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要"目的
!

探讨血浆
./0123

作为食道癌早期诊断标志物的意义&方法
!

采集食道癌初诊患者的血浆!检测候选
./0$

123

"

./0$),4

'

./0$'(54

和
!"#$%&

%!通过与健康对照者血浆中
./0123

表达水平比较!判断其表达是否存在差异$通过校正长期

吸烟与酗酒之后!利用
67

8

/3#/9

回归判断哪一候选
./0123

具有更好的指导临床诊断的价值$利用
0:;

曲线分析候选
./0123

是否具有较高的诊断效能&结果
!

两组人群在年龄上并无显著性差异"

!

$

,+,-

%!而在吸烟支数'饮酒水平及肿瘤家族史方面具

有显著性差异"

!

%
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%&两组人群相比!血浆
!"#$%

与
./0$'(54

与食道癌发病风险相关"

!

%
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%$校正吸烟与酗酒
(

个危险因

素后!

!"#$%&

水平与食道癌发病风险相关"

!

%
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的
0:;

曲线下面积为
,+%'(

!其具有一定的食道癌诊断效能&

结论
!

血浆
!"#$%&

可以作为诊断食道癌的生物标志物&
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./0123

是一类由内源性基因编码的非翻译单链
012

分子#大小约为
((>#

'

./0123

参与内源性转录后调控#通过

对靶基因完全或不完全配对结合#诱导靶基因
.012

降解或

转录抑制#从而调节相关靶基因表达水平'血清中
./0123

不仅能抵抗核糖核酸酶的消化#能耐酸和碱催化#且稳定时间

较长#提示该类小分子可用于肿瘤的筛查(个体诊断和疗效监

测'在中国#食道癌发病率和病死率均较高#其
-

年生存率不

足
'-P

#在常见的恶性肿瘤发病及死亡风险中排在第四位'

早期食道癌患者通常没有较为显著的临床症状#导致食道癌患

者在中晚期才能被确诊和接受相应的治疗'

./0$),4

(

./0$

'(54

和
!"#$%&

等已被证实参与心血管疾病(糖尿病及肿瘤等发

生发展#调节某些相关基因的表达)

'$-

*

'本研究通过检测初诊

食道癌患者与健康人血浆
./0123

水平#结合临床资料分析#

探讨血浆
./0123

用于食道癌早期诊断的意义'

A

!

资料与方法

A+A

!

一般资料
!

本研究总共纳入研究对象
%,

例#其中
)-

例

初诊为食道癌的患者$食道癌组&#

)-

例为健康人$健康对照

组&#所有纳入对象均在湖北省丹江口市招募'

)-

例食道癌患
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者均接受组织病理学检查并临床诊断为食道癌#并且均未接受

手术治疗及放疗(化疗#均为食道鳞状细胞癌患者#招募时间为

(,')

年
'V',

月%每位纳入对象均接受本项目调查员面试#并

进行详细的问卷调查#其中危险因素纳入吸烟与否(吸烟支数(

是否饮酒或酗酒及酗酒情况下饮酒量'每例食道癌患者均使

用
@E/M7!6W

试剂保存食道癌组织'同时采集每例受试对象至

少
-.6

肝素抗凝全血#置于常温
5G

后#采用三步离心法

$
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8

离心
),./>

%

'(,,X

8

离心
-./>

%

(-,,X

8

离心
-

./>

&分离出无细胞血浆'血浆冻存于
V?,Y

备用'

A+B

!

仪器与试剂
!

@Z6$'5[

型台式低温高速离心机%美国应

用系统生物公司$

2HQ

&

W#"

F

:>"

实时定量
O;0

仪%美国
H\

S49C#4/>"E

肝素锂真空采血管%美国
U

FF

">B7ED]S

微型台式

分光光度计'美国
6/D"

公司
Q>A/#E7

8

">@E/M7!6W

试剂盒%天

津科密欧公司分析纯级氯仿(分析纯级异丙醇#国药化学公司

分析纯级无水乙醇(

%-P

乙醇及纯水%日本
@4̂ 404

公司

JJ6S

逆转录酶%美国
6/D"

公司
Q>A/#E7

8

">B1@O

"逆转录反

应缓冲液"核酸酶抑制剂%日本
@4̂ 404

公司
@4

_

聚合酶'

A+C

!

方法

A+C+A

!

引物设计与序列
!

根据已有文献报道设计引物#由广

州锐博生物技术公司合成#引物序列见表
'

'

A+C+B

!

012

抽提
!

按照
@E/M7!6W

试剂盒说明书要求#抽提

食道癌组织及血浆样品
012

!将食道癌组织匀浆后取
),

"

-,

.

8

加
'.6@E/M7!6W

试剂#每
(,,

#

6

血浆中加
?,,

#

6@E/M7!

6W

试剂#均质化'以上混合物随后添加
(,,

#

6

氯仿#混匀后

置于冰上
-./>

'随后
'(,,,X

8

离心
'-./>

#吸取上层
012

层#加入
--,

#

6

异丙醇#轻摇振荡后
'(,,,X

8

离心
',./>

'

离心后吸取上层水相#加入
%-P

乙醇清洗#然后风干#

O;0

级

纯水溶解备用'

(5,>.

"

(?,>.

波长下测定
012

浓度'

A+C+C

!

逆转录反应
!

采用
JJ6S

逆转录酶逆转录约
(,>

8

总
012

#逆转录反应后生成
9\12

'

',

#

6

反应体系!

-

>.7!

"

6./012

特异性
W#".$!77

F

逆转录引物(

-,,

#

.7!

"

6

B1@O

混合物(

(

#

6-X0@

$逆转录&缓冲液(

',]

核酸酶抑制

物及
',,] JJ6S

逆转录酶#无
012

酶$

0143"$DE""

&纯水补

足体积'逆转录反应过程!

'5Y),./>

#

*(Y5,./>

#

?-Y-

./>

#保存于
V(,Y

备用'

A+C+D

!

逆转录产物预扩增
!

根据已有文献报道设计引物#由

广州锐博生物技术公司合成#

W#".$!77

F

逆转录引物序列见表

(

'在实时定量
O;0

检测产物水平前先行预扩增'预扩增
(,

#

6

体系!

',

F

.7!./012

特异性引物#

,+*

#

6',..7!

"

6

B1@O

混合物#

,+*

#

6(-..7!

"

6 J

8

;!

(

#

']@4

_

聚合酶#

'

#

6

逆转录产物%然后补足体系至
(,

#

6

'预扩增
O;0

反应参

数!预变性
<*Y-./>

#

<-Y),3

#

'%

个循环#退火
),3

#

%(Y

延伸
-./>

'

表
'

!!

预扩增及实时定量
O;0

引物序列

./012

类型 引物序列

./0$),4

预扩增
-N$;@2Z;;@Z;2ZZ2@222;@@2;@;2@Z@@;@2$)N

实时定量
O;0 -N$2@;;ZZ;;ZZ;;@2;@;@Z2Z2@@@Z2@222@$)N

./0$'(54

预扩增
-N$;@2Z;;@Z;2ZZ2;2Z;2ZZ@222;@@Z;;@@$)N

实时定量
O;0 -N$2@;;ZZ;;ZZ;;;;@Z@@;@2Z;2;2@;22;;$)N

!"#$%&

预扩增
-N$2;2;@;;2Z;@ZZZ@Z2ZZ@2Z@2ZZ@@Z@$)N

实时定量
O;0 -N$@@;2Z@@Z2Z22;;2;2;$)N

表
(

!!

W#".$!77

F

逆转录引物序列

./012

引物序列

./0$),4 -N$;@;22;@ZZ@Z@;Z@ZZ2Z@;ZZ;22@@;2Z@@Z2Z;@@;;2Z@$)N

./0$'(54 -N$;@;22;@ZZ@Z@;Z@ZZ2Z@;ZZ;22@@;2Z@@Z2Z;Z;2@@2@$)N

!"#$%& -N$;@;22;@ZZ@Z@;Z@ZZ2Z@;ZZ;22@@;2Z@@Z2Z22;;2;2;$)N

A+C+E

!

实时定量
O;0

检测
!

实时定量
O;0

反应采用
2HQ

W#"

F

:>"

实时定量
O;0

仪进行检测'

]53>012

作为反应检

测内参基因#引物序列为
-N$Z@;Z@2@;;2@ZZ;2ZZZ

@;;Z2ZZ@2@@;Z;;2@ZZ2@2;Z2;2;22222

@2@ZZ22;Z;@@$)N

'检测时采用
(,

#

6

反应检测体系#

*?

孔板上机检测'实时定量
O;0(,

#

6

反应体系!

'

#

6

预扩

增产物#

',

#

6(XẀ H0ZE"">Q\

K

"

染料混合缓冲液#

,+5

#

.7!

"

6

寡核苷酸引物$每对&%

O;0

级纯水补足至
(,

#

6

'

O;0

反应参数!

<-Y

变性
-./>

#

<-Y'-3

#

*,

个循环#

5,Y

5,3

'采用以下方法计算候选
./0123

的表达水平!对所有的

测试样本和校准样本$

]5

&#用内参基因的
;#

值归一目标基因

的
;#

值#

$

;#

$

#"3#

&

a;#

$

#4E

8

"#

#

#"3#

&

V;#

$

E"D

#

#"3#

&%

$

;#

$

94!/$

&E4#7E

&

a;#

$

#4E

8

"#

#

94!/&E4#7E

&

V;#

$

E"D

#

94!/&E4#7E

&'采用校准

样本的
$

;#

值归一试验样本的
$

;#

值!

$$

;#a

$

;#

$

#"3#

&

V

$

;#

$

94!/&E4#7E

&'表达水平比率为
(

$

$$

;#

#通过参照校准基因表

达水平的试验样本中目标基因相对于校准样本的增加或较少

的倍数#用参照基因校准目标基因表达水平#用以弥补样本组

织量的差异'

A+D

!

统计学处理
!

统计学软件为
WOWW')+,

和
OE/3.-+,

#数

据采用单因素的方差分析$

21:S2

&(卡方检验(

67

8

/3#/9

回归

+

(,?(

+

国际检验医学杂志
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年
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月第
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卷第
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期
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分析'相关性分析采用
O"4E37>

相关分析'优势比$

NK

&与

<-P

可信区间$

F#

&计算的相对风险为校正吸烟及酗酒两大危

险因素'以
!

%

,+,-

为差异有统计学意义'

B

!

结
!!

果

B+A

!

研究对象一般资料分析
!

表
)

总结了本研究纳入对象的

年龄(吸烟支数及饮酒水平等危险因素'两组人群年龄无显著

性差异$

!

$

,+,-

&'吸烟支数(饮酒水平及肿瘤家族史在
UW$

;;

患者组与健康对照组间具有显著性差异$

!

%

,+,-

&'

B+B

!

食道癌组与健康对照组候选循环
./0123

表达差异比

较
!

如表
*

所示#食道癌组
./0$'(54

与
!"#$%&

水平明显高于

健康对照组$

!

%

,+,-

&#而
./0$),4

则在两组间无显著差异

$

!

$

,+,-

&'

B+C

!

候选循环
./0123

表达水平与食道癌风险相关性分

析
!

未校正危险因素前#

!"#$%&

与
./0$'(54

两者均与食道癌

发病风险相关#

NK

及
<-PF#

分别为
'+-%?

$

'+,<<

"

(+,'(

&(

'+(%?

$

'+,()

"

'+*??

&#均有统计学意义$

!

分别为
,+,,-

(

,+,)'

&%校正吸烟与饮酒危险因素后#仅
!"#$%&

与食道癌发病

风险相关#

NK

及
<-PF#

为
'+5?%

$

'+'((

"

(+(-(

&#差异有统

计学意义$

!a,+,,-

&'

B+D

!

!"#$%&

对食道癌的诊断效能
!

0:;

曲线分析显示#

!"#$%&

对食道癌的诊断灵敏度为
%(+'5P

#特异度为
5*+))P

#曲线下

面积$

2];

&为
,+%'(

$

<-PF#

为
,+-<

"

,+?(

&#见图
'

'

表
)

!!

食道癌组与健康对照组一般资料对比

参数 食道癌组$

%a)-

& 健康对照组$

%a)-

&

年龄$岁&

-?+)<b-+5 5'+,)b%+)

吸烟史$

%

&

!

无
'%

"

(?

!

有
'? %

吸烟支数%

$支&

!%

*,, - (

!&

*,, ') -

饮酒史$

%

&

!

从不饮酒
'-

"

(<

!

有饮酒史
(, 5

家族史$

%

&

!

有
% ,

!

无
(?

"

)-

!!

注!

%吸烟支数
a

平均每年吸烟支数
X

吸烟年数%与健康对照组比

较#

"

!

%

,+,-

'

表
*

!!

UW;;

患者与健康人循环
./0123

表达水平

组别
!"#$%&

$

;#

$$

;#

./0$'(54

$

;#

$$

;#

./0$),4

$

;#

$$

;#

食道癌组
)+('-b'+()%

"

'+,55b(+*(' *+?<%b'+55<

"

,+<<5b(+55< )+-5?b'+%%' ,+%%,b(+%<5

健康对照组
(+*?<b'+55? V )+%?*b'+??% V (+%()b(+',- V

!!

注!与健康对照组比较#

"

!

%

,+,-

'

$

;#a;#/>#"E"3#V;#]5

#

$$

;#a

$

;#943"V

$

;#97>#E7!

#表示两种不同计算方法间的差异'

V

表示无数据'

图
'

!!

!"#$%&

诊断食道癌的
0:;

曲线

C

!

讨
!!

论

!!

近年来#通过
./012

表达谱芯片技术与实时定量
O;0

方法筛选出
./0$),4

(

./0$'(54

及
!"#$%&

等小分子
012

在上

消化道肿瘤患者外周血异常表达)

'$-

*

#然而其表达意义尚待进

一步探讨'本研究通过招募未接受任何手术及放化疗等治疗

方法的食道癌患者#同时匹配年龄(性别与民族一致的健康对

照人群#确定候选
./0123

是否能作为食道癌患者早期诊断

的生物标志物'结果显示#食道癌患者的外周血
!"#$%&

与

./0$'(54

显著升高#而
./0$),4

未有明显改变'血浆
!"#$%&

与

./0$'(54

表达水平升高与食道癌发生风险正相关'

67

8

/3#/9

回归分析显示#校正吸烟与饮酒危险因素后#仅血浆
!"#$%&

表

达水平升高与食道癌发病风险显著性相关'

本研究结果显示#血浆
./0123

水平与食道癌组织提取

的
./0123

水平不呈现相关性#食道癌组织
./0123

水平与

食道癌发病风险相关性低#且无显著性差异$

!

$

,+,-

&'这一

结果与其他研究小组报道的结果并不完全一致'

67B"3

等)

5

*

认为食道癌组织
!"#$%&

表达水平升高与食道癌发病风险正相

关#而血浆水平并无明显相关#但与前列腺癌(结肠癌(乳腺癌

及肺癌等不同类型研究结果一致)

%

*

'研究显示#

./0123

在不

同性质的器官组织表达水平或受到其他因素的影响#可能存在

种族差异和不同组织器官系统的不完全一致#还有待扩大样本

量进一步研究证实'

隆德大学研究小组探讨了癌细胞与周围细胞的通讯机制#

以及这一机制是如何促进恶性肿瘤形成的#其目的是通过破坏

这种通讯来尝试抑制肿瘤#其研究焦点是外泌体$

"c737."

&

)

?

*

'

因此#

./0123

有可能通过外泌体抵抗核酸酶的降解或被运输

到胞外达到某种调节靶细胞的作用)

%

*

'这一重要研究成果说

明#循环
./0123

可能不单作为诊断标志#也存在作为治疗靶

点的可能性'新的药物或可通过阻断此种特殊
./0123

通讯

方式#达到抑制其病理状态下异常的调节功能#有可能作为肿

瘤治疗的靶点' $下转第
(?,%
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Ŵ

#

14

8

!H

#

[">M"2

#

"#4!+Q37D7E.37D0"#/>7!&/>B/>

8

F

E7#"/>*

$

0HO*

&

4E"/>9E"43"B/>9GE7>/9B/3"43"37D#G"

L/B>"

K

&C#>7#7D#G"!/A"E

)

R

*

+6/

F

/B3["4!#G\/3

#

(,,?

#

%

$

'

&!

'$<+

)

<

*

@/>2

#

23#7EH;

#

H7"EI/>L!"U

#

"#4!+Z">7."$I/B"4337$

9/4#/7>3#CB

K

/B">#/D/"B#G"GC.4>!"CL79

K

#"4>#/

8

">E"$

8

/7>434>7A"!!79C3D7E

F

!43.4&"#4$(./9E7

8

!7&C!/>

)

R

*

+

[C.Z">"#

#

(,')

#

')(

$

5

&!

5'<$5(%+

)

',

*

;G"C>

8

;6

#

64. Ŵ
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综上所述#小分子标志物
!"#$%&

被证实参与众多的病理生

理过程#特别是在肿瘤研究领域#本研究证实血液循环系统来

源的
!"#$%&

可以作为早期食道癌的诊断生物标志物'
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