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摘 要 为 研究生长 抑素受体 三种 亚 型 (S S T R I一 3) 在原发 性乳腺 癌 中 的分布特性
,

以

[ a 一 3

ssl dA TP 标记 s s
RT 三种亚型的寡核昔酸为探针

,

运用原位杂交技术
,

检测 10 例乳腺癌组

织中S S T R I一 3m R N A的表达模式
,

并用 L ie c a 图像分析仪对表达密度作半定量分析
。

结果表

明
,

S S T R I一 3在乳腺癌中的表达模式以表达 S S T R Z为主 (7210)
;

从S S T R I一3在乳腺癌中的表达

密度看
,

S S T R Z高于 其它两种亚型 (82
.

3 士 1
.

4)
,

与 S S T R I
、

3相 比
,

S S T R Z为优势表达亚型

(P < .0 01 )
.

说明S ST R 3种亚型在乳腺癌中可同时表达
,

其分布模式呈异质性
,

其表达模式存在

着较大的个体差异
,

从表达率及表达密度的半定量分析来看
,

S S T R Z均为主要表达亚型
,

提示

乳腺癌具有接受生长抑素类似物靶向药物治疗的乐观前景
。

关健词 受休
,

生长抑素
,

乳腺癌
,

分布

生长抑素受体 (S ST R )不仅在多种A P U D瘤(胺前体摄人脱梭瘤 )中呈高密度表达
,

而且在

原发性乳腺癌 (以下简称乳腺癌 )中也有其分布与表达的特性
.

本研究采用原位杂交组织化学

技术
,

检测 S S T R三种亚型在乳腺癌组织中的表达与分布特性
,

旨在为选择具有抑制乳腺癌

增殖效应的
、

能特异结合 S S T R某亚型的靶向药物奠定实验基础
。

1 材料与方法

1 .1 组织取材

来源于第四军医大学西京医院
、

唐都医院外科手术切除标本
,

均经病理组织学证实
。

共

收集 10 例标本
,

标本用生理盐水清洗血迹
,

并迅速置于液氮中速冻
,

然后放置在一 80 ℃中备

用
.

1
.

2 寡核昔酸探针的制备

所用 3种寡核昔酸探针分别与 S S T R I一 3 m R N A 的一段相反义
,

并依次对应于 S S T R I一 3

的第2 5 2一 2 6 7
、

2 5 7一 2 5 2
、

5 6 6一3 5 1氨基酸序列 [`
,2 ]

,

具体序列如下
:

S S T R I : A T G G T G G C C C T C A A G G C C G G C T G G C A G C A G C G C A A G C G C

T C G G A G C G C
;

S S T R Z: T C C T C T G G A A T C C G A G T G G G C T C C T C T A A G A G G A A G A A G

*
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T C T G A G A A G ;

S S T R 3: C C G T G T G C G C A G C C A G G A G C C C A C T G T G G G G C C C C C G G A

G A A G A C T G A
。

上述 探针 由北 京赛百盛 (美国 )生物 工程公司 ( C y b e r s y n
,

B J )的 A p p l i e d B i o s y s t e m s

3 81 A型 D N A合成仪合成
。

1
.

3 寡核普酸探针的标记

采用 [ a 一 3 55 〕d A T (P > 37 T B q /~
ol

,

由中国同位素总公司订购的英国A m er hs am 公司

的产品 )为标记原料
,

用 3’ 一末端标记法对上述3种探针分别进行标记
,

反应终止后用核昔酸

纯化柱纯化产品 3[]
。

标记探针的放射性比活度为 66
.

6一 99
.

g G B q /m g
。

1 .4 原位杂交程序 41[

将 预先冻存的组织块移人恒冷箱切 片机 (德国L ie ca 公司生产
,

C M 1 8 00 型 )中进行切片

( 10 一 15 林 m )
,

并将所需 的切片贴在经明胶处理的载玻片上
。

取快速干燥的组织切片
,

置

4 %多聚 甲醛固定 20 一 30 m in
,

用0
.

l m ol /L P B S冲洗及杂交前处理液处理
,

再经系列酒精
、

氯仿脱水
、

脱脂
。

杂交时将 20 0 协 L杂交液
、

15 协 L D T T及标记探针 (5
.

92 一 .8 88 M B q )滴加到

切片表面
,

湿环境中孵育 24 h( 37 ℃ )
。

杂交后
,

用 1 x S S C冲洗切片
,

然后行脱水干燥
。

最后

将 K o n i e a N R 一 M
Z型 核乳胶涂在切片表面

,

置暗盒中曝光 (4℃ )
。

4一 6周后用 K o d a k D 1 9显

影液显影
,

F 一 5坚膜定影液定影
,

水洗后经硫茧复染
、

脱水
、

透明后
,

用中性树胶封片
,

在

光镜下明
、

暗视野观察
,

并用 L ie ca 图像分析仪处理结果
。

为避免外源性 R N as e 的污染
,

在做杂交过程中采取了如下措施 3I[
:

实验操作在专用的原

位 杂交实验室完成
,

操作者戴 口罩及手套
;

玻璃器皿常规消毒后
,

经D E P C浸泡处理一双蒸

水漂洗一高压消毒去除D E P C 一 2 50 ℃烘烤 4 h 以上
;
塑料器材均使用一次性用品

,

使用前进行

高压消毒
;

所有溶液加D E P c 处理过夜一高压消毒处理 (l
.

03 4 x l护P a
,

15 一 30 m i n)
;
所用的

D T T试剂经 0
.

2 件m 的微孔滤膜过滤除菌
。

1
.

5 竞争性对照试验

随机抽取每例乳腺癌的部分切片经常规杂交前处理后
,

用含过量的未标记探针的杂交液

进行预孵育
,

冲洗后
,

再用含标记探针的杂交液进行杂交
,

结果未发现阳性杂交信号
,

说明

本实验所用探针与预封闭的靶组织无非特异性杂交
。

1
.

6 杂交信号图像分析

从 10 例乳腺癌组织标本中
,

随机选取每种亚型的各 4张切片
,

运用 L ie ca Q一 5 00 图像分

析仪 (G er m a n y )对其透光度进行测量
,

即同时在 同一张切片上选取其本底 区进行透光度测

量
,

以其透光度为 1 00
,

对各个切片的相对透光度进行统计分析
。

相对透光度的值越小
,

表

明杂交信号越强
,

即 S S T R亚型表达密度越高
。

1 .7 统计学分析

采用完全随机方差分析( A N O V A )对结果进行统计学处理
。

2 结果

2
.

1 S S T R I一 3在乳腺癌组织中的定性分布

S S T R I一 3在乳腺 癌组 织 中 的定性分布见表 1及图 1
一

东 1中
, “

+
”

表示细胞表面银颗粒

密度高于本底 5倍
,

即表明m R N A 一寡核昔酸杂交体的存在
。
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S ST R亚 型在乳腺癌中的分布
,

并提出了S S T R Z分布占优势的观点
。

本实验结果提示 S S T R 3

种亚型在乳腺癌中可 同时表达
,

其分布模式呈异质性
,

其表达模式存在着较大的个体差异
,

从表达率及表达密度的半定量分析来看
,

S S T R Z均为主要表达亚型
,

且与 S S T R I
、

3组相

比
,

具有统计学意义上的差异
。

R e u b ile l进一步研究认为乳腺癌高度表达 s s T R的可能机理

是
:

正常乳腺中含有极少量
、

难以用 目前技术检出的低密度 S S T R
,

当乳腺内那部分神经内

分泌 细胞发生癌变后
,

形成 S S T R的
“

重新
”

表达
,

使其表达密度显著提高
。

明确乳腺癌组织

中 S S T R Z亚 型 的优势表达
,

选择与之亲和力强
、

特异性高的S S A如O e t r e o t id e
、

R C一 1 6 0等

作为配体
,

并用放射性核素进行标记
,

就可对乳腺癌进行 S S T R受体闪烁显像的定位诊断和 /

或受体介导的特异性靶向放射治疗
。
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