
收稿日期!!""#$%"$!&
基金项目!’() 国家重点基础研究发展规划资助项目!*%’’’"&&’")"
+,--./01234536708.97:3’()3;7<8=3+=819=13>1<17/=?3@1A1:.-B1903C/.D/7B3
E*%’’’"&&’")F3
作 者 简 介!周 瑾!%’G($"#女#在 读 博 士 研 究 生#研 究 方 向 $生 殖 内 分

泌#电话$"!"$G%G#%’"H

葡萄胎发病新基因 !%" 与滋养细胞肿瘤侵袭相关性研究

周 瑾 %!陈士岭 %!邢福祺 %!庞战军 %!李 冰 !!周问渠 !!付 欣 !!丁彦青 )"南方医科大学南方医院 % 妇产科!) 病

理科!广东 广州 &%"&%&#! 广州医学院中心实验室! 广东 广州 &%"%H!$

摘要! 目的 探讨葡萄胎差异表达新基因 !%" 在不同类型滋养细胞肿瘤中的表达及其与恶性滋养细胞肿瘤侵袭的关

系% 方法 采用原位杂交方法检测 %! 例葡萄胎&G 例侵袭性葡萄胎&H 例绒癌中 I%" 表达情况% 结果 I%" 在全部葡萄

胎 &侵 袭 性 葡 萄 胎 &绒 癌 中 均 呈 阳 性 表 达 #其 在 葡 萄 胎 &侵 袭 性 葡 萄 胎 &绒 癌 中 的 表 达 强 度 递 增 #有 显 著 性 差 异

!"J"K""%"% 结论 !%" 可能与滋养细胞肿瘤的发生及其侵袭行为相关#在侵袭或滋养细胞恶变中起一定作用%

关键词!葡萄胎’绒毛膜癌’滋养层肿瘤’基因表达’原位杂交

中图分类号!>()(K))33333333文献标识码!L33333333文章编号!%"""$!&HHM!""&F"!$"%(%$")

!""#$%&’%() (* ’+, )(-,. +/0&’%0%1(23 3(.4$24.&’40 54)4 !67 8%’9 ’94 %)-:"%-4)4"" (1
’2(;9(<.:"’%= ’>3(2
NOPQRS89%T3UOV63+?8$:89D%T3WX6*3I,$Y8%T3CL6*3N?79$Z,9%T3[X3;89D!T3NOPQ3\19$Y,!T3IQ3W89!T3@X6*3]79$Y89D)
%@1-7/0B1903 .^RP4<010/8<=<R 792R*591=.:.D5T R )@1-7/0B190R .^R C70?.:.D5T R 679^79DRO.<-807:T R +.,0?1/9R_128=7:R
Q98A1/<805TR*,79D‘?.,R&%"&%&TRU?897aR!U190/7:R[74./70./5TR*,79D‘?.,R_128=7:RU.::1D1TR*,79D‘?.,R&%"%H!TRU?897

?<"’2:=’@ A<B,=’%-, b.R <0,25R 0?1R 1c-/1<<8.9<R .^R 0?1R 9.A1:R D191R !%"R 7<<.=87012R d80?R ?5270828^./BR B.:1R 89R 28^^1/190R
0/.-?.4:7<08=R 0,B./<R 792R 1c-:./1R 0?1R /1:708.9R .^R I%"R 1c-/1<<8.9R d80?R 0?1R 89A7<8A191<<R .^R B7:8D9790R 0/.-?.4:7<08=R 0,B./K R
C,’9(D" #$ %&’( ?54/828‘708.9Rd7<R,<12R0.R<0,25R0?1R1c-/1<<8.9R.^RI%"R89R%!R=7<1<R.^R?5270828^./BRB.:1T RGR=7<1<R.^R89A7<8A1R
B.:1TR792RHR=7<1<R.^R=?./8.=7/=89.B7KRE,">.’" !%"RB>6LRd7<R-.<808A1R89R7::R=7<1<R.^R?5270828^./BRB.:1TR89A7<8A1RB.:1TR792R
=?./8.=7/=89.B7T R792R0?1R1c-/1<<8.9R89019<805R<8D98^8=790:5R89=/17<12R89R0?1R./21/R.^R?5270828^./BRB.:1T R89A7<8A1RB.:1R792R
=?./8.=7/=89.B7R M"J"K""%FK RF()$.>"%() b?1R 1c-/1<<8.9R .^R!%"R D191RB75R /1:701R 0.R 0?1R .==,//19=1R 792R 89A7<8A191<<R .^R
0/.-?.4:7<08=R0,B./TRd80?R-.<<84:1R89A.:A1B190R89R0?1R89A7<8.9R./RB7:8D9790R=?79D1<R.^R0/.-?.4:7<08=R=1::<K
G,/ 8(2D"@ ?5270828^./BRB.:1aR=?./8.=7/=89.B7aR0/.-?.4:7<08=R91.-:7<B<aRD191R1c-/1<<8.9aR&$ %&’( ?54/828‘708.9

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

!!%R""" 次妊娠#在爱尔兰葡萄胎发病率为 %!%R’#& 次

妊娠 (%)#我国流行病学调查发现#葡萄胎平均发病率

为 %!%R"’!(!)% 葡萄胎有一定的潜在恶性()e&)% 文献报

道# 北欧葡萄胎恶变率为 !K’Gf# 我国香港地区为

!%K&g# 北 京 协 和 医 院 统 计 !%# 例 葡 胎 的 恶 变 率

%#K&g(G)% 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 =@6L
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 !%"!另文报道"% 本研究对 !%"
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%

%33材料和方法

%K%33标本来源

收集南方医院及广州军区总医院近 %" 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 %! 例&侵袭性葡萄胎 G 例&绒癌 H 例% 患者年龄

!)e&G 岁% 标本均经常规固定#包埋#&3!B 厚连续切

片#准备做原位杂交检测%
%K!33试剂

@X*3>6L3[741:89D37923@101=08.93h80&b(3>6L 聚

合 酶 &@X*$QbC&L908$@X*$LC&;UXCi6;b 均 购 自 德

国 >.=?1 公司#去离子甲酰胺&@19?7/20j<3<.:,08.9 购

自上海申能博彩生物科技有限公司#]17<030$>6L&鲑

鱼精 @6L3购自丹麦 @7k. 公司%
%K) 方法

%K)K%33探针标记 按地高辛 >6L 标记和检测试剂盒

说明进行% 体外转录法将地高辛标记的 QbC 掺入到

!%" 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%
%K)K!33杂交前预处理 石蜡切片常规脱蜡水 化#C;+
漂 洗#&3B89"! 次’%""3BB.:i[ 氨 基 乙 酸 $C;+ 液 漂

洗#&3B89"! 次’"K)gb/80.9$%""3C;+ 液#%&3B89#C;+
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图 !""葡萄胎中 #!$ 表达!原位杂交染色"原放大倍数#!%$$$
!"#$% &%’ ()*+(,,"-. ". /0123"4"5-+6 6-78 &’()*)+,-".,*+)/)0,1)2+34!%$$5

图 644侵蚀性葡萄胎中 #!$ 表达%原位杂交染色"原放大倍数#!6$$&
&"9:; &%< ()*+(,,"-. ". ".=2,"=( 6-7( &’()*)+,-4.,*+)/)0,1)2+34!6$$5

图 744绒癌中 #!$ 表达%原位杂交染色"原放大倍数#!%$$&
&"9$> &%< ()*+(,,"-. ". ?/-+"-?2+?".-62 &’()*)+,-4.,*+)/)0,1)2+34!%$$5

表 !44#!$ 在葡萄胎!侵蚀性葡萄胎及绒癌中细胞滋养

细胞中的表达比较

@2A:% B-6*2+",-. -5 &%< ()*+(,,"-. ". ?03-3+-*/A72,3,
A(3C((. /0123"1"5-+6 6-7(D ".=2,"=( 6-7( 2.1

?/-+"-?2+?".-62

8(29: !
#!;4.<=>

? @ @@ @@@

ABC,1)C)/2(.4.2-D !6 $ !! ! $

E+F,G)FD4.2-D H ; ! % !

IJ2()20,(0)+2., K ; ; ; K

!6L6!M6NHO4"P;Q;;!

漂 洗"N4.)+!6 次 ’6;4"*R.- 蛋 白 酶 S 消 化 "7T4""
7;4.)+’%U多聚甲醛固定"N4.)+’VWX 漂洗"N4.)+!6
次 ’;Q6NU乙 酸 酐 与 !;;4..2-RY 三 乙 醇 胺 混 合 液 "
N4.)+!!6 次(
!Q7Q744预杂交 滴加预杂交液%%;U去离子甲酰胺"!!
ZD+J,(C1 液"!;U葡聚糖"%!XXI&"湿盒内 7T4")!4J(
!Q7Q%44杂交 在上述杂交液内分别加入标记探针"变

性蛙鱼精 Z=>"探针稀释度 !#N;( 滴加杂交液"使每

张切片探针含量约为 !;4+*( 置于 %64"湿盒内"在杂

交炉中杂交 !H4J(
!Q7QN44杂交后预处理 系列 XXI 漂洗’VWX 漂洗 !4.)+!7
次’加入抗地高辛抗体!!3N;;&的 W9//D(#液室温孵育

64J"加入 =W[RWIEV 的 W9//D($液避光显色 7;\H;4.)+’
W9//D(%终止显色"系列乙醇脱水)透明)中性树胶封片(
!Q%44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"#(2.])1^ 评

分法 *T+即 ; 分#无阳性染色或阳性细胞 P6NU’! 分#
胞质) 胞膜淡蓝紫色或阳性细胞 6NU\N;U’6 分#胞

质)胞膜蓝紫色或阳性细胞 6NU\N;U’7 分#胞质)胞

膜深蓝紫色或阳性细胞 _TNU(另一种评分方法"即 ;
分 为 阴 性 %?&’!\6 分 为 弱 阳 性 %@&’7\% 分 为 阳 性

%@@&’N\H 分为强阳性%@@@&( 两种标准评分相加为

最后得分(
!MN44统计学处理

采用 XVXX!;M; 软件"S(9G‘,-?a,--)G 方法进行统

计分析(

644结果

葡萄胎中 #!; 表达在细胞滋养细胞的胞质中"呈

紫蓝色%图 !&"阳 性 率 !;;U"其 中 多 为 弱 阳 性 表 达

%!!R!6&"仅 ! 例为中等强度阳性表达( 侵蚀性葡萄胎

中 #!; 在侵入肌层的滋养细胞胞质均为阳性表达%图

6&" 其中中等强度阳性表达占 HHMHTU%%RH&" 另有 !
例弱阳 性)! 例 强 阳 性 表 达( 绒 癌 标 本 中 滋 养 细 胞

#!; 均为强阳性表达"胞质蓝紫色"染色较深%图 7&(
由表 ! 可见"#!; 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;M;;!&(

ZZ6II! II7

744讨论

葡萄胎病因目前尚不清楚( A,b)b),+*K+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 7KK 个细胞染色体出现 !!7 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*c+( 癌基因
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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#!#&!!$( 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#!:&!H$( 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 %!#( 本

研究观察了葡萄胎差异表达新基因 %!# 在妊娠滋养

细胞疾病中的表达情况&对 %!# 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 ‘!#
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!&c#6##!"(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 $d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#!$$(葡萄胎

差异表达新基因 %!# 在葡萄胎%侵蚀性葡萄胎%绒癌

中阳性表达依次增强&表明 ‘!# 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 UVb 等 方 法 检 测

‘!# 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 %!# 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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