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探讨
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在原发性肝癌患者血清中的表达及临床意义&方法
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采用逆转录
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聚合酶链

反应"
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%法检测对比
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例原发性肝癌患者"肝癌组%'
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例肝良性病变"良性肝病组%'
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例体检健康者

"健康组%血清
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水平!分析
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的表达程度与患者多项临床参数之间的关系&结果
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肝癌组患者

血清
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表达水平明显高于良性肝病组及健康组"
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%&肝癌组患者血清
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表达水平的高低

与性别'年龄及甲胎蛋白"

È 0

%无相关性"
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%!与临床
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分期'淋巴转移及远处转移有关"
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结论
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血清
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表达水平与原发性肝癌患者多项临床参数关系密切!可作为原发性肝癌诊疗观察的血清
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微小
>-E

$

L:>-E

&是近年来发现的一类长度为

'+

"

'C5$

的内源性非编码单链小分子
>-E

#负向调

控靶基因的表达是目前被普遍认可的作用机制(它

通过与目标
L>-E

分子的
(c9UF>

完全或不完全配

对来降解靶基因
L>-E

或抑制其翻译#调控细胞的

发育)增殖)分化)凋亡等一系列病理生理过程,

&9(
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(

有资料显示
L:>9''&

在原发性肝癌$

b!!

&患者

血清中异常表达#明显升高,

(

-

(

L:>9''&

是最近发现

的一种
L:>-E

#定位于
a

染色体
0&&)(

区约
&W2

的

区域内#成簇分布#具有类似癌症基因#且以大顺反子

形式转录#基本上呈同步表达,
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(又有研究证实
L:>9

''&

在许多恶性肿瘤细胞中表达明显上调#比如肝癌)

胶质母细胞瘤)前列腺癌)甲状腺乳头状癌)血液系统

肿瘤等 #表现为一种*通用+的促癌基因,

C9@
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#但与

b!!

关系尤为密切#且在肝良性变组织及炎性组织

中未见此增高现象的相关报道(

国外近期有研究表明#

L:>9''&

在
b!!

患者的

组织和血清中明显上调#在肝癌细胞增殖)抑制)凋亡

及浸润转移中发挥重要作用,

,

-

(国内也有
L:>9''&

模拟物转染实现证实它可使更多的
b!!

细胞系

b#

P
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细胞处于
S-E

合成的
=

期#并抑制
b#

P

_'

的凋亡#进一步确认了
L:>9''&

促增殖的特性,
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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
!

Q%2"#3!I:5

!

S#<#L2#K'+&A

!

8GI)&C

!

-G)'(



目前#国内关于
L:>9''&

与
b!!

患者各项临床参数

之间关系的研究还不够深入和全面(本研究旨在通

过检测健康者)

b!!

患者及良性肝病患者的血清

L:>9''&

水平#并对检测结果进行比较#探讨其与

b!!

患者多项临床参数之间的关系#现将结果报道

如下(
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资料与方法
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一般资料
!

选择
'+&*

年
&

月至
'+&,

年
C

月在

本院进行诊治的
b!!

患者
@&

例为肝癌组#其中男
*B

例#女
''

例%平均年龄$

C')+l',)+

&岁(根据
'+&+

年国际抗癌联盟$

U/!!

&"美国癌症联合会$

ER!!

&肝

癌
F-"

分期!

/

期
&'

例#

.

期
''

例#

$

期
&,

例#

3

期
'&

例(选择同期在本院诊治的良性肝病变患者
*+

例为良性肝病组#其中男
',

例#女
&*

例%平均年龄

$

*A)Cl&()C

&岁%其中肝血管瘤
B

例#肝囊肿瘤
&&

例#肝硬化
'+

例(同时选择同期在本院体检健康者

C'

例为健康组#其中男
((

例#女
&B

例%平均年龄

$

*&)Cl'+)C

&岁(本研究获得本院伦理委员会的批

准#所有患者均签署知情同意书(

(

组研究对象年龄

和性别比较差异无统计学意义$
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&#具有可

比性(

$)/

!

方法

$)/)$

!

标本收集
!

肝癌组和良性肝病组患者均于入

院次日清晨#健康组于体检当日#空腹采集
CLQ

静脉

全血#

C++K

"

L:5

离心
&+L:5

#取上层血清#收集于一

次性的无热原)无内毒素
Y0

管内(样品收集后若在

&

周内进行检测的保存于
*k

#若不能及时检测#按
&

次使用量分装#冻存于
['+k

$

&

个月内&#或
[A+k

$

,

个月内&冰箱待测#避免反复冻融(

$)/)/

!

总
>-E

提取
!

依照
F%.%>%

生物工程有限

公司
>-E:;G ÎGG3

试剂盒的操作说明提取总
>-E

约
+)*C

+

7

(

$)/)'

!

>-E

纯度和完整性分析
!

$

&

&以变性琼脂糖

凝胶电泳检测完整性#依照试剂说明书#本实验完整

无损的
FG$%I>-E

显示为一种
L:>-E

#条带亮度明

了#无拖尾(如果
L:>-E

条带增多或弥散#说明其可

能已降解#或者可能存在基因组
S-E

及其他
>-E

污染#应使用
S-%;#/

处理%$

'

&用
(+

+

Q>-%;#96K##

水重悬
>-E

后吸取
'

+

Q

在
?5#SKG

P

&+++

型紫外分

光光度仪上测定吸光度$

?S

&#检测纯度#

?S',+

"

?S'A+

比值在
&)@

"

')&

内为好(如果比值小于
&)@

#

说明可能存在蛋白质干扰#如果比值大于
')&

#说明可

能存在
S-E

干扰(
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逆转录
9

聚合酶链反应$

>F90!>

&反应及实时

荧光定量聚合酶链反应$

>#%I9F:L#0!>

&反应
!

依照

F%.%>%

生物工程有限公司
0K:L#=<K:

P

$

F"
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#5$.:$
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P

#K6#<$>#%IF:L#

&试剂盒的操作说明在

_#5#I:
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J$BA&+0!>

扩增仪上分别进行
>F90!>

$

&+

+

Q

反应体系&和
>#%I9F:L#0!>

$

'C

+

Q

反应体系&检

测(其中
>F90!>

扩增使用
L:>9''&

逆转录特异性

引物并以
U,

为内参基因#见表
&

%

>#%I9F:L#0!>

扩

增使用
0!>

特异性引物(

$)/)2
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表达的相对变化
!

采用
'

9

44

!$法$

!F

值定义为每个反应管内的荧光信号到达设定阈值时

所经历的循环数&分析
L:>9''&

表达的相对变化(

$)'

!

统计学处理
!

采用
=0==&C)+

统计软件进行分

析(计量资料采用
OlF

表示#组间对比用
:

检验$

)

$

C+

&或
!

检验$

)

%

C+

&%采用受试者工作特征曲线

$

>?!

曲线&法求得
!UF9?̀ `

值#并计算
EU!

面

积(以
D

$

+)+C

为差异有统计学意义(

表
&
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>F90!>

引物序列

项目 引物序列$
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正向!

!EE__EEF!EF_FEF_!F_FE_

反向!

E__EF_E!EFFE!E!!FFEF!F!

U, _EU_E!_!EEEUU!_U_EE_!

正向!
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结
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组研究对象
L:>9''&

水平比较
!

结果显示#肝

癌组为$

&+)@*l')*C

&
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7

"

+

Q

#良性肝病组为$

*)&Bl

&)@(

&

+

7

"

+

Q

#健康组为$

*)+@l&)*A

&

+

7
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+

Q

(肝癌组

明显高于其他两组#差异有统计学意义$
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$

+)+C

&#但

良性肝病组和健康组比较#差异无统计学意义$

D

%

+)+C

&(

/)/

!

血清
L:>9''&

表达与
b!!

患者临床指标的关

系
!

结果显示#血清
L:>9''&

表达高低与性别)年龄

及血清甲胎蛋白$

È 0

&无关$

D

%

+)+C

&#与
F-"

分

期)淋巴结转移及远处转移有关$
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&#见表
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表
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不同临床指标的
b!!

患者血清
L:>9''&

!!!

表达水平#
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OlF
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临床指标
) L:>9''&

水平
D

性别

!

男
*B B),&l()&C

%

+)+C

!

女
'' B)BCl'),C

年龄$岁&

!(

CC C& &+)+Al'),B
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CC '+ B)'Bl()&&

血清
È 0
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续表
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不同临床指标的
b!!

患者血清
L:>9''&

!!!

表达水平#
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7
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Q
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OlF
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临床指标
) L:>9''&

水平
D

!3

'& &')*+l')A,

淋巴结转移

!

无
C& @)'Al()+'

$

+)+C

!

有
'+ &&)+@l')*A

远处转移

!

无
,' ,)A&l')(C

$

+)+C

!

有
B &')*'l')B'
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血清
L:>9''&

在原发性肝癌中的诊断价值
!

L:>9''&

检测原发性肝癌患者血清的
EU!

L:>9''&

值为

+)@B'

#根据最大约登指数$约登指数
]

灵敏度
m

特异

度
[&

&确定
!UF9?̀ `

值为
A)CB

+

7

"

+

Q

#灵敏度为

AC)@CZ

#特异度为
@A)A'Z
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讨
!!

论
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恶性肿瘤是目前造成人类死亡的主要原因之一#

随着分子生物学和人类基因组学的发展#人们对肿瘤

的认识已经达到了一个新的高度#大量研究表明肿瘤

的发生发展中都伴有
L:>-E

的异常表达,

B

-

(

L:>-E

是一类内源性#长度为
'+

"

'C

个核苷酸

的非编码单链小
>-E

#广泛分布于真核细胞生物中(

人类的
L:>-E

约占人类基因组的
&Z

#其中约
C+Z

定位于染色体的脆弱区#而该区域恰与人类癌症的发

生发展密切相关,

&+9&&

-

(且在外周血中有丰富的
L:>9

-E

稳定的表达#但由于其内源性的结构特性决定了

血清中
L:>-E

具有对抗核糖核酸酶的能力#即使经

历反复的冻融)

P

b

值改变等情况仍能维持稳定,

&&
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(

L:>-E

在细胞核内经
>-E

聚合酶
.

)

$

催化转

录成具有
Cc

帽结构和
(c

多聚
E

尾的初级
L:>-E

#其

长度约数干核苷酸#之后被
>-E

酶
SKG;J%

识别并切

割成长约
@+5$

的具有发夹结构的前体
L:>-E

#前体

L:>-E

在核转运蛋白
C

作用下#依赖
>%59_F0

方式
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的
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作为成熟
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参

与形成
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介导的沉默复合体$
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端非编码区

时#造成
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降解%当不完全绑定时#阻遏其转录#

产生基因沉默作用#发挥独特的负调节基因表达能
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'&

例正常肝组织及
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及相关蛋白

表达水平#发现
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&基因和酪氨酸酶受体
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基因#增强细
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的临床研究还处于发
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(结

果发现#

L:>9''&

与
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&#与性别)年龄及血清
È 0

水平

均无 关 $
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检 测 的 灵 敏 度 为
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#特异度为
@A)A'Z

(

综上所述#
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有望作为
b!!

的一种新型

血清标记物为临床诊疗监测提供临床实验室支持(
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