
· 394· Chinese Joumal of New Clinical Medieine．May 2015，Volame 8，Number 5 

小鼠口腔癌模型骨髓播散细胞 RB1 CC1 
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[摘要] 目的 初步探讨小鼠口腔癌模型重度异常增生时期骨髓播散细胞 RBICCI基因纯合性缺失及 

其意义。方法 应用激光捕获显微切割(LCM)技术捕获 35张重度异常增生时期小鼠骨髓单个核细胞涂片 

的单个细胞角蛋白阳性(CK+)细胞，单细胞全基因组扩增技术(WGA)扩增其 DNA，PCR检测其视网膜母细 

胞瘤诱导卷曲蛋白(RB1CC1)的纯合性缺失情况，并与舌部正常、重度异常增生以及鳞癌组织各4例对照。 

结果 LCM成功捕获CK+细胞35个，WGA成功扩增3个，RB1CC1纯合性缺失情况分别为单个 CK+细胞 

(2／3)，舌癌变组织(2／4)，舌部正常组织(0／4)，重度异常增生组织(0／4)。结论 小鼠口腔癌模型重度异常 

增生时期骨髓 CK+细胞有 RB1CC1基因纯合性缺失，该时期骨髓 CK+细胞可能是播散肿瘤细胞。 
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Preliminary observation of homozygous ddefions of RB1CC1 gene in disseminated cells of bone marrow of 

mouse oral carcinoma model SH／Q ，MU Yun，YU Da—hal，et a1．Department of Oral and Maxillofacial Sur— 

ge ，College of Stomatology，Guangxi Medical University，Nanning 530021，China 

[Abstract] 0bjecfive To observe the homozygous deletions of RB1 CC1 gene of disseminated cells in bone 

ma~ow of mouse oral carcinoma model in the severe abnormal hyperplasia stage．M ethods The eytokeratin positive 

(CK+)cells from 35 single nuclear cells smear of bone marrow of mouse oral carcinoma model in the severe abnor— 

mal hyperplasia stage were isolated by Laser Capture Mierodissection(LCM)．The DNA of a single cell was ampli— 

fled by the technique of single—cell Whole Genome Amp1ifieation(WGA)and the homozygous deletions of RB1 CC1 

gene of the DTC were detected by Polymerase Chain Reaction(PCR)．Four normal，4 severe abnormal hyperplasia 

and 4 squamous cell carcinoma tongue were taken as contro1． Results Th irty five CK+ ceHs from the 35 smear re— 

spectively were successfully isolated by LCM．Genomic DNA were successfully amplified by single—cell WGA in 3 out 

0f 35 cells．Homozygous deletions of RB1 CC1 gene were f0und in 2 of the 3 CK+ cells and 2 in 4 cases of squamous 

cell carcinoma tongue mucosa．However，the deletion WaS not found in the rest tissues． Conclusion Homozygous 

deletion of RB1 CC1 gene of the CK+ positive cells in the severe abnormal hyperplasia stage may be the disseminated 

tumor cells． 
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视网膜母细胞瘤诱导卷曲蛋白(Retinoblastoma 

1 RB1一inducible coiled—coil 1，RB1 CC1)是视网膜母 

细胞瘤(retinoblastoma，Rb)抑癌基因的激活剂，在癌 

变发生过程中，Rb抑癌基因的失活是一个非常早期 

的基因事件 ]̈。但有研究发现 RB1CC1基因的杂合 

性缺失不会导致肿瘤的发生。原因是野生型 RBIC— 

C1基因的一个等位基 因足以维持潜在 的抑癌功 

能_2】。本课题组前期采用的化学药物4NQO饮水法 

成功诱发小鼠口腔癌淋巴结转移模型-3 ，其癌变过 

程与人类 口腔癌相似H】，并发现小鼠模型癌变及淋 

巴结转移时期骨髓单个核细胞涂片有细胞角蛋白 

(cytokeratin，CK)阳性细胞，舌重度异常增生时期也 

已出现 CK阳性(CK+)细胞 。因正常骨髓无上 

皮细胞，CK是上皮细胞的特异性标志，说明这些舌 

重度异常增生时期的 CK+细胞可能是异常的播散 

细胞。但这些细胞是来源于原发灶的异常播散肿瘤 

细胞 (disseminated tumor ceils，DTC)还是假阳性染 

色仍需鉴别。因此，本实验通过提取小鼠模型舌重 

度异常增生时期骨髓的单个 CK+细胞 DNA，初步 

检测其RBI CC1基因纯合性缺失的情况，进一步验证 

课题组前期实验获得的CK+细胞是DTC的可信度。 

1 材料与方法 

1．1 标本组织 收集35只小鼠口腔癌淋巴道转移 

模型舌部病理明确诊断为重度异常增生且显微切割 

载玻片骨髓涂片发现 CK+细胞的骨髓单个核细胞 

涂片，提取骨髓单个核细胞、制片方法及免疫组化参 

照参考文献 [3，5]方法。并收集舌部正常、重度异 

常增生及鳞癌组织各4例，提取DNA作对照。 

1．2 显微切割 应用激光捕获显微切割(1aser cap— 

ture microdissection，LCM)系统(ZEISS PALM型)捕 

获 LCM专用载玻片上的单个 CK+细胞，并在无菌 

的收集盖上确定成功捕获目标细胞 ，将收集盖盖回 

0．6 ml的离心管，离心备用。 

1．3 主要试剂 ZEISS LCM专用 PEN膜载玻片、 

Sigma单细胞全基因组扩增试剂盒 WGA4、Qiagen Q1． 

Aquick PCR Purification Kit、Qiagen QLAamp DNA 

Mini Kit、DDH2O、DLS00 DNA Marker、Premix Tap(Ta— 

kara)、Goldview I型核酸染色剂、5×TBE液(上海 

生工生物工程技术有限公司)、琼脂糖(北京华美生 

物工程公司)。 

1．4 引物设计 引物序列均来自Genebank，由大连 

Takara生物公司设计，包括内参 GAPDH和 RBICC1 

第二外显子上的一个序列片段 ，其具体信息见表 1。 

表 1 PCR扩增引物 
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1．5 DNA提取及纯化 单细胞全基因组扩增(wh— 

ole genome amplification，WGA)技术提取及扩增单 

个 CK+细胞的 DNA，具体步骤按 WGA4试剂盒说 

明书，并用 Qiagen DNA Purification Kit试剂盒纯化 

DNA产物。小鼠舌部组织的DNA用 Qiagen QLAamp 

DNA Mini Kit试剂盒提取。OD值在1．7～1．9的DNA 

可用于 PCR。 

1．6 PCR扩增 (1)单细胞 WGA产物的反应体系： 

模板DNA(约30 ng／ )4 ，上、下引物各(10 pmol／ ) 

1 Ixl，Premix Tap 10 Ixl，DDH20 9 txl。(2)舌部组织 

的反应体系：模板 DNA(约 1130 ng／ )1 ，上、下引物 

各(10 pmol／ )1 ，Premix Tap 10 ，DDH20 12 。 

(3)反应条件：95℃预变性3 min；94℃变性30 S，退 

火温度见表 1，72℃延伸30 S，共30个循环；72℃再 

延伸 5 min。 

1．7 PCR产物分析 取不同的PCR扩增产物5 ， 

用2％的琼脂糖凝胶50 ml(加5 Ixl Goldview I型核 

酸染料)电泳，凝胶成像分析系统观察并采图。 

1．8 结果判定 (1)单细胞全基因组扩增成功的 

判断标准：OD值在 1．7～1．9的 DNA，且内参可成 

功扩增出GAPDH相应的条带。(2)纯合性缺失的 

判断标准：如果存在纯合性缺失，则应没有相应的电 

泳条带出现。对于发生纯合l生缺失的标本，重复 PCR 

扩增 2次，以排除假阳性结果。并与舌正常组织、重 

度异常组织、癌组织以及水的 PCR产物对照。 

2 结果 

LCM切割46个 DTC，成功从 35张小鼠骨髓涂 

片各捕获 1个 DTC(共 35个，捕获过程见图 1)，成 

功率为76％。扩增 CK+细胞 35个，WGA4扩增成 

功且 PCR成功扩增 出内参 GAPDH的单细胞为 3 

个，成功率为 8．6％。RB1CC1基因纯合性缺失情况 

为单个 CK+细胞(2／3)，舌鳞癌组织(2／4)，舌部正 

常组织(0／4)，重度异常增生组织(0／4)。PCR产物 

电泳结果见图2。免疫组化防脱载玻片骨髓单个核 

细胞涂片染色结果见图3。 
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[摘要] 目的 系统地观察及探讨经直肠超声(TRUS)及超声引导下穿刺对前列腺肿大病变患者超声 

图像特征及前列腺癌(PCa)的前列腺特异性抗原(PSA)及临床分期超声表现特征。方法 应用经直肠彩色 

多普勒超声对临床拟诊为PCa患者进行检查，然后经直肠超声引导下前列腺穿刺，方法为系统6点加可疑结 

节处穿刺法；与血清PSA及病理结果对照；并将前列腺癌血清PSA、穿刺活检阳性百分数(PPBCs)、Gleason评 

分与临床分期进行对照比较。结果 经病理证实413例中PCa 149例，前列腺增生 171例 ，增生并炎症44例 ， 

增生并上皮内瘤(PIN)、非典型增生(AAH)共 49例。前列腺癌与临床(Whitmore—Jewett法)A、B、C、D分期对 

照有一定的临床分期的超声声像图特征性表现，不同PCa临床分期的TRUS声像图特点：血清PSA、PPBCs及 

Gleason评分三者分别与PCa临床分期呈显著正相关。结论 经直肠彩色多普勒超声能清晰显示前列腺内部结 

构 ，前列腺病变尤其是前列腺癌超声声像图有一定的特征性表现，结合 PSA有助于提高前列腺病变诊断水平。 

[关键词] 经直肠超声； 前列腺病变； 病理学； PSA 
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Relationship of image features of transrectal ultrasound of prostate disease and the observation outcome in 

clinical stages of prostate cancer HE Yan，WANG Xdao-yan，LING Bing，et a1．Department of Uhrasonography， 

the People 5 Hospital ofGuangxi Zhuang Autonomous Region，Nanning 530021，China 

[Abstract] 0bjective To observe and explore the characteristics of uhrasonography for transrectal color 

Doppler ultrasound in the diagnosis of hypertophy of the prostate disease and specific antigen(PSA)and image fea— 

tures in clinical stages of prostate cancer(Pea)systematically．Methods Patients clinically suspected of PCa under- 

went prostate exam by transrectal color doppler ultrasound，then by transrectal ultrasound guided prostate biopsy by 6 

points adding suspected nodes method，comparing with the PSA，pathologic results，PPBCs，Gleason score，and clin— 

ieal stages．Results In 413 patients confirmed by pathology(149 PCa，171 BPH，44 BPH with inflammation，49 

BPH with PIN and AAH)，prostate disease had some characteristic ultrasound images．Clinical stages A，B，C or D 

(Whitmore—Jewett methods)of PCa had some difierent characteristics of ultrasound images．The resuhs showed that 

PSA，PPBCs and Gleason grades were positively correlated with PCa stages respectively．Conclusion Transrectal 


