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肺癌是目前最常见的恶性肿瘤之一, 已成为威

胁人类健康最主要的疾病。对于无转移的非小细胞

肺癌 ( NSCLC) 患者 , 尽管经手术完全切除肿瘤 , 仍

有大约 40%患者手术后 2 年内复发 , 5 年生存率仅

为 60%左右, 复发主要原因是常规的组织病理学方

法无法发现残留的微小转移的癌细胞。黑色素瘤抗

原基因 ( melanoma antigen gene, MAGE) 家族中包

括- A、- B、- C、- D、- E 和- F 六个亚家族。目前的研

究表 明 多 种 肿 瘤 表 达 MAGE- A1、- A2、- A3、- A4、

- A6 和 - A12 [ 1] , 在 肺 癌 细 胞 中 的 阳 性 率 达 70%左

右 [2, 3]。本研究用 Real- Time RT- PCR 方法检测黑色

素瘤基因 A( MAGE- A) 在 NSCLC 患者局部淋巴结

的表达, 探讨其作为肿瘤标记物在肺癌纵隔淋巴结

微小转移诊断中的应用价值。

1 材料与方法

1.1 一般资料

选 取 德 国 慕 尼 黑 大 学 München- Gauting 医 院

2003 年 4 月至 2004 年 5 月确诊为 NSCLC 未接受

其它治疗的 30 例手术患者 , 其中男 20 例 , 女 10

例; 年龄 52～76 岁。经病理常规检查证实为Ⅰ期 22

例, Ⅱ期 5 例 , Ⅲ期 3 例。鳞癌 16 例 , 腺癌 9 例 , 大

细胞癌 5 例。有淋巴结转移者 8 例。

1.1.1 实验组 从 手 术 的 30 例 NSCLC 患 者 获 得

经病理学证实未发现癌细胞的纵隔淋巴结 95 组 ,

鳞癌患者淋巴结 44 组 , 腺癌患者淋巴结 33 组 , 大

细胞癌患者淋巴结 18 组。

1.1.2 对照组 1) 从 12 例手术的非癌症患者获得

纵 隔 淋 巴 结 18 组 作 为 阴 性 对 照 。2) 选 取 15 例

NSCLC 患者原发肿瘤组织 , 观察 MAGE- A mRNA

的表达。

在手术中获得的淋巴结和肿瘤组织立即放入

RNA 溶液, 储存在- 20℃冰箱中。

1.2 MAGE- A 基因的检测

1.2.1 RNA 提 取 提 取 总 RNA 所 用 试 剂 盒 为

RNeasy Midi Kit, QIAGEN。 将 淋 巴 结 ( 重 量 30～

250mg) 放入液氮中速冻。在预冷的容器中研磨成细

粉末, 转移至 15ml 的试管中。加入 4ml 提取缓冲液

RLT, 涡旋混匀。根据试剂盒的说明进行操作, 提取

总 RNA。用 Biophotometer 仪测定 RNA 浓度。用无

RNase 水校正零点。

1.2.2 肺 癌 细 胞 A549 培 养 与 RNA 提 取 选 用

NSCLC 细胞系 A549。用 RPMI 1640 加 5%～10%小

牛血清培养 A549 细胞 , 收集总数为 5×106 的细胞

进行 RNA 提取, 步骤同淋巴结的 RNA 提取。

1.2.3 c- DNA 合成 所用试剂盒为 1st Strand cDNA

Synthesis Kit for RT- PCR( AMV) +, Roche。在 20μl 的

反 应 体 系 中 含 组 织 RNA 500ng, 10×反 应 缓 冲 液

2.0μl, 随 机 引 物 p ( dN) 6 2.5μl, dNTPs 混 合 液

2.0μl, AMV 反转录酶 1.0μl, 25mmol /L MgCl2 2.5μl。

先将 RNA 变性: 65℃, 15min。然后加入反应混合物

溶液, 设定 PCR 仪( 带热盖的自动化热循环反应仪)

程序 : 25℃保温 10min, 42℃反应 1h, 95℃处理 5min

以变性反转录酶, 然后 4℃保存 1～2h 或在- 20℃长

期保存备用。同时设阳性对照 : 肺癌细胞 A549, 阴

性对照为水。

1.2.4 Real- Time PCR 所 用 引 物 为 MAGE- A, 参

考 基 因 为 Cyclophilin B ( CPB) , 所 用 试 剂 盒 为

LightCycler- MAGEⅡ ( A1; A2; A3 /6) quantification

kit, LightCycler- CPB quantification kit。LightCycler

faststart DNA master SYBR green 1 kit( Search GmbH

公司 , Heidelberg, 德国) 。1) 建立反应体系 : 在无菌

离心管中加入 PCR 反应混合物溶液 , 其反应成分

为 : PCR 等 级 水 12.0μl, LC 引 物 2.0μl, LC DNA

Master Sybr !Green I 2.0μl, 模板 4.0μl, 总体积为
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20.0μl。2) Real- Time PCR 反应 : 使用 LightCyclerTM

PCR 仪, 设定程序: 变性 95℃ 10min, 延伸 95℃ 10s,

68℃ 10s, 72℃ 16s, 40 个循环。PCR 结束后自动进

入熔点曲线分析: 95℃ 0s, 58℃ 10s, 95℃ 0s。退火:

40℃ 30s。3) 标准曲线: 相对定量分析将 A549 肺癌

细 胞 的 RNA 分 别 配 为 浓 度 500、100、20、4、0.8ng/

μl, 合 成 cDNA, 用 引 物 MAGE- A、CPB 进 行 Real-

Time PCR 反应 , 用 LightCycler 分析软件产生标准

曲线。4) 数据分析: 使用LightCycler 相对定量分析软

件进行数据分析。MAGE- A mRNA 的表达用相对率

来表示:

MAGE- A 浓度( 患者) /CPB 浓度( 患者)
MAGE- A 浓度( A549) /CPB 浓度( A549)

1.3 统计学方法

使用 SPSS 11.0 软件 , 采用 χ2 检验对 MAGE- A

mRNA 的表达与组织学类型、肿瘤大小和淋巴结分

期进行统计学分析。

2 结果

2.1 实验组淋巴结 MAGE- A mRNA 的表达

95 例淋巴结中 MAGE- A 阳性表达率为 17.9%

( 17 /95) , 其 中 鳞 癌 为 25.0%( 11 /44) , 腺 癌 为 6.1%

( 2 /33) , 大细胞癌为 22.2%( 4 /18) 。各组织类型之间

阳性率比较 P=0.08。

2.2 阴性对照组 MAGE- A 的表达

阴性对照组 18 组淋巴结取自 12 例患者 , 手术

后病理证实为非肺癌疾病。本组淋巴结中 , 未发现

MAGE- A 基因的表达。

2.3 NSCLC 组织 MAGE- A 的表达

15 例 NSCLC 患 者 的 肿 瘤 组 织 中 12 例 表 达

MAGE- A mRNA, 阳性率为 80.0%, 其中 7 例鳞癌标

本 均 表 达 MAGE- A, 5 例 腺 癌 标 本 中 3 例 标 本 为

MAGE- A 阳 性 , 3 例 大 细 胞 癌 标 本 中 2 例 标 本 为

MAGE- A 阳性。

2.4 NSCLC 患者的分子生物学分期

根据 MAGE- A mRNA 的表达 , 患者的淋巴结

分期发生明显变化。22 例 N0 期患者中 8 例( 36.4%)

上 调 为 N1～N2 期 , 5 例 N1 期 患 者 中 1 例 上 调 为 N2

期。3 例 N2 期患者病理证实无癌细胞转移的淋巴结

MAGE- A mRNA 表达均为阳性, 见表1。

2.5 MAGE- AmRNA 表达与病理特征的关系

MAGE- A mRNA 的表达与组织学类型、肿瘤大

小和淋巴结分期进行统计学分析 , 结果显示不同的

组织学类型、肿瘤大小和淋巴结分期与 MAGE- A m

RNA 的表达差异无显著性( P>0.05) 。

表 1 30 例 NSCLC 患者淋巴结

MAGE- A mRNA 的表达 例( %)

3 讨论

MAGE- A 家族是由位于染色体 Xq28 上的 12

个密切关联的基因组成。在目前被研究的肿瘤中大

多数表达 MAGE- A1、- A2、- A3、- A4、- A6 和- A12。

MAGE- A 基因在除睾丸、胎盘以外的正常组织中均

不表达。

由于 MAGE- A 高特异性 , 只在肿瘤中表达 , 已

被作为肿瘤标记物进行临床研究, 但单个 MAGE 基

因表达率低。Sienel 等 [4]用 RT- PCR 方法研究了 204

例临床Ⅰ或Ⅱ期 NSCLC 患者的原发肿瘤 MAGE- A3

的 表 达 , 其 阳 性 率 为 39.2%( 80 /204) 。Yoshimatsu

等 [2] 对 57 例肺癌患者手术标本用 RT- PCR 方法检

测 MAGE- A1、- 2、- 3 的表达, 发现 20.9%( 9 /43) 表

达 MAGE- A1, 30.2%( 13 /43) 表达 MAGE- A2, 45.8%

( 22 /48) 表 达 MAGE - A3; 28 例 患 者 标 本 表 达

MAGE- A1、- A2、- A3, 18 例 ( 64.3%) 表 达 至 少 一 种

MAGE 基因。10 例( 35.7%) 表达 2 种或 3 种 MAGE

基因, 10 例( 35.7%) 不表达 MAGE 基因。Park 等 [5]采

用 多 种 MAGE- A 识 别 引 物 MMRP, 明 显 提 高 了

MAGE- A 基因表达率, 在肺癌中 MAGE 1- 6 基因表

达为 75.0%( 9 /12) 。

我们采用 MMRP 并使用 LightCycler 系统来检

测肺癌在淋巴结中的微小转移。对于原发肺癌的肿

瘤标本 , MAGE- A 表达的阳性率为 80.0%。在阴性

对照组中未见 MAGE- A mRNA 表达。此结果表明

MAGE- A 对 NSCLC 的检测有高度的特异性和较高

的敏感性。本研究中经病理检测无肿瘤细胞扩散的

95 组 淋 巴 结 中 , 表 达 MAGE- A 基 因 的 阳 性 率 为

17.9%, N0 期患者的阳性率为 36.4%( 8 /22) , 表明用

同步 RT- PCR 方法检测 MAGE- A mRNA 的表达可

临床特征 MAGE- A mRNA 阴性 MAGE- A mRNA 阳性

男 12( 60.0) 8( 40.0)

腺癌 8( 88.9) 1( 11.1)

大细胞癌 2( 40.0) 3( 60.0)

N1 4( 80.0) 1( 20.0)

N2 0( 0) 3( 100)

合计 18( 60.0) 12( 40.0)

鳞癌 8( 50.0) 8( 50.0)

组织学分型

N0 14( 63.6) 8( 36.4)

组织学淋巴结分期

女 6( 60.0) 4( 40.0)

性别
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了 ER、PR、CK 低分子等基因产物的检测 , 结果显示

PR、ER、CK 低分子均有不同程度的表达 , 不仅可以

说明我们成功的建立了子宫内膜癌裸鼠模型, 同时

也证明了这些基因在子宫内膜癌的发生、发展中均

起着重要作用, 这一结果为今后开展肿瘤生物学研

究提供了参考。

本研究成功地建立了 HEC- 1B 人子宫 内 膜 癌

体内模型, 完整的重现了人子宫内膜癌自然临床病

理过程, 为深入研究子宫内膜癌的生物学特性、组织

发生、实验治疗和肿瘤免疫提供了良好的实验动物

模型。
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以发现常规病理学方法不能发现的微小转移肿瘤

细胞。我们的结果与 Kufer 等 [6]研究结果相近。Kufer

等用 RT- PCR 方法研究 MAGE- A1、- A2、- A3 /6、- A4

和- A12 在不同肿瘤患者骨髓的表达, 以发现微小

转移的肿瘤细胞 , 33 例肺癌患者中有 11 例单侧骨

髓表达至少一种 MAGE 基因, 其中鳞癌为 6 /20 例,

腺癌为 3 /10 例 , 大细胞癌 1 /2 例 , 小细胞癌 1 例 ,

阳性率为 33%。

NSCLC 淋巴结微小转移的检测对于肿瘤切除

术后的精确分期、复发、预后的正确判断及合理治

疗方案的选择具有十分重要的意义。MAGE- A 基因

在肺癌中有高度的特异性表达 , 利用这一特性 , 将

其作为肿瘤标志物检测肺癌患者纵隔淋巴结中微

小转移的肿瘤细胞 , 可使假阳性率降到最低。但其

敏感性在原发肺癌中的表达达到 80.0%, 与其他肿

瘤标记物如 CEA、CK19[7, 8]相比略低, 如能将两种或

两种以上肿瘤标记物联合应用, 将会明显提高肺癌

纵隔淋巴结中微小转移的肿瘤细胞检出的准确率。
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