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探讨原发性肝癌患者血清肿瘤标志物与肿瘤组织中凋亡调节基因表达的关系$方法
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例健康者分别纳入观察组和对照组!检测
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以及肿瘤组织中凋亡调节基因的表达水平$结果
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的水平呈负相关$结论
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原发性肝癌患者血清中
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水平异常升高!且与

肿瘤组织中凋亡调节基因的表达密切相关!是判断原发性肝癌病情的理想指标$
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原发性肝癌是消化道系统常见恶性肿瘤#患者预后较差*

生存率较低)在临床实践中#采取有效的辅助检查手段早期发

现肿瘤#并准确判断病情有助于及时制定合理的治疗方案)血

清学指标检测是较为理想的无创性检查方法#有利于长期监测

并动态评估病情变化)高尔基体蛋白
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%等新型的肿瘤标志物在原发性肝癌

的筛查中具有较高的特异度'
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#但其在肿瘤生长和存活中的

作用尚不明确#本研究旨在明确肝癌患者血清中上述标志物的

变化情况#讨论其与肝癌组织中凋亡基因和抗凋亡基因表达的

关系#以此来探索血清肿瘤标志物水平在原发性肝癌中的应用

价值)
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资料与方法
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一般资料
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年
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年
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月在本院消化科与

感染科确诊为原发性肝癌的
;#

例患者纳入观察组#所有患者

均参照原卫生部医政司组织#并由全国肿瘤防治办公室与中国

抗癌协会合编的,新编常见恶性肿瘤诊治规范-中有关原发性

肝癌等肿瘤疾病的诊断标准#排除有转移病灶的患者&同期本

院体检中心的
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例体检健康者纳入对照组#肝肾功能均正常)

观察组中男
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例#女
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例#平均$
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仪器与试剂
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试剂盒购于武汉伊莱瑞特生物科

技有限公司#
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检测方法
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观察组患者在入院后采集外周血
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#离心

后取血清保存在
N%#_

环境下&术中操作时#取肝癌组织和癌

旁正常组织#经病理检查确认后#投入液氮冷冻并保存在
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_

环境下)对照组健康者在体检时采集外周血
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重复
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个循环#引物序列见表
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)通过软件读取循环阈值$

+0

值%并计算
?,R&

水平相对值#两组间比较时#设定癌旁正常

组织中目的基因的
?,R&

水平为
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#计算肝癌组织中目的

基因的
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水平)
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基因名称 上游引物 下游引物
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统计学处理
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采用
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统计软件进行数据处理及

统计学分析)计量资料以
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组受试者血清肿瘤标志物的水平比较
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观察组患者血

清中
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凋亡抑制基因
!

肝癌组织中凋亡抑制基因
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的
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浓度高于癌旁正常组织中凋亡抑制基因
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血清肿瘤标志物与凋亡调节基因的相关分析
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促凋亡基因
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肝癌组织中促凋亡基因
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血清肿瘤标志物与凋亡调节基因的相关分析
!

血清
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浓度与凋亡抑制基因
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和
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的
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浓度呈显著正相关&与促凋亡基因
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的
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浓度呈显著负相关#见表
T

)

D

!

讨
!!

论

原发性肝癌的早期诊断与筛查一直是临床研究的热点和

重点#血清学指标检测是十分理想的辅助检查方式#具有采样

操作方便*可以反复操作*结果稳定性好的优势)
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等是近年来新发现的对原发性肝癌具有诊断价值的血

清肿瘤标志物'
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是一类位于高尔基体顺面的蛋白#在

生理条件下处于细胞内&在肝细胞发生癌变的过程中#

(*"$

会

由高尔基体进入胞浆#而后在分泌小体的包裹下进入血液循

环'

$
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)

=V!

是一类存在于细胞质中#且与细胞周期调控密切

相关的蛋白#具体的作用是催化胸腺胞嘧啶脱氧核苷酸与磷酸

脱氧核苷酸的互相转化'

;
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是一类分泌性糖蛋白#同样

与细胞增殖的调控密切相关#通过羧基末端的结构域与
[,*8

结构域互相作用来实现促进肝癌细胞增殖的效应'

T

(

)本研究

通过分析原发性肝癌患者和健康者血清中肿瘤标志物水平可

知#观察组患者血清中
(*"$
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水平高于对照组)

这就初步说明原发性肝癌患者血清中
(*"$

*

=V!
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水平

异常升高#对疾病具有诊断价值)

肝癌细胞的增殖过程同时受到了凋亡促进基因和凋亡抑

制基因的调控#
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是新发现的凋亡抑制蛋白#

*4K!

属于有丝分裂的丝氨酸"苏氨酸激酶家族#具有明显的促

进细胞分裂和增殖的效应'
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和
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均属于凋亡抑制

蛋白#能够通过抑制凋亡分子
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来阻断细胞的凋亡过

程'
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家族及
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是效应明确的促凋亡基因#
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和
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是凋亡过程的执行分子#可

以通过与细胞内相关原件的结合来直接造成细胞发生凋

亡'

7)!#

(

&

Q@H

的促凋亡作用是通过与
QA4)<

形成异源二聚体*抑

制
QA4)<

的促增殖作用来实现的#

Q@H

表达缺失会造成细胞发

生恶性增殖'

!!

(

)本研究通过荧光定量
*+,

的方法检测了肝

癌组织中凋亡相关基因的
?,R&

水平#结果显示肝癌组织中

凋亡抑制基因
*4K!

*

[:C:2

和
g:@

I

的水平高于癌旁正常组织&

促凋亡基因
L=P!

*

+@/

I

@/.)$

*

+@/

I

@/.)%

的水平低于癌旁正常

组织)这就说明肝癌组织中存在凋亡调节基因表达异常)

血清中肿瘤标志物水平的升高与肝癌细胞的恶性增殖有

关#肝癌细胞的恶性增殖能力越强*肿瘤的恶性程度越高)在

临床实践中#检测肝癌细胞的恶性增殖能力有助于判断肿瘤的

恶性程度)但是#肝癌细胞增殖能力的检查需要通过有创性的

+
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穿刺活检来完成#不利于病情的长期监测&并且在癌症早期#调

控肝癌细胞增殖的相关基因也不会出现明显变化)相比穿刺

活检#血清学指标检测的优势在于创伤小*可重复#并且在癌症

发生的早期便会出现改变)如上所述#肝癌患者血清中
(*"$

*

=V!

*

WVV!

水平异常升高)那么#上述血清学指标能否反映

肝癌细胞的增殖能力及疾病的恶性程度呢0 为了验证这一点#

本研究对血清学指标与凋亡调节基因的相关性进行了分析#结

果显示血清中
(*"$

*

=V!

*

WVV!

水平与凋亡抑制基因的
?,)

R&

水平呈正相关&与促凋亡基因
L=P!

*

+@/

I

@/.)$

*

+@/

I

@/.)%

的
?,R&

水平呈负相关)这就说明血清肿瘤标志物可以反映

肿瘤组织中凋亡相关基因的表达情况)

综上所述#原发性肝癌患者血清中
(*"$

*

=V!

*

WVV!

水

平异常升高#且与肿瘤组织中凋亡调节基因的表达存在相关

性#是判断原发性肝癌病情的理想指标)
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溶剂提取法#但其在后续扩增目的基因的
*+,

反应中有更好

的效果#还避免了繁琐的技术劳动和有毒的有机溶剂'

T

(

)有研

究在提取脑脊液的肺结核分枝杆菌
WR&

时#用含
AG.4.H!##

和蛋白酶
V

的缓冲液
T8_

孵育前#用溶菌酶
$"_

孵育
!G

并

未改善检测的灵敏度#其最低检测限从
!#

;

)

!#

T

+SY

细菌反

而升至
!#

T

)

!#

8

+SY

细菌'

8

(

)因此本文继续研究了当
AG.4)

.H!##,

和蛋白酶
V

与溶菌酶等酶同时应用时的反应条件)

本研究分析显示含溶菌酶*溶葡萄球菌酶*

AG.4.H!##,

树

脂*蛋白酶
V

的裂解液同时与细菌于
T8_

孵育
$#?:2

#是获取

L,P&

细菌
WR&

既便捷又高效的方法'

"

(

#溶葡萄球菌酶和

AG.4.H!##,

树脂降低
*+,

反应
+0

值的效果非常明显#提高了

检测能力#该方法可用于细菌定量检测)同时本研究发现以上

所有成分
T8_

一步法裂解的效果最佳#不同于研究者们通常

采用的方法#即细菌经溶菌酶和溶葡萄球菌酶
$"_

孵育后#再

用蛋白酶
VT8 _

孵育'

%

(

)本研究方法可以立即用于下一步

*+,

#如用于日常检测能大大缩短标本处理时间#提高检测效

率#为
*+,

法快速检测临床
L,P&

感染奠定了基础)
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