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#摘要$

!

目的
!

利用二代测序技术对
OO0V

标本进行高通量测序及相关的生物信息学分析!探讨
&</]:>

在来源于石蜡包

埋胃癌组织"

OO0V

$中的标本检测的可靠性!探讨其临床意义&方法
!

选取
'#!$

年和
'#!)

年
'

例胃癌患者手术切除同一组织的

OO0V

和新鲜冰冻标本!从标本中提取
/]:

并分离构建
>&6??/]:

文库!采用
P??C&<76

测序平台测序的方法对其进行高通量测

序!统计各已知
&</]:>

家族序列的表达量!构建已知
&</]:>

表达谱!对标本
&</]:>

进行
;

I

@69&67

相关性分析!评估
&</*

]:>

表达量的差异变化情况&结果
!

新鲜冰冻标本中提取的总
/]:

质量较高!

/]:

保存度完整!显示
',;

是
!,;

的
!"2

!

!"(

倍!从石蜡组中提取的
/]:

!结果显示有不同程度的降解!

',;

和
!,;

的波峰不明显!

&</]:>

表达谱在冰冻和
OO0V

标本中!

;
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相关系数分别为
#"1#

和
#",)

!两者
&</]:>

表达量较一致!具有相关性&结论
!

OO0V

中的
&</]:>

仍然保持一定的

完整性!且可通过二代测序进行肿瘤标本检测&

#关键词$
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胃肿瘤#
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#甲醛固定石蜡包埋#二代测序
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胃癌是消化系统疾病中常见的恶性肿瘤之一(

!

)

!最近大量

的研究表明
&</]:>

在胃癌的发生'发展中起着重要的作用!

参与着胃癌形成的多条信号通路!同时
&</]:>

被发现在肿

瘤分期'分级'预后及药物的靶向治疗分析等方面具有巨大的

潜力(

'

)

"目前!新一代高通量测序已成为基因表达定量检测强

有力的工具!特别是在定量低丰度的
&</]:>

研究及揭示微

小的基因表达变化等领域有很大的优越性"为了研究
&</*

]:>

在来源于石蜡包埋胃癌组织标品检测的可靠性!本研究

从
OO0V

标本中分离并构建
>&6??/]:

文库!采用
P??C&<76

测

序平台的边合成边测序的方法对其进行高通量测序!结合生物

信息学!验证该方法的可行性!并探讨其临床意义"

B

!

资料与方法

B"B

!

一般资料
!

选取了江西中医药大学附属医院
'#!$

年和

'#!)

年
'

例胃癌患者的手术切除标本!手术标本经病理学检

测分别由两位临床医师进行确诊!并采集相关病理资料"肿瘤

位置以病理组织报告为准!肿瘤浸润深度'分化程度'淋巴结转

移情况分别参照国际抗癌联盟标准$

.PUU

%分类'

_GB

标准

评判(

2

)

"首先用预冷的磷酸盐缓冲液冲洗取下的胃癌组织标

本!把标本用组织剪剪切至
#"$&&

左右大小!迅速放入液氮

罐中进行冷冻待用$

b,#d

%!随后将余下部分用
!#3

甲醛固

定后石蜡包埋!归档存放于温室"取病理科石蜡包埋标本!无

菌操作常规切片!切片厚度约
!#

"

&

!每
'

!

2

片放入
!

个
!"$

&W

的灭菌
V0

管中"

B"C

!

方法

B"C"B

!

/]:

提取
!

于
b,#d

保存的新鲜标本在液氮中研磨

至粉末状!加入
-9<KD?

试剂$

:&Q<D7

!

)

:S!'!,2$$$

%混匀!按

#$$(

重庆医学
'#!+

年
!!

月第
()

卷第
2'

期

"

基金项目#江西省卫生计生委科技计划项目$

'#!+$$21

'

'#!$$2,1

%"

!

作者简介#曾文泓$

!1,(b

%!讲师!硕士!主要从事临床基础研究"

!

&

!

通信作者!
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#
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照
-9<KD?

试剂说明书提取总
/]:

"使用
/@%DJ@9:??

-S

-DA6?

]C%?@<%:%<FP>D?6A<D7R<A

$

:&Q<D7

!

)

:S!1+$

%处理甲醛固定

石蜡包埋的标本!按照说明书进行核酸提取!在纯化柱上消化

M]:

后洗脱得到
/]:

"

B"C"C

!

;&6??/]:

文库的构建及测序
!

总
/]:

用
!$3

变性

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后!回收纯化
!,

!

2#7A

的部分!在

-(/]:

连接酶的作用下连接
/]::F6

I

A@9

!所得的产物经过

/-*0U/

扩增之后采用
P??C&<76

高通量测序平台进行测序"

B"C"D

!

测序数据基本分析
!

P??C&<76

测序平台的测序数据经

过如下流程进行分析#$

!

%去除测序质量较低的序列!去除

/]::F6

I

A@9

污染的序列!去除没有目的片段的序列!去除包

含
I

D?

L

:

的序列和去除小于
!,7A

的小片段序列!得到高质量

序列!对其进行长度分布统计"$

'

%将小
/]:

序列与基因组

进行比对!将其定位到基因组!分析小
/]:

在基因组上的表

达和分布情况"$

2

%将小
/]:

序列与
Z@7=67N

数据库及
;67*

H

@9

中心的
/E6&

数据库中的
7%/]:

$非编码
/]:

%分别进行

分析比对!去除
9/]:>

!

>%/]:>

!

>7D/]:>

!

>7/]:>

和
A/*

]:>

"$

(

%将小
/]:

比对到
&/]:

的外显子和内含子!找出

来自
&/]:

降解的片段"$

$

%将过滤后的序列进行互相比对!

找出可以互补'符合
></]:

结构特征的小
/]:

!作为可能的

></]:

候选者"$

)

%通过与
&</=6>@

数据库中的所有人
&</*

]:>

进行比对分析!识别
&</]:>

序列"$

+

%统计各已知

&</]:>

家族序列的表达量!构建已知的
&</]:>

表达谱"

B"D

!

统计学处理
!

采用
;0;;!+"#

统计学分析!将石蜡包埋

的标本获得
&</]:>

表达量与新鲜组织获得的
&</]:>

进行

;

I

@69&67

相关性分析!评估
&</]:>

表达量的差异变化情况!

以
!

#

#"#$

为差异有统计学意义"

C

!

结
!!

果

C"B

!

/]:

提取结果
!

临床手术切除组织标本的一般信息#

'

例胃癌患者的年龄分别为
$)

和
)!

岁!男
!

例!女
!

例"从两

份标本经过检测提取的总
/]:

结果显示发现!保存在液氮组

中提取的总
/]:

质量较高!

/]:

保存度完整!显示
',;

是

!,;

的
!"2

!

!"(

倍!符合完整度要求
',;

是
!,;

的
!

!

'

倍范

围"从石蜡组中提取的
/]:

结果显示有不同程度的降解!

',;

和
!,;

的波峰不明显!见图
!

"

C"C

!

胃癌小
/]:

分析胃癌
OO0V

标本和新鲜标本的
&</*

]:>

!用
P??C&<76

高通量测序平台对标本进行测序!并构建小

/]:

文库!去除接头并过滤低质量数据"结果小
/]:

序列

长度分布在
!#

!

2$7A

!其中
''7A

的序列小
/]:

居多$图
'

%

随后排除掉小于
!,7A

的序列后!得到了最终目标序列$表
!

%"

将这些小
/]:

与
/E6&

'

&</=6>@

'

Z@7=67N

!进行比对!同时将

小
/]:

序列两两比对以寻找
></]:

!最后进行了注释$表
'

%"

图
!

!!

:

H

<?@7A'!##

检测
/]:

质量

!!

:

#

O9DK@7*!

*

=

#

OO0V*!

*

U

#

O9DK@7*'

*

M

#

OO0V*'

图
'

!!

小
/]:

长度分布图

表
!

!!

胃癌标本小
/]:

测序数据基本分析统计#

&

&

3

'$

片段类型 新鲜标本
!

石蜡包埋标本
!

新鲜标本
'

石蜡包埋标本
'

总片段
!2$#!#!$ !('($!+, !(##,1+# !($1!$1+

高质量片段
!22+)++(

$

!##"##

%

!(!()2+$

$

!##"##

%

!2,)!(+#

$

!##"##

%

!(())(#1

$

!##

%

2

端接头污染
!##+)+

$

#"+$

%

!(21+(

$

!"#'

%

!1,#'$

$

!"(2

%

2'1(!,

$
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空载片段
)#1+$

$

#"()

%

'+#+1)

$

!"1!

%

!,))+,

$

!"2$

%

'($,+'

$

!"+#

%

$

端接头污染
!!!'1

$

#"#,

%

2#1$#

$

#"''

%

!2+),

$

#"!#

%

'2'($

$

#"!)

%

小于
!,7A

的片段
+(1##

$

#"$)

%

'+')')

$

!"12

%

,,$$2

$

#")(

%

)+'2,,

$

(")$

%

I

D?

L

: !'#!

$

#"#!

%

$1#

$

#"##

%

!!$1

$

#"#!

%

!!$2

$

#"#!

%

过滤后的待分析序列
!2!'+,#'

$

1,"!(

%

!2('+(21

$

1("1'

%

!22+2',+

$

1)"(,

%

!2!1(222

$

1!"'!

%

表
'

!!

比较分别在
b'#d

保存和
OO0V

保存的小
/]:

检测结果#

&

&

3

'$

项目 冷冻保存标本
! OO0V

标本
!

冷冻保存标本
' OO0V

标本
'

外显子
!1('$'

$

!"(,

%

!(#$')

$

!"#$

%

!2'!')

$

#"11

%

'!''!1

$

!")!

%

内含子
)(!((

$

#"(1
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($+,#
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#"2(
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(1#1)

$

#"2+

%

,#'#$

$

#")!

%

重复序列
$'1!(

$

#"(#

%

21)($
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#"2#

%

2#1!1
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#"'2

%

$,'($

$

#"((

%

&</]: ,$!+)!'

$

#"(#

%

+#))+!#
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$'")2

%

,2#1''+

$

)'"!2

%

)!(+22+

$

()"$1
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I

</]: 2$'+!
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%
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$',##

$

#"21
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$2#)(

$

#"(#
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9/]: 1(1!+1

$

+"'2

%

!!('(,1

$

,"$!

%

!'1($$+

$

1"),

%

'##,$,#

$

!$"''
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>%/]: !)2$2$

$

!"'$

%

'#(2#2

$

!"$'

%

(,2!!

$

#"2)

%

!')#2!

$

#"1)

%

>7/]: !$#1+!

$

!"!$

%

!)+()$

$

!"'$

%

1)')'

$

#"+'

%

'!'1$'

$

!")!

%

!$$(

重庆医学
'#!+

年
!!

月第
()

卷第
2'

期



续表
'

!!

比较分别在
b'#d

保存和
OO0V

保存的小
/]:

检测结果#

&

&

3

'$

项目 冷冻保存标本
! OO0V

标本
!

冷冻保存标本
' OO0V

标本
'

>7D/]: !2'+',

$

!"#!

%

!))(()

$

!"'(

%

!'1+$(

$
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%
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%
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$
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%
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$

!$"!'

%
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$
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%

!+($2!'

$

!2"'2

%

未注释小
/]: !2('2,,

$

!#"'2

%

'2+'!)1

$

!+")+

%

!+(#'2'

$

!2"#!

%

'2))1)1

$

!+"1(

%

总数
!2!'+,#'

$

!##

%

!2('+(21

$

!##

%

!22+2',+

$

!##

%

!2!1(222

$

!##

%

C"D

!

高通量测序
&</]:>

表达谱
!

通过检测两对不同年份

的同一胃癌组织冰冻标本和
OO0V

标本进行高通量测序!

&</]:>

表达谱在冰冻和
OO0V

标本中!

;

I

@69&67

相关系数

分别为
#"1#

和
#",)

$图
2

%"

!!

:

#

'#!$

年*

=

#

'#!)

年

图
2

!!

同一胃癌组织不同时间冰冻标本与
OO0V

标本中小

/]:

的
;

I

@69&67

相关分析

D

!

讨
!!

论

!!

&</]:>

是临床医学研究中新兴的热点分子!参与疾病的

信号通路!从而对疾病的发生'发展及治疗有重要作用(

(

)

"从

现阶段研究发现
&</]:>

可作为抑癌基因或者癌基因参与胃

癌发展的某个阶段!它可与其他抑癌基因'癌基因及凋亡相关

基因产生相互作用影响胃癌的进程"由于其多功能性特点使

它在胃癌的标志物诊断和治疗方面有巨大的应用潜力!有利于

提高胃癌的早期诊断率(

$*)

)

"目前鉴定和确证肿瘤分子标志物

需要大量的临床标本!而低温冰冻组织和
OO0V

组织标本是生

物医学研究中重要和广泛的标本来源!很多医院病理科及医疗

研究所都有大量的存档"从相关组织中提取
/]:

或者
M]:

来获得疾病相关的基因表达信息!进行疾病前瞻性'回顾性研

究!鉴别不同疾病临床特征和预后转归有关的差异表达基因!

筛选出作用的靶基因!分析疾病的调控机制路径等!这是目前

研究相关疾病在分子水平的普遍做法!但经过甲醛固定处理过

的石蜡包埋块标本经历了长时间的保存!其内部发生了核酸与

蛋白质交联反应!单甲基化基团的修饰等!

/]:

不可避免地发

生降解!对标本总
/]:

提取及下游逆转录和基因表达定量分

析产生影响"

本研究发现提取冰冻组织和
OO0V

组织标本获得一定质

量的
/]:

!可以达到进一步分子生物学检测的要求(

+*1

)

"通过

高通量测序
'

对不同年份的同一胃癌组织冰冻标本和
OO0V

标本!

&</]:>

表达谱在冰冻和
OO0V

标本中!

;

I

@69&67

相关

系数分别为
#"1#

和
#",)

!两者
&</]:>

表达量较一致!具有

相关性!研究还显示组织标本的
/]:

降解'片段化程度基于

标本类型'保存期长短!以及固定'包埋和储存的条件而发生变

化!同一胃癌组织不同保存年份中的冰冻组织标本和
OO0V

组

织标本的
/]:

!冰冻组织中提取的总
/]:

质量比
OO0V

组织

的要高!

OO0V

保存方法其
/]:

的降解程度比冰冻的要多!不

同保存时间的冰冻标本
/]:

的降解会逐渐增加"

OO0V

标本

中分离到的核酸比新鲜标本或冰冻标本的相对分子质量更低!

石蜡组织标本提取的
/]:

通常会有一定的降解或甲醛修饰!

而
&</]:>

分子的大小通常只有
'#

!

''QA

!自身片段短优势

可以避免被修饰和酶的破坏降解(

!#

)

"由于活体细胞中
&</*

]:>

只有极少数处于游离状态!且可能
&</]:>

通过
/]:

诱

导沉默复合体$

/P;U

%靶向结合
&/]:

!发挥阻遏转录后翻译

功能或降解
/]:

的作用!

&</]:>

受到
/P;U

复合体的保护!

所以石蜡组织中的大部分
&</]:>

未被修饰(

!!

)

!而在研究检

测不同的临床标本中!具有高度的稳定性和重复性是作为有价

值的肿瘤候选标志物的一个重要特点!因此选择
&</]:>

作

为肿瘤候选标志物具有一定的临床意义(

!'

)

"本研究显示通过

二代测序技术可以利用石蜡组织标本研究
&</]:>

在疾病中

的作用!这为后期大样本肿瘤标志物研究筛选提供了很好的基

础!可能为解决样本量不足及检测方案的选择提供帮助"
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