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??$摘要%?背景?目前研究证实微小 CUS)&(CUS*参与大多数人类肿瘤疾病的发生和发展#其作用类似

于抑癌基因或癌基因' 葡萄膜黑色素瘤 ) _̀ *是成人常见的眼部恶性肿瘤#其发生和转移机制仍未完全阐

明' 探讨 _̀ 组织中 &(CUS的差异表达情况有望为 _̀ 的靶向治疗提供依据'?目的?筛选不同病理类型

的 _̀ 组织中特异性 &(CUS表达谱'?方法?收集于 !#1$ 年 $ 月至 !#1= 年 1# 月在北京同仁医院手术局部

切除并经常规组织病理学和免疫组织化学检测证实为梭型细胞型 _̀ 的标本 A 例和上皮细胞型 _̀ 标本

A 例#采用 &(CUS芯片分别检测 ! 种 _̀ 组织中 &(CUS的表达#收集同期死于非肿瘤疾病的 @ 个供体眼的正

常葡萄膜组织作为对照#利用组间差异倍数筛选出差异!! 倍差异表达的 &(CUS(用在线软件预测差异表达

&(CUS的靶基因#采用生物信息学方法分析靶基因参与的信号功能通路' 采用实时定量 QOC法验证芯片检

测结果'?结果?收集的梭形细胞型和上皮细胞型 _̀ 标本经组织病理学检查均得到确诊#免疫组织化学检

测梭形细胞型及上皮细胞型 _̀ 组织中 D̀ Â= &黑色素>S和 T>1## 均呈阳性反应' 与正常葡萄膜组织比较#

在梭形细胞型 _̀ 组织中差异表达的 &(CUS有 1#< 个#其中 !< 个上调#@# 个下调#上调的 &(CUS包括 &(C>

1A"'>=F&&(C>!=>$F 和 &(C>!<N>1>=F#下调的 &(CUS包括 &(C>1!">=F&&(C>1@$>=F 和 &(C><">=F(上皮细胞型

_̀ 中差异表达的 &(CUS有 =# 个#其中 !$ 个上调#!7 个下调#上调的 &(CUS包括 &(C>1==>=F&&(C>!1# 和

&(C>$7@'>=F(下调的 &(CUS包括 &(C>1<<'>=F&&(C>1A$>$F 和 &(C>1A$>=F' 在梭形细胞型和上皮细胞型 _̀

组织中共同上调的 &(CUS为 &(C>1$!>$F&&(C>!1>=F&&(C>$A'>=F 和 &(C>$AN>=F#共同下调的 &(CUS为 &(C>

1!=N>!>$F&&(C>1!">$F&&(C>1<<'>$F 和 &(C>!1A>$F' 梭形细胞型和上皮细胞型 _̀ 组织中差异表达的 &(CUS

所预测的靶基因分别参与癌症通路&丝裂原活化蛋白激酶) S̀QW*信号通路&[;G信号通路&细胞间黏附&胞

吞作用&前列腺癌通路&结直肠癌通路和细胞黏附通路'?结论?与正常葡萄膜组织相比#梭形细胞型 _̀ 和

上皮细胞型 _̀ 组织中存在多种 &(CUS的差异表达#梭形细胞型 _̀ 和上皮细胞型 _̀ 组织之间也存在明

显的 &(CUS差异表达#这些差异表达的 &(CUS可通过不同的信号转导通路参与调控 _̀ 的生物学行为'?

$关键词%?葡萄膜黑色素瘤8病理( 微小 CUS( 信号转导通路( 差异表达谱
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DJ')G. +̂IJ'+ ) !#1A>!>##$ *( Ĵ(9(;* +̀;(3(F')SK&(;(:GI'G(/; /MD/:F(G'):2 S:3J;GQ)'; ) 4VR!#1=#!#1 *(
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??葡萄膜黑色素瘤) +LJ')&J)';/&'#_̀ *是成人常
见的眼部恶性肿瘤#其特点是恶性度高及易发生转移#

其预后与患者的发病年龄&病理学分型&瘤体直径&巩

膜浸润深度&发生部位和瘤细胞的核分裂指数等因素
有关

+1, ' 梭形细胞型 _̀ 预后好于上皮细胞型 _̀ #

但相关机制目前尚未完全阐明' !##! 年十大科技突
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破的微小 CUS)&(3I/CUS#&(CUS*研究已成为生物学
研究的焦点' &(CUS是一类长度为 !# k!A ;G的非编
码调控单链小分子 CUS#约占整个基因组的 1g +!, #研
究认为人类基因组中约 18$ 受 &(CUS调 控 +$, '
&(CUS参与人类大多数肿瘤疾病的发生和发展#其作
用类似于抑癌基因或癌基因#目前相关研究主要集中
于乳腺癌&肺肿瘤&肝癌&前列腺癌和白血病#但其与眼
部肿瘤的关系研究较少' 本研究中利用 &(CUS芯片
技术检测梭形细胞型和上皮细胞型 _̀ 组织与正常葡

萄膜组织 &(CUS表达谱的差异#为不同类型 _̀ 发生

和发展的机制研究提供新的线索#为 _̀ 的早期诊断

和病理分型提供依据#并为 _̀ 的治疗提供潜在靶点'

:5材料与方法

:2:5材料
:2:2:5组织标本来源5收集 !#1$ 年 $ 月至 !#1= 年
1# 月在北京同仁医院手术局部切除并经组织病理学
证实为 _̀ 的瘤体标本 @ 例#包括梭型细胞型 _̀ A 例
和上皮细胞型 _̀ A 例#以 !#1$ 年 $ 月至 !#1= 年 1#
月死于非肿瘤的供体眼脉络膜组织标本 @ 例作为对
照#其中 A 例为作为梭形细胞型 _̀ 对照组#另 A 例作
为上皮细胞型 _̀ 对照组' 所有标本眼及患者临床信
息见表 1' 所有肿瘤患者对研究目的知情并签署知情
同意书#本研究方案通过首都医科大学伦理委员会审
查)cC%OWX!#1=>#17*'

表 :5标本来源的临床资料

组别 例数
性别) /*

男 女

年龄

)Zl8#岁*

梭形细胞型 _̀ 组 A ! ! =1m##l"mA1

上皮细胞型 _̀ 组 A ! ! =1m7=l1#m#"

梭形细胞型 _̀ 对照组 A ! ! =1m##l"m71

上皮细胞型 _̀ 对照组 A 1 $ =1m!=l@m7$

?注"_̀ "葡萄膜黑色素瘤

:2:2;5主要试剂及仪器5鼠抗人 T>1## 单克隆抗体
原液 )W(G>###7 *&鼠抗人 D̀ Â= 单克隆抗体 ) S̀̂ >
#$"#*& J̀)';>S鼠抗人单克隆抗体) S̀̂ >#!7=* )福州
迈新生物技术开发有限公司*(&(CUS完全标记和杂
交试剂盒)美国 S*()J;G公司*(基因表达洗涤缓冲液试
剂 盒& c', '̀;" (̀3I/CUS 检 测 试 剂 盒& c', '̀;"

(̀3I/CUS逆转录试剂盒&c', '̀; 通用 QOC反应混合
液 66)美国 c.JI&/V(:.JI公司*( (̀3I/̂(/TF(; " O/)+&;:
)美国 (̂/>C'K 公司 *(&(CUJ':H (̀;(试剂盒 )德国
E('*J; 公司*(&(IZ';'CUS分离试剂盒)美国 SFF)(JK

(̂/:H:GJ& 公 司 *( &(IZ';'c̀ QSC6Tc̀ & CJ3/LJIS))c̀

c/G')U+3)J(3S3(K 6:/)'G(/;)美国 Û 6公司*' 无色杂
交小室&杂交小室垫片&芯片8盖玻片&== n混合烤箱&
芯片扫描仪&生物分析仪)美国 S*()J;G公司*(1m= &)
无核酸酶离心管)美国 SPH*J; 公司*(磁力搅拌棒&磁
力搅拌盘 )美国 O/I;(;*公司 *(微型离心器 )美国
c.JI&/V(:.JI公司*(染色盘和滑架)o$* )英国 c.JI&/
T.';K/; 公司*(U';/4I/F U4>!### 紫外分光光度仪
)美国 c.JI&/公司*'
:2;5方法
:2;2:5_̀ 标本处理?所有标本平均分为 ! 份#1 份
保存于体积分数 Ag甲醛溶液中#制备石蜡切片#采用
苏木精]伊红染色法和免疫组织化学法以明确标本的
组织性质(另 1 份立即保存于液氮中#然后转至]@# n
冰箱内#用于提取 &(CUS'
:2;2;5免疫组织化学检测组织标本中 D̀ Â=&黑色
素>S和 T>1## 的表达?石蜡切片脱蜡和水化后加入
柠檬酸组织抗原修复液#置于电磁炉上大功率加热至
沸腾#加盖后高压加热至喷气后 ! &(;#自然冷却至室
温#蒸馏水冲洗 ! 次#每次 $ &(;(Q̂ T 冲洗$ 次#每次
$ &(;(添加 1## #)内源性过氧化物酶阻断剂#室温下
孵育 1# &(;(加 1## #)鼠抗人 T>1## 单克隆抗体原液
或鼠抗人 D̀ Â= 单克隆抗体或 J̀)';>S鼠抗人单克
隆抗体#室温下孵育 "# &(;(加 1## #)酶标羊抗小鼠8
兔 6*d聚合物#室温下孵育 1= &(;(加 1## k!## #)新
鲜配制的 4Ŝ 显色液#孵育 $ k= &(;#光学显微镜下
观察染色结果(自来水冲洗#加 1## k!## #)苏木素体
细胞染色液孵育 1# k$# :(Q̂ T 或自来水冲洗返蓝(体
积分数 @=g乙醇和 <=g乙醇分别浸泡 $ &(;#无水乙
醇浸泡 $ &(; 脱水#二甲苯透明#中性树胶和盖玻片封片'
:2;2<5提取总 CUS?每 =# k1## &*组织用 1 &)
cI(-/)试剂对组织进行裂解#将上述裂解液转入 %Q管
中#室温下静置 = &(;(每 1 &)cI(-/)加 #m! &)氯仿后
振荡 1= :#室温静置 ! k$ &(;#! k@ n条件下 1! ###o3
离心 1= &(;(收集上层水相置于新 %Q管中#每 1 &)
cI(-/)加 #m= &)异丙醇#室温下静置 1# &(;#1! ###o3
离心 1# &(;(弃上清#每 1 &)cI(-/)加 1 &)7=g 乙醇进

行洗涤#涡旋混合#7 =##o3 离心 = &(;#弃上清(让沉淀
的 CUS在室温下自然干燥' 无核酶水中溶解 CUS沉
淀#采用分光光度计检测波长为 !"#&!@# 和 !$# ;&处
所抽提的总 CUS中的吸光度)5*值#确定样品浓度和
总量' 采用甲醛变性胶电泳检测 CUS的完整性'
:2;2=5芯片的杂交&清洗&扫描及分析?采用 S*()J;G
!1## (̂/';')H-JI对芯片样品 CUS进行检测分析#以
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!1## C6U!7m##且 !@T81@T!#m7 为质检合格标准'
取 1## ;*纯化的总 CUS进行实验' 采用 &(CUSDHN
W(G对总 CUS标记反应体系#将抽干的样品再次溶解
在无核酶水中#加入 D(>CQ̀ 杂交缓冲液#轻微涡旋混
匀#1## n金属浴中加热 = &(;#反应结束后迅速转至
冰水浴中冷却 = &(;' 以逆转录的 34US产物为模板#
加入引物 C';K/&QI(&JI及 W)J;/eVI'*&J;G酶#轻微涡
旋混匀#1## n金属浴中加热 = &(;#合成 34US互补链并
掺入带有荧光基团的 OH$>KOcQ或 OH=>KOcQ#反应结
束后迅速转至冰水浴中冷却 = &(;' 离心后收集反应
液并配置杂交混合液#将其放置在杂交炉的架子上#温
度为 == n#离心半径为 7 3&#!# I8&(; 杂交 !# .#吸出
杂交液#加入相应容积的清洗缓冲液1 清洗芯片#用
S*()J;G扫 描 软 件 进 行 扫 描' 用 S*()J;GVJ'G+IJ
%PGI'3G(/; ) L1#m7 * 软件提取杂交图片的数据( 用
dJ;JTFI(;*11m= 软件对 &(CUS表达谱数据进行均一
化#然后进行组间差异基因的筛选#采用 VO)'N:*#即
组间差异倍数绝对值表示差异倍数#要求 VO)'N:*!! 且
Ip#m#=' 用 O)+:GJI$m# 软件进行聚类分析'
:2;2>5&(CUS差异表达谱的生物信息学分析?利用
= 个在线软件 )c'I*JGT3';& (̀C';K'&&(C4̂ &Q(3c'I&
CUS!!*预测差异表达 &(CUS的靶基因#挑选同时被
上述数据库中 A 个或 A 个以上数据库预测为阳性结果
的靶基因#采用 Q'G.e'H通路富集等生物信息学方法
分析预测靶基因参与的信号通路'
:2;2L5实时荧光定量 QOC验证?目前#&(C>!1&&(C>
$A& &(C>1A=& &(C>1$7& &(C>1!=N& &(C>!1A& &(C>$7=&
&(C>!!1&&(C>!!!&&(C>$$ 等是肿瘤研究的热点#并综
合分析芯片实验中各组 &(CUS差异表达倍数的排
序

+A]=, ' 选取 !# 个目的 &(CUS进行验证' 采用
c', '̀;" (̀3I/CUS 逆 转 录 试 剂 盒 和 c', '̀;"

(̀3I/CUSS::'H:试剂盒对上述芯片结果进行验证'
收集 1# ;*总 CUS#用 = 倍逆转录引物和 = 倍逆转录
预混液配制 1= #)反应体系#混匀后放置冰上 = &(;#
1" n下反应 $# &(;#A! n下反应 $# &(;#@= n下反应
= &(;完成逆转录(将针对不同靶标 &(CUS的逆转录
产物 Am@# #)和 $m"# #)对 应 的 !# 倍 c', '̀;"

(̀3I/CUS S::'H缓 冲 液& $"m## #)! 倍 c', '̀;"

_;(LJI:')QOC '̀:GJÌ (P$&无_Ud预混液和 !7m"1 #)去
离子水进行混合#制备成 7!m#1 #)的定量 QOC反应体
系#分装在 $ 个管中用 Ŝ 67=## 实时荧光定量QOC仪
进行实时定量 QOC反应#采用配套软件进行分析' 定
量 QOC探针设计引物序列见表 !'

表 ;5定量 @B!探针目标序列

&(CUS名称 c', '̀; 探针目标序列)=2>$2 *

D:'>&(C>!1 _SdO__S_OSdSO_dS_d__dS
D:'>&(C>!= OS__dOSO__d_O_Odd_O_dS
D:'>&(C>!<N dO_dd___OS_S_dd_dd___SdS
D:'>&(C>$A' _ddOSd_d_O__SdO_dd__d_
D:'>&(C>$AN _SddOSd_d_OS__SdO_dS__d
D:'>&(C><" ___ddOSO_SdOSOS_____dO_
D:'>&(C>1!=N _OSOSSd_OSddO_O__dddSO
D:'>&(C>1!">=F OS__S__SO____dd_SOdOd
D:'>&(C>1!">$F _Od_SOOd_dSd_SS_SS_dO
D:'>&(C>1$! _SSOSd_O_SOSdOOS_dd_Od
D:'>&(C>1A$>=F dd_dOSd_dO_dOS_O_O_dd_
D:'>&(C>1A$>$F _dSdS_dSSdOSO_d_SdO_O
D:'>&(C>1A"' _dSdSSO_dSS__OOS_ddd__
D:'>&(C>1== __SS_dO_SS_Od_dS_Sdddd
D:'>&(C>1@$ _S_ddOSO_dd_SdSS__OSO_d
D:'>&(C>1<<' OOOSd_d__OSdSO_SOO_d__O
D:'>&(C>1<<'>$F _SOSd_Sd_O_dOSOS__dd__
D:'>&(C>!1# O_d_dOd_d_dSOSdOddO_dS
D:'>&(C>!1A SOSdOSddOSOSdSOSddOSd
D:'>&(C>$7@' O_OO_dSO_OOSdd_OO_d_d_

?注"&(CUS"微小 CUS

:2<5统计学方法
采用 dJ;JTFI(;*df基因分析统计学软件进行统

计分析' 对芯片上所有样品归一化后的荧光信号值进
行 W>T 检验#验证数据资料是否符合正态分布' 归一
化后的信号值相减得到的以 ! 为底的对数记为
R/*VO#以 ! 为底#R/*VO的绝对值为幂得到的数值记
为 VO)'N:*#即 ! 个组样本的差异倍数' 归一化后信号
值的比较采用 V(:.JI精确概率法和 !!检验#Ip#m#= 为
差异有统计学意义#且以 VO)'N:*!! 的标准进行筛选'

;5结果

;2:5_̀ 标本的组织病理学表现

梭型细胞型 _̀ 的组织病理学检查显示#瘤细胞
呈长梭形#细胞膜界限不清#细胞核小而细长#细胞核
内染色质均匀#病理性核分裂相罕见' 上皮细胞型
_̀ 的组织病理学检查显示#瘤细胞体积较大#呈圆形
或多边形#形状和大小均不一致#细胞膜界限清楚#细
胞质嗜酸#细胞核较大#核内有一大而深染的核仁#病
理性核分裂相多见' 免疫组织化学法检测显示#! 种
类型 _̀ 组织中 D̀ Â= &黑色素>S和 T>1## 均呈阳性
反应)图 1#!*'
;2;5组织标本的 &(CUS芯片质控分析
;2;2:5芯片样品 CUS质检?本研究的 1" 个标本均
满足 !1## C6U!7m##且 !@T81@T!#m7#质检合格'
;2;2; 5芯片扫描采集杂交图像5 S*()J;GD+&';
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&(CUS)@""#W*Z1@m# 芯片由 S*()J;Gd!="= Ŝ荧光
扫描仪扫描后#1" 张 &(CUS表达谱芯片上均可见密
集的OH$ 绿色荧光#荧光信号的分布比较均匀#无信号

过饱和现象#背景均一#提示采集到的芯片信号一致性
较好#灵敏度较强)图 $*'

2B2A50μm 50μm

1C 1D50μm50μm50μm 1B1A

2C 2D

3

50μm

50μm 50μm

图 :5梭形细胞型 mK的病理学检查?S"组织病理学检查?可见瘤细胞呈长梭形#细胞膜界限不清#细胞核
小而细长#细胞核内染色质均匀#病理性核分裂相罕见)D%o!###标尺h=# #&*? "̂_̀ 组织中 D̀ Â= 的表
达?可见细胞质中棕黄色颗粒聚集)箭头* )4Ŝ o!###标尺h=# #&*?O"_̀ 组织中 &J)';(;>S的表达?可
见细胞质中棕黄色颗粒聚集)箭头* )4Ŝ o!###标尺h=# #&*?4"_̀ 组织中 T>1## 的表达?可见细胞质中
棕黄色颗粒聚集)箭头* )4Ŝ o!###标尺h=# #&*?图 ;5上皮细胞型 mK 的病理学检查? S"组织病理学
检查 可见瘤细胞体积较大#呈圆形或多边形#细胞膜界限清楚#细胞核较大#病理性核分裂相多见)D%o!###
标尺h=# #&*? "̂_̀ 组织中 D̀ Â= 的表达?可见细胞质中棕黄色颗粒聚集 )箭头* )4Ŝ o!###标尺h
=# #&*?O"_̀ 组织中 &J)';(;>S的表达?可见细胞质中棕黄色颗粒聚集)箭头* )4Ŝ o!###标尺h=# #&*
4"_̀ 组织中 T>1## 的表达?可见细胞质中棕黄色颗粒聚集)箭头* )4Ŝ o!###标尺h=# #&*?图 <5芯片
荧光杂交扫描图?芯片信号呈绿色荧光
?

;2<5 &(CUS芯片聚类分析
用 3)+:GJI$m# 在线软件对各组样本 &(CUS数据分

别做梭形细胞型 _̀ 8对照 1 组和上皮细胞型 _̀ 8对
照 ! 组聚类热分析#各组样本依次聚在一起#说明芯片
结果具有较好的组间重复性)图 A*'
;2=5正常葡萄膜组织与不同类型 _̀ 组织中 &(CUS
表达谱的差异表达

;2=2:5不同葡萄膜组织中 &(CUS的差异筛选?与正
常葡萄膜组织相比#梭形细胞型 _̀ 中差异表达的

&(CUS有 1#< 个# 其中 !< 个 &(CUS上调# @# 个
&(CUS下调(上皮细胞型 _̀ 中差异表达的 &(CUS有
=# 个#其中 !$ 个 &(CUS上调#!7 个 &(CUS下调' 经
过归一化分析#梭形细胞型 _̀ 对照组和上皮细胞型

_̀ 对照组样本之间相关性好 ) ,h#m<7@& #m<""&
#m<7A&#m<"@*#表明梭形细胞型 _̀ 组和上皮细胞型

_̀ 组的 &(CUS表达谱有可比性' 仅在梭形细胞型
_̀ 组织中上调的 &(CUS有 !1 个#其中 &(C>$1A< 上
调 $$ 倍#&(C>$7@'>=F 上调 !A 倍(下调的 &(CUS有 "<
个#其中 &(C>!#A>$F 下调了 <<m7g#&(C>1A=>$F 下调
了 <<mAg(仅在上皮细胞型 _̀ 组织中上调的 &(CUS
有 1= 个#其中&(C>!<N>1>=F 上调 <# 倍#&(C>=$!>=F 上

m
iR
NA

种
类

m
iR
NA

种
类

N1�1N1�3N1�4N1�2 S1S4S2S3 N1�1N1�3N1�4N1�2E1E4E2E3
样本编号 样本编号

BA

图 =5*+!E3芯片聚类分析图?蓝色代表低表达#黄色代表高表
达#黑色代表表达无差异或阴性?S"梭形细胞型 _̀ 组织与其对照

组 &(CUS芯片聚类分析图?U1"梭形细胞型 _̀ 对照组(T"梭形细
胞型 _̀ ? "̂上皮细胞型 _̀ 组织与其对照组 &(CUS芯片聚类分
析图?U!"上皮细胞型 _̀ 对照组(%"上皮细胞型 _̀ ?&(CUS"微
小 CUS?
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调 1= 倍#下调的 &(CUS有 1" 个#其中 &(C>1AA>$F 下
调了 <<m=g#&(C>$"<!>=F 下调了 <<m!g(在梭形细胞
型 _̀ 组织和上皮细胞型 _̀ 组织中共同上调的

&(CUS有 @ 个#其中 .:'>&(C>$AN>=F 在梭形细胞型
_̀ 组织中上调 $ 倍#在上皮细胞型 _̀ 组织中上调

1# 倍#.:'>&(C>$A'>=F 在梭形细胞型 _̀ 组织中上调 @
倍#在上皮细胞型 _̀ 组织中上调 < 倍(共同下调的
&(CUS有 11 个#其中 .:'>&(C>!1A>$F 在梭形细胞型
_̀ 组织中下调了 <<m"g#在上皮细胞型 _̀ 组织中

下调了 @7m=g#.:'>&(C>1!=N>!>$F 在梭形细胞型 _̀
组织中下调了 <@m7g#在上皮细胞型 _̀ 组织中下调

了 <7m1g#这些 &(CUS与 _̀ 组织的病理类型无关#
为 _̀ 病理类型非特异性的公共 &(CUS'
;2=2;5差异 &(CUS对不同类型 _̀ 的靶基因预测?
仅在梭形细胞型 _̀ 上调 &(CUS预测到的靶基因有
$7< 个#下调 &(CUS预测到的靶基因有 1 1A@ 个(仅在
上皮细胞型 _̀ 上调 &(CUS预测到的靶基因有 1 !!7
个#下调&(CUS预测到的靶基因有 "@1 个(在梭形细胞型
和上皮细胞型 _̀ 中共同上调的&(CUS预测到的靶基因
有 !77 个#共同下调的&(CUS预测到的靶基因有 =<$ 个'

;2=2<5差异 &(CUS靶基因信号通路分析?仅在梭形
细胞型 _̀ 中上调 &(CUS预测的靶基因未富集到信
号通路#下调 &(CUS预测的靶基因参与 " 条信号通
路#包括癌症通路& S̀QW信号通路&[;G信号通路&神
经营养因子信号通路&胰岛素信号通路&泛素介导的蛋
白水解通路' 仅在上皮细胞型 _̀ 中上调 &(CUS预
测的靶基因参与 = 条信号通路#包括癌症通路&细胞间
黏附&胞吞作用&小细胞肺癌&细胞外基质受体相互作
用#下调 &(CUS预测的靶基因参与癌症通路' 在 ! 种
类型 _̀ 中共同上调 &(CUS预测的靶基因参与前列
腺癌通路&结直肠癌通路和细胞黏附通路#下调
&(CUS预测的靶基因未富集到信号通路)图 =*' 靶
基因广泛参与癌症信号通路#包括酪氨酸激酶8信号转
录通路)Y';+:\(;':J8:(*;')GI';:3I(FG(/;#YSW8TcSc*&
F=$&血管内皮生长因子 )L':3+)'IJ;K/G.J)(')*I/eG.
M'3G/I#Z%dV*&磷脂酰肌醇 $ 激酶]丝8苏氨酸激酶
) F./:F.'G(KH)(;/:(G/)$ \(;':J>:JI(;J8G.IJ/;(;J\(;':J#
Q6$W>S\G*&转化生长因子 %)GI';:M/I&(;**I/eG. M'3G/I>
%#cdV>%*&丝裂原活化蛋白激酶 )&(G/*J;>'3G(L'GJK
FI/GJ(; \(;':J# S̀QW*和 [;G等信号通路'

图 >5差异 *+!E3靶基因信号癌症通路?红星表示仅在梭形细胞型 _̀ 组下调 &(CUS预测的靶基因#绿星表示仅在上皮细胞型 _̀ 组上调

&(CUS预测的靶基因#黄星表示仅在上皮细胞型 _̀ 组下调 &(CUS预测的靶基因?
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;2>5与 _̀ 发生和发展相关的 &(CUS验证
选取仅在上皮细胞型 _̀ 组织中上调的 &(C>

1A"'>=F&&(C>!=>$F 和 &(C>!<N>1>=F 及下调的 &(C>
1!">=F&&(C>1@$>=F 和&(C><">=F#仅在梭形细胞型 _̀
组织中上调的 &(C>1==>=F&&(C>!1# 和 &(C>$7@'>=F 及
下调的 &(C>1<<'>=F& &(C>1A$>$F 和 &(C>1A$>=F#在
! 种类型 _̀ 中共同上调的 &(C>1$!>$F&&(C>!1>=F&
&(C>$A'>=F 和 &(C>$AN>=F 及下调的 &(C>1!=N>!>$F&
&(C>1!">$F&&(C>1<<'>$F 和 &(C>!1A>$F 等 !# 个目标
&(CUS进行验证#用实时荧光定量 QOC进行芯片验
证#结果符合本研究中的检测结果)图 "*'
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图 L5不同类型mK中*+!E3差异表达的实时定量@B!验证?Sp
仅在上皮细胞型 _̀ 中表达上调的 &(C>1A"'>=F&&(C>!=>$F 和 &(C>
!<N>1>=F? p̂仅在上皮细胞型 _̀ 中表达下调的 &(C>1!">=F&&(C>
1@$>=F 和 &(C><">=F?Op仅在梭形细胞型 _̀ 中表达上调的 &(C>
1==>=F&&(C>!1# 和 &(C>$7@'>=F?4p仅在梭形细胞型 _̀ 中表达下

调的 &(C>1<<'>=F&&(C>1A$>$F 和 &(C>1A$>=F?%p在 ! 种类型 _̀ 中

均表达上调的 &(C>1$!>$F&&(C>!1>=F&&(C>$A'>=F 和 &(C>$AN>=F?
Vp在 ! 种类型 _̀ 中均表达下调的 &(C>1!=N>!>$F&&(C>1!">$F&&(C>
1<<'>$F 和 &(C>!1A>$F?&(CUSp微小 CUS(UOp正常对照(Tp梭形细
胞型 _̀ (%p上皮细胞型 _̀ ?

<5讨论

既往 _̀ 的研究多基于基因水平或蛋白水平#新
近研究表明#表达失调的 &(CUS与恶性肿瘤的发生和
发展密切相关' &(CUS可能调节人类 18$ 的编码基
因#因此找出与 _̀ 发生和发展相关的关键 &(CUS#
并研究这些 &(CUS与其靶基因的调控关系#可为 _̀
发生和发展机制的研究奠定基础' 基因芯片技术简化
了 &(CUS的表达谱检测#为相关科研工作提供了极大
便利' 基因芯片技术虽能提供海量信息#但也存在一
定缺陷#比如难以避免的假阳性率#基因芯片的分析结

论数据则是基于这种存在假阳性结论的基础上的#因
此通过芯片技术所筛选出的差异表达基因必须采用相

应的方法进一步验证#以确定差异 &(CUS的准确性#
从而提高实验的可靠性' 此外#芯片分析技术提供的
差异 &(CUS的信息数据过多#应该结合有关资料进行
综合分析#然后有选择性地对芯片结果进行验证 +"]7, '

本研究中用 &(CUS芯片筛选出 _̀ 与正常葡萄

膜组织中存在的差异表达的 &(CUS#这些差异表达的
&(CUS与既往发表的研究结果有一致者#也有相反
者' d'/等 +@,

在非小细胞肺癌铂类耐药的研究中发

现#过表达 &(C>!1 的肺癌细胞对铂类药物的抗性明显
增加#而低表达 &(C>!1 的肺癌细胞对铂类药物抗性下
降' 体外研究提示#过表达 &(C>!1 可能降低人第 1#
号 染 色 体 缺 失 的 磷 酸 酶 及 张 力 蛋 白 同 源 基 因

)F./:F.'G':J';K GJ:(/; ./&/)/*KJ)JGJK /; 3.I/&/:/&J
GJ;#Qc%U*的表达和增加 N3)>! 蛋白#提出可通过监测
非小细胞肺癌患者肿瘤组织和血浆 &(C>!1 的表达水
平来预测癌细胞对铂类药物的反应及患者的生存率#
&(C>!1 有望成为治疗对铂类耐药的癌症患者的新靶
点' V'I'-(等 +<,

乳腺肿瘤 &(CUS测序表明#&(C>!1 在
%C阳性的乳腺癌中明显上调#认为上调的 &(C>!1 既
可以直接抑制靶基因的表达#也可以通过下调有抑癌
基因作用的 &(CUS的表达而促进乳腺癌的发生' 本
研究中发现 &(C>!1 在不同病理类型的 _̀ 组织中均

上调#与既往 &(C>!1 与其他肿瘤关系的研究相一致'
&(C>$A 家族在肿瘤发生和发展过程中起重要作

用' X'; 等 +1#,
研究发现#_̀ 细胞中 &(C>$A'的表达

水平明显低于正常葡萄膜黑色素细胞#其靶基因是
FPU*-#下调的 &(C>$A 可以使丝氨酸激酶和细胞周期
蛋白磷酸化' 4/;*等 +11,

研究发现#&(C>$AN83在 _̀
组织中显著下调#而阿霉素可以逆转其作用#将 &(C>
$AN83转染 _̀ 细胞中可以显著抑制 _̀ 细胞增生和

转移' &(C>$AN83可以导致细胞周期 d1期的停滞#而
不是诱导细胞凋亡' 既往研究发现的 _̀ 细胞中

&(C>$A 下调是与正常葡萄膜黑色素细胞比较而言#而
本研究中得出的在梭形细胞型 _̀ 和上皮细胞型 _̀
组织中 &(CUS>$A'8N 的上调则是与正常葡萄膜组织
比较而言#因此这 ! 个研究结果不具有直接可比性'

本研究中 &(CUS差异表达谱中也存在与既往报
道相反者#比如本研究中提示 &(C>1A">$F8=F 和 &(C>
1<<'>=F 在梭形细胞型 _̀ 中明显下调#梭形细胞型和
上皮形细胞型 _̀ 中 &(C>1<<'>$F 均明显下调#而
[/I)JH等 +1!,

分析了 !A 例原发性 _̀ 中差异 &(CUS
的表达#发现 )JG>7N& &(C>1<<'& &(C>1<<'& &(C>1A$&

!A@7! 中华实验眼科杂志 !#17 年 < 月第 $= 卷第 < 期?O.(; Y%PF 5F.G.')&/)#TJFGJ&NJI!#17#Z/)2$=#U/2<

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



&(C>1<$N 和 &(C>"=! 在 _̀ 中上调#)JG>7N 和 &(C>
1<<'的上调极为明显'

本研究中采用多个 &(CUS靶基因预测软件分别
预测 _̀ 组织中上调和下调 &(CUS分别对应的靶基
因' W%dd通路分析结果显示#靶基因广泛参与癌症
信号通路' 研究表明#YSW8TcSc& S̀QW和 [;G信号
通路参与了肿瘤的生长和转移#而 F=$ 和 cdV>%信号
通路则在肿瘤凋亡&抑制肿瘤生长中发挥作用 +1$, #差
异表达的 &(CUS可能通过调控相关靶基因参与同肿
瘤发生和发展相关信号通路而发挥网络调节作用' 用
不同病理类型的 _̀ 差异表达 &(CUS预测到的靶基
因参与的信号通路不尽相同#可能与 _̀ 不同病理类

型的形成和功能有关#也是针对不同病理类型肿瘤设
计药物的靶点'

本研究存在的不足之处在于")1*收集的标本少#
容易造成信息的遗漏()!*本研究中采用的研究方法
较简单#采用倍数分析对基因表达情况进行简单的统
计学推断方法可比性稍差()$*本研究中对研究结果
未进行免疫组织化学&[J:GJI; N)/G法的验证#也未进
行体外&体内研究进行验证()A*由于实验所有的 _̀
标本均来自近 ! 年内的手术患者#现在还无法了解相
关患者的预后#也未对其生存率进行分析' 进一步的
研究拟改进相关研究不足#为 _̀ 的诊断&治疗和预后
研究提供新的思路'
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T.(Ô #B.J;*Y2QI/*IJ::(; &(3I/CUS+Y,2O.(; YOJ))̂ (/#!##A#
!")"* a=7=]=772

+7, R(B#X+ f#T.J; Y#JG')2̀ (3I/CUSKH:IJ*+)'G(/; (; +LJ')&J)';/&'"'
;JeF)'HJIJ;GJI:G.J*'&J+Y,25;3/G'I*JG#!#1=#")7* aA="!]A="@2
456"1#21@"$! 8/;3/G'I*JG2!<!$2

+@, d'/[# R+ f# R(+ R# JG')2̀ (CUS>!1" 'N(/&'I\JIFIJK(3G(LJM/I
F)'G(;+&>N':JK 'K9+L';G3.J&/G.JI'FHIJ:F/;:J(; F'G(J;G:e(G. ;/;>
:&'))3J)))+;*3';3JI+Y,2O';3JÎ (/)c.JI#!#1!#1$)=* a$$#]$A#2
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