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目的
!

探讨
13D0!*&20(
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及其靶基因在结肠癌患者手术前后的表达变化及其与临床病理的关系$

方法
!

选取
)*!*

年
#

月至
)*!'

年
#

月在昆明医科大学第一附属医院接受完整系膜切除术"

,O/

#治疗的结肠

癌患者"实验组#和健康体检志愿者"对照组#各
!**

例!收集结肠癌患者手术前后的血浆和健康志愿者的血浆$

利用实时荧光定量聚合酶链反应"
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W,D

#检测血浆中
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A/D!B'
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MNAQD)

%

A@+Ma

和
WM/?

的表达量$统计分析其与结肠癌病理特征和手术疗效的相关性$结果
!

相比于对照组!实验组血浆中
13D0

!*&20(
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的表达显著上升"

"

$

*;*!

#!而
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%

MNAQD)

%

A@+Ma

和
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的表达则显著下降"

"

$

*;*!

#$

行
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术后!

13D0!*&20(

I

的表达量显著下调"

"

$

*;*!

#!而
A/D!B'

%

MNAQD)

和
A@+Ma

的表达量则显著

上调"

"

$

*;*(
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13D0!*&20(
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的表达水平与结肠癌肿瘤分化程度%

M?O

分期和转移有显著相关性"

"

$

*;*(

#$

13D0!*&20(

I

高表达组患者的术后肿瘤复发率高于低表达组"

"

$

*;*(

#$结论
!

结肠癌患者血浆中

13D0!*&20(
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与其靶基因的表达呈负相关!与肿瘤分化%分期%转移和复发具有一定相关性!具有预测临床诊断

和治疗预后的潜力$
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近年来#参与调节基因表达的微小
D?@

!

13D0

?@

"在癌症研究方面取得了许多新的进展#并证实其

参与了多种肿瘤的发生%发展%侵袭和转移等过程$

结肠癌是世界范围内病死率位居前三的恶性肿瘤#其

发病机制仍不明确$目前#结肠癌的治疗主要依赖于

完整系膜切除术!

,O/

"这类外科手术,

!0)

-

$但是#结

肠癌患者术后局部复发和远处转移情况时有发生#生

存率也十分堪忧$近期研究表明#

13D?@

在结肠癌

的早期诊断%治疗预后和生物靶标等方面可能存在潜

在的临床价值,

.0(

-

$

13D0!*&20(

I

作为
13D0!$

家族的

一员#在胃癌,

&0$

-

%大肠癌,

#0"

-

%结直肠癌,

!*0!!

-

%食管鳞

癌,

!)

-

%卵巢癌,

!.

-和乳腺癌,

!'

-等肿瘤的相关研究中均

有报道$新近研究还发现了一些
13D0!*&20(

I

的新

靶向基因#如长链非编码
D?@A/D!B'

,

!(0!&

-

%转化生

长因子
(

型受体!

MNAQD)

"

,

!$0!#

-

%

A2>

激活的丝氨酸+

苏氨酸激酶!

A@+Ma

"

,

!"

-和磷酸酶与张力蛋白同源物

!

WM/?

"

,

)*0)!

-等$本研究比较分析
13D0!*&20(

I

及其

靶基因在结肠癌患者和健康人群血浆中的表达水平

差异#以及行
,O/

手术后在结肠癌患者血浆中的表

达变化#旨在为结肠癌的临床诊断和治疗提供一些参

考依据$

!

!

资料与方法

!;!

!

一般资料
!

选取
)*!*

年
#

月至
)*!'

年
#

月在

昆明医科大学第一附属医院接接受
,O/

治疗的结肠

癌患者
!**

例作为实验组#术前均未行放疗或化疗$

同时选取
!**

例健康志愿者作为对照组$实验组平

均年龄!

($;)!b#;$'

"岁#其中男
(.

例#女
'$

例$对

照组平均年龄!

((;*)b$;"(

"岁#其中男
'#

例#女
()

例$两组人群的年龄和性别比较差异无统计学意义

!

"

%

*;*(

"#具有可比性$

!;"

!

方法

!;";!

!

血浆采集
!

静脉抽取实验组手术前血液#手

术后第
$

天血液#对照组血液各
)1B

$血液标本快

速转入乙二胺四乙酸!

/CM@

"采血管#室温静置约
.*

138

后#

'g

下
!)**e

S

离心
!*138

#转移上清液至

新的离心管$然后#

'g

下
!)***e

S

离心
!*138

#去

除细胞成分#收集上层血浆至新的离心管#

%#*g

保

存备用$

!;";"

!

血浆总
D?@

提取及逆转录
!

各取
)**

)

B

上

述血 浆 样 本#按
N78/4KE7

MO

W42>12

+

+7HK1 D?@

WKH3:352E3<8O383a3E

!

+-NO@0@BCD-,J

"的方法步

骤抽提血浆中的总
D?@

#利用荧光分光光度计

!

M67H1<A3>67H

"测定血浆
D?@

浓度$提取的
D?@

置于
0#*g

保存备用$参照
M2

d

0O2813D?@D7G7H>7

MH28>5H3

I

E3<8

试剂盒!

@

II

4379Q3<+

F

>E71>

"的说明合

成
5C?@

$

!;";#

!

DM0

d

W,D

检测
!

利用
+\QD O2>E7H13c

试

剂盒!

M<

F

<U<

"在
@Q-$(**

实时荧光定量
W,D

仪

!

@

II

4379Q3<+

F

>E71>

"上对上述合成的
5C?@

进行

DM0

d

W,D

检测$每个反应重复
.

次$待检测
1D?@

或基因的引物序列见表
!

$以
P&

小环
D?@

作为内

参,

))0).

-

#结果采用
)

0

""

,E相对定量法计算,

)'

-

$

!;#

!

,O/

手术方法及术后随访
!

结肠癌患者遵循

,O/

结肠癌根治原则进行手术治疗,

!0)

-

$分别按

13D0!*&20(

I

%

A/D!B'

%

MNAQD)

%

A@+Ma

和
WM/?

的相对表达水平将结肠癌患者划分为高值组和低值

组$相对表达水平大于或等于平均相对表达水平的

患者归为高值组#相对表达值小于平均相对表达值的

患者归为低值组$术后
.

年内平均每
.

个月随访
!

次#记录高值组与低值组肿瘤局部复发%远处转移和

患者死亡等情况$

!;$

!

统计学处理
!

所有数据应用
+W++!$;*

软件进

行统计分析#计量资料以
Db2

表示#两组比较采用
:

检验#多组数据的比较采用单因素方差分析$计数资

料采用
!

) 检验$以
"

$

*;*(

为差异有统计学意义$

表
!

!!

用于
DM0

d

W,D

检测用的引物序列

项目 正向引物 反向引物
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(h0@@@@NMN,MM@,@NMN,@NNM@N0.h (h0N@@@@NMN,MM@,@NMN,@NNM0.h

A/D!B' (h0,,NMNMMN@NNMN,MNMM,0.h (h0NN,@@NM,,@,MNM,@N@MN0.h

MNAQD) (h0NM@N,M,MN@MN@NMN,@@MN@,0.h (h0,@N@M@MNN,@@,M,,,@NMN0.h

A@+Ma (h0NNMNNN,@@NNNMMNN@@N0.h (h0,MN,MN@NMMN,NMMM,,M0.h

WM/? (h0,@,,M@MM,,M,@N,,,MM@M0.h (h0@@,,,M,@MM,@N@,,MM,@,0.h

P& (h0N,MM,NN,@N,@,@M@M@,M@@@@M0.h (h0,N,MM,@,N@@MMMN,NMNM,@M0.h
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结
!!

果
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结肠癌患者手术前后
13D0!*&20(

I

及其靶基因

的表达量比较
!

在实施手术前#实验组结肠癌患者血

液中
13D0!*&20(

I

的表达量显著高于对照组#而结肠

癌患者血液中
A/D!B'

%

MNAQD)

%

A@+Ma

和
WM/?

的表达量则显著低于对照组#差异均具有统计学意义

!

"

$

*;*!

"$行
,O/

后#

13D0!*&20(

I

的表达量显著

下调!

"

$

*;*!

"#而
A/D!B'

%

MNAQD)

和
A@+Ma

的

表达量则显著上调!

"

$

*;*(

"#

WM/?

的表达变化差

异无统计学意义$见图
!

$

";"
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结肠癌患者血浆中
13D0!*&20(

I

及其靶基因的

表达与临床病理特征的关系
!

结肠癌患者血浆中

13D0!*&20(

I

%

A/D!B'

%

MNAQD)

%

A@+Ma

和
WM/?

的相对表达量与性别%年龄和肿瘤发生部位均无关#

见表
)

$
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与分化程度%

M?O

分期%淋巴

结转移和远处转移有关!

"

$

*;*(

".

A/D!B'

与分化

程度和淋巴结转移有关!

"

$

*;*(

".

MNAQD)

与分化

程度和远处转移有关!

"

$

*;*(

".

A@+Ma

与淋巴结

转移有关!

"

$

*;*(

".

WM/?

与肿瘤大小%分化程度%

M?O

分期和淋巴结转移有关!

"

$

*;*(

"$

!!

2

*

"

$

*;*!

.

U

*

"

$

*;*(

#与对照组相比

图
!

!!

两组血液中
13D0!*&20(

I

(

A/D!B'

(

MNAQD)

(

A@+Ma

和
WM/?

的表达量

表
)

!!

结肠癌临床病理特征与
13D0!*&20(

I

(

A/D!B'

(

MNAQD)

(

A@+Ma

和
WM/?

的相对表达量"

Db2

#

项目
! 13D0!*&20(

I

" A/D!B' " MNAQD) " A@+Ma " WM/? "

性别
*;)## *;!&# *;(!$ *;))' *;!&$

!

男
(. !;($!b*;()$ *;'!"b*;)&" *;(!#b*;!#" *;'#*b*;)() *;(&'b*;))&

!

女
'$ !;$*"b*;('" *;.&*b*;).' *;'#(b*;)!$ *;'(!b*;))" *;(''b*;)!(

年龄
*;($' *;$#. *;)!# *;.)' *;)''

!#

((

岁
(# !;&"&b*;&!' *;.#)b*;)'( *;'((b*;!#' *;''!b*;).' *;(.$b*;)!$

!$

((

岁
') !;(""b*;(#$ *;."#b*;)#& *;('(b*;!". *;'#"b*;)'$ *;($!b*;))*

肿瘤部位
*;#&( *;$&" *;&"# *;##& *;&*'

!

回盲部
!' !;&*#b*;'." *;.()b*;!"# *;'.#b*;!"" *;'."b*;)'' *;&!&b*;!"'

!

横结肠
!' !;&#"b*;(!' *;.)"b*;!$) *;($)b*;!&. *;'"&b*;!") *;'""b*;!#$

!

升结肠
.! !;&#*b*;'&! *;')$b*;)&( *;(*"b*;!"! *;.".b*;)*. *;(!*b*;)*.

!

乙状结肠
!( !;&*(b*;'.( *;'.!b*;)$* *;'&.b*;!$' *;'($b*;))) *;'"*b*;!"'

!

降结肠
!! !;$*(b*;'$' *;')*b*;)&) *;()(b*;!"! *;'('b*;).& *;("$b*;)*"

!

结肠肝区
!* !;$!"b*;'!# *;..(b*;!#. *;()$b*;!") *;'""b*;)*$ *;&*'b*;!#.

!

结肠脾区
( !;()(b*;'"' *;')"b*;)&$ *;'&$b*;!$& *;()*b*;))( *;(&*b*;!"!

肿瘤大小
*;).' *;()$ *;.&! *;&&* *;*'!

!$

(51 .$ !;(.'b*;($. *;'*&b*;)#( *;(.!b*;)*& *;'$&b*;)(! *;(#"b*;)!$

!#

(51 &. !;$.$b*;((' *;.$(b*;)'# *;'$!b*;!#& *;'((b*;).$ *;(!"b*;)*#

分化程度
*;*'# *;*'" *;*'! *;)#' *;*'#

!

低分化
)( !;.'!b*;(!' *;'"!b*;)#( *;&!#b*;!## *;('"b*;)!# *;&$*b*;)*$

!

中分化
(( !;&'&b*;('$ *;.$"b*;)&$ *;'&.b*;!$$ *;'.$b*;)!* *;()"b*;!"&

!

高分化
)* !;"$&b*;($) *;)"&b*;!". *;'!*b*;!$' *;'*"b*;!#! *;'&.b*;!$$

M?O

分期
*;*)& *;.*# *;!*& *;(') *;*')

!*

期
!! !;"&&b*;(#" *;.("b*;).* *;')"b*;!$$ *;'))b*;!". *;'(!b*;!$"

!(

期
'& !;()#b*;(!) *;.#*b*;)'$ *;'$!b*;!#* *;''"b*;)!" *;(.)b*;!"#

!%

期
'. !;''&b*;'"( *;'.*b*;)(& *;&*.b*;!". *;()'b*;))! *;&$#b*;)!"

淋巴结转移
*;*.$ *;*.) *;*#( *;*'. *;**)

!

有
!# !;"*&b*;(#) *;.*"b*;!#! *;'(*b*;!$( *;'*)b*;!"( *;(!)b*;)!!

!

无
#) !;.$$b*;(!& *;'&#b*;)". *;((!b*;!"! *;()"b*;)'" *;("&b*;)!&

远处转移
*;*.. *;!!! *;*'( *;!&& *;!'$

!

是
!. !;#$&b*;(.$ *;..(b*;).) *;'.$b*;!#! *;'))b*;)*) *;(.)b*;)!!

!

否
#$ !;'!&b*;'"& *;'''b*;)() *;(&'b*;!"( *;(!*b*;)!$ *;($&b*;)!'

!*#)

重庆医学
)*!#

年
$

月第
'$

卷第
)!

期



";#

!

高值组和低值组结肠癌患者复发率和生存率比

较
!

13D0!*&20(

I

低值组患者的复发率低于高值组

!

"

$

*;*(

"#生存率优于高值组#但差异无统计学意义

!

"

%

*;*(

"$

A/D!B'

%

MNAQD)

%

A@+Ma

和
WM/?

的高值组患者的复发率低于低值组#生存率优于低值

组#但差异无统计学意义!

"

%

*;*(

"$见表
.

$

表
.

!!

13D0!*&20(

I

及其靶基因的表达与复发率

!!!

和生存率的关系

名称 总例数
复发

!

!

L

"

"

死亡

!

!

L

"

"

13D0!*&20(

I

*;*)! *;*#*

!

高值组
(* !!

!

));**

"

'.

!

#&;**

"

!

低值组
(* .

!

&;**

"

'#

!

"&;**

"

A/D!B' *;!## *;&.'

!

高值组
() (

!

";&)

"

'#

!

");.!

"

!

低值组
'# "

!

!#;$(

"

'.

!

#";(#

"

MNAQD) *;!.& *;.#"

!

高值组
'$ '

!

#;(!

"

''

!

".;&)

"

!

低值组
(. !*

!

!#;#$

"

'$

!

##;&#

"

A@+Ma *;!!& *;.((

!

高值组
'# '

!

#;..

"

'(

!

".;$(

"

!

低值组
() !*

!

!";).

"

'&

!

##;'&

"

WM/? *;*(( *;!'"

!

高值组
'( .

!

&;&$

"

'.

!

"(;((

"

!

低值组
(( !!

!

)*;**

"

'#

!

#$;)$

"

#

!

讨
!!

论

!!

结肠癌的发病需要经历不典型增生%腺瘤%癌变

及肿瘤转移等过程#

13D?@

及其靶基因在每一个阶

段均表现出差异的表达模式$研究
13D?@

与靶基因

之间的相互调控关系#可以了解肿瘤的发生机制#为

癌症治疗提供新的靶点,

'0(

-

$目前#在结肠癌方面研

究 较 多 的
13D?@

主 要 是
13D0)!

,

))

- 和
13D0

!*&2

,

!#

#

)(

-

$而在胃癌和结直肠癌等癌症报道中#

13D0

!*&2

可能与抑癌基因
A/D!B'

%

MNAQD)

%

A@+Ma

和

WM/?

等存在相互调控关系,

!(

#

!#0!"

-

$

本研 究 利用
DM0

d

W,D

技术对
13D0!*&20(

I

%

A/D!B'

%

MNAQD)

%

A@+Ma

和
WM/?

在结肠癌患者

血浆中的表达进行了检测$结果显示#实验组结肠癌

患者手术前血浆中
13D0!*&20(

I

的表达显著高于对

照组#而
A/D!B'

%

MNAQD)

%

A@+Ma

和
WM/?

的表

达显著低于对照组$这与它们分别在胃癌和结直肠

癌等癌症中的表达情况基本类似,

#0"

-

$实验组结肠癌

患者行
,O/

手术后#检测其血浆中
13D0!*&20(

I

%

A/D!B'

%

MNAQD)

%

A@+Ma

和
WM/?

的表达量#结

果显示#术后
13D0!*&20(

I

的表达量比术前显著下调

!

"

$

*;*!

"#术后
A/D!B'

%

MNAQD)

和
A@+Ma

的表

达量比术前显著上调!

"

$

*;*(

"$这说明
13D0!*&20

(

I

与抑癌基因
A/D!B'

%

MNAQD)

%

A@+Ma

和
WM/?

的表达水平是负调控关系#与之前报道的
13D0!*&20

(

I

与
A/D!B'

在肿瘤组织中竞争表达的结果是一致

的,

!(0!&

-

$这些结果说明
13D0!*&20(

I

%

A/D!B'

%

MNA0

QD)

%

A@+Ma

和
WM/?

可能参与了结肠癌的发生和

发展等过程$

本研究进一步分析了
13D0!*&20(

I

及其靶基因

的表达量与临床病理特征的关系$结果显示#

13D0

!*&20(

I

%

A/D!B'

%

MNAQD)

和
A@+Ma

的相对表达

量与患者性别%年龄%肿瘤发生部位和肿瘤大小均无

关!

"

%

*;*(

"#只有
WM/?

的相对表达量与肿瘤大小

可能有一定的相关性!

"

$

*;*(

"$

13D0!*&20(

I

的相

对表达量与分化程度%

M?O

分期%淋巴结转移和远处

转移均有关!

"

$

*;*(

"$其余
'

个靶基因的相对表达

量则主要与分化程度!

A/D!B'

%

MNAQD)

和
WM/?

"

和淋巴结转移!

A/D!B'

%

A@+Ma

和
WM/?

"有关

!

"

$

*;*(

"$按相对表达量分组分析结果显示#

13D0

!*&20(

I

低 表 达 组 的 术 后 复 发 率 低#生 存 率 高.

A/D!B'

%

MNAQD)

%

A@+Ma

和
WM/?

高表达组的术

后复发率低#生存率高$以上分析表明#

13D0!*&20(

I

及其靶基因具有作为检测肿瘤生物标志物的潜力,

)(

-

$

由于无创%稳定性好%检测结果可靠等特点,

)&

-

#对

13D0!*&20(

I

及其靶基因的检测可能有助于结肠癌的

早期诊断%辅助治疗和患者预后$
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