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宫颈癌的发生发展是一个多基因参与, 涉及多 步骤的复杂生物学过程+ 虽然已明确人乳头状瘤病

毒
[V2c\

感染为宫颈癌的重要致病因素" 但许多

V2c

阳性的妇女并不发展成为宫颈癌%

#

&

+ 近年来备

受关注的一类长度约
!!

个核苷酸的内源性非编码

$=$



肿瘤学杂志
!"#$

年第
#%

卷第
&

期

'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"9$8:(-;#%8<(;&

微小
=<>

!即
?1=<>

"

?15*(=<>

#!通过碱基配对调

控
?=<>3

的翻译和稳定性!沉默编码基因的表达!

调控细胞的分化$生长$发育$增殖$代谢$凋亡等功

能%

!

&

' 近年来的研究表明!

?1=!9@$

是与肿瘤发生发

展密切相关的
?1=<>

%

$AB

&

( 但迄今!

?1=!9@$

及其前

体转录本"

C*1!?1=!9@$

)在宫颈鳞癌组织中表达少有

研究( 为此!本研究采用定量
D/=

技术检测了
@B

例

宫颈鳞癌组织中
?1=!9@$

和
C*1!?1=!9@$

的表达!分

析两者表达的相关性!及
?1=!9@$

表达水平与临床病

理特征的关系!探讨
?1=!9@$

失调表达机制及在宫颈

鳞癌发生$发展中可能的调控作用和临床意义(

9

材料与方法

!"!

标本采集及保存

!"99

年
!

月至
9"

月收集温州市中心医院妇瘤

科
@B

例宫颈鳞癌患者宫颈组织标本!所有标本均在

未行放$化疗前取材( 患者年龄
$!"EB

岁!中位年龄

&!

岁(

9F

例患者肿瘤直径
#@5?

!

$9

例患者
!@5?

(

大体类型*外生型
!$

例!内生型
9$

例!溃疡型
%

例!

颈管型
$

例(组织分化程度*角化性大细胞型+

!

级)

9E

例!非角化性大细胞型"

"

级)

9@

例!小细胞型"

#

级)

9B

例( 根据宫颈癌
GHI4

"

!J"%

)分期!

!

期
B

例!

"

期
!E

例!

#

期和
$

期
9@

例(另取同期因子宫肌瘤

行子宫全切除标本的正常宫颈组织
!"

例作对照(所

有标本离体后
!"?1+

内液氮保存( 宫颈癌的诊断及

常规病理资料由两位病理科医生盲法阅片后提供(

!"#

实验方法

9;!;9

总
=<>

的提取

组织标本液氮研磨后!按
K*1L(-

试剂"购自
H+!

M1N*(62+

公司) 说明书抽提样品总
=<>

!

OPD/

处理

水溶解(抽提的总
=<>

标本按
O<,32 H

"购自
K,Q,*,

公司)说明书去除可能污染的
O<>

!酚,氯仿重新

抽提后! 再以
OPD/

处理水溶解! 分光光度计测定

!EJ+?

及
!BJ+?

吸光值! 确定
=<>

溶液浓度和纯

度( 取
!A&%6

总
=<>

以
9$

琼脂糖变性凝胶电泳检

测
=<>

的完整性(

9;!;! ?1=!9@$

及
C*1!?1=!9@$

表达分析

以
RE

作 为 内 参 ! 分 析
?1=!9@$

表 达 ! 以

I>DOS

作为内参!分析
C*1!?1=!9@$

表达(相关分析

的引物序列由上海生工生物工程技术有限公司合成

"

K,T-2 9U

( 为分析
?1=!9@$

表达!

9%6

总
=<>

分别

以
?1=!9@$

茎环
=K

引物及
RE

特异
=K

引物进行

逆转录-为分析
C*1!?1=!9@$

表达!

9%6

总
=<>

分别

以
C*1!?1=!9@$

特异
=K

引物及
4-16( VK

进行逆转

录(反应体系为
9%6

总
=<>

.

&J+?(-WX =K

引物.

!R

=<,32 1+01T1N(*

.

&R Y!YX:

逆 转 录 酶 .

";&%?(-WX

V<KD

(

?1=!9@$

的
=K

反应条件为*

9E% $"?1+

!

@!&

$"?1+

!

F&& 9&?1+

! 其他
=K

反应的条件为
@!&

E"?1+

!

F&& 9&?1+

!反应结束后
Z!J&

保存( 以
#&%-

反应体系进行
=2,-!N1?2

定量
D/=

(

?1=!#@$

检测反

应体系包括*

#%- =K

产物!

#'[\]= I*22+ H Y,3N2*!

?1^

!

";&%?(-WX

特异
?1=!9@$

前向引物 .

";&%?(-WX

特异
?1=!9@$

反向引物(

=2,-!N1?2

定量
D/=

条件

为*

%&& 9"?1+

后!

%&& 9&3

!

E"& 9?1+

!

@"

个循环(

=2,-!N1?2

定量
D/=

使用
>CC-12V ]1(373N2?3 F&""

仪器进行(所有样品做
$

复孔(

D/=

产物经
@$

琼脂

糖电泳分析( 记录每个反应管中的荧光信号到达所

设定的域值时所经历的循环数即
/N

值! 以
RE

或

I>DOS

作为内参照! 采用定量
D/=

中的相对定量

$%&'( ! )*+,(* -(./(01(- 23* 45( 6(4(14+30 32 ,+7!!89 %06 +4- :*+!,+7;<

D*1?2* [2_)2+52

D*(V)5N

`TCU

?1=!#@$ =K 3N2?!-((C C*1?2* &(!IK/IK>K//>IKI/>IIIK//I>IIK>KK/I/>/KII>K>/I>/I>I/K>/>!$(

E#G(*a,*V C*1?2* &(!IKK/IKIIIKI>I>KI>>I/>/KI!$(

=2M2*32 C*1?2* &(!IKIK/IKII>IK/II/>>KK/!$(

RE =K C*1?2* &(!/I/KK/>/I>KKKKI/IKIK/>K!$(

B&G(*a,*V C*1?2* &(!/II/IIK>/>K>K>/K>>>>K!$(

=2M2*32 C*1?2* &(!/I/KK/>/I>KKKKI/IKIK/>K!$(

C*1!?1=!#@$ =K C*1?2* &(!/I//>/>II//>//>I>I/II>I/>!$(

##@G(*a,*V D*1?2* &(!>>/KK////>I/>K/>/>>IKII/KI!$(

=2M2*32 C*1?2* &(!I/I/>I/I///KIK/K///>!$(

I>DOS G(*a,*V C*1?2* &(!/>III/KI/KKKK>>/K/KIIK>>!$(

#J#

=2M2*32 C*1?2* &(!IIIKII>>K/>K>KKII>>/>KIK!$(

$F@



肿瘤学杂志
!"#$

年第
#%

卷第
&

期

法!以
'(!

)!*+ 表示目的基因的表达相对于内参的变

化倍数!其中
!*+(*+ 目的基因)*+ 内参" 为增加数据直观

性!所有数据均放大
, """

倍"

!"#

统计学处理

采用
-.--,/0"
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