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食管癌微卫星 DNA不稳定性及其与临床病理的关系研究
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　　提　要:目的　检测食管癌中 MSI的状况并探讨其与食管癌临床病理特征之间的关系。方法　应用 PCR单链构象

多态性(PCR-SSCP)技术检测微卫星 DNA 不稳定性。结果　45 例食管癌组织中 MSI 有 10 例 , 检出率 22.22%;MSI 与临床

分期 、病理分级 、淋巴结转移 、浸润深度等无显著性差异。结论　MSI可能是食管癌发生过程中的早期分子事件 ,在部分食

管癌发生过程中起一定的作用。
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　　Abstract:Objective　To detect the state of microsatellite instability (MSI)and investigate the relationship be-

tween MSI and clinical pathological parameters in esophageal cancer.Methods　MSI was analyzed by PCR-SSCP
method.Results　MSI was detected(22.22%)in 45 cases of esophageal cancer.Effects of MSI on clinical stage ,

pathological classification , lymph node metastasis , and invasion were not found.Conclusion　MSI may be an early

molecular pathway and play a certain role in the development of the esophageal cancer.

　　Key words:esophageal cancer;microsatellite instability ;PCR-SSCP

　　遗传学研究表明 ,一个正常细胞逐步获得恶性表

型需要多个遗传改变的积累。一类是癌基因 、抑癌基

因和细胞凋亡相关基因等;另一类是近来发现的错配

修复基因(mismatch repair gene , MMR),认为它是肿瘤

发生的一种新的机制 。错配修复基因突变子表型最常

见的为微卫星 DNA序列的不稳定性(microsatellite in-

stability ,MSI)。目前已有研究表明 MSI与胃癌
[ 1]
、结直

肠癌
[ 2]
、子宫内膜癌

[ 3]
等有明确的关系。与食管癌的

关系 ,国内报道较少 。本实验对 45 例食管癌组织中

MSI表达情况进行了研究 ,现报告如下。

1　材料和方法

1.1　病例资料
　　收集本院 2002年 6-10月手术切除的 45例食管鳞状细胞

癌患者。男性 28 例 , 女性 17 例 , 年龄 51 ～ 72 岁 , 平均年龄

(58.45±5.27)岁。分化程度:高-中分化 34 例 , 低分化 11 例。

按 UICC(1997)TNM 分期:T2N0M0 2 例(5.3%), T3N0M0 13 例

(29.0%), T2N1M0 5 例(10.5%), T3N1M0 22 例(47.4%), T4N-

M0 2 例(5.3%), T-N-M1 1 例(2.6%)。即 Ⅰ-Ⅱ期 20 例;Ⅲ-Ⅳ

　　作者简介:颜　坤(1970-),男 ,重庆市人 ,硕士 ,主治医师 ,主要从事食管癌
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期 25例。

　　肿瘤组织在原发灶取材 ,避开坏死 、炎症区域;正常组织取

自距肿块边缘 5.0 cm 以上的食管粘膜。标本取出后立即置液

氮保存备用。

1.2　研究方法
1.2.1　DNA 样品抽提　　组织标本 0.1 g , 经蛋白酶 K 消化 ,

酚-氯仿提取 ,乙醇沉淀后 , 溶于 TE 溶液中 ,紫外线分光光度计

定量。

1.2.2　聚合酶链式反应(PCR)　　两个微卫星位点是 BAT26

和D2S123 位点 , 分别为单核苷酸(A)n 和二核苷酸(CA)n 的重

复序列 ,引物由北京鼎国生物技术公司合成。PCR反应总体积

为 20μl ,含 Taq 酶 1.4 u(北京鼎国公司), 10×Buffer 2.0 μl , 引

物 10μmol L , dNTP , 400μmol L , Mg2+ 25 mmol L, 模板 DNA 100

ng 。循环条件:先 94 ℃预变性 4 min , 再30次循环:94 ℃ 60 s ,

53 ℃50 s , 72 ℃ 50 s , 最后 72 ℃延伸 7 min。

1.2.3　9%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳及银染　　取 PCR产物 8

μl加入 8 μl 上样液(95%去离子甲酰胺 , 20 mmol L EDTA ,

0.025%二甲苯晴 , 0.025%溴芬蓝 , pH 8.0), 98 ℃变性 5 min , 立

即置于碎冰上保持单链状态 ,取 15 μl于 9%变性聚丙烯酰胺凝

胶(含尿素 8 mmol L), 200 V ,电泳 1 h。最后凝胶银染。

1.2.4　结果观察　　在凝胶成像仪下观察记录。将同一病例

癌组织与相应正常组织 PCR产物同时上样比较 ,若癌组织的电

泳条带与正常组织相比出现等位基因条带的增多或移位即为

MSI。阳性病例经再次 PCR扩增证实。
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1.3　统计分析
　　采用χ2 检验和 Fisher' s确切概率法检验。

2　结果

2.1　食管癌MSI的检测情况
　　45 例食管癌中微卫星 D2S123 位点 MSI 阳性有 9 例

(20.0%), 微卫星 BAT26 位点 MSI 阳性有 3 例(6.67%)。至少

一个位点检出 MSI 者 10 例(22.22%), 两个位点同时检出 MSI

者 1例(2.22%), 见图 1 , 表 1。

M:DNA marker(pBR322DNA Msp I);N:Normal;C:Cancer

图 1　D2S123位点 PCR-SSCP分析 , 15C 发生 MSI

Fig 1　PCR-SCCP for loci D2S123 , MSI was found at 15C

表 1　食管癌组织中 MSI的检出情况

Tab 1　MSI detection in esophageal cancer

Microsatellite
locus

Locus of
chromosome

Information
unit

MSI(+) Positive rate
of MSI(%)

D2S123 2P15-16 45 9 20.00

BAT26 2P21-22 45 3 60.67

D2S123+BAT26 45 2 4.44

Total 45 10 22.22

2.2　MSI与食管癌临床特征之间的关系

　　根据患者临床分期 、病理分级 、浸润深度 、淋巴结转移等 ,

将 45例样本进行分组。统计结果显示 ,mtMSI与食管癌的临床

分期 、病理分级 、浸润深度 、淋巴结转移之间无显著性差异(P>

0.05),见表 2。

表 2　MSI与食管癌临床病理特征之间的关系

Tab 2　Relationship between MSI and cl inical pathological parameters

in esophageal cancer

Pathological parameter n MSI(+) MSI(-) χ2 P

Clinical stage

　　Ⅰ-Ⅱ 20 7 13

　　Ⅲ-Ⅳ 25 3 22 3.401 0.065

Pathological classification

　　Well-Moderate 34 6 28

　　Poor 11 4 7 1.680 0.195

Lymph node metastasis

　　Absent 15 4 11

　　Present 30 6 24 0.257 0.612

Serosal invasion

　　Absent 7 3 4

　　Present 38 7 31 2.042 0.153

3　讨论

　　微卫星 DNA是真核细胞基因组中大量而随机出

现的简单串联重复序列 ,其通过改变 DNA结构或通过

与特异性蛋白质结合而发挥其基因调控作用 ,是一类

新的 ,多态信息容量高的分子标志 。

　　某些微卫星在特定的肿瘤中更容易发生 MSI ,就

是说存在 DNA不稳定热点区 。D2S123在不同肿瘤的

MSI阳性率有明显差异 ,在 HNPCC 中高达 91%,在乳

腺癌 、肝癌中却未发现其有不稳定性 。研究表明
[ 4]

BAT26位点检测结直肠肿瘤MSI达 99.4%～ 99.5%;

同时 ,BAT-26位于 hMSH2 的第 5个内含子中 ,它的异

常致使hMSH2功能缺陷 ,从而被认为是导致 MSI极为

重要的原因 ,故研究结直肠肿瘤MSI时 ,BAT26位点为

首选位点。胃癌的 BAT26对识别高频率 MSI 十分敏

感
[ 5]
。有关食道癌MSI研究结果不尽一致 。Nakashima

等
[ 6]
检测了 D2S119 、D2S123等多个位点 ,结果显示食

管癌MSI 阳性率为 18%。Ogasawara 等
[ 7]
在研究食道

鳞癌 10个微卫星位点MSI 中的检出率为 60%,MSI与

各项病理参数无关。本实验显示 , 45 例食管鳞癌

D2S123 、BAT26 位点 MSI 总阳性率为 22.22%, 其中

D2S123位点有 9 例(20.0%), BAT26 位点有 3 例

(6.67%),与文献报道基本相符 。BAT26 位点在食管

癌的MSI 并不常见 ,提示位点特异的微卫星 DNA不稳

性可能与部分原发食管鳞癌的发生发展有关。BAT26

对识别食管癌MSI的敏感性差 ,似乎提示与结直肠癌 、

胃癌不同 ,在食管癌的MSI发生过程中 ,错配修复基因

hMSH2突变并未发挥重要作用。可能有其它的错配

修复基因突变引起相应敏感位点的 MSI在食管鳞癌的

发生中起作用 ,或另有其他途径导致食管癌MSI ,进而

促进癌的发生 ,有待进一步研究。

　　近来证实 MSI 是 HPNCC 、肺癌 、乳腺癌 、胃癌 、膀

胱癌的早期分子标志 。由于微卫星改变多发生在肿瘤

组织 ,而正常组织很少发生改变 ,使肿瘤特异的MSI用

于肿瘤的早期诊断成为可能
[ 8]
。本研究根据患者临床

分期 、病理分级 、浸润深度 、淋巴结转移等进行分组 ,发

现MSI 与食管癌临床特征之间无显著性差异(P >

0.05)。与上述报道类似 ,提示食管癌 MSI在早期肿瘤

中即已发生 ,而未参与食管癌细胞的分化和侵袭 ,它们

是食管癌发生过程中的早期分子事件。另外通过检测

MSI可间接反映错配修复基因异常 ,并且检测 MSI 方

法简捷 ,结果可靠 ,价钱低廉 ,作为临床用于筛选癌症

高危人群的一种新型 、有效的分子手段 ,具有潜在的 、

巨大的应用前景 。
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人 TNFRI cDNA的克隆及酵母表达载体的构建

Cloning of human TNFRI cDNA and construction of yeast expression vector

代佳平 ,毛琼国 ,王　燕 ,梁　红 ,刘　昕　　(第三军医大学基础医学部分子遗传学教研室 ,重庆 400038)

　　本实验利用反转录聚合酶链反应(RT-PCR)以人单核淋巴

细胞系 U937 细胞总 RNA为模板 ,扩增出人 TNFRI型受体胞外

区约224个氨基酸残基的 cDNA序列 , 将此片段为模板 ,采用剿

式PCR技术扩增出编码 TNFRI 胞外区约 180 个氨基酸的 DNA

序列 , 将其克隆于载体 PDM18-T 进行序列测定 , 随后构建于新

型酵母表达载体 PGBKT7-DNA-BD , 为进一步通过酵母双杂交获

得拮抗 TNFRI的具有生物学活性的多肽奠定了基础。

1　材料与方法

1.1　材料
　　U937 由本教研室提供 , 质粒 PDM18-T 以及连接酶为宝生

物公司产品 , PGBKT7-BD 购自 Clontech , RPMI 1640 培养基 , Tri-

pureRNA抽提试剂 , dNTP , DNA 回收试剂盒均为 Roche 公司产

品 , PCR引物由上海基康公司合成 , AMV、Taq 酶 、Sal Ⅰ 、EcoRⅠ

内切酶购自 Promega公司。

1.2　方法
1.2.1　U937 细胞的培养　　在含 10%小牛血清的 1640 培养

液中 , 37 ℃, 5%CO 条件下培养。

1.2.2　细胞总 RNA 的提取　　采用 Tripure 试剂提取总 RNA ,

操作按说明书进行。

1.2.3　RT-PCR扩增　　编码人 TNFRI 的 cDNA 上游引物:5′

GGGGATCCATGGGCCTCTCCACCGTGCCTG , 下游:5′GGTCTAGAC-

TAGAGCTTGGACTTCCACCGTTG 逆转录 cDNA 反应遵照如下

　　作者简介:代佳平(1969-),女 ,重庆市人 ,实验师。电话:(023)68753670

　　通信作者:刘　昕 ,电话:(023)68753670

　　收稿日期:2003-08-22;修回日期:2004-01-07

操作进行 , RNA 2 μg、下游引物混合物 2 μl、ddH2O 12μl 65 ℃10

min ,再加入AMV 2μl、 5×buffer 8μl 、RNA酶抑制剂 0.5μl 、dNTP

4 μl、ddH2O 5.5 μl , 经 42 ℃反应 1 h 、99 ℃ 5 min。 PCR反应体

系:取 cDNA 10 μl、上下游引物混合物 2 μl 、dNTP 2μl、10×buffer

5 μl、 25 mmol L MgCl 1.5 μl、Taq 酶 1 μl 5 U、ddH2O 12.5 μl , 经

94 ℃变性 10 min ,然后 94 ℃40 s、60 ℃30 s、72℃1 mim , 30 个

循环 , 最后 72 ℃延伸 10 mim。经琼脂糖电泳证实 PCR产物为

712 bp目的片段。

1.2.4　巢式 PCR扩增　　TNFRI 胞外区上游引物:5′AGGAT-

TCACCCATATGCTGGTCCCTCACCTA ,下游:5′TGGAGTGCACGAAG-

TTGTGCAATCGTCGACCTGC 以获得片段(712 bp)为模板进行

PCR反应:模板1 μl、引物混合物 4μl 、dNTP 4 μl 、10×buffer 5μl、

25 mmol LMgCl 3μl 、Taq酶 1 μl 5 U、ddH2O 25μl总体积 50μl ,

94 ℃变性 10 mim、94 ℃40 s 、64 ℃45 s、72 ℃ 1 mim 30 个循环 ,

最后延伸 72 ℃延伸℃10 mim。

1.2.5　PCR产物鉴定　　取 5 μl产物与 1.5%琼脂糖电泳 , 以

EcoRⅠ +HindⅢ双酶切 lamdaDNAMarker作标准 , 凝胶扫描仪下

观察。

1.2.6　PCR产物的纯化及序列鉴定　　RT-PCR产物采用 DNA

回收试剂盒纯化目的片断 ,按操作说明书进行。巢式 PCR获得

片断与 PDM18-T载体连接并转化至大肠杆菌 DH5α感受态细

胞 ,蓝白斑筛选阳性克隆 , 经 SalⅠ和 EcoRⅠ双酶切鉴定 ,挑取

阳性重组子 ,由上海基康公司完成序列测定。

1.2.7　TNFRI 酵母双杂交表达载体的构建　　将目的片段克

隆于酵母表达载体 PGBKT7-DNA-BD 中 Sal Ⅰ和 EcoRⅠ双酶鉴

定筛选重组子。
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