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胃癌组织 P 5 3

基因突变
、

蛋白产物的表达及与病人预后的关系

房殿春 罗元辉 普 荣 刘为纹 晋华源 门荣甫 周子成 王振华 (第三军医大学西南医院消化科 ) 6 3 0 0 3 8

提 要 采用 P C R 一 R F L P 法对正常胃粘膜和胃癌组织中 P ” 基因第 248 和 249 编码 区点突变进行分

析
,

同时采用免疫组化方法对 sP
,

蛋白的表达进行观察
.

结果表明
,

胃癌组织 sP
,

第 24 8编码区点突变率为

7
.

2%
,

24 9 编码 区未发现有点突变
.

胃癌组织 P ” 染色 阳性率为 36
.

5 %
,

肿瘤大于 5 c m 组
,

有淋巴结转移和浆

膜侵犯及 I
、

VI 期胃癌组 P
, ,

染色阳性率分别显著高于肿瘤小于 5 c
m

、

无淋巴结转移和浆膜侵犯及 I
、

. 期胃

癌组 ( 尸 < 。
.

0 1 )
。

P ” 染色 阳性者 5 年存活率为 21
.

1%
,

染色阴性者为 50
.

。%
,

两组 5 年存活率差别非常显著

( 尸 < 0
.

0 1 )
。

以上提示检测胃癌组织 sP
,

蛋白有助于判断胃癌患者预后
。

关键词 胃肿瘤
;

致癌基因产物
;
基因表达

.
预后

中图法分类号 R 735
.

2

随着癌基因研究的深入
,

发现机体内还存在着抑

制细胞异常生长和肿瘤形成的基因— 抑癌基因
.

sP
,

基因即是其中重要的一种
。

研究表明
,

P
S,

基因是许多

恶性肿瘤常见的基因损伤靶位
,

它的结构改变与表达

异常可能是这些肿瘤发生发展的分子基础
L̀

· ’ J 。

关于肝

癌
、

食道癌 P 53 基因突变和表达 的研究国内已见报道
,

而在 胃癌的研究却鲜见报道
。

本文采用 P C R 一 R F L P

法对 胃癌组织中 P S ,

基因第 24 8 和 2 4 9 位密码子点突

变进行分析
,

并采用免疫组化方法对 P
S ,

蛋白的表达进

行观察
,

探讨其与病 人预后的关系
。

l 材料与方法

1
.

1 组织标本

1 0 4 例胃癌和 3 5 例非癌胃粘膜组织为我院 1 9 7 8~ 1 9 8 8 年

外科手术切除标本
,

均经 10 %福尔马林固定
,

石蜡包埋
。

先连续

切片 3 张
,

厚 5 拜m
,

1 张行 H E 染色
,

用于病理诊断
,

余 2 张用

于免疫组化染色
。

另切同样厚度蜡片 5 张备用
.

1
.

2 D N A 提取

将胃癌组织蜡片放入 1
.

5 ml E PP en do fr 管中
,

二 甲苯脱

蜡
,

95 % 乙醇水化
,

蛋白酶 K (S ig m
a )消化

,

采用酚 一 氮仿抽提

法提取 D N A 3)L
。

将提纯的 D N A 样品用 T E 缓冲液稀释
,

于紫

外分光光度计上分别测定其在波长 26 0 n m 及 280
n

m 时的吸收

值
,

计算核酸的浓度及纯度
.

1
.

3 引物设计

分析 P
, ,

基因 2 4 8
、

2 4 9位密码子点突变的引物由中国科学

院上海细胞 生物研究所合成
。

引物顺序 P
、 :

5’
一

C C C A A G G C G
-

C A C T G A C C T C A
一
3
` ,

为第 7外 显子正链 上游内含子第 23 ~ 44

个核昔酸之间的序列
;
P

Z :
5
` 一

G C T C C T G A C C T G G A G T C T T C
-

3’
,

为负链下游最后 1 1个核 昔酸和 内含子前 9个 核昔酸之间的

序列
。

扩增片段长 1 6 4 b p
.

2 4 s位野生型经 M
s p l 酶切

,

被成 1 1 5

+ 51 bp 两个片段
,

突变型则不能被酶切
; 249 位野生型经 H ae

I 酶切
,

可切成 27 + 46 + 90 b p 三个片段
,

而突变型则切成27 +

136 二个片段
。

1
.

4 P C R一 R F L P 分析

取约 1 尸g 胃癌组织 D N A溶于 5 0 拜 1 P C R缓冲液 ( 1 0 m m
o
l /L

T
r i s 一 H C I

,
5 0 m m

o
l /L K C I

,

1
.

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

0
.

2 m m
o
l / L

d A T P
、

dG T P
、

d T T P 和 dC T P
、
1 产M 引物

,

一
3 U

T
a q D A N 多

聚酶 )中
.

在 P C R 扩增仪上 ( P
e r k in E l m e r

C
e t u s )操作

:
9 5 ℃变

性 4 0 5 ,
5 5℃复性 4 0 5 ,

7 2 ℃延伸 7 0 5 ,
4 0个循环后 7 2 ℃放置 1 0

m i n .

每例取 1 0 拜 1 P C R 扩增产物
,

分别用 M
s p l 和 H

a e l 消化
,

酶解产物 4 %聚丙烯酞胺电泳分离
,

澳乙锭染色后在紫外光透

视板上观察并照像
。

1
.

5 免疫组化染色

组织切片应用抗 sP
,

单克隆抗体 (英国牛津大学病理科

K ve in G
a tt er 博士惠赠 )进行 A B C 免疫组化染色

,

试剂盒购 自

美国 V ce ot r L a
b

。

按常规操作
,

细胞核着棕色者为 阳性
.

1
.

6 病人随访

1 0 4例胃癌手术患者均获随访结果
,

随访时间最长者为 14

年
。

其中存活不到 1年者 30 例
,

存活 1年 以上者 74 例
,
2年 以上者

5 7例
,
3年以上 49 例

,
4年以上 45 例

,

5年以上 4 0例
。

2 结果

2
.

1 P
S ,

第2 4 8
、

2 4 9编码区突变分析

经 P C R 扩增
,

4 %聚丙烯酸胺凝胶 电泳
,

35 例非癌 胃粘膜

中有3。例
,

10 4例胃癌组织有 69 例获得清晰扩增产物带型
。

P C R

产物经 M
s p l 和 H

a e l 酶切后电泳观察
,

30 例非癌胃粘膜未发

现有点突变
,

69 例胃癌有 5例不 能被 M sP I 酶切 (图 1 )
,

提示有

24 8编码 区的点突变
,

突变率为 7
.

2% ( 5 / 6 9 )
,
2 4 9编码 区未发现

有点突变
.
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发展中起重要作用
。

点突变是 P s
,

基因失活的重要方

式
。

Im a z e k i 等采用 P C R 直接测序法分析 P
, ,

基因第 5

~ 8 外显子 点突变
,

发现突变率为 50 % “ , ; U ch ion 等

检测胃癌组织第 5~ 8 外显子点突变
,

早期癌和晚期癌

的突变率分别为 37 %和 42 % s[]
; T 。 m u r a

等先将 胃癌

细胞分类为异倍体细胞和二倍体细胞
,

然后检测 sP
3

第

4~ 8 外显子的点突变
,

发现异倍体 胃癌的突变率高达

64 %
,

而二倍体胃癌未发现有突变者 .[]
。

以上研究均提

示 sP
,

突变是胃癌发生发展过程中的常见之事
。

本文采

用 P C R 一 R F L P 方法检测 了 P
5 3

第七外显子 2 4 8
、

2 4 9

号密码子 点突变发现
,

2 48 号密码子突变率为 7
.

2 %
,

24 9 号密码子未发现有 突变者
,

其它位点的突变情况

有待进一步测序研究
。

P ” 基因编码一种 39 0 个氨基酸
,

分子量 53 k D 的

核磷酸蛋 白
,

其通过对 D N A 复制的影响而参与正常

细胞的生长调控
。

正常情况下 P 53 蛋白的半衰期很短
,

而且极不稳定
,

用一般 的组织学方法 不能检出
,

当 P ”

基因发生 突变时
,

其蛋 白产物便在 细胞核内大 量积

聚 f 7〕 。

已有研究发现
,

在有 P S ,

高表达的肿瘤中
,

常有

5P
3

基因高度保守序列的点突变 8j[
。

因此一般认为
,

用

组织学方法检 出 P
S ,

高表 达即表示有 P 53 基 因突变发

生
。

本文 5例点 突变的病例 中有 4 例 P
S,

蛋 白染色阳

性
,

也提示 P 5 3

基因突变与蛋白产物的高表达可能有一

定关系
。

文献 报告 胃癌组 织 P 53 染 色的阳性 率为 13
.

3 ~

5 7
.

0% 0[,
` 0三,

本文为 36
.

5%
。

P
S ,

蛋白的异常表达与胃

癌的某些生物学行为有关
,

从本组资料看
,

不同组织学

类型 胃癌 P 53 染色 阳性率 无 明显差 异
,

而 肿 瘤大 于

5 c m 者染色阳性率显著高于小于 5 。 m 者
;有浆膜侵

犯和淋巴结转移者染色阳性率显著高于无浆膜侵犯和

淋巴结转移者
; l

、

vI 期 胃癌染色阳性率显著高于 I
、

I 期者
,

此与国际上一些关于肿瘤浸润和转移的分子

机理研究结果相一致 11[ 二。

研究表明
,

sP
,

蛋 白的表达与病人预后有关
.

M a r -

it n
等研 究 发 现 sP

,

染 色阴性 胃癌 者 5 年 存 活率 为

56 %
,

染色阳性者为 24 %
,

两组 5 年存活率有显著差

异「’ 。 j 。

从本文资料看
,

P 53 染色阴性 胃癌组 5 年存活率

为 5 0
.

0 %
,

染色阳性者为 2 1
.

1%
,

两组 5 年存活率亦

有显著不同
。

因此
,

检测 胃癌组织中 sP
3

蛋白不仅有助

于了解 胃癌的某些分子生物学行为
,

而且有可能成为

判断病人预后的有用指标
。
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2 护理措施及体会

2
.

1 预防和及早发现出血

由于重肝患者凝血机制障碍
,

部份患者有食道静脉曲张
,

存在胃肠粘膜弥慢渗血及食道静脉破裂出血的潜在危险
,

我科

对于重肝患者均给予雷尼替丁
、

云南白药及补胃合剂等
,

同时

静脉补充维生素 K 以预防出血
,

此外
,

加强饮食护理
,

给病人进

食温热易消化软食
,

做到少量多餐
,

避免进食过硬或粗纤维的

食物
。

本组 32 例呕血前均有不同程度的心慌
、

上腹烧灼感
、

腹

胀
、

频繁呢逆及出汗等
。

我们体会全体护理 人员均应热知上述

上消化道出血的先兆表现
,

加强巡视
,

及早发现出血先兆
,

可为

抢救争取时间
。

2
.

2 迅速做好抢救的各种 准备

一旦发现有出血先兆
,

应立即报告医生
,

在最短的时间内

准备好各种抢救物品
、

急救药品
、

三腔管
、

吸痰器
、

气管切开包

等
,

对已呕血的患者应立即进行急救
,

再让他人报告医生
.

2
.

3 急救时的 护理

发现大呕血后首先将患者头部偏向一侧
,

以防止窒息
,

同

时用 12 号针 (为输血作准备 )建立静脉输液通道
,

抽血文叉配

血
,

查电解质
、

血球压积等
。

在 医生指导下快速
、

准确无误地进

行各种操作
,

置胃管或三腔管时
,

操作应轻柔
、

敏捷
.

避免刺激

加重出血
,

同时视呕血量及时给予吸出
,

必要时可行气管切开
.

2
.

4 心理护理

患者病情严重
,

病死率高
,

其心理活动相当复杂
,

大 出血

时
,

多数病人产生恐惧
、

紧张的心理 反应
。

因此
,

对此类病人需

给予精神上的安慰与鼓励
,

护士要做到抢救时镇静
、

忙而不乱
,

在与病人接触时要讲究语言艺术和面部表情
,

并多关心
、

体贴

病人
,

同时应消除病人的悲观情绪
,

鼓励其战胜疾病的信心
,

并

做好家属工作
,

注意保护性医疗措施
。

2
.

5 加强 一般护理

2
.

5
.

1 加强基础护理
:

视病情定时监测体温
、

脉搏
、

呼 吸
、

血

压
,

注意观察患者有无神志改变
,

通过留置的三腔管或胃管观

察出血的动态变化
.

2
.

5
.

2 肠道护理
:

上消化道 出血后
,

肠道氨的吸收大量增加
,

常随之出现肝性脑病
.

我们常灌肠以保护大便通畅
,

消除肠道

积血
.

同时口服氟呱酸等抑制肠道菌生长
,

减少血氨来源
,

可预

防或延缓肝性脑病的发生
。

2
.

5
.

3 出血后的饮食护理
:

加强对病人的饮食管理
,

因慢重肝

病人常伴有食道静脉曲张
,

要经常嘱咐或督促病人食少渣或无

渣半流质饮食
、

软食
,

食物偏凉
,

做到少量多餐
,

不随便进食
.

饮

食合理
,

有助于止血
,

促进康复
,

反之
,

可加重出血
.

2
.

5
.

4 管道的护理
:

我们对 13 例上消化道出血的病人插胃管

或三腔管
,

因此操作时动作要轻柔
、

敏捷
,

避免刺激加重出血
.

留置胃管或三腔管
,

既可作治疗手段
,

也可减轻呕吐
、

腹胀等症

状
,

并可通过胃管观察出血的动态变化
,

此法止血效果较好
。

2
.

5
.

5 纠正水
、

电解质的平衡
:

大量出血可引起病人水
、

电解

质平衡失调
,

因此
,

应每 日抽血查 肾功
,

同时给予输血
、

输液

等 [ , ] 。

(本文承蒙李梦东教授指导
,
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