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［摘要］　目的：建立ＤｉｃｅｒｍＲＮＡ 表达量检测的实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）系统，检测肝癌细胞系与２０例原发性肝细胞癌（ｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＰＨＣ）组织中ＤｉｃｅｒｍＲ

ＮＡ的表达水平。方法：根据ＤｉｃｅｒｍＲＮＡ的全序列设计特异性引物，结合荧光染料ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ，ＲＴＰＣＲ扩增目的片段

并实时检测产物的荧光强度，进行熔解曲线分析排除非特异性扩增，根据标准品绘制标准曲线，由软件自动计算出待测样品

ＤｉｃｅｒｍＲＮＡ的准确含量，并以ＤｉｃｅｒｍＲＮＡ和１８ＳｒＲＮＡ含量的比值作为Ｄｉｃｅｒ表达水平的指标。结果：该方法检测的线性

范围为５×１０２～５×１０９ｃｏｐｉｅｓ／μｌ，样本的批内变异系数与批间变异系数为４．１３％～１９．７２％和６．２５％～１８．７６％。ＤｉｃｅｒｍＲ

ＮＡ在 ＨＢＶ阳性肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２．２．１５和 ＨＢＶ阴性肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２的表达水平明显低于正常肝细胞系 ＷＲＬ６８（Ｐ＜

０．０５）；在ＰＨＣ组织的表达水平明显低于癌旁配对组织（Ｐ＜０．０５）。结论：该方法具有较好的灵敏度、特异性和重复性。Ｄｉｃ

ｅｒｍＲＮＡ表达量在肝癌细胞系和ＰＨＣ组织中的检测为以后更好的研究ＰＨＣ的发病机制奠定了理论基础。
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　　原发性肝细胞癌（ｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉ
ｎｏｍａ，ＰＨＣ）是指肝细胞发生的肿瘤，为我国常见恶
性肿瘤之一，其死亡率在消化系统恶性肿瘤中列第
三位，仅次于胃癌和食管癌。本病可发生于任何年
龄，以４０～４９岁多见，男女发病之比为（２～５）１。
肝癌的致病因素因不同地区而异，但大多有乙型肝
炎病毒（ＨＢＶ）感染的背景。近年报道，我国ＰＨＣ
患者中 ＨＢｓＡｇ阳性的约为６３．２％［１］，ＨＢＶ 阳性

ＰＨＣ患者占多数。

　　在 ＲＮａｓｅⅢ Ｄｉｃｅｒ的酶切产物之中，有一类

ｍｉＲＮＡ约含有２２个核苷酸，这类 ｍｉＲＮＡ数量很
多并且高度保守，构成一个调节ＲＮＡ体系［２］，ｍｉＲ
ＮＡ的表达有一定特异性。越来越多的实验证明这
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些调节ＲＮＡ量的改变与人类肿瘤的发生有关［３～５］：
如 ｍｉＲＮＡｌｅｔ７与非小细胞肺癌有关，ｍｉＲ１５、

ｍｉＲ１６与慢性淋巴细胞白血病有关，ｍｉＲ１４３、ｍｉＲ
１４５与人结肠癌有关。在非小细胞肺癌当中 ｍｉＲ
ＮＡｌｅｔ７的表达量是下降的，并且产生 ｍｉＲＮＡｌｅｔ
７的上游酶ＲＮａｓｅⅢ Ｄｉｃｅｒ的表达量也是下降的，这
种患者预后差，生存率低［４］。本研究重点研究ＰＨＣ
患者中ＲＮａｓｅⅢ Ｄｉｃｅｒ的表达量是否有异常，为进
一步研究 ＰＨＣ 的发病机制提供一定的理论基
础。　　　

１　材料和方法

１．１　细胞　人正常肝细胞系 ＷＲＬ６８由本院分子
肿瘤实验室馈赠，培养基为含１０％小牛血清（杭州
四季青）的ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂｃｏ）；ＨＢＶ阴性肝癌细胞
系 ＨｅｐＧ２由本院信号转导实验室馈赠，培养基为含

１０％胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ）的 ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ）；ＨＢＶ阳
性肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２．２．１５引自上海中国科学院细
胞库，培养基为含１０％胎牛血清、Ｇ４１８（Ｍｅｒｋ）的终
浓度为３８０μｇ／ｍｌ的 ＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ），所有细胞均置
于５％ＣＯ２培养箱中３７℃培养。

１．２　ＰＨＣ组织的采集　ＰＨＣ组织标本来自本院
手术患者，分别取癌瘤的中央部位、及癌旁组织配对
标本液氮速冻后置－８０℃保存备用，同时送病理切
片。所有病例均经病理学证实，并进行严格的病理
诊断。癌与癌旁新鲜配对标本共２０例，男１６例，女

４例，年龄３５～５５岁，均为 ＨＢＶ阳性ＰＨＣ标本。

１．３　引物设计　根据目的产物ＤｉｃｅｒｍＲＮＡ（Ｎｏ．
ＮＭ１７７４３８或Ｎｏ．ＮＭ０３０６２１）和内参照１８ＳｒＲＮＡ
（Ｎｏ．Ｋ０３４３２或 Ｎｏ．Ｍ１００９８）的全序列，应用在线
引物设计软件ｐｒｉｍｅｒ３．０设计，采用ＢＬＡＳＴ进行
比对，由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成。ＤｉｃｅｒＳ：５′ＧＴＡ
ＣＧＡＣＴＡＣＣＡＣＡＡＧＴＡＣＴＴＣ３′；ＤｉｃｅｒＡＳ：

５′ＡＴＡＧＴＡＣＡＣＣＴＧＣＣＡＧＡＣＴＧＴ３′；产物
大小 ２５３ｂｐ。１８ＳｒＲＮＡＳ：５′ＣＧＧ ＣＴＡ ＣＣＡ
ＣＡＴ ＣＣＡ ＡＧＧ ＡＡ３′；１８ＳｒＲＮＡＡＳ：５′ＧＣＴ
ＧＧＡＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴ３′；产物大小１８７ｂｐ。

１．４　ＲＮＡ提取和逆转录反应　３种细胞系计数后
传代于６孔板，待细胞长满（约２．５×１０６／孔），用

ＰＢＳ洗３遍后，每孔加１ｍｌＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ）提取细胞总ＲＮＡ；取５０～１００ｍｇＰＨＣ组织及
癌旁配对组织加１ｍｌＴＲＩｚｏｌ试剂用同样方法提取
组织ＲＮＡ；紫外分光光度计检测ＲＮＡ的质量和浓
度。取２μｇ总ＲＮＡ进行逆转录反应，０．５μｇ／μｌ随
机引物（Ｐｒｏｍｅｇａ）１μｌ，用ＤＥＰＣ水补足体系至１５

μｌ，７０℃５ｍｉｎ，后加ＭＭＬＶ５×逆转录反应缓冲液

５μｌ，２００Ｕ／μｌＭＭＬＶ 逆转录酶（Ｐｒｏｍｅｇａ）１μｌ，

１００ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ（上海申能博彩生物科技有限
公司）０．５μｌ再用ＤＥＰＣ水补足体系至２５μｌ，３７℃１
ｈ。ｃＤＮＡ分装，置－４０℃保存备用。

１．５　Ｄｉｃｅｒ和 １８ＳｒＲＮＡ 定量标准品质粒的构
建　取上述ｃＤＮＡ１μｌ用引物ＤｉｃｅｒＳ、ＤｉｃｅｒＡＳ和

１８ＳｒＲＮＡＳ、１８ＳｒＲＮＡＡＳ，进行 ＰＣＲ 扩增。该

ＰＣＲ体系包括：１００ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ０．５μｌ，１０×
ＰＣＲ缓冲液５μｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶（上海申能博彩
生物科技有限公司）０．５μｌ，正反引物各０．５μｌ，用

ｄｄＨ２Ｏ补足体系至５０μｌ。ＰＣＲ产物电泳，电泳后
用胶回收试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）回收电泳产物３μｌ
（约２０ｎｇ）与ｐＭＤ１８Ｔ载体（ＴａＫａＲａ公司）连接

１６℃３０ ｍｉｎ。连接产物转化感受态大肠杆菌

ＪＭ１０９（Ｐｒｏｍｅｇａ），在具Ａｍｐ抗性的 Ｌ琼脂平板培
养基上培养，３７℃１２～１６ｈ。经蓝白斑筛选，阳性克
隆进行测序分析，筛选出的阳性菌株进一步扩增，抽
提质粒，用紫外分光光度计准确定量，并进行１０倍
稀释，作为标准品－４０℃保存。

１．６　ＤｉｃｅｒｍＲＮＡ 定量测定　取上述合成的ｃＤ
ＮＡ模板２μｌ，ＰｌａｔｉｎｕｍＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒ
ＭｉｘＵＤＧ （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）１０μｌ，２０×牛血清白蛋白
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）１μｌ，上下游引物各１μｌ，用ｄｄＨ２Ｏ 补
足体系至２０μｌ，混合后加入专用毛细管中，并设阴
性对照，和质粒标准品（５×１０７、５×１０６、５×１０５、５×
１０４、５×１０３ｃｏｐｉｅｓ／μｌ）。各反应管于荧光定量ＰＣＲ
仪（ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ）进行扩增，５０℃预热２ｍｉｎ，

９５℃预变性２ｍｉｎ，然后进入循环９４℃变性５ｓ，

５０℃退火１０ｓ（Ｄｉｃｅｒ）／５５℃退火１０ｓ（１８ＳｒＲＮＡ），

７２℃延伸１０ｓ，共４５个循环，最后降至４℃。根据各
自标准品建立标准曲线，并计算待测样本中的Ｄｉｃｅｒ
和１８ＳｒＲＮＡｍＲＮＡ的准确含量。为了消除样本

ＲＮＡ的提取、逆转录和ＰＣＲ反应的差异，以Ｄｉｃｅｒ
和１８ＳｒＲＮＡ含量的比值作为评价ＤｉｃｅｒｍＲＮＡ表
达水平的指标。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０统计分析软件
对实验数据进行ｔ检验。

２　结　果

２．１　实时荧光定量ＲＴＰＣＲ方法检测ＤｉｃｅｒｍＲ
ＮＡ的灵敏度、特异性与重复性　将１０倍系列稀释
的质粒标准品，用建立的该方法测定，结果显示本方
法具有较好的检测灵敏度（５×１０２ｃｏｐｉｅｓ／μｌ）。Ｃｔ
值和模板起始拷贝数的对数ｌｇ值之间具有较好的
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线性关系（ｒ≈－１．００、Ｙ＝－４．４７５Ｘ＋５０．５６）。熔
解曲线分析可见只有单峰值，排除了非特异性扩增
（图１）。批内与批间的变异系数分别为４．１３％～
１９．７２％（ｎ＝３）和６．２５％～１８．７６％（ｎ＝３）。

图１　Ｄｉｃｅｒ（Ａ）和１８ＳｒＲＮＡ（Ｂ）的熔解曲线

Ｆｉｇ１　ＭｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓｏｆＤｉｃｅｒ（Ａ）ａｎｄ１８ＳｒＲＮＡ（Ｂ）

Ａ：ＳｏｍｅｆｏｌｄｓｓｅｒｉａｌｄｉｌｕｔｉｏｎｓｏｆＤｉｃｅｒｐｌａｓｍｉｄａｎｄｓｏｍｅｓａｍｐｌｅｓ；

Ｂ：Ｓｏｍｅｆｏｌｄｓｓｅｒｉａｌｄｉｌｕｔｉｏｎｓｏｆ１８ＳｒＲＮＡｐｌａｓｍｉｄａｎｄｓｏｍｅｓａｍｐｌｅｓ

２．２　不同肝癌细胞系中ＤｉｃｅｒｍＲＮＡ的表达　与

正常肝细胞系 ＷＲＬ６８（０．０２６±０．００５）相比，ＨＢＶ
阳性肝癌细胞系ＨｅｐＧ２．２．１５中ＤｉｃｅｒｍＲＮＡ的表

达量（０．０００２６±０．００００４）是显著下降的（ｔ＝

１０．３４，Ｐ＜０．０５），ＨＢＶ阴性肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２中

ＤｉｃｅｒｍＲＮＡ的表达量（０．００１６±０．０００２）也是显

著下降的（ｔ＝９．８０，Ｐ＜０．０５）。

２．３　ＰＨＣ组织中ＤｉｃｅｒｍＲＮＡ的表达　与癌旁配

对肝组织（０．０００４±０．０００３）相比，ＰＨＣ组织中

ＤｉｃｅｒｍＲＮＡ的表达量（０．０００１±０．００００２）是显著

下降的（ｔ＝２．８０８，Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　结合荧光染料ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ和相应的熔解曲

线分析，实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ方法的优点是在

ＰＣＲ扩增的对数期对模板 ｍＲＮＡ进行定量，结果

更为可靠，扩增与检测同时进行，能减少交叉污染引

起的假阳性，具有较高的灵敏性、特异性。本研究通

过实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ方法检测肝癌细胞系和

ＰＨＣ组织中ＤｉｃｅｒｍＲＮＡ的表达量，与正常肝细胞

系对照，肝癌细胞系无论是 ＨＢＶ 阳性还是阴性，

ＤｉｃｅｒｍＲＮＡ的表达量都是下降的；与癌旁配对肝

组织相比，ＰＨＣ组织中ＤｉｃｅｒｍＲＮＡ的表达量同样

也是下降的。人的ＲＮａｓｅⅢ Ｄｉｃｅｒ是存在于胞质中

的一种酶，属于ＲＮａｓｅⅢ这一大家族中分类中的第

三大类，该酶的酶切产物之一 ｍｉＲＮＡ与该酶及其

他蛋白质形成的核酸蛋白复合物可以调节机体基因

的表达，当 ｍｉＲＮＡ与某一基因同源时，若可以与该

基因ｍＲＮＡ的３′端非翻译区不完全互补结合，此时

ｍｉＲＮＡ所形成的复合物会阻止该基因ｍＲＮＡ翻译

成相应的蛋白质，我们称之为翻译抑制；若可以与该

基因ｍＲＮＡ完全互补结合，则在该复合物中的核酸

内切酶Ｄｉｃｅｒ的作用之下，该基因 ｍＲＮＡ就会被切

割降解，达到基因沉默效应，发挥类似于ｓｉＲＮＡ的

作用［６，７］。本实验仅从ｍＲＮＡ水平证明了肝癌细胞

系和ＰＨＣ组织中Ｄｉｃｅｒ的表达量是下降的，为以后

进一步从基因水平研究ＰＨＣ的发病机制提供了基

础。至于Ｄｉｃｅｒ的下游产物 ｍｉＲＮＡ的改变及 ｍｉＲ

ＮＡ的下游基因的改变，都有待进一步研究。
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