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要"目的
!

建立一种敏感%特异的二重
<K

e

TK7

实时荧光定量
]<+[(]

"

e

]<+[(]

#方法!定量检测
(̂ 99F!

基因在胰腺

癌患者中的
G]O;

表达水平$方法
!

设计目的基因
(̂ 99F!

和内参基因
$

+KE>57

的引物与探针并构建两者的重组质粒!通过优化

反应条件!建立二重
e

]<+[(]

方法的标准曲线!并对该方法的特异性%敏感性和重复性进行评估$应用该方法定量检测
0:

例胰

腺癌患者外周血单核细胞"

['T(

#中
(̂ 99F!G]O;

的表达水平$结果
!

成功了构建该方法的标准曲线!其特异性较高!重复性

良好!

(̂ 99F!

和
$

+KE>57

基因的检测下限均达到
0##E=

IA

'

"

Q

!是常规
]<+[(]

的
0#

倍!

8

例胰腺癌患者百万
['T(

中
(̂ 99F!

表

达量的对数值为
$29

!

$23

!另
3

例为
$23

!

923

!仅
%

例在
"2#

以上$结论
!

本研究建立的二重
e
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方法可定量检测

(̂ 99F!

基因的表达水平!并对试验个体及试验组的
(̂ 99F!

表达水平进行比较!从而为胰腺癌的诊断%预后及治疗效果的评估提

供了有效的手段$
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胰腺癌是消化系统恶性度最高(预后最差的肿瘤之一#约

占胰腺恶性肿瘤的
3"1

#

"

年生存率不足
"1

*

0+%

+

'由于胰腺

癌发生(发展较隐匿#临床确诊时已属中晚期#不仅手术切除率

低#也尚无其他有效的治疗措施*

$

+

'

胰腺癌的发生发展是多阶段(多因素的共同作用#其中介

导细胞表面黏附分子的细胞黏附作用#与肿瘤发生(演变和转

移等关系已成为国内外研究的热点*

9+!

+

'

(̂ 99F!

是细胞黏附

分子
(̂ 99

的异构体#近年来的研究表明#

(̂ 99F!

与肺癌(肝

癌(胃癌(乳腺癌(结肠癌(食管癌等恶性肿瘤的发生(侵袭和转

移密切相关*

8+0$

+

#而有关胰腺癌与
(̂ 99F!

的关系在国内尚无

报道'尽管
(̂ 99F!

基因在肿瘤中的表达已有所研究#但相关

的检测方法不能对
(̂ 99F!

的表达水平进行绝对定量#且在敏

感性(特异性方面存在较大的差异#因而限制了
(̂ 99F!

作为

肿瘤标志基因在诊断和检测肿瘤发生及转移方面的应用价值'

本研究旨在建立一种二重
<K

e

TK7

荧光定量
]<+[(]

方法#

以对胰腺癌患者的
(̂ 99F!

基因表达水平进行绝对定量的分

析#为进一步研究
(̂ 99F!

基因在胰腺癌中的诊断(治疗评价

及与胰腺癌的生长转移的相关性提供有效的手段'

>

!

资料与方法

>2>

!

一般资料
!

0:

例已经病理学确诊为胰腺癌患者的外周

血标本来自
%#0#

年
8

!

0%

月的该院住院患者'

>2?

!

仪器与试剂
!

淋巴细胞分离液购自天津百世化工有限公

司&

T+TQU

反转录酶(

]O;

酶抑制剂(

J<K

e

Ô;

聚合酶(

0#/[(] M?DDCJ

缓 冲 液(

@O<[6

(

Ô; TKJYCJ Q̂%###

(

I

T 0̂:+<

载体(

\,WX<K

e

酶(

WX<K

e

[(]M?DDCJ

(

Ô;

凝胶

回收试剂盒(

,

A

M

N

JCC7

I

JCG5XWX<K

e

<T

等均购自大连宝泰克

生物工程有限公司&质粒提取试剂盒购自广州东盛生物科技有

限公司&

;'R+8$##

实时荧光定量
[(]

仪购自美国
;'R

公司'

>2@

!

外周血单核细胞$

['T(

%的分离和保存
!

常规分离胰腺

癌患者
Ŵ <;

抗凝全血中的
['T(

#计数后存于标准细胞冻

)

0"#%

)

国际检验医学杂志
%#00

年
00

月第
$%

卷第
0:

期
!

R7>SQKMTC@

!

O=FCGMCJ%#00

!

U=H2$%

!

O=20:



存液中#置于
9f

的程序降温盒中#保存在
g:# f

冰箱中过

夜#次日转存于液氮中待用'

>2A

!

引物和探针的设计与合成
!

根据
(̂ 99F!

和
$

+KE>57

基因

的高度保守区#利用美国
;'R

公司提供的
'CKE=7 Ĉ65

N

7CJ82#

软件设计两者的引物和探针#均由上海
R7F5>J=

N

C7

公司合成#

见表
0

'

表
0

!!

(̂ 99F!

和
$

+KE>57

基因的引物和探针序列

目的基因 名称 序列$

"Z+$Z

% 扩增长度

(̂ 99F!

探针
(+[ );T+<-((;<(<-<<-((;;;((;(<-<<((<+<;T]; 0#8M

I

上游引物
(+) ((;--(;;(<((<;-<;-<;(;;(

下游引物
(+] ---;-<(<<(<(<---<-<<<-

$

+KE>57

探针
$

+[ \Wc+<((<<;;<-<(;(-(;(-;<<<(((-(<+'\d0 0$!M

I

上游引物
$

+) (---;((<-;(<-;(<;((<(

上游引物
$

+] ((;<(<(<<-(<(-;;-<((;-

>2B

!

二重
e

]<+[(]

的标准品的构建
!

参考
<J5a=H

试剂盒说

明书提取胰腺癌患者
['T(

的总
]O;

'利用
T+TQU

反转

录酶进行反转录#合成
Ê O;

'以
Ê O;

为模板#采用表
0

中

的
(̂ 99F!

和
$

+KE>57

基因的特异性引物进行
[(]

扩增'

Ô;

凝胶回收试剂盒回收
(̂ 99F!

和
$

+KE>57

基因的
[(]

产物#将

[(]

产物与
I

T 0̂:+<

载体连接#连接产物转化
<=

I

0#

感受态

细胞#两基因各随机挑取
%

个重组克隆#培养后提取质粒#并利

用特异性引物对质粒进行
[(]

鉴定#将
[(]

鉴定为阳性的质

粒送
R7F5>J=

N

C7

公司进行核苷酸序列的测定#结果用
Ô;+

T;O

软件进行分析'

将
(̂ 99F!

和
$

+KE>57

基因的重组质粒分别命名为
I

T +̂

(̂ 99F!

和
I

T +̂KE>57

#并利用
W

II

C7@=JD

公司的
)[+"0##

紫外

分光光度仪测定质粒的
Ô;

浓度#计算重组质粒的拷贝数!

拷贝数$

E=

IA

"

"

Q

%

h

O;

$

E=

IA

"

G=H

%

/ Ô;

浓度$

N

"

"

Q

%

相对分子质量
/$9#

$

N

"

G=H

%

&

O;

为阿伏伽德罗常数'将重组质粒均稀释至
0#

0#

E=

IA

"

"

Q

#

g%#f

保存待用'

>2I

!

二重
e

]<+[(]

反应的优化
!

在
%"

"

Q

反应体系下#以等

浓度$

0#

0#

E=

IA

"

"

Q

%混合的
I

T +̂(̂ 99F!

和
I

T +̂KE>57

为模

板#将二重
e

]<+[(]

反应的退火温度控制在
9:

!

!# f

$每

0f

递增%之间进行调整#以最高荧光强度和最低
<A

值作为

评判标准以确定该反应的最佳退火温度'在确定退火温度的

基础上#将
(̂ 99F!

和
$

+KE>57

基因的引物浓度均在
#20

(

#2%

(

#29

(

#2!

(

#2:

I

G=H

"

"

Q

之间进行优化#以同样的评判标准确定

该反应的最佳引物浓度'

>2J

!

二重
e

]<+[(]

反应的标准曲线
!

利用
<W

溶液对浓度

均为
0#

0#

E=

IA

"

"

Q

的
I

T +̂(̂ 99F!

和
I

T +̂KE>57

重组质粒进

行
0#

倍系列稀释#并通过优化后的二重
e

]<+[(]

反应对浓度

均为
0#

$

!

0#

3

E=

IA

"

"

Q

的
I

T +̂(̂ 99F!

和
I

T +̂KE>57

重组质

粒进行扩增#将扩增结果通过
;'R8$##

软件进行自动分析'

>2K

!

二重
e

]<+[(]

反应的特异性(敏感性和重复性分析
!

利用
,

A

M

N

JCC7

荧光定量
[(]

方法对二重
e

]<+[(]

反应的引

物特异性进行熔解曲线的分析#

(̂ 99F!

和
$

+KE>57

基因的各自

反应体系均为
,

A

M

N

JCC7

I

JC+G5X0%2"

"

Q

#上下游引物各
#2"

"

Q

#

['T(Ê O;

模板
0

"

Q

#灭菌去离子水
0#2"

"

Q

&反应程

序均为
3"f$G57

#

3"f0"6

#

!#f$"6

#共
9#

个循环#扩增

结束后从
8#f

至
3%f

每隔
06

升
#29f

#并收集每一次荧光

信号以获取熔解曲线#每个基因均设置第
0

次重复#同时对

,

A

M

N

JCC7

荧光定量
[(]

产物进行
%1

琼脂糖凝胶电泳鉴定'

利用优化后的二重
e

]<+[(]

和常规
]<+[(]

反应对浓

度均为
0#

$

!

0#

3

E=

IA

"

"

Q

的
I

T +̂(̂ 99F!

和
I

T +̂KE>57

重组

质粒同时进行扩增#对两者的灵敏度进行比较'

利用优化后的二重
e

]<+[(]

反应对来源于同一批次的

0#

$

!

0#

3

E=

IA

"

"

Q

的
I

T +̂(̂ 99F!

和
I

T +̂KE>57

重组质粒进

行扩增#每个稀释度重复
9

次#并利用
,[,,082#

软件对各稀

释度的
(<

平均值(标准方差$

?.

%和
(<

变异系数$

<T

%进行

分析'

>2L

!

二重
e

]<+[(]

反应的临床检测
!

利用优化后的二重

e

]<+[(]

反应对
0$

例胰腺癌患者
['T(

的
Ê O;

进行扩

增#并同时扩增浓度均为
0#

$

!

0#

3

E=

IA

"

"

Q

的
I

T +̂(̂ 99F!

和
I

T +̂KE>57

以绘制标准曲线#并通过标准曲线计算
['T(

中
(̂ 99F!

和
$

+KE>57

基因的拷贝数'单细胞
(̂ 99F!

基因拷

贝数为!

(̂ 99F!

拷贝数"
$

+KE>57

拷贝数'利用
WXECH%##$

软

件对
0$

例胰腺癌患者每百万个
['T(

中的
(̂ 99F!

拷贝数进

行分析'

?

!

结
!!

果

?2>

!

(̂ 99F!

和
$

+KE>57

基因重组质粒的测序
!

(̂ 99F!

和
$

+

KE>57

基因各有
0

株重组质粒的
[(]

扩增结果为阳性#重组质

粒与各自的亲本株$

-C7MK7Y

登陆号分别为
Q#"90"

(

T0#%88

%

核苷酸序列的同源性均为
0##1

'

?2?

!

二重
e

]<+[(]

的最佳反应条件
!

经过对各基因引物浓

度(退火温度等条件的优化#最终确定最佳反应体系为!

0#/

[(]M?DDCJ%2"

"

Q

#

@O<[

$

%2"GG=H

"

Q

%

%

"

Q

#

(̂ 99F!

上下游

引物$

0#

I

G=H

"

"

Q

%各
#2"

"

Q

#

$

+KE>57

上下游引物$

0#

I

G=H

"

"

Q

%各
#2"

"

Q

#

(̂ 99F!

和
$

+KE>57

探针$

0#

I

G=H

"

"

Q

%各
#2%"

"

Q

#

\=>6>KJ>WX<K

e

Ô;

聚合酶
#29

"

Q

#

Ô;

模板
0

"

Q

#灭

菌水
0"2$"

"

Q

&最佳反应程序为
3"f$G57

#

39f0"6

#

!0f

9"6

#共
9#

个循环'

?2@

!

二重
e

]<+[(]

反应的的标准曲线
!

(̂ 99F!

及
$

+KE>57

基因的标准曲线在
0#

$

!

0#

3

E=

IA

"

"

Q

内均呈现良好的线性关

系#扩增效率分别为
0#320 1

和
0#32" 1

#扩增斜率分别为

g$20%0

和
g$200$

#

]%

均在
#233"

以上#见图
0

'

?2A

!

二重
e

]<+[(]

反应的特异性
!

(̂ 99F!

及
$

+KE>57

基因

的
,

A

M

N

JCC7

荧光定量
[(]

的熔解曲线均呈现清晰(特异的单

峰#且样品的重复性良好#

(̂ 99F!

和
$

+KE>57

基因的
,

A

M

N

JCC7

荧光定量
[(]

产物均电泳出清晰(明亮的特异性条带#且与预

期大小相符合#见图
%

'

?2B

!

二重
e

]<+[(]

反应的敏感性
!

当重组质粒
I

T +̂

(̂ 99F!

(

I

T +̂KE>57

的拷贝数均为
0##E=

IA

"

"

Q

时#仍可在阈

)

%"#%

)

国际检验医学杂志
%#00

年
00

月第
$%

卷第
0:

期
!

R7>SQKMTC@

!

O=FCGMCJ%#00

!

U=H2$%

!

O=20:



值范围内检测到特异(清晰的荧光扩增曲线#常规
]<+[(]

仅

能在
0#

$

!

0#

3

E=

IA

"

"

Q

内检测到特异性条带'

图
0

!!

(̂ 99F!

#

;

$和
$

+KE>57

基因#

'

$的标准曲线

!!

0

!阴 性 对 照&

T

!

Ô;%###HK@@CJ6

&

%

!

(̂ 99F!

&

$

!

$

+KE>57

&

9

!

(̂ 99F!

重复&

"

!

$

+KE>57

重复'

图
%

!!

(̂ 99F!

和
$

+KE>57

基因
6

A

M

N

JCC7

荧光定量
[(]

的熔解曲线#

;

$与
[(]

产物的电泳图#

'

$

?2I

!

二重
e

]<+[(]

反应的重复性
!

重组质粒
I

T +̂(̂ 99F!

和
I

T +̂KE>57

各稀释度的
(<

变异系数分别为
0298

!

92%3

和

02"%

!

92""

#两者的最大
<T

值均在
"1

以内#说明二重
e

]<+

[(]

反应的重复性较好#见表
%

'

表
%

!!

二重
e

]<+[(]

反应的重复性

拷贝数

$

E=

IA

"

GQ

%

例数

$

$

%

I

T +̂(̂ 99F!

$

(<

%

平均值
?. <T

$

1

%

I

T +̂KE>57

$

(<

%

平均值
?. <T

$

1

%

0#

3

9 0!2:3 #299 %2!0 0820$ #2!% $2!%

0#

:

9 %#2%0 #2!9 $208 %#2%% #2"" %28%

0#

8

9 %$2!$ #2"! %2$8 %$2"! #283 $2$"

0#

!

9 %82%8 0208 92%3 %82#0 02%$ 92""

0#

"

9 $#2!: #29" 0298 $#2$" #29! 02"%

0#

9

9 $$283 #280 %20# $$2!# #288 %2%3

0#

$

9 $!23: #2:3 %290 $!23% #2:$ %2%"

?2J

!

二重
e

]<+[(]

反应的临床样本检测
!

对
0:

例胰腺癌患

者每百万个
['T(

中
(̂ 99F!

的拷贝数对数值进行了分析比

较#其中
8

例患者的对数值在
$29

!

$23

之间#占总数的

$:231

#另
3

例在
$23

!

923

之间#占总数的
"#1

#仅有
%

例在

"2#

以上#占总数的
00201

'

@

!

讨
!!

论

目前用于检测
(̂ 99F!

基因表达的分子生物学方法较多#

如
H̀K>>C

等*

09

+应用免疫组化方法检测
(̂ 99F!

基因在膀胱癌

组织中的表达#结果表明
(̂ 99F!

在膀胱癌中的表达显著高于

正常组织&

T5

A

=6B5

等*

0"

+应用
]<+[(]

方法检测
(̂ 99F!

基因

在肺癌组织中的表达#结果表明
(̂ 99F!

在非小细胞型肺癌中

的表达显著高于正常肺组织&

,K>5=

等*

0!

+通过
WQR,;

方法检测

了胃癌患者血清中
(̂ 99F!

的可溶性浓度&原位分子杂交(

,=?>BCJ7MH=>

及
&C6>CJ7MH=>

技术也相继在检测
(̂ 99F!

的表

达中得以运用*

08+03

+

'然而#免疫组化的检测仅限于组织样品#

因而给临床标本的采样带来很大的困难#常规
]<+[(]

技术

缺乏定量检测基因表达的功能#且对凝胶电泳技术的依赖使该

方法费时(费力且缺乏安全性#而
WQR,;

及分子杂交技术在敏

感性和特异性方面的不足使某些微量表达的标本未能准确无

误地检出#从而限制了这些方法在
(̂ 99F!

检测中的应用'

实时荧光定量
[(]

技术是指在
[(]

反应体系中加入荧

光基团#利用荧光信号累积实时检测
[(]

过程#并通过标准曲

线对未知模板进行定量分析的方法*

%#

+

'该方法可对细胞(组

织或血液等多种样品进行检测#操作简单#快速高效#高通量#

而且具有很高的敏感性(重复性和特异性#由于该法在封闭的

体系中完成扩增并进行实时测定#大大降低了污染并且无须在

扩增后进行操作#可对待检样品作定性和定量的分析'王颖智

等*

%0

+采用
6

A

M

N

JCC7

荧光定量
[(]

方法对
(̂ 99F!

在胃肠肿

瘤中的表达进行了研究#该方法尽管弥补了常规检测方法在敏

感性(安全性等方面的不足#但由于
6

A

M

N

JCC7

染料可与反应体

系中的所有
Ô;

分子结合#易受到非特异性扩增和引物二聚

体的影响#使定量结果不准确'更重要的是#由于荧光定量方

法在进行定量研究时#初始模板的表达量往往通过管家基因衡

量#然而
6

A

M

N

JCC7

染料法却不能在同一密封管中对目的基因

和管家基因同时进行扩增#其对基因表达的定量仅仅是相对

的*

%%

+

'鉴于此#本研究建立了
(̂ 99F!

基因的二重
<K

e

TK7

荧

光定量
[(]

方法#该方法的
<K

e

TK7

探针仅结合特异性的扩

增片段#大大提高了反应的特异性#试验表明该方法的特异性(

敏感性和重复性均较高'本研究方法引入了内参基因
$

+KE>57

#

通过优化反应条件#实现了目的基因
(̂ 99F!

和内参基因
$

+KE+

>57

在同一反应管的同时扩增#通过构建的标准曲线可获得初

始模板的
(̂ 99F!

和
$

+KE>57

基因的拷贝数#由于内参基因在细

胞和组织中均稳定表达#因此本方法可对单个细胞中
(̂ 99F!

的表达进行绝对定量分析#与相对定量比较#不仅省时(省力#

而且排除了不同待检样品在加样等试验操作上的误差'更为

重要的是#本方法可精确地比较不同试验个体或试验组之间

(̂ 99F!

基因
G]O;

表达水平的差异'本研究首次通过荧光

定量
]<+[(]

方法对胰腺癌患者的
(̂ 99F!G]O;

的表达水

平进行了检测#结果显示
0:

例患者的
(̂ 99F!

的表达水平有

较大的差异#因而可以表明本研究在胰腺癌的早期诊断(分析

(̂ 99F!

基因与胰腺癌临床病理特征之间的相关性(评估胰腺

癌的治疗效果等方面具有较高的应用价值'
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体肿瘤耐药逆转的运用提供了实验依据#值得进一步的研究'

综上所述#未经治疗的宫颈癌组织中存在多药耐药基因

$

Q][

(

-,<+

&

%的高表达和共表达#可能是导致宫颈癌固有耐

药和
T ]̂

的原因之一'宫颈癌的多药耐药是多基因(多因素

共同参与#并通过多途径来完成的'化疗前联合检测宫颈组织

中多药耐药基因的表达情况可以预测肿瘤细胞对化疗的敏感

性#对化疗前药物的选择和临床应用有着积极的指导意义'一

方面#可以预测化疗的疗效和预后的判断&另一方面#可依据其

耐药机制来指导化疗#制定有效的个体化疗方案#并且可根据

耐药机制的不同#运用逆转剂逆转
T ]̂

#从而强化化疗的疗

效#对延长宫颈癌患者的生存期有一定实用价值'
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