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杂合性缺失与胃癌临床病理特征的关系$方法
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在胃

癌组织石蜡切片上行显微切割获得胃癌细胞$采用
.R&/&O3;++

方法分别抽提切割的胃癌细胞和相应正常对照细胞的
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%缺失图谱分析显示常见最小缺失区域位于
%-7)J+)
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之间$统计学分析表明这一区带微卫星位点的等位基因缺

失阳性率与患者年龄'性别'原发灶位置'病理分期'分化程度以及淋巴结转移不相关"
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见最小缺失区域在
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附近可能存在与胃癌相关的抑癌基因$
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肿瘤的发生*发展与染色体基因的改变有密切的关系#高

频率杂合性缺失$

/B##BTR&?&'BZ
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B#E?

N

#

$YV

%是人类恶性肿

瘤的发生和发展密切相关的抑癌基因$

=78

%存在的标志#而

$YV

是导致
=78

失活的重要机制之一(

;3)

)

'近年来#染色体

-

W

$YV

越来越受到研究者的关注#发现
-
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,;F;

区域
$YV

在

多种人类肿瘤#如卵巢癌*胰腺癌*前列腺癌等中频繁出现(

,3J

)

#

提示该区域可能存在与人类肿瘤发生*发展相关的
=78

'本

课题选择覆盖染色体
-

W

,;F;

上的
-

个高密度微卫星位点#并

结合
9.5

技术#检测胃癌染色体
-
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区域的
$YV

#进一步

研究胃癌的分子遗传学改变'
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材料与方法

BFB

!

材料

BFBFB

!

胃癌配对标本
!

标本来自南华大学附属第一医院#收

集
)++)

年
;

月至
)++,

年
;)

月的胃癌及相应配对的正常胃黏

膜石蜡包埋标本
,+

例'所有胃癌病例均经病理学检查确

++-)

重庆医学
)+;+

年
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月第
,G

卷第
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期
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基金项目!国家自然科学基金资助项目 $

,+--);;H

%&湖南省重点学科建设资助项目$
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%&湖南省教育厅课题资助项目$
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),H +FG+

诊'胃窦部
;)

例#胃体部
;*

例#胃底或贲门部
*

例&高分化腺

癌
J

例#低分化腺癌
;J

例#黏液癌
H

例#印戒细胞癌
*

例&早期

胃癌
)

例#进展期胃癌
)<

例&有淋巴结转移
;;

例#无淋巴结转

移
;G

例'胃癌患者中#男
);

例#女
G

例#

&

J+

岁
;+

例#

'

J+

岁
)+

例#平均年龄
J;FH

岁'

BFBFC

!

试剂
!

蛋白酶
X

购于
:&'KM

公司$上海生工代理%&

.R&/&O3;++

购于
AEB35"2$"1B'"?B'

N

'

BFBFD

!

引物
!

选择设计在
-

W

,;F;

区域的微卫星多态性位点

引物
-

对#共覆盖染色体
-

W

区域的遗传距离为
GF,K0

'引物

由大连宝生物工程公司合成$表
;

%'

BFC

!

实验方法

BFCFB

!

石蜡切片预处理
!

将石蜡标本做成
;+

%

0e;+

的连续

切片'为避免交叉污染#切不同病例的蜡块时#用二甲苯擦洗

刀片两遍'第
;

张与最后
;

张行
V6

染色作为对照片#中间其

余切片经常规切片脱蜡后#快速伊红染色#室温晾干备用'

BFCFC

!

显微切割
!

参照对照片#用
Y/

N

0

(

L#

光学显微镜#在

;+

倍物镜下持自制好的切割工具在癌细胞巢*不典型增生病

灶周围刻化*切挖直至其与周围组织分离(

H

)

'再将+细针,的尖

端蘸一下中性树胶#使其具有黏性#然后将该+细针,渐渐接近

被切割的细胞#小心让其表面的胶与被切割的细胞接触#一旦

二者接触即抽回+细针,#针尖端黏取的细胞就随之与载玻片分

离#紧接着将其移入洁净的
;FJ0$69

管中#用于
%CD

提取'

BFCFD

!

%CD

提取
!

69

管中#切割下来的细胞经二甲苯脱蜡

)

次#每次
,+0E@

#经无水乙醇然后水化
)

次#每次
,+0E@

'采

用
.R&/&O3;++

法
-

!

<

抽提石蜡组织
%CD

#测定
Y%

值大于

;FH+

符合实验要求'用
)++

%

$

的
Ĵ .R&/&O

提取液(

Ĵ

.R&/&O

*

+F)̂ 7%7

*

;+0:='E#

$

(

V<F+

%*

+FJ0:6%=D

$

(

V

<F+

%)悬浮沉淀#加入
J

%

$)+0

Q

"

0$

蛋白酶
X

消化#

JJ]

水

浴振摇至溶液变澄清'

G<]

加热
;+0E@

#离心取上清液#

*]

储存备用'

BFCFE

!

胃癌染色体
-

W

,;F;

等位基因
$YV

检测和分析

BFCFEFB

!

微卫星位点
9.5

扩增
!

9.5

反应体系为
)J

%

$

#

;+

e9.5

反应缓冲液
)FJ

%

$

#

)J00B/

"

$ :

Q

./

)

;FJ

%

$

#

;+

00B/

"

$2C=9+FJ

%

$

#

;+

%

0B/

"

$

上*下游引物各
;

%

$

#模板

)

%

$

#

J

%

@E?

"

%

$="

W

聚合酶
+F)J

%

$

#余下由灭菌去离子水补

足'反应参数为!

G* ]

预变性
J0E@

#

G* ]

变性
;0E@

#

J*

!

H+FJ]

退火
*J#

#

-)]

延伸
,+#

#

*+

个循环#最后
-)]

延伸

;+0E@

'

Ĵ .R&/&O

提取液作空白对照#新鲜胃癌组织提取

%CD

作阳性对照'

BFCFEFC

!

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳
!

配制
<̂

的变性聚丙烯

酰胺凝胶$

*+̂

聚丙烯酰胺母液
)+0$

#尿素
*<

Q

#

Je=A6)+

0$

#加水至
;++0$

%#每次取
;+0$

#再加入
;+̂

过硫酸铵
J+

%

$

#

=6:6%J

%

$

#立即灌胶#

;R

左右自然凝固#固定在垂直

电泳槽上#冲洗清除加样孔中凝胶碎胶#电泳液
;e=A6

#

;)+

a

#预电泳
;J0E@

'取
9.5

产物
;+

%

$

加
)e

甲酰胺上样缓冲

液
J

%

$

#

GG]

变性
H0E@

#冰水骤冷#上样'电泳条件!

;)+a

恒压#室温下电泳
)R

'

BFCFEFD

!

硝酸银染色
!

电泳完毕#取下聚丙烯酰胺凝胶用蒸

馏水漂洗干净
$

;+̂

乙醇固定
J0E@

$

;̂

硝酸氧化
J0E@

$

+F+;)0B/

"

$D

Q

CY

,

染色
,+0E@

$

+F)<0B/

"

$C"

)

.Y

,

$含

+F+;Ĝ

甲醛%显色
$

;+̂

冰乙酸终止
)0E@

$

清水浸泡#

照相'

BFCFEFE

!

$YV

的判断
!

正常组织的等位基因
9.5

扩增产物

为杂合子时#可提供信息进行
$YV

分析#肿瘤或癌前病变组

织的一对等位基因
9.5

扩增产物缺少
;

条或其中
;

条的相对

密度经凝胶图像分析系统测定减少
J+̂

者认为是
$YV

'所

有阳性和可疑病例重复实验
,

次'

BFD

!

统计学方法
!

7977;+F+

统计软件进行分析'用四格表

确切概率法判断等位基因缺失与肿瘤及癌前病变各临床病理

特征的相关性#以
G

&

+F+J

为差异有统计学意义'

C

!

结
!!

果

CFB

!

胃癌染色体
-

W

,;F;

上
-

个微卫星位点
9.5

扩增和

$YV

结果
!

用显微切割的方法从石蜡切片中挑取胃癌细胞行

染色体
$YV

的分析#微卫星位点
9.5

扩增产物均经
;F+̂

琼

脂糖电泳检测$图
;

%'各位点
9.5

扩增产物行变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳和硝酸银染色检测
$YV

#肿瘤组织的一对等位基

因
9.5

扩增产物缺少
;

条或其中
;

条的相对密度经凝胶图像

分析系统测定减少
J+̂

#证明是
$YV

$彩插
#

图
)

%'

CFC

!

胃癌染色体
-

W

,;F;$YV

频率与分布图谱
!

结果显示#

,+

例胃癌病例中
);

例至少
;

个位点存在等位基因的缺失

$

-+F+̂

%'各位点的等位基因缺失频率分别为!

%-7)*JG

;+F+̂

$

,

"

,+

%#

%-7J),HF-̂

$

)

"

,+

%#

%-7)J+)),F,̂

$

-

"

,+

%#

%-7*<H*,F,̂

$

;,

"

,+

%#

%-7*<+)HF-̂

$

<

"

,+

%#

%-7HJ+

)HF-̂

$

<

"

,+

%#

%-7)*<H)+F+̂

$

H

"

,+

%#其中缺失频率最高的

微卫星位点是
%-7*<H

'

);

例
$YV

中#病例
,

*

-

*

<

*

;+

*

;,

*

;-

*

;G

*

)+

*

))

*

)-

*

)G

等
;;

例表现为连续性片段缺失#其中病例
,

在检测的
-

个位点中有
H

个位点存在缺失'病例
,

*

<

*

;G

*

))

*

)G

在
%-7)J+)

和
%-7*<H

两个相邻位点同时存在
$YV

#说明

这两个位点为这些病例的共同缺失区域'病例
,

*

-

*

;+

*

;,

*

))

*

)-

在
%-7*<H

和
%-7*<+

两个相邻位点同时存在缺失#表明

这两个位点则是这些病例的共同缺失区域'值得注意的是#病

例
,

*

))

在位点
%-7)J+)

*

%-7*<H

和
%-7*<+

等
,

个相邻的位

;+-)

重庆医学
)+;+

年
;+

月第
,G

卷第
)+

期



点均表现为连续性片段缺失$图
,

%'根据这
,

个位点都具有

较高频率的等位基因缺失#推测胃癌染色体
-

W

,;F;

区域附近

常见最小缺失区域位于
%-7)J+)

!

%-7*<+

之间#大约
,F*K0

遗传距离$图
*

%'

!!

:

!

%CD

分子量标记&

C

!正常组织&

=

!肿瘤组织&

9

!阳性对照&

C.

!阴性对照'

图
;

!!

-

W

,;F;

微卫星
9.5

扩增产物琼脂糖凝胶电泳图

!!(

!代表
$YV

&

)

!代表无
$YV

'

图
,

!!

胃癌染色体
-

W

,;F;

等位基因缺失图谱

图
*

!!

染色体
-

W

,;F;

区域核型图和各位点
$YV

频率

表
)

!!

不同年龄%性别胃癌患者
-

W

,;F;

区域
$YV

的比较

年龄与性别
' $YV

$

[

%

$YV

$

f

%

G

年龄

!&

J+ ;+ < ) +F,**

!'

J+ )+ ;, -

性别

!

男
); ;- * +F+H;

!

女
G * J

CFD

!

胃癌染色体
-

W

,;F;$YV

与患者年龄*性别的相关性
!

,+

例胃癌患者中#两年龄组
-

W

,;F;$YV

阳性率差异无统计

学意义$

G

%

+F+J

%'虽然男性阳性率较女性高#但差异无统计

学意义$

G

%

+F+J

%#见表
)

'

CFE

!

胃癌
-

W

,;F;$YV

与部位*分化程度*病理分期及转移的

关系
!

见表
,

'

表
,

!!

胃癌
-

W

,;F;

区域
$YV

与部位%分化程度%病理

!!!

分期和转移的关系

临床病理特征
' $YV

$

[

%

$YV

$

f

%

G

部位

!

胃窦
;) < *

+F)GG

!

+F*<G

"

!

胃体
;* ;; , +FJ)<

'

!

胃底
* ) )

分化程度

!

高分化
J , ) +FHH)

"

!

低分化
;J ;; *

!

粘液癌
H J ;

!

印戒细胞癌
* ) )

病理分期

!

早期
) ; ; +FJ;-

"

!

进展期
)< )+ <

淋巴结转移

!

有
;; ;+ ;

+F+HJ

"

!

无
;G ;; <

!!

"

!四格表确切概率法&

'

!胃窦与胃体*胃底"贲门比较'

D

!

讨
!!

论

现已证明#绝大多数人类肿瘤都存在非随机的染色体片段

缺失#通过分析染色体某区域的微卫星位点
$YV

图谱#确定

其常见最小缺失区域#用所获得的资料作为定位克隆的线索#

进而获得目的基因的策略是一项较为成熟的
=78

克隆和分析

方法#利用该技术策略已成功地分离到
D9.

*

(

J,

*

51

*

%..

等

=78

'这些
=78

活化与胃癌的发生*发展有关(

-3G

)

'

在本研究中#分析了
,+

例胃癌标本在
-

W

,;F;

区域的等位

基因缺失情况#发现至少有一个位点有
$YV

者占
-+F+̂

#常

见最小缺失区域位于
%-7)J+)

!

%-7*<+

之间#本实验结果显

示胃癌组织
$YV

频 率 最 高 的 位 点 是
%-7*<H

$

*,F,̂

#

;,

"

,+

%'经分析认为染色体
-

W

,;F;

区域还存在一个与胃癌密

切相关的
=78

#定位于位点
%-7*<H

#它与位于位点
%-7J))

的

肿瘤抑制基因
K"P&B/E@3;

(

;+3;)

)可能不是同一基因'这个结论与

g&@M/L#&@

(

;,

)的研究结果相符#认为染色体
-

W

,;F;

区域存在阿

非迪霉素诱导的脆性位点
!'"-8

#定位于该位点的基因就是与

多种上皮来源的肿瘤相关的
=78

#其最小共同缺失区域大约

;FJ:1

大小#并且界定于微卫星位点
%-7*<H

和
%-7HJJ

之

间#所以有理由推测位点
%-7*<H

上存在一个与胃癌相关的

=78

(

;,

)

'这为寻找可能存在的
=78

奠定了基础'

肿瘤的发生*发展是多基因和多步骤异常改变的结果'同

一肿瘤的发生*发展可以有不同的遗传学改变&而同一遗传学

改变亦可以对不同肿瘤的发生*发展起作用#其作用的重要性

可以有所不同'在以往的研究中#发现原发性胃癌的发生*发

展涉及众多染色体的增加或缺失'而随着人类基因组信息的

不断获得#染色体
-

W

#尤其是
-

W

,;F;

区域已经成为众多类型

肿瘤#包括头颈鳞癌*结肠癌*前列腺癌*乳腺癌*肾癌*胰腺癌*

胃癌等研究
$YV

的热点(

;*

)

'

将胃癌染色体
-

W

,;F;$YV

结果与患者各临床病理特征

进行统计学分析#表明
-

W

,;F;$YV

与患者年龄*性别*肿瘤原

发灶部位*肿瘤细胞分化程度*肿瘤临床分期和淋巴结转移没

有显著相关性$

G

%

+F+J

%#这与李锦添等(

;J

)的报道不一致#可

)+-)

重庆医学
)+;+

年
;+

月第
,G

卷第
)+

期



能因为样本数太少&其中#

$YV

与
*

种病理类型均无关#提示

存在于位点
%-7*<H

上的
=78

可能是一作用非常广谱的胃癌

相关
=78

#与胃癌各种组织类型的发生均有关联'
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