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结直肠癌在世界范围内的发病率一直处于增高

状态$过去几年的研究数据显示$结直肠癌的发病率

在我国也一直居高不下&
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的提高#饮食结构的改变#环境的恶化等原因使得结

直肠癌的发病率逐年上升%由于研究者不停地对分

子生物学进行深入研究$新近发现了许多
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)与多种肿瘤性疾病的发生#发展#病情恶化

有密切的关系%
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是一类小的#非编码的#内源

性
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片段(
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"$

个氨基酸的长度)$通过调节基

因表达参与多种细胞内过程$在进化程度上高度保

守$广泛存在于动植物中%
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可直接靶向
:0/

O4

$

!

个
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$相对的$
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个
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也可被多个
:+0O4

调控%
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的作用机

制为成熟的单链
:+0O4

可通过碱基互补配对的方式

与靶基因的
:0O4

的
&i\20

端结合$若二者可以完

全互补时$

:+0O4

可将
:0O4

互补区特异性降解从

而改变基因的表达$若二者不可以完全互补时$

:+0/

O4

可通过与靶基因的
:0O4&i\20

碱基互补配对$

来阻止
:0O4

转录后翻译过程&
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$进而影响基因调

控的表达$这二者的机制也可以相互融合$当完全互

补时$直接切割掉
:0O4

$影响其表达%自
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年
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等&
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'在分析秀丽隐线虫的遗传学信息时发现第

一个
:+0O4

$并将其命名为
L+-/$

开始$截至
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年

)

月$已先后发现
&%$"$

个成熟的
:+0O4,

(数据来

源于
:+0I4SY"%

版$截止时间为
"%!&

年
)

月)%而

在人类基因组中已发现约
!%%%

个
:+0O4,

&
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%查阅

文献可知$

:+0O4,

与结直肠癌的发生#发展密切相

关&

1

'

$在文献中初步得知$
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的表达量与结

直肠癌的发生#发展有关&
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$本实验就
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的

表达通过荧光定量
3P0

(

SQI0 ?̀66-

法)来检测$并

研究其表达量与结直肠癌的临床病理关系%

:
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材料与方法

:#:

"

材料
"

选择苏州市立医院本部结直肠癌患者的

住院血清标本共
1%

例$其中男性标本
"(

例$女性标

本
"!

例$临床病理资料见表
!

%健康人血清标本
$$

例(健康对照组)$来源为苏州市立医院本部体检健康

者的标本%本研究通过苏州市立医院医学伦理委员

会的批准$患者签定知情同意书%采血容器是一次性

真空采血管$保证使用统一的采血方法采集样本$在

结直肠癌患者手术前空腹抽取
1:L

静脉血$体检健

康者也空腹抽取
1:L

静脉血$将抽取的血清
!%%%%

?

"

:+-

离心处理
!%:+-

$移取上清液至另一新的离心

管中$在
f'%j

下存储%组织标本离体后在
!%:+-

内放在液氮罐内快速冷冻后置
f'%j

冻存%

:#;

"

诊断#纳入和排除标准
"

诊断标准!所有患者依

据肿瘤病理诊断规范(结直肠癌)

&

.

'

$经
"

名主治以上

的病理科医生诊断为结直肠癌%纳入标准!(

!

)均按

照
TUZ

病理分期对其进行病理学检查后确定为结

肠癌的患者$其临床病理分期采用
2OM

分期*(

"

)患

者之前均未进行手术及放射性治疗*(

&

)本研究通过

医院医学伦理委员会的批准$患者签定知情同意书*

(

$

)临床病理参数及随访资料完整的患者%排除标

准!(

!

)术后病理提示良性肿瘤的患者*(

"

)结直肠有

溃疡或结直肠炎患者*(

&

)有其他恶性肿瘤病史的患

者*(

$

)临床病理资料缺失以及失访者%
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仪器与试剂
"

本实验所采用的主要试剂为
2?/

+GA8

试剂#总
0O4

提取试剂#

0O=,6R?66;;U

"

Z

#

:+0<D76:+0O4<WO4

第一链合成试剂盒#

:+0<D76

:+0O4

荧光定量
3P0

(

SQI0 ?̀66-

)检测试剂盒$均

购自天根公司$下游引物是由
:+0/<D76:+0O4

荧光

定量
3P0

检测试剂盒配套的$

:+0/""$/&

>

上游引物

的目录号为
PW"%!/%&%)

$

:+0/!)

上游引物的目录号

为
PW/%"&1

$均购自天根公司%本实验所采用的仪器

3P0S

F

,76:.1%%

扩增仪购自美国
4IJ

公司$

Y

>>

6-/

;A?E

高速冷冻离心机购自德国
Y

>>

6-;A?E

公司$超低

温冰箱及生物安全柜均购自上海瑞仰公司%

表
!

""

结直肠癌患者的临床病理资料

项目 组别
&

性别 男
"(

女
"!

年龄(岁)

$

)% !"

)%

!

.% !.

'

.% "!

肿块直径大小(

<:

)

(

$ &'

'

$ !"

淋巴结转移 有
"1

无
"1

2OM

分期
#!$

"1

%

!'

&

.

分化程度 低
(

中#高
$!

预后 好
$!

差
(

癌胚抗原(

-

9

"

:L

)

(

!% &1

'

!% !1

:#=

"

标本总
0O4

的提取
"

取
&%:

9

组织样本加入

!:L2?+GA8

(天根公司)$进行匀浆处理$按说明书中

的操作步骤提取
0O4

%血清
"1%#%

)

L

加入
2?+GA8

.1%#%

)

L

并放在震荡仪上混匀$再按照说明书的操作

步骤提取
0O4

%选用总
0O4

吸光度(

,

")%

"

"'%-:

)比值

在
!#'

!

"#"

的标本%

:#>

"

:+0O4&i

末端加
3A8

F

(

4

)处理和逆转录反应
"

根据天根公司提供的
:+0<D76:+0O4<WO4

第一链合

成试剂盒说明书对
:+0O4&i

末端进行
3A8

F

(

4

)加尾处

理%反应的总体系共
"%#%

)

L

$各组分成分分别为
2A7=8

04O"#%

)

L

#

Y#<A8+3A8

F

(

4

)

3A8

F

:6?=,6

(

1\

"

)

L

)

%#$

)

L

#

!%k3A8

F

:6?=,6CDEE6?"#%

)

L

#

1k?423SA8D/

7+A-$#%

)

L

#

0O=,6/R?66;;U

"

Z!!#)

)

L

%轻轻混匀

后$进行短暂离心$在
&.j

反应
)%:+-

%再根据天根
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公司提供的说明书对加尾处理后的
:+0O4

进行逆转

录反应%反应总体积为
"%#%

)

L

$各组组成成分分别

为
3A8

F

(

4

)反应液
"#%

)

L

#

!%k023?+:6?"#%

)

L

#

!%k02 IDEE6?"#%

)

L

#

SD

>

6?3D?6;O23,

(

"#1

::A8

"

L6=<5

)

!#%

)

L

#

0O=,+-

(

$%\

"

)

L

)

!#%

)

L

#

aD=-702=,6%#1

)

L

#

0O=,6/R?66;;U

"

Z!!#1

)

L

$

轻摇使之混合后$进行短时间的离心$在
&.j

的条件

下反应
)%:+-

$随后将合成的
<WO4

反应液保存于
f

"%j

的条件下%

:#I

"

荧光定量
3P0

"

按照
:+0<D76:+0O4

荧光定

量
3P0

检测试剂盒的说明书进行
:+0<D76:+0O4

荧光定量
3P0

检测试剂的配制$反应总体系一共

"%#%

)

L

$各组分分别为
"k:+0<D76:+0O43?6:+H

(含
SQI0

$含
0ZX

)

!%#%

)

L

#

RA?B=?;3?+:6?%#$

)

L

(

!%

)

:A8

"

L

)#

06@6?,63?+:6?

(

!%

)

:A8

"

L

)

%#$

)

L

#

:+0O4

第一链
<WO4"#%

)

L

#

1%k0ZX06E6?6-<6

W

F

6"#%

)

L

#

;;U

"

Z1#"

)

L

$在
3P0S

F

,76:.1%%

扩

增仪上进行循环扩增$扩增的循环参数为
($j

预变

性
":+-

$

($j"%,

$

)%j&$,

$共
$&

个循环%扩增

结束后$将每个反应管中标本的荧光信道达到阈值时

所对应的循环数(

P7

值)记录下列$用
:+0/!)

作为内

参物&

'

'

%通过归一化处理目标基因$以确保样品量与

目标基因量的一致性%其结果采用
"

/

**

P7法&

(

'进行计

算分析%用
"1

9

"

L

琼脂糖凝胶对
!%#%

)

L

扩增产物

进行电泳$观察电泳效果并拍摄结果%

:#J

"

统计学处理
"

采用
S3SS!.#%

软件对数据进行

统计分析%使用单样本
_A8:A

9

A?A@/S:+?-A@

检验法

进行正态分布检验$如果实验数据符合正态分布$以

1dA

表示$使用成组设计的两样本
:

检验*如果实验数

据不符合正态性分布$以中位数和四分位数&

C

(

G

"1

!

G

.1

)'来表达$进行非参数
T+8<AH<A-

秩和检验%当
G

$

%#%1

为差异有统计学意义%采用
?̀=

>

5

>

=;3?+,:

软件

进行数据分析和作图%

;

"

结
""

果

;#:

"

溶解曲线
"

:+0/!)

和
:+0/""$/&

>

的溶解曲线均

为尖锐的单峰$出现峰值的温度分为
.'#%1 j

和

..#(!j

%此结果说明该引物具有特异性$数据可用%

;#;

"

电泳图
"

组织和血清中的
:+0/!)

和
:+0/""$/&

>

经
3P0

扩增仪扩增后的产物在
"#1[

的琼脂糖凝胶中

进行电泳$结果均见到清晰的电泳条带$表示扩增有

结果%

:+0/!)

作为内参分子$其相对分子质量大小

为
.(C

>

$

:+0/""$/&

>

的相对分子质量大小为
'%C

>

$

大小符合$见图
!

#

"

%

;#<

"

:+0/!)

的
3P0

扩增结果
"

健康对照组血清

:+0/!)

的
P7

值为
&%#&"d%#))

$结直肠癌组
:+0/!)

的
P7

值为
"(#'&d%#1(

$符合正态分布$

:+0/!)

在两

组中稳定表达$可作为定量检测
:+0O4

的内参基因%

""

注!

!

表示
:+0/""$/&

>

阴性对照$

"

!

.

表示
:+0/""$/&

>

$

'

表示

:+0/!)

阴性对照$

(

!

!$

表示
:+0/!)

图
!

""

组织中
:+0/!)

和
:+0/""$/&

>

的电泳图

""

注!

!

表示
:+0/""$/&

>

阴性对照$

"

!

.

表示
:+0/""$/&

>

$

'

!

!&

表

示
:+0/!)

$

!$

表示
:+0/!)

阴性对照

图
"

""

血清中
:+0/!)

和
:+0/""$/&

>

电泳图

;#=

"

血清
:+0/""$/&

>

的相对表达量
"

健康对照组

中血清
:+0/""$/&

>

的
P7

值为
&.#!(d%#(.

$结直肠

癌组中血清
:+0/""$/&

>

的
P7

值为
&"#(.d%#)'

$血

清
:+0/""$/&

>

在结直肠癌组中的相对表达量确实增

长%对 其 结 果 采 用
"

/

**

P7 法 进 行 计 算 分 析$用

&

C

(

G

"1

!

G

.1

)'来表达血清
:+0/""$/&

>

的相对表达

水平$进行非参数
T+8<AH<A-

秩和检验$差异有统计

学意义(

G

$

%#%1

)$血清
:+0/""$/&

>

在结直肠癌组和

健康对照组中的表达有差异%见表
"

#图
&

%

表
"

""

血清
:+0/""$/&

>

在健康对照组和结直肠癌组中

"""

相对表达量的比较$

C

%

G

"1

!

G

.1

&'

组别
&

相对表达水平
G

健康对照组
$$ !#%$

(

%#'%

!

!#$%

)

$

%#%1

结直肠癌组
1% "#%!

(

%#("

!

&#%1

)

图
&

""

血清
:+0/""$/&

>

在健康对照组和结直肠癌中

相对表达水平的比较散点图

;#>

"

血清
:+0/""$/&

>

的相对表达水平与结直肠癌

患者各临床病理学的关系
"

血清
:+0/""$/&

>

的相对

表达水平在结直肠癌患者的性别#年龄#肿块大小#淋

巴结是否转移#

2OM

分期#癌症的分化程度中$差异

无统计学意义(

G

'

%#%1

)$即血清
:+0/""$/&

>

的相对

表达水平与结直肠癌患者的性别#年龄#肿块大小#淋

巴结是否转移#

2OM

分期#癌症的分化程度没有关

+

%11!

+

国际检验医学杂志
"%!(

年
.

月第
$%

卷第
!&

期
"

J-7KL=CM6;

!

KD8

F

"%!(

!

NA8#$%

!

OA#!&



系%而在不同预后情况以及与癌胚抗原表达水平中$

差异有统计学意义(

G

$

%#%1

)%见表
&

%

表
&

""

血清
:+0/""$/&

>

的相对表达水平与各临床

"""

病理学的关系$

C

%

G

"1

!

G

.1

&'

项目 组别 相对表达水平
G

性别 男
"#""

(

%#'"

!

&#!%

)

'

%#%1

女
!#..

(

!#")

!

"#((

)

年龄(岁)

$

)% "#&'

(

!#&%

!

&#%1

)

'

%#%1

)%

!

.% "#&$

(

!#!1

!

&#!'

)

'

.% !#&(

(

%#.1

!

"#1)

)

肿块直径大小
(

$ "#!&

(

%#(.

!

&#!&

)

'

%#%1

'

$ !#1&

(

%#'&

!

"#()

)

淋巴结转移 有
"#&'

(

%#."

!

&#!%

)

'

%#%1

无
!#1&

(

!#!&

!

"#(!

)

2OM

分期
#!$

!#1&

(

!#!&

!

"#(!

)

'

%#%1

%

"#$)

(

!#%!

!

&#!(

)

&

!#$.

(

%#)'

!

"#1(

)

分化程度 低
!#1"

(

!#%$

!

"#""

)

'

%#%1

中高
"#&%

(

%#'&

!

&#!"

)

预后 好
"#&'

(

!#!1

!

&#!)

)

$

%#%1

差
!#%$

(

%#)%

!

"#!'

)

癌胚抗原(

-

9

"

:L

)

(

!% !#$.

(

%#'$

!

"#1)

)

$

%#%1

'

!% "#()

(

"#""

!

&#&(

)

<

"

讨
""

论

""

癌胚抗原检测#粪便隐血试验在临床上广泛用于

消化道肿瘤的诊断$但其存在灵敏度低#易受其他非

特异性疾病影响等缺点$其检测灵敏度和特异度均

低%而结直肠镜检测虽然是结直肠癌检测的金标准$

但患者承受的痛苦大$普遍接受度低$难以广泛开展$

血清检测
:+0O4

是一种新型的非侵入筛查试验$对

于检测结直肠癌具有显著意义&

!%

'

%有大量研究表明$

抑癌基因的抑制和癌基因的激活对结直肠癌的发生#

发展有密切关系$而血清
:+0/""$/&

>

在结直肠癌患

者中所扮演的角色是充当癌基因的作用$能促进结直

肠癌的发生#发展&

!!

'

%查阅文献可知$高表达的
:+0/

""$

通过抑制
3UL33!

和
3UL33"

来促进细胞的增

殖和肿瘤的生长&

!"

'

%

:+0/""$

可以与
3UL33!

和

3UL33"

基因的
:0O4

的
&i\20

结合$从而抑制

3UL33!

和
3UL33"

基因的表达$由于高表达的

3UL33!

和
3UL33"

对
:+0/""$

介导的磷酸化的

4_2

和
RZXZ&=

通路可产生抑制$同时阻止
:+0/

""$

对细胞周期调控因子
3"!

#

3".

以及细胞周期蛋

白
W!

的调控&

!&/!$

'

$因此$

:+0/""$

抑制了
3UL33!

和

3UL33"

基因的表达$调控细胞周期$使细胞发生癌

变%

M=,

>

+-

基因在肿瘤转移中起抑制作用$但
:+0/

""$

可以抑制
M=,

>

+-

基因来促进肿瘤细胞的转

移&

!&

'

%

:+0/""$

也可以通过促进
_04S

基因&

!$

'

#抑

制
SM4W$

基因&

!1

'来促进肿瘤细胞的生长%因此$

:+0/""$

可促进肿瘤细胞的生长#发育#繁殖和转移%

本实验采用荧光定量
3P0

检测苏州市立医院本

部结直肠癌患者的住院血清标本共
1%

例$健康者血

清共
$$

例$研究发现血清
:+0/""$/&

>

的相对表达水

平在健康对照组和结直肠癌组差异有统计学意义

(

G

$

%#%1

)$在结直肠癌血清中的表达水平约为健康

对照组的
"

倍$提示
:+0/""$/&

>

在结直肠癌患者的

血清中呈高表达$这与
LJ

等&

!)

'报道相符%

:+0/""$/

&

>

在结直肠癌患者的表达水平高于健康对照组$提示

今后可通过检测血清
:+0/""$/&

>

的表达水平对结直

肠癌患者进行辅助诊断%

对结直肠癌患者的具体病理参数进行进一步分

析发现$

:+0/""$/&

>

在结直肠癌患者中的表达水平与

性别#年龄#肿块大小#淋巴结是否转移#

2OM

分期和

分化程度均无关$与患者癌胚抗原水平有关%本实验

中发现$在不同的癌胚抗原水平组中$血清
:+0/""$/

&

>

的表达水平有差异(

G

$

%#%1

)$患者癌胚抗原水平

高$其血清
:+0/""$/&

>

的表达水平也高$所以$可将

:+0/""$/&

>

和癌胚抗原联合检测$弥补癌胚抗原检测

时的缺陷$以提高诊断的准确性%

:+0/""$/&

>

有望成

为评估结直肠癌的重要指标%

本实验研究还发现$血清
:+0/""$/&

>

在不同预

后组中的表达有显著性差异(

G

$

%#%1

)$

:+0/""$/&

>

在预后好的相对表达水平是预后差的
"

倍多$但是查

阅文献均得知
:+0/""$/&

>

相当于癌基因的作用&

)

'

$

其表达上调&

!.

'

$与本实验在不同预后组中表达水平相

反$推测原因可能是预后差的结直肠癌患者血清中有

干扰
:+0/""$/&

>

活性的物质%因此$在下一步课题

研究中$笔者将进一步扩大样本量$探讨
:+0/""$/&

>

在结直肠癌患者预后判断中的作用%在本研究中并

未涉及
:+0/""$/&

>

的调控机制$在之后的实验中有

待更深入的研究%

=

"

结
""

论

""

本研究发现$血清
:+0/""$/&

>

在结直肠癌患者

的血清中呈高表达$可用于结直肠癌患者的辅助诊

断$减少患者筛查结直肠癌的痛苦$与癌胚抗原联合

检测$可弥补癌胚抗原筛查结直肠癌时的灵敏度低和

特异度低的缺陷$以提高诊断结直肠癌的准确性%同

时$血清
:+0/""$/&

>

可用于结直肠癌患者的预后

判断%
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