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、

P
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基因点突变的检测

梁智勇

罗元辉

柳凤杆

房殿春

(第三军医大学附属西南医院病理科 ) 重庆
,
6 3。。 3 8

(第三军医大学附属西南医院消化内科 ) 重庆
,
6 3 0 0 3 8

提 要 应用 P C R
一

R F L P 法检测了 20 例正常大肠粘膜
、

30 例大肠腺瘤
、

74 例大肠腺癌及 74 例癌旁粘

膜
r a s 、

P ” 基因点突变
。

结果显示
,

正常大肠粘膜及癌旁粘膜未检测到基因突变
,

大肠腺瘤及腺癌
r a :

基因突变

率分别为 26
.

7%及 41
.

9 %
,

且
: a s

基因突变率随腺瘤大小及不典型增生程度增高而增高
。

大肠腺瘤及腺癌

sP
,

基因 (第 248 位点 )突变率分别为 1
.

3纬及 1 4
.

9环
。

1 例腺瘤
、

6 例腺癌存在 ar
s
及 P s 3

两种基因突变
,

并且存

在两种基因突变的大肠癌患者预后差
.

提示
r a s 、

sP
,
基因突变对大肠癌的发生

、

发展均起一定作用
。

关键词 大肠肿瘤 ;癌基因 ,点突变
, P C R

一

R F L P

中图法分类号 R 7 35
·

34

点突变是癌基 因激活及抑癌基因灭活的一种方

式
,

突变型 ar
s
基因及突变型 P

5 3

抑癌基因均具有转化

细胞的能力
,

目前 已在多种肿瘤 中检测到
r a s 、

sP
3

基因

突变
,

并且这两种基因突变与某些肿瘤的发生
、

发展相

关 l[,
2〕

。

本文 旨在探讨
r a s 、

P S,

基 因突变 在大肠癌 发

生
、

发展过程 中的作用
,

为 临床诊断与治疗提供理论

依据
.

1 材料与方法

1
.

2
.

1

方法

提取 D N A 将石蜡包埋组织块切成 5 拌m 厚蜡片

1
.

1 材料

标本选 自本院病理科 1 9 8 7一 1 9 9 3 年手术切除及活检病

例
,

正常大肠粘膜 20 例
,

腺瘤 30 例
,

腺癌及癌旁粘膜各 74 例
,

经 10 %福尔马林固定
,

石蜡包埋
。

ar s
基因引物由北京大学生命科学中心合成

,

sP
3

基因引物

由中科院上海 细 胞生物研究所合成 (表 1 )
。

蛋 白酶 K
、

T aq

D N A 聚合酶
、

四种脱氧核普酸
、

D N A 分子量标志
、

限制性内切

酶 H p a 一 、

H
a e l 、

B s t N I 及 H p h l 购 自华美生物工程公司及

s ig m a
公司

。

一 5 片
,

经二甲苯
、

乙醇脱蜡
,

蛋白酶 K 消化
、

酚 /氛仿抽提
、

乙

醇沉淀
,

T E 缓冲液溶解a[]
。

2
.

2
.

2 多聚酶链式反应 ( P C R ) i ~ 3 拜l 样本 D N A 加入 5 0

川标准反应体系中
,

置 P C R 循环仪上扩增
。

r a s

基因循环参数
:

9 4 ,C 4 0 5 ,

5 5 ℃ 4 0 5 ,
7 2 ℃ 6 0 5 ,

循环 3 5 个周期
.

P , 3

基因循环

参数
: 9 5 ,C 3 5

5 ,

55 ℃ 4 0 5 ,
7 2℃ 6 0

5 ,

循环 3 3 个周期
。

1
.

2
.

3 限制性片段长度多态性分析 ( R F L P ) 扩增产物经

酚 /氯仿抽提后
,

加 15 川去离子水溶解
,

经相应的限制性内切

酶 ( H a 一 r a s 一 1 2 位点及 P , , 一 ’ ` 8

位点经 H p a 一酶切
,

K
一 r a s 一 1 2 位点

及 N
一 r a s 一 1 2 位点经 BS t N I 酶切

,

K
一 r a s 一 1 3 位点经 H p h l 酶切

,

P s 3一 “ ` 9

位点经 H
a e , 酶切 )消化 1 2~ 2 4 h

,

消化产物经 8% 聚丙

烯酞胺垂直电泳
。

1
.

2
.

4 统计学分析 所有资料进行 厂检验
。

2 结果

表 1 P C R 扩增引物

T a b 1 P r im e r s o f P C R

G e n e S
e q u e n e e

L
e n g t l

l o f

a m p l i f i e d

5 , C A G G G C C C T C C T T 〔; G C A G G 3 `

5 ` G T C G T A T T C G T C C A C A A A A T G G 3 `

5 , A C T G A A T A T A A A C T T G T GG T A G T T G G A C C T 3,

5 , T C A A A G A A T G G T C C T 〔训3 A C C 3 ,

5 ` A A C T以 3T G G T G G T T G G A C C A 3 ,

5 , C T C T A T G G T G G G A T C A T A T T C 3 `

5 , C C C A A G G C G ( :A C T G A C C T C A 3
,

5 ` (二C T C C T G A C C T G G A G T C T T C 3 尸

1 7 0 b P

1 5 7 b P

9 8 b P

16 4 b P

2
.

1 临床 资料分析

3。 例大肠腺瘤中
,

男 13 例
,

女 17 例
,

平均年龄 52
.

37 岁
。

组织学类型
:

管状腺瘤 17 例
,

绒毛状腺瘤 5 例
,

管状绒毛状腺

瘤 8例
。

不典型增生程度
;

I 级 12 例
,

l 级 14 例
,
l 级 4 例

。

部

位
:

直肠 22 例
,

左半结肠 6 例
,

右半结肠 2 例
。

大小
:

直径小于 1

e m 的 8 例
,

大于 l 。m 的 2 2 例
。

74 例大肠腺癌中
,

男 40 例
,

女 34 例
,

平均年龄 54
.

08 岁
。

组织学类型
:

高分化管状腺癌 19 例
,

中分化管状腺癌 24 例
,

低

分化管状腺癌 9 例
,

乳头状腺癌 12 例
,

粘液腺癌 10 例
.

部位
:

直肠 4 0 例
,

左半结肠 n 例
,

右半结肠 23 例
.

D
u k el s

分期
:

A 期

3 5 例
,
B 期 2 3 例

,

C 期 1 5 例
。

2
.

2 r a s 、

P 5 3

基 因突变结果分析 (表 2 )
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5 , C A G G G C C C T C C T T 〔; G C A G G 3 `

5 ` G T C G T A T T C G T C C A C A A A A T G G 3 `

5 , A C T G A A T A T A A A C T T G T GG T A G T T G G A C C T 3,

5 , T C A A A G A A T G G T C C T 〔训3 A C C 3 ,

5 ` A A C T以 3T G G T G G T T G G A C C A 3 ,

5 , C T C T A T G G T G G G A T C A T A T T C 3 `

5 , C C C A A G G C G ( :A C T G A C C T C A 3
,

5 ` (二C T C C T G A C C T G G A G T C T T C 3 尸

1 7 0 b P

1 5 7 b P

9 8 b P

16 4 b P

2
.

1 临床 资料分析

3。 例大肠腺瘤中
,

男 13 例
,

女 17 例
,

平均年龄 52
.

37 岁
。

组织学类型
:

管状腺瘤 17 例
,

绒毛状腺瘤 5 例
,

管状绒毛状腺

瘤 8例
。

不典型增生程度
;

I 级 12 例
,

l 级 14 例
,
l 级 4 例

。

部

位
:

直肠 22 例
,

左半结肠 6 例
,

右半结肠 2 例
。

大小
:

直径小于 1

e m 的 8 例
,

大于 l 。m 的 2 2 例
。

74 例大肠腺癌中
,

男 40 例
,

女 34 例
,

平均年龄 54
.

08 岁
。

组织学类型
:

高分化管状腺癌 19 例
,

中分化管状腺癌 24 例
,

低

分化管状腺癌 9 例
,

乳头状腺癌 12 例
,

粘液腺癌 10 例
.

部位
:

直肠 4 0 例
,

左半结肠 n 例
,

右半结肠 23 例
.

D
u k el s

分期
:

A 期

3 5 例
,
B 期 2 3 例

,

C 期 1 5 例
。

2
.

2 r a s 、

P 5 3

基 因突变结果分析 (表 2 )
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3讨论

临床与实验研究表明
,

大多数大肠腺癌是 由腺瘤

演变而来的 [’j
,

但这一转变过程的机制 尚未完全 阐明
。

我们在大肠腺瘤及腺癌 中均检测到突变型
: a s 基因

,

且主要为 K
一 r a s

基因第 12 位点突变
,

提示
r as 基因突

变参与了大肠癌的发生
。

本结果显示
r as 基 因突变与

腺瘤不典型增生程度显著相关
,

ar s
基因突变率随腺

瘤的增大也呈增高趋势
,

这同 v og el s et in 等
〔5〕
报道的

结果相一致
,

但由于例数较少
,

无统计学意义
。

本组腺

瘤 I 级不典型增生与腺癌的 ar
s
基因突变率间差异有

显著的统计学意义
,

而 l
、

班级不典型增生与腺癌的

ar
s
基因突变率 间差异无统计学意义

,

表明 ar s
基因突

变可能是大肠癌发生的早期事件
,

与腺瘤的恶性倾向

有关
,

提示
: a s
基因突变对 于腺瘤转化为腺癌 以及腺

癌恶性表型的维持均起一定作用
,

其中以 K
一 r as 基因

第 12 位点突变最为重要
。

本组 30 例腺瘤中
,

仅在 1 例 l 级不典型增生组织

中检测到 P 53 基因第 24 8 位点突变
,

大肠腺癌 P ” 基因

第 2 48 位点突变率为 14
·

9%
,

略低于 B a
ke

:
等 6[] 报道

的 17 %
,

表明 P 53
基因 2 48 位点突变晚于 K

一

ar s
基因基

因 1 2 位点突变
,

提示 P 53 基因突变对于腺瘤转化为腺

癌以及腺癌恶性表型的维持也起一定作用
。

突变型
r as 基因与突变型 sP

,

基 因协同作用可以

使 鼠原代细胞发生转化
,

已被实验所证实〔 , 〕 。

本组 1例

腺瘤
、

6 例腺癌存在两种基因突变
,

表 明
r a s 基因与 P

` ,

基因突变协同作用参与了大肠癌的发生
、

发展
,

但大部

分腺瘤及腺癌仅存在一种基 因突变
,

并且还有一部分

组织不存在我们所检测的各位点的突变
,

提示 K
一

ar s

基因第 1 2
、

13 位点突变
,

N
一 r a s 基因第 12 位 点突变及

P
, ,

基因第 24 8 位点突变并非大肠癌发生
、

发展过程中

必然出现的改变
,

部分组织可能发生的是
r a s
或 P

, ’

基

因其它位点突变
,

也可能发生的是其它基 因改变
。

研究

表明
, e 一 m y e 、

R b 及
n m 2 3等

〔“ 一 ’ “ 刁多种基因改变参与了

大肠癌的发生
、

发展过程
,

提示大肠癌可以是 由不同种

类的基因改变作用所致
,

这也可能就是大肠癌生物学

特性不同的原因
。

本组病例随访资料表 明
,

孤立地分析
: a s 基 因或

P ” 基因突变
、

不能 明确其是否与大肠癌预后有关
。

将

ar s 、

P
` ,

基因突变结合起来分析
,

结果显示存在两种基

因突变患者的 3 年生存率显著低于其他患者的 3 年生

存率 ( 尸 < 。
.

01 )
,

表明
: a s 基因与 P 53

基因协同突变与

大肠癌预后有一定关系
,

提示
: a s
基因突变与 P ” 基因

突变的协 同作 用直接或 间接促进 了大肠 癌的进一步

发展
。
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R F L P

直肠
“

脱垂
”
式切除术治疗直肠癌76 例

“
P r o l a P s e ” r e s e e t i o n o f t h e r e e t u m f o r r e c t a l e a n c e n o m a i n 7 6 c a s e s

甘 露 蔡志民 (第三军医大学附属西南医院普通外科 ) 重庆
,

6 3。。 3 8

1 9 8 7年 以来
,

我院对 76 例直肠中上段癌患者施行了直肠

“

脱垂
”
式切除术

,

收到了良好的效果
,

现报告如下
:

l 资料与方法

本组男 4 2例
,

女 3 5例 ;年龄 1 8 ~ 7 1岁 ( 厉 = 4 6
.

2岁 ) ;

病程 1

~ 1 8月 ( 牙 = 8月 ) ,肿瘤下缘距齿线 3
.

5~ 1 0 e m ( 历 = 5
·

5 e m ) .

其中高分化腺癌与中分化腺癌 56 例
,

粘液腺癌 12 例
,

低分化腺

癌 8 例
; D u e k s A 期 8 例

,

B 期 3 2 例
,

C 期 2 8 例
,

D 期 8

例
;
肿瘤直径 1

.

5 ~ 5
.

1 c m
,

平均 3
.

3 c
m

。

全部行
“

脱垂
”
式切

除术
.

方法 持续硬膜外麻醉或静脉复合麻醉
。

病人取膀肤截

石位
,

手术分两组进行
。

( 1) 腹腔组
:

从左下腹旁正中切 口进腹
,

探查后按 m ile
s
手术方式和要求游离乙状结肠

、

直肠及其系膜
,

直肠游离要充分
,

达提肛肌水平
,

彻底止血
。

( 2) 会阴组
:

充分扩

肛后 以一乙状结肠镜芯 (硬式 )从肛门插入至游离肠段的中点

以上
,

并在中点作一环形扎
,

同时在乙状结肠预切断吻合处缝

一标记线
,

然后将乙状结肠镜芯慢慢拉出
,

使直肠 乙状结肠外

翻出肛门呈
“

脱垂
”

状态
.

也可不用 乙状结肠镜芯
,

而直接把游

离肠 管推肛门外
,

凭借游离肠管的自身重量造成
“

脱垂
”
状态

。

腹腔组检查系膜无扭转
,

有轻微张力
,

且人 盆底后
,

会阴组 以

。
.

5%
。
洗必泰棉球擦净脱垂直肠

,

干纱布包裹 (含肿瘤 )作牵引
,

在距齿线 0
.

5 。m 处行脱垂肠管切除
,

先切开直肠前壁
,

找到标

记线后
,

切开 乙状结肠壁
,

两断端全层一次缝合
,

边切边缝
,

吻

合完后吻合口即 自行缩回肛门内
。

重建盆底腹膜
,

能前置双导

管引流自肛旁另截孔引出
。

2 讨论

病理研究资料表 明
,

大多数直肠癌向下轴向扩散很少超过

2
.

0 c m
,

切除肿瘤下缘以下 3 c m 肠管已足够安全 .l[ 幻 .

由此许多

保留肛门的新术式和改 良术式不断推出
,

且报道 uD ck
s

各期此

类手术与 M ile
s
术 比较

,

其手术死亡率
、

局部复发率
、
5年及 10

年生存率均无明显差异 f卜 s〕
。

本组全部病例无一例手术死 亡
.

已随访 的 50 例 病人的 局 部复 发率 为 14 % ( 7 / 5 0 )
,

与 H ur st

等 s[, ’ 」报导相符
,

而 3年及 5年生存率则稍低于上述报导
,

分别为

50 % 和 38 % ( 2 5/ 50
,
1 9/ 50 )

。

我们施行手术有如下体会
:

( 1) 由

于未损及肛门括约肌
,

患者排便功能均在术后 1~ 3月恢复正

常
。

( 2) 整个吻合过程 (包括切除肠管 )均在盆腹腔外进行
.

这样

既减少肿瘤细胞种植转移的机会
,

又避免了细菌对盆腹腔的污

染
,

从而降低了种植转移及腹盆腔和 切 口感染的发生率
,

吻合

口痰的发生率也明显减少
。

本组中75 例术后顺利恢复无并发症

按期出院
,
1例因手术不当 (直肠前壁游离欠佳并损伤阴道未发

现 )造成直肠阴道痰
,

后经修补治愈
。

( 3) 操作简单
,

尤其是肠管

切除吻合方便
、

可靠
,

手术一次完成
,

缩短手术时 间 0
.

5~ l h
。

( 下转 3 3 7 页 )


