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摘 要 : 了解发育调控基因 八群 5在膀胧肿瘤中的表达
,

探讨其在膀胧肿瘤发生发展中的作用
.

采用逆转

录 P CR ( RT
一

代R ) 和 肠
u
ht

e m 杂交方法检测 13 例膀胧移行细胞癌 ( CT )C 组织
、

4 例癌旁组织
、

3 例正常组

织和 3 种癌细胞系 (膀胧移行细胞癌
、

结肠腺癌
、

肺癌 ) 中 八“ 5 n l
RNA 的表达

.

结果显示
,

3 种瘤细胞系

中均有 几以 5 m B N A 表达 ; 13 例膀胧肿瘤组织和 4 例癌旁组织中 尸哪 s l l l RN A 阳性表达分别为 10 例和 3 例
,

阳性率为 77 % 和 75 %
.

3 例正常组织中仅有 l 例检出 只工不 S
l n RNA 表达

.

八群 5 基因在膀胧肿瘤组织中的表达

提示 只双 5 调控通路可能在膀胧肿瘤发生发展中具有重要作用
.
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个体发育是基因表达在时空上严格调控
,

细胞有序增殖
、

分化的过程
,

肿瘤发生则被认为

是这一有序过程的逆转
.

研究证实
,

发育调控基

因 只群 基因家族的异常表达与多种肿瘤的发生

发展有关
,

如多形性恶性胶质瘤
、

成神经管细胞

瘤
、

非何杰金 氏淋巴瘤 ( 八峨 5 )
、

肾癌 仔 b
:
2 )

、

W ib l犯
’

瘤 ( 八玖 2 和 8)
、

横纹肌肉瘤 ( 八谈 3 和

7) 等〔’ 〕
.

为探讨 产、 沉 基因家族与膀胧肿瘤发生

发展的关系
,

本实验采用 RT
一

代R 和 so u ht e m 杂

交方法检测了 只从 s n识NL A 在膀肤移行细 胞癌

(代 C ) 组织及细胞系中的表达
.

1 材料和方法

1
.

1 细胞系和组织标本

膀胧移行细胞癌细胞系 长 4
、

结肠腺癌细胞

系 SW 4 8 0 和肺癌细胞系 SR汰 1 均购自武汉中国

典型培养物保藏中心
,

于补充 尸 = 10 % CF S 的

DM EM 培养基中常规方法传代培养
.

膀胧组织新鲜标本来自云南省肿瘤医院泌尿

外科经病理确诊手术标本
.

膀胧移行细胞癌 13

例
,

UI CC 分期
:

1T 4 例
、

竹
一
竹 9 例 ; WHO 分

级
:

1G 5 例
、

G 2 5 例
、

3G 3 例
.

相应癌旁组织

取自竹
一
竹 期 CT C 个体

.

正常膀胧组织 1 例来

自前列腺炎手术标本
,

2 例来自意外死亡个体
.

标本离体后迅速置人液氮中保存
.

1
.

2 RT
一

CP R 检测 只议 5 m R NA 的衰达

冻存组织 于液氮中研磨成粉末
,

用 irT P l l此

提取液 ( B M 公司 ) 提取组织总 NR A
.

细胞培养

物弃尽培养基后直接加人提取液进行总 RN A 提

取
.

取 2 一 3 雌总 RNA 于 10 汕 逆转录体系 (含

1 x bt迁er r ,

1 n nU o l / L dNI
,

p
,

25 p lr 幻 l 随机 9 聚体
,

12 un i t NR as i n ,

l X() un it M MVL ) 中 3 7 ℃逆转录

印
一
叨 而 n

.

95 ℃ s
imn 灭活逆转录酶

,

取 2 匹

cD N A 产物进行 cP R 扩增
.

八“ 5 引物 z[] : 正义

链 ( 5
’ 一 吸泥A GG A J 陀AA TC AG C I叹名

一 3
’

)
、

反义

链 ( 5
, 一 A GGA皿汇C GC TG A双石A GTAC 一 3

,

)
.

内对

照 C A P DH 基因引物
: 正义链 ( 5

, 一 C以GC CGA GC
-

C A CA TC以汀C 一 3
’

)
、

反 义链 ( 5
’ 一 A TG AGC C

-

CCA GC 已叮CT CCA T 一 3
,

)
.

CP R 扩增条件
: 95 ℃预

变性 3 而 n ,

循环条件
:

94 ℃ 40
5 ,

50
一
印 ℃ 1

而 n ,

72 ℃ 1而 n ,

so
一

4D 个循环后
,

72 ℃延伸 7

而 n
.

设不加逆转录产物的 CP R 体系和不经逆转

录反应的 NR A
一

代R 体系为阴性对照
,

同时扩增

各样本的管家基因 GAP DH 作内对照以确定 NR A

模板的完整和逆转录过程的有效性
.

CP R 产物经
二 = 1

.

0 %琼脂糖凝胶电泳检测
.

1
.

3 测序和 阮
u ht e m 杂交

从凝胶中回收 RT
一

CP R 产物
,

连接 T 载体
,

转化 XL I
一

B LUE 大肠杆菌
,

提取质粒测序分析
.

证实 RT
一

代R 产物为 R战 5 c DNA 片段后
,

分别用

,
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:
发育调控基因 几比 S lnl 州A 在膀脱癌中的表达及意义

和横纹肌肉瘤 (阮 3 和 7) 等 l[]
.

八跳 基因家族的第 111 类 ( e l哪 111 ) 成员—尸以 2
,

八玫 5 和 于七之 8
,

由于在有丝分裂高度活跃

的未分化细胞中表达
,

尤被认为是候选原癌基

因 f j ,
.

最令人感兴趣的是
,

在人类星形细胞瘤的

研究中
,

P Ax s
、

P月。 和 P Ax s 等被发现是 户 3

基因的上游调控者
,

对 p 53 基因的转录具有直接

调控作用
.

PAXS 等蛋白的配对结构域可 以与
p 53 基因启动子特异结合

,

抑制 p 53 基因转录和

依赖于 巧 3 蛋白的下游反式调控途径困
.

鉴于

5P 3基因在细胞周期调控
、

细胞凋亡等诸多代谢

途径中发挥关键作用
,

只欢 5 等基因的表达及其

相关调控通路与肿瘤发生发展的关系也变得十分

令人关注
.

已有研究表明
,

几以 5 基因在恶性胶质瘤 v[]
、

淋巴瘤 [g 〕和成神经管细胞瘤阁中表达失调
,

并且

与分化程度相关
.

本研究发现
,

产七比 5 基因在膀

胧移行细胞癌组织中呈高频率表达
,

阳性表达率

达 77 %
,

与 A d s ll ae d 等的结果相符 2[]
.

由于检测

样本数量有限
,

本研究结果未显示 八砚 5 基因表

达与病理分期
、

分级有关
.

在癌前细胞或癌细胞

中
,

八谈 5 基因的活化可能使 p 53 等抑癌基因的

转录受到抑制
,

细胞获得生长优势
,

保持分裂活

跃
,

最终促成肿瘤发生或恶性进展
.

除膀耽癌组

织和细胞系外
,

本研究还在结肠腺癌和肺癌细胞

系中检测到 八找 5 11讯N A 的表达
,

暗示转录 因子

PA欠5 的表达及其调控通路可能是多种肿瘤发生

发展的公共途径
.

本研究在 3 例高分期 代C 癌

旁组织中检测到 只洲 5 m R NA 的表达
,

验证了膀

胧癌是区域性癌变 ( if el d 。

acn
e n z a t ion )的假说

.

此

外
,

用 RT
一

CP R 方法在一例正常膀胧组织中检测

到 八双 s n泪NL A 的表达
,

表明正常膀耽组织中也可

能存在 只群 5 基 因较低水平的本底表达
.

免疫组

化和原位杂交研究将为 八“ 5 基因在膀胧肿瘤和

正常组织中的表达提供进一步的实验证据
.

探索 产坛比 5 基因在肿瘤发生发展 中的表达特

性和调控通路具有十分重要的意义
,

不仅可以促

进对肿瘤发生发展分子机制的深人了解
,

而且在

利用 八u s 基因表达产物作为潜在肿瘤标志和基

因治疗靶位的应用方面也具有潜在价值
.
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