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目的
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探讨紧密连接蛋白"
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'

1

'

?

'
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'

-Z

在正常宫颈组织'宫颈上皮内瘤变"

,PS

%及宫颈癌

组织中的表达及意义&方法
!

选取
-0

例
,PS

)

'

-0

例
,PS

%

'

-Z

例
,PS

*

和
.0

例宫颈癌共计
?Z

例病变组织作为

研究对象!以
B

例正常宫颈组织作为对照组!采用
C<P_DF

法提取宫颈标本组织总
L<S4

!

XhN<

荧光实时定量反转

录聚合酶链反应分析
,F&H(:97.

'

1

'

?

'

-0

'

-Z

在各组织中的
L<S4

表达情况&结果
!

,F&H(:97.

'

1

的
L<S4

表达在

正常宫颈组织'

,PS

'宫颈癌的疾病进展中呈递增趋势!

,PS

*

及宫颈癌中的
,F&H(:97.

'

1

的
L<S4

表达明显高于

,PS

)

'

,PS

%

及正常宫颈组织!差异有统计学意义"

"

%

0/0?

%!而在
,PS

*

与宫颈癌比较中!差异无统计学意义

"

"

$

0/0?

%&

,F&H(:97?

'

-0

'

-Z

在正常宫颈组织及异常宫颈组织中均无表达&结论
!

,F&H(:97.

'

1

可能与宫颈癌的

发生'发展相关!检测
,F&H(:97.

'

1L<S4

的表达可为
,PS

*

及宫颈癌的早期诊断及化疗治疗提供辅助参考依据&
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在宫颈癌的形成-进展-转移过程中#紧密连接蛋白$

,F&H7

(:9

&起着至关重要的作用*紧密连接$

C8

&存在于机体的上皮

细胞间#通过其栅栏功能和屏障功能#维持着组织结构的完整

性和细胞极性#对于物质转运-信号转导-协调细胞功能有着重

要的意义*其结构的拆卸或改建可导致细胞极性的丧失#增加

细胞的运动-肿瘤细胞的侵袭+

-7;

,

*

,F&H(:9#

是构成
C8

的最为

主要和关键的细胞黏附分子+

1

,

*研究发现#

,F&H(:9#

在多种上

皮性恶性肿瘤中表达异常#可能与恶性肿瘤的发生-发展相关*

目前报道和肿瘤密切相关的
,F&H(:9

亚型主要为
,F&H(:97-

-

.

-

;

-

1

-

?

-

A

-

-0

-

-Z

等*因此作者应用
XhN<

荧光实时定量反转

录聚合酶链反应$

<C7*,<

&法检测
,F&H(:97.

-

1

-

?

-

-0

-

-Z

在正

常宫颈组织-宫颈上皮内瘤变$

,PS

&及宫颈癌中
L<S4

的表

达#旨在研究宫颈癌及癌前病变组织中
,F&H(:9#

的表达变化#

分析其相关性#为研究宫颈癌发生-发展的分子机制及治疗靶

点提供实验依据和理论基础*

$

!

资料与方法

$/$

!

一般资料
!

选取
.0-;

年
-

"

-.

月在本院妇科住院手术

治疗的宫颈癌
)

&-

"%

&.

患者的肿瘤组织
.0

例#同期住院行

)

-.

)

检验医学与临床
.0-@

年
-

月第
-;

卷第
-

期
!

+&2Q"(,F:9

!

8&9H&'

6

.0-@

!

RDF/-;

!

SD/-

"

基金项目!广东省医学科研基金课题$

4.0-;Z?1

&*

!!

作者简介!赵芹#女#大专#主管技师#主要研究方向为分子生物学*



宫颈环形电切术治疗的
,PS

)

患者的病变组织
-0

例#

,PS

%

-0

例-

,PS

*

-Z

例%另选因子宫肌瘤行全子宫切除术患者的正

常宫颈组织
B

例为对照组*宫颈癌患者年龄
1.

"

?@

岁#中位

年龄
?0

岁%

,PS

患者年龄
;-

"

?0

岁#中位年龄
1;

岁#宫颈正

常患者年龄
;Z

"

?.

岁#中位年龄
1?

岁*

$//

!

仪器与试剂
!

<S4

提取试剂购自
+:I"$"GE9DFD

%6

公司%

反转录酶试剂盒-

XhN<='""9

)

荧光定量试剂盒均购自上海

生工技术服务公司%

4NPA?00

荧光定量
*,<

仪$美国
4NP

公

司&#

*,<

扩增仪$美国
4NP

公司&#琼脂糖凝胶电泳仪$伯乐

公司&*

$/'

!

方法

$/'/$

!

总
<S4

提取和
GUS4

合成
!

用无菌剪将组织剪成小

块#在匀浆器中倒入
-L+

的
C<P_DF

溶液#将小块组织放入匀

浆器打磨#直到组织块变碎#溶液浑浊#转移至已消毒的离心

管#加入氯仿#震荡至组织完全溶解均匀#

1W

低温高速离心#

进行水相分离*取出水相#用异丙醇沉淀
<S4

#用
A?̂

的乙

醇洗涤
<S4

*去掉上清液#开盖挥发乙醇后用
<S&#"3'""

()

.

a

溶解
<S4

备用*所有操作均在冰上进行*用紫外分光

光度计测定
<S4

的浓度#

4

.@09L

"

4

.Z09L

值为
-/Z

"

./0

%

-̂

琼

脂糖凝胶电泳鉴定抽提的
<S4

的质量*按照反转录酶试剂

盒说明书操作#反转录反应!每
.0

(

+

体系加入
-

(

%

的模板进

行反应%反转录条件!

.?W?L:9

#

1.W@0L:9

#

A0W?L:9

#

获得的
GUS4 \.0W

保存*

$/'//

!

引物合成及
XhN<7*,<

!

引物由上海生工技术服务公

司合成*以甘油醛
7;7

磷酸脱氢酶$

=4*U)

&为内参#合成

,F&H(:9#

各引物序列#见表
-

*

*,<

总反应体系为
.?

(

+

#包括

.dX=T*,<

缓冲液
-./?

(

+

$含
XhN<='""9

)

荧光染料&#

上-下游引物
0/?

(

+

#

GUS4

模板
-

(

+

#

<&9#"

水补足至
.?

(

+

*循环参数!

B?W-0L:9

%

B?W-?#

#

?Z

"

@-W-L:9

#共

10

个循环对
,F&H(:97.

-

1

-

?

-

-0

-

-Z

先进行梯度
*,<

实验#确定

各基因的退火温度*按如上的反应体系进行
XhN<7*,<

#每个

标本做
;

个复管#退火温度一致的可同一批检测#以
=4*U)

为内参照基因#

()

.

a

为阴性对照*用
4NPA?00

荧光定量
*,<

仪及自带软件进行溶解曲线分析*基因相对表达量用
.

\

,,

,$

法计算#公式!

,

,$e,$

$

,F&H(:9

&

\,$

$

=4*U)

&#

,,

,$e

,

,$

实验组标本
\

,

,$

对照组标本*

$/'/'

!

*,<

产物特异性分析
!

将
*,<

产物
.̂

的琼脂糖凝

胶电泳#确定特异性*

$/1

!

统计学处理
!

采用
X*XX-B/0

统计软件进行分析#计量

资料以
HY!

表示#组间比较采用
T

检验#计数资料以率表示#

组间比较采用
&

. 检验#以
"

%

0/0?

为差异有统计学意义*用

<a,

曲线评价
<C7*,<

检测各宫颈组织中
,F&H(:9L<S4

的

诊断效能*

/

!

结
!!

果

//$

!

<S4

质量
!

分光光度计检测抽提总
<S4

的
4

.@09L

"

4

.Z09L

值为
-/Z

"

./0

#提示总
<S4

纯度较好#

,F&H(:9#

各基因

总
<S4

浓度在
?BZ

"

.0009

%

"

(

+

*

///

!

,F&H(:97.

-

1

-

?

-

-0

-

-Z

在各宫颈组织中的表达
!

<C7*,<

检测
=4*U)

和
,F&H(:97.

-

1

扩增曲线
,$

值有明显差异#见图

-

*熔解曲线图表明#

=4*U)

和
,F&H(:97.

-

1

的熔解曲线单一

峰值略有差异#

,F&H(:97.

-

1

和
=4*U)

的解链温度分别为

Z0/1

-

Z-/B

-

Z./@W

未见杂峰信号出现*

.̂

琼脂糖凝胶电泳

扩增产物无引物二聚体现象#产物特异性较好*用特异性引物

对
,F&H(:97.

-

1

-

?

-

-0

-

-Z

进行扩增#同时以
=4*U)

作为内参#

;

个复孔的实验结果相近*各宫颈组织中
,F&H(:97.

-

1

-

?

-

-0

-

-Z

的表达水平经内参校正发现#

,F&H(:97.

-

1

在
,PS

*

及宫颈

癌组织中表达水平较高*宫颈癌及
,PS

*

宫颈组织的
,F&H7

(:97.

-

1

表达较正常宫颈组织中明显增高$

"

%

0/0?

&*与正常

宫颈组织比较#

,F&H(:97.

-

1

表达随病变级别的上升#其
L<S4

表达量呈上升趋势#慢性宫颈炎-

,PS

)"%

组织的
,F&H(:97.

-

1

表达分别增高
-/A;B

-

;/ABA

倍和
-/A.;

-

?/01;

倍#宫颈癌及

,PS

*

组织的
,F&H(:97.

-

1

表达分别增高
A/BB

-

A/@B

倍及
A/Z?

-

A/.Z

倍*而
,F&H(:97?

-

-0

-

-Z

在实验中各组均未看到明显扩

增曲线*提示
,F&H(:97?

-

-0

-

-Z

可能在宫颈组织中无表达*

表
-

!

,F&H(:9#

各基因的引物序列

基因 引物序列$

?i

"

;i

&

,+US.73 CC,CC=4==,C=,CC=C==

,+US.7< =,C,CC=,C,,CC=44,4,,

,+US173 C4C==4C=44,C=,=C==C=

,+US17< ,=4C=4C=,C=4C=4C=4,=

,+US?73 4=4,C=4==4CCC,=,CC,,

,+US?7< =,,=4C==4=C444=4,,4=

,+US-073 =,C,,=4C444=,,444=,

,+US-07< ,,C=,,,4C,,44C444,4=

,+US-Z73 4=CC,4==,CC,4,,=44C=

,+US-Z7< C,4===,444=4C==4C4,,

!!

注!

4

为
,F&H(:971

的扩增曲线%

N

为
,F&H(:97.

的扩增曲线*

图
-

!

宫颈组织中
,F&H(:97.

*

,F&H(:971

和
=4*U)

扩增产物的反应曲线

)

..

)

检验医学与临床
.0-@

年
-

月第
-;

卷第
-

期
!
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!
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!

讨
!!

论

,F&H(:9#

家族成员中#目前研究较多与肿瘤有关的有

,F&H(:97-

-

.

-

;

-

1

-

?

-

A

-

-0

-

-Z

等
Z

种*近年研究发现#多种上

皮性恶性肿瘤的
,F&H(:9#

异常表达#并且与这些肿瘤发生-发

展有关*每种
,F&H(:9

在不同种类肿瘤中表达也有一定特异

性#有的肿瘤中表达是上调#有的则是下调或缺失#如肝癌的

,F&H(:97-

较正常肝组织高表达+

?

,

#乳腺癌的
,F&H(:97-

较正常

乳腺上皮低表达+

@

,

*目前多数文献报道
,F&H(:9#

蛋白在不同

癌组织中表达是上调的*

X_&2j

等+

A

,总结了近年
,F&H(:9#

与

妇科恶性肿瘤研究#大多显示
,F&H(:9#

在妇科恶性肿瘤中的

表达是上调的*

本文采用
<C7*,<

方法研究
,F&H(:9#L<S4

表达#具有

高灵敏性#实时监测#定量准确等优点#近年来已广泛应用于分

子生物学领域的研究+

Z

,

*作者采用
<C7*,<

法检测
,F&H(:97

.

-

1

-

?

-

-0

-

-Z

在宫颈组织中的表达#该方法在应用过程中需结

合熔解曲线分析来确定
*,<

产物的特异性*本实验通过熔解

曲线分析#确定
*,<

反应特异性好#反应过程中荧光信号可反

映扩增产物浓度的实时变化*结果分析采用相对定量
.

\

,,

,$

法#用
=4*U)

对各组
<S4

作均一化处理#计算各病变组织

相对于正常宫颈组织的
<S4

表达的差异倍数*本研究结果

显示#

,F&H(:97.

-

1L<S4

在正常宫颈组织-

,PS

)"*

和宫颈

癌组织中均有表达#在
,PS

中#随着病变级别的上升#其
L<7

S4

表达量呈上升趋势#组间差异有统计学意义$

"

%

0/0?

&*

但在宫颈癌组织中#

L<S4

的表达比正常组织和
,PS

)"%

均要高#但与
,PS

*

的表达量比较#差异无统计学意义$

"

$

0/0?

&*

有研究表明#

,F&H(:9#

在正常的宫颈鳞状上皮的各层细胞

中的表达存在不均一性#即
,F&H(:97.

存在于基底层细胞#

,F&H(:97-

-

1

-

A

存在于颗粒层和棘层细胞%

,PS

)"*

时#在整

个上皮层中
,F&H(:97-

-

.

-

1

-

A

高表达%并且明显高于在原位癌

或浸润性癌组织中的表达+

B

,

*晚期
,F&H(:9#

低表达也可能影

响癌组织的浸润和转移*本研究与文献+

B7--

,报道结果一致*

李燕等+

-.

,通过免疫组化发现#

,F&H(:97.

表达在正常宫颈鳞状

上皮的基底层和基底层之上
A

"

Z

层细胞的细胞膜#其他中间

层和表层的细胞不表达*早期
XD2F"

等+

-;

,研究发现#

,F&H(:97

-

-

.

-

1

-

A

在
,PS

-原位癌和浸润癌损害中较正常组织有明显上

升表达#同时认为宫颈上皮中
,F&H(:9#

表达上调或表达紊乱

是宫颈癌发生的早期分子事件#对鳞状上皮细胞的癌变具有促

进作用*

,F&H(:9#

表达的组织特异性#使它们可能成为早期诊

断和鉴别各种肿瘤的重要指标*

UiXDH_&

等+

-1

,研究发现#由蛋

白激酶
4

和蛋白激酶
,

活性增加所致的
,F&H(:97.

和
,F&H(:97

1

磷酸化可能是宫颈癌中
,F&H(:97.

和
,F&H(:971

表达异常及

C8

结构破坏的分子机制之一*

本研究结果显示#

,F&H(:97.

和
,F&H(:971

的表达与宫颈病

变进展级别成正相关#在
,PS

*

级别中最高#说明
,F&H(:97.

和

,F&H(:971

可能参与宫颈组织细胞恶性转化过程*

<C7*,<

法

联合检测
,F&H(:97.

和
,F&H(:971

可成为常规病理检查的补充#

有利于宫颈癌的早期发现-诊断和治疗评估#同时有可能为宫

颈癌的治疗提供新的靶点*
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