
书书书

第二军医大学学报　２０１０年５月第３１卷第５期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｍａｙ２０１０，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．５

·５１３　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１０．００５１３ ·论　著·

人源幼虫巨大致死性基因Ｈｕｇｌ１在卵巢癌组织中的表达及其临床意义

张　艳，满晓波，白辰光，惠　宁
第二军医大学长海医院妇产科，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　探讨人源幼虫巨大致死性基因 Ｈｕｇｌ１在卵巢癌中的表达及其临床意义。方法　利用实时荧光定量
ＲＴＰＣＲ和原位杂交技术检测３１例卵巢癌组织及其相应的癌旁组织中 Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ的表达量，并结合卵巢癌的临床病理特

点进行分析。结果　Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ在卵巢癌组织中的表达量高于癌旁卵巢组织［（０．０５１±０．０２９）ｖｓ（０．０２６±０．０４３），Ｐ＜
０．０１］。Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ的表达量与卵巢癌患者的年龄、血清ＣＡ１２５、肿瘤病理特征及临床分期无关。结论　Ｈｕｇｌ１在卵巢癌的发
生发展中起着一定作用。
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　　世界卫生组织（ＷＨＯ）２００９年的统计资料显示，
卵巢癌发病率和病死率在女性生殖道恶性肿瘤中已

经超过宫颈癌而居第１位。由于大部分的卵巢癌在
早期都没有明确的症状，也无成熟的早期诊断方法且
病程发展较为迅速，发现时７０％～８０％的患者通常都
已经播散而进入晚期，治疗极其困难。确定卵巢癌相
关基因及其参与卵巢癌转移的发病机制，有利于为卵
巢癌个体化和预见性治疗提供基础，也为新的治疗方
案提供靶点［１］。果蝇幼虫巨大致死基因（ｌｅｔｈａｌｇｉａｎｔ

ｌａｒｖａｅ，ｌｇｌ）已被证实是抑癌基因。Ｈｕｇｌ１是人的ｌｇｌ
同源基因，位于人的１７号染色体近着丝粒区（１７ｐ１１．
２１２），近来研究显示这一区域可能存在与神经外胚层
肿瘤相关的基因［２］。目前国内外关于 Ｈｕｇｌ１在人类

肿瘤中的研究不多，特别在人卵巢癌中的研究尚未见
报道。本研究采用实时荧光定量ＲＴＰＣＲ和原位杂

交技术分析其在人卵巢癌中的表达及临床意义。

１　材料和方法

１．１　材料　卵巢癌组织和相应的癌旁组织（距离肿
瘤边缘２ｃｍ处取材）各３１例，均取自长海医院２００６
年１月至２００７年１０月间手术切除的标本。所有标
本均在手术断血后３０ｍｉｎ内置液氮保存。患者年
龄１８～７６岁，中位年龄５５岁。卵巢上皮性肿瘤２９
例（浆液性囊腺癌１８例、黏液性囊腺癌７例、透明细
胞腺癌２例、子宫内膜样癌２例），生殖细胞肿瘤２
例（均为无性细胞瘤）。按ＦＩＧＯ２０００年制定的分期
标准，Ⅰ期６例，Ⅱ期４例，Ⅲ期１５例，Ⅳ期６例。
患者术前均未行化疗，术前均抽取静脉血用电化学
发光法检测ＣＡ１２５水平。

１．２　实时荧光定量ＲＴＰＣＲ检测Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ的表达
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１．２．１　总ＲＮＡ的抽提　１００ｍｇ组织加１ｍｌＴＲＩｚｏｌ
（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司）匀浆，加入０．２ｍｌ氯仿，离心后取上
清，加０．５ｍｌ异丙醇，－２０℃放置１ｈ以上，５００μｌ
７５％乙醇洗沉淀，即得ＲＮＡ。将所得ＲＮＡ融于焦碳
酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水中。甲醛变性凝胶检测ＲＮＡ完
整性，紫外分光光度计检测ＲＮＡ浓度和纯度。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ反应　使用反转录试剂盒（Ｓｔｒａｔａ
ｇｅｎｅ公司）制备ｃＤＮＡ。ＰＣＲ试剂盒购自晶美生物工
程有限公司，引物由上海申友生物技术有限责任公司
合成，序列如下：Ｈｕｇｌ１Ｆ５′ＴＣＴＣＴＧＧＡＣＡＴＴ
ＡＡＣＴＧＧＣＣ３′，Ｈｕｇｌ１Ｒ５′ＣＡＣＣＣＡＡＧＣＴＧＡ
ＧＣＣＡＧＧＣ３′，扩增片段１６７ｂｐ；βａｃｔｉｎＦ５′ＧＣＣ
ＡＡＣＡＣＡ ＧＴＧＣＴＧ ＴＣＴ Ｇ３′，βａｃｔｉｎＲ５′ＣＡＣ
ＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧ３′，扩增片段１８５ｂｐ。
反应体系为５０μｌ：１０×ＰＣＲ缓冲液５μｌ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２５μｌ，５μｍｏｌ／Ｌ５′和３′引物各１μ１，５μｍｏｌ／Ｌ
ＴａｑＭａｎ探针１μｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ１μｌ，模
板２μｌ，Ｔａｑ酶１μｌ，去离子水３３μｌ。

１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ　实时荧光定量ＰＣＲ采
用ＢｉｏＲａｄｉＣｙｃｌｅｒｉＱ荧光定量ＲＣＲ仪，荧光探针
由上海中科开瑞生物技术有限公司合成，序列如下：

Ｈｕｇｌ１ＴＭ５′ＧＣＴＣＣＧ ＧＧＧ ＴＧＴＣＡＧ ＧＴＣ
３′，βａｃｔｉｎＴＭ５′ＦＡＭ ＡｇｇＡｇＣＡＡＴｇＡＴＣＴＴ
ｇＡＴＣＴＴＣＡ３′。ＰＣＲ反应条件：９５℃５ｍｉｎ，９５℃
变性３０ｓ、５８℃退火３０ｓ、７２℃延伸３０ｓ，共５０个循
环。反应完成后进行数据分析，每例组织中 Ｈｕｇｌ１
和βａｃｔｉｎ的初始模板量的比值（２

ΔＣｔ）代表原始模板
中 Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ表达水平。

１．３　卵巢癌组织 Ｈｕｇｌ１的原位杂交

１．３．１　体外转录地高辛标记的 ＲＮＡ探针　采用

ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ分别酶切载体ｐＣＤＮＡ３ＬＧＬ（中
国科学院上海生命科学院生物化学与细胞生物学研

究所陈正军博士惠赠）作为制备反义和正义ＲＮＡ探
针的模板。体外转录体系：１０×转录缓冲液，１００
ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，ＲＮａｓｅＡ１Ｕ，ｒＮＴＰ（含地高辛标记
的ＣＴＰ），线性化ＤＮＡ模板，Ｔ７／ＳＰ６ＲＮＡ聚合酶１
Ｕ。混匀后，４０℃温育２ｈ，加２μｌ３ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠
（ｐＨ５．２）和５０μｌ无水乙醇，混匀后－２０℃过夜，

１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，７５％乙醇洗后干燥，溶于２０

μｌ无ＲＮａｓｅ的水中－２０℃保存。

１．３．２　组织原位杂交　按常规方法石蜡包埋、制备
切片（所有载玻片经涂赖氨酸处理）。切片经二甲苯
脱腊，梯度乙醇复水。３μｇ／ｍｌ的蛋白酶 Ｋ３７℃处
理前后分别用ＰＦＡ固定，预杂交前０．２５％乙酸酐常
温处理１０ｍｉｎ以降低非特异性。５０℃预杂交１～４
ｈ后，杂交过夜，杂交液中探针浓度为０．５μｇ／ｍｌ。

４×ＳＳＣ浸泡洗片１５ｍｉｎ×４次，ＲＮａｓｅＡ（２０μｇ／

ｍｌ）３７℃消化处理１ｈ，再分别用２×ＳＳＣ，０．１×ＳＳＣ
洗１ｈ。０．５％的封闭液封闭１ｈ，加碱性磷酸酯酶
（ＡＰ）标记的抗地高辛抗体（武汉博士德生物工程有
限公司），３７℃温育１ｈ。加入显影剂 （ＢＣＩＰ／ＮＢＴ），
观察显影程度，适时终止显影。封片观察实验结果。

１．４　统计学处理　利用ＳＰＳＳ１２．０软件对 Ｈｕｇｌ１
ｍＲＮＡ在卵巢癌组织和相应癌旁组织中的表达情况
以及其在卵巢癌相关临床特征中的表达情况采用ｔ检
验或方差分析，Ｈｕｇｌ１表达和ＣＡ１２５水平的关系采
用相关性分析。Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　卵巢癌组织与癌旁组织的 Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ表
达量分析　３１对标本中，卵巢癌组织与癌旁组织比
较有２４例（７７．４２％）Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ表达上调，４例
（１２．９０％）与癌旁组织表达相当，３例（９．６８％）表达
下调。Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ 在卵巢癌组织中的表达量
（０．０５１±０．０２９）高于癌旁组织（０．０２６±０．０４３，Ｐ＜
０．０１）。

２．２　Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ表达与卵巢癌临床病理特征及

ＣＡ１２５水平的关系　Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ的表达在不同
年龄、肿瘤大小、临床分期、分化程度中的表达量差
异无统计学意义（表１）。对 Ｈｕｇｌ１在卵巢癌中的表
达与血ＣＡ１２５水平进行相关性分析显示两者无相
关性（Ｐ＞０．０５）。

表１　Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ的表达与卵巢癌相关临床特征的关系

Ｔａｂ１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨｕｇｌ１ｍＲＮＡ

ａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ

Ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｆｅａｔｕｒｅ ｎ Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ

（珚ｘ±ｓ）
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｍｅｔｈｏｄ Ｐｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ）

　　≤４０ ７ ０．０５４±０．０３４ Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ ０．４７８

　　４１５０ ４ ０．０５５±０．０２９

　　５１６０ １３ ０．０４７±０．０６０

　　≥６１ ７ ０．０２１±０．０１４
Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅｄ／ｃｍ
　　≤１５ １８ ０．０４２±０．０２３ ｔｔｅｓｔ ０．７１６

　　＞１６ １３ ０．０６３±０．０２９
Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅ

　　ⅠⅡ １０ ０．０４９±０．０３２ ｔｔｅｓｔ ０．１４３

　　ⅢⅣ ２１ ０．０５３±０．０２５
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

　　Ｗｅｌｌ ８ ０．０７４±０．０３５ Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ ０．２７０

　　Ｍｏｄｅｒａｔｅ １１ ０．０５３±０．０５９

　　Ｐｏｏｒ １２ ０．０４６±０．０３９

２．３　卵巢癌组织Ｈｕｇｌ１原位杂交结果　结果（图１）
显示，杂交信号集中于卵巢癌细胞质和细胞膜中，癌
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旁组织基本无信号，说明卵巢癌组织Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ转 录水平明显上调，表达量明显高于癌旁组织。

图１　卵巢癌组织Ｈｕｇｌ１原位杂交结果

Ｆｉｇ１　ＩｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｆｏｒＨｕｇｌ１ｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ
Ａ：Ｏｖａｒｉａｎｓｅｒｏｕｓａｎｄｍｕｃｉｎｏｕｓｃａｎｃｅｒ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）；Ｂ，Ｃ：Ｐｒｏｂｅｓｐ６ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ；Ｄ：Ｐｒｏｂｅｓｐ６ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａ

ｔｉｏｎｉｎａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

　　关于Ｈｕｇｌ１在卵巢癌组织中的表达情况，国内
外目前尚未见报道。为探讨 Ｈｕｇｌ１与卵巢癌发生发
展的关系，本实验采用实时荧光定量ＲＴＰＣＲ的方法
对３１例卵巢癌标本及其癌旁组织中 Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ
的表达作了研究，结果表明 Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ在卵巢癌
中的表达高于癌旁组织［（０．０５１±０．０２９）ｖｓ（０．０２６±
０．０４３），Ｐ＜０．０１］。同时原位杂交结果亦从组织形态
学上证明了 Ｈｕｇｌ１基因在卵巢癌细胞中的 ｍＲＮＡ
表达水平上调，支持了定量ＰＣＲ分析结果。这说明
了Ｈｕｇｌ１在卵巢癌的发生中可能起着重要的调控作
用。在对Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ与卵巢癌病例的临床相关特
征进行分析后发现其与患者的年龄、肿瘤大小、临床
分期、分化程度无关，与ＣＡ１２５无明显相关性。因本
实验采用的是癌组织和癌旁组织直接配对比较，虽然
病例数较少，但无论其表达是上调还是下调都具有客
观准确性，因此实验结果更有意义。

　　目前已有报道显示 Ｈｕｇｌ１在７５％的结直肠癌、

６３％的肺癌，７６％的乳腺癌，５３％的前列腺癌及４０％
的黑素瘤中表达下降或不表达［３５］，尤其Ｓｃｈｉｍａｎｓｋｉ
等［４］报道在结肠癌和黑素瘤中 Ｈｕｇｌ１的表达缺失与
肿瘤的分期、转移密切相关。因此传统意义上讲

Ｈｕｇｌ１是抑癌基因，它在肿瘤中的表达一般是缺失或
下降，而我们的实验结果恰恰相反，这是否预示着

Ｈｕｇｌ１在卵巢癌中发生了突变，突变蛋白失去了抑癌
的效能，导致上皮细胞极性紊乱、诱导这些细胞过度
增殖，从而显现恶性肿瘤的特征呢？但目前并没有

Ｈｕｇｌ１发生肿瘤特异性突变（基因突变导致许多抑癌
基因特异性异常表达是在癌症发生发展中的重要作

用特征）的相关报道。因此我们下一步的工作将在基
因组水平上检测有无 Ｈｕｇｌ１的突变情况、对其表达
的影响以及对卵巢癌的发生发展的作用。其次，如果

确实存在Ｈｕｇｌ１的肿瘤特异性突变，是否存在突变
型Ｈｕｇｌ１不仅不能发挥抑癌基因的效能，而且还在
卵巢癌发生发展中扮演了癌基因的可能呢？近来有

实验发现ｌｇｌ和癌基因Ｒａｓ协同作用可使果蝇原发灶
显现类似转移的行为特征，突变的ｌｇｌ促进了Ｒａｓ基
因的活性，而具有活性的Ｒａｓ同时也提高了ｌｇｌ突变
组织的转移能力［６］，这可能预示着在人肿瘤中与果蝇

ｌｇｌ基因同源的 Ｈｕｇｌ１起到了癌基因的作用，但该假
设还需要进一步的相关研究来证明。

　　总之，Ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ在卵巢癌中高表达，其可
能在卵巢癌的发生发展过程中起到了重要作用，其
作用机制有待于进一步研究。
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