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摘
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要"目的
!

探讨膀胱癌患者
3

号染色体及
;

$%

等位基因的杂合性缺失"

*_U

%与膀胱移行细胞癌"

8FF

%形成&进展之间

的关系及其在早期诊断膀胱癌及复发检测中的价值'方法
!

选取
3

&

!'

号染色体的
$

个微卫星位点
T3O"/%

&

T3O%&%

&

T3O%&.

&

T3O!'$!

和
8W$%

!采用特异引物进行
WFH

扩增及变性聚丙烯酰胺凝胶电泳
7

硝酸银染色方法对
.&

例
8FF

患者手术切除的癌组

织及癌旁正常组织进行微卫星分析'结果
!

.&

例癌组织中!

%-

例"

3&R

%分别有
!

"

$

个微卫星位点发生
*_U

!其中微卫星改变

发生最高的位点是
8W$%

!发生率为
-"#$R

!其次为
T3O"/%

!发生率为
."#$R

'结论
!

3

&

!'

号染色体上的
$

个微卫星位点
*_U

参与了膀胱癌的发生!通过检测这
$

个位点的
*_U

!可以为膀胱癌的早期诊断提供一定的线索'

关键词"膀胱肿瘤$等位基因$基因!
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微卫星广泛存在于基因组之中#由
!

"

-

个核苷酸组成串

联核苷酸序列#其不稳定性和杂合性缺失$

<1551@?9>9=1a

D

7

E

152+

#

*_U

&是肿瘤细胞染色体畸变的常见现象#近年来已成

为肿瘤研究的一大热点(

!

)

*研究肿瘤中微卫星变异#对从分子

生物学水平探索肿瘤的发生与染色体变异具有重要意义(

"

)

#并

可为肿瘤的早期诊断提供有价值的线索*以往的研究表明人

类
3

'

!'

号染色体与膀胱癌的发生以及转移有着密切的关系#

因此 研 究 其 上 的 微 卫 星 位 点
T3O"/%

'

T3O%&%

'

T3O%&.

'

T3O!'$!

以及
8W$%

#对揭示膀胱癌的发生以及指导膀胱癌的

早期诊断具有重要意义*

@

!

资料与方法

@#@

!

一般资料
!

收集第三军医大学西南医院泌尿外科
"&&-

年
%

月至
"&&/

年
'

月收治的
.&

例患者#其中男
%"

例#女
/

例%年龄
.&

"

/$

岁#平均
-$#"/

岁%均经病理证实为膀胱移行

细胞癌$

8FF

&*按照
!33/

年
\U_

膀胱肿瘤组织学分类第
"

版标准对膀胱癌进行分级和分期#

*

级
!"

例#

&

级
!/

例#

)

级

!&

例%临床分期
825

!

!/

例#

8

"

"

.

""

例*新鲜标本取自根治性

膀胱癌手术标本术后
%&B26

内#分离肿瘤与周围正常组织后

立即放入液氮速冻保存备用*

@#A

!

方法

@#A#@

!

基因组
T])

抽提
!

新鲜冷冻组织使用北京天根生化

科技有限公司组织基因组
T])

提取试剂盒抽提基因组
T])

*

测定
T])

样品在
"-&6B

"

"/&6B

处的光吸收度#

_T"-&

与

_T"/&

之比大于
!#'$

为合格*

@#A#A

!

WFH

扩增
!

根据文献(

%7.

)选取
3

号染色体上
.

个位

点和
;

$%

位点#从
c96(A6N

中查得
$

个微卫星位点的引物序

列$表
!

&#由
L6I2>=1

E

96

生物技术有限公司合成*

WFH

反应体

系!新鲜标本取
"&&6

E

T])

为模板#

"&&

#

B1<

"

*0]8W

$

)

'

8

'

F

'

c

等比例&

!

#

B1<

"

*

引物#

$

#

*!&YCK@@9=

#

"n8A

g

酶#补

充双蒸水$

00U

"

_

&至总体积为
$&

#

*

*

WFH

反应条件!

3.X

预变性
.B26

#

3.X

变性
!B26

#

-&

"

-"X

退火
!B26

$不同引

物退火温度不同&#

'"X

延伸
!B26

#

%$

个循环#而后
'"X

保

%$/

重庆医学
"&!!

年
%

月第
.&

卷第
3

期



表
!

!!

$

个微卫星位点的引物序列

位点 引物序列 退火温度$

X

&

" 扩增片段$

C

;

&

T3O"/% 5

!

8cF8cc)888F)cc8)ccc -" A

;;

=1:#!'3

A

!

)8cc88)8cFccc8c8)888F8F

T3O%&% 5

!

F))F)))cF))c)8FFF88F -! A

;;

=1:#!-%

A

!

8)cc8)F88cc)))F8F88ccF

T3O%&. 5

!

c8cF)FF8F8)F)FFF)c)F -! A

;;

=1:#!-$

A

!

8c8cFFF)F)F)F)8F8)8F

T3O!'$! 5

!

88c88c)88F8cFF88F)))c8F8 -& A

;;

=1:#!$&

A

!

Fc88))c8FF8F8)88)F)F)c)c

8W$% 5

!

)cc)cc88cF)c8))cFcc) -! A

;;

=1:#!$&

A

!

))F)cF8FF888))8ccF)c

!!

"

!退火温度
,.

$

F[c

&

["

$

)[8

&

7$

*

持
!&B26

延伸#

.X

保存*扩增产物经
"R

琼脂糖凝胶电泳#

紫外灯下观察扩增条带的效果*

*_U

判断标准(

$

)

!将肿瘤样

本与自身正常组织对照#若肿瘤组织较正常对照组织出现某一

基因条带消失或密度减少
$&R

以上#判断为
*_U

*

@#A#B

!

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳
!

配制
/R

变性聚丙烯酰胺

凝胶$丙烯酰胺
V

甲叉双丙烯酰胺为
!3V!

&#调节电压
.&&b

预电泳
%&B26

#取上述
WFH

产物
!&

#

*

与
"Y

变性上样缓冲液

$含溴酚蓝与去离子甲酰胺&

!&

#

*

混合#

3$X

变性
$B26

#立即

冰浴
$B26

*加样
!&

#

*

于
(217HA0

垂直电泳仪中#室温下电

泳$

.&&b

#

"#$

"

%#$?

&#电泳结束后小心去除胶板等待硝酸

银染色*

@#A#E

!

硝酸银染色
!

用
!&R

冰乙酸溶液摇床固定
%&B26

#去

离子水冲洗
"

次#

!

E

"

*

的硝酸银溶液中浸泡
%&B26

染色#去

离子水清洗
"

次#每次小于
%&5

#最后用
%&

E

"

*

碳酸钠'

%'R

的甲醛与
"B

E

"

*

硫代硫酸钠预冰的混合液显影#至目的条带

清晰后加入
!&R

冰乙酸溶液终止#去离子水清洗并照相分析*

@#B

!

统计学处理
!

用同一引物在同样条件下对肿瘤和正常组

织基因组
T])

进行
WFH

扩增#在同等条件下进行上样'电泳

和硝酸银染色后比较结果*各参数之间的差异比较采用
!

"检

验及
2̂5?9=

概率确切法#统计分析用
OWOO!%#&

软件进行#以

!

$

&#&$

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A#@

!

等位基因
*_U

定量分析
!

.&

例患者均为
8FF

#肿瘤组

织及其正常组织特定等位基因位点
*_U

示例见图
!

*

$

个位

点至少有
!

个位点发生
*_U

占
3&#&R

$

%-

"

.&

&#

"

个位点以上

$含
"

个&同时发生
*_U

为
-$#&R

$

"-

"

.&

&#发生
*_U

较多的

位点是
T3O"/%

和
T3O%&.

#发生在
3

号染色体的
*_U

合计为

'"#$R

#而
8W$%

出现
*_U

为
-"#$R

*

!!

8

!膀胱癌组织%

]

!配对癌旁正常组织*

图
!

!!

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳后硝酸银染色的
*_U

A#A

!

膀胱癌等位基因
*_U

与其临床病理学特征的相关性分

析
!

经
2̂5?9=

确切概率法双侧检验得
8FF

的
*_U

发生率与

患者的性别'年龄'病理类型及是否转移无相关性$

!

%

&#&$

&*

B

!

讨
!!

论

分子生物学研究表明#肿瘤是一种多阶梯的基因病#由癌

基因'抑癌基因和
T])

修复基因改变引起*最近研究发现#

肿瘤的发生不仅与癌基因的激活'抑癌基因的失活有关#还与

基因的甲基化'微卫星基因异常改变'端粒的异常表达有关#因

此有些学者据此提出了拟基因$

;

59K01

E

969

&的概念#它们参与

了癌基因与抑癌基因改变的过程#与肿瘤的发生有密切关系*

微卫星变异与
T])

的错配修复有关#

*_U

多发生在抑

癌基因附近#是识别和检测抑癌基因的标志#所以微卫星改变

成为了研究肿瘤发展的热点*同时#由于微卫星改变发生在肿

瘤早期#通过检测不同位点的微卫星改变#有可能为肿瘤的早

期诊断提供重要线索*

膀胱癌是最常见的恶性肿瘤之一#其发生率占我国癌症患

者的第
/

位#其中
3&R

以上的膀胱肿瘤是
8FF

(

$7-

)

#但是其发

病机制仍未得到公认的结论*近年来随着研究的深入#人们已

经发现绝大多数人类肿瘤都存在非随机性的染色体片段丢失#

这些非随机的片段丢失表明这些区域内可能包含有与肿瘤的

发生'进展有重大关系的基因存在*人们通过检测肿瘤组织和

其相应的正常组织基因组染色体上特定的多态微卫星标记#分

析其
*_U

情况#若在染色体某一位点处频发
*_U

#已成为研

究肿瘤发生机制的一个突破口(

'

)

*这对从分子遗传学水平探

索肿瘤的发病机制及其相关因素提供了契机#并且
*_U

研究

将对肿瘤早期诊断判断预后及疗效有着重要的意义*

本研究选择
$

个微卫星位点分析了
.&

例
8FF

#发现男女

间
*_U

改变的阳性率差异无统计学意义$

!

%

&#&$

&*提示

*_U

的分布不是随机出现的#而是膀胱癌的普遍现象*本研

究所选择的
$

个微卫星位点等位基因
*_U

改变大于或等于
!

个以上者
%-

例#检出率是
3&#&R

%

&

"

个以上者
"-

例#检出率

是
-$#&R

#

*_U

位点附近可能存在癌基因的突变或抑癌基因

的失活#临床治疗后可能预后较差#复发风险较高%

3

号染色体

上
*_U

的发生率为
'"#$R

#与文献(

/

)报道膀胱癌与
3

号染

色体
*_U

关系密切相一致*本研究还发现
$

个等位基因位

点
*_U

改变与
8FF

的分期'分级无关$

!

%

&#&$

&#说明
8FF

中等位基因的
*_U

与肿瘤的浸润深度及恶性程度无关*由

此可知#膀胱肿瘤组织中存在较高频率的
*_U

改变*这与

.$/

重庆医学
"&!!

年
%

月第
.&

卷第
3

期



Q61C<1+?

等(

3

)的研究相符#但与
(9=

E

9=

等(

!&

)的报道不符#可

见
*_U

在膀胱肿瘤方面的研究还存在一定分歧*这更说明

同一肿瘤的
*_U

研究受遗传因素的影响#而且选择种族'地

区'染色体'等位基因位点和$或&数量的不同#结果也可能截然

不同*等位基因缺失是肿瘤发生过程中的重要事件#同时这些

遗传变化将在以后的分子演变过程中得以保留(

!!

)

*因此猜测

在膀胱癌进展的不同时期#可在染色体
3

;

区及
;

$%

区检测到

高度保守的等位基因缺失模式#这将有助于了解膀胱癌发生的

分子机制*

肿瘤组织中等位基因
*_U

是一种常见现象(

!"

)

#

8FF

癌

变过程中伴有明显的
*_U

改变#本研究选择的
$

个位点诊断

组合阳性率较高#技术成熟#简便经济#较适合膀胱肿瘤的早期

临床诊断和术后监测#从而可做到对肿瘤的早发现'早治疗和

术后复发监测#对膀胱肿瘤患者术后生活质量提高有着积极作

用(

!%

)

*但国内许多研究人员也发现(

!.

)

#国外报道的等位基因

标记组合的敏感性(

!$

)与我国人群差异较大#考虑与人种'病因

学差异有关*临床工作中应注意到国人与其他民族的这种差

异#采用多个分布于不同染色体的等位基因位点组合筛选'检

测#对膀胱肿瘤患者的普查是一种方便'有效'快速'无创的检

测方法#并且可以对膀胱肿瘤术后随访患者进行膀胱冲洗液尿

脱落细胞
*_U

的监测#结合膀胱镜检#可能对及时发现复发

患者有较大帮助*
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