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"摘要#

!

目的
!

检测人类婆罗双树样基因
.0

"

L9DD0

%在胃癌组织中的表达及其与胃癌生物学行为的关系'方法
!

采用逆转

录
ST7

"

7:.ST7

%&

i<+C66,E="C

和免疫组织化学方法检测
($

例胃癌组织和
'-

例正常胃黏膜中
L9DD0

的表达!分析
L9DD0

与

胃癌临床病理特征之间的关系'结果
!

L9DD0

在胃癌组织中阳性表达率为
-0&-c

!显著高于正常胃黏膜组织阳性表达率
$/&(c

"

<

$

%&%2

%!而且随着胃癌分化程度的降低!

L9DD0

的阳性率和表达强度逐渐增高$胃癌组织
L9DD04789

和蛋白的表达水平

均显著高于正常胃黏膜组织!差异有统计学意义"

<

$

%&%2

%$在胃癌组织中
L9DD0

的阳性表达与肿瘤淋巴结转移"

<g%&%%$

%&分

化程度"

<g%&%1(

%和浸润深度"

<g%&%2%

%密切相关'结论
!

L9DD0

基因在胃癌组织中高表达!与淋巴结转移&分化程度和浸润

深度密切相关!可能在胃癌发生&发展中起重要的作用'
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!!

胃癌是临床常见恶性肿瘤之一#居全球肿瘤发病率的第
0

位#居我国发病率第
1

位'

$.1

(

)胃癌早期无明显症状#大部分患

者在诊断时已是晚期#错失最佳的治疗时机)因此#寻找胃癌

新的肿瘤标记物#具有重要的科学意义和医学价值)人类婆罗

双树样基因
.0

$

L9DD0

&是一种新发现的原癌基因#多项研究表

明#

L9DD0

不仅是胚胎干细胞的特异标记物#而且在乳腺癌*

前列腺癌*急性髓性白血病等多种肿瘤中均有表达'

'.2

(

)目前#

国内外尚未有关于
L9DD0

在胃癌中的相关研究)本研究通过

逆转录
ST7

$

7:.ST7

&*

i<+C<6,E="C

和免疫组织化学的方法#

检测
L9DD0

基因和蛋白在胃癌中的表达情况#并阐明其和临

床病理学参数之间的关系)

>

!

资料与方法

>&>

!

一般资料
!

收集第三军医大学大坪医院野战外科研究所

普通外科
1%$$

#

1%$'

年手术切除胃癌标本
($

例#其中#男
)1

例#女
1(

例#平均年龄
21

岁)肿瘤直径大于
2542)

例#小于

或等于
254'2

例%淋巴结转移
)$

例#无淋巴结转移
'%

例#远

处转移
1'

例%癌旁组织
'-

例#取自胃癌手术切端正常组织)

本研究所有病例均经病理学检查确诊#术前未接受过化学治疗

及放射治疗#并经过本院伦理委员会批准#获得患者的知情

同意)

>&?

!

仪器与试剂
!

全封闭脱水机$德国
D<#5>$%$%

&#全自动

切片机$德国
D<#5>641102

&#全自动染色机$

D<#5>>@C"LC>#,<6

dD

&#显微机$日本
h=

?

4

;

@+

;

4.1%

&及
h=

?

4

;

@+

;

4.T'2\d

成

像系统)

D#

F

BCT

?

5=<6

定量
ST7

扩增仪$瑞士
7"5B<

&#

:>,",

凝胶图像分析系统$上海天能&)

:>X>7>789#+"

试剂#逆转

录
ST7

$

7:.ST7

&试剂盒#

\89 J>6N<6

#逆转录试剂和
ST7

试剂$北京中杉&#

L9DD0

兔抗人多克隆抗体$

9E5>4

&)其他

试剂购自江苏碧云天生物技术研究所)

)2-'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
1-

期

"

基金项目!国家自然青年科学基金资助项目$

/$0%1%$'

&)

!

作者简介$郭勇$

$(/$U

&#硕士#主治医师#主要从事消化道肿瘤方面的研究)



>&@

!

方法

>&@&>

!

免疫组织化学法
!

L9DD0

检测采用免疫组织化学
LS

法#严格按照说明书操作)采用德国
RITR9

图像分析仪进行

图像分析#

L9DD0

免疫阳性物质定位于细胞核#呈棕色颗粒

样)半定量判定!根据染色强度#依次为无色$

%

分&*淡黄色$

$

分&*棕黄色$

1

分&*棕褐色$

'

分&%染色范围$染色细胞所占的

百分比&!阳性细胞小于
2c

$

%

分&#

2c

#

12c

$

$

分&#

%

12c

#

2%c

$

1

分&#

%

2$c

#

-2c

$

'

分&#

%

-2c

$

0

分&)最后按染

色强度与阳性细胞之积为免疫组织化学的结果#

$

1

分为

$

U

&#

1

#

0

分为$

3

&#

2

#

/

分为$

33

&#

(

#

$1

分为$

333

&)

>&@&?

!

7:.ST7

!

取
$%%4

F

胃癌组织#采用
:6#Z"=

法提取总

789

#以
789

为模板#将
789

逆转录成
5\89

)反应条件

为!

'-V$24#,

#

/2V2+

#

0V$+

)引物由碧云天公司合成#

L9DD0

引物序列为!

2O.:T_9:__TT99T::TT::T.'O

#

2O._9_T__9T:T9T9T:__9_9.'O

#

ST7

产物为
$01

E

;

)以
'

.>5C#,

为内参#循环扩增条件!

(0V24#,

#

(0V'%+

#

L9DD0

$

)$V

&"

'

.>5C#,

$

22V

&#退火
'%+

#

-1V

延伸
'%+

#

'/

个循环#

-1V 24#,

)

ST7

扩增产物在
'c

琼脂糖凝胶中电

泳#采用凝胶图像扫描系统对扩增产物的电泳条带进行吸光度

$

C

&检测#计算出
L9DD0

与
'

.>5C#,

的
C

比值#结果以
L9DR0

"

'

.>5C#,

表示)

>&@&@

!

i<+C<6,E="C

!

组织匀浆后#加入含有苯甲基磺酰氟

$

SJL]

&的
7RS9

裂解液#冰上裂解
0% 4#,

)

0 V

#

$1%%%

6

"

4#,

离心
$%4#,

#将上清液移至新管#采用
QT9

法测蛋白浓

度)分别配制
$%c

分离胶与
2c

浓缩胶#每孔上样
'%

%

F

#恒

压电泳)将蛋白电转移到
SY\]

膜后#用
2c

脱脂奶粉室温封

闭
1B

)将目的条带孵育在
'

.>5C#,

和
L9DD0

一抗中
0V

过

夜)次日室温孵育二抗
$B

#曝光检测)

>&A

!

统计学处理
!

采用
LSLL$)&%

统计软件分析#计量资料

数据以
Kb@

表示#计数资料采用
*

1 检验#等级资料采用秩和

检验#以
<

)

%&%2

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

L9DD0

免疫组织化学结果
!

在胃癌组织中#

L9DD0

表

达较强#主要定位于细胞核#呈棕色颗粒样%在正常胃黏膜组织

中
L9DD0

表达较弱#棕色颗粒较小%

L9DD0

在胃癌组织中阳

性表达率为
-0&-c

$

)/

"

($

&#显著高于正常胃黏膜组织阳性表

达率
$/&(c

$

-

"

'-

&#差异有统计学意义$

<

$

%&%2

&)随着胃癌

分化程度的降低#

L9DD0

的阳性率和表达强度逐渐增高)见

图
$

)

表
$

!!

胃癌组织中
L9DD0

的表达与临床病理参数的

!!!

关系"

$

%

c

&#

病理参数
$ L9DD0

阳性
!

1

<

年龄
%&%%1 %&()$

!)

)2 2- 02

$

-/&(

&

!%

)2 '0 1'

$

)-&)

&

性别
%&%'% %&/)1

!

男
)1 0)

$

-0&1

&

!

女
1( 11

$

-2&/

&

浸润深度
1&(1( %&%2%

!

:

$

"

:

1

1- $-

$

)1&(

&

!

:

'

"

:

0

)0 2$

$

-(&)

&

续表
$

!!

胃癌组织中
L9DD0

的表达与临床病理参数的

!!!

关系"

$

%

c

&#

病理参数
$ L9DD0

阳性
!

1

<

淋巴结转移
$%&/00 %&%%$

!

8

%

'% $)

$

2'&'

&

!

8

$

"

8

1

"

8

'

)$ 21

$

/2&1

&

远处转移
1&0'/ %&$$/

!

J

%

)/ 0/

$

-%&)

&

!

J

$

1' 1%

$

/)&(

&

分化程度
0&-0' %&%1(

!

中*高分化
2/ '(

$

)-&1

&

!

低分化
'' 1(

$

/-&/

&

肿瘤大小
%&002 %&2%2

!)

254 '2 1)

$

-0&'

&

!%

254 2) 01

$

-2&%

&

!!

9

!正常胃黏膜%

Q

!胃高分化腺癌%

T

!胃低分化腺癌%

\

!

L9DD0

组

化评分)

"

!

<

$

%&%2

#与正常胃黏膜比较)

图
$

!!

L9DD0

在正常胃黏膜+胃高分化腺癌和胃低分

化腺癌中的表达

!!

9

!

L9DD04789

比较%

Q

!

L9DD0

蛋白比较#

:

!肿瘤组织%

8

!正

常胃黏膜组织)

图
1

!!

L9DD0

在正常胃黏膜和胃癌中
4789

和

蛋白的表达水平

-2-'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
1-

期
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L9DD04789

和蛋白的表达水平
!

7:.ST7

结果表明

L9DD0

位于
$01E

;

#胃癌组织中条带亮度显著高于正常胃黏

膜组织#见图
1

%灰度扫描结果显示#胃癌组织
L9DD04789

$

'&$2b%&01

&表达水平高于正常胃黏膜组织$

%&1-b%&%/

&

$

<

$

%&%2

&)

i<+C<6,E="C

结果同样表明#胃癌组织中
L9DD0

蛋白的表达量显著高于正常胃黏膜组织#差异有统计学意义

$

<

$

%&%2

&#见图
1

)

?&@

!

L9DD0

与胃癌临床病理参数的关系
!

L9DD0

在有淋巴

结转移组的表达率为
/2&1c

#高于无淋巴结转移组的表达率

2'&'c

$

<g%&%%$

&%

L9DD0

在中高分化组的表达率为
)-&1c

#

高于低分化组的表达率
/-&/c

$

<g%&%1(

&%

L9DD0

在浸润深

度
:

$

"

:

1

组的表达率为
)1&(c

#高于浸润深度
:

'

"

:

0

组表达

率
-(&)c

$

<g%&%2%

&%

L9DD0

表达率与年龄*性别*远处转移

和肿瘤大小等病理参数无关#差异无统计学意义$

<

%

%&%2

&)

见表
$

)

@

!

讨
!!

论

胃癌的发病机制尚未完全阐明#其中涉及癌基因$

6>+

*

5.

4

?

5

*

T.<6E.1

等&和抑癌基因$

;

1$

*

;

2'

等&的改变#上述基因表

达的变化对胃癌的生物学行为和预后均有影响'

)./

(

)

L9DR0

是

一种新发现的原癌基因#定位于人类染色体
1%

K

$'

#属于
L9DD

基因家族成员#含有
0

个外显子#为
T1a1

锌指蛋白转录因子#

编码
L9DR09

和
L9DR0Q

两 种 异 构 体 蛋 白#表 达 于 细

胞核'

(.$%
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)

近年来发现#

L9DD0

基因的表达可激活
i,C

*

Q4#.$

和

SC<,

等通路#在早期胚胎发育和维持胚胎干细胞自我更新中

发挥重要作用#而且
L9DD0

在血液系统恶性肿瘤中异常表达#

可能与白血病的发生*发展有密切关系'

0

#

$$

(

)在具有干细胞特

性的肝癌亚型中#

L9DD0

表达与预后差密切相关#基因表达分

析显示
L9DD03

肝癌细胞中#+干性,相关基因富集#提示

L9DD0

是具有侵袭表型的干"祖样肝癌细胞的分子标志'

$1

(

)

在肠道肿瘤中#

]"6

F

B>,#H>6!

等'

$'

(研究发现#

L9DD0

在结直肠

癌组织中的表达比正常组织高出
1

倍多#并且与淋巴结转移密

切相关#提示
L9DD0

可能是一个新的肿瘤转移的分子

标志'

$'

(

)

本研究通过
7:.ST7

和
i<+C<6,E="C

方法检测
L9DD0

在

胃癌组织和正常胃黏膜组织中基因和蛋白的表达水平#发现胃

癌组织中
L9DD04789

和蛋白水平均显著高于正常胃黏膜

组织$

<

$

%&%2

&)免疫组织化学结果显示#

L9DD0

在胃癌组织

中阳性表达率为
-0&-c

$

)/

"

($

&#显著高于正常胃黏膜组织阳

性表达率
$/&(c

$

-

"

'-

&#差异有统计学意义$

<

$

%&%2

&)随着

胃癌分化程度的降低#

L9DD0

的阳性率和表达强度逐渐增高#

说明
L9DD0

可能与胃癌的分化程度相关)本研究中#

L9DD0

的表达与胃癌的浸润深度*淋巴结转移*分化程度密切相关#与

胃癌患者的年龄*性别*肿瘤大小无关$

<

%

%&%2

&

'

0

(

)这与其

他作者等在宫颈癌组织中的研究部分一致#张铭等'

$0

(研究发

现
L9DD0

在宫颈癌组织中高表达#与宫颈癌的分化相关#

L9DD0

的表达可能对宫颈癌的发生发展有重要作用)

综上所述#

L9DD0

在胃癌组织中表达增加#而且与胃癌的

分化程度呈负相关#进一步分析发现
L9DD0

的阳性表达与浸

润深度*淋巴结转移密切相关)因此#检测胃癌组织中
L9DD0

蛋白的表达有助于胃癌的诊断及预后判断#但其具体的作用机

制尚待进一步研究)
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