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--!摘要"-目的-探讨 !"#$%&'%$(()*+,( 在胶质瘤中的表达及临床意义%初步评价其应用于胶质瘤诊断和

治疗的潜力& 方法-选择 )(*0 年 * 月至 )()) 年 , 月在广西医科大学第一附属医院神经外科经手术获取的

胶质瘤组织标本 1( 例"高级别胶质瘤 )) 例%低级别胶质瘤 *. 例#%正常脑组织标本 *( 例& 通过 A4#"BA消

化联合逆转录聚合酶链反应"AC9DEA#验证 !"#$%&'%$(()*+,( 的环状特性& 通过 C7克隆测序法鉴定实时荧

光定量DEA">AC9DEA#扩增产物& 比较高级别胶质瘤'低级别胶质瘤和正常脑组织 !"#$%&'%$(()*+,( 的表达

水平& 分析 !"#$%&'%$(()*+,( 表达与胶质瘤患者临床病理指标的关联性& 结果-该研究所设计的发散引物

可有效特异扩增 !"#$%&'%$(()*+,(& 经验证%!"#$%&'%$(()*+,( 呈环状%且能耐受 A4#"BA消化& >AC9DEA实

验结果显示%高级别胶质瘤和低级别胶质瘤 !"#$%&'%$(()*+,( 的表达水平均高于正常脑组织%且高级别胶质

瘤 !"#$%&'%$(()*+,( 的表达水平较低级别胶质瘤更高%差异有统计学意义"!F(G(,#& !"#$%&'%$(()*+,( 的表

达与胶质瘤分级和 H&0< 阳性率具有显著关联性"!F(G(,#& 结论-!"#$%&'%$(()*+,( 在胶质瘤%尤其是高级

别胶质瘤中呈高表达%且与肿瘤增殖因子 H&0< 相关%是胶质瘤诊断和治疗的潜在分子靶点&

--!关键词"-环状A47$-I"#$%&'%$(()*+,($-胶质瘤$-分子靶点

--!中图分类号"-A<+/G1*-!文献标识码"-7-!文章编号"-*0<1 J+.(0#)())$*) J**+, J(,

--K@&%*(?+/0/LM?&""N?*0<1 J+.(0?)())?*)?(<

!"#$%& '(#)**+,-*"".'('/)"012.-213345673 .(89.':0 0(%.#"29.(.209".8(./.20(2*;"#$%&'()*&(+,% %$-

./0+)/(+,% 1234!&+,% 56'7895:';6<5+6(=>&?6(7(,@'+A -<B;@(7(,@% CD/((7(=E'?&DF5A&D'7CD&5+D5?% 40'+,G&
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#NK P@S'B;&:&N#'&;UBO#;V#PB&P"S@PBNP&#;#SS;&%#P&@N &N P!BK&#QN@"&"#NK P'B#P:BNP@TQ;&@:#?@*#)'%"-6@'PUQ;&@:#

P&""VB"SB%&:BN""&N%;VK&NQ)) %#"B"@T!&Q!9Q'#KBQ;&@:#"#NK *. %#"B"@T;@W9Q'#KBQ;&@:#"# #NK *( N@':#;X'#&N P&""VB
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DEA">AC9DEA# WB'B&KBNP&T&BK XUC7%;@NB"B>VBN%&NQ?C!BBRS'B""&@N ;BOB;"@T!"#$%&'%$(()*+,( WB'B%@:S#'BK #:@NQ

P!B!&Q!9Q'#KBQ;&@:#"% P!B;@W9Q'#KBQ;&@:#"#NK P!BN@':#;X'#&N P&""VB"?C!B%@''B;#P&@N XBPWBBN !"#$%&'%$(()*+,(
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B'#NPP@A4#"BAK&QB"P&@N?C!BBRSB'&:BNP#;'B"V;P"@T>AC9DEA"!@WBK P!#PP!BBRS'B""&@N ;BOB;"@T!"#$%&'%$(()*+,( &N
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--(C*& D'-%")-E&'%V;#''&X@NV%;B&%#%&K"%&'%A47#$-I"#$%&'%$(()*+,($-2;&@:#$-Z@;B%V;#'P#'QBP

--胶质瘤是常见的原发性中枢神经系统肿瘤%占中

枢神经系统恶性肿瘤的 .*^

(*)

& 根据世界卫生组织

"_@';K IB#;P! '̀Q#N&]#P&@N%_Ì #分级标准%胶质瘤

分为四级%其中
!

a

"

级为低级别胶质瘤%

#

a

$

级

为高级别胶质瘤())

& 肿瘤发生是内外因素长期影响

及多基因相互作用的结果(+)

& 由于胶质瘤早期症状

隐匿%病情进展快%多数患者在确诊时已错失最佳治

疗时机(1)

& 因此%进一步研究胶质瘤发病机理%探索

潜在的特异性肿瘤标志物和有效治疗靶点%对胶质

瘤的早期诊断和临床治疗具有重要意义& 环状 A47

"%&'%V;#'A47%%&'%A47#是近年来非编码A47领域的

研究热点& bVN9DBNQ等(,)的研究发现 !"#$%&'%$((.*((*

可作为骨肉瘤诊断和预后预测的生物标志物%且效

能优于碱性磷酸酶和乳酸脱氢酶$还发现血清中该

%&'%A47的表达水平可动态反映骨肉瘤患者的病情变

化& 另一研究显示%%&'%9cYcA7Y+ 联合癌抗原 */9/

"%#N%B'#NP&QBN */9/%E7*/9/#诊断胰腺癌具有良好的

敏感性和特异性(0)

& 还有研究显示胃癌患者血浆的

!"#$%&'%$((((1*/ 表达水平与肿瘤分期'淋巴和远端

转移'神经周围浸润显著相关%其有作为胃癌预后指

标的潜质(<)

& %&'%A47在胶质瘤方面的研究刚起步%

有文献报道外泌体 !"#$%&'%$((<)(.+可通过增加4#N@Q

同源盒转录因子促进替莫唑胺的耐药%这为改善替莫

唑胺治疗胶质瘤的疗效提供了新思路(.)

& 鉴定更多

%&'%A47的功能作用将可为肿瘤诊断和靶向治疗提供

更多选择& 本课题组的前期研究发现 !"#$%&'%$(()*+,(

在胶质母细胞瘤组织中表达上调& 鉴此%本研究旨在

探讨 !"#$%&'%$(()*+,( 在胶质瘤诊断和治疗中的潜

在价值&

5;资料与方法

5E5;组织标本来源-选择 )(*0年*月至)())年,月

在广西医科大学第一附属医院神经外科经手术获取

的胶质瘤组织标本 1(例%正常脑组织标本 *( 例& 胶

质瘤组织标本中高级别胶质瘤"_Ì 分级为
#

a

$

级#)) 例%低级别胶质瘤"_Ì 分级为
!

a

"

级#

*.例& 其中男性))例%女性 *.例%中位年龄为 1)G,岁&

纳入标准!"*#术后病理检查证实为胶质瘤$")#术前

未接受放疗或化疗$"+#临床资料完整& 排除标准!

"*#生命体征不稳定者$")#合并其他肿瘤者$"+#合

并严重的器质性疾病或凝血障碍者& 正常脑组织标

本来源于颅脑外伤行内减压手术患者& 所有组织标

本经手术切取后冻存于J.( d液态氮& 通过医院病

历系统收集所有患者的一般临床资料以及病理检查

结果& 本研究经广西医科大学第一附属医院伦理委

员会批准"编号!)())((/.#%研究对象或家属均签署

知情同意书&

5E4;细胞株及细胞培养-人胶质瘤细胞株 56*)0 购

于国家生物医学实验细胞资源库%并在本实验室传代

保存& 使用含 *(^胎牛血清"TBP#;X@O&NB"B'V:%6e5#

和 *^的青霉素L链霉素双抗的YZ8Z培养基进行培

养%培养箱条件设置为!,^ È

)

%/,^饱和湿度%+< d&

5E6;总A47提取及%Y47合成-采用C'&]@;法提取

组织标本总A47$采用A47提取试剂盒"f#]U:B%美

国#提取细胞总A47& 采用超微量分光光度计" 5̀89

)0(#测定 A47纯度%选择 )0(L).( Ỳ值为 *G. a

)G( 的样本%经 I&5%'&SP

"

gAC5VSB'Z&RT@'>DEA

"f#]U:B公司%美国#试剂盒将其逆转录为%Y47&

5EF;核糖核酸外切酶A4#"BA消化实验-应用核糖

核酸外切酶A4#"BA验证 %&'%A47的存在& 提取胶

质瘤细胞 56*)0 总 A47%并将其分为 ) 份%一份用

A4#"BA消化处理"A4#"BAh#%将 *

%

;的A4#"BA

加到 )G,

%

Q的总A47中%+< d孵育 )( :&N后%<( d

)( :&N灭活酶$另一份不做任何处理"A4#"BAJ#&

5E7;逆转录聚合酶链反应"'BOB'"BP'#N"%'&SP&@N9S@;U:B'#"B

%!#&N 'B#%P&@N%AC9DEA#-以上述"方法*G1#经A4#"BAh

和A4#"BAJ处理的A47逆转录为%Y47%并以之为

模板%应用发散引物"!"#$%&'%$(()*+,( 的引物#和收

敛引物""@R0 :A47的引物#分别进行AC9DEA%所用

引物由上海生物工程股份有限公司合成%引物序列见

表 *& 反应体系!) iA#S&K C#S Z#"PB'Z&R*)G,

%

;%

KKI

)

/̀G,

%

;%上'下游引物各 *

%

;%%Y47*

%

;& 反应

条件为 /, d变性 + :&N%/, d *, "% ,1 d *, "%<) d

*, "%+, 个循环%<) d , :&N%最后延伸& 将AC9DEA

产物经琼脂糖凝胶电泳进行可视化检测&

*0+***

E!&NB"B\@V'N#;@T4BWE;&N&%#;ZBK&%&NB%YB%B:XB')())%f@;V:B*,%4V:XB'*)--



表 *-引物序列

-名-称 序列",j9+j#

!"#$%&'%$(()*+,( 正向!7E727CC2E2727E77E72E7

反向!CCE7CE7C2E2EC2EE72C72

"@R0 :A47 正向!CCC7E22272E72EC7EC22

反向!2CCECC2EC2CC22E272E

27DYI 正向!2E7EE2CE7722EC27277E

反向!C22C27727E2EE72C227

5EG;实时荧光定量DEA">V#NP&P#P&OB'B#;9P&:BDEA%

>AC9DEA#-应用 !"#$%&'%$(()*+,(的引物进行 >AC9DEA

"试剂盒购自f#]U:B公司#& 反应体系!) iE!#:g

[N&OB'"#;5keA>DEAZ#"PB'Z&R*(

%

;%KKI

)

`<G)

%

;%

上'下游引物各 (G1

%

;%%Y47)

%

;& 反应条件!/, d

预变性 +( "%/, d *( "%0( d +( "%1( 个循环& 以

27DYI为内参%采用 )

J

&&

EP法计算目标因子的相对

表达量%均重复 + 次独立实验&

5EH;C7克隆测序-将 >AC9DEA扩增产物 !"#$%&'%$

(()*+,(送上海生物工程股份有限公司进行C7克隆

测序%检测产物的序列是否与%&'%e#"B"!PPS!LLWWW?

%&'%X#"B?@'QL#上的序列一致%以及确定 !"#$%&'%$(()*+,(

中是否存在环化位点&

5EI;统计学方法-应用 5D55)0G(和2'#S!D#KD'&":,

统计软件进行数据分析和绘图& 计量资料以均数l

标准差"

!

Gl?#表示%组间比较采用成组 6检验& 计

数资料以例数"百分率#(+"^#)表示%组间比较采

用
!

) 检验& !F(G(, 为差异有统计学意义&

4;结果

4E5;!"#$%&'%$(()*+,(鉴定结果-通过%&'%e#"B获取

!"#$%&'%$(()*+,( 的序列%查询显示 !"#$%&'%$(()*+,(

来自人类第 **号染色体上"@R0基因的第 ,和第 0个

外显子的反向剪接"4Z$(*<,(.#%长度为 )1) XS"见

图*

'

#& 将 !"#$%&'%$(()*+,(和"@R0 :A47的 >AC9DEA

扩增产物的测序结果分别与%&'%e#"B上的对应序列进

行比较%结果证实这两种扩增产物是 !"#$%&'%$(()*+,(

和"@R0 :A47%且 !"#$%&'%$(()*+,(存在%&'%A47专有

的环化位点"见图 *

(

#&

图 *-!"#$%&'%$(()*+,( 在基因组及基因"@R0 的定位及环化

位点确定图

4E4;%&'%A47的环状特性鉴定结果-A4#"BA消化

实验联合AC9DEA实验结果显示%在 A4#"BAJ组%

发散引物和收敛引物均能扩增出目的基因%分别为

!"#$%&'%$(()*+,("*<* XS#和 "@R0"*(< XS#%其琼脂

糖凝胶电泳条带清晰明亮& 在A4#"BAh组%仅发散

引物可扩增出清晰的凝胶电泳条带%收敛引物扩增

产物的凝胶电泳条带消失%提示线性 "@R0 :A47被

A4#"BA消化& 进一步对比发现A4#"BA消化前后%

!"#$%&'%$(()*+,(的电泳条带无明显变化%提示 !"#$%&'%$

(()*+,(对A4#"BA的抵抗性高& 此外%基因组Y47

"QBN@:&%Y47%QY47#仅收敛引物可扩增出电泳条带%

排除 !"#$%&'%$(()*+,(是基因重组产物的可能& 见图)&

- Fm表示 !"#$%&'%$(()*+,($ mF表示"@R0 :A47

图 )-A4#"BAJ组!A4#"BAh组!QY47组中 !"#$%&'%$(()*+,(

与"@R0 的表达情况图

4E6;胶质瘤组织和正常脑组织的 !"#$%&'%$(()*+,(表

达水平比较-高级别胶质瘤和低级别胶质瘤 !"#$%&'%$

(()*+,(的表达水平均高于正常脑组织%差异有统计学

意义"In*,G+0.%!F(G((*#%且高级别胶质瘤 !"#$%&'%$

(()*+,(的表达水平较低级别胶质瘤更高%差异有统

计学意义"!F(G(,#& 见图 +&

图 +-低级别胶质瘤!高级别胶质瘤和正常脑组织 !"#$%&'%$(()*+,(

表达水平比较图

4EF;胶质瘤组织 !"#$%&'%$(()*+,( 表达水平与临床

病理指标的关联性分析结果-以 !"#$%&'%$(()*+,(

表达水平的中位数将胶质瘤患者分为高表达组和低

表达组%分析结果显示%!"#$%&'%$(()*+,( 的表达与胶

质瘤分级'H&0< 阳性率具有显著关联性"!F(G(,#%

*<+***
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但与患者年龄'性别'肿瘤大小'b#'N@T"HU评分%以及

D,+'上皮膜抗原"BS&P!B;&#;:B:X'#NB#NP&QBN%8Z7#'

胶质纤维酸性蛋白"Q;&#;T&X'&;;#'U#%&K&%S'@PB&N%267D#'

0̀9甲基鸟嘌呤9Y47甲基转移酶"'B%@:X&N#NP̀ 909

:BP!U;QV#N&NBY47:BP!U;P'#N"TB'#"B%Z2ZC#等相关分

子的表达情况无显著关联性"!m(G(,#& 见表 )&

表 )-!"#$%&'%$(()*+,( 表达水平与胶质瘤患者临床病理指标的关联性分析结果"#

!

Gl?$%+#^$&

组-别 例数
性别

男 女

年龄
"岁#

胶质瘤分级 肿瘤大小"%:# b#'N@T"HU评分"分#

低级别 高级别 F,G(

"

,G( F<(

"

<(

高表达组 )( *)"0(G((# ."1(G((# 1(G*( l*<G/, ,"),G((# *,"<,G((# *(",(G((# *(",(G((# 0"+(G((# *1"<(G((#

低表达组 )( /"1,G((# **",,G((# 1)G), l*,G+. *+"0,G((# <"+,G((# /"1,G((# **",,G((# ."1(G((# *)"0(G((#

6J

!

)

J (G/() (G1(< 0G10, (G*(( (G11(

! J (G+1) (G0.0 (G(** (G<,) (G,(<

组-别 例数
D,+ 8Z7 267D Z2ZC H&0<"^#

JLh hhLhhh J h J h J h F)(

"

)(

高表达组 )( **",,G((# /"1,G((# *<".,G((# +"*,G((# )"*(G((# *."/(G((# <"+,G((# *+"0,G((# <"+,G((# *+"0,G((#

低表达组 )( *(",(G((# *(",(G((# *+"0,G((# <"+,G((# *",G((#- */"/,G((# <"+,G((# *+"0,G((# *0".(G((# 1")(G((#

6J

!

)

J (G*(( )G*++ (G+0( (G((( .G).0

! J (G<,) (G*11 (G,1. *G((( (G((1

6;讨论

6E5;目前%临床上对于胶质瘤的治疗主要以手术治

疗为主%辅以放射治疗和化学药物治疗%近年来这些

治疗方式都取得了一定进展& 然而%由于中枢神经系

统肿瘤位置的特殊性%临床上常出现外科手术不能完

全切除肿瘤情况& 另外%术后残留的肿瘤细胞对放射

治疗和化学药物治疗存在抵抗性%这使得胶质瘤的治

疗效果不佳%患者的病死率和复发率仍然较高(/)

& 鉴

此%近年来越来越多的研究提出通过靶向治疗提高胶

质瘤患者的生存率%而目前一些靶向药物在胶质瘤治

疗中初显良好的应用前景(*(9**)

& 开发胶质瘤的靶向

药物需要特异性的靶分子%寻找和鉴定潜在的靶分

子%分析它们表达的特性及临床意义%可为胶质瘤的

靶向治疗及诊断带来新思路&

6E4;%&'%A47是一类在临床诊疗中具有应用前景的

分子%早在 )(世纪 <(年代研究人员就在病毒中发现

了%&'%A47%但当时认为这是一种错误的剪切产物(*))

&

近年来%随着高通量测序技术的发展%众多的%&'%A47

被发现& %&'%A47的 ,j和 +j端共价结合形成闭环结

构%不受A47外切酶影响%不易降解%比线性A47更

加稳定(*+)

& 有研究显示%%&'%A47的半衰期中位值为

*.G. a)+G< !%而它们的同源线性A47的半衰期中位

值为 1G( a<G1 !

(*1)

& %&'%A47除了在生物体细胞内

的稳定性之外%其在不同物种之间也显示出高度保守

性%因此具有作为疾病诊断生物学标志物的巨大潜力&

现已知有许多%&'%A47呈现组织特异性表达%主要通

过可变剪接'转录调控'编码蛋白'抗病毒免疫反应和

微小A47":&%'@A47%:&A47#海绵作用等方式在肿瘤

的发生'发展中发挥重要的调控作用(*,9*<)

& 目前越来

越多的研究表明%%&'%A47与神经系统肿瘤的发生和发

展密切相关& o!@V等(*.)发现 !"#$%&'%$(*.11能促进胶

质母细胞瘤细胞增殖和迁移%而上调 !"#$%&'%$(*.11

能诱导凋亡%对胶质瘤起抑制作用& 还有研究显示%

!"#$%&'%$((.)+<, 可通过调节_NP<e促进胶质瘤的发

展(*/)

& !"#$%&'%$EcpD) 可通过:&A9*/,9,SL高迁移率

组盒 +"!&Q! :@X&;&PUQ'@VS X@R+%IZ2e+#轴调控胶

质瘤生长()()

&

6E6;本课题组前期对 ,例正常脑组织和 , 例胶质母

细胞瘤中进行了高通量测序%共筛选出了 .</ 个差异

表达的%&'%A47%包括))1个高表达的%&'%A47和0,,个

差异性低表达的%&'%A47%其中 !"#$%&'%$(()*+,( 是差

异性高表达的%&'%A47%且目前国内外均未见有相关文

献报道& 故本研究采用 >AC9DEA检测 !"#$%&'%$(()*+,(

在胶质瘤中的表达%并分析其临床意义%以探究其在胶

质瘤临床诊断和治疗方面的作用& 对于 >AC9DEA技

术而言%引物特异性至关重要%因此本课题组首先通过

克隆测序确认了所采用的发散引物所扩增的 >AC9DEA

产物为 !"#$%&'%$(()*+,(& 鉴于%&'%A47与普通的线

性A47有不同特性%我们进一步通过A4#"BA消化

联合AC9DEA实验证实了 !"#$%&'%$(()*+,( 的环状特

性及其稳定性& 以上这两项鉴定确保了 >AC9DEA法

测定胶质瘤中 !"#$%&'%$(()*+,(表达结果的准确性和

可靠性& 本研究 >AC9DEA结果显示%!"#$%&'%$(()*+,(

在胶质瘤组织中呈现高表达%提示 !"#$%&'%$(()*+,(

*.+***
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可能与胶质瘤的发生'发展相关$进一步分析发现%

!"#$%&'%$(()*+,( 的表达水平与胶质瘤分级'H&0< 阳

性率具有显著关联性& H&0< 被广泛认为是一种潜在

的增殖预后标志%有成为癌症诊断标志物的应用潜

力()*9)))

& H&0<的阳性率越高%提示肿瘤恶性程度越高%

患者预后越差()+)

& 这也提示 !"#$%&'%$(()*+,( 可能

与胶质瘤的增殖相关%可能是判断胶质瘤恶性程度

和预后的潜在标志物&

6EF;本研究也存在一些不足!"*#纳入样本量较少%

未能分析患者的生存预后$")#未能分析胶质瘤患者

血液中 !"#$%&'%$(()*+,( 的表达情况$"+#研究结果

尚不够深入%!"#$%&'%$(()*+,( 的具体作用机制仍有

待进一步探讨&

综上所述%!"#$%&'%$(()*+,( 在胶质瘤中高表达%

且可能与胶质瘤的恶性进展相关%可能成为胶质瘤

患者的有价值的诊断标志物及治疗靶标%但结论及

具体机制尚需进一步验证&
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