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视网膜母细胞瘤中基因杂合缺失现象的研究

府伟灵 ,汪江华 ,张晓莉 ,周来新 ,雷曼平 ,华　川　　(第三军医大学附属西南医院检验科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　由于 Rb1基因的失活可能不是引发视网膜母细胞瘤(RB)的唯一因素 ,因此 ,此项课题中我们通过探索第 13 号

染色体上基因杂合缺失(LOH)现象发生的机率以及通过家系分析确定标记位点缺失的遗传学来源 , 试图探明其它可能参与 RB 发

生发展的基因存在的位点 ,并试图寻找和确定具有诊断及预后价值的 LOH 检测指标。方法　16 个 RB 患者成对的肿瘤与其相应血

清标本在 13号染色体上 14 个微卫星标记处通过荧光 PCR进行扩增 , 分析测定 LOH;并通过对患者家庭进行分析确定标记位点缺

失的遗传学来源。结果　16个 RB患者中 , 12个在 13 号染色体上一个或一个以上位点发生 LOH。其中三个位点 , D13S265 、D13S263
和 D13S153(位于 Rb1 基因内), LOH 发生机率最高 , 分别是8 个 、8 个和 9个。 12个 LOH 阳性标本中有 10个标记位点的缺失被确定

发生在父系来源的染色体中。 LOH 阳性及阴性组肿瘤的发生时间分别为 504 d和 1 086 d。结论　在位点 D13S263(13q14.1-14.2)
和 D13S265 (13q31-32)处可能含有某些未知基因参与 RB 的发生发展;在我们的实验群体中标记位点缺失大多选择性地发生在父

系来源的染色体中;此外 , LOH 阳性组的患者 RB确诊时间早于 LOH 阴性组 ,其中 D13S263 和 D13S265 两个位点的 LOH 现象可能对

RB的早期诊断具有一定提示作用。
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Studies on loss of heterzygosity in retinoblastoma
FU Wei-ling , WANG Jiang-hua , ZHANG Xiao-li , ZHOU Lai-xin , LEI Man-pin , HUA chuan (Department of Clinical Laboratories , Southwest Hospital ,

Third Mi litary Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To identify the specific loci containing suspected genes which might play roles in the onset or progress of retinoblastoma

(RB)by investigating the incidence of loss of heterozygosity(LOH)on chromosome 13 and the parental origin of deletion with linkage analysis , and
to explore the diagnostic and prognostic significance of LOH at specific loci.Methods　Paired blood and RB tumor samples from 16 patients were

analyzed with fluorescent PCR for LOH at 14 microsatellite marker loci on chromosome 13.Linkage analy ses were also performed to identify the pa-

rental origin of deletion.Results　Of the 16 patients , 12 had LOH at one or more loci.Three markers , D13S265 , D13S263 and D13S153(within
Rb1), showed the highest incidence of LOH , i.e.8 12 , 8 12 and 9 12 respectively.Ten of 12 LOH cases showed the preferential loss of paternal

alleles.The ages when diagnosis was made in LOH and non-LOH cases were 504 and 1 086 d respectively.Conclusions　Loci D13S263(13q14.
1-14.2)and D13S265(13q31-32)might contain some unidentified genes related to the tumorigenesis of RB.Most cases in our study showed the

preferential loss of paternal alleles.In addition , the age when diagnosis was made was significantly lower in patients with LOH than in those without

LOH , and LOH at D13S263 , and D13S265 might be used as one of diagnostic indicators at an early age.More data are needed to confirm our findings.
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　　视网膜母细胞瘤 (Retinoblastoma , RB)是婴幼儿
最常见的眼内恶性肿瘤 ,起源于未分化的视网膜母细

胞 ,当 Rb1 基因功能纯合丧失时 。其恶性程度高 ,严
重危害患儿的视力与生命 。大多数 RB 呈现为散发

型 ,主要是由于非遗传性的体细胞突变所致;另约
40%的 RB为遗传型 ,呈常染色体显性遗传 。

　　与 RB发病密切相关的 Rb1基因 ,位于 13号染色

体长臂14区 ,是第一个被克隆和确定的人类肿瘤抑制

基因
[ 1]
。分子水平的研究确定几乎所有患者均表现为

13q14处 Rb1 基因功能的纯合丧失 。Knudson 用二次

突变假说来解释 RB的家族性和散发性。该假说认为
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家族性 RB由于子代所有体细胞均带有一次突变 ,当
任何一个视网膜母细胞再次发生突变时即诱发肿瘤;
而散发性的 RB由于两次突变均发生于一个视网膜母

细胞 ,因此机率很小 ,所以发病较迟且单发 ,亦不易产

生第二次恶性肿瘤
[ 2]
。此假说已被大量实验所验证。

　　多态性的 DNA 微卫星位点的杂合缺失(LOH)现
象在正常组织与肿瘤组织之间比较所反映出的是一种

发生于体细胞的基因缺失 。这种体细胞的基因缺失其

中一个最主要的现象是肿瘤抑制基因的缺失 。如果在
某类肿瘤中 , LOH 反复出现在某染色体的某个片段
处 ,这将提示该位点可能含有与该肿瘤形成密切相关
的某肿瘤抑制基因 。因此 LOH 方法已被常规运用在

全基因组范围内探索与致癌相关新的基因研究中 。此

外 ,LOH 的研究还将具有临床诊断价值 , 即人们期望
某类肿瘤应常规地进行某个或某几个位点的 LOH 测

定来辅助临床诊断 、治疗及预后等
[ 3 ～ 6]

。
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　　由于 RB中关于 13q14区基因缺失的现象被普遍

报道 ,目前大多研究还主要集中在 Rb1基因及 13q14

区内的若干个遗传标志 ,但是 Rb1基因的失活可能不

是引发 RB的唯一因素
[ 7-10]
,因此为试图探明 RB发生

发展机制中究竟有无其它基因的参与和作用以及确定

其具体位点 ,在此项课题中我们利用分布于 13号染色

体上的14个呈高度多态性的遗传学微卫星标志 ,通过
比较和统计一系列 RB与其相应血清标本 DNA中不同

遗传标志处的 LOH 现象 ,探索与视网膜母细胞瘤发生
发展密切相关的可疑新基因位点;并试图寻找和确定
具有诊断及预后价值的 LOH 检测指标 ,以及确定基因
缺失的遗传学来源。

1　材料与方法

1.1　研究对象
　　参与本研究的 16 例 RB 患者均是近 3 年我校 3 所附属医

院就诊的门诊病人 ,包括 10 个男孩和 6 个女孩 , 并且我们还同
时收集了所有患者父母的血标本。由于 16例病人均无家族遗

传史 , 因此根据临床表现我们将其分为两组 , 散发的双眼患者
12 例和散发的单眼患者 4 例 , 见表 1。我们获取了患者被摘除

的眼球标本及其血液标本 ,并征得了所有患者的同意参与本次
研究。

表 1　患者资料

Tab 1　Clinical data of RB patients

Number Sex Age at diag(days) RB H(43.75%) MR(50%)
1 M 342 B P N

2 M 360 B N P

3 M 181 B N N

4 F 521 B P N

5 M 452 U N N

6 F 1836 B P P

7 F 939 B N N

8 M 138 B P P

9 M 1146 U P P

10 M 996 U N P

11 M 624 B P N

12 M 1228 B N N

13 F 589 B N P

14 M 598 B P P

15 M 311 U N N

16 M 1134 B N N

M:Male;F:Female;B:Bilateral;U:Unilateral;H:Hypoevolut-

ism;MR:Mental retardation;P:Positive;N:Negative

1.2　试剂及器材
　　试剂盒:DNA 提取试剂盒 QIAmp(r)Blood and Tissue Kit
(Qiagen , Hilden , Germany);LOH 测定试剂盒ABI PRISM(r)Link-

age Mapping Set-MD10(PE Applied Biosystems , USA)。
　　主要仪器:PCR 仪 Perkin Elmer Thermal Cycler 9700 (From

Perkin Elmer Co.Norwalk , USA);测序仪ABI PRISM 377 Sequencer

(From Perkin Elmer Co.Norwalk , USA);手术显微镜 Dissecting

Microsocope(From Leica)。

　　分析软件:Genescan Analysis 3.0。

1.3　实验方法
1.3.1　微卫星位点信息　　本研究中所选用的微卫星标志共

有14个 , 分布于 13号染色体。这些标志对基因组分辨率约为
10 cM。

1.3.2　RB 细胞的微量采样　　石蜡包埋的眼组织制成 10 ～
15 张 15μm 厚的切片。在40×手术显微镜下进行 RB 肿瘤组织

的采样 ,注意分辨瘤组织和正常视网膜 、血管组织及血细胞等。
准确的采样为正确的实验分析提供了保证。

1.3.3　DNA提取　　对于石蜡包埋的眼组织 , 从中提取 DNA

首先需要用二甲苯将石蜡去除。去除石蜡的肿瘤标本以及血

细胞中 DNA 提取均按试剂盒操作说明进行。
1.3.4　微卫星位点的荧光 PCR　　所有的 14 个微卫星标志的

5'-端的引物均由三种不同的荧光标记 , [ FAM] 、[ HEX] 和
[ NED] ,分别在基因分析软件中呈现蓝 、绿 、黄三色。 这些微卫

星标志经过专门设计使得引物扩增条件基本一致 , 复性温度为
55 ℃, 反应总体积为 15 μl , [ Mg2+] 2.5 mmol L;250 mmol L

dNTP;0.6 U AmpliTaq Gold® DNA 聚合酶;10×PCR缓冲液;引
物 3pmol。 PCR具体反应条件为:

　　94 ℃ 12 min 激活 TaqGold 活性

　　94 ℃ 15 s 55 ℃ 15 s 72 ℃ 30 s ×10 cycles

　　89 ℃ 15 s 55 ℃ 15 s 72 ℃ 30 s ×30 cycles
　　72 ℃ 30 min

　　4 ℃保存
1.3.5　PCR产物的混合　　由于不同位点 PCR产物长度不

同 ,以及长度相近的位点可标记不同荧光加以区分 , 因此可将
每个标本的若干个位点扩增产物按不同比例混合在一起。 三

种不同荧光标记的产物通常比例为[ FAM] ∶[ HEX] ∶[ NED] =
1∶2∶2。

1.3.6　测序仪上电泳测定 PCR产物　　每个样品的 PCR混合

产物在电泳前与一定量的甲酰胺 、葡聚糖蓝及分子大小标准混

合 , 95 ℃变性 5 min后立即置于冰中冷却。然后在 377 测序仪

凝胶同一个泳道中电泳。实验中我们采用的是 GeneScanTM-400 

350 HD ROX分子大小标准 , 它由于是用不同的荧光标记(呈现

为红色),因此当将它与每一个样品同时加入同一个泳道一起

电泳时 ,根据其所提示的 DNA 片段大小范围(TM-400 350 HD

ROX 指示范围分别在 50～ 400 bp 和 35 ～ 350 bp 之间), 可以尽

可能消除不同的凝胶之间 、不同的泳道之间的误差(批内 、批间

误差),并且可提供 PCR产物的准确大小 , 即等位基因的数目及

碱基长度 ,从而判断它们的杂合或纯合状态。测序仪分析软件

将自动储存电泳图象和数据结果 ,利用 Genescan Analysis 3.0 软

件可进行分析处理。

1.3.7　LOH 结果分析　　如果一个患者其正常组织的某个微

卫星标志处表现为杂合的两个等位基因 , 我们定义这个患者为

该微卫星标志位点的信息个体 ,而相应的肿瘤组织在该位点表

现为纯合的一个等位基因时 ,则记录为 LOH 阳性结果。对于某

些标本无论正常组织还是瘤组织均为杂合状态 , 可以按以下公

式计算确定是否是 LOH:

LOH=
正常组织的第2个峰值大小 正常组织的第1个峰值大小
肿瘤组织的第2个峰值大小 肿瘤组织的第1个峰值大小

　　当计算出的比值小于等于 0.67 时(这个数值相当于肿瘤

组织的峰值低于正常组织的 33%),确定为 LOH。
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2　结果

2.1　患者信息 ,见表 1。
2.2　典型的 LOH 电泳图谱 ,见图 1

图 1　两个 RB患者肿瘤及血标本的 LOH电泳图谱

Fig 1　LOH electropherogram of tumor and blood samples from 2 RB patients

A:The genotype of locus D13S285 from the blood DNA of patient No.15.Two different alleles exi st at this locus , one is 99 bp and the other 107 bp;

B:The genotype of locus D13S285 from the tumor DNA of patient No.15.Only one allele(99 bp)indicates the loss of the allele of 107 bp;C:The

genotype of locus D13S218 from the blood DNA of patient No.8.Two different alleles exist at this locus , one is 148 bp and the other 152 bp;D:The

genotype of locus D13S218 from the tumor DNA of patient No.8.Only one al lele(148 bp)indicates the loss of the allele of 152 bp

2.3　13号染色体上 LOH结果

　　课题中选用的 14 个微卫星位点的杂合度在 62.5% ～

100%之间 , 平均 80.75%。较高的杂合度保证了稳定可靠的
LOH 实验结果。本研究中 16个 RB 标本中有 12个在 13 号染色

体上发生 LOH。这 14 个位点 LOH 发生机率平均为 29.7%, 其

中有 8个位点 LOH 发生率超过 25%。三个 LOH发生机率最高

的位点分别是位于 13q31-32 的 D13S265(8 12), 位于 13q14.1
-14.2的 D13S263(8 12)和位于 Rb1 基因内的 D13S153(9 12)。

LOH 结果详见表 2。

表 2　13号染色体上 LOH结果

Tab 2　LOH results of microsatelli te markers in chromosome 13
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2.4　家系分析电泳图谱示例 ,见图2

　　实验中我们利用 14个微卫星位点中 3 个 LOH 发生机率最

高的位点进行家系连锁分析 , 这三个位点是位于 13q31-32 的
D13S265(8 12), 位于 13q14.1-14.2 的 D13S263(8 12)和位于

Rb1 基因内的 D13S153(9 12)。我们得到的结论是在 12 个 LOH

阳性标本中有 10个标记位点的缺失发生在父系来源的染色单

体上。

图 2　一个家庭的 LOH测定电泳图谱

Fig 2　LOH electropherogram of one family

A:Locus D13S153 of the patient' s mother;The mother has 2 hetero alleles at locus D13S153 , 96 bp and 111 bp respectively.B:Locus D13S153

of the patient' s father;The father also has 2 hetero alleles at this loci , 99 bp and 107 bp.C:Locus D13S153 of the patient;The patient has only

1 homo allele(96 bp), indicating the loss of D13S153 inherited from the father

3　讨论

　　本研究中我们通过对 16个 RB患者 13 号染色体

上LOH现象的测定 ,试图探索与 RB发生发展密切相

关的可疑基因位点。16个患者中 75%(12 16)在 13号

染色体上发生了 LOH ,这与以往 Cavenee 等
[ 11]
1986年

报道的 70%相近 , 但高于 Zhu 等
[ 12]

1992 年报道 的

63%和Munier等
[ 13]
1997年报道的 55%,其原因可能与

病人来源有关 。参与我们这次实验研究的患者均无

RB家族史 ,且患儿的父母亦均未发现有 Rb1基因的突

变(未发表的资料)。而Zhu等和Munier等的研究中存

在遗传型和非遗传型两组 RB 患者 ,因此也许遗传型

和非遗传型的 RB中 LOH发生机率的确存在不同而造

成这样的差异;此外 ,RB肿瘤中存在不同的克隆 ,一些

可能发生了 LOH ,一些没有 ,因此这也会造成 LOH 发

生机率的差异。

　　实验中我们利用 14个微卫星位点中 LOH 发生机

率最高的 3 个位点进行家系连锁分析 , D13S265 、
D13S263和 D13S153 ,得到在 12个 LOH阳性标本中有

10个微瘟星位点的缺失被确定发生在父源的染色单

体上 。我们认为此现象的发生可能是由于精子形成过

程中细胞分裂的次数多于卵子形成分裂的次数 ,而使
父系来源的13号染色体发生缺失或重排的机率升高。

最近 Lavanchy
[ 14]
也有同样的报道 ,但与 Chiu 等

[ 15]
1997

的研究结果正好相反。目前为止 ,此现象有待进一步
研究 。

　　Munier等
[ 13]
(1997)报道 LOH 在女性 RB患者中发

生机率远高于男性患者 ,他们认为可能是由于女性的

基因组大约是男性基因组的 1.7倍 ,较长的基因组发
生重组的机率就会较高 ,因而造成这种差异 。但我们
的实验中未能发现这种差异 ,男孩女孩 LOH 发生率均

等。在 12个发生 LOH 的患者中 , 9个在 13S153发生

缺失 ,在 D13S263和 D13S265均为 8个 ,因此这三个位

点是 13号染色体上最易发生缺失的位点 。我们分析

认为可能在 D13S265 存在的 13q31 -32 区域和
D13S263存在的 13q14.1-14.2区域存在某些与 RB相

关的未知肿瘤抑制基因 ,有待进一步确定。

　　通过统计比较 , LOH阳性组(12例)和 LOH阴性组

(4 例)平均 RB 确诊时间为 504 d 和 1 086 d(P <

0.05),相差显著 。这一结论与文献[ 13 ,16] 报道一致 ,
表明发生 LOH 的患者比未发生 LOH 的患者平均确诊

时间早 。当我们将 LOH 阳性患者再分为两组时 , 1组
7例 ,为不仅发生 D13S153缺失 ,而且还在 D13S265或

D13S263两个位点中至少一个发生缺失的患者;另 1

组5例 ,为剩余的 LOH阳性患者。我们发现这两组的

RB确诊时间分别为 329和 749 d(P<0.05),相差显
著。由此我们初步推论 D13S263和 D13S265两个位点

的 LOH现象可能与 RB患者的早期诊断相关 。
　　实验中我们还在 9个发生 D13S153缺失的患儿中

发现 ,有 4个(第 1 ,4 ,8 ,11)患儿存在生长迟缓 ,另有 3

个患儿(第 2 ,3 , 8)存在智力低下 。目前为止 ,关于这

种症状的出现究竟是由于 Rb1基因的缺失造成的 ,还

是因为发生其它染色体区域的缺失所致还无法作出解

释。

　　由于有限的 RB 标本数量 ,我们很难作出十分确
定的结论 ,因此还将进一步收集更多的临床标本进行

LOH的研究分析 。
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钙离子再灌注后两种胶质细胞凋亡规律比较研究

Comparative research of apoptosis rules of two glia cells after Ca
2+
reperfusiont

马海涵 , 伍亚民 , 廖维宏 , 刘　媛 , 邵　阳 , 杨恒文 , 曾　林 , 龙在云　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究
所第三研究室 , 重庆 400042)

　　近年来 ,凋亡现象与神经系统疾病之间的关系正随着研究

的不断深入而得到更多的认识;神经胶质细胞是中枢神经系统

结构和功能的重要组成部分 ,在病理条件下其凋亡的特性和规

律必然影响到其功能实现。目前 , 对于星型胶质细胞和少突胶

质细胞在钙离子再灌注条件下的凋亡发生规律尚无明确报道。

本实验在对星形胶质细胞和少突胶质细胞分离培养 、纯化的基

础上 ,用钙离子再灌注法诱导凋亡 , 观察在相同凋亡诱导因素

作用下两种细胞凋亡发生发展的规律及其间的差异。

1　材料与方法

1.1　标本来源及模型建立
　　培养并纯化星形胶质细胞和少突胶质细胞[ 1] 。用文献[ 2]

所载钙离子再灌注法诱导细胞发生凋亡。

1.2　试剂与方法
　　S-P kit购自北方同正公司 , TUNEL原位细胞凋亡检测试剂

盒购自博士德公司 ,实验过程按试剂盒操作说明。分别把纯化

后的星形胶质细胞和少突胶质细胞制成细胞悬液 , 70%酒精固

定 , PI 染色及 RNA 酶处理后 ,上机后进行 FCM 检测。

　　基金项目:国家自然科学基金资助项目(39370689)

　　作者简介:马海涵(1972-),女 ,河南省邓州市人 ,博士研究生 ,从事中枢神经

系统损伤及再生方面研究。电话:(023)68757433

　　收稿日期:2001-06-23;修回日期:2001-11-29

2　结果

　　应用 Tiger 计算机图像分析系统计算每平方毫米 TUNEL 染

色阳性细胞数 , 结果见表 1。 FCM检测结果见表2。

表 1　TUNEL 阳性细胞数( mm2 ,  x±s)

在灌注时间(t h)
分组 n

3 12 24 48

Ast 5 1.4±0.55＊＊ 7.2±1.30＊＊ 13.6±1.82＊##■ 15.2±1.48＊

Oli 5 9.8±2.39 17.2±1.64 21.4±1.95 21.6±2.61

＊＊:P<0.01 vs Oli;##:P<0.01 vs 3 h;■:P<0.05 vs 12 h

表 2　流式细胞仪所测凋亡比率(%,  x±s)

在灌注时间(t h)
分组 n

3 12 24 48

Ast 5 4.07±2.13＊＊14.69±3.52＊＊19.64±4.67＊＊##■19.67±2.63＊＊

Oli 5 15.22±2.38 24.79±1.38 39.73±4.16##■ 39.25±3.44

＊＊:P<0.01 vs Oli;##:P<0.01 vs 3 h;■:P<0.05 vs 12 h

1.3　统计学方法
　　应用 Tiger 计算机图像分析系统计算每平方毫米 TUNEL 染

色阳性细胞数 , 根据流式细胞仪检测收集凋亡比率数据 , 采用 t

检验进行统计学处理。
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