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鼻咽癌$

S;1

&是一种多种遗传学及表观遗传学改变积累

所致的上皮源性的恶性肿瘤#发生*发展涉及多种癌基因的激

活或抑癌基因的失活)
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和
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基因是近年来发现的

抑癌基因#国内外研究发现#
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和
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基因表达的下调

或缺失与乳腺癌*宫颈癌*肺癌*卵巢癌*胃癌等上皮恶性肿瘤

有着密切的关系'
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V6X"

基因是目前最重要细胞耐药基

因#紫外线*热效应*抗肿瘤药物*致癌剂等都可以将其激活#导

致疾病疗效差#预后不良)有研究分析
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hhWd

和
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基因在
S;1

患者中的表达情况及表达下调机制#对了

解
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的发生和发展有着重要作用)
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资料与方法
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一般资料
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试验组为
S;1

患者$

4A

例&#其中男
)(

例#

女
)#

例#年龄
##

#

(#

岁#中位年龄
)(

岁%对照组为慢性鼻黏

膜炎患者$

&"

例&#其中男
$$

%女
#4

例#年龄
#"

#

&)

岁#中位年

龄
$T

岁)两组间年龄和性别差异无统计学意义$

H

&

'%'T

&)

试验组是经过病理证实的#未经过
V6X"

相关药物治疗的初

诊患者#且不患有其他肿瘤)根据美国肿瘤联合会$

*]11

&和

国际抗癌联盟$

Z<11

&的国际
DSV

分期法#试验组
$

期患者

为
4

例#

*

期为
#$

例#

+

期为
$$

例#

,

期
#T

例)试验组病理

类型!低分化鳞癌
&"

例#高分化鳞癌
#4

例)所有的个体均来

自广西医科大学第一附属医院肿瘤科就诊的无血缘关系的患

者#且均签署知情同意书#并得到了本校伦理委员会同意)

A%B

!

标本采集和细胞株
!

经组织活检取研究对象鼻咽部组

织#用生理盐水清洗#无血渍后放入
"%T=50;

管中#之后放

置至
_4'[

冰箱冻存)抽取
$=5

研究对象静脉血#用乙二胺

四乙酸二钾$

06D*32

#

&抗凝后#短期$

%

(K

&储存于
#[

冰箱#

用于后继提取血液
6S*

)广西医科大学耳鼻喉实验室提供的

正常鼻咽上皮细胞株
S;&A

#

S;1

细胞株
1S0"

*

1S0#

)
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!

仪器与试剂
!

组织*血液核酸提取试剂盒$北京天根生化

科技有限公司&*

XS*

逆转录试剂盒$美国
+-.=-8FJC

公司&*

6S*

修饰试剂盒$

c:J
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-8

公司&*

UY!X b.--8X-J>VJCF-.

V:9

试剂盒$北京索莱宝&*引物$上海生工生物公司&*丙烯酰

胺$华美公司&*逆转录 扩 增 仪 $美 国
;-.M:830>:=-.

公 司

;0)4'

&*

;1X

扩增仪$

D?-.=/

公司&*电泳仪$北京六一仪器

厂&*垂直双面电泳槽$美国
7W0+0X

公司&*全自动凝胶图像

分析仪$美国
!<W3X*6

公司&)
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的检测
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的合成!提取研究对象鼻黏膜组织*正常

鼻咽上皮细胞株*

S;1

细胞株中
XS*

#一切操作严格按照

XS*

提取试剂盒说明书)并进行逆转录)

_#'[

冰箱保存
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及
G6S*
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反应!引物序列见

表
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#
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!
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#上*下游引物各
'%&

!

5

#

KK7

#

W)%4
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)

;1X

扩增条件!
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和
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基因#

AT[

预变性
"'=:8

%

AT["TC

#

&'[#'C

#

(#["TC

#

)T

个循环%

(#[

延伸
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)

hhWd

基因#

AT[

预变性
T=:8
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AT[T

C

#

T([$'C

#

(#[&'C

#

$T

个循环%

(#[

延伸
"'=:8

)每份标

本设目标基因和内参基因各
#

孔#求目标基因及内参照基因的

循环阈值
@>

的平均值后按照公式
#

_

##

@>计算基因
=XS*

表达

水平)以
KK7

#

W

作空白对照#以
&

3JGF:8

作为内参照#实验重

复
#

次)
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基因启动子区甲基化状态的检测
!
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鼻黏膜组织
6S*

的提取和亚硫酸氢盐处理!严格按照核酸提

取试剂盒说明书提取研究对象鼻黏膜组织小块和细胞株

6S*

#并进行亚硫酸氢盐处理#处理后的
6S*

用于基因甲基

化
;1X

)$
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&基因甲基化
;1X

!

;1X

反应体系#
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的
6S*
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#反应条件为
AT[

预变性
T=:8

$

AT[)TC

#

)4[)TC

#

(#[)TC

#共
$T

个循环&#

(#[

延伸
T

=:8

)

;1X

引物见表
#

$见,国际检验医学杂志-网站主页.论文

附件/&)每份标本设目标基因和内参基因各
#

孔#求目标基因

及内参照基因的循环阈值
@>

的平均值后按照公式
#

_

#

@>计算

基因
=XS*

表达水平)以
KK7

#

W

作空白对照#实验重复

#

次)

A%D%C

!

基因杂合性缺失
!

$

"

&血液
6S*

的提取!严格按照

6S*

提取试剂盒说明书提取研究对象血液中
6S*

)$

#

&

;1X

扩增根据文献'

T3&

(选取位于
hhWd

基因位于内显子
4

内的

$

个
6"&UT')

*

"&U$'A&

*

6"&U$'#A

和
+7<D

基因内显子
T

$

6$U"$''

&和内显子
4

$

6$U"#$)

&的微卫星多态标记进行扩

增#用于杂合性缺失分析)所有的引物序列见表
$

$见,国际检

验医学杂志-网站主页.论文附件/&)

;1X

反应体系!

#\DJ

f

;bXVJCF-.=:9"#%'

!

5

#上*下游引物各
'%4

!

5

#血液或

6S*#%'

!

5

和
KK7

#

WA%)

!

5

)

+7<D

基因
;1X

反应条件!

AT[

预变性
T=:8

$

AT[#'C

#

T4[#'C

#

(#[#'C

#共
$T

个

循环&#

(#[

延伸
T=:8

)

hhWd

基因
;1X

反应条件!

AT[

预

变性
T=:8

$

AT[)TC

#

TT

#

T4[)TC

#

(#[)TC

#共
$T

个循

环&#

(#[

延伸
T=:8

)$

$

&

T%$%$

聚丙烯酰胺电泳 取
;1X

扩

增产物
T

!

5

#加入
T

!

5

的变性载样缓冲液
AT[

变性
"'=:8

后#迅速上样于
4@

聚丙稀酰胺凝胶#电泳$电压
4,

"

G=

#电泳

#

#

$?

&并银染)对比同时上样的正常鼻咽上皮细胞株*

S;1

细胞株
6S*

的
;1X

产物电泳图谱#若某
"

条肿瘤组织等位基

因条带较正常
S;1

上皮细胞株消失或相对密度减少
T'@

以

上#则记录为杂合性缺失$

5W7

&

'

(

(

#判定为
5W7

的病例均需

经再次检测确定)

A%E

!

统计学处理
!

采用
U;UU"(%'

统计软件包分析所有数据

均#基因
=XS*

表达量比较采用
>

检验#计数资料两组之间比

较采用
!

# 检验#相关性检验采用
U

E

-J.=J8

相关分析)以
H

%

'%'T

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B%A

!

+7<D

*

hhWd

和
V6X"

基因的
=XS*

表达量
!

试验

组鼻咽组织中
+7<D

和
hhWd

基因的
=XS*

相对表达量显

著低于对照组#而
V6X"

基因的
=XS*

相对表达量却明显高

于对照组#差异均有统计学意义$

H

%

'%'T

&)按细胞分化程

度*临床分期分层后#试验组病情较重者
+7<D

*

hhWd

基因

=XS*

表达量显著低于病情较轻者#低分化组较高分化组明

显升高#且试验组临床分层和组织学类型与
+7<D

基因$

=̂ _

'%($"

#

H '̂%'''

%

=̂ _'%&#&

#

H '̂%'''

&和
hhWd

基因
=X3

S*

相对表达量呈负 相 关 $

=^ _'%4"&

#

H^'%'''

%

=̂

_'%T$&

#

H '̂%''"

&)低分化者
V6X"

基因相关表达较高分

+

T$'"

+

国际检验医学杂志
#'"(

年
)

月第
$4

卷第
4

期
!

<8F]5JOV-K

!

*

E

.:>#'"(

!

,/>%$4

!

S/%4



化组差异有统计学意义$

H

%

'%'T

&#而病情较重者的
V6X"

基

因较病情轻者略高#但差异无统计学意义$

H

&

'%'T

&)且组织

学类型与
V6X"

基因
=XS*

相对表达量呈负相关$

=^

_'%&A(

#

H '̂%'''

&%试验组的
+7<D

基因与
hhWd

基因的

=XS*

相对表达量呈有一定的相关性$

=̂ '%T)'

#

H^'%'''

&#

但两个基因与
V6X"

基因的
=XS*

相对表达量之间的相关

性无统计学意义$

=^_'%#)#

#

H^'%'#4

%

=^_'%#A$

#

H^

'%''$

&)两组基因表达量见表
)

)

表
)

!!

+7<D

和
hhWd

基因的
=XS*

相对表达量#

LaE

$

组别
' +7<D=XS* hhWd=XS* V6X"=XS*

对照组
&" &%$&a&%$" (%'Aa(%#4 ")%A&aT%$)

试验组
4A

#%$4a$%)$

"

$%T&a$%("

"

"(%)&aT%A#

"

试验组
$#*

期
$" )%#$a)%#A T%"(a)%A( "(%$AaT%&"

试验组
+#,

期
T4

"%&(a#%#$

#

"%A)a#%')

#

"(%&Ta&%')

低分化鳞癌组
&" "%4$a"%4" #%$$a#%"A "A%#4a&%T(

高分化鳞癌组
#4 )%T(a)%$(

(

T%'Ta)%(4

(

"T%ATaT%4$

(

!!

注!与对照组比较#

"

H

%

'%'T

%与试验组
$#*

期比较#

#

H

%

'%'T

%与低分化鳞癌组比较#

(

H

%

'%'T

)

B%B

!

+7<D

和
hhWd

基因启动子甲基化情况
!

试验组的

+7<D

基因启动子甲基化为
'%)&a'%$)

#

hhWd

基因启动子

甲基化为
'%$(a'%#4

#较对照组$

'%"Ta'%"(

#

'%""a'%'A

&显

著升高#差异有统计学意义$

H

%

'%'T

&%进一步分析
+7<D

和

hhWd

基因启动子甲基化程度与
+7<D

和
hhWd

基因
=X3

S*

的相关性#发现
+7<D

和
hhWd

基因
=XS*

表示量与该

基因启动子甲基化程度呈负相关#$

=̂ _'%&4A

#

H '̂%'''

%

=̂

_'%TA)

#

H '̂%'''

&)

!!

注!

"

为正常鼻咽上皮细胞系
S;&A

%

#

为
S;1

细胞系
1S0"

*

1S0#

%

$

为研究对象)

图
"

!!

+7<D

基因杂合性缺失电泳图

!!

注!

"

为正常鼻咽上皮细胞系
S;&A

%

#

为
S;1

细胞系
1S0"

*

1S0#

%

$

为研究对象)

图
#

!!

hhWd

基因杂合性缺失电泳图

B%C

!

+7<D

和
hhWd

基因杂合性缺失情况
!

试验组中有
$A

例$

)$%4@

&在
+7<D

基因中至少有
"

个位点存在杂合性缺失

$

5W7

&#在
hhWd

基因中
)#

例$

)(%#@

&至少
"

个位点存在

5W7

#明显高于对照组的
$

例和
#

例$

)%A@

#

$%$@

&#差异有

统计学意义$

H

%

'%'T

&)对试验组
+7<D

和
hhWd

基因
=X3

S*

与该基因基因杂合性缺失进行相关性分析#结果显示呈负

相关$

=̂ _'%#$A

#

H^'%')A

%

=^_'%$&)

#

H^'%'"$

&)电泳

结果见图
"

*

#

)

表
T

!!

两组
+7<D

基因和
hhWd

基因
5W7

(

'

#

@

$)

基因 位点 试验组 对照组

+7<D 6$U"$'' $#

$

$&%'

&

$

$

)%A

&

6$U"#$) "A

$

#"%$

&

'

$

'%'

&

hhWd 6"&UT') #4

$

$"%T

&

#

$

$%$

&

6"&U$'A& "T

$

"&%A

&

'

$

'%'

&

6"&U$'#A 4

$

A%'

&

'

$

'%'

&

C

!

讨
!!

论

!!

本研究检测
S;1

和慢性黏膜性鼻炎患者鼻黏膜组织中

+7<D

*

hhWd

和
V6X"

基因的
=XS*

表达水平#发现
+7<D

和
hhWd

基因
=XS*

在
S;1

组中表达中明显降低#与罗海

清等'

4

(在
S;1

患者中
+7<D

基因表达结果相符)与
Y-83

KJ=N.:

等'

A

(

*

;J.M

等'

"'

(报道的
hhWd

基因
=XS*

在其他肿

瘤表达下调甚至缺失结论相一致)且
hhWd

和
+7<D

基因

=XS*

表达量与临床分期*组织学类型有关#

+7<D

*

hhWd

表达的
=XS*

在
S;1

$#*

期和
+#,

期两组间差异有统

计学意义$

H

%

'%'T

&#晚期
S;1+7<D

*

hhWd

基因
=XS*

的表达显著低于
S;1

早期患者#提示
+7<D

*

hhWd

基因

=XS*

表达的下调甚至缺失可能参与
S;1

的发展调控)这

与在乳腺癌和宫颈癌中研究'

#3$

(的结果相一致)低分化鳞癌

S;1

鼻组织中的
+7<D

*

hhWd

基因表达的
=XS*

较高分化

鳞癌患者明显降低#提示
+7<D

*

hhWd=XS*

的表达量可以

预示疾病的预后)

V6X"

基因是细胞耐药基因#其过度表达生

的
;3

LE

蛋白是单向药物外输蛋白#可增加胞内药物外流#降低

胞内药物浓度而导致耐药'

""

(

)抗肿瘤药物*致癌剂*紫外线和

热效应均可激活该基因而导致过度表达'

"#

(

)试验组的
V6X"

基因的
=XS*

表达量明显高于对照组#但在试验组临床分期

分层研究中#

V6X"

基因表达与疾病严重程度无关#提示
S;1

无论早期或晚期均有可能发生不同程度耐药)因此#检测与评

价肿瘤耐药#寻找特异*有效的抗肿瘤药物#不仅对晚期患者化

疗有利#对早期患者术前*术后化疗也有一定的意义)低分化

鳞癌
S;1

患者较高分化患者
V6X"

基因表达显著升高#这与

临床低分化肿瘤的疗效较差*预后不良的情况相符)

本研究采用甲基化特异性$

VU;

&方法和
5W7

进一步研

究
+7<D

和
hhWd

基因在
S;1

中表达下调的机制)发现
#

株
S;1

细胞株
+7<D

和
hhWd

基因启动子区均呈甲基化状

态#同时
S;1

患者在鼻咽组织中
+7<D

和
hhWd

基因启动

子区甲基化比慢性鼻黏膜鼻炎患者程度明显升高)这与
YJ8

等'

"$

(用
VU;

法及测序法检测胃癌组织中
hhWd

基因启动子

区域的甲基化程度显著升高一致)进一步分析基因启动子甲

基化与该基因
=XS*

表达的相关性)显示
+7<D

和
hhWd

基因
=XS*

表达量与该基因启动子甲基化程度呈负相关)提

示
+7<D

和
hhWd

基因启动子高度甲基化是导致这两个基

因
=XS*

低表达的重要因素)本研究检测
+7<D

基因中

6$U"$''

*

6"&UT')

位点和
hhWd

基因
6"&U$'#A

*

6"&U$'A&

*

6"&UT')

位点#发现
+7<D

基因
6$U"$''

位点在
S;1

中的发

生率为
$&%'@

#稍低于邓燕飞等'

")

(研究的结果)在全部的
4A

例
S;1

标本中#总检出率为
hhWd

基因
5W7

发生率为

)(%#@

$

)#

"

4A

&#其 中
6"&UT')

位 点 检 出 率 最 高#其 次 为

6"&U$'A&

和
6"&U$'#A

)可见在
S;1

中
hhWd

和
+7<D

基

+

&$'"

+

国际检验医学杂志
#'"(

年
)

月第
$4

卷第
4

期
!
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!

*

E
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!
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因
5W7

的发生是频繁事件)进一步分析
+7<D

和
hhWd

基

因
=XS*

低表达与其基因
5W7

相关性#发现
+7<D

和

hhWd

基因
=XS*

与
5W7

呈负相关)提示启动子甲基化*

5W7

均造成
+7<D

和
hhWd

基因
=XS*

表达下调#但

+7<D

和
hhWd

基因
=XS*

表达下调*缺失机制主要与其启

动子区甲基化有关#

5W7

参与了部分
+7<D

和
hhWd

基因

的失活过程)

总而言之#

+7<D

和
hhWd

基因的表达下调及下调程度

与
S;1

的发生*发展相关#而启动子甲基化和基因
5W7

是引

起
+7<D

和
hhWd

表达下调的因素#但启动子甲基化可能是

导致
+7<D

和
hhWd

基因表达下调的主要原因)

V6X"

基

因的过度表达与
S;1

的分化程度密切相关#也影响着
S;1

的

治疗和预后)
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