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=摘 要 8 目的 研究p一ca teni n拮抗因子Chibby 在鼻咽癌

组织中的表达情况 , 并探讨其与鼻咽癌临床病理因素的

相关性 "方法 分别采用Real tim e 户C R 及免疫组织化学

(S A B C 法) 检测45例鼻咽癌及癌旁正常鼻咽钻膜组织中

C hib by m R N A及蛋白的表达情况 , 统计C hi bby的表达与

鼻咽癌患者临床病理因素的关系 "结果 C hj bb y m R N A在

癌旁正常鼻咽戮膜及鼻咽癌组织中平均相对表达量分别为

0.0835 士0 .0 056和0.07 76土0 .0 059 , C hibb y蛋白在癌旁

正常鼻咽钻膜及鼻咽癌组织中的阳性表达率分别为91 ., %

(4 1/4 5) 和42 .2 % (1914 5 ) "鼻咽癌组织中C hjbby的表

达与T分期及临床分期有相关性 , 与性别 ! 年龄 ! 颈淋巴

结转移及病理分型无明显相关性 "结论 与癌旁正常鼻咽

豺膜组织相比 , 鼻咽癌组织中C hibby m R N A 及蛋白的表

达均降低 , C hi bby的表达与肿瘤丁分期及临床分期相关 ,

与性别 ! 年龄 !颈淋巴结转移及病理分型无明显相关性 ,

C hi bby可能参与了鼻咽癌的发生过程 , 有望成为鼻咽癌基

因治疗新的作用靶点"

=关键词> 鼻咽肿瘤; W nt 蛋白质类; 免疫组织化学; 逆转

录聚合酶链反应; 信号通路 ; C hi bby
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T h e P o s itiv e e x P re s s iv e ra te s o f e h ib b y P ro te in w e re
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lo w e r ex P re ss io n of C h ib by in n a so P h a ry n g e a l ea re in o m a
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tiss u e s , th e e x P re ss io n s of C h ib b y m R N A a n d P ro te in
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W nt /p一Ca te ni n信号通路的异常激活与多种人类恶

性肿瘤的发生发展密切相关[1] "C h ibb y作为该信号通路

新的拮抗因子 , 既能与核转录因子T C F/L E F竞争结合于

p一eatenin , 抑制p一eatenin活陛12 2, 又能介导p一eatenin由细

胞核向细胞质的转运 , 从而拮抗W n灯p一ca te ni n信号通路活

性I3] , 影响靶基因的表达 , 有望成为新的肿瘤抑制因子 "

已有研究表明 , C hi b by在结肠癌细胞系l4]及小儿室管膜瘤

中表达降低I5] "本研究分别采用尺eal tim e p C 尺及免疫组

织化学 (SA BC 法) 检测C hi b匕y在鼻咽癌组织及癌旁正常

鼻咽私膜组织的表达差异 , 探讨鼻咽癌中C hi bby的表达与

患者临床病理因素间的关系 , 为进一步研究C hi bby 对鼻咽

癌的作用及作用机制奠定基础 "

牛.t 临床资料 "收集2010年4月一2011 年, 月于我院耳鼻

咽喉头颈外科就诊取活检的鼻咽癌患者的鼻咽部病变组织

45例 , 活检前均未接受放 ! 化疗 "其中男性32例 , 女性

13例; 年龄23一68岁 , 中位年龄53岁; 按照2002年国际

抗癌联盟 (UI C C ) 和美国癌症分期联合委员会 (A JC C )

制定的TN M 分期标准 , T l一TZ级24例 , T 3 ~ T 4级21例 :

无淋巴结转移者, 8例 , 有淋巴结转移者27例; 临床分期 ,

I~ 11期 19例 , 111~ IV 期26例 ; W H O 分型I型9例 , 11型20

例 , H l型16例 "同时选取同一患者距病变边缘, .0 cm 外

鼻咽私膜组织 "所有组织标本在离体30 m in 内分成2份 ,

一份于10% 中性福尔马林固定液后, 常规石蜡包埋 , 另一

份迅速冻存于液氮中备用 "所有标本常规日E 染色后经病

理科2位专业技术人员确诊 , 病变处鼻咽组织为鼻咽癌组

织 , 癌旁鼻咽勃膜为正常鼻咽勃膜 "所有病例均有完整的

病案资料 , 本研究获我院伦理委员会批准 , 检查前均明确

告知患者 , 并签署知情同意书 "

j#,2 利用R ea卜tjm e P C R 方法检测C hjb by m R N A 在鼻咽

癌组织中的表达 "

啥,2 .1 R e a l一tim e P C R 操作 "采用Trizol (Invitrog e n ,

美国) 同时提取鼻咽癌组 织及癌旁正常鼻咽勃膜组

织的总 R N A , 运用逆转录试剂盒将总 R N A 反转录为

e D N A " R e a l一tim e P C R 采用S Y B R G re e n R e a l一tim e

P C R M a ste r M ix (T O Y O B O , 日本 ) 试剂 盒 , 以

18 sR N A 为内参进行p C R 扩增 "C h ib b y上游引物 , 5 .-

T T T G G G A A T A C G T T C A G T C C G 一3 .; 下游引物 , 5 .-
T C A G C C G C A A G A G A. TT G T T C一3, ; 18 sR N A 上游引物 ,

5 .一G T C T G T G A T G C C C T TA G A T G 一3 -: 下游引物 , 5 .-

A G C T T A T G A C C C G C A C T T A C 一3 ." P C R 反应体系共

20 州: c0 N A Z 闪 , 灭菌双蒸馏水6.8 闪, 上下游引物

(10 卜m o l/L ) 各0 .6 林I, P C R M a ster M ix 10 林l" P C R反

应条件 : 95 e 预变性 30 5 , 90 e 变性30 5 , 6 0 e 退火复

性20 5 , 72 oC 延伸25 5 , 45个循环 , 终末72 e 5 m in "

, .2. 2 R eal 一tim e 户C R 结果计算与判定 "根据扩增曲线确

定每个样品平均CT 值 (C 丁平均) , 样品C hj bby的C丁平均减

去该样品内参18 sR N A 的C T平均得到该样品C hib by扩增

的相对循环次数 (vC T) , 2一vCT 反映了C hi b匕y m R N A 的

相对拷贝数 , 将2一vC丁转换为一Log22一vCT 进行统计计算 , 同

一患者癌组织的vC丁减去癌旁正常鼻咽私膜的 vC T得到该

患者癌组织与癌旁正常鼻咽勃膜组织中C hi bby 扩增循环次

数的差异 (v vC T) , 2 vvCT 反映了同一患者癌组织Chibb y

的表达相对于该患者癌旁正常鼻咽钻膜中表达的倍数: 即

2一vvCT 二2 [(CT Ch,bby-CT 18s RNA )异咽癌组纤 (CT chibb y一T l出RNA) 正常鼻咽勃阅 "

当2一vvC下镇0.66时 , 表明鼻咽癌组织中C hibby m R N A 的

表达降低 ; 当0.66 < 2一vvCT ( , .5时, 表明鼻咽癌组织中

C hj bb y m 尺NA 的表达相似; 当2 vvcT > 1.5时 , 表明鼻咽

癌组织中C hibby m R N A 的表达升高16]"

七3 免疫组织化学方法 (SA B C 法) 检测C hi bby蛋白在

鼻咽癌组织中的表达 "

注,3月 操作方法 "将包埋好的蜡块连续4 林m 切片 , 室温

晾干后于100% 的二甲苯中脱蜡2次x 10 m in; 脱蜡后依次在

, oo % ! 95 % 及70% 梯度乙醇及双蒸水中水化各2次x 2 m in ,

经常规脱蜡 !水化后 , 用蒸馏水新配置的3% 比0 2室温封

闭, 0 m in , 双蒸水中冲洗3次x Zmi n; 然后浸入0.01 m ol ,

pH 6.0 , 95 e 以上的构栋酸钠缓冲液中20 m in , 冷却, 卜

后 , 滴加封闭液室温封闭20 m in ; 滴加 , : 500稀释的兔抗

P G E A I多克隆抗体 (Santa C ruz B iof 以力nol叩y , 美国) ,

室温 , h , , 0% 户B S洗3次x 2 mi n; 滴加生物素化二抗 , 室温

20 m in , 10% P B S洗3次 x Z m in ; 滴加S A B C (武汉博士

德生物工程有限公司 , 中国) 工作液, 室温20 mi n , 10 %

p B S 洗4次x 5 m jn ; 使用O A B 试剂盒 (武汉博士德生物

工程有限公司 , 中国) , 室温显色 , 镜下控制反应时间 ,

一般6 m in , 蒸馏水洗涤; 苏木精复染 ! 脱水 ! 透明 ! 封
片 ! 显微镜下观察及拍照 "用预实验中已证实的阳性切片

作为阳性对照 ; 以p B S 替代兔抗p G E A , 的切片作为阴性

对照 "

, !3 2 免疫组化结果计算与判定 " C hib by蛋白以细胞质

和/或细胞核中有棕红色颗粒为阳性染色 "阳性和阴性根

据细胞染色强度与染色细胞所占面积积分之和来判断 "

染色强度积分: 不染色二0 , 轻度染色=1 , 中度染色二2 ,

强染色二3 "在高倍镜下 (400 x ) , 每片选择5个高倍视

野 , 每个视野计数 , 00个细胞 , 共500个细胞 , 染色面积

计分为: < 10% 细胞染色二O , , 0% ~ 2 5 % 细胞染色=1 ,

2 5% 一50% 细胞染色二2 , > 5 0 % 细胞染色二3 "若两分之

和 52分为阴性表达 , > 2 为阳性表达 , 二3为弱阳性表达

(+ ) , 4一5分为中等阳性表达 (++) , 分为强阳性表达

(++ + ) 阴"

, ,4 统计学方法 "采用S 尸5 5 , 7 .0统计软件分析 , 计数

资料采用广检验 , 结果以例数 (% ) 表示 "计量资料符

合正态分布且方差齐 , 两组间比较运用配对t检验 , 方差

不齐 , 运用近似t检验 , 结果以万士s表示 ; 不符合正态分

c H , N A R c H o t o LA RY N G o L H E A D N E c K s u RG IJ a n u a ry 2 0 , 3 , 丫"1.2 0 , N o ., 2 5
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义 "c hi bby m R N A 的表达与患者的性别 !年龄 ! 颈部淋巴

结转移及分型无相关性 , 差异无统计学意义 (表1) "

2 .3 .2 c hi bb y蛋白表达与患者临床病理因素间的相关

性 "C h jb b y蛋白在T l一T Z级与T3一T4级鼻咽癌患者中

阳性表达率分别为70.8% 及9.5% , 差异有统计学意义 ,

C 卜ib匕y蛋白在l一I一期与川一IV 期鼻咽癌患者中阳性表达

率分别为89.5% 及7.7% , 差异有统计学意义 "而与患者性

别 ! 年龄 ! 颈部淋巴结转移及分型无关 1表2) "

表, C hibby m R NA在鼻咽瘤组织中的表达情况

临床病理因素 例数 相对表达量 U 尸

性别

男 32 0 .0 779 (0 06 9 7 , 0 .08 33 ) 19 0 5 > 0 .05

女 13 0 .077 5 (0 .07 70 . 0 .08 03 )

年龄

( 5 0 27 0 .0 77 7 (Q ,069 6 , 0 .08 25 ) 23 6 5 > 0 .05

> 5 0 18 0.0 78 1 (0 .0 75 2 , 0 .080 8 )

丁分级

T 活~ TZ 24 0.08 0 3 (0.0 770 , 0 .083 6 ) 14 3 .0 < 0 .0 1

T 3 ~ T4 2 1 0.0 77 5 (0 .0 68 5 , 0 .07 97 )

颈淋巴结转移

N O 18 0 08 0 1 (0刀752 , 0 .0 83 6 ) 176一0 > 0 .05

N l~ 3 2 7 0 0 775 (0 0 69 6 , 0.080 5 )

临床分期

I~ 11 19 0 0 810 (0.0 77 5 , 0 .0 83 6 ) 99 .0 < 0 .0 1

111~ IV 26 0 077 1 (0 .06 87 . 0.0 794 )

分型

1 9 0 .08 03 (0 .07 28 , 0 .08 36 ) 14 9 > 0.0 5

11 20 0 .07 73 (0 .07 60 , 0.0 82 1)

111 16 0 .07 76 (0 .06 96 , 0 .08 05 )

表2 C hi bby蛋白在鼻咽癌组织的表达情况

分组 例数 阳性表达率 广 尸

性别

男 32 50 .0% (161 3 2) 2 .74 7 > 0 .0 5

女 13 23.1% (3113)

年龄 (岁)

- 5 0 2 7 44 .4 % (12 127 ) 0 .1 37 > 0 .0 5

> 5 0 18 38 .9% (7118 )

T分级

T l一TZ 2 4 7 0 .8 % (171 24 ) 17 .25 7 < 0 .0 1

T 3一T4 2 1 9 .5 % (212 1 )

颈琳巴结转移

N O 18 5 5,6 % (101 18 ) 2 .186 > 0 .05

N l ~ 3 2 7 33 .3% (9127 )

l简床分期

I~ 11 19 89 .5 % (17119 ) 30 .09 7 < 0 .01

111 ~ IV 26 7.7 % (2 12 6)

分型

1 9 44 .4 % (4/9 ) 0 22 8 > 0 05

H 20 4 5.0 % (912 0 )

111 16 3 7.5 % (6116 )

困峨 翻口

近年来大量研究表明 , W nt /p一cat enin信号通路中多

个成员与鼻咽癌的发生 ! 发展存在密切关系 =/一.0] , 表明该

信号通路在鼻咽癌的发生及发展中的重要作用 "C hi bby 作

为该通路的拮抗因子件 .11, 通过与p一ca te ni n相互作用 , 拮

抗W nt 靶基因的表达 "已有研究表明C hi bby 在结肠癌细胞

系 ! /J\儿室管膜瘤中表达降低[41 /], 但C hibby与鼻咽癌的

关系仍不清楚 "我们的研究在于检测C hi bby 在癌旁正常鼻

咽私膜及鼻咽癌组织中的表达情况 , 探索C hi b匕y表达与鼻

咽癌患者临床病理因素间的关系 "

首先通过 R e a l一tim e P C R 检测C h ib by m R N A 的表

达情况 " C h ib b y m R N A 在鼻咽癌组织中的相对表达

量是0.0 7 7 6 士0.0 0 5 9 , 在正常鼻咽勃膜中的相对表达

量为0 .0 8 3 5 士0 0 0 5 6 , 6 8 .9 % 鼻咽癌患者癌组织中

C h ib by m R N A 表达降低 "S e hu ie re r等[4]研究发现 , 与

正常结肠翁膜细胞系相比 , C h ib匕y m R N A 在结肠癌细

胞系中表达降低 "K a rako u la等15]通过R ea l一tim e P C R 检

测小儿室管膜瘤患者肿瘤中位于染色体22q , 2一q13 区域

的c hi匕by基因后发现 , 4 7例小儿室管膜瘤患者 中 , 有

3 9例患儿染色体22 q 1 2一q , 3 区域的存在C h ib b y基因丢

失 , 均表明C hibby m R N A 在肿瘤中表达降低 "其次采

用了免疫组织化学方法检测C hi匕by蛋白在鼻咽癌组织

中的表达 , C h i匕匕y蛋白在鼻咽癌组织中阳性表达率是

42.2% (191 4 5) , 在正常鼻咽部的私膜中阳性表达率是

91.1% (4 1/4 5 ) , 73 .3 % (33/4 5 ) 例患者鼻咽癌组织

中C hi匕by蛋白表达降低 "因此无论是m R N A 水平 , 还是

蛋白水平 , 均表明C hibby在鼻咽癌中的表达明显降低 ,

但关于C h i匕by在肿瘤中表达降低的原因 , 目前尚未完全

明了 "学者们通过对肾母性细胞瘤组织中全长C h ib b y

m R N A 序列分析未发现任何序列突变1121"学者们也对结

肠癌组织中全长C h ib b y m R N A 序列进行了分析 , 3 6例

患者中有 , 1例患者C hi b by基因C 2 2orfZ 区域存在杂合性丢

失 "另外 , 部分C hi b by基因启动子发生异常甲基化阵 /}"

因此 , C h ib匕y在鼻咽癌组织中表达降低的原因有待进一

步的研究 "

我们进一步从基因及蛋白水平分析了鼻咽癌组织中

C hi bb y低表达与患者不同临床病理因素间的关系 "结果表

明 , 鼻咽癌组织中C h ib b y m R N A 及蛋白的低表达与肿瘤

的丁分级及临床分期相关 , 未发现C hi b匕y的低表达与患者

性别 ! 年龄 ! 是否发生颈部淋巴结转移及分型存在相关关

系 , 提示C h ibb y可能参与了鼻咽癌的发生过程 "学者们

研究发现不同生物学行为的肾母细胞瘤患者间 , C hi bby

m R N A 的表达均无差异[12]"随后Seh uierer等阱]的研究也得

到了同样的结论 "因此 , C hi b by在肿瘤发生发展中的具体

作用及其机制有待进一步的研究 "

c H .N A R c H o T o LA RY N 0 o L H EA D N E c K s u R 0 zj a n u a ry 2 0 , 3 , v "一20 , N o ., 2 7
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综上所述 , 本研究首次发现 , 与癌旁正常鼻咽私膜

比较 , 鼻咽癌组织中C hi bby m R NA 及蛋白表达均降低 ,

鼻咽癌组织中C hi bby的低表达与肿瘤丁分期及临床分期相

关 , 未发现其低表达与患者性别 !年龄 !颈淋巴结转移及

w 日"分型相关 , C hi bby可能参与了鼻咽癌的发生过程 ,

有望成为鼻咽癌基因治疗新的作用靶点 "

. 昌圈西业.
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