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摘 要!$目的% 分析血浆
<0=!8>%

表达与食管鳞癌浸润肌层深度及淋巴结转移的关系"为食管鳞癌转
移的早期防治及作用机制提供理论学依据& $方法% 收集食管鳞癌患者术前一周血标本

>"

例"同期收
集

>"

例健康体检者血标本"运用实时定量荧光
A.=

检测两组人群血浆中
<0=!8>%

表达水平"探讨食
管鳞癌患者血浆中

<0=!8>%

表达水平与食管鳞癌深肌层浸润及淋巴结转移的关系& $结果% 与健康人
群相比"食管鳞癌患者血浆中

<0=!8>%

表达水平降低"差异有统计学意义'

AB":""8

(& 食管鳞癌患者血
浆

<0=!8>%

表达水平与年龄)

AC":8@>

(*性别
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*肿瘤部位
DACE:EG!H

均无关+

I

%

JI

>

期患者血浆中
<0=!#>%

表达水平低于
I

#

JI

!

期患者!

ACE:EEK

(+与无深肌层浸润患者相比"有深肌层浸润患者血浆
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#>%

表达水平降低 !

ACE:E#!

(+ 有淋巴结转移的患者血浆中
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表达水平较无淋巴结转移患者低
!

ACE:EE%

(&$结论% 食管鳞癌患者血浆
<0=!#>%

表达水平较健康人群下调"且在有深肌层浸润和发生淋
巴结转移的食管鳞癌患者血浆中表达水平明显下调"其有望作为评估食管鳞癌患者肿瘤进展的新生物
学标志&
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食管癌存在两种主要的病理类型" 食管鳞状细

胞癌 )
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& 中国

是食管癌的高发地区" 全球每年诊断为食管癌的患

者将近
@Ef

集中在中国$

!

%

"其中以
V]..

较为常见$

%

"

>

%

"

西方国家则以
VL.

为主& 由于食管癌缺乏早期症

状*体征"以及许多传统检查手段"如内镜*食管脱落

细胞学检查创伤性较大"存在一定的取样误差"对早

期诊断可行性不高&此外"

]..
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.L!8GG

及
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性和特异性较低! 导致食管癌的确诊大多出现在中

晚期"

&

#

!失去最佳手术机会$ 肿瘤的深肌层浸润是食

管鳞癌分期的重要分界点! 同时食管鳞癌的淋巴结

转移是影响预后的重要因素! 因此寻找与食管鳞癌

早期深肌层浸润及淋巴结转移的循环生物学标志显

得十分迫切$

'()*+,-.

%

/(,-.

&是内源性'约
!"0!1

个核苷

酸长度的'非编码的单链小分子
,-.

!在大量肿瘤

相关的生物学进程中扮演着关键性的角色$

'(2)3455

等 "

6

#研究发现肿瘤细胞可以主动释放
/(,-.

进入

外周血$循环
/(,-.

较短!且具有茎环结构!从而具

有耐受
,-.

酶的高度稳定性!其在血浆或血清中能

够稳定存在$

/(,!#1%

是
/(,-.

家族中的一员!目

前已有研究证明!

/(,!#1%

参与食管鳞癌肿瘤细胞

的增殖过程 ! 其有可能是通过作用于
/,-.

的

78.8 %9:8,

!从而对肿瘤起到调控作用 "

$

!

<

#

$ 然而!

/(,!=1%

与食管鳞癌深肌层浸润及淋巴结转移是否

有关尚少见报道$因此!本研究旨在探讨食管鳞癌患

者血浆
/(,!=1%

表达水平的变化! 及与食管肿瘤的

深肌层浸润'淋巴结转移的关系!为评估食管鳞癌术

前分期'淋巴结转移和治疗提供依据$

=

资料与方法

!"!

一般资料

=>=>=

研究对象

收集
!"=6

年
$

月至
!"=$

年
6

月成都医学院第

一附属医院胸心外科术前
=

周
?7@@

患者血标本

1"

例!符合以下纳入标准)

!

术前未采取放射及药

物治疗*

"

术中均常规行纵隔'腹腔淋巴结清扫术*

#

术后病理类型为
?7@@

!未出现远处转移$ 同期收

集
1"

例健康体检者血标本$

=>=>!

临床资料

1"

例
?7@@

患者年龄
1"0$"

岁之间!中位年龄

&<

岁* 男性
%!

例! 女性
<

例* 胸中段食管鳞癌
!&

例!胸上'下段共
=&

例*肿瘤临床分期根据美国癌症

联合会%

.A@@

&与国际抗癌联盟%

:B@@

&共同制定的

食管恶性肿瘤
8-'

分期标准!

8

=

C8

!

期
#6

例!

8

%

D8

1

期
!1

例*术后病理发现
!$

例肿瘤出现深肌层浸润!

=%

例未发生深肌层浸润%食管深肌层浸润指镜下见

肿瘤侵及食管下
=E%

肌层或以上&*术中淋巴结清扫

示
%F

例阳性!

#F

例阴性$ 同期收集
1F

例健康体检

者!年龄
%&06F

岁!中位年龄
16

岁!其中男性
!%

例!

女性
#$

例!健康体检者均未发现患有高血压'糖尿

病等慢性病史$

!"#

方 法

#>!>#

标本来源

所有食管癌患者及健康对照组均于清晨使用统

一规格静脉采血针采集肘正中静脉血
&/5

! 离心后

置于
G<F"

中保存待用*术后根据病理结果有无深肌

层浸润及淋巴结转移分组$

=>!>!

血浆
,-.

提取

根据北京
8B.-H?-

公司提供的
/(,-.

提取

分离试剂盒说明书 %

8B.-H?-

!

IJ#&F1#6

!

/(,)K24

/(,-. (L+5M2(+N O(2

&进行血浆总
,-.

的提取!使用

超微量核酸蛋白测定仪%

834*/+ 7)(4N2(P()

&软件检测

,-.

纯度!并采用电泳技术进行
,-.

定量分析$ 以

测定的
.!6"E.!<"

值位于
=><0!>=

视为无蛋白及其

他杂质污染!以电泳条带显示
=<L

'

!<L

和
&L

视为完

整性良好!并用以进行
,-.

逆转录$

=>!>% )I-.

合成

根据北京
8B.-H?-

公司提供的反转录试剂盒

说明书%

8B.-H?-

!

Q,=6"==!

!

/(,)K24 J5KL /(,-.

R(*L2!72*MNS )I-. 7TN234L(L Q(2

&配置反应体系并进

行反转录程序$

=>!>1

目的基因的构建与合成

通过
JKU'4S

数据库查询获得基因序列! 再用

V*(/4* %

软件设计引物! 引物由上海生工技术公司

合成$
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)
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!产物长度为
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$

=>!>&

实时定量荧光
J@,

!

Y,8GJ@,

"

根据北京
8B.-H?-

公司荧光定量
J@,

反应试

剂盒说明书%

8B.-H?-

!

RJ=6F%F%

!

/(,)K24 J5KL/(,-.

7Z[, H*44N YJ@, I424)2(+N Q(2

&! 以上述合成的

)I-.

为模板!

:6

为内参!冰上配置反应体系!扩增

体系为 )

\&" =&/(N

起始模板变性 *

\1" !FL

!

61"

%FL

!

$!" %1L

共
&

个循环*

\1" !FL

!

6F" %1L

共
1&

个循环退火' 延伸*

\&" =&L

!

6F" =/(N

!

\&" =&L

!

6F" =&L

溶解曲线分析$
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目的基因表达分析

计算不同样品平均
.E

值!以
Z!!.E

法分析目的

基因相对表达量!

!.E

食管鳞癌
[.E

食管鳞癌
Z.E

内

参!

!.E

对照组
[.E

对照
Z.E

内参!

!!.E[!.E

食管鳞

癌
Z!.E

对照组!

!

Z!!.E 为食管鳞癌相对健康人的表达

量" 所得数值
#8:K

! 表示目的基因较健康人表达下

调#所得数值
$8:K

!表示目的基因表达无变化#所得

数值
%8:K

!表示目的基因表达上调"

<=>

统计学处理

采用
\F\\ !8:K

软件进行数据分析! 实验数据

以均数
&

标准差
?!&2A

表示!组间计量资料分析采用
E

检验!

F]K:KH

为差异有统计学意义"

!

结 果

?=<

食管鳞癌患者与健康人群血浆
B0C!8D%

表达

水平比较

食管鳞癌患者血浆中
B0C!8D%

表 达水平为

K:8H&K:88

! 健康人群血浆中
B0C!8D%

表达水平为

8:$%&K:8H

!与健康人群相比!食管鳞癌患者血浆
B0C!

8D%

表达水平下调!差异有统计学意义$

F]K:KK8

%& 见

O05()1 8

&

?=?

食管鳞癌患者血浆
B0C!8D%

表达水平与其临

床特征的关系

食管鳞癌患者血浆
B0C!8D%

表达水平与年龄

$

F[K:8HD

%'性别
?F[K:8%8A

'肿瘤部位
?F[K:KQ!A

均无

关!与肿瘤分期'肌层浸润深度及有无淋巴结转移

有关(

F

均
]K:KH

%& 术后经病理活检示
P

%

UP

D

期食管

鳞癌患者血浆中
B0C!8D%

表达水平低于
P

8

UP

!

期患

者(

F[K:KKJ

%(

O05()1 !

%#与无深肌层浸润的食管鳞

癌患者相比! 有深肌层浸润的食管鳞癌患者血浆

B0C!8D%

表达水平较低(

F[K:K8!

%(

O05()1 %

%#有淋巴

结转移的食管鳞癌患者血浆中
B0C!8D%

表达水平较

无淋巴结转移的食管鳞癌患者下调 (

F[K:KK%

%(

O05!

()1 D

%& 血浆
B0C!8D%

与食管鳞癌患者临床病理特

征间的关系详见
P+^,1 8

&

%

讨 论

肿瘤是在机体内在因素与外界因素联合作用

下!细胞中基因改变并积累而逐渐形成的!癌变是一

个多基因参与'多步骤发展的非常复杂的过程&正因

为如此! 癌基因的异常表达成为目前研究肿瘤发病

机制的热点之一&
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被视为蛋白转录过程中重
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
#!

期

要的调控因子! 并且能通过作用于特殊靶位点从而

起到癌基因或抑癌基因的作用"

&

#

!异常表达的
'()!

*+

能引起人类肿瘤的发生$

,()*+

中超过
-./

位

于肿瘤相关的基因组区和脆性位点! 该区域染色体

异常缺失% 扩增或转位可引起
'()*+

差异性表达$

通过比较基因组杂交发现人类第
-

号染色体长臂是

一个频繁缺失的片段! 缺失率在
01/2$-/

之间"

0.

#

$

而
'()*+!03%

恰恰位于人第
-

号染色体长臂
%

区

%

带&

-4%%

'!许多研究报告指出
'()!03%

在一些肿瘤

类型中处于下调状态!例如结直肠癌"

00

#

%前列腺癌"

0!

#

%

口腔鳞状细胞癌"

0%

#

$

肿瘤的增殖与转移是影响患者预后主要因素!因

此防止其发生发展是目前亟待解决的问题$

56

等"

#3

#

通过研究证实! 在食管鳞癌中
'()!#3%

可通过作用

于
7+,1%

的
%"89)

!从而使
7+,1% ')*+

降解!使

细胞周期停滞于
:

#

;:

.

!进而抑制细胞的增殖和促进

细胞凋亡$ 此外有研究指出!

'()!03%

与肿瘤的分期

和转移密切相关!

<=>?

等"

#-

#通过体外实验发现在胆

囊癌中!

'()!#3%

能够直接与相应区域的
%"89)

结

合!抑制
@:7!#)

的表达!异常表达的
@:7!#)

激活

A@%B;+CD

和
,+AB;E)B

信号旁路途径!从而促进肿

瘤细胞的侵袭和转移$ 在骨肉瘤中!

FGH!!

为
'()!

03%

的潜在靶位点!

'()!03%

通过作用于
FGH!!

蛋白

%"89)

!使
G=IJ=IK!1

和
0"

发生自剪切而被激活后!

剪切其下游的
FGH!!

家族中的
F(L

!形成具有活性的

D!F(L

$ 之后在线粒体外产生
F=M

和
F=C

二聚体!形

成
A9

孔! 释放线粒体中的
GNDOGPQO' R

! 形成含有

GNDOGPQO' R

!

G=IJ=IK!&

和
+J=S!0

的凋亡复合体!后

者剪切
JQO!G=IJ=IK!%

而产生活化的
GHK=TKL!G=IJ=IK!

%

!进一步剪切下游底物!抑制肿瘤增殖%浸润及转

移!促进凋亡"

0U

#

$

由此可见
'()!03%

在肿瘤的发生发展过程中扮

演着重要的角色$尽管如此!有关
'()!03%

与食管鳞

癌深肌层浸润和淋巴结转移的研究报道甚少! 本实

验通过运用
4)9!AR)

检测食管鳞癌患者和健康人

群血浆中
'()!03%

表达水平变化! 以及探讨其与肌

层浸润和淋巴结转移的关系! 发现食管鳞癌患者血

浆
'()!03%

表达水平低于健康人群! 两者差异具有

统计学意义!同时发现!食管鳞癌患者血浆
'()!03%

表达水平与肿瘤
9

分期%深肌层浸润及淋巴结转移

相关!而与肿瘤患者的年龄%性别%肿瘤部位均无关$

综上所述! 血浆
'()!03%

表达水平在食管鳞癌

患者中降低!且与食管鳞癌肿瘤分期%深肌层浸润%

淋巴结转移相关! 提示
'()!03%

在食管鳞癌发生发

展过程中发挥重要作用!有望为食管鳞癌的诊断%治

疗及预后提供具有指导意义的实验学数据$ 但本研

究样本量收集尚不充分!数据存在偏倚!未能对不同

类型食管癌%食管良性肿瘤做出验证!存在一定局限

性! 因此其是否能够作为食管癌检测的生物学标志

尚需进一步研究$
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