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【摘+ 要】目的：探讨肝细胞肝癌（I..）中 UV.* 5WXY 与
YNV 5WXY的表达以及二者单独和联合检测的诊断价值0
方法：半定量逆转录#聚合酶链反应（W1#V.W）分别检测 I..
)! 例，其他肝肿瘤 !’ 例，健康人 !! 例肝组织标本中两个基因
的表达0结果：UV.* 5WXY 在 I..、癌旁、其他肿瘤、远离
I.. 与正常肝组织的相对表达量分别为 %(S & T *’S ’，
*"S C T $!S C，*CS C T $’S $，$*S ( T !’S ’；而 YNV 5WXY 的
相对表达量依次为 C!S $ T *$S C，*!S ’ T $*S C，$&S " T $)S %，
$!S $ T !’S &；各基因在 I.. 与其他组织间表达差异显著
（< Z "S "!）0以各自远离癌灶与正常组织相对表达量的上限
（9 [ !S &C;）为界值，I.. 中 UV.* 5WXY，YNV 5WXY 的高
表达比率分别为 ("S ’ \与 C*S ) \，而两者联合检测的比
率达 &$S % \ 0 YNV 5WXY 与血清 YNV 水平和 I.. 分级有
关，UV.* 5WXY的表达与 I..的分级及侵袭性有关0 I..中
两个指标相对表达量无显著相关性（ = ] ^ "S !)’，< ] "S *C’）0
结论：UV.* 5WXY可能是一个潜在的特异性 I.. 标记，与
YNV 5WXY联检可提高 I..筛查与诊断的比率0
【关键词】癌，肝细胞；UV.*；甲胎蛋白类；WXY，信使
【中图号】W%*’S % 【文献标识码】Y

HI 引言
肝细胞肝癌（I..）相关标记如 YNV等在诊断上

不足，筛选更好的标记基因是目前的研究热点［!］0
UV.* 基因与 I..相关性较好［$］，鉴于肿瘤中特异基
因 5WXY的表达要较蛋白表达更早更有价值［*］，以
及 W1#V.W 检测简便与敏感，我们通过半定量 W1#
V.W检测 UV.* 与 YNV 在 I.. 与对照组织中的表
达，分析它们的表达特点以及单独和联合检测的诊断

价值0

J 材料和方法
J0 J 材料 $"")#"$ _ $"")#"( 我科手术病理证实、
未行化疗栓塞连续 I.. )! 例，取癌灶、癌旁（癌缘
!S ’ ?5处）、远离癌灶标本，男 *" 例，女 !! 例，年龄
*" ‘ %)（’!S ( T !$S ’）岁0对照为局灶性增生性结节 $
例，肝血管瘤 ) 例，肝内胆管癌 * 例，结肠癌肝转移 *
例，胆囊癌 * 例及肝血管瘤 ) 例，肝包虫 ) 例，肝外伤
*例的 !!个正常肝标本0标本于切除后立即取 !"" 58
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液氮冻存!根据 "#$%&$’ 收录的完整 ()*+ 序列，用
,-./#- ,-#/.#- 01 2 软件设计 3 对引物，由北京三博远
志生物技术公司合成!
!! " 方法 4-.567（ 8$9.:-6;#$）一步法提取组织
<*+，按试剂说明操作!紫外分光光度仪确定 <*+的
质量与数量! ()*+的合成按 =>=?@A 逆转录酶试剂
盒（B#-/#$:&C）说明操作! ,D< 扩增设立胎盘组织阳
性对照、空白模板阴性对照；反应体系总体积 02 !@，
依次加入 E2 F ,D< %?GG#- 0 !@，E2 //67 H @ I*4, 混
合物 J !@，()*+ J !@，正反义引物各 E !@，!"# )*+
聚合酶（ 4&’&-&）J1 0 K! ",D3 扩增条件为 LMN
3 /.$，LMN M0 C，OEN M0 C，PJN M0 C，PJN P /.$；
+B, 扩增条件为 LMN 3 /.$，LMN M0 C，OEN M0 C，
PJN M0 C，PJN P /.$；两者均为 30 个循环! 以
" F EPM>$%&I# I.;#C: )*+ =&-’#-（4&’&-&）为参照，
,D<产物 E2 !@ 进行 J2 ; H @ 琼脂糖凝胶电泳，溴化
乙锭染色后，KA, 凝胶成像系统及 @&QR6-’C 软件进
行检测和光量子强度分析，将阳性条带的密度与 $>
&(:.$条带密度的比值作为 ",D3 /<*+，+B, /<*+
的相对表达量!凝胶回收 ,D< 产物，S=)>ET4 载体连
接，转化感受态 U@E2 并扩增，提取质粒经 ’()< 8，*"+
8（4&’&-&）酶切鉴定（B.; E），测序及 %@+V4 比对正
确!结果以基因在远离癌灶与正常肝脏表达量的上
限（ , W E1 LO -）为界值，判定 XDD、癌旁、其他肿瘤
的相对表达量与比率 !

=：)@J222 /&-’#-；E Y M：S=)>ET4 S7&C/.IC (6$:&.$.$; &$ +B, C#;>

/#$:；0 Y T：S=)>ET4 S7&C/.IC (6$:&.$.$; & ",D3 C#;/#$:!

B.; E ).;#C:.6$ 6G 7.;&:.6$ S-6I?(:C 6G S=)>ET4 S7&C/.I &$I
(6--#CS6$I.$; ,D< C#;/#$:C
图 E 与相应 ,D<产物连接后 S=)>ET4质粒的酶切结果

统计学处理：计量资料采用 Z-?C’&7>[&77.C 多个
独立样本之间与 =&$$>[\.:$#]两个独立样本之间的
非参数秩和检验；样本率比较采用 B.C\#- 确切概率
法，相关分析采用 VS#&-/&$ 相关，. ^ 21 20 为差异有
显著性，V,VVE21 2 软件进行统计分析!

" 结果
",D3 /<*+ 与 +B, /<*+ 在 XDD、癌旁、硬化

及正常肝脏中存在着不同程度的表达，并且前者的表

达包括在硬化及正常肝脏中均更加广泛! 经 $>&(:.$
半定量，",D3 /<*+ 在 XDD、XDD 癌旁、其他肿瘤、
XDD远离癌灶与正常肝组织的相对表达量分别为
PT1 L _ 301 0，321 O _ JE1 O，3O1 O _ J01 J，J31 T _ E01 0；
而 +B, /<*+ 在以上组织的相对表达量依次为
OE1 J _ 3J1 O，3E1 0 _ J31 O，JL1 2 _ JM1 P，JE1 J _ E01 L；
各基因在 XDD与其他组织间表达差异显著（4&Q E）!
以它们在远离癌灶及正常肝脏的各自相对表达量拟定

正常范围（, W E1 LO -），",D3 /<*+ 的高表达比率在
XDD、XDD癌旁、其他肿瘤中分别为 T21 0 ‘，L1 T ‘，
E31 3 ‘，而 +B, /<*+ 在以上相应组织的高表达比
率分别为 O31 M ‘，EM1 O ‘，E31 3‘ !在 JE 例 XDD 中
两指标的高表达是共存的，而 EJ 例 +B, /<*+ 低表
达 XDD为 ",D3 /<*+高表达，0 例 ",D3 /<*+ 低
表达 XDD为 +B, /<*+高表达（B.; J）；两指标联用
检出的 XDD 为 3T 例，其比率达到 LJ1 P ‘，与 +B,
/<*+单独检测有显著差别 /- O3! M‘，. ^ 2! 2E；
XDD癌旁、其他肿瘤 ",D3 /<*+ 与 +B, /<*+ 高
表达比率亦分别升高到 EL1 0 ‘，JO1 P ‘ ! 对两个指
标 XDD中相对表达量的相关性分析未发现两者存在
直接关联（ 0 a b 21 EM0，. a 21 3O0）! 结合 XDD 的临
床病理特征的分析表明，",D3 /<*+ 的表达与
XDD 患者的年龄、性别、肿瘤直径、肝功分级、血清
XQC+;、肝硬化、血清 +B, 水平无关，而与 XDD 的
肿瘤分级、肿瘤侵袭存在显著相关性；+B, /<*+
的表达则与血清 +B, 水平及肿瘤分级存在显著相
关，而与其他指标无关（ 4&Q J）!

表 E ",D3 /<*+与 +B, /<*+的表达 4&Q E cdS-#CC.6$C 6G ",D3 /<*+ &$I +B, /<*+ （, _ -）

"#$#
XDD

（& a ME）

,&-&(&$(#-6?C

（& a ME）

B&- G-6/ XDD H *6-/&7 7.9#- :.CC?#

（& a 0J）

*6$>XDD :?/6-

（& a E0）

",D3/<*+ PT1 L _ 301 0 321 O _ JE1 O Q J31 T _ E01 0 Q 3O1 O _ J01 J Q

+B,/<*+ OE1 J _ 3J1 O 3E1 0 _ J31 OQ JE1 J _ E01 L & Q JL1 2 _ JM1 P Q

&. ^ 21 20 /- S&-&(&$(#-6?C，Q. ^ 21 2E /- XDD!
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表 ! "#$% &’()与 )*# &’()高表达与 +$$临床病理特征
,-. ! ’/0-12345627 ./18//4 90242937-16303:29-0 96-;-91/;251295 3<
+$$ -4= 62:6 />7;/552345 3< 183 :/4/5

?1/&
$0242937-16303:29-0

96-;-91/;251295

"#$%

&’()

)*#

&’()
):/ !@A B; CD E CF CC E CF

G @A B; CF E !! C@ E !!
"/4=/; &-0/ !A E !H C@ E !H

</&-0/ C% E CD CC E CD
I/;J& +.5): K !C E !H C@ E !H

L C! E CD CC E CD
I/;J& )*# M %AA !: E N CO E !A O E !A

"%AA !: E N C@ E !C CO E !C.

+$$ 52P/! @9& O E CA @ E CA
G @9& !@ E %C !C E %C

+$$ :;-=/ ?，?? CC E CH H E CH
???，?Q !! E !D- CF E !D-

?4R-5234 K CD E !C CS E !C
L CF E !A- CA E !A

N2R/; 92;;63525 K !F E %@ !! E %@
L D E S D E S

N2R/; <J491234 $620= ) E T !H E %% !A E %%
$620= $ S E O S E O

-! M AU A@，.! M AU AC，$3&7-;/= 24 /R/;B :;3J7V

%S，%@，%C，D@，!H，!A：$3&70/&/41-;B />7;/552345 3< "#$% &’() -4= )*#

&’()；CS，F，H，C：+2:6 93W/>7;/552345 3< "#$% &’() -4= )*# &’()V

*2: ! X>7;/552345 3< "#$% &’() -4= )*# &’() 24 7-;1 +$$
1255J/
图 ! "#$% &’()与 )*# &’()在部分 +$$组织中表达

! 讨论
+$$早期诊断是提高疗效与改善预后的关键V

"#$% &’()是一个较特异的 +$$肿瘤标记V本结果

表明，"#$% &’()与 )*# &’()都有从远离癌灶 E正
常肝向癌旁以及癌灶在表达比率与强度上递增的现

象，肝脏中两者的过高表达均可能意味着有恶变趋向

或已经恶变V "#$% &’() 远较 )*# &’() 的表达要
广泛，且 +$$ 中的高表达趋势与文献报道的一致，
’,W#$’与原位杂交均较 (3;16/;4 .031 124: 检测的敏
感性要高；"W-9124 内参半定量后 "#$% &’() 与 )*#
&’()在 +$$ 与其他组织间的表达均数有显著差
异，但也存互相重叠；拟定表达界值并区分相对高低

表达后，发现 %% 例 +$$，D 例 +$$ 癌旁属于 "#$%
&’()高表达而 )*# &’() 检测有 !S 例 +$$，S 例
+$$癌旁高表达，两个指标联检后 +$$ 检出率达 %O
例；并在 C! 例 )*# &’() 低表达 +$$ 中存在 "#$%
&’()高表达，@ 例 "#$% &’() 低表达中 )*# &’W
()为高表达；+$$中两个指标的相关性分析未发现
直接关联；表明有互补作用［D］；而 +$$ 癌旁中 "#$%
&’()高表达 D 例少于 )*# &’() 高表达的 S 例可
能预示在 +$$ 的诊断方面前者的区分度更好V 表明
"#$% &’()可能对预后及在与非侵袭性肝肿瘤鉴别
诊断方面有一定的指导价值，而 )*# &’() 则在
+$$分级方面可以提供一定的参考价值V
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