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"摘要#
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目的
!

寻找影响胶质瘤恶性进展的关键微小
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A@PR7

%'方法
!

使用
A@PR7

表达谱芯片检测

&43

例不同级别胶质瘤组织标本
A@PR7

的表达情况!挑选代表性差异表达
A@PR7

!采用荧光定量
O"P

方法进行

验证'在人胶质瘤细胞系!通过
%##

试验&平板克隆形成试验&细胞周期试验!探讨关键
A@PR7

对肿瘤细胞增殖

能力的影响'结果
!

相对于
&

级胶质瘤组织!

-

级胶质瘤组织中
A@P!1269

&

A@P!+4)!1

E

&

A@P!126D

&

A@P!'4B

&

A@P!

&+1

表达上调!而
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&

A@P!+66

&

;=>!29
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A@P!&1'
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A@P!2G

等表达下调'对
A@P!1269

&

A@P!+66

表达水平进行验证!

结果与芯片方法一致'人胶质瘤
\6

细胞转染
A@P!1269A@A@B0

后!细胞生长率明显增高!细胞克隆数量明显增加'

\6

细胞转染
A@P!+66A@A@B0

后!细胞生长率明显降低!细胞克隆数量明显减少'与
&

级或
-

级胶质瘤组织相比!

A@P!&4*D

在
.

级胶质母细胞瘤组织中表达水平明显增高!转染
A@P!&4*D

可明显增加
_'+&

细胞的生长率!

-

期细

胞比例增加'结论
!

在不同级别胶质瘤中差异表达的
A@P!1269
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!可能是通过影响细胞增殖能

力推动胶质瘤恶性进程'
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脑胶质瘤是最常见的颅内肿瘤#约占脑肿瘤半数以上+根

据瘤细胞分化程度和增殖潜能#世界卫生组织分类系统中将胶

质瘤分为
,%.

6

个病理级别#低级别胶质瘤有局部复发和

向高级别胶质瘤天然进展的趋势)

&!'

*

+胶质瘤从低级别向高级

别恶性进展的过程中#肿瘤侵袭性更强#并常伴发对放疗和化

疗的耐药#最终#患者几乎均死于肿瘤复发,局部扩散和局部侵

袭)

1

*

+近
')

年来#胶质瘤的治疗及预后没有明显改善#成为神

经外科的重大难题+首先#需要明确胶质瘤的发病机制+一般

认为胶质瘤恶性表型的出现主要是通过不同机制对多基因表

达及其信号通路的异常调控来完成+微小
PR7

$

A@PR7

&是
&

类大小约为
'':>

的内源性,非编码小
PR7

#研究发现#其可通

过不同信号通路直接参与人类多种肿瘤的形成与发展#通过表

达的上调或下调#起到肿瘤基因或抑肿瘤基因的作用+本研究

旨在通过
A@PR7

芯片技术筛选不同级别胶质瘤间差异表达

-

63&&
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检验医学与临床
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年
+
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卷第
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期
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基金项目!北京市自然科学基金项目$
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&%北京市卫生系统高层次卫生技术人才培养计划项目$
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作者简介!马瑞敏#女#住院医师#博士#主要从事脑胶质瘤发病机制及早期标志物的研究+
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的
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#对其中关键
A@PR7

进行生物学功能研究#以揭示

A@PR7

在胶质瘤恶性进展中的作用#为胶质瘤的诊断,预后判

断提供新的标志物#也为肿瘤的靶点治疗提供新思路+

$
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资料与方法

$($

!

一般资料
!

胶质瘤组织标本均取自本院神经外科
'))*

%

'))4

年手术患者#经病理确诊为神经胶质瘤#分别用于
A@P!

R7

芯片检测$试验组&和定量
O"P

检测$验证组&+试验组
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例#其中世界卫生组织标准
&

级标本
*1

例#

-

级
66

例#

.

级
4&

例+验证组
&'3

例#其中世界卫生组织标准
&

级标本
1)

例#

-

级
1)

例#

.

级
*3

例+选择
&)

例健康脑组织作为对照标

本#

2

例为严重脑创伤清创术标本#

1

例为原发癫痫病灶切除术

标本+
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!

仪器与试剂
!

A@PR7

表达谱芯片购自美国
[;;HA@:9

公

司#

PR7

提取试剂盒,

#9

S

%9:A@PR7

反转录试剂盒,

#9

S

!

%9:O"P

试剂盒购自美国
7

EE

;@=G.@8-

<

0>=A0

公司#人胶质

瘤
_'+&

细胞株,人胶质瘤
\6

细胞株购自中国科学院上海细

胞库#

A@PR7A@A@B0

购自上海吉玛公司#

%##

试剂盒购自美

国
-@

I

A9

公司+

$('

!

方法

$('($

!

组织标本
PR7

提取
!

提取
PR7

前#将肿瘤组织冰冻

切片进行苏木精
!

伊红染色评估肿瘤细胞的范围+选择肿瘤细

胞大于
3)5

的组织#使用
A@CV9:9A@PR7[08;9>@8: @̂>

试剂#

按照说明书提取
PR7

+应用
R9:8QC8

E

&)))

紫外分光光度仪

进行
PR7

定量#并用琼脂糖甲醛变性凝胶电泳检测
PR7

完

整性#然后将总
PR7

样品贮存于
Y3)Z

+
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表达谱芯片检测
!

采用
[;;HA@:9c0\HA9:

M'()A@PR7,J

E

C=00@8:.=9G"?@

E

芯片$包含
&&6*

种人类

A@PR7

#约占
A@P.90=&'()

数据库的
425

&#筛选不同级别胶

质瘤组织差异表达的
A@PR7

+

$('('

!

A@PR7

定量
O"P

反应
!

对于基因芯片结果中不同级

别胶质瘤组织差异表达的代表性
A@PR7

#在验证组的组织标

本用实时荧光定量
O"P

法进行验证+使用
A@CV9:9A@PR7

[08;9>@8: @̂>

试剂#按照说明书提取
PR7

#使用
#9

S

%9:%@P!

R7P=M=C0=#C9:0BC@

E

>@8: @̂>

试剂盒进行
PR7

逆转录#使用

#9

S

%9:N=:=,J

E

C=00@8:%90>=C%@J

试剂盒进行
O"P

检测#

具体操作均按照说明书进行+反应条件!

4+Z&)A@:

%

4+Z

&+0

%

*)Z*)0

%共
6)

次循环+反应结束得到各反应管循环阈

值
">

#计算相对表达量#试验重复
1

次+

$('(1

!
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对胶质瘤细胞增殖能力的影响
!

采用人胶质

瘤细胞系进行细胞增殖试验+对于在
&

,

-

级胶质瘤组织中差

异表达的
A@PR7

#选择来源于
&%-

级人胶质瘤的
\6

细胞+

对于
.

级胶质母细胞瘤组织中高表达的
A@PR7

#选择
.

级人

胶质母细胞瘤的
_'+&

细胞+体外化学合成
A@P!1269A@A!

@B0

,

A@P!+66A@A@B0

#采用脂质体转染的方法将其转染至
\6

细胞#采用
%##

试验,平板克隆形成试验检测其对细胞增殖

能力的影响+体外化学合成
A@P!&4*DA@A@B0

#采用脂质体转

染的方法将其转染到
_'+&

细胞#采用
%##

试验,细胞周期分

析检测其对细胞增殖能力的影响+

$(1

!

统计学处理
!

采用微阵列显著性分析软件识别芯片表达

谱之间差异表达的
A@PR7

#采用
-O--&1()

进行数据处理#分

别采用
A

检验,单因素方差分析比较各组间差异+以
I

&

)()+

表示差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/($

!

在
&

级和
-

级脑胶质瘤中差异表达
A@PR7

/($($

!

A@PR7

微阵列芯片结果
!

A@PR7

芯片分析结果显

示#相对于
&

级胶质瘤组织#

-

级胶质瘤组织中
A@P!1269

,

A@P!+4)!1

E

,

A@P!126D

,

A@P!'4B

,

A@P!&+1

等表达上调#

;=>!2B

,

A@P!+66

,

;=>!29

,

A@P!&1'

,

A@P!2G

等表达下调+见表
&

+

表
&

!&

级与
-

级胶质瘤组织差异表达
A@PR7

组别
A@PR7

得分$

G

& 倍数变化
S

!M9;H=

$

5

&

表达上调
?09!A@P!1269 '&(++&6 '(36)6 )

?09!A@P!+4)!1

E

&2('4*3 1(+621 )

?09!A@P!126D &1()2)+ &(13+2 )

?09!A@P!'4B &'(1223 '(+2)2 )

?09!A@P!&+1 &'('2&4 *()*&1 )

表达下调
?09!;=>!2B Y&)(316& )(+63* )

?09!A@P!+66 Y&)(6)34 )(+13* )

?09!;=>!29 Y4()6+3 )(26+6 )

?09!A@P!&1' Y4()&+& )(61++ )

?09!A@P!2G Y2(1+41 )(+''1 )

/($(/

!

实时定量
O"P

结果
!

挑选微阵列芯片结果中具有代

表性,表达水平升高及下降的
A@P!1269

,

A@P!+66

#采用实时荧

光定量
O"P

法进行组织标本验证+结果发现#

A@P!1269

表达

水平在
-

级胶质瘤组织明显高于
&

级#

A@P!+66

表达水平在
-

级胶质瘤组织明显低于
&

级+见图
&

+

图
&

!

A@P!1269

%

A@P!+66

在验证组标本中的差异表达

/($('

!

%##

试验结果
!

%##

结果显示#与未转染
A@P!1269

A@A@B0

组相比#

\6

细胞转染
A@P!1269A@A@B0'6

,

63?

后#细

胞生长率明显增高#提示
A@P!1269

能促进细胞增殖$

I

&

)()+

&+

\6

细胞转染
A@P!+66A@A@B0'6

,

63?

后#细胞生长率

明显降低#提示
A@P!+66

能抑制细胞增殖$

I

&

)()+

&+见图
'

+

图
'

!

A@P!1269

%

A@P!+66

对细胞生长的影响

/($(1

!

平板克隆形成试验结果
!

平板克隆形成试验结果显

示#

A@P!1269A@A@B0

转染组克隆形成率为$

14('h1(&

&

5

#对

照组为$

'1(&h'(6

&

5

%转染
A@P!1269A@A@B0

后细胞克隆数

量明显增加#差异有统计学意义$

I

&

)()+

&#见图
17

+

A@P!

+66A@A@B0

转染组克隆形成率为$

&1(1h&('

&

5

#对照组为

$

'3(2h'(*

&

5

%转染
A@P!+66A@A@B0

后细胞克隆数量明显减

少#差异具有统计学意义$

I

&

)()+

&#见图
1.

+

/(/

! .

级胶质母细胞瘤组织中差异表达的
A@PR7

/(/($

!

A@PR7

微阵列芯片结果
!

与
&

级$

I

&

)()+

&或
-

级

-

+3&&

-

检验医学与临床
')&*

年
+

月第
&1

卷第
4

期
!
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!
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<
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!
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$

I

&

)()+

&胶质瘤组织相比#在
.

级胶质母细胞瘤组织中
A@P!

R7!A@P!&4*D

表达水平明显增高#见图
67

%而在
&

,

-

级胶质

瘤组织之间#

A@P!&4*D

表达水平没有明显差异$

Ie)(&&

&+

图
1

!

平板克隆形成试验结果

/(/(/

!

实时定量
O"P

结果
!&

,

-

级胶质瘤组织之间#

A@P!

&4*D

表达水平没有明显差异$

Ie)(&3

&+与健康脑组织相比#

A@P!&4*D

在
&

级$

Ie)(36

&或
-

级$

Ie)(&4

&胶质瘤组织的

表达没有明显差异#但
A@P!&4*D

在胶质母细胞瘤的表达水平

明显高于健康脑组织$

I

&

)()+

&#见图
6.

+

图
6

!

A@P!&4*D

在不同级别胶质瘤组织中的差异表达

/(/('

!

%##

试验
!

%##

结果显示#与未转染
A@P!&4*D

组

相比#

_'+&

细胞转染
A@P!&4*D'6

,

63?

后#细胞生长率明显

增高#

A@P!&4*D

能促进细胞增殖$

I

&

)()+

&#见图
+

+

图
+

!

A@P!&4*D

对细胞生长的影响

/(/(1

!

细胞周期试验结果
!

细胞周期结果显示#阴性对照组

-

期比例为
''(+15

#细胞转染
A@P!&4*D

后
-

期比例为

1+(315

#

'

组差异有统计学意义$

I

&

)()+

&#细胞转染
A@P!

&4*D

后
-

期比例增高+见图
*

+

图
*

!

A@P!&4*D

对细胞周期的影响

'

!

讨
!!

论

!!

胶质瘤从低级别向高级别恶性转化过程中#多个基因相继

激活或失活#共同促进肿瘤发展)

6

*

+寻找和检测恶性进展的标

志基因#以指导肿瘤的诊断和治疗#仍是目前研究的重要任务+

近年来#

A@PR7

在肿瘤调控中的作用越来越受到重视#通过与

靶基因
APR7

特异性结合而导致靶
APR7

降解或抑制翻译#

对基因进行转录后调控#在个体发育及细胞分化,增殖,凋亡,

应激等生物学过程中发挥重要作用)

+!*

*

+

本研究采用
A@PR7

芯片#在不同级别胶质瘤组织间筛选

差异表达的
A@PR7

+相对于
&

级胶质瘤组织#在
-

级胶质瘤

组织中
A@P!1269

,

A@P!+4)!1

E

,

A@P!126D

,

A@P!'4B

,

A@P!&+1

等

表达上调#而
;=>!2B

,

A@P!+66

,

;=>!29

,

A@P!&1'

,

A@P!2G

等则表

达下调+挑选代表性
A@PR7

进行验证#在上调的
A@PR7

中#

A@P!1269

表达水平增高最多%在下调的
A@PR7

中#

;=>!2B

表达

水平降低最多+

;=>!2B

在其他文献中报道较多)

2!3

*

#对于胶质瘤

而言特异性不高+为寻找胶质瘤特异性标志物#本研究选择报

道较少的
A@P!+66

进行验证+最终实时定量
O"P

结果与芯片

结果一致+体外试验中#通过
%##

分析及平板克隆形成试验

发现#

A@P!1269

能促进细胞增殖#

A@P!+66

则抑制细胞增殖+

由此可见#在高级别胶质瘤组织中表达上调及下调的
A@PR7

可能通过影响细胞增殖能力而促进肿瘤恶性进展#其异常表达

可成为恶性进展的重要分子标志#指导肿瘤的诊断及治疗+

研究中发现#

A@PR7!A@P!&4*D

在
.

级胶质母细胞瘤组织

中的表达水平明显高于
&

,

-

级胶质瘤组织及健康脑组织#体

外试验也证实
A@P!&4*D

过表达促进肿瘤细胞增殖#转染
A@P!

&4*D

明显增加了
_'+&

细胞生长率#

-

期细胞比例增加+有研

究报道#细胞周期调控失衡是肿瘤恶性增殖的根本原因)

4!&)

*

#

A@PR7

异常表达引起的调控机制紊乱也是其中重要因素+本

研究证实
A@P!&4*D

过表达与肿瘤细胞增殖的关系#

A@P!&4*D

过表达可能通过促进细胞增殖而推进肿瘤进程+

今后研究中将进一步分析上述
A@PR7

异常表达与患者

预后的关系#深入探讨其影响胶质瘤恶性进程的分子机制#为

胶质瘤的诊断,预后判断提供新的标志物#也为肿瘤的靶点治

疗提供新的思路+
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疗不敏感#

"P

率低#预后较差+

按染色体核型分组的性别,血红蛋白,血小板计数及原幼

细胞比例$流式细胞分析仪"骨髓细胞形态学&差异无统计学意

义$

I

(

)()+

&#年龄和白细胞计数差异有统计学意义$

I

&

)()+

&%预后中等组年龄高于预后良好组和预后不良组#白细胞

计数预后中等组高于预后良好组+预后中等组除外正常核型

后年龄)$

+&(1h&1(1

&岁*,白细胞计数)$

'1(*h16()

&

`&)

4

"

/

*差异无统计学意义$

I

(

)()+

&#说明此类差异由正常核型引

起%预后中等组正常核型者大于
*)

岁
1)

例#正常核型高白细

胞
&6

例$

'&(+5

&高于其他
'

组$

1(&5

和
2(25

&#说明年龄,白

细胞计数及核型在
7%/

预后是相对独立的指标+

7%/

患者联合化疗达
"P

#经巩固化疗可行自体或异基

因造血干细胞移植#本研究中行异基因干细胞移植
&)

例$

2

例

%'

#

'

例
%+

#

&

例
%&

&#其中
4

例在
"P

后行干细胞移植术#另

有
&

例属难治性
7%/

#联合化疗
+

个疗程仍未达
"P

+死亡
2

例#病死率高于
U9:

I

等)

2

*报道+死亡患者移植后生存期
+&

%

1*'G

#死亡原因为急,慢性移植物抗宿主病或免疫力低下而继

发感染+

结合染色体核型,初诊临床资料和初期缓解状况的
9̂

E

!

;9:!%=@=C

生存曲线#显示
1

组生存期有明显差异#低危组优于

中危组和高危组+低危组主要为
%1

$

&1

"

'1

&#均通过至少
&

个

疗程的全反式维甲酸$

7#P7

&,柔红霉素$

QRP

&和$或&三氧化

二砷$

7#]

&联合化疗+

&

例复发患者通过
7#P7

,阿糖胞苷

$

7C9!B

&,善唯达联合化疗
&

个疗程再次缓解#

&

例缓解后行自

体干细胞移植术#至随访日期止
&6

个月未复发+

7#P7

对白

血病细胞具有很强的诱导分化作用#

7#]

可直接杀伤白血病

细胞并抑制其增殖#使得
%1

的
"P

率高#长期预后良好+中

危组以
%'

亚型为主$

&6

"

'2

&#大部分患者通过
&

个疗程的联

合化疗后达到
"P

+本组有
&'

例复发#

2

例复发后未缓解#于

'

%

1

个月内死亡+

&

例
"P

后行多次自体干细胞移植术存活

至随访截止日期+复发主要是由于反复化疗促使白血病细胞

对化疗药物产生了继发性耐药#导致生存期短#预后差+高危

组中包含
3

例复发和
&4

例难治性
7%/

患者#复发患者死亡
6

例!

&

例继发于
%Q-

#

'

例为复杂核型#

&

例高白细胞%难治性

7%/

患者死亡
&)

例!

*

例继发于血液病#

'

例高白细胞#

'

例

2)

岁以上的高龄患者+难治性
7%/

多是由于对化疗药物的

原发性耐药引起#需更换无交叉耐药的新药或行异基因干细胞

移植术+在本组研究中#继发于其他血液病的
7%/

共
'+

例#

其中死亡
&1

例$

+'5

&#这是由于
%Q-

和
77

等血液疾病正常

造血储备能力低下#对联合化疗的耐受性强#且患者骨髓抑制

明显#出血,感染等风险增加#导致中位存活期短)

3

*

+

本研究由于样本量少#随访数量及时间不足#未能进行中

位生存期分析+但从上述研究可初步说明通过染色体核型的

预后分析#结合初诊临床资料和治疗达
"P

时间#采取合适的

治疗方案#能提高患者的生存期+
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