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视网膜母细胞瘤患者和双亲 

染色体不稳定性观察 

， 

生物学教研重 彭惠民 

第一医院 R科 郜 燕林 溺 鼎华 

摄 赛 本文对15何视网膜母细胞璃 (RB)患者，24恻患者双亲以爰正常对照j 8A的姊妹染 

色单体交换 (scE)率、微接 (MN)率的观察表明，患者自发，丝裂霉 翥 C (MMc)诱 发 的 

SCE率和MN翠均与对 艳有显著差异。本实验为RB患者存在体蛔孢染色俸不稳定登提供了证据． 

同时讨论了染色体不稳定性与RB发生的关景 

关■调 视网膜母细胞瘤 染色体：姊妹染色单体交换一微核 

视网膜母细胞瘤 (RB)是较 常 见的婴 

幼儿眼部恶性肿瘤，国内外进行 了大 量 研 

究。Gallie等 将癌基因理论 和二次突变论 

相结合，提出RB的发生是由于体细胞18q14 

位点fb隐性基因纯合汜或半台化的结果。逸 

一 论点已被广泛接受。但为何RB患者 幼 小 

年纪就实现了rb基因的煎台化或半合亿，目 

前尚不请楚。本实验分析 了RB患者及 双 亲 

外周血淋巴细胞自发、丝裂霉素C(MMC) 

诱发姊妹染色单 体 受 换 (SCE)率 和 徽 核 

(MN)率，并椿 讨了染色体不稳定性与RB 

发生的关系。报道如下。 

斌 帮赢法 

1． 赛驻对象 

R8患者15铡 (男儿，女 )，年龄t～20岁，其 

中1 2例巳作眼球摘除，停止化疗1 0年以上，3倒 尚 

来手术爰化疗．RB双亲24人 (男13，女11)，年龄 

2B～驺岁。正常对照i 0̂ (男10，女『。)，年 龄 !．5 

～55岁。双亲和对黑均无呻寤及化学致骑物和射线 

接触史． 

2． 宴噎方法 

每侧受试者采血 i 5ml，分 剐硅种 于 4瓿台小 

牛血清 (华西牌)1．5ml，PHA (自云山翩药广) 

tha the malp：zhlan bodies in the spleea of 38th we& fetus was fdrmed， it had produced 

certai celldar immunity function．The IgA ($88mg／d1)，1gM (~4mg／d1)and IgD (11 8．1 

U／m1)in the spleen of 88th week fetus was similar to tee amount扭 s~rUEl adult。it 

had produGed c rmln humoral immunity function； The spleen aize of 88th week feLuS 

served the purpose of transplantation．Therefore，fhe fetal spleen of 38 week~ a3． as 

appropriaIc for ￡：ansplantati0n 

KEY W ORDS Fetal spleenI Immunity function}Tra口sp1aⅡtation 
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j'lag、RPMII 840培 养 液 (美 目、GIBC)3．5ml 

的培养液甲．并按 下步骤处理． 

(I) SCE标本制备 

用 2瓶浩葬物 ，其 中一瓶加几MMC (终浓 度 

为o．0．4pg／m1)。两瓶同时培养24h后丑Ⅱ八5一溴尿嘧 

啶脱氧桉苷 (Brdn，终豫度12p．g／m1)，避 光培 养 

~=r2h，收获前lb船八秋水仙素 (终浓 度 0．o3~g／ 

m1)．常规法制片及分化染色， 

(2) MN标本制备 

用 2瓶培养物，其中一瓶加八MMC (终 浓度 

为0．111g／m1)。培养r2h收获细胞，离心后用0．075 

M氯化钾溶液低渗5mh1．3：i甲醇、冰醋酸 固定 2 

坎，滴片时轻欢气，使细胞散开，室温下干燥 (不 

用火烤)，Gicmsa染色． 

． 豆徽疆 

每例分男 观察统计白发、MMC诱发的SCE率 

和MK率，观察计数分别按本室常规方法 和王天 

字标准r”。 

结 果 

RB患者自 发 SCE 数／细 胞 为 6 94± 

0．46，与双亲组6．55±0．I2无显著差 别 (P 

>O．05)，但二者与对照组的 5．38±0．25差 

异均极显著 (P<0．oi，P<o．0I)。 

组别 

自发 

诱 发 

MMc诱发的SCE数／细胞，RB患 者 为 

42．8 ±1．63，与双亲组38．38±O．90有显著 

差别 (P<0．02 5)，而患者相双 亲与对照 组 

的29．8l±I．43的差异都极显著 (P<0．001， 

P<O
． 001)。 

患者的 自发微核细胞率 (‰)为6．1 3± 

O．6O，与双亲组6．50±O．4g无明显差 q(P 

>0．50)，但二者 与对照 组的4．69±0．35差 

异均显著 (P<0．05，P<0．01)。 

MMC诱发的微核细胞率 (‰)，患 者 为 

122．20±13．05，与双亲 组84．42±5．13和对 

照组78。94±5．0O的差异都极 为 显 著 (P< 

0．005，P<0．005)。双亲与对照无 显 著 差 

别 (P>0．25)(表l、2)。 

讨 论 

姊妹染色单体交换是DNA复制 产 物在 

两条染色单体之间的同源位点上的交换，它 

表示DNA复制损伤后的修复能 力，是 反映 

染色体早期损伤的灵敏指标。一般认为微桉 

由染色体的断片或有丝分裂中延迟的单个或 

I组染色体形成，其频率可反映染色 体 断裂 

表 1 RB患者、双亲及对照自发和诱发SCE率 比较 

对象 佣数 

患者 I5 

双亲 24 

对照 1； 

患者 1 5 

双亲 20 

对照 15 

细胞数 

450 

720 

4 0 

600 

450 

SCE数／细胞 

8
． 94±0．48 

6．55±0．12 

5
．3P士0．25 

驰
． 85土I．63 

38
． s8±0．90 

29
． 8I±1．43 

蛆 别 

自发 

诱发 

t患者一对照3．O0 

t患者一 双亲 0．84 

t双亲一对 照3．45 

±患者一对照5．98 

I
- 患者一双亲2．49 

t双亲一 对照5．29 

P值 ． 

P<O．01 

P> 0．05 

P< O．01 

P<0．001 

P<O．025 

P<0．001 

表2 RB患奇、孕旁及对照自发和诱发MN率比较 

对象 

患者 

双亲 

对照 

患者 

双亲 

对照 

MN细胞率(‰ ) 

B．1 3±0．00 

0．5O±0．48 

4
． 69±0．35 

122 20±l3．05 

84
． 42±5．13 

78
．94±5．00 
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t值 

t患者一对谓 2．18 

t患者一双亲0．5t 

t双亲一对照2．83 

t患者一对照3．28 

t患者一双亲3．1l 

t双亲一 对照0．73 

P值 

P<O．05 

P> 0．50 

P<O．01 

P<O．005 

P<0．005 

P> 0．25 

数 ∞ ∞ ∞ 叩 ∞ ∞ 飚 巾 巾 
细 坫  ̈ 坩 

埔 驰 坩 
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和纺锤丝损伤程度。毛新等 ·认为 SCE 和 

MN是体 现个体 染 色体不 稳定 性 的较好 指标 。 

本文对照 自发SCE率 为5．38兰 0．25，与 吴 

曼 】、许嘉 报道的 74、5．59相 近。对照 

自发的MN率为4．69‰，与 Jacky[71用 普 通 

培养基测得的4‰接近。RB患者 自发SCE率 

和MN率均明显高于对照，当使用染 色体断 

裂剂MMC后，患者与对照的差异变得 更 为 

显著，提示RB患者染色体不稳定性 较 高 和 

纺锤丝可能有一 定 损 伤。Brogger r 认 为 

MMC通过 与DNA~(链结 台成交 联复 台物， 

使修复过程中的DNA链断端错 误 重 接，并 

干扰DNA包裹过程 。本宴验 表 明MMC能 使 

正常人 与RB患者的 SCE率和 MN率成倍增 

加，但患者增高幅度明显大于正常人，说明 

RB患者对致断剂的作用更为敏 感。因 此， 

外界环境中存在的各种诱因使之易发生突变 

或染色体断裂。 

有人 应用RFLP技术，涮 知 RB患者 

体细胞在1 3ql4位点为杂台状态 ，而 在 肿瘤 

细胞为纯台状态，推测fb基因的纯台化或半 

台化是 RB发生的根源。一般认为纯台 化的 

途径包括不分离～再复制、有丝分裂交换、 

13q14缺失、基因失活或基因 突 变}半台化 

的途径为不分离～丢失。。 。本文RB患者 染 

色体不稳定性较高，可能较容易发生上述 纯 

合化途径中的交换、缺失和基因 突 变 等 事 

件}MN率高提示在有丝分裂中可能有纺锤 

丝的损伤 这又是通过不分离实现半合化途 

径的基础。因此 RB患者染色体不稳 定性 

较高和染 色体不分离 是其在幼小年龄就罹 

患肿瘤的根本原因。这也有助于理解 RB患 

者为何易患第二肿瘤。 

Hsu等 认为染色体不稳定性 具 有 一 

定的遗传基础，并有家族倾向。本实 验 RB 

患者双亲自发的SCE率和MN率均与患者 无 

显著差别 ，而与对照差异显著；在 MMc诱 

导下，患者与正常人的差距拉大．双亲SCE 

率和MN率介于患者与对照之闻·与患 者的 

差异均显著．而与对照相比．SCE率差别也 

极明显。这一现象表明 RB患者双亲亦具有 
一 定程度的染色体不稳定性，提示 RB患者 

的染色体不稳定性可能由双亲传递而来。是 

否这种不稳定性超过一定的闽值 将可蘸实 

现rb基团的纯台或半台 进而目I起RB发生 ， 

需要进一步研究。过去已经认识 封，在 RB 

发生的 “二次突变”中，有的第一次突变可 

能发生于双亲的配子形成过程。本文双亲染 

色体稳定性较差，提示某些双亲可能已是Rb 

基因的杂合体，对此 问题的进一步研 究将会 

有利于RB的遗传咨~向工作。 

本文用SCE率和MN率反映染色 体 ’ 

稳定性，在MMC的诱发实验中，SCE表 现 

更为敏惑，其中双亲组和患者组更突出。这 

与MMC的作用机 制相 吻台。 同时 提 示 ，用 

多项指标反映染色体不稳定性，优于单一指 

标 的观察。对高风险人群如RB患者同 胞 或 

其他疑为RB患者的人，可应用多 项细胞遗 

传学指标进行染色体不稳定性试验 以助于 

RB的早期诊断和治疗。 
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纤维胆道镜经T管窦道取石的体会 

第二医院外科 潘正清 郑 明 刘长安 

我院自1986年 3月至1988年10月共作术 

后经T管嬖道纤维胆道镑检查50倒，胆 道镜 

取石 66次，成功 48侧，失败 2例。报道如 

下 ： 

临床资料 

墩石方法及途径 胆道镜取石时间安 排 在T营 

引流术后第四周后进行[!】，因此时1、管周 围 已形 

成牢固的纤维管道。镜端插八 部分 先 在 3‰ 洗 必 

太溶液中爱泡30mJn。拔出T管，稍毒后铺无菌单 

从窦道口缓慢艘人镜端．同时适当注八生理 盐水(每 

1000ml水中加八庆大霉素8万 )．依次观察 了解胆 

管内有无炎理，纤维 素及 雕 块 等，如有残石，蛔 

虫 越窄，_由癌等病变应确定所在部位 特 别观察 

总胆管下端开口大小及有无病变。若疑有新生物， 

则钳取培检，若有结石则进行取石 若为细小鲒石 

或呢沙样结石，纤维素和慧块 则用生理 盐永冲人 

腼道 内。取净结石后经窦遭置八乳胶管接胆瓶引浇 

2天后行胆道逆行造影，证实无 遗 棠 结石2—3天后 

拔管．若造影后毋有 鲒石残存， Ⅱ在 3天后拔除乳 

胶管．经窦道再行第二次墩石。营困嚣一次无法取 

净结石，则口服剥胆药物蠛胆管内滴注溶石涟一疗 

程(1 0天 后．再经赛道取每，如此可反复多次进 

行． 

结 果 

5O侧在行纤维胆道镜检查前均 经T管胆 

道造影，其中除 5例 报告为总胆管 内可疑结 

石，经胆道镜检查无结石井，其余造影结果 

基本上与胆道镜所见相吻合l其中检查残留 

TKE ST{ j二》Y 0N CHR0M0S0ME INSTABILITY 

CF THE PATIENTS W ITH RETINoBLASToNA 

AND THE PARENTS 

Peng H uirain 

(Department of Biology) 

The frequencies of sister chromatid exchange(SCE)and micron~cteus(MN)of periphdra! 

blood tymphocytes were determined in I5 patients with R Bl their 24 parents and 1日 normal 

∞ntfo!s The results zhowed that the spontaneous．M MC i~dueed SCE and M N rates in patients 

weF'~ ~ignificantly higher 掘 an tho~e in controls
．

Therefore． the results provided some 

Bositi~e evMence for c,hromoso~le instability in RB patients． The relationship between 

cbrc Blo∞ me instability and the origin of RB WaS also discussed 

KEY WORDS Ret]noblastoma；Chr0mo s~me； Sister ehromatid exchange J Micro~uelegs 
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