
葡萄胎发病新基因F10与滋养细胞肿瘤侵袭相关性研究  

    葡萄胎是一种与妊娠有关的疾病，其发生率在不同国家和地区差异较大。在日本葡萄胎的发病率为2∶1 

000次妊娠，在爱尔兰葡萄胎发病率为1∶1 945次妊娠[1]，我国流行病学调查发现，葡萄胎平均发病率为1∶

1 092[2]。葡萄胎有一定的潜在恶性[3][4][5]。文献报道，北欧葡萄胎恶变率为2.96%，我国香港地区为

21.5%，北京协和医院统计214例葡胎的恶变率14.5%[6]。构成葡萄胎的妊娠滋养细胞，尤其是细胞滋养细胞

恶性转化机制目前仍不明确。为了进一步寻找葡萄胎发病基因，我们在正常早孕绒毛膜组织与葡萄胎组织之间

进行抑制性消减杂交，获得消减cDNA文库，从中分离鉴定出一种功能未明的新基因，暂按照工作序列号命名

为F10(另文报道)。本研究对F10在滋养细胞肿瘤中表达情况及其在滋养细胞肿瘤侵袭过程中作用进行初步分

析。 

    

1  材料和方法 

    1.1  标本来源 

    收集南方医院及广州军区总医院近10年内病理标本的存档蜡块(所有患者术前均未行化疗)，其中葡萄胎

12例、侵袭性葡萄胎6例、绒癌8例。患者年龄23~56岁。标本均经常规固定，包埋，5 μm厚连续切片，准备做

原位杂交检测。 

    1.2  试剂 

    DIG RNA Labeling and Detection Kit、T
7
 RNA聚合酶、DIG-UTP、Anti-DIG-AP、BCIP/NBT均购自

德国Roche公司，去离子甲酰胺、Denhardt's solution购自上海申能博彩生物科技有限公司，Yeast t-

RNA、鲑鱼精DNA 购自丹麦Dako公司。 

    1.3方法 

    1.3.1  探针标记   按地高辛RNA标记和检测试剂盒说明进行。体外转录法将地高辛标记的UTP掺入到

F10新基因探针上，最后对所标记的探针按梯度浓度进行稀释，点膜后固定、显色，检测探针效果。 

    1.3.2  杂交前预处理   石蜡切片常规脱蜡水化，PBS漂洗，5 min×2次；100 mmol/L氨基乙酸-PBS液

漂洗，5 min×2次；0.3%Triton-100 PBS液，15 min，PBS漂洗，5 min×2次；20 μg/ml蛋白酶K消化，37 

℃，30 min；4%多聚甲醛固定，5 min；PBS漂洗，5 min×2次；0.25%乙酸酐与100 mmol/L三乙醇胺混合

液，5 min ×2次。 

    1.3.3  预杂交   滴加预杂交液(40%去离子甲酰胺，1×Denhardt液，10%葡聚糖，4×SSC)，湿盒内37 

℃、1 h。 

    1.3.4  杂交   在上述杂交液内分别加入标记探针，变性蛙鱼精DNA，探针稀释度1∶50。滴加杂交液，

使每张切片探针含量约为10 ng。置于42 ℃湿盒内，在杂交炉中杂交16 h。 

    1.3.5  杂交后预处理   系列SSC漂洗；PBS漂洗1 min×3次；加入抗地高辛抗体(1:500)的BufferⅠ液

室温孵育2 h，加入NBT/BCIP的BufferⅡ液避光显色30~60 min；BufferⅢ终止显色，系列乙醇脱水、透
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明、中性树胶封片。 

    1.4  结果判定及统计学处理 

    原位杂交阳性物质呈蓝紫色的细颗粒状，阳性信号位于胞质和胞膜上。采用两种评分法，Fromwitz评分

法[7]即0分：无阳性染色或阳性细胞<25%；1分：胞质、胞膜淡蓝紫色或阳性细胞25%~50%；2分：胞质、胞

膜蓝紫色或阳性细胞25%~50%；3分：胞质、胞膜深蓝紫色或阳性细胞>75%。另一种评分方法，即0分为阴性(-

)；1~2分为弱阳性(+)；3~4分为阳性(++)；5~6分为强阳性(+++)。两种标准评分相加为最后得分。 

    1.5  统计学处理 

    采用SPSS10.0软件，Kruskal-Wallis方法进行统计分析。 

    

2  结果 

    葡萄胎中F10表达在细胞滋养细胞的胞质中，呈紫蓝色(图1)，阳性率100%，其中多为弱阳性表达

(11/12)，仅1例为中等强度阳性表达。侵蚀性葡萄胎中F10在侵入肌层的滋养细胞胞质均为阳性表达(图2)，

其中中等强度阳性表达占66.67%(4/6)，另有1例弱阳性、1例强阳性表达。绒癌标本中滋养细胞F10均为强阳

性表达，胞质蓝紫色，染色较深(图3)。由表1可见，F10在葡萄胎、侵蚀性葡萄胎、绒癌中全部呈阳性表达，

且阳性表达有依次递增的趋势(P<0.001)。 

    图1  葡萄胎中F10表达(原位杂交染色，原放大倍数：×400) 
    Fig.1 F10 expression in hydatidiform mole (Original magnification: ×400) 

    图2  侵蚀性葡萄胎中F10表达(原位杂交染色，原放大倍数：×200) 
    Fig.2  F10 expression in invasive mole (Original magnification: ×200) 



    图3  绒癌中F10表达(原位杂交染色，原放大倍数：×400) 
    Fig.3  F10 expression in choriocarcinoma (Original magnification: ×400) 

    

3  讨论 

    葡萄胎病因目前尚不清楚。Habibian[8]研究表明葡萄胎来源的细胞滋养细胞比正常胎盘滋养细胞的染色

体易断裂，于388个细胞染色体出现113个易断裂点，这些位点分别与癌基因、其他肿瘤的易断裂位点及绒癌

株的易断裂位点符合，提示葡萄胎滋养细胞遗传学的不稳定性可能与葡萄胎基因组中存在遗传易感基因有关。

目前国内外仍未获得葡萄胎特异的易感基因，而活化的癌基因引起细胞恶性转化机制一般认为表现在两个方

面：其一是点突变引起癌基因产物表达量的增加，其二是癌基因的过度表达[9]。癌基因的过表达破坏调节正

常细胞生长、发育和凋亡的程序，导致细胞异常增殖、分化不良，形成肿瘤。妊娠滋养细胞疾病均来源于胚胎

滋养细胞，包括葡萄胎、侵蚀性葡萄胎和绒毛膜癌。良性葡萄胎局限于子宫腔内，侵蚀性葡萄胎与绒毛膜癌均

能侵蚀子宫肌层或转移至其他器官，表现为恶性行为。从干细胞滋养细胞侵入子宫内膜，到细胞滋养细胞增殖

分化为合体滋养细胞，再形成绒毛及胎盘的过程中，众多基因参与调控[10][11]。肿瘤的发生发展、转移通

常源于癌基因或抑癌基因的异常变化。最近越来越多的证据表明某些基因参与抑制或者促进肿瘤转移[12]

[13]。为明确葡萄胎基因学病变机制，前期我们从基因克隆方面入手，在正常早孕绒毛膜组织与葡萄胎组织

之间进行抑制性消减杂交，分离鉴定出一种功能未明的新基因F10。本研究观察了葡萄胎差异表达新基因F10



在妊娠滋养细胞疾病中的表达情况，对F10在葡萄胎、侵蚀性葡萄胎、绒毛膜癌中的表达进行了比较，结果显

示F10在葡萄胎、侵蚀性葡萄胎、绒癌中均阳性表达，且依次显著增强(P<0.001)。葡萄胎属于良性绒毛病

变。侵蚀性葡萄胎继发于葡萄胎之后，具有恶性肿瘤行为，多数仅造成局部侵犯，仅4%患者并发远处转移。

绒毛膜癌是一种继发于正常或异常妊娠之后的滋养细胞肿瘤，恶性程度极高，早期可发生远处转移[14]。葡

萄胎差异表达新基因F10在葡萄胎、侵蚀性葡萄胎、绒癌中阳性表达依次增强，表明F10与滋养细胞侵袭行为

可能有关。由于其他恶性肿瘤具有浸润、转移特性，目前我们通过原位杂交、荧光定量PCR等方法检测F10在

其他不同恶性肿瘤组织表达，已获得初步结果(另文发表)。同时着手进一步通过基因沉默技术等，以了解葡

萄胎差异表达新基因F10对肿瘤细胞生长的影响，及其在肿瘤细胞浸润、转移中的作用。 
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