
Ｈｓａ－ｍｉＲ－９９ａ－５ｐ 在胆囊癌中的功能与机制

研究

博 士 研 究 生 ： 张亦弛

学号 ： ３ ０９７ １ １ ９０６８

导师 ： 刘颖斌教授

学科专业 ： 外科学 （普外科 ）

研究方向 ： 胆囊癌基础与临床研究

申 请 学位 ： 博士

答辩 日 期 ： ２０ １ ７ 年 ４ 月 １ ５ 日

培养单位 ： 上海交通大学医学院附属新华医院

Ｉ





上海交通大学博士学位论文


ＲｅｓｅａｒｃｈｏｎｔｈｅＦｕｎｃｔｉｏｎｓａｎｄＭｅｃｈａｎ ｉｓｍ ｓｏｆＨｓａ －ｍ ｉＲ－

９９ａ－５ｐ
ｉｎＧａ ｌｌｂ ｌａｄｄｅｒＣａｎｃｅｒ

Ｃａｎｄ ｉｄａｔｅ ：ＹｉｃｈｉＺｈａｎｇ

Ｓ ｔｕｄｅｎｔＩＤ ： ３ ０９７ １ １ ９０６８

Ｓｕｐｅｒｖ ｉｓｏｒ ： Ｐｒｏｆ．Ｙｉｎｇｂ
ｉｎＬ ｉｕ

Ｓｐｅｃ ｉａ ｌ ｉｔｙ ： Ｓｕｒｇｅｒｙ（
ＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ）

Ｒｅｓｅａｒｃｈｄ ｉｒｅｃｔｉｏｎ ：Ｂ ａｓ ｉｃ＆ｃ ｌ ｉｎ ｉｃａｌｒｅ ｓｅａｒｃｈｏｆＧＢＣ

Ａｃａｄｅｍ ｉｃＤｅｇｒｅｅ Ａｐｐ
ｌ ｉｅｄｆｏｒ ：Ｄｏｃｔｏｒｏｆ Ｍｅｄｉｃ ｉｎｅ

ＤａｔｅｏｆＤｅｆｅｎｃｅ ：Ａ
ｐｒｉ ｌ１ ５ ｔｈ

，
２０ １ ７

Ｘ ｉｎＨｕａＨｏ ｓｐ
ｉｔａｌＡｆｆｉ ｌ ｉａｔｅｄｔｏ

Ａｆｆｉ ｌ ｉａｔｉｏｎ ： ＳｈａｎｇｈａｉＪｉａｏＴｏｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓ ｉｔｙ

Ｓｃｈｏｏ ｌ

ｏｆ Ｍｅｄｉｃ ｉｎｅ

ｉ ｉ





上海交通大学博士学位论文


Ｈｓａ－ｍ ｉＲ－９９ａ－５ｐ 在胆囊癌中的功能与机制研究

摘要

研究背景

胆囊癌是发病率较低但恶性程度极高的肿瘤 ， 其发病率在消化道肿瘤中排第六位 。 目 前

根治性手术切除是唯
一

可能治愈胆囊癌的方法 ， 但 由于其早期缺乏特异性症状 ， 大部分患者

一

经发现已至进展期 ， 根治性切除率低 ， 故预后极差 ， 五年生存率不足 ５％ 。 ｍ ｉＲＮＡ 是
一

类

小分子非编码 ＲＮＡ 。 它可以通过与靶基因 的 ３
＇

ＵＴＲ 区结合来参与对下游分子与信号通路的

调控作用 。 ｍ ｉＲＮＡ 在许多恶性肿瘤的发生发展过程中都扮演 了至关重要的角色 。

方法

１ 、 通过前期的高通量ｍ ｉＲＮＡ 芯片检测 了胆囊癌组织以及其相应的癌旁正常组织中 ｍ ｉＲＮＡ

的表达情况 ， 同时结合 ＴＣＧＡ 数据库的资料 ， 筛选出 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 作为研究对象 。

２ 、 采取实时荧光定量 ＰＣＲ 的方法检测 了胆囊癌患者癌组织及其相应的癌旁组织 中 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的表达情况 ， 并分析 ｍ ｉＲ －９９ａ
－

５ｐ 与胆囊癌患者的临床病理资料以及预后 的相关

性 。

３ 、 通过细胞功能学实验和体 内动物实验研究 ｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐ 对胆囊癌细胞的增殖和侵袭转移

能力是否存在调控作用 。

４ 、 通过生物信息学方法预测 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的靶基因 ， 使用双荧光素酶报告基因试验检测 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 是否与靶基因 的 ３
＇

ＵＴＲ 区产生作用 ， 并用 Ｗｅ ｓｔｅｒ ｎ ｂｌ ｏｔ实验 检 测ｍｉ

Ｒ－９
９

ａ－ ５ｐ是否

能 在蛋白水平抑制靶 基因的 表 达，同时 判 断ｍｉ

Ｒ－９
９

ａ－ ５ｐ是否对相关信号通 路和Ｅ ＭＴ相

关指标产生 影响。

  ５、用细胞功能学实验 验 证ｍｉ

Ｒ－９
９

ａ－ ５ｐ的候选靶 基因ＳＭＡＲ Ｃ Ａ５在胆囊 癌中的相关 功能，

 并用回复实验 验 证ｍｉ

Ｒ－ ９
９

ａ －５ｐ能够通 过靶定ＳＭＡ Ｒ ＣＡ５实现抑制胆囊癌细胞侵袭和

转移 的功能

。结

果  １ 、 通过ｍｉ ＲＮＡ芯片分析结合实时荧 光定量 ＰＣ Ｒ 验证 ， 发现ｍ

ｉＲ－
９

９ａ －５ｐ在胆囊癌患者癌

组 织中普遍 低 表 达 ，且 ｍ

ｉＲ－
９

９ａ －５ｐ的低表达与胆囊癌患 者的不良预后具有显著 相关性

；   ２、体内体外实 验 证明 ｍ

ｉＲ－
９

９ａ －５ｐ的过表达通 过调控ＰＩ３Ｋ／ ＡＫＴ 通路和 ＥＭＴ作 用抑制了

胆囊癌细胞的侵袭和转 移功能

；  ３、Ｍ Ｔ ＯＲ和ＳＭＡ Ｒ ＣＡ ５ 确为 ｍ

ｉＲ－
９

９ａ －５ｐ的直接下游 靶基因

；  ４、ＳＭＡＲ ＣＡ５能够促进胆囊癌细胞的侵袭 和 转移，且直 接介导 了ｍｉ

Ｒ－９
９

ａ－ ５ｐ抑制胆囊癌侵

袭转移功能的 作用。
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结论

ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 在胆囊癌患者癌组织中普遍低表达 ， 通过靶基因 ＭＴＯＲ 、 ＳＭＡＲＣＡ５ 以及

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ 通路和 ＥＭＴ 作用抑制 了胆囊癌的侵袭转移功能 ， ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 可能成为胆囊癌综

合治疗的潜在靶点 。

关键词 ：胆囊癌； 
ｍ ｉＲＮＡ

； 靶基 因 ；侵袭转 移
；ＳＭＡＲＣＡ５

Ｖ Ｉ
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ｕｎｔｒａｎｓ ｌａｔｅｄｒｅｇ ｉｏｎ ３
’

末端非编码区

ｓ ｉＲＮＡ Ｓｍａｌ ｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＲＮＡ小干扰ＲＮＡ

ＤＥＰＣＤ ｉｅｔｈｙ ｌＰｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ焦碳酸二乙酯

〇
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绪论

胆囊癌 （ｇａｌ ｌｂ ｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ
，
ＧＢＣ

）是
一

种发病率相对较低 ， 但恶性程度极高的消化系统肿

瘤 ， 是胆道系统中最常见的恶性肿瘤 ， 发病率在消化道肿瘤中排在第六位 。 胆囊癌好发于远

东地区及智利 ， 世界范围 内死亡率居恶性肿瘤的第十位 ， 严重影响人类健康 。 在 中 国 ， 胆囊

癌的发病率为 ３ ． ９／ １ ０ 万人 如能早期发现 ， 行根治性手术可以达到 比较满意的 ５ 年生存

率 。 但胆囊癌起病较为隐匿 ， 且早期缺乏特异性的症状 ，

一

经发现 ， 许多患者已经进展到中

晚期 ， 失去了行根治性手术的机会 ， 且 目前放化疗等手段不能达到满意的治疗效果 ， 总体 ５

年生存率仅为 ５％ ［

２
］

。 因此 ， 早期诊断是改善胆囊癌预后的关键 。 且研宄发现 ， 胆囊癌所导

致的死亡病例 中超过 ９０％为肿瘤复发转移所致 ［

３
］

。 因此 ， 关于胆囊癌发病 以及复发侵袭转移

机制 的研宄有助于寻找新的胆囊癌肿瘤标志物和靶向药物治疗的新靶点 ， 对于改善胆囊癌诊

疗水平以及患者预后具有重要意义 。

随着分子生物学技术的快速发展 ， 人类基因组计划 已经全部完成 。 研宄发现非编码 ＲＮＡ

的数量要远远超过编码 ＲＮＡ 的数量 ， 这其中微小 ＲＮＡ 又是研宄最为广泛的
一

类 。微小 ＲＮＡ

（ｍ ｉＲＮＡ ｓ ） 是
一

类长度约为 １ ８
￣２５ 个碱基的小分子非编码 ＲＮＡ 。 它可以与靶基因 的 ３

’

ＵＴＲ

区结合来参与调控耙基因的表达 ， 通过对耙基因 ｍＲＮＡ 直接进行降解或者抑制蛋 白翻译过

程 ， 在转录后水平来实现对靶基因表达量的调控 ， 从而在细胞的增殖 、 侵袭 、 黏附 、 转移 、

凋亡等功能 中扮演重要角色 ， 同时通过影响下游分子及信号通路来发挥作用 越来越多

研宄指 出 ， ｍ ｉＲＮＡ ｓ 在组织中 的异常表达与肿瘤的发生发展密切相关 。例如 ， 有学者发现 ｍ ｉＲ－

２６ａ在恶性肿瘤的淋巴结转移灶中高表达 ， 通过对 ＰＴＥＮ 的靶 向作用激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路 ［
６

］

。

Ｍ ｉＲ－

１ ９９ａ
－

３ｐ 被证实通过直接作用于多个基因 ， 例如 ＭＥＴ 、 ＩＫＫ Ｐ 和 ＥＲＫ－

２ ， 来调节炎症和

ＥＲＫ－ＭＡＰＫ 通路 ， 后者与缺血－再灌注损伤具有密切联系 ［
７

］

。

近年来 ， 随着对肿瘤性质研宄的深入 ， ｍ ｉＲＮＡ 在调控肿瘤发生发展中 的重要角色不断

被证实 。 虽然各种研宄表明 ， 许多 ｍ ｉＲＮＡ 在不同肿瘤组织中 出现表达量的上调或下调 ， 但

其具体的调控机制并未完全明 了 。 胆囊癌的病因至今 尚未明确 ， 公认的与胆囊癌预后相关的

因素包括肿瘤部位 、 术前黄疸 、 肿瘤细胞分化程度 、 淋巴结转移情况等 ［
８

］

。 目前有数个基于

芯片分析技术和生物信息学的研宄已发现
一

些与胆囊癌发生发展密切相关的 ｍ ｉＲＮＡ ， 并且

初步阐 明 了
一

些相关机制 。 例如 Ｃｈａｎｇ 等 ［

９
］通过高通量 ｍ ｉＲＮＡ 筛选从 ８ ８ ０ 个 ｍ ｉＲＮＡ 中发

现数个具有较高研究价值的 ｍ ｉＲＮＡ ， 其表达与胆囊癌的分期和预后密切相关 ， 其 中 ｍ ｉＲ－２０ａ

１
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在胆囊癌组织 中高表达 ， 通过 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 试验发现 ， 胆囊癌细胞株转染了ｍ ｉＲ －２０ａ 后 ，

Ｓｍａｄ７ 蛋 白表达明显减少 ， 细胞的增殖 、 侵袭 以及转移显著性受到抑制 ， 因此认为 ｍ ｉＲ－

２０ａ

可能是胆囊癌的新型肿瘤标志物及治疗靶点 。 另外 ， ｍ ｉＲ－２０ａ 受到 ＴＧＦ －

ｙ

ｆｆ 的炎性因子的刺

激 ， 从而促进上皮间质转化 （ ｅｐ ｉｔｈｅ ｌ ｉａｌ
－ｍｅ ｓｅｎｃｈｙｍａ ｌ ｔｒａｎｓ ｉｔ ｉｏｎｓ

，
ＥＭＴ ） 进

一

步影响胆囊癌的

侵袭转移 。

Ｈ ｓａ
－ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ （
以下均称 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ） 位于 ２ １ 号染色体 ｑ２ １ 位置 ， 已有相关研宄证明

其与许多肿瘤的发生发展密切相关 ， 例如在肝细胞肝癌 、 前列腺癌 、 头颈部鳞癌 、 膀胱癌 、

卵巢癌中 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 都被证明具有异常表达 ［
１ （ ）

－

１ ４
］

， 并且研宄证实其参与肿瘤细胞的增殖 、

侵袭 、 转移 、 分化 、 凋亡等过程 。 其低表达在上述肿瘤 中均被认为是预后不 良因素 。 但 目 前

仍未有 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 在胆囊癌中 的相关研究 。 故 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 在胆囊癌中 的作用及相关机制都

亟待探索 。

２
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第一部分 ： 胆囊癌组织样本中差异 ｍ ｉＲＮＡ 的筛选和验证

１ ． 前言

胆囊癌是恶性程度极高的消化道恶性肿瘤 ， 也是胆道系统中最常见的恶性肿瘤 ， 发病率

约为 ３ ． ９／ １ ０ 万人 ， 在消化道肿瘤中排第 ６ 位 ［

１
］

。 由于胆囊癌起病较为隐匿 ， 且早期缺乏特异

性的症状 ，

一

经发现 ， 许多患者已经进展到 中晚期 ， 失去 了行根治性手术的机会 ， 且 目前放

化疗等手段不能达到满意的治疗效果 ， 总体 ５ 年生存率仅为 ５％ ［
２

］

。 因此 ， 早期诊断是改善

胆囊癌预后的关键 。 且研宄发现 ， 胆囊癌所导致的死亡病例 中超过 ９０％为肿瘤复发转移所致

［
３

］

。 因此 ， 关于胆囊癌发病 以及复发侵袭转移机制 的研宄有助于寻找新的胆囊癌肿瘤标志物

和靶向药物治疗的新耙点 ， 对于改善胆囊癌诊疗水平 以及患者预后具有重要意义 。

微小 ＲＮＡ（ｍ ｉＲＮＡ ｓ ） 是
一

类长度约为 １ ８
￣２５ 个碱基的小分子非编码 ＲＮＡ 。 它可 以通

过与靶基因特异性结合来参与调控靶基因 的表达 ， 通过对粑基因 ｍＲＮＡ 直接进行降解或者

抑制蛋 白翻译过程 ， 在转录后水平来实现对靶基因表达量的调控 ， 从而在细胞的增殖 、侵袭、

黏附 、 转移 、 凋亡等功能中扮演重要角色 ， 同时通过影响下游分子及信号通路来发挥作用 ［

４
，
５

］

。

越来越多研宄指 出 ， ｍ ｉＲＮＡ ｓ 在组织 中 的异常表达与肿瘤的发生发展密切相关 。 所以研宄恶

性肿瘤中差异表达的 ｍ ｉＲＮＡ ｓ 对揭示肿瘤的发生发展 ， 为诊断和治疗恶性肿瘤提供新思路

都具有重要意义 。

具体到胆囊癌 ， 为了寻找并筛选胆囊癌 中是否存在重要的差异表达 ｍ ｉＲＮＡ ｓ ， 本课题组

在前期采取了高通量 ｍ ｉＲＮＡ 芯片的方法对 ４ 例胆囊癌癌组织及其相对应的癌旁组织进行了

检测 ［
１ ５

］

。 另外 ， 我们结合了癌症和肿瘤基因 图谱 （
ＴＣＧＡ

） 数据库的分析 ， 并采用实时定量

荧光 ＰＣＲ 的方法进行大规模的验证 ， 最后在胆囊癌 中特异性靶定 了ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 进行研宄 ，

同时对 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的表达水平与胆囊癌患者的临床病理资料及预后的关系进行了分析 。

２ ． 材料与方法

２ ． １ 实验材料

２ ． １ ． １ 人胆囊癌组织样本的收集和保存

全部胆囊癌组织样本收集 自 ２０ １ ３ 年至 ２０ １ ５ 年于上海交大医学院附属新华医院普外科

３
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住院治疗的 ４ １ 例因胆囊癌行根治性手术的患者 ， 术前均未接受非手术治疗 。 所有标本均 由

组织病理学检查确诊 。 同时收集这些患者新鲜的胆囊癌组织 以及相对应的癌旁组织 。 手术标

本离体后即刻放入液氮中保存 ， 以备提取组织总 ＲＮＡ 、 反转录后进行实时荧光定量 ＰＣＲ 检

测 。 配对的癌旁组织是指至少距离胆囊癌组织边缘 ２ｃｍ 的 ， 且镜下未发现癌细胞存在的正

常胆囊黏膜组织 。 在这 ４ １ 例胆囊癌患者中 ， 共有男 １ ３ 例 ， 女 ２ ８ 例 ， 年龄 ４９ －

８ ８ 岁 ， 平均

年龄为 ６７± １ １ 岁 。 其 中高或中分化腺癌 占 ７ ８ ． ０％（ ３ ２／４ １ ） ， 低分化腺癌 占 ２２ ． ０％（ ９／４ １ ） 。

进展期胆囊癌 （ ＩＩ Ｉ
－

ＩＶ 期 ） 患者 占 ６３ ． ４％（ ２６／４ １ ） 。 有局部淋巴结转移的患者共有 １ ４ 例 。 ＴＮＭ

分期 以及组织分化程度分级均参见第七版美 国癌症联合委员会指南 。 随访频率为术后 ２ 年

每 ３ 个月 １ 次 ， 之后每 ６ 个月 １ 次 。 随访时间根据手术 日期起始 ， 直至末次随访 （ ２０ １ ６ 年

１ １ 月 ） 或死亡时为随访截止 日 期 。 术后平均随访时间为 １ ０ 个月 （ １
￣

２６ 个月 ） 。 所有标本的

获取均 已告知患者及其家属并获得 同意 ， 本研究已经过上海交通大学医学院附属新华医院伦

理委员会批准开展 。

２ ． １ ．２Ｒｅａｌｔ ｉｍｅ
－ＰＣＲ

试剂

名称 厂家

Ｔｒ ｉｚｏ ｌ试齐 ！
Ｊ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司

Ｐｒ ｉｍｅＳｃｒ ｉｐｔ

？
ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋ ｉｔ ｗ ｉｔｈ

ｇ
ＤＮＡ Ｔａｋａｒａ公司

Ｅｒａｓｅｒ 逆转录试剂盒

Ｍ ｉｒ
－Ｘ

＂

ｍ ｉＲＮＡ Ｆ ｉｒｓｔ
－Ｓ ｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅ ｓ ｉ ｓＫ ｉｔ Ｔａｋａｒａ公司

ｍ ｉＲＮＡ 逆转录试剂盒

ＳＹＢＲ ／Ｖｅｗｚ ｉｘＫ ｉｇ（
Ｔ ｌ ｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐ ｌｕｓ

） 定 Ｔａｋａｒａ公司

量 ＰＣＲ 试剂盒

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍ ｉｘＥｘ Ｔａｑ
ＩＩ

（
Ｔ ｌ ｉＲＮａｓｅＨ Ｐ ｌｕｓ

）定 Ｔａｋａｒａ公司

量 ＰＣＲ 试剂盒

异丙醇 国药集团化学试剂有限公司

氯仿上海润捷化学试剂有限公司

４
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２ ． １ ．３ 主要实验仪器和设备

名称 厂家

ＰＣＲ
仪 Ｌ ｉｆｅＰｒｏ公司

Ｓ ｔｅｐ
ＯｎｅＰ ｌｕｓ９６孔 

Ｒｅａ ｌ ＴｉｍｅＰＣＲ 仪Ａ
ｐｐ

ｌ ｉｅｄ Ｂ ｉｏ ｓｙｓｔｅｍｓ公司

ＭＤＦ －

３ ８２Ｅ
（
ＣＮ

）
医用低温箱 日本三洋公司

台式高速低温离心机 ５４２４Ｒ艾本德公司

超净工作台上海实验设备有限公司

ＮａｎｏＤ ｒｏｐ２０００ 超微量分光光度计美 国热电公司

２０〇
ｎ
Ｌ／ １ ． ５ｍ ｌ ＥＰ 管爱思进生物技术 （杭州 ） 有限公司

２ ．２ 实验方法

２ ．２ ． １ 人胆囊癌及其相对应正常组织样本的总 ＲＮＡ 提取

取液氮中冻存的胆囊癌及其相对应正常组织样本切割成黄豆大小 ， 置于 １ ． ５ｍ ｌ ＥＰ 管 内 ，

分别加入 ｌｍＬ 的 Ｔｒ ｉｚｏ ｌ ， 再加入研磨钢珠 ， 用组织匀浆破碎仪于 ４

°

Ｃ进行匀浆 。 将获得的匀

衆液于高速低温离心机中 ４

°

Ｃ 、 １ ２０００ｒ
ｐ
ｍ 离心 ５ｍ ｉｎ 后吸取上清液 ， 以备提取总 ＲＮＡ 用 。

提取总 ＲＮＡ 的步骤如下 ：

１ ． 向处理后的样品 中加入 ２００心 氯仿 ， 上下颠倒 ＥＰ 管剧烈振荡 １ ５ ｓ ， 将 ＥＰ 管于冰上静

置５ｍ ｉｎ 。

２ ．４
°

Ｃ ， １ ２０００ｒｐｍ ， 离心１ ５ｍ ｉｎ 。

３ ． 吸取适量上层透明水相加入新的洁净 １ ． ５ｍ ｌ ＥＰ 管中 ， 加入等体积的异丙醇 ， 混合均匀后

冰上静置 ｌ Ｏｍ ｉｎ 。

４ ．４
°

Ｃ ，１ ２０００ｒｐ
ｍ ， 离心１ ０ｍ ｉｎ 。

５ ． 弃去上清后加入 ｌｍＬ７５％的 乙醇轻轻洗涤 白色 ＲＮＡ 沉淀 。

６ ．４
°

Ｃ ，７５ ００ ｒ
ｐ
ｍ ， 离心５ｍ ｉｎ 。

７ ． 弃去上清 ， 空气中干燥 １ ５ｍ ｉｎ 后用 ２０吣 体积的 ＤＥＰＣ 水溶解 ＲＮＡ 沉淀 。

８ ． 使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００ 分光光度计测定 Ａ２６０／Ａ２ ８０ 以及 ＲＮＡ 浓度 ， Ａ２６０／Ａ２８０ 应在 １ ．９ －

２ ． １ 之间 。

９ ． 总 ＲＮＡ 按照 ｍＲＮＡ 逆转录试剂盒的说明书进行逆转录 。 反应条件为 ：

５
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

第
一

步 ： ４２

°

Ｃ３ｍ ｉｎ（去除基因组 ＤＮＡ ）

第二步 ： ３ ７
°

Ｃ１ ５ｍ ｉｎ

８ ５
°

Ｃ５ ｓ

１ ０ ．ＭｉＲＮＡ 逆转录试剂盒按照说明书进行逆转录 。 反应条件为 ：

３ ７
°

Ｃ６０ｍ ｉｎ

８ ５
°

Ｃ５ｍ ｉｎ

１ １ ． 剩余 ＲＮＡ 冻存于－

８０
°

Ｃ 下备用 。

２ ．２ ．２ 实吋荧光定置 ＰＣＲ 法验证 ｍ ｉＲＮＡ 芯片结果

ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 引物设计如下 ：

Ｐｏｒｗ＾ｄ
ｉ
ａｉｍａ： ：５

！

－ＡＡＣＣＣＧＴＡＧＡｒＣＣＧＡＴＣＴＴＧＴＧ－３
，

由北京天根生化科技有限公司合成 。 实时荧光定量 ＰＣＲ 所用 Ｕ６ 引物为 Ｍ ｉｒ
－Ｘ

＂

ｍ ｉＲＮＡ Ｆ ｉｒｓｔ
－

Ｓ ｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅ ｓ ｉ ｓＫ ｉｔ ｍ ｉＲＮＡ 逆转录试剂盒所提供 。

按 以下组份配制 ＰＣＲ 反应液 ：

试剂


使用量终浓度

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍ ｉｘＥｘ Ｔａｑ

１１
（
２ Ｘ

）鄭 １ ｌ ｘ

ＦｏｒｗａｒｄＰｒ ｉｍｅｒ
（

１ ０
｜

〇 ．Ｍ
） ０ ． ８

｜

ｉｌ０ ．２
｜

〇Ｍ

Ｕｎｉ
－ｍ ｉＲ ＲｅｖｅｒｓｅＰｒ ｉｍｅｒ

（
１ ０

｜

〇 ．Ｍ
）０ ． ８

｜

ｉｌ０ ．２
｜

〇Ｍ

ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ（
５０ 
Ｘ

） ０ ．４
｜

ｉｌ ｌ ｘ

Ｔｅｍｐ
ｌａｔｅ（ ｃＤＮＡ 溶液 ） ２

｜

ｊ ． ｌ ＊
２

ｄｄＨ２Ｑ


Ｔｏｔａｌ ２０
＼

ｉ ｌ ＊
４

反应条件 ：

９ ５
°

Ｃ３ ０ ｓ

９ ５
°

Ｃ５ ｓ１＼ ，一

｜
４０ 个循环

６０
°

Ｃ３４ ｓ

胆囊癌组织与其相对应的癌旁组织 中 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 相对量采用 ２
＿ＡＣ ｔ 法测定 。 Ｃｔ 值为 ＰＣＲ

扩增产物的荧光信号强度达到所设定的阈值时经历的扩增循环数 。 ＡＣｔ
＝组织中 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ

的 Ｃｔ 平均值 －组织中 Ｕ６ 的 Ｃｔ 平均值 。 胆囊癌患者组织中 的 ｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐ 相对量用 法测

定 ， 公式如下 ： ＡＡＣ ｔ
＝胆囊癌组织中 ＡＣｔ

－癌旁组织中 ＡＣｔ 。

６
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

２ ．３ 统计分析

使用 ＳＰＳ Ｓ ２ １ ． ０ 软件进行数据分析 ， ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 在胆囊癌组织及其相对应癌旁组织 中 比

较采用配对 ｔ 检验 ；
ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的表达与临床病理特征之间 的关系采用 Ｘ２ 检验 。 生存 曲线

分析则采用 Ｋａｐ
ｌａｎ－Ｍｅ ｉｅｒ 法进行 ， 生存 曲线显著性检验采用 Ｌｏｇ

－

ｒａｎｋ 法 ； 单因素及多 因素

分析运用 Ｃｏｘ 回归法 。 计量资料采取 （平均数 ± 标准差 ）的形式表示 。 以 尸＜０ ．０ ５ 认为具有统

计学意义 。

３ ． 实验结果

３ ． １ 胆ＩＩ癌组织中差异 ｍ ｉＲＮＡ 的筛选

为 了寻找并筛选胆囊癌 中是否存在重要的差异表达 ｍ ｉＲＮＡ ｓ ， 本课题组在前期使用 了

Ａ
ｇ

ｌ ｉｅｎｔ 人 ｍ ｉＲＮＡ 表达谱芯片 （
ｖ ｌ ９ ． ０

）的方法对 ４ 例胆囊癌癌组织及其相对应的癌旁组织进

行了检测 ［

１ ５
］

。 该种芯片共有 ２５ ８ ８ 条 己经确认的人成熟 ｍ ｉＲＮＡ 的探针 ， 检测时 以 Ｕ６ 作为 内

参 ｍ ｉＲＮＡ 。 结果显示 ， 人胆囊癌样本中发现了两条在癌组织中显著过表达的 ｍ ｉＲＮＡ ｓ 和 １ １

条在癌组织 中显著低表达的 ｍ ｉＲＮＡ ｓ
（
差异倍数＞２ ，Ｐ 值＜０ ． ０５

） （图 １
－

１
）

。

ｔ ｆ ｊ ｃｎ ｃ ｓ卜兮ｍ ｔｏ

ｓｓ ｇ ｇ ｇ ｇ ｇ

＇

ｈ ｓ ａ
－ ｍ ｉ Ｒ ４ ７ ４ ｇ ５ ｐ

ｈ ｓ ａ
－ ｍ ｉ Ｒ －

１

ｈ ｓ ａ
－

ｍ ｉ Ｒ
－

１

ｈ ｓ ａ
－ ｍ ｉ Ｒ －

１

ｈ ｓ ａ
－ ｍ ｉ Ｒ －

１

「

—

ｈ ｓ ａ ｍ ｉ Ｒ ： ５ Ｓ １

ｈ ｓ ａ
－ ｍ ｉ Ｒ －

１

ｈ ｓ ａ ｍ ｉ Ｒ ｇ ｇ ａ ５ ｐ

Ｉ

￣

ｈ ｓ ａ
－ ｍ ｉ Ｒ

－

ｌ

＇

ｈ ｓ ａ
－

ｍ ｉ Ｒ
－

４ ９ ０
－

５ ｐ

ｈ ｓ ａ ｍ ｉ Ｒ ２ ９ ｃ ３ ｐ

ｈ ｓ ａ
－ ｍ ｉ Ｒ －

２ ９ ｃ
－

５ ｐ

图 １

－

１ ： 胆囊癌癌组织与癌旁组织样本 中存在差异表达的 ｍ ｉＲＮＡ ｓ 聚类分析热 图
［

１ ５
］

。

Ｆ ｉｇｕｒｅ１
－

１ ：Ｈｅａｔ ｍａｐ
ｄ ｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｍ ｉＲＮＡ ｓ ｉｎ ＧＢＣｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ
ｃｌｕｓｔｅｒ ｉｎｇ

７
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

ａｎａｌ
ｙｓ ｉ ｓ 

［
１ ５

１

热 图 右边一列 为 筛选 出 的 ｍ ｉＲＮＡ 名称
，

上方为胆 囊癌样本编号 ，
左边四个样本为胆囊癌

组织
，
右边四个样本为癌旁正常组织 。 红 色 区域代表相对 高表达 ，

蓝 色 区域代表相对低

表达 。

芯片结果提示胆囊癌组织中存在着较多有价值的差异表达 ｍ ｉＲＮＡ ， 这也间接证实 了

ｍ ｉＲＮＡ 表达的异常对胆囊癌病情的发展可能具有重要意义 。 根据前期的功能初筛试验 ， 在

这 １ ３ 条差异表达的 ｍ ｉＲＮＡ ｓ 中 ， 我们初步靶定 了ｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐ 作为主要研宄对象 。

３ ．２ＴＣＧＡ 数据库中 ｍ ｉＲ－９９ａ－５ｐ 表达情况分析

为了进
一

步验证筛选结果的合理性 ， 我们通过查找 ＴＣＧＡ 数据库的方式来判断 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 在胆囊癌中是否有研宄价值 。 由于 ＴＣＧＡ 数据库 中未收录胆囊癌相关的病例资料 ，

我们选择与胆囊癌来源相近的肝癌及肝 内胆管癌作为分析对象 。 图 １
－２ 显示 ， 在肝癌和肝

内胆管癌的癌旁组织中 ， ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 均表现为明显高表达 ， 癌组织中表达量则普遍偏低 。

ＴＣＧＡ 数据库的分析结果间接证明 了ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 在胆囊癌中可能具有潜在的研宄价值 。

ＴＣＧＡ  ｌ ｉ ｖｅ ｒ  ｈ ｅｐ ａ ｔ ｏ ｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａ ｒ  ｃ ａ ｒｄｎ ｏｍ ａ
 （

Ｌ ＩＨ Ｃ
） 
ｍ ｉ ＲＮ Ａ  ｅｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ  ｂ

ｙ 
ＲＮ Ａｓｅｑ

（
Ｉ ｌ ｕｍ ｉ ｎ ａ Ｈ ｉ ｓｅｑ  ？ Ｎ 

＝

 ４ ２ ４

圍

圍 ｉ
ｕ ｓ ｅｒ ： ｔ ｅ ｍｐ ｇ

ＴＣ ＧＡ  ｃｈ ｏ ｌ ａ ｎ ｇ ｉ ｏ ｃａ ｒ ｃ ｉ ｎ ｏｍ ａ
 （
ＣＨ Ｏ Ｌ

） 
ｍ ｉ ＲＮＡ  ｅ ｘ ｐ ｒｅｓｓ ｉ ｏｎ  ｂ ｙ 

ＲＮ Ａｓｅｑ

（
Ｉ ｌ ｕｍ ｉ ｎ ａＨ ｉｓｅｑ ） 

＊
Ｎ ＝ ４ ５

§ ｜
ｕｓ ｅｒ ；  ｔ ｅ ｍ ｐ ^

图 １

－

２ ：ＴＣＧＡ 数据库 中肝癌 （
上 〉 和肝 内胆管癌 （下 ） 癌组织 与癌旁组织 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－５

ｐ 相

８
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

对表达量对比 。

Ｆ ｉｇｕｒｅ１
－

２ ：Ｃｏｍｐａｒ ｉ ｓｏｎｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｒｅ ｌａｔ ｉｖｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅ ｌ ｓｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅ ｌ ｌｕｌａｒ

ｃａｒｃ ｉｎｏｍａ
（
ｕｐｐｅｒ）ａｎｄ  ｉｎｔｒａｈｅｐａｔ ｉｃｃｈｏ ｌａｎｇ

ｉｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ
（

ｌｏｗｅｒ
） 

ｔｕｍｏｒ ｔｉ ｓ ｓｕｅ ｓａｎｄ
ｐｅｒ

ｉｔｕｍｏｒａｌ

ｔ ｉｓ ｓｕｅ ｓ ｉｎ ＴＣＧＡ ｄａｔａｂａｓｅ ．

（左列 ： ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 表达量 。 红 色代表高表达 ，
蓝 色代表低表达 。 右列 ： 样本类型 。 蓝

色代表癌组织 ， 粉 色代表癌旁组织 。 ）

３ ．３ 胆囊癌组织样本中 ｍ ｉＲ－９９ａ－５ｐ 的表达■ ：

为了验证上述芯片数据结果 ， 我们选择通过实时荧光定量 ＰＣＲ 的方法检测 ４ １ 例胆囊癌

组织及其相对应的癌旁组织中 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的表达含量 ， 同时通过瀑布图来表示 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ

在胆囊癌患者中 的表达情况 。 图 １
－

３ 显示 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 在胆囊癌癌组织 中 的表达量显著低于

对应癌旁组织 ， 癌旁组织 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的平均表达量是癌组织 中 的 ２ ．７９ 倍 ， 差异具有统计学

意义 （
Ｐ＜０ ． ０００ １

）
。

Ａ Ｂ

ｐ
＜０ ． ０００ １

“
。：

｜
丄 ＋Ｊ

？ ＾０ ．０ １
－

工
？

 ！ 兰爵 丄

＇

Ｅ

〇 ， 〇 〇Ｊ＿
．

—

，／

图 １
－

３ ：ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 表达量的检测 。

Ｆ ｉｇｕｒｅ１
－

３ ：Ｅｖａｌｕａｔ ｉｏｎｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅ ｌｓ ．

（Ａ ）ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 在 ４ １ 例胆 囊癌癌组织及其对应癌旁组织 中 的相对表达量 。 癌 旁组织

ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的平均表达量是癌组织 中 的 ２ ．７９ 倍
，
使 用 配对 ｔ 检验法进行分析 ，

Ｐ＜０ ． ０００ １
；

（Ｂ ） 胆囊癌患者癌组织 与癌 旁组织 中 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 表达量比较 。

３ ．４ｍ ｉＲ－９９ａ－５ｐ 表达量与胆囊癌患者的临床病理资料和临床预后的相关性分析

为了研究 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 表达量与临床病理特征之间是否存在潜在关系 ， 我们通过上述患

９
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者组织样本中 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 的表达情况将 ４ １ 例胆囊癌标本分成两组 ： ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 低表达组和

ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 高表达组 。 分组标准为癌组织中 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 表达量超过平均值者为髙表达 ， 反

之为低表达 。 通过采用 Ｘ
２ 检验和 Ｆ ｉ ｓｈｅｒ 检验分析 ， 结果显示 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 的表达只 与淋巴结

转移相关 （ Ｐ
＝

〇 ． 〇〇９ ） ， 而与性别 、 年龄 、 肿瘤大小 、 分化程度 、 浸润深度及 ＴＮＭ 分期无明

显关系 （均办０ ． ０５ ） （表 １
－

１ ） 。

表 １
－

１ ：ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 相对表达量与胆 囊癌 患者的 临床病理特征之间 的关 系

Ｔａｂ ｌｅ１
－

１ ： Ａ ｓ ｓｏｃ ｉａｔ ｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎａｎｄ ｔｈｅｃ ｌ ｉｎｉｃｏｐａｔｈｏ ｌｏｇ ｉｃａ ｌ

ｃｈａｒａｃ ｔｅｒｉ ｓｔ ｉｃ ｓ ｉｎＧＢＣ

ｍ ｉＲ－

９ ９ ａ
－

５
ｐ 相对表达量

临床病理因素ｎ
—

；



＝


％
！Ｐ

低表达
（
ｎ
＝

２７
）局表达

（
ｎ
＝

１ ４
）

＂

ｉｉ ｉ

男 １ ３ ８
 （
２９ ． ６％

） ５
（
３ ５ ． ７％

）

０ ． １ ５ ８０ ． ６９ １

女 ２ ８ １ ９
（
７０ ． ４％

） ９
（
６４ ． ３％

）

年龄 （岁 ）

＜ ６ ０ １ ０６
 （
２２ ． ２％

） ４
 （
２８ ． ６％

）

０ ． １ ５ ８０ ． ６９ １

＞６０ ３ １ ２ １
（
７７ ． ８％

） １ ０
（
７ １ ． ４％

）

肿瘤大小 （
ｃｍ

）

＜ ３ １ ５ ９
（
３ ３ ． ３％

） ６
 （
４２ ． ９％

）

０ ． ３ ６００ ． ５４ ８

＞ ３ ２６ １ ８
（
６６ ． ７％

） ８
（
５ ７ ． １％

）

分化程度

高 、 中分化 ３ ２２ １
（
７７ ． ８％

） １ １
（
７８ ． ６％

）

０ ． ００３０ ． ９ ５４

低分化 ９ ６
（
２２ ． ２％

） ３
（
２ １ ． ４％

）

肿瘤浸润深度 （
ＡＪＣＣ

）

Ｔｉ ｓ
－Ｔ２ １ ６９

 （
３ ３ ． ３％

） ７
（
５ ０ ． ０％

）

１ ． ０７６０ ． ３ ００

Ｔ３

－Ｔ４ ２ ５ １ ８
（
６６ ． ７％

） ７
（
５ ０ ． ０％

）

淋巴结转移

是 １ ４ １３
（
４８ ． １％

） １
（
７ ． １％

）

＿ ６ ．８９４０ ．００９

否 ２７ １４
（
５ １ ． ９％

） １３
（
９２ ． ９％

）

ＴＮＭ 分期 （
ＡＪＣＣ

）

Ｉ
－

Ｉ Ｉ １ ５ ８
 （
２９ ． ６％

） ７
（
５ ０ ． ０％

）

１ ． ６４９０ ． １ ９９

Ｉ ＩＩ
－

ＩＶ ２６ １ ９
（
７０ ． ４％

） ７
（
５ ０ ． ０％

）

接着 ， 通过生存分析我们可以发现 ， 低表达组与高表达组患者生存时间存在明显差异 （ 中

位生存期分别为 １ ０ ． ５ 个月 和 ２０ ． ０ 个月 ， 户＝０ ． ０ １ ４ ） 。 １ 年生存率分别为 ４ ８ ．４％和 ７６ ． ０％（ 图 １
－

４ ） 。

１ ０
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－１－Ｈ ｉｇｈｍ ｉＲ－９９ａ－５ｐ

Ｌｏｗｍ ｉＲ －９９ａ －

５ｐ

１ ０〇ｉ
￣

｜－

ｕＩ￣ ． 

Ｉ＼ｈ
一

＊ ■

； １＊

Ｉ＾^
＾５０ ．

Ｏ ｔ
ｆ １ ９

Ｕｒｎｍ

Ｏ §

，

〇＿

 ｓ
—————？——４

０ －

１



１



１



１

０ １ ０ ２０ ３０

Ｍｏｎｔｈｅ ｌａ ｐｓｅｄ

图 １
－４ ：ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 表达量与胆囊癌 患者生存时 间 的生存关 系 曲 线 。

Ｆ ｉｇｕｒｅ１
－４ ： Ｔｈｅｒｅ ｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ 

ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ａｎｄｔｈｅｓｕｒｖ ｉｖａ ｌ ｔ ｉｍｅｏｆ

ＧＢＣ
ｐａｔ ｉｅｎｔｓ

而且 ， 单因素和多 因素分析发现 ， 淋巴结转移和 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 表达量都是胆囊癌患者预

后的相关因素 （表 １
－２ ） 。

表 １

－

２ 胆嚢癌 临床信息和预后 的单 因 素和多 因 素分析

Ｔａｂ ｌｅ１
－

２Ｕｎｉｖａｒｉａｔｅａｎｄ ｍｕｌｔ ｉｖａｒ ｉａｔｅａｎａｌｙｓ ｉ ｓ ｂｅｔｗｅｅｎｃ ｌ ｉｎｉｃｏｐａｔｈｏ ｌｏｇ ｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒ ｉｓｔ ｉｃ ｓａｎｄ
ｐｒｏｇｎｏ ｓ ｉ ｓ ｉｎ

ＧＢＣ
ｐａｔ ｉｅｎｔｓ

单因素分析 多 因素分析
临床病理因素


ＨＲ
 （
９ ５％Ｃ Ｉ

）ｐＨＲ
 （
９ ５％Ｃ Ｉ

）ｐ

年龄 （
＜ ６０ 肌２６０

） ０ ． ６ ８０
（
０ ， ３ １ １

－

１ ． ５ ９ １
） ０ ． ３ ６ ５－－

性别
（
男ｖｓ ． 女 ） ０ ． ３ ８ ３

 （
０ ． １ ２４ －

１ ． ０４９
）０ ． ０６９－－

肿瘤大小
（
ｃｍ

） （ ２３ ｖ ｓ ．
＜ ３

） ０ ． ５０ ６
 （
０ ． １ ６４

－

１ ． ５２２
）０ ． ２３ ３－－

分化程度
（高或中ｖｓ ．低 ） ２ ． ３ １ ４

（
０ ． ８ ５０

－

６ ． ２６２
）０ ． ０ ８ ５－－

浸润深度 （
ＡＪＣＣ

） （
Ｔｉ ｓ

－Ｔ２ ｗ ． Ｔ３
－Ｔ４

） ０ ． ６９ ８
 （
０ ． ３ ６６

－

１ ． ３ １ ６
）０ ． ５ ０６－－

淋巴结转移 （是ｖｓ ．否 ） ３ ．２７８
（

１ ．３４５
－７ ． ９６９

）０ ．００６ １ ．３ １ ０
（
０ ．４ １８

－

５ ．３８４
）０ ．０２２

ＴＮＭ 分期 （
ＡＪＣＣ

） （
Ｉ
－

ＩＩ ｗ ． ＩＩ Ｉ
－

ＩＶ
） ０ ． ４２ １

（
０ ． ０ ８７

－

１ ． ９ １ １
） ０ ． ２４ ５－－

手术方式 （
根治性 ｖｓ ．姑息性

） １ ． ６６ ３
 （
０ ．６ １ ９

－

４ ． ４９ ８
）０ ． ３ ５ ７－－

ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 
表达量 （低表达ｖｓ ．高表达） ２ ． ４６９

（
１ ．０２７

－

６ ． １ ６７
）０ ．０４０ １ ．９５２

（
０ ． １６５

－

５ ． １０３
）０ ．０ １ ４

Ｃ Ｉ
，
置信区 间

；
ＨＲ

，
相对风险系数

１ １





上海交通大学博士学位论文


４ ． 讨论

随着关于恶性肿瘤研宄的不断深入 ， 肿瘤 中非编码 ＲＮＡ 领域逐渐成为了科学家们研宄

的
一

个热点 。 许多关于恶性肿瘤疾病的研宄发现 ， 非编码 ＲＮＡ 都对恶性肿瘤的发生发展起

到 了至关重要的作用 ［

１ ６
－Ｍ

］

。 ｍ ｉＲＮＡ 又是其中 的重要组成部分 ， 目前有许多证据表明其在多

种肿瘤中具有异常表达 ， 它对恶性肿瘤的功能及其影响机制 的研究也 日渐增多 ［

２ １
＿

２ ３
］

。 本部分

研宄通过高通量 ｍ ｉＲＮＡ 芯片 的方法对胆囊癌患者组织中差异表达的 ｍ ｉＲＮＡ做了初步筛选 ，

得到 了１ １ 条癌 中低表达的 ｍ ｉＲＮＡ 和 ２ 条癌 中高表达的 ｍ ｉＲＮＡ 。 针对这些 ｍ ｉＲＮＡ ， 我们课

题组在前期根据在胆囊癌 中 的细胞功能学试验对其进行了初筛 ， 初步判定 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 在胆

囊癌 中具有抑癌的功能 。 然后在 ＴＣＧＡ 数据库上查找与胆囊癌来源相近的肝癌 以及肝 内胆

管癌的数据 ， 发现 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 在肝胆肿瘤患者癌组织 中 明显低表达 。 故我们选定了ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 作为研宄对象 。

Ｍ ｉＲ－

９９ 家族是进化过程中最古老的 ｍ ｉＲＮＡ 家族之
一

， 包括 ｍ ｉＲ－

９９ａ 、 ｍ ｉＲ－

９９ｂ 和 ｍ ｉＲ－

１ ００ ［
２４
＼ Ｍ ｉＲ－

９９ａ 位于 ２ １ 号染色体 ｑ
２ １ 位置 ， 已被证 明在多种肿瘤组织中表达受到抑制 ， 且

能影响肿瘤的相关功能 ［
２ ５ ＿２ ７

］

。 Ｌｅｅ 等 ［
２ ８

］对 ２２ １ 例胰腺癌患者中 ｍ ｉＲＮＡ 与患者术后生存期之

间 的关系进行了 回顾性分析 ， 发现 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 与患者切缘情况 、 肿瘤分期 、 病理分化程度 、

术后 ＣＡ １ ９９ 水平等密切相关 ， 且在胰腺癌组织中表达量明显降低 ， 是影响患者预后的独立

因素 。 Ｙｕ 等 ［
２ ９

］发现在非小细胞肺癌中 ， ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 与晚期终末期和肿瘤转移显著相关 ， 提

示不 良预后 ， 随后的功能学研宄发现过表达 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 能够在体外抑制非小细胞肺癌细胞

的增殖、 侵袭转移功能 ， 而且能通过 ＡＫＴ １ 的介导起到肿瘤抑制作用 。 Ｆｅｎｇ 等 ［
３ （ ）

］ 用 Ｔａｑｍａｎ

探针及茎环法实时荧光定量 ＰＣＲ 方法检测 了１ ００ 对膀胱癌组织和癌旁组织中 的 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ

表达水平 ， 同时也分别检测 了膀胱癌患者与正常人群血清 中 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的表达水平 ， 表明

了膀胱癌患者癌组织及血清中 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 通常为低表达 ， 且其低表达与侵袭表型相关 ， 对

膀胱癌细胞进行过表达处理能抑制其增殖作用 。

在本部分研宄 中 ， 我们对比分析了４ １ 例胆囊癌患者癌组织与对应癌旁正常组织的 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的表达量 ， 结果发现 ｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐ 在胆囊癌组织 中 明显低表达 ， 与前述相关研宄结果

相符 。 由此推断 ， ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 在胆囊癌中可能起到抑癌作用 ， 但需进
一

步体外体 内功能学试

验来证实 。 在此基础上 ， 我们着重分析了ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 的表达量与胆囊癌患者临床病理资料

的关系 。 结果显示 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的低表达与淋巴结转移显著相关 ， 这预示着 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 可能

会影响胆囊癌的侵袭转移功能 。 回顾文献我们可以发现 ， 许多研宄证实 了ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 能够

１ ２
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影响肿瘤的侵袭转移功能 ， 而支持 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 能抑制恶性肿瘤生长的研究也不在少数 。 所

以下
一

步我们的研究重点将放在 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 是否能影响胆囊癌的增殖以及侵袭转移功能上 。

与此同时 ， 通过预后生存分析我们可以发现 ， ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的低表达与不 良预后密切相关 。 所

以 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 对于胆囊癌来说可能是个潜在的诊断和治疗ＩＥ点 。

５ ． 小结

１ ． 通过 ｍ ｉＲＮＡ 芯片分析结合实时焚光定量 ＰＣＲ 验证 ， 发现 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 在胆囊癌患者癌组

织 中普遍低表达 ， 并可能与胆囊癌的淋巴结转移有关 ；

２ ．ｍ ｉＲ －９９ａ
－

５ｐ 的低表达量与胆囊癌的不 良预后具有显著相关性 。

１ ３
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第二部分 ： ｍｉＲ－９９ａ－５ｐ 在胆囊癌中的功能研究

１ ． 前言

胆囊癌是恶性程度极高的消化道恶性肿瘤 ， 也是胆道系统中最常见的恶性肿瘤 ， 发病率

在消化道肿瘤中排在第六位 ， 严重影响 了人类健康 。 在中 国 ， 胆囊癌的发病率为 ３ ． ９／ １ ０ 万人

［
１

］

。 如能早期发现 ， 行根治性手术可 以达到比较满意的 ５ 年生存率 。 但胆囊癌起病较为隐匿 ，

且早期缺乏特异性的症状 ，

一

经发现 ， 许多患者已经进展到 中晚期 ， 失去 了行根治性手术的

机会 ， 且 目前放化疗等手段不能达到满意的治疗效果 ， 总体 ５ 年生存率仅为 ５％ ［
２

］

。 因此 ，

早期诊断是改善胆囊癌预后的关键 。 且研宄发现 ， 胆囊癌所导致的死亡病例 中超过 ９０％为肿

瘤复发转移所致 ［
３

］

。 因此 ， 关于胆囊癌发病 以及复发侵袭转移机制 的研宄有助于寻找新的胆

囊癌肿瘤标志物和靶向药物治疗的新靶点 ， 对于改善胆囊癌诊疗水平以及患者预后具有重要

意义 。

目 前许多研宄证实 ， ｍ ｉＲＮＡ 在恶性肿瘤 中通过异常表达来影响其发生发展过程 ， 且

ｍ ｉＲＮＡ 可 以影响肿瘤相关的多个信号通路 ， 参与肿瘤的增殖、 侵袭转移 、 凋亡、 周期阻滞

等过程 。 而在肿瘤组织 中低表达的 ｍ ｉＲＮＡ 通常表现为抑癌的功能 ， 通过ＩＥ向负调节
一

些促

癌基因来实现抑制肿瘤增殖、 侵袭转移等功能 ， 如 ｍ ｉＲ －２０４ 、 ｍ ｉＲ －

１ ４０ －

５ｐ 等 ［

３ １
＿

３ ２
］

。 而另
一

类

ｍ ｉＲＮＡ 可 以表现出促癌功能 ， 在肿瘤组织中过表达 。 例如 Ｌ ｉｕ 等 ［

３ ３
］指 出 ， ｍ ｉＲ－

１ ９ｂ 可以通

过抑制抑癌基因 ＰＴＰＲＧ 的功能来推动乳腺癌的发生发展 。

在上
一

部分实验 中 ， 我们通过芯片筛选出 了ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 为在胆囊癌组织 中低表达的

ｍ ｉＲＮＡ ， 并通过组织样本的实时定量突光 ＰＣＲ 实验得到 了验证 ， 初步提示 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 可能

在胆囊癌 中发挥抑癌的作用 。 由于 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 与胆囊癌的关系还未有相关报道 ， 所以本部

分我们将着重研究 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 对胆囊癌细胞功能的影响 ， 并且进
一

步确认 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 是否

起着抑癌的作用 。

１ ４
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

２ ． 材料与方法

２ ． １ 实验材料

２ ． １ ． １ 细胞

胆囊癌细胞系 ＧＢＣ －ＳＤ 、 ＮＯＺ 、 ＥＨＧＢ －

１ 和 ＯＣＵＧ 均购买 自 中 国科学院上海生命科学

研宄院细胞资源中心 。

２ ． １ ．２ 动物

体 内试验选用 ４ －

６ 周龄 ＳＰＦ 级裸 鼠均购 自 中 国科学院上海动物实验中心 。 试验用裸鼠

均根据上海交通大学医学院附属新华医院伦理委员会指导饲养于 ＳＰＦ 环境 内 。

２ ． １ ．３ 主要实验所用试剂

细胞培养所用试剂

名称 厂家

ＤＭＥＭ 培养基 Ｇ ｉｂｃｏ 公司

Ｗｉ ｌ ｌ ｉａｍ
’

ｓ 培养基 Ｇ ｉｂｃｏ 公司

胎牛血清 Ｇ ｉｂｃｏ 公司

胰蛋 白酶 －ＥＤＴＡ Ｇ ｉｂｃｏ 公司

青霉素 －链霉素 Ｇ ｉｂｃｏ 公司

细胞増殖转移实验相关试剂

名称 厂家

ＣＣＫ ８ 试剂上海翊圣生物科技有限公司

Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ小室 Ｃｏｍ ｉｎｇ
公司

基质胶小室 Ｃｏｍ ｉｎｇ 公司

４％多聚 甲醛 国药集团化学试剂有限公司

结晶紫染色液 碧云天公司

１ ５
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

细胞转染 、 实吋定置荧光 ＰＧＲ 实验相关试剂

名称 厂家

Ｔｒ ｉｚｏ ｌ试齐 ！
Ｊ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司

Ｐｒ ｉｍｅＳｃｒ ｉｐｔ

？
ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋ ｉｔ ｗ ｉｔｈ

ｇＤＮＡ Ｔａｋａｒａ公司

Ｅｒａｓｅｒ 逆转录试剂盒

Ｍ ｉｒ
－Ｘ

？

ｍ ｉＲＮＡ Ｆ ｉｒｓｔ
－Ｓ ｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅ ｓ ｉ ｓＫ ｉｔ Ｔａｋａｒａ公司

ｍ ｉＲＮＡ 逆转录试剂盒

ＳＹＢＲ （
Ｔ ｌ ｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐ ｌｕｓ

） 定量 Ｔａｋａｒａ公司

ＰＣＲ 试剂盒

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍ ｉｘＥｘ Ｔａｑ

Ｉ Ｉ
（
Ｔ ｌ ｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐ ｌｕｓ

）定 Ｔａｋａｒａ公司

量 ＰＣＲ 试剂盒

异丙醇 国药集团化学试剂有限公司

氯仿上海润捷化学试剂有限公司

Ｒｆｅｃｔ 小核酸转染试剂常州百代生物科技有限公司

蛋白印迹实验主要试剂

名称 厂家

过硫酸铵碧云天公司

ＲＩＰＡ 裂解液碧云天公司

丙烯酰胺碧云天公司

四 甲基乙二胺碧云天公司

６ ｘ上样缓冲液碧云天公司

三羟 甲基氨基 甲烷上海翊圣生物科技有限公司

甘氨酸上海翊圣生物科技有限公司

十二烷基磺酸钠上海翊圣生物科技有限公司

脱脂奶粉上海翊圣生物科技有限公司

２０ 
Ｘ三乙醇胺缓冲盐水溶液上海翊圣生物科技有限公司

１ ６
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

吐温－２０上海翊圣生物科技有限公司

聚偏氟乙烯膜 伯乐公司

兔抗人Ｅ－

ｃａｄｈｅｒｉｎ 、 Ｎ－

ｃａｄｈｅｒ ｉｎ 、 Ｖ ｉｍｅｎｔ ｉｎ ＣＳＴ公司

单抗

兔抗人 ＧＡＰＤＨ 抗体上海泊湾生物科技有限公司

兔抗人 ＭＴＯＲ 抗体 ＣＳＴ 公司

兔抗人 ＳＭＡＲＣＡ ５ 抗体艾博抗公司

辣根过氧化物酶 （
ＨＲＰ

）偶联山羊抗兔／鼠二抗碧云天公司

蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ 赛默飞世尔科技公司

化学发光底物试剂盒赛默飞世尔科技公司

蛋 白定量 ＢＣＡ 试剂盒碧云天公司

２ ． １ ．４ 仪器与设备

名称生产厂家

１ ３ ００ 系列 Ａ２ 生物安全柜赛默飞世尔科技公司

５ ０ １Ａ 型数显超级恒温水浴锅上海 申安医疗器械厂

ＬＤＺＸ－４０ 型立式 自 动 电热压力蒸汽灭菌锅上海浦东荣丰科学仪器有限公司

台式高速低温离心机 ５ ４ １ ７Ｒ 艾本德公司

ＤＭＩ３ ０００Ｂ 型倒置荧光显微镜徕卡公司

温控摇床上海精密科学仪器有限公司

常温高速离心机 日本 日立公司

ＤＫ－４２０Ｂ Ｓ 电热恒温水温箱上海贺德实验设备有限公司

ＦＡ２００４Ａ 型 电子分析天平上海精密科学仪器有限公司

９０
－

１Ａ 磁力搅拌器上海赛鸽电子科技有限公司

超纯水系统 默克密理博公司

ＹＸ２ ８ ０Ａ 手提式不锈钢蒸汽消毒器上海三 申 医疗器械有限公司

－２０

°

Ｃ ／４
°

Ｃ 立式冰箱 中 国海尔公司

１ ７
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ＹＤＳ －

１ ０ 贮存型液氮生物容器成都金凤液氮容器有限公司

Ｄ １ ００ ８Ｅ 掌上离心机 赛洛捷克公司

ＭＤＦ －

３ ８２Ｅ
（
ＣＮ

）
医用低温箱 日本三洋公司

２ ． ５ ｐｌ 、 ２０＾１ 、 ２００＾１ 、 ｌ ｍ ｌ 移液器艾本德公司

ＡＦ １ ００ 制冰机 斯科茨曼公司

５ ５ ０ 型酶标仪 美 国伯乐公司

血球计数板上海医药工业研究院

０ ．２２ｎｍ 微孔尼龙滤膜上海医药工业研究院

ＨＥＲＡｃｅ ｌ ｌ１ ５ ０ ｉＣ０ ２ 细胞培养箱赛默飞世尔科技公司

９６ 、 ２４ 、 ６ 孔细胞培养板无锡耐思生物科技有限公司

Ｓｔｅｐ
ＯｎｅＰ ｌｕｓ９６孔Ｒｅａｌ Ｔ ｉｍｅ ＰＣＲ 仪Ａｐｐ ｌ ｉｅｄ Ｂ ｉｏ ｓｙｓｔｅｍｓ公司

稳流稳压电泳仪上海精密科学仪器有限公司

ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 生物蛋 白 电泳仪 美 国伯乐公司

Ｍ ｉｎｉＴｒａｎｓ
－Ｂ ｌｏｔ 转印槽 美 国伯乐公司

湿 电转膜仪 美 国伯乐公司

自 动化学发光凝胶成像分析仪美 国通用 电气公司

２ ．２ 实验方法

２ ．２ ． １ 细胞培养

人胆囊癌细胞株 ＮＯＺ 和 ＥＨＧＢ －

１ 购 自 中 国科学院上海生命科学研宄院 。 ＮＯＺ 细胞采用

含 １ ０％胎牛血清 （
ＦＢ Ｓ

）的 ｗｉ ｌ ｌ ｉａｍ
’

ｓ 培养基 ， ＥＨＧＢ －

１ 细胞采用含 １ ５％ＦＢ Ｓ 的 ＤＭＥＭ 培养基 ，

ＧＢＣ －ＳＤ 、 ＯＣＵＧ 细胞采用含 １ ０％ＦＢ Ｓ 的 ＤＭＥＭ 培养基培养 ， 培养基中均含 １ ００Ｕ／ｍ ｌ 的青

霉素和链霉素 。 通常将细胞置于 １ 〇〇＿ 培养皿中进行培养 ， 培养环境为 ３ ７

°

Ｃ及 ５％Ｃ〇 ２ ， 在

对数生长期时使用含 ＥＤＴＡ 的胰酶于 ３ ７

°

Ｃ消化 ３ｍ ｉｎ ， 用含血清的培养基中止消化并收集细

胞于 １ ．５ｍ ｌＥ
ｐｐｅｎｄｏｒ

ｆ管中 。 细胞离心条件为 １ ５ ００ｒ
ｐ
ｍ 、 ３ｍ ｉｎ 。

１ ８
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

２ ．２ ．２ｍ ｉＲ－９９ａ
－５ｐ 过表达与敲减试剂的合成与构建

ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 模拟物与抑制剂 由广州市锐博生物科技有限公司合成 。 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 过表达

慢病毒 ＰＧＭＬＶ－ＣＭＶ－ＭＣＳ －ＥＦ ｌ
－ＺｓＧｒｅｅｎ ｌ

－Ｔ２Ａ－Ｐｕｒｏ －ｍ ｉＲ９９ａ 由上海吉凯基因化学技术有限

公司构建并浓缩 。

２ ．２ ．３ 实吋荧光定置 ＰＣＲ 方法检测细胞内 ｍ ｉＲＮＡ 表达置

细胞总 ＲＮＡ 提取方法 ， 反转录体系及反应条件参见第
一

部分 ２ ．２ ． １ 。 实时定量荧光 ＰＣＲ

体系及反应条件参见第
一

部分 ２ ．２ ． ２ 。 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 引物序列参见第
一

部分 ２ ．２ ．２ 。

２ ．２ ．４ 细胞计数

取洁净盖玻片放置于血球计数板中央 ， 充分混匀细胞悬液后 ， 用 １ 〇叫 移液器吸取 １ ０ｐＬ

体积的细胞悬液 ， 沿盖玻片的
一

边缓慢打入细胞悬液 ， 使细胞悬液布满盖玻片与血球计数板

之间 的空隙 ， 注意不能产生气泡 ， 也不能从盖玻片 四周溢出 。 静置 ｌｍ ｉｎ ， 待细胞沉降于计

数板上 。 在显微镜下观察计数板 ， 计数四个角大方格 内细胞的总数 。 对于压线细胞 ， 只计入

压在左边线和上线的细胞 ， 细胞团则按单个细胞计数 。 按 以下公式计算细胞悬液的密度 ： 细

胞密度＝

（
４ 个大方格细胞总数／４

）
Ｘ １ 〇

４个／ｍ ｌ 。

２ ．２ ．５Ｃ ｅｌｌＣｏｕｎｔ ｉｎｇ
Ｋｉｔ

－８
（
ＣＣＫ８

）试验检测细胞体外增殖能力

ＣＣＫ８ 的主要成分是水溶性四唑盐 （
２ －

（
２ － 甲氧基－４ －硝苯基）

－

３
－

（
４ －硝苯基）

－

５
－

（
２

，

４ －二磺基

苯 ）

－２Ｈ－四唑单钠盐 ）
， 它是

一

种类似于 ＭＴＴ 的化合物 ， 在 电子耦合试剂的存在下 ， 能被线粒

体 中
一

些脱氢酶还原 ， 生成橙黄色的具有水溶性的产物 甲璜 。 该种试剂被细胞 内 的脱氢酶生

物性还原后生成的 甲瓒能被直接溶解在培养基中 。 活细胞的数 目越多 ， 形成产物的颜色越深 。

对于同
一

种细胞 ， 产物溶液的吸光度和细胞的总数 目呈线性关系 。 该法于 ＭＴＴ 法相 比无需

用 ＤＭＳＯ 溶解 甲瓒 ， 灵敏度更高 ， 线性范围更宽 ， 且对细胞毒性小 ， 使用较为安全简便 。

具体步骤如下 ：

１ ． 根据转染或感染情况对细胞进行分组 ， 每组细胞设置 ５ 个副孔 。 在 ９６ 孔细胞培养板上

分别标记好 ｄＯ？ｄ５ ， 每组细胞拟共铺 ３ ０ 个孔 ， 检测时间点分别为铺板后 ６ｈ 、 ２４ｈ 、 ４ ８ｈ 、

７２ｈ 、９６ｈ 、１ ２０ｈ 。

２ ． 将处于对数生长期的细胞进行消化 ， 离心 ， 重悬制成细胞悬液后计数 。

１ ９
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３ ． 以 １ ０００ 个细胞／孔的密度 ， 每孔 ｌ ＯＯ
＾
Ｌ 体积将细胞铺于 ９６ 孔板中 ， 周 围各孔铺上

１ ０〇
Ｈ
Ｌ ＰＢ Ｓ ， 置于 ５％Ｃ〇 ２ 培养箱中 ３ ７

°

Ｃ 培养 。

４ ． 用完全培养基稀释 ＣＣＫ８ 试剂 ， 比例为 １ ０ ：１ 。

５ ． 每到检测时间点时取出相对应的 ％ 孔板 ， 每孔加入 １ ００卟 稀释过的 ＣＣＫ８ 试剂 ， ３ ７
°

Ｃ

继续培养 ｌ
－４ｈ 。

６ ． 用酶标仪测定波长为 ４５０ｎｍ 处的 ＯＤ 值 ， 计算细胞的生长情况并绘制 曲线 。

２ ．２ ．６ 克隆形成试验

克隆形成试验通常用来测定单个细胞形成单克隆的能力 。 单细胞在体外环境持续增殖 ６

代 以上所组成的细胞群称为
一

个克隆 ， 每个克隆有超过 ５ ０ 个细胞组成 ， 用相应方法染色后

肉 眼 即可观察 。 常用方法有平板和软琼脂克隆形成实验 。 由于本实验中所使用胆囊癌细胞

均为贴壁生长细胞 ， 故我们采取平板克隆形成实验的方法 。 克隆形成能力是反映细胞的群体

依赖性以及增殖能力 的重要指标 。 该实验关键点是细胞悬液接种的密度和细胞克隆分布 的

均匀程度 。 若细胞接种密度过大 ， 则相邻克隆容易汇合 ， 若密度过小则难以观察到 明显的细

胞克隆 。 其过程是将细胞 以
一

定密度接种在培养板中 ， 定期检查细胞状态 ， 必要时换液 。 当

单个细胞克隆生长至超过 ５ ０ 个细胞时终止培养 ， 染色后 肉眼观察克隆数量 ， 并镜下观察单

个克隆生长情况 。

具体步骤如下 ：

１ ． 取相应实验组和对照组细胞以 ＰＢ Ｓ 清洗
一

次后用含 ＥＤＴＡ 的胰酶 ３ ７

°

Ｃ消化 ３ｍ ｉｎ ， 用含

ＦＢ Ｓ 的培养基中止消化后 １ ５ ００ｒｐｍ 离心 ３ｍ ｉｎ 。 然后用完全培养基重悬细胞 ， 用细胞计数板

进行计数 。

２ ． 在六孔板 中加入 １ ． ５ｍ ｌ／孔的相应完全培养基 ， 根据细胞计数结果计算所需细胞悬液体积 ，

以 １ ０００ 个细胞／孔的密度接种于六孔板中 ， 每组细胞设置 ３ 个复孔 ， 用移液器反复轻柔吹打

细胞 ， 使单细胞分散均旬 。 将六孔板置于 ５％Ｃ０２ 细胞培养箱中 ， ３ ７

°

Ｃ培养 。

３ ． 定期观察接种细胞的状态 ， 必要时给细胞换液 。 当对照组细胞大部分克隆的细胞数超过

５ ０ 个时 ， 吸去各孔培养基 ， 用 ＰＢ Ｓ 溶液冲洗各孔
一

次 ， ４％多聚 甲醛固定 １ ５ｍ ｉｎ 后用 ０ ． １％

结晶紫溶液染色 １ ０ 分钟 ， 肉眼观察大体克隆形成数 ， 并用倒置显微镜观察单个克隆 中细胞

情况 。 记录超过 ５０ 个细胞的克隆总数 。

２０





上海交通大学博士学位论文


２ ．２ ．７ 细胞划痕愈合试验

细胞划痕愈合实验 （
Ｗｏｕｎｄｈｅａｌ ｉｎｇａｓ ｓａｙ）的基本原理为在单层长满的细胞中制作划痕以

产生供细胞愈合的空 白 区域 ， 然后观察划痕周边细胞向 中 间迁移的过程 ， 即划痕愈合 。 相 同

时 间范围 内划痕变得越窄 ， 则细胞迁移能力越高 。 具体步骤如下 ：

１ ． 取相应实验组和对照组细胞消化计数 ， 分别接种到 ６孔板中 ， 每孔３ ０万个细胞 ， 使细胞过

夜后长满 。

２ ． 先用ｍａｒｋｅｒ笔在直尺的辅助下 ， 在６孔板背后均匀地划横线 ， 每隔 ｌ ｃｍ
—

道 ， 横穿过孔 。 每

孔至少划 ３条横线 。

３ ． 用灭菌的 ２００＾Ｌ移液枪枪头尽量垂直于背后的横线在细胞生长平面划痕 ， 枪头尽量与板底

保持垂直 ， 使每条划痕都成
一

条直线 。

４ ． 划完后用 ＰＢ Ｓ轻轻洗涤板孔３次 ， 以去除脱落细胞 。

５ ． 每孔添加 １ ． ５ｍ ｌ的无血清ＤＭＥＭ培养基 。 放置于 ５％ Ｃ０２培养箱 内 ， ３ ７
°

Ｃ培养 。

６ ． 分别于划痕形成０ 、 ２ ４和 ４ ８小时后 ， 在镜下观察 、 拍照 ， 并测量划痕宽度 。

２ ．２ ．８Ｔ ｒａｎｓｗｅｌｌ 小室迁移／侵袭试验

Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 小室为带
一

层半透膜的容器 ， 分为有基质胶和无基质胶的两种小室 。 在下室

加入含 ＦＢＳ 或趋化因子的培养基 ， 将细胞用无血清培养基稀释后加入上室 ， 培养
一

定时间

后细胞通过半透膜穿入下室 。 通过结晶紫染色 ， 可 以在镜下观察穿过半透膜的细胞数 ， 借此

分别判断细胞的侵袭或迁移能力 。

具体步骤如下 ：

１ ． 实验前将带基质胶 的Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ小室置于２４孔细胞培养板孔中 ， 上下室分别加入５ ０〇ｎＬ无血

清培养基 ， 置于 ３ ７
°

Ｃ培养箱 中水化２小时 。 进行细胞迁移试验时省略此步骤 。

２ ． 取相应实验组和对照组细胞用胰酶消化 ， ＰＢ Ｓ清洗２次 ， 用相对应的无血清培养基重悬后

进行计数 。

３ ． 取２万个细胞加入每个Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ小室的上室 ， 用无血清培养基调整细胞悬液体积至２００ｐＬ 。

在每个小室的下室 内加入５〇〇ｎＬ含２０％ＦＢ Ｓ的相对应完全培养基 。 置于 ５％Ｃ０２ 培养箱 内 ，

３ ７
°

Ｃ培养２４小时 。

４ ．２４ｈ后取出所有Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ小室 ， 吸弃小室上室 内液体 ， 用 ＰＢ Ｓ清洗
一

次 ， 在每个下室加入

７００ｐＬ ４％多聚 甲醛 ， 固定２０ｍ ｉｎ后 ， 下室用 ０ ． １％结晶紫溶液染色 ｌ Ｏｍ ｉｎ 。 染色结束后 ， 下室

浸入ＰＢ Ｓ中轻轻清洗三次 ， 用棉签轻轻擦去上层未迁移细胞 。 在４００倍显微镜下随机观察五

２ １
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个不 同视野 ， 计数细胞 。 计数结束后轻轻取下薄膜 ， 将其浸入３ ３％醋酸溶液脱色 ， 用酶标仪

测量洗脱液在 ５ ７０ｎｍ处的０Ｄ值 ， 定量测定反应细胞数 。

２ ．２ ．９ 裸鼠皮下成痛试验

为 了检测 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 在体 内对胆囊癌细胞增殖能力 的影响 ， 将相应实验组和对照组

ＮＯＺ 细胞系接种于裸 鼠 的左侧腋窝下 ， 观察肿瘤生长情况 ， 以评价细胞在体 内成瘤生长能

力 。

具体步骤如下 ：

１ ． 取相应实验组和对照组 ＮＯＺ 细胞系 ， 用胰酶消化 ， 离心 。 用 ＰＢ Ｓ 洗潘细胞两次 。

２ ． 用 ＰＢＳ 制作细胞悬液 ， 密度为 ２
＊

１ ０
７ 个细胞／ｍ ｌ 。

３ ． 取 ４ －

６ 周龄的 ＢＡＬ Ｂ／Ｃ 裸 鼠进行试验 。 用 ｌ ＯＯ＾Ｌ ｌ％戊巴比妥钠麻醉裸鼠 。

４ ． 以带 ６ 号针头的 ｌ ｍ ｌ 胰岛素注射器抽取细胞悬液接种裸 鼠 ， 每只裸鼠接种细胞悬液体积

为 ０ ． ２ｍ ｌ ， 接种细胞量约为 ４ｘ ｌ ０
６个 ， 接种部位为裸 鼠左侧腋窝皮下 ， 接种前用 ７５％ 酒精消

毒皮肤 ， 接种时 由裸鼠左侧腰部稍靠上部位进针 ， 确保进针点与接种点 的距离小于针头长度 ，

不刺破皮肤或肌肉层 。 麻醉清醒后裸鼠 以 ＳＰＦ 级别饲养 。

５ ． 定期检测肿瘤生长情况并量取肿瘤 的长短径 。 肿瘤体积按照 以 下 公式计算 ， 体积

Ｃ
ｍｍ

３

）

＝

（瘤长径 ｘ 瘤短径 勺／２ 。

６ ． ４ 周后处死裸 鼠 ， 取出肿瘤称重 、 拍照 ， 浸泡于 ４％多聚 甲醛中 ， 保存于 ４

°

Ｃ ， 用于后续免

疫组化染色 。

２ ．２ ． １ ０ 裸鼠脾脏注射肝转移模型建立

为了检测ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ在体 内对胆囊癌细胞转移能力的影响 ， 将相应实验组和对照组ＮＯＺ

细胞系注射入裸鼠 的脾脏 内 ， 然后切除脾脏 。 ４５天后 ， 处死裸 鼠 ， 分离肝脏组织 ， 观察肝脏

转移结节形成情况 ， 以评价细胞在体 内转移能力 。

具体步骤如下 ：

１ ． 取相应实验组和对照组 ＮＯＺ 细胞系 ， 用胰酶消化 ， 离心 。 用 ＰＢ Ｓ 洗潘细胞两次 。

２ ． 用 ＰＢＳ 制作细胞悬液 ， 密度为 ２
＊

１ ０
７个细胞／ｍ ｌ 。

３ ． 取 ４ －

６ 周龄的 ＢＡＬ Ｂ／Ｃ 裸 鼠进行试验 。 用 ｌ ＯＯ＾Ｌ ｌ％戊巴比妥钠麻醉裸鼠 。

４ ． 术野用 ７ ５％ 酒精棉球消毒 ， 取裸 鼠左上腹斜行切 口 约 １ ． ５ ｃｍ ， 用组织镊从腹腔 中将脾脏

轻轻拉出少许 ， 以 １ｍ ｌ 胰岛素注射器抽取细胞悬液对裸 鼠脾脏进行注射 ， 细胞悬液体积为

２２
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０ ． １ ５． ｌ ， 注射细胞量约为 ３ｘ ｌ ０
６ 个 ， 注射时间约 ２ 分钟 ， 可见脾脏被膜出现肿胀变 白现象 ，

注射完毕后用棉签压迫针眼 ２ －

３ 分钟止血并防止细胞外渗形成腹腔 内种植转移 。 然后结扎

脾脏血管 ， 将脾脏切除后缝合伤 口 。 手术操作过程需要严格遵守无菌原则 。 麻醉清醒后裸鼠

以 ＳＰＦ 级别饲养 。

５ ． ４５ 天后处死裸鼠 ， 取出肝脏组织拍照 ， 浸泡于 ４％多聚 甲醛中 ， 保存于 ４

°

Ｃ ， 用于后续试

验 。

２ ．２ ． １ １蛋白印迹（
ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏ ｔ

）试验

将相应细胞用ＰＢ Ｓ洗涤后用细胞刮板刮下 ， 收集 ， 用含５ ０ ｍＭ Ｔｒ ｉｓ
－ＨＣ ｌ的ＲＩＰＡ裂解液重

悬 ， 冰上静置２０分钟 。 ４
°

Ｃ１ ４０００ｒｐｍ离心 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 吸取上清液 ， 并用ＢＣＡ蛋 白定量试剂盒进

行蛋 白浓度测定 。 蛋 白悬液与上样缓冲液混合 ， １ ００

°

Ｃ加热 ５分钟使蛋 白变性 ，

－２０

°

Ｃ保存备

用 。

ＳＤＳ －ＰＡＧＥ蛋 白 电泳步骤 ：

１ ． 按相应比例配方配制分离胶与浓缩胶 ， 并按照计算好的蛋 白体积分别上样 。

２ ． 以 ６０Ｖ恒压电泳蛋 白质 ， 待溴酿蓝条带到到达浓缩胶与分离胶边界时 ， 调整电压为 １ ２０Ｖ继

续 电泳 。 当溴酿蓝条带跑到玻璃板底部时关闭 电源 ， 停止电泳 。

３ ． 电泳结束后取出凝胶 ， 裁剪成适当大小的长方形 。 取转膜板 ， 从黑面到 白面依次按照海

绵 、 ３层滤纸 、 胶 、 ＰＶＤＦ膜 、 ３层滤纸 、 海绵的顺序组装 ， 确保彼此之间准确对齐并没有产

生气泡 。 夹紧转模板放入转膜槽中 ， 加入配好的转膜液 ， ３２０ｍＡ恒流电泳２ｈ ， 电泳槽需在冰

浴中进行转膜 。

４ ． 转膜结束后 ， 打开转膜板 ， 用镊子轻轻夹出膜 ， 将膜用 ＴＢ ＳＴ缓冲液在摇床上漂洗３次 ， 每

次 ５ｍ ｉｎ 。 漂洗结束后 ， 将膜置于 ５％脱脂牛奶封闭液中室温封 闭 ｌ ｈ 。

５ ． 封闭结束后 ， 在室温下将膜用 ＴＢＳＴ缓冲液漂洗３次 ， 每次５ｍ ｉｎ 。 然后用 １ ：１ ０００稀释的
一

抗覆盖住膜的蛋 白面 ， 室温孵育 ｌ ｈ 。

６ ．
—

抗孵育完成后将膜用 ＴＢＳＴ缓冲液漂洗３次 ， 每次５ｍ ｉｎ 。 然后用 １ ：１ ０００稀释的二抗覆盖

住膜的蛋 白面 ， 室温孵育４５ｍ ｉｎ 。 孵育结束后用ＴＢＳＴ缓冲液漂洗３次 ， 每次５ｍ ｉｎ 。

７ ． 将洗净的膜上覆盖显影液 ， 用化学发光仪拍摄照片 ， 进行条带分析 。

２ ３
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

２ ．２ ． １２ 统计方法

所有计量资料均采用 （
平均数 ± 标准差 ）的形式表示 。 应用 ＳＰＳＳ ２ １ ． ０ 软件进行数据统计

分析 。 处理组和对照组间 比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ

’

ｓｔ检验 ， 以户＜０ ． ０５ 认为具有统计学意义 。 所有实

验数据取 自三次平行重复实验结果的平均值 。

３ ． 实验结果

３ ． １ｍ ｉＲ－９９ａ－５ｐ 对胆囊癌细胞增殖能力的影响

首先 ， 我们通过实时定量荧光 ＰＣＲ 的方法检测 了 四株胆囊癌细胞系 中 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的表

达量 ， 观察 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 在胆囊癌细胞系 中 的表达水平 。 结果显示 ， ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 在 ＮＯＺ 、

ＥＨＧＢ －

１ 细胞系 中表达量偏低 ， 在 ＧＢＣ －ＳＤ 和 ＯＣＵＧ 细胞系 中表达量较高 。 因此 ， 我们选

用 ＮＯＺ 和 ＥＨＧＢ －

１ 细胞系进行过表达处理 ， 而用 ＧＢＣ －ＳＤ 细胞系进行抑制剂处理 。

■

§ ２〇

１

｜ 。圈 — ＿＿
＾

Ａ３，

图 ２ －

１ ：ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 在四株胆囊癌细胞 系 中 的相对表达量 。

Ｆ ｉｇｕｒｅ２ －

１ ：Ｒｅ ｌａｔ ｉｖｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅ ｌ ｓｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｉｎ４ＧＢＣｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉｎｅ ｓ ．

以 ＮＯＺ 细胞 系 中 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的表达量 为 １ 。

为了验证 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 的过表达和抑制表达的效果 ， 我们使用 了实时定量荧光 ＰＣＲ 法测

定 ＮＯＺ 和 ＥＨＧＢ －

１ 细胞感染了ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 过表达慢病毒之后 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的表达水平 。 通

过图 ２ －２ 可 以发现细胞系 中 ｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐ 的表达水平得到 了显著上调 。 同样地 ， 化学合成的

抑制剂 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｉｎｈｉｂ ｉｔｏｒ 也能够显著抑制 ＧＢＣ － ＳＤ 细胞系 中 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的表达 。

２４
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

Ａ Ｂ

Ｉ２ ５０ ０

１Ｔ Ｉ １ ． ５ ，

ｉ＿ 彳ｉ Ｉ

ｇ
－ １ ５０ ０

－

＾■ ｈ

Ｌ 

１ ００ ０

ｊ■＾ ｉ ．〇
－

Ｉ Ｉ
５００

ｌ＿＿ｆｆ■

ｎ ｉａｕｔｒ ：ＬＬ
＾＾

，

＃＇
Ｖ

彳＃
°

图 ２ －２ ： 胆囊癌细胞 系 经处理后 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的相对表达量 。

Ｆ ｉｇｕｒｅ２ －２ ：Ｒｅ ｌａｔ ｉｖｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅ ｌ ｓｏｆ ｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐ
ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ  ｉｎＧＢＣｃｅ ｌ ｌｌ ｉｎｅ ｓ ．

（Ａ ）ＮＯＺ 以及 ＥＨＧＢ －

１ 感染 ｍ ｉＲＮＡ 过表达慢病毒和 （
Ｂ

）
ＧＢＣ －ＳＤ 转染 ｍ ｉＲＮＡ 抑

制 剂后 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的相对表达量 。

接着我们进行 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 影响胆囊癌细胞体外增殖能力 的试验 。 通过 ＣＣＫ８ 试验 ， 我

们发现虽然 Ｐ 值小于 ０ ． ００ １ ， 但从细胞增长 曲线来看 ， 过表达 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 对 ＮＯＺ 和

ＥＨＧＢ －

１ 细胞系仅有极弱的抑制作用 ， 而抑制 ｍ ｉＲ －９９ａ
－

５ｐ 的表达对胆囊癌细胞增殖则没有

影响 （图 ２
－

３
）

。

Ａ Ｂ

ＮＯＺ ＥＨＧＢ －

１

５〇

ｌ＋ Ｌｖ ＮＣ
一ＬＶ ＮＣ

〇４０
－ Ｌｖ ｍ ｉＲ ９９ａ

－ ５
ｐ 〇 ＞ Ｌｖ ｍ ｉＲ －９９ ａ －５ｐ

ｉ

：Ｘ Ｉ
：

ｊｙ
ｏ ｙ

—
￣＾

Ｔ １



１



１



１

— ｏ ｒ

＾

Ｔ １



，



，



，

—

０ １ ２ ３ ４ ５ ０ １ ２ ３ ４ ５

Ｔ ｉｍｅ
（
ｄ ａ ｙｓ ） Ｔ ｉｍｅ

（

ｄ ａ ｙｓ ）

ｃ

ＧＢＣ －ＳＤ

４０

１
？ Ｉ ｎ ｈ ｉｂ ｉｔｏ ｒ ＷＣ

＋ Ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏ ｒ ｍ ｉ Ｒ －

９ ９ａ
＊５ ｐ．

｜
３０

－

ｇ
ｉ ｏ

－

ｆ １



１



１



ｒ



１

０ １ ２ ３ ４ ５ Ｇ

Ｔ ｉ ｍｅ
（

ｄａ
ｙ
ｓ

）

图 ２
－

３ ：Ｍ ｉＲ －９９ａ
－

５ｐ 对胆 囊癌细胞 系 增殖能 力 的影响 。

２５
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

Ｆ ｉ
ｇｕｒｅ２ －

３ ：Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｏｎ

ｐ
ｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ ＧＢＣｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉｎｅ ｓ ．

（Ａ ：ＮＯＺ 细胞 系 ；
Ｂ ：ＥＨＧＢ －

１ 细胞 系 ；
Ｃ ：ＧＢＣ －ＳＤ 细胞 系 。 横坐标 ０ 点代表铺板后

６ｈ 。 纵坐标 以铺板后 ６ｈ 的 ＯＤ４５ ０ 值为 １ 。

＊ ＊ ＊
：Ｐ＜０ ． ００ １ ）

克隆形成试验能够检测单个细胞增殖形成集落的能力 ， 将经过过表达慢病毒和抑制剂处

理的胆囊癌细胞接种于六孔板中 ， 每孔 １ ０００个细胞 ， 待对照组细胞单个克隆细胞数大于 ５ ０个

时进行结晶紫染色 ， 肉眼观察形成的克隆总数 ， 然后镜下观察单个克隆 内细胞数 。 结果见图

２ －４ ， 过表达与抑制表达 ｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐ 均无法改变胆囊癌细胞系 的克隆形成能力 。

Ａ
Ｌｖ ＮＣＬｖ ｎｉ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ

：＼ ．
Ｊ

＾ ．

Ｉｎｈｉ ｂ ｉ ｔｏ ｒ ＮＣ Ｉｎｈｉｂ ｉ ｔｏ ｒ ｍｉＲ－ ９ ９ ａ
－

５
ｐ

祕＿ＧＢＣ ＿

ＳＤ

、

．

卿
ＥＨＧＢ －

ｌ

Ｂ

ｍｉ ＥＨＧ８ －

１ ＧＢＣ － ＳＤ

ＭＯ －
． ２ ９〇

ｉ执
１

丨

： ｉｒ ＿ｒ＾ｂＩ
Ｖ／

图 ２
－

４ ：Ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 对胆囊癌单个细胞体外增殖能 力 的影响 。

Ｆ ｉ
ｇｕｒｅ２ －４ ：Ｔｈｅｅ ｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｏｎ ｔｈｅ

ｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔ ｉｏｎｏｆ ＧＢＣｓ ｉｎｇ
ｌｅｃｅ ｌ ｌ ｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ．

（
Ａ

）
经抑制 剂和过表达慢病毒处理后 的胆囊癌细胞克隆形成 图 片 ；

（Ｂ ） 胆囊癌细胞 系

克隆数柱状 图 。 结果均无统计学差异 。

为了更进
一

步明确 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 是否对胆囊癌细胞增殖能力有影响 ， 我们将 ＮＯＺ 细胞用

慢病毒感染来过表达 ｍ ｉＲ －９９ａ
－

５ｐ ， 然后将细胞悬液注射至裸 鼠腋下 ， 四周后将裸鼠处死 。 如

图 ２
－

５所示 ， 过表达 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 后裸 鼠皮下瘤生长能力稍有抑制 ， 但并无统计学差异 。 以上

试验共同说明 了ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 不能明显影响胆囊癌细胞的增殖能力 ？

２６
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

Ａ Ｂ

暴以患）
＾＾ｍ４ｍ＊＾ＷｗＬｖ ＮＣｆｌｙ＾ＭＶ ｌ

Ｈ
｜
ＷＷｗ

ＷＶ
４

＼ｍＬｖ ｍｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ■ 幾Ｊ

Ｍ Ｊ ｉ ｔ
）

ｐ｛ｊ
ｌｌｆ Ｉ ２ Ｈ Ｉ

？

．０ ７８ ！ ｌ １ ０ Ｉ  ｜
Ｋ Ｉ

｜
１ ３ １ ４ ｉ ｒ？ ＾Ｏｆ

Ｄ
一

１剛

１
＋Ｌｖ Ｎ Ｃ

＾ Ｐ ＝０ ． １ ５ １
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丨＾ ０ １ ２ ３ ４

， Ｔｉｍｅ
（
ｗｅｅｋ ｓ

）

ｖ
４

图 ２ －

５ ：ＭｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 对 ＮＯＺ 细胞系体内增殖的影响 。

Ｆ ｉｇｕｒｅ ２
－

５ ： Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｏｎ ｔｈｅ

ｇｒｏｗｔｈｏｆ ＮＯＺｃｅ ｌ ｌｓ ｉｎ ｖ ｉｖｏ ．

（
Ａ

）
裸鼠成瘤 大体 图

； （
Ｂ

）
取 出 的皮下瘤照 片 ； （

Ｃ
）
皮下瘤重量散点 图 ； （

Ｄ
）
皮下瘤生长 曲

线 。 结果均无统计学差异 。

３ ．２ｍ ｉＲ－９９ａ－５ｐ 对胆囊癌细胞转移侵袭能力的影响

在 以上研宄的基础上 ， 为了继续研宄 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 对胆囊癌细胞转移侵袭能力的影响 ，

我们进行 了体外的 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 小室试验和细胞划痕愈合实验 。 通过有基质胶和无基质胶的

Ｔｒａｎｓｗｅ ｌｌ 小室 ， 我们分另 丨

Ｊ能够检测细胞的体夕卜侵袭和转移能力 。 如 图 ２
－６所示 ， Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 小

室试验显示过表达 ｍ ｉＲ－９９ａ－

５ｐ 能够显著抑制胆囊癌细胞系 ＮＯＺ 和 ＥＨＧＢ －

１ 的侵袭转移能

力 ， 而经过 ｍ ｉＲ－ ９９ａ－

５ｐ
Ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏｒ 处理后 ， 穿过小室的 ＧＢＣ－ＳＤ 细胞明显增多 。

２７
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

ＡＬｖ ＮＣＬｖｍ ｉＲ －

９９ ａ
－

５ｐＬｖ ＮＣＬｖｍ ｉＲ － ９ ９ａ －

５
ｐ

Ｎ〇Ｚ
＇

”Ｃ

４？
１

Ｉ

￣

ｆ ｌ

￣

ｌ ｌ

￣

ｌ

－國曬画■ｇ
ＩＬＬｌ

Ｍ ｉ
ｇｒａ ｔ ｉｏｎ Ｉｎｖａ ｓ ｉｏｎ

〇^

°

Ｂ Ｉｎｌｌ ｉｂ ｉ ｔｏｒ ＮＣＭ ｉｉｂ ｉ ｔｏｒ ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ

Ｉ Ｊ Ｉ ｎ ｖ ａ ｓ ｉｏ ｎ

￣圓画 ｓ

：

ｆｒ
一

＿＿衡
ＧＢＣ － ＳＤ ^

图 ２
－

６ ： 胆囊癌细胞 系 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 迁移Ａｆ曼袭实验 。

Ｆ ｉｇｕｒｅ２
－

６ ： Ｔｒａｎｗｅ ｌｌ ｃｈａｍｂｅ ｒ ｉｎｖａｓ ｉｏｎ／ｍｅ ｔａｓ ｔａｓ ｉ ｓａｓ ｓａｙ 
ｉｎＧＢＣｃｅｌｌ ｌ ｉｎｅｓ ．

（Ａ ）ＮＯＺ 、 ＥＨＧＢ －

１ 迁移Ａ曼袭细胞镜下 图 ；
（Ｂ ）ＧＢＣ－ＳＤ 迁移 ／侵袭细胞镜下 图 ；

（Ｃ ） 各细胞 系 迁移实验细胞数统计 图 ；
（Ｄ ） 各细胞 系 侵袭 实验细胞数统计 图 。

＊ ＊
： Ｐ＜

０ ． ０ １
，

＊ ＊ ＊
： Ｐ＜０ ．００ １ 〇

同时进行的细胞划痕愈合试验获得了 同样的结果 。 三组细胞中 ， 经过 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 处理

后的细胞４ ８ｈ 后划痕宽度明显较对照组细胞大 ， 提示其划痕愈合速度最慢 ， 细胞迁移能力减

Ｓｉ 。 相反地 ， ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ Ｉｎｈｉｂ ｉｔｏ ｉ

？

处理后的细胞划痕愈合速度增加 ， 划痕宽度明显减小 （图 ２
－

７
）

。 以上试验共同表 明 了ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 能够明显地抑制胆囊癌细胞在体外的侵袭和转移能力 。

２８





上海交通大学博士学位论文


ａＬｖＮＣＬｖ ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５
ｐ
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５
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ＮＯＺ Ｅ ＨＧＢ －

１ ＱＢＣ  ＳＤ

图 ２ －

７ ： 胆囊癌细胞 系 划痕愈合实验 。

Ｆ ｉｇｕｒｅ２
－

１  ＼ｗｏｕｎｄｈｅａｌ ｉｎｇ
ａｓ ｓａｙ

ｉｎＧＢＣｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉｎｅ ｓ ．

（
Ａ

）
镜下观察胆囊癌细胞 系 ４ ８ 小 时之 内 划痕愈合情况 ； （

Ｂ
）
对划痕愈合距 离进行定量分

析 。

＊ ＊
：Ｐ＜０ ．０ １

；
＊ ＊ ＊

；Ｐ０ ． ００ １ ．

裸鼠脾脏注射肝转移是
一

种能够反应肿瘤细胞在体 内转移能力的动物模型 ， 常用于消化

道恶性肿瘤的体 内模型构建 。 我们把感染 了ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 过表达慢病毒的 ＮＯＺ 细胞系通过脾

脏注射至裸 鼠体 内来评估 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 在动物体 内对胆囊癌细胞转移能力 的影响 。 我们发现

对照组细胞在同样的时 间里在裸 鼠 中有更高的肝转移发生率 （
３ ／５ｖｓ１ ／５

）
， 肝脏的 ＨＥ 染色也

同时证实了转移结节的存在 （图 ２ －

８
）

。 以上结果表明 ｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐ 能够在动物体 内起到抑制胆

囊癌细胞转移能力 的作用 。

２９
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Ａ邊遽Ｂ
１

瞧憑
Ｌｖ ＮＣＬｖ ＨｌｌＲ－

９９ ａ
－ ＾
ｐＵｖｅ ｒ ｍ ｅｔｓ ｓ ｔａ ｓ ｔｓ ｍｏｄｅ ｌ

ｃ

ｍｍ
Ｍｅｔａ ｓｔａｓ ｉ ｓＮｏｒｍａ ｌ ｌｉｖｅｒ ｔ ｉ ｓｓｕｅ

图 ２ －

８ ： 裸鼠脾静脉肝转移模型 。

Ｆ ｉｇｕｒｅ２
－

８ ：Ｓｐ ｌｅｎｉｃ
－

ｌ ｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓ ｉ ｓ ｍｏｄｅ ｌｏｆ ｎｕｄｅｍ ｉｃｅ ．

（
Ａ

）
两 组裸鼠肝脏典型 大体图 片 ，

箭头指 向转移灶 ； （
Ｂ

）
发生肝转移的个体数 ； （ Ｃ ） 正

常肝和转移灶 ＨＥ 染 色对比 图 。

此外 ， 由于在许多肿瘤中 ， 侵袭转移的发生于 ＥＭＴ 作用直接相关 ， 所以我们也检测了

ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 处理后 ＥＭＴ 相关蛋 白 的表达水平变化 。 通过
＇

Ｗｅ ｓｔｅｒｎ Ｂ ｌｏｔ 试验 ， 我们可 以发现

ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 的过表达使与上皮细胞相关的蛋 白 Ｅ－

ｃａｄｈｅｒ ｉｎ 的表达水平显著升高 ， 而代表间

质细胞水平的标志物 Ｎ－

ｃａｄｈｅｒ ｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔ ｉｎ 的表达水平则有所下降 （ 图 ２ －

９ ） 。 该结果说 明

了ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 能够抑制 ＥＭＴ 过程的发生 ， 从而达到减弱胆囊癌细胞侵袭转移能力的作

用 。

Ａ户 －

铲Ｂ？ ＇

Ｅ －

ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｉ ＩＥ －

ｃａｄｈｅｒｉｎ ｉ－—？
ｉ

Ｎ－Ｃａｄｌｉｅｒｉｎ
￣￣

Ｎ－Ｃ ａｄｈｅｒｉｎ １

－

＾＾＾ Ｉ

Ｖｉｉｎｅｎ ｔ ｉｉｉＶｉｍｅｎｔ ｉｎ

ＧＡＰＤＨ＾ｍ＾
￣

＼ＧＡＰＤＨ—＾Ｔ
｜

ＮＯＺ ＥＨＧＢ －

１

图 ２－

９ ：ＮＯＺ 和 ＥＨＧＢ－

１ 细胞系 中过表达 ｍｉＲ－

９９ａ－５ｐ 后 用 ＷＢ 检测 ＥＭＴ 相关蛋 白 的表

达 。

３ ０
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Ｆ ｉ
ｇｕｒｅ２

－

９ ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎ ｏｆ ＥＭＴ－

ｒｅ ｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅ ｉｎｓ ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ 

ＷＢａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ

ｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｉｎ ＮＯＺａｎｄ ＥＨＧＢ －

１ｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉｎｅ ｓ ．

４ ． 讨论

近年来 ， 胆囊癌在诊断及治疗方面取得了
一

些进展 ， 但早期的淋巴结转移和对肝脏的直

接侵犯 ， 以及根治性手术后容易局部复发和淋巴结转移仍然是限制胆囊癌患者获得长期无病

生存的重要原 因 ［

３ ４
］

。 所以研宄如何抑制胆囊癌的侵袭转移功能是提高胆囊癌治疗效果的关

键 。 但 目 前胆囊癌高侵袭转移能力 的原因和机制 尚未被阐 明 。

ｍ ｉＲＮＡ 是
一

类单链的小分子非编码 ＲＮＡ ， 在进化上相对保守 ， 通过与特异性靶基因 的

３
’

ＵＴＲ 区结合来直接降解靶基因 ｍＲＮＡ 或者抑制靶基因 的 ｍＲＮＡ 的翻译过程来实现对靶

基因 的调控 。 与其它恶性肿瘤研宄的情况类似 ， 近些年来 ， ｍ ｉＲＮＡ 在胆囊癌领域的研宄也

不在少数 ［

３ ５
＿

３ ８
］

。

在本部分研宄 中 ， 我们通过对胆囊癌细胞系进行过表达与抑制表达 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的处理 ，

然后分别通过 ＣＣＫ ８ 、 克隆形成 、 细胞划痕愈合 、 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 小室试验 以及体 内动物试验等方

法探宄 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 对胆囊癌增殖及侵袭转移功能的影响 。 我们发现 ， ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 表达的改

变对胆囊癌细胞的增殖功能影响不大 。 但用过表达慢病毒处理之后 ， 胆囊癌细胞系 ＮＯＺ 和

ＥＨＧＢ －

１ 穿过有基质胶或无基质胶 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 小室的细胞数 目 明显减少 ， 细胞划痕愈合时间

也 明显延长 。 反之 ， 用 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 抑制剂处理胆囊癌细胞系之后 ， 胆囊癌细胞的侵袭转移

能力得到 了增强 。 在体 内试验中也得到 了类似的结论 。 这充分说明 了ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 无论在体

外还是在体外都参与 了胆囊癌的侵袭转移过程 。

肿瘤的侵袭转移过程相当复杂 ， 涉及到许多效应分子、 信号通路及肿瘤微环境方面的影

响 。 虽然关于胆囊癌的研究有很多 ， 但究竟是哪种分子或是哪个信号通路主导 了胆囊癌的侵

袭转移过程 ， 目前仍未有定论 。 Ｂａｏ 等 发现 ｍ ｉＲ－

１ ０ １ 可以靶向抑制促癌基因 ＺＦＸ ， 实现

一

部分对胆囊癌发展的功能调节 。 另外 ， ｍ ｉＲ－

１ ０ １ 可 以对 Ｓｍａｄ 通路产生影响 ， 抑制 了ＴＧＦ －

０ 介导的 ＥＭＴ 过程 ， 实现了对胆囊癌的侵袭转移等功能的抑制 。 而另
一

项研宄发现 ， ｍ ｉＲ－

２９ｃ
－

５ｐ 通过靶定 ＣＰＥＢ４ 基因来负 向调节胆囊癌的增殖和转移功能 ， 同时也能直接抑制

ＭＡＰＫ 通路 ， 从而增强 ｍ ｉＲ－

２９ｃ
－

５ｐ 的抑癌效果 ［
１ ５

］

。 我们还需要进
一

步的深入研宄来明确

ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 是如何在胆囊癌中发挥调控侵袭转移功能的作用 。

３ １
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

５ ． 小结

１ ．ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 无论在体 内还是体外对胆囊癌细胞的增殖功能影响均不明显 ；

２ ．ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 可 以体 内体外抑制胆囊癌细胞的侵袭转移 ；

３ ．ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 影响 了胆囊癌细胞的 ＥＭＴ 过程 ， 从而导致了对其侵袭转移能力 的抑制 。

３ ２
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第三部分 ： ｍｉＲ－９９ａ－５ｐ 通过靶定 ＭＴＯＲ 和 ＳＭＡＲＣＡ５ 影

响胆囊癌的功能

ｌ ． 前言

胆囊癌是恶性程度极高的消化道恶性肿瘤 ， 也是胆道系统中最常见的恶性肿瘤 ， 发病率

在消化道肿瘤中排在第六位 ， 严重影响 了人类健康 。 在中 国 ， 胆囊癌的发病率为 ３ ． ９／ １ ０ 万人

ｍ
。 如能早期发现 ， 行根治性手术可 以达到比较满意的 ５ 年生存率 。 但胆囊癌起病较为隐匿 ，

且早期缺乏特异性的症状 ，

一

经发现 ， 许多患者已经进展到 中晚期 ， 失去 了行根治性手术的

机会 ， 且 目前放化疗等手段不能达到满意的治疗效果 ， 总体 ５ 年生存率仅为 ５％ ［
２

］

。 因此 ，

早期诊断是改善胆囊癌预后的关键 。 且研宄发现 ， 胆囊癌所导致的死亡病例 中超过 ９０％为肿

瘤复发转移所致 因此 ， 关于胆囊癌发病 以及复发侵袭转移机制 的研宄有助于寻找新的胆

囊癌肿瘤标志物和靶向药物治疗的新靶点 ， 对于改善胆囊癌诊疗水平以及患者预后具有重要

意义 。

截至 目前 ， 人类已经发现了上万个 ｍ ｉＲＮＡ 分子 ， 他们与下游的 目标耙蛋 白构成了复杂

的作用 网络 。 数据显示有超过 ３ ０％的蛋 白质在
一

定程度上收到 了ｍ ｉＲＮＡ 的直接或间接调控

［
４ Ｑ

］

。 与传统基因组相 比 ， ｍ ｉＲＮＡ 相关的对肿瘤生物学行为的调控网络更为庞大 。 ｍ ｉＲＮＡ 通

过碱基互补配对原则与靶基因 的 ３
’

ＵＴＲ 区进行结合 ， 直接对 ｍＲＮＡ 进行降解或者影响其后

的蛋 白翻译过程 。

一

个 ｍ ｉＲＮＡ 可能针对下游多个粑基因产生作用 ， 而
一

个蛋 白可能也受到

多个 ｍ ｉＲＮＡ 的调控 ［
４ １

］

。 对下游靶基因 的预测及研宄是 了解 ｍ ｉＲＮＡ 影响肿瘤机制的重要研

宄手段 。

在上
一

部分中 ， 我们 明确 了ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 对胆囊癌细胞侵袭转移能力的影响 ， 起着抑癌

的作用 。 为了 了解它的调控机制 ， 我们采取生物信息学的工具来寻找和预测其下游的候选靶

基因 ， 并用双荧光素酶报告基因试验和蛋 白免疫印迹试验来进行验证 。 同时 ， 我们也将对可

能参与调控 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 功能的潜在信号通路进行研宄 ， 从而更加完善其作用机制 。

３ ３
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

２ ． 材料与方法

２ ． １ 实验材料

２ ． １ ． １ 主要实验试剂

名称 厂家

双荧光素酶报告系统试剂盒美国普洛麦格公司

质粒小提中量试齐 ！Ｊ盒
（
无 内毒素 ）北京天根公司

Ｖ ｉａｆｅｃｔ 试剂 美国普洛麦格公司

Ｌ ｉｐｏｆｅｃｔａｍ ｉｎｅ２０００ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司

无水乙醇 国药集团化学试剂有限公司

二 甲苯 国药集团化学试剂有限公司

醋酸 国药集团化学试剂有限公司

其余试剂请参见本文第二部分
“

２ ．材料与方法
”

。

２ ． １ ．２ 主要实验仪器

仪器名称 厂家

化学发光仪 美国伯乐公司

２ ．２ 实验方法

２ ．２ ． １ 通过生物信息学方法预测 ｍ ｉＲ－９９ａ－５ｐ 的靶基因

对于ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ耙基因 的生物信息学预测分析 ， 本部分实验采用ｍ ｉＲＤＢ 、 ＴａｉｇｅｔＳｃａｎ 、

ｐ ｉｃＴａｒ和ｍ ｉＲａｎｄａ预测工具完成 。

２ ＿２ ．２ 双荧光素酶报告基因实验

我们采用双荧光素酶报告基因实验验证候选靶基因与ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ的直接作用关系 。 包含

３ ４
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

ＭＴＯＲ 、 ＳＭＡＲＣＡ ５的 ３ 

’

ＵＴＲ区域的双荧光素酶报告基因质粒及阴性对照突变体质粒的合成

由上海龙钱生物科技有限公司完成 。 野生型质粒包含ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ的结合位点 ， 而突变型质粒

在ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ结合位点进行随机序列突变 。 ＰＣＲ产物插入ｐｍ
ｉｒＧＬＯ载体 。 ＭＴＯＲ－

３
’

ＵＴＲ

ｐｍ ｉｒＧＬＯ质粒或 ＳＭＡＲＣＡ ５
－

３
’

ＵＴＲ
ｐｍ ｉｒＧＬＯ质粒与相应的ｍ ｉＲＮＡ模拟物或抑制剂在２９３Ｔ细

胞中共转染 。 ４８小时后使用双荧光素酶报告基因实验试剂盒进行萤火虫荧光素酶和海肾素荧

光素酶活性的检测 。 使用海肾素荧光素酶活性进行相对荧光活性的标准化 。

共转染具体步骤 ：

１ 、 转染前
一

天将 ２９３Ｔ 细胞铺到 ２４ 孔板中 ， 每孔铺 １ ０ 万细胞 ， 置于 ５％Ｃ０２ 细胞培养箱

中 ３ ７

°

Ｃ培养 ， 使第二天转染时细胞融合度达到 ５ ０％ 。

２ 、 每孔细胞转染 １ ０ｎｇ 质粒和 １
（

ｊＬ 的 ｍ ｉＲＮＡ 的模拟物或抑制剂 ， 使用 Ｌ ｉｐｏｆｅｃｔａｍ ｉｎ２０００ 转

染试剂 １卟 。

３ 、 在
一

个 １ ． ５ｍ ｌＥＰ 管 中加入 ５０吣 的 ｏｐｔ ｉＭＥＭ ， 再加入 １ ０ｎｇ 的相应质粒和 １叫 的相应

ｍ ｉＲＮＡ 模拟物或抑制剂 ， 轻柔混勾 ； 另
一

个 １ ． ５ｍ ｌＥＰ 管中加入 ５０卟 的 ｏｐｔ ｉＭＥＭ ， 再

加入 Ｌ ｉｐｏｆｅｃｔａｍ ｉｎ２０００ 转染试剂 ｌ
（

ｘＬ ， 室温下静置 ５ｍ ｉｎ 后将两个 ＥＰ 管中 的试剂混句 ，

室温下共同孵育 ２０ｍ ｉｎ 。

４ 、 将培养的细胞取出 ， 用 ＰＢ Ｓ 清洗所有细胞
一

次后 ， 在每个培养孔中加入 ４００叫 含 ＦＢ Ｓ

不含双抗生素的 ＤＭＥＭ 培养基 。

５ 、 将孵育好的混合物按加入对应孔中 ， 轻柔混匀 ， 将细胞继续放回培养箱 中培养 ， ６ｈ 后更

换为完全培养基培养 。 转染 ４ ８ｈ 后进行双荧光素酶报告基因试验 。

２ ．２ ．３ 靶基因过表达质粒的构建与转染

ＳＭＡＲＣＡ５ＣＤＳ区
（
Ｃｏｄｉｎｇｓ ｅｑｕｅｎｃｅ ）的全长被 由上海龙钱生物科技有限公司插入ｐＣＭＶ

质粒的ＭＣＳ区 （ 图 ３
－

１ ） ， 构建成为ｐＣＭＶＧＦＰＰｕｒｏ０ ５ （

－

）
ＳＭＡＲＣＡ ５质粒 ， 并且转染至胆囊癌细

胞系 。 使用嘌呤霉素筛选出稳定表达ＳＭＡＲＣＡ ５的克隆 。 使用实时荧光定量ＰＣＲ和蛋 白 印迹

试验验证ＳＭＡＲＣＡ ５的表达水平 。 空载体作为空 白对照组 。

３ ５
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

＾
丁舰州 ）

§＼
Ｉ ｉ ｍＩ

ｋＺＪ
Ｘｈｏ ｌ  （

４ １ １ ２
）

图 ３
－

１ ：ｐＣＭＶＧＦＰＰｕｒｏ０ ５
（

－

）
ＳＭＡＲＣＡ ５ 的 质粒 图 谱 。

Ｆ ｉｇｕｒｅ ３
－

１ ：Ｖｅｃｔｏ ｒｍａｐ
ｏ ｆ

ｐ
ＣＭＶＧＦＰＰｕｒｏ０５

（

－

）
ＳＭＡＲＣＡ ５ ．

质粒转染具体步骤 ：

１ 、 转染前
一

天将细胞铺到六孔板中 ， 置于 ５％Ｃ０２ 细胞培养箱中 ３ ７

°

Ｃ培养 ， 使第二天转染

时细胞融合度达到 ７０％ 。

２ 、 每孔细胞转染 ２ｐｇ 质粒 ， 使用 ｖｉａｆｅｃｔ 转染试剂 ６＃ 。

３ 、 将相应体积的质粒和 ６叫／孔的 ｖｉａｆｅｃｔ 试剂共同加入 ３ ００叫／孔的 ｏｐｔ ｉＭＥＭ 培养基中 ， 轻

柔混匀 ， 室温下共同孵育 １ ５ｍ ｉｎ 。

４ 、 将培养的细胞取出 ， 用 ＰＢ Ｓ 清洗所有细胞
一

次后 ， 在每个培养孔 中加入 １ ７００叫 含 ＦＢ Ｓ

不含双抗生素的对应培养基 。

５ 、 将赙育好的含质粒的 ｏｐｔ ｉＭＥＭ 按 ３ ００叫／孔体积加入对应孔中 ， 轻柔混匀 ， 将细胞继续放

回培养基中培养 ， ６ｈ 后更换为完全培养基培养 。

６ 、 转染 ２４ｈ 后继续后续试验 。

２ ．２ ．４ 小干扰 ＲＮＡ 合成

针对ＳＭＡＲＣＡ５的小干扰ＲＮＡ（ ｓ ｉＲＮＡ ） 和 阴性对照 ｓ ｉＲＮＡ 由上海拓然生物有限公司合

成 ， 并用ＲＦｅｃｔ转染试剂转染至胆囊癌细胞中 。 使用实时荧光定量ＰＣＲ和蛋 白 印迹试验验证

ＳＭＡＲＣＡ ５
的表达水平 。 ＳＭＡＲＣＡ ５

的小千扰ＲＮＡ序列 ： ５
＇

－

ＧＵＣＡＧＡＧＵＧＵＵＣＣＧＣＵＵＵＡ－

３
＇

＝

３ ６
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２ ．２ ．５ 主要实吋定置荧光 ＰＣＲ 引物列表

—

名称 序列

ＭＴＯＲ－Ｆ ５
＇

－

ＡＧＣＣＧＡＡＧＧＡＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧ 
－

３
＇

ＭＴＯＲ－Ｒ ５
＇

－

ＴＴＣＧＧＡＣＣＡＧＣＴＣＧＴＴＡＡＧＧ 
－

３
＇

ＳＭＡＲＣＡ５
－Ｆ ５

＇

－

ＧＣＡＴＧＡＧＣＴＧＴＧＧＴＣＡＣＴＴＣ
－

３
＇

ＳＭＡＲＣＡ ５
－Ｒ ５

＇

－

ＧＣＣＴＴＡＡＴＴＣＧＡＣＧＡＡＧＧＡＧ 
－

３
＇

ＧＡＰＤＨ－Ｆ Ｓ
＇

－ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ＾
＇

ＧＡＰＤＨ－Ｒ ５
＇

－ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ －３
，

２ ．２ ．６ 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２ １ ． ０ 软件进行统计学分析 。 组间 比较则采用 ｔ 检验方法 ， 计量资料均 由 （
平

均数 ± 标准差 ）表示 。 以 户＜０ ． ０５ 为有统计学意义 。 所有实验数据为三次重复实验得出 的平

均值 。

３ ． 实验结果

３ ． １ｍ ｉＲ－９９ａ－５ｐ 的勒基因预测

通过运用生物信息学技术的分析 ， 我们可 以预测与 ｍ ｉＲＮＡ ｓ 直接作用 的下游靶基因 ，

从而更加深入研究其影响肿瘤细胞生物学行为的机制 。 在本研究 中 ， 我们选择了ｍ ｉＲＤＢ 、

ＴａｒｇｅｔＳｃ ａｎ 、 ｐ ｉｃＴａｒ 和 ｍ ｉＲａｎｄａ 等在线数据库作为预测工具 。 根据预测结果 ， 我们选择了在

这四个数据库 中均排名靠前的基因 ＳＭＡＲＣＡ ５ 和 ＭＴＯＲ 作为候选靶基因 的对象 。

表 ３
－

１ ： 生物信息学预测 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 与候选靶基 因 ＳＭＡＲＣＡ５ 和 ＭＴＯＲ 的结合位点 。

Ｔａｂ ｌｅ３
－

１ ：Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ
ｓ ｉｔｅｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｔｏｃ ａｎｄ ｉｄａｔｅｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｓＳＭＡＲＣＡ ５ａｎｄ ＭＴＯＲ

ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙ 

Ｂ ｉｏ ｉｎｆｏｒｍａｔ ｉｃ ｓ ．

３ ７
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－
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＇
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＇
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＇

ＵＴＲ Ｍｕｔａｎｔ５
＇

 ． ． ． ＡＧＵＡＧＵＵＣＵＵＵＡＡＵＵＡＵＧＡＡＣＡＣ ． ． ．

Ｐｏ ｓ ｉｔ ｉｏｎ ２９５ －

３ ０ １ｏｆ ＭＴＯＲ ３
＇

ＵＴＲ５
＇

 ． ． ． ＣＣＡＵＡＡＣＵＵＵＡＧＡＡＡＵＡＣＧＧＧＵＵ ． ． ．

Ｉ  Ｉ Ｉ Ｉ

Ｈａｓ
－ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ ３
＇

ＧＵＧＵＵＣＵＡＧＣＣＵＡＧＡＵＧＣ ＣＣＡＡ

 Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ

ＭＴＯＲ ３
＇

ＵＴＲ Ｍｕｔａｎｔ ５
＇

 ． ． ． ＣＣＡＵＡＡＣＵＵＵＡＧＡＡＡＵＡＧＣ ＣＧＵＵ ． ． ．

３ ．２ 双荧光素酶报告基因试验验证 ｍ ｉＲ－９９ａ－５ｐ 的靶基因

为 了验证 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 与候选靶基因是否能够直接作用 ， 我们分别构建了带有 ＭＴＯＲ 和

ＳＭＡＲＣＡ ５ 基因 ３
’

ＵＴＲ 区 的野生型和突变型双荧光素酶报告基因 的质粒 ， 将它们与 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 模拟物以及抑制剂共转染之后 ， 通过双荧光素酶报告基因试剂盒来检测相应组别荧

光素酶的活性 。 试验结果显示 ， ＭＴＯＲ 和 ＳＭＡＲＣＡ ５ 野生型 ３
’

ＵＴＲ 质粒与 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 模拟

物共转染之后 ， 与突变型质粒组相 比 ， 均能 明显使相应荧光素酶活性降低 （图 ３
－

２ Ａ
）

。 另外 ，

我们还将 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 模拟物与对照模拟物分别与 ＭＴＯＲ 和 ＳＭＡＲＣＡ ５ 野生型 ３
’

ＵＴＲ 质粒

共转染 。结果发现 ， ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 模拟物与对照组相 比均能 明显下调荧光素酶的活性 。相反地 ，

ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 抑制物与靶基因 的野生型 ３
’

ＵＴＲ 质粒共转染能够增强荧光素酶的活性 （图 ３
－２

Ｂ
，
Ｃ

）
。

３ ８
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＇
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Ｉ
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］ｍｍ
－３

，

Ｕ ＴＲ ＇ｗ ｔ

ｊ

＇

Ｊ ，
ｉ
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Ｄｍｍ ｉｍ ｉ ｃ ９９ ａ＾ ＊…

１ ５
１ ，

￣￣

＊

—

ｙｒ
——

＼ ＾ 

３

１ １ １ １ １Ｈ Ｉｎ ｈ ｉｂ ｉ ｔｏ ｒ  ９９ａ

署 ｜丁
■ ｉｎ ｈ ｉ ｂ ｉｔｏｒ ＮＣ

Ｉｋｈ ！
：Ｈａ，

／／，／
， ／

会
，

图 ３
－２ ：Ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 抑制 ＭＴＯＲ 和 ＳＭＡＲＣＡ５３
’

ＵＴＲ 报告基因 活性 。

Ｆ ｉｇｕｒｅ ３
－

２ ： Ｒｅ ｌａｔｉｖｅａｃｔ ｉｖｉｔｙ
ｏｆ  ｌｕｃ ｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒｓｏｆ ３

！

ＵＴＲ
ｐ ｌａｓｍ ｉｄｓｏｆ ＭＴＯＲ ａｎｄ

ＳＭＡＲＣＡ５ ｉｎｈｉｂ ｉｔｅｄｂｙ 
ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ ．

（
Ａ

）
ＭＴＯＲ 和 ＳＭＡＲＣＡ５ 野生型 ３

’

ＵＴＲ 质粒与 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 模拟物共转染 ； （
Ｂ

） 
ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 模拟物与对照模拟物分别 与 ＭＴＯＲ 和 ＳＭＡＲＣＡ ５ 野生型 ３
’

ＵＴＲ 质粒共转染 ； （
Ｃ

）

ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 抑制物与对照抑制物与靶基 因 的野生型 ３
’

ＵＴＲ 质粒共转染 。

＊
：Ｐ＜０ ． ０ ５

；

＊ ＊
：

Ｐ＜０ ．０ １
；

＊ ＊ ＊
： ｐ
＜０ ． ００ １ 〇

３ ．３ｍ ｉＲ－９９ａ－５ｐ 对候选靶基因 ＭＴＯＲ 和 ＳＭＡＲＣＡ５ 表达ｆｔ的影响

为了验证 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 对候选靶基因 ＭＴＯＲ 和 ＳＭＡＲＣＡ５ 在 ｍＲＮＡ 水平和蛋 白水平表

达量的影响 ， 我们使用 了实时荧光定量 ＰＣＲ 和蛋 白 印迹试验分别检测 了过表达 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ

后胆囊癌细胞内 ＭＴＯＲ 和 ＳＭＡＲＣＡ５ 在 ｍＲＮＡ 水平和蛋 白水平表达量的变化 。 如图 ３
－

３ 所

示 ， 在ＮＯＺ和 ＥＨＧＢ －

１ 两株胆囊癌细胞中 ， 过表达 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 不能造成候选靶基因在 ｍＲＮＡ

水平上表达量的改变 ， 但能显著抑制靶基因 的蛋 白表达量 。

３ ９
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＇

１
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ｉ Ｊ Ｉ ＬＩＩＩ？
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 ＃，

＂

 ＥＨＧＢ －

ｌ

图 ３
－

３ ： 过表达 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 后 ＮＯＺ 和 ＥＨＧＢ －

１ 细胞中 ＭＴＯＲ 、 ＳＭＡＲＣＡ５ 的 ｍＲＮＡ 和蛋 白水

平表达量 。

Ｆｉｇｕｒｅ ３
－

３ ： ｍＲＮＡａｎｄ
ｐ

ｒｏｔｅ ｉｎ  ｌｅｖｅ ｌｓ ｏｆＭＴＯＲ ａｎｄ ＳＭＡＲＣＡ５ ｉｎ ＮＯＺａｎｄ ＥＨＧＢ －

１ｃｅｌ ｌ  ｌ ｉｎｅｓ ａｆｔｅｒ

ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓ ｉｎｇ 

ｍｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ ．

（
Ａ

）
过表达 ｍｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 后 ＮＯＺ 细胞 系 中 ＭＴＯＲ 和 ＳＭＡＲＣＡ５ ｍＲＮＡ 表达水平变化 ； （
Ｂ

） （
Ｃ

）
过

表达 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 后 ＮＯＺ 细胞系 中 ＭＴＯＲ 和 ＳＭＡＲＣＡ５ 蛋白表达水平变化 ； （
Ｄ

）
过表达 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 后 ＥＨＧＢ －

１ 细胞 系 中 ＭＴＯＲ 和 ＳＭＡＲＣＡ５ ｍＲＮＡ 表达水平变化 ； （
Ｅ

） （
Ｆ
）
过表达 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
后ＥＨＧＢ －

１细胞 系 中ＭＴＯＲ 和 ＳＭＡＲＣＡ５蛋白表达水平变化 。

＊
：Ｐ＜０ ． ０５

；

＊ ＊
：Ｐ＜０ ． ０ １

；

＊ ＊ ＊
： ｐ
＜０ ． ００ １ 〇

综合上述试验结果 ， 我们可 以得出结论 ： ＭＴＯＲ 和 ＳＭＡＲＣＡ ５ 都是 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的直接

靶基因 。

３ ．４ＳＭＡＲＣＡ５在胆囊癌患者组织中的表达以及与临床病例资料和预后的相关性

为了 了解 ＳＭＡＲＣＡ５ 在胆囊癌患者组织中 的表达情况 ， 我们利用 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 检测 了３ ０ 对

胆囊癌组织及其对应癌旁组织中 ＳＭＡＲＣＡ ５ 的表达量 。 结果证明 ＳＭＡＲＣＡ５ 在胆囊癌组织

中 的表达量显著高于癌旁组织 （
Ｐ＜０ ． ００ １

）
。

４０
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Ｗ
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，



，

１

＾＊４

图 ３
－４ ：ＳＭＡＲＣＡ５ 在胆囊癌组织 中 的表达量检测 。

Ｆｉｇｕｒｅ ３
－４ ： Ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆ ＳＭＡＲＣＡ ５ｉｎＧＢＣｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓ ．

（Ａ ）ＳＭＡＲＣＡ５ 在 ３０ 对胆囊癌组织和其癌旁组织 中 的表达量 ；
（Ｂ ）ＳＭＡＲＣＡ５ 在胆囊癌组织

与癌旁组织 中 的表达量对比 。

为了进
一

步明确 ＳＭＡＲＣＡ５在胆囊癌中 的促癌作用 ， 我们将上述患者以 ＳＭＡＲＣＡ５在胆

囊癌组织 中 的平均表达量为界 ， 分为高表达组合低表达组 。 通过临床病理资料分析显示

ＳＭＡＲＣＡ ５表达量与淋巴结转移 （Ｐ＝０ ． ００９ ） 和 ＴＮＭ 分期密切相关 （ Ｐ＝０ ． ０２ ） （表３
－

１ ） 。 生存

分析证实 ， ＳＭＡＲＣＡ ５高表达患者预后明显不 良 （图 ３
－

５
）

。 高表达组和低表达组中位生存时间

分别为６ ． ９个月 和 １ ８个月 ， １年生存率分别为４ ５ ． ０％和 ７０ ． ７％ 。 并且淋巴结转移和 ＳＭＡＲＣＡ５表

达量高低可 以作为胆囊癌患者预后的独立生存因素 （表３
－

２ ） 。

表 ３
－

１ ：ＳＭＡＲＣＡ ５ 相对表达量 与胆嚢癌患者的 临床病理特征的 关 系

Ｔａｂ ｌｅ３
－

１ ：Ａ ｓ ｓｏｃ ｉａｔ ｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎＳＭＡＲＣＡ ５ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎａｎｄｔｈｅ
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ｉｃａｌｃｈａｒａｃ ｔｅｒｉ ｓｔ ｉｃ ｓ ｉｎＧＢＣ
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；
１ ２６＿％

）６
（
５ 〇 －〇％

） １ ． ５ ３ １０ ． ２ １ ６

女 １ ８ ５
（
２７ ． ８％

） １ ３
（
７２ ．２％

）

组织分化

高 －中分化２３８
（
３ ４ ． ８％

） １ ５
（
６ ５ ．２％

）

低分化７３
（
４２ ． ９％

）４
（
５ ７ ． １％

）

Ｔ 分期

ＴｉＡ ９４
（
４４ ． ４

〇

／〇
）５

（
５ ５ ．６

〇

／〇
）

Ｔ３
－Ｔ４ ２ １７

（
３ ３ ． ３％

） １ ４
（
６ ６ ． ７％

）

４ １
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

淋巴结转移

无 ２２ ５
（
２２ ． ７％

） １ ７
（
７ ７ ． ３％

），

６ ． ９０３０ ． ０ ０９

有 ８６
（
７ ５ ． ０％

）２
（
２ ５ ．０％

）

ＴＮＭ 分期

０ －

１ １ １７
（
６３ ． ６％

）４
（
３ ６ ．４％

）’ ｙ ＾

５ ．４４００ ． ０２

ＩＩ
－

ＩＶ


１ ９４
（
２ １ ． １％

） １ ５
（
７ ８ ． ９％

）


Ｐ ＝ ０ ．０ １ ９

－ － ＊Ｈ ｉｇ ｈ ＳＭＡＲＣ^

１ ００ －

，


１
丄Ｌｏｗ ＳＭＡＲＣＡ５

？
＇

； Ｉ

ｉ＼

１
５〇 －ｌ ^

ｐ ？ ． Ｉ 、

？ ｉ

Ｌ
，

〇 

■

 ｉ ｉ ｉ

０ １ ０ ２ ０ ３ ０

Ｍｏｎ ｔｈｅ ｌ ａ ｐ ｓ ｅｄ

图 ３
－

５ ：ＳＭＡＲＣＡ５ 高表达组和低表达组患者的生存曲 线分析 。

Ｆｉｇｕｒｅ ３
－

５ ：Ｓｕｒｖｉｖａ ｌａｎａｌｙｓ ｉ ｓｏｆ ＧＢＣ
ｐａｔ

ｉｅｎｔｓ ｃｏｒｒｅ ｌａｔｅｄｗ ｉｔｈＳＭＡＲＣＡ５ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ．

表 ３
－２ 胆囊癌 患者临床病理 因 素和 ＳＭＡＲＣＡ ５ 表达与 预后 关 系 的单 因 素和多 因 素分析

Ｔａｂ ｌｅ３
－２Ｕｎｉｖａｒ ｉａｔｅａｎｄｍｕ ｌｔ ｉｖａｒｉａｔｅａｎａ ｌ

ｙｓ ｉ ｓｏｆ  ｔｈｅｒｅ ｌａｔ ｉｏｎｓｈｉ
ｐ
ｂｅｔｗｅｅｎ

单因素分析 多 因素分析
因素


ＨＲ
（
９ ５％ Ｃ ｌ

）ｐＨＲ
（
９ ５％ Ｃ ｌ

）ｐ

年龄 （ ＜ ６０ ／ ２６ ０ ） ０ ． ４ １ １
（
０ ．２ １ ３

－

０ ． ７７６
）０ ． ２２６－－

性别 （ 男／女 ） ０ ． ５２２
（
０ ． ２６０

－

１ ． ０７ １
）０ ． ０ ８ ２－－

组织分化 （ 高 ■中分化 ／ 低分化 ） １ ． ２６２
（
０ ． ８ １ ６

－

１ ． ８ ８ １
）０ ． ３ ２ １－－

Ｔ 分期 （ Ｔ３
－Ｔ４ ／ Ｔｉ ｓ

－Ｔ２ ） １ ． ０９ ６
 （
０ ． ５ ９５

－

２ ． １ ２ ７
）０ ． ８０ ８－－

淋巴结转移 （有／无 ） ６ ．２５２
（
２ ．５２７

－

１４ ．６６ １
）＜０ ．００ １８ ． １ １６

（
２ ．５６４

－２３ ．６０９
）＜０ ．００ １

ＴＮＭ 分期 （ ＩＩＩ
－

ＩＶ ／ ０
－

ＩＩ ） ０ ．３２６
（
０ ． １ ６ １

－

０ ． ６３９
）０ ．００ １ ０ ．３４８

 （
０ ． １ ３４

－

０ ． ８４ １
）０ ．０ １２

ＳＭＡＲＣＡ５ 表达量 ６ ．２４８
 （
３ ． １４６

－

１２ ．６５ １
）＜０ ．００ １２ ． ６ １３

 （
１ ． １ ５０

－

６ ．３４６
）０ ．０３６

ＨＲ ： 相对风险系数 ；
Ｃ Ｉ ： 置信区 间 。

３ ．５ｍ ｉＲ－９９ａ－５ｐ 通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ 通路影响胆囊癌细胞的侵袭转移能力

为了进
一

步深入研究 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 是如何对胆囊癌细胞的侵袭转移功能起到调控作用 ，

我们通过蛋 白 印迹试验 （Ｗｅ ｓｔｅｒｎ Ｂ ｌｏｔ 试验 ） 来检测与 ＭＴＯＲ 相关的 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ 信号通路中

相关蛋 白水平的改变 。 如 图 ３
－

６ 所示 ， 在 ＮＯＺ 和 ＥＨＧＢ －

１ 细胞系 中过表达 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 能使

４２
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

ＡＫＴ 蛋 白 的磷酸化水平下降 ， 从而抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ 信号通路的促癌功能 。

Ａ＾Ｂ＾^
／／， ，

ＰＩ ３ＫＰ １ １ ０ａ—＞
１ＰＢＫＰ ｌ ｌ Ｏａ Ｉ＾ｍ

ＰＩ３ＫＰ５ ５ ａ ＰＩ ３ＫＰ５ ５ ａ

ＡＫＴＰ ａｎ ！

＜■？ ＩＡＫＴＰ ａｎ

ｐ
－ＡＫＴ一

 １ Ｐ
－ＡＫＴ １

＾^

ＧＡＰＤＨ ＧＡＰＤＨ

ＮＯＺＥＨＧＢ －

１

图 ３
－

６ ： 过表达 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 后 ＮＯＺ 与 ＥＨＧＢ －

ｌ 细胞 系 中 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ 通路表达水平变化 。

Ｆｉｇｕｒｅ ３
－

６ ： Ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ  ｌｅｖｅ ｌｓ ｏｆｐｒｏｔｅ ｉｎｓ  ｉｎｖｏｌｖｅｄ  ｉｎ ＰＤＫ ／ 
ＡＫＴ ｓ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ 

ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ

ｏｆｍｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 

ｉｎ ＮＯＺ ａｎｄ ＥＨＧＢ －

１ｃｅ ｌ ｌ  ｌ ｉｎｅｓ ．

３ ．６ＳＭＡＲＣＡ５ 对胆囊癌细胞増殖及侵袭转移能力的影响

ＳＭＡＲＣＡ５ 基因在胆囊癌中 的作用和功能 目 前仍然处于未知状态 。 为 了 了解 ＳＭＡＲＣＡ５

对胆囊癌细胞的增殖和转移能力是否会产生影响 ， 我们分别用 ｓ ｉＲＮＡ 和过表达质粒对胆囊

癌细胞进行了敲减和过表达的处理（图 ３
－

７
）

。 通过 ＣＣＫ８ 试验 ， 我们发现无论是对 ＮＯＺ 和

ＥＨＧＢ －

１ 细胞系进行敲减还是过表达 ， 都不会对胆囊癌细胞的增殖能力产生显著影响 （图 ３
－

７
）

。

４３
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

Ａ Ｂ＾^
Ｉ

；； ］ Ｔ： Ｍ〇Ｔ
ＣＡ５

夕 疒 彳
１ ＰＣ ＭＶ

－ＳＭ Ａ ＲＣＡ Ｓ

ＳＭＡＲＣＡ５

｜ ：
１ ＧＡＰＤＨＳＳ

匿

ｉ ｉｌ ｌ ｌ －Ｊ＿Ｌ｜ ＳＭＡＲＣＡ ；

葛“ 丨 丨

两 歸

，， ＧＡＰＤＨ ｜

？＾  ｜顧

Ｅ？

ｃ Ｄ

４０
－

ｚ
＋ｓ ｉ Ｎ Ｃ＋ｓ ｉ ＮＣ

ｆ
３〇

－ＡＺｍｏｃ ｋ

ＲＣＡ ５

 ，Ａ
＊

ｍ〇＾
ＲＣＡ５

Ｉ
－＊－

Ｐ
ＣＭＶ －ＳＭＡＲＣＡ ５｜

２ ０
＋

ｐＣＭＶ
－ＳＭＡ ＲＣ Ａ Ｓ

ｔ－ ｖ
－ ｙ

ｎ 」

ｒ

－—

 〇 Ｔ Ｉ



１



１



１



１

—

２ ３ ；「 。 １

％ ＨＧ＾
４ ５

ＮＯＺ
ＥＨＧ Ｅ ＇

１

图 ３
－

７ ： 敲减和过表达 ＳＭＡＲＣＡ５ 后对胆囊癌细胞增殖功能的影响 。

Ｆｉｇｕｒｅ ３
－

７ ： Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ
ｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＢＣｃｅ ｌ ｌｓ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ａｎｄ ｏｖｅｒｅｑ＾ｒｅｓｓ ｉｏｎ ｏｆ ＳＭＡＲＣＡ５ ．

（
Ａ

） （
Ｅ〇分别 用 ｑ

ＲＴ－ＰＣＲ 和 ＷＢ 检测敲减和过表达 ＳＭＡＲＣＡ５ 的效果 ； （
Ｃ

） （
Ｄ

）
为 用 ＣＣＫ８ 试验在

ＮＯＺ 和 ＥＨＧＢ －

１ 中检測 ＳＭＡＲＣＡ５ 对增殖功能的影响 。

而根据有基质胶和无基质 胶 的 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 小室试验结果 ， 我们 能够发现 ， 敲减 了

ＳＭＡＲＣＡ ５ 之后 ， 胆囊癌细胞的体外侵袭和转移能力 明显下降 ， 而过表达 ＳＭＡＲＣＡ ５ 则有

着相反的效果 （图 ３
－

８
）

。 以上试验结果与 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 对胆囊癌细胞增殖及侵袭转移能力 的影

响恰好相反 。 这符合了ＳＭＡＲＣＡ ５ 是 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的
一

个下游靶基因 的假设 。

Ａ ＢＡＡＡＡ

ｓ ｉ ＮＣｓ ｉ ＳＭＡＲＣＡ ５ＭＯＣＫＳＭＡＲＣＡ５，
■

： ：二

－ 画圓 ＿＿
Ｍ

－驪圓
＾，

＿？儷隱圓＿
ｅ ｘ ｃ狐 ｉ

４ ４





上海交通大学博士学位论文


图 ３
－

８ ： 敲减和过表达 ＳＭＡＲＣＡ５ 后检测胆囊癌细胞 系侵袭转移能力 。

Ｆ ｉｇｕｒｅ ３
－

８ ： Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ  ｉｎｖａｓ ｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓ ｉｓ ａｂｉ ｌ ｉｔｙ 

ｏｆＧＢＣｃｅｌ ｌ  ｌｉｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ａｎｄ

ｏｖｅｒｅｊ
ｑｊｒｅｓｓ ｉｏｎ ｏｆ ＳＭＡＲＣＡ５ ．

＊
： 户＜ ０ ．０５

，

＊ ＊
： ＿Ｐ＜ ０ ．０ １

，
＊ ＊ ＊

： Ｐ＜０ ．００ １ ＿

３ ．７ｍ ｉＲ－９９ａ
－５ｐ 通过直接调控 ＳＭＡＲＣＡ５ 影响胆囊癌细胞的侵袭转移能力

考虑到 ＳＭＡＲＣＡ５ 的蛋 白表达水平可以 由 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 调控 ， 结合上节结果 ， 我们不禁

产生疑问 ： ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 是否能够通过与 ＳＭＡＲＣＡ ５ 相互作用来实现抑制胆囊癌细胞侵袭和

转移的过程 ？ 于是我们通过在过表达 ＳＭＡＲＣＡ５ 和空质粒组的胆囊癌细胞中分别转染 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的模拟物 ， 然后评估胆囊癌细胞侵袭和转移的功能 。 图 ３
－

９ 显示 ， 在 ＮＯＺ 细胞系 中 ，

过表达 ＳＭＡＲＣＡ５ 可以使 ｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐ 所抑制 的肿瘤细胞侵袭和转移的功能得到部分恢复 。

上述结果共同说明 了ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 能够通过勒 １定 ＳＭＡＲＣＡ ５ 实现抑制胆囊癌细胞侵袭和转移

的功能 。

－ＭＳ
－ 画画＿

“

ｌｉｉｉ
Ｍ ｉ

ｇ
ｒａ ｔ ｉｏ ｎ ｉｎｖａ ｓ ｉｏ ｎ

ＮＯＺ

Ｃ

＃於

， ， ，
ＳＭＡＲＣＡ５ ｜

ＧＡ ＰＤＨ １
＾^

图 ３
－９ ：ＳＭＡＲＣＡ ５ 回 复 ｍ ｉＲ－９９ａ－

５ｐ 造成的 细胞侵袭转移能 力 下降 。

Ｆ ｉｇｕｒｅ３
－

９ ：Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｏ ｆ ＳＭＡＲＣＡ ５ｒｅｓｃｕｅｄｔｈｅ ｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐ
－

ｉｎｄｕｃｅｄｉｎｈ ｉｂｉｔ ｉｏｎｏｆ

ｍ ｉｇｒａｔ ｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓ ｉｏｎ ａｂ ｉ ｌ ｉｔｙ ．

４ ５
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＊ ＊
： Ｐ＜０ ． ０ ５ ．

４ ． 讨论

学者们通过研宄发现 ， ｍ ｉＲＮＡ 的生成需要经过
一

系列复杂的过程 ［
４２

］

。 首先 ， 在细胞核

内会转录生成原始 ｐ
ｒ ｉ

－ｍ ｉＲＮＡ ， 经过
一

次加工后形成前体 ｍ ｉＲＮＡ
（ｐｒｅ

－ｍ ｉＲＮＡ
）

。 Ｐｒｅ
－ｍ ｉＲＮＡ

在 Ｄ ｉｃｅｒ 酶的酶切作用下形成双链 ｍ ｉＲＮＡ ， 解旋后根据在 ｐｒｅ
－ｍ ｉＲＮＡ 的位置分别形成 ５ｐ 和

３ｐ 单体 。 ｍ ｉＲＮＡ 单体可 以参与形成 ＲＮＡ 诱导沉默复合物 （
ＲＮＡ－

ｉｎｄｕｃｅｄｓ ｉ ｌｅｎｃ ｉｎｇｃｏｍｐ
ｌｅｘ

，

ＲＩＳＣ
）

， 通过 ＲＩＳＣ 对下游靶基因 的 ｍＲＮＡ 产生降解或影响翻译的作用 。

本部分研宄采用生物信息学的方法对 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 进行靶基因预测 。 结合四个数据库的

结果可以发现 ， ＳＭＡＲＣＡ ５ 是出现频率最高且评分排名均较为靠前的候选靶基因 。 另外 ，

ＭＴＯＲ 也是各个数据库中均有出现的基因 。 许多学者 曾报道过恶性肿瘤中 ＭＴＯＲ 与 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 之间 的相互关系 ［
４ ３

＿４ ４
］

， 故我们也将其定为
一

个候选的靶基因 。 通过双荧光素酶报告基

因试验和蛋 白免疫印迹试验 ， 我们可以 明确 ＭＴＯＲ 在胆囊癌中也是 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 的
一

个靶基

因 ， 但根据实时荧光定量 ＰＣＲ 试验的结果 ， ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 不能使 ＭＴＯＲ 的 ｍＲＮＡ 水平下调 。

该结果说明 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 对 ＭＴＯＲ 的作用为抑制其翻译过程 ， 而并非直接降解其 ｍＲＮＡ 。

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ 信号通路在恶性肿瘤中研宄广泛 ， 被认为与细胞转化 、 增殖、 转移 、 凋亡、 周期

阻滞 、 耐药等功能相关 ， 也成为了 目前许多肿瘤综合治疗的研宄靶点 ［

４ ５
＿

４ ７
］

。 其在胆囊癌 中 的

研宄也较为广泛 ， 目前普遍认为该通路在胆囊癌 中起着促进增殖转移 、 细胞周期阻滞等功能

［
４ ８

－

５ ０
］

。

ＳＭＡＲＣＡ５ 是 ＳＷＩ／ＳＮＦ 蛋 白家族的
一

个成员 ， 作为
一

种染色质重塑因子 ， 它能够通过

调控组蛋 白去乙酰化来参与细胞信号转导 、 ＤＮＡ 损伤修复等功能 。 目 前对 ＳＭＡＲＣＡ ５ 的研

宄主要集中在染色质重塑 、 ＤＮＡ 的损伤修复及细胞 自我更新的领域 ［

５ １
＿

５ ４
］

。 Ｊｉｎ 等 ［

５ ５
］报道了

ＳＭＡＲＣＡ ５ 在乳腺癌中能促进肿瘤的增殖转移功能 ， 但相关机制仍然有待挖掘 。 本研宄是首

次在胆囊癌 中发现 ＳＭＡＲＣＡ５ 具有促进侵袭转移能力的功能 ， ＳＭＡＲＣＡ５ 髙表达与胆囊癌

患者的淋巴结转移相关 ， 能减少患者生存期 。 说明 ＳＭＡＲＣＡ５ 有望成为未来胆囊癌诊断治

疗 中
一

个全新的分子ＩＥ标 。 但其详细作用机制仍不明确 ， 我们需要更深层次地对其上下游互

作蛋 白 、 相关信号通路等方面进行研宄 。

４６
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５ ． 小结

１ ． 通过生物信息学预测 ， 我们筛选出 了ＳＭＡＲＣＡ ５ 与 ＭＴＯＲ 作为 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 的候选靶基

因 ， 同时通过双荧光素酶报告基因和蛋 白免疫印迹实验验证了ＳＭＡＲＣＡ ５ 和 ＭＴＯＲ 确实是

ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 的直接靶基因 。

２ ．ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 可 以通过直接抑制 Ｐ Ｉ３Ｋ／ＡＫＴ 通路发挥其抑癌功能 。

３ ．ＳＭＡＲＣＡ５ 与胆囊癌患者的淋巴结转移密切相关 ， 其高表达预示着胆囊癌患者的不 良预

后 。

４ ．ＳＭＡＲＣＡ５ 能促进胆囊癌细胞的侵袭转移功能 ， ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 可 以直接与 ＳＭＡＲＣＡ５ 作用 ，

通过抑制其蛋 白翻译过程来降低表达 ， 从而起到抑制胆囊癌侵袭转移的功能 。

４７
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全文小结及展望

本研宄通过高通量 ｍ ｉＲＮＡ 芯片检测胆囊癌组织 以及其对应的癌旁组织中差异表达的

ｍ ｉＲＮＡ ｓ ， 结合 ＴＣＧＡ 数据库分析 ， 从中筛选出 了在胆囊癌组织中显著低表达的 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ

作为研宄对象 。 接着我们通过 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 的方法检测 了４ １ 例胆囊癌组织 以及其癌旁组织中

ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 的表达量 ， 进
一

步验证了ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 在胆囊癌组织 中显著低表达 ， 同时通过临

床病理资料与生存分析发现 ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 的低表达预示着胆囊癌患者的不 良预后 。 根据体外

和体 内 的功能学实验验证 ， ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 能抑制胆囊癌细胞侵袭转移的能力 ， 并可能通过 ＥＭＴ

过程介导 。 为了探究 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 功能的作用机制 ， 我们用生物信息学网站预测与双荧光素

酶报告基因 的方法发现了ＳＭＡＲＣＡ ５ 和 ＭＴＯＲ 是 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的直接靶基因 。 ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 能

够通过与 ３
’

ＵＴＲ 区结合 ， 抑制二者的蛋 白翻译过程 。 ｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐ 还可直接影响 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ

通路发挥作用 ， 同时也能通过靶向结合 ＳＭＡＲＣＡ ５ 来抑制胆囊癌的侵袭转移功能 。

综上所述 ， ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 的表达水平的检测对胆囊癌患者的预后评估有着重要的意义 ，

ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ 也有成为胆囊癌诊断与治疗潜在靶点 的可能性 。 我们需要更加深入地对其进行

研宄 ， 深刻阐 明其行使抑癌功能的作用机理 ， 从而能将理论研宄转化为临床应用 ， 为提高胆

囊癌诊断与治疗水平做出贡献 。

４８
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综述

精准医学在胆囊癌领域的研究进展

张亦弛 综述 刘颖斌 审校

【摘要 】 胆囊癌是恶性程度极高 、 预后差的恶性肿瘤 ， 早期诊断困难 ， 手术根治

率低 。 精准医学是以个体化治疗为基础而发展起来的新型医学理念与医疗模式 。

生物医学及生物信息学研究的兴起使精准地对肿瘤患者进行诊断 以及个体化治

疗成为可能 。 本文对精准医学理念在胆囊癌领域的基础研宄 、 靶向治疗及根治性

手术中 的应用进行了综述 。 新型分子靶点的发现以及新技术的应用能够推动胆囊

癌精准诊疗的发展 ， 改善患者的预后 。

【关键词 】 胆囊癌 ； 精准医学 ； 个体化治疗 ； 靶向治疗 ； 根治性手术

胆囊癌 （
ＧＢＣ

）
是
一

种发病率相对较低 、 恶性程度极高的肿瘤 ， 其发病率在消

化道肿瘤中排在第六位 ， 占胆道系统肿瘤的 ２／３
［
１

］

。 如能早期发现 ， 行根治性手

术可以达到 比较满意的 ５ 年生存率 。 但胆囊癌起病隐匿 、 早期无特异性症状 ，

一

经发现 ， 许多患者 己经进展至中晚期 ， 此时手术治疗 、 放化疗均难以达到理想的

治疗效果 。

精准医学 （ｐｒｅｃ ｉ ｓ ｉｏｎｍｅｄｉｃ ｉｎｅ
）计划是美国总统 Ｂ ａｒａｃｋＯｂａｍａ 于 ２０ １ ５ 年初在

国情咨文中首次提出 的 。 它是建立在基因组测序的基础上 ， 根据个体化治疗的理

念 ， 依托大数据科学及生物信息学等工具而得到发展的新型医学治疗模式 。 精准

医学概念
一

经提出就在国际舆论引起了广泛关注 ， 学者们也希望通过这样的医学

模式 ， 能够提高胆囊癌的治疗效果 ， 因此我们对精准医学理念在胆囊癌基础研究 、

靶向治疗以及根治性手术中 的应用进行简要综述 。

１ 精准医学理念指导下的胆囊癌基础研宄

精准医学的本质是通过蛋 白组学 、 基因组学等技术和基因测序等前沿技术 ，

对于大样本人群中特定类型的疾病采取特异性生物标志物的鉴定 、 分析和应用 ，

从而准确找到 内在病因 ， 为诊断和治疗提供靶向 目标 ， 最终实现对特定患者的个

体化治疗 ［
２

］

。 随着人类肿瘤基因组计划的不断进展 ， 许多癌症相关基因的突变和

异常调控机制 己被证实 ， 这是精准医学在癌症研究领域得以实施的有力保障 。

５ ４
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１ ． １ 基因组学及信号转导

具体到胆囊癌 ， 不同 的基因型及其突变会对胆囊癌的肿瘤特性 、 发生发展产

生不同 的影响 ， 且关于
一

些信号通路的研究对未来可能的分子靶向治疗有着重要

意义 。 Ｌ ｉ 等 ［
１

］运用全外显子测序和靶基因 的深度测序技术 ， 在国际上首次系统描

述了胆囊癌的基因突变图谱 ， 发现了肿瘤抑制蛋 白 ｐ５ ３ （
ＴＰ５ ３

）
、 鼠类肉瘤病毒癌

基因 （
ＫＲＡＳ

）
、 ｅｒｂ－ｂ２ 受体酪氨酸激酶 ３

（
ＥＲＢＢ ３

）等基因在胆囊癌患者中存在着高

频突变 ， 另外也 明确 了驱动胆囊癌发生发展的关键基因 以及信号通路 ， 证实了

ＥＲＢＢ 信号通路上的突变在胆囊癌患者中最为显著 ， 与胆囊癌患者的不 良预后存

在显著的相关性 。 Ｄｅ ｓｈｐａｎｄｅ 等
［
３

］对 ７７ 例胆道恶性肿瘤患者的手术标本进行基于

高通量质谱法的基因突变分析 ， 发现了磷脂酰肌醇 ３ 激酶催化亚基 ａ
（
Ｐ ＩＫ３ＣＡ

）

的激活突变与胆囊癌患者的不 良预后密切相关 ， Ｐ Ｉ３Ｋ／ＡＫＴ 通路的异常调控可以

诱导正常胆囊上皮细胞发生癌变 ， 磷脂酰肌醇 ３ 激酶 （
Ｐ Ｉ３Ｋ

）的抑制剂作为潜在的

靶向治疗药物 ， 可能对胆囊癌的个体化治疗存在
一

定价值 ［
４

］

。 此外 ， 也有 Ｈｅｄｇｅ
ｈｏｇ

信号通路调控胆囊癌增殖转移的报道 。 研宄表明 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信号通路的活性在胆

囊癌细胞中 明显上调 ， 使胆囊癌出现高度恶性的表型 ， 可能是
一

个胆囊癌治疗的

潜在靶点 ［
５

］

。

１ ．２ 非编码 ＲＮＡ

近年来关于非编码核糖核酸 （
ＲＮＡ

）在肿瘤领域的研究不断深入 ， 为研究者寻

找胆囊癌新的诊疗靶点提供了突破 口 。非编码 ＲＮＡ是
一

类不编码蛋 白质 的 ＲＮＡ ，

包括小核仁ＲＮＡ （
ｓｎｏＲＮＡｓ

）
、 微小ＲＮＡ （

ｍｉＲＮＡｓ
）
、 长链非编码ＲＮＡ

（
ｌｎｃＲＮＡｓ

）

等 ［
６

］

。 其中 ｍｉＲＮＡ 在肿瘤中 的研宄 已较为广泛 ， 在胆囊癌中也发现了较多具有

生物学功能的 ｍ ｉＲＮＡ 。 ｍ ｉＲ－２７ａ 、 ｍ ｉＲ－

５ ７０ 以及 ｍｉＲ－

１ ８ １ ａ 在胆囊癌中 的表达能

够影响化疗药物的疗效 ， 从而给胆囊癌患者带来不 良预后 ［
７

］

。 另外
一

些研宄发现 ，

许多 ｍ ｉＲＮＡ 在组织样本中 的表达量与胆囊癌患者的预后密切相关 ， 通过改变它

们在胆囊癌细胞 中 的表达量 ， 可 以使其表型及功能发生改变 ， 从而证 明这些

ｍｉＲＮＡ 与肿瘤发生的关系 。 Ｃｈａｎｇ 等
［
８

］的研究指 出 ， ｍ ｉＲ－２０ａ 和转化生长因子－

０

１（ ＴＧＦ －

Ｐ １ ） 高表达的胆囊癌患者的生存率较低 ， 外源性表达 ｍｉＲ－２０ａ 在体外试

５ ５
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验中能促进胆囊癌细胞的上皮 －间质转化 （
ＥＭＴ

）
， 而在体 内 能够促进胆囊癌细胞

的转移 。 还有学者提出 ， ｍｉＲ－

１ ４６ｂ －

５ｐ 在胆囊癌组织样本中含量较低的观点 ， 在

胆囊癌细胞系 ＳＧＣ９９６ 中过表达 ｍｉＲ－

１ ４６ｂ －

５ｐ 能够通过促进凋亡和 Ｇ １ 期阻滞来

抑制胆囊癌细胞的生长 ， 同时它也能够调节表皮生长因子受体 （
ＥＧＦＲ

）的表达
［
９

］

。

在消化道肿瘤中 ， ＩｎｃＲＮＡ 能够介导信号转导 、 调控细胞周期 、 影响肿瘤的转移

能力 、 干扰细胞的凋亡进程 ［
１ （ ）

，
１ １

］

。 ＩｎｃＲＮＡ 在胆囊癌中 的研究较少 ， 但随着人们

对其认识逐渐深入 ， ＩｎｃＲＮＡ 越来越受到肿瘤研宄人员 的关注 。 １ 等 ［
１ ２

］发现肺

腺癌转移相关转录子 ｌ
（
ＭＡＬＡＴ ｌ

）作为促癌的 ＩｎｃＲＮＡ 在胆囊癌患者肿瘤组织中

普遍高表达 ， 在胆囊癌细胞系 ＧＢＣ 中用干扰慢病毒敲减 ＭＡＬＡＴ １ 能够通过失活

ＥＲＫ／ＭＡＰＫ 信号通路 ， 显著抑制 ＧＢＣ 细胞的增殖和转移能力 。 另有研究表明鸟

类髓细胞病毒癌基因 同源物 （
ｃ

－Ｍｙｃ）
可与其特异性的应答元件相结合 ， 激活下游

的 ＩｎｃＲＮＡ 分子同源盒基因转录反义 ＲＮＡ
（
ＨＯＴＡＩＲ

）
， 继而增强胆囊癌细胞的恶

性程度 ［
１ ３

］

。 同时 ， ｍｉＲＮＡ－

１ ３ ０ａ 能够通过负性调控作用减弱 ＨＯＴＡＩＲ 的功能 。

１ ． ３ 蛋 白组学

利用蛋 白组学技术 ， 尤其是比较蛋 白组学分析蛋 白质 的差异表达也是 目 前研

宄肿瘤发展机制 的
一

种方法之
一

［
１ ４

，
１ ５

］

。 Ｓａｈａｓｒａｂｕｄｄｈｅ 等 ［
１ ６

］利用 同位素标记相对

和绝对定量 （ ｉＴＲＡＱ ） 技术结合质谱分析了２５ ７５ 个蛋 白 ， 找出 了
一

系列在胆囊

癌组织中表达上调与下调的蛋 白 ， 分别包括鞘脂激活蛋 白原 （ｐｒｏ ｓａｐｏ ｓ ｉｎ
）和转凝蛋

白 （
ｔｒａｎｓｇｅ ｌ ｉｎ

）等 ， 是国 际上首次报道的大规模胆囊癌蛋 白组学的研究 ， 为今后寻

找胆囊癌新的分子靶标提供了丰富资料 。 Ｈｕａｎｇ 等
［
１ ７

］采用双 向凝胶电泳结合质谱

方法对原发性胆囊癌 、 胆囊炎及正常胆囊组织进行对比 ， 并用免疫组化证实了膜

联蛋 白 Ａ４
（
ＡＮＸＡ４

）
、 热休克蛋 白 ９Ｏ ０

（
ＨＳＰ９Ｏ ０

）和胞质 动 力 蛋 白 １ 重链

ｌ
（
Ｄｙｎｃ ｌ ｈ ｌ

）
三种差异表达蛋 白 ， 可能成为潜在的胆囊癌肿瘤标志物 。

２ 精准医学时代的胆囊癌靶向治疗研究

以特异性生物标志物为基础的肿瘤靶向药物在临床上得到了广泛应用 ， 取得

了
一

定疗效 ， 如 曲妥珠单抗针对人类表皮生长因子受体 ２
（
ＨＥＲ２

）阳性乳腺癌患

者的治疗 、 维罗非尼应用于 Ｂ 型 Ｒａｆ激酶 （
ＢＲＡＦ

）
基因突变的转移性黑色素瘤患

５ ６





上海交通大学博士学位论文


者等 ［
１ ８

］

。 这是精准医学在临床上成功的典范 。 对于进展期胆囊癌 ， 目 前临床上的

一

线治疗药物仍然是吉西他滨联合顺钻 ， 有时辅以卡培他滨 、 ５
－氟尿嘧啶等 ［

１ ９
］

。

由于胆囊癌恶性程度高 ， 具有很强的增殖 、 侵袭和转移能力 ， 传统的化疗以及放

疗对胆囊癌的治疗效果十分有限 ， 而靶向治疗为胆囊癌的精准治疗提供了新思路 。

以下介绍几类靶向抑制剂的代表药物在胆囊癌治疗中 的研宄进展 。

２ ． １ＥＧＦＲ 抑制剂

厄洛替尼是
一

种酪氨酸激酶抑制剂 ， 它能可逆性地与 ＥＧＦＲ 的三磷酸腺苷

（
ＡＴＰ

）结合域进行结合 ， 从而使其无法激活下游效应通路 。 此前 ， 厄洛替尼被视

为
一

种有
一

定疗效的单药治疗胆囊癌 ， 不过之后的研究发现 ， 与其它药物联用时 ，

其效果不甚理想 ［
２ （ ）

］

。 在所有报道中 ， 只有 Ｌｅｅ 等 ［
２ １

］的 ＩＩＩ期临床试验提出 ， 吉西他

滨联合奥沙利铂加用厄洛替尼能够短暂延长胆管癌患者的无进展生存期 。 除此之

夕 卜 ， 其他研宄均显示加用厄洛替尼不能延长 已接受其它化疗药物的包括胆囊癌在

内 的胆道恶性肿瘤患者的生存期 ［
２２

］

。 尽管如此 ， 厄洛替尼作为单药的有效性以及

良好的耐受性 ， 使它成为胆囊癌靶向治疗的潜在的理想药物 。 目 前有许多正在进

行的关于厄洛替尼的研究 ， 其中有将其与化疗药物联用 ， 也有研究将其作为其它

靶向药物的辅助用药 ［
２ ３

］

。

２ ．２ＶＥＧＦ 抑制剂

贝伐单抗是
一

种人造的单克隆抗体 ， 它能与血管 内皮生长因子 （
ＶＥＧＦ

） 特异

性结合 ， 令后者无法与其受体结合 ， 使下游通路失活 。 Ｒ ｉ ｌｅｙ 等 报道称在
一

名

７６ 岁 的广泛转移的男性胆囊癌患者身上 ， 贝伐单抗与帕尼单抗联用获得了较好

的疗效 。 Ｚｈｕ 等 ［
２ ５

］的 １１ 期临床试验发现 ， 吉西他滨联合奥沙利铂加用 贝伐单抗能

在
一

定程度上延长进展期胆囊癌患者的生存期 ， 中位无进展生存期和 中位生存期

分别为 ６ ． １ 月和 ８ ． ５ 月 。 大部分患者能够 良好地耐受贝伐单抗 ， 但仍有
一

部分患

者出现中性粒细胞减少 、 神经病变、 高血压等不 良事件 ， 也有心肌缺血和胆囊穿

孔等个别不 良反应的报道 ［
２６

］

。 另外 ， 该研宄缺少吉西他滨联合奥沙利铂的对照组 ，

难以说明 贝伐单抗真正带来的获益 。 我们需要更多的研究来证明 贝伐单抗的作用

效果 ， 以及对其副作用 的评价 。

５ ７
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２ ． ３ＨＥＲ２ 抑制剂

ＨＥＲ２ 抑制剂在乳腺癌和 胃癌的临床治疗上被证明有显著效果 ， 但在胆囊癌

的研宄中并不能令人满意 。 拉帕替尼作为
一

种酪氨酸激酶抑制剂 ， 能够同时抑制

ＥＧＦＲ 和 ＨＥＲ２ 的活性 。 虽然有临床前试验发现拉帕替尼能够增强吉西他滨的疗

效 ， 但并没有相关的临床试验报道 ［
２７

］

。 Ｓ〇ｒＳｃｈｅｒ
［
２８

］

曾报道过
一

例肝转移及腹腔转

移的胆囊癌患者 ， 其活检结果显示 ＨＥＲ２ 强阳性 ， 便对其采用 了紫杉醇联合 曲妥

珠单抗的治疗方案 。 结果这名患者在影像学和糖类抗原 １ ９ －

９
（
ＣＡ １ ９

－９
）水平均取得

了显著缓解 。 目前己有学者开展 曲妥珠单抗治疗胆囊癌的 ＩＩ 期临床研究 ， 其作用

效果仍有待观察 。

此外 ， 如吉非替尼 、 克唑替尼 、 帕尼单抗 、 西妥昔单抗等药物已有胆囊癌相

关 ＩＩ 期临床试验正在进行中 。 与在其它疾病中类似 ， 药物毒性和药物抵抗也是靶

向药物应用与胆囊癌临床治疗的巨大挑战 。 我们亟待更有效 ， 特异性更强 ， 但毒

性更低的新型靶向药物 ， 也需要进
一

步研究来解决药物抵抗问题 ， 使对靶向治疗

药物反应较好的患者能够长期获益 。 另外 ，

一

些免疫疗法 ， 如程序性死亡受体

ｌ
（
ＰＤ －

ｌ
）抗体等或许是解决药物抵抗的 良好途径 ［

２９
］

。

３ 精准医学时代的胆囊癌手术治疗

在现阶段 ， 根治性切除仍然是唯
一

能够使胆囊癌患者获得长期生存的治疗方

法 ， 其 目标是在患者能够耐受的情况下获得 Ｒ０ 切除 。 但盲 目扩大切除范围会导

致创伤增大 ， 提高术后并发症的发生率 ， 并不能给患者带来生存获益 。 其次 ， 遵

循整块切除原则对于胆囊癌的精准根治也是十分必要的 ， 包括胆囊连同肝脏及其

它受累器官的整块切除和肝十二指肠軔带的整块清扫 。 所以合理地实施精准的根

治性手术就显得尤为重要 。

３ ． １ 术前评估

在肝脏外科领域 ， 随着影像学技术的不断发展 ， 精准肝切除的理念已被临床

医师所广泛接受 。 精准手术切除不仅讲究外科技术的精细和准确 ， 而且强调 以疾

病相关的病理生理状态为依据进行术前评估和围术期处理 ［
３ （ ）

］

。 而对于胆囊癌患

５ ８
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者 ， 需要基于其病史 、 辅助检查 以及肝脏和其他重要脏器功能进行分期和综合评

估 ， 以初步决定手术方案 。 根据肿瘤不同 的 Ｔ 分期决定肝切除范围 ， 如需联合大

范围肝切除者 ， 术前应量化肝功能储备及残肝体积 ， 从而确定安全肝切除量 。 吲

哚氰绿 （
ＩＣＧ

）排泄试验是定量评估肝功能储备较为准确 的方法 ， 在肝切除手术中

已得到广泛应用 ［
３ １

］

。 利用该系统可帮助指导胆囊癌根治术 中大范 围肝切除的范

围 ， 以保证剩余肝功能可以代偿 。 而肝体积测量可以通过对肝脏 电子计算机断层

扫描 （
ＣＴ

）或核磁共振成像 （
ＭＲＩ

）扫描的断层图像进行手工测算或三维重建软件来

实现 ［
３２

］

。

３ ．２ 术中再次分期评估

对于进展期的胆囊癌根治术 ， 淋巴结清扫范围
一

直以来存在着争议 。 Ｄ２ 切

除仍是胆囊癌根治术最为推荐的术式 ， 盲 目地扩大淋巴结清扫范围并不能有效提

高淋巴结清扫率 ， 对患者预后无益 ［
３ ３

］

。 目 前最主流的观点认为 ， １ ３ａ 组淋巴结为

胆囊癌第
一

站与第二站淋巴结的分界 ， 其阳性提示癌细胞已转移至第二站淋巴结

［
３４

，
３ ５

］

。 术中应常规对 １ ３ ａ 组淋巴结行快速冰冻切片活检 ， 若结果为阳性则应行扩

大淋巴结清扫 。 但冰冻切片病理诊断准确率受术者及病理科医师等因素的影响较

大 ， 存在
一

定的假阳性及假阴性可能 。 如果术中能够对淋巴结转移情况进行准确

定位 ， 将会为术者的决策提供极大的便利 。 ＩＣＧ 近红外荧光成像对腹腔镜胆囊切

除术 （
ＬＣ

）术中提示血管及胆管的位置十分便利 ， 且在 胃癌 、 乳腺癌 、 妇科肿瘤手

术中 已有关于前哨淋巴结显像的应用 ， 将来有望应用于胆囊癌根治术 ［
３ ６

，

３ ７
］

。 另外 ，

在精准根治手术中 ， 为了保证 Ｒ０ 切除 ， 对胆囊癌标本进行三维切缘冰冻病理检

查是十分必要的 ， 这能够改善患者预后 。 只要相关技术得到合理开发和应用 ， 胆

囊癌也将更加贴近精准切除的理念 。

４ 展望

精准医学理念迎合了２ １ 世纪生物信息学和大数据挖掘和开发的潮流 ， 具有

不可忽视的发展潜力 。 整合不同组学研宄成果 ， 推动多 中心合作交流 ， 收集珍贵

的临床病例资料 ， 并建立标准化模型 ， 根据患者的肿瘤遗传学特征实现个体化治

疗 ， 对于达到精准医学的 目标具有重要意义 。我们期待在精准医学理念的指导下 ，

５ ９
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未来能够出现更多帮助明确诊断胆囊癌的方法 ， 通过多样化 、 有效的综合治疗手

段 ， 显著改善胆囊癌患者的临床预后 。
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．
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

致谢

八年 光 阴
一

晃 而过 ， 转 眼 间 博 士 阶段学 习 生涯 已进入尾 声 ， 此 刻 我 即 将 告 别

长达二十年 的 学 生 生涯 。 在这里 ， 首 先 我要感谢我 的 师父刘 颖 斌教授 。 在我为期

三年 的 博 士 阶段学 习 和 生 活 中 ， 我得 到 了 刘 教授全 方位 的 关 心 和 指 导 ， 他尽 了
一

切 努力 为我们 学 生 提供最优秀 的 实验平 台 和 临床环 境 。 在 临床上 ， 他会亲 自 为我

们 示范手 术 要领 ， 耐 心 解答我们 心 中 的 疑 问 ， 并要 求 我 们 学会 拍 摄 和 剪辑手术 录

像 ， 这对我 们 形成 良 好 的 外科素 养 大有禆益 。 科研 上 ， 他 帮 助我 们 开拓 研 宄 思 路 ，

并 时 常亲 临 实验室 指 导 。 刘 教授深 厚 的 外科 功 底 ， 认真严谨 的 作风 ，

一 丝 不苟 的

态度 ， 以 及教授 予 我们 的 待 人接物 的 道理 ， 实在是 我们 学 生
一

辈 子 都享 用 不尽 的

财 富 。

我还要 感谢胆道疾病 研 究所各位老师 的 悉 心 指 导 和 帮 助 。 感谢周 坚 老 师 ， 是

您 不 辞 辛 苦对本课题进行 悉 心 指 导 ； 感谢江林 、 胡 云 平老 师将 实验室 的
一

切 管理

地井井有条 ， 为我们创造 良 好 的科研氛 围 ； 感谢包 润 发 和 束翌俊 师 兄教会我各种

实验方法 ， 将我领进科研 的 大 门 。 还要感谢实验室所有 师 兄 师姐师 弟 师妹们 ， 他

们 陪 伴我度 过在实验室 的 点 滴 时 光 。 另 外 ， 我还要感谢新华 医 院普 外 科 的 张文杰 、

陈 磊 、 项 洪 刚 、 董平 、 龚伟 、 顾 钧 、 陆 建华等老师 以 及李 茂 岚 、 吴 向 嵩 、 翁 昊 等

师 兄 。 在 临床轮转 的 过程 中 ， 他们对我提 出 严 格要 求 ， 并 且 以 身 作 则 ， 让我 的 外

科技 能 和 素养 有 了 巨 大 的进步 。

此外 ， ０ ９级 临 床八年制 班级 的 同 学们 以 及辅 导 员 徐立 明 老 师 陪 伴我走过 了 本

科 阶段 学 习 的 漫长 岁 月 ， 我要 向 他们表达最诚挚 的 感谢 。

最 后 ， 我还要 向 我 的 父母 和 家人朋 友表示 感谢 ， 感谢你 们在 这八 年 里作 为我

最 坚强 的 后 盾对 我 的 理解 、 支 持 与 鼓励 ， 你们 是我 前进最 大 的 动 力 。

６４
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

攻读学位期间发表的论文

？张亦弛 ， 王许安 ， 龚伟 等 ． 精准医学在胆囊癌领域的研究进展 ． 中华实验外科杂志 ．

（
已

录用 ）
．

？张亦弛 ， 王许安 ， 刘颖斌 ． 放射治疗在胆囊癌综合治疗中 的研究进展 ． 肝胆胰外科杂

志 ．

（
已录用 ）

？张亦弛 ， 王许安 ， 刘颖斌 ． 快速康复理念在外科围手术期的应用 ． 上海医药 ．

（
已录用 ）

．

？徐释 ， 张亦弛 ， 王许安 等 ． ｍ ｉＲ－４９０
－

５ｐ 抑制人肝 内胆管细胞癌 ＲＢＥ 侵袭和迀移的研

究 ？肿瘤 ■

（
已录用

）

？Ｌ ｉａｎｇ

ＨＢ
，
Ｃａｏ Ｙ

， 
Ｍａ

Ｑ
ｅｔａｌ ．ＭＹＢＬ２ ｉｓａ

ｐｏｔｅｎｔ ｉａｌ

ｐ
ｒｏｇｎｏ ｓｔｉｃ ｍａｒｋｅｒ ｔｈａｔ

ｐ
ｒｏｍｏｔｅ ｓｃｅ ｌ ｌ

ｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ
ｇａ ｌ ｌｂ ｌａｄｄｅｒ ｃ ａｎｃｅｒ ．Ｃｅ ｌ ｌｕｌａｒ

ｐｈｙｓ ｉｏ ｌｏｇｙ
ａｎｄｂ ｉｏｃｈｅｍ ｉ ｓｔｒｙ（

ａｃｃｅｐｔｅｄ
）

？Ｌ ｉｕ ＹＣ
，
Ｗａｎｇ 

Ｚ
，
Ｌ ｉ ＭＬｅｔ ａｌ ．Ｃｈ ｌｏｒ ｉｄｅ ｉｎｔｒａｃｅ ｌ ｌｕｌａｒｃｈａｎｎｅ ｌ１ｒｅｇｕｌａｔｅ ｓ ｔｈｅａｎｔ ｉｎｅｏｐ

ｌａｓｔ ｉｃ

ｅ ｆｆｅｃｔｓｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍ ｉｎ ｉｎ
ｇａｌ ｌｂ ｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅ ｌ ｌ ｓ

，
ＣａｎｃｅｒＳｃ ｉｅｎｃｅ

（
ａｃｃｅｐｔｅｄ

）

？Ｓｈｕａ ｉ Ｚ
， 
Ｙａｎｇ 

Ｃ
， 
Ｌ ｉｕＳＢｅｔａｌ ．Ｔｈｅ Ｅ５４５Ｋ ｍｕｔａｔｉｏｎｏｆ Ｐ ＩＫ３ＣＡ

ｐ
ｒｏｍｏｔｅ ｓ

ｇａ
ｌ ｌｂ ｌａｄｄｅｒ

ｃａｒｃ ｉｎｏｍａ
ｐｒｏｇｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｂ ｉｎｄｉｎｇ 

ｔｏＥＧＦＲ ：

［
Ｊ

］
． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ＆

Ｃ ｌ ｉｎｉｃａｌＣａｎｃｅｒ Ｒｅ ｓｅａｒｃｈ
，
２０ １ ６

，
３ ５

（
１
）

：９７ ．
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

英语全文翻译

Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

Ｇａｌ ｌｂ ｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ
（
ＧＢＣ

）
ｉ ｓａ ｄ ｉｇｅ ｓｔ ｉｖｅ ｔｕｍｏｒ ｗ ｉｔｈ ｒｅ ｌａｔ ｉｖｅ ｌｙ

ｌｏｗ  ｉｎｃ ｉｄｅｎｃｅａｎｄｈｉｇｈ ｍａ ｌ ｉｇｎａｎｃｙ，

ｗｈｉｃｈ ｉ ｓ ｔｈｅｍｏ ｓｔ ｃｏｍｍｏｎｍａｌ ｉｇｎａｎｔ ｔｕｍｏｒ ｉｎ ｂ ｉ ｌ ｉａｒｙ

ｔｒａｃｔ ｓｙｓｔｅｍ
，
ａｌ ｓｏｗ ｉｔｈ ｔｈｅｓ ｉｘｔｈ ｉｎｃ ｉｄｅｎｃｅ ｉｎ

ｔｈｅ
ｇａｓｔｒｏ ｉｎｔｅ ｓｔ ｉｎａ ｌ ｔｕｍｏｒｓ ．ＧＢＣｏｆｔｅｎｏｃｃｕｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ＦａｒＥａｓｔ ａｎｄＣｈｉ ｌｅ ．Ｉｔ ｓｍｏｒｔａｌ ｉｔｙ

ｒａｔｅｒａｎｋｓ ｔｈｅ

ｔｅｎｔｈ ｉｎ ｔｈｅｍａｌ ｉ
ｇｎａｎｔ ｔｕｍｏｒｓ ｗｏｒ ｌｄｗ ｉｄｅ

， 
ｗｈｉｃｈ ｈａｓａ ｓｅｒ ｉｏｕｓ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｈｕｍａｎｈｅａｌｔｈ ．ＩｎＣｈｉｎａ

，

ｔｈｅ ｉｎｃ ｉｄｅｎｃｅｏｆ ＧＢＣ ｉ ｓ３ ． ９ｃａｓｅ ｓ
ｐｅｒ１ ００ ，

０００
ｐｅｏｐ ｌｅ

［

１
］

．Ｉｆ ｗ ｉｔｈｅａｒｌｙ
ｄｅｔｅｃｔ ｉｏｎ

，
ｒａｄ ｉｃａ ｌｓｕｒｇｅｒｙ

ｃａｎａｃｈｉｅｖｅａ ｓａｔ ｉｓｆａｃｔｏｒｙ 
５

－

ｙｅａｒｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ．Ｂｕｔ ｔｈｅＧＢＣ ｉ ｓ ｍｏｒｅｃｏｎｃｅａｌｅｄ
，ａｎｄｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅｌａｃｋ

ｏｆ ｓｐｅｃ ｉ ｆｉｃｅａｒｌｙ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ

，
ｍａｎｙｐａｔ ｉｅｎｔｓｈａｖｅ

ｐｒｏｇｒｅ ｓ ｓｅｄｔｏｔｈｅａｄｖａｎｃｅｄ
ｐ
ｈａｓｅｏｎｃｅｄ ｉａｇｎｏ ｓｅｄ

，

ｗｈｏ ｌｏ ｓｔ ｔｈｅｃｈａｎｃｅｏｆ ｒａｄｉｃａｌ ｒｅ ｓｅｃｔ ｉｏｎ ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ
， 
ｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔ ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ，

ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ
ａｎｄ

ｏｔｈｅｒ ｍｅｔｈｏｄｓｃａｎｎｏｔ ａｃｈｉｅｖｅｓａｔ ｉ ｓｆａｃ ｔｏｒｙ 

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｅ ｆｆｅｃｔ
，
ｓｏｔｈｅｏｖｅｒａｌ ｌ５

－

ｙｅａｒｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｉ ｓ

ｏｎｌｙ
ｌｅ ｓ ｓ ｔｈｅｎ５％ ［

２
］

．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ
，
ｅａｒ ｌｙ

ｄ ｉａｇｎｏ ｓ ｉ ｓ ｉ ｓ ｔｈｅｋｅｙ 

ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ

ｔｈｅ
ｐｒｏｇｎｏ ｓ ｉ ｓｏｆ ＧＢＣ ．

Ｔｈｅｒｅａｒｅｓｅｖｅｒａ ｌｓｔｕｄ ｉｅ ｓｆｉｎｄｉｎｇ 

ｔｈａｔ ｍｏｒｅｔｈａｎ９０％ｏｆ ｄｅａｔｈｓａｒｅｃａｕｓｅｄ ｂｙ 
ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄ

ｍｅｔａｓｔａｓ ｉ ｓ ｉｎＧＢＣＳｏｔｈｅｓｔｕｄｙ
ｏｎ ｔｈｅ

ｐａｔ
ｈｏｇｅｎｅ ｓ ｉ ｓｏｆ ＧＢＣａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉ ｓｍ ｏｆ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ

ｃ ａｎｈｅ ｌｐ
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，
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ｉｍ
ｐ
ｒｏｖｉｎｇ 

ｔｈｅｄ ｉａｇｎｏ ｓ ｉ ｓ
， 
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－
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ｄ ｉｇｅ ｓｔｉｖｅｔｒａｃｔｔｕｍｏｒｓ ［
１

］

．Ａ ｓｔｈｅｏｎｓｅｔｏｆＧＢＣ ｉ ｓｈｉｄｄｅｎａｎｄｄｕｅｔｏｔｈｅｌａｃｋｏｆｓｐｅｃ ｉｆｉｃｅａｒｌｙ

ｓｙｍｐｔｏｍ ｓ
， 
ｍａｎｙ ｐａｔ ｉｅｎｔ ｓ ｈａｖｅ

ｐｒｏｇｒｅ ｓ ｓ ｔｏ ｔｈｅ ａｄｖａｎｃｅｄ
ｐｈａｓｅ ａｎｄ ｌｏ ｓｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｃｅ ｏｆ ｒａｄ ｉｃａｌ ｓｕｒｇｅｒｙ

ｏｎｃｅｄ ｉａｇｎｏ ｓｅｄ ．Ｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔｒａｄ ｉｏｔｈｅｒａｐｙ，ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙａｎｄｏｔｈｅｒｍｅｔｈｏｄｓｃａｎｎｏｔａｃｈｉｅｖｅ

ｓａｔ ｉｓｆａｃｔｏｒｙ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｅ ｆｆｅｃｔ

，ｓｏｔｈｅｏｖｅｒａｌ ｌ５
－

ｙｅａｒｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ ｉ ｓｏｎｌｙ
ｌｅ ｓ ｓｔｈａｎ５％ ［

２
］

．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ
，

ｅａｒｌ
ｙ 

ｄ ｉａｇｎｏ ｓ ｉ ｓ  ｉ ｓ ｔｈｅ ｋｅｙ 

ｔｏｉｍｐ
ｒｏｖｅ ｔｈｅ

ｐｒｏｇｎｏ ｓ ｉｓ ｏｆ ＧＢＣ ． Ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

ｆｉｎｄｓ ｔｈａｔ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９０％

ｏｆＧＢＣｄｅａｔｈｓａｒｅｃａｕｓｅｄｂｙ
ｔｕｍｏｒｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｍｅｔａｓｔａｓ ｉ ｓ

［
３

］

．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ
，ｔｈｅｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅ

ｐａｔ
ｈｏｇｅｎｅ ｓ ｉ ｓｏｆ ＧＢＣａｎｄ ｔｈｅｍｅｃｈａｎｉ ｓｍ ｏｆ ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ  ｉｎｖａｓ ｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓ ｉ ｓｃａｎｈｅ ｌ

ｐ
ｔｏｆｉｎｄｎｅｗ

ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ＧＢＣ ｔｕｍｏｒ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ， 
ｗｈｉｃｈ  ｉｓ ｏｆ

ｇｒｅａｔ ｓ ｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ  ｉｍｐｒｏｖ ｉｎｇ 

ｔｈｅ

ｄ ｉａｇｎｏ ｓ ｉ ｓ
， 
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｅ ｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｔｈｅ

ｐｒｏｇｎｏ ｓ ｉ ｓｏｆ ＧＢＣ
ｐａｔ ｉｅｎｔ ｓ ．

Ｍ ｉｃｒｏＲＮＡ
（
ｍ ｉＲＮＡ ｓ

）
ｉ ｓａ ｋｉｎｄｏｆ ｓｍａｌ ｌ ｍｏ ｌｅｃｕｌａｒ ｎｏｎ－

ｃｏｄ ｉｎｇ 

ＲＮＡ ｗ ｉｔｈａ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ａｂｏｕｔ１ ８

ｔｏ２ ５ｂａｓｅ ｓ ．Ｉｔｃａｎｂｅ ｉｎｖｏ ｌｖｅｄ ｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔ ｉｏｎｏｆ ｔａｒｇｅｔ
ｇｅｎｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｂｙ

ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ
ｔｏｔｈｅｔａｒｇｅｔ

ｇｅｎｅ ｓ ．Ｂｙ
ｄ ｉｒｅｃｔｄｅｇｒａｄａｔ ｉｏｎｏｆ ｔｈｅｍＲＮＡ ｏｒ ｉｎｈｉｂ ｉｔ ｉｏｎｏｆ ｔｈｅ

ｐｒｏｔｅ ｉｎｔｒａｎｓ ｌａｔｉｏｎｏｆ  ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ ｓ
，

ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔ
ｇｅｎｅ ｓｉｓｒｅｇｕｌａｔｅｄａｔｔｈｅ

ｐｏ ｓｔ
－

ｔｒａｎｓｃｒ ｉ
ｐｔ ｉｏｎａｌｌｅｖｅ ｌ

，ｗｈｉｃｈ
ｐ

ｌａｙｓａｎ

ｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏ ｌｅ ｉｎｔｈｅｆｕｎｃｔ ｉｏｎｓｏｆ
ｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔｉｏｎ

，ｉｎｖａｓ ｉｏｎ
，ａｄｈｅ ｓ ｉｏｎ

，ｍｅｔａｓｔａｓ ｉ ｓａｎｄａｐｏｐｔｏ ｓ ｉ ｓｂｙ

ｉｎｆｌｕｅｎｃ ｉｎｇ
ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｍｏ ｌｅｃｕｌｅ ｓａｎｄｓ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓＮｏｗａｄａｙｓ

，
ｍｏｒｅａｎｄｍｏｒｅｓｔｕｄ ｉｅ ｓ

ｈａｖｅ
ｐｏ ｉｎｔｅｄｏｕｔｔｈａｔｔｈｅａｂｎｏｒｍａｌ ｉｔｙｏｆｍ ｉＲＮＡ ｓｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｉｎｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓｉ ｓｃ ｌｏ ｓｅ ｌｙ

ｒｅ ｌａｔｅｄｔｏｔｈｅ

ｄｅｖｅ ｌｏｐ
ｍｅｎｔ ｏｆ ｔｕｍｏｒｓ ．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ

， 
ｔｈｅｓｔｕｄｙ

ｏｆ ｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｏｆ ｍ ｉＲＮＡ ｓ  ｉｎ ｍａ ｌ ｉ
ｇｎａｎｃ

ｉｅ ｓ
，

ｗｈｉｃｈｃａｎｒｅｖｅａｌｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔｏｆ ｔｕｍｏｒｓａｎｄ
ｐｒｏｖｉｄｅｔｈｅｂｅｔｔｅｒｄ ｉａｇｎｏ ｓ ｉ ｓａｎｄ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｍａ ｌ ｉ
ｇｎａｎｔ ｔｕｍｏｒｓ

，
ｉ ｓｏｆ

ｇｒｅａｔｓ ｉ
ｇｎ

ｉ ｆｉｃａｎｃｅ ．

Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｆｉｎｄａｎｄｓｃｒｅｅｎｏｕｔｉｍｐｏｒｔａｎｔｄｉ ｆｆｅｒｅｎｔ ｉａ ｌ ｌｙ
ｅｘｐｒｅ ｓｓｅｄｍ ｉＲＮＡ ｓｉｎＧＢＣ

ｐａｔｉｅｎｔ ｓ
，

ｏｕｒ
ｇｒｏｕｐ

ｈａｓ
ｐ

ｒｅｖｉｏｕｓ ｌｙ
ａｄｏｐｔｅｄａｈｉｇｈ

－

ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｍ ｉＲＮＡ ｍ ｉｃｒｏａｒｒａｙ
ｔｏ ｉｎｖｅ ｓ ｔ ｉｇａｔｅａｎｄｄｅｔｅｃｔ

ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｏｆ ｍ ｉＲＮＡ ｓ  ｉｎ ４ｃａｓｅ ｓ ｏｆ ＧＢＣ ｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｒ ｃｏｒｒｅ ｓｐｏｎｄ ｉｎｇ ｐｅｒ ｉｔｕｍｏｒａｌ ｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓ
［
１ ５

］
－

６ ８
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

Ｉｎａｄｄｉｔ ｉｏｎ
，
ｗｅｃｏｍｂ ｉｎｅｄｔｈｅａｎａ ｌｙｓ ｉｓｏｆ ｔｈｅＣａｎｃｅｒ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｔ ｌａｓ

（
ＴＣＧＡ

）
ｄａｔａｂａｓｅａｎｄｔｈｅ

ｑ
ＲＴ－

ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄｆｏｒ  ｌａｒｇｅ
－

ｓｃａｌｅｖａｌ ｉｄａｔ ｉｏｎ
，ａｎｄｆｉｎａｌ ｌｙ

ｓｐｅｃ ｉｆ ｉｃａｌ ｌｙ 

ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｉｎＧＢＣｓｔｕｄｙ ．

Ａｔｔｈｅｓａｍｅｔ ｉｍｅ
， ｔｈｅｒｅ ｌａｔ ｉｏｎｓｈｉ

ｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｌｅｖｅ ｌｏｆｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐａｎｄｔｈｅ

ｃ ｌ ｉｎｉｃｏｐａｔｈｏ ｌｏｇ ｉｃａ ｌｃｈａｒａｃｔｅｒ ｉ ｓｔ ｉｃ ｓａｎｄ
ｐｒｏｇｎｏ ｓ ｉ ｓｏｆ ＧＢＣ

ｐａｔ ｉｅｎｔ ｓ ｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ ．

２Ｍａｔｅｒｉａ ｌｓａｎｄＭｅｔｈｏｄｓ

２ ． １Ｍａｔｅｒｉａｌｓ

２ ． １ ． １Ｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｓｐｅｃｉｍ ｅｎｓ

Ａ ｌ ｌｏｆｔｈｅＧＢＣｓｐｅｃ
ｉｍｅｎｓｗｅｒｅｃｏ ｌ ｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ４ １ｃａｓｅ ｓｗｈｏｕｎｄｅｒｗｅｎｔｒａｄ ｉｃａｌｓｕｒｇｅｒｙ

ｉｎ

ｄｅｐ ａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｇｅｎｅｒａｌ ｓｕｒｇｅｒｙ 

ｏｆ Ｘ ｉｎｈｕａ Ｈｏ ｓｐ ｉｔａｌ Ａ ｆｆｉ ｌ ｉａｔｅｄ ｔｏＳｈａｎｇｈａｉ Ｊ ｉａｏｔｏｎｇ 

Ｕｎｉｖｅｒｓ ｉｔｙ

Ｓ ｃｈｏｏ ｌ

ｏｆ Ｍｅｄｉｃ ｉｎｅｆｒｏｍ２０ １ １ｔｏ２０ １ ４ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ ｄｕｅｔｏＧＢＣｎｏｔｒｅｃｅ ｉｖｉｎｇ
ｎｅｏａｄ

ｊ
ｕｖａｎｔｔｈｅｒａｐｙ ．Ａ ｌ ｌ

ｓｐｅｃ ｉｍｅｎｓｗｅｒｅｄｉａｇｎｏ ｓｅｄｂｙｈｉ ｓｔｏｐａｔｈｏ ｌｏｇ ｉｃａｌｅｘａｍ ｉｎａｔ ｉｏｎ ．Ｔｈｅｃｏｒｒｅ ｓｐｏｎｄｉｎｇｐｅｒ ｉｔｕｍｏｒａｌ

ｎｏｒｍａｌ ｔ ｉｓ ｓｕｅ ｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅ
ｐａｔ

ｉｅｎｔｓ ｗａｓ ｃｏ ｌ ｌｅｃｔｅｄａｔ ｔｈｅｓａｍｅ ｔ ｉｍｅ ．Ｔｈｅｓｐｅｃ
ｉｍｅｎｓ ｗｅｒｅｆｒｏｚｅｎ ｉｎ  ｌ ｉ

ｑｕｉｄ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｆｔｅｒ  ｉｍｍｅｄ ｉａｔｅ ｒｅ ｌｅａｓｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃ ｔ ｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ． Ａｆｔｅｒ ｔｈａｔ
， ｑＲＴ

－ＰＣＲ ｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ

ａｆｔｅｒｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉ
ｐｔ ｉｏｎ ．Ｐｅｒ ｉｔｕｍｏｒａ ｌｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓｒｅｆｅｒｒｅｄ ｔｏｔｈｅｎｏｒｍａｌ

ｇａ
ｌ ｌｂ ｌａｄｄｅｒｍｕｃｏ ｓａ ｔ ｉ ｓ ｓｕｅａｔ

ｌｅａｓｔ２ｃｍｆｒｏｍｔｈｅｅｄｇｅｏｆ ＧＢＣｔ ｉｓ ｓｕｅ ｓ
，ｉｎｗｈｉｃｈｔｕｍｏｒｃｅ ｌ ｌ ｓｃｏｕｌｄｎｏｔｆｏｕｎｄｍ ｉｃｒｏｓｃｏｐ ｉｃａ ｌ ｌｙ ．

Ｉｎｆｏｒｍｅｄｃｏｎｓｅｎｔ ｏｆ ａｌ ｌ

ｐａ
ｔ ｉｅｎｔｓ ｗａｓｏｂｔａ ｉｎｅｄａｎｄ ｔｈｅｓｔｕｄｙ 

ｗａｓａｐｐ
ｒｏｖｅｄｂｙ 

ｔｈｅＥｔｈ ｉｃ ｓＣｏｍｍ ｉｔｔｅｅ

ｏｆ Ｘ ｉｎｈｕａ Ｈｏ ｓｐ ｉｔａ ｌａｆｆｉ ｌ ｉａｔｅｄ ｔｏＳｈａｎｇｈａｉ Ｊ ｉａｏｔｏｎｇ

Ｕｎｉｖｅｒｓ ｉｔｙ
Ｓｃｈｏｏ ｌｏｆ Ｍｅｄ ｉｃ ｉｎｅ ．

２ ． １ ．２
ｑＲＴ

－ＰＣＲｒｅａｇｅｎｔｓ

ＰｒｏｄｕｃｔＭａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ

Ｔｒ ｉｚｏ ｌ ｒｅａｇｅｎｔ ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ

Ｐｒ ｉｍｅＳｃｒ ｉ
ｐｔ

？
ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋ ｉｔ ｗ ｉｔｈ

ｇ
ＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ Ｔａｋａｒａ Ｃｏｍｐａｎｙ

Ｍ ｉｒ
－Ｘ

？

ｍ ｉＲＮＡ Ｆ ｉｒｓｔ
－ＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅ ｓ ｉ ｓＫ ｉｔ ＴａｋａｒａＣｏｍｐａｎｙ

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍ ｉｘＥｘＴａｑ（
Ｔ ｌ ｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐ ｌｕｓ

） ＴａｋａｒａＣｏｍｐａｎｙ

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍ ｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 

Ｉ Ｉ
（
Ｔ ｌ ｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐ ｌｕｓ

） ＴａｋａｒａＣｏｍｐａｎｙ

ｉｓｏｐ
ｒｏｐａｎｏ ｌ Ｓ ｉｎｏｐｈａｒｍ Ｇｒｏｕｐ

Ｃｈｅｍ ｉｃａｌＲｅａｇｅｎｔ Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ ．

ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｒｕｎ
ｊ

ｉｅＣｈｅｍ ｉｃａｌ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ ．

２ ． １ ．３Ｍａ ｉｎｉｎｓ ｔｒｕｍｅｎｔｓａｎｄｒｅａｇｅｎｔｓ

６ ９
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

ＰｒｏｄｕｃｔＭａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ

ＰＣＲ  ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ Ｌ ｉｆｅＰｒｏＣｏ ．

， 
Ｌｔｄ

Ｓｔｅｐ
ＯｎｅＰ ｌｕｓ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ  ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔＡ

ｐｐ
ｌ ｉｅｄ Ｂ ｉｏ ｓｙｓｔｅｍｓｃｏｍｐａ

ｎｙ

ＭＤＦ －

３ ８２Ｅ
（
ＣＮ

） 
ｕｌｔｒａ

－

ｌｏｗ ｔｅｍｐｅ
ｒａｔｕｒｅ ｒｅｆｒ ｉｇｅｒａｔｏｒ Ｓ ａｎｙｏｃｏｍｐａｎｙ

Ｈ ｉｇｈｓｐｅｅｄ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃｅｎｔｒ ｉ ｆｕｇｅ５４２４Ｒ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ｃｏｍｐ ａｎｙ

Ｃ ｌｅａｎ ｂｅｎｃｈ Ｓｈａｎｇｈａ ｉ Ｅｘ
ｐｅ

ｒ ｉｍｅｎｔａｌ Ｅ
ｑｕｉ

ｐ
ｍｅｎｔ Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ

ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００Ｕ ｌｔｒａ
－ｍ ｉｃｒｏｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒ Ｓ ｃ ｉｅｎｔ ｉ ｆｉｃ

２００
｜

〇 ．Ｌ／ １ ． ５ｍ ｌ Ｅ
ｐｐｅ

ｎｄｏｒｆ ｔｕｂｅｓＡｘｙｇｅｎ ｂｒａｎｄ
ｐｒｏｄｕｃｔ

２ ．２Ｍｅｔｈｏｄｓ

２ ．２ ． １Ｔｏ ｔａ ｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔ ｉｏｎｆｒｏｍＧＢＣ ｔｉｓ ｓｕｅ ｓａｎｄｔｈｅ ｉｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ ｉｎｇｐｅｒｉｔｕｍｏｒａｌ

ｔ ｉｓ ｓｕｅｓ

Ｔｈｅｆｒｏｚｅｎ ＧＢＣｔ ｉｓ ｓｕｅ ｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｒ ｃｏｒｒｅ ｓｐｏｎｄ
ｉｎｇ ｐｅｒ

ｉｔｕｍｏｒａｌ ｔｉ ｓ ｓｕｅ ｓ ｗｅｒｅ ｃｕｔ ｉｎｔｏ ｋｎｏｂ ｓ ａｎｄ
ｐ

ｌａｃｅｄ

ｉｎｔｏ１ ． ５ｍ ｌＥＰｔｕｂｅ ｓ ．１ｍＬｏｆＴｒ ｉｚｏ ｌｒｅａｇｅｎｔｗａｓａｄｄｅｄ
，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｓｔｅｅ ｌｂｅａｄｓｗｅｒｅａｄｄｅｄ

，

ｈｏｍｏｇｅｎｉｚｅｄａｔ４

°

Ｃ ．Ｔｈｅｏｂｔａｉｎｅｄｍ ｉｘｔｕｒｅｗａｓｃｅｎｔｒ ｉｆｕｇｅｄａｔ１ ２０００ｒｐｍｆｏｒ５ｍ ｉｎａｔ４

°

Ｃｔｈｅｎ

ａｂ ｓｏｒｂ ｉｎｇ

ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃ ｔ ｉｏｎｏｆ  ｔｏｔａ ｌ ＲＮＡ ．

Ｐｒｏｔｏｃｏ ｌ ｆｏｒ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ：

１ ． Ａｄｄ２００
 （

ｉＬｏｆ ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍｔｏｔｈｅｔｒｅａｔｅｄｓａｍｐ ｌｅ
，
ｖｏｒｔｅｘｔｈｅＥＰｔｕｂｅｆｏｒ１ ５ｓ

，ａｎｄｐ ｌａｃｅｔｈｅＥＰ

ｔｕｂｅｏｎ ｉｃｅｆｏｒ５ｍ ｉｎ ．

２ ．Ｃｅｎｔｒ ｉｆｕｇｅａｔ１ ２０００ｒｐｍ ｆｏｒ１ ５ｍ ｉｎ ．

３ ． Ａｂ ｓｏｒｂｔｈｅａｐｐｒｏｐ
ｒ ｉａｔｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ  ｉｎｔｏ ｔｈｅｎｅｗ ｃ ｌｅａｎ１ ． ５ｍ ｌ ＥＰ ｔｕｂｅ

， 
ａｄｄａｎｅｑｕａｌ

ｖｏ ｌｕｍｅｏｆ  ｉ ｓｏｐｒｏｐｙ ｌａｎｄ ｍ ｉｘ
， 
ｔｈｅｎ

ｐｕｔ ｔｈｅ ｔｕｂｅａｔ ４

°

Ｃｆｏｒｌ Ｏｍ ｉｎ ．

４ ．Ｃｅｎｔｒ ｉｆｕｇｅａｔ１ ２０００ｒｐ
ｍ ｆｏｒ１ ０ｍ ｉｎ ．

５ ． Ｇｅｎｔ ｌｙ 

ｗａｓｈ ｔｈｅ ｗｈｉｔｅ ＲＮＡ
ｐｅ

ｌ ｌｅｔ ａｆｔｅｒ ｄ ｉ ｓｃａｒｄｉｎｇ 

ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
， 
ｔｈｅｎ ａｄｄ１ｍＬ ｏｆ ７５％ ｅｔｈａｎｏ ｌ ．

６ ．Ｃｅｎｔｒ ｉｆｕｇｅａｔ７５００ｒｐ
ｍ ｆｏｒ５ｍ ｉｎ ．

７ ．Ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗａｓｄ ｉ ｓｃ ａｒｄｅｄａｎｄｄｒ ｉｅｄ ｉｎａｉｒｆｏｒ１ ５ｍ ｉｎ ．ＲＮＡ ｗａｓ
ｐｒｅｃ ｉｐ ｉｔａｔｅｄｗ ｉｔｈ２０

 （

ｉＬｏｆ

ＤＥＰＣｗａｔｅｒ ．

８ ． Ａ２６０／ Ａ２ ８ ０ａｎｄＲＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔ ｉｏｎｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｕｓ ｉｎｇ 
ＮａｎｏＤ ｒｏｐ２０００ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ ．

Ａ２６０ ／ Ａ２ ８ ０ｓｈｏｕｌｄｂｅｂｅｔｗｅｅｎ１ ． ９ａｎｄ２ ． １ ．

７ ０
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

９ ．ＴｏｔａｌＲＮＡｗａｓｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｉｎｓｔｒｕｃｔ ｉｏｎｓｏｆｔｈｅｍＲＮＡｒｅｖｅｒｓｅ

ｔｒａｎｓｃｒ ｉｐｔ ｉｏｎ ｋｉｔ ．Ｒｅａｃｔ ｉｏｎｃｏｎｄ ｉｔ ｉｏｎｓ ：

Ｓ ｔｅｐ
１

：４２

〇

Ｃ３ｍ ｉｎ
（
ｅｒａｓｅ

ｇ
ＤＮＡ

）

Ｓ ｔｅｐ
２ ：３ ７

°

Ｃ１ ５ｍ ｉｎ

８ ５
°

Ｃ５ｓ

１ ０ ． Ｍ ｉＲＮＡ ｗａｓ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ 

ｔｏ ｔｈｅ  ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍ ｉＲＮＡ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒ ｉｐｔｉｏｎ

ｋｉｔ ．Ｒｅａｃｔ ｉｏｎｃｏｎｄｉｔ ｉｏｎｓ ：

Ｓ ｔｅｐ
１ ： ３ ７

°

Ｃ６０ｍ ｉｎ

Ｓ ｔｅｐ
２

：８ ５
°

Ｃ５ｍ ｉｎ

１ １ ． Ｔｈｅｒｅｍａｉｎｉｎｇ
ＲＮＡ  ｉ ｓｆｒｏｚｅｎａｔ 

－

８０

０

Ｃｓｔａｎｄｂｙ ．

２ ．２ ．２Ｖｅｒ ｉｆｙｉｎｇ
ｔｈｅｍ ｉＲＮＡ ｍ ｉｃｒｏａｒｒａｙ

ｒｅ ｓｕ ｌｔｂｙｑＲＴ
－ＰＣＲ

Ｐｒｉｍｅｒ ｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ ：

Ｐｏｒｗ＾ｄ
ｉ
ｆｔｉｍＣＴ ：５

！

－ＡＡＣＣＣＧｍＧ＾ＣＣＧＡＥＣＴＴＧＴＧ－３
Ｔ

Ｔｈｅ
ｐｒｉｍｅｒ ｗａｓ ｓｙｎｔｈｅ ｓ ｉｚｅｄ ｂｙ 

Ｔｉａｎｇｅｎ ｂ ｉｏｔｅｃｈ
（
Ｂ ｅ ｉ

ｊ
ｉｎｇ） 

Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ ． Ｔｈｅ

ｐ
ｒ ｉｍｅｒｓ ｏｆＵ６ ｗｅｒｅ

ｐ
ｒｏｖｉｄｅｄ

ｆｒｏｍ Ｍ ｉｒ
－Ｘｍ ｉＲＮＡ Ｆ ｉｒｓｔ

－ Ｓ ｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅ ｓ ｉ ｓＫ ｉｔ ．

Ｐｒｅｐ ａｒ ｉｎｇ

ｔｈｅＰＣＲ ｒｅａｃｔ ｉｏｎｓｏ ｌｕｔ ｉｏｎａｓｆｏ ｌ ｌｏｗ ｓ ：

ＲｅａｇｅｎｔＶｏ ｌｕｍｅＦ ｉｎａｌＣｏｎｃｅｎｔｒａｔ ｉｏｎ

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍ ｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ

１ １
（
２ Ｘ

）＿ ｌ ｘ

ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ
（

１ ０
｜

〇Ｍ
） ０ ． ８

｜

ｉｌ ０ ． ２
｜

〇 ．Ｍ

Ｕｎｉ
－ｍ ｉＲ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ

（
１ ０

｜

〇Ｍ
）０ ． ８

｜

〇ｌ ０ ． ２
｜

Ｊ ．Ｍ

ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ（
５ ０ 
Ｘ

） ０ ． ４
｜

〇ｌ ｌ ｘ

Ｔｅｍｐ
ｌａｔｅ（ ｃＤＮＡ ｓｏ ｌｕｔ ｉｏｎ ） ２

｜

ｉｌ ＊
２

ｄｄＨ２Ｑ


６
｜

〇Ｉ



Ｔｏｔａ ｌ ２０
｜

ｉｌ ＊
４

Ｒｅａｃｔ ｉｏｎｃｏｎｄ ｉｔ ｉｏｎｓ ：

９ ５
°

Ｃ３ ０ ｓ

９ ５
°

Ｃ５ ｓ

卜４０ｃｙｃ ｌｅ ｓ

６０
°

Ｃ３４ ｓ

Ｔｈｅｒｅ ｌａｔ ｉｖｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅ ｌ ｓｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｉｎＧＢＣｔ ｉ ｓｓｕｅ ｓａｎｄｔｈｅ ｉｒｃｏｒｒｅ ｓｐｏ

ｎｄ ｉｎｇｐｅ
ｒ ｉｔｕｍｏｒａｌ

ｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓ ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍ ｉｎｅｄ ｂｙ 

２
＂ＡＣｔ

ｍｅｔｈｏｄ ． Ｃｔ ｖａ ｌｕｅ ｉ ｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｍｐ ｌ ｉ ｆｉｃａｔ ｉｏｎ ｃｙｃ ｌｅ ｓ ｅｘｐｅｒ ｉｅｎｃｅｄ

ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅ ｓｃｅｎｃｅｓ ｉ
ｇｎａ

ｌ  ｉｎｔｅｎｓ ｉｔｙ
ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ ａｍｐ

ｌ ｉｆｉｃａｔ ｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔ ｒｅａｃｈｅ ｓ ｔｈｅ ｔｈｒｅ ｓｈｏ ｌｄ ｖａｌｕｅ ．

７ １





上海交通大学博士学位论文


ＡＣｔ 
＝

ｍｅａｎＣｔｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｉｎｔｈｅｔ ｉ ｓ ｓｕｅ－ｍｅａｎＣｔｏｆ Ｕ６ ｉｎｔｈｅｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ．Ｔｈｅｒｅ ｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎ

ｌｅｖｅ ｌ ｓｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｉｎｔｉ ｓ ｓｕｅ ｓｏｆ ＧＢＣ

ｐａｔ ｉｅｎｔ ｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍ ｉｎｅｄｂｙ
ｔｈｅ２

＂ＡＡＣｔ

ｍｅｔｈｏｄ ．Ｆｏｒｍｕｌａ ：

ＡＡＣｔ 

＝
ＡＣｔ  ｉｎＧＢＣｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓ 

－

ＡＣｔ  ｉｎ
ｐｅ

ｒ ｉｔｕｍｏｒａｌ ｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓ ．

２ ．３Ｓ ｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａ ｌｙｓ ｉｓ

Ｄａｔａａｎａｌｙｓ ｉ ｓ ｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂｙ

ＳＰＳＳ２ １ ．０ｓｏｆｔｗａｒｅ ．Ｔｈｅｃｏｍｐａ
ｒｉ ｓｏｎｏｆ ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅ ｌ ｓｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｉｎ ＧＢＣａｎｄ ｉｔｓｃｏｒｒｅ ｓｐｏｎｄ ｉｎｇｐｅｒ ｉｔｕｍｏｒａｌ ｔｉ ｓ ｓｕｅ ｓ ｗａｓ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｂｙｐａｉｒｅｄｓｔｕｄｅｎｔ ｔ ｔｅ ｓｔ ． Ａｎｄ

ｔｈｅｒｅ ｌａｔ ｉｏｎｓｈｉ
ｐ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍ ｉＲ－９９ａ

－

５ｐｅ
ｘ
ｐ
ｒｅ ｓｓ ｉｏｎａｎｄｃ ｌ ｉｎｉｃｏｐａｔｈｏ ｌｏｇ

ｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒ ｉ ｓｔ ｉｃ ｓｗａｓ

ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ 

Ｐｅａｒｓｏｎ
ｙ
ｌｔｅ ｓｔ ．Ｓｕｒｖｉｖａ ｌａｎａｌｙｓ ｉｓ ｗａｓ

ｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓ ｉｎｇ

ｔｈｅＫａｐ ｌａｎ－Ｍｅ ｉｅｒ ｍｅｔｈｏｄ
，ａｎｄ

ｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｗａｓｅｘａｍ ｉｎｅｄｂｙ
Ｌｏｇ

－

ｒａｎｋｍｅｔｈｏｄ ．Ｕｎｉｖａｒ ｉａｔｅａｎｄｍｕｌｔ ｉｖａｒｉａｔｅａｎａｌ
ｙｓ ｉ ｓｗｅｒｅ

ｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂｙＣｏｘｒｅｇｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ．Ｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｄａｔｕｍａｒｅｅｘｐｒｅ ｓｓｅｄｉｎｔｈｅｆｏｒｍｏｆ
（
ｍｅａｎ±

ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔ ｉｏｎ
）

． Ｐ ＜０ ． ０ ５ｗａｓｃｏｎｓ ｉｄｅｒｅｄ ｓｔａｔ ｉ ｓｔ ｉｃａｌ ｌｙ
ｓ ｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ．

３ ．Ｒｅｓｕ ｌｔｓ

３ ． １Ｓ ｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｍ ｉＲＮＡ ｉｎＧＢＣｔ ｉｓ ｓｕｅ ｓ

Ｉｎｏｒｄｅｒ ｔｏｆｉｎｄａｎｄｓｃｒｅｅｎｏｕｔ ｔｈｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔｄｉ ｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｌ ｌｙ
ｅｘｐｒｅ ｓ ｓｅｄｍ ｉＲＮＡ ｓ ｉｎＧＢＣ

，ｏｕｒ
ｇｒｏｕｐ

ｕｓｅｄＡｇ ｌ ｉｅｎｔｈｕｍａｎｍ ｉＲＮＡｍ ｉｃｒｏａｒｒａｙ（
ｖ ｌ ９ ． ０

）
ｔｏｄｅｔｅｃｔｆｏｕｒｃａｓｅ ｓｏｆＧＢＣ

ｐａ
ｔ ｉｅｎｔｓ

，ｉｎｃ ｌｕｄｉｎｇ

ＧＢＣｔｉ ｓ ｓｕｅ ｓａｎｄｔｈｅ ｉｒｃｏｒｒｅ ｓｐｏｎｄｉｎｇｐｅ
ｒｉｔｕｍｏｒａｌｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓ

［
１ ５

］

．Ｔｈｅｍ ｉｃｒｏａｒｒａｙ
ｃｏｎｔａｉｎｅｄａｔｏｔａｌｏｆ

２ ５ ８ ８ｈｏｍｏｓａｐ ｉｅｎｓｍａｔｕｒｅｍ ｉＲＮＡ
ｐｒｏｂｅ ｓｗｈｉｃｈｈａｄｂｅｅｎｉｄｅｎｔ ｉｆｉｅｄ ．Ｕ６ｗａｓｕｓｅｄａｓｉｎｔｅｒｎａｌ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍ ｉＲＮＡｄｕｒ ｉｎｇｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ．Ｒｅ ｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗｅｒｅ２ｍ ｉＲＮＡ ｓｔｈａｔｗｅｒｅ

ｓ ｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｌｙ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅ ｓ ｓｅｄａｎｄ１ １ｍ ｉＲＮＡ ｓｗ ｉｔｈｓ ｉｇｎｉ ｆｉｃａｎｔ ｌｏｗｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｉｎｔｈｅＧＢＣｔ ｉｓ ｓｕｅ ｓ

（
ｆｏ ｌｄ ｃｈａｎｇｅｖａ ｌｕｅ＞２

， 
Ｐ ｖａｌｕｅ＜０ ．０ ５

）（
Ｆ ｉ
ｇｕｒｅ１

－

１
）

．

７２





上海交通大学博士学位论文


ｋｎｎ ＜ｎ卜啤 ｉ  ｏｏ ｃｃ

ｇ ｇ ｇ ｇ ｇｇ ｇ

ｒ＾ｎ

＇

ｈ ｓ ａ ｍ ｉ Ｒ ４ ７ ４ ９ ５ ｐ

ｈ ｓ ａ
－ ｍ ｉ Ｒ －

１

ｈ ｓ ａ
－

ｍ ｉ Ｒ
－

１

ｈ ｓ ａ
－ ｍ ｉ Ｒ －

１

ｈ ｓ ａ
－ ｍ ｉ Ｒ －

１

ｈ ｓ ａ
－ ｍ ｉ Ｒ －

１

ｈ ｓ ａ ｍ ｉ Ｒ Ｓ Ｓ ａ Ｓ ｐ

Ｉ

￣

ｈ ｓ ａ
－ ｍ ｉ Ｒ －

１

＇

ｈ ｓ ａ
－

ｍ ｉ Ｒ－

４ ９ ０
－

５ ｐ

ｈ ｓ ａ ｍ ｉ Ｒ ２ ９ ｃ ３ ｐ

ｈ ｓ ａ
－ ｍ ｉ Ｒ －

２ ９ ｃ
－

５ ｐ

Ｆ ｉｇｕｒｅ１
－

１ ：Ｈｅａｔ ｍａｐ
ｄ ｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｍ ｉＲＮＡ ｓ ｉｎ ＧＢＣｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ
ｃ ｌｕｓｔｅｒ ｉｎｇ

ａｎａｌｙｓｉｓ
ｔ
ｌ ５

］

．Ｔｈｅｒｉ
ｇ
ｈｔ ｓｉｄｅｏ ｆ ｔｈｅｍａｐ

ｉｓ ｔｈｅｎａｍｅｏ ｆ ｔｈｅｓｅｌｅｃｔｅｄｍ ｉＲＮＡ ｓ ． Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆ

ＧＢＣｓａｍｐ
ｌ ｅａｒｅ ｌ ｉｓｔｅｄｏｎ ｔｈｅ ｔｏｐ ． Ｔｈｅ ｌ ｅｆｔｆｏｕｒｓａｍｐ

ｌｅｓａｒｅｆｏｒ ｔｈｅＧＢＣｔ ｉｓｓｕｅｓ
， 
ｔｈｅ ｒ ｉ

ｇｈｔ ｆｏｕｒ

ｓａｍｐ ｌｅｓａｒｅｆｏｒ ｔｈｅｎｏｒｍａｌ

ｐｅｒ
ｉｔｕｍｏｒａ ｌ ｔ ｉｓ ｓｕｅ ．Ｔｈｅｒｅｄｒｅｇ ｉｏｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓａ ｒｅ ｌａｔｉｖｅ ｌｙ 

ｈ ｉｇｈ

ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ
，ａｎｄｔｈｅｂ ｌｕｅ ｒ ｅｇ ｉｏｎｒｅｐ

ｒｅ ｓｅｎｔｓａ ｒｅ ｌａｔｉｖｅ ｌｙ

ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ ．

Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗｅｒｅｐ ｌｅｎ ｔｙｏｆｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｌｙｅｘｐｒｅ ｓ ｓｅｄｍ ｉＲＮＡ ｓｖａｌｕａｂ ｌ ｅｆｏｒ

ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎＧＢＣ
， 
ｗｈｉｃｈ ｍａｙ

ａｌ ｓｏ
ｐ ｒｏｖｅ ｔｈａｔ ｔｈｅａｂｎｏ ｒｍａ ｌ ｉｔ ｉｅ ｓ ｏｆ ｍ ｉＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ ｗｅｒｅ

ｐ
ｒｏｂａｂ ｌｙ

ｉｍｐｏｒｔａｎｔｆｏｒｔｈｅＧＢＣｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔ ．Ａ ｃｃｏｒｄ ｉｎｇ
ｔｏｔｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｆｕｎｃｔ ｉｏｎａｌｔｅｓｔｗｅ

ｐｅｒ
ｆｏｒｍｅｄ

ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｌｙ， 
ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 

ｗａｓ  ｉｎ ｉｔｉａｌｌｙ 

ｔａｒｇ ｅｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｂ
ｊ
ｅｃｔ ａｍｏｎｇ 

ｔｈｅ１ ３ｄｉ ｆｆｅｒｅｎｔ ｉ ａｌ ｌ
ｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍ ｉＲＮＡ ｓ ．

３ ．２ｍ ｉＲ－９９ ａ －５ｐ
ｅｘｐ ｒｅｓ ｓ ｉｏｎａｎａ ｌｙｓ ｉｓｉｎＴＣＧＡ ｄａ ｔａｂａｓ ｅ

Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｆｕｒｔｈｅｒｖｅｒｉｆｙ
ｔｈｅｒａｔ ｉｏｎａｌ ｉ ｔｙ

ｏｆ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｒｅｓｕ ｌｔｓ

，
ｗｅｓｅａｒｃｈｅｄｔｈｅＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅｔｏ

ｄｅｔｅｒｍ ｉｎｅｗｈｅｔｈｅｒｍ ｉＲ－

９ ９ａ
－

５ｐ
ｗａｓｖａｌｕａｂ ｌｅｆｏｒｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎＧＢＣ ． ＡｓＧＢＣ－

ｒｅ ｌａｔｅｄｃａｓｅｄａｔａｗｅｒｅ

ｎｏｔｉｎｃ ｌｕｄｅｄｉｎｔｈｅＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅ
，ｗｅｃｈｏｓｅｈｅｐａｔｏｃｅ ｌ ｌｕ ｌａｒｃａｒｃ ｉｎｏｍａａｎｄｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ

ｃｈｏ ｌ ａｎｇｉｏｃａｒｃ ｉｎｏｍ ａａｓｔｈｅａｎａｌｙｔ ｉ ｃａ ｌｏｂ
ｊ
ｅｃｔｓ

， 
ｔｈｅｓｏｕｒｃｅｏｆ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅｓ ｉｍ ｉ ｌａｒｔｏＧＢＣ ．Ｆ ｉｇｕｒｅ１

－２

ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐ 

ｗａｓ ｓ ｉｇ
ｎｉ ｆｉｃａｎｔ ｌ

ｙ 

ｏｖｅｒｅｘｐ
ｒｅｓ ｓｅｄ  ｉｎ ｔｈｅ

ｐｅｒｉｔｕｍｏｒａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆｈｅｐａｔｏｃｅ ｌｌｕ ｌａｒ

ｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ａｎｄ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｃｈｏ ｌ ａｎｇｉｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ
， 
ａｎｄ

ｇｅｎｅｒａｌ ｌ

ｙ
ｌｏｗ  ｉｎ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｔｉ ｓｓｕｅ ｓ ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓ

ｏｆ ＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅ ｉｎｄ ｉｒｅｃｔｌ
ｙ

ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ
ｍａｙ

ｈａｖｅ
ｐｏ ｔｅｎｔｉ ａｌｒｅｓｅａｒｃｈｖａｌｕｅ ｉｎ

ＧＢＣ ．

７３





上海交通大学博士学位论文


ＴＣＧＡ  ｌ ｉｖｅｒ  ｈ ｅｐ ａ ｔ ｏ ｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａ ｒ  ｃａ ｒ ｃ ｉ ｎ ｏｍ ａ
 （
Ｌ ＩＨ Ｃ

ｊ 
ｍ ｉ ＲＮ Ａ  ｅｘｐ ｒｅ ｓｓ ｉ ｏｎ  ｂ ｙ 

ＲＮＡｓｅｑ

（
Ｉ ｌ ｊｍ ｉ ｎ ａ Ｈ ｉ ｓｅｑ ） 

？
Ｎ＝ ４ ２ ４

１

ｉ ｉ
ｕ ｓ ｅｒ ： ｔ ｅ ｍｐ ［

ＴＣ ＧＡ  ｃｈ ｏ ｌ ａ ｎ ｇ ｉ ｏ ｃａ ｒ ｃ ｉ ｎ ｏｍ ａ
 （
ＣＨＯ Ｌ

） 
ｍ ｉ ＲＮＡ ｅｘ ｐ ｒｅ ｓｓ ｉ ｏ ｎ  ｂ ｙ 

ＲＮ Ａｓｅｑ

（
Ｉ ｌ ｕｍ ｉ ｎ ａ Ｈ ｉ ｓｅｑ ｝ 

？
Ｎ ＝ ４ ５

ｄ
； ｑ ／

隱 ｆ
ｕｓ ｅｒ ： ｔ ｅ ｍ

ｐｃ

Ｆ ｉ
ｇｕｒｅ１ 

－２ ：Ｃｏｍｐａ
ｒ ｉｓ ｏｎ ｏｆｍ ｉＲ －９９ａ－５ｐ 

ｒｅ ｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ  ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅ ｌ ｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ
 （
ｕｐｐｅｒ） 

ａｎｄ

ｉｎｔｒａｈｅｐ ａｔ ｉｃｃｈｏ ｌａｎｇ ｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
（

ｌｏｗｅｒ
）

ｔｕｍｏｒｔ ｉｓｓｕｅｓａｎｄ
ｐｅｒ ｉｔｕｍｏｒａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓｉｎＴＣＧＡ ｄａｔａｂ ａｓｅ ．

（
Ｌｅｆｔｃｏ ｌｕｍｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｍ ｉＲ－９９ａ－

５ｐｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅ ｌ ．Ｈ ｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｍａｒｋｓａｓｒｅｄａｎｄｌｏｗ

ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｍａｒｋｓａ ｓｂ ｌｕｅ ．Ｒｉｇｈｔｃｏ ｌｕｍｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓａｍｐ ｌｅｔｙｐｅ ．Ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｍａｒｋａｓｂ ｌｕｅａｎｄ

ｐｅｒｉｔｕｍｏｒａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｍａｒｋａｓ
ｐｉｎｋ ．

）

３ ．３ｍ ｉＲ－９９ａ－５ｐ
ｅｘｐ ｒｅｓｓ ｉｏｎｉｎＧＢＣｔｉｓｓｕｅｓ

Ｔｏ ｖｅｒ ｉｆｙ 

ｔｈｅｒｅｓｕ ｌｔｓｏｆ ｔｈｅａｂｏｖｅｄａｔａ
， 
ｗｅｃｈｏ ｓｅ ｔｏｄｅｔｅｃｔ  ｔｈｅｍ ｉＲ－９９ａ－

５
ｐ
ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｏｆ ４ １ｃａｓｅｓ  ｉｎ

ＧＢＣｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓａｎｄ  ｔｈｅ ｉｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ
ｉｎｇ ｐｅｒ ｉｔｕｍｏｒａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓ ｂｙｑ

ＲＴ－ＰＣＲ ． Ｆ ｉｇｕｒｅ１
－

３ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍ ｉＲ －

９ ９ａ
－

５
ｐ

ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ ｉｎＧＢＣｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓｗａｓｓ ｉｇｎ ｉ ｆ ｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔ ｉｎ

ｐ
ｅ ｒ ｉ ｔｕｍｏ ｒａ ｌｔ ｉｓｓｕｅｓ

，ａｎｄｔｈｅ

ｄｉ ｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａ ｌ ｌｙ 
ｓ ｉｇｎｉ ｆｉｃａｎｔ ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆｍ ｉＲ－９９ａ

－

５ｐ

ｉｎ
ｐｅｒｉｔｕｍｏｒａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ

ｗａｓ２ ．７９ｔｉｍｅｓ ｈｉｇｈｅ ｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

７４





上海交通大学博士学位论文


Ａ Ｂ

ｐ
＜００００ １

！
，

ｌａｉＩｎ４

〇 ＊ 〇 ｉ
－

二
？

 ！ 兰
■，
腳ｂ

ｉ

ａ

 ｉ ｉ
＾

ｒ
ｏ ． ｏｏ ｉ 

Ｊ
，

２

， ６

，／

Ｆ ｉｇｕｒｅ１
－

３ ： Ｅｖａ ｌｕａｔｉｏ ｉｎｏ ｆ ｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐ 

ｒｅｌａｔ ｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｌｅｖｅｌｓ ．

（
Ａ

） 
ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５
ｐ

ｉｎ４ １ｃａｓｅｓｏｆ

ＧＢＣａｎｄ ｔｈｅ ｉｒ ｃｏｒ ｒｅ ｓ
ｐ
ｏｎｄ ｉｎｇｐｅｒ

ｉｔｕｍｏｒａ ｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓｉｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｉｎ

ｐｅｒ
ｉｔｕｍｏｒａ ｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ２ ．７９ｔ ｉｍｅｓｈ ｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ  ｉｎｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

（
Ｐ＜０ ． ０００ １

）
．

（
Ｂ

） 
Ｔｈｅ

Ｃｏｍｐａｒ ｉ ｓｏｎｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｓｏｆ ｍ ｉＲ －

９９ａ－

５ｐ
ｉｎ ｔｕｍｏ ｒ ｔｉｓｓｕｅｓａｎｄ

ｐｅｒ ｉｔｕｍｏｒａｌ ｔｉ ｓｓｕｅｓ ．

３ ．４Ｃｏｒｒｅｌａ ｔ ｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗ ｉｔｈｃ ｌ ｉｎ ｉｃｏｐａｔｈｏ ｌｏｇ
ｉｃａｌ

ｃｈａｒａ ｃｔｅｒｉｓ ｔ ｉｃ ｓａｎｄ
ｐｒｏｇｎｏｓ ｉｓｉｎ

ｐａｔｉｅｎ ｔ ｓｗ ｉｔｈＧＢＣ

Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｐｏ ｔｅｎｔ ｉａ ｌｒｅ ｌａｔ ｉｏｎｓｈ ｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｏｆｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐａｎｄ

ｃ ｌ ｉｎ ｉ ｃｏｐａｔｈｏ ｌｏｇ ｉｃａ ｌｃｈａｒａｃ ｔｅ ｒ ｉｓ ｔ ｉ ｃ ｓ
，ｗｅｄｉｖ ｉｄ ｅｄ４ １ＧＢＣｃａｓｅｓ ｉｎｔｏｔｗｏｇｒｏｕｐ ｓｂｙｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ

ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ ｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒｔ ｉｓｓｕｅｓｏｆ ｔｈｅｓｅ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｏｆ ｍ ｉＲ －

９ ９ａ
－

５ｐ
ｗａｓｏｎ ｌｙ

ｃｏｒｒｅ ｌａｔｅｄｗ ｉｔｈ ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓ ｔａｓ ｉｓ
（
Ｐ
＝

０ ． ０ ０ ９
） ，
ｎｏｔ ｗ ｉｔｈｏ ｔｈｅｒｃｈａｒａｃｔｅｒ ｉｓｔｉｃｓ

（
Ｔａｂ ｌｅ１

－

１
）

．

Ｔａｂ ｌｅ１
－

１ ： Ａ ｓｓｏｃ ｉａｔｉｏｎ ｂ ｅｔｗｅｅｎ ｍ ｉＲ －９９ ａ －

５ｐ
ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎａｎｄ ｔｈｅｃ ｌ ｉｎｉｃｏｐａｔ

ｈｏ ｌｏｇ
ｉｃａｌ

ｃｈａｒａｃ ｔｅｒ ｉｓｔｉｃｓ  ｉｎＧＢＣ

Ｒｅ ｌａｔｉｖｅ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｅｘｐｒｅ ｓｓ

ｉｏｎ

Ｖａｒ ｉａｂ ｌｅ／Ｃａｔｅｇｏｒｙ ｎ 乂２Ｐ

Ｌｏｗ
（
ｎ
＝

２７
）Ｈｉｇｈ （

ｎ
＝

１ ４
）

Ｇｅｎｄｅｒ

Ｍａｌｅ １ ３８
 （
２９ ． ６％

） ５
（
３ ５ ．７％

）

０ ． １ ５ ８０ ． ６９ １

Ｆｅｍａ ｌｅ ２８ １ ９
（
７０ ． ４％

） ９
（
６４ ． ３％

）

Ａｇｅ （ｙ
ｅａｒ

）

＜ ６０ １ ０６
 （
２２ ．２％

） ４
（
２８ ． ６％

）

０ ． １ ５ ８０ ． ６９ １

＞６０ ３ １２ １
（
７７ ． ８％

） １ ０
（
７ １ ．４％

）

Ｔｕｍｏ ｒ ｓ ｉｚｅ
（
ｃｍ

）

＜ ３ １ ５９
（
３ ３ ． ３％

） ６
 （
４２ ． ９％

）

０ ． ３６００ ． ５４ ８

＞ ３ ２６ １ ８
（
６６ ．７％

） ８
（
５７ ． １％

）

７５





上海交通大学博士学位论文


Ｈ ｉｓｔｏ ｌｏ
ｇｙ 

ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｔｉｏｎ

Ｗｅｌ ｌ／ｍｏｄｅｒａｔｅ ３２２ １
（
７７ ． ８％

） １ １
（
７８ ． ６％

）

０ ． ００３０ ． ９５４

ｐｏｏｒ ９ ６
（
２２ ．２％

） ３
（
２ １ ． ４％

）

Ｔｕｍｏｒ  ｉｎｖａｓｉｏｎ
（
ＡＪＣＣ

）

Ｔｉｓ
－Ｔ２ １ ６９

（
３ ３ ． ３％

） ７
 （
５０ ． ０％

）

１ ． ０７６０ ． ３ ００

Ｔ３
－Ｔ４ ２５ １ ８

（
６６ ． ７％

） ７
（
５０ ．０％

）

Ｌｙｍｐ
ｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓ ｔａｓ ｉ ｓ

Ｙｅｓ １ ４ １ ３
（
４８ ． １％

） １
（
７ ． １％

）

６ ． ８ ９４０ ． ００９

Ｎｏ ２７ １ ４
（
５ １ ． ９％

） １ ３
（
９２ ． ９％

）

ＴＮＭ ｓｔａｇｅ（
ＡＪＣＣ

）

Ｉ
－

ＩＩ １ ５ ８
 （
２９ ． ６％

） ７
 （
５０ ． ０％

）

１ ． ６４９０ ． １ ９９

ＩＩＩ
－

ＩＶ ２６ １ ９
（
７０ ． ４％

） ７
（
５０ ． ０％

）

Ｔｈｅｎｗｅｆｏｕｎｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓａｓ ｉｇｎ ｉｆｉ ｃａｎｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｃｅ ｉｎｔｈｅｓｕｒｖ ｉｖａ ｌｔ ｉｍｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｌｏｗ

ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ
ｇｒｏｕｐａｎ

ｄｔｈｅｈｉ
ｇｈｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ
ｂｙ

ｓｕｒｖｉｖａｌａｎａｌｙｓ ｉｓ（
ｍｅ ｄ ｉａｎｓｕｒｖｉｖａｌｗａｓ１ ０ ． ５

ｍｏｎｔｈｓ ａｎｄ２０ ． ０ ｍｏｎｔｈｓ
， 
Ｐ 

＝
０ ． ０ １ ４

， 
ｒｅｓｐｅｃ ｔｉｖｅｌｙ）

． Ｔｈｅ１
－

ｙｅａｒ ｓｕｒｖｉｖａ ｌ ｒａｔｅｓ ｗｅ ｒｅ ４ ８ ．４％ ａｎｄ ７６ ．０％
，

ｒｅｓｐｅｃｔ ｉｖｅ ｌｙ（
Ｆ ｉｇｕｒｅ

１
－４

）
．

Ｈ ｉｇｈｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ

Ｌｏｗｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ

１ ００ － －

，



，－

ｕ Ｉ＿ ．

ｉ

ＣＯ ？ －

＾５〇 ．
“

ｔ
，

０ ｔ
，

１ ？

ｏ

ＣＬ ｓ

０ －

１



１



１



１

０ １ ０ ２０ ３０

Ｍｏｎｔｈｅ ｌａｐｓｅｄ

Ｆ ｉｇｕｒｅ１
－４ ： Ｔｈｅｒｅ ｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ 

ｂｅｔｗｅｅｎ  ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｏ ｆ ｍ ｉＲ －

９ ９ａ
－

５ｐ
ａｎｄ ｔｈｅｓｕｒｖｉｖａ ｌ ｔ ｉｍｅｏ ｆ

ＧＢＣ
ｐａｔｉｅｎｔｓ

Ｆｕｒｔｈｅ ｒｍｏｒｅ
，
ｕｎｉｖａｒ ｉａｂ ｌｅａｎｄｍｕ ｌｔ ｉｖａｒ ｉａｂ ｌｅＣｏｘ ｒｅｇｒｅｓｓ ｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｍ ｉＲ －

９９ａ－

５ｐ

ｅｘｐｒｅｓｓ
ｉｏｎ

，
ｉｎｃ ｌｕｄ ｉｎｇ

ｌ

ｙｍｐ
ｈｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

， 
ｔｏ ｂｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ  ｉｎｄ ｉｃａｔｏｒｓｏｆ ｏｖｅｒａｌ ｌｓｕｒｖｉｖａｌ

（
Ｔａｂｌｅ１

－２
）

．

Ｔａｂｌｅ１
－２Ｕｎｉｖａｒｉａｔｅａｎｄ ｍｕｌｔｉｖａｒ ｉａｔｅａｎａｌｙｓ ｉ ｓｂｅｔｗｅｅｎ ｃ ｌ ｉｎｉｃｏｐａｔｈｏ ｌｏｇ ｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔ ｉｃｓａｎｄ

ｐｒｏｇ
ｎｏｓ ｉｓ ｉｎ

７６





上海交通大学博士学位论文


ＧＢＣ
ｐａｔ ｉｅｎｔｓ

Ｕｎ ｉｖａｒ ｉａｔｅ ａｎａ ｌｙｓ ｉ ｓＭｕ ｌｔ ｉｖａｒ ｉａｔｅ ａｎａ ｌｙｓ ｉ ｓ

Ｖａｒ ｉａｂ ｌ ｅ


ＨＲ
 （
９ ５％Ｃ Ｉ

）ｐＨＲ
 （
９ ５％Ｃ Ｉ

）ｐ

Ａ
ｇｅ （

＜ ６ ０ ｖ ｓ ． 彡 ６０
） ０ ． ６ ８０

（
０ ． ３ １ １

－

１ ． ５ ９ １
） ０ ． ３ ６ ５－－

Ｓ ｅｘ
 （
Ｍ ａｌ ｅ ｖ ｓ ．Ｆｅｍａｌｅ

） ０ ． ３ ８ ３
 （
０ ． １ ２４

－

１ ． ０４９
）０ ． ０６９－■

Ｔｕｍｏｒ ｓ ｉｚｅ
 （
ｃｍ

）  （＾ ３ｖ ｓ ．
＜ ３

） ０ ． ５０ ６
 （
０ ． １ ６４

－

１ ． ５２２
）０ ． ２３ ３－－

Ｈ ｉ ｓｔｏ ｌｏｇｙｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｔ ｉｏｎ（
Ｗｅ ｌ ｌｏｒｍｏｄｅｒａｔｅ

２ ． ３ １ ４
（
０ ． ８ ５０

－６ ． ２６２
）０ ． ０ ８ ５－－

ｖ ｓ ．Ｐｏｏ ｒ
）

Ｔｕｍｏｒ  ｉｎｖａｓ ｉｏｎ
（
ＡＪＣＣ

）  （
Ｔｉ ｓ

－Ｔ２ ｖ ｓ ．Ｔ３
－Ｔ４

） ０ ． ６９ ８
 （
０ ． ３ ６６

－

１ ． ３ １ ６
）０ ． ５ ０６－－

Ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓ ｉ ｓ
 （
Ｙｅ ｓ ｖ ｓ ．Ｎｏ

） ３ ．２７８
（

１ ．３４５
－７ ． ９６９

）０ ．００６ １ ．３ １ ０
（
０ ．４ １８

－

５ ．３８４
）０ ．０２２

ＴＮＭ ｓｔａｇｅ （
ＡＪＣＣ

）  （
Ｉ
－

ＩＩ ｖ ｓ ． ＩＩ Ｉ
－

ＩＶ
） ０ ． ４２ １

（
０ ． ０ ８７

－

１ ． ９ １ １
） ０ ． ２４ ５－－

Ｔｙｐ ｅｏｆｓｕｒｇｅｒｙ （
Ｃｕｒａｔ ｉｖｅｒｅ ｓｅｃｔ ｉｏｎ

１ ． ６６ ３
 （
０ ．６ １ ９

－

４ ． ４９ ８
）０ ． ３ ５ ７－－

ｖ ｓ ．Ｐａ ｌ ｌ ｉａｔｉｖｅ
）

ｍ ｉＲ－

９ ９ ａ
－

５ｐ 
ｅｘｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ  ｉｎ ｔｕｍｏｒ
 （
Ｌｏｗ ｖ ｓ ．Ｈｉｇｈ） ２ ． ４６９

（
１ ．０２７

－

６ ． １ ６７
）０ ．０４０ １ ．９５２

（
０ ． １６５

－

５ ． １０３
）０ ．０ １ ４

Ｃ Ｉ
？Ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ  ｉｎｔｅｒｃａ ｌ

； 
ＨＲ

， 
Ｈａｚａｒｄ ｒａｔ ｉｏ ．

４ ．Ｄ ｉｓｃｕ ｓｓ ｉｏｎ

Ｗｉｔｈｔｈｅｄｅｅｐｅｎｉｎｇ
ｏｆ ｒｅ ｓｅａｒｃｈｏｎｍａｌ ｉ

ｇｎａｎｔｔｕｍｏｒｓ
，ｎｏｎ

－

ｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ ｉｎｃａｎｃｅｒｓｈａｓ

ｇｒａｄｕａｌ ｌ
ｙ

ｂｅｃｏｍｅａｈｏｔｓｐｏｔ ｔｏｓｔｕｄｙ
ｆｏｒ ｒｅ ｓｅａｒｃｈｅｒｓ ．Ｍａｎｙ

ｓｔｕｄｉｅ ｓｈａｖｅｆｏｕｎｄｔｈａｔ ｎｏｎ－

ｃｏｄ ｉｎｇ 
ＲＮＡ

ｐ
ｌａｙｓａ

ｃｒｕｃ ｉａｌｒｏ ｌｅ ｉｎｔｈｅｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔｏｆ ｍａ ｌ ｉｇｎａｎｔｔｕｍｏｒｓ
［
１ ６

＿

２ °
］

，〇ｆ ｗｈｉｃｈｍ ｉＲＮＡ ｉ ｓａｎ ｉｍ
ｐｏ

ｒｔａｎｔ
ｐａｒｔ ．

Ｔｈｅｒｅａｒｅｍａｎｙ
ｅｖｉｄｅｎｃｅｔｈａｔａｂｎｏｒｍａｌｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆ ｍ ｉＲＮＡ ｓｉ ｓｃｏｍｍｏｎ ｉｎａ ｌａｒｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｔｕｍｏｒｓ
，ａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆ ｒｅ ｓｅａｒｃｈｏｎ ｉｔｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｍｅｃｈａｎｉ ｓｍｏｆ ｒｅｇｕｌａｔ ｉｎｇ

ｍａ ｌ ｉ
ｇｎａｎｔｔｕｍｏｒ

ｉ ｓａ ｌ ｓｏ ｉｎｃｒｅａｓ ｉｎｇ 

［
２ １

－２ ３
］

．Ｉｎ ｔｈｉ ｓ
ｐａｒｔ ， 

ｗｅｓｔｕｄ ｉｅｄ ｔｈｅ ｍ ｉＲＮＡ ｓ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｌ ｌｙ
ｅｘｐｒｅ ｓ ｓｅｄ  ｉｎ

ｔｈｅ ｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓ ｏｆ ＧＢＣ ｂｙ 

ｈｉ
ｇ
ｈ－

ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｍ ｉＲＮＡ ｍ ｉｃｒｏａｒｒａｙ ．１ １ ｌｏｗ－

ｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎ ｍ ｉＲＮＡ ｓ ａｎｄ ２ ｈｉ
ｇ
ｈｌ
ｙ

ｅｘｐｒｅ ｓ ｓｅｄｍ ｉＲＮＡ ｓｉｎＧＢＣｔｕｍｏｒｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄ ．Ｆｏｒｔｈｅ ｓｅｍ ｉＲＮＡ ｓ
，ｏｕｒｇｒｏｕｐｈａｓ

ｐｒｅ ｌ ｉｍ ｉｎａｒ ｉ ｌ
ｙ

ｓｃｒｅｅｎｅｄａｃｃｏｒｄ ｉｎｇ
ｔｏｔｈｅｃｅ ｌ ｌｕｌａｒｆｕｎｃｔ ｉｏｎａｌ ｔｅ ｓｔ ｉｎＧＢＣｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉｎｅ ｓ

，ａｎｄｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ

ｗａｓｆｏｕｎｄｔｏｈａｖｅａｎｔ ｉ
－

ｃａｎｃｅｒｆｕｎｃｔ ｉｏｎ ｉｎＧＢＣｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉｎｅｓ ．Ｔｈｅｎ
，
ｗｅｆｏｕｎｄｄａｔａｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅ ｌ ｌｕｌａｒ

ｃａｒｃ ｉｎｏｍａａｎｄｉｎｔｒａｈｅｐａｔ ｉｃｃｈｏ ｌａｎｇｉｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｈｉ ｓｔｏｅｍｂｒｙｏ ｌｏｇ ｉｃａ ｌ ｌｙ
ｓ ｉｍ ｉ ｌａｒｔｏＧＢＣ

ｉｎＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅ ．Ｉｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐｗａｓｓ ｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎｔｕｍｏｒｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓｏｆ

ｈｅｐａｔｏｂ ｉ ｌ ｉａｒｙ 

ｔｕｍｏｒｓ ．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ
，
ｗｅｓｅ ｌｅｃｔｅｄ ｍ ｉＲ－９９ａ

－

５ｐ
ａｓｏｕｒ ｒｅ ｓｅａｒｃｈｏｂ

ｊ
ｅｃｔ ．

Ｔｈｅ ｍ ｉＲ－

９９ｆａｍ ｉ ｌｙ
ｉ ｓｏｎｅｏｆ ｔｈｅｏ ｌｄｅ ｓｔ ｍ ｉＲＮＡ ｆａｍ ｉ ｌ ｉｅ ｓ ｉｎ ｔｈｅｅｖｏ ｌｕｔ ｉｏｎａｒｙ ｐｒｏｃｅ ｓ ｓ

，
ｉｎｃ ｌｕｄｉｎｇ

ｍ ｉＲ －

９９ａ
，
ｍ ｉＲ－

９９ｂａｎｄｍ ｉＲ－

１ ００
［

２ ４
］

．Ｍ ｉＲ－

９９ａ
，

ｌｏｃａｔｅｄａｔｃｈｒｏｍｏ ｓｏｍｅ２ １
，
ｈａｓｂｅｅｎｓｈｏｗｎｔｏｂｅ

ｉｎｈｉｂ ｉｔｅｄｉｎａｖａｒｉｅｔｙ
ｏｆ ｔｕｍｏｒｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓａｎｄｃ ａｎａｆｆｅｃｔｔｕｍｏｒ

－

ｒｅ ｌａｔｅｄｆｕｎｃｔ ｉｏｎｓ
ｔ

２ ５
－２ ７

］

．Ｌｅｅｅｔａ ｌ ．
［

２ ８
］

ｒｅｔｒｏ ｓｐｅｃｔｉｖｅ ｌｙ 

ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｒｅ ｌａｔ ｉｏｎｓｈｉ
ｐ 

ｂｅｔｗｅｅｎ ｍ ｉＲＮＡ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｒｖ ｉｖａｌ ｏｆ２２ １ｃａｓｅ ｓ ｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃ

７ ７





上海交通大学博士学位论文


ｃａｎｃｅｒ
ｐａｔ ｉｅｎｔｓ ． Ｔｈｅｙ 

ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｗａｓ ｃ ｌｏ ｓｅ ｌ

ｙ 
ｒｅ ｌａｔｅｄ ｗ ｉｔｈ ｔｕｍｏｒ ｍａｒｇｉｎ

， 
ｔｕｍｏｒ ｓ ｔａｇ

ｉｎｇ ，

ｐａｔｈｏ ｌｏｇ ｉｃａ ｌｄｉ ｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｔ ｉｏｎ
，ｐｏ ｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅＣＡ １ ９９ｌｅｖｅ ｌ ． Ａｎｄ ｉｔｓｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎｌｅｖｅ ｌｗａｓｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃａｎｔ ｌｙ

ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ
ｐａｎｃｒｅａｔ ｉｃｃａｎｃｅｒｔ ｉｓ ｓｕｅ ｓ

，ｗｈｉｃｈｗａｓａｎ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｆａｃｔｏｒａｆｆｅｃｔｉｎｇ
ｔｈｅ

ｐｒｏｇｎｏ ｓ ｉ ｓｏｆ

ｐａｔ ｉｅｎｔｓ ．Ｙｕｅｔａｌ ．
［

２ ９
］

ｆｏｕｎｄｔｈａｔ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｗａｓｓ ｉｇｎｉ ｆｉｃ ａｎｔ ｌｙ

ａｓ ｓｏｃ ｉａｔｅｄｗ ｉｔｈａｄｖａｎｃｅｄｓｔａｇｅａｎｄ

ｔｕｍｏｒｍｅｔａｓ ｔａｓ ｉ ｓｉｎｎｏｎ－

ｓｍａｌ ｌｃｅ ｌ ｌ ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ｓｕｇｇｅ ｓｔ ｉｎｇａｐｏｏｒ
ｐ

ｒｏｇｎｏ ｓ ｉ ｓ
，ａｎｄｓｕｂ ｓｅｑｕｅｎｔ

ｆｕｎｃｔ ｉｏｎａｌｓｔｕｄ ｉｅ ｓｆｏｕｎｄｔｈａｔｏｖｅｒｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｗａｓａｂ ｌｅｔｏ ｉｎｈｉｂ ｉｔｃｅ ｌ ｌ

ｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔ ｉｏｎ
，

ｉｎｖａｓ ｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓ ｉ ｓｆｕｎｃｔ ｉｏｎ ｉｎｖｉｔｒｏ ｉｎｎｏｎ－

ｓｍａｌ ｌｃｅ ｌ ｌｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ ｔｈｒｏｕｇｈ ＡＫＴ １ ．Ｆｅｎｇ

ｅｔａ ｌ ．

［
３ 〇

］

ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｉｎ１ ００ ｃａｓｅ ｓ ｏｆ ｂ ｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ

ｐｅｒ ｉｔｕｍｏｒａｌ ｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓ ｂｙ

ｓｔｅｍ－

ｌｏｏｐ 

Ｔａｑｍａｎ
ｐ

ｒｏｂｅ
ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ

， 
ｔｈｅｙ

ａｌ ｓｏｄｅｔｅｃｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅ ｌｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 
ｉｎｓｅｒｕｍ ｏｆ ｂ ｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ

ｐａｔ ｉｅｎｔｓａｎｄ ｎｏｒｍａｌ
ｐｏｐｕｌａｔ ｉｏｎ

，
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｗａｓ ｕｓｕａｌ ｌｙ

ｌｏｗｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎ ｉｎｔｕｍｏｒｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓａｎｄｓｅｒｕｍ ｉｎｂ ｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ
ｐａｔ ｉｅｎｔｓ

，ａｎｄ ｉｔｓ ｌｏｗｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｗａｓ

ｒｅ ｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｎｖａｓ ｉｖｅ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ．Ｗｈａｆ ｓｍｏｒｅ

，
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｉｎ ｂ ｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒｃｅ ｌ ｌ ｓ

ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂ ｉｔ  ｉｔｓ
ｐ

ｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔｉｏｎ ．

Ｉｎｔｈ ｉ ｓｐａｒｔ ，ｗｅｃｏｍｐ ａｒｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐｉｎ４ １ｃａｓｅ ｓｏｆＧＢＣａｎｄｔｈｅ

ｃｏｒｒｅ ｓｐｏｎｄ
ｉｎｇｐｅｒ

ｉｔｕｍｏｒａ ｌｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓ ．Ｔｈｅｒｅ ｓｕｌｔ ｓｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｗａｓｓ ｉ

ｇｎ
ｉ ｆｉｃａｎｔ ｌ

ｙ
ｌｏｗｅｒ ｉｎ

ＧＢＣｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓ
，
ｗｈｉｃｈｗａｓｃｏｎｓ ｉｓｔｅｎｔ ｗ ｉｔｈｔｈｅｒｅ ｌｅｖａｎｔｓ ｔｕｄ ｉｅ ｓ ．Ｉｔ ｉ ｓｃｏｎｃ ｌｕｄｅｄ ｔｈａｔ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｍａｙ

ｐ ｌａｙ
ａｎａｎｔ ｉ

－

ｃａｎｃｅｒｅ ｆｆｅｃｔ ｉｎＧＢＣ
，
ｗｈｉｃｈｎｅｅｄｅｄｆｕｒｔｈｅｒ ｆｕｎｃｔ ｉｏｎａｌ ｔｅ ｓｔ ｉｎｖｉｔｒｏｔｏｃｏｎｆｉｒｍ ．Ｏｎ ｔｈｅ

ｂａｓ ｉ ｓｏｆｔｈｉ ｓ
，ｗｅａｎａ ｌｙｚｅｄｔｈｅｒｅ ｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐａｎｄｔｈｅ

ｃ ｌ ｉｎｉｃｏｐａｔ
ｈｏ ｌｏｇ

ｉｃａ ｌｄａｔａｏｆ ＧＢＣ
ｐａｔ ｉｅｎｔｓ ．Ｔｈｅｒｅ ｓｕｌｔ ｓｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｏｗｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 
ｗａｓｓ ｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｌｙ 

ｃｏｒｒｅ ｌａｔｅｄ ｗ ｉｔｈ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓ ｉ ｓ
， 
ｗｈｉｃｈ  ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｍ ｉｇｈｔ

ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｖａｓ ｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓ ｉ ｓｏｆ ＧＢＣ ．Ｗｅｆｏｕｎｄｔｈａｔ ｍａｎｙ
ｓｔｕｄｉｅ ｓｈａｄｃｏｎｆｉｒｍｅｄｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ

ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂ ｉｔ ｔｈｅ ｉｎｖａｓ ｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓ ｉ ｓｏｆ ｔｕｍｏｒｓ
，ａｎｄｔｈｅａｆｅｗ ｓｔｕｄｉｅ ｓａｌ ｓｏｓｕｐｐｏｒｔｅｄｔｈａｔ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂ ｉｔｔｈｅ
ｐ

ｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔ ｉｏｎｏｆ ｍａｌ ｉ
ｇｎａｎｔｔｕｍｏｒｓ ．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ

，ｗｅｗ ｉ ｌ ｌｆｏｃｕｓｏｎｗｈｅｔｈｅｒ

ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ
ｃａｎａｆｆｅｃｔ

ｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔ ｉｏｎａｎｄ ｉｎｖａｓ ｉｏｎ／ｍｅｔａｓｔａｓ ｉ ｓｉｎＧＢＣ ｉｎｔｈｅｎｅｘｔｓｔｅｐ
ｏｆ ｏｕｒｓｔｕｄｙ．

Ａｔ ｔｈｅｓａｍｅｔ ｉｍｅ
，
ｗｅｃａｎｓｅｅｔｈａｔ ｔｈｅｌｏｗｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｉ ｓｃ ｌｏ ｓｅ ｌｙ

ｒｅ ｌａｔｅｄｔｏｔｈｅ
ｐｏｏｒ

ｐｒｏｇｎｏ ｓ ｉｓｔｈｒｏｕｇｈｓｕｒｖｉｖａｌａｎａｌｙｓ ｉｓ ．Ｓｏｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｍａｙ

ｂｅａ
ｐｏｔｅｎｔ ｉａ ｌｄ ｉａｇｎｏ ｓｔ ｉｃａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔ ｉｃ

ｔａｒｇｅｔ ｉｎＧＢＣ ．

５ ．Ｃｏｎｃ ｌｕ ｓ ｉｏｎ ｓ

１ ．ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｗａｓｆｏｕｎｄｔｏｂｅ ｌｏｗｅｘｐｒｅ ｓ ｓｅｄ ｉｎＧＢＣｔｕｍｏｒｔ ｉｓ ｓｕｅ ｓａｎｄｍａｙ

ｂｅａｓ ｓｏｃ ｉａｔｅｄｗ ｉｔｈ

７ ８





上海交通大学博士学位论文


ｌ
ｙｍｐ

ｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓ ｉ ｓｏｆ ＧＢＣｂｙ
ｍ ｉＲＮＡ ｍ ｉｃｒｏａｒｒａｙ 

ａｎａｌ
ｙｓ ｉ ｓｃｏｍｂ ｉｎｅｄ ｗ ｉｔｈ

ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ ．

２ ．Ｔｈｅ  ｌｏｗ ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 
ｈａｄａ ｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅ ｌａｔ ｉｏｎ ｗ ｉｔｈ ｔｈｅ

ｐｏｏｒ
ｐｒｏｇｎｏ ｓ ｉ ｓ ｏｆ ＧＢＣ ．

７ ９





上海交通大学博士学位论文


ＰＡＲＴ２ ：Ｆｕｎｃｔｉｏｎａ ｌｓｔｕｄｙ
ｏｆｍ ｉＲ－９９ａ－５ｐ

ｉｎＧＢＣ

１ ．Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ＧＢＣ
，ｗｈｉｃｈ ｉ ｓｔｈｅｍｏ ｓｔｃｏｍｍｏｎｍａｌ ｉｇｎａｎｔｔｕｍｏｒ ｉｎｂ ｉ ｌ ｉａｒｙ

ｔｒａｃｔ
，

ｉ ｓａｈｉｇｈ ｌｙ
ｍａｌ ｉ

ｇｎａｎｔｄｉ
ｇｅ ｓｔ ｉｖｅ

ｔｒａｃｔ ｔｕｍｏｒ
，ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｉｎｃ ｉｄｅｎｃｅｒａｔｅｉ ｓａｂｏｕｔ ３ ． ９ｃａｓｅ ｓ
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ｐｅｏｐ
ｌｅ ．Ｉｔ ｒａｎｋｓ Ｎｏ ．６ｉｎ ｔｈｅ

ｄ ｉ
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ｍａｎｙ ｐａｔ ｉｅｎｔ ｓ ｈａｖｅ

ｐｒｏｇｒｅ ｓ ｓ ｔｏ ｔｈｅ ａｄｖａｎｃｅｄ
ｐｈａｓｅ ａｎｄ ｌｏ ｓｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｃｅ ｏｆ ｒａｄ ｉｃａｌ ｓｕｒｇｅｒｙ

ｏｎｃｅｄ ｉａｇｎｏ ｓｅｄ ．Ｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔｒａｄ ｉｏｔｈｅｒａｐｙ，ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙａｎｄｏｔｈｅｒｍｅｔｈｏｄｓｃａｎｎｏｔａｃｈｉｅｖｅ

ｓａｔ ｉｓｆａｃｔｏｒｙ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｅ ｆｆｅｃｔ

，ｓｏｔｈｅｏｖｅｒａｌ ｌ５
－

ｙｅａｒｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ ｉ ｓｏｎｌｙ
ｌｅ ｓ ｓｔｈａｎ５％ ［

２
］

．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ
，

ｅａｒｌ
ｙ 

ｄ ｉａｇｎｏ ｓ ｉ ｓ  ｉ ｓ ｔｈｅ ｋｅｙ 

ｔｏｉｍｐ
ｒｏｖｅ ｔｈｅ

ｐｒｏｇｎｏ ｓ ｉｓ ｏｆ ＧＢＣ ． Ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

ｆｉｎｄｓ ｔｈａｔ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９０％

ｏｆＧＢＣｄｅａｔｈｓａｒｅｃａｕｓｅｄｂｙ
ｔｕｍｏｒｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｍｅｔａｓｔａｓ ｉ ｓ
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］

．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ
，ｔｈｅｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅ

ｐａｔ
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ｐ
ｔｏｆｉｎｄｎｅｗ
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ｗｈｉｃｈ  ｉｓ ｏｆ

ｇｒｅａｔ ｓ ｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ  ｉｍｐｒｏｖ ｉｎｇ 

ｔｈｅ

ｄ ｉａｇｎｏ ｓ ｉ ｓ
， 
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｅ ｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｔｈｅ

ｐｒｏｇｎｏ ｓ ｉ ｓｏｆ ＧＢＣ
ｐａｔ ｉｅｎｔ ｓ ．

Ａｔ
ｐｒｅ ｓｅｎｔ
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ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ
ａｂｎｏｒｍａ ｌ ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆ ｍ ｉＲＮＡ ｓｉｎｍａ ｌ ｉ

ｇｎａｎｔ ｔｕｍｏｒｓ
，
ａｎｄｍ ｉＲＮＡ ｓｃａｎａｆｆｅｃｔ ｍｕｌｔ ｉ

ｐ
ｌｅ

ｔｕｍｏｒ
ｐａｔｈｗａｙｓ

， 
ｗｈｉｃｈ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｓ ｔｕｍｏｒ

ｐｒｏｇｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ
，

ｉｎｖａｓ ｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓ ｉ ｓ
，ａｐｏｐｔｏ ｓ ｉ ｓａｎｄｃｙｃ ｌｅ

ａｒｒｅ ｓｔ ．Ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅ ｓｓ ｅｄｍ ｉＲＮＡ ｓ ｉ ｓ ｕｓｕａｌ ｌ
ｙ 
ｍａｎｉｆｅ ｓｔｅｄ ａｓ ｔｈｅａｎｔ ｉ

－

ｃａｎｃｅｒ ｆｕｎｃｔ ｉｏｎ ｂｙ

ｎｅｇａｔ ｉｖｅ ｌｙ 

ｒｅｇｕｌａｔ ｉｎｇ 
ｓｏｍｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｓ ｔｏ ａｃｈｉｅｖｅ  ｉｎｈｉｂ ｉｔ ｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ

ｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔ ｉｏｎ
， 

ｉｎｖａｓ ｉｏｎ

ａｎｄｍｅｔａｓｔａｓ ｉｓａｎｄｏｔｈｅｒｆｕｎｃｔ ｉｏｎｓ
，ｓｕｃｈａｓｍ ｉＲ－２０４

，ｍ ｉＲ－

１ ４０ －

５ｐ ｓｅｔｃ ． ｔ

３ １
－

３ ２
］

．Ｗｈ ｉ ｌｅｔｈｅｏｔｈｅｒ

ｍ ｉＲＮＡ ｓｃａｎｓｈｏｗｃａｎｃｅｒ－ｐｒｏｍｏｔ ｉｎｇｆｕｎｃｔ ｉｏｎｗｈｉｃｈａｒｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｉｎｔｕｍｏｒｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓ ．Ｆｏｒ

ｅｘａｍｐ
ｌｅ
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Ｌ ｉｕｅｔａｌ ．

［

３ ３
］

ｐｏ
ｉｎｔｅｄｏｕｔ ｔｈａｔ ｍ ｉＲ－

１ ９ｂｃａｎ
ｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔｏｆ ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｂｙ

ｉｎｈｉｂ ｉｔ ｉｎｇ

ｔｈｅ ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅ ｓｓｏｒ
ｇｅｎｅ ＰＴＰＲＧ ．

Ｉｎ ｔｈｅ ｌａｓｔ
ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅｓｔｕｄｙ， 

ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ 
ｗａｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｏｕｔ ａｓ ａ  ｌｏｗ ｅｘｐｒｅ ｓｓｅｄ ｍ ｉＲＮＡ  ｉｎ ＧＢＣ ｔ ｉｓ ｓｕｅ ｓ

ａｎｄ ｖｅｒ ｉｆ ｉｅｄ ｂｙｑＲＴ
－ＰＣＲ ．Ｉｔ ｗａｓ ｉｎｉｔ ｉａ ｌ ｌｙ

ｓｕｇｇｅ ｓｔｅｄｔｈａｔ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｍ ｉｇｈｔ ｂｅａｓｕｐｐｒｅ ｓ ｓｏｒ

ｇｅｎｅ ｉｎ

ＧＢＣ ．Ｓ ｉｎｃｅ ｔｈｅ ｒｅ ｌａｔ ｉｏｎｓｈｉ
ｐ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ａｎｄＧＢＣｈａｓ ｎｏｔ ｂｅｅｎ ｒｅｐｏ

ｒｔｅｄ
， 
ｗｅ ｗ ｉ ｌ ｌ ｆｏｃｕｓｏｎ

ｔｈｅｅ ｆｆｅｃｔｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｏｎＧＢＣｃｅ ｌ ｌｕｌａｒｆｕｎｃｔ ｉｏｎａｎｄｆｕｒｔｈｅｒｃｏｎｆ ｉｒｍ ｗｈｅｔｈｅｒ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐｐ ｌａｙｓ

ａ ｒｏ ｌｅ ｉｎｓｕｐｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎ ｏｆ ＧＢＣ
ｐｒｏｇｒｅ ｓｓ ｉｏｎ ．

２ ．Ｍａｔｅｒｉａ ｌｓａｎｄＭｅｔｈｏｄ ｓ

２ ． １Ｍａｔｅｒｉａｌｓ

８ ０
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

２ ． １ ． １Ｃ ｅｌｌｌｉｎｅ ｓ

ＧＢＣ ｃｅ ｌ ｌ  ｌ ｉｎｅ ｓ ＧＢＣ －ＳＤ
， 
ＮＯＺ

， 
ＥＨＧＢ －

１ａｎｄ ＯＣＵＧ ｗｅｒｅ
ｐｕｒｃｈａｓｅｄ ｆｒｏｍ Ｉｎｓｔ ｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃｅ ｌ ｌ Ｓｃ ｉｅｎｃｅ ｓ
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ＳｈａｎｇｈａｉＩｎｓｔ ｉｔｕｔｅ ｓｆｏｒ Ｂ ｉｏ ｌｏｇ
ｉｃａｌＳｃ ｉｅｎｃｅ ｓ
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Ｃｈｉｎｅ ｓ ｅ Ａｃａｄｅｍｙ

ｏｆ Ｓｃ ｉｅｎｃｅ ｓ ．

２ ．２ ．２Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ａｎｉｍａ ｌｓ
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６ｗｅｅｋｓｏ ｌｄＳＰＦ
ｇｒａｄｅｎｕｄｅｍ ｉｃｅｆｏｒ ｉｎｖｉｖｏａｓ ｓａｙｓｗｅｒｅ

ｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍ ｔｈｅＳｈａｎｇｈａ ｉ Ａｎｉｍａｌ

Ｅｘｐｅｒ ｉｍｅｎｔａ ｌＣｅｎｔｅｒ
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Ｃｈｉｎｅ ｓｅ Ａ ｃａｄｅｍｙ

ｏｆ Ｓ ｃ ｉｅｎｃｅ ｓ ．Ｎｕｄｅｍ ｉｃｅｗｅｒｅｆｅｄ ｉｎｔｈｅＳＰＦｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
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Ｗ ｉ ｌ ｌ ｉａｍ
’
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Ｐｅｎｉｃ ｉ ｌ ｌ ｉｎ－

ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃ ｉｎ Ｇ ｉｂｃｏｃｏｍｐａｎｙ

Ｒｅａｇｅｎｔｓｆｏｒｃｅ ｌ ｌ
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ｉｃａ ｌ Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
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， 
Ｌｔｄ

Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌｃｈａｍｂｅｒ Ｃｏｍ ｉｎｇ 
Ｃｏｒｐｏｒａｔ ｉｏｎ

Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌｃｈａｍｂｅｒ ｗ ｉｔｈ ｍａｔｒ ｉｇｅ ｌ Ｃｏｒｎｉｎｇ 
Ｃｏｒｐｏｒａｔ ｉｏｎ
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ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ Ｓ ｉｎｏｐｈａｎｎＧｒｏｕｐ

Ｃｈｅｍ ｉｃａｌ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ ．

Ｃｒｙｓｔａ ｌ ｖ ｉｏ ｌｅｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｓｏ ｌｕｔ ｉｏｎ Ｂ ｅｙｏｔ ｉｍｅＢ ｉｏｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ

Ｒｅａｇｅｎｔｓｆｏｒ ｔｒａｎ ｓｆｅｃｔ ｉｏｎａｎｄ
ｑＲＴ

－ＰＣＲ

ＰｒｏｄｕｃｔＭａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ

Ｔｒ ｉｚｏ ｌ ｒｅａｇｅｎｔ ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＣｏｒｐｏｒａｔ ｉｏｎ

Ｐｒ ｉｍｅＳｃｒ ｉｐｔ

？
ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋ ｉｔ ｗ ｉｔｈ

ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ Ｔａｋａｒａ Ｃｏｍｐａｎｙ

Ｍ ｉｒ
－Ｘ

？

ｍ ｉＲＮＡ Ｆ ｉｒｓｔ
－Ｓ ｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅ ｓ ｉ ｓＫ ｉｔ Ｔａｋａｒａ Ｃｏｍｐａｎｙ

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍ ｉｘＥｘＴａｑ（
Ｔ ｌ ｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐ ｌｕｓ

） Ｔａｋａｒａ Ｃｏｍｐａｎｙ

８ １
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

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍ ｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 

Ｉ Ｉ
（
Ｔ ｌ ｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐ ｌｕｓ

） Ｔａｋａｒａ Ｃｏｍｐａｎｙ

ｉｓｏｐｒｏｐａｎｏ ｌ Ｓ ｉｎｏｐｈａｒｍ Ｇｒｏｕｐ
Ｃｈｅｍ ｉｃａｌＲｅａｇｅｎｔ Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ ．

ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ Ｓｈａｎｇｈａ ｉ Ｒｕｎ
ｊ

ｉｅＣｈｅｍ ｉｃａ ｌ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ ．

ＲＦｅｃｔｓｍａ ｌ ｌ ＲＮＡ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔ ｉｏｎ ＲｅａｇｅｎｔＣｈａｎｇｚｈｏｕ Ｂ ｉｏｇｅｎ
Ｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉｃａ ｌ Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ

Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ

Ｒｅａｇｅｎｔｓｆｏｒ ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ

ＰｒｏｄｕｃｔＭａｎｕｓｆａｃｔｕｒｅｒ

Ａｍｍｏｎｉｕｍ
ｐｅｒｓｕｌｆａｔｅ Ｂ ｅｙｏｔ ｉｍｅＢ ｉｏｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ

ＲＩＰＡ ｌｙｓ ｉ ｓ ｂｕｆｆｅｒ Ｂ ｅｙｏｔ ｉｍｅＢ ｉｏｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ

Ａ ｃｒｙｌａｍ ｉｄｅ Ｂ ｅｙｏｔ ｉｍｅＢ ｉｏｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ

ＴＥＭＥＤ Ｂ ｅｙｏｔ ｉｍｅＢ ｉｏｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ

６ ｘ ｌｏａｄ ｉｎｇ 

ｂｕｆｆｅｒ Ｂ ｅｙｏｔ ｉｍｅＢ ｉｏｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ

Ｔｒ ｉ ｓｂａｓ ｅ Ｓｈａｎｇｈａ ｉ Ｙｅａｓｏｎ Ｂ ｉｏ ｌｏｇ
ｉｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ

Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ

Ｇ ｌｙｃ ｉｎｅ Ｓｈａｎｇｈａ ｉ Ｙｅａｓｏｎ Ｂ ｉｏ ｌｏｇｉｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ

Ｓｈａｎｇｈａ ｉ Ｙｅａｓｏｎ Ｂ ｉｏ ｌｏｇｉｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ

Ｓｋｉｍ ｍ ｉ ｌｋ
ｐｏｗｄｅｒ Ｓｈａｎｇｈａ ｉ Ｙｅａｓｏｎ Ｂ ｉｏ ｌｏｇｉｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ

Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ

２０ 
Ｘ ＴＢ Ｓ Ｓｈａｎｇｈａ ｉ Ｙｅａｓｏｎ Ｂ ｉｏ ｌｏｇｉｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ

Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ

Ｔｗｅｅｎ２０ Ｓｈａｎｇｈａ ｉ Ｙｅａｓｏｎ Ｂ ｉｏ ｌｏｇｉｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ

ＰＶＤＦｍｅｍｂｒａｎｅ Ｂ ｉｏ
－

ｒａｄｃｏｍｐａ
ｎｙ

Ｅ－

ｃａｄｈｅｒ ｉｎ
， 
Ｎ－

ｃａｄｈｅｒ ｉｎ Ｖ ｉｍｅｎｔ ｉｎ ｍｏｎｏｃ ｌｏｎａｌ ＣＳＴｃｏｍｐａｎｙ

ａｎｔ ｉｂｏｄｙ

Ｒａｂｂ ｉｔ ａｎｔ ｉ
－ｈｕｍａｎＧＡＰＤＨ ａｎｔ ｉｂｏｄｙＳｈａｎｇｈａｉ Ａｂｗａｙｓ Ｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉｃａ ｌＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ

Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ

Ｒａｂｂ ｉｔａｎｔ ｉ
－ｈｕｍａｎ ＭＴＯＲ ａｎｔ ｉｂｏｄｙ ＣＳＴｃｏｍｐａｎｙ

Ｒａｂｂ ｉｔａｎｔ ｉ
－ｈｕｍａｎＳＭＡＲＣＡ５ａｎｔｉｂｏｄｙ Ａｂｅａｍ ｃｏｍｐａｎｙ

Ｇｏａｔ ａｎｔ ｉ
－

ｒａｂｂ ｉｔ／ｍｏｕｓｅ ＨＲＰ－

ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ａｎｔ ｉｂｏｄｙ Ｂ ｅｙｏｔ ｉｍｅＢ ｉｏｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ

ＰａｇｅＲｕｌｅｒ Ｐｒｅ ｓｔａ ｉｎｅｄＰｒｏｔｅ ｉｎ Ｌａｄｄｅｒ ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒＳ ｃ ｉｅｎｔｉ ｆｉｃ

ＥＣＬｋｉｔ ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒＳ ｃ ｉｅｎｔｉ ｆｉｃ

ＢＣＡ Ｐｒｏｔｅ ｉｎＡ ｓ ｓａｙ 

Ｋ ｉｔ Ｂ ｅｙｏｔ ｉｍｅＢ ｉｏｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ

８２
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２ ． １ ．４Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓａｎｄｅｑｕ ｉｐｍｅｎｔ

ＰｒｏｄｕｃｔＭａｎｕｓｆａｃｔｕｒｅｒ

１ ３ ００
－Ａ２Ｂ ｉｏ ｌｏｇｉｃａｌ ｓａｆｅｔｙ

ｃａｂ ｉｎｅｔｓ ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒＳ ｃ ｉｅｎｔｉ ｆｉｃ

５０ １Ａ Ｄ ｉｇｉｔａ ｌｃｏｎｓｔａｎｔ ｔｅｍｐｅ
ｒａｔｕｒｅ ｗａｔｅｒ ｂａｔｈＳｈａｎｇｈａｉＳｈｅｎ

＇

ａｎｍｅｄ ｉｃａｌｅｑｕｉｐｍｅｎｔ ｆａｃｔｏｒｙ

ＬＤＺＸ－４０Ｖｅｒｔ ｉｃａｌ ａｕｔｏｍａｔ ｉｃｅ ｌｅｃｔｒ ｉｃ
ｐ

ｒｅ ｓ ｓｕｒｅｓｔｅａｍＳｈａｎｇｈａｉ Ｐｕｄｏｎｇ 

Ｒｏｎｇ
ｆｅｎｇ

Ｓ ｃ ｉｅｎｃｅＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ Ｃｏ ．

，

ｓｔｅｒ ｉ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎ
ｐｏｔ Ｌｔｄ

Ｈ ｉｇｈｓｐｅｅｄ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃｅｎｔｒ ｉ ｆｕｇｅ５４ １ ７Ｒ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ｃｏｍｐａｎｙ

ＤＭＩ３ ０００ＢＩｎｖｅｒｔｅｄｆｌｕｏｒｅ ｓｃｅｎｃｅ ｍ ｉｃｒｏｓｃｏｐｅ Ｌｅ ｉｃａｃｏｍｐａｎｙ

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃｏｎｔｒｏ ｌｓｈａｋｅｒ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｐｒｅｃ ｉｓ ｉｏｎ＆Ｓ ｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓＣｏ ．

，

Ｌｔｄ

Ｈ ｉ
ｇ
ｈｓｐｅｅｄｃｅｎｔｒ ｉｆｕｇｅＨ ｉｔａｃｈｉｃｏｍｐａｎｙ

ＤＫ－４２０Ｂ ＳＥ ｌｅｃｔｒ ｉｃ ｔｈｅｒｍｏ ｓｔａｔ ｗａｔｅｒ ｂａｔｈ Ｓｈａｎｇｈａ ｉ Ｈｅｄｅ Ｅｘｐｅｒ ｉｍｅｎｔａｌ Ｅ
ｑｕｉ

ｐｍｅｎｔ Ｃｏ ．

５
Ｌｔｄ

ＦＡ２００４Ａ Ｅ ｌｅｃｔｒｏｎｉｃａｎａｌ
ｙｔ ｉｃａｌ ｂａｌａｎｃｅ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｐｒｅｃ ｉｓ ｉｏｎ＆Ｓ ｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓＣｏ ．

，

Ｌｔｄ

９０
－

１Ａ Ｍａｇｎｅｔ
ｉｃｓｔ ｉｒｒｅｒ Ｓｈａｎｇｈａ ｉ

ｐ
ｉ
ｇｅｏｎ

Ｅ ｌｅｃｔｒｏｎｉｃＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ

ＳＡＧＡ－

１ ０ＴＵ ｌｔｒａ
－

ｐｕｒｅｗａｔｅｒｓｙｓｔｅｍＭｅｒｃｋ Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅｃｏｍｐａｎｙ

ＹＸ２ ８０Ａ Ｐｏｒｔａｂ ｌｅｓｔａ ｉｎｌｅ ｓ ｓｓｔｅｅ ｌｓｔｅａｍ ｓ ｔｅｒ ｉ ｌ ｉｚｅｒ ＳｈａｎｇｈａｉＳａｎｓｈｅｎ Ｍｅｄ ｉｃａｌ Ｄ ｅｖｉｃｅ ｓＣｏ ．

， 
Ｌｔｄ

－２０

〇

Ｃ ／４
°

Ｃｒｅｆｒ ｉ
ｇｅｒａｔｏｒＨａｉｅｒｃｏｍｐａ

ｎｙ

ＹＤＳ －

１ ０Ｓｔｏｒａｇｅ ｌ ｉｑｕｉｄｎｉｔｒｏｇｅｎｂ ｉｏ ｌｏｇ
ｉｃａ ｌｃｏｎｔａｉｎｅｒｓＣｈｅｎｇｄｕ Ｊｉｎｆｅｎｇ 

Ｌ ｉ
ｑｕｉｄ Ｎ ｉｔｒｏｇｅｎＣｏｎｔａｉｎｅｒ Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ

Ｄ １ ００ ８ＥＰａｌｍ ｃｅｎｔｒ ｉｆｕｇｅ Ｓ ｃ ｉ ｌｏｇｅｘｃｏｍｐａ
ｎｙ

ＭＤＦ －

３ ８２Ｅ
（
ＣＮ

） 
ｕｌｔｒａ

－

ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅ ｆｒｉｇｅｒａｔｏｒ Ｓ ａｎｙｏｃｏｍｐ ａｎｙ

２ ． ５
（

０ ． １
，
２０

｜

ｉｌ
，
２００

｜

ｉｌ
，

１ｍ ｌ Ｐ ｉ
ｐｅｔｔｅ ｓ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ｃｏｍｐａｎｙ

ＡＦ １ ００Ｉｃｅｍａｋｅｒ Ｓｃｏｔｓｍａｎｃｏｍｐａ
ｎｙ

５ ５０Ｍ ｉｃｒｏｐ
ｌａｔｅｒｅａｄｅｒ Ｂ ｉｏ

－Ｒａｄｃｏｍｐａｎｙ

Ｂ ｌｏｏｄ ｃｅ ｌ ｌｃｏｕｎｔ
ｐ

ｌａｔｅ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ

Ｒｅ ｓｅａｒｃｈＩｎｓｔ ｉｔｕｔｅ

０ ． ２２
｜

ｉｍ ｍ ｉｃｒｏ
ｐｏ

ｒｅ ｓｎｙｌｏｎｆｉ ｌｔｅｒ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ

Ｒｅ ｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔ ｉｔｕｔｅ

ＨＥＲＡ ｃｅ ｌ ｌ１ ５ ０ ｉ Ｃ〇２ｃｅ ｌ ｌ ｉｎｃｕｂａｔｏｒ ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒＳ ｃ ｉｅｎｔｉ ｆｉｃ

９６
，
２４

，
６ｗｅ ｌ ｌ ｓ ｃｅ ｌ ｌ ｃｕｌｔｕｒｅ

ｐ
ｌａｔｅＮｅ ｓｔｃｏｍｐａ

ｎｙ

Ｓ ｔｅｐ
ＯｎｅＰ ｌｕｓＲｅａｌ Ｔ ｉｍｅＰＣＲ ＳｙｓｔｅｍＡ

ｐｐ
ｌ ｉｅｄ Ｂ ｉｏ ｓｙｓｔｅｍｓｃｏｍｐａｎｙ

８ ３
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Ｓ ｔｅａｄｙ
ｆｌｏｗ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｅ ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ ｓ ｉ ｓ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｐｒｅｃ ｉｓ ｉｏｎ＆Ｓ ｃ ｉｅｎｃｅ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ

ＳＤＳ －ＰＡＧＥＢ ｉｏ ｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｔｅ ｉｎｅ ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ ｓ ｉ ｓ Ｂ ｉｏ

－

ｒａｄｃｏｍｐａｎｙ

Ｍ ｉｎｉＴｒａｎｓ
－Ｂ ｌｏｔ Ｔｒａｎｓｆｅｒ ｓ ｌｏｔ Ｂ ｉｏ

－

ｒａｄｃｏｍｐａｎｙ

Ｔｒａｎｓｆｅｒ ｍａｃｈｉｎｅ Ｂ ｉｏ
－

ｒａｄｃｏｍｐａｎｙ

Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｉｍａｇｅｒ６００ Ｂ ｉｏ
—

ｒａｄｃｏｍｐ ａｎｙ

２ ．２Ｍｅｔｈｏｄｓ

２ ．２ ． １Ｃ ｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ

ＨｕｍａｎＧＢＣｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉｎｅ ｓ ＮＯＺａｎｄＥＨＧＢ －

１ｗｅｒｅ
ｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍ ｃｅ ｌ ｌ ｂａｎｋｏｆ  ｔｙｐｅｃｕｌｔｕｒｅｃｏ ｌ ｌｅｃｔ ｉｏｎ

ｏｆ Ｃｈｉｎｅ ｓｅ Ａ ｃａｄｅｍｙ
ｏｆ Ｓ ｃ ｉｅｎｃｅ ｓ ．ＮＯＺｃｅ ｌ ｌ ｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎｗ ｉ ｌ ｌ ｉａｍ

＇

ｓｍｅｄ ｉｕｍｃｏｎｔａ ｉｎｉｎｇ
１ ０％

ｆｅｔａ ｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ
（
ＦＢ Ｓ

）
．ＥＨＧＢ －

１ｃｅ ｌ ｌ ｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎＤＭＥＭｍｅｄ ｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１ ５％ＦＢ Ｓ ．

ＧＢＣ －ＳＤ ａｎｄ ＯＣＵＧ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ  ｉｎ ＤＭＥＭ ｍｅｄ ｉｕｍ ｃｏｎｔａ ｉｎｉｎｇ
１ ０％ ＦＢ Ｓ ． Ａ ｌ ｌ ｏｆ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ

ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｌ ＯＯＵ／ｍ ｌｏｆ
ｐｅｎｉｃ ｉ ｌ ｌ ｉｎａｎｄｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃ ｉｎ ．Ｕ ｓｕａｌ ｌｙ

ｔｈｅｃｅ ｌ ｌ ｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｉｎａ１ ００

ｍｍ ｃｅ ｌ ｌ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉ ｓｈ ｉｎ５％Ｃ〇２ａｔ ３ ７

〇

Ｃ ａｎｄｈａｒｖｅ ｓｔｅｄｗ ｉｔｈａｓｏ ｌｕｔ ｉｏｎｏｆ Ｔｒｙｐ ｓ ｉｎ－ＥＤＴＡ ｄｕｒ ｉｎｇ

ｔｈｅ

ｌｏｇａｒ ｉｔｈｍ ｉｃ
ｇｒｏｗｔｈ

ｐ
ｈａｓｅ ．

２ ．２ ．２Ｏｖｅｒｅｘｐ ｒｅｓ ｓ ｉｏｎａｎｄｋｎｏｃｋｏｕｔｒｅａｇｅｎｔｓ
９

ｓｙｎｔｈｅｓ ｉｓａｎｄｃｏｎ ｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

Ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｍ ｉｍ ｉｃ ｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂ ｉｔｏｒｓ ｗｅｒｅｓｙｎｔｈｅ ｓ ｉｚｅｄ ｂｙ 

Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ＲｕｉｂｏＢ ｉｏｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ 

Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ ．

Ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎ  ｌｅｎｔ ｉｖｉｒｕｓ ＰＧＭＬＶ－ＣＭＶ－ＭＣＳ －ＥＦ ｌ

－ＺｓＧｒｅｅｎ ｌ
－Ｔ２Ａ－Ｐｕｒｏ－ｍ ｉＲ９９ａ ｗａｓ

ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｂｙ
Ｓｈａｎｇｈａ ｉＧｅｎｅｃｈｅｍ Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ ．

２ ．２ ．３Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕ ｌａｒ ｍ ｉＲＮＡ ｅｘｐｒｅ ｓ ｓｉｏｎｂｙｑＲＴ
－ＰＣＲ

ＴｈｅｍｅｔｈｏｄｓｏｆｔｏｔａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃ ｔ ｉｏｎ
，ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒ ｉｐｔ ｉｏｎｓｙｓｔｅｍａｎｄｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄ ｉｔ ｉｏｎｓａｒｅ

ａｃｃｏｒｄ ｉｎｇ 

ｔｏＳｅｃｔ ｉｏｎ ２ ．２ ． １ ． Ｐａｒｔ１ ．

ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｒｅａｃｔ ｉｏｎ ｃｏｎｄ ｉｔ ｉｏｎｓ ａｒｅ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ 

ｔｏＳｅｃｔ ｉｏｎ

２ ． ２ ． ２ ．Ｐａｒｔ１ ．Ｔｈｅ
ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ Ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｉ ｓｓｈｏｗｎ ｉｎＳｅｃｔ ｉｏｎ２ ． ２ ．２ ．Ｐａｒｔ１ ．

２ ．２ ．４Ｃ ｅｌｌｃｏｕｎｔ ｉｎｇ

Ａｆｔｅｒ  ｔｈｅ ｃ ｌｅ ａｎ ｃｏｖｅｒｓ ｌ ｉｐ 

ｗａｓ
ｐ ｌａｃｅｄ  ｉｎ  ｔｈｅ ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｂ ｌｏｏｄ ｃｅ ｌ ｌ ｃｏｕｎｔ

ｐ ｌａｔｅ ａｎｄ  ｔｈｅ ｃｅ ｌ ｌ ｓｕｓｐｅｎｓ ｉｏｎ

ｗａｓｔｈｏｒｏｕｇｈｌ
ｙ
ｍ ｉｘｅｄ

，１ ０
｜

〇Ｌ ｏｆ ｔｈｅｃｅ ｌ ｌｓｕｓｐｅｎｓ ｉｏｎ ｗａｓａｓｐ
ｉｒａｔｅｄｗ ｉｔｈａ１ ０

｜

〇 ．Ｌ
ｐ

ｉ
ｐｅｔｔｅ

，ａｎｄｔｈｅｃｅ ｌ ｌ

ｓｕｓｐｅｎｓ ｉｏｎ ｗａｓ ｓ ｌｏｗ ｌｙ 

ａｄｄｅｄ ａｌｏｎｇ 

ｏｎｅ ｓ ｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｖｅｒｓ ｌ ｉｐ ， 
ｃｏｖｅｒ ｉｎｇ 

ｔｈｅ
ｇａｐ 

ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｖｅｒｓ ｌ ｉｐ

ａｎｄ ｔｈｅ ｂ ｌｏｏｄ ｃｅ ｌ ｌｃｏｕｎｔ
ｐ

ｌａｔｅ ．Ｎｏｂｕｂｂ ｌｅ ｓｗｅｒｅ
ｇｅｎｅｒａｔｅｄａｎｄｔｈｅｃｅ ｌ ｌ ｓｕｓｐｅ

ｎｓ ｉｏｎｃａｎｎｏｔ ｏｖｅｒ ｆｌｏｗ

ｆｒｏｍ ｔｈｅｃｏｖｅｒｓ ｌ ｉｐ ｓ ．Ｔｈｅｃｏｕｎｔ
ｐ ｌａｔｅｗａｓｓｔｅｗｅｄ ｆｏｒｌｍ ｉｎｕｎｔ ｉ ｌ ｔｈｅ ｃｅ ｌ ｌ ｓｓｅｔｔ ｌｅｏｎ ｔｈｅ ｃｏｕｎｔｉｎｇｐ ｌａｔｅ ．

Ｔｈｅｎｗｅｏｂ ｓｅｒｖｅｄｃｅ ｌ ｌ ｓｏｎｔｈｅｃｏｕｎｔ ｉｎｇ ｐ ｌａｔｅｕｎｄｅｒａ ｍ ｉｃｒｏ ｓｃｏｐｅａｎｄｃｏｕｎｔｅｄｔｈｅｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒｏｆ

８４
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ｃｅ ｌ ｌ ｓ ｉｎ ｔｈｅｆｏｕｒ ｃｏｍｅｒｓ ． Ｆｏｒ ｔｈｅｃｅ ｌ ｌ ｓ
ｐｒｅ ｓ ｓｏｎ ｔｈｅ ｌ ｉｎｅ ｓ

，
ｏｎｌ

ｙ 

ｔｈｅｃｅ ｌ ｌ ｓ
ｐｒｅ ｓ ｓｅｄｏｎ ｔｈｅｌｅｆｔ ａｎｄ ｕｐｐｅｒ

ｌ ｉｎｅ ｓ ｗｅｒｅ ｃｏｕｎｔｅｄ
， 
ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅ ｌ ｌ ｍａｓ ｓ ｗａｓ ｃｏｕｎｔｅｄ ａｓ ａ ｓ ｉｎｇ ｌｅｃｅ ｌ ｌ ． Ｔｈｅｄｅｎｓ ｉｔｙ 

ｏｆ ｔｈｅ ｃｅ ｌ ｌ ｓｕｓｐｅｎｓ ｉｏｎ

ｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇ
ｔｏｔｈｅｆｏ ｌ ｌｏｗ ｉｎｇ

ｆｏｒｍｕｌａ ：ｃｅ ｌ ｌｄｅｎｓ ｉｔｙ

＝

（
ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆ ｃｅ ｌ ｌ ｓｉｎ４ｌａｒｇｅ

ｓｑｕａｒｅ ｓ ／ ４
）

ｘ１ ０
４

ｃｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｌ ．

２ ．２ ．５Ｅｘａｍ ｉｎａｔｉｏｎｏｆ ｃｅ ｌ ｌ
ｐｒｏ ｌｉｆｅｒａｔ ｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏｂｙ

ＣＣＫ８ａｓ ｓａｙ

Ｔｈｅｍａｉｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆ ＣＣＫ８ ｉ ｓａ ｗａｔｅｒ
－

ｓｏ ｌｕｂ ｌｅｔｅｔｒａｚｏ ｌ ｉｕｍｓａｌｔ
（
２

－

（
２ －ｍｅｔｈｏｘｙ

－

４
－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙ ｌ

）

－

３
－

（
４ －ｎｉｔｒｏｐ

ｈｅｎｙ ｌ
）

－

５
－

（
２

５

４ －ｄ ｉ ｓｕｌｆｏｂｅｎｚｅｎｅ
）

－２Ｈ－

ｔｅｔｒａｚｏ ｌｅｍｏｎｏ ｓｏｄ ｉｕｍｓａｌｔ
） ，ｗｈｉｃｈ ｉ ｓａＭＴＴ－

ｌ ｉｋｅ

ｃｏｍｐｏｕｎｄ ．Ｉｎｔｈｅ
ｐｒｅ ｓｅｎｃｅｏｆａｎｅ ｌｅｃｔｒｏｎ－

ｃｏｕｐ ｌ ｉｎｇｒｅａｇｅｎｔ
，ｉｔｃａｎｂｅｒｅｄｕｃｅｄｂｙｓｏｍｅｏｆｔｈｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍ ｉｔｏｃｈｏｎｄｒ ｉａ ｔｏ
ｐｒｏｄｕｃｅｏｒａｎｇｅ

－

ｙｅ ｌ ｌｏｗ ｗａｔｅｒ
－

ｓｏ ｌｕｂ ｌｅ
ｐｒｏｄｕｃｔ ｆｏｒｍａｚａｎ ．Ｔｈｅ

ｒｅａｇｅｎｔ  ｉ ｓ ｒｅｄｕｃｅｄｂｙ

ｔｈｅｂ ｉｏｄｅｇｒａｄａｔ ｉｏｎｏｆ ｔｈｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｉｎ ｔｈｅｃｅ ｌ ｌ
，
ａｎｄ ｔｈｅｆｏｒｍａｚａｎｃａｎｂｅ

ｄ ｉｒｅｃｔ ｌｙ
ｄ ｉ ｓ ｓｏ ｌｖｅｄ ｉｎｔｈｅｍｅｄ ｉｕｍ ．Ｔｈｅｍｏｒｅｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆ  ｌ ｉｖ ｉｎｇ

ｃｅ ｌ ｌ ｓ
，
ｔｈｅｄｅｅｐｅ

ｒ ｔｈｅｃｏ ｌｏｒｏｆ ｔｈｅ

ｐｒｏｄｕｃｔ ．Ｆｏｒｔｈｅｓａｍｅｃｅ ｌ ｌ
，ｔｈｅａｂ ｓｏｒｂａｎｃｅｏｆ ｔｈｅ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｏ ｌｕｔ ｉｏｎ ｉｓｌ ｉｎｅ ａｒ ｌｙ
ｒｅ ｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｔｏｔａｌ

ｎｕｍｂｅｒｏｆ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗ ｉｔｈｔｈｅＭＴＴｍｅｔｈｏｄ
，

ｔｈｅＣＣＫ８ａｓ ｓａｙ
ｈａｓｔｈｅａｄｖａｎｔａｇｅ ｓｏｆ ｈｉ

ｇ
ｈｅｒ

ｓｅｎｓ ｉｔ ｉｖ ｉｔｙ， 
ｗ ｉｄｅｒ  ｌ ｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅａｎｄ  ｌｅ ｓ ｓｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ｉｔｙ ．

Ｐｒｏｔｏｃｏ ｌ ：

１ ．Ｃｅ ｌ ｌ ｓ ｗｅｒｅ
ｇｒｏｕｐｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ 

ｔｏ ｔｒａｎｓｆｅｃｔ ｉｏｎ ｏｒ  ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
， 
ａｎｄ５ｓｕｂ ｗｅ ｌ ｌｓ ｗｅｒｅｓｅｔ ｆｏｒ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ

ｏｆ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｔｈｅｃｅ ｌ ｌｓｗｅｒｅ ｌａｂｅ ｌｅｄｗ ｉｔｈｄＯ
？ ｄ５ｏｎ ｔｈｅ９６

－ｗｅ ｌ ｌｃｅ ｌ ｌｃｕｌｔｕｒｅ
ｐ ｌａｔｅ ｓ ．Ｅｖｅｒｙ ｇｒｏｕｐ

ｏｆ ｃｅ ｌ ｌ ｓ

ｗｅｒｅ
ｐ ｌａｔｅｄ ｗ ｉｔｈ ３ ０ｗｅ ｌ ｌ ｓ ． Ｔｈｅｅｘａｍ ｉｎｉｎｇ 

ｔ ｉｍｅ ｓ ｗｅｒｅ ６ｈ
，
２４ｈ

，
４ ８ｈ

，

７２ｈ
，
９６ｈ ａｎｄ１ ２０ｈ

，
ｒｅ ｓｐｅｃｔ ｉｖｅ ｌｙ ．

２ ．Ｔｈｅｃｅ ｌ ｌ ｓ ｉｎｔｈｅ ｌｏｇａｒ
ｉｔｈｍ ｉｃ

ｇｒｏｗｔｈ
ｐ
ｈａｓｅ ｗｅｒｅｄ ｉ

ｇｅ ｓｔｅｄ
，
ｃｅｎｔｒ ｉｆｕｇｅｄａｎｄｒｅ ｓｕｓｐｅｎｄｅｄｔｏｆｏｒｍ ａ

ｃｅ ｌ ｌｓｕｓｐｅｎｓ ｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅｃｏｕｎｔｉｎｇ ．

３ ．Ｃｅ ｌ ｌ ｓｗｅｒｅｓｅｅｄｅｄ ｉｎ９６
－ｗｅ ｌ ｌ

ｐ
ｌａｔｅ ｓａｔａｄｅｎｓ ｉｔｙ 

ｏｆ１ ０００ｃｅ ｌ ｌ ｓ／ｗｅ ｌ ｌａｎｄａｔ ａｖｏ ｌｕｍｅｏｆ １ ００
｜

ｉＬ
ｐｅ

ｒ

ｗｅ ｌ ｌ ａｎｄ１ ００
｜

〇Ｌｏｆ ＰＢ Ｓｗａｓ
ｐ ｌａｃｅｄ ｏｎｅａｃｈ ｗｅ ｌ ｌｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ 

ａｎｄ  ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｉｎａ ５％ Ｃ０２ ｉｎｃｕｂａｔｏｒ

ａｔ ３ ７

〇

Ｃ ．

４ ．ＴｈｅＣＣＫ８ｒｅａｇｅｎｔ ｗａｓｄ ｉ ｌｕｔｅｄｗ ｉｔｈｃｏｍｐ ｌｅｔｅｍｅｄｉｕｍ ａｔ ａ ｒａｔｉｏｏｆ １ ０ ：１ ．

５ ．Ｔｈｅｃｏｒｒｅ ｓｐｏｎｄ
ｉｎｇ

９６
－ｗｅ ｌ ｌ

ｐ
ｌａｔｅ ｓｗｅｒｅｒｅｍｏｖｅｄａｔｅａｃｈｔｅ ｓｔ

ｐｏ
ｉｎｔ ．Ｔｈｅｎ１ ００

｜

〇 ，Ｌｏｆ ｔｈｅｄｉ ｌｕｔｅｄ

ＣＣＫ８ｒｅａｇｅｎｔ ｗａｓａｄｄｅｄ ｔｏｅａｃｈ ｗｅ ｌ ｌ ａｎｄ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ａｔ３ ７

０

Ｃｆｏｒ１
－４ｈ ．

６ ． Ｔｈｅ ＯＤ ｖａ ｌｕｅａｔ ４ ５ ０  ｒｕｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ 

ａ ｍ ｉｃｒｏｐ
ｌａｔｅ ｒｅａｄｅｒ

， 
ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅ ｌ ｌ

ｇｒｏＡｖｔｈ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ

ａｎｄ
ｐ

ｌｏｔｔｅｄ ．

２ ．２ ．６Ｃｏ ｌｏｎｙ
ｆｏｒｍａｔ ｉｏｎａｓ ｓａｙ

Ｃｏ ｌｏｎｙ 

ｆｏｒｍａｔ ｉｏｎ ａｓ ｓａｙ 

ｗａｓｃｏｍｍｏｎｌｙ
ｕｓｅｄ ｔｏｅｘａｍ ｉｎｅ ｔｈｅａｂ ｉ ｌ ｉｔｙ 

ｏｆ ｓ ｉｎｇ ｌｅｃｅ ｌ ｌ ｓ ｔｏｆｏｒｍ ｃｏ ｌｏｎｉｅ ｓ ．

８ ５




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

Ｓ ｉｎｇ
ｌｅｃｅ ｌ ｌ ｓ ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｔｈｅｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｆｏｒｍｏｒｅｔｈａｎ６
ｇｅｎｅｒａｔ ｉｏｎｓｏｆ ｃｅ ｌ ｌ ｓ

，ｃｏｍｐｏ ｓ ｉｎｇ
ａ

ｇｒｏｕｐ ，
ｃａ ｌ ｌｅｄａ ｃｏ ｌｏｎｙ．Ｅａｃｈ ｃｏ ｌｏｎｙ

ｈａｄｍｏｒｅ ｔｈａｎ５０ｃｅ ｌ ｌ ｓ
， 
ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｂｅｏｂ ｓｅｒｖｅｄａｆｔｅｒｓｔａｉｎｉｎｇ ．

Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅ
ｐ

ｌａｔｅａｎｄｓｏｆｔａｇａｒｃｏ ｌｏｎｙ
ｆｏｒｍａｔ ｉｏｎａｓ ｓａｙｓ ． Ａ ｓ ｔｈｅＧＢＣｃｅ ｌ ｌ ｓｕｓｅｄ ｉｎｔｈｉ ｓｅｘｐｅｒ

ｉｍｅｎｔ

ｗｅｒｅａｄｈｅｒｅｎｔ
ｇｒｏｗｔｈｃｅ ｌ ｌ ｓ

，
ｗｅｔｏｏｋｔｈｅ

ｐ ｌａｔｅａｓ ｓａｙ
ｆｏｒｏｕｒｅｘｐｅｒ ｉｍｅｎｔ ．Ｃｏ ｌｏｎｙ

ｆｏｒｍａｔ ｉｏｎａｂ ｉ ｌ ｉｔｙ

ｗａｓａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｉｎｄ ｉｃａｔｏｒｏｆ
ｐｏｐｕ

ｌａｔ ｉｏｎｄｅｐｅ
ｎｄｅｎｃｙ

ａｎｄ
ｐ

ｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔ ｉｏｎｏｆ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｔｈｅｋｅｙｐｏ ｉｎｔ ｓｏｆ

ｔｈｉ ｓａｓ ｓａｙ
ｗｅｒｅｔｈｅｄｅｎｓ ｉｔｙ

ｏｆ ｃｅ ｌ ｌｓｕｓｐｅｎｓ ｉｏｎａｎｄｔｈｅｕｎｉｆｏｒｍ ｉｔｙ
ｏｆ ｃｅ ｌ ｌｃ ｌｏｎａ ｌｄ ｉｓｔｒ ｉｂｕｔ ｉｏｎ ．Ｉｆ ｔｈｅ

ｃｅ ｌ ｌ ｉｎｏｃｕｌａｔ ｉｏｎｄｅｎｓ ｉｔｙ
ｗａｓｔｏｏ ｌａｒｇｅ ，ａｄｊ ａｃｅｎｔｃ ｌｏｎｅ ｓｗｏｕｌｄｂｅｅａｓｙ

ｔｏｃｏｎｆｌｕｅｎｃｅ ．Ｃｏｎｖｅｒｓｅ ｌ
ｙ，

ｉｆ

ｔｈｅｄｅｎｓ ｉｔｙ
ｉ ｓｔｏｏｓｍａｌ ｌ

，
ｉｔ ｗａｓｄ ｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏｏｂ ｓｅｒｖｅｃｅ ｌ ｌｃｏ ｌｏｎｉｅ ｓ ．Ｔｈｅ

ｐｒｏｃｅ ｓ ｓｗａｓｔｏ ｉｎｃｕｂａｔｅｃｅ ｌ ｌ ｓ

ａｔ ａ ｃｅｒｔａｉｎｄｅｎｓ ｉｔｙ 

ｉｎ ｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅ
ｐ

ｌａｔｅ
， 
ｒｅｇｕｌａｒ ｃｈｅｃｋｉｎｇ 

ｔｈｅｃｅ ｌ ｌ ｓｔａｔｕｓ
， 
ａｎｄｃｈａｎｇ

ｉｎｇ 

ｔｈｅ ｍｅｄ ｉｕｍ  ｉｆ

ｎｅｃｅ ｓ ｓ ａｒｙ． Ｗｈｅｎ ａ ｓ ｉｎｇ ｌｅ ｃｅ ｌ ｌ ｃｏ ｌｏｎｙ ｇｒｅｗ ｕｐ 

ｔｏ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ５ ０ ｃｅ ｌ ｌ ｓ
， 
ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｔｅｒｍ ｉｎａｔｅｄ ．

Ａｆｔｅｒｓｔａｉｎｉｎｇ ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃ ｌｏｎｅ ｓｃｏｕｌｄｂｅｖｉ ｓｕａｌ ｌｙｏｂ ｓｅｒｖｅｄａｎｄｔｈｅｇｒｏＡｖｔｈｏｆ ｉｎｄ ｉｖｉｄｕａｌ

ｃｏ ｌｏｎｉｅ ｓ ｗａｓ ｏｂ ｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒ ｍ ｉｃｒｏ ｓｃｏｐｅ ．

Ｐｒｏｔｏｃｏ ｌ ：

１ ．Ｔｈｅｃｏｒｒｅ ｓｐｏｎｄ ｉｎｇ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｃｏｎｔｒｏ ｌ ｃｅ ｌ ｌ ｓａｒｅ ｗａｓｈｅｄｏｎｃｅ ｗ ｉｔｈ ＰＢ Ｓａｎｄｈａｒｖｅ ｓｔｅｄｗ ｉｔｈ

ｔｒｙｐ ｓ ｉｎ－ＥＤＴＡ ｆｏｒ３ｍ ｉｎ ．Ｔｈｅｎｒｅ ｓｕｓｐｅｎｄｔｈｅｃｅ ｌ ｌｓｗ ｉｔｈＦＢ Ｓ －

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｍｅｄ ｉｕｍ ．Ｃｅｎｔｒ ｉｆｕｇａｔ ｉｏｎ ｉ ｓ

ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｔ１ ５００ｒｐｍ ｆｏｒ ３ｍ ｉｎ ．Ｔｈｅｃｅ ｌ ｌ ｓａｒｅ ｔｈｅｎ ｒｅ ｓｕｓｐｅｎｄｅｄｉｎｃｏｍｐ ｌｅｔｅｍｅｄ ｉｕｍ ａｎｄｃｏｕｎｔｅｄ

ｗ ｉｔｈａｃｅ ｌ ｌｃｏｕｎｔ
ｐ

ｌａｔｅ ．

２ ．１ ． ５ｍ ｌ／ｗｅ ｌ ｌｏｆ ｔｈｅｃｏｒｒｅ ｓｐｏｎｄ ｉｎｇ
ｃｏｍｐ ｌｅｔｅｍｅｄ ｉｕｍｉ ｓａｄｄｅｄｔｏｔｈｅｓ ｉｘｗｅ ｌ ｌ

ｐ
ｌａｔｅ ｓａｎｄｔｈｅｃｅ ｌ ｌ

ｓｕｓｐｅｎｓ ｉｏｎｖｏ ｌｕｍｅ ｉ ｓｃａ ｌｃｕｌａｔｅｄａｃｃｏｒｄ ｉｎｇ
ｔｏｔｈｅｃｅ ｌ ｌｃｏｕｎｔｒｅ ｓｕｌｔｓ ．Ａｎｄｃｅ ｌ ｌ ｓａｒｅｓｅｅｄｅｄ ｉｎａｓ ｉｘ

ｗｅ ｌ ｌ
ｐ

ｌａｔｅａｔａ ｄｅｎｓ ｉｔｙ
ｏｆ １ ０００ｃｅ ｌ ｌｓ／ｗｅ ｌ ｌ ．Ｒｅ ｓｕｓｐｅｎｄｔｈｅｃｅ ｌ ｌ ｓｗ ｉｔｈｔｈｅ

ｐ ｉｐｅｔｔｅｇｅｎｔ ｌｙ，ｓｏｔｈａｔｓ ｉｎｇ ｌｅ

ｃｅ ｌ ｌ ｓｓｃａｔｔｅｒ ｅｖｅｎｌ
ｙ ．Ｔｈｅ

ｐ
ｌａｔｅ ｓａｒｅ

ｐ
ｌａｃｅｄ ｉｎａ５％ Ｃ０２ｃｅ ｌ ｌ ｉｎｃｕｂａｔｏｒ ａｎｄ ｉｎｃｕｂａｔｅａｔ ３ ７
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ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏ ｌ
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ｐａｒａｆｏｒｍａ ｌｄｅｈｙｄｅｆｏｒ１ ５ｍ ｉｎ
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ｌａｔｅｉｎ５％Ｃ０２ｉｎｃｕｂａｔｏｒａｎｄ

ｉｎｃｕｂａｔｅ ｉｔ ａｔ ３ ７
°

Ｃｆｏｒ ２４ｈｏｕｒｓ ．

４ ． Ａｆｔｅｒ ２４ ｈｏｕｒｓ
，
ｄ ｉ ｓｃａｒｄ ｔｈｅ  ｌ ｉｑｕｉｄ ｉｎ ｕｐｐｅｒ ｃｈａｍｂｅｒ ａｎｄ ｗａｓｈ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｗ ｉｔｈ ＰＢＳｏｎｃｅ ． Ａｄｄ

７００
（

ｘｌ４％
ｐａｒａｆｏｒｍａ ｌｄｅｈｙｄｅ ｉｎｌｏｗｅｒｃｈａｍｂｅｒａｎｄｔｈｅｃｅ ｌ ｌ ｓａｒｅｆｉｘｅｄｆｏｒ２０ｍ ｉｎ ．Ｔｈｅｎｔｈｅ ｌｏｗｅｒ

ｃｈａｍｂｅｒ  ｉ ｓｓｔａｉｎｅｄ ｗ ｉｔｈ ０ ． １％ｃｒｙｓ ｔａｌ ｖｉｏ ｌｅｔ ｓｏ ｌｕｔ ｉｏｎｆｏｒｌ Ｏｍ ｉｎ ． Ａｆｔｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ，
ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｃｈａｍｂｅｒ  ｉ ｓ

ｇｅｎｔｌｙ 

ｗａｓｈｅｄ ｔｈｒｅｅ ｔ ｉｍｅ ｓ ｗ ｉｔｈ ＰＢＳａｎｄ
ｇｅｎｔ ｌｙ 

ｗ ｉｐｅｄ ｗ ｉｔｈａ ｃｏｔｔｏｎｓｗａｂ ．Ｆ ｉｖｅ ｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆ ｉｅ ｌｄｓ ｗｅｒｅ

ｒａｎｄｏｍ ｌ
ｙ
ｏｂ ｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒ ａ ４００

－ｆｏ ｌｄｍ ｉｃｒｏ ｓｃｏｐｅ ｔｏｃｏｕｎｔｃｅ ｌ ｌ ｓ ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅｅｎｄｏｆ ｔｈｅａｓ ｓａｙ，
ｔｈｅｆｉ ｌｍ

ｉ ｓ
ｇｅｎｔ ｌｙ

ｒｅｍｏｖｅｄａｎｄ ｉｍｍｅｒｓｅｄ ｉｎａ３ ３％ａｃｅｔｉｃａｃ ｉｄｓｏ ｌｕｔ ｉｏｎ ．ＴｈｅＯＤｖａｌｕｅｏｆ  ｔｈｅｅ ｌｕａｔｅａｔ５７０

ｎｍ ｉ ｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙ
ａ ｍ ｉｃｒｏｐ

ｌａｔｅｒｅａｄｅｒ ．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅａｃ ｔ ｉｏｎｃｅ ｌ ｌｓ ｉｓ
ｑｕａｎｔ ｉｔａｔ ｉｖｅ ｌｙ

ｄｅｔｅｒｍ ｉｎｅｄ ．

２ ．２ ．９Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｘｅｎｏｇｒａｆｔｍｏｄｅ ｌｏｆ ｎｕｄｅｍ ｉｃｅ

Ｔｏｅｘｐ
ｌｏｒｅｔｈｅｅ ｆｆｅｃｔｓｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｏｎ ｔｕｍｏｒ

ｇｒｏＡｖｔｈ ｉｎ ｖｉｖｏ
，ｓ

ｔａｂ ｌｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｃｅ ｌ ｌ ｓ

ｗｅｒｅｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｌｙ
ｉｎ

ｊ
ｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏｔｈｅ ｌｅｆｔａｘｉ ｌ ｌａｏｆ ｔｈｅｍ ｉｃｅ

（
ｆｉｖｅｍ ｉｃｅ／ｇｒｏｕｐ ）

．Ｔｕｍｏｒ
ｇｒｏｗｔｈｗａｓ

ｍｏｎｉｔｏｒｅｄｅｖｅｒｙ
ｗｅｅｋａｎｄｍｅａｓｕｒｅｄ ｉｎｔｗｏｄｉｍｅｎｓ ｉｏｎｓ ．Ｔｈｅｔｕｍｏｒｖｏ ｌｕｍｅｗａｓｃａｌ ｃｕｌａｔｅｄｕｓ ｉｎｇ

ｔｈｅｆｏ ｌ ｌｏｗ ｉｎｇ
ｆｏｒｍｕｌａ ：ｔｕｍｏｒｖｏ ｌｕｍｅ

＝

（
ｌｅｎｇｔｈ

ｘ
ｗ ｉｄｔｈ

２

）
／２

，
ｗｈｅｒｅｔｈｅｗ ｉｄｔｈａｎｄ ｌｅｎｇｔｈｗｅｒｅｔｈｅ

ｓｈｏｒｔｅ ｓｔ ａｎｄ ｌｏｎｇｅ ｓｔ ｄｉａｍｅｔｅｒｓ
， 
ｒｅ ｓｐｅｃｔ ｉｖｅ ｌｙ ． Ａｆｔｅｒ ４ｗｅｅｋｓ

， 
ｔｈｅ ｍ ｉｃｅ ｗｅｒｅｓａｃｒ ｉｆｉｃｅｄａｎｄ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒｓ

ｗｅｒｅｄｉ ｓ ｓｅｃｔｅｄｏｕｔ
，
ｗｅ ｉｇｈｅｄ ，

ａｎｄｆｏｒ ＩＨＣ ．

２ ．２ ． １ ０Ｓｐｌｅｎ ｉｃｖｅ ｉｎ－

ｌ ｉｖｅｒｍ ｅｔａｓｔａｓ ｉｓｔｕｍｏｒｍｏｄｅ ｌｏｆ ｎｕｄｅｍ ｉｃｅ

ＢＡＬ Ｂ ／Ｃｎｕｄｅｍ ｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍ ｌｙ
ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏ ｌ

ｇｒｏｕｐ
ａｎｄｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｍ ｉｍ ｉｃ

ｇｒｏｕｐ ．Ｔｈｅ

ｍ ｉｃｅ  ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｅｄ
ｇｒｏｕｐ 

ｒｅｃｅ ｉｖｅｄ ａ ｓｐ
ｌｅｎｉｃ ｖｅ ｉｎ  ｉｎ

ｊ
ｅｃｔｉｏｎ ｏｆｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ＮＯＺ ｃｅ ｌ ｌ ｓ

， 
ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｍ ｉｃｅ

ｉｎ ｔｈｅｃｏｎｔｒｏ ｌ
ｇｒｏｕｐ

ｒｅｃｅ ｉｖｅｄａｓｐ ｌｅｎｉｃｖｅ ｉｎ ｉｎ
ｊ
ｅｃｔ ｉｏｎｏｆ ＮＯＺｃｅ ｌ ｌ ｓｗ ｉｔｈｏｕｔａｎｙ 

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓ ．Ｏｎｄａｙ

４ ５
，

ｔｈｅｍ ｉｃｅｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄａｎｄ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｏｒｇａｎｓｗｅｒｅｒｅｍｏｖｅｄ
，ａｔｗｈｉｃｈｔ ｉｍｅｍｅｔａｓｔａｔ ｉｃｔｉ ｓ ｓｕｅ

ｗａｓ
ｐ ｉｃｔｕｒｅｄ ．

２ ．２ ． １ １Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔａｓ ｓａｙ

Ｔｈｅｃｏｒｒｅ ｓｐｏｎｄ ｉｎｇ
ｃｅ ｌ ｌ ｓｗｅｒｅｗａｓｈｅｄｗ ｉｔｈＰＢ Ｓａｎｄｓｃｒａｐｅｄｗ ｉｔｈａｃｅ ｌ ｌｓｃｒａｐｅｒ，

ｔｈｅｎｃｏ ｌ ｌｅｃｔｅｄａｎｄ

ｒｅ ｓｕｓｐｅｎｄｅｄｗ ｉｔｈ ＲＩＰＡ  ｌｙｓ ｉ ｓｂｕｆｆｅｒ ． Ａｆｔｅｒ ｔｈａｔ
，
ｔｈｅ ｌ

ｙｓａｔｅｗａｓ
ｐｕｔｏｎｉｃｅｆｏｒ ２０ｍ ｉｎｕｔｅ ｓ ． Ｔｈｅ ｌ

ｙｓａｔｅ

ｗａｓｃｅｎｔｒ ｉ ｆｕｇｅｄａｔ１ ４０００ｒｐｍｆｏｒ１ ０ｍ ｉｎａｔ４
°

Ｃ ．Ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗａｓａｓｐ ｉｒａｔｅｄａｎｄｔｈｅ
ｐｒｏｔｅ ｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔ ｉｏｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓ ｉｎｇ

ｔｈｅ ＢＣＡ Ｐｒｏｔｅ ｉｎ
Ｑｕａｎｔ ｉｆｉｃａｔ ｉｏｎ Ｋ ｉｔ ．Ｔｈｅ

ｐｒｏｔｅ ｉｎｓｕｓｐｅｎｓ ｉｏｎ ｗａｓ

ｍ ｉｘｅｄｗ ｉｔｈｔｈｅ ｌｏａｄ ｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒａｎｄｈｅａｔｅｄａｔ１ ００

°

Ｃｆｏｒ５ｍ ｉｎｕｔｅ ｓｔｏｄｅｎａｔｕｒｅｔｈｅ
ｐｒｏｔｅ ｉｎａｎｄｔｈｅｎ

８ ８




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

ｓｔｏｒｅｄ ａｔ 

－２０
°

Ｃ ． Ｆｏｒ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂ ｌｏｔ ａｎａｌｙｓ ｉｓ
， 
ｂｒｏｍｏｐ

ｈｅｎｏｌ ｂ ｌｕｅ
 （
０ ． ０ １％

） 

ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｔｏｔｈｅ ｓａｍｐ
ｌｅｓ ａｎｄ

ｅ ｑｕａｌａｍｏｕｎｔｓｏｆ
ｐｒｏ

ｔｅ ｉｎｓｗｅｒｅ ｌｏ ａｄｅｄ ｉｎｅａｃｈ ｌ ａｎｅｆｏｒＳＤＳ－ＰＡＧＥａｎｄｂ ｌｏ ｔｔ ｉｎｇｏｎｔｏＰＶＤＦ

ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ．Ｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅｗａｓｂ ｌｏｃｋｅｄ ｉｎｂ ｌｏｃｋ ｉｎｇ 

ｂｕｆｆｅｒ
（
５％ ｎｏｎ

－

ｆａｔｄｒｙ
ｍ ｉ ｌｋ

）
ｆｏｒ１ｈａｔ ｒｏｏｍ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
，ａｎｄｔｈｅｎ ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗ ｉｔｈａｐｐｒｏｐ ｒ ｉａｔｅ

ｐｒ ｉｍａｒｙ
ａｎｔ ｉｂｏｄ ｉ ｅ ｓ ｉｎｂ ｌｏ ｃｋ ｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒｏｖｅｒｎｉｇｈｔ

ａｔ ４
°
Ｃ ．Ｔｈｅｂｌｏｔｗａｓｔｈｅｎｉｎｃｕｂａｔｅｄｗ ｉｔｈｔｈｅａｐｐｒｏ

ｐ
ｒ ｉａｔｅｓｅｃｏｎｄａｒｙ

ａｎｔｉｂｏｄｙ
ａｎｄｔｈｅｎｄｅｔｅｃ ｔｅｄ ｉｎ

ＥＣＬｂｕｆｆｅｒａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒｓｅｖｅｒａｌｓｅｃｏｎｄｓ ．Ｐｈｏ ｔｏｇｒａｐｈｓｗｅｒｅｔａｋｅｎ
，ａｎｄｔｈｅｏｐｔ ｉ ｃａｌ

ｄｅｎｓ ｉｔｉｅｓｏｆ ｔｈｅｂａｎｄｓｗｅｒｅｓｃａｎｎｅｄａｎｄ
ｑｕａｎｔｉ ｆｉｅｄｗｉｔｈｔｈｅ ＡｍｅｒｓｈａｍＩｍａｇｅｒ６００ ．ＧＡＰＤＨｗａｓ

ｕｓｅｄａｓａ  ｌｏ ａｄ ｉｎｇ
ｃｏｎｔｒｏ ｌ ．

２ ．２ ． １２Ｓｔａｔ ｉｓｔ ｉｃａｌａｎａ ｌｙ ｓ ｉｓ

Ｅａｃｈ ｅｘｐｅｒ ｉｍｅｎｔａｌ ｖａｌｕｅ ｗａ ｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓ ｔｈｅｍｅ ａｎ 
士ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖ ｉａｔｉｏｎ

（
ＳＤ

）
． Ａ ｌ ｌｏｆ ｔｈｅｓ ｔａｔ ｉ ｓｔｉｃａ ｌ

ａｎａｌｙｓｅｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇＳＰＳＳ２ １
． ０ｓｏｆｔｗａｒｅ ．Ｔｈｅｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ

ｃｏｎｓ ｉｄ ｅｒｅｄｓ ｉｇｎ ｉｆｉ ｃａｎｔ ｗｈｅｎ  ｔｈｅ
ｐ

ｖａ ｌｕｅｗａｓ ｌｅｓｓｔｈａｎ０ ． ０ ５ ． Ａ ｌ ｌｄａｔａ
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－

ＧＵＣＡＧＡＧＵＧＵＵＣＣＧＣＵＵＵＡ－

３
，

．

２ ．２ ．５Ｓ ｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ ｍａ
ｊ
ｏｒ

ｑＲＴ
－ＰＣＲ

ｐｒ ｉｍ ｅｒｓ

名称 序列

１ ０２
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

ＭＴＯＲ－Ｆ ５
，

－

ＡＧＣＣＧＡＡＧＧＡＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧ 
－

３
，

ＭＴＯＲ－Ｒ ５
＇

－

ＴＴＣＧＧＡＣＣＡＧＣＴＣＧＴＴＡＡＧＧ 
－

３
＇

ＳＭＡＲＣＡ５
－Ｆ ５

＇

－

ＧＣＡＴＧＡＧＣＴＧＴＧＧＴＣＡＣＴＴＣ
－

３
＇

ＳＭＡＲＣＡ ５
－Ｒ ５

＇

－

ＧＣＣＴＴＡＡＴＴＣＧＡＣＧＡＡＧＧＡＧ 
－

３
＇

ＧＡＦＤＨ－Ｆ ５
，

＊－ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ －３
，

ＧＡＰＤＨ－Ｒ Ｓ
，

－ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ －３
ｔ

２ ．２ ．６Ｓ ｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａ ｌｙｓ ｉｓ

ＳＰＳＳ２ １ ． ０ｓｏｆｔｗａｒｅｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｓｔａｔｉ ｓｔ ｉｃａ ｌａｎａｌｙｓ ｉ ｓ ．Ｔｈｅｔ
－

ｔｅ ｓｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｃｏｍｐ ａｒｅｔｈｅ

ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｄａｔａ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｇｒｏｕｐ ｓ

，ａｎｄｔｈｅｄａｔａｗａｓｅｘｐｒｅ ｓ ｓｅｄｂｙ（
ｍｅａｎ土ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔ ｉｏｎ

）
．Ｐ

＜０ ＿ ０５ｗａｓｃｏｎｓ ｉｄｅｒｅｄｓｔａｔ ｉ ｓｔｉｃａ ｌ ｌｙｓ ｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ．Ａ ｌ ｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄａｔａｒｅｐｒｅ ｓｅｎｔｔｈｅａｖｅｒａｇｅｏｆ

ｔｒ ｉ
ｐ

ｌ ｉｃａｔｅｄａｔａ ．

３ ．Ｒｅｓｕ ｌｔｓ

３ ． １Ｐｒｅｄ ｉｃｔｉｏｎｏｆ ｔａｒｇｅ ｔ
ｇｅｎｅｓｏｆ ｍ ｉＲ－９９ａ－５ｐ

Ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅｕｓｅｏｆ ｂ ｉｏ ｉｎｆｏｒｍａｔ ｉｃ ｓａｎａｌｙｓ ｉ ｓ
， 
ｗｅｃａｎ

ｐｒｅｄ ｉｃｔ ｔｈｅｄｏＡｖｎｓｔｒｅａｍ ｔａｒｇｅｔ
ｇｅ

ｎｅ ｓ

ｄ ｉｒｅｃｔ ｌｙ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ 

ｗ ｉｔｈ ｍ ｉＲＮＡ ｓ
，
ｓｏａｓ ｔｏｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ

ｔｈｅ ｉｒ ｍｅｃｈａｎｉ ｓｍ ｓｏｆ ｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ

ｉｎ ｍａ ｌ ｉ
ｇｎａｎｔ ｔｕｍｏｒｓ ．Ｉｎ ｔｈｉ ｓｓｔｕｄｙ， 

ｗｅｓｅ ｌｅｃｔｅｄ ｏｎｌ ｉｎｅｄａｔａｂａｓｅ ｓｓｕｃｈａｓ ｍ ｉＲＤＢ
， 
ＴａｒｇｅｔＳ ｃａｎ

，

ｐ ｉｃＴａｒａｎｄｍ ｉＲａｎｄａ ａｓ ｔｈｅｆｏｒｅｃａｓｔ ｉｎｇ 

ｔｏｏ ｌ ｓ ．Ｂａｓｅｄｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｒｅ ｓｕｌｔｓ

， 
ｗｅｓｅ ｌｅｃｔｅｄ

ＳＭＡＲＣＡ ５ａｎｄ ＭＴＯＲ
， 
ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｂｏｔｈ ｔｈｅ ｔｏｐ

－

ｒａｎｋｅｄ
ｇｅｎｅ ｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｆｏｕｒｄａｔａｂａｓｅ ｓ

，
ａｓ ｔａｒｇｅｔ ｓ

ｆｏｒ ｔｈｅｃａｎｄ ｉｄａｔｅ
ｇｅｎｅ ｓ ．

Ｔａｂ ｌｅ３
－

１ ：Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ
ｓ ｉｔｅｏｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ
ｔｏｃ ａｎｄ ｉｄａｔｅｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｓＳＭＡＲＣＡ ５ａｎｄ ＭＴＯＲ

ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙ 

Ｂ ｉｏ ｉｎｆｏｒｍａｔ ｉｃ ｓ ．

Ｐｏ ｓ ｉｔ ｉｏｎ５ １
－

５７ｏｆ ＳＭＡＲＣＡ５３
＇

ＵＴＲ５

ｆ

 ． ． ． ＡＧＵＡＧＵＵＣＵＵＵＡＡＵＵＵＡＣＧＧＧＵＣ ． ． ．

 Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ

Ｈａｓ
－ｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐ ３ＧＵＧＵＵＣＵＡＧＣＣＵＡＧＡＵＧＣＣ ＣＡＡ

ＳＭＡＲＣＡ ５３
＇

ＵＴＲ Ｍｕｔａｎｔ５

ｆ

 ． ． ． ＡＧＵＡＧＵＵＣＵＵＵＡＡＵＵＡＵＧＡＡＣＡＣ ． ． ．

１ ０３





上海交通大学博士学位论文


Ｐｏ ｓ ｉｔ ｉｏｎ ２９５ －３０ １ｏｆ ＭＴＯＲ ３
＇

ＵＴＲ５

１

 ． ． ． ＣＣＡＵＡＡＣＵＵＵＡＧＡＡＡＵＡＣＧＧＧＵＵ ． ． ．

Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ

Ｈａｓ
－ｍ ｉＲ －

９９ａ
－

５ｐ ３
＊

ＧＵＧＵＵＣＵＡＧＣＣＵＡＧＡＵＧＣＣ ＣＡＡ

Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ

ＭＴＯＲ ３
＇

ＵＴＲ Ｍｕｔａｎｔ ５

ｆ

 ． ． ． ＣＣＡＵＡＡＣＵＵＵＡＧＡＡＡＵＡＧＣＣＧＵＵ ． ． ．

３ ．２Ｖａｌ ｉｄａ ｔ ｉｏｎｏｆ ｔａｒｇｅｔｇｅ
ｎｅｓｏ ｆ ｍ ｉＲ－

９９ａ－５ｐ
ｂｙ

ｄｕａ ｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙ

Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｖｅｒｉｆｙ
ｗｈｅｔｈｅｒｍ ｉＲ －

９９ ａ
－

５ｐ
ａｎｄｔｈｅｔａｒｇ ｅ ｔ

ｇ
ｅｎｅ ｓｃｏｕｌｄｂ ｉｎｄｄｉｒｅｃｔｌｙ，ｗｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ

ｐ
ｌ ａｓｍ ｉｄｓｏｆ ｔｈｅｗ ｉ ｌｄ－

ｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｎｔｄｕａｌｌｕｃ ｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅ ｓｗｉｔｈ ｔｈｅ３
＇

ＵＴＲｏｆ ｔｈｅＭＴＯＲ

ａｎｄＳＭＡＲＣＡ ５
， 
ｔｈｅｎｃｏ

－

ｔｒａｎ ｓｆｅｃｔｅｄｗ ｉｔｈ ｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐ 
ｍ ｉｍ ｉ ｃｏｒ  ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏ ｒ． Ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ｏｆ ｌｕｃ ｉｆｅｒａｓ ｅ

ｗａｓｄ ｅｔｅ ｃｔｅｄｂｙ 
ｔｈｅｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒ

ｋｉｔ ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗ ｅｄｗｈｅｎＭＴＯＲａｎｄＳＭＡＲＣＡ５

ｗ ｉ ｌｄ －

ｔｙｐｅ３
！

ＵＴＲｐ ｌａ ｓｍ ｉｄｓｗｅｒ ｅｃｏ－

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗ ｉｔｈｍ ｉＲ－

９９ａ
－

５ｐｍ ｉｍ ｉｃ ｓ
，ｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ ｉｎｇ

ｌｕｃ ｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔ ｉｖｉｔｙ 

ｗａｓ ｓ ｉ
ｇ
ｎｉ ｆｉｃａｎｔｌｙ 

ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｏｍｐａ
ｒ ｉｎｇ 

ｗ ｉｔｈ ｍｕｔａｎｔ
ｐ

ｌａｓｍ ｉｄ
ｇ

ｒｏｕｐｓ
（
Ｆｉ
ｇｕｒｅ３

－２ Ａ
）

．

Ｉｎａｄｄ ｉｔ ｉｏｎ
，ｗｅａｌｓｏｃｏ

－

ｔｒａｎｓ ｆｅｃｔｅｄｔｈｅｍ ｉＲ －

９９ａ
－ ５
ｐ
ｍ ｉｍ ｉｃａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｍ ｉｍ ｉｃｗ ｉｔｈｔｈｅＭＴＯＲ

ａｎｄＳＭＡＲＣＡ ５ｗ ｉ ｌｄ－

ｔｙｐｅ
３

’

ＵＴＲ
ｐ

ｌａｓｍ ｉｄｓ
，

ｒｅｓｐｅｃｔ
ｉｖｅ ｌｙ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅ ｄｔｈａｔｍ ｉＲ －９ ９ ａ

－５
ｐ

ｍ ｉｍ ｉｃ ｃｏｕ ｌｄ ｓ ｉｇｎ ｉ ｆｉｃａｎｔｌｙ 

ｄｏｗｎ
－

ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏ ｆ  ｌｕｃ ｉｆｅｒａｓｅｃｏｍｐａｒｉｎｇ 

ｗ ｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏ ｌ
ｇ

ｒｏｕ
ｐ ．

Ｃｏｎｖｅｒｓｅ ｌｙ，ｃｏ
－

ｔｒａｎｓ ｆｅｃｔ ｉｏｎｏｆ ｔｈｅｍ ｉＲ－９９ａ
－５ｐ

ｉｎｈｉｂ ｉｔｏｒｗ ｉｔｈｔｈｅｗ ｉ ｌｄ－

ｔｙｐｅＳＵＴＲ
ｐ

ｌａｓｍ ｉｄｏｆ ｔｈｅ

ｔａｒ
ｇ
ｅ ｔ

ｇｅｎｅ ｓｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ  ｌｕｃ ｉｆｅｒａｓｅ

（
Ｆ ｉｇｕｒｅ３

－２Ｂ
，
Ｃ

）
．

Ａｍ３
＇

ＵＴＲ －ｍｕ ｔ

Ａ ｉ ． ５
ｎ ■

＊ ＊

 ■ ， ，ｍ３

＇

ＵＴＲ －ｗｔ

．

ｆｒｎ ｒ

—

ｌ

ｉ ｊＬＬ
＃／

Ｏ■ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ ＮＣ

■ｍ ｉｍ ｉ ｃ ９９ ａｌ

＾ 

１ － ５
１ ，

＊

 ， ｒ

—

， ＾
３

－

１ １ １ １ １ｍ Ｉ ｎ ｈ ｉｂ ｉ ｔｏ ｒ  ９ｄａ

＾ ｜ｍ （ｎ ｈ ｉｂ ｉ ｔｏｒ ＮＣ

Ｉｋｈ ｉＷ
１ ０４
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

Ｆｉｇｕｒｅ ３
－２ ： Ｒｅ ｌａｔｉｖｅａｃｔ ｉｖｉｔｙ

ｏｆ ｌｕｃ ｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒｓｏｆ ３
？

ＵＴＲ
ｐ ｌａｓｍ ｉｄｓｏｆ ＭＴＯＲ ａｎｄ

ＳＭＡＲＣＡ５ ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｅｄｂｙ
ｍ ｉＲ－９９ａ－

５ｐ ．

（
Ａ

）
ＭＴＯＲ ａｎｄＳＭＡＲＣＡ５ｗｉ ｌｄ －

ｔｙｐｅ３
＇

ＵＴＲ
ｐ

ｌａｓｍ ｉｄｓｗｅｒｅｃｏ
－

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ ｍ ｉＲ－９９ａ
－

５ｐ

ｍ ｉｍ ｉｃｓ
；（
Ｂ

）
Ｍ ｉＲ－９９ａ

－５ｐ
ｍ ｉｍ ｉｃａｎｄｃｏｎｔｒｏｌ ｍ ｉｍ ｉｃｗｅｒｅｃｏ
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八年制学位论文要求

八年制 高等医 学教育遵循
“

八年
一

贯 ， 整体优化 ， 加 强基础 ， 注重 临床 ， 培养能

力 ， 提高素质
”

的办学原则 ， 培养适应我 国 经济社会发展 需要 的 、 具有崇高 的 思想 品

德和社会责任感 、 高 尚 的职业道德 、 良好 的敬业精神 、 伦理行为和法律意识 ； 具有

较 宽厚 的人文社会科学和 自 然科学知识及扎实 的 医学科学基础理论 、 较强 的 临床实

践能力 和交流协调 能力 ； 具备基本科研能力 、 终生 自 主学 习 能力和创新意识 、 良好

的 中 、 外文沟通能力和信 息获取 、 管理 、 应用 能力 ； 具有较大发展潜 能和 团 队协作

精神 的 高素质 临床 医学人才 ， 其培养 目 标定位于 临床医 学博士专业学位 。

根据八年制医学博士学位培养方案总则 、 应用型学位的特点和上级的有关精神 ， 八年

制学生学位论文的要求 ：

１ ． 博士学位论文应在导师或指导小组的指导下 ， 由学生本人独立完成 ， 实行导师负责

制 。

２ ． 在博士生导师的指导下 ， 在查阅大量文献资料并结合本人工作的基础上确定学位研

宄课题 。 选题必须紧密结合临床实际 ， 可以是病例分析报告 ， 或总结临床经验 ， 或改进临床

技术方法 ， 也可 以是临床和实验研究相结合的研宄工作 ， 研宄结果对临床工作具有
一

定的应

用价值或应用前景 。

３ ． 表明学生具有运用所学知识解决临床实际 问题和从事临床科学研究的能力 。

４ ． 撰写学位论文应恪守学术道德和学术规范 ，
要求概念清楚 、 立论正确 、 分析严谨、 数

据可靠 、 计算精确 、 图表清晰 、 层次分明 、 文字简练 、 格式规范 。

５ ． 学位论文 内容
一

般应不少于 ２ 万字 。 中文摘要 ８００ 字以 内 ， 英文摘要 １ ５００
－

３ ０００ 字

符 。

６ ． 学位论文全文要求 中英 （或法 ） 文对照 。

１ ２０
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学位论文原创性声明

本人郑重声 明 ： 所呈交的学位论文 ， 是本人在导师的指导下 ， 独

立进行研究工作所取得的成果 。 除文中 己经注明 引 用的 内容外 ， 本论

文不包含任何其他个人或集体 己经发表或撰写过的作品成果 。 对本文

的研宄做出重要贡献的个人和集体 ， 均 己在文中 以 明确方式标明 。 本

人完全意识到本声明 的法律结果 由本人承担 。

学位论文作者签名 ：

曰 期 ： 年 丈 月＞ 曰

Ｉ Ｉ Ｉ
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