
食管癌!!"#$%&’()* +&,-(."/+#是世界上 0 大常见恶性
肿瘤之一"目前仍是引起人类死亡的主要原因之一 123$ 在新疆
这一多民族地区"哈萨克族食管癌的发病率高达 2456789:万"
高于同地区其他民族!;<6=82:万%$其病死率比其他少数民族

地区高 <!=2 倍"比全国平均病死率高 <6= 倍 1<>$ 这提示&深入
研究民族遗传背景的差异或基因多态性与肿瘤发生发展的

关系"对肿瘤发病机制的阐明’诊断和治疗具有重要意义$
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通过观察 !"%& 在哈萨克族食管癌癌组织及相应正常组织中的表达!探讨 !"%& 基因在哈萨克族食管癌发生中的作用" 采
用 #$%&’# 方法检测 !"%& 基因 (#)* 在 +, 例哈萨克族食管癌及相应正常组织标本中的表达! 选取 (#)* 水平差异组织标
本!采用 -./0.12%3450 方法检测其蛋白水平的表达情况" 结果显示!!"%& 基因 (#)* 在 +, 例癌组织中有 +6 例表达!阳性率为
7+8++9" 其中癌组织表达量高于相应正常组织#":&$"! 例!占 ;69%癌组织表达量等于相应正常组织#"’&$< 例!占 !+8++9%癌

组织表达量低于相应正常组织#"=&$> 例!占 !,?,;9& !"#& 基因 (#)* 在正常组织中表达仅有 @ 例&癌组织与相应正常组织相
比!!"#& 基因的表达量明显增高& &$A) 蛋白的表达在癌组织与相应正常组织中无明显差异& 结果表明!!"#& 基因的异常表达
主要在转录水平!可能不是哈萨克族食管癌发生发展中的主导基因!其对哈萨克族食管癌发生发展过程中的具体作用有待进一步
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!"#$ %$&! 为一抑癌基因" 又称 !!"#’ #()%*%$+ ,& ()-%,.-$
/+0*&1$+ 2*&1$3 ’! 和 $%&’ #456! 3$7)-*%$+ *&+ $.,%8$-,*-
1$-- $&3,18$+ .8"!.8*%$! 9!基因"是 :; <, 等 =>?9@@A 年从原发性
乳腺癌$前列腺癌及胶质母细胞瘤细胞株克隆得到的$位于
人类第 9B 号染色体的一种具有双特异性磷酸酶活性的新型
抑癌基因"也是继 ’CD 基因后发现的人类肿瘤中最常发生突
变的抑癌基因% 近年研究发现"&$%( 基因及其蛋白表达与一
些恶性肿瘤发生发展$ 生物学行为和肿瘤预后有密切关系%
食管癌中 &$%(基因研究起步较晚" 本实验采用 E4FG2E 和
H$!%$3&FI-"% 方法对食管癌组织中 &$%( 基因及蛋白表达进
行研究" 旨在探讨 &$%(基因在哈萨克族食管癌及相应正常
组织中的表达"明确其在哈萨克族食管癌发生$发展中的作
用%

! 材料与方法
!"! 材料
!"!"! 研究对象

DJ 例哈萨克族食管癌组织及相应正常组织标本取自新
疆医科大学第一附属医院#KBBL&MBBN年!% 所有标本取出后
做好标记"立即置入液氮中保存%

!"!"# 实验材料
G4OP 引物#大连宝生物工程有限公司!"经 5$&$Q*&R 检

索为特异性引物 " 上游引物 ’L!F242 2// 442 /55 /22
2/2 /25FDS" 下游引物 ’LSF554 442 242 455 422 455
4/4FDS% 5/GTU 引物 #大连宝生物工程有限公司 !"经

5$&$Q*&R 检索为特异性引物" 上游引物’LSF22/ 222 /45
52/ //4 422 /45 52/FDS" 下游引物 ’LSF424 /5/ 255
2/5 542 /55 422 /22FDS% EP/提取试剂 43,V"-#W&0,%3"7$&
公司!(逆转录试剂盒#G3"#$7* 公司!(G2E 即用试剂盒#上海
生物工程有限公司!(兔抗人多克隆抗体 5/GTU#.3"%$,&%$18!
#北京西美杰科技有限公司!(兔抗人多克隆抗体 G4OP"羊抗
兔多克隆抗体 W75 UEG"O2X Y,% #兔 W75!#武汉博士德生物
工程有限公司!(UZQ"&+4XF2 硝纤膜#UZ2-"&$ 公司!(医用 [
射线胶片F4[#/OEXOW 公司!(I2/ .3"%$,& /!!*Z Y,%#P"0*7$
公司!%

!"# 方法
!"#"! $%&提取!逆转录和 !"#$基因 ’($扩增
采用 4EWV"- 试剂一步提取细胞总 EP/"EP/ 提取物

9"7"逆转录为 1TP/"取以上样品 1TP/ K"<"加入 K"I)\\$3
9B"<"G4OP 引物各 9"<"加去离子水至 KB"<"以 KB"< 体系
进行 G2E 扩增% G2E 扩增条件 G4OP’NL#"L#,&(NL#">B!(
L># ">B!(]K# ">B!(>L 个循环 (]K# "9B#,&% 5/GTU’NL# "

L#,&(N^#">_!(L‘#"D_!(]K#"J_!(DL个循环(]K#"K_#,&%
!"#"# 提取组织蛋白

H$!%$3&FQ-"% 法检测 G4OP 蛋白’取 _;_9$_;_a7 组织加入
9_ 倍体积全细胞裂解液" 置匀浆器上进行匀浆" 收集上清"
I2/ 法测定蛋白质含量"F]_#分装冻存% 蛋白质等量样品与

K"bTb凝胶加样缓冲液混合"煮沸变性 L#,&(上样蛋白 J_"7"
9KcbTbFG/5O 电泳 a8"DBd"a#电转移过夜转至硝酸纤维素
#P2!膜(丽春红 b 染色 9B#,& 观察各电泳带蛋白质量是否一
致(a#封闭过夜 #封闭液’Lc脱脂奶粉%9cIb/" 含 Be_Lc
4f$$&FK_!(4Ib4洗膜 D_#,&" 加入用 4Ib 稀释的一抗 G4OP
#9gL_!"5/GTU#9ga__!a#孵育 ‘8(4Ib4 洗膜 D_#,&"与结合
有辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 W75 抗体#9gJ___!室温孵育
a8"4Ib4 洗膜 D_#,&(加入 O2X 试剂"暗室曝光"显影"定影"
对 [胶片拍照保存%

# 结果
#"! $)*’($方法检测 !"%&基因 +$%&表达结果

&$%( 基因 #EP/ 在 DJ 例癌组织中有 D_ 例表达" 阳性
率为 ‘DeDDc% 其中癌组织表达量高于相应正常组织#$h(!K9
例"占 ]_c(癌组织表达量等于相应正常组织#$i(!a 例"占
9DeDDc( 癌组织表达量低于相应正常组织 #$j(!L 例 "占
9JeJ]c%正常组织中仅有 N例表达"阳性率为 KLc%癌组织与
相应的正常组相比"&$%( 基因的表达量均显著增高% G4OP
基因扩增电泳结果见图 9%

#"# ,-./-01*234/法检测 ’)5%蛋白结果
以甘油醛F>F磷酸脱氢酶 #5-Z1$3*-+$8Z+$F>FG8"!.8*%$

T$8Z+3"7$&*!$"5/GTU!作为对照"可见癌组织中的 G4OP 蛋
白表达在癌组织与相应正常组织中差异不明显% G4OP 蛋白
电泳结果见图 K%

!"6%& 分子量标准##$7$8$9"肿瘤组织#

:$;$<$="相应正常组织

图 ! !"%& 基因扩增电泳
>?@" ! 53-A/04BC40-@0D+ 4E !"%& @-1-

!$:"相应正常组织##$7"肿瘤组织

图 # ’)5% 蛋白电泳
>?@" # 53-A/04BC40-@0D+ 4E ’)5% B04/-?1
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! 讨论
!"#$ 基因产物在诱导细胞周期阻滞! 细胞凋亡和血管

新生诸方面起着重要作用" 其编码蛋白具有双重特异性磷酸
酶活性#不仅加快磷酸酰肌醇 !"###$! 三磷酸$%&%"%的 ’" 位
脱磷酸#拮抗磷脂酰肌醇 " 激酶$%&"(%的磷酸化#减少 %&%"的

聚集&而且促使蛋白激酶 )$*+,%磷酸酪氨酸!磷酸丝-苏氨酸
去磷酸 #降低 *+, 的磷酸化水平 #引起细胞周期阻滞和诱
导凋亡 .#/01#阻止肿瘤的恶性演变" 正常血管生成中 %&%"通过

%()-*+,信号通路作用下游靶蛋白# 促进血管内皮生长因子
$2345%的合成#加速血管的形成#这种机制导致了肿瘤的发
生" 肿瘤是典型的血管依赖性病变#其发展过程中必然有血
管的快速增殖及新生血管的形成" 抑癌基因 !"%& 可直接使
%&%"的 ’" 位去磷酸化#降低 %()-*+, 的磷酸化水平#拮抗下
游通路的转导及 %&"(-*+, 信号途径# 抑制 2345 的表达#阻
碍血管的生成" !"%& 基因的丢失或突变可增强 2345 的表
达#反之又促进肿瘤的浸润和转移"
大量研究 .6781表明#!"%& 基因缺失或突变在一些消化道

肿瘤如胃癌!大肠癌!肝癌中常见#而一些恶性肿瘤中 !"%&
基因突变率虽不高# 但却存在 %93: 蛋白表达水平的明显下
调" ;<=>>?等.@A/@@1应用 B>C,>DE 印迹和免疫组化方法检测 #!
例食管癌及相应正常组织中 %93: 蛋白的表达情况# 表明

!"%&基因通过 %&%"途径抑制了肿瘤的恶性演变# 同时对正
常血管!出生后血管和肿瘤血管的形成起到重要作用"
本研究显示#!"%& 基因 =F:* 在 "0 例癌组织中有 "A

例表达#阳性率为 G"H""I" 其中癌组织表达量高于相应正常
组织$"J&%!@ 例占 6AI#提示 !"%& 基因可能不是哈萨克族
食管癌发生发展中起主导作用的基因#或者由于肿瘤的发生
反过来影响 !"%& 基因使其呈异常的高表达状态& 癌组织表
达量等于相应正常组织$"’&%# 例占 @"H""I#提示在这些癌
及相应正常组织中 %93:呈正常表达状态& 癌组织表达量低
于相应正常组织$"K&%$ 例占 @0H06I#提示 %93: 的下调可
能与哈萨克族食管癌的发生有一定关系" 同时 !"#& 基因在
正常组织中仅有 8 例表达" !"#& 基因的表达量明显高于相
应正常组织#%93: 蛋白的表达在癌组织与相应正常组织中
无明显差异" 提示少部分哈萨克族食管癌的发生与 !"#& 基
因表达水平下调可能有一定关系#!"#& 基因下调不是哈萨
克族食管癌变过程中占主导地位的事件" 这与李劲松等 .@!1检

测 0A 例食管癌组织及相应正常食管上皮组织 !"#& 基因表
达情况的结果不一致"这可能是’! !"#& 基因可能不是哈萨
克族食管癌发生发展中起主导作用的基因&" 哈萨克族的民
族遗传背景决定了 !"#&基因的表达特点" 具体的调控机制
和 !"#&基因对哈萨克族食管癌发生发展的影响有待进一步
研究"
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)**+ 年第 ), 期#好玩的数学$答案
我们使用反证法# 即假设可以把数 @$!$"$#$$ 分成

甲$乙两组%使每一组中的任何两数之差都不与同组中的
一个数相等# 我们准备由此假设推出矛盾#
首先%按照假设%数 ! 和 # 不可能含在同一组中%因为

#/!n!%而 ! 已经在同一组中# 这样%我们可以设 ! 在甲组
中%而 # 在乙组中# 进一步%我们可以确定 @ 不在甲组#因
为 !Y@n@# 这样%@ 只能属于乙组# 至此%甲组中含有 !%乙
组中含有 @$##同样道理%" 只可能属于甲组!因为 #Y@n"%
所以乙组中不能含有 ""#
于是%在我们的假设下%可得到甲组中含有 !$"%乙组

中含有 @$## 最后还剩下数 $# 若把数 $ 归入甲组有 $Y!n
"%若把数 $ 归入乙组则有 $Y@n## 无论归入哪一组%都不
可能满足假设的条件%都会引出矛盾# 因此%假设不成立#
原命题得证#
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