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／J√峙中经母细且包瘤N-myc基因检i贝m及f临床意义
胡超综述杨体采审棱

神经母细胞瘤(neuroblastoma，NB)是常见的

好发于幼儿期的交感或副交感神经节的异质性恶性

实体肿瘤，占幼儿恶性肿瘤的8％一10％，其发病

率为0．3—5．5，10万，仪低于白咖病和中枢神经系

统肿瘤【11。60％的病例为2岁以下，96％的病例发生

存10岁以前121。目前研究认为，NB分化是一个多种

基因参与的复杂过程。细胞形态分化中许多癌基因

的表达凋控发生相应的改变131。许多研究证实．N—

myc荩矧扩增和过度表达与NB的浸润、转移和不

良预后密切相关。N—rnye基幽扩增每单倍基因组>

10个拷贝被认为是NB预后不良的标志．N—myc基

因扩增的分析为评估NB临床进展和肿瘤治疗方案

的选择提供分子生物学信息M。因而早期行肿瘤组

织活检进行原癌N～myc基冈检测，不仅对估计NB

撷后和指导治疗具有蓖要意义．而且有助于进一步

探讨N—myc基因调节机制和N—mye基因存临床治

疗中的作用。本文就N—myc基因检测方法及扩增的

临床意义综述如下。

一、N—myc基冈检测的方法

1、荧光原位杂交(HSH)技术将病理组织按常规

技术处理．取4 um厚切片于APEC防脱片上。装入

铁染色框60℃放置24 h，二甲苯梯度脱蜡．酒精梯

度水化。将玻片放人高压锅加l 000 ml蒸馏水加热

至沸腾．冷却后放人立式缸巾．倒入配好的胃蛋白酶

消化液50 m1．加盖放入37℃温箱内25 min．倒去消

化液，用蒸馏水冲洗3次，取出玻片，酒精梯度脱水

后晾干，用玻璃笔在玻片背面画出杂交区域．在每个

杂交区域用微量移液器加0．5 ul探针后盖上盖玻

片，软胶封闭后置于不锈钢温盒内，然后连不锈钢温

盒一起放入80℃水浴箱内25 min。水浴结束后将玻

片放入不锈钢温盒内，再将温盒放入45℃温箱孵育

2 d．取出玻片J【}J镊子将封胶及玻片一起撕去．梯度

洗脱液3缸，去除非特异性背景，剩余杂交探针，滴
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加甘油盖玻片后即可在荧光显微镜上观察。根据荧

光信号的量来确定N—myc基因是否扩增(有些步骤

可根据情况适当变化)。

2、Southern印迹杂交检测N—aye基因室温下

将电泳后的琼脂糖凝胶(上有经限制性内切酶消化

的肿瘤细胞DNA片段)浸入500 ml溶液A(溶液A：

5M NaCl 300 ml、10M NaOH 50 ml、H20 650 m1)

中。摇动30min后．换500ml新鲜溶液A再摇30

min，使DNA双链碱基变性。为使凝胶重新回到中

性，换入溶液B(溶液B：IOM乙酸铵200ml、10M

NaOH 4 ml、H20 1796．1Ⅱd)中重复上述过程。于料

盒或盘中放一玻璃板支架．倒入10×SSC，将

Whatman 3 MM滤纸放住玻璃板上．两头浸在液体

中，用玻棒赶除气泡。小心地将琼脂糖凝胶翻过(扣

过来)滑到纸上，放平，赶除气泡。将预先浸于溶液B

中的NC膜(硝酸纤维索麟膜)平铺在胶上，用玻棒

赶除气泡。在膜上放置两层预先以10×SSC浸湿的

Whatman 3NM滤纸。阿放6张干燥吸水纸及4堆

3 cm厚的折叠吸水纸。在纸上覆孟玻璃平板，板上

可置约250 g重物，下部缓冲液根据虹吸原理能被

吸上来，凝胶上的单链DNA即可被吸山并转移到

NC膜上。转移(24 h)完成后，将胶与膜取出，通过样

品槽标明记号。井剪去膜的一角，以识别方向，此时

膜与胶正面观察的方向是一致的。去掉胶，令膜稍加

干燥．甩圆珠笔标号。用3 MM滤膜包好，80％烘烤

2 h。即可用于分子杂交。将膜在6×SSC中浸泡几分

钟，放入塑料袋．按O．2d／c-n：膜面积加入项杂交

液，排净气泡封闭袋口，在68℃水浴中振动预杂交2

～4 h。取出塑料袋，在一角切一缺口，倒出预杂交液，

按50¨l，131112膜而积加入杂交液．排净气泡、封口．

再于68qc水浴中振动杂交．杂交12～16 h。杂交结

束后取出塑料袋，剪开边缘，迅速将膜转到2 x SSC

和O．5％EDTA溶液中室温下洗涤(振荡)5 rifin，再将

膜转移人2 x SSC和0．1％SDS溶液中洗涤15 min．

然后将膜浸入0，l倍SSC和0．5％SDS溶液中68℃

振荡洗涤2h，换同样溶液再洗涤30min。取出滤膜
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在Whatman滤纸上晾干，放入塑料袋或用塑料纸包

好。在暗室中将x光片与滤膜接触．封于曝光夹中，

进行放射自显影l一15 d。将X光片取出．常规显定

影后观察杂交情况。

3、差示聚合酶链反应(D—PCR)及倍比稀释法检

测并定量N—myc基冈的扩增倍数[Sl ①DNA的提

取：取适量的标本，经二甲苯脱蜡，无水乙醇洗涤后，

蛋白酶K消化．酚一氯仿抽提肿瘤组织DNA。

②D—PCR反应：PCR引物是一种通用引物，上游序

列为57一CCCAGCGCAGGC(T／C)ATCTGGAAGAA一

3’．下游序列为5’一GAGAACCGCTCCACAT(Mc)

C，，’rr一3 7，能同时扩增myc基因家族的4个不同基

因C—myc(284 bp)、N—myc(230 bp)、L—nlyc(227

bp)、未知myc基因(大约210 bp)。圆N—myc与L—

myc相差太小不能由电泳分开，屁示为一条带。PCR

循环是指在20 ul最佳反应体系中进行30次循环。

检测PCR产物，取PCR扩增后产物lO ul，8％聚丙

烯凝胶电泳检测，在0．5 ug，ml溴化乙锭染色10一

20 min，可见3条电泳带(C—myc、N—myc及L—myc)

及对照myc基因。③产物定量 定量方法：未知的

myc基闻(单拷贝)作为内参照基因(control gone)来

检测N—myc扩增情况，由于L—lilyc是不扩增的，故

可以用N—myc／control比值用以代表N—myc基因的

扩增情况。PCR反应产物用gel—doc紫外凝胶成像

分析系统(Quantity one 4．2．3分析软件)进行分析，

计算出各标本的N—myc／control比值。南比值推算

N—mye基冈的扩增倍数．根据倍比递增的方法．用

N—myc探针人为地使PcR模板DNA成为2×、4

x、6×、8×·⋯⋯N myc扩增倍数。得出与之相关的
N—myc／control比值．根据N—myc／control比值与N—

myc扩增倍数的直线方程，得到N—mye扩增倍数191。

以上3种检测方法都能准确的检测N—myc基

因的扩增情况，Taylortl4等通过实验证明．FISH是一

种简便、快速、易获得复制产物的有效方法。本法仅

需少量组织标本就可获得可靠的临床相关结果．可

应用于培养问期细胞、组织石蜡切片和冰冻切片，不

需提纯核酸，避免因稀释和丢失造成的假阴性结果．

不破坏靶细胞，精细定位靶DNA。了解癌基闻的具

体定位、表达水平及其同癌细胞分化、转移之间的关

系，可通过增加探针数来提高敏感性和特异性。但由

于价格昂贵，目前尚不能广泛推广。Southem印迹杂

交通过特异的N—myc探针．能快速、灵敏地在中期

和间期细胞核中检出单拷贝DNA序列。并能精确地

给基因定位．它虽能准确测定MYCN基困扩增的倍

数，但此方法操作步骤多，操作技能要求严格。所需

待测组织用量大，常有同位索污染，衰变，价格昂贵，

且无法证明目的基因是否表达⋯I。D—PCR法是检测

N—myc基因扩增的一个快速、灵敏、经济、有效的方

法．同时与倍比稀释法联合应用能相对准确地定量

N—myc基因扩增的倍数，适合临床推广啕。

二、N—myc基因扩增的临床意义

神经母细胞瘤多发于肾上腺．其次为腹膜后、纵

隔、盆腔及颈部等交感神经节细胞分布的部位。肿瘤

呈浸润性生长，转移发生较早，由于原发部位及转移

鄙位不同，肿瘤组织分化程度不一，临床表现多种多
样。虽然近20年来在治疗上有了很大的进展，特月Ⅱ

是在多学科基础上制定了合理的治疗方案．手术、化

疗、放疗及支持治疗相配合．生存率大大提高嗍．<l

岁的I、II、llI、IVs期患儿4年生存率为98．5％，<1

岁的Iv期患儿4年生存率为73，1％。但大年龄、晚

期患儿的预后仍较差．5年生存枣不足30％。

N—myc基凶是近年来发现的定位与2号染色体

短臂远端的细胞核原癌基因，正常表达于不成熟的

神经系统和少数其它组织㈣．具有核内转录凶子的

功能．编码的基因产物影响DNA复制的启动过程．

调节细胞生长、增殖与分化。正常情况下，每条染色

体上只含有单个拷贝的N—myc基因，在细胞的生长

过程起着重要的调节作州；而当N—myc基因扩增，

拷贝数增多时，将会导致肿瘤细胞的恶性增殖。有学

者研究报道只在肾上腺和腹膜后的NB中发现有

N—myc基因的扩增I”l，具体的生物学机制不明，但有

研究表明，肾上腺NB和腹膜后NB的领后不良1161。关

于N—mvc基因影响NB预后的机制尚不清楚，

ChamberyI”I研究表明．N～lllyC基因的扩增可增加NB

细胞胰岛素样因子受体表达。促进NB细胞增殖。

FotsisllSl发现N—myc基州的扩增可通过下调内皮细

胞生长抑制因子而增加肿瘤血管形成．进而促进肿

瘤生长与播散。有学者认为．NB有2种生物学特征，

预后良好型具有先天性，发病早，1P染色体正常，{

倍体核型，N—myc基冈扩增阴性，伴有儿茶酚胺合

成、分泌成熟等特点；相反，预后不良型则发病晚，假

二倍体核型，N—myc基因扩增阳性，儿茶酚胺合成、

分泌不成熟等『191。NB的恶性生物学行为是南其分子

生物学特性所决定的，对其分子生物学标记物的进

一步研究将有助于阐明机制．从而形成一套系统合

理的诊断、预后判断、指导治疗的方案，必将为NB

的治疗提供新的依据和手段。

N—myc基因的扩增在NB的进展期起着重要的
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作用．然而无N—myc基阕扩增的NB并非都有好的

预后。国外有报道[Ⅻ年龄、原发部位、病理分型、NDA

倍体的多少等对NB预后都有影响，N—myc基因扩

增不是预示NB恶性的唯一特征，在III、Iv期的NB

中．主要是未分化的NB与DNA倍体多少无特殊关

系。Nabil Hailat[2q等报道在进展期的NB和有N—

myc基因扩增的NB必伴随P19，am 23(胚胎癌细

胞系／转移抑制基因)蛋白质的高水平表达，而P 19，

nm 23蛋白质的高水平表达与NB的浸润、转移和预

后密切相关。有研究证实．DD X l、NAG、N—cym 3

个基因常伴随N—myc基因一起扩增，并且这些已知

基因的蛋白质产物的性质可能对肿瘤的生物行为起

作Ⅲ”。也有研究显示，N—myc mRNA和N—myc蛋白

的过度表达也与NB的不良预后有关⋯。然而在

非N—myc基罔扩增肿瘤中，N—myc蛋白高表达的临

床意义尚存有争议。N—myc基因扩增往往发现于晚

期NB患儿，且扩增倍数越高，其预后越差。

致癌基因N—myc的扩增与NB顶后不良有密

切关系．扩增的基因中包含额外的基因并影响肿瘤

的表现型．癌基因的扩增有助于预后最佳方案的选

择．并为治疗提供了新的目标∞I。国内有研究证实

1121．N—myc基囚扩增在低分化期(I、Ⅱ、Ⅳs期)与高

分化期(Ⅲ、Ⅳ期)NB中出现的频率差异有显著性，

患儿的2年生存率随着N—myc基州扩增而下降，与

国外报道结果一致。因此我们可以推测N—myc基因

扩增与NB临床高分化期及预后差明显相关。并且

N—myc基因扩增是肿痛本身所特有的，不受外界因

素的干扰，从而能更准确、更独立地判断预后。

许多学者主张，应根据不同的N—myc基因扩增

情况选择不同的治疗方案㈣：有N—myc基因扩增的

高分化期患儿需采用多种方法联合治疗，例如手术

印除瘤体与术前、术后化疗相结合；另一方面，对没

有N—myc基用扩增的高分化期患儿，临床上采取低

强度的治疗方案．减少患JLX寸_化疗不必要的损害；未

发生转移的低分化期NB出现N—myc基因扩增的

几率很小．治疗方案的强度对其预后的影响不完全

清楚。胡惠咐等InI的研究也表明，有N—myc基阕扩

增的高分化期患儿．经过术前化疗的病例。尤其是化

疗显效的病例．其N—myc基因扩增倍数明显低于未

进行术前化疗或术前化疗无效的病例。Kaneko等I。I

报道．高强度的化疗加移植造血干细胞，使Ⅳ期有

N—myc基因扩增和无N—myc基因扩增的NB患儿

生存率在统计学上无屁著差异(P>0．05)。故高强度

．化疗可以改善有N—myc基因扩增的NB高危病人

的预后。我国神经母细胞瘤诊断时大部分是III期、

IV期患者。治疗上采用II期手术、大剂量化疗以及

骨髓移植等。使25％的患者无病生存超过48个月闭

Ⅲ。有学者提出。应当把N—myc基因扩增等检查应

用于临床，明确肿瘤的恶性程度，调整化疗力度，利

川粒细胞集落因子、骨髓移植、末梢血干细胞移植阁

等辅助手段提高神经母细胞瘤的治疗水平嗍。有学

者曾尝试应用反义核酸技术对N—myc基因抑制，但

效果仅30％左右IⅫ。冯晨等I“研究表明，化学合成的

siRNA可以有效抑制神经母细胞瘤N—mye基因的

表达．但对于N—mye基因蛋白的抑制效率以及对肿

瘤细胞增殖的影响值得我们进一步探讨，从基因角

度治疗NB必将成为治疗NB的一个崭新的途径和

研究的热点。

因此．我们推洲，N—myc基因扩增情况对选择合

适的治疗方案有帮助．根据治疗前后的N—myc基冈

扩增情况是否有助于判断治疗有效．还有待于进一

步研究。
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