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要"目的
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初步探讨唾液
"A)239,&5

检测在喉鳞状细胞癌中的诊断价值$方法
!

收集了于该院就诊

的
;5

例喉鳞状细胞癌患者%

;&

例喉息肉患者%

;&

例健康者的唾液标本!使用反转录聚合酶链反应"

)69OP)

#定

量检测并比较唾液
"A)239,&5

的相对表达情况$结果
!

喉鳞状细胞癌患者的唾液中
"A)239,&5

的表达水平

较健康对照者显著上调"

!\&4&('

#$受试者工作特征"

)YP

#曲线分析
"A)239,&5

对喉鳞状细胞癌的诊断价

值发现!唾液中
"A)239,&5

的
)YP

曲线下面积为
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喉

鳞状细胞癌患者唾液中的
"A)239,&5

存在高表达!有望作为早期诊断喉鳞状细胞癌的指标$检测
"A)239

,&5

在唾液中的表达!将来有望开启喉鳞状细胞癌早期诊断的无创时代$
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头颈癌是全世界第六大常见肿瘤#其中喉癌是头

颈部最常见的恶性肿瘤之一#而喉鳞状细胞癌

$

+!PP

%是喉癌中最常见的组织学类型)

;9,

*

(目前喉

癌的治疗方法主要包括外科手术切除'放疗和化疗#

这些治疗方法对早期喉癌患者效果较好#但对晚期患

者的治疗效果欠佳#因此#其
5

年生存率也不理想)

(

*

(

因此#发现喉癌的早期诊断标志物显得尤为重要(微

小核糖核酸$

"A)23

%参与了人体细胞多种重要的调

节过程)

<

*

#而
"A)23

的异常表达与肿瘤发生'发展的

关系已成为目前研究的热点(

"A)239,&5

作为
"A)9

23

家族中重要的一员已被发现在许多类型的肿瘤中

呈异常表达#包括前列腺癌'膀胱癌和头颈部癌$口咽

癌'鼻咽癌'喉癌等%等)

59%

*

(

目前#已有多项研究发现
+!PP

患者中有特别的

"A)23

表达谱$包括
"A)239,&5

%

)
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*

#并能提示

+!PP

的诊断#但这些研究都是基于患者的组织或血

液标本$血清或血浆%(组织和血液标本都不是适合

广泛筛查的标本类型!首先肿瘤组织标本的收集是侵

入性'有创性的操作#且肿瘤组织的出现说明患者已

出现了癌变#不适用于广泛人群的早期大规模的普

查&其次#血液标本的收集繁琐#且也属于有创性操

作#并有感染的风险#对于普查项目而言大众接受度
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不高(因此#找到一种合适'方便易获取'无创的标本

类型作为筛查项目显得尤为重要(目前有研究发现#

"A)23

存在于多种体液中)

;&

*

#包括血液'尿'乳汁'泪

液'唾液等
;,

种人体体液#其中唾液是所有体液中

"A)23

含量最为丰富的组织#且很多血液中的
"A)9

23

也同样存在于唾液中(人体每天都要分泌大量唾

液#唾液标本收集方便且为非侵入性#对于
+!PP

患

者#唾液比血液更邻近病变组织(因此#以唾液
"A)9

23

作为生物标志物对
+!PP

的诊断和预后判断是非

常值得探讨的)

;;

*

(目前唾液
"A)23

在头颈部鳞癌

中的研究仍是热点#其中口咽癌'食管癌等都有单独

的研究并发现有特征的唾液
"A)23

变化谱)

;,9;(
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#而

单独的
"A)23

在
+!PP

患者唾液中的表达水平以及

其对早期
+!PP

的诊断价值如何#国内外鲜见报道(

本研究初步探讨唾液
"A)239,&5

对
+!PP

早期诊断

的临床价值#现报道如下(

$

!

资料与方法

$4$

!

一般资料
!

本研究的患者唾液取自本院初诊的

;5

例
+!PP

患者'

;&

例喉声带息肉$

WPO

%患者及
;&

例体检中心的健康体检者(

+!PP

患者均为男性#汉

族#平均年龄$

'&4<&S-4(:

%岁#纳入
+!PP

组(所有

+!PP

'

WPO

患者入院后均经病理活检$金标准%证实#

且无伴发其他慢性病'传染性疾病'口腔疾病#如糖尿

病'结核'口腔溃疡等(

+!PP

患者手术前均未接受放

化疗等治疗(以年龄'性别$均为男性%'种族$均为汉

族%匹配且无其他疾病的
WPO

患者'健康体检者分别

纳入
WPO

组'健康对照组#每组
;&

例(所有纳入的

研究个体均签署了知情同意书(

$4/
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仪器与试剂
!

"A)239,&5

引物委托上海生工

生物工程有限公司合成$

8

!

5k937P7637P66369

P373P6736766739(k

&外参引物包含在德国凯

杰公司的
"A)2?#/

B

!?>H"

"

O@#/"#

试剂盒中%&提取

试剂选择德国凯杰公司的
"A)2?#/

B

!?>H"

"

O@#/"#

试剂盒$规格型号!

,;%;-<

%&外参是德国凯杰公司的

"A)2?#/
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"
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$规格型号!

,;:';&

%&反转录为德国凯杰公司的
"A!9

G>A

=

D

(

)6

试剂盒$规格型号!

,;-;';

%&扩增选择德

国凯杰公司
"A!G>A

=

D!Q[)7>??1OP)

试剂盒$规格

型号!

,;-&%(

%(

OP)

扩增仪选用
3[X9%5&&

荧光定量

OP)

仪&凝胶成像系统采用
7[Yf9P*?"A9f)5

$英国

!

B

1

K

?1?

公司%(

$4'
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方法

$4'4$

!

唾液采集
!

唾液收集前#所有研究个体需禁

食'禁饮
,E

以上(收集时使用
5&"+

无菌无酶离心

管#采用非刺激性的收集方法使唾液自然流出#收集

量需达
("+

(唾液收集完后#

<U

'

;:&&>

"

"A1

离心

;&"A1

取上清液至
;45"+ZO

管#再以
<U

'

;'&&&

>

"

"A1

离心
;&"A1

后再弃沉淀取上清液#将所获上清

液至
;45"+ZO

管置
-̂&U

保存(标本收集好后需

,E

内作出上述处理(

+!PP

患者手术前和手术后
'

个月各采集
;

次唾液标本&

WPO

患者术前采集
;

次唾

液标本&健康体检者采集
;

次唾液标本(

$4'4/

!

临床资料收集
!

收集
+!PP

患者的临床资

料#包括性别'年龄'个人史$吸烟'饮酒史%'肿瘤生长

部位'分化程度'临床病理分期(肿瘤临床分期根据

肿瘤的生长范围及扩散程度#按
,&&,

年国际抗癌联

盟$

]XPP

%喉癌
62.

分期方案分为
"&-

期(

$4'4'

!

)23

提取及反转录
!

按照试剂盒说明书提

取
)23

!取唾液上清液
,&&

%

+

#加入
;"+gX3V0@

混

匀孵育后#加入
;"+

氯仿进行萃取#离心后#上清液

经离心柱过柱#洗脱获得
"A)23

(加入氯仿前加入

(45

%

+

德国凯杰公司的
"A)2?#/

B

!?>H"

"

O@#/"#

!

=

AL?9X1P01D>0@

$

G?@9(:

%作为外参(使用
2#10$>0

=

2R9;&&&

检 测 提 取 总
)23

的 质 量#总
)23

的

3

,'&

"

3

,-&

值在
;4-

&

,4;

为合格的
)23

样品$说明样品

)23

制备较纯#无蛋白质污染%#可进行下一步操作(

!!

取
;,

%

+

提取合格的
)23

按照试剂盒说明进行

反转录(反应体系组成!

,

%

+"A!G>A

=

D)?M?>/?6>#19

/G>A

=

D#/?.AC

$一种经优化的
=

0@

B

$

3

%聚合酶和反转

录酶混合物%'

,

%

+;&_ "A!G>A

=

D2HG@?AG/.AC

$包括

$26O/

'

>36O

'

0@A

K

09$6

引物等%'

<

%

+5_ "A!G>A

=

D

*A!

=

?G[HFF?>

'

;,

%

+"A)23

#然后进行反转录(反

应条件为
(%U'&"A1

#

:5U5"A1

(反转录反应完

成后
GR23

用无酶水以
;a;&

稀释后置
,̂&U

保存(

$4'41

!

运用反转录聚合酶链反应$

)69OP)

%检测唾

液中
"A)239,&5

的相对表达量
!

反转录产物使用德

国凯杰公司
"A!G>A

=

D!Q[)7>??1OP)

试剂盒联合

"A)23

特异性前向引物进行
)69OP)

检测#以
P?@9

"A)239(:

作为外参
"A)23

(反应体系组成!

,45

%

+)6

产物'

,45

%

+

特异前向引物'

,45

%

+

通用的反

向引物'

;,45

%

+,_gH#1DA6?GD!Q[)7>??1OP)

.#/D?>.AC

'

5

%

+

无酶水(反应条件!

:5 U ;5"A1

后#

:<U;5/

#

55U(&/

#

%&U(&/

#

<&

个循环(同

时做溶解曲线判断基因扩增的特异性(

)69OP)

检

测在
3[X9%5&&

荧光定量
OP)

仪上完成#试验结果使

用
,

^

''

PD法对目的基因进行相对定量(

$41

!

统计学处理
!

数据使用
!O!!,&4&

软件进行统

计分析#

7>#

=

EO#$O>A/"54&

进行作图(

"A)239,&5

的相对表达水平以
BS<

表示#不同组间
"A)239,&5

表达水平的差异采用
.#11dEAD1?

B

+

检验(采用受

试者工作特征$

)YP

%曲线分析
"A)239,&5

在
+!PP

中的诊断效能(以
!

$

&4&5

为差异有统计学意义(
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!

结
!!

果

/4$

!

各组唾液中
"A)239,&5

的相对表达水平
!

采

用
)69OP)

定量检测
;5

例
+!PP

患者和
;&

例
WPO

患者以及
;&

例健康者唾液中的
"A)239,&5

表达水

平#发现与健康对照组$

,4((S&4:%

%相比#

+!PP

组患

者$

;;4%(S<45(

%及
WPO

组患者$

:4%,S54;,

%唾液

中
"A)239,&5

的表达水平均上调#

+!PP

组患者上

调更明显#且差异有统计学意义$

!\&4&('

%(

;&

例

WPO

患者唾液中的
"A)239,&5

的表达水平相比于

健康对照组也呈上调趋势#但差异无统计学意义$

!

'

&4&5

%(见图
;

(

图
;

!!

(

组唾液中的
"A)239,&5

表达水平

表
;

!!

+!PP

患者唾液中
"A)239,&5

的相对表达水平与

!!!

临床参数的相关性

临床参数
' "A)239,&5

的相对表达水平
!

年龄$岁%

!$

'& % ;&4,5S%4%' &4';(

!%

'& - ;(4&(S545'

分化程度

!

高分化
% <4<%S;4;< &4:<5

!

中分化
- ;,4%,S545'

肿瘤部位

!

声门型
;, ;;4('S54;& &4'((

!

声门上型
( ;(4,<S;;4-'

62.

分期

!"&(

期
;, ;;4<(S54&: &45('

!#&-

期
( ;,4:'S<4&;

吸烟指数$

!X

%

!&

,&& 5 ;&4;'S'4%; &4<<&

!%

<&& ;& ;,45,S'4;,

饮酒

!

经常
- ;:455S%4'& &4(('

!

无或偶尔
% ,4%:S&4<,

!!

注!吸烟指数$

!X

%

\

每日吸烟支数
_

吸烟年数&

!X

$

,&&

为轻度吸

烟#

,&&

&

<&&

为中度吸烟#

'

<&&

为重度吸烟&本研究中无中度吸烟者

/4/

!

+!PP

患者唾液中
"A)239,&5

的相对表达水

平与临床参数的相关性
!

采用
.#11dEAD1?

B

+

检验

分析发现#肿瘤中分化者较肿瘤高分化者唾液中

"A)239,&5

的相对表达量高#

#&-

期的
+!PP

患

者唾液中
"A)239,&5

的相对表达量也高于
"&(

期

的患者#但差异均无统计学意义$

!\&4:<5

'

&45('

%(

其他临床参数$患者年龄'吸烟史'饮酒史'肿瘤的生

长部位%与
"A)239,&5

的表达水平均无关(见表
;

(

/4'

!

+!PP

患者唾液中
"A)239,&5

对
+!PP

的诊断

价值
!

采用
)YP

曲线分析
"A)239,&5

对
+!PP

的

诊断价值发现#唾液中
"A)239,&5

区分
+!PP

患者

与健康者的曲线下面积$

3]P

%为
&4%5(&

$

:5T:*

!

&45<'&

&

&4:';&

#

!\&4&('

%#截断值取
;4';%<

时#

灵敏度与特异度分别为
-'4%T

与
%&4&T

(说明唾液

中的
"A)239,&5

检测可作为
+!PP

诊断的生物标志

物(见图
,

(

图
,

!!

)YP

曲线

图
(

!!

+!PP

患者术前&术后唾液中的
"A)239,&5

表达水平

/41

!

+!PP

患者唾液中
"A)239,&5

术前'术后的变

化
!

为了评价
+!PP

患者唾液中
"A)239,&5

术前'

术后的动态变化#监测了
5

例
+!PP

患者手术前和手

术后
'

个月的
"A)239,&5

的变化#这
5

例患者手术

后的
"A)239,&5

相对表达水平$

:4%5S<4-,

%较手术

前$

;,45(S'4-(

%有下降的趋势#但差异无统计学意

义$

!\&4-<;

%(研究再比较了手术后与健康对照组

的
"A)239,&5

的表达量发现#手术切除肿瘤组织后#

"A)239,&5

的表达水平与健康对照组差异无统计学

+

-%-,

+

检验医学与临床
,&;-

年
;&

月第
;5

卷第
;:

期
!
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!
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!
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意义$

!\&4<<&

%(见图
(

&

<

(

图
<

!!

+!PP

患者术后与健康对照者唾液中的

"A)239,&5

表达水平

'

!

讨
!!

论

!!

"A)23

的发现为肿瘤的诊断'发生和发展机制#

以及治疗的研究开启了新的方向(近年来#越来越多

的研究发现
"A)23

在肿瘤中的表达量有异常改变#

这使得
"A)23

可能成为肿瘤诊断的新的生物学标志

和治疗药物作用的靶标(

P3Y

等)

%

*应用
"A)23

芯

片的方式筛选了
'

对
+!PP

及其邻近正常组织中差

异性表达的
"A)23

#发现了
,:

个差异表达的
"A)9

23

$包括
,'

种上调的和
(

种下调的
"A)23

%#如上

调的
"A)239,;

'

"A)239:(

'

"A)239,&5

#以及下调

的
"A)239%&-

'

"A)239;,5I

'

"A)239;<5

等(这些

差异表达的
"A)23

可能在
+!PP

的发生和发展中起

到关键作用#这也为进一步研究
"A)23

的功能提供了

一个新的视角(

3Q3e

等)

:

*采用高通量实时定量聚合

酶链反应筛选
+!PP

患者与健康对照者血浆中差异表

达的
"A)23

#发现了
;%

种上调的
"A)23

和
:

种下调

的
"A)23

#其中有
5

种
"A)23

是从未在其他疾病中发

现的#属于
+!PP

特异性的
"A)23

$

"A)239'&(

'

"A)9

239;(&(

'

"A)239''&95

=

'

"A)239((;9(

=

和
"A)239

,;,9(

=

%(唾液作为血液循环的末端产物#与血液中的

很多物质都有相同的表达谱#这使其成为很多疾病早期

诊断和治疗的特异性生物标志物)

;;9;<

*

(

本研究以
+!PP

患者和
WPO

患者'健康者的唾

液为出发点#检测唾液中的
"A)239,&5

的表达情况#

探讨其对
+!PP

早期诊断的临床价值发现!

+!PP

患

者的唾液中
"A)239,&5

的表达水平相比健康者显著

上调#而与
+!PP

早期症状相似的
WPO

患者唾液中

"A)239,&5

的表达水平相比健康者也有上调#但差

异无统计学意义$

!

'

&4&5

%(同时本研究采用了

)YP

曲线分析了唾液中
"A)239,&5

的诊断效能#结

果显示其
3]P

为
&4%5(&

#截断值取
;4';%<

时#灵

敏度与特异度分别为
-'4%T

与
%&4&T

#这说明了唾

液中的
"A)239,&5

检测可作为
+!PP

诊断的生物标

志物且诊断性能良好(同时#本研究中
+!PP

患者唾

液中
"A)239,&5

的显著上调的变化趋势与之前研究

提示的肿瘤组织中的
"A)239,&5

的变化趋势一

致)

'

*

#这说明了唾液中的
"A)239,&5

可能是肿瘤组

织细胞的释放#这与目前许多研究者认为的循环中核

酸起源的假设一致)

;5

*

(但其真正的来源与机制还需

要进一步的研究(

本研究还比较了
5

例
+!PP

患者手术前和手术

后唾液中
"A)239,&5

的动态变化#发现
+!PP

患者

手术后唾液
"A)239,&5

的水平有下降趋势#但差异

无统计学意义$

!

'

&4&5

%(同时分析了一些基本临床

参数与
"A)239,&5

表达水平的关系#虽然结果显示

肿瘤中分化者较肿瘤高分化者唾液中
"A)239,&5

的

相对表达量高#

#&-

期的
+!PP

患者唾液中
"A)9

239,&5

的相对表达量也高于
"&(

期的患者#但差

异均无统计学意义$

!

'

&4&5

%(这可能与本研究所纳

入的研究样本较少'组间差异大有关#其中的相关性

尚需进一步深层次的研究(

综上所述#本研究检测了
+!PP

患者唾液中
"A)9

239,&5

的表达水平#并发现唾液中
"A)239,&5

存在

高表达#可作为
+!PP

早期诊断的标志物(

"A)239

,&5

作为
"A)23

家族的成员#其在恶性肿瘤组织和

细胞中的表达对指导肿瘤的早期诊断和及早干预'治

疗都有着重大的意义)

'

#

;'9;%

*

(如果唾液中的
"A)239

,&5

能够成为一种无创'可行性高'方便的检测手段#

将对
"A)23

的临床应用有重大意义(本研究由于是

初步的探讨性研究#样本数量较少#且可能由于地域

差异#于本院就诊的
+!PP

患者均为男性#因此结果

存在一定的局限#所以更多样本'不同的地域的研究

将是下一步要做的工作(
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$如脓毒症%'自身免疫性疾病等相似#缺乏一定的特

异性#疾病进展迅速'病死率高#早期识别对预后有极

大的意义(综上所述#除
/PR,5

外#

/PR;'(

也是诊断

*+*

的灵敏及特异的指标#

X+9;,

亦有较高的诊断

价值(
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