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要!目的
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寻找食管鳞癌$

.M//

%的
#

号染色体短臂$

#
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%上微小重叠缺失区&为筛选与
.M//

发病

相关的肿瘤抑制基因提供实验依据'方法
!

采用微卫星分析方法检测食管鳞癌及其配对的癌旁正常组

织杂合性丢失情况'结果
!

食管癌中
'

个分布在
#

>

(!$!(

>

!#

区域的微卫星标志出现高频改变&连锁分

析发现这一区域存在一个微小重叠缺失区&该区分布在
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!*$((
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&介于
I#M(*'(
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I#M#"*"

和

I#M!%))

之间&大小约
(&#NC

'结论
!

在
#

>

!*$((
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!*$!

区域可能存在一些新的肿瘤抑制基因&可进一

步在此区域作
.M//

相关基因研究'

关键词!食管鳞癌#染色体#缺失#微卫星#杂合性丢失

中图分类号!
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文献标识码!
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原发性食管鳞状细胞癌$
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%存在多种遗传改变&包括癌

基因$如
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.SQ(H

和
/
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A:#'I

%的扩增)

!((

*和肿

瘤抑制基因 $如
;*'#

(

HC

及
)*/

%

)

#

*的丢失'肿瘤

抑制基因的寻找与鉴定有助于人们对食管癌变过程

中的分子事件的理解&并可成为寻找新的遗传易感

性检测标志和肿瘤早期检查的基础'研究显示
.M(

//

及其癌前病变
#

号染色体短臂$

#

>

%上的多个遗

传性标志常存在高频等位基因丢失)

*

*

'

#

>

上四个

高频丢失区可能包含潜在肿瘤抑制基因&它们横跨

四个 染 色 体 区 域 $
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和
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)
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'食管癌
Q9+;

基因出现异常转录和等位

缺失)

'

*

'

,8="N#

等)

)

*报道&食管鳞癌中存在
U9J
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H)H(C1<7

(

H)MMQ!)

和
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基因的等位缺失和

启动子的甲基化'目前尚未在
#
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上鉴定出其他的

与
.M//

相关的肿瘤抑制基因'

为寻找新的缺失区域&以进一步筛选与
.M//

相

关的肿瘤抑制基因&本研究对
)"

例食管鳞癌中
'

个

位于
#
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上的微卫星标志的杂合性丢失$
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"B01<1="X
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JW9

%情况进行了检测'

"

!

资料与方法

!$!

!

标本来源

)"

例新鲜食管癌组织及其配对的癌旁组织均为

术前未接受过任何放化疗的手术切除标本&分别切取

癌组织及癌旁正常黏膜组织后各自置于
2%"T

冰箱

中冻存备用'所有病例临床及病理参数见表
!

'

+

$*(

+

肿瘤防治研究
("!#

年第
*"

卷第
#

期
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提取

上述配对组织用溶于
!P MIM

$十二烷基硫酸

钠%的
'"

!

3
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@:

蛋白酶
,

在
*&T

消化
!*0

&酚"氯

仿抽提两次'所提取的
IR)

用两倍体积的
%'P

乙

醇和十分之一体积的
#-

乙酸钠$

>

9%$"

%沉淀'为

确保所用
IR)

标本的完整性&全部标本均经琼脂

糖凝胶电泳分析以排除降解标本'

!$#
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微卫星分析
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个分布在
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>

(!$!(#

>

!#

的微卫星标志资料&

包括杂合率及
*/H

引物序列等见表
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'寡核苷酸

引物序列从基因数据库$
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1'"@1!7<7C7&1
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SI6

%获

取'基因组
IR)

的
*/H

采用
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反应体系&包
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缓冲液$

!""@-

;=#&(9/J

&

>

9&$#

#

'""@- ,/J

%&

"$!('@-

三磷

酸脱氧核苷酸$

!R;*

%&

!$'@ -

3

/:

(

&

"$'

!

-

引

物&

"$'

!

:

去甲酰胺和
!8;7

4

IR)

聚合酶'

*/H

反应程序为!首先预变性
$*T'@#'
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个

循环&每循环包括
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#最后
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二甲苯

青%&
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的
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素%&

)"G

恒功率电泳
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%或
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%'冰乙酸固定后硝酸银染色观察结果'

杂合性丢失的判定!与正常对照组织相比&肿瘤

组织如在某一位点的一个等位基因电泳条带消失或

减弱
'"P

以上时读作
JW9

'每一个微卫星位点的

肿瘤组织杂合性丢失例数除以同一位点的信息个体

例数即为该位点的杂合性丢失频率'
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结果

在
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区域内所选取
'

个微卫星标志

在
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中存在高频杂合性丢失&该
'

个微卫星标

志显示了与西方人群相应高的杂合度&见图
!

'在

位点
I#M!(#*

杂合性丢失$

JW9

%频率最低为

'%-&$P

&而 在
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杂 合 性 丢 失 频 率 最 高
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个微卫星标志在
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例%以上的

癌症患者中出现
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讨论

食管癌是一序列遗传性改变积累的结果&这些改

变包括一系列癌基因激活和抑癌基因的灭活&从而影

响对正常细胞生长的调控并导致正常细胞转化为肿

瘤细胞)

)

*

'染色体上高频
JW9

丢失区的检测有助于

发现相应区域内潜在肿瘤抑制基因或
IR)

修复基

因'据报道在许多人类肿瘤包括食管鳞癌中存在
#

>

的高频缺失)

)(%

*

'为了寻找有候选肿瘤抑制基因潜在

的染色体区域&我们对分布在
#

>

(!$!(

>

!#

区域的多

个微卫星标志进行过
JW9

分析)

'

*

'本研究继续选取

该区域内
'

个微卫星标志分析
)"

例
.M//

患者
JW9

情况'结果显示所有
'

个微卫星位点均出现高频$从

'%$&$P

到
%%$%&P

%杂合性丢失'表明食管鳞癌中

这一区域的
JW9

是频发事件'

鉴于上述结果&我们确定
.M//

中
#

>

!*$((

>

!*$!

上存在一个新的短重叠缺失区域'该区域约

(&#NC

大小&由
I#M(*'(

(

I#M#"*"

和
I#M!%))

界

定&其
JW9

峰值$

%%$%&P

%在位点
I#M(*'(

处'此

区域内有
('

例
.M//

出现相邻
&

个标志的重叠缺

失&每一标志至少
'%P

的肿瘤显示
JW9

'肿瘤抑

制基因
Q9+;

定位于这一缺失区内&距
I#M(*'(

位

点端粒侧
!$"#$-C

处'我们以前报道过
%'P

的食

管鳞癌中存在
Q9+;

基因
@HR)

表达下调&且常伴

有其侧旁微卫星标志的
JW9

)

'

*

'此区域还有

Q)-#I

$定位在
I#M(*'(

中心粒侧
*)$(NC

处%和

)I)-;M$

$位于
I#M(*'(

和
I#M#)**

之间%等基

因'

Q)-#I

是细胞分裂素样基因家族的成员&在

胎盘组织中高表达)

&($

*

'

)I)-;M$

基因是
)I(

)-(;M

"

@1<7::"&

>

"'!#'

基因家族成员之一&其产物

是一个分解素样和带
!

型血栓素基团
$

的金属蛋白

酶$

!#&#'<1

3

=#'(:#N17'!@1<7::"

>

="<17&1

$

=1

>

=":

D

&#'

<

D>

1

%

?#<0<0="@C"&

>

"'!#'<
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1!@"<#B

&
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%

)

!"(!#

*

'

Q)-#I

和
)I)-;M$

是否是食管癌变过程中相

关的候选肿瘤抑制基因(这一重叠缺失区是否存在

其他尚未确定的肿瘤抑制基因值得进一步研究'
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