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))"摘要#)目的)检测癌#睾丸抗原!"#$%&#’(基因在视网膜母细胞瘤"&B#中的表达%探讨其作为&B特
异性免疫治疗靶抗原的可能性& 方法)利用逆转录#聚合酶链反应方法%检测!"#$%&#’( 基因在 0( 例&B组
织’0, 例非肿瘤病变视网膜和 ,, 例其他正常眼部组织"眼睑皮肤 0, 例’眼肌 ( 例’结膜 ( 例#中的表达%随机
抽取&C#DE&阳性产物直接进行F!%测序%并将其表达结果与临床相关指标"性别’年龄’病理分型’肿瘤大
小’临床分期#进行统计学分析%以探讨这一类肿瘤抗原的临床意义& 结果)在 0( 例&B组织中%!"#$%&#’(
基因的表达率为 .*G"/(G!"!’(H,G I1+H1G#$在非肿瘤病变视网膜组织和其他正常组织中%无一例表达
!"#$%&#’(基因$其表达与临床相关指标"性别’年龄’病理分型’肿瘤大小’临床分期#无关"#J*H*(#& 结论
!"#$%&#’(基因可特异性地表达于&B中%可能成为&B特异性免疫治疗的靶抗原%具有进一步研究开发的前
景&
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))视网膜母细胞瘤"TPQ68;V75OQ;45%&B#是儿童最
常见的致盲及致命性眼内恶性肿瘤之一%其恶性度
非常高%传统的手术’放疗及化疗的疗效不佳& 基于
此%人们正努力寻求更有效的 &B治疗方法& 免疫
治疗是利用特异性抗原对肿瘤进行治疗的一种方

法%其创伤小’针对性强%对 &B无疑是一种较好的
治疗选择& &B免疫治疗的基础是找到具有较强免
疫性并与 &B相关的肿瘤抗原%在目前已知的众多
肿瘤相关抗原中%癌#睾丸抗原"A58APTQPOQ6O58Q6<P8%
EC%#是一类非常适用于肿瘤免疫治疗的抗原& 因
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为EC%具有独特的表达模式%即在各种肿瘤组织中
有不同频率的表达%而在正常组织的表达仅限于睾
丸内的生殖细胞%偶然可在胎盘组织中表达(0) & 利
用其作为肿瘤疫苗诱导的免疫应答能特异性地杀伤

肿瘤细胞%而不损害全身其它正常细胞& !"#$%&#
’( 是近年来新发现的广谱特异性肿瘤抗原%这一抗
原是运用重组克隆表达抗原的血清学鉴定技术在全

身肿瘤中新发现的 EC%& 虽然%!"#$%&#’( 在多种
全身肿瘤中有初步的研究%但是%至今尚未有文献报
道其在 &B中的表达情况& 为了解 !"#$%&#’( 在
&B中的表达情况及其与临床指标间的关系%以明确
该抗原在&B免疫治疗中的应用前景%我们利用&C#
DE&技术检测了 !"#$%&#’( 在 &B中的表达情况%
现报告如下&
F;对象与方法
FGF;研究对象;所有标本来源于广西医科大学第
一附属医院眼科中心 ,**+#0* I,**.#*K 的住院病人
"标本来源得到广西医科大学第一附属医院眼科中
心的同意#共 +/ 例%其中男性 ,K 例%女性 ,, 例&
&B组织 0( 例中%男 K 例%女 1 例$年龄 , 个月 I(
岁%平均年龄",H* ]0H.#岁%!, 岁者 / 例% J, 岁
者 . 例$眼内期 / 例%青光眼期 + 例%眼外期 , 例$低
分化型 1 例%未分化型 K 例$肿瘤!0( 44者 . 例%
J0( 44者 / 例& 非肿瘤病变视网膜组织 0, 例中%
男性 K 例%女性 ( 例$年龄 ( I.("’0H0 ]/H(#岁&
眼部正常组织"眼睑皮肤 0, 例’眼肌 ( 例’结膜 (
例#,, 例中%男性 0* 例%女性 0, 例$年龄 00 I’+
"01H, ]KH’#岁& 所有标本取材前均经患者家属同
意%&B病人的标本均经病理检查确诊%组织离体后
",* 468#置液氮速冻%然后转置2K* ^低温冰箱保
存备用&
FGH;研究方法
0H,H0)总&!%提取)分别称取 ’** 4<2K* ^保
存的肿瘤组织及正常组织%利用异硫氰酸胍#酚#氯
仿法提取组织总&!%& 所得&!%溶于无&!%酶的
纯水中%经琼脂糖凝胶电泳和双光束紫外分光光度
计测定%值%确定所提取的总&!%无降解&
0H,H,)AF!%合成和质量检测)取 ’ !<总 &!%%
用逆转录酶合成 AF!%"_B‘公司逆转录试剂盒#%
所得AF!%通过DE&扩增看家基因a%DFb以检测
AF!%的质量& 将合格的 AF!%分装% 2,* ^保存
备用&
0H,H’)靶基因的 &C#DE&检测)采用 _B‘公司的
C5[F!%聚合酶进行DE&检测& 所有引物均由上海

生物工程公司合成"见表 0#& DE&反应条件及参数
",( !7体系#!0H* !7的逆转录产物%0* !4;7Mc的
特异性上’下游引物各 0 !7%(XM!7的C5[ F!%聚合
酶 *H0,( !7%,H( 44;7Mc的 L!CD, !7%,( 4_的
_<E7, 0H( !7%0* dVXUUPT的 DE&反应缓冲液 ,H(
!7& 反应体系分别为 a%DFb!/+ ^ (* O%.K ^ ’*
O%K, ^ ’* O$e"#C3$#0!/+ ^ 0 468%(1 ^ 0 468%K,
^ , 468& 所有反应均经预变性 /+ ^ ( 468%扩增
’( 个循环%K, ^后延伸 1 468& 每轮DE&反应中均
采用睾丸AF!%为阳性对照%不加模板为空白对照&
反应结束后分别取 ( !7的 DE&反应产物经 ,G的
凝胶电泳’溴化乙锭染色鉴定及照相&

表 0)引物序列及扩增片段长度

基)因 引物序列))) 产物片段
"VS#

a%DFb" $!(f%EE%E%aCEE%CaEE%CE%E’f
%$!(fCEEE%EE%EEECaCCaECaC%’f +(*

!"#$%&#’( $!(fECCaaCaEa%CE%aEECC%C’f
%$!(fCCa%CaE%Ca%%%%E%a%%ECE’f’KK

)注!"磷酸甘油醛脱氢酶"<7>APT57LP?>LPS?;OS?5QPLP?>LT;<P85OP%

a%DFb#$!上游引物$%$!下游引物

0H,H+)F!%测序)随机选取阳性的 DE&产物%经
纯化后进行双向 F!%测序"%B‘’0** 自动测序仪%
美国生产#&
FG1;统计学方法;应用 $D$$0’H* 软件包进行数据
的统计学分析%计量资料以均数 ]标准差"#A]?#表
示%两样本均数比较采用3检验%计数资料比较采用
!, 检验或 g6O?PT精确概率法%#h*H*( 为差异有统
计学意义&
H;结果
HGF;a%DFb和 !"#$%&#’( 基因在组织中表达的
情况)在 0( 例 &B组织中%!"#$%&#’( 肿瘤基因有
较高的表达率%为 .*H*G"/(G!"!’(H,GI1+H1G#%
明显高于非肿瘤病变视网膜组织和其他眼部正常组

织"*H*G#"#h*H*(#%表明它在 &B组织中的表达
率高于在非肿瘤病变视网膜组织及其他正常眼部组

织中的表达率& 见表 ,%图 0&
表,)a%DFb和!"#$%&#’(基因在组织中表达的情况!*"G#$

)组)别 例数 a%DFb !"#$%&#’(

&B" 0( 0("0**H*# /".*H*#

非肿瘤病变视网膜# 0, 0,"0**H*# *"*H*#"

其他正常眼部组织$ ,, ,,"0**H*# *"*H*#$

)注!与"比较%"#i*H**+*$$#i*H***,
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)_!分子量标准"0** VS#$ D!阳性对照"睾丸组织#$ !P!空白对
照$ C!&B组织$ !!正常组织"非肿瘤病变视网膜’其他眼部组织#

图 0)!"#$%&#’(的DE&扩增产物电泳图

HGH;!"#$%&#’( 基因表达与 &B临床相关指标的
关系)经分析发现%在&B组织中%!"#$%&#’( 基因
的表达与年龄’性别’肿瘤大小’分化程度和临床分
期等无显著相关性"#J*H*(#& 见表 ’&

表 ’)!"#$%&#’(基因表达与&B临床相关
) )指标的关系!"*i0(#%*"G#$

分))类 !"#$%&#’( !, #

性别
男 +MK"(KH0#

*H’,0 *HK(0
女 (M1".,H(#

年龄"岁#
!, KM/"KKH1#

0H+** *H,’K
J, ,M."’’H’#

眼内期 (M/"((H.#

临床分期 青光眼期 ’M+"K(H*# *H(’, *HK0+

眼外期 0M,"(*H*#

肿瘤大小"44#
!0( (M."1’H’#

*H/’1 *H’’’
J0( +M/"++H+#

病理分型
低分化 (MK"K0H+#

*H+00 *H(KK
未分化 +MK"(KH0#

HG1;F!%测序)随机抽取 DE&阳性产物进行
F!%测序%所得序列与美国 !EB‘Bc%$C基因库检
索的!"#$%&#’("aP8V58: %AAPOO号为<6!,/0.+1K.#
进行比对%其符合率为 //H*G%证明扩增的产物为
!"#$%&#’( 的片段&
1;讨论
1GF;李永平等(,)提出制备肿瘤疫苗是肿瘤免疫治

疗的新方法之一%其目的与传统意义上的疫苗不同%
主要不是用于肿瘤的预防%而是通过疫苗刺激机体
产生对肿瘤的免疫应答来治疗肿瘤& 同时提出采用
机体内功能最强的抗原提呈细胞即树突细胞"LP8#
LT6Q6AAP77O%FE#作为疫苗载体%以肿瘤抗原体外冲
击使其致敏%保证肿瘤抗原能有效摄取并可提供所
需要的共刺激信号%显示了优于常规疫苗的前景&
0//( 年德国的免疫学家创立了 $3&3l%并运用该技
术发现了大量肿瘤抗原%同时%他们将所发现的肿瘤
抗原分为五类!"0#EC%$",#分化抗原$"’#突变基
因产物抗原$"+#病毒抗原$"(#自身抗原$其中最有

应用前景的肿瘤抗原为 EC%& 随着技术不断的发
展%EC%在各种全身肿瘤中已有很多相关研究%其
中一些EC%已应用于全身各种肿瘤的免疫治疗(’) %
主要是黑色素瘤的免疫治疗%并收到了可喜的疗效&
目前国外肿瘤免疫学家除了继续不断地努力寻找和

发现更多新的EC%外%同时也致力于对各种类型肿
瘤中的EC%基因的表达研究(+ I.) %目的是筛选出更
多高表达的特异性 EC%%为建立应用于治疗各种肿
瘤的肿瘤疫苗打开新的路子&
1GH;cPP等(K)于 ,**’ 年应用恶性纤维组织细胞瘤
和纤维肉瘤患者的血清筛选滑膜肉瘤 AF!%表达文
库%发现一种新的 EC%%命名为 !"#$%&#’(%运用
&C#DEC技术在全身多种肿瘤组织中检测%发现它在
黑色素瘤’肉瘤’肺癌’乳腺癌等有不同程度的表达
".H’G I,’H0G#& 此后%范蓉等(1)在脑膜瘤组织

中发现其表达率为 ’.H.G%许涛等(/)检测出其在肝

癌表达率为 ’1H0G",+M.’#& 国内外目前尚未见有
关!"#$%&#’( 在&B中的研究报道& 因此%我们研
究了 0( 例&B组织%发现!"#$%&#’( 在 &B中的表
达率高达 .*G%而在非肿瘤病变视网膜和其他正常
组织中均无表达%说明该基因仅仅特异性地表达于
肿瘤组织中%而在正常组织中没有表达& 尽管其表
达与患者年龄’性别以及病理分型等相关临床资料
没有明显的相关性%但其却显示了在肿瘤组织中存
在高表达率& 我们还发现其在 &B中的表达率
".*G#明显高于其它肿瘤"*G I’.H.G#(K%1) %提示
它可能是&B的特异性肿瘤抗原%值得进一步研究&
1G1;由于 &B样本例数较少%!"#$%&#’( 在 &B中
表达率的 /(G!"跨度较大%今后需加大样本例数以
获得较好的!"& 此外%目前对!"#$%&#’( 表达情况
的了解均是局限于 4&!%水平%而从分子生物学的
角度来看%4&!%水平与蛋白质表达并非严格相关&
因此%在目前定性研究的基础上%今后还需做定量
DE&和免疫组织化学定位研究%为 &B的免疫诊断
及治疗提供更可靠的实验依据&
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