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要"目的
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探讨原发性肝癌"
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#患者血清中外泌体来源的
L:(W56/##

的表达水平!以评价其在肝癌早期的诊断价

值$方法
!

以外泌体提取试剂盒分离纯化
&..

患者和健康体检者血清中外泌体!通过蛋白免疫印迹"
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#检测
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外泌体标记蛋白分子!透射电镜鉴定血清外泌体形态'实时荧光定量
V.(

"
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(86V.(

#技术检测
,#

例
&..

患者和
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例健康体检者中
L:(W56/##

的水平'以外泌体
L:(W56/##

水平鉴别
&..

患者和健康体检者的诊断效能$结果
!

e=>?=F;

JD9?

显示出血清外泌体
&>

N

4"
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.)+*

和
5D:_

等标记分子的表达!透射电镜鉴定外泌体形态符合一般外泌体特征'

O

(86V.(

结果

表明!

&..

组中的
L:(W56/##

)
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"1+#\"1,7

#*较健康对照组)
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#*血清外泌体升高!差异有统计学意义

"
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#'血清外泌体来源的
L:(W56/##

诊断肝癌的敏感度为
,/17*2

%特异度为
,#1"02

!曲线下面积为
"1,7

"
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"1,!

#
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#$结论
!

血清外泌体来源的
L:(W56/##

可作为一种新的肿瘤标志物用于原发性肝癌的早期临床诊断$
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临床上对肝癌的筛查主要是对甲胎蛋白$

5PV

%的检测#但

因其对肝癌的诊断具有较低的敏感度#导致了其应用上的限

制(

/

)

#因此迫切需要寻找更具特异性的肿瘤标志物'近年来#

一些新的肿瘤标志物的不断涌现为肝癌的早期诊断提供了方

便(

#

)

#其中血中循环微小核苷酸$

L:(W5

%等用于肝癌标志物

已被报道(

*

)

'

L:(W56/##

是一种常见的微小核苷酸#在肝癌

患者体内表达失调(

!

)

'血液中的
L:(W56/##

常以游离态存在

或被包裹于外泌体中#血清游离
L:(W56/##

已被研究表明是

肝癌诊断的生物标志物#并被大量用于肝癌患者的诊断(

0

)

#然

而外泌体来源的
L:(W56/##

少有研究'本研究旨在探讨血清

外泌体来源的
L:(W56/##

对肝癌诊断的价值#现将结果报道

如下'
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资料与方法

$1$

!

一般资料
!

收集
#"/!3#"/+

年健康体检者
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例作为对

照组#原发性肝癌$

&..

%患者
,#

例作为
&..

组'对照组平

均年龄$

!01*+\,1+*

%岁&男
!*

例#女
*+

例&血清中
5PV

水平

$

01*/\/14!
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LS

'

&..

组平均年龄$

!71#/\,1,*

%岁&男

!,

例#女
*!

例&血清中
5PV

水平$
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'对

照组排除其他如心-肺-胃肠及等内分泌疾病#

&..

患者均以

病理组织检查确诊'

$1/

!

仪器及试剂
!

8]'6/"".Z

%

透射电镜$日本电子公司%&

5Y%4"""

荧光定量
V.(

仪$美国应用生物系统公司%&

8F:K9D

S$

试剂$
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探针荧光定量试剂盒$上海吉玛

公司%&

''SU6

逆转录试剂盒 $
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@
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%&引物合成委托武

汉擎科生物公司&

Y.5

蛋白定量试剂盒$碧云天生物技术研究

所%&外泌体分离试剂盒$美国
/"/Y:9

%&

&>

N
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#

.)+*

#

5D:_

以

及
T9D

@

:;5/

兔抗人单克隆抗体以及羊抗兔二抗
%

@

T

$美国

$Y%

公司%'

$1'

!

方法

$1'1$

!

外泌体的分离
!

按照美国
/"/Y:9

公司血清外泌体抽

提试剂盒说明书进行'

$1'1/
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透射电镜鉴定血清外泌体形态
!

取
/

滴分离液滴加到

,
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,

检验医学与临床
#"/4

年
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月第
/!

卷第
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期
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专用铜网上#以
02

的固定液在
!X

固定
#B

&以
"1/L9D

"

S

磷

酸液漂洗
0

次#每次
/"L:;

&重复上述操作后#在浓度梯度逐渐

增高的丙酮中进行脱水处理&用
*2

磷钨酸染色#并用滤纸吸

除剩余液体#待自然挥干后#标本在
/"" Ù

透射电子显微镜

进行观察'

$1'1'

!

荧光定量
!

V.(

反应检测血清中
L:(6/##

水平测量

以常规
8F:K9D

法提取外泌体总
(W5

#测定浓度后调整浓度于

一致#加入逆转录酶#进行逆转录反应#条件!

/+ X *"L:;

#

!#X*"L:;

#

,0 X /"L:;

'

V.(

反应条件!

70 X

预变性
#

L:;

&

7!X

变性
/#>

#

+#X

退火延伸
!">

#上述进行
!"

个循环'

引物序列同参考文献(

+

)#基因水平采用
#

3

--

.?法计算如下#

--

.?f

$实 验 组
.?

L:(6/##

3

实 验 组
.?

i+>;(W5

%

3

$对 照 组

.?

L:(6/##

3

对照组
.?

i+>;(W5

%#此处的对照组规定为
L:(6/##

表

达量最低的一组'

$11

!

统计学处理
!

采用
$V$$/41"

统计软件进行数据处理#

计量资料采用
I\C

表示#组间比较采用独立样本
=

检验&计数

资料组间比较采用
!

# 检验#以
!

#

"1"0

为差异有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/1$

!

血清中外泌体的分离与检测
!

蛋白免疫印迹$

e=>?=F;

JD9?

%检测外泌体标志性蛋白分子的表达情况#表明提取的外

泌体均表达
&>

N

4"

-

.)+*

和
5D:_

标志性蛋白分子#而不含细

胞成分
T9D

@

:;5/

#见图
/5

&透射电镜鉴定外泌体形态#电镜视

野下可见外泌体呈现典型的圆形或椭圆形杯状结构#大小不均

一#见图
/Y

'

!!

注!

5

为
e=>?=F;JD9?

鉴定外泌体标志分子的表达&

Y

为透射电镜

鉴定血清外泌体形态'

图
/
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血清中外泌体的分离与检测

/1/

!

各组血清外泌体
L:(W56/##

水平变化
!O

(86V.(

检测

外泌体中
L:(W56/##

表达情况#结果显示#

&..

组中的
L:(6

W56/##

(

D9

@

/"

$

"1+#\"1,7

%)高于对照组(

D9

@

/"

$

3"14,\

"144

%)#差异有统计学意义$

!

#

"1""/

%'

/1'

!

血清外泌体中
L:(W56/##

对
&..

诊断效能
!

L:(W56

/##

鉴别诊断肝癌的敏感度为
,/17*2

-特异度为
,#1"02

#曲

线下面积$

5i.

%为
"1,7

$

702'#

!

"1,!

#

"17!

%'

'

!

讨
!!

论

外泌体是一种由细胞产生的多囊泡运输体#其分布广泛#

可存在于血浆-尿液甚至唾液中(

4

)

'外泌体内主要包含了特异

性的标记蛋白和许多
L:(W5>

分子(

,

)

#这些内含于外泌体的

特异性蛋白如
&>

N

4"

-

.)+*

-

5D:_

等常用于外泌体的鉴定(

7

)

#

而特异性的
L:(W5>

分子已被用于肺癌-卵巢癌等的诊断

中(

/"6//

)

'关于外泌体来源的
L:(W5>

在肝癌中的相关研究也

有报道#如外泌体来源的
L:(W56#/

比血清游离的
L:(W56#/

对
&..

的诊断具有更高的价值(

/#

)

#另一种外泌体来源的

L:(W564/,

与肝癌密切相关#在肝移植治疗后#外泌体中的

L:(64/,

表现出与未治疗肝癌患者显著的差异(

/*

)

'在大鼠诱

导的肝癌研究中#外泌体内
L:(W56/##

对大鼠肝癌的诊断

5i.

可达到
"17/0

#优于
5PV

的
"1,#+

#并且外泌体来源的

L:(W56/##

与血清中游离的
L:(6/##

对肝癌的诊断效能也均

表现出了明显高于
5PV

的优势(

/!

)

#这些特性使外泌体用于肝

癌的临床诊断研究提供了理论基础'

本课题组通过纳入本院治疗的
47

例
&..

患者及
,#

例健

康体检者#提取血液中外泌体'通过
e=>?=F;JD9?

检测发现#

外泌体中稳定表达
&>

N

4"

-

.)+*

和
5D:_

标志性蛋白分子#并

通过电镜观察证实了提取物为血清来源的外泌体#与文献(

/0

)

报道的类似'以纯化的外泌体提取总
(W5

#通过
O

(86V.(

分

别检测肝癌患者和健康体检人外泌体
L:(W56/##

水平#结果

显示#较健康对照组
L:(W56/##

水平(

D9

@

/"

$

3"14,\"144

%)

相比#

&..

组中的
L:(W56/##

水平(

D9

@

/"

$

"1+#\"1,7

%)显

著升高#差异有统计学意义$

!

#

"1""/

%'以血清外泌体中

L:(W56/##

水平鉴别诊断
&..

患者和对照组发现#其敏感度

为
,/17*2

-特异度为
,#1"02

#

5i.

为
"1,7

'相比而言#本研

究通过外泌体
L:(W56/##

诊断效能高于文献(

/+

)报道的以

#"";

@

"

LS5PV

诊断效能$

5i.

为
"1,*0

%'

作为一种新型的分子实体#外泌体的检测对于肝癌的诊断

等有明显的优势#除了具有较高的特异性外#由于外泌体表面

包含的脂膜成分#使得其内含物中的蛋白和
(W5>

等免受各

种酶的降解#具有较高的稳定性#因而对外泌体内的
L:(W5

的检测具有更高的稳定性和更好的特异性'相信随着外泌体

提取技术的成熟#外泌体的检测将会拥有更加广阔的前景'
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