
肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
#

期

新型纳米探针检测血浆 &!'()基因突变与
胰腺癌根治术后复发的关系研究

王晓光!宋政炜!倪全法!陈 飞!钟征翔

!嘉兴医学院附属第二医院"浙江 嘉兴
*#%+""

#

摘 要!$目的% 建立纳米捕获探针体系检测血浆中
&!'()

基因突变的方法"并探讨
&!'()

基因单
核苷酸多态性突变与胰腺癌根治术后复发及预后的关系& $方法% 收集

!",*

年
,

月至
!",-

年
,

月收治的胰腺癌根治性切除患者
.,

例"抽提外周血
/01

"应用特异性纳米捕获探针检测
&!'()

基因
,!

'

,*

位点密码子突变"通过
&(23(4!5676'

生存分析"评估
&!'()

基因点突变对胰腺癌根治
术后复发及预后的影响& $结果%

.,

例胰腺癌根治术患者
&!'()

基因突变率为
*.8*9

!

,$:.,

("

&!

'()

突变与淋巴结转移'神经侵犯有显著性相关)

;<+8++!

'

;<+8++%

(& 通过随访分析
&!'()

基因突
变者

,

年'

!

年累积无瘤生存率为
%,8*9

'

+9

"

&!'()

基因野生型
,

年 '

!

年累积无瘤生存率为
--8*9

'

,%8%9

"差异有统计学意义!

;<+8+%!

'

;<+8++$

(*

&!'()

基因突变者
,

年累积总体生存率为
$,8,9

"野生型为
=*8.9

"差异无统计学意义)

;<+8!+*

("而
&!'()

基因突变者
!

年累积总体生存率
为

,,8>9

"野生型为
!-8%9

"差异有统计学意义)

;<+8+*.

(& $结论% 纳米捕获探针体系能够快速痕
量检测血浆中

&!'()

基因突变"其与胰腺癌的淋巴结转移'神经侵犯密切相关"可作为判断胰腺
癌根治术后患者无瘤生存期的一个重要指标&
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胰腺癌恶性程度高'预后极差"其
.

年生存率仅 为
$9

$

,

%

& 胰腺癌目前约占全部恶性肿瘤的
!9e*9

"

且发病率逐年上升& 手术切除目前仍是延长生存期

的最有效手段" 但根治术后复发和转移是其死亡的

主要原因"术后
.

年生存率也仅为
,*9e!.9

$

!

%

& 因
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此! 进一步探索新的实验室标志物来预测胰腺癌根

治术后的转移和复发是提高胰腺癌疗效亟待解决的

问题"

随着临床分子生物学技术的发展! 检测肿瘤相

关基因已经成为胰腺癌早期诊断及预后评估研究的

重要课题之一!而鼠类肉瘤病毒癌基因#

<0)2=1* )+=

2+)4'>+ ?0)+, '*4'51*1

!

@!)+2

$ 突变检测作为辅助胰

腺癌诊断的一项重要指标! 已经在临床实验室中广

泛进行研究!检测物包括细针穿刺物%胰液%胆汁%血

液及粪便等&

A

!

%

'

( 本研究拟设计新型纳米捕获探针体

系高通量检测患者血浆
@!)+2

基因
8!

%

8A

密码子点

突变情况! 并结合临床资料分析评估血浆
@!)+2

突

变对胰腺癌根治术后复发及预后判断的价值)

8

资料与方法

!"!

研究对象

!"8A

年
8

月至
!"8B

年
8

月住院收治的可切除

胰腺癌患者
C8

例!其中男性
!D

例!女性
!!

例!年龄

ABEFD

岁! 平均年龄
BB:$

岁! 肿瘤位于头颈部
A%

例!体尾部
8F

例"所有患者均经手术病理明确诊断!

术后
!

年内每
A

个月复查!

!

年后每
B

个月复查!术

后常规复查上腹部增强
.G

% 胸部
.G

及肿瘤指标

等!所有病例均有完整的随访资料"所有患者均签署

知情同意书!经伦理委员会批准"

!"#

血浆
H;I

抽提及鉴定

采集患者术前一天外周静脉血
C>,

于抗凝管

中!采血后立即放
%"

冰箱保存!并于
8!/

内离心!

取上清后冻于
J$""

冰箱保存" 血浆游离
H;I

提取

采用美国
3>15+

公司的试剂盒! 并根据说明操作!

提取完成后测定
H;I

浓度及
3H!B"K3H!$L

数值并

冻于
M!""

冰箱保存"

!"$

纳米捕获探针体系的建立

8:A:8

采用水热合成法合成磁性纳米粒子

在氩气环境中!将
":"8>',KNO

水杨酸水溶液加

入三角烧瓶中!

;+3P

调节
QP

值至
88:L

!按照
R1

离

子浓度摩尔比例
!#8

比例加入
R1

A

3

%

和
R1

!

3

A

" 充分

混匀后!加热至
DL

度!反应
%/

"

%LLL)K>0*

离心纯化

A

次! 透视电镜测定其物理形貌! 为均一的直径为

AL*>

的磁性纳米粒子*

R05()1 8

$)

8:A:!

制备链接有
@!)+2

捕获探针的磁性纳米粒子

将合成的磁性纳米粒子用
HST.

水稀释至

8!>',KN

!与浓度
8L!>',KN @!)+2

基因突变
UV8!9 ')

V8AHW

特异性捕获探针混合!加入
C"!>',KN SH.

交

联剂!室温反应
!/

!磁性分离!重新分散于
GS

缓冲

液钟)

!"%

血浆
@!)+2

基因突变的检测

将
H;I

样本
!!,

*约
!"E%"*5

$!加入
!"!, T.X

反应体系!内含上下游引物+抑制剂%检测探针浓度

浓度分别为
":D

%

":D

%

":D

%

":!>>',KN

" 反应条件,

DC"

8" >0*

!

DC" !"2

%

B"" %C2

!反应
%"

个循环) 由仪器

自带软件获取
.=

值!以荧光
.G

值
8C

为基线!以
@!

)+2

突变阳性的结肠癌细胞株
YZ%$LH;I

提取样本

为阳性对照!其荧光
.=

值为
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!故取荧光
.=

值
[!L

为突变型!介于
8CE!L

之间为野生型!

\8C

为无效标

本!需重新检测)

!"&

统计学处理

应用
YTYY8D:L

统计软件包对资料进行统计学

分析) 计量资料采用
=

检验!计数资料采用
"

! 检验!

生存分析从手术当日开始统计无瘤生存期% 总生存

期及肿瘤复发情况! 采用
@+Q,+*!]101)

法分析生存

情况)

T\L:LC

为差异有统计学意义)

!

结 果

#"!

血浆
@!)+2

基因突变及其与胰腺癌临床病理因

素的关系

所有样本血浆
H;I 3H!BLK3H!$L

比值在
8:$E

!:L

之间!

H;I

浓度为
!LE!LL*5K!,

!符合实验要求)
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所有病例纳米捕获探针荧光值均大于
4>

!均为有效

检测样本!其中检出
4$

例胰腺癌患者有
1!/+0

突变

"

&-

值#

!!A$#6%A!

$!突变检出率为
6>A6[

!其中
4!

位

点突变
4@

例!

46

位点突变
!

例! 余
66

例为野生型

%

&-

值#

4>A$#4DA6

&'胰腺癌患者血浆
1!/+0

突变与淋

巴结转移及神经侵犯相关!与性别(年龄(有无临床

症状(肿瘤直径(病理类型(血
&?4DD

水平及
NO;

分期等临床因素无相关性
VN+\'3 4G

'

!"!

胰腺癌根治术后复发!预后情况

胰腺癌根治术共
>4

例!胰腺癌患者通过门诊或

电话进行随访!随访截止至
!"4@

年
@

月
64

日!平均

随访时间
4>A%

个月"

>]!D

个月&!无一例患者失访'

共有
6%

例出现复发! 其中局部复发占
%%A4[V4>5

6%G

!远处转移
V

包括肝(肺(肾等
G

占
6!A6[V4456%G

!同

时出现局部复发与远处转移占
!6A>[V$56%G

' 患者无

瘤中位生存时间为
46

个月 "

D>[&^

#

4JAD]4>A4

&!

4

年(

!

年累积无瘤生存率分别为
>=A4[

(

DA6[

' 而总

体中位生存时间为
4=

个月 "

D>[&^

#

4>A%]4$A>

&!

4

年(

!

年累积总生存率分别为
$DA6[

(

!4A>[

' 截止随

访时间
6%

例复发患者中
!$

例死亡! 死亡病例从复

发至死亡的平均时间为
F%A@"4ADZ

个月'

!"# !1!/+0

基因突变与生存率

1!/+0

基 因 突 变 组
4

年 无 瘤 生 存 率 分 别 为

%4A6[

!野生型组为
@@A6[

"

!

!

_%A4>J

!

H_JAJ%!

&!

1!/+0

基因突变组
!

年无瘤生存率
J[

!野生型组为
4%A%[

"

!

!

_@AD=%

!

H_JAJJ$

&) 同时
1!/+0

基因突变组
4

年总

生存率
$4A4[

! 野生 型组为
D6A>[

"

!

!

_4A@!4

!

H_

JA!J6

&!

1!/+0

基因突变组
!

年总生存率
44A=[

!野生

型组为
!@A%[

"

!

!

_%A%%6

!

H_JAJ6>

&'

6

讨 论

胰腺癌是恶性程度最高的肿瘤之一! 目前手术

治疗是最有效的方法! 随着外科技术和围手术期处

理手段的改进! 胰腺癌手术切除的疗效已获较大提

高! 在世界各地大型综合医院中其手术死亡率及并

发症发生率均大幅降低' 但术后复发和转移仍是制

约胰腺癌预后的主要问题! 探讨术后早期复发和转

移的相关因素!有助于制订相应临床治疗措施'既往

研究报道!胰腺癌的复发(预后与
1HB

分值(血浆谷
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肿瘤学杂志
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年第
!%

卷第
#

期
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胺酰转肽酶水平以及肿瘤
<=;

分期等临床指标相

关! 但这些临床指标均不能全面有效地评估和预测

胰腺癌的复发及预后 "

>

#

!故亟需探索发现新的肿瘤

生物分子学指标有效预测胰腺癌的复发和预后$

胰腺癌的发生%发展往往需要控制细胞分化%增

殖和凋亡的多个相关基因参与!包括原癌基因
?!)+2

点突变!

@1)!!

%

ABCD

过度表达和抑癌基因
E>F

%

E8G

等的失活!而
?!)+2

基因是目前研究最多!与胰腺癌

关系最为密切的原癌基因之一"

G

#

$

?!)+2

基因突变后

激活构成癌基因! 其表达产物
)+2

蛋白发生构型改

变! 活化状态的
)+2

蛋白通过
)+2!)+-!=A?

&

=HI?

细胞信号转导途径! 造成细胞不可控制的增殖%恶

变! 同时研究发现该信号转导途径与癌细胞的侵袭

力相关"

J

#

$既往有研究亦报道血浆中
?!)+2

基因状态

与胰腺癌的预后密切相关!

?!)+2 8!

位点突变者中

位生存时间为
F:K

个月! 而野生型中位生存时间为

8L:!

个月! 血浆
?!)+2

可能成为胰腺癌预后评估的

重要指标"

$

#

$

本研究采用新型纳米捕获探针体系检测胰腺癌

患者血浆中
?!)+2

基因突变! 该方法采用磁性纳米

粒子富集标的
M;H

片段!再利用基于能量共振转移

原理的纳米捕获探针特异识别相应单碱基突变!实

现对
?!)+2

基因
8!

%

8F

位点突变的高通量检测!通

过这种敏感的实验手段使胰腺癌患者血浆中微量的

M;H

检测成为可能!极少量的癌基因改变也可以通

过
I.D

技术水平扩增而被灵敏的纳米探针检测到!

具有敏感%可靠%可重复性以及费用低等优势$ 研究

结果显示胰腺癌患者血浆
?!)+2

基因突变的阳性率

为
F>:FN

! 表明纳米捕获探针体系能有效检测到胰

腺癌患者血浆中极少量的
M;H

突变情况!通过分析

胰腺癌
?!)+2

突变与各个临床病理指标的相关性结

果显示
?!)+2

突变组患者淋巴结转移率为
G8:8N

!明

显高于未突变组的
8$:!N

'

IO":">

(!

?!)+2

突变组患者

神经受侵率为
J!:!N

! 明显高于未突变组的
F":FN

'

IO":">

(!这充分说明血浆中出现
?!)+2

突变是一个

影响胰腺癌病程与侵袭能力的因素! 其有望成为一

个可靠判断胰腺癌根治术后复发转移%预后的指标$

本研究血浆
?!)+2

基因突变组
8

年无瘤生存率

为
%8:FN

!野生组为
GG:FN

!差异有统计学意义!提

示胰腺癌
?!)+2

基因突变者根治术后易早期复发或

转移!与临床病理指标结合分析其原因可能是
?!)+2

基因突变导致胰腺癌更有侵袭力!尤其与淋巴道%神

经侵犯转移相关$ 而血浆
?!)+2

基因突变组
!

年总

生存率为
88:JN

!野生组为
!G:%N

!差异有统计学意

义! 亦充分说明血浆
?!)+2

基因突变可能是胰腺癌

患者术后中远期预后不良的一个重要分子生物学指

标! 结合上腹部
.<

等临床指标可以指导临床医生

对患者的预后%病情进程作出更加准确的判断!从而

实施个体化治疗$

总之!采用纳米捕获探针体系能可靠%痕量检测

胰腺癌患者血浆
?!)+2

基因突变! 结果表明其在胰

腺癌淋巴道转移中起重要作用! 并影响胰腺癌根治

术后无瘤生存期%总生存期$ 因此!血浆
?!)+2

基因

可能成为预测胰腺癌根治术后复发和预后判断的一

个重要指标$ 不过本研究的样本数较少且随访时间

偏短!故上述结果有待更大样本的研究来验证$
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