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Abstract
誗AIM: To discuss the expression and clinical significance
of Pax6 gene in retinoblastoma(Rb) .
誗METHODS: Totally 15 cases of fresh Rb organizations
were selected as observation group and 15 normal retinal
organizations as control group. Western-Blot and reverse
transcriptase polymerase chain reaction ( RT - PCR )
methods were used to detect Pax6 protein and Pax6
mRNA expressions of the normal retina organizations and
Rb organizations. At the same time, Western Blot method
was used to detect the Pax6 gene downstream MATH5
and BRN3b differentiation gene protein level expression.
After the comparison between two groups, the expression
and clinical significance of Pax6 gene in Rb were
discussed.
誗RESULTS: In the observation group, average value of
mRNA expression of Pax6 gene was 0. 99 依 0. 03; average
value of Pax6 gene protein expression was 2. 07 依 0. 15;
average value of BRN3b protein expression was 0. 195 依
0郾 016; average value of MATH5 protein expression was
0郾 190 依 0. 031. They were significantly higher than the
control group, and the differences were statistically
significant (P<0. 05) .
誗CONCLUSION: Abnormal expression of Pax6 gene is
likely to accelerate the occurrence of Rb.
誗KEYWORDS:Pax6 gene; retinoblastoma; expression
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摘要
目的:探讨 Pax6 基因在视网膜母细胞瘤( retinoblastoma,
Rb)中的表达及临床意义。
方法:选择我院 2001-01 / 2012-12 收存在眼科病理室的
15 例 Rb 组织切片设为观察组,再选取 15 例正常视网膜
组织切片设为对照组。 应用 Western-Blot 及 RT-PCR(逆
转录酶链反应)法分别对正常视网膜组织及 Rb 组织中的
Pax6 蛋白和 Pax6 mRNA 的表达进行检测,同时应用
Western-Blot 法对 Pax6 基因下游的 BRN3b 及 MATH5 促
分化基因在蛋白水平的表达进行检测,最后进行组间比
较,进而对 Pax6 基因在 Rb 中的表达及临床意义进行
探讨。
结果:观察组 Pax6 基因 mRNA 表达平均值为 0. 99依0. 03,
Pax6 基因蛋白表达平均值为 2. 07依0. 15,BRN3b 蛋白表达
平均值为 0. 195依0. 016,MATH5 蛋白表达平均值为 0. 190依
0. 031,均明显高于对照组,差异有统计学意义(P<0. 05)。
结论:异常表达的 Pax6 基因可能对 Rb 的出现起到促进
作用。
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0 引言

摇 摇 在威胁人类生命安全及健康的疾病中,恶性肿瘤首当
其冲,视网膜母细胞瘤( retinoblastoma,Rb)属于原发性的
眼内恶性肿瘤,在儿童中多见,不仅对患儿的视力造成影
响,还会对其生命造成威胁[1]。 目前认为 Rb 的发生机制
不仅是局限于单纯的基因失活导致,而且还存在其他的基
因损伤而形成,Pax6 基因作为眼发育的调控基因,认为其
也参与 Rb 形成的过程。 我们通过 Western-Blot 及 RT-
PCR 检测 Pax6 基因,BRN3b 及 MATH5 在 Rb 中的表达,
现汇总如下。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 选择我院 2001-01 / 2012-12 收存在眼科病理
室的 15 例 Rb 组织切片设为观察组,再选取 15 例正常视
网膜组织切片设为对照组。 所有患者在手术之前并未进
行化疗、放疗等治疗。 所有标本均经中性福尔马林固定,
选择美国 Invitrogen 公司(美国)生产的 Trizol 试剂,鼠抗
人 Pax6 抗体由 CHEMICON 公司(美国)生产,MATH5 和
BRN3b 抗体均选择英国 Abcam 公司,BCA 蛋白定量试剂
盒选自韩国 SUNBIO 公司,Taq DNA 聚合酶由 Takara 公司
(日本)生产,反转录试剂盒由 QIAGEN 公司(美国)生产。
1. 2 方法
1. 2. 1 切片制作过程摇 用硫酸清洁液浸泡载玻片 24h,再
用蒸馏水反复冲洗,再用配置好的稀释多聚赖氨酸液浸泡
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1min,取出放入恒温箱(20益)中备用。 盖玻片同上,然后
将所有标本进行切片厚度约 4滋m,再放入烤箱中烘烤
(60益),使组织与玻片紧密接触。
1. 2. 2 染色 摇 对 Rb 组肿瘤组织切片进行苏木素-伊红
(HE)染色,以确认 Rb 的病理形态并观察 Rb 中是否存在
Pax6。 HE 染色病理切片表现的判定标准:未分化型:肿瘤
细胞不呈菊花团排列;分化型:肿瘤细胞呈菊花团排列。
1. 2. 3 RT-PCR检测 Pax mRNA 表达摇 提取 Rb 肿瘤组
织、正常视网膜组织的总 RNA 按照 Trizol 操作说明书进
行,然后对于 RNA 采用紫外分光度计检测吸光度值,确定
RNA 浓度后进行逆转录合成互补 cDNA,其中 mRNA 的上
样量定为 1滋g,-20益进行保存,再以 cDNA 为模板,进行
PCR 扩增,其中 Pax6 引物分别为 5蒺 - GCCTCATAAAG
GCGGAAGAC-3蒺 和 3蒺-TCACTC-GCGTGTCACTGTTC-5蒺,
引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。 PCR
操作步骤:10伊缓冲液 2滋L,MgSO41. 8滋L,dNTP 2. 0滋L,引
物 0. 25滋L,dH2O 30滋L 加入 cDNA 4滋L 中轻轻混合,然后
按 94益 3min,94益 30s,57益 30s,72益 1min,72益 5min 的
条件进行循环 30 次,最后取 PCR 产物 5滋L 进行琼脂糖凝
胶电泳。 用 TanonGis(天能)凝胶图象分析系统进行分析,
光密度确定 mRNA 的表达水平。 以目的基因片断 /
GAPDH 片断的条带 OD 比值对其相对含量进行分析。
1. 2. 4 Western-Blot 检测 Pax 蛋白表达摇 取 RB 组织、正
常视网膜组织各 20mg,冰上匀浆并留置 20min 予以充分
裂解,然后在 4益的环境下,以 12000r / min 的速度进行离
心 10min,取上清于-20益冻存,按照 BCA 操作法进行测定
蛋白浓度。 然后取总蛋白 50滋g 进行 SDS-PAGE 电泳,电
泳结束后,用电转仪将蛋白转移到 PVDF 膜上,时间约
45min,然后将 PVDF 膜在 4益环境下用 50g / L 脱脂奶粉封
闭 1h,封闭后再脱洗 3 次,然后加入 Pax6 和 BRN3b 与
MATH5 抗体,4益环境下过夜,次日再加入碱性磷酸酶标
记的山羊抗小鼠抗体孵育 1h,然后再脱洗 3 次,最后用显
色液显色定影。 使用 LabWorks 软件对图像进行灰度分
析,计算出三种蛋白的表达量。
摇 摇 统计学分析:统计学软件为 SPSS 13 . 0,计量资料

以 軃x依s 表示,对数据进行独立样本 t 检验,Rb 组中 Pax6
和 BRN3b 与 MATH5 蛋白表达相关性采用 Pearson 相关分
析,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 Rb组肿瘤组织分型摇 对 Rb 组肿瘤组织切片进行 HE
染色发现,观察组中 Rb 未分化型 7 例(图 1),分化型 8 例
(图 2),并且在 Rb 肿瘤组织中发现 Pax6 基因表达(图 3)。
2. 2 两组中 Pax6 mRNA 及蛋白的表达 摇 比较两组中
Pax6 mRNA 及蛋白表达,结果在正常视网膜组和 RB 组
中,均可检测出 Pax6,BRN3b 与 MATH5 蛋白的表达(图 4);
RT-PCR 结果显示:在正常视网膜组织和 RB 组织中,均可
检测出 Pax6 的表达(图 5),并且观察组 Pax6 mRNA 表达
平均值为 0. 99依0. 03、蛋白表达平均值为 2. 07依0. 15,均显
著高于对照组,差异有统计学意义(P<0. 05,表 1)。
2. 3 两组中 BRN3b 及 MATH5 蛋白表达 摇 比较两组中
BRN3b 及 MATH5 蛋白的表达,结果观察组 BRN3b 蛋白
表达平均值为 0. 195 依0. 016,MATH5 蛋白表达平均值为
0. 190依0. 031,均明显高于对照组,差异有统计学意义(P<
0. 05,表 2)。

图 1摇 未分化型视网膜细胞瘤(HE伊400)。

图 2摇 分化型视网膜细胞瘤(HE伊400)。

图 3摇 Pax6 在 Rb组织切片中阳性表达(箭头所示)。

图 4摇 正常视网膜组织和 RB组织中三种蛋白摇 A:正常视网膜

组织; B:Rb 组织。

图 5 摇 正常视网膜组织和 Rb 组织中 Pax6 的 RT-PCR 产

物图 摇 a ~ c:正常视网膜组织;1 ~ 3:Rb 肿瘤组织。
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表 1摇 两组中 Pax6 mRNA及蛋白的表达 軃x依s
分组 n(例) Pax6 mRNA Pax6 蛋白

观察组 15 0. 99依0. 03 2. 07依0. 15
对照组 15 0. 66依0. 04 1. 72依0. 11

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
t 5. 345 5. 241
P 0. 042 0. 040

表 2摇 两组中 BRN3b及 MATH5 蛋白的表达 軃x依s
分组 n(例) BRN3b 蛋白 MATH5 蛋白

观察组 15 0. 195依0. 016 0. 190依0. 031
对照组 15 0. 123依0. 007 0. 114依0. 005

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
t 5. 024 5. 012
P 0. 0002 0. 0005

2. 4 Rb组中 Pax6 和 BRN3b与 MATH5 蛋白表达相关性
分析 摇 根据多元相关性分析显示:Rb 组中,Pax6 蛋白表
达与 BRN3b 和 MATH5 蛋白表达呈正相关关系 ( r =
0郾 745,0. 736;P<0. 05)。
3 讨论
摇 摇 迄今为止,Rb 的发病机制尚未完全明确,在以往的研
究中发现,Rb 大部分起源于视网膜多克隆细胞混合体或
者多能干细胞,经过诱导可以向视网膜细胞的多种类型方
向进行分化[2]。 因此,在某种意义上 Rb 细胞可以被认定
为尚未定型的视网膜细胞。 与此同时,研究还发现视网膜
在发育过程中 Rb 的基因失活与母细胞瘤的发生密切相
关,失活的 Rb 基因能够将限制细胞周期的作用解除,因
而出现细胞增殖失控[3]。 但随着医疗技术水平的发展,现
在已认为对于其的发生并不是局限在单纯的基因失活方
面,而且还存在其他的基因损伤而形成,在眼的发育中,
Pax6 基因具有严格的时空顺序在视网膜发育的过程中,是
十分重要的调控基因,引起越来越多眼科研究者的关注[4]。

摇 摇 在研究 Rb 时,有学者发现与细胞周期有关的调控蛋

白出现了异常表达,说明细胞周期的异常调控与 Rb 的发

生密切相关[5]。 因此提示 Pax6 基因可能参与 Rb 形成的

过程。 结合本组研究表明,在 Rb 的肿瘤组织中检测到

Pax6 mRNA 的表达,Western-Blot 检测也表明有 Pax6 的蛋

白表达,并且表达水平均高于正常视网膜组织。 研究表明

Pax6 基因具有促进肿瘤细胞增殖和分化的作用,可能是

通过对于 BRN3b 和 MATH5 基因表达的调控实施的,
BRN3b 蛋白和 MATH5 蛋白在视网膜神经节细胞的分化

过程中形成,为标志蛋白。 今本研究显示:Pax6 与 MATH5
和 Brn3b 三种蛋白的表达均可在正常的视网膜组织中体

现,明显低于 Rb 组织中三种蛋白表达的水平,并且三种

蛋白的表达呈线性关系,因此在 Rb 的形成中可能是 Pax6
基因作为 Math5 和 Brn3b 的上游因子,促进其分化所致。
摇 摇 结合本研究表明,异常表达的 Pax6 基因可能对 Rb 的

出现起到促进作用,但是由于本研究的样本量较少,尚不

能足以说明问题,在今后的研究中我们会尽量完善,且对

于 Pax6 基因是否可作为治疗 Rb 的新分子靶点等问题尚

需要进一步的分子生物学研究来证明。
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