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#摘要$

!

目的
!

研究
'?BM6aFG?

"

'̀

#

7
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MRU+

在结肠癌组织中的水平和临床价值%方法
!

采用
R&73<R

法

检测
'̀ 7

&

MRU+

相对水平!对结肠癌患者$结肠息肉$溃疡性结肠炎患者以及健康对照组
'̀ 7

&

MRU+

相对水平

进行比较!对结肠癌不同临床参数间
'̀ 7

&

MRU+

相对水平进行比较!并进行统计学分析%结果
!

结肠癌患者
'̀ 7

&

MRU+

表达比结肠息肉$溃疡性结肠炎患者以及健康对照组明显升高!差异有统计学意义"

!

$

"9"$

#&但与患者

年龄$性别$肿瘤的位置$大小无相关性!在低分化腺癌$

'Na?H

分期
2

期$有淋巴结转移的患者中
'̀ 7

&

MRU+

表达

更明显"

!

$

"9":

#%结论
!

结肠癌
'̀ 7

&

表达与结肠癌患者黏膜上皮细胞受损密切相关!

2

期
'̀ 7

&

表达呈显著升

高!因此结肠组织
'̀ 7

&

水平检测可作为结肠癌早期诊断的指标!对临床结肠癌早期诊断有一定价值%
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结肠癌是常见的消化道恶性肿瘤#在我国已成为发病率上

升最快的恶性肿瘤之一*

$

+

#由于目前结肠癌的早期诊断水平较

低#约
$

"

1

的患者明确诊断时疾病已处于进展期*

#

+

#因此结肠

癌的延误诊断是影响诊断和预后的重要原因*

1

+

)

'?BM6aFG?

$

'̀

%是结直肠上皮细胞角化后分泌的一种多肽#主要是缩氨

酸#目前研究显示
'̀

至少有
$1

种不同的亚型*

!

+

#其中
'̀ 7

&

在早期结肠癌患者血清中的水平是呈显著升高的*

:

+

)作者通

过检测结肠癌组织中
'̀ 7

&

MRU+

的相对水平变化来研究

'̀ 7

&

对国内人群早期结肠癌诊断的价值)现报道如下)

$

!

资料与方法

$9$

!

一般资料
!

选择
#"$1

年
$

$

/

月在本院住院治疗的结肠

癌患者
1"

例#其中男
$0

例#女
$#

例(年龄
#%

$

0$

岁#参照文

献*

%

+按年龄分!

%

%"

岁的老年患者
$!

例#

!$

$

:/

岁的中年患

者
$1

例#

(

!"

岁的青年患者
1

例(以肿瘤大小
:-M

为临界

值*

%

+

$

<&

或
(R8

测量直径#多个肿瘤时取直径最大者%!

%

:

-M$%

例#

$

:-M$!

例(肿瘤部位!升结肠癌
$$

例#横结肠癌
#

例#降结肠癌
!

例#乙状结肠癌
$1

例(淋巴结转移!有
$1

例#无

$>

例(病理组织学分级!高分化腺癌
!

例#中分化腺癌
$#

例#

低分化腺癌
$$

例#黏液腺癌
1

例#

'Na?H

分期!

+

期
%

例#

2

期

$#

例#

<

期
0

例#

'

期
!

例(以上病例匀符合病理学结肠癌诊断

标准*

>

+

)同期从门诊和住院结肠息肉和溃疡性结肠炎$

=<

%患

者中各随机抽取
#"

例作为对照#每组中男
$#

例,女
0

例#年龄

-

>1$1

-

检验医学与临床
#"$:

年
$$

月第
$#

卷第
#$

期
!

;EI(?L<AFG

!

U6Q?MI?B#"$:

!

V6A9$#

!

U69#$

"

基金项目!湖北省自然科学基金项目$

#"$1<*2!0%

%(湖北省孝感市科技局基金支持项目$

#"$$cc*"!#

%)

!!

作者简介%付汉东#男#在职研究生#医学硕士#副主任技师#主要从事肿瘤早期诊断和肿瘤标志物研究)



#"

$

%>

岁,平均
!:9%

岁)同时从同期健康体检人群中抽取
1"

例作为健康对照组#其中男
$0

例,女
$#

例#年龄
$0

$

%:

岁,平

均
!!

岁)

$9/

!

标本采集
!

手术取患者肿瘤及周围组织#癌旁正常组织

为距肿瘤边缘
:-M

以上的肠段组织$病理证实肿瘤标本切缘

肿瘤细胞残留均为阴性%#对照组在肠镜下取结肠息肉和炎症

组织#健康对照组在肠镜下取少许结肠组织#快速切取组织#用

预冷的
$h32)

液冲洗)放置于无
RU+

酶的冻存管中#保存

于
Z0%i

冰箱中待检)

$9'

!

试剂与仪器
!

试剂!反转录试剂盒$美国
)F

O

ME

公司%#总

RU+

提取试剂盒$美国
)F

O

ME

公司%#

&

7E-CFG

基因试剂盒$美国

)F

O

ME

公司%#琼脂糖$美国
8GQFCB6

O

?G

公司%#

&E

X

'U+

聚合酶

$上海华美公司%#二乙基焦磷酰胺$

'W3<

%#液氮#无水乙醇,氯

仿,溴化乙啶等)引物设计如下#

'̀ 7

&

上游引物!

:j7+&7

4++4<<44<<+<&4<<&<&471j

#下游引物!

:j74<+44<7

<+44&&4<+<<<44471j

#扩增范围
1>/I

5

(

&

7E-CFG

上游引

物!

:j7&<+&4++4&4&4+<4&44+<+&71j

#下游引物!

:j7

<&<+44+44+4<++&4+&<&&471j

#扩增范围
$:0I

5

$郑

州美博公司%)仪器!

&</%""747#1"V

型
(NACF4?G?

梯度
3<R

仪$美国
;EIG?C

公司%#

'd<k7#$

型电泳仪$北京六一仪器厂%#

&EG6G71:""

凝胶成像分析系统$上海天能公司%#

&41#0

型电

子天平$上海上天公司%#

&4;7$%(

高速低温离心机$湖南湘仪

公司%#

dl71

型电动匀浆机$华城开元实验仪器厂%#移液器$芬

兰
2F6DFC

公司%等)检测中所有操作严格按试剂和仪器说明书

要求进行)

$91

!

组织
RU+

提取
!

用
&BFP6A

法提取组织中的总
RU+

#

RU+

的提取,完整性,纯度及浓度检测操作程序严格按试剂盒

说明书要求进行#经质量检测
RU+

的完整性,纯度及浓度均

符合要求后方可用扩增)

$92

!

扩增和电泳
!

反应体系
'

!

RGEHFG$

"

;

#

R&73<R

缓冲液

!

"

;

#

$"MM6A

"

;LU&3#

"

;

#反转录酶
$

"

;

#

ÂF

O

6L&$

"

;

#

RU+!

"

;

#加无
RUEH?

灭菌蒸馏水至
#"

"

;

)把反应体系
'

放在
3<R

仪反应孔中#设置反应模式)循环模式!

1>i

反转

录
%"MFG

#得到
-'U+

)反应体系
(

!

R&73<R

缓冲液
#

"

;

#

LU&3H$

"

;

#上游引物
$

"

;

#下游引物
$

"

;

#

&E

X

酶
$9:=

#

-'U+#

"

;

#

3<R&

.

?#

"

;

#加无
RUEH?

灭菌蒸馏水至
#"

"

;

)

循环模式!

/!i

预变性
:MFG

#

/!i!:H

#

%"i!:H

#

>#i1"

H

#循环
!"

次#

>#i

延伸
$"MFG

#

!i

保存待凝胶电泳检测)电

泳!将
%

"

;

扩增产物与
#

"

;

溴酚蓝上样缓冲液混合#在
$9:_

的琼脂糖凝胶中进行电泳#恒压
0"V

#

1"MFG

后#用凝胶成像

系统观察结果)

$9)

!

结果判断标准
!

凝胶成像仪观察结果#进行面积灰度扫

描#

'̀ 7

&

MRU+

相对表达量
+

值
[ '̀ 7

&

MRU+

产物的吸光

度
+

值$

'̂

%"

&

7E-CFG

产物的吸光度
+

值$

'̂

%)

$9.

!

统计学处理
!

采用
)3))$19"

统计软件包进行统计分

析#计量资料用
DT@

表示#多组间比较采用方差分析#两组间

比较用
5

检验#以
!

$

"9":

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/9$

!

各组
'̀ 7

&

MRU+

相对水平
!

结肠癌患者
'̀ 7

&

MRU+

相对水平为
"90#T"9!%

#比结肠息肉$

"91!T"9$%

%,溃疡性结

肠炎$

"9#/T"9$0

%,健康对照组$

"9$!T"9$$

%均明显升高#差

异有统计学意义$

!

$

"9"$

%(结肠息肉与溃疡性结肠炎间
'̀ 7

&

MRU+

相对水平无明显差异#但均比健康对照组高$

!

$

"9":

%)

/9/

!

'̀ 7

&

MRU+

相对水平与结肠癌患者临床病理参数的关

系
!

见表
$

)

'̀ 7

&

MRU+

的表达与患者年龄,性别,肿瘤的位

置与大小无关#在不同组织学分级中低分化腺癌
'̀ 7

&

MRU+

表达更明显$

!

$

"9":

%#不同
'Na?H

分期中
2

期表达更明显

$

!

$

"9":

%#有淋巴结转移的比无淋巴结转移表达更明显$

!

$

"9"$

%)

表
$

!

'̀ 7

&

MRU+

相对水平与结肠癌患者临床病理

!!!

参数的关系

临床病理参数
&

'̀ 7

&

MRU+

相

对水平$

DT@

%

5

"

L !

性别 男
$0 "90!T"91" "9$1

&

"9":

女
$# "9>/T"9#0

年龄 老年
$! "90%T"91$ "9>%

&

"9":

中年
$1 "9>>T"9#!

青年
1 "9>!T"9#%

肿瘤大小$

-M

%

%

: $% "90>T"91! "91%

&

"9":

$

: $! "9>>T"9#0

肿瘤部位 升结肠
$$ "9>0T"9#1 "9:0

&

"9":

横结肠
# "9>%T"9#:

降结肠
! "90!T"9#>

乙状结肠
$1 "90"T"91$

组织学分级 高分化腺癌
! "9%!T"9#/ %9>#

$

"9":

中分化腺癌
$# "90#T"91#

低分化腺癌
$$ $9"1T"9!1

黏液腺癌
1 "9>$T"9":

'Na?H

分期
+

期
% "9>%T"9#/ %9$%

$

"9":

2

期
$# $9"%T"91/

<

期
0 "9%:T"9#>

'

期
! "90#T"91:

淋巴结转移 无
$% "9%#T"9#! #9/!

$

"9"$

有
$! "9/$T"91"

'

!

讨
!!

论

目前研究显示
'̀

位于人类染色体
$/

X

$19$#

上#是由一

定数量的表皮特异基因组成*

0

+

)

'̀

至少有
$1

种亚型#可编

码
$"

多种不同的蛋白质#其中
&

型$相对分子质量
!:h$"

1

%拥

有自己的启动子#并在表皮细胞上表达#

'̀ 7

&

是以高度分化的

上皮细胞层分层分泌的形式表达的*

!

+

)炎症条件下相关组织

的上皮细胞的
'̀

基因表达是有差异的#这种差异性也促进炎

症状态的差异性*

/

+

)研究表明在上皮细胞层广泛受损中存在

'̀ 7

&

的高水平表达*

$"

+

)

本研究显示结肠癌患者
'̀ 7

&

MRU+

相对水平均比结肠

息肉,溃疡性结肠炎,健康对照组明显升高$

!

$

"9"$

%)结肠

黏膜上皮细胞是通过细胞桥粒连接呈相互嵌合紧密排列的#其

-

01$1

-

检验医学与临床
#"$:

年
$$

月第
$#

卷第
#$

期
!

;EI(?L<AFG
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间隙由膜被颗粒排出物充填#使结肠黏膜具有独特的生物学特

性*

$$

+

#结肠黏膜上皮受到损伤可形成溃疡性结肠炎#导致黏膜

上皮细胞角化#黏膜组织发生异型增生#同时溃疡性结肠炎中

炎症上皮细胞
2-A7#

表达增高#炎症细胞凋亡停止或减慢#造

成溃疡性结肠炎中大量炎症细胞浸润肠壁和持续活化*

$#

+

#从

结肠息肉,溃疡性结肠炎发展到结肠癌#是一个长期的过程#在

早期发生
+3<

基因突变#中期发生
BEH

基因突变#晚期发生

5

:1

突变#最终导致癌变*

$1

+

#在此过程中伴有黏膜组织的异型

增生和炎症的长期存在#导致结肠黏膜上皮细胞层长期广泛受

损#

'̀ 7

&

表达也逐渐升高)由于
U*7

)

2

,肿瘤坏死因子
7

*

$

&U*7

*

%,

+

7

干扰素$

8U*7

+

%和一氧化氮合酶$

FÛ )

%

*

$!

+等在炎

性黏膜中表达显著升高#这些导致黏膜上皮细胞角化和增生,

异生加剧(角化细胞衰老,凋亡的调控受干扰素,

+3<

基因,

BEH

基因信号通路的调控#当
+3<

基因和$或%

BEH

基因发生突变时

+3<

基因,

BEH

基因信号通路受到影响#这种调控机制可能被

打破#从而导致角化的黏膜上皮细胞分泌
'̀ 7

&

增加#这也是

结肠癌患者
'̀ 7

&

MRU+

相对水平比对照组都要高的原因#在

低分化腺癌,

'Na?H

分期
2

期,有淋巴结转移的患者中表达更

明显$

!

$

"9":

%#同时早期结肠癌患者血清
'̀ 7

&

水平显著升

高*

$:

+

#这由于癌细胞对周围组织浸润#导致结肠局部黏膜上皮

细胞层广泛受损#并使淋巴结转移的黏膜上皮细胞层受损#从

而引起
'̀ 7

&

表达水平显著升高*

:

+

#并大量聚集在病变周围组

织#但与患者年龄,性别,肿瘤的位置及大小无关)结肠息肉与

溃疡性结肠炎间
'̀ 7

&

MRU+

相对水平无明显差异#但它们比

健康对照组要高$

!

$

"9":

%#是由于炎症局部黏膜上皮细胞层

受损导致
'̀ 7

&

表达轻度升高#但升高幅度较结肠癌低得多)

'̀ 7

&

MRU+

在结肠癌早期和进展期表达是显著升高的#

因此组织中
'̀ 7

&

水平检测对结肠癌的早期诊断和治疗有重

要意义)
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