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=15*(><?!9",联合 =15*(><?!!@,在结直肠
腺癌早期诊断中的价值
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摘 要!%目的& 探讨血清
=15*(><?!9",

及
=15*(><?!!@,

水平在结直肠腺癌早期诊断中的
价值' %方法& 选择经肠镜病理活检证实为结直肠腺癌患者

@"

例作为研究组"另选取同期接
受治疗的结直肠良性病变患者

@"

例作为对照组"所有患者均抽取外周静脉血"采用实时荧
光定量

A/>

技术(

*2,-!B1=2 A/>

"

C>DEA/>

$检测并比较研究组患者术前)术后
FG

及对照组
患者的血清

=1>!9",

及
=1>!!@,

表达水平"通过受试者工作特性曲线!

*2521H2* (I2*,B(* 50,*!

,5B2*13B15 5)*H2

"

>4/

* 判断各单项
=1><?

表达水平及两者联合在结直肠腺癌诊断中的灵敏
度和特异性' %结果& +

9

*研究组患者术前血清
=1>!9",

及
=1>!!@,

表达水平均显著升高"明
显高于对照组!

BJ$;@FK

)

$;%&L

"

A

均
M";""9

*"术后则显著降低"与术前比较差异均有统计学意
义!

BJL;!@9

)

L;!LK

"

A

均
M";""9

*' !

!

*

>4/

曲线分析结果显示"单用血清
=1>!9",

检测结直肠
腺癌的灵敏度为

F%;FN

" 特异性为
&K;!N

# 单用血清
=1>!!@,

检测结直肠腺癌的灵敏度为
F@;LN

"特异性为
&F;@N

#两者联合检测结直肠腺癌的灵敏度为
&$;&N

"特异性为
&9;KN

"且可
产生最大

>4/

的曲线下面积!

?O/

*为
";&$L

'%结论&

=1>!9",

及
=1>!!@,

生物标志物组可能
是一种新型结直肠腺癌早期诊断的指标'

主题词!结直肠腺癌#

=15*(><?!9",

#

=15*(><?!!@,

#早期诊断
中图分类号!

>F@%;@

P

%

"

>F@%;@

P

F

文献标识码!

?

文章编号!

#KF#E#FQR
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"
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*

!"#$%&'$
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4`T25B1H2

&

D( ,33233 B02 ,II-15,B1(+ (. 32*)= =15*(><?!#Q, a=1>!9Q?b ,+G =15*(>!

<?!!@, c=1>!!@?b -2H2-3 1+ G1,6+(313 (. 5(-(*25B,- ,G2+(5,*51+(=,;

%

V2B0(G3

&

D01*B7 I,B12+B3

_1B0 5(-(*25B,- ,G2+(5,*51+(=, 5(+.1*=2G `7 5(-(+(35(I15 `1(I37 c3B)G7 6*()Ib ,+G @" I,B12+B3
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!@, -2H2-3 _2*2 G2B25B2G `7 >2,-!B1=2 C),+B1B,B1H2 >DEA/> cC>DEA/>b `2.(*2 ,+G FG ,.B2* B02

(I2*,B1(+

"

,+G B02 -2H2-3 _2*2 5(=I,*2G `2B_22+ B02 3B)G7 6*()I ,+G B02 5(+B*(- 6*()I; D02 32+!

31B1H1B7 ,+G 3I251.151B7 (. 32*)= =1>!9",

"

=1>!!@, ,+G B02 5(=`1+,B1(+ (. B_( =15*(><?3 1+ B02

G1,6+(313 (. 5(-(*25B,- ,G2+(5,*51+(=, _2*2 2H,-),B2G `7 *2521H2* (I2*,B(* 50,*,5B2*13B15 5)*H2
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L;!LK ,-- AM";""9b; >4/ 5)*H2 ,+,-7313 30(_2G B0,B B02 32+31!

B1H1B7 (. 32*)= =1>!9", ,+G =1>!!@, 1+ G2B25B1(+ (. 5(-(*25B,- ,G2+(5,*51+(=, _,3 F%;FN ,+G

F@;LN

#

B02 3I251.151B7 (. B_( =15*(><?3 _,3 &K;!N ,+G &F;@N

"

*23I25B1H2-7; D02 32+31B1H1B7 ,+G

3I251.151B7 (. B02 5(=`1+,B1(+ (. =1>!9", ,+G =1>!!@, _,3 &$;&N ,+G &9;KN

"

*23I25B1H2-7

#

,+G

B02 ,*2, )+G2* B02 5)*H2c?O/b (. >4/ 5)*H2 _,3 ";&$L;
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/(+5-)31(+

&

/1*5)-,B1+6 =1>!9", ,+G

=1>!!@, =,7 `2 )32G ,3 `1(=,*d2*3 .(* G1,6+(313 (. 5(-(*25B,- ,G2+(5,*51+(=,;
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5(-(*25B,- ,G2+(5,*51+(=,

#

=15*(><?!9",

#

=15*(><?!!@,

#
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收稿日期!

!Q9&EQ@E@Q

"修回日期!

!Q9&EQ%E!@

微小核糖核酸 +

=15*( ><?

"

=1><?

*是一类广

泛存在于真核生物中的长度约为
9$g!%

个核苷酸

的单链非编码小
><?

分子"其可通过与靶基因的互

补结合来抑制靶
=><?

降解或翻译"从而对靶基因

表达产生负向调控作用 %

9

&

' 近年来研究发现 %

!

&

"

=1><?

在多数肿瘤的发生和发展中具有癌基因抑

基
础

%

临
床
研
究

F9!



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
&

期

制或抑癌基因的作用! 同时越来越多的研究也指出

血清
'()*+

作为生物标志物在食管癌 "

,

#

$肝癌 "

-

#等

恶性肿瘤的诊断中显示出巨大潜力 % 结直肠癌

&

./0/12.340 .45.21

!

6)6

'在临床为常见恶性肿瘤!其

中约有
7%89&%8

的患者为结直肠腺癌 "

%

#

% 已有研

究指出 "

:;7

#

!相比正常组织!人结直肠癌组织中
'(!

.1/)*+!#<4

&

'()!=<4

' 和
'(.1/)*+!!,4

&

'()!!,4

'

呈现高表达! 且结直肠癌患者血清
'()!!,4

表达水

平也明显高于正常人%本研究则以此为基础!采用实

时荧光定量
>6)

技术检测结直肠腺癌患者血清

'()!#<4

及
'()!!,4

的表达水平! 初步探讨两者在

结直肠腺癌早期诊断中的价值%

#

资料与方法

!"!

一般资料

选择
!<#7

年
#

月至
!<#7

年
&

月在我院接受治

疗的经肠镜病理活检证实为结直肠腺癌患者
,<

例

作为研究组! 所有患者在收集外周血标本及手术治

疗前和术后
#

周内未行任何辅助治疗! 无其他肿瘤

史!无恶性肿瘤家族史!且临床病理及随访信息均齐

全%

,<

例患者中男性
!!

例!女性
&

例(年龄
!797&

岁! 平均年龄
%&?:7"=!?%,

岁( 肿瘤部位) 直肠
=7

例!结肠
=,

例(分化)低分化
:

例!高中分化
!-

例(

@*A

分期)

!B"

期
#!

例!

#C$

期
=&

例%另选取同

期在我院接受治疗的结直肠良性病变患者
,<

例作

为对照组!其中男性
!<

例!女性
=<

例(年龄
!%97:

岁!平均
%&?,,"=!?:&

岁% 两组年龄和性别构成等一

般资料比较差异无统计学意义&

>#<?<%

'% 本研究获

医院伦理委员会批准及患者知情同意! 患者均签署

知情同意书%

!"#

研究方法

=?!?=

血清标本收集

在患者知情同意的情况下! 在术前
=D

和术后

7D

应用不加抗凝剂的红色头盖普通真空血清管采

集目标对象
,'0

空腹血样! 常温下静置直至血液自

然凝固!将采集的血样标本在
%<<<1E'(5

离心
=%'(5

后取上层淡黄色血清分装在经
F*+

酶和
)*+

酶灭

活的
G>

管中!置于
;&<$

下保存待用%

=?!?!

主要仪器及试剂

主要仪器!

$:<<

型
>6)

扩增仪$

(H%

定量
>6)

检测仪$紫外分光光度计!均来自于美国
I(/!32J

公

司(

I6A!&

超净工作台来自于苏州净化设备公司(

台式离心机来自于德国
GKK25D/1L

公司 (

*45/D1/K

来自于美国
@M21'/ N.(253(L(.

公司%

主要试剂!

1@4O>6)

试剂盒$

D*@>

&

="'A

'均来

自 于 日 本
@4J4)4

公 司 (

'().P32 '()*+

来 自 于

@Q+*RG*

公司(

)*+

酶抑制剂$

+AS

反转录酶均来

自于美国
K1/'2T4

公司( 焦炭酸二乙酯来自于北京

鼎国昌盛生物技术有限责任公司( 低熔点琼脂糖凝

胶 来自于美国
RQI6U

公司 (

)*4N2!L122

水 配 制 )

)*4N2!L122

水
C

氯仿
C

异丙醇
C7%V

乙醇%

=?!?,

血清总
)*+

提取

取
%""%0

血清置于
=?%'0

灭活
)*4N2

酶的
G>

管中!向其中加入同体积的裂解液
AW

!漩涡振荡混

匀后室温下静置! 以完全解离
)*+

蛋白复合物(室

温下离心取上清液置于新的无酶离心管中! 加入氯

仿后漩涡振荡混匀!室温静置(室温下离心取上层无

色水相置于新的无酶
G>

管中(缓慢加入
=E,

体积的

无水乙醇! 混匀后将混合物转移至
'()NK(5

! 静置

!'(5

后离心取流出液( 在流出液中加入
!E,

体积的

无水乙醇! 充分混匀后将混合物转入吸附柱
'()2!

0P32

中! 室温下静置
!'(5

后离心留取吸附柱
'()2!

0P32

( 在吸附柱
'()20P32

中加入
%""%0

去蛋白液

A)F

! 静置
!'(5

后离心弃废液( 在吸附柱中加入

:""%0

漂洗液
)X

!静置
!'(5

后离心弃废液(重复上

一步骤后室温下空离!将吸附柱中
'()20P32

中的残

余液体去除( 然后将吸附柱
'()20P32

置于无酶的

=?%'0

离心管中! 加入
,"%0 FG>6

处理水! 以溶解

)*+

沉淀! 沉淀完全溶解后将其置于
;7"$

下保存

待测%

=?!?- .F*+

第一链合成及实时定量
>6)

采用基于茎
;

环引物的实时定量
>6)

是将具有

靶向特异性的逆转录引物引入 ! 其可于成熟的

'()*+

结合为
)@

引物
C

成熟
'()*+

复合体! 并延

伸至
'()*+

的
%%

末端! 从而获得符合要求的进行

)@;O>6)

的反转录扩增子模板% 本研究中
*@!>6)

检测
'()*+

相对表达水平的内参基因为
'()!=:

%

引物序列 !

'()!=: )@ K1('21

)

%& R@6R@+@66!

+R@R6+RRR@66R+RR@R6+6@RR+@+6R+66R6!

6++@ ,&

(

'()!=: YZD K1('21

)

%&R666R6@+R6+R6!

+6R@+++@+@,&

(

'()!!,4 )@ K1('21

)

%& R@6R@+!

7=,
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=//>?=?/>?? ?=//?>???/>/=??>=>/?>//!

/>>>=??@"

!

A1B!!@, CDE F*1A2*

"

%" >=/>/>==?!

//>? @"

!

A1B!9G, B= F*1A2*

"

%"?=/?=>=//>?=!

?/>???=//?>??=?/>/=??>=>/?>//>/>>>!

== @"

!

A1B!9", CDE F*1A2*

"

%"=?/??=>///=?=>!

?>=//? @"

!

B2H2*32 F*1A2*

"

%" !//>?=?/>???=!

//?>??=!@"

#

B=IJ/B

检测步骤!$

#

% 配制反应体系"

!!6

小

片 段
B<> K9!- A1B!9L

&

A1B!!@,MA1B!9",

引 物

$

9""FA(-M!-

%

K9"!NOPJ/

水!

L%#

下变性
9GA1+

'后

!%$

下
%A1+

' 后冰浴
%A1+

! 加入
Q!- %%.13R 3R,+E

S)..2*K9!- E<=43

$

9GAT

%

K9!- B<,32

$

QGUM!-

%

K9!N

T!TN:

$

!GGUM!-

%'共计
!G!-

!

Q!$

下延伸
@GA1+

'后

VG$

下灭活
#GA1+

' 将产物置于
W!G$

下保存备用(

$

!

%

B=WJ/B

检测目标
A1B<>

表达水平" 配制
B=W

J/B

体系"

%;G!- 5O<>

$

9 &!G

%

KG;%!-

上 游 引

物
KG;%!-

下 游 引 物
K

9G!- !X YZ[B ?*22+

J/B T,3R2* T1X KQ;G!-

\

!

4

'总体积为
!G!-

!将

!G!-

的混合物进行扩

增'具体条件为
$%$

下
%A1+

!

$%$

下
9%3

'

L%$

下
9%3

'

V!$

下
@!3

'

QG

个循环!$

@

% 收集数据" 采用相对法

$

""/=

法%表示血清目标
A1B<>

的表达量'

/=

为反

应达到阈值时的循环数'用方程
!

W"/= 表示目标
A1B!

<>

相对标准内参的表达量' 其中
"/=]/= 待测

A1B<>

W

/=

A1BW9L

)

以健康人群
$%^

数据区间确定血清
A15*(!9G,

和
A15*(!!@,

表达水平的正常值范围作为标准'高于

该范围则为其表达阳性' 联合检测诊断结直肠癌的

标准为任一检测结果为阳性# 以穿刺活检的病理结

果作为金标准' 计算单独检测和联合检测的敏感度

和特异性#

!"#

统计学处理

采用
YJYY !@;G

软件进行数据的统计学处理'采

用均数
'

标准差*

!'3

%或中位数*四分位数间距%描述

计量资料'组内比较采用配对
R

检验'组间比较采用

独立样本
R

检验!采用受试者工作特征曲线*

*2521H2*

(F2*,R(* 50,*,5R2*13R15 5)*H2

'

B4/

% 判 断
A1B!9G,

+

A1B!!@,

表达水平及两者组合在结直肠癌诊断中的

灵敏度和特异性' 选择
B4/

曲线上最靠左上方的

点' 以统计结果中各可能的敏感度和特异性为依据

计算约登指数' 诊断截点为最大的切点敏感度
]

真

阳性
M

*真阳性
K

假阴性%

%9GG^

! 特异度
]

真阴性
M

*真

阴性
K

假阳性%

%9GG^

#

J(G;G%

为差异有统计学意义#

!

结 果

$"!

两组患者血清
A1B!9G,

及
A1B!!@,

表达水平

比较

实时定量
J/B

检测结果显示'研究组患者术前

血清
A1B!9G,

及
A1B!!@,

表达水平均显著升高'且

明显高于对照组*

J(G;G%

%'术后则显著降低'与术前

比较差异有统计学意义' 与对照组相比差异有统计

学意义*

J(G;G%

%# 见
=,S-2 9

#

$"$ A1B!9G,

!

A1B!!@,

表达水平及两者联合在

结直肠癌诊断中的价值

B4/

曲线分析结果*

C16)*2 9

%显示'单用血清

A1B!9G,

相对定量值检测结直肠腺癌的灵敏度为

V%;V^

' 特异性为
&L;!^

'

B4/

的曲线下面积*

,*2,

)+E2* R02 5)*H2

'

>U/

% 为
G;VLV

! 单用血清
A1B!!@,

相对定量值检测结直肠腺癌的灵敏度为
V@;Q^

'特

异性为
&V;@^

'

>U/

为
G;VL@

!单用
A1B!9G,

&

A1B!!@,

进行结肠癌诊断时的
>U/

均明显高于
G;%

*

J(

G;G%

%'但两者之间诊断效能无显著性差异*

J)G;G%

%#

两者联合检测结直肠腺癌的灵敏度为
&$;&^

' 特异

性为
&9;L^

'且可产生最大
>U/

为
G;&$Q

'均明显高

于
A1B!9G,

&

A1B!!@,

单项指标的
>U/

*

J(G;G%

%'详

见
=,S-2 !

#

@

讨 论

研究显示
A15*(B<>3

*

A1B<>3

%是潜在的肿瘤

早期诊断及预后判断的标志物' 具有降解或翻译抑

%&'() ! *+,-&./0+1 +2 0).3, ,/4!!5& &16 ,/4!$#& )7-.)00/+1 ()8)(0 ')9:))1 0936;

<.+3- &16 =+19.+( <.+3-

?*()F

A1B!9G, A1B!!@,

J*2(F2*,R1(+ J(3R(F2*,R1(+ R J J*2(F2*,R1(+ J(3R(F2*,R1(+ R J

YR)E7 6*()F !;G!'G;Q& 9;%V'G;@@ Q;!@9 _G;GG9 !;9L'G;%L 9;LL'G;@! Q;!QL _G;GG9

/(+R*(- 6*()F 9;GL'G;!$ 9;GL'G;!$ W W 9;GQ'G;@9 9;GQ'G;@9 W W

R $;@VL L;@%& $;%&Q V;L!!

J _G;GG9 _G;GG9 _G;GG9 _G;GG9
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制靶基因
'()*

!癌基因或抑癌基因"的作用 #

!

$

% 虽

然目前有关
'+()*

的作用机制尚未完全阐明&但国

内外已经有大量研究证实
'+()*

的表达异常会通

过影响基因表达参与到多种肿瘤的发生和进展过程

中&包括胰腺癌'肺癌等及结直肠腺癌%

*,-./

等#

&

$利

用
0+( 12-2 '+()* 3+-2,,245

对
6(6

细胞系'

6(6

组织及相应正常结直肠组织中的
'+()*7

表达谱进

行比较&结果显示有
89

个
'+()*5

表达水平出现异

常&其中有些
'+()*5

与
6(6

的进展有关% 之后有

研究指出#

:

$

&血清
'+()*

检测相对组织检测具有表

达稳定'特异性高及损伤小'取材方便等优点&并提

出血循环
'+()*

是潜在的肿瘤诊断标志物%

6;<-

等 #

$

$对
6(6

患者血清
'+()*5

进行深度测序&结果

显示有
:$

个
6(6

血清特有
'+()*5

出现显著性表

达& 但指出其中只有少量的血清
'+()*5

最终可发

展为
6(6

的特定诊断标志物 & 其中就包括血清

'+(!#=2

和
'+(!!>2

%

'+(!>=2

在多种恶性肿瘤中均呈现异常表达&

包括原发性肝细胞肝癌'膀胱癌'急性髓样白血病'

胰腺癌等& 但不同肿瘤中其异常表达的方向和程度

都不尽相同% 例如在原发性肝细胞癌中&

'+(!>=2

为

显著高表达&在胰腺癌'膀胱癌等中也呈高表达&但

在食管癌'乳腺癌'头颈部鳞癌等中则呈现低表达&

这种差异可能是其作用基因位点的不同和信号传导

途径差异导致的#

>=?>>

$

%有研究指出#

$

$

&在
6(6

细胞系

和组织中&

'+(!>"2

呈明显高表达&并指出其是
6(6

肿瘤组织表达丰富的
'+()*5

之一& 并指出
'+(!

>"2

的靶基因均是与
6(6

发生有关的基因&具有促

进肿瘤发生和发展的作用% 本研究结果显示研究组

患者手术治疗前血清
'+(!>"2

表达水平要明显高于

对照组&术后则明显降低!

@""A=%

"% 提示在
'+(!#=2

在
6(6

中可能具有致癌作用&这与上述研究结论相

一致%

'+(!!82

是
'+(!!8

家族中的一员&其同样在肝

癌'前列腺癌及
6(6

等多种实体肿瘤

细胞'组织及患者血清中呈现异常表

达% 研究发现&在淋巴瘤'前列腺癌患

者的肿瘤组织中&

'+(!!82

呈现显著

低表达&前者主要是受
B!04B

基因的

影响& 后者则主要受抑癌基因
@0C!

(*(*

的影响#

#!?#8

$

% 而在胰腺癌'肝癌

等及
6(6

肿瘤组织中& 更多则呈现显著高表达#

#D

$

%

在
6(6

中&目前多数研究认为
'+(!!82

可促进其发

生和发展&尤其可促进其侵袭性生长以及发生转移%

E2;+.

等#

#%

$通过动物实验证明&

'+(!!82

可促进
6(6

侵袭性生长%

F2-G

等#

>:

$也指出&

'+(!!82

在
6(6

细

胞系和组织中呈现显著高表达& 且异常高表达与肿

瘤的发生'发展'侵袭和转移均有关&并指出其作用

机制可能为抑制抑癌基因
0H77>

的表达% 而有关循

环
'+(!!82

在
6(6

患者表达水平的研究结果也均

指出&

6(6

患者血清中
'+(!!82

表达显著升高% 本

研究结果显示研究组患者手术治疗前血清
'+(!!82

表达水平明显高于对照组&手术后则明显降低%提示

'+(!!82

在结直肠腺癌中可能具有致癌作用& 这也

与上述研究结论相一致%

我们进一步通过
(I6

曲线对
'+(!>"2

'

'+(!

!82

检测及两者联合检测对结直肠腺癌诊断的灵敏

度和特异性进行分析& 结果显示单用血清
'+(!>"2

相对定量值诊断结直肠腺癌的灵敏度和特异性均较

高&其
*J6

均明显高于
"K%

&提示这两个
'+()*

单

;,1<+% 6 5=' 3<+>% (/ ),5!67"

!

),5!89" -,.1$%

0%2%32,(. ".0 :(,.2!0%2%32,(.

=K= =K! =KD =K: =K& #K=
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+
/
4
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<,,P,
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TRU
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独作为结直肠腺癌的肿瘤标志物均具有一定的准确

性和可行性! 同时" 进一步分析显示
=1>!9",

及

=1>!!?,

联合作为结直肠腺癌检测的生物标志物组

合诊断结直肠腺癌的灵敏度为
&$;&@

" 特异性为

&#;A@

"

BC/

为
D;&$E

" 其
BC/

明显高于单项指标

#

F"D;D%

$% 提示采用
=1>!#D,

和
=1>!!?,

的生物学

指标组织进行结直肠腺癌的诊断具有更高的灵敏度

和特异性! 但有关两者具体在结直肠腺癌中特异性

表达上调的机制及生理功能还需进一步研究探讨!

综上所述" 循环
=1>!#D,

及
=1>!!?,

生物标志

物组可能是一种新型结直肠腺癌早期诊断的指标"

而血浆
=1><B

分析有可能成为一种全新的非侵入

性
/>/

早期筛查和诊断方法广泛应用!
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