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!!摘!要"目的!探讨原发性肝癌$简称肝癌%组织中微小:MA$#%:%"8"52'aH-R76表达水平与患者临床预
后的相关性,方法!回顾性分析;678年7;月至;67=年7;月间在邯郸市人民医院行肝癌切除手术治疗的58
例肝癌患者临床资料!术中分别采集肝癌组织和癌旁组织58份!采用荧光定量聚合酶链式反应$/:Q"ON:%测

定肝癌组织和癌旁组织中 #%:"8"52及 aH-R76的表达水平!分析癌组织中 #%:"8"52及 aH-R76表达水平与
临床病理特征及预后的相关性,结果!肝癌组织中 #%:"8"52表达水平则明显低于癌旁组织!aH-R76表达水

平显著高于癌旁组织!差异均有统计学意义$!$6065%#肝癌组织中#%:"8"52表达水平与分化程度'包膜形成'

门静脉侵犯等特征相关$!$6065%#aH-R76相对表达与肿瘤最大径'分化程度'QMI 分期'门静脉侵犯相关
$!$6065%,肝癌随访期无进展生存率为<=096U!#%:"8"52高表达患者无进展生存率为==0=?U!#%:"8"52
低表达患者无进展生存率为;?078U!差异有统计学意义$!;f7;0<?6!!$60667%#aH-R76高表达患者无复

发生存率$:̀ C%为5;056U!aH-R76低表达患者 :̀ C为=;0<5U $!;f>07?9!!f606>7%,结论!肝癌组织
中的#%:"8"52表达水平降低!而aH-R76表达水平升高!且均与肝癌病理特征及术后复发率密切相关!#%:"8"

52及aH-R76可作为肝癌早期诊断和靶向治疗的生物分子标志物,

关键词"原发性肝癌#!微小:MA"8"52#!aH-R76#!病理特征#!预后
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1%..Y,!$(41+,4%ZZ,J,(-,.[,J,.1$1%.1%-$&&'.%)(%Z%-$(1$!$6065%0Q+,,̂2J,..%L(&,X,&LZ#%:"8"52%(1+,&%X"

,J-$(-,J1%..Y,.[$.-LJJ,&$1,4[%1+4%ZZ,J,(1%$1%L(4,)J,,!-$2.Y&,ZLJ#$1%L($(42LJ1$&X,%(%(X$.%L($!$
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QMI.1$),$(42LJ1$&X,%(%(X$.%L($!$6065%0Q+,2JL)J,..%L("ZJ,,.YJX%X$&J$1,%(1+,ZL&&L["Y22,J%L4LZ
&%X,J-$(-,J[$.<=096U!1+,2JL)J,..%L("ZJ,,.YJX%X$&J$1,LZ2$1%,(1.[%1++%)+#%:"8"52,̂2J,..%L([$.
==0=?U!1+,2JL)J,..%L("ZJ,,.YJX%X$&J$1,LZ2$1%,(1.[%1+&L[ #%:"8"52,̂2J,..%L([$.;?078U!$(41+,
4%ZZ,J,(-,.[,J,.1$1%.1%-$&&'.%)(%Z%-$(1$!;f7;0<?6!!$60667%0Q+,J,-YJJ,(-,"ZJ,,.YJX%X$&J$1,$:̀ C%LZ

2$1%,(1.[%1++%)+aH-R76,̂2J,..%L([$.5;056U!$(41+,:̀ CLZ2$1%,(1.[%1+&L[aH-R76,̂2J,..%L([$.
=;0<5U!$(41+,4%ZZ,J,(-,.[,J,.1$1%.1%-$&&'.%)(%Z%-$(1$!;f>07?9!!f606>7%0F7563.<275!Q+,,̂2J,..%L(
&,X,&LZ#%:"8"52%(&%X,J-$(-,J1%..Y,.4,-J,$.,.![+%&,1+,,̂2J,..%L(&,X,&LZaH-R76%(-J,$.,.!$(41+,'
-&L.,&'J,&$1,1L1+,2$1+L&L)%-$&-+$J$-1,J%.1%-.LZ&%X,J-$(-,J$(41+,J,-YJJ,(-,J$1,$Z1,JL2,J$1%L(0I%:"8"
52$(4aH-R76-LY&4H,Y.,4$.H%L#$J3,J.ZLJ,$J&'4%$)(L.%.$(41$J),1,41+,J$2'LZ&%X,J-$(-,J0

G1HI7/><&2J%#$J'&%X,J-$(-,J#!#%-JL:MA"8"52#!aH-R76#!2$1+L&L)%-$&Z,$1YJ,.#!2JL)(L.%.

!!据 _RB公布的数据显示"原发性肝癌&简称肝
癌'是一种发病率居第9位#死亡率居第;位的常见
恶性肿瘤"其中乙型肝炎病毒相关细胞癌和丙型肝炎
病毒相关细胞癌占比约为=6066U*7+$肝癌早期无特
异性症状"多数患者确诊时已进展至中晚期"且手术
治疗后5年内的死亡率高达56066U*;+$因此"寻找
高灵敏度#高特异度的分子标志物用于肝癌的早期诊
断和预后评估成为临床研究的热点$微小 :MA
&#%:MA'是一类由;7#;<个碱基组成的非编码单链

:MA"通过种子序列与靶细胞的<jaQ:相结合"促进
靶基因#%:MA降解或抑制蛋白翻译过程"负调控靶
基因的表达*<+$#%:MA"8 是 #%:MA 成员之一"

#%:MA"8"52是 #%:MA"8的成熟体"其已被证实可
靶向控制O7<\%A31#̀A\等基因来抑制肿瘤细胞增
殖和侵袭*>+$泛素结合酶aH-R76是第76个被识别
的人泛素结合酶"作为一种调节细胞周期的蛋白"能
够与细胞促进复合物的相互作用来驱动有丝分裂的

后期转换*5+$已有研究表明"aH-R76参与了非小细
胞肺癌#脑胶质瘤等多种肿瘤的发生和进展的过
程*9"8+$目前"#%:"8"52及 aH-R76与原发性肝癌的
相关研究较少"本研究通过测定该两种生物标记物在
肝癌组织中的表达情况"分析其与肝癌病理特征及预
后的相关性$

$!资料与方法

$0$!一般资料!回顾性分析;678年7;月至;67=
年7;月间在邯郸市人民医院&下称本院'行肝癌切除
手术治疗的58例患者临床资料"术中分别采集肝癌
组织和癌旁组织&距离癌灶&5-#'58份$男<>例"
女;<例)年龄5<#9=岁"平均&5?0<d<08'岁)肿瘤
最大径&5-#者<6例"'5-#者;8例)分化程度!
高分化77例#中分化<;例#低分化7>例)QMI 分

期!,#-期<7例"'#(期;9例)包膜形成!有包
膜<8例#无包膜;6例)门静脉侵犯!侵犯;5例"未侵
犯<;例)乙型肝炎表面抗原&R].A)'检测结果!阳性

>8例"阴性76例$纳入标准!&7'所有患者均行手术
治疗"术后病理诊断为肝癌)&;'临床及术后随访资料

真实完整)&<'预计生存期&<个月)&>'所有患者及家
属对试验知情且签署同意书$排除标准!&7'合并其

他部位恶性肿瘤)&;'伴原发性肾功能障碍者)&<'伴
不稳定系统性疾病者)&>'行放化疗治疗者$本研究

经医院伦理委员会批准$

$0%!试剂与仪器!#%:"8"52与阴性对照&#%:"MN'

购自上海吉玛公司)QJ%*L&试剂#脂质体G%2L;666购自
美国赛默飞世尔公司)ON:引物及:Q"ON:试剂盒购

自日本QA\A:A 公司)aH-R76引物由上海生工公司
提供"aH-R76多克隆体购自C$(1$NJY.公司$

$0&!方法!取术中采集的新鲜肝癌组织及癌旁组织
各766#)"加入7#GQJ%*L&至样本中裂解"提取总

:MA"使用超微两紫外分光光度计检测 :MA水平#
纯度"再以总 :MA 为模板反转录合成-EMA"再以

-EMA为模板ON:扩增"分别以 a9#VAOER 为内
参$#%:"8"52及 aH-R76引物序列分别由 QA\A"

:A#C$(1$NJY.公司设计合成$引物序列见表7$
表7!!#%:"8"52*aH-R76行/ON:检测的引物序列

引物 序列

aH-R76

!上游 5j"VAQAVNAVVVNVQVAVVAAN"<j

!下游 5j"AAAQNNVVVQQQNQQQNANA"<j

内参VAOER

!上游 5j"QQVVQAQNVQVVAAVVANQNA"<j

!下游 5j"QVQNAQNAQAQQQVVNAVVQQ"<j

#%:"8"52

!上游
5j"ANANQNNAVNQVVVQVVAAVANQAVQVAQQ

QQ"<j

!下游 5j"QVVQVQNVQVVAVQNV"<j

内参a9

!上游 5j"VNVNVAQQNVQVAAVNVQQNN"<j

!下游 5j"VQVNAVVVQNNVAVVQ"<j
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!!ON:检测反应体系!按照说明书配置反应液;6

%G"模板-EMA7%G"4MQO#%̂ 7;05%G"4R;B?05
YG"上下游引物各7%G$#%:"8"52ON:反应条件!

?5e7#%("?5e75."59e75."8;e<6.">6个
循环)?5e76.受热变性"再以每;.递增605e"

95#=5 e行温度梯度退火$aH-R76ON:反应条
件!?5e 5#%("?5 e 7#%("96 e 7#%("8; e 7
#%("<6个循环$使用;W))N1法计算组织标本中 #%:"
8"52"aH-R76表达水平$

$0'!随访!所有患者术后通过门诊复查#电话等方
式随访"随访频率为<个月7次"随访终点时间为

;6;7年76月或患者死亡$复发!治疗后血清甲胎蛋
白水平明显升高"且影像学检查显示有新的肿瘤灶)
进展!影像学检查显示肿瘤两个最大相互垂直直径乘
积&;5066U)本研究未出现失访情况"随访率为

766066U$

$0(!统计学处理!采用COCC;506统计学软件进行
分析"符合正态分布的计量资料采用GdC表示"组间
比较行独立样本7检验)计数资料采用例数#率表示"
组间比较行!; 检验$采用\$2&$("I,%,J法进行生存

分析"行GL)"J$(3检验)绘制受试者操作特征&:BN'
曲线分析癌组织中 #%:"8"52"aH-R76在肝癌预后中
的预测价值$以!$6065表示差异有统计学意义$

%!结!!果

%0$!#%:"8"52#aH-R76在肝癌组织及癌旁组织中
的表达水平!肝癌组织中 #%:"8"52表达水平明显低
于癌旁组织"差异有统计学意义&7f;;07;5"!$
60667'"而aH-R76表达水平显著高于癌旁组织&7f
;90=7;"!$60667'"差异有统计学意义&!$6065'"
见图7$

%0%!肝癌组织中 #%:"8"52及 aH-R76表达水平与
病理特征的相关性!以 #%:"8"52&60>8>为高表达"
反之为低表达)以肝癌组织中 aH-R76&60877为高
表达"反之则为低表达$分析58例肝癌患者性别#年
龄#肿瘤最大径#QMI 分期#分化程度#包膜形成#门
静脉侵犯#R].A)等病理特征与该两种生物标记物
的相关性$结果显示"#%:"8"52表达水平与分化程
度#包膜形成#门静脉侵犯等特征相关&!$6065')

aH-R76相对表达与肿瘤最大径#分化程度#QMI 分
期#门静脉侵犯相关&!$6065'"见表;$

图7!!#%:"8"52*aH-R76在肝癌组织及癌旁组织中的表达水平

表;!!aH-R76及 #%:"8"52表达水平与肝癌病理特征的相关性%(&U'(

病理特征
aH-R76

高表达&(f>6' 低表达&(f78' !;%!

#%:"8"52

高表达&(f?' 低表达&(f>=' !;%!

性别

!男 ;5&9;056' ?&5;0?>' 60>5<%60567 9&99098' ;=&5=0<<' 60;7?%609>6

!女 75&<8056' =&>8069' <&<<0<<' ;6&>7098'

年龄&GdC"岁' 5=0?d>0; 5?08d<06 70786%60;>> 5?07d<0= 5?0?d;09 70<7;%607?;

肿瘤最大径

!$5-# ;5&9;056' 5&;?0>7' 50;<?%606;; 5&55059' ;5&5;06=' 606<8%60=>=

!%5-# 75&<8056' 7;&8605?' >&>>0>>' ;<&>80?;'

分化程度

!高分化 5&7;056' 9&<50;?' 7;0>5<%$60667 5&55059' 9&7;056' 5;0=89%$60667

!中分化 ;<&58056' ?&5;0?>' >&>>0>>' ;=&5=0<<'
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续表;!!aH-R76及 #%:"8"52表达水平与肝癌病理特征的相关性%(&U'(

病理特征
aH-R76

高表达&(f>6' 低表达&(f78' !;%!

#%:"8"52

高表达&(f?' 低表达&(f>=' !;%!

!低分化 7;&<6066' ;&77089' 6&6066' 7>&;?078'

QMI分期

!,#- 7=&>5066' 7<&890>8' >089<%606;? 8&8808=' ;>&56066' ;0<58%607;5

!'#( ;;&55066' >&;<05<' ;&;;0;;' ;>&56066'

包膜形成

!有 ;8&98056' 76&5=0=;' 60<?>%605<6 <&<<0<<' <>&860=<' >098?%606<7

!无 7<&<;056' 8&>707=' 9&99098' 7>&;?078'

门静脉侵犯

!是 ;7&5;056' >&;<05<' >0699%606>> 6&6066' ;5&5;06=' =0<56%6066>

!否 7?&>8056' 7<&890>8' ?&766066' ;<&>80?;'

R].A)

!阳性 <;&=6066' 75&==0;>' 6055?%60>5> 9&99098' >7&=50>;' 70=>;%60785

!阴性 =&;6066' ;&77089' <&<<0<<' 8&7>05='

!!注!W表示无数据$

%0&!#%:"8"52及 aH-R76不同表达水平与患者生

存率的关系

%0&0$!癌组织中 #%:"8"52表达水平与患者无进展

生存率的关系!肝癌随访期无进展生存率为<=096U
&;;%58'"#%:"8"52 高表达患者无进展生存率为

==0=?U&=%?'"无进展生存期<>05个月)#%:"8"52低

表达患者无进展生存率为;?078U&7>%>='"无进展生

存期;908个月$两组随访期无进展生存率差异有统

计学意义&!;f7;0<?6"!$60667'"见图;$

图;!!癌组织中 #%:"8"52表达水平与肝癌

无进展生存率的关系

%0&0%!癌组织中aH-R76表达水平与患者无复发生

存率&:̀ C'的关系!aH-R76高表达患者 :̀ C为

5;056U&;7%>6'"无 复 发 生 存 时 间 ;=0= 个 月)

aH-R76低表达患者 :̀ C为=;0<5U&7>%78'"无复

发生存时间<;0=个月$两组随访期 :̀ C差异有统

计学意义&!;f>07?9"!f606>7'"见图<$

图<!!癌组织中aH-R76表达水平与肝癌 :̀ C的关系

&!讨!!论
全球范围内每年新发现的肝癌患者人数约?66

万"其中尤以中老年人群发病率最高*="?+$肝癌的发
生和进展的分子机制尚未完全明确"多认为是一个由
多种基因参与的多节段的病理过程"整个病理过程涉
及多种原癌基因激活及抑癌基因的失活或作用衰

减*76+$肝癌患者早期无特异性临床表现"中后期表现
为肝区疼痛#腹胀#消瘦#进行性肝组织肥大等"部分
患者会出现低热#上消化道出血现象"在肝癌组织破
裂后会出现急腹症"亦有仅表现为转移灶的症
状*77"7;+$生物分子标志物是肿瘤发生#增殖过程中由
癌细胞合成#释放或宿主对癌细胞的反应性物质"寻
找高灵敏度和高特异度的分子标志物对肝癌早期诊

断#靶向治疗及预后评估均有重要的意义$

I%:"8的基因序列在人类有<个不同的基因位
点编码"其初级转录产物在细胞和种经核酸内切酶'
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EJL.+$剪切变为前体#%:"8"在经 !̂2LJ1%(5转运至
细胞质中"再次剪切变为成熟的 #%:MA"再形成

:MA诱导沉默复合体以靶向调节特定 #:MA的基
因表达*7<+$近年来"研究者们对 I%:"8与恶性肿瘤
生物学关系的研究日益增多"发现其参与了肿瘤细胞
增殖分化及凋亡等过程*7<"7>+$相关研究发现"#%:"8
能够经靶向激活表皮生长因子受体&!V̀ :'#胰岛素
受体底物7&D:C7'等参与到直肠癌#乳腺癌的生长#侵
袭及转移过程中$本研究结果显示"I%:"8"52在肝癌
组织及癌旁组织中表达水平有明显差异"提示其在肝
癌中扮演重要角色$肝癌组织中 I%:"8"52表达显著
下调"可能是I%:"8"52可抑制D:C;#!V̀ :表达活化
抑制癌细胞迁移#侵袭所致*75"79+$为了进一步确认

ON:的结果"分析发现 #%:"8"52的表达水平与分化
程度#包膜形成#门静脉侵犯等特征密切相关&!$
6065'$而张晓红等*7<+的研究表示"#%:"8"52在结直
肠癌的表达水平也与肿瘤位置#QMI 分期#分化程度
及远处转移有关"出现差异的原因可能因为本试验纳
入样本较少"#%:"8"52高表达的数量较少导致结果出
现偏倚$

aH-R76基因属于人泛素偶联酶!;基因家族成
员"细胞周期调控过程中 aH-R76可于 AON相互作
用影响有丝分裂纺锤体装配检测点"起到驱动细胞周
期的进展*78+$!;在泛素介导的蛋白质降解活动中的
职能主要是经硫酯键连接!7活化酶的泛素和!;活
性位点的半胱氨酸"形成 aH"!;中间体"再经!<连
接酶转移泛素至靶蛋白"靶蛋白经泛素化后很容易被

;9.蛋白酶识别并快速降解*7=+$泛素蛋白酶系统
&aO"C'有多重生理调控能力"一旦系统运转失常则会
引发诸如炎症反应#肿瘤等多种病理性变化*7?+$

aH-R76作为肿瘤相关性泛素结合酶"已被证实参与
到了脑胶质瘤#非小细胞肺癌等发生和进展中*8";6+$
最近有研究发现"aH-R76高表达会促使 AON%N过
早降解-'-&%(]等细胞周期蛋白"增加了细胞染色体
组的不稳定性"而该种状态与恶性肿瘤的发生于进展
生理变化高度吻合*;7+$RAM 等*;6+的试验表明"

MCNGN细胞aH-R76调节各种C"烯丙基巯基半胱氨
酸&CAN'成分过早降解"促使CAN功能障碍加剧"促
进肿瘤细胞的增殖"在aH-R76表达质粒后癌细胞增
殖及侵袭能力显著增强"而在细胞内转染干扰质粒以
沉默aH-R76表达后"细胞侵袭力下降"凋亡速率加
快"提示aH-R76参与了恶性肿瘤的发生#侵袭转移
过程$本研究结果显示"aH-R76在肝癌组织及癌旁
组织中表达水平有明显差异"进一步分析发现肝癌组
织 aH-R76的表达水平与肿瘤最大径#分化程度#

QMI分期#门静脉侵犯相关&!$6065'"与以往相关
研究*9"8";6+结果一致$

肝癌肿瘤最大径#组织分化程度#QMI 分期及门
静脉侵犯等病理特征与肿瘤进展速度#恶性程度和远
处转移等关系密切"是肝癌患者预后质量的独立危险
因素*;;";<+$由此说明"#%:"8"52及 aH-R76在肝癌

组织中的异常表达与癌灶的恶性生物学特性相关联"
均有其重要的病理学价值$通过 \$2&$(I,%,J生存
分析显示"#%:"8"52高表达及aH-R76低表达患者随
访期 :̀C明显较高"提示肝癌组织中 #%:"8"52高表

达及aH-R76低表达的患者预后质量更好$原因在
于#%:"8"52的高表达能够降低D:C;#!V̀ :基因的
活性从而阻断了癌细胞分化#增殖及转移的路径)同

理"aH-R76低表达患者体内 aO"C不会被识别和降
解"充分发挥其多重生理调控职能"减缓了癌灶的进
展过程"改善患者的预后状况$

综上所述"#%:"8"52及aH-R76在肝癌组织中呈

异常表达"两者均与肿瘤的进展速度#恶性程度及远
处转移密切相关"并且对患者复发有较高的预测价
值"可以作为肝癌早期诊断#预后评估的潜在分子标

志物和治疗靶点$但是对于该两种物质的作用途径#
分子机制还应该进行深入研究$
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