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!!&摘要'! 目的!通过检测结肠癌组织及其癌旁组织中磷酸肌醇特异性的磷脂酶.1"!'52'J.1""的表达情

况#探讨'52'J.1"在结肠癌发病过程中的临床意义(方法!采用实时荧光定量'./!<7:@2>+?7L9:,>+>:>+G7'./#

L/I2'./"及免疫组化的方法检测$W例结肠癌组织及其相对应的癌旁组织中'52'J.1"的表达情况#并分析肿瘤

分化程度及肿瘤部位对于结肠癌组织中'52'J.1"表达情况的影响(结果!L/I2'./结果显示#结肠癌组织中

'45'3=$"基因的表达低于其癌旁组织!'%#C#T"#不同肿瘤分化程度及肿瘤部位结肠癌组织中'45'3=$"基因的

表达差异没有统计学意义!'$#C#T"(免疫组化结果显示#结肠癌组织中'52'J.1"蛋白的阳性表达率低于其癌旁

组织!'%#C#T"(不同肿瘤分化程度结肠癌组织中'52'J.1"蛋白的阳性表达率差异没有统计学意义!'$#C#T"#

但不同肿瘤部位中'52'J.1"蛋白的阳性表达率差异有统计学意义!'%#n#T"(结论!'52'J.1"在结肠癌组织中

的表达显著减少#且与肿瘤分化程度无关(

&关键词'!结肠癌!'52'J.1"!L/I2'./!免疫组织化学

.EF<,::#9('(-"#G(#A#$'($,9AISQIR8&1#( 89>9( 8'($,<!34,-.85A./#7*+% N9/#)2*+% ,-.85#-# >

?@!.ABC@/B8D%@A-.BA-FG;@L-F-/@#<@GB="-/.)8G!-B.##1-F"9./2/-H@AG-B$#.67,-89!"##$"#.6+,:

# .;<<7=0;,8+,-:9>6;<#*2?:+@$E+:;E+:;SS$!=+,:CB,

&?D:;<'$;'! JDK,$;#*,! I;=>98H>677E0<7==+;, :,8 B@+,+B:@=+-,+F+B:,B7 ;F06;=06;+,;=+>+872=07B+F+B

06;=06;@+0:=7.1"!'52'J.1""+,>670:>6;-7,7=+=;FB;@;,B:,B7<C+,;%9-:!L/I2'./:,8+??9,;6+=>;B67?+=><H

A7<79=78>;87>7B>>677E0<7==+;,;F'45'3=$"+,>67$WB:=7=;FB;@;,B:,B7<>+==97=:,8>67+<B;<<7=0;,8+,-

:8d:B7,>>+==97=CX,8>677FF7B>=;F>9?;<8+FF7<7,>+:>+;,:,8>9?;<=+>7;,>677E0<7==+;,'52'J.1";FB;@;,B:,B7<

>+==97=A7<7B;?0:<78CB,:&>;:!I67<7=9@>=;FL/I2'./=6;A78>6:>>677E0<7==+;,;F'45'3=$"+,B;@;,B:,B7<

>+==97=+-,+F+B:,>@H@;A7<>6:,>6:>+,>67:8d:B7,>>+==97!'%#C#T"CI677E0<7==+;,;F'45'3=$"-7,7;FB;@;,

B:,B7<>+==97 A:=,;>7FF7B>78DH>9?;<8+FF7<7,>+:>+;,:,8>9?;<=+>7 !'$#C#T"CI67<7=9@>=;F+??9,;2

6+=>;B67?+=><H=6;A78>6:>>670;=+>+G77E0<7==+;,<:>7;F'52'J.1"0<;>7+,+,B;@;,B:,B7<>+==97A:==+-,+F+B:,>@H

@;A7<>6:,>6:>+,>67:8d:B7,>>+==97!'%#C#T"CI670;=+>+G77E0<7==+;,<:>7;F'52'J.1"0<;>7+,A:=,;>7FF7B>78

DH>9?;<8+FF7<7,>+:>+;, !'$#C#T"#D9>>677E0<7==+;, A:=8+FF7<7,>+,>9?;<=+>7 !'%#n#T"C89($>&:#9(

*E0<7==+;,;F'52'J.1"A:=<789B78+,B;@;,>+==97:,8D:<7@H>;>9?;<8+FF7<7,>+:>+;,C

&L,@M9<-:'!!.;@;,B:,B7<!!'52'J.1"!!L/I2'./!!5??9,;6+=>;B67?+=><H

!!结肠癌是最常见的恶性肿瘤之一#其病因+发病

机制国内外尚不完全清楚#且治疗预后不理想(我

国结肠癌的发病率和死亡率位居前列#远远超过美

国
)"*#因此#探寻早期诊断和治疗结肠癌的新方法显

得十 分 重 要(磷 酸 肌 醇 特 异 性 的 磷 脂 酶 .1"

!06;=06;+,;=+>+872=07B+F+B06;=06;@+0:=7.1"#'52

'J.1""是近年来发现的一新型磷酸肌醇特异性的

磷脂酶.!'52'J."家族同工酶#研究)W*
发现#'52

'J.1"与食管癌+胃癌的发生风险密切相关(本研

究拟采用实时荧光定量'./!L/I2'./"及免疫组

" 四川省科技厅项目!R;CW#"Wba##PU"及四川省卫生厅项目

!R;C川干研W#"!2""W"资助

# 通信作者#*2?:+@$E+:;E+:;SS$!=+,:CB,

化的方法测定'45'3=$"基因+蛋白在结肠癌组织

和癌旁组织中的表达情况#并分析不同临床病理特

征对于结肠癌组织中'52'J.1"表达的影响(

1!资料与方法

1C1!材料

收集四川大学华西医院W#"S年"#月至W#"$

年!月结肠癌手术切除标本$W例#其中男性W$例#

女性"P例#平均年龄!W岁(所有病例均经病理确

诊#手术前未接受任何放疗+化疗及生物治疗(同时

收集每例患者距离癌组织边缘TB?以上的正常组

织作为对照(所有标本在离体后立即取材#将每例

样本组织分成两半#其中一半取材后保存在 P̀#^
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的冰箱内等待行L/I2'./检测,另一半用于制作

行免疫组化检测所需的石蜡切片(总/RX提取试

剂盒+(a3/ %<77,L'./ ?:=>7<?+E购自美国

)?7-:公司#逆转录试剂盒购自立陶宛&7<?7,>:

公司(一抗!兔抗人'J.1"多抗"购自美国(+-?:

公司#('试剂盒及OX3试剂盒购自北京中杉金桥

生物技术有限公司(引物由上海英潍捷基公司合

成#'45'3=$"前引物$T[2%.XX.IX.XX.%.I%

I.XI%%X%2S[#后引物$T[2..I.XI%%I.I.X

XIXI.X%X.I%%2S[,内参 XB>D前引物$T[2.I.

..I%%X%XX%X%.IX.%X%.2S[#后 引 物$T[2

..X%%XX%%XX%%.I%%XX%X%2S[(

1N/!\BXQI8B法检测1;51!8"1基因表达水平

严格按照总/RX提取试剂盒!离心柱法"的说

明书提取总/RX#使用紫外分光光度仪检测/RX

的)OW!#-)OWP#比值#在"nV#&"CVV之间#说明总

/RX的纯度较高,检测到的总 /RX 质量浓度在

W#"CS&$VPCT,--%J#符合实验要求(参考逆转录

试剂盒说明书#将 /RX 逆转录为BORX 后#参考

(a3/%<77,L'./?:=>7<?+E的说明书进行'./

反应('./ 反 应 体 系$We'7<F7B>=>:<>(a3/

%<77,L'./ Y:=>7<Y+E"WCT%J#上+下游引物

!"#%?;@-J"各"%J#BORX 模板W%J#加 O*'.

水至WT%J('./反应程序$预变性VT^#"#?+,,

变性VT^#"T=,退火!#^#W#=#,延伸UW^#

W#=,共进行$#个循环(熔解曲线分析的条件参考

荧光定量'./仪的说明书进行设定!VT^"?+,#

VT^"#=#TT^S#=#!P^S#="(结果以W`''.>
表

示目的基因的相对表达量(

1N7!免疫组化法检测ISQIR8&1蛋白表达水平

常规制作石蜡切片#将组织切片二甲苯中浸泡

脱蜡后#切片依次放入"##_+VT_+V#_+P#_+

U#_的酒精中浸泡#然后依次将切片清水充分水化+

双氧水浸泡+'3(缓冲液冲洗+柠檬酸盐缓冲液中

修复抗原#取出玻片#再用蒸馏水及'3(缓冲液冲

洗(滴加一抗#$^冰箱中保存过夜(滴加二抗#置

于SU^温箱加热S#?+,(滴加辣根过氧化物酶标

记的链霉素卵白素工作液#用'3(缓冲液反复冲

洗#再经OX3显色+苏木素中复染+反向梯度酒精

脱水后#置于通风柜中晾干#封片(阴性对照$用

'3(缓冲液代替一抗作为阴性对照(阳性标准$'52

'J.1"在细胞浆或细胞核中被染为棕黄色即为阳

性表达(在$##倍显微镜下任意选取T个视野#每

个视野计数W##个细胞#根据阳性细胞占总细胞百

分比#将结果分为$阴性!̀ "*"#_#弱阳性!Q"$

"#_&*S#_#阳性!QQ"$S#_&%!#_#强阳性

!QQQ"'!#_,/Q0以上定义为阳性表达(

1C3!统计学方法

L/I2'./结果均用&SoG或'T#!'WT&'UT"的形

式表示#两组之间的比较#符合正态分布的采用配对

样本B检验进行分析#不符合正态分布的采用秩和

检验(不同临床病理特征结肠癌组织中'52'J.1"

的表达差异采用两组独立样本的B检验进行分析#

多个样本均数的两两比较采用(RZ法进行分析(

结肠癌组织和癌旁正常组织以及不同临床病理特征

的结肠癌组织中'52'J.1"蛋白的阳性表达率差异

采用&+=67<精确概率计算法进行比较或%
W
检验进

行比较('%#C#T为差异有统计学意义(

/!结果

/N1!1;51!8"1基因的表达情况

!!癌组织中'45'3=1"基因的表达水平4#nS"

!#n#"&"nVT"5低于癌旁组织4WnV!!#nW!&$TnWT"5

!'%#C#T"(

/N/!不同临床病理特征对结肠癌组织中1;51!8"1

基因表达的影响

将$W例结肠癌组织按肿瘤分化程度及肿瘤部

位进行分组#发现不同性别+年龄+肿瘤分化程度+淋

巴结转移及肿瘤部位的结肠癌组织中#'45'3=$"

的表达差异没有统计学意义!'$#C#T"#见表"(

表1!不同临床病理特征的结肠癌组织中1;51!8"1基因的表达

X'D>,1!X%,,EF<,::#9(9AISQIR8&1#($9>9($'($,<;#::&,M#;%

$>#(#$9F';%9>9G#$'>A,';&<,:

%<;90= / W`''.> '

(7E #CP#

!Y:@7 W$ #CW$!#C#W2"CVT"

!&7?:@7 "P #CS"!#C#"2"CWU"

X-7 #CV!

!'!#H<C WU #CSS!#C#"2"CWU"

!%!#H<C "T #CWT!#C#S2"CVT"

I9?;<8+FF7<7,>+:>+;, #C$#

!17@@ S #C#U!#C#S2#C"$"

!Y;87<:>7@H W# #CSV!#C#S2"CWU"

!';;<@H "V #C$#!#C#"2"CVT"

JH?06,;87?7>:=>:=+= #C$T

!';=+>+G7 W$ #C$"!#C#"2"CVT"

!R7-:>+G7 "P #CSW!#C#S2"C#W"

I9?;<=+>7 #CT$

!/+-6> V #C$T!#C#W2"CVT"

!J7F> SS #CST!#C#"2"CWU"

/N7!ISQIR8&1蛋白在结肠癌组织和癌旁正常组织

中的表达

PUP
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'52'J.1"蛋白主要表达在结肠组织的浆膜上#

在结肠组织中呈弥漫分布的棕黄色颗粒(结肠癌组

织'J.1"蛋白的阳性表达率!""-$W#W!CW_"低于

癌旁正常组织!ST-$W#PSCS_"#差异有统计学意义

!'%#C#T"(见附图(

附图!ISQIR8&1在正常组织!?"和结肠癌组织!T"的表达("?T8!

V/00

=#G!.EF<,::#9(9AISQIR8&1#(;%,'-K'$,(;;#::&,!?"'(-$9>9(

$'($,<;#::&,!T"N"?T8!V/00

/N3!不同分化程度及部位的结肠癌组织中 ISQ

IR8&1蛋白的表达

经统计分析发现#不同肿瘤分化程度结肠癌组

织中'52'J.1"蛋白的阳性表达率差异无统计学意

义!'$#C#T"#但不同肿瘤部位中'52'J.1"蛋白的

阳性表达率差异有统计学意义!'%#n#T"(见表W(

表/!不同分化程度及部位的结肠癌组织中ISQIR8&1蛋白的表达

X'D>,/!X%,,EF<,::#9(9AISQIR8&1#($9>9($'($,<;#::&,M#;%

$>#(#$9F';%9>9G#$'>A,';&<,:

%<;90 /
';=+>+G7-
B:=7!_" '

I9?;<8+FF7<7,>+:>+;, #C#U#

!17@@ S W!!!CU"

!Y;87<:>7@H W# !!S#C#"

!';;@H "V W!"#CT"

I9?;<=+>7 #C##$

!/+-6> V U!UUCP"

!J7F> SS $!"WC""

7!讨论

!!人'52'J.1"基因定位于"#号染色体LWS#全

长共WVUTP"D0#共有S$个外显子
)$*#该基因表达

的'52'J.1"蛋白是近年来新发现的'52'J.家族

同工酶('52'J.1"除具有'52'J.同工酶所共有

的结构域外#在其氨基末端还有一个.O.WT结构

域#在其羧基末端有两个/X(相关结构域#分别为

/X"和/XW
)T*(.O.WT是'52'J.1"特有的结构

域#具有鸟苷酸交换因子的作用#可激活/X(家族#

使无活性的 %O'%/X(激活#进一步激活下游的

YX'Z-*/Z信号通路(/X"和/XW是两个相邻

区域#尽管两者在结构上相似#但在功能上却各有不

同
)!*(/XW与/X(家族的%I'蛋白酶直接接触#

与'52'J.1"的激活有关#/X"可能与蛋白的稳定

性相关(1XR%等
)U*#X3R*I等

)W*
及 1M等

)P*
先

后发现'45'3=$"基因突变与食管癌的发生密切相

关#其中<=WWU$WWS位点和<=SU!TTW$位点的突变

很可能会导致其编码的蛋白的结构和功能发生异

常#'52'J.1"酶的异常很可能会导致其上下游信号

通路的其他分子发生异常#进而促进肿瘤的发生(

本研究应用L/I2'./和免疫组化的方法检测

了结肠癌组织及其相对应的癌旁组织中'45'3=$"

基因和蛋白的表达#结果显示结肠癌组织中'45

'3=$"基因的表达低于其相对应的癌旁组织(提

示'45'3=$"基因的表达减少可能参与了结肠癌的

发病过程#'45'3=$"可能是结肠癌的抑癌基因(

.4*R等
)V*
的研究发现'52'J.1"在胃癌组织的表

达显著高于胃癌旁组织(1XR%等
)"#*
通过对$"U

例结肠癌患者及$"!例正常人中'45'3=$"基因

<=WWU$WWS位点进行比较#发现<=WWU$WWS位点X$

%基因改变可能会减少'45'3=$"基因的表达#并

提高结直肠癌的发生风险#与本研究的结果具有一

致性(但J5等
)""*
的研究结果显示#敲除'45'3=$"

基因可以抑制腺瘤小鼠肿瘤血管的生成及减少肿瘤

相关的炎症因子#提示'45'3=$"可以促进结肠肿

瘤的生成#与本研究矛盾(

!!'45'3=$"基因在不同肿瘤中表现出不同的作

用#即可能是癌基因#也可能是抑癌基因#可能与

'45'3=$"参与了激活 /:=-YX'Z等信号通路有

关(本研究的结果提示'45'3=$"可能是结肠癌的

抑癌基因#但'52'J.1"在结肠癌发病过程中的具

体作用机制还需进一步研究(另外本研究通过

L/I2'./法检测发现#肿瘤分化程度及肿瘤部位对

结肠癌组织中'52'J.1"的表达没有影响#提示几

乎在所有结肠癌组织中#'52'J.1"的表达均有下

降(然而#免疫组化检测发现#不同肿瘤分化程度结

肠癌组织中'52'J.1"蛋白的阳性表达率差异无统计

学意义#但不同肿瘤部位中'52'J.1"蛋白的阳性表

达率差异有统计学意义!'%#n#T"#即右半结肠癌中

'52'J.1"蛋白的表达高于左半结肠(由于本研究样

本量相对较少#因此本研究的结果具有一定的局限

性#'52'J.1"在结肠癌中的表达下降是否可以促进

结肠癌的发生尚需进一步研究( !下转第V#$页"

VUP
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)S* (45]#.4*R 4#J5XR ]#@B.#C&:B>;<=>6:>+?0:B>

67:@>62<7@:>78L9:@+>H;F@+F7+,,79<;?H7@+>+=;0>+B:=07B><9?

8+=;<87<$:,E+7>H#8+=:D+@+>H#F:>+-97 :,8 870<7==+;,Cb

R79<;+??9,;@#W#"!#WVS$T$2TP)W#"!2#$2"T*C6>>0=$--8EC

8;+C;<--"#C"#"!-dCd,79<;+?CW#"!C#WC#""C

)$* 15R%*/.4MZOY#J*RR)RfX#'5II).Z(b#@B.#C

/7G+=78 8+:-,;=>+B B<+>7<+: F;< ,79<;?H7@+>+= ;0>+B:C

R79<;@;-H#W##!#!!!"#"$"$PT2"$PVC

)T* 4XY5JI)R YCI67:==7==?7,>;F:,E+7>H=>:>7=DH<:>+,-C

3<bY78'=HB6;@#"VTV#SW!""$T#2TTC

)!* 4XY5JI)R YCO7G7@;0?7,>;F:<:>+,-=B:@7F;<0<+?:<H
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!!总之#本研究证实了'52'J.1"在结肠癌组织

中的表达显著低于其癌旁正常组织#并且肿瘤分化

程度对结肠癌组织中'52'J.1"的表达量没有影

响(为进一步研究'52'J.1"及其介导的信号通路

在肿瘤发生过程中的作用并指导肿瘤的临床治疗具

有重要意义(
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