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!

要"目的
!

构建新型血清
7:,J/

提取方法!并评估血清外泌体
7:,J/-$&

表达水平与非小细胞肺癌

"

J!"H"

%患者病理与临床特征的相关性&方法
!

收集
'%

例
J!"H"

患者"试验组%和
&%

例健康志愿者"对照

组%&从每例受试者外周血中离心出两份等量的外周血血清!设为
/

'

@

两组!每组为相同的
(%

例血清标本&在

7:,J/

提取方法方面!

/

组为直接从血清中提取
7:,J/-$&

!

@

组先富集血清外泌体!再从外泌体中提取
7:,-

J/-$&

!然后采用实时荧光定量
K",

法分别检测
/

'

@

两组血清
7:,J/-$&

表达水平!通过分析两组血清中各

自试验组'对照组的检测结果是否存在明显差异!来比较两种血清
7:,J/

提取方法的优劣$并进一步分析血清

外泌体
7:,J/-$&

表达水平与
J!"H"

患者病理分型'病理分期'

?JG

分期的相关性&结果
!

J!"H"

患者血

清外泌体中
7:,J/-$&

的表达水平较健康人明显上调"

!

$

%)%.

%!上调倍数为
$)1'

倍!受试者工作曲线显示其

预测
J!"H"

风险价值高!曲线下面积为
%)+*0

"

!

$

%)%.

%!

1.T"/

为
%)0$&

#

&)%%%

$而通过直接从血清中提取

7:,J/-$&

的方法!

J!"H"

患者和健康人表达水平差异无统计学意义"

!

%

%)%.

%&

J!"H"

患者外泌体
7:,-

J/-$&

表达水平与病理分期'

?JG

分期相关"

!

$

%)%.

%!与病理分型无关"

!

%

%)%.

%&结论
!

血清外泌体

7:,J/-$&

表达水平具有更高的预测
J!"H"

风险的价值!并且与
J!"H"

病理分期'

?JG

分期相关&

关键词"
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$
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血清$
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肺癌是全世界范围内癌症的首要死因"其中非小

细胞肺癌)

J!"H"

*占肺癌病死率的
+.T

'

&

(

#在

J!"H"

发病早期做出正确诊断的患者
.

年生存率明

显较高"但大多数肺癌都是因为出现明显症状才被发

现"而此时疾病已经发展到中晚期"有大约
&%T

的

J!"H"

患者在初诊时即已出现脑转移"且平均生存

期仅有
(

个月'

$

(

#与应用乳腺
c

线检测乳腺癌或者

应用结肠镜检测结肠癌不同"除了病理活检并没有可

靠的手段用于
J!"H"

的早期诊断#因此"越来越多

的研究专注于寻找
J!"H"

的早期生物标志物'

'-(

(

#

外泌体是一种极其微小的纳米级囊泡结构"其直

径范围在
'%

#

&%%E7

'

.-*

(

#研究证实"任何细胞均可

以以胞吐的形式释放出外泌体"但肿瘤细胞的外泌体

释放量远超正常细胞"并且可以稳定存在于各种体液

中"如血液$汗液$尿液$精液$胸腔积液和腹水#在外

泌体最开始被发现时一度被认为是/垃圾袋0"当时人

们认为细胞通过外泌体这种/垃圾袋0将其自身不需

要的废料排出体外'

0

(

#然而近几年来人们通过对外

泌体的不断探索"逐渐认识到它的巨大价值"尤其是

对于肿瘤研究方面"外泌体可以对肿瘤微环境进行免

疫调节"并通过促进肿瘤的转移前生态位形成加速肿

瘤生长"甚至可以介导肿瘤细胞产生抗肿瘤药物抵

抗'

+-&%

(

#此外"外泌体还特异性地包含
7,J/

$

7:,-

J/

$

BIVJ/

和蛋白质"可以作为不同肿瘤的诊断$预

测和预后的生物标志物#更重要的是"外泌体可以被

理解为细胞间的信息传递介质"它的内容物与肿瘤母

细胞具有高度一致性"为肿瘤细胞特征的分析提供了

一条新的途径#

在外泌体的众多内容物中"

7:,J/

是被研究最

多的分子"

7:,J/

是微小的非编码
,J/

"它通过结

合其靶
7,J/

的
']W?,

来调节基因"导致靶基因表

达的改变"通过这种方式"单个
7:,J/

就可以同时对

多个基因进行调节#

7:,J/

在外泌体的保护下稳定

地存在于血液中并不受
,J=I8

的降解"因此可以广泛

地应用于癌症研究#在外泌体包含的众多
7:,J/

中"

7:,J/-$&

在
J!"H"

患者外泌体中的异常表达

被广泛研究#相关文献指出"在
J!"H"

中"表达水平

较健康人明显上调的
7:,J/

有
7:,J/-$&

$

7:,J/-

$%.

和
7:,J/-&..

"尤其以
7:,J/-$&

上调最为明

显'

&&-&(

(

#因为血液中的外泌体
7:,J/

水平与它们在

组织中的水平呈正相关"所以研究血清外泌体
7:,-

J/-$&

的表达水平对于了解
J!"H"

肿瘤组织中

7:,J/-$&

的表达水平"以及进一步研究肿瘤机制至

关重要'

&(-&.

(

#因此"本研究选取血清外泌体
7:,J/-

$&

为目标
,J/

"研究其对于预测
J!"H"

患病风险

的价值"及其与
J!"H"

病理$临床特征的相关性#

$

!

资料与方法

$)$

!

一般资料
!

血清标本收集于河南中医药大学第

一附属医院"标本采集过程经过医院伦理委员会审核

批准通过"所有患者均签署知情同意书#试验组为

J!"H"

患者血清
'%

例"对照组为体检健康者血清
&%

例#血清
(a

冷藏保存#

$)/

!

仪器与试剂
!

外泌体提取试剂盒
K6>8PY4

+

PY-

4I478#I45=;:4E :̂;

)

K&%&

*购自美国
&%&@:4

公司+外

泌体
,J/

提取试剂盒
!8>=G:>PY4I478,J//7-

C

5:N:9=;:4E

)

&(%0&%-%%$

*购自美国
!@#

公司+血清

,J/

提 取 试 剂 盒
7:,96;8 7:,J/ #I45=;:4E :̂;

)

VK.%&

*$逆转录试剂盒
7:,96;8K56I7:,J/U:>I;-

!;>=EB9VJ/!

<

E;8I:I :̂;

)

,̂$&&-%$

*$实时荧光定

量
K",

扩增试剂盒
7:,96;8K56I7:,J/

`

K",V8-

;89;:4E :̂;

)

![@,M>88E

*)

UK(&&-%$

*$

7:,J/

检测

外参)

",&%%-&

*$

7:,J/

外参检测引物)

"V$%%-%&

*$

7:,J/-$&

检测引物)

"V$%&-%%1$

*均购自天根生化

科技有限公司#

/@#0.%%

实时荧光定量
K",

分析仪

为美国应用生物系统公司产品+超净工作台$低温高

速离心机为美国
?D8>74U:ID8>

科技公司产品+透射

电镜
ZPG-&(%%

为日本电子株式会社)

ZP\H

*产品#

$)'

!

方法

$)')$

!

分离血清外泌体
!

取每例受试者血清标本

(%%

&

H

"共计
(%

例"设为
/

组"按照外泌体提取试剂

盒
K6>8PY4

+

PY4I478#I45=;:4E :̂;

)

K&%&

*说明书提

取血清外泌体+将分离出的外泌体悬于
K@!

溶液中"

置于
(a

冰箱以备下一步操作#

$)')/

!

透射电子显微镜下验证外泌体形态
!

吸取
'%

&

H

分离纯化后的外泌体悬液加于载样铜网上"待网

孔吸收后干燥
&%7:E

+加入
$%

&

H

洗液进行洗涤+重

复洗涤后加入
&%

&

H

的电镜溶液"作用
&%7:E

+洗涤
$

次"在室温下干燥过夜+电镜下成像#

$)')'

!

提取外泌体
,J/

!

按照外泌体
,J/

提取试

剂盒
I8>=G:>PY4I478,J//7

C

5:N:9=;:4E

说明书要

求提取血清外泌体中
,J/

+每例血清外泌体应当获

得
'%

#

(%

&

H

外泌体
,J/

+提取的外泌体
,J/ O0%

a

保存#

$)')1

!

提取血清
,J/

!

再取每例受试者血清标本

(%%

&

H

"共计
(%

例"设为
@

组"按照血清
,J/

提取试

剂盒
7:,96;87:,J/#I45=;:4E :̂;

说明书要求提取

&

+*''

&
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血清
,J/

+提取的血清
,J/

不应少于
&.

&

H

"

O0%

a

保存备用#

$)')2

!

7:,J/-$&

表达水平检测
!

使用逆转录试剂

盒
7:,96;8K56I7:,J/U:>I;-!;>=EB9VJ/!

<

E;8I:I

:̂;

对
/

$

@

两组
,J/

进行逆转录反应"获得
9VJ/

"

条件!

($a*%7:E

"

1.a'7:E

#再使用荧光
K",

扩

增试剂盒
7:,96;8K56I7:,J/

`

K",V8;89;:4E :̂;

)

![@,M>88E

*进行扩增反应"

K",

反应条件!

1. a

&.7:E

预变性+

1(a$%I

"

*(a'%I

"

0$a'(I

"此

步骤进行
.

个循环"目的是富集低丰度目标
7:,J/

+

1(a$%I

变性"

*%a

退火延伸"此步骤进行
(.

个循

环"每个循环末尾收集荧光#基因水平采用是
$

-

,,

";法

计算"

";

值为标本曲线与阈值线交叉点的横坐标"

,,

";e

)试验组
";7:,J/-$&O

试验组
";

外参*

O

)对照组
";7:,J/-$&O

对照组
";

外参*"此处的对照

组规定为
7:,J/-$&

表达最低的一组#

$)1

!

统计学处理
!

采用
!K!!$$)%

统计学软件进行

统计学分析#计量资料以
Db=

表示"两组间比较采

用独立样本
6

检验"多组间比较用单因素方差分析"行

受试者工作特征)

,\"

*曲线进行发病风险的分析"以

!

$

%)%.

为差异有统计学意义#

/

!

结
!!

果

/)$

!

透射电子显微镜观察分离出的血清外泌体
!

透

射电子显微镜下观察结果如图
&

所示"通过外泌体提

取试剂盒
K6>8PY4

+

PY4I478#I45=;:4E :̂;

)

K&%&

*分

离得到的外泌体径粒大小均约为
(%E7

"呈囊泡状#

图
&

!!

血清外泌体的电镜下成像

/)/

!

/

组与
@

组
7:,J/-$&

的表达水平比较
!

/

组

中"

7:,J/-$&

在
J!"H"

患者和体检健康者血清中

表达差异无统计学意义)

!

%

%)%.

*#而在
@

组中"

J!"H"

患者血清外泌体中
7:,J/-$&

的表达水平较

体检健康者明显上调"上调倍数为
$)1'

倍"差异有统

计学意义)

!

$

%)%.

*"见表
&

#

/)'

!

血清外泌体
7:,J/-$&

预测
J!"H"

风险的

,\"

曲线
!

对
@

组
7:,J/-$&

表达水平进一步行

,\"

曲线分析"结果表明血清外泌体
7:,J/-$&

预

测
J!"H"

风险价值高"曲线下面积为
+*)0T

)

!

$

%)%.

*"

1.T"/

为
%)0$&

#

&)%%%

#当
7:,J/-$&

表达

水平为
.()0&

时"可得出最佳灵敏度)

+*)0T

*和特异

度)

1%)%T

*"见图
$

#

表
&

!!

/

)

@

两组中体健康者与
J!"H"

患者
7:,J/-$&

!!!

表达水平#

Db=

$

组别
* 7:,J/-$& K

/

组体检健康者
&% $()00b$%)11

%

%)%.

/

组
J!"H"

患者
'% '+)(*b$()(&

@

组体检健康者
&% '+)0%b'()0$

$

%)%.

@

组
J!"H"

患者
'% &%()($b.$)10

图
$

!!

血清外泌体
7:,J/-$&

预测
J!"H"

风险的
,\"

曲线

/)1

!

J!"H"

患者血清外泌体
7:,J/-$&

表达水平

与病理$临床特征的关系
!

J!"H"

患者血清外泌体

7:,J/-$&

表达水平与病理分期$

?JG

分期有相关

性)

!

$

%)%.

*"与病理分型无关)

!

%

%)%.

*"见表
$

#

表
$

!!

J!"H"

患者血清外泌体
7:,J/-$&

表达水平与病理

!

分型)病理分期)

?JG

分期的关系#

Db=

$

因素
* 7:,J/-$& !

病理分型

!

腺癌
&. &%')'$b(1)1*

%

%)%.

!

鳞癌
+ 1*)%*b$1)''

!

大细胞癌
0 &&*)'&b+%)(.

病理分期

!

低分化
&1 &$0)00b(1)'1

$

%)%.

!

中高分化
&& *()%1b'%)''

?JG

分期

!*

期
( '()11b$.)'*

$

%)%.

!(

期
0 **)$+b&$)'&

!"

期
* 11)$*b&()%1

!%

期
&' &(+)*1b(')$'

'

!

讨
!!

论

!!

人体内的循环
7:,J/

之所以可以在外周血中稳

定存在"是因为被微泡$外泌体等囊泡包裹"或者与蛋

&

1*''

&

检验医学与临床
$%&+

年
&&

月第
&.

卷第
$$

期
!
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白质结合形成复合物"免于受到血液中核糖核酸酶的

降解"以及血液温度$酸碱度等不利因素的干扰'

&*-&+

(

#

常规的提取循环
7:,J/

的方法是首先裂解包裹

7:,J/

的膜结构"再提取释放入血清的游离
7:,-

J/

"但
7:,J/

性质极其不稳定"一旦释放入血液必

定受到各种干扰因素的降解"影响提取效率"因此"有

报道 指 出 全 血
7:,J/

可 能 并 不 适 用 于 筛 选

J!"H"

'

&1

(

#针对以上问题"本项研究提出首先从血

清中分离出外泌体"这就使得
7:,J/

在被提取之前

就已经随外泌体脱离血清"故可大大提高提取效率#

从另一个角度来讲"虽然所有细胞都可以分泌外

泌体"但肿瘤细胞的外泌体释放量远超正常细胞"因

此"癌症患者血清外泌体绝大部分来自于肿瘤细胞"

在组成成分)包括蛋白质$

VJ/

$

7,J/

$

7:,J/

等*

上与肿瘤母细胞保持高度一致性'

$%

(

#提取血清外泌

体来代替肿瘤组织进行相关癌症研究"正是时下的三

大液体活检技术之一#

本研究发现"血清外泌体
7:,J/-$&

高水平表达

是
J!"H"

患病的高危预测因素"这与
J!"H"

肿瘤

组织或肿瘤细胞中的结果一致"而如果直接从血清中

检测
7:,J/-$&

的表达水平"体检健康者和
J!"H"

患者没有差异'

&(-&.

(

#本研究还发现"

J!"H"

患者血

清外泌体
7:,J/-$&

表达水平与病理分期$

?JG

分

期相关"

7:,J/-$&

表达水平随着肿瘤细胞恶性程度

的增高以及癌症病情的发展而升高#笔者推测"其机

制可能是
7:,J/-$&

抑制细胞的分化并诱导细胞向

肿瘤细胞转化"最终导致癌症的发生"并且在癌症进

程中"

7:,J/-$&

进一步促进肿瘤细胞的浸润和转

移#但是"

J!"H"

患者血清外泌体
7:,J/-$&

表达

水平与病理分型不相关"这就提示在肺腺癌$鳞癌$大

细胞癌肿瘤组织中
7:,J/-$&

表达水平无差异#

本研究存在一些不足之处"选取样本量较少"还

需在接下来的研究中扩大样本量以进一步验证本文

结果+本研究仅选取了
J!"H"

这一个癌症病种"没有

涉及其他癌症类型的研究"故血清外泌体
7:,J/-$&

表达量升高在预测
J!"H"

风险中的特异性有待考

证+对于
7:,J/-$&

在
J!"H"

疾病发展中的作用机

制仅仅作出了推测"同样需要进一步研究验证#

外泌体是一个相对较新的研究领域"许多研究团

队已经对这个领域产生了兴趣"并且发表了许多颇有

见解的文章"然而至今为止却尚未建立一个成熟的分

离和分析方案"对于如何很好地应用外泌体也缺乏共

识#这些事实表明"在了解外泌体的功能作用方面还

有很长的路要走"我们需要进一步研究外泌体的内容

物如
7:,J/

如何作用于肿瘤细胞"以及如何在癌症

的诊断和预后中发挥作用"并通过对外泌体
7:,J/

的研究来帮助我们理解癌症的机制"最终指导临床靶

向用药#
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Z

(
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中国妇幼保健"

$%&0

"
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)

&$

*!
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'

&(

(李理
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%

P07,J/

检测在葫芦岛地区宫颈癌筛

查中的应用'

Z
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国际检验医学杂志"
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)

&0
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