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E B 病 毒基 因在 鼻 咽 癌 组 织

转 录 表 达 的研 究
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提 要 本研究在转录水平
_

l:
,

利用转录载 体 P G EM
一 2 与 两 种 E B 病 毒 基 因 片 段 ( LM P 和

F B E R
一 1 ) 分别构建重组质粒

,

以 S P 6
和 T ? R N A 聚合酶合 成含有

3 ` S 标记的单链 反 义 R N A ( A n t卜

se sn
e R N A 或 c R N A ) 和正 义 R N A ( se sn

e R N A )
,

并分别与经病理确诊的鼻咽癌组织 40 例进行组织

原位杂交
,

结果显示与40 例鼻咽癌组织原位杂交后
,

LM P 单链反义 R N A 有 36 例呈 阳性
,

其阳性率为

90 %
; E B E R

一 1反义 R N A 4 0例均呈 阳性
,

阳性率为 1 00 % ; 两种基因片段的单链正义R N A均为阴性
。

关键词 鼻咽癌 ; E B 病毒 ; 基因表达
;
转录载体

;
R N A 探针 ; 原位杂交

中图号 R 7 3 0 ; R 2 3 1
·

3

己有较多的报道表明人鼻咽癌 的 发 生 与

E B 病毒密切相关
〔 `一 6 ’ ,

本项研究在转录 水 平

上
,

利用转录载体 P G E M 一 2与两种 E B病毒基 因

片段 ( L M P 和 E B E--R 1) 分别构建重组质粒
,

以

s P `
和 T 7

R N A 聚合酶合成含有
3 5
5 标记 的 单

链反 义 RN A ( A n t i s e n s e R N A 或
c RN A ) 和正

义 R N A ( eS sn e R N A )
,

并分别与经病理确诊的

鼻咽癌活检组织进行原位杂交
。

拟进一步了解

毋咽癌的发生与 E B 病毒的相关性
,

并为鼻咽

癌的诊断及致癌机理研究提供有意义的资料
。

材 朴 和 方 法

探针制备 用转录载体 P G E M一 2 与 E B病

毒基因片段 E B E R 一 1 和 L M P 分别构建重组质

粒
,

以 S P
6

和 T ,
R N A 聚合酶合成含有

3 5
5 标

记的单链反 义 R N A ( A n t i s e n s e 或
c R N A )

,

和

正义 R N A ( S e n s e R N A )转录反应按 H a p e r 等
〔’ 〕

和 J Oh nS O n 等
〔日 , , ’
叙述的方法和 步 骤 稍 加 修

改
。

组织制备 鼻咽癌组织来自病理确诊的门

诊鼻咽活检组织
,

每例约 0
.

5 cm 直径组织块
,

实验时将组织块分别置于己硅烷化试管中
,

加

入下列溶液进行固定
:
o

.

s m l4 %聚甲醛0/
.

1%

脱氧胆酸 /三硝基甲苯 ( rT iot n 一 x l 。。 ) ,

置室温

1 5m i n ,

移去管中溶液
,

分别加入 0
.

s m l BP S M

(用BP S + 5 m m o l / L M s C I
Z
)置室温孵育 1 0m i n

,

移去管中溶液
,

每管分别加入 O
.

s m l O
.

Zm ol / L

T r i S一 H C I
,

p H 7
.

5 / 0
.

1 m o l / L 甘 氨 酸 ( 用

D E P C 水配成 ) 置室温 3 0 m i n 。

组织原位杂交 先移去上述各 管 所 有 溶

液
,

每管分别加入 50 川 1 00 %去离子甲酞胺
、

12

拼1 s m o l / L N a C I
、

1 0 件1 1 0 火 T E P H 7
。

5
、
1 0 卜l

1 0%DS S
、
z 卜1 i m o l / L D T T ( d i t h i o t h er i t o l )

,

1
.

7 林1 1 5 m g /m l E
.

C O l i
·

t RN A
、

i 卜1 10 0 火

D e n h a r d t
,

s
溶液

, 1 0 林9 p E G 8 0 0
, 3 5 5 标 R N A

探 针 2 又 z o 6 e Pm
,

加 D E p C 水 至 1 0 0 林1
,

混

匀于 50 ℃水浴孵育过夜
,

然后用下列溶液洗去

未杂交的 R N A 探针
,

各管加入 0
.

3 m l P B SM

混匀后移去各管溶 液
,

加入 0
.

s m l P B S M 于

室温 5 m in
,

重复两次
。

移去各管溶液
。

各管加

入 0
.

5 m l 2 X SS C / 5 0% 甲酞胺 / 1 0 om l / L D T T /

.0 05 %三硝基 甲苯
,

于 37 ℃ 水 浴 30 m in
。

移
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去各管溶液
,

用 70 %
、

80 %
、

95 % 乙醇依次 脱

水
,

石蜡包埋切片
,

脱蜡
。

放射自显影 将 已脱蜡
、

干燥 的 切 片 用

OK d a k N T B
:

核乳胶和 0
.

6 m o l / L醋酸按
,

于 4 0℃

水浴中配成 1
: 1 液体

,

浸片
,

取出于室 温 中

干燥
,

收集装入黑盒中 4℃曝光 3 d一 1 4 d
,

用

K O D A K D 19 显影和定影液定影
。

干 燥 后 用

G ie m sa 染色置于光镜下观察细胞 的 银 粒
,

每

个细胞有 5 个银粒以上为阳性
。

结 果

本研究用 R N A一 R N A 组织原位 杂 交
.

研

究 E B 病毒基因在鼻咽癌组织转录 水 平 的 表

达
,

两种基因片段 ( L M P 和 E B E R 一1 )的转录产

物反义 R N A 分别与 40 例鼻咽癌组织 杂 交
,

结果 LM P 有 36 例为阳性
,

阳性 率 为 90 %
,

E B E R I 有 40 例阳性
,

阳性率 为 10 0% ( 见附

表
,

图 1
、

2 )
,

两种基因片段的转录产物正

义 R N A 与鼻咽癌组织杂交均为阴性 (见附表
、

图 3
、

图 4 )
。

附表 E B病毒基因转录产物R N A探针

与鼻咽癌组织原位杂交结果
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多

1 4 ( 3 )

( E B 病毒基因组 阳性 ) 转染正常 R at 一 1 细胞可

使其发生恶性变
。

在 转化 细胞 的 D N A 中用

oS u ht er n 分子杂交法证明有 E B 病毒 的 D N A

片段存在
〔 ’ ` , ,

但从转录水平去研究 E B 病 毒基

因在鼻咽癌组织中的表达
,

国内尚未 见 有 报

道
。

本项研究报告 E B 病毒基因在鼻咽癌组 织

中有转录的表达
。

不同的 E B 病毒基 因片段 在

40 例鼻咽癌组织中表达的阳性率 不 同
, L M P

基因为 90 %
,
E B E玲 1 基因为 1 00 %

。

本 项 研

究结果进一步证明鼻咽低分化鳞癌 的 发 生 与

E B 病毒有密切相关
,

E B 病毒作为鼻咽癌致癌

因素之一是很有可能的
,

从而为鼻咽癌的诊 断

和致癌机理提供有意义的资料
。

另一方面
。

本 实

验采用 R N A 探针进行组织块原位杂交
,

比 以

往用 D N A 探针进行原位杂交 的方 法 更 为 准

确
,

特异性更高
。

忘
“ ( 本文图见插页 2 )

基因片段
鼻咽癌

例 数

结 果

阳性
阳性率
( % )

A n t i s e n s e 4 0 3 6 0 0

L M P

S e n S C

A n t i s e n s e

4 0

凌O

E B E R 一 1

S e n 吕e 4 0 0

讨 论

国内外研究已提示 E B 病毒感染与鼻咽癌

的发生密切相关
汇̀ 一 ` ’ ; E B 病毒可在体外 感 染

并转化 B 淋 巴细胞
,

使其形成永生化细胞株
,

在所有鼻咽低分化鳞癌的癌组 织 中
,

可 找 到

E B 病毒的 D N A 〔 ` ” ’
和 E B 病毒核抗原 ( E B N A )

` ” ’ ,

有
一

些癌组织中也可发现 LM P 抗原
,

在有的

鼻咽癌上皮细胞株及裸鼠移植癌中可 找 到 E B

病毒的 D N A
,

用人鼻咽癌活 检 组 织 的 D N A
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