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实时荧光定量ＰＣＲ检测鼻咽癌组织骨桥蛋白ｍＲＮＡ的表达


韩亚琴，宣世海，练向阳△

（南通大学附属东台医院检验科，江苏东台２２４２００）

　　摘　要：目的　通过检测鼻咽癌（ＮＰＣ）组织的ＯＰＮ的表达，探讨其表达和ＮＰＣ临床病理特征的关系。方法　采用实时荧光

定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测ＮＰＣ组织的ＯＰＮｍＲＮＡ，并分析ＯＰＮ的表达和ＮＰＣ临床病理特征的相关性。结果　 ＮＰＣ组织

中ＯＰＮｍＲＮＡ的表达显著高于鼻咽部炎症组织（犘＜０．０５），ＯＰＮｍＲＮＡ的表达水平和ＮＰＣ的Ｔ期、Ｎ期及临床分期相关（犘＜

０．０５）。结论　本研究结果显示，ＯＰＮ过量表达和ＮＰＣ的转移和进展有关，ＯＰＮ可以作为ＮＰＣ个体化治疗中一个有效的预后标

志物。
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　　骨桥蛋白（ＯＰＮ）是一种由破骨细胞、巨噬细胞、淋巴细胞

及肿瘤细胞分泌的细胞外基质蛋白［１］。现有研究报道 ＯＰＮ

高表达于胃癌、肺癌、乳腺癌、食管癌、卵巢癌及喉及下咽癌等

多种肿瘤组织，且与肿瘤的发生及发展有密切关系［２７］。然而

关于ＯＰＮｍＲＮＡ在 ＮＰＣ组织中的表达报道却相对较少，为

此，本研究建立了实时荧光定量ＰＣＲ法检测 ＮＰＣ组织 ＯＰＮ

ｍＲＮＡ的表达，以探讨其与ＮＰＣ病理特征的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　５２例 ＮＰＣ组织和１６例鼻咽部炎症组织取

自于２０１０年１月至２０１２年９月在南通大学附属东台医院和

南通大学附属医院就诊的６８例患者，平均年龄５６岁；男４２

例，女１９例，均未接受过放化疗。所有患者均签署知情同意

书，ＮＰＣ分期按照国际抗癌联盟第６版进行。活检组织置于

－３０℃冰箱保存。

１．２　仪器与试剂　ＲＮＡ抽提使用ＳＶＴｏｔａｌＲＮＡｉｓｏｌａｔｉｏｎ

Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ，批号：１８８９０），使用核酸紫外检测仪（Ｕ

００８０Ｄ，Ｈｉｔａｃｈｉ）检测的ＲＮＡ的质量。ＲＮＡ逆转录使用Ｐｒｉ

ｍｅＳｃｒｉｐｔ
? ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘｋｉｔ（Ｔａｋａｒａ，批号：１５０１），所有操作

均严格按照说明书。ＰＣＲ 扩增使用 ＲｏｔｏｒＧｅｎｅＱ 扩增仪

（ＱＩＡＧＥＮ）。

１．３　方法　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 根据 ＯＰＮ基因序列（ＧｅｎｅＢａｎｋ

ＮＭ＿０００５８２．２）使用ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物，上游引物：５′

ＡＧＴＴＣＴＧＡＧＧＡＡＡＡＧＣＡＧＣ３′；下游引物：５′ＣＣＣ

ＣＴＡＣＣＧＧＡＡＣＡＴＡＣＧ３′。扩增产物大约１９３ｂｐ。βａｃｔｉｎ

作为内参，其上游引物：５′ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴ

ＴＧ３′；下游引物：５′ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ

３′，扩增产物大约２５８ｂｐ。ＰＣＲ扩增使用ＳＹＢＲ? ＰｒｅｍｉｘＥｘ

Ｔａｑ
?试剂盒（ＴａＫａＲａ，批号：１６０３），反应体系为２５μＬ，内含

２μＬｃＤＮＡ，１×ＳＹＢＲ
? ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ

ＴＭ１２．５μＬ，上下游引

物各０．５μＬ，灭菌蒸馏水９．５μＬ。ＰＣＲ扩增循环参数为：９４

℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ（βａｃｔｉｎ，５８℃），７２℃３０ｓ，３０

个循环；７２ ℃ １０ｍｉｎ。基因相对定量采用２△△ＣＴ法，即－

△△ＣＴ＝－（△ＣＴ肿瘤组织－△ＣＴ正常组织）。

１．４　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１６．０进行数据统计分析，定量

数据均以狓±狊表示，ＯＰＮ ｍＲＮＡ 的表达差异采用狋检验，

ＯＰＮｍＲＮＡ表达和病理特征的相关性采用χ
２ 检验。犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＯＰＮ和βａｃｔｉｎ的扩增效率　通过预实验对扩增体系的

不断优化，用 ＯＰＮ和βａｃｔｉｎ不同倍比稀释浓度分别进行扩

·９４９２·国际检验医学杂志２０１３年１１月第３４卷第２２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２２
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增，两组标准曲线斜率差小于０．１，证明可以使用２△△ＣＴ法进

行分析。

２．２　ＯＰＮ和βａｃｔｉｎ的溶解曲线　ＯＰＮ和βａｃｔｉｎ扩增产物

经琼脂糖电泳后出现单一条带，无非特异性扩增，见图１（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。ＯＰＮ和βａｃｔｉｎ

的溶解曲线如图２显示（见《国际检验医学杂志》网站主页“论

文附件”），两者均为单峰，提示所扩增的产物特异性较好。

２．３　ＯＰＮ基因表达分析　对所获得合格的４８例 ＮＰＣ和１３

例鼻咽部炎症组织ＤＮＡ进行实时荧光定量ＰＣＲ分析，结果如

表１显示ＮＰＣ和炎症组织 ＯＰＮｍＲＮＡ的平均△ＣＴ分别为

（３．７３±１．０５）、（６．５４±０．６９），相对于炎症组织，ＮＰＣ组织

ＯＰＮｍＲＮＡ比炎症组织高７．０１（３．３９～１４．５２）倍，表达差异

有统计学意义（犘＝０．０００）。ＯＰＮｍＲＮＡ在Ｔ１～Ｔ２ 期的表达

明显低于 Ｔ３～Ｔ４ 期（犘＝０．０２２），有淋巴结转移组 ＯＰＮ

ｍＲＮＡ的表达显著高于无淋巴结转移组（犘＝０．０００），临床分

期中Ⅲ＋Ⅳ期的ＯＰＮｍＲＮＡ表达水平也明显高于Ⅰ＋Ⅱ期

（犘＝０．０００）。ＯＰＮｍＲＮＡ的表达在年龄、性别的比较差异无

统计学意义，见表２。

表１　　ＮＰＣ和炎症组织ＯＰＮｍＲＮＡ表达

项目 狀 ＯＰＮ平均ＣＴ βａｃｔｉｎ平均ＣＴ －△△ＣＴＯＰＮβａｃｔｉｎ －△△ＣＴ ２－△△ＣＴ 犘

ＮＰＣ组织 ４８ ２１．８４±１．２１ １８．１１±０．４５ ３．７３±１．０５ ２．８１±１．０５ ７．０１（３．３９～１４．５２）

炎症组织 １３ ２４．６６±０．５９ １８．１２±０．４１ ６．５４±０．６９ ０．００±０．６９ １．００（０．６２～１．６１） ０．０００

表２　　ＯＰＮｍＲＮＡ表达和ＮＰＣ病例特征的关系

项目 狀 ＯＰＮ 犘

性别

　男 ３６ ２１．６９±１．２０

　女 １２ ２２．２８±１．１９ ０．１５６

年龄

　≤５５岁 ２１ ２１．８５±１．３６

　＞５５岁 ２７ ２１．８３±１．１１ ０．９４９

Ｔ分期

　Ｔ１／Ｔ２ ２８ ２１．１４±１．４４

　Ｔ３／Ｔ４ ２０ ２２．４２±０．６０ ０．０２２

Ｎ分期

　Ｎ０ １６ ２２．９７±１．２８

　Ｎ＋ ３２ ２１．２７±０．６６ ０．０００

临床分期

　Ⅰ＋Ⅱ １６ ２３．１３±１．０９

　Ⅲ＋Ⅳ ３２ ２１．２０±０．６１ ０．０００

３　讨　　论

ＮＰＣ是一种多基因遗传性疾病，是最常见的头颈恶性肿

瘤之一，其发病与遗传因素、ＥＢ病毒感染、环境因素、饮食习惯

等多种致癌因素有关［８］。由于ＮＰＣ早期易出现颈淋巴结转移

且发生率较高，所以寻找肿瘤浸润、转移的特异性标志物将有

助予ＮＰＣ患者预后的判断。

ＯＰＮ属于小整合素结合配体 Ｎ端联结糖蛋白家族，ＯＰＮ

的氨基酸序列中包含的精氨酸甘氨酸天冬氨酸（ＲＧＤ）序列，

可与细胞表面的受体如整合素（包括整合素αｖβ１、αｖβ３、αｖβ５）

或ＣＤ４４变异亚型（包括ＣＤ４４ｖ３、ｖ６、ｖ７）结合发挥不同的生理

功能［９］。ＯＰＮ与各种整合素受体的相互作用可以诱导不同的

信号转导途径的激活，导致一系列的基因的表达，有助于改变

细胞的生物学行为，包括迁移和浸润［１０］。

本研究通过实时荧光定量ＰＣＲ法检测了 ＮＰＣ和鼻咽部

炎症组织的 ＯＰＮ ｍＲＮＡ的表达，结果显示 ＮＰＣ组织 ＯＰＮ

ｍＲＮＡ表达比炎症组织高 ７．０１（３．３９～１４．５２）倍，ＯＰＮ

ｍＲＮＡ在Ｔ１～Ｔ２ 期的表达明显低于Ｔ３～Ｔ４ 期，有淋巴结转

移组ＯＰＮｍＲＮＡ的表达显著高于无淋巴结转移组，在临床分

期中，Ⅲ＋Ⅳ期的 ＯＰＮｍＲＮＡ表达水平也明显高于Ⅰ＋Ⅱ

期，而ＯＰＮｍＲＮＡ的表达在年龄、性别差异无统计学意义。

本研究提示ＯＰＮ在ＮＰＣ的发生及转移起着重要作用。恶性

肿瘤细胞的远处转移是一个多因素、多步骤的复杂过程。近年

来众多研究表明，ＯＰＮ广泛参与多种恶性肿瘤的远处转移，并

证实其在肿瘤浸润转移、血管形成、抑制凋亡等过程中发挥重

要作用。Ｆｏｎｇ等
［３］报道 ＯＰＮ在肺癌细胞中高表达，ＯＰＮ通

过结合整合素αｖβ３，激活了ＦＡＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ＥＲＫ和 ＮＦκＢ

通路，促进肺癌细胞迁移。Ａｌｌａｎ等
［４］研究结果表明 ＯＰＮ作

为一个关键的生物分子参与了乳腺癌的淋巴结转移。Ｋｉｔａ

等［５］调查了１７５例食管癌患者ＯＰＮ和肿瘤预后之间的关系，

ＯＰＮ表达与临床分期、淋巴结转移，淋巴管浸润相关。Ｌｕ

等［７］研究结果显示在原发性喉及下咽癌和转移性癌组织中

ＯＰＮ的表达量显着高于正常组织，有淋巴结转移组ＯＰＮ的表

达量也显著高于无淋巴结转移组。众多研究表明ＯＰＮ在肿瘤

的发生、增殖、侵袭和转移等生物学行为中均具有重要作用。

ＯＰＮ不仅可能作为一个肿瘤分子诊断的标记物，并且是一个

潜在的分子治疗靶点［１１］。

总之，本研究结果表明，ＯＰＮ过度表达和 ＮＰＣ的转移和

进展密切相关。因此，可以推测，ＯＰＮ可作为 ＮＰＣ患者个体

化治疗的一个有效的预后标志物。然而，ＯＰＮ激活的信号转

导机制及ＯＰＮ和其受体的相互作用中，需要进一步的体外研

究来证实。
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有细菌共有的遗传物质，又是介导脓毒症的主要病原分子。所

以，对于脓毒症的预防乃至治疗，寻找出既可以拮抗 ＣｐＧ

ＤＮＡ又可以拮抗病原分子脂质 Ａ的天然无副作用药物具有

重大的理论与现实意义。

ＰＭＢ对革兰阴性细菌具有广谱抗菌活性，是得到国际公

认的脂质Ａ的特异性配体。因此本实验以不同浓度ＰＭＢ标

准溶液与脂质Ａ进行结合反应测定作为参照，通过软件计算

出的两者结合的ＫＤ值，该值不仅符合Ｔｈｅｒｍｏ公司提供的参

考标准，而且与文献报道的１０～１００ｎｍｏｌ／Ｌ水平基本相符，表

明建立的生物传感器筛选平台在脓毒症病原分子的配体筛选

方面具有快捷和可靠的优势。

生物传感技术最大的特点在于光学共振镜的应用，即按照

折光系数的动态变化数值，实时对传感器表面受体与其配体分

子间的相互作用及亲和力予以反映［４］。本课题组在前期的研

究工作中，围绕脂质 Ａ为中心靶点，在赤芍的组分分离中，成

功提取出拮抗内毒素的单体１，２，３，４，６Ｏ五没食子酰βＤ葡

萄糖（ＰＧＧ）
［５］。实验研究得出，有大量的带负电荷磷酸基团存

在于脂质Ａ双糖骨架上，诸如ＰＭＢ这类具有拮抗ＬＰＳ作用的

天然生物分子，都是借助与ＬＰＳ的活性中心脂质 Ａ的阴离子

基团结合，实现拮抗作用［６］。实验中脂质 Ａ疏水端经表面活

性剂ＯＧ连接到非衍生板上，在样品池表面形成脂质 Ａ活性

中心充分暴露的带负电荷的单分子层。而研究发现带负电荷

的磷酸基团同时也存在于ＣｐＧＤＮＡ中，所以笔者推测，相较

于脂质Ａ分子，ＣｐＧＤＮＡ在部分属性上与其类似，即其与中

药活性物质的结合是通过电荷作用来实现的，这为ＣｐＧＤＮＡ

建立靶点筛选抗炎中药提供了实验基础和理论依据。

本实验选用了碱基经硫代化修饰的免疫刺激作用增强型

ＣｐＧＤＮＡ１０７序列，其５′端被生物素标记后，ＣｐＧＤＮＡ再经

亲和素生物素效应放大系统与样品池表面稳固连接，从而建

立了可靠的靶点。在应用生物传感器技术检测过程中，由于药

液（配体）浓度不发生改变，当样品池表面受体与配体进行结合

后，其结合反映值的变化就是两者结合作用是否具有特异性及

其亲和力值的实时反映，其能直观、准确地提示与病原分子

ＣｐＧＤＮＡ及脂质Ａ结合的抗炎活性物质是否存在于中药中。

基于此，本课题组设计了进一步对中药活性成分含量评估的定

量消耗实验，按照上述技术的特点实验选择了亲和力值均高于

１００ＲＵ的中药。因部分中药中的有效物质被定量的脂质 Ａ

及ＣｐＧＤＮＡ所消耗，因而在定量消耗实验过程中，很多中药

由于活性成分含量较低，在消耗后与病原分子结合能力明显降

低，有的甚至丧失结合能力，如薄荷、草果等；但有的中药活性

物质含量较高，即使在消耗后仍具有较高的结合能力。实验结

果表明，侧柏叶等８种中药拮抗脂质Ａ及ＣｐＧＤＮＡ的活性成

分含量较高，拥有巨大的开发潜力。

本实验的检测靶点主要来源于革兰阴性菌的２种病原分

子，在构建应用生物传感筛选技术平台的基础上进行交叉二次

筛选，最终从１１４种抗炎中药中筛选出８种备选抗炎中药，为

后续选择分离纯化的药物提供了实验依据。
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（２）：７９８７．

（收稿日期：２０１３０５０８）
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