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基因在卵巢癌中的表达及其临床意义"
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"摘要#

!

目的
!

检测
#45RR

在卵巢癌中的表达!探索其在卵巢癌中的致病机制&方法
!

收集
1%$'

年
2

月至
1%$0

年
$1

月于

常州市妇幼保健院行卵巢肿瘤切除术的患者的癌组织及对应癌旁组织标本共
'1

份!用实时荧光定量聚合酶链反应法检测
#45RR

GBV4

相对表达水平并分析它与卵巢癌临床病理特征的关系&结果
!

卵巢癌组织中
#45RRGBV4

水平明显高于癌旁组织"

!g

%&%%$

%!并且与卵巢癌病理分期相关 "

!

$

%&%2

%!

#45RR

表达水平与患者年龄'是否绝经'组织学类型'术前有无化疗'有无淋巴结

转移'糖类蛋白
$12

及糖类蛋白
$2'

表达情况无相关性!其差异无统计学意义"

!

%

%&%2

%&结论
!

#45RRGBV4

在卵巢癌组织中

高表达显示其在肿瘤发生过程中发挥重要作用&
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卵巢癌是严重威胁妇女生命的女性生殖系统肿瘤之一#由

于它极高的恶性程度及逐年上升的发病率#其致死率已居于妇

科恶性肿瘤首位*众所周知#肿瘤的发生涉及多种基因#这些

基因在不同阶段相继发挥作用#而细胞凋亡是这个过程中至关

重要的一个环节#它对肿瘤的发生发展过程都具有十分重要的

意义*现在许多肿瘤学研究都致力于细胞凋亡功能如何被调

控及其发生异常的原因#目前已发现多种调控细胞凋亡的基

因#找出这些基因在卵巢癌发生过程中的作用机制#将对卵巢

癌的诊断与治疗有极其重要的意义*
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凋亡刺激蛋白$
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45RR

&家族因为具有特异调控
I

2'

的的功能而被命名#是最近

发现的一个蛋白家族*

45RR$

)

45RR1

和
#45RR

$

#,E#;#9":

K

G8G;8:"F9E845RRF=G#<

K

&是这个家族的主要成员*该家族

的特征性结构是
53'

结构域#

U.

末端的锚蛋白重复序列以及

富含脯氨酸的结构域'

$

(

*虽然
'

个家族成员的结构相似#但它

们的功能却截然不同#其中
45RR$

)

45RR1

主要是与
I

2'

结合

从而促进
I

2'

诱导的细胞凋亡%而
#45RR

则相反#它可以竞争

性的与
45RR$

)

45RR1

结合
I

2'

蛋白来抑制
I

2'

的促细胞凋

亡功能#因此具有癌基因的性质'

$

(

*

I

2'

基因是一种较为重要

的抑癌基因#研究显示它在卵巢癌的发生发展过程中发挥重要

作用*由此可推测#

#45RR

有可能通过调节
I

2'

基因的表达#

从而在卵巢癌中发挥重要作用*本研究用实时荧光定量聚合

酶链反应$

RUB

&法检测卵巢癌组织中
#45RR

的表达情况#分

析它在卵巢癌发生发展中的作用*

>

!

资料与方法

>&>

!

一般资料
!

本试验标本取自
1%$'

年
2

月至
1%$0

年
$1

月于常州市妇幼保健院行卵巢肿瘤切除术的患者#术后标本均

通过病理检查#最终证实为卵巢癌#共
'1

例#组织学分类包括!

11

例浆液性腺癌#

(

例黏液性腺癌#

$

例透明细胞癌#患者平均

年龄
2$

岁$

1(

$

-$

岁&*癌组织及对应癌旁组织均于术中选

取#肉眼下正常组织作为癌旁组织*术后新鲜组织用生理盐水

冲洗
1

$

'

遍#继而被剪碎保存于组织冻存管中放在
Y/% ]

冰箱*

>&?

!

主要试剂
!

BV4

分离及提取试剂购自美国
O,D#9:"

@

8,

-2'0

重庆医学
1%$)

年
$$

月第
02

卷第
'$

期

"

基金项目$常州市卫生计生委指导性科技项目$

7e1%$2$2

&*

!

作者简介$高燕芳$

$(/2Y

&#硕士#住院医师#从事肿瘤标志物方面研究*

!
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!

通讯作者#
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公司#实时荧光定量
RUB

试剂盒购自宝生物工程有限公司#反

转录
.RUB

试剂盒购自美国
Q8:G8,9=+

公司#

#45RR

和
#

.=>9#,

引物购自上海生工公司*

>&@

!

方法

>&@&>

!

组织标本中总
GBV4

的提取
!

将
2%

$

$%%G

@

组织用

匀浆机打碎#加入
C:#M"<

裂解并提取
GBV4

*用紫外分光光

度计检测
BV4

浓度和纯度#分析所提取
GBV4

质量#选取纯

度较高者继续进行
BC.RUB

反应*

>&@&?

!

第
$

链
>NV4

的合成
!

参照反转录
RUB

试剂盒说明

书进行第
$

链
>NV4

的合成*逆转录反应体系为
1%

&

^

#分别

为
NTRU(

&

^

#

2̀

逆转录缓冲液
0

&

^

#随机引物
c<#

@

"$

&

^

#

!VCR1

&

^

#逆转录酶
$

&

^

#

BV4

模板
'

&

^

*最后转到
RUB

扩增仪$

CE8:G"

&上
12]$%G#,

#

2%]$2G#,

#

/2]2G#,

*

储存第
$

链
>NV4

于
0]

冰箱或立即行
RUB

*

>&@&@

!

引物设计和合成
!

根据
P8,8;=,?

的基因序列#设计引

物并对其特异性进行比较*

#45RR

引物序列为!上游
2a.PPU

PPCP44PP4P4CP44U.'a

%下游
2a.CP4CP4 PP4

44CUU4UP4C4P4P.'a

*

#

.=>9#,

内参基因引物序列为!

上游
2a.PPUPPU 4UU 4UU 4CP C4UUUC.'a

%下游
2a.

4PPPPUUPP4UCUPCU4C4UC.'a

实时荧光定量
RUB

在荧光定量
RUB

仪
#̂

@

E9U

K

><8:$&2

$

B">E8

&上检测#反应体系

为
1%

&

^

#分别为!第
$

链
>NV41

&

^

#

1̀ 5iSBP:88,6#L$%

&

^

#

$%

&

G"<

"

^

上下游引物各
%&2

&

^

#去离子水
-&%

&

^

*反应

条件为
(2]'%+

#

(2]2+

#

22]'%+

#

-1]'%+

#收集荧光#

0%

个循环*溶解曲线反应条件!

(2]$%+

#

)%]$G#,

#

(2]

$%+

*产物经
1A

琼脂糖电泳分离#判断扩增产物特异性*

>&A

!

统计学处理
!

实验数据用
5R55$)&%

统计软件进行统计

分析*卵巢癌组织与癌旁组织间
#45RRGBV4

表达水平的差

异用秩和检验进行分析%

6=,,.7E#9,8

K

b.98+9

分析
#45RR

GBV4

相对表达量与卵巢癌临床特征是否相关#

!

$

%&%2

为

差异有统计学意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

扩增特异性
!

#45RR

和
#

.=>9#,

两种扩增产物的溶解曲

线呈单一峰#溶解温度与产物的预期溶解温度相符$图
$

&*

图
$

!!

#45RR

与
#

.=>9#,

扩增产物溶解曲线

?&?

!

#45RR

在卵巢癌及对应癌旁组织中的表达
!

与癌旁组织

相比#

#45RRGBV4

在卵巢癌组织中的表达量明显偏高#差异

有统计学意义$

!g%&%%$

&#见图
1

*

?&@

!

#45RRGBV4

表达与卵巢癌临床病理特征的关系
!

统

计分析显示#

#45RRGBV4

卵巢癌不同临床分期中的表达#

*

期与
"

)

+

期相比#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&*

#45RR

GBV4

与卵巢癌患者的年龄)是否绝经)肿瘤组织学类型)术

前有无化疗)有无淋巴结转移)

U4$12

及
U4$2'

水平的差异无

统计学意义$

!

%

%&%2

&*

图
1

!!

#45RRGBV4

在卵巢癌组织中的相对表达水平

表
$

!!

#45RRGBV4

的差异表达与卵巢癌临床

!!!

病理特征的关系

特征
+ !

年龄
$

2$

岁
$- %&-$%

&

2$

岁
$2

绝经 否
$( %&01)

是
$'

组织学类型 浆液性腺癌
11 %&'-2

囊液性腺癌
(

透明细胞癌
$

临床分期
*

期
$1 %&%%1

"$+

期
1%

淋巴结转移 无
1% %&(10

有
$1

术前化疗 否
1% %&/('

是
$1

U4$12

阴性
2 %&1/2

阳性
1-

U4$2'

阴性
$) %&0)/

阳性
$)

@

!

讨
!!

论

!!

细胞凋亡是细胞为维持内环境稳态而自主进行的有序死

亡的过程#肿瘤形成和发展的一个重要原因就是细胞凋亡功能

异常进而导致细胞过度增生*

I

2'

是一个重要抑癌基因#细胞

受到
NV4

损伤)辐射等一系列物理或化学刺激后#

I

2'

基因就

会被激活#继而作用于其下游基因引起一系列反应!首先#

NV4

损伤后
I

2'

表达迅速上升#诱导
I

1$

转录水平提高#将细

胞周期抑制在
P$

期#这样细胞在进入
5

期之前通过
NV4

损

伤修复系统修复损伤的
NV4

就有了足够的时间%其次#若损

伤太大导致无法修复时#

I

2'

会通过诱导
S=L

等凋亡基因的表

达使其加速细胞凋亡过程#从而抑制广泛性
NV4

损伤的细胞

通过克隆性生长引发肿瘤*

#45RR

由人类
RRR$B<'̂

基因编码'

$

(

*全长的
#45RR

由

/1/

个氨基酸构成#细胞质和细胞核中均有表达'

1

(

*一系列研

/2'0

重庆医学
1%$)

年
$$

月第
02

卷第
'$

期



究均已证实
#45RR

对
I

2'

具有负性调节功能*近年来#随着

对
#45RR

研究的不断深入#已发现
#45RR

在宫颈癌'

'

(

)神经胶

质瘤'

0

(

)大肠癌'

2

(

)口腔鳞状细胞癌'

)

(

)前列腺癌'

-

(等多种肿瘤

组织中表达偏高*本研究用实时荧光定量
RUB

技术分析卵巢

癌组织及相应的癌旁组织中
#45RRGBV4

的相对水平#结果

显示!卵巢癌组织中的
#45RR

表达量相比癌旁组织明显升高%

#45RR

在卵巢癌组织中的表达量与卵巢癌临床分期有关*

U="

等'

/

(研究还发现子宫颈癌中
#45RR

表达水平升高还与肿

瘤放化疗抵抗相关*

#̂H

等'

(

(等指出
#45RR

表达升高与头颈

肿瘤预后差相关*这些都表明
#45RR

在肿瘤的发生过程发挥

了重要作用*

I

2'

是一个重要的抑癌基因#在人类肿瘤中#有一部分肿

瘤的
I

2'

基因发生突变#导致它促细胞凋亡功能异常而引发肿

瘤%然而还有一部分肿瘤的
I

2'

基因结构是正常的#即野生型

I

2'

#那么这些肿瘤中的
I

2'

为什么没有抑制癌症发生#研究证

明#这些肿瘤细胞中存在着抑制
I

2'

的物质使
I

2'

的功能丧

失*据统计#在卵巢癌中
I

2'

的突变率可达到
2%A

'

$%

(

#然而仍

有一部分肿瘤表达野生型
I

2'

#在这些肿瘤中#正常的
I

2'

抑

癌功能被抑制从而导致肿瘤发生*

#45RR

能特异性抑制
I

2'

#

若解除这种抑制作用#就有可能使肿瘤得到有效治疗*研究指

出
6#B.$10

能直接作用于
#45RR

从而抑制肿瘤的生长和侵

袭#包括肠癌)恶性胶质瘤和前列腺癌'

$$.$'

(

#但是否在卵巢癌

中也起作用有待进一步研究*除此之外#

4'0

可直接与
#45RR

结合并完全抑制
#45RR

对
I

2'

的作用'

$0

(

*随着医学水平的提

高#基因诊断及基因治疗已成为肿瘤诊断与治疗过程中不可或

缺的手段#本研究显示
#45RR

在卵巢中致病过程中发挥重要

作用#可能为卵巢癌的诊断与治疗提供了一个新方向*
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