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· 实 验 研 究 · 

视网膜母细胞瘤染色体基因组不稳定性的分析 

黄庆 府伟灵 彭智培 张雪 蔡光伟 张健辉 

【摘要】 目的 研究视网膜母细胞瘤(RB)肿瘤细胞基因组的遗传学改变及其位点所在基因组区域。 

方法 以每例患者的外周血基因组为正常对照，采用基因杂合缺失(L()H)和微卫星不稳定(MSI)方法 

分析 15例 RB患者激光显微采样肿瘤细胞 1 9、20、21、22和 X染色体上 55个微卫星位点的基因组不稳定 

现象 结果 1 5例患者中，有 10例(67 )在 5条染色体的一个或多个位点上表现为基因组不稳定ELOH 

和 (或)MSI]，其中，染色体 19(33 )和 20(37 )的等位基因丢失频率高 于其它染色体，D19S902和 

D19S571间区域的高频 LOH现象提示 ，19ql3区可能与视网膜肿瘤发生相关。根据 MSI结果可划分出一 

个或多个位点发生MSI的RB亚群。 结论 首次提供了RB染色体 1 9和 2O的 L0H证据，并进一步证实 

了基因组不稳定在 RB肿瘤发生学中具有重要作用 。 
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[Abstract] Objective To explore the presence of common genetic alterations in retinoblastoma and 

to localize the altered genomic regions． Methods Genetic instability of chromosome 1 9。2O。21，22 and 

X of l 5 microdissected retinoblastoma tumors were analyzed by the lOSS of heterozygosity (LOH)and 

microsatellite instability (MSI)． Results Among the 1 5 patients with retinoblastoma． genome 

instability[LOH and(or)MSI]at one or more loci on the 5 chromosomes in 1O(67 )，in which the loss 
of a single allele was more frequent in chromosomes 19 (33 )’and 20 (27 )than in the other 3 

chromosomes． High—frequency L0H between D19S902 and D19S571 suggested gene loci in the 19ql3 

region might be associated with tumor development in retina．According to the result of MSI，M SI occured 

at least in one subset of retinoblastoma． Conclusions Our results provide first evidence of L()H in 

chromosomes 19 and 20 in retinoblastoma and further support the presence of genome instability in 

retinoblastoma that may play an important role in the tumorigenesis or progression of retinoblastoma
．  
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染色体 13ql4位点的 Rbl基因突变或等位基因 

缺失(allelic loss)是视网膜母细胞瘤(RB)肿瘤发生学 

重要特征之一l1]。但是，上述 Rbl遗传学改变和(或) 

Rbl蛋白的缺失并不能完全解释RB的发生 。有研 

究结果提示 RB患者除了染色体 13存在基因组不稳 

定现象之外，其它染色体的也同样存在，并且这些染色 

体的基因组不稳定性有 可能参与 了 RB的发生发 

展 。因此 ，在缩小基因组寻找范围的前提下，为了进 
一 步确定与 RB肿瘤发生学相关的关键性遗传学改 

变，我们应用基因扫描技术分析 RB肿瘤细胞 19、20、 

21、22和 X染色体的 55个微卫星标记基因杂合缺失 

(LOH)和微卫星不稳定(MSI)情况，从而确定了与RB 
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肿瘤发生学相关的基因组新区域。 

l 材料和方法 

1．1 RB肿瘤细胞和外周血标本的采集及其基因组 

DNA的制备 

15例配对肿瘤组织及其对应的外周血标本(正常 

对照)来自1990至 2000年就诊于香港眼科医院的RB 

患者。其中男性 10例(7例双眼，3例单眼)，女性 5例 

(4例双眼，1例单眼)，发病年龄为 604812 d。肿瘤组 

织标本制作成石腊切片后经激光显微采样(I CM，美 

国Arcturus公司)技术采集肿瘤细胞，以确保肿瘤细 

胞的正确采集率≥9O 。外周血和肿瘤细胞基因组 

DNA的提取按照试剂盒(QIAmp DNA Mini Kit，美 

国Qiagen公司)说明书进行。 
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1．2 荧光标记微卫星半 自动分析 

19、20、21、22和 x染色体的遗传学改变分析采用 

中等分辨率的连锁分析试剂盒(ABI Prism Linkage 

MappingSet—MD一10，美国 PE Biosystems公司)，该试 

剂盒的 55个微卫星标记等分于 19、20、21、22和 X染 

色体的不同位点，其聚合酶链式反应(PCR)引物均为 

荧光标记。采用上述荧光标记引物，PCR扩增微卫星 

片段后利用 ABI Prism 377 DNA Sequencer(美国 PE 

Biosystems公司)进行基因扫描，基因扫描标准品采用 

GenScan‘rM一400HD[ROX]Size Standard(美 国 PE 

Biosystems公司)，基因扫描结果采用 GenScan V2．1 

(美国PE Biosystems公司)和GenoTyper V2．0(美国 

PE Biosystems公司)分析 LOH和 MSI结果。PCR反 

应条件：95_C预变性 12 min；94 C下 15 S，55 C下 15 S， 

72lC下 30 S，共 15个循环；89 C下 15 S，55 C下 15 S， 

72C下 30 S，共 35个循环；72 C延伸 12 min。 

1．3 LOH和 MS1分析方法 

对每个待分析微卫星标记，患者外周血 DNA作 

为正常对照，用于确定等位基 因的杂合性 ，同时以 

CEPH Individual 1347—02人类基因组 DNA(美国PE 

Biosystems公司)作为内部参照，以确定微卫星 PCR 

扩增片段大小的正确性。当微卫星标记所在等位基因 

是纯合子时，即肿瘤组织和外周血基因组 DNA基因 

扫描结果显示等位基因均只有一个峰，称为 LOH分 

析的非信息位点，不再进行 LOH分析；反之，则称之 

为 LOH分析的有效信息位点，并根据等位基因非平 

衡因子(AIF)判读 LOH 结果。AIF的计算公式是 

AIF一(T1／N1)／(T2／N2)，其中 T1和 T2是肿瘤细 

胞基因扫描结果中等位基因的第 1和第 2个峰值高 

度，N1和 N2是相对应的外周血等位基因(正常对照) 
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的第 1和第 2个峰值高度 ]。为了便于后续分析，当 

AIF<1．00时，直接以 AIF来判断等位基因非平衡 

性 ，而当 AIF>1．00时，则以 AIF的倒数(1／AIF)来 

判断，从而使 AIF值的大小始终在 0．00～1．00范围 

内。当AIF~0．5时，定义为等位基因维持(正常或杂合 

性保留)；当 AIF≤0．5时，则定义为 LOH(图 1)。AIF 

值提示 LOH阳性的标本均进行重复试验确认 ，再以 2 

次结果的 AIF平均值来重新判断是否确实是 LOH。 

MSI的确定标准：当与对应的外周血正常细胞基因组 

等位基因相比，肿瘤细胞由于微卫星标记所在重复序 

列的增加或减少而导致 1个或 2个等位基因出现大小 

变化，从而在基因扫描结果中表现为多个峰的存在，称 

之为 MSI阳性(图 1)。 

1．4 统计学分析 

所有的有效信息位点用于计算包括 LOH和 MSI 

在内的基因组不稳定性的比例。 检验用于分析上述 

基因组不稳定性与 RB的病理及临床特征的相关性。 

2 结果 

2．1 LOH分析结果 

4条常染色体(19、20、21和 22)上微卫星标记共 

37个，杂合率平均值为 82 ，其中 78 (29／37)的微 

卫星标记杂合率>75％。X染色体上的 18个微卫星标 

记杂合率仅有 28 。15例患者中，10例(67 )患者在 

所有 5条染色体(19、20、21、22和 X)和 7例(46 )患 

者在 4条常染色体(19、20、21和 22)上表现为一个或 

多个位点的等位基因丢失VLOH和(或)MSI~。其中19 

号染色体占33 (5／i5)；20号染色体占 27 (4／15)； 

21、22号和 x染色体分别各 占 13 (2／15)(图 2)。 

LOH的分析结果表明，19和 20号染色体的等位基因 

∞  90 92 94 ，6 钾  100 102 1 

图 1 LOH和MSI的基因扫描示例图。T：肿瘤细胞；N：正常外川血对照；X轴：碱基对大小(绿色)；Y轴：荧光单位(红色)；黑箭： 

I OH或 MSI位点。D19S221表现为 MSI；D19S216表现为 I．OH(较小等位基因完全丢失)；D19S221位点表现为 I ()H(较小等位 

基因部分丢失，AIF一0．221) 

Fig．1 Electr0pher0gram of genes of LOH and MSI．T：tumor cells；N：corresponding normal peripheral blood samples；X-axis： 

size of basepairs(green)；Y—axis：fluorescence units(red)；Black arrows：locus of MSI or L0H
．
examples of LOH and MSI．MSI 

at D19S221，LOH at D19S216(complete loss of smaller allele)and D19S221(partial loss of sma11er aliele，AIF = 0
． 211) 

bh L 一 
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图2 染色体 l9、2O、21、22和X基【̂I雏I小稳定结果爪例 。【’hr：染色体名称，每条染色体以一条粗黑线隔开；Marker：按照人类物理图谱 
顺序排列的微卫星标记；1～15：1j例 RB患者；l|OC：微j 星位点的物理图谱详细对应位点(“一”提示对应的物理图谱位点目前尚小清楚)。 

根据基因扫描结果，可将基因组不稳定分为 I ()H、MS1、杂合性保留和非信息位点 
Fig． 2 Sketch map of genome instabilitv of chromosomes 1 9，20， 21，22，and X． Chr：name of chromosomes．in which each 

chromosome is delineated by a bold black line；Marker：microsatellire markers，in which all of the 55 markers：ire listed according to 

their order on human physical maps；l一1 5：1 5 cases of RB；I OC：detailed physical maps of location of each corresponding microsatellite 

marker(“一”indicates inaccurate location of the focus corresponding tO the relative physical locations)． Based on the resultS of genc 

scanning，genome instability can be divided into LOH，MSI，heterozygosity retention and not informative locus 

丢失频率高于其它 3条染色体。按照每个微卫星标记 

在 15例患者中的有效信息位点(非信息位点以外的其 

它所有位点)计算，有 5个微卫星标记在多名患者中发 

生 LOH，分 别 是 D19S902(2／12)、D19S571(2／8)、 

D19S220(2／14)、D20S117(2／12)和 D21S1914(2／14)， 

位于 19号染色体长臂的D19S902和 D19S571之问的 

区域 LOH发生率最高(20 ，3／15)，LOH 的频率峰 

值则位于 19q13．4的 D19S571(25 ，2／8)(图 2)。 

与其它患者相比，有 2例患者基因组不稳定现象 

较为突出，均在 4条常染色体的一个或多个位点上发 

生等位基因丢失(L()H)，其中，1例在 19号染色体的 

10个有效信息位点的 LOH频率高达 40 (4／10)，并 

且主要集中于染色体长臂(19q)(图 2)。 

2．2 RB亚群的 MSI现象 

4条常染色体的 37个微卫星标记中，有 2例患者 

的 MSI频率高于 4个位点。进一步分析表明，根据 55 

个微卫星标记中是否发生 MSI可划分出一类 RB亚 

群，这类 RB亚群包括 6例患者，其特征是在 55个位 

点中至少有一个位点发生 MSI(图2)。 

2．3 RB基因组不稳定与病理和临床特征的相关性 

分析结果 

15例 RB患者中，1l例为双眼 RB，4例为单眼 

RB。5例女性患者中有 4例为双眼 RB，而发生 L()H 

的 8例患者中，有 4例为女性。双眼(6／11)和单眼 

(2／4)RB的 LOH发生率差异无统计学 意义 ( ： 

0．24，P>0．05)。MSI在发病年龄 ( 一1．250，P> 

0．05)与侧向性( 。一0．024，P>0．05)之问差异无统 

计学意义。但是，有 3例双眼 RB患者均发生中等程度 

的 LOH和(或)MSI，即 55个位点中有 6个以上的位 

点出现基因组不稳定。 

3 讨论 

我们探讨了 RB患者的 19、2O、21、22和 X染色体 

的遗传学改变及其与 RB病理和肿瘤发生学的可能关 

联情况。微卫星标记在 4条常染色体的较高杂合率 

(82 )确保了LOH频率分析的准确性，而 X染色体 
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的较低杂合率可能与本研究中的性别分布有关(10例 

男性和 5例女性) ：。我们的研究结果表明，大分部 RB 

细胞具有一定的LOH频率(1～9个位点)。RB患者在 

19(33 )和 2O(27 )染色体的 I OH频率高于 21、22 

和 X染色体(均为 13 )，低于相同方法在染色体 13 

上检测到的 LOH频率(12／16，86 )，我们推测可能 

与 Rb1基因位于 13q14、且 Rb1基因失活是 RB发生 

的主要因素有关口 。在多名患者中发生 L()H的 5个微 

卫星标记(D19S902、D19S571、D19S220、D20S117和 

D21S1914)在其 它肿 瘤 中也 存 在较 高 的 LOH 频 

率[1 ” 。研究结果提示，上述微卫星标记所在位点的相 

关基因可能参与了部分肿瘤的发生机制。以前的研究 

结果表明，RB肿瘤细胞的 19、21、22和X染色体存在 

染色体核型异常现象，且可能是与肿瘤发生、发展相关 

的染色体晚期重排 。但是，本研究并未发现RB肿 

瘤细胞在上述 5条染色体的基因组不稳定现象[LOH 

和(或)MSI~与病理或临床特征有显著相关性。但是，相 

关性的缺乏可能受到标本数量较少(仅 15例)的影响。 

因此，进一步加大病例数将有助于了解基因组不稳定 

ELOH和(或)MSI~与病理和临床特征的相关性。 

至今已报道了 10例 RB肿瘤细胞的 13qXp转位 

(translocation)现象，提示13qXp转位可能与 RB的发 

生发展相关[1引。本研究中的女性患者在x染色体部分 

位点的LOH进一步证实了 RB肿瘤细胞 X染色体的 

基因组不稳定现象，但它是否与 13和 X染色体之间 

的重排相关还需要进一步研究确认。L()H结果表明， 

RB肿瘤组织中的一些特定位点更容易丢失等位基 

因，如染色体 19长臂(19q)D19S902和 D19S571之间 

的区域发生高频 LOH，提示位于或接近 19q13的基因 

可能参与 RB的发生发展。此外，有 3例患者均表现出 

较高的基因组不稳定性 [LOH 和 (或)MSI]，提示 

DNA修复或维持系统的缺陷可能与 RB的发生发展 

相关。尽管本研究中各位点所对应基因的功能并不清 

楚，但是，研究结果为 RB遗传学不稳定提供了新的科 

学依据。 

近期研究结果表明，RB基因组不稳定的发生机 

制可能与体细胞不稳定和错配修复(MMR)的 DNA 

修复基因启动子甲基化相关，如 hMLH一1 E16．1 77。MMR 

系统的功能是在 DNA复制过程中修复 DNA复制错 

误。MMR系统缺陷细胞的突变率比正常细胞至少高 

100倍，而且，突变主要发生于微卫星序列，因此，MSI 

被认为是细胞 MMR缺陷的一个重要突变子表型，也 

是肿瘤高危标志之一[1 。根据本研究中 5条染色体 

的 MSI发生频率可划分 出在一个或多位点上发生 

3l 

MSI的RB肿瘤亚群。根据已有的研究结果，我们推测 

上述基因组不稳定可能与 MMR基 因的遗传学 和 

(或)表观遗传学(epigenetic)缺陷直接相关。 

综上所述，本研究结果证实了RB肿瘤细胞的 19、 

20、21、22和 X染色体均存在不同程度的基因组不稳 

定现象，并且可能与 RB发生或进程相关，从而为 RB 

肿瘤细胞的基因组不稳定特征提供了新的科学佐证。 
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