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"摘要#

!

目的
!

探究
%86!

在卵巢恶性上皮性肿瘤组织的表达及临床意义!为卵巢上皮性恶性肿瘤的基因治疗提供新的思

路&方法
!

选取
BCCE

年
!C

月至
BCCN

年
!C

月在遵义医学院附属医院行卵巢癌手术并进行了长达
E

年随访的
BG!

例卵巢癌患

者!对卵巢癌组织及相应周围正常组织中
%86!@%Q1

及蛋白表达水平进行检测!并将结果与患者的预后之间的相关性进行统

计分析&结果
!

%86!

在卵巢癌组织中过度表达!而在相对应周围正常组织中几乎不表达#

%86!

表达水平高低与患者的生存率

存在负相关性&结论
!

卵巢癌患者中
%86!

表达水平越高!预后越差&
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#卵巢肿瘤#基因疗法#预后!存活率
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泛素是一个相对分子质量小的多肽!在生物体各类细胞

中广泛存在"其能够通过泛素
:

蛋白酶体途径将被泛素标记的

蛋白质底物特异性识别并迅速降解!对多种细胞进程通路具有

重要的调节作用!尤其是恶性肿瘤的发生#

!

$

"而泛素
:

蛋白酶

体途径包含了
F

种关键的酶(

]!

泛素活化酶*

]B

泛素结合酶

和
]F

泛素连接酶"其中
%86!

是
]F

泛素连接酶中的最重要

的成分!对于介导泛素
:

蛋白酶体途径起到了关键的作用#

B

$

"

本研究为探究卵巢癌患者中
%86!

表达情况及其与患者预后

相关性!现报道如下"

A

!

资料与方法

A3A

!

一般资料
!

选取
BCCE

年
!C

月至
BCCN

年
!C

月在遵义医

学院附属医院因卵巢恶性上皮性肿瘤行手术治疗&全面分期或

肿瘤细胞减灭术'并进行了
E

年随访的
BG!

例患者病理标本!

所有患者诊断明确!均有病理学支持诊断"年龄
BU

"

GU

岁!平

均
DU3F

岁!分期情况(

&

期
EU

例!

%

期
U!

例!

!

期
NN

例!

'

期

DE

例)病理类型(浆液性癌
BC!

例!黏液性癌
BN

例!子宫内膜

样癌
BE

例!透明细胞癌
U

例)除
&

#

期和
&

M

期且为高分化的

患者外!其余术后均辅助化学治疗!早期患者
F

"

G

个疗程!晚

期患者
G

"

U

个疗程"

A3B

!

仪器及主要试剂
!

高速冷冻离心机&德国
'*/K@#+7+.2-=:

@*+2.

公司'!

5(-L#$$R*-#*=.

水平离心机&德国
R#+#=

公司'!

J6%

扩增仪&美国
4,%*.*#-/0

公司'!凝胶成像系统电泳仪&美

国
J0#-@#/9#'9(2*/0

公司'!冷冻超高速离心机&德国
]

;;

*+>(-?

!

b*+>-("#M(-#2(-

A

生产'!凝胶扫描成像系统 &瑞典
1@*-.0#@

'9(2*/0

公司'*复合蛋白酶抑制剂&美国
J9*-/*

公司'!

R

A

M(+>:Q

e

尼龙膜&美国
1@*-.0#@J0#-@#/9#'9(2*/0"9@92*>

公司'*

H1'

显色系统*山羊抗兔
7

<

\

&北京中杉金桥生物公司'*兔抗

%86!

一抗&

Q'!CC:!GNB

!美国
Q(L=.

公司'"

A3C

!

方法
!

选取患者手术标本!对标本中肿瘤组织及相应周

围正常组织分别进行检测!采用免疫组织化学定性分析
%86!

在卵巢癌组织中的表达!

%_:J6%

方法检测
%86!

蛋白
@%:

Q1

的转录情况!采用
O*.2*-+M$(2

法定量检测
%86!

蛋白表

达情况!最后将检测结果与患者的预后进行相关性分析"

A3C3A

!

免疫组织化学方法检测
%86!

在卵巢癌组织中的表达

!

取卵巢癌组织标本!

!Cf

甲醛液固定!水洗后脱水!浸蜡!包

埋制备标本!切片!贴片并干燥!最后脱蜡至水"

J'5

洗
F

次!

枸橼酸钠抗原修复!加热至
SEl

后冷却!加含
FfR

B

8

B

工作

液封闭
B0

!

!mECC

兔抗
%86!

抗体!

Dl

孵育过夜!加入
!m

!CCC

稀释的二抗!室温下孵育
B0

!

H1'

显色!复染!封片"采

用
1̂9(&9.9(+B

;

$=.

显微镜进行观察!并采用
1̂9(&9.9(+F3C

进行拍照分析"

A3C3B

!

%_:J6%

方法检测
%86!

蛋白
@%Q1

的转录
!

收集

BCB

重庆医学
BC!G

年
!

月第
DE

卷第
B

期

"

基金项目(贵州省科技厅联合基金资助项目&黔科合
,

字
"ba

#

BC!B

$

EC

号'"

!

作者简介$李娜&

!SUCh

'!副主任医师!硕士!主要从事临

床妇科肿瘤研究"



肿瘤细胞及相应周围正常组织细胞!采用
_-9[($

提取总
%Q1

!

检测纯度备用"&

!

'取
E

$

"

总
%Q1

利用
4:4"&

逆转录酶合

成逆转录产物
/HQ1

)利用
J-9@*-'"15_

设计
%86!

蛋白上

游引物为
Ed:\1V1\61661\\61\\11V:Fd

!下游引物

为
Ed:1VV66V \66V\\ V\6V1V6:Fd

!产物大小
E!B

M

;

)

\1JHR

上游引物为
Ed:VV6V66\116\V\V616\

V:Fd

!下游引物为
Ed:16\V\1616\VV6\\1\11:Fd

!

产物大小
BGEM

;

"&

B

'取
E

$

"

逆转录产物进行
J6%

扩增(

SD

l

预变性
E@9+

)

SEl

变性
!@9+

!

EBl

退火
DE.

!

NBl

延伸
!

@9+

!

FB

个循环)再
NBl

条件下延伸
!C@9+

"凝胶电泳系统分

离扩增产物!观察扩增产物条带亮度并进行摄影"最后采用凝

胶分析系统对扩增条带进行分析!基因的表达量用相应的平均

灰度值代表!并除以
\1JHR

灰度值!结果作为
%86!@%Q1

的相对表达量"

A3C3C

!

O*.2*-+M$(2

法检测
%86!

蛋白表达情况
!

取卵巢癌

及周围正常组织标本!提取总蛋白并采用
'-#>?(->

法检测蛋

白浓度"取
FC

$

<

总蛋白加入
!Ef

的十二烷基硫酸钠
:

聚丙烯

酰胺凝胶&

5H5:J1\]

'中进行电泳!等溴酚蓝接近凝胶底部时

停止电泳!转移缓冲液转膜至硝酸纤维膜上!

_'5_

洗
B

遍!室

温下
Ef

脱脂奶粉封闭液封闭
!0

!加入
!mECC

的
%86!

抗体

稀释液!

Dl

摇床孵育过夜!

_'5_

水洗
F

次!每次
E

"

!C@9+

!

加入
!mBCCC

封闭液稀释的二抗室温孵育
B0

!

_'5_

洗膜后

用
]6"

液显影"采用
I$=(-60*@EECC

!

1$

;

0#7++(2*/0

处理

图像!理论条带相对分子质量为
!Fn!C

F

"

A3C3E

!

随访
!

嘱患者第
!

年每
F

个月门诊复查
!

次!后
!

年*

半年门诊复查
!

次!如有复发!参照美国国立结合癌症网络

&

Q66Q

'治疗指南进行进一步治疗!如患者死亡!取消随访!以

B

年为限!统计所得资料"

A3E

!

统计学处理
!

采用
5J55!G3C

软件对数据进行分析处

理!所有计量资料以
DgB

表示!组间比较行
;

检验!计数资料

采用
!

B 检验!以
!

$

C3CE

为差异有统计学意义"

B

!

结
!!

果

B3A

!

免疫组织化学结果分析
!

用
%86!

蛋白抗体对卵巢癌组

织及周围正常组织进行免疫组织化学分析后发现!卵巢癌细胞

中
%86!

蛋白表达明显高于周围正常组织"不同病理类型之

间的表达也不同!见图
!

*

B

"

图
!

!!

两组组织及细胞中
%86!

蛋白表达情况

图
B

!!

不同病理类型的组织内
%86!

蛋白表达情况%

n!CC

&

B3B

!

%86!@%Q1

转录情况
!

%86!@%Q1

在卵巢癌肿瘤

细胞及周围正常组织细胞中表达有显著差异!

%86!@%Q1

在肿瘤细胞中表达!随着恶性程度增高而升高"见图
F

"

!!

!

(正常组织)

B

(肿瘤组织)

F

(肿瘤组织&

ee

')

D

(肿瘤组织&

ee

e

')

E

(肿瘤组织&

eeee

'"

图
F

!!

%86!@%Q1

表达情况

B3C

!

%86!

蛋白表达情况
!

O*.2*-+M$(2

实验发现!卵巢癌细

胞中表达的
%86!

分子量与理论值相等!表明肿瘤细胞中过表

达的蛋白的确为
%86!

蛋白!见图
D

"

图
D

!!

%86!

蛋白
O*.2*-+M$(2

结果

B3E

!

不同
%86!

表达与卵巢癌预后生存曲线图
!

随着
%86!

表达的程度逐渐升高!患者的病死率越高!见图
E

"

FCB

重庆医学
BC!G

年
!

月第
DE

卷第
B

期



图
E

!!

%86!

蛋白表达与生存率之间的生存曲线图

C

!

讨
!!

论

卵巢癌在妇科恶性肿瘤中发病率第二!但病死率却是居妇

科恶性肿瘤之首#

F

$

"目前!卵巢癌的发病原因尚不明确!主要

与不育*妊娠次数少及使用促排卵药物*绝经晚*长期口服避孕

药*饮食因素及遗传因素等有关#

D

$

"由于其位置特殊!早期通

常无明显表现!预后较差"

泛素
:

蛋白酶体途径是介导蛋白质降解的过程#

!

$

"其中包

含
]!

泛素活化酶*

]B

泛素结合酶和
]F

泛素连接酶#

B

$

"

]F

泛

素连接酶可以促进细胞周期调节蛋白*转录因子及信号转导因

子等多种蛋白底物的降解!功能失常会导致一系列的疾病!包

括肿瘤#

E

$

"研究发现!其中的
I:M(̂

蛋白
5K

;

B

在多种肿瘤组

织中过度表达#

G

$

!且能够促进
JBN

的降解!促进肿瘤的进展"

%86!

是
]F

泛素连接酶环状结构中的核心部分!也是泛素
:

蛋

白酶体系统中最关键的部分#

N

$

!能够调节生理和病理状态下的

多种细胞进程!如
HQ1

修复*炎性反应*细胞凋亡等!在细胞

生命活动中具有重要的意义"

近年来!随着研究的深入!在酵母菌#

U

$

*隐杆线虫#

S

$

*果

蝇#

!C

$中均发现
%86!

是细胞增殖不可缺少的关键物质!而且

%86!

的缺失会导致细胞的凋亡或衰老死亡!经
%86!

恢复表

达可以逆转"但在实体肿瘤中的研究尚未大面积开展"

"9

等#

!!

$研究发现!

%86!

在多种恶性肿瘤细胞中均有过度表达

的情况!但在周围正常组织细胞中微量或者不表达"例如肺

癌!在鳞癌中表达要高于腺癌及正常组织"

Q#9

等#

!B

$研究发

现!在黑色素瘤中!

%86!

的表达与细胞周期素
H!

呈显著的负

相关!即
%86!

能够降解细胞周期素
H!

表达"

本试验及前期试验研究结果表明(

%86!

在卵巢癌组织中

阳性表达率明显高于卵巢良性肿瘤组织和正常卵巢组

织#

!F:!D

$

!

%86!

表达水平高低与患者的生存率存在负相关性"

%86!@%Q1

在卵巢癌肿瘤细胞及周围正常组织细胞中表达

差异有统计学意义&

!

$

C3CE

'!

%86!

蛋白在肿瘤细胞中表达

随着恶性程度增高而升高"本研究还发现
%86!

蛋白在透明

细胞癌组织的表达高于其他类型的卵巢癌组织!且该蛋白的表

达水平与肿瘤的病理分级有关&

M

%

(

B

jS3CNCD

!

!

$

C3CE

'!其

原因可能与
%86!

基因在不同类型的卵巢癌发生发展中的作

用不同有关"近期有研究表明
]F

泛素连接酶
6%"D:6H_B

%

H61IB

可以成为潜在的上皮性卵巢癌化学治疗的靶点#

!E

$
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%86!

蛋白过度表达潜在的生物学原理及与卵巢癌的恶

性行为的关系目前尚不清楚"作者下一步将研究卵巢恶性肿

瘤的血清
%86!

的表达!探讨血清
%86!

是否有预测卵巢癌的

价值"

推测
%86!

蛋白可作为卵巢恶性肿瘤!特别是恶性程度较

高的透明细胞癌预后的生物学指标!对卵巢癌的临床治疗具有

重要的意义!同时可能成为基因治疗的一个靶点"
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