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目的
!

比较
/59Q04

法'蛋白酶
^

消化
d/59Q04

法及沉淀裂解法提取血清
D9O[-

的效果&方法
!

分

别选取
"

例健康人'

"

例肺炎患者和
"

例肺癌患者血清!以
V16.$:.(

3

作为目标
DO[-

!线虫
Z14.D9O.+*.+

3

作为内

参!分别采用
/59Q04

法'蛋白酶
^

消化
d/59Q04

法及沉淀裂解法提取血清
D9O[-

!以
V16.$:.(

3

及
Z14.D9O.+*.+

3

特

异性引物进行反转录
FZO

!以反转录
FZO

产物为模板运用
Ỳ ]N511<

$

法进行荧光定量
FZO

检测&结果
!

/59Q04

法与蛋白酶
^

消化
d/59Q04

法均能有效提取到血清
D9O[-

!而沉淀裂解法由于没有对血浆中的
O[-

进行富集故

提取效果不佳&

/59Q04

法提取较蛋白酶
^

消化
d/59Q04

法相比!可以减少蛋白酶
^

的消化时间且提取效果更好!并

且血清与
/59Q04

试剂的体积比为
"%%j&%%

时效果相对较好&三种方法检测
Z14.D9O.+*.+

3

的
Z6

值基本一致&

/5.

9Q04

法和蛋白酶
^

消化
d/59Q04

法在提取过程中加入的内参丢失较少&结论
!

/59Q04

法作为总
O[-

提取的手段适

用于血清
D9O[-

提取!通过调整血清与
/59Q04

试剂的用量可使提取到的血清
D9O[-

能够满足试验需要&
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Ỳ ]N511<

$

A4@051=>1<>1

T

@:<696:69?1FZO:==:

C

#F=,768,

!

/71/59Q04D16708:<8

3

5061:=1^89

;

1=690<>0DB9<18

E967/59Q04D16708>0@481AA1>69?14

C

1265:>6=15@DD9O[-

#

B@6

3

51>9

3

96:690<

3C

504

C

=9=D16708E:=<06=0=@96:B41A05

1265:>690<0A=15@DD9O[-#/59Q04D16708E:=B1661567:<

3

5061:=1^89

;

1=690<>0DB9<18E967/59Q04D16708

#

E79>7

>0@48=:?1671

3

50619<:=1^89

;

1=690<69D1:<87:8B166151265:>69<

;

1AA1>6=#R71<671?04@D15:6900A=15@D:<8/5.

9Q0451:

;

1<6E:="%%j&%%

#

6711265:>69<

;

1AA1>60A/59Q04D16708E:=B1=6#/71Z6?:4@1=0AZ14.D9O.+*.+

3

1265:>618

B

C

67511D16708=E151B:=9>:44

C

671=:D1#/7151E:=:49664140==0A9<615<:451A151<>19<6711265:>690<

3

50>1==0A/5.

9Q04D16708:<8

3

5061:=1^89

;

1=690<>0DB9<18E967/59Q04D16708#G9->67,+9-

!

/71/59Q04D16708:=6711265:>69<

;

D167080A606:4O[-9==@96:B41A05D9O[-1265:>690<A50D=15@D#/711265:>618=15@DD9O[->:<D1166718161>.

690<<118=B

C

:8

P

@=69<

;

67180=:

;

10A=15@D:<8/59Q0451:

;

1<6#

'

H=

A

I9<;,

(

!

D9O[-

%

!

V16.$:.(

3

%

!

Z14.D9O.+*.+

3

%

!

1265:>69<

;

!!

D9O[-

是近年来发现的一类
!)

"

"'<6

的单链非编码

O[-

小分子#最早由
V11

等*

!

+在秀丽新小杆线虫中首次发现#

其主要通过与靶
O[-

分子以不完全互补和完全互补的方式

影响基因的表达和稳定性#从而参与调控多种生物学行为#如!

发育的进程.干细胞分化.细胞凋亡.疾病及肿瘤的发生*

".+

+

)

D9O[-

是一类自然形成的小非编码
O[-

#

(%,

以上的
D9O.

[-

位于与癌症相关的染色体区域#多种
D9O[-

与肿瘤的发

生.发展.转移有重要的关系#因此有学者将
D9O[-

命名为

/

0<>0D95=

0

*

'

+

)血清
D9O[-

因具有取材方便.对冷热稳定.保

存时间长.表达与肿瘤的诊断.分期.进展及预后相关等特点被

认为是一种潜在的肿瘤标志物*

(.*

+

)本研究旨在通过比较三种

不同的血清
D9O[-

提取方法#为后续血清
D9O[-

相关研究

奠定基础#现将结果报道如下)

$

!

资料与方法

$#$

!

一般资料
!

选取正常体检且各项指标正常的健康体检者

"

例#依据1肺炎诊断$

RY+)"."%!"

&指南2经呼吸科临床医生

诊断为肺炎的患者
"

例#以及依据1

%!+-ZZF

肺癌的诊断与治

疗指南$第
+

版&2经病理诊断为肺癌的患者
"

例)采集各研究

对象全血标本
+DV

离心后收集血清)

$#/

!

仪器与试剂
!

普通
FZO

仪器为
-]W

公司
N1<1-D

3

%

FZOY

C

=61D*$%%FZO

仪#荧光定量
FZO

仪为
-]W

公司

Y61

3

X<1FZO

仪)

Ỳ ]O

%

N511<kFZOS:=615S92

购自安捷

,
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&购自
/715D0YZW\[/WGWZ

公司%

D9O[-

特异性反转录引物.

FZO

引物及线虫
Z14.D9O.+*.+

3

内参$

"%

AD04

"

=:D

3

41

&

D9O[-

购自广州瑞博生物科技有限公司)

$#'

!

方法

$#'#$

!

/59Q04

法提取血清
D9O[-

!

"%%

#

V

血清中加入
(%%

#

V/59Q04

#涡旋振荡
+%=

#室温静置
(D9<

%加
"%%

#

V

三氯甲

烷#剧烈颠倒混匀
'(=

#室温静置
(D9<

%

'_!+%%%5

"

D9<

离

心
+%D9<

#小心将上清液移至新的
!#(DV

离心管%加等体积

的异丙醇至上清液中#颠倒混匀#置
e"%_

静置
+%D9<

%

'_

!+%%%5

"

D9<

离心
+%D9<

#沉淀总
O[-

%吸弃上清液#沉淀用

体积分数
$(,

乙醇洗
!

次%

'_

#以
$(%%5

"

D9<

离心
(D9<

#

沉淀
O[-

%吸净乙醇#

(%

#

VM\FZ

水溶解
O[-

)

$#'#/

!

蛋白酶消化法提取血清
D9O[-

!

取
"%%

#

V

血浆样本

于
!#(DV

离心管中#加入
!%

#

V

蛋白酶
^

$

"%D

;

"

DV

&#

(&_

消化
+%D9<

后进行
O[-

提取#步骤同
!#+#!

)

$#'#'

!

沉淀裂解法提取血清
D9O[-

!

取
"%%

#

V

血浆样本于

!#(DV

离心管中#加入
"%%

#

V

核酸提取液#涡旋振荡
!(=

#室温

!+%%%5

"

D9<

离心
!%D9<

#弃上清液%在沉淀中加入
(%

#

V

核酸

裂解液吹打混匀#涡旋振荡
!(=

#

!%%_

金属浴加热
!%D9<

#室温

!+%%%5

"

D9<

离心
(D9<

#取上清液作为反转录
FZO

的模板)

$#'#1

!

反转录及荧光定量
FZO

反应体系及条件
!

采用
/715.

D0YZW\[/WGWZ

公司反转录试剂盒进行反转录#所有体系及步

骤按照说明书进行操作#取
"

#

V

反转录
>M[-

为模板以
V16.$:.

(

3

荧光定量
FZO

引物进行扩增)

FZO

反应条件为
*( _ (

D9<

%

*(_!%=

#

&%_"%=

#

$%_!%=

#

'%

个循环#收集荧光)

$#1

!

统计学处理
!

采用
YFYY!&#%

软件包进行统计学分析#

计量资料以
Gh?

表示#组间均值比较采用单因素方差分析#以

H

$

%#%(

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/#$

!

三种方法提取血清
D9O[-

后
V16.$:.(

3

及
Z14.D9O.+*.

+

3

检测情况
!

三种方法提取的血清
D9O[-

经荧光定量
FZO

检测均使
V16.$:.(

3

和
Z14.D9O.+*.+

3

有效扩增#见图
!

)

!!

注!

-

为
V16.$:.(

3

的
FZO

扩增曲线%

]

为
Z14.D9O.+*.+

3

的
FZO

扩增曲线)

图
!

!

荧光定量
FZO

扩增曲线

/#/

!

三种方法提取血清
D9O[-

后内参
Z6

值差异
!

三种方

法提取血清
D9O[-

过程中掺入
"(AD04

内参后#经过后续步

骤操作#

/59Q04

法.蛋白酶
^

消化
d/59Q04

法.沉淀裂解法提取

的
D9O[-

中#

Z14.D9O.+*.+

3

的扩增
Z6

值分别为
"&#+h!#(

.

"$#'h!#+

.

")#"h!#)

#差异无统计学意义$

Hi%#!"

&)

/#'

!

不同血清用量与
/59Q04

试剂提取血清
D9O[-

的效率
!

对分别设置
+

个不同的血清与
/59Q04

试剂体积比$

!%%j&%%

.

"%%j&%%

及
+%%j&%%

&#比较不同血清用量与
/59Q04

试剂提取

血清
D9O[-

的效率#同时检测
V16.$:.(

3

和
Z14.D9O.+*.+

3

#发

现血清与
/59Q04

试剂体积比为
"%%j&%%

时#提取效果较好$绿

色曲线&#荧光定量
FZO

扩增曲线见图
"

)

!!

注!

-

为
V16.$:.(

3

的
FZO

扩增曲线%

]

为
Z14.D9O.+*.+

3

的
FZO

扩增曲线)

图
"

!

不同血清用量与
/59Q04

试剂提取血清

D9O[-

的效率比较

'

!

讨
!!

论

研究显示#

D9O[-

表达与肿瘤的诊断.分期.进展及预后

相关#其表达水平的检测有可能为观察临床疗效.判断肿瘤是

否复发及预后提供帮助)此外#

D9O[-

广泛存在于泪液.乳

汁.唾液等多种体液中#在血浆.血清中具有良好的稳定性#在

多次反复冻融.

"'7

室温放置.强酸.强碱.

M[-

酶.

O[-

酶等

恶劣情况下仍不被降解且保持相对稳定的水平*

!%.!!

+

#在血清

和血浆中的表达不存在差异#外周血
D9O[-

的表达亦不存在

明显的性别.个体差异*

(

#

*

#

!"

+

#这些均提示
D9O[-

有潜力作为

肿瘤标志物应用于肿瘤的早期诊断.疗效判定及转移复发等病

情的判断指标*

$.)

+

)

目前#常用的血清
D9O[-

的提取方法有柱分离法和
/5.

9Q04

法#相对于柱分离技术而言#

/59Q04

法能够较好地保留包括

D9O[-

在内的小片段成分#但该方法主要用于细胞总
DO[-

提取#并未考虑
D9O[-

与
DO[-

在物理性质及存在方式上

的差别)赵德尧等*

!+

+曾尝试在
/59Q04

法抽提
D9O[-

前对标

本进行加热.加入十二烷基磺酸钠$

YMY

&.超声裂解及蛋白酶

^

消化等处理#发现加热或加入
YMY

能够显著提高血清
D9O.

[-

的提取效率*

!+

+

)为进一步开展血清
D9O[-

的相关研究

工作#本课题组分别采用
/59Q04

法.蛋白酶
^

消化
d/59Q04

法

,

$$*"

,

检验医学与临床
"%!(

年
!%

月第
!"

卷第
"%

期
!

V:BS18Z49<

!
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!

U04#!"

!

[0#"%



及沉淀裂解法抽提血清
D9O[-

#发现经典的
/59Q04

法能够有

效提取到血清
D9O[-

并且通过调整血清与
/59Q04

试剂的比

例可满足实验的要求%蛋白酶
^

消化
d/59Q04

法并未提高提取

效率并且操作时间稍长)

D9O[-

主要以蛋白复合体的形式存

在#提高
D9O[-

提取效率的关键是使
D9O[-

从蛋白复合体

上解离下来#依据该特点本研究尝试使用临床提取核酸用的核

酸沉淀液及核酸提取液抽提血清
D9O[-

#实验结果证实该方

法不适用于血清
D9O[-

的提取)经荧光定量
FZO

检测#三

种方法提取物中#内参
Z14.D9O.+*.+

3

的
Z6

值无明显差异#说

明三种抽提方法均能有效保留加入的内参*

!'.!(

+

)本研究成功

地利用
/59Q04

法.蛋白酶
^

消化
d/59Q04

法提取到血清
D9O.

[-

#并且
/59Q04

法提取效果相对更好#利用荧光定量
FZO

进

行检测的结果能满足实验要求)
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