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茎环逆转录引物和
5!-

扩增引物进行荧光定量
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!以
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为内参相对定量比较不同宫颈疾病患者血清中
I;-=#&%

的表达水平&结果
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该研究建立的方法能特异性检测到血清中
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的扩增信号!熔解曲线单一!
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产物特异&宫颈癌患者血清中
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表达水平明显高于子宫肌瘤'宫颈炎等其他良性宫颈疾

病!差异有统计学意义"
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实时荧光定量
5!-
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&是一种内源性非编码单链小分子

-V6

#长度约为
#"

!

#,

个核苷酸#可与特定的目标
I-V6

结

合#通过促进靶
I-V6

的降解和$或&抑制翻译过程而发挥负

调控基因表达的作用#

I;-V6

对疾病的影响*致病机制正成为

研究的热点'

"
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是近年来发现的第一种皮肤特异性

I;-V6

#不但参与调控胚胎期表皮分化*构建皮肤保护层#并

与银屑病和牛皮癣等皮肤性疾病有关#而且作为抑癌或致癌因

子与靶基因共同作用参与肿瘤细胞的增殖分化*侵袭转移和凋

亡等'

#

(

)新近研究发现#

I;-=#&%

的异常表达与食管癌*结肠

癌*前列腺癌*慢性粒细胞白血病等多种肿瘤的发生*发展相

关)宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一#在世界女性癌症发

病率中排第
#

位#病死率排第
,

位)宫颈癌的发生*发展和转

归是一个极其复杂的多阶段*多基因调控异常的过程)研究表

明对于在宫颈癌细胞中低表达或沉默表达的抑癌性
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可通过
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表达载体系统或
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类似物导入外源
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#抑制肿瘤细胞生长#以治疗和预防宫颈癌)研究发现
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*

I;-="*%

*

I;-=#"*

等
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分子的异常表达与宫

颈癌发生和发展密切相关)

因此#是否能将
I;-=#&%

作为一个新标志物#通过检测血

清中
I;-=#&%

的表达量来进行宫颈癌的早期诊断和预后判断

成为此次研究的主要目的)

?

!

资料与方法

?$?

!

一般资料
!

宫颈癌患者
'

例*子宫肌瘤患者
,

例*宫颈炎

患者
,

例及健康对照组
'

例#年龄
*"

!

9,

岁#平均
*+

岁#来自

南通大学附属医院)

?$@

!

仪器与试剂
!

主要仪器有高速冷冻离心机$日本
/;1E=

GB;

公司&#紫外分光光度计$德国
R;I

D

7C<

公司&#

',&&-CE7

1;IC5!-P

(

)?CI

$美国
6.R

公司&#

b+& f

低温冰箱$日本

PE<

(

>

公司&#荧光定量
5!-

八连管$美国
6O

(L

C<

公司&)试

剂主要有总
-V6

提取试剂
1F;̂>7

$美国
R<J;?F>

L

C<

公司&#

I;-=#&%

和
49-15F;ICF

*

.@7

L

C=3>>

D

1QI;-V65F;ICF

$广

州锐博生物科技有限公司&#

1F;̂>7

$美国
R<J;?F>

L

C<

公司&#逆

转录试剂#

QEO;IE1Q Pi.-2FCC<

"

-\h

`

5!- QE)?CFQ;O

$

#T

&$立陶宛
MCFIC<?E)

公司&#

ZV6

引物$大连
1ENE-E

生物

工程公司&)

?$A

!

方法

?$A$?

!

标本采集
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的
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?$A$@

!

血清
-V6

提取
!

用
gR62XV I;-VCE)

(

Q;<;N;?

试

剂盒内的
gR6̂>7

*

-]1

*

-5X

试剂以及吸附柱提取血清
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计测得
-V6

浓度及纯度#取适量模板进行逆转录反应)

?$A$A

!

GZV6

的合成
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正向引物序列!
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个循环#
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!

8,f

收集荧光绘制熔解

曲线)

?$B

!

统计学处理
!

本次实验采用比较
!?

值法#首先将两项平

行反应取平均
!?

值#

'

!?d!?

$

I;-=#&%

&

!

!?

$

49)<-V6

&#

基因相对表达量采用
#=

'

!?

方法计算)所有资料用
2FE

D

B

D

EA

5F;)I,

软件进行统计分析)

@
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结
!!

果

样品总
-V6

的
\Z

#9&

"

\Z

#+&

值在
"$+

左右#见图
"

#提取

纯度较好#可进行下一步的荧光定量的反应)根据测得的浓度

加入
,

"

3GZV6

模板扩增)

图
"

!!

"U

甲醛变性琼脂糖凝胶电泳检测总
-V6

的质量

!!

从熔解曲线图上可以看出#

I;-=#&%

*

49

的熔解曲线峰值

单一#略有差异#见图
#

$见.国际检验医学杂志/网站主页,论

文附件-&#

I;-=#&%

熔解温度为
'8$,,f

左右#

49

熔解温度为

+%$&9f

左右)表明
5!-

参数选择适当#

I;-=#&%

*

49

逆转录

引物和扩增引物能够扩增出
I;-=#&%

*

49

片段#产物特异度较

好#非特异产物对结果影响较小)

!!

I;-=#&%

的
FCE7=?;IC5!-

扩增曲线宫颈原位癌患者血清

中
I;-=#&%

与
49)<-V6

反应曲线呈标准
P

型#见图
%

$见.国

际检验医学杂志/网站主页,论文附件-&)在本试验中#

49

在

所有标本中都有稳定表达#且
!?

值比较集中#在
##S#

之间#

可作为该实验的内参照)

!!

血清
I;-=#&%5!-

反应曲线呈标准
P

型#通过计算得出

#*

份样本的血清中
I;-=#&%

检测结果!

'

位宫颈原位癌患者

!?

值结果为
"9$#"

*

",$%+

*

"*$8+

*

"'$#"

*

"9$9+

*

"%$8+

*

",$*8

%

,

位子宫肌瘤患者结果为
##$""

*

#%$,+

*

#,$+'

*

#'$,+

*

#9$#*

%

,

位宫颈炎患者结果为
#"$+&

*

#*$+9

*

##$+*

*

#%$"9

*

##$98

%

'

位

健康对照组结果为
#*$%&

*

#,$9*

*

#%$#*

*

#9$"*

*

#%$,*

*

##$,'

*

#,$*'

)经过统计学分析发现#宫颈癌患者血清中
I;-=#&%

表

达水平明显高于子宫肌瘤和宫颈炎患者$

!

#

&$&,

&)子宫肌

瘤和宫颈炎患者血清中
I;-=#&%

表达水平差异无统计学意义

$

!

(

&$&,

&)

A

!

讨
!!

论

早期宫颈癌大多数患者通过手术或放射治疗可以控制病

情#有一个相对有利的预后)但是#仍有淋巴结微转移的患者

漏诊率很高)目前#用于检测淋巴结转移的各种方法#如
!1

*

Q-

和
5X1=!1

#均具有较低的敏感度和特异度)最近研究表

明#血清中含有大量来自不同组织的稳定
I;-V6

)

!BC<

等'

%

(首次研究证实血清
I;-V6

可以作为潜在的肿

瘤标志物#研究结果显示弥漫性大
.

淋巴细胞瘤患者血清中

I;-=",,

*

I;-=#"&

*

I;-=#"

表达量明显高于健康对照组#而且

I;-=#"

的表达水平与患者存活率密切相关)随后有大量研究

证实血清
I;-V6

可作为多种肿瘤辅助诊断*鉴别诊断*预后

判断*病程监测的标志物'

*

(

)如胰腺癌患者血清中
'

种
I;-=

V6

分子$

I;-=#&E

#
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#

I;-=#*

#

I;-=#,

#

I;-=88E

#

I;-=

"+,

#

I;-="8"

&表达明显上调#且
I;-V6=#"

表达水平与胰腺癌

患者的存活率密切相关%前列腺癌患者血清中
I;-V6=%',

#

I;-V6="*"

表达上调#其表达水平和格里森指数*淋巴结转移

等高度相关)目前#通过对宫颈癌相关
I;-V6

进行鉴定和功

能分析#已发现宫颈癌中有明确靶基因的
I;-V6

差异表达

谱#如
I;-=#"

*

I;-=%*E

*

I;-="*%

等#可能为宫颈癌诊断和鉴

别诊断提供有价值的参考指标)

在多种肿瘤中#

I;-=#&%

的异常表达已经被多次指出)如

肺癌*胰腺癌*膀胱癌患者
I;-=#&%

的高表达)

!BC@<

L

等'

,

(研

究发现
I;-=#&E

和
I;-=#&%

与宫颈癌的侵袭和转移密切相关)

在本次研究中#笔者建立了
Pi.-2FCC<

(

实时荧光定量
5!-

检测血清
I;-=#&%

的方法#该方法快速简便*敏感度高*特异度

好)并运用该方法检测发现宫颈癌患者血清中
I;-=#&%

表达

水平明显高于子宫肌瘤和宫颈炎患者#子宫肌瘤和宫颈炎患者

血清中
I;-=#&%

表达水平没有显著差别#其可能会对宫颈癌辅

助诊断有一定作用)

由于标本量较少#在建立了较成熟的方法后还需增加标本

量的检测#需要进一步说明试验的重复性和稳定性)此外#由

于
I;-=#&%

在多种肿瘤组织中表达量都有升高#是否可以通过

两种或多种
I;-V6

联合诊断宫颈癌也为日后的研究提供了

一个方向)
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