
!"#

!

!"$#$%!

"

%

$&''($!""")&'%&$("!($"#$"!'

收稿日期!

("!!)"*)"#

#修回日期!

("!!)"&)!$

基金项目!广东省医学科研基金资助项目$

J(""&'!%

%#

广州市科技计划项目$

(""&W!)@!%!

%

作者单位!

!$'!"!&(

广州(广州医学院生物化学与分子

生物学教研室#

($

广州医学院附属市一人民医院输血科(

#$

普

外科

通信作者!王晓华(

*)+,&-

!

B&,32

#

.,(

/!

!(*$53+

#魏

亚明(

*)+,&-

!

.A&

0

,+&(

/!

!*#$53+

作者简介!李秋娴$

!$&#)

%(女(硕士在读(主要从事结肠

癌相关基因的研究

+&K)!"*,

和
+&K)())!

在结肠癌中的表达

及意义
李秋娴!

(王晓华!

(魏亚明(

(黄颖烽#

,H

/

?'&&$%("(#;$

1

($-$."(.'%-=$!67TP""(#=$!6FL67$(3%2%(3"(.'?

?&X&8B&,(

!

(

;,(

/

=&,328,

!

(

;A&<,+&(

/

(

(

:8,(

/

<&(

/

FA(

/

#

!!>.*/0#(.4'&

1

2#%/0.)

3

%)-,#4#%&/0M#/'.*)

(

=;%)

3

N0*;<#-./%68*66#

3

#

(

=;%)

3

N0*;'!"!&(

(

80.9

)%

#

(!"#

$

%&'(#)'*

+

>6**-2&%)4

+

;4.*)

(

20#A.&4'<;)./.

$

%65#*

$

6#

)

47*4

$

.'%6*

+

=;%)

3

N0*;

(

#!"#9

$

%&'(#)'*

+

=#)#&%6M;&

3

#&

1

8*&&#4

$

*)-.)

3

@;'0*&

!

E%)

3

R.%*0;%

(

G9(%.6

!

L.%*0

.

H%)

3

!

!(*!/*(

#

E#.F%(.)

3

(

G9(%.6

!

H#.

1

%(9

.)

3

!

!*#!/*(

>8&)?".)

!

<8

@

'.)$+'

!

63&(EA'4&

/

,4A42AAB

C

>A''&3(3F+&K)!"*,,(1+&K)())!&(G34253-3(5,(5A>,(1,1)

%

,5A(44&''8A'

(

,(1,(,-

0

DA42A>A-,4&3('2&

C

GA4.AA(42AAB

C

>A''&3(3F+&K)!"*,

(

+&K)())!,(15)+

0

5

/

A(A$A')0%#&

!

63AB4>,54KNJF>3+53-3(5,(5A>4&''8A',(142A&>,1

%

,5A(43(A'

(

1A4A54A142A+KNJ

AB

C

>A''&3(3F5)+

0

5G

0

K6)L@K$62A6,

O

I,(F-83>A'5A(5A

O

8,(4&4,4&EAL@K.,'8'A143,(,-

0

DA42AAB)

C

>A''&3(3F42A+&K)!"*,,(1+&K)())!&(G34253-3(5,(5A>,(1,1

%

,5A(44&''8A'$!'&B2)&

!

62A>A'8-4'

'23.A142,442AAB

C

>A''&3(3F+&K)!"*,&(5,(5A>4&''8A'.,'2&

/

2A>42,(42,4&(42A,1

%

,5A(44&''8A'&(

42A5)+

0

5

C

3'&4&EA

/

>38

C

$

5

"

"$"'

%(

,(142AAB

C

>A''&3(3F+&K)!"*,&(5,(5A>4&''8A'.,',-'32&

/

2A>

42,(42,4&(42A,1

%

,5A(44&''8A'&(42A5)+

0

5(A

/

,4&EA3(A'

$

5

"

"$"'

%

$62AAB

C

>A''&3(3F+&K)())!

'23.A1(31&FFA>A(5AA&42A>GA4.AA(5,(5A>,(1,1

%

,5A(44&''8A'

(

3>GA4.AA(

C

3'&4&EA,(1(A

/

,4&EA5)+

0

5

53(4>3-$3%(.2B&$%(

!

62AAB

C

>A''&3(3F+&K)!"*,&(G3425)+

0

5

C

3'&4&EA

/

>38

C

5,(5A>4&''8A',(142A5)

+

0

5(A

/

,4&EA3(A'.A>A2&

/

2A>42,(42,4&(,1

%

,5A(44&''8A'$+&K)!"*,+&

/

24GA,G-331'5>AA(&(

/

4,>

/

A4

3F53-3(5,(5A>$62A>A.,'(31&FFA>A(5A3F42AAB

C

>A''&3(3F+&K)())!&(G34242A5)+

0

5

C

3'&4&EA

/

>38

C

3(A',(142A5)+

0

5(A

/

,4&EA3(A'

(

.2&52(AA1+3>A>A'A,>5243

C

>3EA42A>A-,4&3(GA4.AA(+&K)())!,(1

53-3(5,(5A>$

C'

9

D%?#&

!

@3-3(5,(5A>

#

+&K)!"*,

#

+&K)())!

#

5)+

0

5

摘
!

要!目的
!

检测结肠癌与癌旁组织
+&K)!"*,

和
+&K)())!

的表达差异及其与
5)+

0

5

的表达是否具有

关联性*方法
!

选临床病理诊断明确的结肠癌患者(手术后取癌组织标本提取
KNJ

(

K6)L@K

检测原

癌基因
5)+

0

5

在结肠癌组织与癌旁组织中的表达*

6,

O

I,(

荧光定量
L@K

检测结肠癌与癌旁组织

+&K)!"*,

和
+&K)())!

的表达差异*结果
!

5)+

0

5

表达阳性的癌组织表达
+&K)!"*,

要明显高于癌旁组

织(其差异具有统计学意义$

5

"

"$"'

%#

5)+

0

5

表达阴性的癌组织表达
+&K)!"*,

要高于癌旁组织$

5

"

","'

%(结肠癌组织与癌旁组织
+&K)())!

的表达无差异*结论
!

结肠癌组织
5)+

0

5

阳性组和
5)+

0

5

阴性

组表达
+&K)!"*,

均高于癌旁组织(

+&K)!"*,

有可能作为结肠癌的筛查目标之一#结肠癌组织
5)+

0

5

阳

性组和
5)+

0

5

阴性组表达
+&K)())!

与癌旁组织无差异(还需更多研究证实其与结肠癌的关系*
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+&K)())!

#

+&K)!"*,

#

5)+

0

5

中图分类号!

K#(($)

#

K%#'$#

-

'

!!

文献标识码!

J

!!

文章编号!

!""")&'%&

$

("!(

%

"#)"#"#)")

!

!

引言

结肠癌是西方国家常见的恶性肿瘤(占肿瘤死

亡率的第二位*发病率在我国排在第五位(在广东

省居各种肿瘤第三位*近年来(随着我国生活水平

的提高(结肠癌发病率呈明显上升趋势*尽管对结

肠癌的发生+发展和治疗已有较多认识(但控制转移

和复发依然是一大难题*近年来(很多研究都证实

I&5>3KNJ'

$

+&KNJ'

%在肿瘤的发生+发展中起到

,

#"#

,

肿瘤防治研究
("!(

年第
#$

卷第
#

期



非常重要的作用*

+&KNJ'

是一类调节
+KNJ

基

因表达为目标的非编码
KNJ'

(与靶
+KNJ

的
#T

非

翻译区互补配对抑制蛋白质合成(影响细胞的发育+

分化+增殖+凋亡和代谢&

!)#

'

*

+&KNJ'

是新发现的一类内生性非编码小

+&KNJ'

(通过调节靶
+&KNJ'

的降解与翻译起着

重要的转录后调控作用(是转录后基因表达的重要

调控器*

+&KNJ'

在肿瘤细胞的过量表达可能作为

致癌基因起作用(在肿瘤细胞的低表达可能与肿瘤

的抑制基因有关&

)

'

*

5)+

0

5

是一个原癌基因(前期研究在结肠癌实

体标本中检测到
5)+

0

5

的表达要明显高于正常组

织&

'

'

(

5)+

0

5

调控着细胞增殖与分化(表现为在增

殖旺盛细胞中该基因高表达(而在静止或分化期

细胞中低表达&

*

'

*

+&K)!"*,

属于
+&K)!%

家族(具

有致瘤性(在调控正常细胞和肿瘤细胞生长+发展

和凋亡中起着重要作用(

+&K)!%

家族的表达与

5)+

0

5

的表达有密切关系&

%

'

(两者具有相互促进作

用*

+&K)!"*,

在胃癌+大肠癌和淋巴瘤中均被证

明其表达量高于正常组织&

&)!!

'

*

+&K)())!

则通过

抑制
5)+

0

5

和其他细胞基因的表达抑制细胞增

殖&

!(

'

(

+&K)())!

在间叶干细胞中高表达(且其在控

制或抑制细胞增殖中起重要作用&

!#

'

*然而它在结

肠癌的表达很少见报道*因此本研究通过设立

5)+

0

5

阳性组+

5)+

0

5

阴性组与正常大肠组织(检测

三组间
+&K)())!

和
+&K)!"*,

的表达是否具有差

异(两目的基因的表达是否与
5)+

0

5

的表达具有相

关性(以期有助于揭示结肠癌的发病机制及对临

床治疗和后续研究有所启示*
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资料与方法

!$!

!

资料

病例标本来源于
(""&

年
%

月1

("!"

年
#

月广

州医学院附属市一人民医院胃肠外科结肠癌手术癌

组织与癌旁组织配对标本*癌组织
!)

例(其中男
&

例(女
*

例#中分化腺癌
!"

例(黏液腺癌
!

例(腺癌

并肠系膜转移
#

例*对应的癌旁组织
'

例(病例中

位年龄为
'$

岁(所有标本均经临床病理诊断*

!$(

!

组织总
KNJ

提取

!$($!

!

将液氮中保存的结肠癌组织与癌旁组织取

出(各加入
!+-6>&D3-

研磨组织(同时加液氮研磨

保证组织始终处于液氮环境(组织研磨充分后转至

!$'+-

离心管中(混匀(冰上静置
'+&(

*

!$($(

!

加入
"$(+-

氯仿(上下颠倒
!'

次(冰上静

置
(+&(

(离心$

)S

(

!(""">

"

+&(

离心
!'+&(

%*

!$($#

!

离心后液体分为三层(小心吸取上层无色液

体移入一新的
*L

管中*

!$($)

!

加入等体积异丙醇$约
"$)+-

%(混匀(冰上

静置
!"+&(

(离心$

)S

(

!(""">

"

+&(

离心
!"+&(

%*

!$($'

!

弃上清液(沉淀加入
%'R

乙醇
"$'+-

(漩涡

振荡
#"'

(离心$

)S

(

%'"">

"

+&(

离心
'+&(

%(重复

此步骤
(

次*

!$($*

!

小心弃上清液
!

管内沉淀在超净台中鼓风

静置干燥
#

$

'+&(

*

!$($%

!

加入
#"

#

-!*L@

水溶解
!

$

*'S

促溶
!"

$

!'+&(

%(加入
KNJ

酶抑制剂(核酸定量仪测定样

品
KNJ

的
@

(*"

/@

(&"

比值均在
!$%'

$

!$$"

之间(稀

释标化为
#""(

/

"

#

-

(分装保存于
1%"S

冰箱备用*

!$#

!

普通
L@K

反转录
1

聚合酶链式$

6JUJKJ

公司试剂%反应

合成模板
5!NJ

(所有样品的总
KNJ

总量为

*""(

/

(体系如下!
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#

-

(

L>&+A)

'5>&

C

4K6*(D

0

+AI&B!

#

-

(

"-&

/

316

C

>&+A>!

#

-

(

K,(13+*+A>'!

#

-

(

634,-KNJ!
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-

(配成
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体系(反应条件!
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#
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*

L@K

反应体系如下!
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(

##

个循环#

%(S

(

!"+&(

*

(R

琼脂糖凝胶电泳后在紫

外线下可见
#%*G

C

处有一条带*

!$)

!

荧光定量
L@K

反转录$

+&K)!"*,

+

+&K)())!

和内参
Z*

(

6JUJKJ

公司试剂%反应

用随机抽取的
&

例
5)+

0

5

阳性标本癌组织和
*

例
5)+

0

5

阴性标本癌组织总
KNJ

进行反转录反

应(合成模板
5!NJ

(体系如下!
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(
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对应的
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体系(反应
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荧光定量
L@K

反应$

JH#

%体系

+&K)!"*,

+

+&K)())!

和内参
Z*

由试剂公司设

计合成探针引物(扩增条件均为
$'S !''

(

*"S

!+&(

(体系如下!
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仪上扩增*
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!$*

!

本实验用
/

@6

值法进行计算分析

将各样本
@4

值代入!

//

@4.

&目的基因的平

均
@4

值$样本组%

1

内参的平均
@4

值$样本组%'"

&$正常组目的基因的平均
@4

值
1

正常组内参的平

均
@4

值%的均值'(基因相对表达量
KX.(

1

//

@4

*

!$%

!

统计学方法

+&K)())!

和
+&K)!"*,

的基因相对表达量以

L04

表示(采用
7L77!%$"

统计软件的
'

检验进行

统计处理(取
5

"

"$"'

为差异有统计学意义*

#

!

结果

($!

!

K6)L@K

检测
5)+

0

5

基因在结肠癌标本中的

表达

从前期实验结肠癌样本中随机抽取
&

例
5)+

0

5

表达阳性的癌标本(其癌组织和癌旁组织行
K6)

L@K

(扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测(样本均于大

约
#%*G

C

处呈现特异性扩增条带(如图
!

所示在紫

外线下可见条带的定义为
5)+

0

5

表达阳性(以
&

),5)

4&(

为内参(其扩增大小为
((&G

C

#再随机抽取
*

例

不表达或低表达
5)+

0

5

的癌组织标本(如图
(

所示*
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AB
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#
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AB

C
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图
7

!

.6=

9

.

在癌组织和癌旁组织的表达$

5)+

0

5

阳性%
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1

B?'7
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C
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,5A(44&''8A'

图
F

!

.6=

9

.

在癌组织和癌旁组织的表达$

5)+

0

5

阴性%

E$

1

B?'F

!

50''H

/

?'&&$%(%-.6=

9

.$(

)0')B=%?"(#)0'"#

@

".'())$&&B'&

($(

!

+&K)!"*,

在结肠癌标本及癌旁组织中的表达

随机抽取的标本总
KNJ

用
6,

O

I,(
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阳性组和癌旁组织表

达
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差异有统计学意义$
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达
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讨论

大部分的人类肿瘤被发现致癌
+&KNJ'

$如

+&K)(!

(

+&K)!"*,

和
+&K)!''

%的异常表达(重构抑

癌
+&KNJ'

或敲除致癌
+&KNJ'

序列已经在实验

动物模型产生有利的抑癌抗菌素&

!)

'

*可以推断(

+&K)!"*,

在肿瘤的发生发展起着重要作用*

+&K)

!"*,

在胃癌组织中的表达高于正常组织(且
+&K)

,
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的表达水平与肿瘤发展的阶段+大小+分化+淋

巴管及远距离转移和侵袭有关&

&)$

'

*

+&K)(",

+

+&K)

(!

+

+&K)!"*,

+

+&K)!&!G

和
+&K)("#

在确诊的结肠

腺癌中高表达&

!"

'

*结肠癌患者
+&K)!"*,

的异常表

达与肿瘤的病理学类型和不良预后有关&

!'

'

*

5)+

0

5

是原癌基因(如果说
+&KNJ'

的过量表达是作为致

癌基因起作用的(有可能肿瘤的发生发展就是致癌

的
+&KNJ'

激活原癌基因(导致基因突变(从而发

生肿瘤*

+&K)!"*,

在本次试验的
5)+

0

5

阳性组与阴性

组表达均高于癌旁组织(

+&KNJ'

的过量表达是作

为致癌基因起作用的(有可能肿瘤的发生发展就是

致癌的
+&KNJ'

激活原癌基因(导致基因突变从而

发生肿瘤(而
+&K)!"*,

与
5)+

0

5

在结肠癌中是否具

有相互促进作用(则需要更多的研究*

+&K)())!

通

过调节
5)+

0

5

的表达来抑制细胞的增殖*

5)+

0

5

表

达高的时候(

+&K)())!

表达是降低的(

5)+

0

5

表达低

时
+&K)())!

的表达是升高的(但从本次试验的结果

看(

+&K)())!

的表达在
5)+

0

5

阳性组和
5)+

0

5

阴性

组与正常组织表达无差异(原因可能是
+&KNJ'

的

调控作用具有时段性(某些
+&KNJ'

在肿瘤的发生

阶段出现表达异常(但进入肿瘤后期(基因表达回复

到基线*是否如此尚需要更多研究证实*

+&K)!"*,

在结肠癌中高表达(在癌旁组织中表

达量极低(

+&K)!"*,

有可能作为一致癌基因起作

用*而
+&K)())!

在结肠癌中的表达与
5)+

0

5

的表

达是否有相关性还需要更多研究*
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