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摘 要：【目的】分析食管癌 $号染色体长臂上 $’"(# !)’"(# "区域的杂合性丢失，为食管癌候选抑癌基因
定位缩小范围。【方法】用 *+,银染技术，检测 $% 例配对食管鳞状细胞癌标本 & 个微卫星标记的杂合性丢失情
况。【结果】在检测的微卫星标记中，-$./0! 和 -$.$1" 杂合性丢失率高达 /02和 /!2。【结论】-$./0! 和

-$.$1" 附近可能存在食管癌的候选抑癌基因。
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食管癌是人类常见的恶性肿瘤之一，位居肿瘤

死因的第 / 位 （全球第 & 位）。比较基因组杂交
4 +C@5 的研究结果提示，食管癌存在非随机的
-B3拷贝数异常，染色体扩增的区域包括 !’，"’，
(’，$D，0D，0’，g’，!!’，!"D，!"’，!/’，!0’，"%’
和 8’，而染色体缺失的区域位于 !D，(D，/D，$’，

gD，1D，1’，!!’，!(’，!&D，!0D，!g’，!1D和 !1’
b! e。上述染色体缺失的区域可能含有食管癌的抑制

基因，通过检测该区域中频繁出现杂合性丢失的位

点，能够为食管癌候选抑癌基因定位缩小范围。目

前已经广泛开展了食管癌 (D，1D，1’，!(’和 !0D
等多条染色体缺失区域的研究 b ")/ e。虽然多项比较

·基础研究·
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表 # 微卫星标记的特征

$%&’( # )*%+%,-(+./-.,/ 01 2.,+0/%-(’’.-( 2%+3(+/

基因组杂交的研究结果都表明食管癌 45存在明显
的染色体缺失区域 6 478 9，然而对食管癌中 45的杂合
性丢失研究还较少。:;等 6 < 9对中国食管癌高危人

群进行基因组扫描，结果表明 45区域微卫星杂合
性丢失频率较高的位点主要集中于 45#=75>#。我
们最近研究发现食管鳞状细胞癌 45!>? #75!>? !区
域存在一个微小缺失区域，位于 @4A#><= 和
@4A#4B4 之间，大小为 !8! 3&6" 9。本研究继续在该

区域内选取 C个微卫星标记进行杂合性丢失研究，
希望能更精确地定位该区域可能存在的抑癌基因。

# 材料和方法

#? # 材 料
4B对食管癌配对标本来自中国医学科学院附

属肿瘤医院，手术切取患者的食管癌组织和癌旁组

织，D 8B E冻存，标本进行食管癌病理检查均为原
发性食管鳞状细胞癌。其中男性 >8例，女性 #>例，

年龄 == F <B岁。分别记取患者的 $分期，组织学分
级以及有无淋巴结转移等临床病理参数。

#? ! !"#提取
常规加蛋白酶 G 消化，等体积酚 7 氯仿抽提

后，溶于 4B !H $I，= E保存备用。
#? > $%&

!B !H J)K反应体系中加入 J)K模板（基因组
@LM）4B NO，P$L$混合物 （#? !4 220’ Q H PR$J，
PM$J， P$$J， P)$JS， #B 220’ Q H $+./7:)’ T U:
<? > S V #? 4 220’ Q H WO)’!V 上下游引物各 #B U20’V
B? 4 X 的 !"# @LM聚合酶（德国宝灵曼公司），J)K
扩增条件为起始 "= E变性 4 2.NV "= E变性 >B /，
4! E F C! E退火 >B /V 8! E CB /反应 >B个循环，
最后 8! E延伸 4 2.NV = E保存。微卫星多态标记
资料通过基因数据库（R@YZ *--U Q Q [[[? OP&? ,02S
获得 T表 # S，引物序列由上海 A%NO0N生物工程公司
合成。

#? = 聚丙烯酰胺凝胶电泳
取 ! !H J)K反应产物与 > !H加样缓冲液（"8

O Q H去离子甲酰胺，!B 20’ Q H I@$MV B? B4 O Q H溴
酚蓝，B? B4 O Q H二甲苯青蓝 \\）混合，混合物 "4 E
变性 #B 2.N后立即置于冰上，上样于 8B O Q H变性
聚丙烯酰胺凝胶电泳（含 < 220’ Q H尿素）电泳，硝
酸银染色，观察结果。

#? 4 杂合性丢失评价
如果某个体在某个微卫星标记的 # 对 J)K产

物长度相同，则记为纯合子。某个微卫星标记出现

长度不同的 #对 J)K产物，在变性聚丙烯酰胺凝
胶上可以分离开来，该个体对于该微卫星标记而言

即为信息个体。患有肿瘤的信息个体，与配对的正

常 @LM相比，只要肿瘤 @LM的 #个等位基因主带
减弱 4B]或 4B]以上，即表明此肿瘤组织在该微

卫星标记处发生了杂合性丢失。微卫星标记发生杂

合性丢失的肿瘤例数除以该标记的信息个体例数，

记为该标记的杂合性丢失频率。

#? C 统计分析
微卫星标记的杂合性丢失情况与食管癌临床

病理参数之间的关系，用卡方检验进行统计分析。

如检验所得的 $值 ^ B? B4，即认为差异有显著的
统计学意义。

! 结 果

!? # 微卫星标记的杂合性丢失结果
我们首先对每个微卫星标记都进行了小样本

（#C F #<例）的研究，当杂合性丢失 T H_:S !!B]
时，则继续扩大样本量检测该微卫星标记杂合性丢
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失情况；当 +,- . !/0时，即放弃该微卫星标记的
继续分析。在小样本研究中，只有 1%2*3( 和
1%2%"! 的 +,-!!/0 ，于是我们将 1%2*3( 和
1%2%"!的样本量扩大至 %/例。1%2*3(和 1%2%"!
的杂合度分别为 #*0 （(3 4 %/）和 350 （#3 4 %/）。
1%2*3( 和 1%2%"! 的杂合性丢失率分别为 *30
（6 4 (3）和 *(0（(% 4 #3）7表 ! 8，二者同时存在杂合
性丢失的病例数为 *例。1%2(*!6和 1%2%/#的杂
合度为 /，而 1%2*/*和 1%25#"的杂合性丢失率分
别为 (30和 /。典型的 +,-和杂合子保留图像见
图 (图 !。

# 讨 论

根据比较基因组杂交 （9:-）的研究结果确定
染色体上高频率的缺失片段，能够初步确定肿瘤相

关基因（抑癌基因）在染色体上的大致区域。然后利

用散布于各条染色体上的分子标记 7如微卫星标
记 8，用 ;9<结合电泳技术检测各分子标记的杂合
性丢失情况，确定其高发频率区，从而确定肿瘤相

关基因的染色体定位。利用这一方法已成功地克隆

了几个抑癌基因，如乳腺癌中第一个被证实和克隆

的抑癌基因 =<9>(?(/ @。

在对 %&上肿瘤抑癌基因的寻找过程中，曾有
研究提示 >;9 和 A99 可能是食管癌的抑癌基

因。>;9和 A99基因均定位于 %&!()!!，是已经克
隆的大肠癌相关基因。然而对 >;9 和 A99 基因
测序结果表明，食管癌中虽然存在突变，但频率

很低 ? ((，(! @。这一现象表明 >;9 4 A99可能与食管癌
关系并不密切。然而，>;9 和 A99 基因所在的
%&!()&!!区域在食管癌中经常发生丢失 ? (( @，提示

该区域附近可能存在另外的食管癌抑癌基因。除了

>;9和 A99外，还曾有对 A2-# 和 B<C)(基因的
研究报道 ? (#，(* @。但到目前为止，还没有在 %&上克隆
出食管癌的抑癌基因。我们前面的研究结果表明，

食管癌 %&!#’ ()&!#’ ! 存在一个微小缺失区 ? " @。本

研究继续在该区域内选取 5 个微卫星标记进行杂
合性丢失研究，发现 1%2*3(和 1%2%"! 杂合性丢
失率高达 *30和 *(0。这两个微卫星标记相距仅

表 ! 食管鳞状细胞癌 1%2*3( 和 1%2%"! 杂合性丢失情况

DEFGH ! ;EIIHJK LM 1%2*3( EKN 1%2%"! EGIHJEIOLK OK HPLQR)
ESHEG P&TEULTP VHGG VEJVOKLUEP ! 70 8

W X KLI OKMLJUEIOYHZ [ X NEIE KLI EYEOGEFGH

!’ ! !"#$%&、!"#"’( 杂合性丢失与临床资料的
关系

1%2*3(和 1%2%"!的杂合性丢失与 D分期、组

织学分级、淋巴结转移、性别均无关系 （"值均\
/’ /%，表 #）。
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表 # 1%2*3( 和 1%2%"! 的杂合性丢失率与食管癌临床病理参数的关系
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图 ( 典型的食管癌杂合子保留图像

)*+, ( -./0.1.2343*5. 466.6*7 0.3.23*82

aX KLJUEG IOPPTHPZ DX ITULJ IOPPTHP

图 & 典型的食管癌杂合性丢失图像

)*+, & -./0.1.2343*5. 0.19631 8: ;<=
aX KLJUEG IOPPTHPZ DX ITULJ IOPPTHP
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&’ ()，该研究结果提示 *&+#,-和 *&+&"!附近很
可能存在食管癌的候选抑制基因。

本研究同时发现，除 *&+&"!以外，中国人群
该组微卫星标记的杂合度明显低于西方人群，推测

可能与人种的差异有关。
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（编辑 黄小延）
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