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直肠癌化疗对
"1

氟尿嘧啶耐药者二氢嘧啶脱氢酶

基因表达水平及突变的影响"
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江苏省南京市妇幼保健医院
!
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江苏省中医院!南京
$%##$.
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!!

摘
!

要"目的
!

研究直肠癌化疗对
"1

氟尿嘧啶敏感及耐药外周血单个核细胞二氢嘧啶脱氢酶基因表达量及

突变的影响!探讨该基因表达量及突变与化疗药物耐药的相关性$方法
!

收集
"#

例进展期使用
"1

氟尿嘧啶化

疗的直肠癌患者外周血!其中化疗敏感患者
$$

例!化疗耐药患者
$2

例!实时定量
KO,

及测序法分别检测所有

患者外周血中二氢嘧啶脱氢酶基因表达量及突变"
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#情况$结果
!

化疗敏感组二氢嘧啶脱氢酶基因的表达水平较化疗耐药组低!差异有统计学意义"

!

$

#+#"

#!但检测
$2

例化疗耐药患者二氢嘧啶脱氢酶基因暂未发现突变$结论
!

二氢嘧啶脱氢酶的表达程度与

化疗敏感性相关!试验暂未发现二氢嘧啶脱氢酶基因突变病例$

关键词"二氢嘧啶脱氢酶(

!

"1

氟尿嘧啶(

!

化疗(

!

直肠癌

中图法分类号"

,0*"+*j0

文献标志码"

/

文章编号"

%-0$1.!""
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$#%2

#
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!!

抗癌药物
"1

氟尿嘧啶$

"1SZ

%是肿瘤患者化疗药

物中普遍使用的'但是#

"1SZ

在患者身上的疗效及

毒性有显著差异#尤其是在毒性方面不同个体差异较

大#严重情况会出现致死性的腹泻+骨髓抑制等)

%1$
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'

机体内的
"1SZ

有
2#V

#

2"V

经过肝脏的二氢嘧啶

脱氢酶$

_K_

%代谢成为无活性成分排出体外)

$

*

'研

究表明
"1SZ

的不良反应与其代谢和清除的限速酶

_K_

活性密切相关)

*

*

'随着分子诊断技术的迅速发

展#对参与
"1SZ

分解代谢的
_K_

编码基因的重要位

点进行测序#寻找出能够指导临床化疗的关键突变#

为
"1SZ

个体化用药提供科学依据'本研究拟检测使

用
"1SZ

化疗的患者外周血单个核细胞
_K_

基因表

达水平及突变情况#现报道如下'

$

!

资料与方法

$+$

!

一般资料
!

选择
$#%"

年
$

月至
$#%-

年
-

月在

江苏省中医院肿瘤科住院的
"#

例直肠癌患者#经病

理证实为结直肠癌#治疗均使用
"1SZ

#其中化疗敏感

组
$$

例#男
%!

例+女
2

例#中位年龄
-*+$

岁&化疗耐

药组
$2

例#男
%2

例+女
%#

例#中位年龄
-$+%

岁'两

组患者的年龄和性别等一般资料比较#差异无统计学

意义$

!

#

#+#"

%#具有可比性'所有受试者均签署临

床试验知情同意书'

$+/

!

方法

$+/+$

!

外周血单个核细胞分离
!

按照说明书采用

S'<3BB

分离液分离所有患者外周血单个核细胞'

$+/+/

!

实时定量
KO,

检测
_K_&,Q/

的表达
!

采

用
)C'G3B

法提取总
,Q/

#使用
\

DD

5(=3C;

核酸蛋白

检测仪测定
,Q/

水平#随后反转录成
<_Q/

'
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Q/

反转录反应体系$

$#

"

M

%!

"mKC'&56<C'

D

7

)N缓冲

液
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SC55L
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'反转录反应条件!
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2"e"&'(
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'使用
)9]9,9

公司荧光定

量检测试剂盒#按照试剂说明书进行实时定量
KO,

'

KO,

反应体系$

$#

"

M

%!

$mI[J,

8

C55(

染料
%#

"

M

#

上下游引物各
%

"

M

#模板
<_Q/%

"

M

#

,Q965SC55
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'反应条件!

."e

预变性
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变性
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退火
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延伸
*#6

#扩增
!#

个循环&

在延伸步骤中采集荧光信号'
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上游引物$
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#下游引物
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'使

用美国
/JW0"##

实时荧光定量
KO,

仪进行扩增'结

果分析用
I_I63;7@9C545C6'3($+#

#分析条件设置!

根据分析后图像调节
J965B'(5

的
679C7

值+

673

D

值及

):C56:3B=

的
49BA5

值#在
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菜单下选择
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自动分析结果'
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作为内参#采用相对定量

法$
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%计算
_K_&,Q/

的相对表达量'
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测序法检测
_K_

突变
!

检测化疗耐药组
$2

例患者外周血单个核细胞中
_K_

突变情况'

$+/+'+$

!

_Q/

制备
!

加入
-##

"

M

核裂解缓冲液重

新悬浮细胞'加入
!#

"

M%#VI_I

#混匀'再加入
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检验医学与临床
$#%2

年
0

月第
%"

卷第
%*

期
!
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P3B+%"

!
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基金项目!江苏省中医院院级青年项目$

[%"##-

%&江苏省中医院高峰学术人才培养工程$
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的
,Q965/

#混匀#

"#e

水浴过夜'加入
$##

"

M"+*

&3B

"

M

的
Q9OB

溶液#混匀#

%*###C

"

&'(!e

条件下

离心
*#&'(

'转移上清液到另一管中#加一倍体积

!e

预冷的异丙醇#充分混匀'可见絮状
_Q/

析出'

%*###C

"

&'(!e

条件下离心
%"&'(

#弃上清液'用

0"V

的乙醇洗涤沉淀
$

次#弃上清液#室温晾干'加

入适量
)\

溶液溶解沉淀#

b$#e

长期保存备用'

$+/+'+/

!

KO,

及测序
!

采用中山达安有限公司

_K_

点突变检测试剂盒'以影响
_K_

活性较大的点

突变为靶区域#设计特异性引物#采用
KO,

体外扩增

法结合测序技术#检测对
_K_

活性影响较大的
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点突变'

KO,

反应体系如下!
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'采用
/JW0"##

实时定量
KO,

仪'反应条件

如下!
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个循环&
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#
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#
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保存'

KO,

反应产物

的纯化!每个样品加入
*%

"

M

乙酸铵$

*#

"

M."V

乙

醇#

%

"

M

醋酸铵%#充分振荡混匀&

%"e

#

!###C
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离心
!"&'(

&将样品倒置#下面垫上吸水纸#放入离心

机倒甩#转速不要超过
*##C

"

&'(

&每个样品再加入

"#
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M0"V

乙醇&

%"e

#

!###C
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#离心
$"&'(

&将

样品倒置#下面垫上吸水纸#放入离心机倒甩#转速不

要超过
*##C

"

&'(

&避光晾干$约
*#&'(

%#每个样品

加入
*

"

M

上样缓冲液'

$+'

!

统计学处理
!

所有检测数据均采用
IKII%.+#

统计软件分析处理#计量资料以
AT8

表示#组间比较

采用
4

检验#以
!

$

#+#"

为差异有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/+$

!

各组
_K_

基因表达水平
!

实时定量
KO,

结果

表明#所有患者外周血单个核细胞中均可检测到
_K_

&,Q/

的表达'化疗耐药组
_K_&,Q/

相对表达

水平为
#+#.*T#+#$#

#化疗敏感组
_K_&,Q/

相对

表达水平为
#+#"2T#+#%#

#化疗敏感组
_K_&,Q/

水平明显低于化疗耐药组#差异有统计学意义$

!
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!

_K_

基因突变情况
!

"1SZ

治疗敏感及耐药患

者外周血单个核细胞中均未检测到
_K_

突变位点'

'

!

讨
!!

论

!!

"1SZ

是一种治疗癌症的嘧啶类似物的药物#是

用于治疗直肠癌的有效方案)

!1-

*

'但有研究表明#

_K_

的活性可能会导致
"1SZ

的药理性质变异)

012

*

'

_K_

是
"1SZ

分解+代谢和清除的限速酶#

_K_

活性

降低或缺乏与
"1SZ

的降解速度下降呈正相关#因此

在治疗使用
"1SZ

引发严重的不良反应时#

_K_

活性

越低对
"1SZ

的不良反应程度越高)

.

*

'

众多研究表明
_K_

表达水平与
"1SZ

的化疗疗

效密切相关#

_K_

表达水平越高#化疗效果越差)

%#

*

'

本研究发现采用
"1SZ

化疗的患者中化疗敏感组

_K_&,Q/

表达水平较化疗耐药组低且差异有统计

学意义$

!

$

#+#"

%#因此临床上在化疗前对
_K_

水平

进行测量#可减少和避免不良反应的存在#更利于临

床进行个体化治疗'

同时有研究表明个体
_K_

活性差异与
_K_

基

因某些位点的遗传多态性相关)

%%

*

'有学者对
%

例化

疗后出现严重
"1SZ

毒性致死女性的
_K_$*

个外显

子进行测序#结果发现
%

个新的
_K_

基因位点

)!-!/

等位基因发生频率约为
#+$V

)

%$

*

'同时有学

者验证
%"

种已知的
_K_

基因序列#新发现
*

种!

Y%$%2/

+

O*#-0)

和
Y%$*-/

#但发生频率很低)

%*

*

'

临床和实验研究已经表明
_K_

活性下降与
_K_

基

因多态性相关)

%!

*

'国内目前对此研究较少#因控制

_K_

多态性活性的分子机制较为复杂#许多化疗后出

现严重毒性者并未检测到
_K_

基因突变)

%"

*

'本次试

验选取几个已报道的突变位点进行检测#对
"1SZ

耐

药的患者检测也暂未发现
_K_

基因突变现象'通过

实时定量
KO,

进行扩增及测序#测定
_K_

基因位点

突变情况'本研究发现
"1SZ

治疗敏感及耐药患者均

未检测到突变#与国内学者报道的结果相同)

%-1%2

*

'

总的来说#

_K_

的基因表达水平与化疗敏感性相

关'相信随着人们对
_K_

研究的深入#新的
_K_

突

变位点的发现将有助于预测
"1SZ

应用者的毒性风险

和疗效#可能成为指导临床个体化治疗的重要参考

指标'
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慢性疾病轨迹模式护理在白血病患者中的应用效果
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要"目的
!

探讨慢性疾病轨迹模式护理在白血病患者中的护理效果$方法
!

收集来该院就诊的白血病

患者
2!

例为研究对象!分为研究组和对照组!两组患者均给予常规护理!研究组患者在此基础上给予慢性疾病

轨迹模式护理!对两组患者并发症的发生率及护理效果进行比较$结果
!

干预后研究组患者的
I_I

和
I/I

评

分明显低于对照组"
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#!而研究组患者的
IS1*-

及
)/ILK

评分均明显高于对照组"
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#(研究组

患者及家属对白血病相关知识的总掌握率和对白血病护理的满意度均明显高于对照组"
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#(干预期间研

究组患者各种并发症的发生率均明显低于对照组"
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#$结论
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慢性疾病轨迹模式护理能明显减轻白血

病患者的焦虑&抑郁情绪!提高患者对治疗的依从性和对护理的满意度!降低患者的并发症及提高患者的生活

质量!在白血病患者中的效果显著$
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亡受阻等原因所导致的白血病细胞在骨髓中增殖并

累及周围的组织与器官)
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'近年来#白血病的发病率
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