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例正常胃黏膜组织作为对照组!采用实时定量聚合酶链反应"
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#技术!检测
66#3,-*̂ 0!

的表达及其与

胃癌不同临床病理特征之间的关系!并探讨其预后价值%结果
!
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在胃腺癌中的表达明显高于正常胃黏膜组织!
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可能对判断胃腺癌的预后有重要价值%
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胃腺癌是消化系统中常见的肿瘤#其发生'发展与多种因

素有关#近年人们更多地研究细胞外基质在肿瘤中的作用+

,

,

(

基质金属蛋白酶
3,-
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66#3,-

%是

66#

家族的重要成员#也是最重要的激活
66#3$

降解细胞

外基质的成分#包括各种胶原'蛋白多糖和糖蛋白等#

66#3,-

的高表达在肿瘤进展中具有一定作用+

$

,

(本实验通过实时定

量聚合酶链反应$

"̂3#5̂

%技术检测
66#3,-*̂ 0!

在胃腺

癌及正常胃黏膜组织中的表达#探讨其与肿瘤临床病理特征的

关系#旨在为探讨肿瘤的生物学行为提供理论帮助(

A

!

资料与方法

A(A

!

一般资料
!

本实验采用的标本均为
$&&%

年
,

"

,$

月收

集#胃腺癌术后立即取材置于液氮冻存#然后再转入
d>&U

冰

箱中保存备用(病例纳入标准!$

,

%符合
L_b

分类中胃腺癌

的诊断标准#由病理科专业技术人员经
_[

染色#并由两位病

理主治医师共同阅片明确诊断&$

$

%术前患者均未进行治疗&

$

'

%临床随访资料完整(观察组
%:

例#其中男
',

例#女
$%

例&

年龄为
'9

"

:9

岁#平均$

%:($S/(9

%岁(无淋巴结转移者
$/

例#有淋巴结转移者
$9

例$有无淋巴结转移根据术后病理而

定%(选取
'&

例切缘正常的胃黏膜组织作为对照组#取材方法

同上(观察组与对照组性别构成'年龄等常规指标比较差异无

统计学意义$

!

&

&(&%

%#具有可比性(

A(B

!

方法

A(B(A

!

总
0̂!

提取
!

取新鲜组织
$&*

)

#加入
,(%*+

进口

微量离心管$

[#

%中#加入
"G8c7D

试剂
,*+

混匀#

-U

高速低

温离心
,%*8=

#取上层无色上清$含
0̂!

%#将其转入
,(%*+

进口
[#

管中#加入等体积的冰浴异丙醇#室温下孵育
$&*8=

#

-U

高速低温离心
,&*8=

#弃上清后#可见片状沉淀附着于管

壁或于管底#此沉淀即为总
0̂!

(按照
,X,

的比例加入预冷

的焦碳酸二乙酸$

Z[#5

%处理过的
/%V

乙醇#颠倒振荡离心

管#并漩涡振荡样品#使其沉淀悬浮#在
-U

#高速低温环境下

离心
%*8=

(去除上清#晾干沉淀(用适量的
Z[#5

水溶解沉

淀#置于
d>&U

冰箱中保存(

A(B(B

!

琼脂糖凝胶电泳检测总
0̂!

完整性
!

取
,&&*+,g

"W[

电泳缓冲液加入三角瓶中#再加入
,($

)

琼脂糖粉末#加

9'-

重庆医学
$&,$

年
$

月第
-,

卷第
%

期

"

基金项目#河北省教育厅高等学校科学研究计划课题$

$̀&,,',/

%&唐山市科学技术研究与发展计划课题$

,&,'&$:9F

%(



热至完全溶解#室温冷却#加入
:

#

+&(%

#
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"
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的
[W

胶#凝

胶固化(向电泳槽中加入电泳缓冲液(每个样本取
$

#

+

0̂!

上样后#以
%h

"

F*

电压电泳至溴酚蓝跑出距点样孔约

:

"

>F*

#检测
0̂!

的完整性(

A(B(C
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引物合成
!

引物由上海生物工程技术有限公司设计合

成#

66#3,-

基因的引物序列#

66#3,-

上游!

%O3Y5" YY5

!!"""YY"Y"Y5"53'O

#下游!

%O3"YY"""YYY"!"

Y5!55"""YY3'O

#扩增片断长度
$%,H

M

&

Y!#Z_

上游!

%O3

"5!""Y!55"5! !5"!5!"Y3'O

#下游!

%O3Y5! Y"Y

!"YY5""YY!5"Y"3'O

#扩增片断长度
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M

(

A(B(D

!

逆转录反应
!

以提取组织总
0̂!

为模板#按照试剂

盒说明书合成
FZ0!

#并置于
d$&U

冰箱中保存待用(

A(B(E

!

"̂3#5̂

扩增并检测目的基因的表达
!

将合成的引物

离心#用适量
Z[#5

处理过的水溶解至
,&

#

*7D

"

+

(以合成的

FZ0!

为模板#配置
"̂3#5̂

反应体系(

"̂#5̂

反应体系进

行
'%

个循环!

9-U

$

-*8=

%#

9-U

$

$&<

%#

:&U

$

'&<

%#

/$U

$

'&<

%(反应结束后#由仪器自动分析结果#记录扩增曲线'溶

解曲线'各样本的
5A

值及超始拷贝数(

A(B(F

!

结果判定
!

以
Y!#Z_

为内参#分别对
66#3,-

的起

始拷贝数进行校正#以相对值$相对值
f

目的基因拷贝数"
&

3

1FA8=

拷贝数%进行比较#最后结果以相对比值
$

d

$$

5A表示#以

小于或等于
-

为阴性#以大于
-

为阳性(

A(C

!

统计学处理
!

应用
Q!Q:(,$

软件进行统计分析#组间比

较应用
?

检验#生存分析应用单变量
+7

)

G1=.

检验进行分析(

!

#

&(&%

为差异有统计学意义(

B

!

结
!!

果

B(A

!

两组
66#3,-*̂ 0!

表达比较
!

66#3,-*̂ 0!

在观

察组中的表达量明显高于对照组$

!

#

&(&%

%#见表
,

(

表
,

!!

两组
66#3,-*̂ 0!

表达比较

分组
( 66#3,-*̂ 0!

$

@S8

%

? !

观察组
%: -(':S,(:' :(>9 &(&&:-

对照组
'& $(&-S&(%>

表
$

!!

66#3,-*̂ 0!

在胃腺癌不同临床

!!!

病理特征中的表达

临床病理特征
( 66#3,-*̂ 0!

$

@S8

%

? !

分化程度
-(&' &(&'9$

!

高'中
'$ '(9:S,(,-

!

低
$- -(>9S,(&%

淋巴结转移
%(-9 &(&,&%

!

无
$/ '($9S,(&:

!

有
$9 %(':S,($:

浸润深度
-(>% &(&$,9

!

未及外膜
', '(9$S,(,>

!

外膜及以外
$% -(9,S,(,:

临床分期
:(&% &(&&:'

!+"*

'& '('>S&(9:

!)",

$: %(-9S,($%

B(B

!

66#3,-*̂ 0!

在胃腺癌不同临床病理特征中的表达

!

66#3,-*̂ 0!

在胃腺癌不同浸润深度'不同分化程度'有

无淋巴结转移及不同临床分期中的表达差异有统计学意义

$

!

#

&(&%

%(见表
$

(

B(C

!

66#3,-*̂ 0!

的表达与胃腺癌患者生存的关系
!

本

组患者随访时间为
,$

"

:&

个月#

66#3,-*̂ 0!

阳性组及阴

性组生存率曲线见图
,

#经检验#胃腺癌中
66#3,-*̂ 0!

表

达与患者预后相关$

(

$

f,&($::$

#

!f&(&&,-

%(即
66#3,-

*̂ 0!

高表达的患者预后差(

图
,

!!

66#3,-*̂ 0!

表达与胃癌预后的关系

C

!

讨
!!

论

66#

家族是一组锌离子依赖性内切酶+

'3-

,

#与细胞外基

质的降解和肿瘤的新生血管形成密切相关+

%3:

,

(

66#3,-

作为

66#

家族的重要成员#具有前肽区'信号肽区'催化区'铰链

区和类血红素蛋白结合区
%

个功能区域#能够在细胞表面活化

66#3$

等重要因子+

/3>

,

(有研究显示
66#3,-

也与肿瘤的血

管新生有密切关系+

9

,

(胃腺癌的侵袭和转移与基膜的黏附和

细胞外基质的降解有关(

66#3,-

是肿瘤细胞中产生的重要

物质#其作用于周围的间质细胞#诱导间质细胞产生
66#3,-

原酶#该酶激活后被肿瘤细胞摄取到细胞膜表面+

,&

,

(激活的

66#3,-

不仅可以激活
66#3$

降解周围的基质#而且自身也

可以发挥降解细胞外基质的作用+

,,

,

(还有观点认为#

66#3,-

可以降解
+

'

*

'

,

型胶原和纤维连接蛋白$

R0

%#参与包括基

膜在内的细胞外基质的降解过程+

>

,

(而细胞外基质和基底膜

是肿瘤生长和扩散的屏障#肿瘤细胞依靠
66#

降解细胞外基

质#进而促进浸润和转移+

,$3,'

,

(

本实验应用的
"̂3#5̂

技术#具有准确性和特异性#没有

电泳后的处理#可以有效避免误差(实验结果显示#

66#3,-

*̂ 0!

在胃腺癌中的表达明显高于正常胃黏膜组织#提示

66#3,-

在
*̂ 0!

水平上参与了肿瘤的发生(实验结果还显

示#

66#3,-*̂ 0!

与胃腺癌的浸润深度'分化程度'临床分

期及淋巴结转移密切相关#提示
66#3,-*̂ 0!

可能参与了

肿瘤分化生长过程#

66#3,-

促进侵袭与转移的作用不仅表现

在细胞表面的激活作用#还可以表现出不依赖于
66#3$

的细

胞外基质的蛋白水解酶的作用(有观点显示#

66#3,-

在进行

细胞外降解的同时#还参与了肿瘤新生血管的生成作用#而且

还可以通过肿瘤血管向宿主输出大量的恶性肿瘤细胞#引起肿

瘤持续生长并发生浸润及远处转移+

,-3,%

,

(本组生存分析显

示#

66#3,-*̂ 0!

的表达与胃腺癌患者的预后密切相关#即

66#3,-*̂ 0!

表达越高#胃腺癌患者生存时间越短#提示对

胃癌手术后立即对新鲜组织进行
66#3,-*̂ 0!

表达的检

测#对判断预后有重要价值#也为临床合理进行治疗提供理论

支持(

综上所述#

66#3,-*̂ 0!

的高表达参与了胃腺癌的发

&--

重庆医学
$&,$

年
$

月第
-,

卷第
%

期



生发展#临床检测
66#3,-*̂ 0!

的表达对判断预后有重要

价值#临床中可以积极应用(
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