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摘要:[目的]观察粪便中散发性大肠腺瘤性息肉 APC基因突变的意义,探讨易出现 APC基因突变的中医体

质类型。[方法]采用QIAampDNAStoolMiniKit51504提取42例大肠腺瘤性息肉、8例非腺瘤性息肉、12例大

肠癌患者及23例正常人群粪便的DNA,运用聚合酶链反应—单链构象多态分析法(PCR-SSCP)检测APC基因的

突变情况;通过问卷形式调查散发性大肠息肉患者的中医体质类型。[结果]42例大肠腺瘤性息肉患者的粪便

APC基因的突变率为21.43%(9/42);8例非腺瘤性息肉及23例正常组APC基因的突变率均为0;12例大肠癌患

者粪便中APC基因突变率为33.33%(4/12);总突变率为15.30%。腺瘤性息肉组与正常组比较差异有统计学意

义(P<0.05);腺瘤性息肉与大肠癌组比较差异无统计学意义(P>0.05)。粪便APC基因突变与中医体质无关(P
>0.05)。[结论]检测粪便中APC基因的突变率有助于大肠腺瘤性息肉筛查,大肠腺瘤性息肉粪便中 APC基因

的突变与中医体质无明显关系。
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Abstract:[Objective]ToinvestigatethesignificanceofAPCgenemutationinsporadiccolorectalpolyps
infeces,andtoexploretheTCMconstitutiontypeofAPCgenemutation.[Methods]QIAampDNAStool
MiniKit51504wasusedfor42casesofcolorectaladenomapolyps,8casesofnoneadenomapolyp,12cases
ofpatientswithcolorectalcarcinomaand23casesofnormalpeoplefecalDNAextraction,polymerasechain
reactionsinglestrandedconformationpolymorphismanalysiswasusedtodetecttheAPCgenemutation,

andquestionnairesurveywasconductedamongsporadiccolonicpolypspatientstoestimatetheTCMCon-
stitutiontype.[Results]FecalAPCgenemutationratewas21.43% (9/42)in42casesofcolorectaladenom-
atouspolypspatients;APCgenemutationratewas0in8patientswithnonadenomatouspolypsand23ca-
sesofnormalgroup;12casesofAPCgeneinstoolofpatientswithcolorectalcancermutationratewas
33.33%(4/12);totalmutationrateof15.30%.Therewassignificantdifferencebetweenthenormalgroup
andtheabnormal(colorectaladenoma)group(P<0.05).Therewasnosignificantdifferenceinthecontrastbe-
tweenthecolorectaladenomagroupandthelargebowelcarcinoma(P>0.05).ThemutationofAPCgeneinfeces



wasnotcorrelatedwithtraditionalChinesemedicinebodyconstitution(P>0.05).[Conclusion]Detectionofthe
mutationrateofAPCgeneinfecesishelpfultothescreeningofcolorectaladenoma,andthemutationof
APCgeneincolorectaladenomapolypshasnosignificantrelationshipwithTCMbodyconstitution.
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  大肠腺瘤性息肉发病率逐渐升高,具有癌变风

险,93%的大肠癌源自于腺瘤性息肉,及时筛查、遏
止腺瘤于癌变前期可提高患者生存率。文献报道大

肠息肉的检出率为10%~60%[1],差距较大,改善

检测方法可有效提高检出率。目前粪便中检测特定

基因进行疾病筛查,尤其是结肠癌的检测,拥有取材

方便、依从性好,敏感性及特异性相对较高的特点,
具有潜在价值。APC基因又称家族性腺瘤性息肉

病基因,不仅是家族性腺瘤性息肉病(FAP)的致病

基因,同时也与散发性结直肠癌的发生相关[2]。而

已成为公认癌前病变的散发性大肠腺瘤性息肉与

APC基因突变的相关性及突变率研究较少,本文通

过纯化、扩增粪便中的APC基因,以探讨散发性腺

瘤性息肉 APC基因的突变情况。此外,目前“证
候—体质—基因组学”模式已成为研究热点,APC
基因突变与中医体质的关系也是本文所要探讨的问

题之一。

1 资料与方法

1.1 标本来源

收集2014年3月1日~4月13日于沈阳军区

总医院中医科、内窥镜科、消化科病房及内窥镜门诊

行肠镜检查及治疗前100例患者的粪便,其中包括

42例大肠腺瘤性息肉、8例非腺瘤性息肉、12例大

肠癌患者及23例肠镜检查正常者,15例患者不同

意行病理检查而剔除,62例患者病理类型经沈阳军

区总医院病理科确诊。被调查者中男49名,女36
名,平均年龄(59.38±11.01)岁。收集受检者肠镜

检查前的新鲜大便,立即放于-20℃冰箱,24h后

转移至-80℃冰箱保存。
同时通过调查问卷方式对上述100例受检者进

行中医体质调查,中医体质类型参照《中医体质分类

与判定》(2009年中华中医药学会)的9种体质进行

分类[3],包括气虚质、气郁质、阳虚质、阴虚质、湿热

质、瘀血质、痰湿质、平和质、特禀质,并据相应判定

方法及标准进行中医体质判定。判定方法回答《中
医体质分类与判定表》中的全部问题,每一问题按5
级评分,计算原始分及转化分,依标准判定体质类

型。原始分=各个条目分值相加;转化分数=[(原
始分-条目数)/(条目数×4)]×100。判定标准:平
和质为正常体质,其他8种体质为偏颇体质。判定

平和质的条件:转化分≥60分,其他8种体质转化

分均<30分,可判定为是;转化分≥60分,其他8种

体质转化分均<40分,判定为基本是;不满足上述

条件者为否;偏颇体质:转化分≥40分,判定为是;
转化分30~39分,判定为倾向是;转化分<30分为

否。

1.2 纳入标准

留取的粪便为肠镜检查前的标本;粪便标本量

不少于180mg;粪便常温下放置时间较长者;能自

行填写或在调查员的帮助下完整填写体质调查表。

1.3 排除标准

不符合纳入标准;家族性腺瘤性息肉病,加德纳

综合征,特科特综合征,幼年性息肉病综合征;已行

大肠息肉切除术者;不同意参与本次调查者;体质调

查表填写不完全者。

1.4 研究方法

1.4.1 粪便DNA的提纯

1)称取180~220mg样品2MLEP管中,置于

冰上。

2)每管加1.6mlBufferASL,涡旋1min。

3)全速离心1min,沉淀颗粒。

4)取1.4ml上清液到新的2mlEP管中,弃掉

沉淀。

5)放一块InhibitEXTablet到每个管中,立即

涡旋1min,室温孵育1min。

6)全速离心3min,沉淀颗粒和药片。

7)离心停止后,立即吸取上清液到新1.5小离

心管中,弃掉沉淀。全速离心3min。

8)取25μlproteinaseK到新的2mlEP管中。

9)吸取600μl步骤7的上清液到装有protein-
aseK的EP管中。

10)加600μlBufferAL,涡旋15s。

11)70°孵育10min。

12)加600μl乙醇(96%~100%)到溶解产物

中,涡旋混匀。

13)取柱子放到2ml收集管中,小心吸取600

μl上一步骤的溶解产物到柱子中,盖上盖,全速离

心1min。离心后,将柱子放到2ml收集管中,弃掉

旧的收集管。

14)小心打开柱子盖,从剩余的溶解产物中再吸

取600μl到柱子中,全速离心1min。离心后,将柱

子放到新的2ml收集管中,弃掉旧的收集管。
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15)重复上一步骤,直到所有溶解产物通过柱

子。

16)小心打开柱子盖,加500μlBufferAW1,全
速离心1min。离心后,将柱子放到新的2ml收集

管中,弃掉旧的收集管。

17)小心打开柱子盖,加500μlBufferAW2,全
速离心3min。离心后,弃掉旧的收集管。注意:残
留的BufferAW2会对后续的步骤产生影响,所以

从离心机取出柱子时应防止BufferAW2再次沾到

柱子。

18)将柱子放到新的2mlEP管中,弃掉旧的收

集管。全速离心1min。

19)将柱子放到新的1.5mlEP管中,吸取200

μlBufferAE到收集管薄膜中央,室温孵育1min。
全速离心1min。

20)离心管中液体即为提取的DNA。

21)-20℃保存。

1.4.2 引物设计

引物由北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司合

成,引物序列见表1。

表1 引物序列

基因
引物(5'-3')

上游 下游
扩增片段长度/bp

APC AGTACAACCATGCCAATATTATG ACTTCTATCTTTTTCAGAACGAG 399

1.4.3 APC基因的PCR扩增及单链构象多态分

析(SSCP)

1)制备6%的非变性聚丙烯酰胺凝胶:30%聚

丙烯酰胺(交联度49􀏑1)10ml,5×TBE缓冲液10
ml,加蒸馏水至50ml,加TEMED25ml、10%过硫

酸铵250ml,混匀后灌胶,插入加样梳子。待胶完

全聚合后,拔出加样梳子,安装电泳装置,加入电泳

缓冲液(1×TBE),缓冲液应高于加样孔上缘,用注

射器吸取缓冲液冲净加样孔。

2)取5ml扩增产物加10ml变性上样缓冲液

混匀,98℃变性10min,迅速冰浴。

3)取5ml混合液加到点样孔中,以1~8V/cm
电泳4~5h。

4)拆下电泳装置,取出聚丙烯酰胺凝胶,放到一

个塑料盘内,用蒸馏水冲洗1~2遍。

5)倒入固定液,固定8~10min。

6)用蒸馏水冲洗1~2遍;倒入银染液,银染10
~12min。

7)用蒸馏水冲洗若干遍;倒入显色液,显色至出

现清晰的银染带。

8)用蒸馏水浸泡聚丙烯酰胺凝胶,观察PCR-
SSCP结果。

1.5 统计学处理

采用SSPS17.0统计软件进行统计分析,2组

间计数资料运用χ2检验比较分析;以P<0.05表示

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大肠腺瘤性息肉患者的粪便中APC基因的突变

突变率为21.43%(9/42);非腺瘤性息肉组及

正常组APC基因的突变率均为0;大肠癌组患者粪

便中APC基因突变率为33.33%(4/12);总突变率

为15.30%。腺瘤性息肉组与正常组比较差异有统

计学意义(P<0.05);腺瘤性息肉组与大肠癌组比

较差异无统计学意义(P>0.05)。见表2、表3。

APC基因突变如图1所示。

表2 腺瘤性息肉患者与正常人群粪便中

APC基因突变率比较

组别 例数 突变例数 未突变例数 突变率/%

腺瘤性息肉组 42 9 33 21.431)

正常组 23 0 23 0

  与正常组比较,1)P<0.05。

表3 腺瘤性息肉与大肠癌患者粪便中

APC基因突变率比较

组别 例数 突变例数 未突变例数 突变率/%

腺瘤性息肉组 42 9 33 21.43

大肠癌组 12 4 8 33.33

图1 APC基因扩增电泳图
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2.2 腺瘤性息肉患者的主要体质类型

阳虚质(35.71%)、气虚质(16.67%);粪便中

APC基因突变患者的主要体质类型为阳虚质、气虚

质、湿热质,APC基因无突变者的主要体质类型为

阳虚质、气虚质;二者比较差异无统计学意义(χ2=
4.332,P>0.05)。见表4。

表4 腺瘤性息肉患者粪便中APC基因突变情况与中医体质类型的关系 例

腺瘤性息肉组APC
基因突变情况

体质类型

阳虚质 气虚质 阴虚质 痰湿质 湿热质 血瘀质 气郁质 特禀质 平和质

突变 4 2 0 1 2 0 0 0 0

未突变 11 5 6 3 3 0 0 0 5

合计 15 7 6 4 5 0 0 0 5

3 讨论

大肠腺瘤性息肉癌变风险高,在腺瘤致癌过程

中,APC基因→K-ras基因→DCC基因→p53基因

分阶段参与了整个癌变过程[4],为目前所公认。

APC基因在癌组织的突变率达70%~80%,但有学

者认为APC基因突变发生在腺瘤期而非肠癌期[5],
而关于腺瘤性息肉 APC基因突变率研究较少,为

25%~56%[5-6]。研究认为大肠息肉的发生与APC
基因突变相关。APC基因作为抑癌基因与 Axin/

Axin2、CSNK1A1和GSK-3B结合形成的“毁灭复

合物”可促进β-catenin磷酸化[7]及后续蛋白降解,
从而降低β-catenin浓度,抑制 Wnt信号通路。该

通路可调节肠干细胞的增殖,与肠息肉发生相关。
一旦APC基因发生突变,则无法降解β-catenin,过
度集聚的β-catenin进入细胞核内与Tcf转录因子

相结合,形成具有转录效应的复合体,激活β-cate-
nin/Tcf下游的靶基因转录(C-Myc、cyclinD1、mat-
rilysin、gastrin、ITF-2等),调节 Wnt目的基因,使
肠干细胞异常增殖分化,细胞基质重构[8],引起息肉

发生。因此,检测APC基因有助于癌前病变的及早

发现及大肠癌的早期诊断,具有临床意义。
某些大肠腺瘤性息肉患者可无明显临床表现,

而全结肠镜检查患者依从性差,易为人们所忽视。
粪便检测DNA具有取材方便,为非侵入性检查,容
易为患者接受。粪便中正常细胞可迅速凋亡,而肿

瘤细胞更新快、粘附力差,容易脱落[9],且脱落的肿

瘤细胞不易快速凋亡,甚至可抑制降解酶的作用,保
持其稳定性。Boynton等发现从粪便中提取大肠肿

瘤脱落细胞DNA片段的分子量较正常肠道黏膜组

高,认为粪便中DAN可作为检测大肠癌的生物学

标志物[10],并且粪便与组织[6]、粪便与血浆[11]检测

APC基因突变的一致性较好。所以,粪便检测APC
基因突变具有可行性。但粪便中的核酸大多来自细

菌和正常肠黏膜细胞,而癌症等病变细胞最多占

1%,本研究发现腺瘤性息肉患者粪便中APC基因

的突变率为21.43%,粪便检测腺瘤性息肉APC基

因突变率不高,可能与标本收集、存储、提取及纯化

技术等方面影响有关。本实验所收集的患者检查前

粪便,有可能得不到腺瘤组织脱落细胞,其敏感性低

于二次自然排便检测法[12];粪便不能立即交给收集

者,室温存储时间长则存在DNA降解可能。另外,
引 物 设 计 仅 针 对 APC 基 因 突 变 的 “热 点 区”
(MCR),可能导致其他基因突变点遗漏。如能进一

步改进上述不足有可能提高突变率。
中医体质是个体在遗传基础上,在环境的影响

下,在生长、发育和衰老的过程中形成的功能、结构

和代谢上相对稳定的特殊状态。这种特殊状态往往

决定着它的生理反应的特异性及其对某种致病因子

的易感性和所产生病变类型的倾向性。随着“后基

因组学时代”的到来,“证候—体质—基因组学”的研

究模式已成为研究亮点。除意外伤害,疾病的发生

大都与基因的突变及异常表达有着直接或间接的关

系。具有整体性、动态性的基因组学研究理论与中

医理论有着惊人的契合点。关于大肠息肉及腺瘤性

息肉的易患体质类型,闫思蒙等[13]、刘杨等[14]认为

以阳虚体质为主。本研究通过中医体质调查结合

APC基因突变结果分析,认为粪便中存在 APC基

因突变的腺瘤性息肉患者以阳虚体质为多,但发现

二者并不存在相关性(P>0.05),可能与所调查的

样本量大小有关。依据王琦教授“体质可调论”,如
能通过调整阳虚体质,或许能减少腺瘤性息肉的发

生,还需进一步研究。
本研究关于粪便中检测散发性腺瘤性息肉相关

突变基因处于初步阶段,尚需进一步改进粪便标本

收集、保存、提纯等工作,增加样本含量,提高 APC
基因的检出率及突变率。基于粪便基因检测法为无

创检测,样本取材方便,患者依从性好等特点,如能

充分利用基因芯片技术,联合多基因粪便检测,增加
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单个粪便标本收集次数及总的样本含量,采用灵敏

度高、特异性好的基因提纯技术,并以中医体质调查

为辅助,粪便基因检测方法有望成为癌前病变筛查

的常规应用技术。
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