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方法在
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原发性肝细胞肝癌
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是常见的恶性肿瘤之

一"在世界范围之内排名第五'中国自
!"

世纪
B"

年

代起"

CAA

已上升为第
!

位癌症杀手' 全球每年新

发肝癌病例数约
F.

万" 其中一半以上发生在中国'

因此" 寻找与
CAA

发生发展相关的新型生物标志

物"对于早期发现疑似病例"早治疗"降低
CAA

的死

亡率具有重大的经济和社会效益' 近年研究%

1g%

&表明

'()*+,

不仅可作为抑癌因子" 抑制原癌基因的激
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题
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毒编码的
@1M<F3

也可能参与相关肿瘤的发生# 上

述作用参与到肿瘤的发生$生长$侵袭和转移等各个

过程% 因而为肿瘤的诊断$ 预后及治疗提供新的思

路#本实验试图寻找某些可作为
G//

早期筛查的血

浆
@1M<F3

%为
G//

的二期预防提供新的策略和方

法#

9

资料与方法
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研究对象

病例组为在某市三甲医院就诊的
G//

患者
H&

例%其中男性
$!

例!
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"%女性
!K

例!
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"%年

龄
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岁
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岁# 所有患者术前均未接受放疗

或化疗#
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分期按
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国际抗癌联合会
BRS//D

G//

的
P<Q

分期标准分为&

!

期
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例$

"

期
!!

例$

#

期及以上
KK

例# 正常对照组选取同社区健康

体检人员%体检合格%无肝肾等器质性病变以及其它

疾病者
&K

人%其中男性
NH

人!

K&;KC

"%女性
!$

人

!

%9;IC

"%年龄
I%!&

岁
B%NON9D

岁# 所有样本采集前

告知采集目的并获得患者同意# 病例组与对照组的

年龄$吸烟$饮酒等因素的分布差异均无统计学意义

!
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"%见
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#
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仪器与试剂

总
M<F

的提取与逆转录以及
5E<F

的扩增用

的主要试剂是
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F\S
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#
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血样采集与血浆分离

无菌采集实验个体外周血%每管
N@-

%采集的血

样常温下保存不超过
90

%之后
%N""`6

离心
#L@1+

%将

血浆与血细胞分离%装入
#;N@- [T

管中%

a&L$

保存#

78; M<F

提取

从样本血浆中提取富含
@1M<F3

的总
M<F

%提取

采用
Y1,=2+ @1M2,37 Q1+1 Z1J

试剂盒%具体操作按说

明书进行#在此过程中加入同一终浓度!

9L

aN

>@(-b$-

"的

人工合成线虫
%H@1M<F

!

52-#@1M#%H

"作为内参%用于

标准化提取$ 逆转录及控制后续的定量检测全过程

操作的样本间差异# 提取后的总
M<F a&L$

保存#

&8< P,^Q,+!

低密度芯片筛选

随机选取病例和对照各
N

例% 对每份血浆分别

进行芯片筛选# 低密度芯片选用
P,^Q,+!G)@,+

Q15*(M<F F**,7 ?2J X!;L

%分为
Fc\

两板%包含
KK$

个人类已知的
@1M<F3

及多个内参共计
$K&

个

@1M<F

# 以
52-#@1M#%H

做为外参%操作步骤按说明书

进行#

?E?!;I

和
MY Q,+,62*9;!

软件分析实验结果#

&8= >%"$"!,?% @1>

根据芯片筛选结果%对较大样本进行
M2,-#P1@2

T/M

验证# 反应体系&
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%
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%
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个循环# 所有反应设立
%

个复孔%记录荧

光信号到达所设定的阈值时所经历的循环数 !

5J

值"% 以
52-#@1M#%H

做为外参% 采用相对定量法%以

"/J

表示样本目的基因的表达量%

"/Je

样本
/J

@1M3

a

样本
/J

52-#@1M#%H

%

"/J

越低说明表达量越高%

?E?!;I

和

MY Q,+,62* #;!

软件分析实验结果#

78A

统计学处理

采用
?T??#%;L

软件进行数据分析#

@1M<F

表达

以
%/J

为计数资料%进行两独立样本
!

检验#

"'L;LN

为差异有统计学意义#

!

结 果

987

低密度芯片!

PWEF

"扩增结果

将
F

$

\

两版合并分析% 以
/J

值
#%N

为有效扩

增%病例组有
I##

个
@1M<F

扩增%对照组有
%H&

个

@1M<F

扩增%见
f16)*2 9

#

989

筛选
@1M<F

标志物标准及结果

将各组有效扩增
@1M<F3

的
/J

值分别减去相

应各组外参
52-#@1M#%H

的
/J

值%得到
%/J

%将组间

%/J

差异的绝对值
$!

的
@1M<F3
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<(J2

&
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较大样本
'()*!+,-( ./'

验证阶段! 验证结果显示

有
0

个
-,'123

在病例组中与对照组中的表达存在

差异性"

.""450

#$其中%

-,'!!#

%

-,'!!!!

%

-,'!#&

在

病例组中的表达量高于对照组 $

-,'!#6

%

-,'!70#)

在病例组中的表达量低于对照组! 见
+)8*( !

!

9:;

表达差异的
-,'123

在不同期别肝癌中的表达

-,'!!#

在对照组%

!

期%

"

期%

#

期及以上组中

表达量存在差异性$呈现递

增 趋 势 "

. "59:0

#$

-,'!#6

在对照组%

!

期%

"

期%

#

期

及以上组中表达量存在差

异性并呈现递减趋势 "

."

:4:0

#!见
+)8*( %

$

;,<=>( !

!

%

讨 论

-,'123

是 一 类 广 泛

存在于生物体内% 长度在

?&#!7

个核苷酸的内源性非编码小

'12

$ 通过与目标
-'12

特定区域

不同程度的互补结合而引起后者的

降解或者翻译抑制$ 是包括细胞增

殖%分化%凋亡以及多种系统疾病的

重 要 调 节 因 &

7

$

0

'

! 由 于 肿 瘤 组 织

-,'12

表达谱与肿瘤发病及预后相

关$因此
!::&

年以前对
-,'12

的研

究主要集中在组织和细胞内!但是组

织和细胞内的
-,'123

研究检测技

术复杂%创伤大$难以真正应用于临

床诊断!

!::&

年有多个实验的研究

成果 &

6

$

$

'为血浆
-,'12

作为分子标

记应用于肿瘤的早期诊断和预后提

供了基础! 实验证明血浆中
-,'12

可以在高温$低温$高
@A

值$反复冻融$高酸等恶劣

的环境中仍然保持着稳定$ 是一种完美的生物学指

标物的选择项!

-,'123

在
A//

的发生发展中扮演着重要角

色!

-,'123

在
A//

中充当原癌基因或者抑癌基因

的角色$ 同时也影响其它原癌基因或者抑癌基因的

表达! 研究表明&

&

'增强
-,'!?!!

表达可抑制肿瘤细

胞的迁移%浸润和生长$抑制裸鼠肿瘤生长%肿瘤血管

形成及裸鼠肝癌移植模型的肝内转移! 研究发现&

B

'

$

-,'!?!!

单独或联合索拉非尼均可以抑制肝癌进

程!

C)>)D)E3)F,3

等&

#5

'发现
-,'!!!!

能通过诱导肿瘤

坏死因子相关凋亡途径$ 促进肝癌细胞的生长和转

移!

+(F<

等&

##

'发现$

-,'!!#

能促进细胞增殖转移$还

能导致细胞周期的失调从而促进
A//

恶化!在另外

一项研究中&

#!

'

$检测了
#50

例
A//

%

#5$

例慢性肝癌
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-,'!!# 09&6$0$#9%06# &90!#7$#9&B06

-,'!!!! 69!06&$!90&7! B9!%07$#906!$

-,'!#& B97!%$$!97$&0 #!90&6!$59B&0!

-,'!#6 #%97!##$#9!!0& &97!0#$59&6!0

-,'!70#) &9!%0&$#9!%$! 09!666$#9#606

!

N"4""?

N"4""?

N"4""?

N"4""?

N"4""?

E

74?!

%4$$

%4B0

04!%

74"7

?6

?7

?!

?"

&

6

7

!

"

-,'!!? -,'!!!! -,'!?& -,'!?6 -,'!70?)

/GFE>G*

! 3E)<(

" 3E)<(

# 3E)<( )FJ )8GO(

660



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
&

期

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

=*()>3 ?1@!!9 ?1@!!!! ?1@!9& ?1@!9A ?1@!BC9,

/(+D*(- &;C!9B"9;&ECA E;!%CB"9;CA!$ 9!;C&A!"";E&C! &;B!C9"";&A!C C;!AAA"9;9ACA

! 3D,62 A;"&E""";ABC", A;CA&E"9;%B"E E;A&A&"9;"B$& 99;C$!9"9;""9C, &;9CCB"";AACC

" 3D,62 C;$CA!"";EA!%,F A;9G"!"";C&&% E;B"$!"9;9$&$ 9%;"!C%"";&EA!,F &;9!$A"";EACC

# 3D,62 ,+H ,F(I2 B;9!C&"9;!!%C,F5 A;"$$$"9;ACE$ E;"B&%"!;"C$9 9B;"B&$"9;"$!B,F5 &;!B9""9;"C%C

!

9

%;B$ 9;EB !;"9 !;AA 9;A&

"

9

";"" ";A! ";C% ";"9 ";$%

!

!

!;%9 9;AC 9;E& !;9& 9;%9

"

!

";"! 9;!9 ";CE ";"% 9;!"

!

%

!;9E 9;$9 !;9% %;9! 9;B!

"

%

";"% 9;"B ";$B ";"" ";E&

<(D2

!

D

9

"

J

9

!

/(+D*(- 6*()> /(?>,*2H K1D0 !3D,62 6*()>

#

D

!

"

J

!

!

!3D,62 /(?D>,*2H K1D0 "3D,62

#

D

%

"

J

%

!

"3D,62 /(?>,*2H K1D0 #3D,62;

患者和
$9

例正常对照的血清
?1@!9

$

?1@!9A

$

?1@!

9!!,

$

?1@!9EE,

$

?1@!9EC

$

?1@!!!B

$

?1@!9%E

"发现与

慢性肝病$正常对照组相比"血清
?1@!9A

$

?1@!9EE,

在
L//

患者中显著下降% 研究还指出作为
L//

单

独的诊断标志物"

?1@!9A

具有最高的灵敏度%

本实验用
?1@<M NOPM

筛选出候选标志物"然

后用特异性高$ 敏感性强的
@NQRJ/@

在大规模样

品中进行验证% 实验发现
L//

患者血浆中有
C

个

?1@<M3

水平较对照组有了显著差异"其中
?1@!!9

$

?1@!!!!

$

?1@!9&

在病例组中的表达量高于对照组"

?1@!9A

$

?1@!BC9,

在病例组中的表达量低于对照

组% 进一步分析发现
?1@!!9

在对照组$

!

期$

"

期$

#

期及以上组中表达量存在差异性" 呈现递增趋势

&

J#";"C

'"

?1@!9A

在对照组$

!

期$

"

期$

#

期及以

上组中表达量存在差异性"呈现递减趋势&

J$";"C

'%

?1@<M3

发挥作用主要依靠基因复合体" 通过降解

或抑制特定的靶
?@<M

"沉默特定的靶基因"发挥生

物学效应% 我们发现的
C

个有意义的
?1@<M3

可能

通过调节与
L//

生成有关的
?@<M3

而发挥生物学

意义%

?1@!!9

和
?1@!9A

可能左右影响
L//

进程的

?@<M

"影响
L//

的发展% 本实验结果提示
L//

患

者的血浆
?1@<M3

表达谱相较于对照组存在差异"

?1@<M3

可能参与了
L//

的发生发展"

?1@<M3

在

L//

中所起的功能我们将在后续的体外细胞培养

等研究中加以阐述%综上所述"血浆
?1@<M3

表达的

差异或许可以作为
L//

早期筛查的血浆学分子标

志物%
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