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摘 要
: 【目的】探讨鼻咽癌病人外周血中 c K

一

19 m RN A 表达与鼻咽癌临床的关系
。

【方法】用荧光定量
R T

一

Pc R 方法检测 97 例鼻咽癌病人及 26 例正常人外周血 中 c K
一

19 m R N A 的表达量
。

【结果】鼻咽癌病人外周血

中 c K
一

19 m R N A 阳性表达 9 4% (9 1 / 9 7 )
,

健康对照组 阳性表达 8% ( 2 / 2 6 )
; T4 期病人及远处转移病人外周血中

c K
一

19 m RN A 拷贝数显著升高
,

c K
一

19 m RN A 拷贝数与鼻咽癌临床分期呈正相关
。

【结论】荧光定量 RT
一
P c R 方法

检测鼻咽癌病人外周血 C K
一

19 m R N A 表达
,

方法简单
、

准确
,

在预测鼻咽癌远处转移及准确临床分期方面有一定

可行性
。
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鼻咽癌诊治 中早期发现和准确判断疾病分期

是提高鼻咽癌病人 5 年生存率的关键
。

用 E B 病毒

检测筛查早期鼻咽癌敏感性较低
,

近年来许多学者

开展了对外周血癌细胞的研究
。

外周血癌细胞检测
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是通过检测特异的分子生物学标记物
,

从而间接反

映癌细胞存在的一种方法
,

已大量应用于乳腺癌和

前列腺癌等研究
。

我们用荧光定量 RT
一

P CR 方法
,

用角蛋 白片段 C K
一

19 为标记物
,

探讨 CK
一

19 m RN A

在鼻咽癌病人外周血 中的表达及其与临床分期的

关系
。

1 材料与方 法

1
.

1 临床资料及标本的采集

中山大学附属第二医院 (下称 中山二院 ) 和肿

瘤医院符合下列条件的鼻咽癌病人 97 例
: ①已取

得病理诊断 ; ②有完整的影像学资料 ; ③年龄 < 70

岁
,

K a
m

o fe k y 评分 ) 7仇 ④半年内未做过化疗
。

其

中
,

男性 77 例
,

女性 2 0 例 ;年龄 2 2 一 7 0 岁
,

中位年

龄 4 2
.

5 岁 ;低分化鳞癌 90 例
,

泡状核细胞癌 7 例 ;

非转移病人 79 人
,

转移病人 18 例
,

包括骨转移 10

例
,

肝转移 6 例
,

肺转移 2 例 ; 根据鼻咽癌 19 97 国

际抗癌联盟 ( UI C C ) T N M 分期法
,

I 期病人 5 例
,

11

期病人 18 例
,

uI 期病人 2 4 例
,

W 期病人 5 0 例
。

中

山二院放疗科工作人员及中山一院内科门诊非肿

瘤病人共 2 6 例做对照组
。

取病人和对照者静脉血
,

低温冰壶保存
,

Z h 内送到 中山大学达安基因诊断

中心实验室提取 R N A
。

1
.

2 荧光定量 R -T P C R 方法的建立

参照 S u 等 111 的方法
,

培养 SU N E
一

1 细胞
,

设计

并合成 C K
一

19 引物
。

引物序列
: 上游引物 5

’ 一

G CG

G GA CA A C A T T C T TC G T C
一

3
’ ,

下游引物 5气C TT
C A G G C C 竹 C G AT G C G CAT

一

3
` ,

扩增片段为 1 5 2

b p
。

上游引物位于第 6 外显子
,

下游引物位于第 7

外显子
,

中间跨越一个长达 3 535 b p 的内含子
。

提

取 S UN E
一

1细胞总 R N A
,

制备
c D N A

,

进行常规 CP R

反应
,

并进行纯化
。

采用 A
一

T 克隆的原理
,

将纯化的

PC R 产物合成质粒并克隆
,

得到了定量阳性标准模

板
。

检测时
,

将克隆的定量 阳性标准按每 闪 1印
、

1 0
6 、 10

, 、 10
4 、

1 0
3 、

10
2 、 1 0

,

拷贝数梯度稀释
,

加于不

同反应管中
,

反应体系中包括 CK
一

19 上下游引物
、

Cy b e r g r e e
荧光染料

、

aT g 酶等
,

在 P E 5 7 0 0 荧光定量

PC R 扩增仪上扩增
,

反应结束后在计算机上得到标

准曲线
,

并自动计算出样品的定量结果
。

1
.

3 标本的检测

取 s m L ED狱 抗凝血
,

用 Qi
a Am p 全血 R N A

抽提试剂盒提取血液中的总 R N A
,

测定 A 值并计

算 出含量
。

具体操作按试剂盒说明进行
。

取 2 卜g

R N A 按上述方法制备
c DN A

,

将制备的
。 D N A 取 5

卜L 加人荧光定量 PC R 反应体系
,

同时设置阴性对

照和阳性定量梯度对照
,

在 PE 5 7 0 0 荧光定量 P C R

仪上进行扩增
。

反应结束后计算出每微克总 R N A

中 C K
一

1 9 m RN A 基因的拷贝数
。

整个实验过程在达

安基因诊断中心由专业人员完成
。

1
.

4 结果统计

结果资料输人 S SP S or
.

0 版本分析
,

率的差异

采用扩检验
,

两组样本比较采用 W il c o xo n
秩和检

验
,

多组样本 比较采用 K ur sk al
一

Wall i s 检验 ; 病变分

期与 C K
一

19 m RN A 表达量关系采用 S ep ~ an 等级

相关分析
。

2 结 果

2
.

1 荧光定量 R T
.

P C R 结果

PE 5 7 0 0 型扩增仪在 P c R 反应进行的同时
,

每

8
.

5 ,
检测 1次 P C R 产物量 (荧光变化强度 )

。

将不

同的标准起始模板数 ( C
。
)按 1 0`

、

10`
、

一0
4 、 10 , 、

10 2 、

101 加入 PCR 反应体系
,

当荧光强度增加到某一阂

值
,

PC R 产物进人指数增期
,

此时的循环次数 ( tC

值 )被记录下来
。

将不同梯度定量模板数与 tC 值做

对数拟合后
,

就得到定量标准曲线 (图 1 )
,

样品与

标准曲线 比较就能准确反映待检样品的起始模板

量
。
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图 1 C K
一

1 , m RN A荧光定 t R T
.

P C R 的定 t 标准曲线

F i .g 1 hT
e s加 n d a dr cur

v es o f C -K 1 9 m RN A b y R T
一
P C R

C o : s t a rt i n g e o P y n u m be r ; C t: t h e e y e l e n u m b e r a t w hi e h th e

CP R

P or du e t e o Py n u m be r i , 此 as
e s ign i if

e a n t ly

2
.

2 C K
。

19 m R N A 的表达

放疗前共 9 7 例病人 中
,

阳性表达病 人 91

( 9 4% ) 人
,

2 6 例非 肿瘤对照组 中
,

阳性表达 2

( 8% ) 人
,

对照组与病人 CK
一

19 m R N A 阳性表达率

经四格表 x Z
检验 扩

二
82

.

5
,

尸 < 0
.

001
,

两组差异
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,

等
,

用荧光定量 RT
一

P CR 检测鼻咽癌病人外周血 C K
一

19 m R N A 的表达 2 5 1

有显著性
。

对照组与病人 C K
一

19 m R N A 拷贝数经秩

和检验显示差异也有显著性 (表 1 )
。

表 l 鼻咽癌病人与对照组 C K
一

19 m RN A 表达拷贝数

T a b l
e 1 T h

e a
b
s o
l
u t e e o p y n u m b

e r o
f C K

一

19 m RN A in p a t ie n t s

a n
d

C o n t r o l n
(
e o p y ) / 卜g

G
r o u p n M e

d i
a n I n t e qr u a rt il e ar n g e

P a t i e n t 9 7 7 7 9
.

5 4 2 4 7
.

3

C o n t r o l 2 6 7
.

12
, ) …

2 )

l ) W i l e o x o n r a n k Su m t e s t , p < 0
,

0 1 : 2 ) e a n n o * 6四er o u t

b e e a u s e o f *h e er a er t o o m a n y 0
v a l u e

数见表 3
,

秩和检验结果显示 W期与各分期之间

C K
一

19 m R N A 的拷贝数均有显著差异 ( P < 0
.

0 5 )

但 I
、

11
、

nI 期之间差异无显著性
。

将病变分期与

C K
一

19 m R NA 拷 贝数作相关分析显示两者之 间呈

正相关
,

有统计学意义 (
: 二 0

.

53
,

尸 < o
,

01 )
。

表 3 各临床分期 C K
一

19 m RN A 的表达拷贝数

aT b l
e 3 T h e a b s o

l
u t e e o P y n u m b

e r o f C K
一

1 9 m RN A in d i仁

fe
r e n t e li n ie a

l
s t a g e n

(
e o p y ) / 卜g

G
r o u P In t e叫 u a rt il

e R a n g e

气é八浅40

112
ù、à

111111

2
.

3 T
、

N
、

M 分期与 C K
一

19 m R N A 表达的关系

除 5 例局部复发病人外
,

按鼻咽癌 19 97 国际

抗癌联盟 ( u lc C ) T N M 分期法
,

不同 T N M 分期病人

外周血 CK
一

19 m RN A 表达拷贝数见表 2
。

经秩和检

验后显示
: T 4 期与 lT 期

、

TZ 期
、

T 3 期 C K
一

19 m R N A

表达拷贝数差异有显著性
,

但 lT
、

T Z
、

T 3 期之间无

统计学差异
。

N 分期各组间秩和检验显示无统计学

意义差异
。

18 例远处转移病人与 79 例非远处转移

病人之间经秩和检验显示 C K
一

19 m RN A 表达拷贝

数差异有显著性
。

M e d i a n

3 17
.

0

3 66
.

5

4 9 4
.

0

4 2 2 5
.

0

4 8 1 4
.

5

5 8 9
.

8

9 1 5
.

5

10 8 6 1
.

5

E v e卿 g nr u v e o m p aer w i t h e a c h o t h e r by K
一

W t e s t
,

P < 0
.

0 1

3 讨 论

表 Z T
、
N

、
M 分期与 C K

一
19 m R N A 表达拷贝数

aT b l
e 2 T h

e a
b

s o l u t e e o p y n u m b
e r o f C K

一

19 m RN A in d i-f

fe r e n t T
,

N a n d M s t a g e n
(
e o p y ) / 林g

G r o u p n
M

e d ia n In t e rq u a r t il
e r
an g e

T 1 1 0 3 6 7
.

5 3 1 9 4
.

3

TZ 2 4 4 16
,

5 8 0 7
.

2

T 3 2 0 4 9 0
.

0 1 4 0 3
,

0

T 4 2 5 3 1 90
.

0
’ )

6 0 4 4
.

0

N O 3 1 7 68
.

0 3 6 2 3
.

0

N 1 2 6 5 7 1
.

0 2 8 9 7
.

0

NZ 1 2 7 2 6
.

0 3 7 7 2
.

3

N 3 1 0 5 9 3
.

0 2 ) 4 1 4 3
.

7

M O 7 9 6 19
.

0 3 1 3 0
.

0

M 1 18 1 1 8 00
.

0 3 ) 5 6 6 90
.

0

l ) e v e可 g or u p e o m p a er w i th e a e h o th e r i n T s t a g e by K
一

W t e s t
,

p < 0
.

0 1 : 2 ) e v e口脚
u p e o m p a re w i th e a e h o th e r i n N s t a g e b y K

一

W

P > 0
.

0 5 : 3 ) W i l e o x o n m n k s u m t e s l i n M s l ag e
,

P < 0
.

0 1

临床分期与 C K
·

19 m R N A 表达

根据鼻咽癌 U IC C 19 9 7 TN M 分期法将病人分
、

n
、

uI
、

W期
,

各期病人 C K
一

19 m R NA 表达拷贝

寻找敏感性高
、

特异性强的生物学标记物是分

子生物学研究的主要内容之一
。

C K
一

19 是细胞角蛋

白的一种
,

存在于细胞骨架中的中间微丝
,

主要分

布于表皮
、

豁膜等上皮组织内
,

血液及造血系统没

有该蛋白存在
。

用 C K
一

19 为标记物已广泛用于各种

上皮性肿瘤的检测如
:
肺癌

、

乳腺癌
、

泌尿系肿瘤

等 `2, 3 ]。

鼻咽癌也属于上皮来源肿瘤
,

我们用荧光定

量 P C R 方法检测鼻咽癌病人外周血 中 C K
一

19 m R
-

N A 的表达
,

发现大多数病人 ( 91 / 97 ) 外周血中

C K
一

19 m RN A 阳性表达
,

而正常人群中 ( 2 / 26 )表达

很少
,

提示 C K
一

19 作为一种肿瘤标记物
,

在鼻咽癌

诊断方面有一定应用价值
,

但其检测的敏感性及特

异性尚有待更多病例进行研究
。

肿瘤标记物的表达与临床的关系
,

已有的报道

结果差异较大
,

大多认为 阳性表达率与临床分期相

关 4[, , ’ ,

但也有相反意见
【̀ 〕。 可能由于采用不 同的方

法和标记物
,

各研究的可重复性及可对比性较差
。

如在上皮性肿瘤研究中
,

B u r e h i l ld 和 Sl a d e
分别采

用 R T
一

P C R 方 法 和 定 量 R T
一

P C R 检 测 对 照 组 中

C K
一

19 的表达
,

阳性表达率分别为 4 0% 和 O
,

因而

得到不同的结论 〔7, 2 ]
。

荧光定量 P CR 方法采用终点

定量
,

实时检测反应物的变化
,

具有重复性好可信

度高等特点
`8 ]。 本 研究采用这种方法结果 显示

,

C K
一

19 m RN A 拷贝数在 4T 期病人及远处转移病人

外周血中明显升高
,

C K
一

19 m R N A 的拷贝数与病变

分期呈正相关
,

这说明随病变进展 C K
一

19 m R N A 表

4I

estt.2为
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达量逐渐升高
,

提示用这种方法检测外周血 C K
一

19

m RN A 表达对准确判断鼻咽癌病变分期
,

发现早期

转移病灶方面有一定应用前景
。

本研究显示 C K
一

19 m R N A 表达拷贝数仅与局

部侵犯范围有关
,

而与淋巴结转移状况无关
,

是否

能够进一步说明鼻咽癌病人外周血中癌细胞 的数

量仅与局部侵犯范围有关
,

而与淋巴结转移无关
,

还有待于进一步研究
。
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