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　　提　要　目的: 探讨抑癌基因杂合性丢失 ( LO H)在食管癌发生发展中的作用。方法 :应用聚合酶链反应

技术对 46例食管癌 YN Z22位点和 DCC基因数目可变的串联重复序列 ( VNT R)区进行了分析。 结果: 食管

癌 YNZ22位点 LOH率为 44. 4% ; DCC基因为 32. 1%。LO H与组织学类型、肿瘤大小、浸润深度和淋巴结转

移无明显相关。 结论: YN Z22位点和 DCC基因的 LOH参与了食管癌的发生发展。
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　　食管癌经常发生特定染色体区域的丢失 ,染色体

17 p和 18 q即是常见的丢失区域。数目可变的串联重

复序列 ( V ariable number of tandem repeat , V N TR)

为一类新的遗传标记 ,以同一短序列重复串联为特征。

近年 ,在染色体 17p13. 3( YN Z22)及 18q部位分别发

现了 V N TR区 ,由于这些区域与抑癌基因 p53和

DCC基因连锁 ,并具有多态的性质 ,因此常被作为标

记基因用于肿瘤杂合性丢失 ( Loss of hetero zygo sity,

LO H)的研究。 本研究采用多聚酶链反应 ( PCR)扩增

以上区域中的 VN T R片段 ,对食管癌的 LO H进行分

析。

1　材料与方法

1. 1　标本收集和 DN A提取
　　 46例食管癌为我院 1995年 6月至 1997年 6月手术切除

标本。手术切下肿瘤后立即收集癌组织和手术切缘处的正常粘

膜组织 ,剔除出血、坏死部分 , - 80℃冻存备用。 癌组织均经冰

冻切片染色 ,镜检证实所检测的癌组织癌细胞数在 50%上。 正

常组织证实无癌细胞。采用蛋白酶 K消化、酚 /氯仿提取法抽提

癌组织及正常组织 DNA,用 TE液稀释 ,于紫外分光光度计上

测 定其波长 260 nm和 280 nm处吸光度 ,计算 DN A的浓度和

纯度。

1. 2　引物设计
　　我们参考国外文献 ,针对 YN Z22位点和 DCC基因合成了

2对引物 [1～ 3 ] (引物由中国科学院上海细胞生物研究所合成 ) ,

见表 1。

1. 3　 PCR扩增
　　 PCR反应总体积 20μl,其中模板 DN A约 0. 5μg , T ris-

HCl 10 mmo l / L, KCl 50 m mol / L, MgCl2 1. 5 mmo l /L , d ATP、

dT TP、 d CTP和 dGTP各 0. 2 mmo l / L,上游及下游引物各 20

pmol, T aq DN A多聚酶 1. 5U (华美生物工程公司 )。 在 PCR扩

增仪上 ( Perkin Elmer Cetus 2400型 )操作 ,反应条件: 95℃变

性 5 min后 , 94℃ 40 s, 52℃或 56℃ 40 s, 72℃延伸 60 s,循环

35次 ,最后在 72℃继续延伸 10 min。取扩增产物 10μl, 3%琼脂

糖凝胶进行电泳分离 ,溴乙锭染色 ,紫外光下观察并照像。

表 1　食管癌组织杂合缺失测定中使用的引物

Tab 1　 The testing primer of the heterozygosity loss of

esophageal carcinoma

Testing lo ci Amplit y segment( bp) The sequence o f primer

YN Z22( 17p13. 3) 170 /780 5′-CACAG TCTTTA TTCTTCAGCG-3′

5′-CG AAGAGTGAAGTGCACAGG-3′

DOC 200 /160 5′-GATGACATTTTCCCTCTAG-3′

5′-GTGGTTATTGCCTTGAAA AG-3′

1. 4　 LO H分析

　　正常组织经电泳分离 YN Z22位点如显现两条电泳带者

( 170～ 780 bp之间 )为杂合子 (信息个体 ) ,若仅为一条带者为

纯合子 (非信息个体 )。DCC基因位点电泳分离后只出现 200 bp

条带者为纯合子 ,若出现 200 bp和 160 bp 2条带者为杂合子。

对信息个体癌组织 DNA以同样的引物进行 PCR-VNT R分

析 ,比较同一病人癌组织及正常组织 DN A条带及量的差异 ,就

可推算出是否存在 LO H。

2　结果

2. 1　食管癌组织 YNZ22位点和 DCC基因的 LO H

　　 46例食管癌中 , YNZ22位点属信息个体 36例 ,检出 LOH

16例 ,占 44. 4% ,见图 1。 DCC基因属信息个体 28例 ,检出

LOH 9例 ,占 32. 1% ,见图 2。
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图 1　 YNZ22 VNTR多态性分析示杂合缺失

Fig 1　 The polymorphic analysis of YNZ22 VNTR

and loss of heterozygosity

N: no rmal tissue; T: tumor tissue; 1: he tero zy go te,

Non-Loss o f hetero zygosity; 2: L oss o f hetero zygosi-

ty; 3: homozygo te; M: mo lecula r w eight

图 2　 DCC基因 VNTR杂合缺失分析

Fig 2　 The analysis of VNTR loss of heterozygosity

of DCC gene

N: No rmal tissue; T: Tumo r tissue; 1, 3: he tero zy go-

sis loss; 2: hete ro zygo te, non-lo ss o f hetero zygo sity

2. 2　 LO H与临床病理参数的关系

　　根据食管癌组织学分类、肿瘤大小、有无穿透肌层及淋巴

结转移的不同进行分组 ,各组 YN Z22位点和 DCC基因 LOH

情况见表 2,经统计学处理 , YN Z22位点和 DCC基因 LO H率

在各组间差异均无显著性 ( P > 0. 05)。

表 2　 YNZ22位点和 DCC基因 LOH与临床病理参数的关系

Tab 2　 The relationship between the clinic pathologi-

cal parameter and the loss of heterozygosity

at YNZ22, DCC gene

LOH /cas e
Parameter

YNZ22 DCC

The type of hi stology

　 Squamous cel l carcinoma 15 /33 8 /24

　 Adenocarcinoma 1 /3 1 /4

The si ze of carcinoma

　≤ 3 cm 9 /21 6 /18

　 > 3 cm 7 /15 3 /10

The depth of infi lt ration

　 Infi lt ration m uscle layer 10 /24 5 /19

　 Non-inf il t ration muscle layer 6 /12 4 /9

The metas tasi s of Lympha

　 Metas tasi s 8 /20 5 /16

　 Non-metas tasi s 8 /16 4 /12

3　讨论

　　 YN Z22位于人类第 17号染色体短臂 ( 17p13. 3)

p53基因远端 ,是由 70 bp的重复单位组成的串联重

复序列。由于 YNZ22与 p53基因连琐 ,故常用此位点

LO H来代表 p53基因的 LOH。近年研究发现 ,虽某些

个体 p53基因正常 ,但 YNZ22却有 LO H,提示该位点

可能存在尚未克隆出来的抑癌基因
[4 ]
。 YNZ22 VN T R

呈现高度的多态性 ,有报道 YNZ22的群体杂合率为

86% [2 ] ,本结果为 78. 3% ( 36 /46)。 Horn等报道胃癌

YN Z22位点的 LO H率为 50% ,本研究对食管癌进行

检测 , LO H率为 44. 4% ,提示该位点的 LO H可能在

食管癌的发生发展中起重要作用。

　　结直肠癌缺失基因 ( Deleted in colo rectal ca rcino-

ma , DCC)是近年发现的肿瘤抑制基因 ,定位于染色体

18q21. 3,编码序列长约 370 bp,编码一种与细胞粘着

分子 ( CAM S)以及相关的细胞表面糖蛋白具有明显同

源与的蛋白质。 文献报告 ,大肠癌 DCC基因 LO H率

为 70% ,胃癌为 30% ～ 61% [5 ] ,而食管癌为 24% [6 ]。本

研究检测了 46例食管癌 DCC基因的 LO H, LO H率

为 32. 1% ,与文献报告的检测结果相近。

　　多数作者认为 , DCC基因 LO H与肿瘤的进展、浸

润和转移密切相关 [ 7, 8] ,从本资料看 , YN Z22位点和

DCC基因 LO H率与食管癌各项临床病理参数间均无

显著相关 ,因此 DCC基因 LO H在预测食管癌患者预

后方面的意义尚需进一步研究。
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Loss of heterozygosity at YNZ22 and DCC loci containing variable num-

ber of tanden repeat seqment in esophageal carcinoma
Wang Ming rong, Fang Dianchun, Luo Yuanhui, Lu Rong , Liu Weiwen ( Depa rtm ents o f Tho ra cic Surg ery , South-

w est Hospital, Third Milita ry Medical Univ ersity, Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o evaluate the ro le o f lo ss o f h etero zygo sity ( LO H) at tumo r suppresso r g enetic

lo ci in the car cinogenesis o f esophageal ca rcinoma. Methods: Polymorphic ana ly sis of the gene tic loci of

YNZ22 and DCC containing a variable number of tandem repea t w as per formed in 46 surgically-r esected spec-

imens of esophageal carcinoma w ith PCR. Results: LO H and YNZ22 and at DCC w ere detected in 44. 4% and

32. 1% of the cases of our series respectiv ely. No significant co r relation ex isted betw een the LOH a t YN Z22

and DCC loci and the histological types, tumo r size, systemic inva sion and lymph node metasta sis o f th e car-

cinoma (P> 0. 05) . Conclusion: Our finding s suggest that LO H at YNZ22 and DCC genetic loci may be in-

vo lv ed in the ca rcinogenesis o f esophageal carcinoma.

　　 Key words　 esophageal ca rcinoma; v ariable number o f tandem repea t; loss of he tero zy go sity; DCC

genes
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2　讨论

　　众所周知 ,腭裂按现有临床分类主要分为四型 [1] ,我们诊

治的以上 3例均不属于其中任何一种类型。 主要特点: 为腭部

呈间断式裂开 ,在软腭区近硬软腭交界处有一横隔膜将腭裂一

分为二。其中 2例硬腭部裂隙为洞穿性缺损 , 1例裂隙直达牙槽

嵴 , 3例均有悬雍垂裂。 问诊体检表明 , 3例均无外伤炎症史及

腭裂修复手术史 ,为先天性腭裂。 目前关于腭裂形成的机制普

遍认为 [2]在胚胎第 9周时 ,前颌突与两侧侧腭突相互靠拢 ,三

者在前颌骨部位首先连合 ,而逐渐向后方推移 ,如三者在一侧

或两侧未能正常连合 ,则形成了单侧或双侧腭裂。 该学说不能

圆满解释间断性腭裂病例的发生。 作者推测在腭部形成过程

中 ,可能存在前后两个融合起始中心 ,一个位于前颌突 ,另一个

位于两侧腭突。当胚胎遭遇病毒感染、药物刺激等因素影响时 ,

则腭部两个融合中心停止相互融合 ,造成本组类型的腭裂。 此

种说法也能解释传统类型及其他特殊类型的腭裂发生。认为间

断式腭裂发生时间晚于Ⅲ 、Ⅳ度腭裂 ,早于Ⅰ 、Ⅱ度腭裂。

　　间断式腭裂的治疗方法一般与传统类型腭裂相似。作者建

议如硬腭部裂孔直径小于 5 mm,而腭裂隔膜长度大于 15 m m,

则分别作硬腭裂孔修补术及悬雍垂裂修补术为宜。

　　关键词　腭裂 ;分类

　　中图法分类号　 R782. 22
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