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荧光实时定量PCR检测NSCL C中
PEDF基因表达状态的研究

张力建 　陈晋峰　柯杨　Robert E Mansel　Wen G Jiang

【摘要】　背景与目的　SYBR Green Ⅰ是一种较为常用的非探针类定量 PCR的方法 ,其主要优点在于操

作过程简单 ,结果具有一定特异性。本研究的目的是建立检测色素上皮衍生因子 (pigment epithelium2derived

factor ,PEDF) mRNA的 SYBR Green Ⅰ实时定量 PCR的方法 ,了解肺癌组织及其远癌肺组织中 PEDF的表

达水平 ,研究肺癌组织中 PEDF的表达水平与各种临床病理特征之间的关系。方法 　利用 RT2PCR的方法

扩增并纯化 PEDF以及内对照 GA PD H mRNA的目的片段 ,倍比稀释后作为定量模板。利用相对定量的方

法 ,检测 21例肺癌及相应远癌肺组织中 PEDF mRNA相对于 GA PD H mRNA的表达量 ,进行相对定量分析。

结果　21 例肺癌组织及相应的远癌肺组织中均可检出 PEDF的表达 ,肺癌组织中 PEDF的相对表达量为

0. 5505±0. 3590 (0. 11～1. 11) ,远癌肺组织中为 0. 7219 ±0. 2582 (0. 29～1. 31) ( P = 0. 024)。早期 ( Ⅰ～ Ⅱ

期)肺癌患者和肿瘤较小时 ( T1 ) PEDF的表达量显著高于晚期 ( Ⅲ～Ⅳ期 , P = 0. 010)和肿瘤较大者 ( T2～4 , P

= 0. 007)。结论　所建立的 SYBR Green Ⅰ实时定量 PCR方法可以成功地检测 PEDF基因的表达量。初步

检测结果显示 PEDF可能是一种肺癌发生发展过程中的保护因素。
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【Abstract】　Background and objective　SYBR Green Ⅰis a non2probe real2time PCR method. It is quite

convenient and it s specificity is good. The aim of this study is to establish a quantitative SYBR Green Ⅰ real2
time PCR method for detection of PEDF gene in non2small cell lung cancer (NSCLC) , and to investigate the

relationship between PEDF mRNA expression and the clinicopathological characteristics. Methods　The target

segments of PEDF and GA PD H proliferated by RT2PCR were diluted and used as the standard templates.

PEDF mRNA was detected in 21 NSCLC tissues and matched paracancerous pulmonary tissues by relative

quantitative method. Results　All the lung cancer tissues and the matched paracancerous pulmonary tissues

had expression of PEDF mRNA. The relative level of PEDF mRNA expression was 0. 5505±0. 3590 (0. 1122
1. 11) in the lung cancer tissues and 0. 7219±0. 2582 (0. 29221. 31) in the matched paracancerous pulmonary

tissues respectively ( P = 0. 024) . PEDF expression was significantly related to TNM stages (Ⅰ22Ⅱ vs Ⅲ22Ⅳ,

P = 0. 010) and the tumor size ( T1 vs T2224 , P = 0. 007) . Conclusion　The established SYBR Green Ⅰquan2
titative real2time PCR method can successfully detect the expression of PEDF mRNA. The primary result s

show that PEDF may be a protective factor in oncogenesis and development of NSCLC.
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　　随着对肿瘤复发转移机制研究的深入 ,人们逐渐

认识到新生血管生成在实体肿瘤的生长和发展以及肿

瘤的转移过程中发挥着重要的作用[1 ]。我们前期已有

关于血管内皮生长因子 (vascular endot helial growt h

factor , V EGF)在肺癌中表达 ,并与肺癌患者预后相

关的文献报道[ 2、3 ]。色素上皮衍生因子 (pigment epi2
t helium2derived factor , PEDF)是一种重要的内源性

血管抑制因子 ,它可以有效地抑制血管内皮细胞的移

行[4、5 ] ,可以保护和营养多种神经元与雪旺氏细胞。

PEDF可以诱导子宫内膜癌细胞的凋亡 ,其抑制作用

呈时间与剂量依赖性[6 ]。这些研究说明 PEDF在肿瘤

血管的生长以及肿瘤细胞的生长中均可发挥作用。然

而到目前为止尚无文献报道其在肺癌中 RNA 水平的

表达状况。本研究采用 SYBR Green Ⅰ实时定量

PCR技术 ,检测 21 例非小细胞肺癌 ( non2small cell

lung cancer ,NSCL C)患者肺癌和远癌正常肺组织中

的 PEDF mRNA ,为进一步研究 PEDF基因及其编码

蛋白在肺癌发生、发展中的作用奠定基础。

1　材料与方法

1 . 1　组织标本　选取 2003～2004年我院胸外科接受

手术的肺癌患者共 21例 (表 1) ,收集肺癌和远癌正常

肺组织标本 ,标本均取自北京大学临床肿瘤学院标本

库。在手术切除标本离体 30 min内取肿瘤组织 ,并于

远离肿瘤处切取正常肺组织作为正常对照 ,置冻存管

中 ,速置于液氮中冻存 ,备 RNA提取。

1 . 2　试剂 　总 RNA 提取试剂 Trizol 为 Gibco 公司

产品 ,反转录试剂盒 Superscript TM Ⅱ Rnase H2 Re2
verse Transcriptase为 Invit rogen 公司产品 ,DNA 纯

化试剂盒购自申能博彩公司 ,含 SYBR Green Ⅰ的

PCR MasterMix为 Bio2Rad公司产品。

1 . 3　仪器　凝胶成像系统为 Alp ha Imager TM 2200 ,为

Alp ha Innotech公司产品 ;电泳仪和 iCycler iQ TM荧

光实时多波长 PCR检测系统为 Bio2Rad公司产品。

1 . 4　总 RNA 制备 　收集新鲜的肺癌组织和正常的

肺组织 0. 1～0. 2 g ,分别加入 1 mL Trizol ,按试剂说

明书中操作步骤进行 RNA 提取。经凝胶电泳后 ,使

用紫外分光光度仪检测提取总 RNA 的质量和浓度。

要求 A260/ A280≥2. 0 ,并计算 RNA含量。

1 . 5 　cDNA 的合成 　反应体系 20μL。取 Oligo2d T

0. 5μg ,每一标本取总 RNA 2μg ,Rnasin 40 U ,dN TP

终浓度 0. 5 mmol/ L ,5×反应缓冲液 4μL ,D T T终浓

度为 0. 01 mol/ L ,Supercript TM Ⅱ200 U ,加 DEPC水

至 20μL。42℃50 min , 70℃15 min ,进行逆转录。

表 1　21例 NSCLC患者的临床病理特征

Tab 1　Pathological characteristics of

21 patient s with NSCLC

　Characteristic n

Age (year) 56. 19±6. 37

Sex

　Male 13

　Female 8

Histology

　Squamous cell carcinoma 10

　Adenocarcinoma 8

　Undifferentiated carcinoma 3

TNM stage

　Ⅰ 3

　Ⅱ 7

　Ⅲ 10

　Ⅳ 1

Tumor size

　T1 6

　T2 3

　T3 10

　T4 2

Lymph node status

　N0 8

　N1 10

　N2 2

　N3 1

合成好的 cDNA置于 - 80℃保存备用。

1 . 6　引物设计和合成 　PEDF基因和三磷酸甘油醛

脱氢酶 ( glyceraldehycle232p hosp hate dehydrogenase ,

GA PD H)基因的引物合成使用引物设计软件 primer3

( ht tp :/ / f rodo . wi. mit . edu/ cgi2bin/ p rimer3/ p rimer3

_ www. cgi ) ,分别参照 GenBank 序列号 M76979、

CR600594设计 ,上海 BioAsia公司合成。PEDF上游

引物 : 5′2CGA T GA GA TCA GCA T TCTCC23′;下游引

物 :5′2A T TCT GGGTCACT T TCA GGG23′,扩增片段

长度为 256 bp。GA PD H 基因上游引物 : 5′2A G2
GTCGGA GTCAACGGA T T T G23’; 下游引物 : 5′2
GT GA T GGCA T GGACT GT GGT23′,扩增片段长度

为 532 bp。

1 . 7　定量模板的制备　利用内参照 GA PD H 的引物

进行 R T2PCR 扩增 ,反应条件为 : 95℃ 5 min , 94℃

1 min ,57℃ 60 s ,72℃ 75 s ;利用 PEDF 的引物进行

R T2PCR扩增 ,反应条件为 95℃ 5 min ,94℃ 1 min ,

55℃45 s ,72℃30 s ,循环 35 次。扩增产物进行琼脂

糖凝胶电泳确定 ,并切取含有目的片段的凝胶 ,根据

DNA 纯化试剂盒说明书对 PCR 纯化 ,终体积为

50μL。将此定量模板倍比稀释至 1 ∶1 ×108 ,得到不

同浓度的标准模板 ,分别定义为 10～1 ×108 拷贝数/
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μL , - 20℃保存备用。

1 . 8　SYBR Green Ⅰ实时定量 PCR 　25μL 反应体

系中包括 :上下游引物各 0. 5μL (10μmol) ,2 ×Mix

12. 5μL (包括反应缓冲液、dN TP、MgCl2、SYBR

Green Ⅰ、Taq酶) ,双蒸水 11μL ,cDNA 标本 1μL。

将不同浓度的标准模板同时进行 PCR。反应扩增条

件同上 ,循环 35次。将检测的临界点设定在 PCR扩

增过程中 ,荧光信号由本底进入指数增长阶段的拐点

所对应的循环数 ( t hreshold cycle , CT )作为模板初始

浓度的间接指标 ,将不同浓度的标准模板拷贝的对数

和相应的 CT 值作图 ,得到标准曲线。

1 . 9　PCR产物的确定和溶解曲线分析　将所扩增的

PCR产物同时进行琼脂糖凝胶电泳和溶解曲线分析。

溶解曲线分析模式定为 : 95℃ 5 min , 55℃ 20 s ,以

0. 1 ℃/ s缓慢加热至 94℃,最后设置为 40℃20 s。

1 . 10　统计方法　利用配对 t检验分析在肺癌组织和

正常肺组织中 PEDF mRNA表达水平的差异 ,独立样

本的 t检验分析肺癌组织中 PEDF mRNA 表达水平

与临床病理特征之间的关系。数据采用 SPSS10. 0统

计软件包进行统计分析。

2　结果

2 . 1　标准曲线和相关系数　GA PD H 和 PEDF定量

标准曲线见图 1A 和图 1B ,斜率 ( slope ) 分别为

- 4. 080和 - 3. 861 ,相关系数 (correlation coefficient)

均为 0. 997。

2 . 2 　PCR 产物的确定分析 　溶解曲线分析显示

GA PD H基因 PCR 产物的溶解曲线峰值在 88. 5℃,

溶解温度均一 ,峰的形状较为锐利 ,琼脂糖凝胶电泳显

示所得的产物为目的条带 (图 2A) ; PEDF cDNA 的

PCR产物的溶解曲线的峰值在 86. 5℃,峰形锐利 ,琼

脂糖凝胶电泳所示产物为目的条带 (图 2B) 。

图 1　A : GAPD H基因实时定量 PCR标准曲线 ;B : PEDF mRNA表达水平与 CT值之间的标准曲线 (蓝点代表标准模板 ,红点代表未知浓度的样本)

Fig 1　A : Standard curve of CT value vs log starting quantity of GAPD H mRNA ; B : Standard curve of CT value vs log starting quantity of PEDF

mRNA ( The blue dot s represented t he data for t he standard samples and t he red dot s for unknown samples)

图 2　A : GAPD H PCR扩增产物的溶解曲线和部分扩增产物的琼脂糖凝胶电泳分析 ;B : PEDF PCR扩增产物的溶解曲线和部分扩增产物的琼脂糖

凝胶电泳分析 (溶解曲线在 86. 5℃有一较明显的峰形)

Fig 2　A : The melting curve and t he agarose gel elect rophoresis analysis for GAPD H PCR product ; B : The melting curve and t he agarose gel elect ro2

phoresis analysis for PEDF PCR product (t he peak shape was at 86. 5℃on melting curve)

2 . 3　肺癌组织和正常肺组织中 PEDF mRNA 的检测

　作为内对照 , GA PD H 基因在不同组织中的表达量

处于衡定状态 ,故而可以将其基因产物的含量作为定

量 PEDF的参照物 ,并可以此来校正标本之间 RNA

的质量和逆转录效率的差异。本研究中将 PEDF

mRNA的拷贝数与相对应的 GA PD H 基因的拷贝数

相除来进行标准化 ,从而得出 PEDF基因产物的相对

定量[ 7 ]。21例 NSCL C组织中均可检测出不同程度的

PEDF mRNA表达 ,其相对表达量为 0. 5505±0. 3590

(0. 11～1. 11) ;21例相对应的远癌正常肺组织中亦可
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检测出 PEDF mRNA的表达 ,其相对表达量为0. 7219

±0. 2582 (0. 29～1. 31) (表 2) 。远癌正常肺组织中

PEDF基因产物含量高于肺癌组织 ,有统计学意义 ( P

= 0. 024) 。表 3 列出了 PEDF mRNA 的相对表达水

平与临床病理特征之间的关系 ,早期 ( Ⅰ～Ⅱ期)患者

PEDF表达量高于晚期 ( Ⅲ～ Ⅳ期)患者 ( 0. 7510 ±

0. 3858 vs 0. 3682±0. 2168 , P = 0. 010) ;肿瘤较小时

( T1 ) PEDF表达量大于肿瘤较大时 ( T2～4 ) (0. 8650 ±

0. 2955 vs 0. 4247±0. 3059 , P = 0. 007) ;其他病理特

征与 PEDF表达量之间无明显关系 ( P > 0. 05) 。综合

表 2和表 3可以发现 ,Ⅰ～Ⅱ期肺癌组织中 PEDF的

表达量与正常肺组织相近 (0. 7510±0. 3858 vs 0. 7219

±0. 2582 , P = 0. 805) 。

表 2　实时定量 RT2PCR检测 PEDF mRNA

在肺癌和正常肺组织中的相对表达水平

Tab 2　Relative expression level of PEDF mRNA in lung cancer

and the normal control tissues by real2time quantitative RT2PCR

Case No.
Real2time R T2PCR ( PEDF/ GAPD H)

Tumor Cont rol
P value

1 0. 870 450 0. 888 485
2 0. 618 881 1. 002 296

3 0. 231 481 0. 414 706

4 0. 758 333 0. 853 755

5 0. 892 246 0. 452 830

6 0. 308 807 0. 324 088

7 0. 985 612 1. 311 224

8 1. 109 244 0. 993 266

9 0. 138 571 0. 452 752

10 1. 055 901 0. 841 823

11 0. 627 249 0. 946 360

12 0. 317 600 0. 923 913

13 1. 056 962 0. 786 667

14 0. 205 319 0. 750 000

15 0. 113 793 0. 812 500

16 0. 275 000 0. 559 140

17 0. 344 444 0. 758 427

18 0. 187 500 0. 657 143

19 0. 914 894 0. 513 077

20 0. 113 022 0. 285 088

21 0. 421 687 0. 645 503

Total 0. 5505±0. 3590 0. 7219±0. 2582 0. 024

3　讨论

PEDF是一种 serpin家族成员。人类 PEDF基因

全长约为 16 kb ,位于染色体 17p13. 1 ,由 8 个外显子

和 7个内含子组成 ,其编码的多肽链由 418 个氨基酸

组成 ,分子量为 46. 3 ku[8 ]。PEDF是一种近来研究较

多的与肿瘤相关的内源性血管抑制因子[ 9～11 ]。但是 ,

作为一种重要的血管抑制因子 ,PEDF在肺癌中的表

表 3　PEDF mRNA相对表达水平与

NSCLC临床病理特征的关系

Tab 3　Relationship between relative level of PEDF mRNA

expression and clinicopathological characteristics in NSCLC

　Characteristic n
PEDF mRNA

( PEDF/ GAPD H)
P value

Sex 0. 198

　Male 13 0. 4700±0. 3536

　Female 8 0. 6813±0. 3497

Histology 0. 601

　Squamous cell carcinoma 10 0. 5950±0. 3535

　Non2squamous carcinoma 11 0. 5100±0. 3762

TNM stage 0. 010

　Ⅰ22Ⅱ 10 0. 7510±0. 3858

　Ⅲ22Ⅳ 11 0. 3682±0. 2168

Tumor size 0. 007

　T1 6 0. 8650±0. 2955

　T2224 15 0. 4247±0. 3059

Lymph node status 0. 216

　N0 8 0. 6763±0. 3981

　N1223 13 0. 4731±0. 3246

达状况目前尚无文献报道。

目前有多种检测基因在 mRNA水平表达的方法 ,

例如 Nort hern blot、R T2PCR 等 ,但它们均存在一定

的局限性。Nort hern blot 虽然定量相对较准 ,但敏感

性较差 ,而且要求的组织量较多 ;R T2PCR虽然较为敏

感和特异 ,但定量不准 ,只能进行半定量。新近发展起

来的实时定量 PCR (real2time PCR)有效地避免了前

述各种方法的弊端。SYBR Green Ⅰ作为一种非探针

类定量 PCR方法 ,其主要优点在于简便易行、经济实

用。应用过程中需要进行溶解曲线分析 ,了解扩增产

物的解链温度以及可能存在的引物二聚体的解链温

度 ,如果设定的读靶温度高于引物二聚体的解链温度 ,

就可避免引物二聚体对于扩增产物荧光值的影响。本

实验中由溶解曲线以及琼脂糖凝胶电泳分析可知 ,

PCR扩增产物特异性较好 ,无明显引物二聚体产生 ,

读靶温度低于产物的解链温度 ,反应过程中的荧光值

可以反映扩增产物含量的实时变化。

本研究通过 SYBR Green Ⅰ实时定量 PCR方法

检测肺癌及其对应的远癌正常肺组织中 PEDF

mRNA的表达水平。观察到在 21 例肺癌组织中均有

PEDF表达 ,但与对应的正常组织相比 , 76. 2 % (16

例)的肺癌组织中 PEDF的表达量低于正常组织 ( P =

0. 024) ;当肿瘤进展后 ,Ⅲ～Ⅳ期肿瘤中的表达量明显

高于Ⅰ～Ⅱ期的表达量 ( P = 0. 010) ;而且当肿瘤组织

体积增大时 , PEDF 的表达量明显减少 ( P = 0. 007) 。

仔细分析各个统计数据后可以发现 ,对于早期肺癌 ( Ⅰ
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～Ⅱ期)患者 ,癌组织中 PEDF mRNA 的表达量与癌

旁正常组织中的含量相近 (表 2、表 3) ,这说明在肿瘤

早期 ,新生血管的形成尚不活跃 ,随着肿瘤的进展 ,癌

细胞向外扩展的趋势增加 , PEDF的表达量也相应减

少。所有这些初步检验结果均说明 PEDF 在肺癌进

展过程中是一种保护因子 ,其表达量的减少意味着肿

瘤将会突破原先的限制向外扩展 ,并有可能与肿瘤患

者预后不佳相关。
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