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年
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例多发性骨髓瘤患者"病例组$和同期在该院体检的
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蛋白在不同分期多发性骨髓瘤患者以及伴有髓外浸润多发性骨髓瘤患者中表达情况!并分析
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与多发
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基因在多发性骨髓瘤疾病发生'进展和浸润过程中发挥重要作用&
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多发性骨髓瘤是以骨髓中浆细胞克隆性增殖同

时分泌大量单克隆免疫球蛋白为主要特征的恶性血

液病#常表现为恶性浆细胞增生%骨痛和乏力等#发病

率占恶性血液系统肿瘤的
!#e

#现阶段临床上主要采

用化疗及造血干细胞移植等方法对其进行治疗#虽有

一定疗效#但患者病情易反复#且肿瘤有一定侵袭性#

因此其
3

年生存率较低&

!

'

$现阶段探究多发性骨髓

瘤新型致病基因及其相关发病机制有一定积极作用#

有学者研究表明多发性骨髓瘤发病与血管新生有

关&

"

'

#其发生%发展和髓外浸润以及相关细胞信号传

导通路失活等紧密相关#而不少基因的高表达或某些

特定基因的低表达可能与多发性骨髓瘤发生有一定

关联&

#

'

$已有研究表明#血管内皮生长因子%基质金

属蛋白酶等细胞因子在多发性骨髓瘤发生%发展中有

一定作用#均有促进血管新生的作用#而国外一项文

献报告则表明同源异型盒基因
6@

)

5*̂ 6@

*可特异性

诱导上述细胞因子分泌#抑制内皮细胞凋亡#促进肿

瘤血管生成和肿瘤生长%转移等&

%

'

#但目前有关

5*̂ 6@

与多发性骨髓瘤发生发展关系的研究并不多

见#因而本文展开临床对照性研究#结果如下$
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资料与方法
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"

一般资料
"

选取
"&!"

年
"

月至
"&!@

年
"

月本

院收治的
!"&

例多发性骨髓瘤患者)病例组*和同期

在本院体检的
#3

名志愿者)健康组*为研究对象#病

例组纳入标准!)

!

*患者符合/血液病诊断和疗效标

准0

&

3

'有关多发性骨髓瘤的诊断标准+)

"

*患者入院后

采用骨髓形态或流失细胞术检查证实+)

#

*患者及其

家属均自愿签署本研究知情同意书#并获得本院伦理

委员会批准同意$病例组排除标准!)

!

*排除合并严

重心%肝%肾等重要脏器功能障碍+)

"

*排除妊娠期及

哺乳期女性+)

#

*纳入研究前接受过放化疗药物治疗

者$对照组纳入%排除标准!)

!

*纳入既往无多发性骨

髓瘤疾病史+)

"

*排除良恶性肿瘤者+)

#

*排除既往有

其他血液疾病史者$病例组
!"&

例#其中男
(3

例#女
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例#年龄
#'

#

@&

岁#平均)

3"$#(h#$(!

*岁#根据

XIG=F19LPSD?

分期!

%

%

&

%

*

期各
#&

%

#3

%

33

例+对照

组
#3

名#其中男
!2

例#女
!(

例#年龄
%&

#

('

岁#平均

)

3#$('h%$&#

*岁$两组上述性别%年龄基线资料比

较差异无统计学意义)

E

&

&$&3

*#有可比性$
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仪器与试剂
"

\=BDPP

分离液)由天津市灏洋生物

制品科技有限责任公司提供*#日本
.LaL;L

公司提

供的
.;-WDP

试剂盒以及反转录试剂盒#北京康为世

纪生物科技有限公司提供的荧光定量
/0;

试剂盒#

美国
6X

公司提供的流式细胞术抗体%

\409

溶血素%

鞘液%破膜液#小鼠抗人
5*̂ 6@

单克隆抗体)英国

LEBLS

公司*%

6=D19KLS

H

酶)武汉茵莱生物科技有限

公司*+美国
),

公司生产的
:L?DZIF

H

PI>

超微量分

光光度仪)产品*#

@3&&\L>C;FLP1.=SF/0;

仪)美国

46-

公司产品*#

\4090L?CD

&

流式细胞仪)美国
6X

公司产品*$

=$?

"

方法
"

)

!

*骨髓单个核细胞悬液制备!在患者和

正常对照个体髂后上棘抽出
%S+

骨髓液#肝素钠常

规抗凝后#

#

倍骨髓液体积的
/69

液稀释混匀#稀释

骨髓液缓慢加到淋巴细胞分离液中#梯度分离#离心

完毕后#将单个核细胞层吸至新的离心管内)加入

/69

溶液
3S+

*#混匀离心后重复洗涤多次#后计数$

)

"

*原代骨髓瘤细胞分离纯化和培养!患者骼后上棘

抽出骨髓液
%S+

#肝素钠生理盐水)

!"&&`

"

S+

*抗

凝#

#

倍骨髓液体积的
/69

"

,X.4

缓冲液稀释#混匀#

将稀释后骨髓液缓慢加至淋巴细胞分离液)骨髓液
k

淋巴细胞分离液为
!k!

*上#梯度离心#

%&&

O

#

#&

#

%&

S=?

#

"&g

#将单个核细胞层移至新的无菌离心管中#

加入
3S+

的
/69

"

,X.4

缓冲液#混匀后离心#重复

洗涤两次#重悬细胞沉淀#计数$)

#

*实时荧光定量

/0;

$采用
.G=WDP

一步法提取细胞总
;:4

#

;:4

定

量!采用
"(&?S

波长分光光度计测定
;:4

浓度#

G

;:4

)

"

O

"

S+

*

l%&d4<

"(&

X

读数
d(

"

!&&&

#

(

表示

稀释倍数#按照反转录试剂盒说明书合成第一链
BX1

:4

#放置
f"&g

冰箱备用#以
BX:4

为模板#以管家

基因
)4/X5

为内参#对
5*̂ 6@

基因进行荧光定量

/0;

扩增#反应条件设为!

23 g

预变性
!&S=?

#后

23g

变性
!3>

#

(&g

退火延伸
!S=?

#如此重复
%&

个

循环#所有样本做
#

个平行孔循环数则取其平均值+

5*̂ 6@S;:4

相对表达量以
$

0C

表示)

$

0Cl

0C目的基因f0C内参基因*#上海生工生物技术有限公司提供

引物#所有操作严格按照说明书进行$)

%

*

8F>CFG?

EPDC

分析#采用康成蛋白提取试剂盒对细胞蛋白进行

提取#主要包含标本处理%制胶%上样%电泳%染胶%脱

色等操作#所有操作严格按照说明书进行$

=$?

"

观察指标
"

)

!

*两组研究对象
5*̂ 6@S;:4

及其蛋白水平表达情况+)

"

*病例组各亚组
5*̂ 6@

S;:4

及其蛋白水平表达情况#依据
XIG=F19LPSD?

分期将患者分为
%

%

&

%

*

期组各
#&

%

#3

%

33

例#比较
#

组
5*̂ 6@S;:4

及其蛋白表达水平+)

#

*

5*̂ 6@

S;:4

及其蛋白在伴有髓外浸润多发性骨髓瘤患者

中表达情况#

!"&

例患者依据是否出现髓外浸润分为

浸润组)

(l'"

*和未浸润组)

(l#'

*#比较两组

5*̂ 6@S;:4

及其蛋白表达情况$)

%

*

5*̂ 6@

与

多发性骨髓瘤患者临床分期%髓外浸润情况的关系

分析$

=$F

"

统计学处理
"

采用
9/99!2$&

软件处理数据#计

数资料以率表示#采取
!

" 检验#计量资料以
QhF

表
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示#行
?

检验#多组间计量资料比较采用单因素方差分

析)

5

检验*#采用
/FLG>D?

相关系数进行相关性分析#

以
E

*

&$&3

为差异有统计学意义$

>

"

结
""

果

>$=

"

两组研究对象
5*̂ 6@S;:4

及其蛋白水平表

达情况
"

病例组
5*̂ 6@S;:4

及其蛋白水平明显

高于对照组#差异有统计学意义)

E

*

&$&3

*#见表
!

$

表
!

""

两组研究对象
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多发性骨髓瘤为临床常见血液系统恶性肿瘤#以

骨髓瘤细胞在患者骨髓组织内恶性增殖%骨骼组织出

现溶骨性破坏%分泌大量单株免疫球蛋白为主要病理

特点#中重度贫血%骨骼疼痛和脏器功能衰竭等为主
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