
!论
!!

著!

激光捕获显微切割技术研究胃癌
J&X>*

基因突变与蛋白表达的关系"

刘
!

连"

!王丽珍*

!李春鸣5

#

"

"+

遵义医学院组织学与胚胎学教研室!贵州遵义
!75,,5

#

*+

皖南医学院病理学教研室!安徽芜湖
*-",,*

#

5+

遵义医学院附属医院病理科!贵州遵义
!75,,5

$

!!

摘
!

要#目的
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通过对胃癌组织中错配修复基因
J&X>*

基因蛋白表达)

J&X>*

基因突变关系的研究!探讨错配修复基因

J&X>*

基因与胃癌临床病理特征的关系和意义及其导致胃癌的可能机制&方法
!

"
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$应用免疫组织化学
X$

法检测
-!

例胃癌

组织
J&X>*

基因蛋白表达情况&"
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$激光捕获显微切割设备直接获取胃癌细胞&"
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$应用聚合酶链反应
/

单链构象多态性分析

"

$0'/XX0$
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银染技术!分别检测
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例胃癌组织中
!

个外显子
J&X>*

基因突变的情况&结果
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因蛋白表达阴性
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基因蛋白表达阴性率与患者的年龄)性别)发生部位)有无淋巴结

转移)组织学类型)分化程度及进展程度均无相关性"
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基因突变率与胃癌患者的年龄)性别)发生部位)有无淋巴结转移)组织学类型)分化程度及进展程度均无相关性"
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基因蛋白表达阳性的胃癌组见
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突变
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基因蛋白表达阴性胃癌组
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基因蛋白表达阳性组比较!差异有统计学意

义"

"

$

,+,"

$&结论
!

J&X>*

基因突变可能参与胃癌的发生!且可能是引起胃癌中该蛋白表达缺失原因之一&
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胃癌是人类最常见的恶性肿瘤之一#因此#寻找能够预示

胃癌的特异性指标#并对此开展针对性的预防*治疗#将会使胃

癌患者的生存率得到明显提高)错配修复基因$

(CE(HGQJKF/

S

HCK

:

F9F

#

&&'

:

F9F

&是一组高度保守的管家基因#主要功能

是通过其编码蛋白#在
\)#

复制时修复出现的碱基错配#保

持基因复制过程的高保真性和遗传的忠实性)其中#

J&X>*

*

J&%>"

*

J$&X"

和
J$&X*

等基因与人类
\)#

错配修复反应

有关'

"/*

(

)以往对
J$&X*

基因的研究多停留在蛋白表达的水平

上'

5/!

(

)本实验拟从基因突变的角度#结合
J$&X*

基因蛋白表

达#并通过激光捕获显微切割设备#从胃癌组织中简便*快捷地

识别并捕获癌细胞#避免异质细胞对实验结果的干扰#来研究胃

癌中
J&X>*

基因突变和蛋白表达的关系#探讨
J&X>*

基因与

胃癌临床病理特征的关系和意义及其导致胃癌的可能机制)
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年
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染色选取含癌组织较多的蜡块且证实术前未接受放*化

疗#共
-!

例#其中男
*6

例#女
"<

例%年龄
5*
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6<

岁#平均

!7+*5

岁#

!,

岁以上
5-

例#
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岁以下
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例)
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方法
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免疫组织化学检测
!

抗
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单克隆抗体购自$美

国
0HI?CBQJF(

公司#稀释度
"n!,
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X$

试剂盒和
\#2

染色剂

均购自北京中山生物技术有限公司)免疫组织化学前进行常

规
>W

染色#用免疫组织化学
X$

法检测胃癌组织
J&X>*

基

因蛋白的表达情况)用已知的阳性片作阳性对照#磷酸盐缓冲

液代替一抗作阴性对照#按
X$

试剂盒染色步骤进行操作)

B+C+C
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\)#

样品的制备
!

用于激光捕获显微切割$

IHEFKQH

S

/

GMKF(CQKBACEEFQGCB9

#

%0&

&石蜡切片的制备与常规病理切片基

本相同#经常规
>W

染色#最后不封片)然后用激光捕获显微

切割设备#将含胃癌细胞丰富的区域调节至视野中心#在需要

切割胃癌细胞的外沿移动鼠标箭头#发射激光脉冲#使其与周

围组织分离#并检查收集管的盖中有无所需的细胞#如此多次

重复这一过程#直至捕获到足够的细胞)发射激光束前要分别

调节激光束的粗细*激光的能量和激光束移动的速度#从而调

节激光切割的质量)本实验一般用下列条件获取胃癌细胞#

#

S

FKGMKF*
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和
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S
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#一次取
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个胃癌细胞#

每管至少取
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个细胞$封
*

图
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B+C+D
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聚合酶链反应
/

单链构象多态性分析$

$0'/XX0$
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银

染技术
!

分别检测
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例胃癌组织中#第
-

*

!

*
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*
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外显子

的
J&X>*

基因突变情况)$

"

&用石蜡包埋组织
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抽提试

剂盒$德国
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公司&#抽提
\)#

#置于
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冰箱内保存)

对照组正常胃组织
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#以高压蒸气消毒之双蒸水加至
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反应条件!
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预变性
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#于
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时加
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L

酶#

=-
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变性
-,E

#退火
"(C9

#

6*`
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-,E

#
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个循环#最后一个

循环延伸
5(C9

)引物由上海生物技术工程有限公司合成)每

组
$0'

扩增以正常胃组织做对照#并设空白对照#以超纯水代

替模板组
\)#

)$
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$0'

产物以
*;

琼脂糖凝胶电泳鉴定#若

条带满意#则进行
",;

"

"*;

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳#电

泳结束后银染分析结果)$

-

&采用全自动凝胶成像分析系统#

利用软件
aF9FE9H

S

获取图像)

B+D
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统计学处理
!

采用
X$XX"5+,

统计软件进行处理分析#

各组间差异采用
)

* 检验或确切概率法检验#以
"

$

,+,!

为差

异有统计学意义)
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结
!!

果

C+B
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免疫组织化学检测结果
!

J&X>*

基因蛋白以细胞核呈

棕黄色颗粒为阳性表达#计数
!,,

个细胞#以阳性细胞占癌细

胞
*,;

以上者为阳性$封
*

图
5

*

-

&)本实验结果显示#

-!

例

胃癌组织中#

J&X>*

蛋白表达阴性
=

例$

*,+,,;

&#阳性
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例

$

<,+,,;

&)

J&X>*

蛋白在胃癌组织中阴性表达率为
*,+,,;

$

=

"

-!

&#胃癌中
J&X>*

蛋白表达阴性率与胃癌患者的年龄*

性别*发生部位*淋巴结有无转移*组织学分型*分化程度*病理

变化及进展程度均无显著性相关$
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,+,!
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$0'/XX0$/

银染检测结果
!

$
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&

J&X>*

基因各外显子进

行
$0'

扩增产物琼脂糖凝胶电泳$图
!

&)$

*

&

J&X>*

基因各

外显子进行
$0'/XX0$

检测后的突变结果$图
7
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胃癌中
J&X>

*

基因突变检测结果与临床病理特征的关

系
!

$
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&
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例胃癌组织中#

J&X>*

基因突变共
-

例$
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第
-

外显子
"

例#第
7

外显子
*

例#第
""

外显子
"

例#第
!

和

第
"5

外显子未见突变)$

*

&

J&X>*

基因突变率与胃癌患者的

年龄*性别*发生部位*有无淋巴结转移*组织学类型*分化程度

及进展程度均无相关性$

"
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&#见表
"
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蛋白

表达阴性的胃癌组中#

J&X>*

基因突变率为
--+--;
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J&X>*

蛋白表达阳性的胃癌组中#

J&X>*

基因突变率为
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,

"
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&)经统计学分析差异有统计学意义$

"

$
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&#

即
J&X>*

蛋白表达阴性胃癌组
J&X>*

基因突变率明显高于

J&X>*

蛋白表达阳性组#见表
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代表
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代表空白对照#
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为正常胃组织#

0

为胃癌组

织%箭头所指为
*,,?

S

%

J&X>*

外显子
""
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*5<?

S

&)

图
!
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$0'

扩增产物琼脂糖电泳图

!!

&

代表
&HKUFK

#

)"

代表空白对照#

)*

为正常胃组织#

0

为胃癌组

织%箭头所指为突变带)

图
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J&X>*

外显子
""$0'/XX0$

分析

表
"

!!

胃癌中
J&X>*

基因突变与临床病理特征的关系

临床病理指标 阳性$

%

& 阴性$

%

&

)

*

"

年龄$岁&

&

,+,!

!(

!, " ",

!&

!, 5 5"

性别
,+,""

&

,+,!
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男
5 *-

!

女
" "6

发生部位
"+*-6

&

,+,!

!

贲门
, *

!

胃体
* "*

!

胃窦
* *6

淋巴结转移
,+6-,

&

,+,!

!

有
" *!

!

无
5 "7

组织学分型
,+57-

&

,+,!

!

乳头状及管状腺癌
* "6

*"

重庆医学
*,"*

年
"

月第
-"

卷第
"

期
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胃癌中
J&X>*

基因突变与临床病理特征的关系

临床病理指标 阳性$

%

& 阴性$

%

&

)

*

"

!

低分化腺癌
" "*

!

印戒细胞癌及黏液腺癌
" "*

分化程度
"+,<!

&

,+,!

!

高分化
* ""

!

中分化
, 7

!

低分化
* *-

病理变化进展程度
4

&

,+,!

!

早期胃癌
" =

!

进展期胃癌
5 5*

表
*

!!

胃癌中
J&X>*

蛋白表达与突变的关系

J&X>*

蛋白表达
J&X>*

基因突变数

突变 未突变
合计

4 - ! =

i , 57 57

合计
- -" -!

D

!

讨
!!

论

近年来的研究表明#错配修复基因的突变也参与了肿瘤的

发病机制#并且可能是肿瘤发生的早期分子事件'

7/=

(

)

本研究发现胃癌中
J&X>*

蛋白表达阴性率与胃癌患者

的年龄*性别*发生部位*淋巴结有无转移*组织学分型*分化程

度*病理变化及进展程度均无显著性相关$

"

&

,+,!

&)这一结

果与
]CGH

D

C(H

等'

",

(的研究结果不同)

]CGH

D

C(H

等'

",

(在研究胃

癌时亦发现!在病理分化程度较好与分化程度差的肿瘤组织中

&&'

基因蛋白表达水平不同#前者
J&%>"

基因和
J&X>*

蛋白表达水平高于后者#其中
J&X>*

蛋白在低龄患者组中的

表达率较低)这可能与本实验样本量较小有关#需加大样本量

继续研究)

另外#本实验中#

J&X>*

蛋白表达阴性胃癌组
J&X>*

基

因突变率明显高于
J&X>*

蛋白表达阳性组#差异有统计学意

义$

"

$

,+,"

&)从以上结果可以推测#导致胃癌的分子机制

为!$

"

&

J&X>*

蛋白表达缺失与部分胃癌的发生有关#

J&X>*

蛋白表达缺失可能是诊断胃癌的有用指标之一)$

*

&

J&X>*

基因突变可能参与胃癌的发生#且可能是引起胃癌中该蛋白表

达缺失的原因之一#进而使细胞修复错配碱基的功能降低)

综上所述#推测胃癌发病原因#可能是
J&X>*

基因本身

发生了改变或功能降低时#

\)#

复制时出现的错配得不到及

时纠正#导致某些原癌基因和抑癌基因中的突变得到快速积

累'

""/"-

(

#进而影响正常细胞的增殖*调控)而
&&'

基因功能

的降低#又使得这些细胞恶性转化的风险提高#最终会因为

&&'

基因的功能完全丧失而导致肿瘤的发生)
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