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胃粘膜肠化生组织中 p 5 3
、

A P C
、

K
一

ar s 基因突变的研究
’

王 东旭 ” 房殿春 刘 为纹 罗元辉 香 荣 (第三军医大学附属西南 医院消化内科 ) 重庆
,

4 0 0 0 3 8

提 要 目的
:

探讨 p 5 3
、

A P C 及 K
一

ar
s
基因突变在不 同类型肠化生癌 变中的作用

。

方法
:

用 P C R
一

S SC P

及 P C R
一

R F L P 技术检测 了 47 例肠 化生组织 中 p 53 基因 5
一

8 外显子 及 A P C 基因 1 5
一

6 外显子
、

K
一

ar s
基因第

12 位点突变
.

结果
:

47 例肠化生组织 中 p 53 突变 14 例
,

占 29
.

8%
,

A P C 及 K
一

ar
s
基因突变各 3 例

,

分别占

6
.

8写
.

肠化生中 1
、

I 型肠化 33 例
,

I 型肠化 14 例 (其中 3例与 I 型肠化并存 )
,

, 型肠 化 中 p 53 突变率为

5 7
.

1% ( 8 / 1 4 )
,

显著高于 I
、

I 型肠化 ( 1 8
.

2%
,

6 / 3 3
,

P < 0
.

0 5 )
,

而 A P C
,

K
一 r a s

基 因在 , 型肠 化 中的突变

率 (均为 14
.

3% )虽也高于 I
、

I 型肠化 (均为 3
.

0 % )
,

但统计学检验无显著惫义 ( P > 0
.

0 5 )
。

1 例 , 型肠化

同时检出 p 5 3及 K
一

ar s
突变

.

结论
:
不同类 型肠化生其分子改变机制有所不同

,
p 53 基 因与 I 型肠化生的发

生及痛 变可能密切相关
,

并可能成为胃瘤早期诊断的分子标志
。

关链词 肠化生 ; 突变
; p 53 基 因 ; A P C 羞因 ; K

一

ar
:
荃因

中圈法分类号 R 3 9 4
.

2 ; R 7 3 5
.

2

为明确 p 5 3
、

A P C
、

K
一 r

as 基因突变在 胃枯膜肠化

生及其癌变 中的作用
,

我们应用 P C R
一

S S C P 和 P C R
-

R F L P 技术对不 同类型肠化生组织中上述基因改变进

行了研究
,

以期为临床提供早期诊断及高危易感人群

的筛选及监测的分子标志
。

1 材料与方法

1
.

1 材料
4 5 例 中重度肠化 生组织来自我 院 1 9 8 8 年至 1 9 9 7 年间存

档的福尔马林石蜡标本
,

15 例新鲜肠化生标本 取 自手术患者
。

经病理检查
,

以 上肠化生 10 例来 自良性 胃病病人
,

50 例来自痛

旁组织
。

每例标本经连续切片 (新鲜标本行冰冻切片 )
,

其中厚

4拌m 切片 3 张
,

分别行 H E 及 A B / P A S
、

H ID /A B 染色
,

厚 1 0拌m

切片 1 5 张用于 D N A 抽提
。

方 法

D N A 抽提 参照 D
r

.

S ih
a
o[

,〕方法略有改动
.

依据粘

液组化染色结果
,

肠化生分 为 I
、

l 及 . 型 1z[
。

在 H E 切片上用

M ar ke
r
笔标出各型肠化生病变 范围

,

然后将 巧 张 1 0拌m 厚切

片常规脱蜡 至水 (新鲜标本不 需此步 )并 风干
,

置于 H E 切片

上
,

以 经过 消毒处理的微量注射器针头依次将每张切片上病变

组织 及正常组织 分别刮人 1
.

s m ! 离 心管中
,

以 1 % S D S 及蛋

白酶 K 消化 Z d
,

饱和氯化钠抽提 D N A
,

无水 乙醉沉淀
。

1
.

2
.

2 P C R 扩增 选 择 7 对 引物
,

分 别扩增 p 53 基 因 5
一

8

外显子
,

A P C 基因 1 5
一

6 外显子 及 K
一

ar s
基 因

,

p 53 基 因 5 对引

物由美国 N IH D
r

.

S h ia
。
惠赠

。

A P C
、

K
一

ar s
基 因引物由中科院

上海细胞所合成
,

引物情 况见文献 l[
,
3

,
4 ]

.

CP R 反 应总体积

2 0 ” l
,

其中模板 D N A 1 0 ~ 10 0 n g
,

T
r i s H C I 1 0 m m o l / L

,

K C I

5 0 m m o l / L
,

M g C I: 1
.

5 m m o l / L
,

d N T P 0
.

1 2 5 m m o l / L
,

引物

1 0 p m o l / L
,

T
a g D N A 多聚醉 2

.

O U
,

P C R 反 应条件依据不同

引 物而不同
.

取 5川扩增产物在 1
.

5 %~ 2%琼脂搪凝胶 中电

泳
,

以 明确扩增成功无杂带
。

1
.

2
.

3 S S C P 分析 以扩 增产物 为模板分别扩增 p 53 基 因

5
一

8外显子及 A P C 基因 1 5
一

6外 显子
,

引物与上一轮相同
。

每次

P C R 反应体积为 1 0“ 1
,

其中含 1 0 n g D N A 模板
,

2 0 p m o
l / L 引

物
.

1 U T a g D N A 多 聚 醉
,

3
.

7 X 1 0 4

13q
韶 P

, a
dC T P

,
0

.

1

m m o l / L d N T P
,

1
.

5 m m o l / L M g C I:
,

1 0 m m o l /L T
r is H C I

,
5 0

m m ol / L K C I
,

反应条件同第一轮扩增
,

反应周期 30 个
。

取 P C R

产物 5川
,

加 去离子 水 3川
,

上样缓冲液 (9 O% 甲酞胺
,

0
.

05 %二

甲苯脯蓝
, 。

.

0 5% 澳酚蓝 ) 3川
.

混合后 I O 0o C 变性 s m in
,

取 出后

迅 速放入 oo C 冰水中 以保持单链状态
,

然后在 8 %中性聚丙烯

酸胺凝胶中电泳
,

为了提高检出率
,

采用不同电泳条件进行 5 5

C P 分 析
.

电泳室温下 进行
,

时间 3~ 4 h 不等
。

电泳结束后凝胶

置 8 0
o

C 干燥 l ~ Z h
,

然后放射自显影 1 8~ 3 6 h
。

1
.

2
.

4 R F L P 分析 取 K
一 r a s

基 因扩增 产物 1 4拜 l 加人 g U

限制性内切酶 B
s t N l ( 6 U / V l ) 及相 应 b

u f fe r ,

6 0
o

C 过夜消化
,

8 %聚丙烯酞胺电泳
,

E B 染色
,

萦外灯下观察
,

照相分析
。

2 结果

国家自然科学基金资助项 目
,

N o
.

3 9 4 7 0 3 3 2

王东旭
,

男
.

36 岁
,

主治医 师
,

博 士
,

现 在解 放军 2 54

医院消化内科 天津
,

3 0 0 1 4 2

2
.

1 肠化生组织 中 p 5 3
、

A P C 及 K
一

ar
s
基 因突变率

6 0 例标本共有 47 例 D N A 抽提成 功
。

其中石蜡 32 例
,

新

鲜标本 1 5 例
。

共检出 p 5 3 基因突变 14 例
.

占 2 9
.

8肠 ( 1 4 / 4 7 )
.

其中 E x o n 5A 3 例
,

E S B 6 A 4 例
,

E 6 B 3 例
,

E 7 4 例
,

未见 E S 突

变
。

A P C 基 因 1 5
一

6 外 显子 突变 3 例占 6
.

4 % ( 3 / 4 7 )
,

K
一 r a s 1 2

位点突变 3 例占 6
.

4 %
,

见图 1 ~ 4
。
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,

等
.

胃粘膜肠化生组织 中 p 5 3
、

A P C
、

K
一

ar s
基因突变的研究 4 0 5

病肠化生 中 p 53 突变 1 例
,

未见 A P C 及 K
一

ar s
突变

。

经统计学

处理两组间 3 种基因突变差异不 显著 ( P > 0
.

0 5 )
。

3 讨论

胃癌 的发生发展是个多阶段多步骤的渐进性过

程
。

一般认为胃癌尤其肠型 胃癌经历了从慢性浅表性

胃炎~ 慢性萎缩性 胃炎 、 肠化生 ~ 异 型增生~ 癌的演

变过程
。

众多研究显 示多基因改变的累积与这一演进

过程密切相关
,

因而对癌前病变阶段尤其肠化生阶段

中抑癌基 因
、

癌基因改变的研究正成为新的研究热点
。

抑癌基因 p 5 3 与肠化生关系研究已有报道 .l[ 习
,

本研究

发现肠化组织 中 p 53 突变率为 2 9
.

8 %
,

突变集 中在

5
一

7外显子
,

这与国内外研究相近似 .1[ 习
,

提示 p 5 3 基因

5
一

7 外显子异常在肠化生的演变 中可能起重要作用
。

抑癌基因 A P C 及癌基因 K
一 r

as 突变与肠化关系研究

目前未见报道
,

本研究首次证实肠化生组织中存在着

A P C 基因 15 外显子及 K
一 r

as lZ 位点突变
,

提示 A P C

基因及 K
一

ar s 基因在胃粘膜癌变的起始阶段可能起一

定作用
。

我们既往研究发现 皿 型 肠化 (即不全结肠型 )与

I
、

I 型肠化在分化成熟程度
、

粘液性状
、

肿瘤相关抗

原表达
、

细胞分裂增殖功能和 D N A 含量方面均有明

显差别图
,

提示 该型肠化生具有与胃癌相类似的生物

学特性
。

本文进一步对不 同类型肠 化生组织中 p 5 3
、

A P C 和 K
一

ar s 基因点突变进行研究
,

首次发现 l 型肠

化 生 p 53 基因 突变 率显著高 于 I
、

I 型 肠化 ( 尸 <

0
.

0 5 )
,

A P C
、

K
一 r a s 在 皿型 肠化中突变率也高于 I

、

I

型 肠化
,

但统计学上无显著意义
。

此外还有 1 例 l 型肠

化同时检出 p 5 3
、

K
一 r

as 基因突变
。

以上结果提示这些

基因改变在肠化生中并非随机分布
,

可能与 l 型肠化

生密切相关
,

皿型肠化生较之 I
、

l 型肠 化生具有更显

著基因不稳定性
。

p 53 与 K
一 r as 突变在 l 型 肠化生中

同时检 出
,

提示 班型肠化生 可能存在基因改变累积现

象
,

因而可能更具癌变倾向
。

因此 l 型肠化生应属于重

要癌前病变
。

而 p 5 3 基因可能是 班型肠化生易感基因
,

检测 p 5 3 基因异常将可能成为 胃癌早期诊断重要指

标
。

比较癌旁肠化与 良性 胃病肠化基因突变发现
,

三

种基因突变主要发生在癌旁肠化
,

仅有 1 例 良性 胃病

肠化出现 p 53 基 因突变
,

尽管两组间差别无统计学意

义
,

亦可能提示癌旁肠化可能更易发生基因改变
,

这与

我们以往的研究相吻合川
,

进一步开展大样本肠化生

基因改变的研究
,

可能会得出明确结论
。

分析三种基 因突变在肠化生 中相互关系发现
,

三

者并无显著相关性
,

提示三种基因可能通过各 自不同

途径参与了肠化生的演变
。

既往对肠化患者 胃镜随访证 实 皿 型肠化容易癌

变 6[J
,

本文 又发现 l 型肠化中一部分已 出现与肠 型 胃

癌相近似的基因改变模式
,

因此加强对 皿型 肠 化定期 `

随访监测将可能有助于胃癌的早期发现
。
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f p 5 3
,

A P C
a n

d K
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.

8 % ( 1 4 / 4 7 )
,

6
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.
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.
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,

K
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药敏试验管理系统的建立及应用

E s t a b l i s h m e n t a n d a P P l i c a t i o n o f a d m in i s t r a t i v e s y s t e m f o r b a c t e r i a l s u s -

c e P t i b i l i t y t e s t

顾长 国
.

4 0 0 0 4 2

陈 蕾 ” 王文祖 子建文 谢晓峰 (第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所第一研究室 ) 重庆
.

为了合理筛 选抗生素
,

避免滥用
,

我们建立 了药敏试验计

算机管理系统
。 3 讨论

材料和方法

系统的建立和运行
:

4 8 6 计 算机
,

W in d
o w s 3

.

2 平 台
,

C 语

言
。

该系统设有患者姓名
、

科 室
、

所患疾病
、

标本性质
、

培养结果

和药敏结果等项 目
。

可设定 密码
,

对数据 即时查询
、

修改 和筛

选
。

用图表和文本输出结 果
。

本系统可 以对任何一种细菌进行

耐药性迫踪 及耐药率分析
。

本文对 1 9 9 3 年 l 月至 1 9 9 7 年 6 月 1 0 0 0 8 例葡萄球菌培

养 阳性病例进行耐 药性 追踪
,

19 9 7 年 1 月至 1 9 9 7 年 7 月 877

例葡萄球菌培养 阳性病例进行耐药率分析
。

所有病例住院期间

行血培养或伤口 分泌 物培养
,

结果均 以云南省卫生质控中心组

织发放的质控标准为依据
。

2 结果

2
.

1 葡萄球菌付氨千青霉素的耐药性追踪

1 9 9 3 年 l 月至 1 9 9 7 年 6 月
,

每半年为单位
。

1 0 0 0 8 例对氨

节青霉素的耐药率分别为
:

1 4 %
、

2 3 %
、

2 6%
、

3 0 %
、

3 9%
、

4口%
、

4 8 %
、

54 %
、

62 %
。

随着时间的推移
,

其耐药率逐渐升高
。

2
.

2 葡萄球菌时 6 种杭生素的耐药率分析

8 7 7 例对菌必 治
、

丁胺卡那
、

复方新诺 明
、

先锋 v 的耐药率

较低
,

分别为 7 %
、

9%
、

18 %
、

2 5 %
;
对 氨节青霉素

、

红霉素的耐

药率高
,

分别为 62 %
、

45 %
。

细菌对抗 生素的 耐药性形 成是一 个退渐适应 的过程
,

因

此
,

对过去和 目前某些抗生 素的耐药情况进行 分析总结
,

筛选

耐药率较低 的抗生素
,

可协助临床医生合理选择药品 l[]
。

抗生

素是重要的抗感染药物
,

但滥 用会引起细 菌的耐药性
,

使感染

的控制更加困难
。

耐药菌株多不易治疗
,

而且许多病原菌的耐

药性存在着地区差异 2[]
.

因此
,

每个医院都应当有药敏分析和

反馈制度
。

虽然应当根据具体病例的药敏结果选药
,

但
“
经验性

用药
”
往往在药敏结果出来前已经开始

,

多数是根据书本
、

文献

或个人的经验
.

盲目性较大
。

而实验 室定期分析和反馈药敏结

果
,

能反映感染病原菌的总体耐药概率和发展趋势
。

既可降低

药物的盲 目选择
,

又可防止耐药菌的进一步发展
。

应用本 系统

定期分析药敏结果
,

及时反馈
,

可促进合理用药
,

防止耐药菌株

的产生和发展
。

关健词 药敏试验
;
药品管理

中图法分类号 R 969
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