
卵巢癌居妇科肿瘤死亡率之首，主要由于早

期缺乏症状和有效的诊断方法，其发病的分子机

制尚不清楚。已发现 !"#$% & ’()、*+,%-等癌基因
及 .-/、0#*+,等抑癌基因与卵巢癌有关 1 , 2 / 3。但
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摘 要：【目的】结合 7@A+微阵列和 #A+与冰冻组织微阵列原位杂交的方法以寻找新的特异性卵巢癌候
选癌基因，为卵巢癌的早期诊断和治疗提供理论依据。【方法】利用 7@A+微阵列筛选在所有 / 种上皮性卵巢肿
瘤中（卵巢浆液性交界性肿瘤、卵巢浆液性腺癌和卵巢子宫内膜样腺癌）显示有意义表达的基因，由 #A+与冰冻
组织微阵列原位杂交证实其结果。【结果】%B 个基因在 C D;E卵巢肿瘤中显示出高表达，,B 个基因在 C D;E卵
巢肿瘤中低表达；干扰素诱导的转膜蛋白 ,（FFGH,）被进一步用于 #A+与冰冻组织微阵列原位杂交研究，其结果
与 7@A+微阵列研究结果相符合。【结论】将 7@A+微阵列和 #A+与冰冻组织微阵列原位杂交相结合是寻找卵
巢癌候选癌基因的可行方法，研究中显示有意义表达的基因有可能作为新的上皮性卵巢癌候选癌基因。
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卵巢癌的发生和发展是一个多基因参与、多阶段发

展的过程，仅仅研究一个或几个肿瘤相关基因的结

构和功能，不能全面揭示细胞癌变的分子机制，#$%
&’微阵列为全面系统分析卵巢癌癌基因提供了新
的手段。本研究中，我们首先运用 #$&’微阵列筛
选在上皮性卵巢肿瘤有意义表达的基因，同时与膀

胱癌及其它一些组织基因表达进行比较，然后随意

选出有代表意义的基因采用 (&’与冰冻组织微阵
列原位杂交技术进一步进行验证。我们试验的目的

是试图找到与可用于早期诊断卵巢癌的特异性肿

瘤标志物相关的候选癌基因，为卵巢癌的早期诊断

和治疗提供可靠的理论依据。

) 材料和方法

)* ) !"#$微阵列试验
)* )* ) 材 料 !试验组来自卵巢、输卵管切除
术和卵巢癌细胞减灭术的快速冰冻组织：+例卵巢
浆液性交界性肿瘤、,例卵巢浆液性腺癌、-例卵巢
子宫内膜样腺癌；" )!种膀胱癌细胞株；# -例正
常肾脏组织 . $对照组选用人类共同参考 (&’
/01((2 34(’4’56&62 3789:;<= 09>?@<A>7B2 03’C，
它含有 )"种来自人类肿瘤细胞株的优质 (&’。
)* )* D #$&’ 微阵列 产自美国 ’EF>;9 公司
（详见 ’EF>;9公司网站 GGG* 8EF>;9* #;E），每 )张
芯片含有 )H I""个插入 #$&’（或 I !""对经 JK(
扩增的 #$&’）和 D,个对照物，含有 , D+H对已知
基因和 ) )-L对 634A，其中有 D-对与凋亡相关、!I
对与 >97@<M@NO>9相关和 II对癌基因。
)* )* + 提取 E(&’ 用 4<>P;M试剂 / ) EQ 4<>P;M
试剂 R )"" ES 组织 5TUKV2 U8A@M2 3G>7P@<M89=C 从
"* "- W "* ) S冰冻组织粗提取总 (&’，无水乙醇沉
淀加以纯化，用紫外线分光光度仪测定浓度。通过

琼脂糖凝胶电泳测定并用溴化乙锭评估总 (&’的
完整性。再使用 $B98U@8= 试剂盒 /$B98M2 VAM;2
&;<G8B C从总 (&’提取 E(&’。
)* )* ! 探针合成和标记 用 D-" W -"" 9S E(&’
逆转录合成 #$&’（’EF>;9 0M7<8’<<8B 试剂盒，’E%
F>;9 T9#2 ’NA7>92 03’），同时予 /%%++J C =’4J
/,* ! W )!* I X )")" OUY R EE;M ’E@<AZ8E JZ8<E8#>8
Q7=2 0[C 加以标记，去核苷酸旋转柱 （&N#’G8B
3\>9 K;MNE9，’EF>;9）除掉未被利用的核苷酸片
段。

)* )* - 杂 交 标记的 #$&’与 #$&’微阵列混
合，在充足杂交液里、H" ]温度下杂交 )! W )H Z，
D X 33K（含 - S R Q 3$3）和 "* - X 33K（含 - S R Q 3$3）
在 H" ]分别清洗 +" E>9。杂交后的 #$&’微阵列
置于分辨率高的磷光图像荧光屏上 / K89F@<<8
J8#O8<=2 ^_<>#Z2 3G>7P@<M89= C曝光 ! Z，再通过旋转
磷光图像仪成像 / J8#O8<=2 4;O>;2 ‘8\89 C。
)* )* H 结果分析 杂交后的图像输入 ’<<8Ba>%
A>;9 / TE8S>9S <@A@8<#Z >9#2 V978<>;2 K898=8 C 软件
包2 计算每一微阵列点的原始杂交强度值，与所有
微阵列点平均强度值相比将其规格化。各实验组规

格化杂交强度值 R对照组规格化杂交强度值
/ 9;<E8M>P@= <87>; C，再将卵巢肿瘤该比值与膀胱癌
和正常肾脏组织比较 /E@89 <87>; C，相差 b )* D倍
为高表达的基因；而 c "* -（d e )f D）为低表达的
基因；介于两者之间的为没有表达差异的基因。筛

选出的基因必须同时满足另一成对基因也显示相

同表达的条件。

)* D %#$与冰冻组织微阵列原位杂交试验
)* D* ) 卵巢肿瘤冰冻组织微阵列 由 +L 例卵巢
肿瘤组织组成的冰冻组织微阵列购自 $>;E@=8 Q>:@
3#>@9#@A公司 / U8A@M2 3G>7P@<M89= C，含 DH例卵巢浆
液性腺癌、L例卵巢子宫内膜样腺癌、!例卵巢浆液
性交界性肿瘤，经卵巢、输卵管切除术和卵巢癌细

胞减灭术并经快速冰冻取得。用微阵列制作仪取得

组织小圆柱块（直径 "* H EE，高 + W ! EE），直接放
入充满 4>AAN@%4@O标准 （大小类似石蜡收受模块）
微阵列冰冻收受模块中，每 D 个微阵列块相距 )
EE，制作中模块四周用干冰以防融化；用冰冻切片
机和玻片制成 ! W )" &E组织微阵列切片 g !2 - h。

)* D* D 寡核苷酸的设计和标记 a@#7;< &4T 软
件 包 设 计 TT4J) 的 寡 核 苷 酸 / 详 见
GGG* ?@#7;<97>* #;* O< C。分别用 ++J标记每个寡核苷
酸，再合为一体以达到最佳标记强度，用 iT’56&
去除核苷酸试剂盒 O>7 /iT’56&2 U8A@M2 3G>7P@<%
M89= C清洗未结合的核苷酸。
)* D* + 杂 交 标记后的探针与 D- &Q K;7)
$&’2 )- &Q - E;M R Q $44和 !I- &Q 杂交液在 !D
]混合 ) Z后，冰冻组织微阵列与标记的探针及其
杂交液一起在 !D ]杂交约 +H Z，用 ) X 33K在 --
]清洗 !次，每次 )- E>9后，置于 ) X 33K溶液室
温下 ) Z，蒸馏水清洗 +" A，H"" EQ R Q酒精脱水 +"
A，L-" EQ R Q酒精脱水 +" A，空气干燥 )" E>9。放射
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显像可曝光 !* +到高分辨率磷光图像片上，用旋
转磷光图像仪捕捉成像。

#, -, ! 结果分析 图像被输入 )../0123245 软件
包，计算每一芯片点纠正背景后的放射强度值，比

较代表不同卵巢肿瘤组织的各微阵列点放射强度

值。

#, -, 6 涂乳胶显像 在暗室内，将干燥的组织微
阵列玻片浸入乳胶中 6 3，空气中干约 6 725，继续
留在室温下 # +直到玻片全干，然后将玻片储存在
- 8 * 9- 8 !周。将玻片取出置室温下 :" 8 ;" 725，
显影液涂于玻片 6 725，停止反应液中止反应，固定

液固定 #" 725。玻片放入 </..23溶液 ! 725，蒸馏水
清洗，放入 <=>液中 6 3，蒸馏水清洗，乙醇脱水，二
甲苯脱蜡，盖玻片覆盖组织微阵列玻片。

- 结 果

-, # !"#$微阵列研究筛选有意义表达的基因
与对照组相比，有 -*个基因显示在所有卵巢

肿瘤高表达，#* 个基因显示在所有卵巢肿瘤低表
达（表 #，-）。

表 # 卵巢肿瘤高表达的基因
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表 # 卵巢肿瘤低表达的基因

$%&’( # )*(+,(-.’/ ,-0(*1(23*(44(0 5(-(4 6- 78%*6%- .,97*4

:(%- *%.67：-7*9%’6;(0 *%.67 7< 78%*6%- .,97*4= > 7.?(* .644,( ./3(4；@：.?( 3%.6(-.4’3(*A(-.%5( 7< B8(*1(23*(4467- 7* ,-0(*1(23*(4467-C 78(*1(23*(44(0 5(-(4：-7*1

9%’6;(0 *%.67 D E= #C F-0(*1(23*(44(0 5(-(4：-7*9%’6;(0 *%.67 G H E= #C I4=J ,-65(-( A’,4.(* KL4

图 E !"#与卵巢肿瘤冰冻组织微阵列原位杂交试验显
示 $$%&’ 基因表达情况

()*+ ’ ,-.- -/01-22)3. 34 $$%&’ 4135 !$67 3. 4138-. 39
:;1);. <=531 ;11;>

M= B8(*86(N 7< <*7;(- (36.?(’6%’ 78%*6%- .,97* 96A*7%**%/ N6.? OP
.644,( A/’6-0(*4 %-0 ’7A%.67-4 7< 06<<(*(-. 78%*6%- .,97* 4,&./3(4 Q IR
S，9%5-6<6A%.67-J T != # U S-079(.*6760：78%*6%- (-079(.*6760 A%*A61
-79%4；4(*7,4：78%*6%- 4(*7,4 A%*A6-79%4；VW$：78%*6%- 4(*7,4 &7*1
0(*’6-( .,97*4

V= B*656-%’ 69%5( 7< 06<<(*(-.6%’ (23*(4467- 7< KK$XE 7- 78%*6%-
.,97* 96A*7%**%/ Q 7*656-%’ 9%5-6<6A%.67-J T != # U S93./ 437.4：-7 5(-(
(23*(4467-C Y*(/1&’%AZ ：5(-( ,-0(*1(23*(4467- .7 78(*1(23*(4467-

[= I/3(*A7%. (9,’467- 69%5( 7< 06<<(*(-.6%’ (23*(4467- 7< KK$XE 7-
78%*6%- 4(*7,4 A%*A6-79% Q ’%&’(0 N6.? OOXJ 7*656-%’ 9%5-6<6A%.67-J
T \! U

#= # !"#与冰冻组织微阵列原位杂交试验
AL]M微阵列结果发现 KK$XE属于在 O种卵巢

肿瘤组织均显示高表达，而在所有膀胱癌细胞株和

正常肾脏组织不显示表达的基因，故进入 ^]M与

冰冻组织微阵列原位杂交试验研究，结果显示与

AL]M微阵列试验结果相符合（图 E）。组织微阵列
上 O_ > OP例（P#@）的上皮性卵巢肿瘤显示有 KK$XE
基因表达，其中 #‘ > #_（P_@）的卵巢浆液性腺癌显
示有 KK$XE基因表达，P > P例 （E""@）卵巢子宫内
膜样腺癌显示有 KK$XE基因表达，而 # > !例（‘"@）
卵巢浆液性交界性肿瘤有 KK$XE基因表达。

O 讨 论

研究发现：与对照组和膀胱癌细胞株及正常肾

脏组织相比，#\个基因在大多数卵巢肿瘤高表达，
E\个基因在大多数卵巢肿瘤低表达，KK$XE、a[W、
[b!O、̂ MLE属于在大多数卵巢肿瘤有较高表达水
平的基因，提示这些基因有可能成为卵巢肿瘤所特

有的候选癌基因，经 ^]M与冰冻组织微阵列原位
杂交进一步证实的 KK$XE属于 6<-诱导的转膜蛋白
家族，联系到信号转导的细胞表面受体，是一多元

复杂的混合物包括在抗增值和黏附信号转导过程

中，动物试验结果支持 KK$XE 具有可能抗肿瘤作
用，但人类临床试验显示这种效果仅限于在少数几

种癌瘤中，它的制癌机理仍然不清楚 c _ d。本研究首

次报道 KK$XE 可能作为有别于其它肿瘤的卵巢癌
所独有的致癌基因，其作用机理仍值得进一步探
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!"#郑 敏$等 % &’()微阵列和组织微阵列对卵巢上皮性肿瘤基因的表达

讨。*+,是硒代胱氨酸裂解酶，在硒蛋白合成过程
中与硒磷酸合成酶共同起作用，它在肿瘤恶性转化

过程中所起作用尚不明了 - . /。+0!#在控制细胞生
长方面发挥重要作用，几种研究证实 +0!#在大多
数肿瘤细胞表达降低；与卵巢浆液性腺癌相比，正

常卵巢上皮细胞显示较高水平 +0!#表达，在我们
的研究中，+0!#在卵巢肿瘤表达较参照组高 1 2 3
倍 - 3 /。4)’5是一与细胞修复有关的蛋白，在细胞
响应 ’()的损害方面发挥很重要的作用 - 6 /，在我

们的研究中，4)’5显示在卵巢肿瘤表达较参照组
高 1倍。另一方面，与对照组和膀胱癌细胞株及正
常肾脏组织相比，789)、8+:;、<=*显示在卵巢肿
瘤表达相对水平较低，说明这些基因属于与其它种

类恶性肿瘤有关的癌基因，而非与卵巢癌有关的癌

基因。8+:;在很多肿瘤如乳腺癌、胰腺癌、胃癌、小
肠癌中表达，也在正常胃黏膜表达 - 5" /；<=*在胆固
醇合成中起作用，据报道膀胱癌较膀胱良性肿瘤显

示较高表达 - 55 /。它们的制癌机理尚不明了。特别值

得一提的是：目前临床上用于诊断和监测卵巢上皮

细胞癌治疗效果的有效指标 +)5>1 和已知的在卵
巢上皮细胞癌显示较高表达的 ?;@=A5-5> /，也均在

本研究中得以进一步证实。在本研究中发现的这些

基因可能是卵巢上皮细胞癌特异性的候选癌基因，

值得进一步探讨。

欲获取 &’() 微阵列试验可靠而精确的基因
表达信息，主要依赖于试验组和对照组标本间杂交

有效性的可比度。正常卵巢上皮细胞通常被考虑作

为卵巢癌基因表达研究的参照物，但其来源有限，

故极难获取。本研究选用了由 5"种人类肿瘤细胞
株组成的高质量的总 4()混合物 BC744D 作为对
照物，不光为不同的 &’()微阵列试验基因表达资
料的精确和重复比较性提供了一种共性，同时使基

因表达在不同实验室的 &’() 微阵列试验也具有
可比性。更重要的是，使卵巢肿瘤在 5次试验中有
与更多的其它种类的肿瘤基因表达相比较的机会，

为寻找有别于其它种类肿瘤的特异性的卵巢肿瘤

候选癌靶基因提供了简捷方便的途径。

我们实验室新发展的 4()与冰冻组织微阵列
原位杂交技术，具有一次性获取基因在成百上千种

不同种类的组织内表达信息的优势 -E F 3 /，较传统的

=+4及 (GHIJKHL MNGI方法具有省时、省力和节省开
支的无可比拟的优越性，我们的研究表明该技术用

于验证来自 &’()微阵列试验所发现的癌基因的可
信性，并进一步探索其与临床分期、肿瘤病理分级和

组织学分类的关系，是一种完全可行的研究手段。
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