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表达在结直肠癌早期诊断中的价值及机制"

邱芳华#

!刘道利&

!龙华婧&

#

!杨泽填'

!刘丽芳'

"广州市中医医院#

#(

感染科$
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广州中医药大学
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摘
!

要"目的
!

明确血清
!"#$%

在结直肠癌"

!+!

%早期筛查中的诊断价值及机制&方法
!

收集
&&

例新鲜

结直肠癌患者的标本"癌及对应的癌旁组织各
##

例%!对
,-.

及
!"#$%

进行免疫印迹法"

/0

%检测$在结直肠

癌细胞株
1!23##%

及
123&4

中过表达
,-.

后采用
/0

检测
!"#$%

表达$选取健康对照者
$*

例作为对照组!

腺瘤患者
$*

例作为腺瘤组!以及
#%5

例结直肠癌患者作为
!+!

组!采用酶联免疫吸附试验检测血清
!"#$%

水

平&结果
!

!"#$%

及其调控因子
,-.

在结直肠癌组织中明显表达上调!

1!23##%

及
123&4

细胞中过表达

,-.

可明显上调
!"#$%

表达$

!+!

组血清
!"#$%

水平明显高于对照组和腺瘤组!差异均有统计学意义"

!

$

*(*)

%$

!+!

患者切除术后血清
!"#$%

明显低于术前&血清
!"#$%

水平与结直肠癌分化'肿瘤细胞浸润程度'

远处转移呈正相关&结论
!

血清
!"#$%

有望作为
!+!

诊断及预后判断的分子标志物!

!"#$%

的表达与
,-.

密切相关&

关键词"结直肠癌$
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结直肠癌$

!+!

&是常见的消化道恶性肿瘤#多年

来其发病率在世界范围内高居第
'

位'

#

(

)在过去
&*

多年#曾经低发病率的亚洲地区也呈暴发式增长'

&3'

(

)

近年来#随着我国居民生活方式及饮食结构的转变#

我国大肠癌发病率也急剧上升#严重威胁着人民的健

康#并带来了沉重的经济负担'

$

(

)早期发现
!+!)

年

生存率可高达
45R

#一旦复发或转移#即使选择手术

治疗#成功率也降至
#&R

'

)

(

)因此#寻找一种有效诊

*

54%#

*

检验医学与临床
&*#6

年
%

月第
#)

卷第
#&

期
!

O:LSAB!9<D

!

TGDA&*#6

!

U79(#)

!

V7(#&

"

基金项目"国家自然科学基金资助项目$

6#)*'$&$

&%广东省自然科学基金资助项目$

&*#$-*'*'#'6*&

&%广东省广州市产学研协同创新重

大专项资助项目$

&*#5*$*&*#5#

&)

!!

作者简介!邱芳华#女#副主任技师#主要从事分子生物学研究)

!

#
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通信作者#
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断标志物有重要的社会意义和临床价值)

!"#$%

又

称为黑色素瘤细胞黏附分子$

S!-S

&#最初是在黑色

素瘤中发现的跨膜糖蛋白'

%

(

)有研究发现#

!"#$%

可

在多种实体瘤中促进肿瘤生长+血管生成及转移#可

能是基因治疗的一项精准靶点'

5

(

)有研究发现#

,-.

及
!"#$%

在肝癌组织中表达上调#

,-.

可通过

!+N0

信号通路上调
!"#$%

的表达'

6

(

)近年研究发

现#

,-.

在结肠癌中过表达#在癌变进展中起到至关

重要的作用'

43##

(

)因此#本研究推测#过度活化的

,-.

可能在
!+!

中上调
!"#$%

表达水平%另一方

面#

!"#$%

作为细胞膜分子#可能分泌或脱落释放入

血#是
!+!

新的血清生物学标志物)本研究首先采

用组织标本验证
,-.

及
!"#$%

的表达情况#在
!+!

细胞株中过表达
,-.

并检测
!"#$%

水平%同时比较

对照者+腺瘤及
!+!

患者血清中
!"#$%

水平#以明确

其临床诊断意义#现报道如下)

$

!

资料与方法

$($

!

一般资料
!

收集广州市中医医院
&*#$X&*#5

年收治的腺瘤及肠癌组织标本#术后新鲜组织立即放

入液氮中保存)其中腺瘤
$*

例$腺瘤组&#

"

期
!+!

'&

例#

#

期
!+!$*

例#

$

期
!+!$%

例#

%

期
!+!$4

例$

!+!

组&%对照组为健康人群
$*

例)所有
!+!

诊

断均符合,结直肠癌诊疗规范$

&*#)

版&-)采集所有

研究对象空腹外周血
)HO

#

'***;

"

H<D

离心
#*H<D

后放
X6*Y

保存)

$(/

!

细胞培养及
,-.

过表达
!

!+!

细胞株
1!23##%

及
123&4

均在含
#*R

胎牛血清的
"SNS

培养液中进

行培养)

,-.8"V-

片段由
Z;<

C

ADA

$

+!&'#&%4

&购得#

并装载于真核表达载体
I

8"V-'(#

$

[

&中)以
I

8"3

V-'(#

$

[

&空载为对照$

V!

&#

I

8"V-'(#3,-.

为试

验组分别转染于
!+!

细胞
1!23##%

及
123&4

中)

转染试剂为
9<

I

7=A8?<D&***

$

PDF<?;7

C

AD

&#转染步骤按

说明书操作)

$('

!

蛋白免疫印迹法$

/0

&检测
!

总蛋白由蛋白裂

解
+P.-

裂解#

0!-

试剂盒进行定量)

'*

&

C

蛋白上

样+电泳+转膜+封闭+

$Y

一抗孵育过夜及常温二抗

#@

#最后进行显色)所用抗体
,-.

$

'

#$*5$

&+

!"#$%

$

'

#'$5)

&及
\-."1

$

'

)#5$

&均购自
!Q2

)

稀释度为
#]#***

)

$(1

!

酶联免疫吸附试验$

NOPQ-

&

!

!"#$%NOPQ-

试剂盒购自上海抚生生物科技有限公司)

NOPQ-

严

格按照试剂说明书进行#所用样品用缓冲液稀释

$

#]$

&#同时制备标准曲线#线性范围为
)

(

5****

D

C

"

HO

)

$(2

!

统计学处理
!

采用
SAB8:98#)(%(#

软件进行统

计分析)检测结果呈非正态分布数据#采用两独立样

本非参数检验进行两组间比较$

S:DD3/@<?DA

>

检

验&#受试者工作特征曲线$

+Z!

曲线&分析评估曲线

下面积$

- !̂

&)

!

& 检验用于参数间相关性分析)

/

!

结
!!

果

/($

!

,-.

过表达促进
!+!

细胞
!"#$%

表达
!

收集

##

对
!+!

患者的新鲜标本#对
,-.

及
!"#$%

表达

水平进行检测)如图
#-

所示#

,-.

及
!"#$%

在
5

例

患者$

'

#

(

$

#

'

%

(

5

及
'

#*

&

!+!

组织中表达水平

明显升高)为了进一步明确
,-.

对
!"#$%

表达的

调控作用#本研究在
!+!

细胞株
1!23##%

及
123&4

中过表达
,-.

#发现
&

株细胞过表达
,-.

后#

!"#$%

蛋白表达水平明显升高$图
#0

&)

!!

注!

-

为
##

例
!+!

组织
,-.

及
!"#$%

的表达%

0

为
,-.

在

1!2##%

及
123&4!+!

细胞株中过表达上调
!"#$%

%

V!

为过表达对

照空载质粒%

V

为癌旁组织%

2

为癌组织

图
#

!!

,-.

在
!+!

中过表达并诱导
!"#$%

水平上调

/(/

!

血清
!"#$%

在健康者+腺瘤及不同阶段肠癌患

者中的表达水平
!

根据上述结果推测#在肠癌患者血

清中可能检测出
!"#$%

水平)采用
NOPQ-

对对照

组#腺瘤组#

"

+

#

+

$

+

%

期
!+!

患者进行血清

!"#$%

水平检测)如图
&-

所示#

!+!

患者血清

!"#$%

水平明显高于对照组及腺瘤组#差异均有统计

学意义$

!

$

*(*#

&)因为血清癌胚抗原$

!N-

&是目前

!+!

经典的肿瘤标志物#以
%()%)D

C

"

HO

为截断值

$

$*

例健康者第
4)R

百分位数&#把上述人群分为

!N-

阳性组和
!N-

阴性组)结果表明#在
!N-

阴

性组#除健康者和腺瘤患者外#有相当一部分$

'#R

&

!+!

患者其血清
!"#$%

水平较高#提示血清
!"#$%

诊断
!+!

比
!N-

有更高的灵敏度$图
&0

&)诊断指

标的灵敏度还表现在肿瘤移除后的变化程度#本研究

对上述
'*

例
!+!

患者进行术后
#

个月随访#检测其

血清
!"#$%

及血清
!N-

水平变化)如图
&!

所示#

血清
!"#$%

水平术后较术前明显降低#差异有统计学

意义$

!

$

*(*#

&#平均相对变化
')(5&R

#

!N-

术后与

术前比较降低不明显#提示
!"#$%

作为诊断
!+!

的

*

64%#

*

检验医学与临床
&*#6

年
%

月第
#)

卷第
#&

期
!

O:LSAB!9<D

!

TGDA&*#6

!

U79(#)

!

V7(#&



敏感度高)

!!

注!

-

为血清
!"#$%

在对照组+腺瘤组及
!+!

组表达水平%

0

为血

清
!N-

阴性标本中对照组+腺瘤组及
!+!

组的
!"#$%

水平%

!

为血清

!"#$%

及
!N-

水平在
!+!

组患者手术前后变化情况

图
&

!!

血清
!"#$%

在对照组#腺瘤组及
!+!

组

的表达水平

/('

!

血清
!"#$%

与
!N-

早期诊断
!+!

的性能比

较
!

见图
'

)腺瘤组与对照组比较#

!"#$%

的
- !̂

为
*(%$%

$

4)RA#

!

*()'#

(

*(5)*

&#

!N-

的
- !̂

为

*())4

$

4)RA#

!

*($$'

(

*(%5*

&#

&

项指标均不能进行

有效区分腺瘤患者与对照者)早期
!+!

患者$

"

期

!+!

&

!"#$%

的
- !̂_*(6'#

#

4)RA#

!

*(5&$

(

*(4*4

#较
!N-

的
- !̂_*()&5

#

4)RA#

!

*($*%

(

*(%$%

诊断性能更高)所有
!+!

患者血清
!"#$%

的

- !̂

高达
*(4&)

#

4)RA#

!

*(66#

(

*(4)5

#而
!N-

的

- !̂

为
*(6*#

#

4)RA#

!

*(5$*

(

*(6)'

)

图
'

!!

血清
!"#$%

及
!N-

诊断
!+!

性能比较

表
#

!!

血清
!"#$%

水平与临床病理资料的相关性

!!!

分析$

'

%

变量
血清

!"#$%

低水平 高水平
!

年龄$岁&

%

%) '% $# *($66%

$

%) $6 $&

性别 女
$% )# *($5&)

男
'6 '&

肿瘤部位 结肠
$5 )& *($%4$

直肠
'5 '#

分化程度 高"中分化
6' 5$ *(*&#'

低分化
# 4

续表
#

!!

血清
!"#$%

水平与临床病理资料的相关性

!!!

分析$

'

%

变量
血清

!"#$%

低水平 高水平
!

浸润程度$

2

&

2#

"

2& &% #$ *(*)##

2'

"

2$ )6 %4

淋巴结转移 阴性
)' &%

$

*(***#

阳性
'* )6

远处转移 阴性
5& $%

$

*(***#

阳性
#& '5

!N-

低水平
)' '* *(***4

高水平
'# )'

/(1

!

血清
!"#$%

水平与临床资料相关性分析
!

对

!"#$%

在
!+!

患者血清中水平和患者临床资料进行

进一步分析#取所有
!+!

患者血清
!"#$%

中位数作

为截断值#将
!+!

患者分为血清
!"#$%

低水平组及

高水平组#对这两组患者临床及病理资料进行分析

$表
#

&#结果显示#血清
!"#$%

水平与肠癌的分化高

低+肿瘤细胞浸润程度+远处转移与否及
!N-

水平高

低差异均有统计学意义$

!

$

*(*)

&)提示血清
!"#$%

水平不仅可作为
!+!

患者的早期诊断标志物#也与

上述
!+!

患者预后的高危因素密切相关#是临床不

良结局的预测指标)

'

!

讨
!!

论

!!

大肠癌在世界范围内发病率+病死率不断上升)

随着经济发展和人民生活水平不断提高#以及生活方

式+膳食结构的改变#我国大肠癌发病率也呈逐年上

升趋势'

#&

(

)目前#

!+!

筛查最为准确的方法为肠镜#

然而因其具有侵入性#操作前需进行肠道准备+依从

性差等原因并没有被普及)大便潜血检查虽然因其

无创+价格低廉等被广泛接受#但仅能检出
'*R

(

%)R

的肠癌#漏诊率高)

!N-

作为目前较为常用的诊

断指标存在特异性差及灵敏度过低等问题'

#'3#)

(

)因

此#临床上急需有效+敏感的标志物尽早对
!+!

进行

诊断#以便早期干预和处理)

!"#$%

是肿瘤细胞表面重要的膜蛋白分子#多项

研究表明#

!"#$%

在肿瘤中高表达'

#%3#6

(

)

!"#$%

通过

直接结合
N+S

接头蛋白与细胞骨架相连来促进细胞

伪足的伸长和细胞运动)

!"#$%3N+S

复合物可以结

合小
\

蛋白的抑制分子
+@73\"P

激活
+@7-

#而

+@73.P$.)̀

通路激活又进一步增强
!"#$%

与
N+S

的结合#参与肿瘤细胞的迁移'

#4

(

)

TP-V\

等'

&*

(研究

表明#

!"#$%

与
UN\a+3&

相互结合#促进体外和体

内血管生成)但是否可以作为肠癌的诊断指标#目前

相关研究较少)

为明确
!"#$%

在
!+!

中的诊断作用#本研究首

*

44%#

*
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年
%

月第
#)

卷第
#&

期
!
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!
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!
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!

V7(#&



先利用
/0

检测
!+!

组织及正常组织中
!"#$%

的表

达水平#结果发现#

!"#$%

在
6

例$共
##

例&

!+!

中表

达上调#且
,-.

与
!"#$%

均在肠癌组织中高表达#

二者具有高度一致性)

!+!

细胞株
1!2##%

及
123

&4

在细胞株中过表达
,-.

后#

!"#$%

明显上调#证

明
!"#$%

表达升高的原因可能与
,-.

高表达有关#

其过表达可引起
!"#$%

表达上调)

作为细胞表面膜分子#本课题对
!"#$%

是否释放

或脱落进入血液循环系统#是否可以成为诊断
!+!

的新标志物进行了初步研究#结果显示#肠癌患者血

清
!"#$%

明显高于健康对照组#肠癌组
- !̂

高达

*(4&)

#早期肠癌组
- !̂

为
*(6'#

#均高于同期的

!N-

水平)提示
!"#$%

与组织中
/0

检测结果吻

合#表明
!"#$%

对
!+!

有较好的诊断意义)

本研究还进行了手术切除后血清
!"#$%

水平的

追踪#结果提示#在患者术后
#

个月#血清
!"#$%

水平

明显下降#而同期
!N-

水平下降不明显#提示
!"#$%

能够反映肿瘤负荷及切除有效性)

!+!

分化程度+浸润程度+淋巴结转移及远处转

移
!+!

患者不良预后的高危因素'

&#

(

)本研究发现#

!+!

患者血清
!"#$%

高表达与其病理分化+侵袭深

度+淋巴结转移及远处器官转移呈正相关#表明血清

!"#$%

水平还可作为
!+!

预后的一个风险因素)

综上所述#本研究结果初步揭示血清
!"#$%

有望

作为
!+!

诊断及预后的分子标志物#同时明确

!"#$%

的表达与
,-.

密切相关)由于本研究标本数

量有限#后续会进行大样本研究#进一步明确
!"#$%

的临床应用价值)
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