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"摘要#
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目的
!

探讨果糖
$
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二磷酸酶
$
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L3\$

$在人肾透明细胞癌"

9XXX

$及其癌旁组织中的表达!以及

在肾癌发生%发展及预后中的作用和临床意义&方法
!

选取手术切除的
$$/

例
9XXX

患者的石蜡切片和
0%

例

9XXX

患者的新鲜标本!分别采用免疫组织化学方法%

d=+A=<,EI"A

和逆转录聚合酶链反应"

9;.\X9

$方法检

测肾癌及对应癌旁组织"阴性切缘$中
L3\$

蛋白及
89M:

的表达!分析其与患者临床病理特征及预后的相关

性&结果
!

免疫组织化学发现
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$$/

$的癌旁组织中可见
L3\$

蛋白呈强阳性表达!仅
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$$/

$的肾癌组织中
L3\$

蛋白表达阳性&

d=+A=<,EI"A

发现肾癌组织中
L3\$

的表达阳性率较其相应癌旁组

织明显下降"
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法发现癌旁组织
L3\$89M:

表达水平亦明显高于肾癌组织"

'

$

%&%7

$&

L3\$

低表达与临床分期%病理分级%危险系数及是否复发明显相关"

'

$

%&%7

$!与年龄%性别%症状及肿瘤大小%

部位%是否有坏死%是否有血管侵犯和肾上腺是否有累及无关"

'

%

%&%7

$&

L3\$

阳性表达的肾癌患者的
7

年生

存率高于
L3\$

阴性表达者"
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$&结论
!

L3\$

及其蛋白在人肾癌组织中低表达!与肾癌的发生%发展相

关!可能成为肾癌预后的侯选标志物之一&
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肾癌又称肾细胞癌$

<=,>I?=II?><?#,"8>

#

9XX

&#

主要起源于肾小管上皮细胞#是最常见的泌尿系统致

死性肿瘤之一#近年在世界各国均有发病率上升的趋

势+果糖
$

#

)

二磷酸酶
$
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B<H?A"+=.$
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).E#+

D
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D

@>A>+=
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L3\$

&位于染色体
(

i

11

位上#广泛存在于人

体多种组织和器官中 #该基因的低表达或缺失与许多

肿瘤密切相关#如胰腺癌'

$

(

,肺癌'

1.'

(

,乳腺癌'

0

(等+

它能抑制有氧糖酵解和肿瘤进展#其低表达常提示肿

瘤预后差 #是目前研究比较热的抑癌基因#但其在肾

透明细胞癌$

<=,>I?I=><?=II?><?#,"8>

#

9XXX

&组织

内的表达国内尚少见文献报道+为此#本研究采用临

床组织标本#应用
d=+A=<,EI"A

和逆转转录聚合酶链

反应$
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&方法观察
L3\$

在肾癌及癌旁组织中

的表达情况#以期为临床上探讨
L3\$

蛋白在肾癌发

生,发展中的作用及其表达水平的调控研究提供有益

线索+

@

!

资料与方法

@&@

!

一般资料
!

选取南昌大学第二附属医院和南昌

大学第一附属医院
1%%$

年
$

月至
1%$%

年
(

月
$$/

例

病理诊断为
9XXX

患者的石蜡切片#收集南昌大学第

二附属医院
1%$0

年
$

月至
1%$7

年
)

月
0%

例
9XXX

患者的新鲜标本#所有患者均已行手术治疗#术后按

照指南要求标准化随访#所有试验均得到南昌大学第

二附属医院和第一附属医院伦理委员会的批准+

@&A

!

方法

@&A&@

!

标本收集方法
!

在肾癌及其癌旁组织被切除

离体后的
$78#,

内对标本进行大体观察,测量#确认

肿瘤的部位与范围%事先准备几只装有
9M:

保护液

的灭菌
V\

管#然后将癌及癌旁$阴性切缘&组织切取

直径约
1

%

788

的组织块
'

%

0

块迅速放入这些
V\

管中并迅速将该管置于液氮罐内#

1@

内将液氮罐内

的标本转移至
U/)]

的深低温冰箱中长期保存留作

试验用+癌与癌旁的界定方法!根据泌尿外科诊疗指

南要求只要位于肿瘤包膜外的即是癌旁正常组织#结

合文献本研究在收集标本时统一于癌旁
%&7?8

以外

处切取组织作为癌旁正常组织+

@&A&A

!

随访内容及方法
!

常规随访内容包括!$

$

&病

史询问%$

1

&体格检查%$

'

&血常规和血生化检查#如果

碱性磷酸酶$

:_\

&异常升高或$和&有骨转移症状如

骨痛#需要进行骨扫描检查%$

0

&

Y

线检查#首选胸部

X;

扫描检查#或正,侧位胸片%$

7

&腹部超声波检查#

腹部超声波检查异常的患者,

M55

及
;

'

%

0

期
9XXX

手术后患者需要行腹部
X;

检查#可每
)

个月
$

次#以

后视具体情况而定+对于
;

$

%

1

期患者!每
'

%

)

个月

随访
$

次#连续
'

年#以后每年随访
$

次%

;

'

期患者!

每
1

个月随访
$

次#连续
1

年#第
'

年每
)

个月随访
$

次#以后每年随访
$

次+
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!

免疫组织化学法
!

L3\$

鼠抗人单克隆抗体

为美国
5>,A>X<HK

公司产品#免疫组织化学法试剂盒

购自北京中杉金桥公司#按照试剂盒说明进行操作+

检测对象均为新鲜的
9XXX

及癌旁组织标本#标本大

小为
%&1?8 %̂&1?8 %̂&1?8

+

@&A&E

!

d=+A=<,EI"A

检测
!

将新鲜标本剪成
%&1?8^

%&1?8 %̂&1?8

大小#再将其制备组织裂解液#取
7%

'

G

总蛋白进行
$%W

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝

胶电 泳 $

565.\:RV

&#蛋 白 转 印 至 聚 偏 氟 乙 烯

$

\[6L

&膜上$

$%%[

#

/%8#,

&#用
7W

脱脂奶粉室温封

闭
$@

%一抗
L3\$

抗体$

$j$%%%

&,

&

.>?A#,

抗体

$

$j$%%%

&分别
0]

孵育过夜#

;35;

洗膜
'

次%用红

外荧光染料标记的二抗$

$j$%%%%

&室温孵育
$@

#

;35;

洗膜
'

次#

4!

C

++=

C

扫描成像+

@&A&F

!

9;.\X9

检测
!

将新鲜标本组织剪成
%&1?8^

%&1?8 %̂&1?8

左右大小#应用
;<#K"I

法抽提组织中

总
9M:

#

?6M:

合成实验根据
3P4.9:6

公司
?6M:

+

C

,A@=+#+Z#A

实验步骤进行+

L3\$

引物序列#上游!

7k.:;R;;R R:: R:;XX: ;X: :RR.'k

#下游

7k.::X:;R;;X:;::XX:RR;XR.'k

%

&

.>?A#,

引物序列#上游!

7k.R;:XX:X:RRX:;;R;R:

;RR:X;.'k

#下游!

7k.X;; ;R: ;R;X:XXX:

XR:;;;XXX.'k

+

\X9

反应体系为
1%

'

_

#反应条

件为
(0]

#预孵育
$%8#,

#然后
(0]

变性
'%+

%

7-]

退火
'%+

%

-1]

延伸
07+

#共
'7

个循环%最后
-1]

延

伸
$%8#,

+

@&B

!

统计学处理
!

应用
5\55$-&%

软件对数据进行

统计分析#计量资料以
Jh@

表示#组间比较采用配对

6

检验%计数资料以率表示#组间比较采用
!

1 检验#以

'

$

%&%7

为差异有统计学意义+

A

!

结
!!

果

A&@

!

9XXX

及癌旁组织中
L3\$

蛋白表达水平比较

!

$$/

例
9XXX

及其癌旁组织的配对标本#通过免疫

组织化学染色观察标本
L3\$

蛋白的表达情况#

-/&/$W

$

('

"

$$/

&的癌旁组织中可见
L3\$

蛋白呈强

阳性表达#仅
'(&/'W

$

0-

"

$$/

&的
9XXX

癌组织中

L3\$

蛋白表达阳性#二者比较差异有统计学意义

$

'

$

%&%$

&+

9XXX

及癌旁组织中
L3\$

蛋白表达水

平#见图
$

+

A&A

!

L3\$

低表达与
9XXX

患者临床病理特点及预

后的关系
!

根据
L3\$

的表达情况将
$$/

例
9XXX

患者分为
0-

例
L3\$

高表达组和
-$

例
L3\$

低表达

组+分析
L3\$

的表达和肾癌患者病理特点之间的关

系#发现
L3\$

低表达与患者临床分期,病理分级,危

险系数及是否复发明显相关$

'

$

%&%7

&#而与患者年

龄,性别,症状及肿瘤大小#部位#是否有坏死#是否有

(-/$

重庆医学
1%$/

年
7

月第
0-

卷第
$0

期
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!癌组织$

5\̂ 1%%
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3

!癌组织$

5\̂ 0%%
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X

!癌旁组织$

5\̂ 1%%

&%

6

!癌旁组织$

5\̂ 0%%

&

图
$
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免疫组织化学方法检测
9XXX

及癌旁组织中
L3\$

的表达

血管侵犯和肾上腺是否有累及无关$

'

%

%&%7

&#见表

$

+

L3\$

高表达的肾癌患者的
7

年生存率高于
L3\$

低表达者$

'

$

%&%7

&#见图
1

+

表
$

!!

$$/

例
9XXX

患者中
L3\$

的表达与

!!!

临床病理特征间关系

临床特征
高表达组

$

+g0-

&

低表达组

$

+g-$

&

'

年龄$

Jh@

#岁&

)%&%%h$$&)% 7(&%%h$%&(% %&1/'

性别'

+

$

W

&(

%&$%-

!

女
1'

$

0/&(0

&

1'

$

'1&'(

&

!

男
10

$

7$&%)

&

0/

$

)-&)$

&

部位'

+

$

W

&(

%&$01

!

左侧
1$

$

00&)/

&

'-

$

71&$$

&

!

右侧
1)

$

77&'1

&

'0

$

0-&/(

&

临床分期'

+

$

W

&(

%&%1'

!

;

$

''

$

-%&1$

&

7)
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$$/

例
9XXX

患者中
L3\$

的表达与

!!!

临床病理特征间关系

临床特征
高表达组

$

+g0-

&

低表达组
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肿瘤大小$
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图
1

!!

基于
L3\$

表达有关的患者总生存率曲线

A&B

!

9XXX

癌组织和癌旁组织中
L3\$

蛋白的表达

水平比较
!

用相同的
0%

例
9XXX

及其癌旁组织的配

对标本#采用
d=+A=<,EI"A

法进一步验证
L3\$

蛋白

的表达变化情况+结果显示
0%

份
9XXX

癌组织中

L3\$

的阳性表达率较其相应癌旁组织明显下降#差

异有统计学意义$

6g/&))7

#

'

$

%&%$

&#见图
'

+

!!

;

!癌组织%

M

!癌旁组织%

>

!

'

$

%&%$

#与癌旁组织比较

图
'

!!

L3\$

蛋白在
9XXX

癌组织及癌旁组织中的表达

A&E

!

9XXX

癌组织和癌旁组织中
L3\$89M:

的表

达水平比较
!

应用
9;.\X9

方法#检测
0%

例新鲜

9XXX

癌 组 织 及 其 癌 旁 组 织 的 配 对 标 本 中

L3\$89M:

的表达变化+结果显示#

'$

份标本的癌

旁组织中
L3\$89M:

均有明显的表达#而仅
(

份癌组

织中
L3\$89M:

表达阳性$

6g1&(%/

#

'g%&%00

&#

9X.

XX

癌组织中
L3\$89M:

的表达水平明显降低#见

图
0

+

%//$

重庆医学
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年
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月第
0-

卷第
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期



!!

M

!癌旁组织%

;

!癌组织%

>

!

'

$

%&%7

#与癌旁组织比较

图
0

!!

L3\$89M:

在
9XXX

癌组织及癌旁组织中的表达

B

!

讨
!!

论

!!

肾癌在泌尿系统肿瘤中居第
1

位#在全身所有肿

瘤中大约占
1W

#

/7W

左右为
9XXX

'

7.)

(

+肾癌的发病

机制十分复杂#是一个多基因,多信号,多因素共同作

用的过程#国内的流行病学检查结果显示肾癌的发病

率在不断的升高'

-

(

+

近年来#

L3\$

与肿瘤的关系受到越来越多的关

注+在胰腺癌组织中#核仁磷酸蛋白$

M\TP

&通过抑

制
L3\P

的表达来促进有氧糖酵解和肿瘤进展#

L3\$

的表达缺失提示胰腺癌患者预后差'

$

(

+

52VMR

等'

1

(

通过检测了
$0%

例肺癌,癌旁及正常肺组织发现肺癌

组织中
L3\$

的表达明显低于癌旁及正常肺组织#较

高表达
L3\$

肺癌患者的生存期和总体生存率明显高

于
L3\$

低表达的肺癌人群+本研究结果显示#

L3\$

蛋白在肾癌组织中的表达明显低于癌旁组织#呈现明

显异常低表达#提示
L3\$

蛋白功能缺失可能与肾癌

的发生,发展密切相关#这也与
_P

等'

/

(的研究结果一

致#而且本研究还进一步分析了
L3\$

与
9XXX

患者

临床,病理等之间的关系+

_P

等'

/

(在研究
L3\$

与

9XXX

的关系时发现
L3\$

主要通过两种不同的机制

来抑制肾癌的进展+$

$

&

L3\$

作为糖酵解中的关键

酶#对抗肾小管上皮细胞中的糖酵解流量'

(

(

#从而抑

制透明细胞癌生成的潜在瓦勃效应'

$%.$$

(

+$

1

&在

[2_

缺乏的
9XXX

中#

L3\$

通过直接结合缺氧诱导

因子
.$

(

$

2PL.$

(

&的转录抑制去抑制
2PL.$

(

的功能#

从而达到其抑制细胞增殖,糖酵解和糖磷酸途径'

$1

(

#

这些都是以非催化作用依赖方式进行的 +

本研究结果显示#肾癌组织与癌旁组织比较#

L3\$

不仅在蛋白质水平表达明显降低#而且
89M:

水平表达也明显降低#且差异均有统计学意义$

'

$

%&%7

&+而且
L3\$

低表达与患者临床分期,病理分

级,危险系数及是否复发呈明显阳性关系#

L3\$

表达

阳性的肾癌患者#其
7

年生存率明显高于
L3\$

表达

阴性的患者+这些结果说明了
L3\$

与肾癌密切相

关#伴随着肾癌的发生#

L3\$

基因表达在转录水平受

到了抑制#具体作用机制需要更广泛而深入的研究+

如果找到了肾癌发生中调控
L3\$

基因表达的调节因

子#就能够为研发干预治疗药物提供理论指导#并且

这一发现将具有重要的潜在临床意义+
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