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【摘( 要】目的：检测食管癌组织中 LJOE$ 2R[\ 的表达和

启动子区甲基化异常, 方法：食管癌标本及相应正常食管黏

膜组织 ’$ 例, 原位杂交法检测 LJOE$ 2R[\ 的表达，甲基化

特异 QHR（JOQ）法检测错配修复基因 LJOE$ 启动子区甲基

化, 结果：食管癌组织中 LJOE$ 2R[\ 阳性表达率为)+, &T ，

正常组织为 0), )T（4 U ", "*）, LJOE$ 2R[\ 阳性表达率与

食管癌患者年龄、性别、肿瘤大小、肿瘤位置、病理类型、组织

学分级、淋巴结转移、浸润深度等均无关（4 W ", "*）, 食管癌

组织中 LJOE$ 启动子区甲基化发生率为 ’), )T ，正常食管黏

膜组织未发现甲基化，$ 组甲基化阳性率相比较差异有统计

学意义（4 U ", "!）；高龄患者（!%" 岁）癌组织中 LJOE$ 启动

子区甲基化发生率（0*, %T ）明显高于较低龄患者（ U %" 岁）

（$", "T ）（4 U ", "*）；病理组织学!，"级食管癌组织中 LJ#
OE$ 启动子区甲基化发生率（%", "T ）高于#，$级（!0, $T ）

（4 U ", "*）, 食管癌组织中 LJOE$ 2R[\ 阳性组启动子区甲

基化 的 发 生 率（!’, ’T ）低 于 LJOE$ 2R[\ 表 达 阴 性 组

（*’, "T ）（4 U ", "*）, 结论：LJOE$ 的表达缺失是食管癌发

生的早期事件；食管癌组织中 LJOE$ 基因启动子区甲基化与

患者年龄和肿瘤病理类型可能有关；LJOE$ 基因的失活与其

甲基化有一定关系,
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FG 引言

中国是世界上食管癌发病率和死亡率最高的国

家，而河南林县及其相邻的辉县、安阳等地是我国也

是世界上食管癌发病率和死亡率最高的地区［!］, 我

们应用原位杂交方法，检测了食管癌和正常食管组织

中错配修复基因 LJOE$ 2R[\ 的表达，并结合患者

的临床 病 理 资 料 进 行 分 析；应 用 甲 基 化 特 异 QHR
（JOQ）方法检测食管癌组织中 LJOE$ 基因启动子区

的甲基化状态，探讨了其与食管癌发生、发展的关系,

HG 对象和方法

H, HG 对象G 食管癌患者 ’$（ 男 !&，女 !’）例，年龄

*" ] %0（+$, 0 ^ %, )）岁, 术前均未接受放化疗, 取其

手术切除癌标本及相应正常食管黏膜组织，全部手术
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切除标本均经 ! 位以上病理学专家诊断证实" 其中

鳞癌 !# 例，腺癌 # 例，腺鳞癌 ! 例；组织学!，"级 !!
例，#，$级 $% 例；无淋巴结转移 !& 例，有淋巴结转

移 ’ 例；食管上段癌 ( 例，中段癌 $) 例，下段癌 $!
例；肿瘤最大直径 * # +, $- 例，!# +, $# 例；浸润至

黏膜 $ 例，浸润至肌层 $. 例，浸润至全层 $& 例" &!
例标本均于切除后 %" # / 内，在癌灶及正常残端取约

$ +, 0$ +, 0 $ +, 大小的组织块 ! 份，一份 (% 1 2 3
多聚甲醛固定，石蜡包埋；另一份提取 456"
!" "# 方法# 原位杂交试剂盒购自武汉博士德生物工

程有限公司" 所有操作均按说明书进行［!］" 标本采

用蛋白酶 7 消化，酚 2 氯仿 2 异戊醇抽提，乙醇沉淀的

经典方法提取 456" 应用 89:;<=,; 456 >=?@A@+BC
D@=< 7@D（ E<D;F1;<）试剂盒修饰 456" G8H 扩增参照文

献［&］设计针对 />IJ! 启动子去甲基化和甲基化的

特异性引物" />IJ! 去甲基化引物序列为：#KC::LLC
:LL:L::LL::6L:LL:LLLC&K（ 正 义），#KC8668L6C
86686L8L88LL8668L686886C&K（ 反 义），产 物 长

度 $#$ M9；甲 基 化 引 物 序 列 为：#KCL8:L::L8:C
:68:L8:LL8C&K（ 正 义），#KC8668:L8L88LL8:68C
L68688:C&K（反义），产物长度 $#% M9" 反应总体积

#% %3 ，反 应 体 系 为 $% 0 G8H MNAA;F（ >1! O 9PNQ）

（LBRBFB）# %3，!" # ,,=P 2 3 ?5LG（LB7BHB）( %3，

!% %,=P 2 3 引物（IB<1=<）各 $ %3，修饰后 456 模板

! %3，.&" &# ,RBD 2 3 LBS 456 聚合酶（LBRBFB）%" #
%3 ，循环参数：’#T变性 # ,@<，’#T #% Q，#.T（去

甲基化）2 #)T（甲基化）#% Q，-!T #% Q，循环 &) 次，

最后 -!T延伸 # ,@<" 原位杂交染色后 46U 试剂盒

进行最终的反应，镜下观察，以细胞胞质有棕色颗粒

出现为阳性表达，胞质无着色为阴性表达" G8H 产物

经 !% 1 2 3 琼脂糖凝胶电泳，VU 染色，溴乙锭紫外灯

下观察结果并记录"
统计学处理：组间比较计量资料采用 ! 检验，计

数资料采用 !! 检验或 W@Q/;FXQ 精确概率计算，" *
%" %#为差异有统计学意义"

"# 结果

"$ !# 食管癌组织中 %&’(" )*+, 的表达# 阳性表

达细胞主要是黏膜腺体的腺细胞，在细胞间质中有散

在阳性细胞，阳性表达均在细胞胞质" 食管癌和正常

食管黏膜组织中 />IJ! ,H56 的阳性表达率分别是

()" ’Y，.(" (Y（!! Z ." #$(，" Z %" %$(）" />IJ! ,HC
56 阳性表达率与食管癌患者年龄、性别、肿瘤大小、

肿瘤位置、病理类型、组织学分级、淋巴结转移、浸润

深度等均无关（" [ %" %#）"

"$ "# 食管癌组织中 %&’(" 启动子区甲基化状态#
&! 例癌组织中发现甲基化 $$ 例，占 &(" (Y，未发现

去甲基化；正常黏膜组织中发现去甲基化 !# 例，未发

现甲基化（!! Z $!" ’(-，" Z %" %%%&）" 食管癌组织中

的 />IJ! 启动子区甲基化与患者性别、肿瘤大小、组

织学类 型、浸 润 深 度 和 淋 巴 结 转 移 均 无 关（ " [
%" %#）；而与患者年龄、组织学分级有关（" * %" %#，表

$）" 食管癌组织中 />IJ! ,H56 阳性组中甲基化的

发生率（$&" &Y）明显低于 />IJ! ,H56 表达阴性

组中的甲基化发生率（#&" %Y），其差别具有统计学

意义（" * %" %#）"

表 $\ 食管癌组织中 />IJ! 基因启动子区甲基化与临床病理

参数的关系 ［#（Y ）］

项目 # 甲基化阳性 "

年龄（岁）\ * -% !# #（!%" %） %" %%&

\ \ \ \ \ !-% - )（.#" -）

性别\ 男 $’ -（&)" .） $" %%%

\ \ \ 女 $& (（&%" .）

肿瘤大小（+,）\ * #" % $- #（!’" (） %" -$!

\ \ \ \ \ \ \ !#" % $# )（(%" %）

肿瘤位置\ 上 2 中段 !% -（&#" %） $" %%%

\ \ \ \ \ 下段 $! (（&&" &）

病理类型\ 鳞癌 !# .（&!" %） %" )).

\ \ \ \ \ 腺 2 腺鳞癌 - &（(!" ’）

浸润深度\ 黏膜 2 肌层 $’ )（&$" )） %" -!$

\ \ \ \ \ 全层 $& #（&." #）

组织学分级\ !，" !! (（$." !） %" %$&

\ \ \ \ \ \ #，$ $% -（-%" %）

淋巴结转移\ 有 !& ’（&’" $） %" (($

\ \ \ \ \ \ 无 ’ !（!!" !）

-# 讨论

人类错配修复基因能消除 456 生物合成中的错

误，增加 456 复制的可信度，在防止自由突变方面起

重要作用" 李华川等［(］发现 />IJ! 基因在食管癌组

织中的表达明显降低" 我们应用原位杂交方法研究

发现食管癌和正常食管黏膜组织中 />IJ! ,H56 的

阳性率分别为 ()" ’Y 和 .(" (Y，二者比较差异有统

计学意义（" * %" %#）" 进一步与临床病理资料联系

研究发现，/>IJ! ,H56 阳性表达率与患者年龄、性

别，肿瘤大小、肿瘤位置、病理类型、组织学分级、淋巴

结转移、浸润深度等均无明显相关性（" [ %" %#），提

示 />IJ! 的缺失是食管癌的发生的早期事件" 阳性

表达细胞主要是食管黏膜腺体的腺细胞，在细胞间质
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中有散在阳性表达，阳性表达部位均在胞质! 正常食

管黏膜组织阳性表达时腺体细胞几乎全部表达，而食

管癌组织阳性表达时仅部分腺体细胞阳性表达，说明

其阳性强度也弱于正常组织，这与张钦宪等［"］所报

道的在正常胃黏膜组织中的表达强度高于胃癌组织

有相似之处!
我们应用 #$% 法检测食管癌组织中 &#$’( 基

因启动子区甲基化状态，发现其阳性率为 )*! *+，正

常黏膜未发现甲基化! 食管癌组织中 &#$’( ,-./
阳性组中甲基化的发生率明显低于 &#$’( ,-./ 表

达阴性组（! 0 1! 1"），提示 &#$’( 启动子区甲基化

与食管癌组织中 &#$’( ,-./ 的低表达有一定的关

系，错配修复基因 &#$’( ,-./ 的异常变化与 &#2
$’( 基因启动子区甲基化有高度的相关性! 本研究

食管癌组织中 &#$’( ,-./ 的阴性率为 ")! 3+，食

管癌组织中 &#$’( 基因启动子区甲基化的发生率为

)*! *+，这两个率的差异提示启动子区甲基化的异常

是导致 ,-./ 转录受阻的原因之一，另外还有原因

导致 ,-./ 的转录受阻! 然而 &#$’( 基因 ,-./ 失

表达的机制还有哪些，以及 &#$’( 基因启动子区异

常甲基化导致 &#$’( 基因 ,-./ 转录障碍的更具

体机制需进一步研究! &#$’( 启动子区甲基化与肿

瘤的大小、部 位、浸 润 深 度 及 患 者 性 别 无 关（ ! 4

1! 1"），而与患者年龄及肿瘤组织学分级有关（! 0
1! 1"），其中高龄患者（!51 岁）癌组织中 &#$’( 启

动子区甲基化发生率（6"! 5+）明显高于较低龄（!
51 岁）患者（(1! 1+）；!，"级 &#$’( 启动子区甲基

化发生率（51! 1+）高于#，$级（36! (+），这提示

&#$’( 基因启动子区甲基化可能参与了食管癌的发

展过程，尤其在老年食管癌的发生发展中起一定作

用! 由于目前分析的食管癌病例较少，还有必要增大

研究样本量，进一步研究食管癌组织中 &#$’( 基因

的表达情况及其与 789 岛甲基化的相关性!
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!" 病例报告" 女，)< 岁，(11(2132)1 因不慎被压棉机将左前

臂扎断（" 刀 < 段）后 < & 送我院骨科! 查体：左前臂从腕上 6
K, 完全离断，腕一处及掌背部成“Z”型离断，平腕关节手背从

虎口斜向第 " 掌骨基底，手背中部横断，平掌指关节从第 ( [ *
关节处“Z”型离断（图 3/）! \ 线片（ 左右对照）：左尺桡骨与

腕关节上 < K, 以远缺失，大多角骨、月骨、第 3 [ " 掌骨、示指

近节骨折! 诊断为左前臂绞扎伤完全离断! 在臂丛麻醉下行

左前臂再植术，术中分离出尺动脉、桡动脉、头静脉、贵要静脉

及表浅静脉；正中神经、尺神经、桡神经、屈腕屈指肌腱、拇长

屈肌腱、伸腕和伸指肌腱远近端! 与掌部分断处分离出掌深

弓及指总动脉，指背静脉，指总静脉，指屈伸肌腱! 分别用钢

板和克氏针固定骨折及腕功能位! 分段缝合动静脉共 (( 处，

并于右前臂取 ) 根静脉移植! 缝合神经和指深屈肌腱及指伸

肌腱（图 3Y），放置引流条! 创口一期愈合! 术后运动感觉恢

复尚满意!

/：术前；Y：术后!

图 3: 左前臂扎断

#" 讨论" 机器致多节段离断实属罕见，系复杂严重的离断

伤，再植条件差，操作困难! 术中对失活组织及污染组织在显

微镜下彻底清创，肝素盐水冲洗血管，直至回流液清畅，同

时，严密观察患者生命体征! 术后严密观察患肢血运、以防发

生血管危象并在不影响肢体成活和骨折愈合情况下早期适量

锻炼，以利恢复!
编辑: 黄良田

!"#$第四军医大学学报（% &’()*+ ,-. ,/0 12-3）"##4，"5（$$）6 +**7：8 8 9’()2:.; <==(; /0(; >2


