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"摘要#
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目的
!

探讨鼻咽癌患者外周循环血人端粒酶逆转录酶"

M;A5;

%

O5XC

和细胞角蛋白
$(

"

Ŵ $(

%

O5XC

表达与肿瘤微转移的相关性&方法
!

采用实时荧光定量
@W5

技术"

S

5;.@W5

%定量检测
00

例

鼻咽癌患者治疗前后外周循环血
M;A5;O5XC

及
Ŵ $(O5XC

定量表达!并分析其与临床病理特征的关系!

同时以
1%

例健康体检者作为对照&结果
!

对照组外周血中
Ŵ $(O5XC

相对表达量为
%&/6d%&6%

!鼻咽癌患

者外周血中
Ŵ $(O5XC

水平为
$%&(-d0&)%

!差异有统计学意义"

?gU$0&'(

!

:

$

%&%$

%$健康体检者外周血

中
M;A5;O5XC

相对表达量为
$&%(d%&0%

!鼻咽癌患者外周血中
M;A5;O5XC

水平为
$%&06d'&/$

!差异

有统计学意义"

?gU$)&)0
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%&%$

%&鼻咽癌患者外周血
M;A5;O5XC

和
Ŵ $(O5XC

的表达与临床分

期'

;

分期'

X

分期'

<

分期有相关性"

:

$

%&%6

%&治疗后鼻咽癌患者
M;A5;O5XC

的表达量由
$%&-6d'&/$

降低至
6&0)d1&%%

!而
Ŵ $(O5XC

的表达量"

6&)'d$&($

%较治疗前"

$%&(-d0&)%

%亦明显下降"

:

$

%&%$
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结论
!

鼻咽癌外周血
M;A5;O5XC

和
Ŵ $(O5XC

的表达有可能作为预测外周血肿瘤细胞微转移和判断疗

效的指标之一&
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鼻咽肿瘤$
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Ŵ $(O5XC

$实时荧光定量$外周血$微转移
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M:8>GNG""!M;A5;O5XC>,!Ŵ $(O5XCN:P"8:>,!>P4:848:>4O:,4#,00

7

>4#:,4+R#4M,>+"

7

M>8

3

,

?

:>G

I>8I#,"O>R:8:!:4:I4:!N

3

>!"

7

4#,

?

4M:

S

L>,4#4>4#T:8:>G4#O:PGL"8:+I:,I:@W5

$

S

5;.@W5

&#

>,!4M:#8I"88:.

G>4#",R#4MIG#,#I"

7

>4M"G"

?

#IP:>4L8:+R>+>,>G

3

Q:!

#

O:>,RM#G:1%#,!#T#!L>G+L,!:8

?

"#,

?

M:>G4M

37

M

3

+#I>G:B.

>O#,>4#",+:8T:!>+4M:I",48"G+&3,.#:".

!

;M:8:G>4#T::B

7

8:++#",G:T:G"P

7

:8#

7

M:8>GNG""!Ŵ $(O5XC#,
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鼻咽癌属于上皮源性低分化或未分化恶性肿瘤#

尽管近年在诊断和治疗上均取得了较大进展#但综合

预后仍然很差#其总体
6

年生存率小于
6%J

'

$

(

#致死

的主要原因是局部复发和远处转移*外周循环血肿

瘤细胞微转移是复发转移的前提#目前临床上缺乏敏

感又特异度高的液体活检手段*近年研究表明#肿瘤

在侵袭和转移的早期阶段#就可能有肿瘤细胞侵入外

周循环血中'

1

(

#而进入外周循环血液的肿瘤细胞仍可

表达多种肿瘤特异性蛋白并释放入循环血中*国内

外已有许多学者报道用实时荧光定量
@W5

技术

$

S

5;.@W5

&的方法检测出肿瘤患者外周血微量癌细

胞#它通过扩增能在肿瘤细胞中特异性表达而在其他

血液细胞中不表达的特异性
O5XC

#从而实现在外周

循环血中检测到循环肿瘤细胞$

W;W+

&及其游离
O5.

XC

*这种方法已经应用于肺癌+前列腺癌等血液肿

瘤细胞微转移的研究'

'.0

(

*上述研究提示#实时检测

循环血中
W;W+

及其释放循环血中的特异性游离

O5XC

对判断肿瘤早期微转移及指导临床治疗具有

重要意义*而与肿瘤有密切关系的端粒酶及其人端

粒酶逆转录酶$

M;A5;

&亚单位成为理想的检测指

标*本研究通过
S

5;.@W5

法检测鼻咽癌肿瘤患者外

周循环血
M;A5;O5XC

表达情况并联合检测上皮

性肿瘤标志物细胞角蛋白
$(

$

Ŵ $(

&

O5XC

#分析二

者在鼻咽癌患者外周循环血中的表达意义及与肿瘤

细胞血液微转移的关系#现将研究结果报道如下*
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材料与方法

>&>

!

材料

>&>&>

!

标本
!

鼻咽癌组纳入
1%$'

年
(

月至
1%$0

年

)

月南方医科大学珠江医院耳鼻喉科收治的鼻咽癌患

者#共
00

例#年龄
1'

%

-1

岁#平均
0(

岁*患者均经

病理学确诊为低分化型鳞状细胞癌且既往未经任何

治疗*

;X<

分期采用鼻咽癌
1%%/

临床分期标准!

,

期
6

例#

&

期
)

例#

*

期
$(

例#

+

期
$0

例%

;

$

期患者

$$

例#

;

1

期
$'

例#

;

'

期
$0

例#

;

0

期
)

例%

X

%

6

例#

X

$

)

例#

X

1

10

例#

X

'

(

例%

<

%

'(

例#

<

$

6

例*同时#

收集健康体检者外周血标本
1%

例作为对照组*本研

究通过了南方医科大学珠江医院医学伦理委员会审

核批准#病理标本的采集和检测试验均经患者知情

同意*

>&>&?

!

主要试剂与仪器
!

淋巴细胞分离液$天津
;9

公司&#

;5Yc̀ 2

$美国
Y,T#48"

?

:,

公司&#

@8#O:DI8#

7

4

5;8:>

?

:,4 #̂4

逆转录试剂盒$日本
;>e>8>

公司&#

D]95@8:O#BAB;>

S&

试剂盒$日本
;>e>8>

公司&#

C9Y-6%%

荧光定量
@W5

仪$美国
C9Y

公司&*

>&?

!

方法

>&?&>

!

血标本处理
!

鼻咽癌
,

+

&

期患者直接行放

疗#

*

+

+

期行两个疗程诱导化疗后再行放疗#治疗前

及放疗结束后于上午
)

!

%%

%

(

!

%%

点采集外周静脉

血#采血时第
$

管血弃之不用#取第
1

管血
6O2

置入

真空无菌肝素抗凝的试管*

1M

内加入淋巴细胞分离

液$比重
$&%--

&离心
16%%8

"

O#,

#

1%O#,

后收集界面

细胞#得到单个核细胞层$癌细胞在此层&#用磷酸盐

缓冲液$

@9D

&洗涤
$

次#置
U/%f

保存*对照组血标

本处理同鼻咽癌组*

>&?&?

!

引物序列
!

内参
"

.>I4#",

引物及
Ŵ $(O5.

XC

及
M;A5;

引物采用
@8#O:8:B

7

8:++

设计#引物

序列如下*

Ŵ $(

!上游引物
6h.;[[ CC[ C[;

[;W ;[[ C[W CC.'h

#下游引物
6h.[[C ;[C

C[W[[C [;W;[[ C.'h

%

M;A5;

!上游引物
6h.

W[[CC[C[;[;W;[[C[WCC.'h

#下游引物

6h.[[C;[CC[W[[C[;W;[[C.'h

%

"

.>I4#",

!

上游引物
6h.;[CWCWW;WCWW;WCWWWCW.'h

#

下游引物
6h.WCW;[;W;;WW[WCC[;;WCW.

'h

*引物由上海生工公司合成*

>&?&@

!S

5;.@W5

!

'%%

#

2

单个核细胞加入
$%%%

#

2;8#Q"G

试剂进行
5XC

提取#用紫外分光光度计检

测总
5XC

水平#

,

1)%

"

,

1/%

$&/

%

1&%

视为抽提的

5XC

纯度高#

U/%f

保存*分别取总
5XC$

#

?

#按

反转录试剂盒说明书逆转录反应合成
IEXC

#以反应

所得
IEXC

进 行
@W5

扩 增*反 应 体 系!

D]95

@8:O#B$%&%

#

2

#上下游引物各
%&0

#

2

#

IEXC

模板

$&%

#

2

#

5̀ V5:P:8:,I:E

3

:

&

%&0

#

2

和灭菌去离子

水
-&/

#

2

共
1%&%

#

2

*反应条件!预变性
(6f'%+

%

@W5

反应!

(6f

变性
$6+

%

)%f

退火
1%+

#

-1f

延伸

'0+

#

0%

个循环*以
"

.>I4#",

作为内参照#试验重复

'

次*

-)$'

重庆医学
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年
/

月第
0-

卷第
10

期



>&?&A

!

结果判断
!S

5;.@W5

由荧光定量
@W5

仪自

动采集目的基因与内参基因的
W4

值#基因表达量用

鼻咽癌组"对照组$

1

U

##

W4

&计算*

>&@

!

统计学处理
!

采用
D@DD$'&%

软件进行处理#计

量资料用
QdF

表示#组间比较采用单因素方差分析#

治疗前后采用配对样本
?.

检验#两独立样本采用独立

样本
?

检验#以
:

$

%&%6

为差异有统计学意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

两组
M;A5;O5XC

和
Ŵ $(O5XC

比较
!

试

验结果显示#对照组外周血中
Ŵ $(O5XC

相对表达

量为
%&/6d%&6%

#鼻咽癌患者外周血中
Ŵ $(O5XC

水平为
$%&(-d0&)%

#差异有统计学意义$

?gU$0&'(

#

:

$

%&%$

&*对照组外周血中
M;A5;O5XC

相对表

达量为
$&%(d%&0%

#鼻咽癌患者外周血中
M;A5;

O5XC

水平为
$%&06d'&/$

#差异有统计学意义$

?g

U$)&)0

#

:

$

%&%$

&#见图
$

%

1

*

?&?

!

M;A5;O5XC

和
Ŵ $(O5XC

与鼻咽癌临床

病理因素的关系
!

鼻咽癌患者外周血
M;A5; O5.

XC

和
Ŵ $(O5XC

的表达与临床分期+

;

分期+

X

分期+

<

分期有明显相关性$

:

$

%&%6

&#见表
$

*

图
$

!!

M;A5;O5XC

在鼻咽癌和对照组的相对表达量

图
1

!!

Ŵ $(O5XC

在鼻咽癌和对照组的相对表达量

表
$

!!

鼻咽癌组外周血
Ŵ $(O5XC

和
M;A5;O5XC

的表达量与临床病理参数的关系&

QdF

'

项目
( Ŵ $(O5XC E

"

? : M;A5;O5XC E

"

? :

临床分期
1%&10

$

%&%$ '$&-'

$

%&%$

!,

6 '&//d$&1% 0&'/d$&0'

!&

) -&%'d%&)$ -&%6d$&1(

!*

$( $$&1-d1&6- $$&$(d$&/0

!+

$0 $0&-/d0&16 $0&%'d1&/-

X

分期
$/&6(

$

%&%$ 1)&)0

$

%&%$

!

X

%

6 '&//d$&1% 0&'/d$&0'

!

X

$

) -&%'d%&)$ -&%6d$&1(

!

X

1

10 $1&%/d'&/( $$&-'d1&$6

!

X

'

( $0&(-d0&)% $0&$/d'&'%

;

分期
$1&1)

$

%&%$ (&10

$

%&%$

!

;

$

$$ )&/6d'&$/ -&-1d'&-6

!

;

1

$' $%&10d'&61 (&-1d'&%'

!

;

'

$0 $1&01d'&$' $1&'%d1&%6

!

;

0

) $)&//d0&'% $0&-%d'&66

<

分期
0&6( %&%'/ U'&-% %&%1%

!

<

%

'( $%&0)d0&$0 $%&'/d'&/-

!

<

$

6 $0&()d)&6% $'&)0d$&0%

?&@

!

M;A5;O5XC

和
Ŵ $(O5XC

与鼻咽癌治疗

疗效的关系
!,

+

&

期共
$$

例患者直接行放疗#

*

+

+

期共
''

例患者行两个疗程诱导化疗后再行放疗*

治疗后
Ŵ $(O5XC

由
$%&(-d0&)%

降低至
6&)'d

$&($

%

M;A5; O5XC

由
$%&-6d'&/$

降为
6&0)d

1&%%

*治疗后
Ŵ $(O5XC

和
M;A5;O5XC

表达

/)$'
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量均明显下降#差异有统计学意义$

:

$

%&%$

&*

@

!

讨
!!

论

!!

肿瘤血行微转移是近年的研究热点#血行转移也

是鼻咽癌远处转移的主要途径之一#早期发现外周血

肿瘤细胞微转移可筛选出具有转移倾向的高危肿瘤

患者#对于预测肿瘤外周血微转移及临床治疗方案的

选择和预后的判断具有重要意义*

细胞角蛋白$

Ŵ

&表达于正常上皮和上皮源性肿

瘤*正常情况下#血液中不存在
Ŵ

#如果外周血中检

测出
Ŵ

#提示上皮源性肿瘤已经转移入血*

Ŵ $(

是

国内外公认的的上皮性组织特异性标志物#已被广泛

应用于乳腺癌+肺癌+结直肠癌+胃癌等上皮性肿瘤外

周血中微转移的检测#有很高的灵敏度和较好的特异

度'

6.$%

(

*

M;A5;

是端粒酶催化亚基#与端粒酶一样仅

在肿瘤细胞中高表达#在对照组织中不表达#研究提

示#

M;A5;

与鼻咽癌关系密切#是癌变的早期事

件'

$$.$1

(

*因为端粒酶系统与恶性肿瘤的特异性关系#

采用检测肿瘤患者外周循环血中
M;A5;O5XC

成

为肿瘤患者血液活检的重要方法#对于判断血液微量

W;W+

存在的微转移提供了重要线索#已显示出有前

景的临床利用价值'

$'

(

*

本研究采用
S

5;.@W5

技术检测鼻咽癌患者外周

血中
Ŵ $(O5XC

和
M;A5;O5XC

的表达#分子生

物学水平预示血液中可能存在的微量
W;W+

及释放

的特异性肿瘤标志物#对早期发现鼻咽癌外周血微转

移提供试验依据#这有可能彻底改变目前临床主要依

靠影像学+病理学检测肿瘤复发和远处转移的局限

性+滞后性#有助于早期发现血液转移高危患者*本

研究结果发现已经发生远处转移的患者#

Ŵ $(O5.

XC

和
M;A5;O5XC

的表达较未转移者明显升高*

这也证实了本课题组对于肿瘤微转移是肿瘤真正转

移发生的前奏的猜测*同时本研究还发现#鼻咽癌患

者外周血
Ŵ $(O5XC

和
M;A5;O5XC

的表达与

临床分期+

;

分期+

X

分期有相关性*即使是早期鼻

咽癌患者#也可见
Ŵ $(O5XC

和
M;A5;O5XC

升

高#说明鼻咽癌患者在癌症的早期就可能在外周血出

现肿瘤细胞并进一步形成微转移#且随着临床分期的

进展而更趋明显#与文献'

6

#

-

(报道一致*因而#外周

血
M;A5;

及
Ŵ $(O5XC

检测亦对指导临床治疗

有很大帮助*

但也有文献报道#并非发现外周
W;W+

就说明出

现转移#可能由于外周循环中肿瘤细胞受机体免疫系

统的限制#绝大多肿瘤细胞并不能形成转移灶#但是

肿瘤发生转移率却明显上升'

6

#

-

(

*也有能在肿瘤微转

移发生中#必须达到一定的量变才会出现肿瘤真正远

处转移的质变*其机制有待于深入研究*

目前评判鼻咽癌的治疗效果方面尚缺乏有效的

临床检测指标#外周血
Ŵ $(O5XC

和
M;A5;O5.

XC

检测在评判恶性肿瘤的治疗效果方面显示出了潜

在的重要价值*

[À 5[̀ b2YCD

等'

)

(研究显示#乳

腺癌外周血
W;W+

中
Ŵ $(O5XC

的阳性率经过
'

个疗程化疗后由
))&/J

降低至
0-&/J

#

)

个疗程化疗

后#阳性率降低至
00&'J

*本研究的试验结果也发

现#治疗后
Ŵ $( O5XC

由
$%&(-d0&)%

降低至

6&)'d$&($

%

M;A5; O5XC

由
$%&-6d'&/$

降为

6&0)d1&%%

#治疗后
Ŵ $(O5XC

和
M;A5;O5XC

表达量均明显下降*二者有可能成为鼻咽癌早期血

液转移及治疗效果评估的标志物*

综上所述#通过外周血
Ŵ $(O5XC

和
M;A5;

O5XC

的检测可能对传统的鼻咽癌
;X<

分期进行

补充以在早期发现肿瘤微转移#更有效地指导临床治

疗*本研究结果已初步显示远处转移患者
Ŵ $(O5.

XC

和
M;A5;O5XC

的表达较未转移者明显升高*

因此#有必要进行大样本量的前瞻性对照研究#以阐

明其与鼻咽癌微转移的关系#为鼻咽癌的诊治提供新

的参考指标*
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ADẀ 2C5A

#

:4>G&b,!:8.

:B

7

>,+#","P+#8"G#OL+.:GL4#,

?

+4:,4+

!

#,I#!:,I:>,!8:G>.

4#",+M#

7

4"!:G#T:8

37

8:++L8:

'

F

(

&W>4M:4:8W>8!#"T>+IY,.

4:8T

#

1%%6

#

)6

$

1

&!

111.11)&

'

/

(

C5<D;5̀ X[AF

#

^aCC;

#
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