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摘 要!$目的% 探讨血清
<0=!8>?

在结直肠癌诊断和预后判断中的价值& $方法% 采用实时
荧光定量

@.=

法检测
$"

例结直肠癌患者和
$"

例健康志愿者血清
<0=!8>?

的相对表达水
平"并分析

<0=!8>?

表达与结直肠癌患者预后的关系& $结果% 结直肠癌患者的血清
<0=!8>?

水平显著低于健康对照者'

@A":"%

(& 按照血清
<0=!8>?

相对定量值
B

临界值为
#:C8%D

进行结
直肠癌诊断时的敏感性为

EC:C"

" 特异性为
EF:G"

" 阳性预测值为
E$:G"

" 阴性预测值为
E!:G"

& 血清
<0=!8>?

可产生最大受试者工作特征曲线的曲线下面积
BHI.J

为
":F$

)

>%K.L

*

C:E>#C:>!
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;

分期,

4M;N

分期,血清
<0=!8>?

表达水平是结直肠癌患者预后的独立危险因
素!

@A":"%

(+ $结论% 血清
<0=!8>?

可能是一种新的非侵入性指标用于结直肠癌患者的诊断
及预后判断+
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结直肠癌是临床上常见的消化道恶性肿瘤之

一"也是世界上癌症相关死亡的主要原因之一$

8

%

+ 结

直肠癌起病隐匿,早期症状不典型且恶性程度高"预

后较差$

!

%

+ 通过非侵入性的肿瘤标志物检测"早期诊

断结直肠癌" 可获得更有效的治疗和更好的预后$

G

%

+

微小
=;Hg<04)'=;H

"

<0=;HJ

是一类长度为
8>#!?*W

内源性单链非编码
=;H

片段" 以调控
<=;H

翻译

的方式调节靶基因表达"其在肿瘤发生,发展过程中

可能发挥癌基因或抑癌基因样作用$

?

%

+ 越来越多的

科学家提出
<0=;H

在血清和血浆中也有较高的稳

定性和特异性" 是潜在的新型无创诊断肿瘤标志

物 $

%

%

+

<0=!8>?

被证实在食管鳞状细胞癌和前列腺

癌组织中表达上调 $

$

%

"而在子宫内膜癌 $

E

%

,肾细胞

癌 $

F

%和结直肠癌组织$

>

%中表达下调+ 值得注意的是"

结直肠癌组织中
<0=!8>?

的低表达与肿瘤大小有

关$

>

%

+ 此外"结直肠癌患者较正常志愿者粪便样本中

<0=!8>?

表达水平下调$

>

%

+本研究采用实时荧光定量

专
题
报
道
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技术检测结直肠癌患者血清
)*(!#+,

的水平!

并评估其作为生物学标志物的准确性和可行性!为

血清
)*(-.

作为生物标志物用于结直肠癌的临床

诊断和预后判断提供依据"

/

资料与方法

!"!

研究对象

收集上海市奉贤区中心医院普外科
!"//

年
/

月至
!"/0

年
/!

月收治的
$"

例结直肠癌患者外周

血!标本获得前患者未经任何放#化疗!患者均经病

理检查确诊结直肠腺癌! 无其他肿瘤病史" 按国际

抗癌联盟
123''

!

!4/5

版
6

标准确定结直肠癌
7-8

分

期" 同时选取同期
$"

例健康体检者为健康对照" 结

直肠癌患者和健康志愿者的年龄和性别无统计学差

异
9&"5:5%6

" 随访方式为门诊随访与电话随访相结

合" 随访时间为
!5##

年
#

月
#%

日至
!5#%

年
##

月

05

日" 所有标本的采集均获得患者和健康志愿者的

知情同意"

!"#

方 法

#:!:#

血清样本的收集

采集所有待检者的空腹静脉血
%);

! 迅速转入

不含
<=7.

的普通试管中!在水浴箱
10>#6

中静置

/")*?

!至血液完全凝固" 室温条件下!

0"""@A)

离心

/")*?

! 吸取上清液至洁净的
/:%);

离心管中!

,#

#

/$ """B

离心
/5)*?

!小心吸取上清液到新的离心管

中!置于
$C5%

冰箱低温保存"

/:!:!

血清总
(-.

的提取

取上述血清样本!每份
%55D;

!按
)*(-EFGH

试剂

盒
9

美国
I*FBE?

公司
J

说明书所述的方法抽提总

(-.

" 取
#!;(-.

在
-F?K=@KA -=!#555 LAEM!

N@KAOKNK)ENE@

仪
P

美国
-F?K=@KA

公司
6

上测定
(-.

浓度" 抽提获得的
(-.

置于
&C5%

冰箱中保存备用"

#:!:0

实时荧光定量
&'(

检测

采用
)*LM@*AN "(EQE@GE 7@F?GM@*AN*K?

逆转录试

剂盒
9

美国
I*FBE?

公司
6

将其逆转录为
M=-.

!反应条

件$

0>%#O

!

+%%%)*?

" 以
M=-.

为模板! 应用
)*L!

M@*AN LRS( T@EE? &'(

试剂盒
9

美国
I*FBE?

公司
6

进

行实时荧光定量
&'(

!以
2$

小核
(-.9G)F;; ?DM;E!

F@(-.

!

G?(-.6

为内参照!

)*(!#+,

和
2$G?(-.

的

特异性引物序列见文献 %

#5

&

!引物由上海生工生物工

程股份有限公司合成"每个样本做
0

个复孔!实时荧

光定量
&'(

检测在
U*BON'HM;E@ ,C5

实时荧光定量

&'(

仪
9

美国
(KMOE

公司
6

上进行"

&'(

反应条件$第

#

步!

+%%

预热
0)*?

' 第
!

步!

+%%0G

#

$5%!5G

#

>!%

#G

!共
,%

个循环" 以
!

V!!'N 计算实验组与对照组相

对表达量!

!'NW'N

)*(!#+,

&'N

2$

"

!"$

统计学处理

采用
L&LL#0:5

统计软件包进行统计学处理" 计

量资料采用均数
'

标准差(

!'G

)表示" 两组间均值差

异比较采用
N

检验" 计数资料采用
#

! 检验或
X*GOE@

精确概率法 " 通过受试者工作特征曲线
9@EME*QE@

KAE@FNK@ MOF@FMNE@*GN*M MD@QE

!

(Y'6

判断
)*(!#+,

表

达水平在结直肠癌诊断中的敏感性和特异性" 单因

素生存分析采用
ZFA;F?V8E*E@

法和
UKB!@F?[

检验!

多因素生存分析采用
'K\

比例风险模型"

&]":"%

为

差异有统计学意义"

!

结 果

#"! )*(!/+,

表达水平在结直肠癌患者诊断中的价值

结直肠癌患者的血清
)*(!/+,

水平(

":+"'":/!

)

显著低于健康对照者(

/:/$'":!/

)(

&]":"%

)"

(Y'

曲

线分析结果显示!血清
)*(!/+,

相对定量值
9

临界值

为
/:"/%6

进行结直肠癌诊断时的敏感性为
>":"(

!

特异性为
>C:0(

!阳性预测值为
>$:0(

!阴性预测值

为
>!:0(

'曲线下面积
9.2'6

为
":C$

(

+%^'3

$

":>+_

":+!

)!与
.2'W":%

比较!差异有统计学意义
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表达水平在结直肠癌预后判断中的价值

以血清
<0=!8>?

相对定量值的中位值
":@A

为

临界点将结直肠癌患者血清
<0=!8>?

表达水平分为

高低两组! 截止至
!"8%

年
88

月
B"

日"

$"

例结肠癌

患者中"

B?

例死于结肠癌! 中位随访时间
!$

个月

#

$"%>

个月$% 单因素生存分析结果显示"组织病理

学分级&

C

分期&

;

分期&

4C;D

分期& 血清
<0=!8>?

表达水平与患者预后有关
EFG":"%H

"而性别&年龄&肿

瘤大小&

D

分期与患者预后均无关
EFIJ:J%

"

C+K,1 8

"
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! 组织病理学分级&
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分期低者#总生存期显著长于高者!

XY:;:::

#

:;:@:

#

:;:::

#

:;:::

"$血清
D)E!?F=

高表达者#总生存期显

著长于低表达者!

XY:;:::

"%将单因素分析有统计学

意义的
%

个因素引入
L3I

比例风险模型进行多因素

分析% 根据多因素生存分析结果#

B

分期&

5>BC

分

期& 血清
D)E!?F=

表达水平是结直肠癌患者预后的

独立危险因素
NXZ:;:%

#

>'*+, !P

%

@

讨 论

近年来研究发现
D)EBV

在肿瘤发生&发展过程

中可能发挥癌基因或抑癌基因样作用# 并表现为不

同类型的肿瘤有其特异的
D)EBV

表达谱'

??

(

#有望成

为早期诊断肿瘤的一个潜在分子标志物% 肿瘤患者

的血液循环中存在来源于肿瘤的
D)EBV

分子#且在

血清和血浆中具有较高稳定性和特异性'

?!

(

% 血清或

血浆放置在常温
!=Q

以上或在强酸强碱环境中以及

反复冻融样本也不影响
D)EBV

的稳定性'

?@

(

%由于外

周血样品检测具有无创便捷和水平稳定等优点#故

血清
D)EBV

的检测更适于临床应用%

D)E!?F=

在各种肿瘤中的确切作用还存在争

议% 有研究表明
D)E!?F=

在食管鳞状细胞癌和前列

腺癌组织中表达上调 '

$

(

#而在子宫内膜癌 '

A

(

&肾细胞

癌'

<

(和结直肠癌组织'

F

(中表达下调%我们的研究结果

证实) 与健康对照组比较# 结直肠癌患者的血清

D)E!?F=

水平显著降低 !

XZ:;:%

"% 这表明
D)E!?F=

在结肠癌中很可能表现为一个抑癌因子% 已有研究

报道
D)E!?F=

可能的抑癌机制%

D)E!?F=

通过靶向

X[\?]V\>!]^MVX

途径抑制结直肠癌细胞的侵袭能

力'

F

(

% 在子宫内膜癌中#

D)E!?F=

通过抑制
.CM!?

#调

控上皮间质转化相关基因的表达# 抑制肿瘤侵袭过

程'

?=

(

% 此外#肾癌细胞系中
D)E!?F=

抑制
C[C!

&胸

苷酸合成酶!

>_C/

"和
/MX?]`0.!

基因的表达'

?%

(

%

本研究结果显示# 应用血清
D)E!?F=

相对定量

值
a

临界值为
?;:?%P

进行结直肠癌诊断时的敏感性

为
A:;:K

#特异性为
A<;@K

#阳性预测值为
A$;@#

#阴

性预测值为
A!;@#

%

EbL

曲线分析结果显示#

VcL

为
:;<$

!

F%KLM

)

:;AFO:;F!

"#与
VcLY:;%

比较#差异

有统计学意义
aXZ:;:?P

% 生存分析显示#血清
D)E!

?F=

表达水平是结直肠癌患者预后的独立危险因素

aXZ:;:%P

%这提示血清
D)E!?F=

水平可以作为结直肠

癌潜在的无创诊断和预后预测因子# 作为结直肠癌

的生物标志物有一定的

准确性和可行性% 自
B4

等'

?$

(首次发现结直肠癌

患者血浆中
D)E!F!

水

平上调# 是结直肠癌潜

在的生物学 标志物以

来# 多篇文献报道结直

肠癌患者循环中
D)EBV

表达的改变对结直肠癌有

一定的诊断价值# 如
D)E!%@!!@J

#

D)E!@@?

#

D)E!?F%

#

D)E!?A

#

D)E!?=!!@J

#

D)E!?%*

#

D)E!%@!

#

D)E!$%!

#

D)EBV!

!?

#

D)EBV!@@F!@J

'

?A

(

#

D)EBV!?<'

#

D)EBV!?F'

#

D)EBV!

?F*

#

D)EBV!?%*

#

D)EBV!!F'

#

D)EBV!@@%

'

?<

(

#

D)EBV!

!?

#

+,2!A4

#

D)EBV!@?

#

D)EBV!F!'

#

D)EBV!?<?*

#

D)EBV!

!:@

'

?F

(

% 此外#由于不同肿瘤的特异性
D)EBV-

存在

交叉性和多样性#单个
D)EBV

对结直肠癌的诊断可

能无法达到理想的敏感性和特异性#因此#血清中多

种
D)EBV-

组成的联合标志谱# 可能有助于提高其

诊断价值'

!:

(

%这说明循环中
D)EBV

表达水平对结直

肠癌的诊断价值需要进一步研究% 为了早期诊断结

直肠癌和改善患者预后#需要进一步扩大样本量#验

证和筛选结直肠癌特异性血清生物标志物# 使其成

为结直肠癌早期诊断及判断预后的灵敏& 特异和无

创简便的肿瘤检测方法 % 但目前通过检测血清

D)EBV-

早期诊断肿瘤还有许多有待解决的问题%

!"#$% 8 9.*+",*")% -(,+*+"$ "."$/-*- 01 :3 4")*%.)- 5*)6

70$0,%7)"$ 7".7%,

@$@



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!!

卷第
%

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!!7;':%

例如组织特异
<0=;>2

的确定!

<0=;>2

检测方法和

诊断阈值的标准化等" 随着这些问题的解决# 血清

<0=;>2

在临床诊断和疾病监测中会有广阔的应用

前景"
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