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32P标记寡聚核苷酸探针检测胃癌组织中MUC5AC mRNA表达

汪荣泉 ,房殿春 ,鲁　荣 ,刘为纹　　(第三军医大学附属西南医院消化内科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　揭示正常胃粘膜 、癌前病变和胃癌组织中 MUC5AC 基因转录水平的表达及其临床病理

意义 。方法　应用32P标记寡聚核苷酸探针和原位杂交方法检测组织切片中的 MUC5AC mRNA 的表达 。结

果　人正常胃粘膜中的浅表1/3 范围内广泛分布MUC5AC 基因的mRNA ,肠上皮化生和胃癌组织中的表达阳

性率分别是 15.4%和25%。胃癌组织中MUC5AC mRNA的表达与胃癌患者的性别 、肿瘤的部位和大小 、淋巴

结转移 、肿瘤的分化和浸润 、临床分期无关(P >0.05),但 MUC5AC 阳性组和阴性组之间的胃癌 Lauren' 氏分

型差别显著(P <0.05)。结论　MUC5AC mRNA 在胃癌和肠上皮化生组织中呈下调表达 , 胃癌组织中

MUC5AC mRNA的表达与其 Lauren' 氏分型之间有关。
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Expression of MUC5AC mRNA in the tissuses of gastric carcinoma with 32P-
labeled oligonucleotide probe
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Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the expression of transcriptional level of mucin 5AC(MUC5AC)

gene in the normal gastric mucosa , precancerous lesion and gastric carcinoma and its significance.Meth-

ods　The expression of MUC5AC mRNA in tissue slices was detected with 32P-labelled oligonucleotide

probe and in situ hybridization.Results　MUC5AC mRNA was expressed extensively in one-third of

the superficial normal gastric mucosa and the positive rate of the expression was 15.4% in intestinal

metaplasia and 25% in gastric carcinoma.The expression of MUC5AC mRNA in gastric carcinoma was

not correlative with sex and clinical stage of the patients , metastases of lymph nodes , and the size , loca-

tion , infiltration and differentiation of the cancer(P>0.05).There was a significant difference of Lau-

ren' s classification of gastric cancers between the MUC5AC positive and negative groups(P <0.05).

Conclusion　The expression of MUC5AC mRNA in intestinal metaplasia and gastric carcinoma was de-

creased and the expression in gastric carcinoma is related to Lauren' s classification.

　　Key words:mucin 5AC gene;transcription;isotope;gastric carcinoma;oligonucleotide probe

　　人胃肠道表面粘液的主要成份是粘蛋白 ,它是一

种高分子量的富含糖链的糖蛋白 ,起重要的保护及润

滑作用。MUC5AC(Mucin5AC , 粘蛋白 5AC)基因是

1990年由法国学者从人气管支气管 cDNA文库中首次
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所克隆[ 1] ,以后在人胃 cDNA文库中也克隆到该基因。

我们应用32P 标记的针对 MUC5AC mRNA的寡聚核苷

酸探针和原位杂交方法 ,对正常人胃粘膜 ,肠上皮化生

粘膜 ,以及胃癌组织中 MUC5AC转录水平的表达进行

研究 ,以揭示该基因在胃上皮癌变过程中的表达规律

及其意义 。

1　材料和方法

1.1　实验标本
　　8 例正常胃粘膜 , 取自胃癌手术切缘的组织 , HE 染色光镜
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观察 ,未见癌组织及癌前病变;2例十二指肠组织取自胃癌切除

标本的十二指肠部分;40 例胃癌组织取自本院手术切除标本 ,

其中 34例含癌旁胃粘膜 , 而其中 26 例含肠化粘膜。所有标本

均经 10%福尔马林固定 , 石蜡包埋 , 5μm 连续切片 ,HE 染色 , 病

理确诊。40 例胃癌患者中 , 男32例 , 女8 例 ,年龄 41 ～ 72岁 , 平

均55.8 岁。胃癌患者的临床分期以 TNM 国际分期法进行 , 胃

癌患者的癌组织大小 、淋巴结转移 、浸润深度以术中所见 ,病理

检查以及术前辅助检查为准。

1.2　试剂
　　针对 MUC5AC 基因转录表达的寡聚核苷酸探针序列为 5'

-AGGGGCAGAAGTTGTGCTCGTTGTGGGAGCAGAGGTTGTGCTGGT

TGT-3' ,由上海市中科院细胞所合成。多聚赖氨酸购自福州迈

新生物技术公司 , T4 多聚核苷酸激酶购自 Promega 公司 , 核-4

乳胶购自中国原子能研究所 , DEPC、蛋白酶 K、鲑精 DNA、DTT、

Ficoll400、硫酸葡聚糖购自 Sigma 公司 , 去离子甲酰胺购自北京

中山公司 , [ r-32P] ATP购自北京亚辉公司 , SG-50 购自 Pharma-

cia公司。

1.3　原位杂交
1.3.1　探针的标记和纯化　　MUC5AC 探针 42 pmol(3 μl)中

加入T4 多聚核苷酸激酶 2μl、去离子水 25μl、缓冲液 5μl和 15

μl的10 mCi/ml[ r-32P] ATP , 37℃水浴中置 4 h , 0.5 mol/ L EDTA

终止反应 ,自制 SG-50 柱层析分离。

1.3.2　原位杂交　　切片脱蜡 、水化后 ,经 0.1 mol/L PBS , 0.1

mol/ L甘氨酸/PBS 和 0.3% Triton X-100/ PBS 漂洗后 , 2 μg/ml

蛋白酶K 溶液消化 30 min(37℃), 4%多聚甲醛后固定 5 min , 0.

1 mol/ L PBS 、0.25%乙酸酐和 2×SSC 分别漂洗后预杂交 30 min

(37℃),杂交 37℃过夜 , 每张切片所加标记探针的量为 1.2×

105 min-1 , 杂交液由 50%去离子甲酰胺 、10×Denhardt' s 液 , 0.5

mg/ml变性鲑精 DNA、10%硫酸葡聚糖 、DTT 等组成 , 经梯度

SSC 、0.05 mol/L PBS 漂洗后 , 梯度酒精脱水 、干燥 , 在暗室中浸

融化的核-4 乳胶 ,干燥后 ,暗盒内放射自显影 7 d , D-19 b 液

显影 、定影 , 甲基绿衬染 , 脱水 , 透明封片。实验中阴性对照采

用不加同位素标记的探针和杂交前用 RNA酶处理切片。

1.4　统计学处理
　　所得数据经χ2 检验。

2　结果

2.1　正常胃肠道粘膜中 MUC5AC mRNA的表达
　　正常胃粘膜的表层上皮及胃浅表粘膜(近胃粘膜厚度的

1/ 3)均弥漫存在MUC5AC mRNA 的表达 ,阳性表达细胞的胞浆

内充满黑色银染颗粒 ,不均质性 , 核内缺如;胃粘膜的中下部无

表达;阳性表达区域内的细胞亦存在阴性者 , 且多少不一 ,阳性

表达细胞的黑色反应也强弱不一 , 深者 , 可呈深黑色 , 浅者 , 则

呈浅灰黑色 ,见图 1。人正常十二指肠粘膜组织内无 MUC5AC

mRNA的表达。

图1　正常胃粘膜中 MUC5AC mRNA的表达　(原位杂交×200)

Fig 1　Expression of MUC5AC mRNA in the normal

mucosa of stomach　(ISH×200)

2.2　肠上皮生化粘膜中 MUC5AC mRNA的表达
　　26 例肠上皮化生粘膜中 MUC5AC mRNA 阳性表达 4 例 , 占

15.4%。这 4 例阳性表达的肠化组织中 ,MUC5AC mRNA 的表

达强弱不一 ,部分肠化组织可为阴性 ,且比率多少不等。阳性

的肠化组织中 MUC5AC mRNA 分布于杯状和柱状细胞的胞浆

内 ,有一例以杯状细胞阳性为主 , 其它的杯状和柱状细胞之间

无明显区别 。杯状细胞内的 mRNA 主要位于粘液滴周的胞浆

内 ,核周更明显 , 而柱状细胞的银染范围较小 ,较为均一 ,见图 2。

图 2　肠上皮化生粘膜中MUC5AC mRNA的

表达　(原位杂交×200)

Fig 2　Expression of MUC5AC mRNA in the mucosa of

intestinal metaplasia　(ISH×200)

2.3　胃癌及癌旁粘膜中 MUC5AC mRNA的表达
　　40 例胃癌组织中 MUC5AC mRNA 阳性表达 10 例 ,占 25%。

癌旁胃粘膜中MUC5AC mRNA的表达与正常胃粘膜类似 , 但强

弱不一 , 存在阴性反应者 , 阳性表达主要局限于粘膜的浅表部

分 ,包括表浅上皮及胃粘膜的浅表部分。胃癌组织中阳性反应

的胃癌细胞分布呈散在 、灶状和弥漫分布 , 黑色银染颗粒位于

细胞的胞浆内 ,不同标本的阳性细胞数和反应强度不一 , 见图

3。胃癌组织中MUC5AC mRNA 的表达与患者的性别 、肿瘤的部

位和大小 、淋巴结转移 、分化类型 、浸润深度 、临床分期无关(P

>0.05),与 Lauren' 氏分型之间有关(P <0.05),见表 1。

531第 6 期　　　　　　　　汪荣泉 , 等.32P 标记寡聚核苷酸探针检测胃癌组织中MUC5AC mRNA 表达　　　　　　　　　



图 3　胃癌组织中MUC5AC mRNA 的表达　(原位杂交×400)

Fig 3　Expression of MUC5AC mRNA in the tissue

of gastric cancer　(ISH×400)

表 1　胃癌组织中MUC5AC mRNA的表达与患者

临床病理联系

Tab 1　Relationship between expression of MUC5AC mR-

NA in the tissues of gastric carcinoma and pa-

tients' clinicopathological features

Features n MUC5(-) MUC5(+) P

Sex

　　Male 32 22 10
>0.05

　　Female 8 8 0

Location

　　Fundus 7 4 3

　　Body 11 10 1 >0.05

　　Antrum 22 16 6

Size

　　≤5 cm 26 21 5
>0.05

　　>5 cm 14 9 5

Metastasis of lymph nodes

　　Present 23 17 6
>0.05

　　Absent 17 13 4

Grades of differentiation

　　Poor 13 11 2

　　Well/moderate 23 17 6 >0.05

　　Mucoid 4 2 2

Serosal invasion

　　Absent 15 11 4
>0.05

　　Present 25 19 6

Clinical stages

　　Ⅰ-Ⅱ 19 15 4
>0.05

　　Ⅲ-Ⅳ 21 15 6

Types of gastric cancer

　　Intestinal 18 15 3

　　Diffuse 14 12 2 <0.05

　　Mixed 8 3 5

3　讨论

　　最近克隆到至少 7 种不同的人粘蛋白基因

(MUC1-7),对这些基因表达的异质性 、多态性和功能

的了解具有重要的作用[ 2～ 4] 。MUC5AC基因与其它粘

蛋白基因一样 ,是由随机数目重复单位(VNTR)组成 ,

每个重复单位的氨基酸序列是 TTSTTSAP。

　　MUC5AC 基因在胃癌发生过程中的研究国外不

多 ,且多采用免疫组化方法和 Northern 印迹方法[ 5 ,6] ,

原位杂交检测的报道很少。我们对正常胃粘膜 、肠上

皮化生和胃癌组织中 MUC5AC 基因转录水平的表达

进行原位检测 ,检出率分别是 100%、15.4%和 25%。

该结论与我们用 MUC5AC 核粘蛋白的单抗检测其核

粘蛋白的表达结论类似 ,但检出率较之稍低 ,这可能与

标本的前期处理过程中对组织中的 mRNA破坏有关。

该结果可能预示 MUC5AC 基因在正常胃粘膜向肠上

皮化生及胃癌的转变过程中是下调表达的 ,涉及该基

因表达的大量丢失 。这说明胃癌的发生过程中涉及

MUC5AC基因表达的改变。

　　应用同位素标记的探针作原位杂交在非放射性物

质标记探针方法的研究成功之后 ,已应用的很少 ,虽

然32P 对人体具有危害性 ,但其标记探针进行组织原位

杂交 ,具有很高的敏感性和特异性 ,这就是我们对石蜡

切片进行 mRNA检测采用该方法的主要原因 。

　　本研究的另一个结果是胃癌患者胃癌组织中

MUC5AC mRNA的表达与患者的性别 、部位 、大小 、淋

巴结转移 、浸润深度 、临床分期之间无关(P >0.05),

而与 Lauren' 氏分型之间有关(P <0.05), MUC5AC

(+)组与MUC5AC(-)组之间的肠型 、胃型和混合型

的发生率相差显著(P <0.05)。我们对MUC1核心肽

的表达与这组患者临床病理参数之间的关系研究发

现 ,MUC1核心肽的异常表达与患者的临床分期 、淋巴

结转移有明显的联系[ 7] 。而MUC5AC mRNA的表达与

患者的临床病理指标之间的关系不明显 ,可能提示

MUC5AC基因产物的作用与MUC1相比有所不同 。

　　解释这种现象可能是 MUC5AC 基因产物在粘蛋

白的成熟过程中指导了粘蛋白的糖化模式 ,这种糖化

结果影响了胃癌组织所分泌粘液的 pH 值 ,具体的机

制尚需进一步研究。类似的结果也被其它的研究所证

实 ,如MUC6 基因指导细胞表达 Lewis抗原 ,MUC5AC

基因指导了细胞表达 Lewis如 Sialyl-Lewisa[ 8] 。
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　　(上接 526页)
表 1　脊髓组织MPO活性的变化( x±s , V/ g)

t/h
伤前

2 4 6 12 24

伤前组 0.14±0.023

损伤组 0.71±0.06＊＊ 0.88±0.06＊＊ 0.79±0.05＊＊ 0.73±0.05＊＊ 0.49±0.02＊＊

治疗组 0.63±0.05＊＊# 0.78±0.07＊＊# 0.66±0.06＊＊## 0.61±0.07＊＊## 0.44±0.05＊＊#

＊＊:P<0.01与伤前组比较;#:P <0.05 , ##:P <0.01与损伤组比较

表 2　脊髓组织MDA含量变化( x±s , CB/ nmol·ml
-1)

t/h
伤前

2 4 6 12 24

伤前组 36.47±3.91

损伤组 138.05±2.74＊＊ 147.68±3.52＊＊ 168.04±4.34＊＊ 155.44±3.49＊＊ 108.38±3.41＊＊

治疗组 115.41±3.33＊＊ 123.16±5.53＊＊## 150.70±3.22＊＊## 139.07±3.8＊＊## 90.81±5.06＊＊##

＊＊:P <0.01 与伤前组比较;##:P <0.01与损伤组比较

3　讨论

　　近年来的实验研究表明[ 2, 3] ,炎性反应是导致机体组织继

发性损伤的重要原因。多种脏器的急慢性损伤 , 疾病与炎性反

应 ,与 PMNLS 浸润密切相关。研究证实 ,在中枢神经系统创伤 ,

缺血后 , 损伤脑或脊髓组织 MPO 活性显著升高[ 4] 。但目前尚

未见同步动态检测脊髓损伤后浸润 PMNLS 和 MDA变化以探索

白细胞在脊髓损伤中作用机理的报道。本实验同步检测了大

鼠脊髓压迫损伤后组织 MPO活性及 MDA 含量的变化 , 探索脊

髓损伤后 PMNLS 浸润的变化规律及其可能作用机制。

　　实验观察到 、伤前组 MPO ,MDA 水平较低 , 脊髓损伤后 2 h

即见 MPO、MDA 增高 , 分别于 4 h、6 h 达高峰。光镜 、电镜组织

观察进一步证实 ,多形核白细胞确于损伤早期即浸润聚于损伤

节段脊髓组织。MDA 与 MPO 相关性统计分析结果表明 , 脊髓

损伤后 PMNLS 浸润与损伤脊髓组织的脂质过氧化反应显著相

关。此结果提示 ,大鼠脊髓重度压迫损伤后早期 , 激活的多形

核白细胞大量浸润 , 聚集于受损脊髓组织 , 可能是导致脊髓损

伤的继发性损伤的一个重要原因 ,其可能的一个作用机制是加

速损伤脊髓组织的脂质过氧化反应。 应用甲基强的松龙后 ,

MPO ,MDA 水平显著低于损伤后水平 , 可能与抑制多形核白细

胞浸润 ,减轻脂质过氧化的作用有关。

　　关键词:脊髓损伤;多形核白细胞;甲基强的松龙

　　中图法分类号:R651.2　　　文献标识码:B
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