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!!#摘要$!背景!人葡萄膜黑色素瘤%VU&组织与正常组织中存在差异表达基因"但国外不同文献报道的
结果不尽一致"而国内对人 VU基因表达的改变及其相关的作用通路的研究较少(!目的!应用基因芯片技
术探讨人 VU中差异表达的基因"分析差异基因参与的重要信号通路(!方法!收集在北京同仁医院因原发
性 VU行眼球摘除并经组织病理学证实为梭形细胞型 VU的组织标本 S 例"以正常供体葡萄膜组织作为对照
组( 利用 F<.,( W%().%V8$$ J+<-Ib; 芯片技术筛查 I 种组织中基因表达的差异"并使用 WKBHNC富集分析
软件对差异基因的重要生物学功能及参与的通路进行分析(!结果!与正常的葡萄膜组织对比"人 VU中有
S 8PR个差异基因"占 8IbR;^"其中包含8 I$P个上调基因和I 9I9个下调基因"分别占 $b:8^和 @b:9^( 人
VU组织中上调 R 倍或以上基因为 88$ 个"下调 R;^的基因为8 ;R$个)上调 8; 倍或以上的基因为 I8 个"下调
9;^或以上的基因为 SII 个)上调 R; 倍或以上的基因为 8 个"下调 9@^或以上的基因为 $$ 个)上调 8;; 倍或
以上的基因为 8 个"下调 99^或以上的基因为 R 个( 按功能学分类表明"差异表达基因中包括细胞分化与增
生基因'发育相关基因'细胞黏附相关基因'免疫应答基因'调节转录基因'信号转导相关基因'凋亡以及抗凋
亡相关基因等)差异表达基因参与的代谢通路涉及血管形成过程的代谢通路'细胞周期相关的蛋白激酶通路
以及 #淋巴细胞或 C淋巴细胞的代谢通路等(!结论!人 VU组织与正常人葡萄膜组织中基因表达谱明显不
同"这些差异表达的基因除参与血管生成'激酶通路等已知的 VU发育有关的代谢通路外"还涉及免疫系统的
变化( 人 VU的发生和进展是多种基因'多种通路共同作用的结果(!
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!!葡萄膜黑色素瘤% <3%,+.%+,().,"VU&是成人常
见的原发性眼内恶性肿瘤( VU主要见于脉络膜组
织"少部分见于虹膜和睫状体组织"肿瘤细胞来源于原
发组织的黑色素细胞"好发于 R; a@; 岁人群 ,8- "其恶
性程度高"易发生转移"主要致死原因是肝脏转移( 一
项美国的随访研究发现"VU的发病率在 89:$3I;;@
年无明显改变"放射治疗或其他保留眼球的疗法逐渐
成为主要手段"但患者的 R 年生存率并无明显改善"提
示 VU的预后与治疗方法无关 ,I- ( 近年来随着分子生
物学的迅速发展"已经发现在 VU组织中有较多的突
变基因"包括癌基因%如 (XWY'NFX[,$ZR- & '抑癌基因
%如 NXZA ,P- &和肿瘤转移抑制基因%如 7bD<A ,:- &等"
但是这些基因的突变是否引起其他基因表达变化还不

清楚( 研究者根据原发性 >H基因表达谱的差异将原
发性 VU分为低风险转移型%8 型&和高风险转移型%I
型& ,@- "进一步研究证实 VU瘤体基底部'顶部及周边
的基因表达谱无明显异质性"并从基因表达谱中选出
少数显著差异基因及稳定的正常基因"研发基于 JE"
技术的 8R 个基因集合检测"以准确将肿瘤组织进行分
型及预后评估

,9- "但其使用的芯片是以往由美国
H>>2.%&0'A公司制作的较老版本( 本研究中利用美国
H>>2.%&0'A公司最新的 F<.,( W%().%V8$$ J+<-Ib;
基因表达谱芯片"以正常脉络膜组织为对照"对 >H的
基因表达谱进行研究"筛选相关差异基因"并采用基因
本体学%?%(%)(&)+)?2"WK&分析对基因组或转录组数
据进行大规模的功能研究(

97材料与方法

9697材料
969697标本来源及处理7收集在北京同仁医院因原
发性 VU行眼球摘除并经组织病理学证实为梭形细胞
型 VU的组织标本 S 例以及死于其他原因的供体脉络
膜组织标本 S 例( 所得标本平均分为 I 份"一份保存
于甲醛固定液中"石蜡切片"采用苏木精Z伊红染色和
免疫组织化学染色以明确组织性质)另一份立即保存
于液氮中"然后转至Z@; q冰箱内保存(
9696<7芯片选择7F<.,( W%().%V8$$ J+<-Ib; 芯
片操作及信息处理系统%美国 H>>2.%&0'A公司&(

96<7方法
H>>2.%&0'A."\H表达谱芯片的检测以待检测样

品的总 "\H为起始"进行体外扩增和生物素标记"标
记过程采用H.*')( w8:9I 5"\H扩增标记试剂盒%图 8&(
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图 97实验流程示意图
7

96<697"\H的提取!对每份样品单独进行 "\H提
取"采用.'0D,(,.'"\H7-)+,&')( d'&%美国 H.*')( 公司&
提取并纯化"然后用分光光度计进行定量"琼脂糖凝胶
电泳检测其完整度( 所抽提的总 "\H经分光光度计
检测波长为 IP;'I@; 和 I$; (.处的吸光度%X&值"确
定样品浓度和总量( 运用甲醛变性胶电泳检测 "\H
的完整性(
96<6<7"\H的标记!经检测合格后的总 "\H"先后
采 用 ]'0-&LN&0,(4 5O\H N2(&/%-'-和 N%5)(4LN&0,(4
5O\HN2(&/%-'-逆转录合成双链 5O\H"然后利用配制
的 7DCU,-&%0U'A将双链 5O\H进行体外转录合成生
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物素标记的 ,"\H探针( 将 ,"\H产物进行纯化'质
量检测和片段化(
96<6=7芯片的杂交'清洗'染色和扫描!将芯片拿出"
平衡至室温( 采用 J0%LF2*0'4'e,&')( U'A对芯片预杂
交 8; .'("条件为 SR q"转速为 P; 0Q.'(( 配制杂交
液"将其置于恒温金属浴上"99 q温育 R .'("然后
SR q温育 R .'(( 从恒温金属浴上取出杂交液后"利
用微型离心机除去杂交混合液中的不溶性物质( 从杂
交炉中取出芯片"吸出 J0%LF2*0'4'e,&')( U'A"然后注入
相应的杂交液( 将芯片放置于杂交炉中"SR q'P; 0Q.'(
旋转杂交 8P /( 杂交结束后吸除杂交液"注入相应容
积的清洗缓冲液 H( 使用 HWEE软件 %H>>2.%&0'A*

W%(%E/'1* E)..,(4 E)(-)+%* N)>&=,0%&把杂交好的芯
片进行清洗'染色"然后进行芯片扫描(
96<6>7数据提取及分析7将芯片的荧光扫描图像保
存成 OHC文件( 使用 HWEE软件将6OHC文件从图像
信号转化为数字信号"即6EBT文件"并记录探针水平
的荧光信号强度( 利用 "UH算法进行数据预处理"
包括背景校正'将探针信号整合为探针组信号和片断
归一化去除非生物学因素带来的样本间变异( 差异表
达基因分析+本实验设计为 S 次生物学重复"采用芯片
显著性分析%-'?('>'5,(5%,(,+2-'-)>.'50),00,2"NHU&"
程序包根据统计学 /检验分析差异基因的显著性( 将
S 例梭形细胞型 VU组织各生物标志物 ."\H表达量
分别与正常组进行对比后的结果进行叠加"差异基因
筛选的主要参数是 gL3,+<%和 ])+4 E/,(?%" gL3,+<%
%^&为该基因被判断差异表达基因时的错误发现率"
类似于 1L3,+<%"差异越显著" gL3,+<%%^& 越小) ])+4
E/,(?%指信号差异倍数( 归一化后的表达差异倍数
大于 I 倍或小于二分之一选为显著差异表达的基因"
用于后续的生物信息学分析(
96<6?7生物信息学分析7包括对正常脉络膜组织与
梭形细胞型 VU组织间表达差异基因的聚类分析和代
谢通路分析( 聚类分析采用系统聚类法软件及其分析
结果可视化C0%%3'%=软件( 另外"WK分析采用 WKBHNC
%W%(%K(&)+)?2B(0'5/.%(&H(,+2-'-N)>&=,0%C))+M'&&软
件进行分析"将分析得到的差异基因分成上调和下调
I 个组"使用代谢通路富集分析软件 WKBHNC进行代
谢通路富集分析"分析参数选择 ]O"矫正的 Zn;b;8
的代谢通路被认定是显著富集通路

,8;- ( 通过调用这
些 WK关键词所包含的差异基因 7O"从芯片数据中得
到其结果"主要关注这些差异基因 7O对应的平均信号
值'差异倍数和数值(
96<6X7荧光实时定量 JE"法检测标本中各生物标志

物的基因表达!采用荧光实时定量 JE"% g<,(&'&,&'3%
0%,+L&'.%JE""g"CLJE"&检测 @ 份实验组织样本%S 个
对照组样品及 S 个肿瘤组织样品&中各生物标志物的基
因表达"对 @ 份样本重新进行 "\H抽提"测定总的 "\H
浓度和总量( 将各样本逆转录得到 5O\H"ZI; q保存"
逆转录引物信息见表 8( 采用 N_#"W"BB\)方法
进行 g"CLJE"扩增"将 JE"体系置于 9R q预变性
I .'("然后进入 S; 个循环"熔解曲线使用 P; a9R q温
度梯度"荧光信号急剧增加时%扩增曲线急剧上升&的
JE"循环数为E&"比较不同基因的E&值( 按照目的基
因在肿瘤与对照样本中表达水平的差异进行数据分析(

表 97扩增引物信息

引物%片段& 引物序列 片段长度% *1& 检测分析

HEC#% *1P9RE& R0LWEEWCWWCWWCWHHWECWCL$0 8$S 内参基因

HEC#% *1RPI& R0LHEEEHEHECWCWEEEHCECHL$0
EE\W8% *19S@& R0LWHEECCECWWEHHWHWECCWCL$0 8II t
EE\W8% *18;P9E& R0LWECCEHHCCWEEWCWEHWCHL$0
EOd\8H% *19$8& R0LCEHCWEEHWECHECCEECEECL$0 88R t
EOd\8H% *18;SRE& R0LWCEEHWWHHHWWWWWCWHHCL$0
dJ\#I% *18;;IE& R0LEHEEHEEHCWEEHHCCEWCL$0 8;@ t
dJ\#I% *1@9R& R0LHEECCHWCCEWWECEECWEHCL$0
NBUH$E% *1ISP$E& R0LCWHHEHWHWEWWHCEHWWHWCL$0 88: t
NBUH$E% *1I$S:& R0LWCECEEWEHWWEHCECHCEHL$0
B\W% *18I@S& R0LWECCEHHWECEEEHWHEHEHL$0 8S: t
B\W% *18S$;E& R0LWCWHWWCECWEHWEECHEEHL$0
H\WJC8% *18:$SE& R0LHEEWCWCHHWHCEHWWECWECL$0 8II t
H\WJC8% *18P8$& R0LWWHHEEWHWEECHCCEHEHWCL$0
EdNIL]% *1$$S& R0LWHHWCCCHCECWWWWHCEWCEHL$0 8$S t
EdNIL"% *1S::E& R0LCWHWECECWCCWECWCWHHWHHCL$0
EOdR"8% *1SI9E& R0LWECWEHEECCECCWWHWCCECL$0 8IR t
EOdR"8% *1$;R& R0LWWEEWCHEHWHHEHWEHHWHL$0
JCB\J8% *18I:R& R0LEEHWCEHWHWWEWECHCWCWCL$0 8I: t
JCB\J8% *18S;8E& R0LEHHWCCEEWEEHECWHHEHCL$0
OFX$I]% *18PS$& R0LWWEHWHWHCHEWEHHWEHWHCL$0 8$; t
OFX$I"% *18::IE& R0LCWCCHWWCCWWECCEECWEHCL$0
NHW% *1R9P& R0LEWECHCWWEEHHWHWWHEHCL$0
NHW% *1:$9E& R0LWECEEEEHWECCCCCHHWEHL$0 8:; t
"FK% *1P@RE& R0LCEEWWECCWHWEWCWCHWCL$0
"FK% *1RPS& R0LWCCWEECCEHEECWWWCEHCL$0 8II t
#UJI% *18SP$E& R0LWHHCEEHCWWCCWWEWCWCEL$0
#UJI% *18$R9& R0LCCWWHEHEEHWWCCWWCWHHL$0 8;$ t

!注+HEC#+肌动蛋白 &)EE\W8+细胞周期蛋白 W8)EOd\8H+细胞周期

蛋白依赖性蛋白激酶抑制剂 8H)dJ\#I+亲核素 #I)NBUH$E+脑信号蛋

白 $E)B\W+内皮糖蛋白)H\WJC8+血管形成素 8)EdNI+EOEI@ 蛋白激

酶激酶调节亚基 I)EOdR"8+细胞周期蛋白依赖性激酶 R 调节亚基 8)

JCB\J8+JCB\同源假基因)OFX$I+OBHF盒多肽 $I)NHW+抑制蛋白)

"FK+视紫红质)#UJI+骨形成蛋白 I)t+表达阳性

96=7统计学方法
采用 NJNN I;b; 统计学软件进行统计分析( 采用

单因素方差分析和独立样本 /检验( Zn;b;R 为差异
有统计学意义(
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<7结果

<697基因芯片样品总 "\H的质量鉴定
提取的 "\H结果显示"所有标本 "\H样品电泳

条带清晰"I@N c8@N 0"\H条带亮度大于或接近 8 c8"
质量基本符合 ."\H芯片实验要求"可以进行芯片实
验( 通过对差异表达基因的聚类分析"同样证实了芯
片数据的可靠性%图 I&(

S2
S1
S3
S4
NC1
NC3
NC2

NC4

图 <7差异基因的聚类分析图!红色为上调基因"绿色为下调基因"
黑色为表达无差异基因!N4梭形细胞型 VU组织)\E4正常对照葡
萄膜组织
!

<6<7梭形细胞型 VU组织差异表达基因筛查
从表达谱基因芯片的 $$ $8;个候选基因中"按

gL3,+<%" R^'上调基因 ])+4 E/,(?%! I 和下调基
因";bR的标准"筛选出S 8PR个差异基因"占 8IbR;^"
其中包含8 I$P个上调基因和I 9I9个下调基因"分别
占 $b:8^和 @b:9^"下调基因多于上调基因( 上调 R
倍或以上的基因为 88$ 个"下调 R;^或以上的基因为
8 ;R$个"上调 8; 倍或以上的基因为 I8 个"下调 9;^
或以上的基因为 SII 个"上调 R; 倍或以上的基因为 8
个"下调 9@^或以上的基因为 $$ 个"上调 8;; 倍或以
上的基因为 8 个"下调 99^或以上的基因为 R 个( 人
VU组织中与正常葡萄膜组织中差异表达超过 8;; 倍
的基因及其相关的生物学功能情况见表 I(
<6=7表达差异基因的代谢通路分析

代谢通路的分析内容包括分子功能'生物学过程
和细胞组成 $ 个部分( 对WKBHNC分析得到的原始结
果进行进一步的筛查"选出在生物学过程分类中处于
富集通路的末端的 WK关键词%表 $"S&( 结合芯片数
据和代谢通路的生物学意义"发现涉及血管形成过程
的代谢通路在高调组和低调组的基因中均有出现"其
中还有涉及 #淋巴细胞'C淋巴细胞代谢通路的免疫
机制及细胞周期相关的蛋白激酶通路%图 $ aP&(

表 <7梭形细胞型 @B 9VV 倍或以上差异表达的基因

基因库 7O 基因名称 基因缩写 差异倍数 生物学过程

\Ui;;;$I9
"JB-1%5',+
10)&%'( PR ;;;

FZK@I ;b;;S : 维生素 H
代谢

HD:;;;R9 K-&%)?+25'( 2(W ;b;;R : 负调节平滑

细胞增生

H7@;I88@

-)+<&%5,00'%0>,.'+2P
% (%<0)L&0,(-.'&&%0
&0,(-1)0&%0"WH#H& "
.%.*%08$

<7!@XAT ;b;;: @ 神经递质

运输

HH:$PP;S
%0.'("B"UL+'M%
10)&%'(

KFHW ;b;;: @ 分支形态

发生

\Ui;8RR;:
BW]L+'M%L4).,'("
.<+&'1+%

K([7@ ;b;;: 9 细胞周期

\Ui;;I8R9 /'-&,&'( 8 ;DWA 88:bS@S : 杀死异体

微生物

!注4"JBPR4视网膜色素上皮特异蛋白 PR)KW\4骨甘氨酸)NTEPH8$4

溶质运载蛋白家族 P 成员 8$)B"U\4B"U样蛋白)BW]TP4表皮生长因

子样域蛋白 P)FC\84富组蛋白 8)VU4葡萄膜黑色素瘤

表 =7上调基因生物学过程富集通路末端的 JG关键词表

关键词 Z

O\H复制 9b:@y8;Z@

调节细胞周期相关蛋白质的丝氨酸Q苏氨酸激酶活性 8bP@y8;ZR

有丝分裂姐妹染色单体分离 Ib9:y8;ZR

着丝粒联合 $b8Ry8;ZR

正调控中性粒细胞凋亡过程 Ib$Sy8;ZS

巨噬细胞融合 Ib$Sy8;ZS

磷脂酰肌醇信号通路 Rb$Sy8;ZS

有丝分裂细胞周期的 WI期 @b@;y8;ZS

血管成熟 $bS$y8;Z$

着丝粒的蛋白质定位 $b9;y8;Z$

调节未成熟 C淋巴细胞增生 $b9;y8;Z$

调节有丝分裂细胞周期 WI期到 U期的过渡 PbP:y8;Z$

有丝分裂纺锤体联合点 :bI@y8;Z$

正调节丝氨酸肽基磷酸化 9b;;y8;Z$

!注4WK4基因本体学

表 >7下调基因生物学过程富集通路末端的 JG关键词表

关键词 Z

血管形成 8b9@y8;Z:

转化生长因子 &受体的信号通路 IbS8y8;Z:

#细胞受体运输到膜筏 Sb$8y8;ZR

趋化因子受体运输出膜筏 Sb$8y8;ZR

负调节红细胞清除 Sb$8y8;ZR

负调节红细胞聚集 Sb$8y8;ZR

正调节 C淋巴细胞的稳定增生 Sb$8y8;ZR

负调节 C淋巴细胞的稳定增生 Sb$8y8;ZR

心脏上皮细胞的间充质化 IbI9y8;ZS

唾液腺的分支形态发生的终末分支 PbISy8;ZS

正调节血管内皮细胞的迁移 8b8Ry8;Z$

出芽式血管生成 8bIRy8;Z$

皮质醇应激反应 8b9Py8;Z$

瘦素介导的信号转导通路 8b9Py8;Z$

淋巴内皮细胞分化 8b9Py8;Z$

肾小球基底膜的形成 IbI@y8;Z$

光传导 $b98y8;Z$

正调节 #淋巴细胞凋亡过程 $b98y8;Z$

前 #淋巴细胞分化 :b$8y8;Z$

光感受器细胞的形成 :b$:y8;Z$

!注4Zn;b;R 表示该通路富集的可能性大!WK4基因本体学
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图 =7细胞分裂相关通路末端的 JG关键词放大图

图 >7细胞周期相关通路末端的 JG关键词放大图
7

5 6
图 ?7免疫相关通路末端的 JG关键词放大图!图 X7血管形成相
关通路末端的 JG关键词放大图

<6>7g"CLJE"验证
在分析得到的差异基因中"上调基因涉及 8R 个富

集 WK通路"下调基因涉及 I; 个WK通路"多数富集的
通路都是已报道的与肿瘤相关的通路"例如血管生成'
细胞周期等( 从中选定的一些重要代谢通路涉及的基
因家族或表达差异倍数相对较高的芯片数据进行

g"CLJE"验证": 个通路中所涉及的 8$ 个基因进行
g"CLJE"验证( 本研究的 @ 例样本经验证发现"所有
基因的变化趋势与芯片基本吻合"其中 $ 个基因
%!R<L"!!W(A和 <X(&."\H的相对表达差异均无统
计学意义%Zl;b8;9';b;P$';b;P8&"包括 I 个上调基
因%!R<L和 !!W(A &和 8 个下调基因 % <X(&"另有 8;

个基因 %!%RIFA"!%RWAX"ZDKWZ"%;JTL"RZWXL"
F;2"<KHXT!"KW("XW(ZDA 和 NHZL&在 I 种组织中
的表达的差异均有统计学意义%均 Zn;b;R&%图 :&(

A

基
因
相
对
表
达
量

6.00

5.00

4.00

3.00

2.00

1.00

0.00

UM组织
正常对照

b

b

a

a

a

基
因
相
对
表
达
量

1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

UM组织
正常对照

CDK5R1 CKS2 CCNG1CDKN1APTENPDHX32KPNA2

a
b a b

SAG RHO SEMA3C ENG ANGPT1 BMP2

B

图 F7@B组织中 9= 个目的基因的相对表达丰度与正常组织的比较
每个基因在正常对照组织中的表达丰度定义为 8"内参基因为 X!D8
H+: 个 VU组织上调基因的 g"CLJE"验证结果!与正常组织比较"
,Zn;b;R"*Zn;b;8!#+VU组织中 P 个下调基因的 g"CLJE"验证结

果!与正常组织比较",Zn;b;R"*Zn;b;8%独立样本 /检验"$lS&!
VU+葡萄膜黑色素瘤)NHW+抑制蛋白)"FK+视紫红质)NBUH$E+脑
信号蛋白 $E)B\W+内皮糖蛋白)H\WJC8+血管形成素 8)#UJI+骨形
成蛋白 I)EOd\7H+细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶抑制剂 8H

=7讨论

=697差异表达基因分析
本研究中纳入的 S 例梭形细胞型 VU组织的组织

病理学诊断是依据改良 E,++%(4%0分型系统进行分类
的

,88- ( 研究发现"梭形细胞型 VU预后较好"而类上
皮细胞型 VU预后不良 ,8I- ( K(M%( 等 ,@-

对 IR 例人
VU组织进行基因表达谱分析"根据基因表达谱的差
异"并结合患者临床随访的存活期"最终将肿瘤组织分
为 I 种类型"其中 8 型恶性程度低"不易发生转移"主
要表现为分化良好的'神经嵴来源黑色素细胞样的梭
形细胞"而 I 型恶性程度高且易发生转移( 本研究中
根据病理检查分出的梭形细胞型 VU特点与 8 型 VU

相近( K(M%( 等 ,9-
从基因表达谱中筛选出 8I 个显著

差异基因和 $ 个内源性对照基因"研发出一种基于
JE"技术的 8R 个基因集合检测"并利用大量样本组织

!;;;8! 中华实验眼科杂志 I;8R 年 88 月第 $$ 卷第 88 期!E/'( [BA1 K1/&/,+.)+"\)3%.*%0I;8R"D)+6$$"\)688

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



证实了这种检测对肿瘤分型及预后评估比根据临床表

现'病理特征或染色体分析更准确'可靠"其中 8I 个差
异表达基因包括在 8 型肿瘤组织中相对下调的基因
%;DFLN'K!HA'FXNTA'!%;A & 和相对上调的基因
%[JFA' 7DXC;'KG[AN'G%L'F2N2A' 7H!%A' <XDNA'
HD><A&( K(M%( 等 ,8$-

在人类 VU细胞系和动物模型
实验中还发现"通过去除 7OI 的表达可使 BL5,4/%0'(
的表达上调"刺激细胞生长和转移"最终导致 8 型 VU
转化为 I 型 VU( 本研究中通过梭形细胞型 VU与正
常脉络膜组织的基因表达谱对比"发现上述 8I 个基因
在梭形细胞型 VU中的表达情况存在很大差异"如
F2N2A'7H!%A'<XDNA'HD><A 等在梭形细胞型 VU
中表达无差异"而 7OI 在梭形细胞型 VU中表达下调(
分析其原因主要可能是本研究中采用的临床病理分型

方法与其基因表达谱分型方法并不完全一致"其间存
在差异)也可能是不同人种患者的基因型原本存在差
异"有待大样本研究的验证( m<'4%03,,0&等 ,8S-

应用

F<.,( E,(5%0H&+,-8bI >'+&%0-技术将 VU细胞系的基
因表达谱与正常眼黑色素细胞系比较"并筛选出基因
表达率差异最明显的 S 个基因"B(4)&/%+'( I %KDL&'
T,.'('( "%5%1&)08 % 7XHFA &' D)( F'11%+T'(4,<
#'(4'(?10)&%'( 8%QNZA&和 E<++'( I%!>7L&"进一步采
用聚类分析将原发性 VU组织分成 KDL'7XHFA'!>7L
和 QNZA 基因表达上调组和下调组( 本研究的梭形细
胞型 VU组织中"上述 S 个基因均未见差异表达或无
表达( 考虑这些实验结果的差异可能与实验材料的差
异或实验芯片的不同有关(

NFX[基因是一种在VU中研究较多的基因"作为
一种致癌基因"其翻译的蛋白质参与UHJdQB"d信号
通路"在 VU细胞系及原发性 VU组织中均存在基因
突变

,SZR- "在 NFX[基因突变的人黑色素瘤中"该基因
明显表达上调"调节肿瘤转移相关的基因"从而保持黑
色素瘤细胞良好的迁移能力)此外"在 #H\E"敲除后
能显著降低黑色素瘤细胞的迁移能力

,8R- ( 此外"对于
野生型 NFX[基因的 VU细胞系"研究发现热休克蛋
白 9; 抑制剂相关的抗肿瘤药物通过下调 NFX[基因
的表达而抑制其肿瘤细胞增生

,8P- ( 目前的研究认为"
基因突变更倾向发生于表达频率更高和表达量更高的

基因中"基因突变率与其表达水平呈正相关( 本研究
中 NFX[基因同样在梭形细胞型 VU中表达上调"基
本符合上述理论结果(

(WXY和 (WXAA%W\Hf的同种异型基因&基因均
是人类癌基因"已有研究发现人 VU 组织中存在
(WXY或 (WXAA 基因的突变 ,$"8:Z89- "其中 (WXY基因

的突变可同时见于原发性 VU及其肝脏转移灶中"可
见在人 VU生长的早期即出现 (WXY的突变 ,$- ( 本研
究中发现 (WXY和 (WXAA 基因在梭形细胞型 VU中
表达无差异"并不符合基因突变率与其表达水平呈正
相关的理论"其基因突变与其 ."\H表达水平的关系
有待进一步研究(

本研究中 8;; 以上差异表达的基因仅有 P 个"仅
占所有差异表达基因的 ;b8S^"认为这些表达差异倍
数异常大的基因很有可能是由于实验因素影响或患者

之间的个体差异导致"其中 FZK@I'2(W' <7!@XAT'
KFHW及 K([7@ 均显著下调"而 ;DWA 基因显著上调(
FZK@I 基因的突变与 T%*%0先天性黑朦和视网膜色素
变性有关( H.,(( 等 ,I;-

发现 "JBPR 蛋白参与维持正
常的维生素 H代谢"而其代谢的异常可能与黑色素瘤
的形成有关( 2(W编码的蛋白参与负调节平滑肌细
胞的增生和黏多糖的代谢等过程( 实验研究发现"
2(W编码的骨甘氨酸蛋白质的下调是动脉血管生成
的重要条件

,I8- ( <7!@XAT'KFHW'K([7@ 及 ;DWA 基
因与 VU的确切联系不详"在 VU的发生和进展过程
中可能并不是单独发挥作用"而是与其他基因共同参
与某些信号通路来影响肿瘤的发生和发展"在这些复
杂调节通路中的下游发生了显著变化(
=6<7代谢通路的分析

本研究中将差异表达的基因进行 WK功能分析"
发现细胞分化与增生基因'发育相关基因'细胞黏附相
关基因'免疫应答基因'调节转录的基因'信号转导相
关基因'凋亡以及抗凋亡相关基因等发生了显著的差
异表达"与 K(M%( 等 ,8$-

的研究吻合( 差异表达基因参
与的信号通路有细胞黏附分子相关通路'抗原加工递
呈通路'酪氨酸代谢通路'转化生长因子L&信号通路'
UHJd信号通路'细胞外基质受体相互作用通路等(
这些分析证实了 VU的发生和发展不是某一个基因的
作用"而是常涉及多个基因共同参与到多个复杂的生
物过程"这些差异表达的基因及其参与的生物过程对
蛋白质表达水平的影响可为后期进一步研究提供基础(

目前已知 VU中存在特殊微循环结构"称为血管
生成拟态 %3,-5<+)?%('5.'.'502"DU&"是恶性黑色素
瘤细胞模拟血管内皮细胞形成类似血管腔样的通道"
该血管生成拟态可为肿瘤组织的生长增强氧气和血液

供应"并有助于肿瘤细胞进行血行扩散 ,II- ( 多种研究
将 DU作为 VU的治疗靶点 ,I$- ( 本研究中发现"在表
达上调和下调的基因中均有大量基因参与了血管发育

和成熟过程"如 !%CC 基因在梭形细胞型 VU中表达
上调"参与血管系统的形成过程(
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肿瘤的发生与细胞增生和细胞凋亡之间的动态平

衡被打破密切相关"当细胞无限增生或细胞凋亡受阻
时"可导致肿瘤发生( 在 VU中存在相应的抗凋亡基
因"亦有大量基因参与细胞周期调节的基因 ,IS- ( 本研
究中大量基因参与了细胞周期的调节过程"如表达上
调的 (D<KA 基因参与调节细胞有丝分裂周期的 WI期"
上调的 !%RIFA 基因参与细胞周期蛋白依赖性蛋白丝
氨酸Q苏氨酸激酶活性的调节( 此外"本研究中证实差
异基因参与 UHJd信号通路"与国外研究一致( 该通
路参与调控多种细胞生理过程"如细胞运动'凋亡'分
化及生长增生等( 已有研究发现"VU存在 UHJd信
号通路异常活化"如上述 NFX[基因在 VU中亦可能
通过激活的 UHJd信号通路发挥作用 ,R"IR- (

多种恶性肿瘤组织局部存在免疫异常"这些免疫
功能的紊乱参与到肿瘤的发生及肿瘤的转移过程"与
肿瘤的恶性程度及临床预后密切相关( 在 VU中"免
疫异常主要表现为不同类型淋巴细胞和巨噬细胞的增

加以及人类白细胞抗原)类和$类基因的表达增强"
这些改变与预后较差密切相关

,IP- ( 目前关于 VU中
免疫机制异常相关的基因表达水平的研究相对较少"
本研究中证实部分差异表达基因参与了免疫相关通

路"如 FGZRL'!%RWLX和 !%LC"其中 FGZRL 和 !%RWLX
基因在梭形细胞型 VU中明显表达上调"在信号通路
中调节成熟 C淋巴细胞的增生( FGZRL 基因编码的蛋
白质是丝氨酸Q苏氨酸蛋白激酶受体相互作用蛋白
%0%5%1&)0L'(&%0,5&'(?10)&%'(""7J&家族的一员"参与 C
淋巴细胞受体信号传导"负调节细胞凋亡过程"在膀胱
移行细胞癌中该基因与淋巴结转移密切相关

,I:- )
!%RWLX%细胞周期依赖性激酶抑制基因&的突变常见
于各种肿瘤"是一种抑癌基因"在人乳腺癌早期表达上
调"而随着肿瘤的进展表现为表达下调 ,I@- "该基因在
本研究梭形细胞型 VU中表达上调"而在类上皮细胞
型中的表达差异情况可做进一步研究( !%LC 基因明
显表达下调"其编码的唾液酸糖蛋白见于成熟粒细胞
及 #淋巴细胞"主要作用是促进 #淋巴细胞的凋亡过
程( 有研究发现在骨肉瘤组织中"!%LC 基因明显表达
上调"且与肿瘤的侵袭性及转移密切相关 ,I9- "实验干
预使胃癌的 !%LC 基因表达下调"可明显抑制肿瘤的
增生及侵袭性"并促进细胞凋亡"加强化学疗法治疗的
敏感性

,$;- ( 由上述差异表达的基因可推测在 VU的
免疫异常涉及多个基因"其中即有负调节和正调节的
作用"这些基因的表达异常共同导致了 VU的免疫异
常"最终表现为局部免疫细胞的浸润及抗原表达增强(

另外"本研究中还发现光信号传导通路相关的基

因"如 <X('F;2和 XN!XC 基因"在 VU中均表达下
调"参与了视网膜光信号的传导"同时也参与了多种其
他信号通路"并与许多视网膜病变"如视网膜色素变
性'N&,0?,04&病和小口氏先天性夜盲症相关并且这些
基因在 VU中差异表达的准确性还有待确认"有可能
是本研究中患者间的个体差异导致"因为 <X(基因在
JE"验证结果中是不显著的(

本研究中采用 F<.,( W%().%V8$$ J+<-Ib; 芯片
操作及信息处理系统"该芯片包含了$@ R;;个定性清
晰的人类基因"具有强有力的探针集"能提供最大的准
确性和重复性"结果发现 VU中有大量的差异表达基
因"其涉及到多种不同的代谢通路( 回顾既往各种关
于 VU差异表达基因的研究结果"发现不同研究发现
的相关基因都有不同"首先考虑可能与不同的实验方
案'实验芯片或不同人种的基因组差异有关)VU的基
因表达谱在培养人 VU细胞系与人 VU组织标本之间
可能存在差异"进而导致不同研究的结果不同)另外"
从 ."\H到蛋白表达还要经过 .'50)"\H调控'翻译
调控'翻译后修饰%如糖基化和磷酸化等&'蛋白运输
等一系列的调控过程"."\H表达水平和蛋白表达水
平之间往往不具有线性关系"也就是 ."\H差异的改
变不一定意味着蛋白表达量的改变"故关于 VU中同
一基因的 ."\H'.'50)"\H和蛋白质表达水平之间的
关系分析也可开展新的研究(

本研究在分析过程中也发现了目前遇到的一些困

难+%8&由于类上皮细胞型 VU在临床上相对少见"尤
其是未接受任何术前治疗%如巩膜外敷贴放射治疗&
的标本"故本研究中仅获得梭形细胞型 VU组织标本"
未对类上皮细胞型 VU进行分析"不能对这 I 种类型
VU的基因表达谱进行比较( %I&由于研究中所有的
VU组织标本来自于近 I 年以内的患者"故现在无法
了解相关患者的预后或对其生存率进行分析( %$&由
于正常脉络膜组织标本均来自于供体眼球"缺乏相应
的临床信息资料"故未能对 I 个组患者的性别'年龄等
情况进行比较( 这也为今后的研究提供了方向+%8&
对不同肿瘤类型的表达基因进行对比分析( %I&将差
异表达的基因及其信号通路与患者预后'转移率或生
存率之间的关系进行分析( %$&选择某一特定代谢通
路进行深入研究"对其中个别基因进行简单的敲除或
过表达实验"或对其进行蛋白质水平检测"以发现潜在
的药物作用靶点"为 VU的治疗提供新思路(

本研究中将 S 例梭形细胞型 VU与 S 例正常的脉
络膜组织 ."\H表达水平进行了比较"同时对梭形细
胞型 VU的差异表达基因进行功能分析( 取得了梭形
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细胞型 VU的基因表达库"并发现 VU与正常脉络膜
组织表达基因之间存在大量差异表达的基因( 另外"
本研究中还分析了这些众多差异表达的基因可能参与

的生物过程及信号通路"如血管生成'激酶通路和细胞
周期相关通路"尤其是免疫系统%C淋巴细胞与 #淋巴
细胞&相关通路( 后期还可进行更深入地结合分析
.'50)"\H的调控'蛋白质的表达"或在预测的通路中
选择个别基因进行简单的敲除或过表达实验"以证实
其在 VU发生和发展中所起到的作用(
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