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"
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$在原发性肝癌"

ĜG

$患者组织和血液检测中的临床价值%

方法
!

选取
#$%)

年
%[%#

月上海市杨浦区市东医院的
ĜG

患者癌旁标本&肿瘤组织标本&血液标本&肝癌疑

似患者穿刺标本和健康体检者血液标本进行研究!在异常高表达"平均变化倍数大于
R

$的
''&

条转录本中挑出

)

条
?/91P2

!用实时定量聚合酶链反应和原位杂交等方法检测
?/91P22e$R0$'0

在肝癌组织和血清中相对

表达量!对结果进行统计分析%结果
!

)

条
?/91P2

在肝癌组织和血液中呈高表达!差异有统计学意义"

;

#

$!$R

$%与健康人相比!

2e$R0$'0

在肝癌组织和血液中的相对表达量明显增高!且在肿瘤和癌旁组织中的相对

表达量差异有统计学意义"

;

#

$!$R

$%随着肿瘤的进展!

2e$R0$'0

相对表达量有进一步提升!特别在晚期肝

癌中相对表达量更高!差异有统计学意义"

;

#

$!$R

$%受试者工作特征曲线结果显示!血液标本中
2e$R0$'0

的曲线下面积为
$!&'*

"

(RZC"

'

$!0$R
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$!(%&

$!诊断效率优于肝癌检测常用的核酸标志物
D-1+#(>

%结论
!

?/91P22e$R0$'0

在肝癌组织和血液中水平明显升高!可用于肝癌的临床检测%

关键词!肝癌组织#

!

血液#
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肝癌是我国最严重的肿瘤之一!其中肝细胞癌是 最常见的肝癌类型"肝癌的诊断!特别是早期诊断!
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对肝癌的治疗至关重要"随着检测手段的进步!越来

越多的肝癌标志物被发现!但是这些标志物以蛋白质

为主!其检测手段对抗体的依赖性较大!且成本高)步

骤多#

%

$

"核酸%包括
1P2

和
KP2

&检测可以摆脱对

抗体的依赖!且可进行链式反应!其灵敏度高!是肿瘤

检测的新策略#

#

$

"肿瘤检测中的一大难点是非特异

性造成的假阳性"与蛋白质)

KP2

和普通
D1P2

不

同!长链非编码
1P2

%

?/91P2

&组织特异度极高!往

往只在一种或少数几种组织中特异性表达#

'

$

!非常适

合肿瘤检测"目前!关于
?/91P2

在肝癌检测中的应

用尚未见报道"本研究利用网上的大批量肝癌转录

本数据!分析肝癌中高表达的转录本!找到了
)

条异

常高表达的
?/91P2

!然后采用实时定量聚合酶链反

应%

]G1

&)原位杂交等多种策略!对肝癌组织和血液

标本进行检测!证实了
?/91P2 2e$R0$'0

可用于肝

癌患者的组织和血液检测"

>

!

资料与方法

>!>

!

一般资料
!

选取
#$%)

年
%[%#

月上海市杨浦

区市东医院肝胆外科收治的原发性肝癌%

ĜG

&患者

0R

例进行研究!其中
R%

例取肝组织作为标本!包括相

应癌旁组织标本
R%

份%

2

组&和肿瘤组织标本
R%

份

%

3

组&!

#*

例采集血液作为标本%

W

组&"

2

组男
'(

例!女
%#

例!平均年龄%

RRa%'

&岁,

W

组男
%*

例!女

%$

例!平均年龄%

R$a%R

&岁"按病情严重程度将
3

组和
W

组进一步分为
3%

组%早期肝癌
%&

例&)

3#

组

%晚期肝癌为
''

例&和
W%

组%早期肝癌
(

例&)

W#

组

%晚期肝癌为
%R

例&"将所有患者均经
G3

扫描和增

强核磁共振成像检测!发现肝脏占位性病变!手术切

割组织标本之后!经过病理组织学检测!诊断为

ĜG

"甲胎蛋白表达量较高!而无明显肝癌症状和体

征者为早期肝癌,有明显不适伴随较大肿瘤体积!且

经病理组织学检测发现肿瘤有远端转移者为晚期肝

癌"同时选取
'

例肝癌疑似患者的穿刺标本%

]

组&和

#$

例健康体检者的血液标本%

^

组&对照"

]

组经肝

脏穿刺最终确认无肝癌)肝硬化)肝炎等疾病!分别为

R#

)

R&

和
R)

岁"

^

组男
%%

例!女
(

例!平均年龄

%

RRa%$

&岁"本研究经医院伦理委员会批准实施!所

有研究对象均知情同意并签署知情同意书"

>!D

!

仪器与试剂
!

全血
1P2

快速抽提试剂盒购自

北京博凌科为公司!反转录试剂盒购自美国
]78D5

F

>

公司!

37-f8?

购自美国
L/E-=78

F

5/

公司!原位杂交探

针购自美国
L/E-=78

F

5/

公司!引物由上海生工公司合

成"实时定量
]G1

仪购自美国
2WL0'$$

公司!通风

厨购自北京格迈科技有限公司"

>!E

!

方法

>!E!>

!

组织
1P2

提取
!

从
2

组和
3

组中分别随机

选取
'#

份癌旁标本和
'#

份肿瘤标本!采用实时定量

]G1

检测
?/91P2

的相对表达量"肝癌组织和穿刺

标本收集之后!快速放到液氮中保存"采用
31LfVN+

异丙醇法提取
1P2

的具体步骤为'从液氮中取出肝

癌组织!用无
1P2

酶的刀片切下
$!#

F

左右标本!加

%DN37-f8?

!用组织破碎仪破碎!加入
#$$

"

N

氯仿!

颠倒摇动
%R.

!室温放置
RD-/

后!

*b

下
%#$$$j

F

离心
%RD-/

!取
R$$

"

N

上清液至无
1P2

酶的
S]

管

中!加
R$$

"

N

异丙醇沉淀!然后加入
%$$

"

N1P>.5

J755

水溶解"

>!E!D

!

血液
1P2

提取
!

血液标本收集之后!加入抗

凝血因子!其
1P2

提取具体步骤为'加入
'

倍体积的

红细胞裂解液!孵育
%$D-/

!期间间歇性颠倒混匀!然

后
%#$$$j

F

离心
#$.

!弃掉红色上清!留下白色细胞

团!加入
%DN1N

裂解细胞!剧烈震动后!室温孵育
R

D-/

!加
#$$

"

N

氯仿!上下剧烈颠倒摇动
%R.

!

%#$$$j

F

离心
%$D-/

后!取水层到新管中!加入
%

倍体积的
0$Z

乙醇!转移到吸附柱
12

中!离心
*R.

!

去掉废液!溶解离心"

>!E!E

!

免疫组化和原位杂交
!

取一块标本用福尔马

林固定
#*4

!包埋蜡块"石蜡融化!脱蜡!双氧水封闭

%$D-/

!抗原修复后!自然冷却!

'0b

湿盒中封闭
%4

!

滴加一抗或者
?/91P2

对应的探针!在湿盒过夜!

]WT

漂洗
RD-/

!滴加二抗)

T2WG

!

KW2

染色!苏木素复

染!氨水泛蓝!脱水封片备用"

>!E!F

!

反转录和实时定量
]G1

!

每一个
'$

"

N

反应

体系中加入
%

"

F

1P2

)

%

"

N1>;>D ]7-D57

)

*

"

N

;P3]

!补水至
'$

"

N

!混匀!

)Rb

孵育
RD-/

!快速放

到冰上静置
RD-/

!然后加入
)

"

NRjH<::57

)

%

"

N

1P2

酶抑制剂和
%

"

N

反转录酶!

*#b

孵育
%4

!

0R

b

孵育
%$D-/

"

!!

用反转录的
9KP2

作为模板!具体的加样体系

为'引物各
%

"

N

!混合物
%$

"

N

!

9KP2

模板
%

"

N

!水
0

"

N

"实时定量
]G1

反应在
2WL0'$$

仪器中进行!其

引物序列如下'

2e$R0$'0

上)下游引物分别为
R̀+

G2Q G3Q 223 QGQ QQ2 QGG Q2+'̀

)

R̀+QG2

QQ33GQQG3QQ3Q23QG+'̀

,

WG$**&*'

上)下

游引物分别为
R̀+G3Q 2G3 Q23 QG3 3GGGG2

22+'̀

)

R̀+3G2 3G2 2G33GG3Q2 QQ33G+'̀

,

WG$*%*'%

上)下游引物分别为
R̀+23G 233 Q3Q

2Q3 3G3 Q22 3G+'̀

)

R̀+Q2Q 332 G23 G2G

332QQG2G+'̀

,

2e$()('#

上)下游引物分别为
R̀+

G33 G2G G3G G3G QQ3 G3G 2Q+'̀

)

R̀+G3Q

QQ3Q33G3GG22Q2QG2+'̀

,

WG%'$R$*

上)下

游引物分别为
R̀+G33 33Q 2QQG22 GG3 3G3

3G+'̀

)

R̀+2332Q33Q2Q3GG2QQ2Q23+'̀

,

2e$R)&%*

上)下游引物分别为
R̀+Q2GGGGQ2G

GG2 GGG Q3Q G2+'̀

)

R̀+GG3 QQQ QGQ QQQ

22QQQQG3+'̀

"

>!E!G

!

肝癌组织高表达
?/91P2

获取
!

为了甄选肝

癌组织中高表达的
?/91P2

!本研究对网上的转录组

数据%

QTS#R$(0

&进行了生物信息学分析#

*

$

!在异常

-

R))

-
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高表达%平均变化倍数大于
R

&的
''&

条转录本中挑出

)

条
?/91P2

进行试验"

>!F

!

统计学处理
!

采用
SA95?

软件进行数据分析,所

有柱状图和散点图数据以
Oa2

形式呈递!两组变量

之间比较采用
3

检验!方差不同时采用双样本异方差

检测,采 用 受 试 者 工 作 特 征 %

1VG

&曲 线 分 析

2e$R0$'0

的诊断效能,以
;

#

$!$R

为差异有统计学

意义"

D

!

结
!!

果

D!>

!

肝癌组织中高表达
?/91P2

鉴定结果
!

'#

对肝

癌标本中!

)

条
?/91P2

均呈不同程度的高表达!差异

有统计学意义%

;

#

$!$R

&!见图
%

"

!!

注'对于每一个
?/91P2

!癌旁标本的平均值被定义为
%

图
%

!!

肝癌组织中高表达
?/91P2

鉴定

D!D

!

2e$R0$'0

在肝癌组织标本中的表达情况
!

与

]

组相比!

2e$R0$'0

在肝癌组织中的相对表达量明

显增高!且在肿瘤和癌旁组织中的相对表达量差异有

统计学意义%

;

#

$!$R

&"随着肿瘤的进展!

2e$R0$'0

相对表达量有进一步提升!特别在晚期肝癌中相对表

达量更高!差异有统计学意义%

;

#

$!$R

&"见图
#

"

!!

注'

2

为
2e$R0$'0

基因位点示意图,

W

为
2e$R0$'0

在
]

组)

2

组)

3%

组和
3#

组中的表达情况!

]

组平均值被定义为
%

图
#
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2e$R0$'0

在肝癌组织标本中表达情况

D!E

!

2e$R0$'0

在肝癌血液标本中的表达情况
!

)

条
?/91P2

在肝癌血液标本中呈现出不同程度的高

表达!且
2e$R0$'0

的相对表达量最高!差异均有统

计学意义%

;

#

$!$R

&"与
^

组相比!

2e$R0$'0

在血

液标本中的相对表达量明显增高!而且随着肿瘤的进

展!血液中
2e$R0$'0

相对表达量有进一步提升!特

别在晚期肝癌中相对表达量更高!差异均有统计学意

义%

;

#

$!$R

&"

1VG

曲线分析结果显示!

2e$R0$'0

的曲线下面积为
$!&'*

!

(RZC"

为
$!0$R

!

$!(%&

!而

常用核酸标志物
D-1#(+>

的曲线下面积为
$!0)'

!

(RZC"

为
$!)'R

!

$!&#(

!差异有统计学意义%

;

#

$!$R

&"见图
'
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!!

注'

2

为血液标本中不同
?/91P2

水平比较,

W

为血液标本中

2e$R0$'0

相对表达量比较!健康人血液中
?/91P2

的平均值被定义

为
%

图
'
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在肝癌血液标本中表达情况
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!!
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!!

在肿瘤的诊断中!蛋白质检测对抗体的依赖性较

强)成本高)步骤多#

R+0

$

!而核酸检测可以摆脱对抗体

的依赖!可以节约成本!同时可以进行链式扩增%如

]G1

等&!能够检测到标本中极其微量的核酸!极大地

提高了检测灵敏度"核酸检测非常符合液体活检的

要求!有望在肿瘤早期筛查)诊断)治疗方案指导)疗

效评估和预后测评等领域发挥作用!为精准医学提供

技术支撑#

&

$

"由于重要的临床应用价值和市场前景!

核酸检测越来越受到人们的青睐!其技术可以用于循

环肿瘤细胞#

(

$

)循环肿瘤
KP2

#

%$

$和外泌体#

%%

$的检

测!然而在肝癌检测方面的应用研究还较少"有研究

指出!一些
D-1P2

能够作为肝癌检测的指标#

%#

$

!而

?/91P2

是否可以作为肝癌检测的指标尚不清楚"本

研究结果显示!

?/91P2

可以作为肝癌组织和血液检

测的靶标"

有文献报道!

?/91P2

在肝癌细胞中高表达且能

用于组织检测#

%'

$

"然而!本研究结果显示!有一些
?/+

91P2

!如
2e$R0$'0

!在肝癌血液中同样呈高表达"

这可 能 是 由 于 在 肝 癌 患 者 循 环 肿 瘤 细 胞 中!

2e$R0$'0

表达量极高!且
?/91P2

的组织特异性度

高!但其在血液系统的正常细胞中不表达"因此!由

于循环肿瘤细胞的存在!肝癌患者血液中
2e$R0$'0

表达量有较大提升"同时!一些
?/91P2

也能在外泌

体中富集!会造成血液中
?/91P2

的存在及富集#

%*

$

"

虽然
2e$R0$'0

在血液检测中获得理想结果的具体

原因 尚 不 清 楚!但
1VG

曲 线 分 析 结 果 显 示!

2e$R0$'0

确实可以作为肝癌组织和血液检测的

指标"
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综上所述!

?/91P2 2e$R0$'0

在肝癌组织和血

液中水平明显升高!可用于肝癌的临床检测"
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