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目的
!

探讨
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号染色体短臂"
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'
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#的杂合性缺失"

*+,

#在急性髓细胞白血病"

-.*

#中的作用$

方法
!

采用聚合酶链反应扩增%聚丙烯酰胺凝胶电泳和硝酸银染色技术!研究
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$结果
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例同时在

/!"0!1&&
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位点发生
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例同时在
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位点发生
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例同时在
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位点发生
*+,

'

!

例同时在
/!"0!1&&
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位点发生
*+,
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例健康对照者均未发生
*+,

$结论

!

!"

'

!()(

上
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/!"02%&
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位点可检测到较高频率的
*+,

!提示该区域的

*+,

可能在
-.*

的发生中有一定作用$
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微卫星是广泛存在于原核及真核细胞基因组中的简单串

联重复的
/Q-

序列)微卫星与许多重要基因紧密连锁#具有

高度多态性#是第
%

代遗传标记)在某些肿瘤中#高频率的微

卫星不稳定性包括杂合性缺失$

*+,

%#标志着附近很可能隐

藏着与该肿瘤发生和发展密切相关的抑癌基因#因此选择合适

的微卫星标记可以发现微小的基因缺失#帮助寻找和定位候选

的抑癌基因#以进一步研究其在肿瘤发生中作用)目前研究显

示#

!"

号染色体短臂$

!"

'

!()(

%区域在许多实体肿瘤中均可以

检测到较高的
*+,

发生率#表明该区域在肿瘤的发生和发展

过程中有重要作用*

!

+

#但目前国内外关于急性髓细胞白血病

$

-.*

%在这一区域
*+,

的研究报道甚少)因此#本实验选择

位于
!"

'

!()(

上的
#

个微卫星位点
/!"0!1&&

,

/!"0&2#

,

/!"0132

,

/!"02%&

,

/!"0&3(

进行
*+,

的研究#以探讨其在

-.*

中的作用)

$
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资料与方法

$)$

!

一般资料
!

收集
%$$1

年
(

月至
%$!$

年
&

月本院依据

-血液病诊断和治疗标准.

*

%

+诊断的
($

例
-.*

患者#其中男

!&

例#女
!3

例#年龄
!#

!

"%

岁#平均
3#)$

岁)选取
!$

例健康

查体志愿者作为健康对照组)

$)/

!

仪器与试剂
!

聚合酶链反应仪和低温离心机均为德国艾

本德股份公司产品#垂直电泳仪为美国
RS+5N-/

公司产品)

试剂均购自上海生工生物工程有限公司)

$)'

!

方法

$)')$

!

标本制备
!

收集
-.*

患者的骨髓或入院第一次外周

血标本,收集健康对照组的外周血标本#同时刮取口腔黏膜细

胞作为自身对照)采用酚
5

仿
5

醇抽提法提取骨髓及外周血标

本的
/Q-

#口腔黏膜
/Q-

的提取采用
6T

消化液
#&U

消化

(=

后加热至
!$$U!$GEF

#取其上清液)

$)')/
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引物合成
!

从
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""查出

位点的引物序列#由上海生工生物工程有限公司合成#引物序

列见表
!

)
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聚合酶链反应扩增
!

%#

"

*

反应体系中含有模板
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聚合酶
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#
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LMN

基本反应程序为
2#U#GEF

预变性后#进行
(#

个循环!

2#U

($8

#

##U

$引物更换时#根据引物长度和碱基组成优化反应条

件%

($8

#

"%U3#8

#之后
"%U

延伸
"GEF

#

3U

保存)取
#

"

*

扩增产物#

!4

琼脂糖凝胶电泳#紫外光下观察扩增结果)

表
!

!

所选微卫星位点的引物序列%退火温度和产物长度

微卫星段点 引物序列 退火温度$

U

% 产物长度$

K

'

%

/!"0!1&&

正向引物
!

6[[-66M6[6-[6MMM-[[ ## !"#

反向引物
!

[[66M---[-M--M6MMMM

/!"0&2#

正向引物
!

M6[[[M--M--[-[M----66M &$ %$#

反向引物
!

666[66[66[66M-66[-M66M-[6M6

/!"0132

正向引物
!

M--66M6[66M6--[-66-6666[[ ## %#(

反向引物
!

M6M6[[M6[-[[-[[M

/!"02%&

正向引物
!

[M-[6[[[MM-6M-6M- #1 %#(

反向引物
!

MM[M-[--[[M6[66[6

/!"0&3(

正向引物
!

M66MM66[6M6M6---M-[6MM666 &$ !3"

反向引物
!

[6-[6MMM-[[[-[M6[[--[6
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结果观察与分析
!

扩增产物经聚丙烯酰胺凝胶电泳和硝

酸银染色后#用凝胶成像分析仪分析是否发生
*+,

)首先判

断样本在该卫星位点是否为有信息的$

EF?7BGH9EO>

%!有信息是

指正常组织来源的标本扩增产物经电泳银染后出现
%

条等位

基因条带(如果只有
!

条等位基因条带#则该位点为非信息的#

无法判断其是否发生了
*+,

)与患者自身正常组织比较#若

某一微卫星位点的等位基因条带消失或相对密度减少
#$4

以

上记为
*+,

)

/

!

结
!!

果
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健康对照组在
/!"0!1&&

,

/!"0&2#

,

/!"0132

,

/!"02%&

,

/!"0&3(

位点发生
*+,

情况
!

健康对照组
!$

例外周血细胞和

口腔黏膜细胞
/Q-

在
/!"0!1&&

,

/!"0&2#

,

/!"0132

,

/!"02%&

,

/!"0&3(

位点电泳条带完全相同#均未发生
*+,

)

/)/

!

-.*

患者在
/!"0!1&&

,

/!"0&2#

,

/!"0132

,

/!"02%&

,

/!"0&3(

位点发生
*+,

情况
!

($

例
-.*

患者皆为信息个

体#其中有
!"

例
%#

例次在
/!"0!1&&

,

/!"0&2#

,

/!"0132

,

/!"02%&

,

/!"0&3(

中的一个或多个位点发生
*+,

#占
#&)"4

#

其中有
"

例在
/!"0!1&&

位点发生
*+,

#占
%()(4

(

"

例在

/!"0&2#

位点发生
*+,

#占
%()(4

(

#

例在
/!"0132

位点发生

*+,

#占
!&)"4

(

3

例在
/!"02%&

位点发生
*+,

#占
!()(4

(

%

例在
/!"0&3(

位点发生
*+,

#占
&)"4

)其中
%

例同时在

/!"0!1&&

,

/!"0132

位点发生
*+,

(

%

例同时在
/!"0!1&&

,

/!"0&2#

位点发生
*+,

(

!

例同时在
/!"0&2#

,

/!"0132

位点

发生
*+,

(

!

例同时在
/!"0&2#

,

/!"02%&

位点发生
*+,

(

!

例同时在
/!"0!1&&

,

/!"0132

,

/!"0&3(

位点发生
*+,

)

'
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讨
!!

论

人类
!"

号染色体与许多肿瘤的发生和发展有着密切的关

系)越来越多的证据表明#人类染色体
!"

'

!()(

区与恶性肿瘤

的发病有密切的关系#而且此区带发生
*+,

时并不伴随
'

#(

基因的突变#提示
!"

'

!()(

区带可能存在尚未被发现的新抑癌

基因*

(5#

+

)赵新泰等*

&

+选用
WQ\%%

位点两侧的多个多态性标

志进行原发性肝癌染色体
!"

'

!()(

区的精细
*+,

分析#确定

了肝癌在该区的缺失范围和最小热点缺失范围#并利用一些多

态性标志和微卫星标志进行了基因组克隆的筛选#构建了该区

的连续克隆群$

@7F9E

D

%#为进一步的基因克隆打下了基础)

目前国内外学者对于该区域缺失的研究主要集中在实体

瘤上#对于恶性血液病在
!"

'

!()(

的
*+,

和新抑癌基因的定

位和克隆研究甚少)

0HFIHB

等*

"

+检测了
!"

例髓系白血病和
"

例淋巴系白血病"淋巴瘤患者#结果表明#

1$4

$

!2

"

%3

%的患者

在
!"

'

!()(

上的
@M!"5&%3

位点有等位基因的缺失)他们推测

在该区含有新的抑癌基因#且与白血病的发生有关)作者对

("

例慢性粒细胞白血病患者
!"

'

!(

的
6L#(

和
-].H!%"̂

D

2

%

个微卫星位点
*+,

的检测结果表明#

-].H!%"̂

D

2

位点

*+,

发生率为
%2)"4

*

1

+

#明显高于
6L#(

位点
*+,

发生率

$

!$)14

%)

-].H!%"̂

D

2

位点在
'

#(

基因的端粒侧#

-]5

.H!%"̂

D

2

位点附近可能存在与
-.*

发生和发展有关的新抑

癌基因)

097@IA>EF

等*

2

+对弥漫性大
R

细胞淋巴瘤的研究证明

在
!"

'

上
6L#(

位点端粒侧约
$)1.R

的区域有一最小缺失

区#提示该区域存在是与弥漫性大
R

细胞淋巴瘤发病有关的

新的抑癌基因)

本研究在现有的对实体肿瘤和部分恶性血液病染色体

!"

'

!()(*+,

研究的基础上#有针对性地选择微卫星位点#利

用微卫星标记方法#对
-.*

染色体
!"

'

!()(

区域进行微卫星

*+,

的检测#以确定
-.*

在该区的缺失范围)本研究中所

选的
#

个微卫星位点分布在染色体
!"

'

!()(

上约
"#$IK

'

的

范围内#按照从端粒到着丝粒的方向依次是
/!"0!1&&

,

/!"0&3(

,

/!"0132

,

/!"02%&

,

/!"0&2#

)研究结果显示#本组

($

例
-.*

病例中
#&)"4

的病例在以上
#

个位点中的一个或

多个位点发生
*+,

#发生率较高#与作者对
("

例慢性粒细胞

白血病患者
-].H!%"̂

D

2

位点的检测结果相近#进一步表明

在
'

#(

基因的端粒侧可能存在与白血病发生和发展有关的新

抑癌基因*

3

+

)其中在
/!"0!1&&

和
/!"0&2#

位点
*+,

发生率

最高#为
%()(4

$

"

"

($

%#提示可能该位点附近的基因事件参与

了
-.*

的发生)本文将在这
%

个位点附近选取更多更精细

的微卫星位点进行深入研究#以探讨该区域的缺失在
-.*

发

生和发展过程中的作用)
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6+NM,

感染在围生医学中称为
6+NM,

综合征#呈世界

性分布#发病率很高*

!%

+

#且孕妇是
6+NM,

病原体的易感人

群)本文中
%1!(

例妊娠妇女的
6+NM,5S

D

.

总阳性率

$

!!)!(4

%显著高于
&$$

例育龄妇女的总阳性率$

&)#$4

%#同

时高于相关文献报道中妊娠妇女的总阳性率*

3

+

#提示孕妇

6+NM,

感染呈逐年上升的趋势#应引起各级医疗卫生部门的

重视#加强
6+NM,

感染的预防诊治工作)本研究结果还显

示#不良妊娠妇女所有
6+NM,

项目的
S

D

.

阳性率均明显高

于健康妊娠妇女#差异均有统计学意义$

F

$

$)$#

%#胎儿畸形

率,流产,早产率及胎儿宫内发育迟缓显著增高#进一步表明

6+NM,

系列病原体与胚胎和胎儿发育的密切关系)另外

6+NM,

感染受到季节影响明显#春,夏季
6+NM,5S

D

.

总阳

性率和
6+_

,

M.V

,

,0V

#

及
,0V

$

的
S

D

.

阳性率明显高于

秋,冬季#而
NYV5S

D

.

阳性率冬,春季显著高于夏,秋季)

6+NM,

感染是引起胎儿宫内感染及新生儿缺陷的重要

原因#我国是胎儿先天畸形或缺陷发生率较高的国家之一#

6+NM,

综合征对胎婴儿的严重危害应受到妇产科,妇幼保

健,计划生育等有关部门的高度重视)育龄妇女进行
6+NM,

感染常规筛查#无活动感染时受孕可降低宫内感染的风险)怀

孕后在不同时期进行复查#及早发现不良妊娠#对感染者除给

予必要的药物治疗外#应密切观察胎儿发育情况#发现异常应

及时终止妊娠)由于目前对
6+NM,

病原体感染的治疗还没

有统一的方法#因而提倡以预防为主#广泛宣传
6+NM,

感染

的危害#尤其要加强对孕妇的宣传教育和连续监测#保证出生

婴儿健康成长#从而达到提高人口素质的目的)
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