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基因检测在大肠癌中的表达及其临床意义
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摘
!

要"目的
!

探讨
O=>EB+0

基因在人大肠癌中的表达水平!并探讨其在大肠癌发生%发展中的作用$方法
!

采用
]<+[(]

和
&C6>CJ7MH=>

方法检测大肠癌组织和对照组织标本中
O=>EB+0

的表达水平$结果
!

O=>EB+0

在癌组织与对照组织中均有表达!

但在癌组织中的表达明显高于对照组织!两者差异有统计学意义$结论
!

O=>EB+0

基因在大肠癌中的表达水平明显增高!提示在

结直肠中!

O=>EB+0

高表达对大肠癌的发生和发展具有促进作用$

关键词"结肠肿瘤&
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大肠癌是中国第四大肿瘤疾病#是威胁人类生存的重要疾

病之一'在过去的一段时间里#由于大肠癌手术治疗(放疗(化

疗技术的进步#大肠癌患者的生存期明显延长#生活质量也有

了明显的提高#但是仍有大量的大肠癌患者的治疗效果欠佳'

了解大肠癌发生(发展的生物学基础#对结直肠癌治疗的方法

和药物作用的靶点有重要意义#有利于提高大肠癌患者的治疗

效果'

O=>EB

信号通路是一个广泛存在于生物进化过程中的(

高度保守的(介导细胞与细胞之间通讯机制的信号通路之一#

与调控细胞的增殖(分化和凋亡有关*

0+$

+

'在不同的肿瘤中#

O=>EB+0

信号所起的作用并不相同'目前#

O=>EB+0

信号系统

在大肠癌中的表达水平的研究比较少#现研究
O=>EB+0

基因在

大肠癌组织中的表达水平并探讨其与大肠癌发生(发展的

关系'
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资料与方法

>2>

!

一般资料
!

济宁医学院附属医院肛肠科和胃肠外科大肠

癌住院患者的手术标本或者肠镜活检标本
"!

例#大肠良性息

肉标本
!#

例'病例资料完整#所有病例经术后组织病理学

确诊'

>2?
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仪器与试剂
!

凝胶成像分析系统(核酸蛋白测定仪为美

国
'5=+JK@

公司产品#

[(]

仪为
;'R

公司产品'

&C6>CJ7

细胞

裂解液为碧云天产品#
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抗体$

6E+308#
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+KE>57

抗体$
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9888:

%以及蛋白印迹检测试剂盒$
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Ê O;

第一链合成试剂盒(
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CJG5X

(蛋白分离胶#硝酸纤维素

膜为
R7F5>J=

N

C7

产品'

[(]

引物由上海生工生物技术有限公

司合成#序列$
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方法
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$

0

%组织总
]O;

的提取!采用酚"氯仿抽提

法提取
]O;

'$

%

%逆转录合成
Ê O;

!以上一步所得总
]O;

为模板逆转录合成
Ê O;

#

Ê O;

产物保存于
g%# f

#备用'

$

$

%

[(]

扩增
O=>EB+0

和
$

+KE>57

基因片段!以上一步所得
Ê+

O;

产物为模板#

O=>EB+0+)

(

O=>EB+0+]

和
$

+KE>57+)

(

$

+KE>57+]

为上下游引物#扩增反应体系为
"#

"

Q

#

39f

预变性
"G57

后#

39f$#6

#

""f$#6

#

8%f$#6

#

O=>EB+0

基因进行
$#

个循

环#

$

+KE>57

基因进行
%"

个循环#最后
8%f

延伸
8G57

#将所得

[(]

产物进行琼脂糖凝胶电泳分析'
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&C6>CJ7MH=>

!

提取
O=>EB+0

蛋白和
$

+KE>57

蛋白#测定

蛋白浓度#每个标本取
9#

"

N

蛋白#

,̂ ,+[;-W

电泳分离后#恒

定电流
%##G;02"B

转膜至硝酸纤维素膜上#用
"1

脱脂奶粉

在摇床上室温封闭
%B

'按照
O=>EB+0

和
$

+KE>57

蛋白相对分子

质量的大小将膜剪成两条#使
O=>EB+0

和
$

+KE>57

分别位于其

上#之后用一抗再孵育
%B

#然后用辣根过氧化物酶标记的二抗

孵育
0B

'在暗室内加入发光试剂#进行压片检测'
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统计学处理
!

计算
&C6>CJ7MH=>

和
]<+[(]

图片条带的

灰度值#用
O=>EB+0

的灰度值除以
$

+KE>57

灰度值得出比值'以

每块胶中对照组的平均比值为标准#算出患者组的相对比值#

以消除胶与胶之间的差异'以此比值进行两样本均数的
=

检验'
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结
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果
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总
]O;

提取
!

所提取的总
]O;

经核酸蛋白测定仪检

测#

;%!#

"

;%:#

在
02:

!

%2#

之间#表明总
]O;

未被降解#可

以用于下一步的逆转录反应'

?2?

!

]<+[(]

!

所得总
]O;

经逆转录合成
Ê O;

#以此
Ê+

O;

为模板扩增
O=>EB+0

和
$

+KE>57

基因片段'

[(]

产物进行

02"1

琼脂糖凝胶电泳#从大肠癌组织中扩增出的
O=>EB+0

片
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国际检验医学杂志
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段要比对照组织的亮度强#见图
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+KE>57
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!对照组&

!

!

0#

!患者组'

图
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电泳结果
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&C6>CJ7MH=>

!

在同样质量的总蛋白中#患者组织标本的

O=>EB+0

蛋白显影的条带比健康标本亮度强#说明
O=>EB+0

蛋

白在结直肠癌中的表达明显高于健康大肠组织#见图
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!患者组'

图
%

!!

&C6>CJ7MH=>

表达结果

?2A

!

图像处理及统计分析
!

算出每个样品
O=>EB+0

和
$

+KE>57

的灰度值#用
O=>EB+0

的灰度值除以
$

+KE>57

灰度值得出比值'

以每块胶中对照组的平均比值为标准#算出患者组的相对比

值#以消除胶与胶之间的差异'见表
0

'

表
0

!!

LC6>CJ7MH=>

和
]<+[(]

相对灰度比值#
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方法 对照组 患者组
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O=>EB

基因参与调节了各种细胞分化发育及调控的信号

途径#其对细胞凋亡(增殖(分化及血管形成的效应具有广泛的

影响'

0330

年#

O=>EB+0

在人类
<

淋巴母细胞白血病中首先被

鉴定出来#首次提示了
O=>EB+0

信号通路与肿瘤相关*

9

+

'随后

的研究发现#染色体易位
>

$

8

&

3

%$

e

$9

&

e

$92$

%使位于
3

号染色

体上的
O=>EB+0

基因断裂#导致
O=>EB+0

胞外区丢失#其胞内

区获得组成性活性而出现致癌作用*

0

+

'但
O=>EB

信号与肿瘤

的关系极其复杂#组成性表达的
O=>EB+0

异常活化可以抑制许

多细胞系的分化#不同的
O=>EB+0

活化形式对不同的肿瘤产生

不同的作用'研究发现在脑肿瘤(乳腺癌等实体瘤和血液系统

肿瘤中
O=>EB+0

表达上调*

"

+

&而在前列腺癌(小细胞肺癌中其

表达下调*

!

+

'

O=>EB+0

在肿瘤中具有截然相反的作用#可能与

O=>EB+0

在生物进化中高度保守#并在多种组织细胞中广泛存

在有关#并且其上下游的调控机制尚未完全明确*

8

+

'

O=>EB

信号对正常大肠黏膜更新的自稳调节起重要作用'

转基因动物实验表明#肠上皮细胞的变化受到
O=>EB

的直接调

控*

:+0#

+

'但
O=>EB

信号表达的异常与大肠癌的关系尚不明确'

本研究在转录和翻译的水平上对
O=>EB+0

基因在大肠癌中的

表达进行了研究#结果显示#

O=>EB+0

基因在大肠癌组织和对

照组织中均有表达#但是在大肠癌组织中的表达水平要明显高

于对照组织#差异有统计学意义$

)

$

#2#"

%'这与
(B?

等和

VBK7

N

等*

00+0%

+的研究结果相符#提示
O=>EB+0

可能参与了大肠

癌的发生#

O=>EB+0

信号通路的高表达可能对大肠癌的发生和

发展具有促进作用'而
O=>EB+0

基因在乳腺导管上皮细胞和

乳腺癌的研究中也已得到证实#

O=>EB+0

过表达可能导致上皮

细胞增殖过度#凋亡减少#并通过上皮表型的恶性转化导致癌

变*

0$

+

'

综上所述#本组结果显示大肠癌组织中
O=>EB+0

蛋白表达

明显增强#提示
O=>EB

信号在大肠癌致病过程中起促癌作用#

因此分析
O=>EB+0

蛋白的表达情况#对于评估大肠癌的发展及

预后判断具有重要意义#可作为重要的生物学标志物#但其作

用机制有待进一步进行体内和体外的实验证实'
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