
５８．８％，与陈雨等
［７］报道的较一致，但比马骏龙等［８］报道的高

得多，原因可能为后者试验时对检测结果进行了等级差设置增

加了结果的匹配度，但其未考虑尿液结晶、类酵母菌对检测结

果的影响。本实验将尿液结晶、类酵母菌检测结果一起编进了

复检规则中，提高了复检率。规则验证假阴性率为１．５％，参

照血液复检规则评价假阴性率应小于５％的标准
［９］，且在发生

假阴性的５例病例中未出现严重的、活动性的肾脏疾病，该规

则验证通过。

在充分发挥尿液自动化分析优势的同时，通过合理的设置

规则及软件支持。智能化地筛选需显微镜复检标本，加快尿常

规检测的速度，提高检验质量，使尿液常规检验逐步规范化、标

准化。
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·经验交流·

ＲＴＰＣＲ对原发性肝癌中ＡＳＰＰ２基因检测的意义

李　靖

（深圳市龙岗区坪地人民医院检验科，广东深圳５１８１１７）

　　摘　要：目的　探讨逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）对原发性肝癌中ＡＳＰＰ２基因检测的意义。方法　选择原发性肝癌手术

患者３６例，所有患者手术切除３０ｍｉｎ内收集癌组织和癌旁组织，另选２０例正常肝组织作为对照。各组患者行ＲＴＰＣＲ半定量

检测ＡＳＰＰ２水平，患者术后进行为期１年的随访，观察ＡＳＰＰ２ｍＲＮＡ表达与患者年龄、性别、肿瘤直径、临床分期、癌栓形成、淋

巴结转移以及术后复发等病理指标的相关性。结果　肝癌组织中的 ＡＳＰＰ２水平为（０．５３±０．１９），显著高于癌旁组织（０．７１±

０．１５）和正常肝组织（０．８５±０．１９）中的ＡＳＰＰ２含量，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＡＳＰＰ２ｍＲＮＡ表达水平与肿瘤的临床分期、

肿瘤直径以及术后复发情况密切相关（犘＜０．０５）。结论　ＡＳＰＰ２在肝癌组织中呈现低表达，ＡＳＰＰ２表达的降低预示着肿瘤患者

的不良预后，对ＡＳＰＰ２的检查能够对肝癌的早期诊断及确定治疗方案提供可靠依据。

关键词：原发性肝癌；　逆转录聚合酶链反应；　ＡＳＰＰ２；　基因检测

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１２．０４９ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１２１５９１０２

　　肝癌恶性程度高、病情进展快、患者早期往往没有明显症

状，而一旦出现症状，往往已属于中晚期［１］。目前甲胎蛋白

（ＡＦＰ）作为肝癌标志物的检出率约占６０％～７０％，仍不能满

足临床上对肝癌的诊断。Ｐ５３凋亡刺激蛋白（ＡＳＰＰ）家族包括

ＡＳＰＰ１、ＡＳＰＰ２以及ｉＡＳＰＰ三个成员，ＡＳＰＰ家族成员主要功

能为调控Ｐ５３的凋亡功能
［２］，而Ｐ５３细胞凋亡通路是人类肿

瘤发生过程中最常见的通路，本研究采用逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ

ＰＣＲ）方法检测了原发性肝癌患者癌组织及癌旁组织 ＡＳＰＰ２

ｍＲＮＡ表达情况，并探讨其与肝癌患者预后的相关性，现报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选自本院２００８年６月至２０１０年６月收入的

原发性肝癌手术患者３６例，男２５例，女１１例。患者年龄４５～

６８岁，平均年龄（５４．３±９．４）岁，所有患者手术切除３０ｍｉｎ内，

收集癌组织和癌旁组织（距离癌组织２ｃｍ内）标本并置于－

１３５℃冰箱内备用，所有肿瘤组织均行病理检测确诊为原发性

肝癌。另选２０例正常肝组织标本作为对照。

１．２　引物设计及合成　ＡＳＰＰ２基因引物由ＧｅｎｅＢａｎｋ报道的

人类ＡＳＰＰ２及βａｃｔｉｎｍＲＮＡ的基因系列设计的ＰＣＲ引物，

ＡＳＰＰ２引物系列，上游：５′ＣＧＡＧＡＧＴＧＡＴＴＧＣＣＡＴＴＴ

ＧＧ３′；下游：５′ＡＡＴＣＴＧＴＴＧＣＴＧＣＴＧＧＣＧＡＧ３′，扩增

片段长３１０ｂｐ。βａｃｔｉｎ上游：５′ＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣ

ＣＣＡＧＣ３′；下游：５′ＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣ３′。

１．３　ＲＴＰＣＲ　总 ＲＮＡ的提取：Ｔｒｉｚｏｌ裂解细胞后，进行总

ＲＮＡ提取，并测量ＲＮＡ含量以及纯度。ｃＤＮＡ的合成：ＰＣＲ

反应总体系３０μＬ，反应条件４２℃６０ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ，终产

物ｃＤＮＡ置于４℃时保存。ＰＣＲ反应：采用合成的ｃＤＮＡ作

为模版并进行ＰＣＲ扩增反应，反应条件９３℃４０ｓ，６４℃４０

ｓ，７２℃５０ｓ，循环３０次，最后７２℃８ｍｉｎ。取６μＬＰＣＲ扩增

产物行琼脂糖凝胶电泳，采用Ｉｍａｇｅｓｔｏｎｅ５０００系统对获得的

条带行半定量分析。以 ＡＳＰＰ２与βａｃｔｉｎ比值为 ＡＳＰＰ２相对

含量。

１．４　随访指标　患者术后进行为期１年的随访，观察 ＡＳＰＰ２

ｍＲＮＡ表达与患者年龄、性别、肿瘤直径、临床分期、癌栓形

成、淋巴结转移以及术后复发等相关情况。

１．５　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行处

·１９５１·国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１２



理，数据进行方差分析、狋检验和相关性分析，犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同肝组织中的ＡＳＰＰ２表达　不同肝组织中的 ＡＳＰＰ２

表达中显示，肝癌组织中ＡＳＰＰ２水平为（０．５３±０．１９），显著高

于癌旁组织（０．７１±０．１５）以及正常肝组织（０．８５±０．１９）中的

ＡＳＰＰ２水平，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。而癌旁组织与正

常肝组织的ＡＳＰＰ２表达水平差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．２　ＡＳＰＰ２ｍＲＮＡ表达水平与各项病理指标相关性　ＡＳ

ＰＰ２ｍＲＮＡ表达水平与肿瘤的临床分期、肿瘤直径以及术后

复发情况密切相关（犘＜０．０５），而年龄、性别、癌栓形成、淋巴

结转移与ＡＳＰＰ２ｍＲＮＡ表达水平不相关（犘＞０．０５），见表１。

表１　　ＡＳＰＰ２ｍＲＮＡ表达水平与各项病理指标相关性

项目 狀 ＡＳＰＰ２ｍＲＮＡ表达水平 犘

年龄

　≥５０岁 ２２ ０．５７±０．２２ ＞０．０５

　＜５０岁 １４ ０．５２±０．１６

性别

　男 ２５ ０．５６±０．２０ ＞０．０５

　女 １１ ０．５３±０．１５

肿瘤直径

　≥５ｃｍ １７ ０．６７±０．２３ ＜０．０５

　＜５ｃｍ １９ ０．４３±０．１３

临床分期

　Ｉ～Ⅱ期 ２１ ０．６８±０．２４ ＜０．０５

　Ⅲ～Ⅳ期 １５ ０．４５±０．１４

癌栓形成

　有 １８ ０．５７±０．２１ ＞０．０５

　无 １８ ０．５４±０．１６

淋巴结转移

　有 １９ ０．５８±０．２２ ＞０．０５

　无 １７ ０．５１±０．１５

术后复发

　有 １６ ０．６１±０．２７ ＜０．０５

　无 ２０ ０．３８±０．１４

３　讨　　论

原发性肝癌是常见的恶性肿瘤，既往多依赖血清 ＡＦＰ检

测结合超声显像对高危人群进行监测，但 ＡＦＰ作为肝癌标志

物的检出率为６０％～７０％，仍不能完全满足临床上对肝癌的

诊断。Ｐ５３ 凋亡刺激蛋白家族包括 ＡＳＰＰ１、ＡＳＰＰ２ 以及

ｉＡＳＰＰ三个成员，其中ＡＳＰＰ１、ＡＳＰＰ２功能都是促进Ｐ５３凋亡

基因启动子活化，并增强Ｐ５３细胞凋亡的功能。而ｉＡＳＰＰ的

功能主要是与 ＡＳＰＰ１、ＡＳＰＰ２竞争性地结合Ｐ５３，抑制 ＡＳ

ＰＰ１、ＡＳＰＰ２的促凋亡能力，从而促进肿瘤的发生
［３］，ＡＳＰＰ蛋

白家族拥有３个共同的结构ＳＨ３结构域、４个锚蛋白重复序列

以及富含脯氨酸的结构域，其中ＳＨ３结构域与Ｐ５３的促凋亡

关系密切。ＡＳＰＰ２与Ｐ５３之间的相互作用主要能够特异性的

增强Ｐ５３本身的促进细胞凋亡的功能
［４］。

ＡＳＰＰ２在肿瘤中表达的差异性近年来被广泛研究，Ｃａｏ

等［５］在骨肉瘤细胞株Ｓａｏｓ２以及肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２的研究

中发现，Ｐ５３与 ＡＳＰＰ２对细胞凋亡起着共同的促进作用，ｐ５３

与ＡＳＰＰ２的协同作用能够显著增加细胞的存活数量。Ｍｏｒｉ

等［６］在白血病、肺癌、乳腺癌等细胞株中发现，ＡＳＰＰ２ｍＲＮＡ

表达水平在肺癌细胞中显著降低，且这种下降与Ｐ５３基因突

变并不相关，但ＡＳＰＰ２低表达能够使细胞株具有较强的抗紫

外线和Ｘ线辐射的能力。Ｌｏｓｓｏｓ等
［７］采用ＲＴＰＣＲ对弥漫性

大Ｂ淋巴细胞瘤及滤泡性淋巴瘤进行研究，发现 ＡＳＰＰ２表达

的高低与患者生存时间的长短呈正相关。Ｓｇｒｏｉ等
［８］采用基因

芯片技术研究对比转移性乳腺癌以及非转移性乳腺癌中的

ＡＳＰＰ２表达差异情况，研究结果显示，转移性乳腺癌中ＡＳＰＰ２

表达显著低于非转移性乳腺癌中的 ＡＳＰＰ２表达，表明 ＡＳＰＰ２

可能与乳腺癌的转移及疾病的进展密切相关。

本研究结果显示，肝癌组织中 ＡＳＰＰ２水平为０．５３±

０．１９，显著高于癌旁组织（０．７１±０．１５）以及正常肝组织

（０．８５±０．１９）中的 ＡＳＰＰ２水平（犘＜０．０５），而癌旁组织与正

常肝组织的ＡＳＰＰ２表达水平差异无统计学意义（犘＞０．０５），

表明ＡＳＰＰ２ｍＲＮＡ在原发性肝癌组织中呈现低表达，ＡＳＰＰ２

ｍＲＮＡ在正常组织中呈现相对较高表达。对 ＡＳＰＰ２ｍＲＮＡ

表达水平与各项病理指标相关性研究，ＡＳＰＰ２ｍＲＮＡ表达水

平与肿瘤的临床分期、肿瘤直径以及术后复发情况密切相关

（犘＜０．０５）。肿瘤临床分期差、肿瘤直径大的患者ＡＳＰＰ２ｍＲ

ＮＡ表达下降，表明ＡＳＰＰ２表达低，患者预后差。而术后肝癌

复发患者的ＡＳＰＰ２表达低也同样表明，ＡＳＰＰ２表达与患者的

预后呈正相关。年龄、性别、癌栓形成、淋巴结转移与 ＡＳＰＰ２

ｍＲＮＡ表达情况不相关（犘＞０．０５），说明 ＡＳＰＰ２表达的普遍

性及其与肿瘤的侵袭不具有相关性。

综上所述，ＡＳＰＰ２在肝癌组织中呈现低表达，ＡＳＰＰ２表达

水平的降低预示着肿瘤患者的不良预后，检测 ＡＳＰＰ２能够为

肝癌的早期诊断及确定治疗方案提供可靠依据。
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