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张. 且有研究表明 肝衰竭大鼠近端小肠肠腔及血液内

NO 高于对照 并与胃肠平滑肌运动障碍显著相关[1].

       有学者将肝硬化大鼠胃肠黏膜制成石蜡及冰冻切

片 通过免疫组织化学和一氧化氮组织化学染色等方

法进行研究 发现各类 NOS(NOS1 神经型 NOS2 诱

导型和 NOS3 内皮型)在胃肠道黏膜固有层有相似的分

布 主要存在于黏膜固有层间质的中性粒细胞 单核细

胞 巨噬细胞和部分淋巴细胞. 另外 NOS1 还存在于胃肠

道壁内肌间神经丛 NOS2存在于黏膜下层血管内皮细胞.

肝硬化大鼠胃肠道各段 NOS 阳性细胞数均明显减少[2].

          普通切片制作方法只能从某一断面了解肌间神经丛

细胞数量的多少 而运用铺片的制作方法却可以显示

整个肠道肌间神经丛细胞的数量 形态及神经纤维结

构. 本文作者将肝硬化大鼠肠壁纵形平滑肌剥离制成铺

片 进行 NOS 和 AchE 组织化学染色 并将铺片进行计

算机图像分析. 结果发现肝硬化大鼠肌间神经丛阳性神

经元与对照组比较 均出现结构和染色强度的异常. 图

像分析发现模型组空肠及结肠肌间神经丛一氧化氮合

酶 乙酰胆碱酯酶活性均下降 反映所对应神经元功

能受影响. 乙酰胆碱是胃肠副交感神经的主要递质 对

胃肠道的运动 排空有重要作用. 现在发现一氧化氮是

广泛存在于人体内的生物递质 对抑制平滑肌收缩

扩张血管 胃肠道平滑肌的正常活动起调节作用[3-4].

本组实验发现二者在肝硬化胃肠道肌间神经丛的异

常 为肝硬化患者出现消化道症状可能与胃肠神经系

统受损有关提供了一定的实验证据.
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摘要

目的: 微卫星不稳定(microsatellite instability MSI)是 DNA

复制错误(replication error RER+)的标记 BAT-26 系位于

错配修复基因hMSH2中的单腺苷酸重复序列位点 曾被报

道无需正常对照就可用于预测散发性大肠癌RER状况 我

们选择BAT-26并与其他双核苷酸重复序列位点进行比较

加以验证与评价.

方法: 经病理确诊的散发性大肠癌肿瘤组织60例 常规抽

提 DNA 采用 PCR- 银染法分析 6 个(CA)n 双碱基重复微

卫星序列和BAT-26位点 并用自动荧光DNA序列分析法

检测BAT-26;  同时以PCR-SSCP法检测RER+病例hMSH2

基因 5 7 8 12 13 15 外显子突变; RER + 判断

依 6 个(CA)n 位点中出现 2 个或以上 MSI 为标准.

结果: RER+ 散发性大肠癌占 18%(11/60) 6 例 RER+ 肿瘤

检出hMSH2基因突变. 含hMSH2基因突变的6例RER+病

例中有 3 例 BAT-26 不稳定(BAT-26+) 44 例 RER- 散发

性大肠癌均为BAT-26-. 与(CA)n位点结果比较 BAT-26

预测RER的阳性符合率为50% 阴性符合率为100% BAT-

26+ 在预测散发性大肠癌 RER+ 特异性为 100% 敏感性为

50%. PCR- 银染和自动荧光 DNA 序列分析两种方法检测

BAT-26 MSI结果一致.

结论: 单用 BAT-26 作为预测 RER 状况的指标尚有缺陷

需结合其他微卫星位点进行综合分析.
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0   引言

微卫星不稳定(MSI)可表现为 RER+ 约 90% 以上遗传
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性非息肉性大肠癌(Hereditary non-polyposis colorectal can-

cer HNPCC)和约 10-15% 散发性大肠癌中存在 RER+ [1].

BAT-26是位于错配修复基因hMSH2第5内含子内的26

个腺苷酸重复序列 具有准单态性 有研究表明绝大部

分 RER+ 原发性大肠癌表现为 BAT-26+[2] 我们选择

BAT-26并与其他双核苷酸重复序列位点进行比较加以

验证与评价.

1   材料和方法

1.1 材料  1996/1997年浙江大学医学院附属第二医院肿

瘤科收治的经病理确诊的散发性大肠癌患者60例. 由于

部分样本 DNA 用尽 对其中 50 例样本包括 6 例 RER+

标本分别用 PCR- 银染法 自动荧光 DNA 序列分析法

检测 BAT-26 位点.

1.2 方法  新鲜肿瘤组织和相应正常组织采用酚 / 氯仿

抽提法抽提 DNA. PCR- 银染法分析 6 个(CA)n 双碱基重

复微卫星序列 D2S119 D13S160 D8S282 D3S1293

D2S123 D18S58 各位点引物和反应条件参见文献[3]

如肿瘤组织相对于正常组织出现额外的条带 等位条

带产生迁移率的改变就定义为 MSI 在 6 个位点中出现

2 个或以上 MSI 即确定为 RER+. PCR-SSCP 检测 hMSH2

基因外显子 5 7 8 12 13 15 突变 PCR 反应体系

和 PCR 反应参数见文献[4]. BAT-26 位点 PCR 引物和反

应条件见文献[2] PCR产物先采用常规的PCR-银染法

检测确定 MSI 再用全自动测序仪(ABI 3777 DNA

Sequencer)分析: TAMARA标记引物 基因扫描分析软件

genescan分析 若肿瘤组织出现相应正常组织没有的峰

即可确定为 MSI.

2   结果

2.1 散发性大肠癌 RER 状况和 hMSH2 突变  散发性大

肠癌 60 例 采用 6 个双核苷酸重复序列(CA)n 位点 检

出 11 例 RER+ 病例 阳性率为 18%. 其中 6 例 RER+ 病

例均发现有 hMSH2 第 5 外显子突变 其他外显子未检

测到突变.

2.2 BAT-26不稳定性  分别采用 PCR- 银染法和自动荧

光全自动测序仪分析 50 例(6 例 RER+ 和 44 例 RER-)散

发性大肠癌 BAT-26 均发现仅在相同的 3 例病例出

现 BAT-26+ 且均为 RER+ 病例 其余的 44 例均为

BAT-26-. 图 1 仅第 6 号肿瘤出现异常条带(箭头所指),

第 6 号肿瘤样本自动荧光 DNA 序列仪分析目的片段长

度(113 bp)比正常组织(121.0 bp)缩短了 8 bp (图 2).

2.3 散发性大肠癌 RER 状况  6 个(CA)n 双碱基重复微

卫星序列和BAT-26对RER+状况预测的阳性率(RER+病

例中各微卫星位点 MSI+的比例)和假阳性率(RER- 病例

中各微卫星位点MSI+的比例)进行比较(表1) 阳性率超

过 50% 的微卫星位点有 D3S1293 D3S1293 BAT-26

假阳性率为零的微卫星位点有 D13S160 D18S58

BAT-26. 在有hMSH2基因突变的RER+散发性大肠癌仅

T9 N9 T8 N8 T7 N7 T6 N6 M

A

B

有 3 例 BAT-26 不稳定(表 2). 与(CA)n 位点结果比较

BAT-26 预测 RER 状况的阳性符合率为 50% 阴性符

合率为100% BAT-26+在预测散发性大肠癌RER+特异

性为 100% 敏感性为 50%.

图 1  散发性大肠癌 BAT-26 位点 PCR- 银染法检测结果: 箭头所指第
6 号肿瘤组织标本 BAT-26+ 条带, 余均为正常条带. M: DNA 标记物;
N: 相应正常组织; T: 散发性大肠癌组织.

图 2  6 号标本 BAT-26 MSI 的基因扫描结果. A: 图为肿瘤组织和; B:
图为相应正常组织,横坐标为片段长度, 纵坐标为荧光强度, 箭头所指
为缩短 BAT-26 片段.

表 1  7 个不同微卫星位点阳性率预测散发性大肠癌 RER 状况比较

                         D2S119  D13S160   D8S282  D3S1293   D2S123  D18S58 BAT26

阳性率%      5/11(45)   4/11(36)    3/11(27)  7/11(64)  6/11(55) 5/11(45) 3/6(50)

假阳性率 % 3/49(6.1)   0/49(0)   4/49(8.2) 2/49(4.1) 1/49(2.0)  0/49(0) 0/44(0)

表 2  含 hMSH2 基因突变的 RER+ 散发性大肠癌中 BAT-26 MSI 状况

NO. 基因突变  BAT-26
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3   讨论

大肠癌错配修复途径主要涉及绝大部分遗传性肿瘤和

少部分散发性肿瘤 错配修复缺陷即 RER+ 大肠癌具有

不同于 RER- 肿瘤的诸多临床病理特点 确定大肠癌

RER状况对治疗选择和预后判断有一定指导作用. BAT-

26具有准单态性 一般在正常细胞内其碱基长度变化不

超过 2 个碱基. 在 HNPCC 相关大肠癌中 Loukola et al [5]

报告 BAT-26 预测大肠癌的 RER 阳性率为 55%(27/49);

Stone et al [6]比较单和双核苷酸重复序列位点预测RER状

况 发现 BAT-25 BAT-26 敏感性更高; Hoang et al [2]研

究显示高达 97 的 RER+ 大肠癌表现为 BAT-26+(片段

大小缩短>2 bp) 提出 BAT-26 可单独作为预测 RER

状况的检测指标 不需设正常对照. 然而 日本的一项

研究发现 8 例 RER+ 大肠癌仅有 4 例出现 BAT-26 位点

单个碱基的改变 提示单独应用 BAT-26 预测 RER+ 存

在缺陷 认为需结合其他微卫星位点进行准确检测[7].

迄今 有关国人的相关研究尚为数不多 为此我们选择

BAT-26并与其他双核苷酸重复序列位点进行比较加以

验证与评价.

        我们选择了 6 个(CA)n 双碱基重复微卫星序列 D2S

119 D13S160 D8S282 D3S1293 D2S123 D18S58

测定散发性大肠癌 RER 状况 有 11 例大肠癌呈 RER+

其中6例标本发现有hMSH2基因突变. 同时 PCR-SSCP

银染和自动荧光DNA序列仪对上述6例标本分析BAT-

26 位点 均证实相同 3 例病例为 BAT-26+ 其余无一

表现为 BAT-26+. 由于错配修复基因突变是 MSI 的分子

基础 如果将 hMSH2 基因突变作为 RER 状况的金标

准 BAT-26 预测的特异性虽为 100% 但敏感性仅有

50% 所选的(CA)n 微卫星位点如 D13S160 D18S58 也

有类似的特异性和敏感性; 与(CA)n 位点结果比较

BAT-26 预测 RER 状况的阳性符合率为 50% 阴性符合

率为 100% 因此 BAT-26 单独预测散发性大肠癌 RER

状况 由于其敏感性较低 可在一定程度上造成 RER+

病例的遗漏 故仍需结合其他位点进行检测来提高准

确性. 目前国际上推荐五个微卫星位点也就是 Bethesda

微卫星标记 (BAT-25 BAT-26 D5S346 D2S123

和 D17S250)进行检测[8].

        在 BAT-26 的 MSI 检测方面 两种方法检测结果完

全符合. 但自动荧光DNA序列仪分析法与PCR-SSCP银

染法相比较 具有明显的特点: 能准确 定量和比较客

观地反映MSI 能达到测定单个碱基改变的精确度[9]; 利

用不同荧光标记 两个样本可在同一泳道上同时进行

电泳 从而避免了不同泳道间细微差异可能造成的误

差; 此外 如果选用更多的荧光标记 在同一泳道上最

多可同时进行 3 对样本电泳 极大地提高了检测效率.

因此 自动荧光 DNA 序列分析法为准确 快速 高通

量检测 MSI 的有效方法.
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