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血清外泌体N#7:3M1'在弥漫大V细胞淋巴瘤

治疗监测中的意义

曹!迪#蒋!昱#冯!钰#景彩霞#徐!娟#徐才刚#

四川大学华西医院 血液科 血液病学研究室 !成都!"##$""

!!&摘要'!目的!探索血清外泌体'<+/$G"C在弥漫大[细胞淋巴瘤!=<KK>&16C3H1[?1666A',B7'C#VZ[%Z"中

的水平及其在治疗监测中的价值(方法!本研究共纳入G!例VZ[%Z患者#G!例健康对照者(收集新发VZ[%Z

患者治疗前*化疗.'$疗程及化疗结束后血清样本#并同时收集健康人血液标本#提取血清中的外泌体+DT#并

进行实时荧光定量*%+!Y>C42<2C2<L131C62<'1,76A'13C&1?BC<431C?2<74#Y+:/*%+"#用受试者工作特征!31?1<L1

7,13C273?BC3C?213<&2<?#+E%"曲线判定'<+/$G"C的诊断效能#用各时点收集的血清样本动态分析血清外泌体'<+/

$G"C水平与化疗效果之间的关系(结果!G!例VZ[%Z患者与G!例健康对照者相比#VZ[%Z患者血清外泌体

'<+/$G"C水平下降!3$#F###""#在两组受试者间用 '<+/$G"C诊断VZ[%Z的曲线下面积!6>/"为#FUQU!SG̀

/7#F!$G'#FR"!"(在随访到的$Q例VZ[%Z患者中#化疗后获得完全缓解或者部分缓解的患者其血清外泌体

'<+/$G"C水平较化疗前有所上升!3$#F#G"#与配对的健康人水平差异无统计学意义!3'#F#G"+化疗后未获得缓

解的患者#其血清外泌体 '<+/$G"C水平较化疗前无明显变化!3'#F#G"#且仍然低于配对的健康人水平!3$

#a#G"+化疗完成后在未缓解者与缓解者之间进行鉴别#血清 '<+/$G"C的6>/为#FR!U!SG̀ /7#FU.R'#FSG""(

结论!血清外泌体'<+/$G"C水平动态监测有助于VZ[%Z化疗过程中的疗效!是否缓解"判断(

&关键词'!弥漫大[细胞淋巴瘤!外泌体!'<+/$G"C!疗效

P%,E'D&,<>6#A$&D'=#(T.?;<N'DN#7:3M1'=<+<(#=<AP%,A'@C7,;@<(;,#(U#>>&;,Y'AT,V6,DDYCN@%<N'!/61

N*#U760AD+#J@0AD+#U70A/&*9M*&#8>U+&;#8>/&*9.&;.
#FN(E&)',(;'$C5(,&'$I$."#H(-'/B*;&

5$-E*'&I#2*#B+&;>;*K()-*'"#%B14H=>!"##$"#%B<4C

#%7331&,74=<4HC>2B73#I/'C<6$@>?H!?=".#F?7'

&FB;=A'$='!GBH,$=#*,!:7<4L1&2<HC212B11@,31&&<7461L167K?<3?>6C2<4H1@&7'C6'<+/$G"CC4=<2&&<H4<K<?C4?1&

<42B13C,A'74<273<4H<4=<KK>&16C3H1[?166,C2<142&F+,=%<-;!01<&76C21=1@&7'C6+DT&K3C?2<74&K37'&13>'7K

G!VZ[%Z,C2<142&51K731231C2'142#=>3<4H231C2'142C4=CK213231C2'142F:B1&13>'7KG!B1C62BA?742376&JC&

?7661?21=C22B1&C'12<'1Fi>C42<2C2<L131C62<'1,76A'13C&1?BC<431C?2<74!Y+:/*%+"J131,13K73'1=27=121?21=

2B11@,31&&<7461L167K?<3?>6C2<4H1@&7'C6'<+/$G"CF+1?1<L17,13C213?BC3C?213<&2<?!+E%"?>3L1JC&,13K73'1=27

?7'K<3'2B1=<CH47&2<?1KK<?<14?A7K'<+/$G"CF%B1'72B13C,A1KK1?2?7331&,74=<4HJ<2B'<+/$G"CJC&C4C6A\1=F

7,;&D=;!%<3?>6C2<4H1@&7'C6'<+/$G"CJC&=7J4/1@,31&&<74<4VZ[%Z?7',C31=J<2BB1C62BA?742376& !3$

#F###""#C4=2B1C31C>4=132B1+E%?>3L1!6>/"JC&#FUQU!SG̀ /7#F!$G/#FR"!"FN4$Q,C2<142&JB7BC=

?7',6121K7667J/>,<4K73'C2<74#2B1,C2<142&JB7752C<41=31'<&&<74#<4?6>=<4H?7',612131'<&&<74!%+"C4=,C32<C6

31'<&&<74!*+"#BC=2B161L16&7K?<3?>6C2<4H1@&7'C6'<+/$G"CH3C=>C66A<4?31C&1=F0B<61<4,C2<142&JB7=<=472

H1231'<&&<74#<4?6>=<4H&2C561=<&1C&1!)V"C4=,37H31&&<74=<&1C&1!*V"#BC=47&<H4<K<?C42?BC4H1&7K?<3?>6C2<4H

1@&7'C6'<+/$G"CF6<($D&;#<(!%<3?>6C2<4H1@&7'C6'<+/$G"C'CA51C4,72142<C6<4=<?C273K732B13C,A31&,74&1

'74<273<4H<4VZ[%ZF

&I,CJ<A-;'!!V<KK>&16C3H1/[?166!!ZA',B7'C1@7&7'1!!'<+/$G"C!!:31C2'1427>2?7'1

!!弥漫大 [ 细胞淋巴瘤!=<KK>&16C3H1[?166

6A',B7'C#VZ[%Z"是最常见的非霍奇金淋巴瘤

!D;Z"种类#约占所有D;Z的Q#̀ '$#̀
,"-(正

确的化疗前评估及化疗过程中评估有助于医师选择

正确的化疗方案而使患者受益(目前#VZ[%Z的治

# 通信作者#I/'C<6$@>?H!?=".#F?7'

疗监测金标准仍然为*I:.%:#该方法价格昂贵且

有潜在的放射危害
,.-#普通民众难以接受(因而#发

掘在化疗过程中有监测意义的分子标记物显得尤为

重要(

外泌体是大小约为Q#'"##4'的脂质双分子

杯状囊泡#它可以由各种细胞分泌并在外周血中稳

定存在
,Q $-(外泌体中含有多种生物活性物质#如
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蛋 白 质*脂 质*核 酸 !包 括 '<?37+DT",$-(

'<?37+DT!'<+DT"是一类小分子非编码+DT#在

转录后水平通过 '<+DT/'+DT相互作用参与调

解基因表达(其中#'<+/$G"C在许多肿瘤中均有报

道#已被证实与多种肿瘤的生物学行为密切相

关
,G U-#且有基础研究表明#在其他类型癌症中#

'<+/$G"C低表达促使#9!D/ 表达上调#进而促进

肿瘤进展
,R-(#9!D/是一种核蛋白类的原癌基因#

且#9!D/ 基因易位与 VZ[%Z 的发病及预后相

关
,"#S-(基于以上背景#本研究将分析血清外泌体

'<+/$G"C在VZ[%Z中的表达情况及其与化疗治

疗反应性之间的关系(

1!材料和方法

1F1!病例资料

本研究共纳入G!例在四川大学华西医院就诊

并经病理学确诊!根据 0;E.##R年淋巴造血系统

肿瘤分类标准
,"#-"的新发VZ[%Z患者#病理学标本

均为手术切除标本#患者诊断时年龄.Q'RU岁!中

位GRFG岁"#其中男性QQ例#女性.Q例(T44

T3573分期$/0期.$例#%/2期Q.例+有[症状

者..例#伴随大包块者"G例#乳酸脱氢酶!ZV;"

升高..例#正常Q$例(并选择G!例在本院常规体

检并且各项检查指标基本正常的健康人作为健康对

照#健康对照组年龄."'U!岁!中位年龄GU岁"#其

中男性Q#例#女性.!例(G!例 VZ[%Z患者中#

$Q例在所有化疗完成后采集到血样#G例在化疗过

程中死亡 #.例在化疗过程中因严重的副反应未再

化疗#!例在确诊后失访(纳入研究的患者分别在

化疗前*化疗.'$疗程后及化疗完成后采集G'Z

静脉血#并同时接受临床医生疗效评估#评估标准参

照国际工作组建议的5恶性淋巴瘤疗效评价标

准6,""-#包括完全缓解!?7',612131'<&&<74#%+"*

部分缓解!,C32<C631'<&&<74#*+"*疾病稳定!&2C561

=<&1C&1#)V"和 疾 病 进 展 !,37H31&&<74=<&1C&1#

*V"#%+及*+为缓解组#)V及*V为未缓解组

!474/31'<&&<74#D+"(本研究已获得所有研究对

象的知情同意#并已通过四川大学华西医院伦理委

员会批准!批件号.#"U年审!QR#"号"(

1F/!主要试剂和仪器

外泌体提取试剂盒及表面蛋白鉴定试剂盒来自

美国)[N公司(外泌体+DT提取试剂盒*逆转录

试剂盒**%+试剂盒及相对应的引物均来自美国

i<CH14公司(电泳仪来自美国 [<7/+C= 公 司(

i>5<2%+QF#荧光定量仪来自美国赛默飞公司(

1F5!实验方法

1F5F1!静脉血标本的处理!采集静脉血G'Z并

保存在$_#$B内以Q###X.离心"G'<4#吸取上

层血清(再以"!###X.离心"G'<4#吸取上层无

细胞血清#以G##&Z分装在无酶I*管中#冻存于

dR#_备用(

1F5F/!血清外泌体 '<+/$G"C提取及鉴定!外泌

体'<+/$G"C提取操作步骤按照试剂盒说明书进

行#提取完成后对外泌体进行大小及表面蛋白

%V!Q#;)*U#鉴定(外泌体大小鉴定使用纳米粒

径分析!D:T"#表面蛋白鉴定使用 01&21345672(

1F5F5!血清外泌体 '<+/$G"C+DT 提取!将在

"'Z血清中提取的外泌体重悬于R##&ZY<C\76中#

加入QFG&Z"F!X"#R?7,<1&.&Z%1)'<+/QS)"作

为外参#充分混匀(以下提取步骤参照i<CH14血清

'<+DT提取试剂盒试剂说明书(+DT量及质量

鉴 定 采 用 DC47=37, 分 光 光 度 计 !DV/"####

DC47=37,:1?B4767H<1&"(

1F5F3!实时荧光定量!Y+:/*%+"检测血清中的

'<+/$G"C'+DT!逆转录反应体系.#&Z$$&Z

GX'<&?3<,2;<&,1?2[>KK13#.&Z"#X'<&?3<,2

D>?61<?&(<@#.&Z(<&?3<,2+1L13&1:3C4&?3<,2C&1

(<@及全部 +DT 模板!约".&Z"混合#QU _

!#'<4#SG_G'<4条件下逆转录(

!!*%+体系"#&Z$"&Z?VDT模板#"&Z上游

引物#"&Z下游"#X(<&?3<,294<L13&C6*3<'13#

G&Z.Xi>C42<:1?2)h[+ 3̂114*%+ (C&213

(<@#加==;.E补至"#&Z(循环条件$SG_预变性

"#'<4#S$_变性"G&#GG_退火Q#&#U._延伸

Q#&#$G个循环(

'<+/$G"C相对表达量采用.d))%2
计算#反应重

复操作Q次(

1F5FM!免疫组织化学法检测?/(h%蛋白表达情

况!手术切取的 VZ[%Z组织标本经体积分数为

"#̀ 中性福尔马林固定*石蜡包埋#$&'厚切片(

免疫组化染色采用I4-<&<74两步法#VT[显色#以

*[)替代一抗作为空白对照#已知阳性组织切片为

阳性对照(一抗及二抗均购自福州迈新公司(?/

(h%蛋白免疫组化判读标准为肿瘤组织中阳性细

胞的百分率(

1F3!统计学方法

计数资料组间比较采用
#

.
检验#'<+/$G"C相

对水平的定量结果以中位数!四分位间距"表示#组

##$
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间比较用 W3>&MC6/0C66<&检验及 (C44/0B<241A>

检验#),1C3'C4分析两组数据的相关性#用受试者

工作特征!+E%"曲线分析诊断效能(3$#F#G为

差异有统计学意义(

/!结果

/F1!外泌体鉴定

如图"所示#D:T显示提取物大小约""G4'(

01&21345672显示提取物表面携带外泌体标记蛋白

%V!Q及;)*U#(以上结果证实采用)[N公司血清

外泌体试剂盒提取的沉淀物为外泌体(

1 2 3

GAPDH

CD63

HSP70
0 200 400 600 800 1000

Size/nmA B

图1!外泌体鉴定图

S#T1!E'D#-'=#<(<>,?<;<N,;>A<N;,A&N<>@'A=#$#@'(=;

T$DC47&<HB2D)Q###&B7J1=2B1=<C'12137K1@7&7'1&JC&

C57>2""G 4'+[$ 01&2134 5672&B7J1=2B11@23C?2<74& J131

1Y><,,1=J<2B1@7&7'C6'C3M13,3721<4%V!QC4=;)*U#F"$)C',61

"+.$)C',61.+Q$)C',61Q

/K/!血清外泌体N#7:3M1'在UYV6Y患者中的相

对表达水平及其诊断效能

Y+:/*%+检测G!例VZ[%Z患者及G!例健

康对照患者血清外泌体中 '<+/$G"C水平#结果显

示#与健康对照相比#'<+/$G"C在 VZ[%Z患者中

的表达水平降低#差异有统计学意义!3$#F##"#

图."(分析血清外泌体'<+/$G"C在两组中对于
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图/!UYV6Y患者及正常对照血清外泌体N#7:3M1'相对表达水平

S#T/!7,D'=#*,,?@A,;;#<(<>$#A$&D'=#(T,?<;<N'DN#7:3M1'B,=JJ,(

UYV6Y@'=#,(=;'(-%,'D=%C$<(=A<D;

;%&$;1C62BA?742376&

VZ[%Z的诊断效能#结果显示#其曲线下面积

!6>/"为#FUQU!SG̀ /7#F!$G'#FR"!"!3$

#a###"#图 Q"#表 明 血 清 外 泌 体 '<+/$G"C 对

VZ[%Z具有中等效能诊断价值(

/K5!UYV6Y患者N#7:3M1'与$:+e6表达水平的

相关性

进一步分析 VZ[%Z患者血清外泌体中 '<+/

$G"C水平与VZ[%Z组织中?/(h%水平的相关性#

结果表明#'<+/$G"C与?/(h%呈负相关关系!)b

d#FGS"#3$#F##"#图$"(
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图5!血清外泌体N#7:3M1'诊断UYV6Y的7G6曲线图

S#T5!7G6'('DC;#;<>N#7:3M1'#(-#;=#(T&#;%#(TUYV6Y@'=#,(=;

'(-%,'D=%C$<(=A<D;

r= 0.591－

P<0.001
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图3!N#7:3M1'相对表达水平与$:+e6表达情况关联性分析

S#T3!"@,'AN'($<AA,D'=#<(B,=J,,(N#7:3M1',?@A,;;#<('(-$:+e6

,?@A,;;#<(

/K3!化疗后血清外泌体 N#7:3M1'水平的变化情

况

在可追踪的$Q例患者中#"S例获得%+#"$例

获得*+#"#例未获得缓解!D+#包括)V及*V"(

统计结果显示#在%+组!图GT"#血清外泌体'<+/

$G"C水平逐渐上升!3$#F###""#在完成化疗后几

乎接近健康人水平!3b#F"Q#""+在 *+组!图

G["#完成化疗后血清外泌体'<+/$G"C水平较化疗

前也有升高!3b#F###R"#但化疗期间变化不明显

!3b#F"U!Q#3b#F"U!Q"#该组患者在化疗完成

后与健康人水平几乎无差异!3b#FQ..R"+在 D+

组 !图G%"#血清外泌体'<+/$G"C水平在化疗全程

"#$
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图M!化疗前后UYV6Y患者血清外泌体N#7:3M1'变化水平

S#TM!P%,*'A#'=#<(<>=%,D,*,D<>N#7:3M1'$%'(T,-<*,A$%,N<=%,A'@C$<&A;,;

T$:B1H37>,7K?7',612131'<&&<74!%+"+[$:B1H37>,7K,C32<C631'<&&<74!*+"+%$:B1H37>,7K474/31'<&&<74!D+"+:"$[1K731

?B1'72B13C,A+:.$TK213./$?A?61&+:Q$%B1'72B13C,A?7',6121=+:$$*C<31=B1C62BA?742376&
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图L!血清外泌体N#7:3M1'评估治疗效果的7G6曲线图

S#TL!7G6'('DC;#;<>N#7:3M1'#(-#;=#(T&#;%#(TA,N#;;#<(TA<&@

'(-(<(:A,N#;;#<(TA<&@

无明显变化!3b#F!#"Q"#该组患者在化疗完成后

血清 外 泌 体 '<+/$G"C 仍 低 于 健 康 人 !3 b

#F#.Q."(在D+组中#.例患者为获得*+后疾病

进展#其血清外泌体 '<+/$G"C水平有不同程度的

下降(以血清外泌体 '<+/$G"C表达水平为测试变

量#以化疗完成后的疗效!缓解组与未缓解组"为状

态变量绘制+E%曲线并计算其临界值#结果显示

其6>/ 为#FR!U!SG̀ /7#FU.R'#FSG""!3$

#a###"#图!"#表明血清外泌体'<+/$G"C在区分缓

解与非缓解患者方面有较佳的能力(

5!讨论

VZ[%Z作为D;Z中最常见的一个类型#疾病

演化进程具有很大的异质性#短者生存不足一年#长

者可存活数十年
,"-(因而#监测疾病进程对于有效

判断患者所处的疗效状态显得极为重要(目前#临

床疗效判断标准主要依赖于影像学检查#然而#多次

进行放射学检查可能给患者带来额外伤害#且其费

用相对较高
,.-(近年来#包括外泌体在内的液体活

检领域成为肿瘤疾病的研究热点(许多研究已证

实#外泌体中包含的'<+DT可以作为肿瘤诊断*疗

效监测及预后判断的分子标记物
,". "Q-(相较于其

他类型的分子诊断标记物#如循环肿瘤VDT及血

清游离'<+DT#血清外泌体'<+DT是由活体细胞

不停地释放#与肿瘤发生发展具有密切联系#且由于

外泌体有双层脂质分子包裹而更稳定#因而#外泌体

'<+DT或许是液体活检领域最具潜能的分子标记

物
,"$-(

在本研究中#VZ[%Z患者血清外泌体 '<+/

$G"C较健康人而言#表达水平降低!3$#F##""(

'<+/$G"C位于"U号染色体长臂""F.区#是近年来

研究较多的 '<+DT之一#已被证实与多种肿瘤的

生物学行为密切相关#且多数研究表明其在恶性肿

瘤中发挥抑癌基因的作用
,"G-#这或许可以解释为什

么血清外泌体 '<+/$G"C在VZ[%Z呈现低表达状

态(进一步#我们分析了?/(h%与 '<+/$G"C的关

联性#结果显示二者呈较为显著的负相关关系!)b

d#FGS"#3$#F##""#即 '<+/$G"C水平越低#?/

(h%蛋白阳性率越高(%;TD̂ 等
,R-
曾报道#在

前列腺癌中#'<+/$G"C低表达通过上调?/(h%表

达促进细胞存活#进而导致前列腺癌发生发展#

'<+/$G"C在VZ[%Z中或许也发挥着类似的作用(

为了更好地研究外泌体 '<+/$G"C动态监测治

疗效果的情况#本研究在化疗前*化疗中!.'$疗

程"*化疗完成后.'$周内对纳入研究的患者进行

血清外泌体 '<+/$G"C水平检测#并同时评估其治

疗效果(本研究中#化疗后获得缓解的病例!包括

%+及*+组"#在化疗完成后其血清外泌体 '<+/

$G"C水平与正常人几乎无差异#而未获得缓解的患

者!包括)V及*V组"在化疗完成后其血清外泌体

'<+/$G"C水平仍然低于正常人(其中#%+组血清

外泌体 '<+/$G"C呈现逐渐升高的水平#在化疗完

.#$



第Q期 曹!迪等$血清外泌体'<+/$G"C在弥漫大[细胞淋巴瘤治疗监测中的意义

成后.'$周后检测#其水平与正常人相比无明显差

异(而*+组中#血清外泌体'<+/$G"C水平在化疗

过程中变化不明显#但化疗完成后#其水平较化疗前

升高#并且与正常人几乎无差异(而在未获得缓解

的患者中#血清外泌体 '<+/$G"C水平在化疗过程

中的变化无统计学意义#化疗完毕后其水平仍然低

于正常人水平(在未缓解组#有.例患者为*+后

进展为*V状态#其血清 '<+/$G"水平有不同程度

下降#但由于例数较少#不具有代表性#无法进行进

一步的统计学分析(

本研究中#共G例患者在化疗过程中死亡#其中

$例因疾病快速进展死亡#"例因化疗后严重骨髓抑

制并发肺部感染死亡#治疗相关死亡率相对较高(

其主要原因可能为整体样本量较少导致出现抽样误

差+另一方面#四川大学华西医院为西南地区淋巴瘤

诊疗中心#收治的患者病情相对较重!上述G例死亡

患者中.例由急诊转入血液科或肿瘤科#且有.例

为原发中枢系统淋巴瘤"#这或许也是本研究中中治

疗死亡相关率较高的原因之一(

综上可知#血清外泌体 '<+/$G"C变化水平与

治疗效果具有一定的相关性#在治疗反应较好的患

者中#'<+/$G"C水平逐步上升至正常人水平左右+

而在治疗效果较差的患者中#其水平无明显变化#提

示血清外泌体'<+/$G"C水平可在一定水平上反映

化疗效果(相较于传统的影像学检查而言#该监测

手段简便快捷且相对价廉#并可避免相关的放射损

伤(但本研究所纳入的研究样本量较少#且随访时

间短#应当进一步扩大样本量并延长随访时间加以

验证(
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