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　　提　要　为探讨基因的改变在膀胱移行细胞癌发生过程中的意义 ,应用聚合酶链反应—— 限制性片段

长度多肽性 ( PCR-RFLP)法 ,检测 50例膀胱移行细胞癌 ra s、 p53基因突变。结果显示:正常膀胱粘膜未检测到

基因突变 ,膀胱移行细胞癌 Ha-ras基因第 12位密码子突变为 16例 ( 32% ) , p53基因突变为 9例 ( 18% ) ,均系 248

位点突变。Ha-ras-12位点突变率随病理分级增高而增高 ,与膀胱移行细胞癌分级显著相关 ( P < 0. 05)。ras基

因、 p53基因突变患者死亡率高于无突变患者。4例膀胱移行细胞癌存在 ras基因及 p53基因共同突变。

　　关键词　移行细胞癌 ;膀胱肿瘤 ;癌基因 ;抑癌基因 ;预后

　　中图法分类号　 R737. 14

　　目前一些研究表明 , ras基因激活及 p53基因失活

与多种肿瘤的发生、发展有密切关系 ,点突变是 ras基

因激活及 p53抑癌基因失活的主要方式。我们采用

PCR-RFLP法检测膀胱移行细胞癌 ras基因、 p53基因

点突变 ,旨在探讨基因改变在膀胱移行细胞癌发生过

程中的意义 ,并为其临床诊断及判断预后提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材料
　　取自我校三所附属医院 1979年～ 1994年间 ,有随访资料的

手术切除膀胱移行细胞癌标本共 50例 ,其中 10%福尔马林固

定、石蜡包埋组织 43例 ,新鲜组织 7例 (液氮贮存 )。取切除标本

残端正常粘膜 10例作为对照 (石蜡包埋 )。

　　 ra s基因引物由北京大学生命科学中心合成 , p53基因引物

由中科院上海细胞生物研究所合成。引物序列如下:

　　 HR　 5′-C AGGGCCCTCCT TGGCAGG-3′

5′-GTCGTAT TCGTCCACAAAATGG-3′

　　 p53　 5′-CCCAAGGCGCACTGACCTC A-3′

5′-GC TCC TGACCTGGAGTCTTC-3′

　　蛋白酶 K、 Taq DN A多聚酶、 4种脱氧核苷酸、 DN A分子

量标记物、限制性内切酶 M SPI、 HaeⅢ等 ,均购自华美生物工

程公司。

1. 2　方法
1. 2. 1　提取 DNA　　将石蜡包埋组织连续切成 5μm～ 10μm

厚蜡片 3～ 5片 ,放入 Eppendo rf管中 ,经二甲苯、乙醇脱蜡 ,蛋

白酶 K消化 ,酚 /氯仿抽提 ,乙醇沉淀 ,用 TE溶解提取 DN A。

新鲜组织 0. 5 g～ 1. 0 g ,剪碎 ,放入 50 m l离心管中 ,同上方法提

取 DNA。

1. 2. 2　聚合酶链反应 ( PCR)　　 1μl～ 2μl样本 DN A加入 20

μl标准反应体系中 ( 10 mmo l /L T ris-HCl, 50 mmo l /L KCl, 1. 5

mmo l /L MgCl2 , 0. 2 mmo l / L d ATP、 dGT P、 dC TP、 d TTP, 1. 0

μmo l /L引物 , 1 U～ 3 U Taq DN A多聚酶 ) ,置 PCR循环仪上

扩增。ras基因循环参数: 94℃ 40 s, 58℃ 40 s, 72℃ 60 s,循环

35周期 , 72℃放置 10 min; p53基因循环参数: 94℃ 40 s, 54℃

40 s, 72℃ 60 s,循环 35周期 , 72℃放置 10 min。

1. 2. 3　限制性片段长度多肽性分析 ( RFLP)　　取 10μl扩增

产物加相应的限制性内切酶 ( Ha-ras-12位点及 p53-248位点经

M SPI酶切 , p53-249位点经 HaeⅢ酶切 ) ,消化 12 h～ 28 h ,酶解

产物用 4%聚丙烯酰胺垂直电泳分析。

1. 3　统计学分析
　　所有资料进行 χ2检验。

2　结果

2. 1　临床资料分析
　　 50例膀胱移行细胞癌中 ,男性 41例 ,女性 9例 ,男女之比为

4. 56 1。年龄最小 35岁 ,最大 89岁 ,平均年龄 61. 7岁。术前病程

最短 1 d,最长 17年。随访结果最短 6个月 ,最长 14年。组织学分

级: Ⅰ 级 9例、Ⅱ级 20例、Ⅲ级 21例。肿瘤发生部位: 膀胱颈 6例、

膀胱壁 (前、后、侧 ) 14例、三角区 6例、顶部 8例、输尿管 3例、多部

位 13例。肿瘤大小: 最大直径 20 cm,最小为 0. 5 cm,肿瘤小于 5

cm者 38例 ,大于 5 cm者 12例。

2. 2　膀胱癌 ras、 p53基因突变结果分析
　　 Ha-ras基因第 12位密码子引物扩增片段长 170 bp,经

M SPI酶切 ,野生型形成 48 bp、 56 bp、 66 bp 3个片段 ,突变型形

成 48 bp、 122 bp两个片段。

　　 p53基因引物扩增片段长 164 bp, p53-248位点经 M SPI酶

切 ,野生型切成 113 bp, 51 bp两个片段 ,突变型酶切为 164 bp。

p53-249位点经 HaeⅢ酶切 ,野生型被切成 27 bp、 46 bp、 90 bp 3

个片段 ,突变型被切成 27 bp、 136 bp两个片段。

　　本组 50例膀胱移行细胞癌中 , 16例存在 Ha-ra s-12位点突
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变见图 1, 9例存在 p53-248位点突变见图 2, 4例存在 r as基因、

p53基因共同突变 , p53-249位点没有发现点突变见图 3,膀胱正

常粘膜未检测到 ra s基因及 p53基因突变见表 1。r as基因突变

率随膀胱移行细胞癌分级增高而增高 ,Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ 级之间差异显

著 ( P < 0. 05)。

图 2　 p53第 248密码子 RFLP分析

Fig 2　 RFLP analysis of codon 248 of p53 gene

M: Marker ( PBR 322+ HaeⅢ ) ; 1, 2, 3, 4, 6: Wild

type; 5: Mutant type; 7: Amplified band

图 3　 p53第 249位密码子 RFLP分析

Fig 3　 RFLP analysis of codon 249 of p53 gene

M: Marke r ( PBR 322+ HaeⅢ ) ; 1～ 5: Wild type;

6: Amplified band

表 1　膀胱移行细胞癌 ras、 p53基因突变结果

Tab 1　Result of ras and p53 genes mutation of

transitional cell carcinoma of bladder

ras gene p53 g ene
His to type Cases

Ha-ras-12 p53-248 p53-249

　 Normal mucosa 10 0 0 0

　 Bladder t ransit ional cel l

　　 carcin om a 50 16 9 0

　　 50例膀胱移行细胞癌 ,有 ra s基因突变者死亡率为 50% ,高

于无 ra s基因突变患者死亡率 11. 8% ( P < 0. 05)。p53-248位点

突变患者死亡率 55. 6% ,高于无突变患者死亡率 17. 5% ( P <

0. 05)。ra s、 p53基因共同突变患者死亡率为 75% ,高于无 r as、

p53基因突变患者死亡率 19. 6% ( P < 0. 05) ,见表 2。

表 2　 50例膀胱移行细胞癌患者死亡率 (% )

Tab 2　Mortality of patients in transitional cell

carcinoma of bladder (% )

ras p53-248 Both ras and p53

M ( 16
cases)

N ( 34
cases)

M ( 9
cases )

N ( 41
cas es )

M ( 4
cas es )

N ( 46
cases)

Recu rrence
18. 8

( 3 /16)

5. 9

( 2 /34)

11. 1

( 1 /9)

9. 8

( 4 /41)

0

( 0 /4)

10. 9

( 5 /46)

Death
50. 0

( 8 /16)

11. 8

( 4 /34)

55. 6

( 5 /9)

17. 5

( 7 /41)

75

( 3 /4)

19. 6

( 9 /46)

M: Mutation; N: No mutation

414　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 18卷



3　讨论

　　迄今已发现 ras基因通过各种机理参与多种肿瘤

的发生 ,并在多种肿瘤中发现 ras基因点突变 ,其中胰

腺癌中 k-ras突变率为 90% ,甲状腺癌和大肠癌 k-ras

突变率为 50% ,髓性白血病中 N-ras突变率为 30% ,胃

癌中 Ha-ras突变率为 40%
[ 1]
。近年来国内外一些学者

采用不同检测方法对人类膀胱移行细胞癌的 Ha-ras

基因突变进行分析 ,发现膀胱移行细胞癌 Ha-ras突变

率为 30%左右 [2, 3 ]。本组检测膀胱移行细胞癌 Ha-ras-

12位点突变阳性率 32% ,且在组织分化差的Ⅲ级膀胱

移行细胞癌中 , Ha-ras基因 12位点突变率高于高分化

的Ⅰ 级膀胱移行细胞癌 ,与 Czerniak等
[4 ]结论相一

致 ,因此在预测膀胱移行细胞癌恶性程度时 ,检测 ras

基因突变具有参考价值。有关 ras基因突变与肿瘤预

后的关系也越来越受到关注 ,杨清浩等 [5 ]检测 ras基

因在膀胱移行细胞癌中点突变的结果表明:有 Ha-ras

基因点突变的病人膀胱移行细胞癌的复发率和淋巴结

转移率明显高于无点突变患者。本组检测膀胱移行细

胞癌有 ras基因突变患者死亡率明显高于无 ras基因

突变患者 ,与文献 [5 ]报道相一致。因此我们认为 ras

基因突变的检测对于膀胱移行细胞癌预后判断有一定

指导意义。

　　随着分子生物学技术发展 ,人们对 p53基因与膀

胱癌的发生、发展与预后的关系进行了研究。Fujimo to

等
[6 ]
对 25例膀胱癌标本采用 PCR-SSCP法检测 p53基

因变异 ,结果 8例突变均发生在Ⅲ级膀胱癌中 ,表明分

化差的膀胱癌中 p53突变率高。本组采用 PCR-RFLP

法检测膀胱移行细胞癌 p53-248位点突变阳性率

18% ,检测结果显示与病理分级无明显差异 ,这可能与

p53基因点突变较多 ,且分散有关。目前检测 p53基因

突变已被广泛用于判断病人预后 ,研究表明: p53基因

突变与病人预后有关 ,有突变的 p53表达 ,预后不

良 [7, 8 ]。本组检测结果表明: p53基因突变患者死亡率高

于无突变患者 ,提示 p53基因突变对膀胱移行细胞癌

判断预后有一定指导意义。我们对 249位点突变检测没

有发现点突变 ,说明 249位点在膀胱移行细胞癌中可能

不常见。

　　 Slingerland等
[9 ]
研究中发现 p53基因突变与活化

的 ras基因在细胞转化过程中具有协同作用。有关 ras

基因与 p53基因共同突变在膀胱移行细胞癌的检测 ,

尚未见报告。我们检测结果表明: 4例膀胱移行细胞癌

中存在 ras基因与 p53基因共同突变 ,且与膀胱移行细

胞癌预后有关 , ras基因与 p53基因共同突变患者死亡

率 ( 75% )高于无 ras、 p53基因突变患者死亡率 ( 19.

6% )。说明突变型 ras基因与突变型 p53基因协

同在膀胱移行细胞癌诊断及判断预后方面具有重要意义。
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Detection of the point mutation of ras and p53 in bladder transitional cell

carcinoma and its clinical signif icance
Yu Dongmei, Liu Fengxuan, Liang Zhiy ong, Chen Yisheng , Luo Yuanhui , Lu Rong ( Depa rtment of Patholog y ,

Southw est Hospital, Third M ilitary Medical Univ er sity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　 Mutation o f ra s and p53 in 50 cases of bladder transitio nal cell car cinoma ( BTCC) was detect-

ed with PCR-RFLP to explo r e the ro le play ed by gene changes in the occurr ence of BTCC. It w as found tha t:
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( 1) No mutation w as seen in the normal bladde r mucosa w hile the point mutation at codon 12 of

Ha-ras gene was found in 16 and that o f p53 gene found in 9 cases o f BTCC; ( 2) The po int mutation in codon

12 o f Ha-ras gene increased with pro g ression of the pa tho lo gica l g rade ( P < 0. 05); ( 3) The mo r ta lity of the

pa tients with mutation of ras and p53 w as higher than tho se without; ( 4) Four cases o f BTCC exhibited mu-

tation of bo th ras and p53 genes.

　　 Key words　 bladder transitional cell ca rcinoma; oncogen; onco-suppresso r g ene; pro gno sis

　　 (上接 386页 )

1　材料与方法

1. 1　仪器与试剂
　　超声雾化器 (上海合力医疗器械厂 , 402型 ) ,分光光度计

(四川分析仪器厂 , 721型 ) ,Ⅲ型肺炎球菌 ( S. Pneumoniae,北

京药品生物检验所 )。

1. 2　实验动物与分组
　　Wistar大鼠 36只 (四川中药研究所动物室提供 ) ,雌雄不

拘 ,体重 115 g～ 125 g ,随机分为两组: ①假手术组 ;②脾切除

组。分组术式参照文献 [1 ],术后在同等条件下喂养 6个月 ,进行

实验观测。

1. 3　制备肺炎球菌悬液
　　按常规方法培养肺炎球菌 ,离心弃上清 ,再用 PBS( 0. 01

mo l /L , pH7. 2)洗两次 ,用分光光度计测 A值 ,调整细菌悬液浓

度为 5× 109 /ml,并倍比稀释作血平皿培养计数菌落形成单位

( CFU )值验证。

1. 4　肺炎球菌雾化吸入
　　将细菌悬液加入超声雾化器中 ,以 1 ml /min的速度雾化送

入汽雾箱 ,动物置于汽雾箱中自主呼吸吸入肺炎球菌 30 min,

吸入结束后: ①立即在无菌条件下取全肺组织 ,作组织匀浆 ,倍

比稀释后血平皿 37℃培养 18 h,计数 CFU /克组织值 ;② 6 h和

24 h取肺组织 , 10%福尔马林血管内固定 ,石蜡包埋 ,常规切

片 , HE染色后组织学观察 ;③ 24 h外周血培养 ,计数 CFU /ml

值。

2　结果

2. 1　肺组织培养 CFU值结果

　　假手术组动物肺中活菌量为 6. 03× 105± 158 /克组织 ,脾

切除组为 5. 97× 105± 245 /克组织 ,两组间差异无显著性 ( P >

0. 05)。

2. 2　肺组织学观察
　　大鼠在吸入肺炎球菌后 ,均有精神差 ,活动少 ,呼吸急促等

表现 ,脾切除组动物症状呈进行性加重 ,体毛竖立 ,呼吸时伴有

“咕咕”声 ;组织学观察可见假手术组动物肺组织呈典型肺炎球

菌肺炎病变过程 ,肺泡中有纤维素性渗出 ,中性粒细胞浸润 ,红

细胞数量少 ;而脾切除组动物肺泡中充满大量红细胞 ,中性粒

细胞相对较少 ;尸检还发现有一侧或双侧肾上腺出血。

2. 3　外周血培养 CFU值结果
　　假手术组动物外周血中活菌量仅 ( 9. 14± 15. 30) /ml,脾切

除组动物外周血中活菌量达 ( 1. 62× 105± 142) /ml,两组间比

较差异非常显著 ( P < 0. 01)。

3　讨论

　　肺炎球菌常存在于正常人的口腔及鼻咽腔 ,在一定条件下

可在呼吸道感染致病 ,有一些实验经腹腔或静脉注射建立感染

模型 ,不符合该菌正常侵入途径 ,忽略了呼吸道防御机制 ,特别

是经静脉注射直接形成菌血症 ,不容易控制剂量 ,致使动物迅

速死亡 ;而经鼻腔或气管内注射 ,菌液不能散布于气道内均匀

进入肺泡中 ,而且菌液容易自然流出或通过反射喷出 ,使每个

动物接受的菌量不恒定 ,影响实验结果。采用超声雾化器能将

肺炎球菌悬液雾化成直径 0. 1μm～ 0. 3μm的汽雾颗粒 ,使动

物在自主呼吸过程中吸入细菌 ,模拟肺炎球菌正常侵入方式 ,

结果表明两组动物吸入的细菌量差异无显著性 ;采用 5× 109 /

ml的肺炎球菌悬液按 1 ml /min的速度雾化 ,大鼠在汽雾箱中

吸入 30 min后 ,脾切除组大鼠 24 h后外周血中活菌量达到 105 /

ml,肾上腺有出血 ,肺泡中充满大量的红细胞 ,表明成功建立

OPSI的动物模型。

　　关键词　肺炎球菌 ;动物模型 ;脾切除后凶险性感染

　　中图法分类号　 R657. 7
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