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探讨
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$

6@0)$2!

%#

6@5940W%)!23

$

6@0)!23

%在结直肠癌$

'0'

%患者血清中的

表达及临床意义"方法
!

收集
".

例
'0'

患者$

'0'

组%和
..

例健康体检者$对照组%血清标本!采用实时荧光

定量聚合酶链反应$

0,)G'0

%检测
6@0)$2!

#

6@0)!23

的表达量"结果
!

'0'

组血清中
6@0)$2!

表达为
$/2#

$

#/X1

"

(/("

%!明显高于对照组+

#/31

$

#/12

"

#/2(

%,!

'0'

组血清中
6@0)!23

表达为
$/"3

$

#/1.

"

./(X

%!高于

对照组+

#/32

$

#/(1

"

$/$"

%,!差异均有统计学意义$

!

$

#/#"

%"不同年龄#肿块大小#肿瘤分化程度#淋巴结转

移情况及
,WT

分期的
'0'

患者
6@0)$2!

#

6@0)!23

水平比较!差异均无统计学意义$

!

%

#/#"

%"结论
!

6@0)

$2!

和
6@0)!23

在
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患者血清中表达上升!其异常表达可能与
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的发生有关"

关键词"结直肠癌&

!

6@5940W%)$2!

&

!

6@5940W%)!23

&

!

实时荧光定量聚合酶链反应

中图法分类号"

03("/(f"

文献标志码"

%

文章编号"

$13.)2!""

$

.#$2

%

$!)$223)#!

XD

6

8;,,+4-7-A@<+-+@7<:7<B;4>,;8B55+@84GWE0$2!7-A5+@84GWE0!23+-@4<48;@97<@7-@;8

"

,-M:/

C

:/

$

#

.

#

I#6%"<(B<+(

$

#

(

#

'$%&2(E)()

$

#

(

#

$R>:

?

(8@A:)@B

C

I0/)/P(09(OB8(@B8

D

#

4+G<B+J+)/P/

?

(0#BF

?

/@(0

#

4+G<B+

#

./()

1

F+.$"##.

#

I</)(

&

.RI<()

1

F<+J:N/P/):6K(A/)(@/B)7)F@/@+@:

#

4+G<B+

#

./()

1

F+.$""##

#

I</)(

&

(R>:

?

(8@A:)@B

C

I0/)/P(09(OB8(@B8

D

#

@<:$

CC

/0/(@:N4+G<B+#BF

?

/@(0

B

C

%()

*

/)

1

J:N/P(0-)/H:8F/@

D

#

4+G<B+

#

./()

1

F+.$"##.

#

I</)(

EC,987@9

!

"C

*

;@9+:;

!

,4:Q

7

D49:;<::Q

7

9:>>@4AD:M:D8A?5D@A@58DM8DB:4=>:9B6 6@5940W%)$2!

$

6@0)

$2!

%#

6@5940W%)!23

$

6@0)!23

%

@A54D49:5;8D58A5:9

7

8;@:A;>/F;9?4A,

!

,<::Q

7

9:>>@4AD:M:D>4=>:9B6 6@0)

$2!

#

6@0)!234=".54D49:5;8D58A5:9

7

8;@:A;>

$

54D49:5;8D58A5:9

F

94B

7

%

8A?..<:8D;<

N

54A;94D>

$

54A;94D

F

94B

7

%

E:9:?:;:96@A:?C

N

9:8D);@6:

R

B8A;@;8;@M:G'08A?546

7

89:?/G;,B<9,

!

,<:9:D8;@M::Q

7

9:>>@4AD:M:D4=

>:9B66@0)$2!E8>$/2#

$

#/X1̀ (/("

%

@A54D49:5;8D58A5:9

F

94B

7

#

E<@5<E8><@

F

<:9;<8A#/31

$

#/12̀ #/2(

%

@A

54A;94D

F

94B

7

#

;<:9:D8;@M::Q

7

9:>>@4AD:M:D4=>:9B6 6@0)!23E8>$/"3

$

#/1.`./(X

%

@A54D49:5;8D58A5:9

F

94B

7

#

E<@5<E8><@

F

<:9;<8A#/32

$

#/(1̀ $/$"

%

@A54A;94D

F

94B

7

#

;<:?@==:9:A5:>E:9:>@

F

A@=@58A;

$

!

$

#/#"

%

/

I4E:M:9

#

;<::Q

7

9:>>@4AD:M:D>4=6@0)$2!8A?6@0)!23<8?A4>@

F

A@=@58A;?@==:9:A5:>@A

7

8;@:A;>E@;<?@==:9)

:A;8

F

:

#

;B649>@K:

#

?@==:9:A;@8;@4A?:

F

9::8A?,WT>;8

F

:

$

!

%

#/#"

%

/34-@<B,+4-

!

6@0)$2!8A?6@0)!23<@

F

<D

N

:Q

7

9:>>:?@A;<:>:9B64=54D49:5;8D58A5:9

7

8;@:A;>

#

;<:8CA4968D:Q

7

9:>>@4A6@

F

<;9:D8;:?;4;<:455B99:A5:/

H;

=

I48A,

!

54D49:5;8D58A5:9

&

!

6@5940W%)$2!

&

!

6@5940W%)!23

&

!

9:8D);@6:=DB49:>5:A;

R

B8A;@;8;@M:

G'0

!!

结直肠癌$

'0'

%的发生)发展包含多种影响因

素#是一个与多种基因相关的复杂过程+

6@5940W%

$

6@0

%是一种非编码单链小
0W%

#不具备翻译功能#

主要通过负向调控信使
0W%

$

60W%

%的表达参与多

种肿瘤的发生)发展'

$).

(

#但具体机制尚不明确#目前

争议较大+有研究报道#

6@0)$2!

在
'0'

中表达上

调#通过调控肿瘤细胞发生上皮间质转化$

*T,

%#从

而发挥其原癌功能'

(

(

+也有研究报道
6@0)!23

与

'0'

的发生)发展密切相关#

6@0)!23

一方面表现为

能够促进肿瘤的转移#发挥原癌功能'

!

(

#另一方面能

够明显抑制肿瘤的生长#起到抑癌作用'

")1

(

+本研究

用实时荧光定量聚合酶链反应$

0,)G'0

%检测
'0'

患者血清中
6@0)$2!

)

6@0)!23

的表达水平#分析

6@0)$2!

)

6@0)!23

与临床病理参数之间的各种关系#

探讨血清
6@0)$2!

)

6@0)!23

的表达水平在
'0'

临床

诊断中的应用价值+

*

322$

*

检验医学与临床
.#$2

年
3

月第
$1

卷第
$!

期
!

S8CT:?'D@A

!

UBD

N

.#$2

!

V4D/$1

!

W4/$!

"

基金项目!江苏省苏州市,科教兴卫-青年科技项目$

-U]a.#$!#$3

%+

!!

作者简介!徐菲菲#女#技师#主要从事临床检验研究+

!

#

!

通信作者#
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资料与方法

$/$

!

一般资料
!

选择苏州市立医院本部住院的
".

例
'0'

患者纳入
'0'

组#所有患者均经过病理检测

确诊#且未接受过任何手术治疗)放疗)化疗+其中男

(#

例#女
..

例&年龄
(1

"

X!

岁#平均$

1"/$(e$$/#1

%

岁#

$

1#

岁
$"

例#

1#

"

3#

岁
$X

例#

%

3#

岁
$2

例&肿

块大小
'

!56.!

例#

%

!56.X

例&低分化
X

例#中高

分化
!!

例&有淋巴结转移
.!

例#无淋巴结转移
.X

例&

,WT

分期
$"%

期
.!

例#

)

期
.(

例#

&

期
"

例+

另选取
..

例体检健康者纳入对照组#其中男
$.

例#

女
$#

例&年龄
"$

"

1"

岁#平均$

1#/1!e(/(.

%岁+所

有研究对象自愿加入本研究#并签署知情同意书#本

研究经过本院伦理委员会批准后进行+

$//

!

仪器与试剂
!

主要应用的仪器包括仪博日科技

公司的
S@=:G94

普通
G'0

仪#美国
%&P

公司
G'0

Y

N

>;:63"##

扩增仪#德国
*

77

:A?49=

公司的
*

77

:A)

?49=

高速冷冻离心机)超低温冰箱#上海瑞仰公司的

生物安全柜+主要试剂包括天根公司的
,9@K4D

试剂)

总
0W%

提取试剂)

0W8>:b9::??I

.

\

)

6@05B;:6@0

5+W%

第一链合成试剂盒)

6@05B;:6@00,)G'0

检

测试剂盒$

Yg&0 9̂::A

%+

0,)G'0

使用的引物见表

$

#引物由天根公司定制#公司对引物序列保密+在
1#

c

进行退火+

6@0)$2!

和
6@0)!23

的产物片段均为

X#C

7

#

6@0)$1

的产物片段为
32C

7

+

表
$

!!

0,)G'0

使用的引物信息

6@0

种类 前向引物目录号 后向通用引物

6@0)$2! '+.#$

$

,P%Ŵ *W

%

6@05B;:6@00,)G'0

检测试剂盒$

Yg&0 9̂::A,P%Ŵ *WbG!#$

%自带

6@0)!23 '+.#$#!!$

$

,P%Ŵ *W

% 同上

6@0)$1 '+.#$)#.("

$

,P%Ŵ *W

% 同上

$/'

!

方法

$/'/$

!

标本采集
!

在
'0'

患者术前和健康体检者

体检时采集
(6S

空腹静脉血于一次性真空采血管

中#以
(###9

"

6@A

离心
"6@A

#分离血清#取
$6S

血

清于
X̀#c

保存+

$/'//

!

标本总
0W%

的提取
!

在
."#

#

S

血清中加入

3"#

#

S,9@K4D

#并将其充分振荡混匀#再按照说明书

进行
0W%

的 提 取+选 用 总
0W%

吸 光 度 比 值

$

%

.1#

"

.X#A6

%为
$/X

"

./.

的标本+

$/'/'

!

6@0W%(H

末端加
G4D

N

$

%

%处理及反转录反

应
!

按照
6@05B;:6@05+W%

第一链合成试剂盒的

说明书进行操作+

6@0W%(H

末端加
7

4D

N

$

%

%处理反

应体系一共
.#

#

S

#总
0W%

)大肠杆菌
G4D

N

$

%

%)

$#Z

聚合酶缓冲液)

"Z9%,G

溶液)无
0W%

酶双蒸水分

别为
./#

)

#/!

)

./#

)

!/#

)

$$/1

#

S

+将上述反应液混匀

后#进行瞬时离心#在
(3c

孵育
1#6@A

+按照反转录

试剂盒的说明书进行操作+反转录反应体系一共
.#

#

S

#

G4D

N

$

%

%反应液)

$#Z

反转录引物)

$#Z

反转录缓

冲液)超纯三磷酸腺嘌呤脱氧核苷酸)核糖核酸酶抑

制剂)定量反转录酶)无
0W%

酶双蒸水分别为
./#

)

./#

)

./#

)

$/#

)

$/#

)

#/"

)

$$/"

#

S

#充分混合所有反应

液#离心#置于
(3c

反应
1#6@A

#然后取
5+W%

保存

于
.̀#c

+

$/'/1

!

0,)G'0

反应体系及条件
!

总反应体系一共

.#

#

S

#

.Z6@05B;:6@0

预混剂$含
Yg&0

)

0\]

%)前

向引物)后向引物$

$#

#

64D

"

S

%)

6@0

第一链
5+W%

)

"#Z0\]

参比染料)双蒸水分别为
$#/#

)

#/!

)

#/!

)

./#

)

./#

)

"/.

#

S

+先
2!c

预变性
.6@A

&然后选择
2!

c.#>

)

1#c(!>

#进行
!(

个循环#并且记录下各个标

本的荧光信号在到达阈值时相对应的循环数$

';

值%#

其内参物为
6@0)$1

+要求归一化处理目标基因#以此

来确保样品量与目标基因的量的一致性+结果采用

.

)

//

';法进行计算分析+将
$#

#

S

扩增产物置于

."

F

"

S

琼脂糖凝胶中进行电泳#观察并拍摄结果+

$/1

!

统计学处理
!

采用
YGYY$3/#

统计软件进行数

据处 理 及 统 计 分 析+选 择 单 样 本
-4D64

F

494M)

Y6@9A4M

检验法来进行正态分布检验#若符合正态性

分布#以
KeF

表示#选择成组设计的两样本
@

检验进

行组间比较&若不符合正态性分布#以
J

$

!

."

"

!

3"

%

表示#选择非参数
a@D54Q54A

秩和检验进行组间比

较+以
!

$

#/#"

为差异有统计学意义+采用
9̂8

7

<)

7

8?G9@>6

软件进行溶解曲线作图+

/

!

结
!!

果

//$

!

6@0)$2!

)

6@0)!23

)

6@0)$1

溶解曲线
!

6@0)

$2!

)

6@0)!23

)

6@0)$1

的溶解曲线均为尖锐的单峰#

出现峰的温度分别为
3X/#"

)

3X/$#

)

3X/"$c

+见图

$

"

(

#引物具有特异性#产物稳定正确#数据可靠+

图
$

!!

6@0)$1

溶解曲线

*

X22$

*

检验医学与临床
.#$2

年
3

月第
$1

卷第
$!

期
!

S8CT:?'D@A

!

UBD

N

.#$2

!

V4D/$1

!

W4/$!



图
.

!!

6@0)$2!

溶解曲线

图
(

!!

6@0)!23

溶解曲线

///

!

0,)G'0

检测
6@0)$1

的表达水平
!

对照组血

清
6@0)$1

的
';

值为
(#/(Xe#/13

#

'0'

组
6@0)$1

的
';

值为
.2/21e#/21

#差异无统计学意义$

@_

./!3

#

!

%

#/#"

%#由此可知
6@0)$1

在两组中均表达稳

定#可作为内参基因来定量检测
6@0

+

//'

!

0,)G'0

检测
6@0)$2!

)

6@0)!23

的表达水平
!

'0'

组血清中
6@0)$2!

表达为
$/2#

$

#/X1

"

(/("

%#

明显高于对照组'

#/31

$

#/12

"

#/2(

%(#差异有统计学

意义$

!

$

#/#"

%&同样#

'0'

组血清中
6@0)!23

表达

为
$/"3

$

#/1.

"

./(X

%#高于对照组'

#/32

$

#/(1

"

$/$"

%(#差异有统计学意义$

!

$

#/#"

%+

//1

!

不同临床病理参数的
'0'

患者血清
6@0)$2!

)

6@0)!23

表达差异
!

不同年龄)肿块大小)肿瘤分化

程度)淋巴结转移情况及
,WT

分期的
'0'

患者

6@0)$2!

)

6@0)!23

水平比较#差异均无统计学意义

$

!

%

#/#"

%#见表
.

+

表
.

!!

不同临床病理参数的
'0'

患者血清
6@0)$2!

%

!!!

6@0)!23

表达差异)

J

#

!

."

"

!

3"

$*

临床病理参数
6@0)$2!

相对表达水平
6@0)!23

相对表达水平

年龄$岁%

!$

1# $/3"

$

#/2(

"

./X#

%

$/3!

$

#/X.

"

./13

%

!

1#

"

3# $/X3

$

#/!#

"

./!!

%

$/3.

$

#/(!

"

./!#

%

!%

3# $/$"

$

#/1.

"

$/2"

%

$/#.

$

#/1$

"

$/2!

%

肿块大小$

56

%

续表
.

!!

不同临床病理参数的
'0'

患者血清
6@0)$2!

%

!!!

6@0)!23

表达差异)

J

#

!

."

"

!

3"

$*

临床病理参数
6@0)$2!

相对表达水平
6@0)!23

相对表达水平

!'

! ./3.

$

$/(X

"
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$
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$/#$

$
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分化程度

!

低分化
#/3.

$

#/.2

"

$/#(

%

$/$.

$

#/!"

"

$/"(

%

!

中高分化
$/2$

$

#/1(

"

(/($

%

$/$3

$

#/""

"

./(2

%

淋巴结转移

!

有
$/X(

$

#/31

"

./3#

%

$/!2

$

#/3X

"

./.$

%

!

无
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$

#/1"

"

(/!$

%

$/.!

$

#/"!

"

./(X

%
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$
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#/X#
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./31
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$

#/1#

"

./1!
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$/#"
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"

$/((
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讨
!!

论

!!

'0'

发病率处于恶性肿瘤的第
(

位#病死率在男

性恶性肿瘤中处于第
!

位#在女性恶性肿瘤中处于第

(

位+随着我国人们生活方式和饮食习惯的改变#

'0'

发病率也有所升高#

'0'

的好发年龄主要在

!$

"

1"

岁+

'0'

早期一般不出现明显的临床症状#

但随着肿块不断变大#会出现排便习惯和粪便性状的

改变#以及便血)腹泻)便秘与腹泻交替)局部腹痛等

临床症状#在晚期则会出现贫血)消瘦)乏力等全身症

状+

'0'

发展过程涉及多个步骤)多个阶段#主要涉

及增生)腺瘤和癌变几个阶段+因此#探讨新的生物

标志物对于
'0'

早期诊断)评估疗效及改善患者预

后具有重要的临床价值'

3

(

+

6@0

来自细胞核#其基因数可占人类基因总数的

.[

"

"[

#在整个基因组中均有表达+成熟的
6@0

与

靶
60W%

的
(H

非翻译区$

(H)L,0

%特异性配对#可以

抑制或降解
6@0

的表达#从而最终影响蛋白的表达+

据报道#

6@0

参与调控
'0'

的发生)发展'

X)$$

(

+

6@0

在
'0'

能够发挥原癌基因的作用#例如
6@0)$X.

在

'0'

细胞中表达较正常组织明显上调'

$.

(

+同样#

6@0

可以通过改变信号通路蛋白$如
aA;

"

'

)

连环蛋白)

-0%Y

)

G"(

)

P̂ b

%的表达水平#促进肿瘤发展+另一

方面#

6@0

可发挥抑癌基因的作用#通过抑制
-)08>

基因的功能#从而抑制
'0'

细胞的恶性增殖'

$(

(

+

本研究应用
0,)G'0

检测了
6@0)$2!

和
6@0)

!23

在
".

例
'0'

患者和
..

例健康体检者血清中的

相对表达水平#分析其与临床病理参数之间的关系#

探讨其对
'0'

的临床应用价值+研究结果表明#

6@0)$2!

在
'0'

患者血清中的相对表达量为
$/2#

$

#/X1

"

(/("

%#是健康体检者的近
.

倍+

6@0)!23

在

'0'

患者血清中的相对表达量为
$/"3

$

#/1.

"

./(X

%#

表达上调#以上结果提示这两种
6@0

具有较好的

*
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年
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卷第
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期
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'0'

诊断价值+但其相对表达在不同年龄)肿块大

小)分化程度)淋巴结转移情况和
,WT

分期的患者

中无明显差异$

!

%

#/#"

%+

6@0)$2!

可以调节
,I&Y$

的表达水平#而
,I)

&Y$

是一种在
I,'$$1'0'

细胞株中编码血小板反

应蛋白
)$

$

,YG)$

%的内生血管再生抑制剂'

$!

(

+

6@0)

$2!

可与
,I&Y$

产生的互补序列相结合#引起
'0'

微血管密度及长短的改变#从而促进血管再生+另

外#

*T,

在
'0'

进展中发挥着重要作用+据报道#

波形蛋白和
*)58?<:9@A

重组蛋白分别是
*T,

过程中

重要的上皮细胞标志物和间质细胞表型标志物'

$"

(

+

6@0)$2!

上调了基质金属蛋白酶
.

$

TTG).

%的明胶

降解活性和波形蛋白的表达#从而影响
'0'

的

*T,

'

(

(

+

6@0)$2!

可以下调
*)58?<:9@A

的表达来降

低
'0'

细胞之间的黏附#从而提高
'0'

细胞的迁

移)侵袭能力'

$1

(

+

6@0)!23

属于
6@0)$"

"

$1

"

$2"

"

!.!

"

!23

家族#具

有高度保守性+

6@0)!23

可干扰细胞周期和细胞转

导途径从而影响细胞的生长+有关研究发现#

6@0)

!23

可以抑制
W9?

7

$

的翻译#而
W9?

7

$

可以抑制
'0'

中
*9&(

的磷酸化#促进
'0'

的转移'

!

(

+

6@0)!23

又

可以通过靶向
V*̂ b%

抑制
*0-

和
TTG)2

信号通

路#抑制细胞生长#从而阻碍癌细胞的转移'

$3

(

+本研

究并未涉及
6@0)$2!

和
6@0)!23

的调控机制#在之后

的研究中有待进一步深入分析+
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