
文章编号:1000-5404(2003)04-0341-03　　 论著
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　　提　要:目的　研究小细胞肺癌(Small cell lung cancer , SCLC)患者血浆游离性 DNA 的 3p 位点的杂合性缺失(Loss of

heteroxygosity , LOH)在 SCLC 诊断中的价值。方法　用 PCR-银染法对 33例 SCLC 患者的病理组织及血浆标本中三个位点微

卫星(3p14、3p21、3p25)杂合性缺失的情况。结果　33 例病理组织标本 LOH 的发生率为 54.5%(18 33), 血浆游离 DNA 同

时发生 LOH 的百分率为 42.4%(14 33);二者相关性为 77.8%(14 18)。结论　SCLC 患者血浆游离 DNA 来自于肿瘤组织 ,

其 3p部位的 LOH 在诊断中有一定的价值。
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The loss of heterozygosity on chromosome 3 of plasma free DNA of small cell lung cancer
YI Bin , YANG He-ping , RUAN Zhi-hua(Department of Anesthesiology , Southwest Hospital , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the diagnostic and monitoring values of the loss of heteroxygosity(LOH)of 3p

loci in free plasma DNA of small cell lung cancer.Methods　PCR silver staining was used for the detection of LOH

of three microsatellite sites in the 3p loci of plasma free DNA and tissue of SCLC.Results　In 33 cases of tissue ,

the incidence rate of LOH was 54.5%(18 33), but the positive rate of LOH in plasma free DNA was 42.4%(14 

33).The correlation between them was 78.8%(14 18).Conclusion　The plasma free DNA in patients with lung

cancer is primarily originated from the tumor tissue.LOH of plasma free DNA may be valuable molecular markers in

the diagnosis of SCLC.
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　　近年来 ,对恶性肿瘤患者血浆中游离性 DNA的定

性检测用于基因诊断已经成为热点 。我们对血浆中游

离性 DNA的 3p部位杂合性缺失(Loss of heteroxygosity ,

LOH)在小细胞肺癌(Small cell lung cancer ,SCLC)诊断

中的价值进行了研究 。

1　材料和方法

1.1　研究对象
　　有病理诊断的 SCLC 手术病例 33 例 ,其中男性 19 例 ,女性

14 例 ,年龄 39 ～ 71 岁 ,分期 I～ IIIA期;排除同时患有肝炎 、糖尿

病 、风湿病 、红斑狼疮等疾病的病例 。15 例健康正常人外周血

标本作为对照。

1.2　研究方法
1.2.1　取材方法　　血液标本在术前 1 d 凌晨空腹状态下抽

取3 ml , 用枸盐酸钠抗凝剂(ACD)抗凝 , 4 ℃冰箱保存 , 1周内使

用。癌灶标本在术后 1 ～ 3 h 癌中心无明显出血坏死处切取
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直径 1～ 2 cm 的组织 , 置-70℃冰箱保存备用 ,石蜡切片证实肿

瘤细胞数占 70%以上。

1.2.2　DNA抽提　　所有标本的 DNA 抽提均用常规蛋白酶 K

消化 、酚-氯仿抽提 , 经紫外分光光度计定量 ,将浓度稀释到 350

～ 450 ng , -20℃保存备用。可疑标本重复抽取。

1.2.3　PCR扩增　　3对微卫星位点引物均由上海生物制品有

限公司合成 ,见表 1。在 50μl PCR反应体系中加入基因组 DNA

1 μl , 5μl 10×PCR缓冲液 , dNTP 200 μmol L, 1 对引物各 20 pmol 

L , Taq DNA聚合酶 0.5 U ,加 30μl高压消毒甘油覆盖反应液;采用

热启动法 ,97 ℃变性10 min ,随后降至88 ℃加酶,循环条件为94 ℃

60 s , 54～ 57 ℃60 s ,72 ℃60 s ,38个循环后72 ℃延伸10 min。

表 1　引物的位置和距离

Tab 1　The position and distance of primers

Locus Map Primers sequence(5′-3′)
Produced size
(bp)

Polymorphism type

D3S1038 3P25 TCCAGTAAGAGGCTTCCTAG 115～ 141 GT

AAAGGGGTTCAGGAAACCTG

D3S1029 3P21.3 TACCTCCTCACTGTTTCATATTAG 160～ 174 GT

CACATAGTATGTCTCGGCTAACAG

D3S1228 3P14.1～ 14.3　TCCTTAACTCTTTCTCTGTGAGTTG 78～ 96 GT

TCTACGAAAGGGATTAGGAAGGA
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1.2.4　凝胶电泳　　PCR产物经 1.5%琼脂糖电泳检测特异

性后 , 取 4 μl用相同体积的甲酰胺变性示踪液(95%去离子甲

酰胺 、0.5%二甲苯氰蓝 、0.5%溴酚蓝 、20 mmol L EDTA、5 mmol 

L NaOH 、25%蔗糖)稀释 , 95 ℃变性 10 min 后用于电泳。 含 7

mol L尿素8%变性聚丙烯酰胺凝胶先在恒流 50 mA 下预电泳1

h ,随后上样 、恒流 5～ 10 mA电泳 3 ～ 4 h。

1.2.5　银染　　组份均用去离子水配制 、4 ℃避光保存。取下

凝胶 、去离子水洗 1 遍后 ,用固定液(10%乙醇 、0.5%冰乙酸)固

定 20 min , 去离子水洗 2 遍;染色液(1.5%硝酸银)染 15 min , 去

离子水洗3 遍(<5 s 遍);显色液(1.5%NaOH 、0.4%甲醛)显色

至条带清晰;用等体积定影液(0.5% Na2CO3)定影 5 min , 水洗2

遍;用保鲜膜包裹 , 室温下干胶 、永久保存。

1.2.6　LOH 判定　　与自身白细胞对比 , 癌组织 DNA PCR 扩

增产物带消失或相对密度减少 50%以上时判为 LOH。异常病

例需经再次 PCR、电泳证实[ 1] 。

1.3　统计学处理
　　采用 Excel软件进行描述统计和χ2 检验 , 所有数据用 x±s

表示。

2　结果

2.1　血浆 DNA的含量

　　通过酚氯仿法-紫外分光光度法定量分析 , SCLC 患者和对

照组的血浆均有游离 DNA 。SCLC 患者血浆游离 DNA 的浓度为

(15.2±0.72)μg ml , 15 例正常对照的浓度为(0.15±0.032)μg 

ml ,两者之间相差非常显著(P<0.01)。

2.2　各微卫星位点 LOH情况

　　33 例病理组织标本至少一个位点发生 LOH 的发生率为

54.4%(18 33),血浆游离 DNA LOH 发生率为 42.4%(14 33), 相

关性为 78.8%(14 18)。三个微卫星位点位置 , 具体 LOH 的例

数百分率见表 2。

表 2　不同位点的 LOH发生率

Tab 2　The frequencies of LOH at different loci

Locus LOH of tissue(%) LOH of plasma(%)

D3S1038 27.3(9 33) 15.2(5 33)

D3S1029 33.3(11 33) 27.3(9 33)

D3S1228 21.2(7 33) 18.2(6 33)

At least one locus 54.5(18 33) 42.4(14 33)

3　讨论

　　既往研究证实胃肠道恶性肿瘤患者血浆中含有较

高浓度且呈游离状态的 DNA ,随后有研究证实可以从

乳腺癌 、肾癌 、鼻咽癌患者血浆的游离 DNA中检测到

肿瘤特异性的基因改变 。我们应用酚氯仿-紫外分光

光度法在 33例 SCLC 患者血浆中同样检测到了游离

DNA。相对于正常人(0.15±0.032)μg ml ,其浓度显著

增高(15.2±0.72)μg ml。由于游离 DNA的浓度易受

少数良性病如风湿性疾病 、免疫性疾病等的影响 ,故需

要同时检测肿瘤特异性基因变化才能用于诊断。

　　目前的研究表明 ,恶性肿瘤的 LOH 阳性率较 p53 、

k-ras等要高 ,而且在癌前病变中广泛存在(总阳性率

高于 70%),故非常适合于早期诊断
[ 2]
。Cansten Goessl

等报道乳腺癌 、肾癌 、鼻咽癌 、黑色素瘤等患者血浆游

离DNA 微卫星 LOH 阳性率在 40%～ 90%不等
[ 3～ 5]

。

我们的研究表明在 33 例 SCLC 患者血浆中有 14例至

少一个微卫星位点可以检测到 LOH , 阳性率为

54.5%,证实血浆微卫星 LOH 的检测在 SCLC 具有较

高的阳性率 。病理组织的研究表明微卫星 LOH 只发

生于肿瘤组织 ,正常组织很少发生改变
[ 6]
,在我们的研

究中 ,作为对照的 15例正常人外周血标本中无一例发

生了 LOH ,表明在 SCLC患者血浆中一样具有肿瘤特

异性 。同时33例组织标本中有 18例至少一个位点发

生了 LOH(54.5%),在这 18例中有 14例的血浆中检

测到相同的 LOH(78.8%),证明组织标本和外周血浆

具有明显的一致性。

　　LOH研究的假阴性主要来自于正常 DNA 的污染 ,

一般要求纯度>70%;血浆正常 DNA的污染主要来自

于糖尿病 、风湿性关节炎 、系统性红斑狼疮等良性疾

病;Naylor 、Chen 、Soaai等
[ 7 ～ 9]
在研究中均未考虑到这个

问题 ,我们在选择病例时筛除了患有上述良性疾病的

病例 ,降低了假阴性率 。LOH 的假阳性主要来自于实

验误差和结果误判 ,通过重复实验可以有效的排除假

阳性结果 。方法上 ,我们采用了 PCR-银染法 ,比放射

自显影法在操作上更加简单 、快捷 ,适用于临床应用。

　　肺癌组织的 LOH 用于基因诊断有特异性高 、敏感

性强 、简单 、快捷等优点 ,但病理组织取材限制了它的

应用(如:有创性 、复杂性 ,早期取材困难等)。我们的

研究表明 ,肿瘤患者外周血浆中的游离 DNA作为一种

新的诊断途径有很强的应用前景;其 3p 部位的 LOH

在SCLC 诊断中的有较高的诊断价值。
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文章编号:1000-5404(2003)04-0343-02　 个案与短篇

妊娠妇女血清及脐血瘦素水平与胎儿生长发育的关系

Study on the relationship between the leptin levels in pregnant women and the growth

of fetus

刘　虹 ,蒋小亚 ,孙　袁 ,吴文锦　　(贵阳市妇幼保健院产科 ,贵阳 550003)

　　瘦素是由脂肪细胞分泌的肥胖基因的蛋白产物 , 具有调节

体内脂肪含量的功能。近年来国外研究报道 ,瘦素与妊娠关系

密切 ,证实除脂肪组织外 , 胎盘也能合成及分泌瘦素[1] 。本研

究通过测定妊娠妇女血清及脐血瘦素水平 , 旨在探讨妊娠期瘦

素水平的变化 ,以及瘦素与胎儿生长发育的关系。

1　资料与方法

1.1　研究对象
　　选择 2001年 1 月至 2002 年 2月在我院门诊就诊及住院的

正常妊娠妇女 200例为观察组 ,其中早期妊娠(孕龄<12 周)30

例 ,中期妊娠(孕龄 12 ～ 27 +6周)30例 , 晚期妊娠(孕龄28 ～ 36+6

周)30例 , 分娩期(孕龄 37 ～ 41 +6周)80 例 ,产后 1周 30例。 年

龄(25.7±3.2)岁 , 均为单胎头位之初产妇 , 排除内外科合并症

及产科并发症。同期选择正常非妊娠妇女 30 例为对照组 , 年

龄(23.9±2.6)岁 , 均排除严重内外科疾病。

1.2　方法
　　抽取两组孕妇肘静脉血及新生儿脐血 ,于 4℃放置 24 h 后

离心 , 取血清置于-20℃冰箱保存待检。 采用放射免疫测定

(RIA)法测定血清及脐血瘦素水平 , 药盒由美国 Linco Research

公司提供。批内变异系数为 5.6%, 批间变异系数为 7.8%。

1.3　统计学处理
　　结果用 x±s表示。 均数比较采用 t 检验 , 相关指标分析

采用直线相关分析。所有统计学计算由 SPSS 软件完成。

2　结果

2.1　两组妇女血清及脐血瘦素水平比较
　　观察组各期瘦素水平均高于对照组 , 两组比较 , 差异无显

著性意义(P>0.05)。新生儿脐血瘦素水平明显低于血清瘦素

水平 ,两者比较 , 差异有显著性意义(P<0.05)。见表 1。

表 1　两组妇女血清及脐血瘦素水平比较( x±s)

观察 组
分类 对照组

早期妊娠 中期妊娠 晚期妊娠 分娩期 产后1周

例数 30 30 30 30 80 30

体重指数(kg m2) 20.47±2.31 20.91±0.83 21.20±1.57 23.04±2.56 26.99±2.02 21.23±2.14

血清瘦素(μg L) 7.51±3.41 9.55±2.58 11.85±4.86 19.11±6.15 24.67±5.23 9.30±5.39

脐血瘦素(μg L) 9.29±3.11

2.2　血清及脐血瘦素水平与妊娠相关因素分析
　　妊娠妇女血清瘦素水平与其体重指数呈正相关(r=0.286 ,

P<0.05), 与新生儿出生体重无关(r=-0.135 , P >0.05)。

脐血瘦素水平与新生儿出生体重呈正相关(r=0.364 , P <

　　作者简介:刘　虹(1959-),女 ,四川省成都市人 ,副主任医师 ,主要从事产科
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　　收稿日期:2002-06-15;修回日期:2002-09-10

0.05), 血清瘦素水平与脐血瘦素水平无关(r=-0.185 , P >
0.05)。

3　讨论

3.1　妊娠期血清瘦素水平的变化及其临床意义
　　瘦素是肥胖基因的蛋白产物 , 由脂肪细胞合成及分泌 , 具

有调节脂肪储存的功能。妊娠期母体发生一系列重大的生理变

(下转 346页)
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