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实时荧光定量
QRS

检测
R3++?̂

在膀胱及尿路上皮癌中的表达"
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检验科&
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泌尿外科#兰州
<8$$$$

"

!!

摘
!

要"目的
!

探讨
R3++?̂

在膀胱及尿路上皮癌的临床诊断价值$方法
!

收集实验组患者膀胱及尿路上皮癌患者
<!

例#

采用实时荧光定量
QRS

!

S=5QRS

"从病理和临床分期
6

个方面对
R3++?̂

进行定量分析$对照组
6$

例患者为正常膀胱黏膜组

织$结果
!

R3++?̂

蛋白在对照组膀胱黏膜上皮无表达#拷贝数小于
"Y"$

6 拷贝'毫升$

<!

例膀胱及尿路上皮癌患者阳性表达
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例!

8+7<g

"#

R=

值均小于
8!

#基因拷贝数均大于
"Y"$

+ 拷贝'毫升$阳性表达率与肿瘤病理分级%肿瘤分期!

=4(

"相关#与

肿瘤复发和数量无相关性$结论
!

R3++?̂

可作为判断膀胱及尿路上皮癌分级%分期的参考指标#具有临床诊断意义$

关键词"上皮癌&

!

膀胱&

!

尿路&

!

实时荧光定量
QRS

&

!

R3++?̂

蛋白
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侵袭和转移是恶性肿瘤最本质的特征$其与很多因素相

关$目前对恶性肿瘤各种因子的研究已成为热点'

"

(

)

R3++

分

子通过与细胞外基质中的透明质酸*胶原蛋白*血管内皮细胞

等黏附$致使肿瘤细胞具有很强的生长及转移能力$在肿瘤的

发生*发展中起重要的作用)近年来研究发现
R3++

与多种肿

瘤的复发*浸润*转移有关'
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(

)本研究应用实时荧光定量

QRS

#

S=5QRS

%技术检测
R3++?̂

蛋白在膀胱及尿路上皮细胞

癌中的表达$探讨
R3++?̂

与膀胱尿路上皮细胞癌病理分级*

临床分期*复发的相关性)

?

!

资料与方法

?7?

!

一般资料
!

<!

例膀胱尿路上皮细胞癌标本选自
6$"$

年

"

月至
6$$"+

年
9

月该院泌尿外科手术切除且经病理确诊患

者#实验组%$男
!#

例$女
"9

例$年龄
6̂

"

9̂

岁$平均年龄
!<

岁)根据国际抗癌协会#

.̀RR

%制定的肿瘤分期#

=4(

%标准!

=)15A

期
"+

例$

="

期
6!

例$

=6

期
6"

例$

=8

期
"$

例$

=+

期
!

例&病理
$

级
6<

例$

'

级
6!

例$

&

级
68

例&初发组
!"

例$复发

组
6+

例&单发组
!"

例$多发组
6+

例)

6$

例对照组患者膀胱

尿路上皮细胞组织均取自经耻骨上前列腺摘除术$经病理证实

为正常膀胱黏膜组织)

?7@

!

仪器与试剂
!

0Q.<!$$

实时荧光定量
QRS

仪)核酸提

取液
&

$逆转录酶$

=A

P

酶系$

R3++?̂ QRS(.b

$

R3++?̂

阳性

质控品$阴性质控品$均由北京索奥生物医药科技有限公司

提供)

?7A

!

方法
!

#

"

%

340

提取!选取约
!$H

*

膀胱黏膜组织转移

至
"7!H-

干净离心管中$加
"H-

生理盐水混匀$研磨器研制

成匀浆$

"6$$$F

"

H);

离心
!H);

$弃上清液$沉淀加
!$

%

-

核

酸提取液#

340

%$充分混匀$

"$$[

处理
"$H);

$

"6$$$F

"

H

离

心
!H);

$取上清液
+

%

-

做
QRS

反应)#

6

%

QRS

扩增!从试剂

盒中取出
R3++?̂ QRS(.b

*

=A

P

酶系$室温融化并振荡混匀$

"$$$$F

"

H);

离心
"$1

)参考北京索奥生物医药科技试剂盒

说明书提取膀胱尿路上皮癌患者总
S40

$利用逆转录酶进行

反转录$合成
E340

)以
E340

为模板$进行
QRS

扩增)

R3++?̂

引物序列上游为!

!h5=aa0R=RR0a=R0=0a=0

=00 RaR58h

&下游为!

!h5aa= RR= a=RR=a =RR 000

=R58h

$测试反应体系配置为!

R3++?̂ QRS(.b6+

%

-

$逆转录

酶
+

%

-

$

=A

P

酶系
6

%

-

)向设定的
4

个
QRS

反应管中分别加

入
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%

-

反应体系$向每管中加入处理后的样品或
R3++?̂

阳

性定量标准品#使用前用阴性质控品梯度稀释
"$

*

"$$

*

"$$$

倍$记为
"Y"$

9

*

"Y"$

!

*

"Y"$

+ 拷贝"毫升%和阴性质控品
+

%

-

$

"$$$$F

"

H);

瞬时离心
81

)将各反应管放入定量
QRS

反

应槽内$按对应顺序设置阴性质控品*阳性定量标准品及未知

标本$并设置反应体系
8$

%

-

$样品名称$标记荧光基团种类

-

<̂96

-

国际检验医学杂志
6$"9

年
"$

月第
8<

卷第
"#

期
!
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'>M78<

!

4>7"#

"

基金项目"兰州市科技计划项目资助#

6$"65"58<
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!!

作者简介"刘小荣$女$主管检验医师$主要从事病原微生物*免疫学研究)

!

%

!

通讯作者$
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!

*
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N
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*

V)A;
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#报告基团为
T0(

$淬灭基团为
=0(S0

%和循环条件!

#![

8$1

$然后
#![!1

$

9$[8$1

$

+$

个循环)

?7B

!

结果判读
!

#

"

%标准曲线!

._$7##

$阳性
R=

'

8!

$基因拷

贝数为
"Y"$

+ 拷贝"毫升)#

6

%各待测反应管曲线图!分别绘

制
=4(

分期
R3++?̂

蛋白荧光定量
QRS

曲线图&

e%]

病理

分级
R3++?̂

蛋白荧光定量
QRS

曲线图&临床分期
R3++?̂

蛋

白荧光定量
QRS

曲线图&肿瘤数量
R3++?̂

蛋白荧光定量

QRS

曲线图$根据相关标准进行结果判断)

?7C

!

统计学处理
!

采用
/Q//"87$

统计软件进行数据分析$

计量资料组间比较使用方差分析和
/

检验$两样本率的比较应

用
!

6 检验)

!

#

$7$!

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@7?

!

R3++?̂

在
6

组患者中的表达结果比较
!

R3++?̂

蛋白在

对照组正常膀胱及尿路上皮细胞中不表达$在实验组膀胱及尿

路上皮癌的阳性表达
69

例$阳性率
8+7<g

)

@7@

!

R3++?̂

与实验组膀胱尿路上皮癌
=4(

分期的关系
!

R3++?̂

蛋白阳性表达率随
=4(

分期增加而升高$

=)15A

期
8

例#

6"7+g

%$

="

期
<

例#

8$7+g

%$

=6

期
^

例#

+$7$g

%$

=8

期
!

例#

!$7$g

%$

=+

期
8

例#

8<7!g

%$浅表性#

=)15A

"

="

%与浸润

性#

=6

"

=+

%比较$差异有统计学意义#

!

#

$7$!

%)见表
"

)

@7A

!

R3++?̂

与实验组膀胱尿路上皮癌病理分级的关系
!

R3++?̂

蛋白表达随病理分级增加而升高$

$

级
+

例#

"+7̂g

%$

'

级
#

例#

89g

%$

&

级
"8

例#

!97!g

%$高分化膀胱尿路上皮癌

#

$

级%与低分化膀胱尿路上皮癌#

'

*

&

级%比较$差异有统计

学意义#

!

#

$7$!

%)见表
"

)

@7B

!

R3++?̂

与膀胱尿路上皮癌复发的关系
!

R3++?̂

蛋白

在
!"

例原发性膀胱尿路上皮癌中
"<

例表达#

88g

%$

6+

例复

发性膀胱尿路上皮癌中
#

例表达#

8<g

%$两者比较差异无统计

学意义#

!

&

$7$!

%)见表
"

)

表
"

!!

R3++?̂

蛋白表达与
=4(

分期(病理分级(

!!!

复发及肿瘤数量的相关性

项目
1

R3++?̂

阳性表达值#

R=

值
'

8!

%

阴性#

1

% 阳性#

1

%

=4(

分期

!

=)15A "+ "" 8

!

=" 68 "9 <

!

=6 6$ "6 ^

!

=8 "$ ! !

!

=+ ^ ! 8

e%]

分级

!$

级
6< 68 +

!'

级
6! "9 #

!&

级
68 "$ "8

临床分期

!

初发
!" 8+ "<

!

复发
6+ "! #

肿瘤数量

!

单发
!" 88 "̂

!

多发
6+ "9 ^

@7C

!

R3++?̂

与膀胱尿路上皮癌数量的关系
!

R3++?̂

蛋白在

!"

例单发膀胱尿路上皮癌中
"̂

例表达#

8!76g

%$

6+

例多发膀

胱尿路上皮癌中
^

例表达#

88g

%$两者比较差异无统计学意义

#

!

&

$7$!

%)见表
"

)

A

!

讨
!!

论

!!

大量研究表明$

R3++

及其变异体在肿瘤的发生和发展过

程中起着重要的作用$与乳腺癌*结肠癌*肾癌*胆管癌*前列腺

癌等多种肿瘤的生长*侵袭和转移有着密切的联系'

!59

(

)

R3++

是一种蛋白形式的细胞表面黏附因子$参与细胞
5

细胞*细胞
5

基质之间的特异性粘连过程$人类
R3++

基因位于
""

号染色

体短臂上)目前已发现
R3++HS40

至少由
6$

个外显子组

成$完整基因组在染色体上大约跨越
!$IL

'

<5̂

(

)

R3++

基因的

外显子按表达方式分为
6

种!一种是组成型外显子$另一种是

'

区变异型外显子)组成型外显子共有
"$

个$其转录片段存

在于所有
R3++

转录子中$仅含组成型外显子的转录子称为标

准型
R3++

#

R3++1

%

'

#

(

)

'

区变异型外显子也有
"$

个$在基因

组上位于第
!

和第
9

个组成型外显子之间$在染色体
340

上

跨越
6!IL

)含有
'

区外显子的
R3++

转录子统称为拼接变异

体#

R3++'

%)

近年来$众多学者通过基因水平*蛋白水平
6

个方面检测

尿液中
R3++

$从而对膀胱肿瘤的分化*浸润*数量*转移*复发

及预后作了大量的研究)目前关注较多的主要是
R3++1

*

R3++?6

*

R3++?9

*

R3++?̂

"

"$

对膀胱肿瘤的诊断)

通过对恶性肿瘤组织中各种
R3++

分子的检测结果表明$

许多类型的肿瘤均有不同程度的
R3++

分子表达'

"$

(

)

R3++1

和
R3++?

的异常表达$与膀胱尿路上皮癌的发生*发展有着密

切的联系$但目前仍未得出统一的结论)多数学者的研究结果

显示$

R3++1

表达缺失同时伴有
R3++?

表达增高$与肿瘤分化

程度较差*分期较晚显著相关)有关研究报道$同时检测组织

和尿脱落细胞中
R3++

的表达$

R3++?̂

"

"$

与膀胱尿路上皮

癌的进展相关$在浸润性膀胱尿路上皮癌患者的尿脱落细胞中

升高'

""5"+

(

)本研究应用实时荧光定
QRS

方法检测正常膀胱黏

膜及膀胱尿路上皮癌组织中
R3++?̂

蛋白的表达$探讨

R3++?̂

阳性表达与病理分级*临床分期*肿瘤数量及复发的关

系$结果表明$阳性表达随膀胱尿路上皮癌的分级*分期增加而

升高$但与膀胱尿路上皮癌的数量*复发无关)

R3++?̂

蛋白可

作为判断膀胱尿路上皮癌分化程度*临床分期的参考指标)
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分析可有效辅助诊断
+

5

珠蛋白生成障碍性贫血)脐带血
%L

电泳组分分析不仅可鉴定母血污染$利用
%L0

截断值也可有

效进行初步筛查$降低产前诊断的漏检率)对无条件开展基因

诊断的基层医院$可应用脐血
%L

电泳初步筛选可疑患者$并

做进一步检测)

参考文献

'

"

(

a)>FGA;>QR742KL>F;1EF22;);

*

C>FB2H>

*

M>L);>

J

A@B)21

D1);

*

EA

J

)MMAF

N

2M2E@F>

J

B>F21)1

'

\

(

7(2@B>G1 (>M&)>M

$

6$"8

$

#"#

#

68

%!

"8"5"+!7

'

6

(

b)>;

*

T

$

/D;(

$

fBA;

*

b

$

2@AM7(>M2EDMAF2

J

)G2H)>M>

*

)EAM

1DF?2

N

>CBA2H>

*

M>L);>

J

A@B)21);@B2aDA;

*

V)fBDA;

*

0D@>;>H>D1S2

*

)>;>C1>D@B2F;RB);A

'

\

(

7RM);a2;2@

$

6$"$

$

<̂

#

6

%!

"8#5"+̂ 7

'

8

( 徐湘民
7

地中海贫血预防控制操作指南'

(

(

7

北京!人民

军医出版社$

6$""7

'

+

(

cAOAO)A;%%7=B2@BAMA112H)A1

N

;GF>H21

!

H>M2EDMAFLA5

1)1A;G

J

F2;A@AMG)A

*

;>1)1);"##$

'

\

(

7/2H); %2HA@>M

$

"##$

$

6<

#

8

%!

6$#566̂ 7

'

!

(

/F)?>FAID;%

$

TDEBAF>2;a

$

/A25̀ ;

*

4

$

2@AM70;AM

N

1)1>C

C2@AMLM>>GD1);

*

EA

J

)MMAF

N

2M2E@F>

J

B>F21)11

N

1@2H

!

A1)H

J

M2

H2@B>GC>F

J

F2;A@AMG)A

*

;>1)1>C12?2F2@BAMA112H)AG)12A5

121

'

\

(

7,DF\%A2HA@>M

$

6$$#

$

8̂

#

"

%!

!<59!7

'

9

( 郭浩$杜丽$唐斌$等
7

脐血血红蛋白电泳在新生儿地中海

贫血筛查中的应用'

\

(

7

实用医学杂志$

6$"+

$

8$

#

"6

%!

"#!85"#!!7

'

<

( 李继慧$张炬光$邓国生
7

应用脐带血电泳筛查新生儿
,

5

地中海贫血'

\

(

7

中国优生与遗传杂志$

6$"$

$

"̂

#

^

%!

<!7

'

^

(

-);-

$

RB2;34

$

aD>\

$

2@AM732?2M>

J

H2;@>CAEA

J

)MMAF

N

O>;22M2E@F>

J

B>F21)1 H2@B>GC>FFA

J

)GG2@2FH);A@)>;>C

BDHA;

*

M>L);EBA);1);

,

A;G

+

5@BAMA112H)A1DL

:

2E@1

'

\

(

7

&M>>GR2MM1(>M3)1

$

6$"!

$

!!

#

"

%!

9659<7

'

#

(

QFA

:

A;@A12;=

$

TDEBAF>2;/

$

TDEBAF>2;a7%)

*

BF21>MD5

@)>;H2M@);

*

A;AM

N

@)EAM

J

MA@C>FHC>FFA

J

)G

J

F2;A@AMA;G

J

>1@;A@AMG)A

*

;>1)1 >C

+

5@BAMA112H)A E>HH>; AH>;

*

/>D@B2A1@01)A;

J

>

J

DMA@)>;

'

\

(

7RM);RB)H0E@A

$

6$"!

$

++"

#

++"

%!

!95967

'

"$

(

QFA

:

A;@A12;=

$

TDEBAF>2;/

$

TDEBAF>2;a

$

2@AM7QF2;A@AM

A;G

J

>1@5;A@AM1EF22;);

*

>C

+

5@BAMA112H)AA;GB2H>

*

M>L);

,

*

2;21);=BA)MA;GD1);

*

G2;A@DF);

*

B)

*

B

J

2FC>FHA;E2

M)

P

D)GEBF>HA@>

*

FA

J

B

N

'

\

(

7(>M&)>MS2

J

$

6$"8

$

+$

#

+

%!

8"<858"<#7

'

""

(

%>//

$

RB>;

*

//

$

c>A

N

,/

$

2@AM7()EF>1A@2MM)@2HAFI2F1

K)@B);5

/,0

LF2AI

J

>);@1C>F

J

F2;A@AMG)A

*

;>1)1>C%L&AF@1

B

N

GF>

J

1C2@AM)1

'

\

(

7RM);RB2H

$

6$$<

$

!8

#

6

%!

"<85"<#7

'

"6

(

cB>/-

$

RBDAc%

$

a2>F

*

2,

$

2@AM70;>?2M

*

A

J

5QRS

K)@BB)

*

BF21>MD@)>;H2M@);

*

A;AM

N

1)1C>F@B2G2@2E@)>;>C

,

5@BAMA11A2H)A/>D@B2A1@01)A;A;GT)M)

J

);>

+

5@BAMA11A25

H)AG2M2@)>;

'

\

(

7/E)S2

J

$

6$"!

$

!

#

6

%!

"8<5"8#7

#收稿日期!

6$"95$85""

!!

修回日期!

6$"95$!56"

%

#上接第
69̂^

页%

'

9

( 周刚$邱大卫$秦大江$等
7

二重荧光定量
S=5QRS

检测胰

腺癌患者
R3++?9

基因的表达'

\

(

7

国际检验医学杂志$

6$""

$

86

#

"̂

%!

6$!"56$!+7

'

<

(

a>M1BA;)S

$

->

J

2O-

$

,1@F2MMA'

$

2@AM7%

N

AMDF>;)EAE)G

1

N

;@BA125"2V

J

F211)>;F2

*

DMA@21LMAGG2FEA;E2F

*

F>K@B

$

);?A1)>;

$

A;GA;

*

)>

*

2;21)1@BF>D

*

BR3++

'

\

(

7RA;E2FS21

$

6$$̂

$

9̂

#

6

%!

+̂85+#"7

'

^

(

cD;E>?o\

$

F̀LA; (

$

(A;G

N

1'7,V

J

F211)>;>CR3++1

A;GR3++?9);@FA;1)@)>;AME2MMEAFE);>HA1>C@B2DF);AF

N

LMAGG2F

!

E>H

J

AF)1>;K)@B@DH>DF

*

FAG2

$

J

F>M)C2FA@)?2AE5

@)?)@

N

A;G

J

!8)HHD;>F2AE@)?)@

N

>C@DH>DFE2MM1

'

\

(

70Q5

(./

$

6$$<

$

""!

#

""

%!

""#+5"6$!7

'

#

(

/AD@2F0

$

cM>C@R

$

aF>;AD/

$

2@AM7QBAFHAE>I);2@)E1

$

)H5

HD;>

*

2;)E)@

N

A;G1AC2@

N

>CL)?A@DODHALH2F@A;1);2

$

A;>5

?2MR3++?95@AF

*

2@);

*

)HHD;>E>;

:

D

*

A@2

$

);

J

A@)2;@1K)@B

1

P

DAH>D1E2MMEAFE);>HA>C@B2B2AGA;G;2EI

'

\

(

7.;@\

];E>M

$

6$$<

$

8$

#

+

%!

#6<5#8!7

'

"$

(

cAKA;>=

$

dA;>HA/

$

4AIAHDFAd

$

2@AM7,?AMDA@)>;>C

1>MDLM2 AGB21)>; H>M2EDM21 R3++

#

R3++1@

$

R3++?!

$

R3++?9

%$

.R0(5"

$

A;G 'R0(5"A1@DH>FHAFI2F1);

B2AGA;G;2EIEA;E2F

'

\

(

70H\]@>MAF

N

;

*

>M

$

6$$!

$

69

#

!

%!

8$̂58"87

'

""

(

QF)

*

>OB);A4-

$

fB>;

*

-

$

%D;@2F,0

$

2@AM7QMA1HAH2H5

LFA;2A11A

N

1A;G@BF225E>H

J

AF@H2;@)HA

*

2E

N

@>H2@F

N

C>F

B)

*

BE>;@2;@1EF22;);

*

'

\

(

7011A

N

3FD

*

32? =2EB;>M

$

6$$<

$

!

#

"

%!

6#5+̂ 7

'

"6

(

eA;

*

/\

$

e>;

*

a

$

32%22F0(

$

2@AM7R3++?AF)A;@)1>5

C>FH1);B2AGA;G;2EI1

P

DAH>D1E2MMEAFE);>HA

J

F>

*

F215

1)>;

'

\

(

7-AF

N

;

*

>1E>

J

2

$

6$$#

$

""#

#

^

%!

"!"̂5"!8$7

'

"8

(

a>M1BA;)S

$

-D)1->

J

2O

$

,1@F>MMA'

$

2@AM7%

N

AMD5@>;)EAE)G

1

N

;@BA125.2V

J

F211)>;F2

*

DMA@21LMAGG2FEA;E2F

*

F>K@B

$

);5

?A1)>;

$

A;GA;

*

)>

*

2;21)1@BF>D1BR3++

'

\

(

7RA;E2FS21

$

6$$̂

$

9̂

#

6

%!

+̂85+#"7

'

"+

(

SD

JJ

`

$

/EB>2;G>FC5%>MMA;G,

$

,)EBLADH (

$

2@AM7/AC25

@

N

A;G

J

BAFHAE>I);2@)E1>CL)?A@DODHALH2F@A;1);2);

J

A5

@)2;@1K)@BR3++?95

J

>1)@)?2H2@A1@A@)ELF2A1@EA;E2F

!

C);AM

F21DM@1>CA

J

BA12.1@DG

N

'

\

(

70;@)5RA;E2F3FD

*

1

$

6$$<

$

"̂

#

+

%!

+<<5+̂!7

#收稿日期!

6$"95$85$6

!!

修回日期!

6$"95$!56+

%

-

"#96

-

国际检验医学杂志
6$"9

年
"$

月第
8<

卷第
"#

期
!

.;@\-AL(2G

!

]E@>L2F6$"9

!

'>M78<

!

4>7"#




