
!论
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实时荧光定量
9)-

检测宫腔脱落细胞中
9"(

Q;

7
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K

N

E;I/

基因的表达及意义"
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"
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兰州大学第二医院!兰州
!

('&&&&

#

"%

甘肃省功能基因组与分子诊断重点实验室!

兰州
!

('&&&&

#

'%

甘肃省基因芯片公共服务平台!兰州
!

('&&&&

%

!!

#摘要$

!

目的
!

探讨宫腔脱落细胞中
9"(

Q;

7

!

&

K

N

KE;I/

基因的表达在子宫内膜癌早期诊断中的意义'方法
!

收

集健康志愿者及子宫内膜癌患者宫腔脱落细胞样本共
3&

例#提取总
-0*

!采用实时荧光定量
9)-

法检测目的基

因的表达!比较健康志愿者及子宫内膜癌患者宫腔脱落细胞中
9"(

Q;

7

!

&

K

N

KE;I/

基因表达量的差异'结果
!

荧光定

量
9)-

结果显示!

9"(

Q;

7

!基因在健康志愿者宫腔脱落细胞中的表达显著高于子宫内膜癌患者!差异有统计学意义

"

H

$

&%&#

%!并随恶性程度升高!

9"(

Q;

7

!的表达水平降低!两者比较差异有统计学意义"

H

$

&%&#

%#

K

N

KE;I/

基因的表

达随恶性程度的增高而增高!两者比较差异有统计学意义"

H

$

&%&#

%'结论
!

联合检测
9"(

Q;

7

!和
K

N

KE;I/

基因可作

为子宫内膜癌早期诊断的依据'
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子宫内膜癌$

/S)

&占女性生殖系统恶性肿瘤的
"&W

!

'&W

#近年来其发病率及发病年龄呈上升和年轻化趋势*

!."

+

)

目前医院对
/S)

的诊断普遍采用诊刮术配以病理学检查的

方法#检出率和准确性较低*

'

+

)同时#诊刮术给患者带来极大

痛苦#因此开发更简便易行,无痛,价廉,准确性高,能对高危患

者进行初筛的检查方法显得尤为迫切)随着分子生物学的迅

猛发展#基因检测可能将成为子宫内膜癌早期诊断#筛查高危

人群的主要手段*

@

+

)报道如下)

$

!

资料与方法

$%$

!

一般资料
!

采用内膜吸管收集
"&&?

!

"&!!

年兰州大学

第二医院妇产科,甘肃省人民医院妇产科原发性子宫内膜癌患

者宫腔脱落细胞样本共
?&

例$患者组&#年龄
'3

!

(&

岁#平均

年龄$

#@%#V!#%?

&岁#所有患者术前均未做放疗,化疗及免疫

治疗)根据
,R4>"&&$

年子宫内膜癌分期标准#

(

期
''

例#

'

期
""

例#

)

期以上
!#

例#所有病例临床资料完整)同时收集

健康志愿者宫腔脱落细胞样本
"&

例作为健康对照组#

"

组研

究对象的年龄,绝经状态等一般资料比较#差异无统计学意义

$

H

%

&%&#

&#具有可比性)

$%/

!

检测方法
!

根据
9FMSC:

公布的
9"(

Q;

7

!

,

K

N

KE;I/

的
K].

-

!3?!

-

检验医学与临床
"&!#

年
?

月第
!"

卷第
!"

期
!

26MSC:)E;I

!

TFIC"&!#

!

UBE%!"

!

0B%!"

"

基金项目!甘肃省科学计划项目$

!!'T[A*&&'

&%兰州市科学计划项目$

"&!&.!.!@'

&)

!!

作者简介!李菊香#女#本科#副主任护师#主要从事妇产科宫颈癌筛查,母婴保健,优生优育,母婴健康教育及管理研究)

!

#

!

通讯作者#

/.=6;E

!

K8CG

h#

!"?%KB=

)



0*

序列设计特异性引物#以
/

.6KG;I

为内参照%

A5;PBE

法提取

所有研究对象的样本总
-0*

#将其逆转录为
K]0*

#全部
K].

0*

浓度均调整为
!&I

J

"

$

2

#进行
9)-

反应之前#所有
K]0*

样本,引物浓度等均标准化%将制备好的
K]0*

$

!&I

J

"

$

2

&各

取
!

$

2

在
*\R95;<=('&&-C6E.G;=C9)-

仪上进行实时
9)-

反应#

9)-

循环参数!

$#`#=;I

,

$#`#<

,

?&`'!<

#

@&

个

循环#目的基因的扩增效率和管家基因的扩增效率一致#实验

结果应用
..

)G

方法进行相对定量*

#

+

)见表
!

)

表
!

!

引物序列表

基因类型 引物序列$

#f

!

'f

&

长度

$

M

7

&

9"(

Q;

7

!

上游!

)**4A*)4*4A44)**4*44A4

下游!

*A4)4A4A))A)*4*4AA*4))

!("

)

N

KE;I/

上游!

4*44)4A4)4AAA4)AAAA*

下游!

44A4A)A44*44A44)A44A

!?'

/

.6KG;I

上游!

A4*)4A44*)*A))4)***4

下游!

)A44**44*44*)*4)4*44

"&#

$%'

!

仪器与试剂
!

电子分析天平$日本岛津株式会社&#低温

冷冻超速离心机$德国
4*S-

&#

1

N

<GC=$(&&9)-

仪$美国

*\R

&#稳压电泳系统$北京六一厂&#电热恒温水浴箱$北京长

安科学仪器厂&#凝胶成像系统$美国
*\R

&#

S],!."$&

超低温

冰箱$日本三洋&#

*\R95;<=('&&-C6E.G;=C9)-

仪$美国

*\R

&)

A5;PBE

试剂#逆转录酶#

>E;

J

:

$

A!#

&引物#引物合成#荧

光定量检测试剂盒#琼脂糖均购自
A6_6-6

公司%其余试剂均

为国产产品)

$%1

!

统计学处理
!

采用
1911!#%&

统计软件进行分析#计量

资料使用
PVJ

表示#多个样本应用单因素方差分析#

H

$

&%&#

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/%$

!

"

组研究对象宫腔脱落细胞中
9"(

Q;

7

!的表达
!

实时荧光

定量
9)-

法检测结果显示#

"

组
9"(

Q;

7

!基因的表达量有一定

变化趋势$

"

c

..

)G

$

!

表示表达量较健康对照组降低#

"

c

..

)G

%

!

表示表达量较健康对照组升高&#健康对照组与患者组各期患

者比较#其表达量显著降低#差异有统计学意义$

H

$

&%&#

&#与

)

期以上比较#差异有统计学意义$

H

$

&%&!

&%

(

期,

'

期,

)

期以上各组
9"(

Q;

7

!表达量依次下降#组间比较差异有统计学意

义$

H

$

&%&#

&#提示
9"(

Q;

7

!基因的表达量在健康者及子宫内膜

癌患者宫腔脱落细胞中的表达量存在差异#随恶性程度增高#

9"(

Q;

7

!表达量降低)见表
"

)

表
"

!

所有研究对象
9"(

Q;

7

!在宫腔脱落细胞

!!!

中的表达结果比较

组别
/

.

)G

..

)G "

c

..

)G

H

健康对照组
"& c'%&#?V&%!?# &%!?# !%&&&

$

&%3$"

!

!%!"!

&

$

&%&#

患者组

(

期
'' c"%"$'V&%!@? &%!@? &%#3$

$

&%$&@

!

!%!&?

&

$

&%&#

'

期
"" c!%(@'V&%??( &%??( &%@&"

$

&%$"3

!

!%&(3

&

$

&%&#

)

期以上
!# ?%(&@V&%(#" !%(#" &%&&!

$

&%#$@

!

!%?3@

&

$

&%&#

/%/

!

"

组研究对象宫腔脱落细胞中
K

N

KE;I/

的表达
!

实时荧

光定量
9)-

结果显示$

"

c

..

)G

$

!

表示表达量较健康对照组降

低#

"

c

..

)G

%

!

表示表达量较健康对照组升高&#健康对照组与

患者组各期比较#差异有统计学意义$

H

$

&%&#

&#与
)

期以上

比较差异有统计学意义$

H

$

&%&!

&%

(

,

'

,

)

期以上各组组间

比较#差异有统计学意义$

H

$

&%&#

&#提示
K

N

KE;I/

基因的表达

量在子宫内膜癌及健康者的表达量存在明显差异#呈一定的变

化规律#随着恶性程度增高#其表达量也升高#且与
9"(

Q;

7

!的表

达呈负相关)见表
'

和图
!

)

表
'

!

所有研究对象
K

N

KE;I/

在宫腔脱落细胞

!!!

中的表达结果比较

组别
/

.

)G

..

)G

"

c

..

)G

H

健康对照组
"& $%$3#V&%$#" &%$#" !%&&&

$

&%#!(

!

!%!$#

&

$

&%&#

患者组

(

期
'' 3%!(3V&%3'@ &%3'@ '%@$$

$

&%$&@

!

!%!&?

&

$

&%&#

'

期
'' (%"&$V&%??( &%3&! ?%3#&

$

&%$"3

!

!%&(3

&

$

&%&#

)

期以上
!# ?%!&?V!%&!" !%&!" !@%(!'

$

&%#$@

!

!%?3@

&

$

&%&#

图
!

!

9"(

Q;

7

!及
K

N

KE;I/

在宫腔脱落细胞中表达量的

变化趋势

/%'

!

9"(

Q;

7

!及
K

N

KE;I/

基因与子宫内膜癌的相关性分析
!

9"(

Q;

7

!及
K

N

KE;I/

基因与子宫内膜癌的发生,发展密切相关#两

者在子宫内膜癌患者宫腔脱落细胞中发生异常表达#且随着恶

性程度的升高#两基因的表达呈现一定的变化规律#

9"(

Q;

7

!低

表达而
K

N

KE;I/

高表达#提示
9"(

Q;

7

!和
K

N

KE;I/

基因可作为子

宫内膜癌早期诊断的标志物)

'

!

讨
!!

论

!!

/S)

是女性生殖道三大恶性肿瘤之一#随着近些年人类

生活环境的改变#子宫内膜癌的发病率呈现逐年上升趋势及年

轻化趋势*

!

+

)

2BFQBD6656

等*

"

+对美国女性子宫内膜癌的发病

及病死率进行统计#发现
"&&$

年全美新增子宫内膜癌病例

@"!?&

例#病死
((3&

例#在女性生殖道恶性肿瘤中发病率第

一)目前#临床对子宫内膜的诊断及确诊常采用宫腔镜检查,

诊断性刮宫等方法#此类方法在不同程度上给患者生理及心理

造成了极大的伤害和痛苦#且此类方法的诊断结果有
3&W

患

者都为良性#这与临床实际情况不符*

'

+

)而宫腔脱落细胞样本

收集方法简单#无痛#因此本研究收集健康志愿者及患者宫腔

脱落细胞样本#通过荧光定量
9)-

技术检测脱落细胞中肿瘤

相关标志物的表达变化情况#达到对子宫内膜癌的早期诊断)

有研究表明#

/S)

的发生同其他肿瘤的发生,发展一样#

均由多种基因共同参与和协同作用#同样与抑癌基因失活或突

变,原癌基因激活等有关*

?

+

)本研究结果显示#利用荧光定量

9)-

法检测宫腔脱落细胞中
9"(

Q;

7

!及
K

N

KE;I/

基因表达变化

规律与文献报道的利用子宫内膜癌组织为样本的检测结果相

一致*

(

+

)提示宫腔脱落细胞样本可作为检测样本对子宫内膜

癌进行广谱型筛查#同时为子宫内膜癌甚至是其他癌症的早期

诊断供了一种新的思路和检测方法)

相关研究报道#

9"(

Q;

7

!基因是调控细胞周期并抑制细胞分

裂的重要基因#是目前细胞分子生物学,肿瘤分子生物学等学

科的研究热点#

9"(

Q;

7

E蛋白具有高度同源性的热稳定蛋白质#

-

"3?!

-

检验医学与临床
"&!#

年
?

月第
!"

卷第
!"

期
!

26MSC:)E;I

!

TFIC"&!#

!

UBE%!"

!

0B%!"



对肿瘤的发生,发展及预后作用国外已有众多报道#如结直肠

癌,乳腺癌,非小细胞肺癌等*

3.!!

+

)

[CLC:;

等*

!"

+的研究发现细

胞分化程度越低#恶性程度越高#

9"(

Q;

7

!阳性表达率越低#提示

9"(

Q;

7

!的异常表达与子宫内膜癌的分化程度有密切关系)本

研究结果表明#健康对照组#

(

,

'

,

)

期以上患者组宫腔脱落

细胞中
9"(

Q;

7

!蛋白的表达量呈现出一定的变化趋势#

(

,

'

,

)

期以上患者组与健康对照组比较#表达量依次显著降低#差异

有统计学意义$

H

$

&%&#

&#

)

期以上患者组与健康对照组比

较#差异有统计学意义$

H

$

&%&!

&%

(

,

'

,

)

期以上患者组之

间比较#差异有统计学意义$

H

$

&%&#

&%由此可见
9"(

Q;

7

!的表

达量在各组宫腔脱落细胞中的表达量呈一定的变化趋势#随着

恶性程度增高#其表达量降低#这一结果与有关文献报道一

致*

!'

+

)提示检测宫腔脱落细胞中
9"(

Q;

7

!基因的表达对子宫内

膜癌的早期诊断具有一定的指导意义)

细胞周期素
/

$

K

N

KE;I/

&是细胞
4

!

期分泌的蛋白#与细胞

周期素依赖性激酶$

)]_

&

."

在
4!

期末结合而发挥作用#促进

细胞进入
1

期#但是如果其过度表达可导致细胞增殖失控#是

肿瘤发生,发展的内在原因之一*

!@

+

)

4FG86EF

等*

!#

+的研究显

示#

K

N

KE;I/

与肿瘤的发生,发展关系密切)本研究结果提示#

各组宫腔脱落细胞中#

K

N

KE;I/

的基因表达健康对照组与患者

组各期比较#差异有统计学意义$

H

$

&%&#

&#与患者组
)

期以

上比较#差异有统计学意义$

H

$

&%&!

&%

(

,

'

,

)

期以上
K

N

KE;I

/

的表达量依次呈上升趋势#患者组之间比较#差异有统计学

意义$

H

$

&%&#

&%随着恶性程度增高#

K

N

KE;I/

表达升高#结果

与
9"(

Q;

7

!的检测结果呈负相关#这是因为在正常细胞中
9"(

Q;

7

!

是
)]_

抑制因子之一#其参与细胞的增殖和分化调控#并能抑

制
K

N

KE;I/

与
)]_"

分子结合#阻止细胞由
4!

期进入
1

期#从

而抑制细胞的增殖*

!?

+

)当
9"(

Q;

7

!的表达失活或异常时#由

9"(

Q;

7

!参与的细胞增殖和分化调控失控#同时
K

N

KE;I/

表达升

高#细胞向癌变发展*

!(

+

)

本研究结果表明#

9"(

Q;

7

!与
K

N

KE;I/

基因是癌症发生,发展

整个复杂过程中其中
"

个比较关键的因子#两者在子宫内膜癌

的发生,发展及恶性化过程中#其表达量存在微妙的变化规律#

随着恶性程度升高#

9"(

Q;

7

!的表达量降低而
K

N

KE;I/

基因表达

量升高#两者的表达变化呈负相关)所以同时检测宫腔脱落细

胞中
9"(

Q;

7

!及
K

N

KE;I/

基因的表达量变化对子宫内膜癌的早期

诊断具有临床意义#同时也为子宫内膜癌或其他癌症的诊断提

供了一定的思路和方法)

参考文献

*

!

+

\5C

J

65*

#

-BM;<BI_

#

];PBI]1%Z

7

:6GCBIG8CK8C=B.

G8C56

7

CFG;K=6I6

J

C=CIGBHCI:B=CG5;6EK6IKC5

*

T

+

%)E;I

*:D[C=6GBE>IKBE

#

"&!@

#

!"

$

!&

&!

?#$.??#%

*

"

+

2BFQBD6656S

#

2FB=656IG6*

#

2C=;ICI*%A5C6G=CIGBH

CI:B=CG5;6EK65K;IB=6

*

T

+

%]FB:CK;=

#

"&!@

#

!'&

$

""."'

&!

"'@3."'##%

*

'

+

-6Q86/

#

OBI

J

1)

#

1BB=5BR

#

CG6E%)E;I;K6EBFGKB=CBH6.

G

N7

;K6ECI:B=CG5;6E8

N7

C5

7

E6<;6:;6

J

IB<C:BI6ICI:B=C.

G5;6EM;B

7

<

N

!

;I<G;GFG;BI6ECY

7

C5;CIKC6I:5CD;CLBHE;GC56.

GF5C

*

T

+

%*=T1F5

J

96G8BE

#

"&!"

#

'?

$

!!

&!

!?3'.!?$&%

*

@

+

2;IB.1;ED621

#

:C2CjI])

#

16EKC:B.[C5IkI:CP-*

#

CG6E%

*8;

J

8MB:

N

=6<<;I:CY;<IBG6LB5<C

7

5B

J

IB<G;KH6KGB5

HB5CI:B=CG5;6EK65K;IB=6;I6

7

5C:B=;I6IGE

N

BMC<C

7

B

7

F.

E6G;BI

*

T

+

%)E;IA56I<E>IKBE

#

"&!'

#

!#

$

'

&!

"@'."@(%

*

#

+

2;D6Q_T

#

1K8=.RGG

J

CIA]%*I6E

N

<;<BH5CE6G;DC

J

CICCY.

7

5C<<;BI:6G6F<;I

J

5C6E.G;=C

i

F6IG;G6G;DC9)-6I:G8C"

=CG8B:

*

T

+

%SCG8B:<

#

"&&!

#

"#

$

@

&!

@&".@&3%

*

?

+

_6<G6IS\

#

)6I=6I)/

#

2CBI65:)T

#

CG6E%9#'KCEE

#

K

N

KEC

KBIG5BE6I:6

7

B

7

GB<;<

!

;=

7

E;K6G;BI<HB5K6IKC5

*

T

+

%)6IKC5

S6G6<G6<;<-CD

#

!$$#

#

!@

$

!

&!

'.!#%

*

(

+

*QE;1

#

8̂6I

J

ge

#

\BI:65FQT

#

CG6E%2BL =BECKFE65

LC;

J

8GK

N

KE;I/;<6<<BK;6GC: L;G8

7

"(.5C<;<G6IG

#

8;

J

8.

J

56:C

#

8;

J

8.<G6

J

C6I:;ID6<;DCME6::C5K6IKC5

*

T

+

%)CEE

)

N

KEC

#

"&!"

#

!!

$

(

&!

!@?3.!@(?%

*

3

+

4CP

J

;IK1A

#

)CE;Q)

#

]B

J

6I0Z

#

CG6E%/Y

7

5C<<;BIBHK

N

K.

E;I*

#

K

N

KE;I/6I:

7

"(;IIB5=6E

#

8

N7

C5

7

E6<G;K6I:H56IQE

N

=6E;

J

I6IGCI:B=CG5;6E<6=

7

EC<

*

T

+

%T >M<GCG 4

N

I6CKBE

#

"&!'

#

''

$

#

&!

#&3.#!!%

*

$

+

2;,

#

)6B[

#

OF+%/Y

7

5C<<;BI6I:G8C;5<;

J

I;H;K6IKCBH

T6M!9"(

Q;

7

!

;IE65

N

I

J

C6E<

i

F6=BF<KCEEK65K;IB=66I:

[C

7

."KCEE<

*

T

+

%2;I)8F6I

J

/5\;+6I[BFABFT;I

J

O6;

_C 6̂ 8̂;

#

"&!"

#

"?

$

?

&!

"#"."##%

*

!&

+

[6E;I6 *

#

*5GF59

#

\65M656 S_

#

CG6E%*EGC56G;BI<;I

A9#'

#

K

N

KE;I]"

#

K.S

N

K

#

7

"!O*,!

"

)R9!6I:9"(

Q;

7

!

CY.

7

5C<<;BI6<<BK;6GC:L;G8

7

5B

J

5C<<;BI;I\.)22

*

T

+

%,BE;6

[;<GBK8C=)

N

GBM;BE

#

"&!&

#

@3

$

@

&!

#'@.#@!%

*

!!

+

/<

7

B<;GBU%95B

J

IB<G;K5BECBHG8CK

N

KE;I:C

7

CI:CIGQ;I6<C

;I8;M;GB59"(Q;

7

E;IIBI<=6EEKCEEEFI

J

K6IKC5

*

T

+

%)6IKC5

-C<

#

!$$(

#

#(

$

!&

&!

''3!.''3#%

*

!"

+

[CLC:;R[

#

><=6I OS

#

S68:

N

SS%];HHC5CIG;6ECY.

7

5C<<;BIBHK

N

KE;I]!;I8F=6I

7

;GF;G65

N

GF=B5<

!

5CE6G;BI

GBSR\.!6I:

7

"(

"

_;

7

!E6MCE;I

J

;I:;KC<

*

T

+

%T/

JN7

G06GE

)6IKRI<G

#

"&!!

#

"'

$

@

&!

!(!.!($%

*

!'

+岑慧#柯琪#王丽#等
%9A/0

,

9"(

基因甲基化及蛋白表

达与子宫内膜癌发生发展的关系*

T

+

%

实用妇产科杂志#

"&!"

#

"3

$

!

&!

"3.'!%

*

!@

+

8̂BF+T

#

g;C+A

#

4FT

#

CG6E%>DC5CY

7

5C<<;BIBHK

N

KE;I/

;<BHB5=<KB55CE6GC<L;G8

7

BB5

7

5B

J

IB<;<;I5CKG6EK6IKC5

*

T

+

%/F5T1F5

J

>IKBE

#

"&!!

#

'(

$

!"

&!

!&(3.!&3@%

*

!#

+

4FG86EF0

#

TB<8;.4BQ86EC1

#

[65M4

#

CG6E%9656G8

N

5B;:

8B5=BIC.5CE6GC:

7

5BGC;ICI86IKC<8F=6IKCEE

7

5BE;HC56.

G;BI6I:HFIKG;BIL;G86<<BK;6GC:;I:FKG;BIBHK

N

KE;I.:C.

7

CI:CIGQ;I6<C"6I:K

N

KE;I/CY

7

5C<<;BI

*

T

+

%];6MCGC<

#

"&!&

#

#$

$

!"

&!

'!'!.'!'3%

*

!?

+

[CC56I S)

#

[

J

:6EE)_

#

_

h

6C51_

#

CG6E%2;=;GC:

7

5B

J

.

IB<G;KD6EFCBHG;<<FC

7

5BGC;ICY

7

5C<<;BIECDCE<BHK

N

KE;I/

;I]6I;<8BD65;6IK6IKC5

7

6G;CIG<

!

H5B=G8C]6I;<8S*2.

>U*BD65;6IK6IKC5<GF:

N

*

T

+

%*9SR1

#

"&!"

#

!"&

$

!&

&!

3@?.3#@%

*

!(

+

2;I,

#

2;I9

#

8̂6B]

#

CG6E%1BY"G65

J

CG<K

N

KE;I/

#

7

"(6I:

<F5D;D;IGB5C

J

FE6GC6I:5B

J

CI.;I:C

7

CI:CIG8F=6I

7

5B<G6GC

K6IKC5KCEE

7

5BE;HC56G;BI6I:6

7

B

7

GB<;<

*

T

+

%)CEE95BE;H

#

"&!"

#

@#

$

'

&!

"&(."!?%

$收稿日期!

"&!#.&!.""

!!

修回日期!

"&!#.&'."@

&

-

'3?!

-

检验医学与临床
"&!#

年
?

月第
!"

卷第
!"

期
!

26MSC:)E;I

!

TFIC"&!#

!

UBE%!"

!

0B%!"




