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"摘要#

!

目的
!

探讨结直肠癌
XG<

相关死亡域样白介素
6"

,

转换酶抑制蛋白"

X/02

#"

1

#

K4,-

的表达水平及

其临床意义$方法
!

建立检测
X/02

"

1

#

K4,-

荧光定量逆转录聚合酶链反应"

Xe64?6234

#!用该方法检测结直肠

癌组织及其癌旁正常组织
X/02

"

1

#

K4,-

表达水平$结果
!

X/02

"

1

#

K4,-

在结直肠癌组织和癌旁正常组织都

有表达!在结直肠癌组织表达水平为
$8%:\$8"'

!明显高于癌旁正常组织
$8":\$8"$

"

C

#

$8$!

#$

X/02

"

1

#

K4,-

表达水平与结直肠癌组织学分级密切相关"

C

#

$8$!

#!肿瘤分化程度越低!

X/02

"

1

#

K4,-

的表达水平越高$结论

!

X/02

"

1

#在结直肠癌组织中表达升高%在分化越低组织中其表达水平越高%为揭示结直肠肿瘤的发生&发展提供

新的理论依据!并为结直肠癌的有效治疗提供新的思路$
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X/02

$

1

%

!

!!

有研究表明#多种肿瘤的发生和发展与
XG<

相关死亡域样

白介素
6"

,

转换酶抑制蛋白
X/02

$

1

%过度表达有关+本实验应

用荧光定量逆转录聚合物链反应$

Xe64?6234

%技术#建立

X/02

$

1

%基因
Xe64?6234

相对定量方法#探讨结肠癌组织中

X/02

$

1

%基因表达与意义#揭示
X/02

$

1

%基因表达与结直肠癌

发生及发展中的可能相关性+

$

!

材料与方法

$8$

!

标本来源
!

:7

对新鲜结直肠癌组织及癌旁正常组织和

"7

例结直肠癌组织取自本院胃肠外科
%$$5

!

%$$&

年结直肠

癌手术患者#均经病理组织学检查确诊+其中男
%%

例#女
%5

例#年龄
:5

!

&#

岁#平均
!'

岁(直肠癌
:#

例#结肠癌
"$

例(淋

巴结转移
%&

例#无淋巴结转移
%"

例(癌栓形成
%$

例#无癌栓

形成
%#

例(组织学分级低分化
'

例#中高分化
:'

例(

+a3Y

临

床分期
-

,

)

期
%"

例#

3

,

+

期
%&

例+组织学定义癌旁正常组

织!距肿瘤边缘至少
!>K

的肠段$病理证实肿瘤标本切缘肿瘤

细胞残留均为阴性%+标本取下立即投于液氮速冻后置
Q#$

`

超低温冰箱保存+

$8/

!

主要试剂
!

总
4,-

快速抽取试剂盒购自上海飞捷公

司#两步法
4?6234

试剂盒$

-W*

%逆转录试剂盒购自
2E@6

KD

=

G

公司#

,

6G>FIB

基因试剂盒,热启动荧光
234

核心试剂盒

均购自美国
-)0

生物公司+

$8'

!

主要仪器
!

-)0&!$$

荧光定量
234

仪$美国
-)0

生物公

司%,

+a5!$

紫外分光光度计$美国
)D>OKGB

公司%,

a*0

凝胶

成像系统$美国
a*2

公司%,

WG<FDE>

U

>LDE

梯度
234

仪$德国

.

SS

DBC@EJ

公司%,低温离心机$

.

SS

DBC@J

公司%,超净工作台

$

(.-/Xb43.

公司%+

$81

!

总
4,-

提取及
>+,-

合成
!

根据
4,-JG<F"$$$

总

4,-

快速抽取试剂盒说明提取总
4,-

#

4,-

用
+a5!$

紫外

分光光度计计量及纯度检测#以
"9

琼脂糖凝胶电泳检测

4,-

完整性+根据
-W*

逆转录试剂盒操作说明合成
>+,-

+

$82

!

引物及探针的设计及合成
!

根据
X/02

$

1

%的
K4,-

序

列$序列号!

a'&$&!

%#并跨跃一个内含子设计引物及探针+上

游引物!

!j6-?;;-3-;----;3?;?;;-;-36:j

#下

游引物!

!j63?33??;3??-?3??;33?3;;6:j

#探针!

!j6

$

X-W

%

?;3?3-;;--333?3-33??;???3;;-

$

?-W4-

%

6:j

#扩增片段长度为
"5!M

S

+以
,

6G>FIB

作为内部

参照物#上游引物为
!j6?3-333-3-3?;?;333-?3?

-3;-6:j

#下游引物为
!j63-;3;; --33;3?3- ??;

33--?;;6:j

#

?G

d

KGB

探针
!j6

$

X-W

%

-?;3336_

$

?-W

4-

%

633333-?;33-?33?;3;?6:

#扩增产物
%':M

S

+

探针及引物均由英骏生物公司合成#并配成
"$$

*

K@L

"

/

#

Q:$`

冰箱保存+

-
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检验医学与临床
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年
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月第
#

卷第
#

期
!
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$8)

!

实时荧光定量
4?6234

$8)8$

!

反应成分
!

热启动荧光
234

核心试剂
"%8!

*

/

#上游

引物$

"%8!

*

K@L

"

/

%

$8!

*

/

#下游引物$

"%8!

*

K@L

"

/

%

$8!

*

/

#

?G

d

探针$

"$

*

K@L

"

/

%

$8!

*

/

#

>+,-%

*

/

和
CC(

%

b'

*

/

混

均成
%!

*

/

反应体系+循环参数!

'!`

预变性
!KIB

(

'!`

变

性
:$<

(

5$`

退火延伸
"KIB

(

5$

个循环+

$8)8/

!

重复性检测
!

随机取
%

个组织样品#每个样品
>+,-

做
:

个复孔进行分析#根据所测的
3?

值#计算批内变异系数

$

,T

%#并且连续
:C

对同
"

份标本重复检测
:

次#计算批间

,T

+

$8)8'

!

扩增效率检验
!

随机取
"

份预实验阳性表达的扩增产

物进行
%9

琼脂糖凝胶电泳并胶回收#回收产物进行
"$

倍系

列稀释后进行扩增+各个稀释浓度均做
:

个复孔+应用
&!$$

1

U

<FDK1+1

软件处理反应结果#生成标准曲线#得到标准曲线

的斜率和相关系数+通过公式
.Z"$Q"

"

OQ"

$

.

为扩增效

率#

Y

为标准曲线的斜率%计算扩增效率+同样方法进行
,

6G>6

FIB

扩增效率检验+

$8)81

!

X/02

$

1

%

K4,-

表达水平计算方法
!

本实验研究采用

相对定量
234

方法#用$

"V.

%

Q

%

3F表示目的基因相对于管家

基因的表达量)

"

*

#即$

"V.

%

Q

%

3F作为
X/02

$

1

%

K4,-

表达水

平的指标+其中#

.

为扩增效率(

%

3?

为同一份组织中
X/02

$

1

%与
,

6G>FIB

的扩增
3?

值之差+每个标本进行双孔检测#取

双孔表达水平的均值为该标本
X/02

$

1

%

K4,-

的表达水平+

$8.

!

统计学方法
!

采用
1211":8$

统计软件包进行统计分

析#

C

#

$8$!

为差异有统计学意义(结直肠癌与癌旁组织间比

较用配对
@

检验#临床资料分组各组间比较采用
@

检验+

/

!

结
!!

果

/8$

!

234

扩增产物鉴定
!

Xe64?6234

扩增产物经
%9

琼脂

糖电泳#在
%$$

!

:$$M

S

之间约
%':M

S

和
"5!M

S

处都可见一

明显条带#分别为
,

6G>FIB

和
X/02

$

1

%#与理论预期一致$见

图
"

%+

图
"

!!

X/02

%

1

&荧光定量
4?Q234

扩增产物电泳图

/8/

!

重复性测定
!

X/02

$

1

%和
,

6G>FIB

批内
,T

和批间
,T

都

小于
:9

#表明该方法重复性好$表
"

%+

表
"

!

重复性试验结果

实验名称
标本

"

" % : ,T

$

9

%

标本
%

" % : ,T

$

9

%

,

6G>FIB

批内检测
%58!# %&8"$ %58#" "8$ %:8:! %%857 %%8&: "8&

,

6G>FIB

批间检测
%58%" %58'% %58:% "87 %%8:" %%8'! %%8"% "8'

X/02

$

1

%批内检测
:$85# :$8"& :$8!: $8' :!8"$ :78#& :787% "8$

X/02

$

1

%批间检测
:$8!' :$8$# :$8'! "87 :!8%: :!8"% :78%' "8!

/8'

!

扩增效率
!

扩增效率验证中#

X/02

$

1

%和
,

6G>FIB

相对定

量标准曲线图见图
%

,

:

+

X/02

$

1

%和
,

6G>FIB

对应的相关系数

分别为
$8'#77

和
$8''&:

#斜率分别为
Q:857

和
Q:85#

#扩增

效率为
$8##

和
$8#&

#

X/02

$

1

%扩增效率和
,

6G>FIB

扩增效率基

本一致#满足相对定量
234

的条件#用
"8#&

Q

%

3F来表示
X/02

$

1

%

K4,-

的表达水平+

图
%

!!

,

6G>FIB

相对标准曲线

图
:

!!

X/02

%

1

&相对标准曲线

/81

!

结直肠癌及癌旁组织
X/02

$

1

%

K4,-

表达
!

经检测#

X/02

$

1

%

K4,-

在结直肠癌组织和癌旁正常组织都有表达$图

7

%#其表达水平分别为
$8%:\$8"'

和
$8":\$8"$

#配对样本

经
@

检验#差异具有统计学意义$

C

#

$8$!

%#

X/02

$

1

%

K4,-

在

结直肠癌组织表达水平明显高于癌旁正常组织$表
%

%+

图
7

!!

标本
Xe64?6234

反应曲线

表
%

!

X/02

%

1

&

K4,-

在
:7

对结直肠癌组织及癌旁

!!!

正常组织的表达水平

组别
:

;> C

结直肠癌组织
$8%: $8"' $8$":

癌旁组织
$8": $8"$ Q

!!

注!

Q

表示无数据+

/82

!

X/02

$

1

%

K4,-

表达与结直肠癌临床病理关系
!

X/02

$

1

%

K4,-

表达水平与结直肠癌临床病理资料关系见表
:

+组

织学分级不同结直肠癌组织的
X/02

$

1

%

K4,-

表达水平比

较#两独立样本经
@

检验#差异具有统计学意义$

C

#

$8$!

%(而

-

::'

-

检验医学与临床
%$""

年
7

月第
#

卷第
#

期
!

/GMWDC3LIB

!

-

S

EIL%$""

!

*@L8#

!

,@8#



年龄,性别,发生部位,有无息肉,淋巴结转移,癌栓形成和

+a3Y

分期不同的癌组织
X/02

$

1

%

K4,-

表达水平比较#均

无统计学意义$

C

$

$8$!

%+

表
:

!

X/02

%

1

&

K4,-

表达与结直肠癌临床病理关系

临床病理因素
'

:

;> C

年龄$岁%

'

!' %: $8%7 $8"# Q

#

!' %! $8%" $8"' $8!#'

性别

男
%% $8%& $8"5 Q

女
%5 $8"# $8"' $8"$!

发生部位

直肠
:# $8%: $8"' Q

结肠
"$ $8"# $8"# $87"%

息肉史

有
"7 $8%5 $8%" Q

无
:7 $8%$ $8"& $8:&:

淋巴结转移

有
%& $8%: $8"# Q

无
%" $8%" $8"' $85'"

癌栓形成

有
%$ $8"& $8": Q

无
%# $8%5 $8%" $8$'#

组织学分级

低分化
"$ $8:& $8%" Q

中高分化
:# $8"# $8"5 $8$"'

+a3Y

分期

-V) %" $8%" $8%$ Q

3V+ %& $8%: $8"# $85'"

!!

注!

Q

表示无数据+

'

!

讨
!!

论

X/02

$

1

%首先由
0EKLDE

等)

%

*于
"''&

年报道的一个凋亡抑

制蛋白#与胱冬肽酶
#

$

>G<

S

G<D#

%具有同源性#能同
XG<

相关死

亡结构域蛋白$

X-++

%强效结合#阻止
>G<

S

G<D#

与
XG<

的死亡

诱导信号复合物$

+013

%结合#从而阻断
XG<

信号的传入+

X/02

$

1

%还能通过其
3

端结构域和与死亡结构域相关蛋白

+GRR

的
XG<

结合域相互作用#阻止正常的
+GRR

和
XG<

的相互

作用#抑制
>6̂AB

氨基末端激酶$

,̂Y

%的活化)

:

*

+

X/02

$

1

%不

但参与凋亡调控#而且在结合核因子
5

)

$

,X6

6

)

%信号途径中

具有重要的作用)

7

*

+

X/02

能特异地与肿瘤坏死因子受体相关

因子
%

$

?4-X%

%相互作用#诱导
,X6

6

)

信号途径活化#参与机

体防御反应,组织损伤和应激,细胞分化和凋亡以及肿瘤生长

抑制过程的信息传递+

,GOG

=

IEI

等)

!

*发现马疱疹病毒
6%

编码

的病毒不仅可以抑制死亡受体介导的细胞凋亡#还能增强许多

细胞系的
[BF

"

,

6>GFDBIB

信号途径#与个体发育和肿瘤生成密

切相关+

之前研究
X/02

$

1

%

K4,-

均采用终点法半定量
4?6234

#

本研究采用以
?G

d

KGB

探针作为荧光模式的
Xe64?6234

技

术+该技术具有定量准确,特异性好,灵敏度高,重复性高,线

性关系好,线性范围宽,操作简单,安全,自动化程度高,无污染

等优点+并且
Xe64?6234

相对定量法#无需制作反应标准曲

线#并且通过加入管家基因作为内标准#可以消除存在于反应

体系中的干扰因素#如样本不纯,试剂影响等#使方法更加简

单,经济#而且也更为可靠和准确#为深入研究
X/02

$

1

%提供了

有效手段+

研究显示#

X/02

$

1

%

K4,-

在结直肠癌组织与癌旁正常组

织都有表达#较文献报道中的表达率高)

56#

*

+这可能是本实验

采用
Xe64?6234

技术#提高检测灵敏度+该结果进一步表明

X/02

$

1

%是一种天然存在的凋亡抑制蛋白+

X/02

$

1

%表达与结直肠癌患者临床,病理指标的相关性目

前仍不明确+已有研究表明)

56#

*

#甲状腺癌,子宫内膜癌和肝癌

组织
X/02

$

1

%高表达可能提示患者预后较差#子宫内膜癌和肝

癌组织
X/02

$

1

%表达与临床分期及浸润范围等指标有关+本

研究显示结直肠癌组织中
X/02

$

1

%

K4,-

表达明显高于癌旁

组织$

C

#

$8$!

%(结直肠癌的组织学分级越低#

X/02

$

1

%

K4,-

的表达越高+与其在别的肿瘤研究结果类似!

X/02

$

1

%表达失

调可能是肿瘤发生发展的重要因素+在肿瘤中可能由于
X/02

$

1

%的高表达#抑制肿瘤细胞凋亡#促进肿瘤细胞免疫逃逸#活

化
,X6

6

)

信号途径#影响机体防御反应,组织损伤和应激以及

肿瘤生长抑制过程的信息传递#参与肿瘤的发生发展+

X/02

$

1

%

K4,-

在结直肠癌组织中高表达#并与结直肠

癌的组织分型关系密切#可能通过阻断凋亡通路促进结直肠癌

的发生+加深对
X/02

$

1

%的研究将为结直肠癌的有效治疗提

供新的思路+
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