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的表达%方法
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收集龙岗中心医院院及合作医院
"$!/

年

'

月至
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年
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例原发性肝癌患者%采用
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方法检测
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在血清&肝

癌'癌旁组织中的表达水平%选择同期该院体检的
/$

例健康者作为健康对照者%比较肝癌患者和健康对照者血清
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的表达差异%结果
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在肝癌患者病变组织及血清中异常偏低表达!可作为早期诊断肝癌的重要标志物!为

临床诊断提供参考%
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BÂ U-<73.(:

#
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肝癌是我国最常见的恶性肿瘤类型之一#男性多于女性#

具有发病率高'病死率高等特点#早期及时确诊是指导临床治

疗'改善患者预后的关键*肝癌患者早期症状不明显或缺乏特

异性#仅凭肝区疼痛'全身或消化道等症状难以确诊#传统检查

手段如血清标志物甲胎蛋白$

-EW

&检测'影像学检查等均存在

一定的漏诊'误诊#且确诊时大多数患者已是中晚期#临床治疗

效果欠佳#预后较差(

!

)

*近年来
BÂ U-

在肝癌发病机制中的

作用逐渐引起关注#国内外研究已明确
BÂ U-<73.(

与肝癌的

发生'发展密切相关(

".%

)

*但现有研究报道多数是关于
<73.(

家

族与肝癌细胞之间的关系#对
<73.(

家族中
BÂ U-

的单个种类

的研究不足#特别是针对
<73.(8

的研究欠缺*动物试验表明

BÂ U-<73.(:

'

BÂ U-<73.(8

'

BÂ.*&

等在大鼠早期肝癌中异

常表达*现通过患者肝癌病变组织与癌旁组织%肝癌患者与健

康对照者各指标水平的比较#探讨
BÂ U-<73.(:

'

BÂ U-<73.

(8

在早期肝癌诊断中的临床价值*

$

!

资料与方法

$#$

!

一般资料
!

选取龙岗中心医院及合作医院
"$!/

年
'

月

至
"$!'

年
%

月行肝癌切除手术的
/$

例原发性肝癌患者*纳

入标准!$

!

&均结合临床常规检查结果'手术病理结果等确诊*

$

"

&年龄小于或等于
($

岁*$

%

&入院前未接受其他放'化疗或

生物免疫治疗等*$

/

&签署知情同意书*排除标准!$

!

&合并

心'肺'肾等器质性病变或其他恶性肿瘤者*$

"

&精神意识障碍

者*男
"*

例#女
!!

例%年龄
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!

'*

岁#平均年龄$
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#平均$
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*选取同期该院体检的
/$

例健康者作为健康对照者#

男
%!

例#女
*

例%年龄
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!

($

岁#平均年龄$
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&岁*
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本研究经该院伦理委员会审核批准#且肝癌患者和健康对照者

的性别'年龄等一般资料比较#差异无统计学意义$

!

$

$#$+

&#

具有可比性*

$#/

!

方法

$#/#$

!

血液标本及处理
!

肝癌患者手术前和健康对照者均抽

取空腹静脉血
+BQ

#

!+

!

"+g

静置
'$

!

!"$BA;

#血液凝固后

常规离心
!+$$=

"

BA;

#

!$BA;

并提取上清液#标本装入去核糖

核酸酶$

Û:27

&的
]W

管中#

d'$g

冷存以备检测*按照
!h!

的比例在血清标本中加入
0=AK1<

试剂#充分混匀后用苯酚"氯

仿做去蛋白处理#将乙醇沉淀的
Û-

成分加入
F]WN

水中溶

解#采用紫外分光光度法检测所提取的
Û-

纯度#检测后将

提取的
Û-

低温保存*

$#/#/

!

组织标本及处理
!

肝癌患者手术采集肝癌病变组织和

癌旁组织#其中癌旁组织切取范围为距离癌灶边缘约
%9B

以

内#标本即刻低温
d'$g

保存*分别取
$#!

D

组织标本放入预

冷的研钵中#加入适量液氮磨成粉末#待标本中液氮挥发后加

入约
%BQ

的
0=AK1<

试剂#

/g

下
&$$$=

"

BA;

离心#

+BA;

后#

获取上清液至
]W

试管中并加入
"$$

&

Q

氯仿#充分振荡混匀

%$2

以确保有机相'水相充分接触*

!+

!

"+ g

静置
!+

!

"$

BA;

后
/g

下
&$$$=

"

BA;

离心#

+BA;

#其中水相部分置于
$#+

BQ

异丙醇的去
Û:27

的
]W

管中#常规离心弃上清液后加入

F]WN

水溶解*采用紫外分光光度法提取总
Û-

#

ZF"'$

"

ZF"&$

比值大于或等于
!#&

#检测提取的
Û-

低温保存*

$#/#'

!

合成
9FU-

!

严格按照
0-\-̂ -

反转录试剂盒说明

书进行操作#

0̂

反应体系的配置在去
Û:27

的
WN̂

管中进

行#将提取的总
Û-

浓度进行适当调整#

0̂

反应体系充分混

匀后
/$g

孵育反转录
'$BA;

#

*$ g

孵育
!$BA;

灭活反转

录酶*

$#/#1

!

荧光定量
WN̂

检测
!

取适量
9FU-

置于去
Û:27

的

WN̂

试管中#内侧基因为
'

.:93A;

#根据试剂盒说明书加入上下

游引物#

"
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Q

通用引物'

"

&

Q

的
<73.(:

和
<73.(8

目的引物'

/

&

Q

的无酶水和
"fVaM̂ [=77;WN̂ R:237=RAP

#建立
"$

&

Q

的

反应体系*反应相关参数设置!预变性
*+g

#

!+BA;

#共
/$

个

循环%变性
*+g

#

%$2

#退火
+'g

#

"$2

#延伸
("g

#

/$2

#观察

并收集荧光信号*

$#/#2

!

数据分析
!

根据
9FU-

浓度梯度的
<1

D

值作
%

N0

值

图#采用实时荧光定量
7̂:<.3AB7WN̂

相对定量法检测组织和

血清标本的
BÂ U-<73.(:

'

<73.(8

水平*以
G'

表达量为内参#

BÂ U-<73.(:

'

<73.(8

用
"

d

%%

N0表示#其中
N0

值表示每个
WN̂

管内的荧光信号到达设定阈值期间所经历的循环数#

%

N0X

检测值平均
N0dG'

平均
N0

#

%%

N0X

待检测标本
%

N0

!

校准标本
%

N0

*

$#'

!

统计学处理
!

采用
VWVV!*#$

统计软件进行数据分析#

使用
]

@

AF:3:%#

软件行双份录入#利用人工和计算机对数据进

行再次核查确保数据的客观'准确性#纠正逻辑错误和锁定数

据集*肝癌患者组织'血清标本
BÂ U-<73.(:

'

<73.(8

为计量资

料以
DH:

表示#组间比较行
5

检验#

!

#

$#$+

为差异有统计学

意义*

/

!

结
!!

果

/#$

!

"

种组织标本检测结果比较
!

肝癌患者病变组织标本

BÂ U-<73.(:

'

<73.(8

分别低于癌旁组织#差异均有统计学意义

$

!

#

$#$+

&*见表
!

和图
!

'

"

*

表
!

!!

"

种组织标本检测结果比较$

f!$

%

'

DH:

%

组织类型 例数$

)

&

BÂ U-<73.(: BÂ U-<73.(8

病变组织
/$ $#!&H$#$/ $#!*H$#$!

癌旁组织
/$ !#+"H$#!! $#'(H$#!$

5 ("#/$' %$#"$(

!

#

$#$!

#

$#$!

表
"

!!

肝癌患者与健康对照者血清标本

!!!

检测结果比较$

f!$

%

'

DH:

%

类别 例数$

)

&

BÂ U-<73.(: BÂ U-<73.(8

肝癌患者
/$ $#""H$#$' $#!+H$#$/

健康对照者
/$ !#!%H$#"! $#'"H$#!"

5 "'#%+" "%#+

!

#

$#$!

#

$#$!

图
!

!!

癌变组织
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图
"

!!

癌变组织
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图
%
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肝癌患者血清
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年
(

月第
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期
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图
/

!!

肝癌患者血清
BÂ U-<73.(8WN̂

/#/

!

肝癌患者与健康对照者血清标本检测结果比较
!

患者血

清
BÂ U-<73.(:

'

<73.(8

分别低于健康对照者#差异均有统计学

意义$

!

#

$#$+

&*见表
"

和图
%

'

/

*

'

!

讨
!!

论

!!

我国乙型肝炎病毒相关性肝癌的发病率和病死率均较高#

且呈上升趋势*目前治疗肝癌的手段较多#如外科切除术#经

皮肿瘤清除和肝移植治疗#热疗等#但对化疗不敏感#因确诊的

延误和肿瘤转移扩散#导致部分患者临床治疗效果不满意#复

发率和病死率仍较高(

/

)

*

BÂ U-

是近年来发现的一种具有调

节作用的内源性单链小分子
Û-

#长度约为
"$

!

""

个核苷

酸#在真核生物中广泛分布*目前经鉴定的人类
BÂ U-

高达

($$

余种#其广泛的分布性和稳定特异性的表达对参与调节人

体细胞代谢'增殖'凋亡'分化'发育具有重要的影响(

+

)

*多数

学者认为
BÂ U-

相关表达调控机制可能是通过改变处理酶

和启动子超甲基化等实现(

'

)

*

目前
BÂ U-

具有致癌基因和肿瘤抑制基因的作用已被

普遍认可#有研究探讨子宫内膜样腺癌组织和正常内膜组织的

BÂ U-

表达谱及差异#发现共有
!&

个
BÂ U-

在子宫内膜样

腺癌中呈异常上调表达#

%!

个
BÂ U-

呈明显下调表达等#可

作为临床区分不同分化子宫内膜样腺癌的重要生物标志物(

(

)

*

国外研究报道#结缔组织生长因子$

N0[E

&和核因子
UE.

(

M

受

体活化因子配体$

-̂U\Q

&是
BÂ.!&

的靶基因#提示肝癌的

发生'进展与
BÂ U-

紧密相关(

&

)

*

本研究认为!$

!

&目前对
<73.(

家族中
BÂ U-

的单个种类

研究较少*$

"

&

<73.(

家族作为最早发现的一类
BA;̂ U-

#主要

包括
<73.(:

'
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引起肝癌的重要机制#高敏感性指标
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综上所述#
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表达和肝癌发病密切相关#

BÂ U-<73.
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BÂ U-<73.(8

水平在病理组织和血清标本中均明显下调#

早期加强血清相关指标检测#对早期诊断'指导临床治疗'改善

预后具有重要的临床意义*
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