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原发性肝癌组织癌基因
r as 和抑癌基因 P

5 3

点突变研究

房殿春 罗元辉 鲁 荣 肖文华 刘为纹 门荣甫 周 子成 王振华 (第三军医大学西南医院消化科 ) 6 3 。。 3 8

提 要 应用多聚酶链延伸反应— 限制性片段长度多态性分析法 ( P C R 一 R F L )P 对 43 例福尔马林固

定
、

石蜡包埋肝癌组织癌基因
r a s
和抑癌基因 P

, ,

点突变进行分析
。

结果表明
,

ar
s
基因总突变率为 41

.

9 ( 1 8 /

4 3 )
,

其中 N
一 r a s

第 1 2 位密码子突变率为 3 7
.

2 % ( 1 6 / 4 5 )
, 。 一

K i
一 r a s

第 1 2 位密码子突变率为 6
.

9纬 ( 3 / 4 3 )
, e -

K i
一

ar s
第 13 位

、 。一 H a 一

ar
s

第 12 和 61 位密码子未发现有突变者
。

P
S ,

基因第 2 49 密码子突变率为 20
.

9 % ( 9/

43 )
,

第 2 4 8 密码子未发现有突变者
.

结果提示 N
一

ar
s
第 12 密码子和 P , ,

第 24 9 密码子突变参与了肝癌的发生

和发展
。

关键词 肝肿瘤
; r a s

基因
;
抑癌基 因 P ” ,

肿瘤基因产物
;

碱基顺序

中图法分类号 R 73 5
.

7

业已证明
,

癌基 因 r a s 和抑癌基因 sP
3

是许多恶性

肿瘤常见的基因损伤靶位
,

它们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
t ’

· ’二。

关于肝癌

sP
,

基因突变和表达的研究国内已有报道
,

而关于肝癌

ar s 族癌基因点突变的研究国内却鲜见报道
。

本文采

用 P c R 一 R F L P 技术对肝癌组织 中 ar s 和 P 53 基因的

点突变进行分析
,

探讨其在肝癌发生发展中的作用
。

材料与方法

1
.

1 组织标本

原发性肝 细胞癌 43 例
、

非 癌肝组织 15 例为我院 1 9 9 2 ~

1 9 9 3 年手术切除标本
,

均经 10 %福尔马林液 固定
,

石蜡包埋
,

连续切片
。

先切 片 1 张
,

厚 5 拜m
,

行 H E 染色
,

用于病理诊断
;
另

切 1 0 尸m 厚蜡片 2 0 张 备用
。

1
.

2 P C R 引物设计

分析
: a s

基 因点突变引物 由北京大学生命科学 中心合

成 [,J
,

分析 P
s ,

点突变引物由中国科学院上海细胞生物研究所

合成
。

引物序列如下
:

P 1 A 5’
一

C A G G G C C C T C C T T G G C A G G
一

3
`

P I B S
`一

G T C G T A T T C G T C C A C A A A A T G G
一

3’

P ZA S
` 一

A C G T G C C T G T T G G A C A T C C T
一

3
,

P 2 B 5’
一

C A C A C A G G A A G C C C T C C C C T
一

3
,

P 3A

P 3 B

5’
一

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

C C T
一

3
`

5
` 一

T C A A A G A A T G G T C C T G G A C C
一

3’

P 4 A

P 4 B

5
’ 一

A A C T G G T G G T G G T T G G A C C A
一

3
,

5
` 一

C T C T A T G G T G G G A T C A T A T T C
一

3
`

P S A

P S B

5
, 一

C C C A A G G C G C A C T G A C C T C A
一

3
`

5
` 一

G C T C C T G A C C T G G A G T C T T C
一

3
`

PI A 和 P I B 为分析
。 一

H
a 一 ar s

第 12 密码子引物
,

扩增片段

长 1 7 0 b p ,

经限制性内切酶 H p a l 或 M sP I 酶切
,

野生型被 切

为 “ + 56 + 4 8 b p 三个片段
,

突变型则切成 1 22 + 48 b p 两个片

段
。

P ZA 和 P Z B 为分析
。 一

H a 一

ar s

第 61 密码子引物
,

扩增片段

长 95 b p
,

经限制性内切酶 B st N I 酶切
,

野生型被切成 60 十 20

+ 15 b p 三个片段
,

突变型则切成 75 + 20 b p 两个片段
。

P 3 A 和

P 3 B 为分析
c 一

K i
一 r a s

第 1 2 和 1 3 密码子引物
,

扩增片段长 1 5 7

b p
,

分析第 12 密码子用 sB t N I 酶切
,

野生型被切为 1 14 十 29 +

14 b p 三个片段
,

突变型则切成 14 3 + 14 bP 两个片段
;

分析第

13 密码子用 H p h l 酶切
,

野生型仍为 1 57 b p
,

突变型则被切成

1 14 + 4 3 b p 两个片段
。

P 4 A 和 P 4 B 为分析 N
一

ar s

第 12 密码子

引物
,

扩增 片段长 98 bP
,

经 sB t N I 酶切
,

野生型被切成 79 + 19

b p 两个片段
,

突变型则仍为 98 bp 片段
。

P S A 和 P BS 为分析 sP
3

基因第 2 48 和 2 49 密 码子引物
,

扩增片段长 1 6 4 b p
,

分析第 2 48

密码子用 H p a l 或 M
s p l 酶切

,

野 生型被切成 1 1 3 + 5 1 b p 两个

片段
,

突变型则仍为 16 4 b p 片段 ;分析 24 9 密码子用 H a e l 酶

切
,

野生型被切为 90 十 46 + 27 三个片段
,

突变型则切为 13 6 +

2 7 b p 两个片段
。

1
.

3 D N A 提取

将胃癌组织蜡片放入 E p p en d or f 管中
,

二 甲苯脱蜡
,

95 %

乙醇水化后
,

蛋白酶 K 消化
,

采用酚 /氯仿抽提法提取 D N A
。

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 2 6 0 n m 和 28 0 n m 时的吸收值
,

计算核酸的浓

度和纯度
。

1
.

4 P C R 一 R F L P 分析

取约 l 拜g 组织 D N A
,

溶于 4 0 拼1 P C R 缓冲液 ( 2 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
、

d G T P
、

d C T P 和 d T T P
,

1
.

0 拜m o
] / L 引物

,
1 一 3 U T

a q

D N A 多 聚 酶 ) 中
,

P C R 扩增仪 ( P e r
k in E lm

e r
C

e t u s )上操作
:

g s C 变性 4 0 5 ,

5 5亡复性 4 0 5 ,

7 2 C 延伸 7 0 5 ,

3 5个循环后 7 2℃放
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由附表可见
,

根据肝癌患者血清 H sB A g 和 A F P 阳性与否

及基础病变
、

肿瘤大小
、

分化程度和有无转移的不同进行分组
,

血清 H B
s

A g 阳性组 ar s
基因突变率 ( 53

.

6 % )显著高于 H B s
A g

阴 性组 ( 20
.

。% )( 尸 < 0
.

0 5 ) ;
低分化肝癌组

r a s
基因突变率

( 70
.

0 % )显著高于高分化癌组 ( 2 6
.

7 % )( 尸 < 0
.

0 5 ) ;
有转移组

阳性率 ( 83
.

3 % )显著高于无转移组 ( 35
.

1 % )( 尸 < 0
.

0 5 )
,

其它

组间 ar s
基因突变率则无显著差异 ( P > 。

.

05 )
。

不同组别中 P
, ,

基因的突变率均无显著差别 ( 尸 > 0
.

0 5 )
。

3 讨论

肝癌的发生是多病因和多阶段的过程
,

在其发生

发展过程 中可能有 多种癌基因和抑癌基因的参与
。

国

外研究发现
,

经黄曲酶毒素 B ,
( A F B

:
)诱发的大鼠肝癌

中均有
。 一

K i
一 r a s

第 12 密码子的 点突变
,

提示 。 一

K i
一

ar s

第 12 密码子突变是 A F B I

引起的肝癌最常见的改变川
。

有关肝癌组织
r a s 族癌基 因突变的研究国内尚未见明

确报道
,

本研究对 43 例人原 发肝癌
r a s 族基因点突变

进行分析
, 。 一

H a 一 r a s
第 12 和 61 密码子未发现有突变者

,

。 一

K i
一 r a s

第 12 密码子突变率仅为 6
.

9 %
,

13 密码子未发

现有突变
,

提示重庆地 区 人原发 肝癌 。 一

iK
一 r a s

第 12 密

码子突变并不常见
。

国内顾建 人等从 m R N A 水平对原发肝癌 N
一 r a s

的表达进行研究
,

21 例肝癌中发现 17 例有 N
一 r a s m R

-

N A 的过量表达
’ 5 。

林 月珍等亦发现
,

在二乙基亚硝胺

诱发大 鼠实验性肝癌的早期
,

N
一 r a s m R N A 的表达明

显增高 “ 。

本研 究进 一步对 N
一

ar s 基因第 12 密码子点

突变进行分析
,

发现有突变者 16 例
,

突变率为 37
.

2 %
。

提示 N
一 r a s

第 12 密码子 突变是人原发肝癌基因突变热

点之一
。

引起 突变 的原因 尚不十分 明了
,

从本组 资料

看
,

血清 H sB A g 阳性 组 ar
s

基因突变率为 53
.

6 %
,

阴

性组为 20 %
,

两组突变率有明显不同
,

提示乙肝病毒感

染可能与突变有关
,

但 引起突变的确切机制尚有待进

一步研究
。

关于肝癌组织 P
5 3

基因突变国内外 已有不少研究
,

但结果不尽一致
。

H s u
等报道启东和南非地 区的肝癌

P S ,

基因第 2 4 9密码子突变率高达 5 0 % ! ’
·

8 ; H a y w a r
d 等

检测澳大利亚肝癌第 2 49 密码子未发现有突变者
〔, j ; 晚

近
,

U sn a l 等综 合分析莫 桑比克
、

南非
、

中国和德 国肝

癌 P 5 3

第 5一 9外显子点突变
,

突变率分别为 69 %
、

1 5 %
、

19 %和 37
.

5 %
,

且突变位点分布在 多个 编码 区
〔’ 丁 。

本

文检测了43 例原发肝癌 2 48 和 24 9密码子点突变
,

2 49 密

码子 突变主为 2 0
.

9 %
,

24 8密码子未发现有突变者
。

这

种突变率和 突变位点的不 同可能与地理环境
、

病 原和

检测方法的不同有关
。

突变型
r a s 基 因和突变型 P ” 基因的协同作用可

以使 鼠原代细胞转化已被实验所证实
〔” 二。

本组 43 例肝

癌组织同时有
r

as 和 5P
,

基因突变者 5例
,

占 n
.

6 %
,

说

明肝癌的发生发展过程可能有这二种突变型基因的协

同作用参与
。

但从本文资料看
,

大部分肝癌并未发现有

ar s 和 P
S ,

基因的突变
,

说 明这二种基 因突变并非肝癌

发生发展中必然出现的改变
,

可能还有其它基因或因

素参与
,

需进一步研究
。

此外
,

本研究还发现
: a s 基因

突变与肝癌的某些生物学行为有关
,

低分化肝癌组
r a s

基因突变率显著高于高分化组
;
有转 移组

r a s 基因突

变率显著高于无转移组
,

提示有
r a s 基因突变肝癌患

者预后不 良
,

其在预测肝癌患者预后 方面 的意义 尚需

进一步随访来证实
。
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2 护理要点及其依据

2
.

1 严 密观察大便状泥

观察病人腹泻开始时间
、

大便性状
、

次数
。

由于腹部放疗多

累及肠道
.

肠上皮是放射敏感组织
,

肠上皮干 细胞尤易受损
,

轻

者分裂抑制
,

重者细胞坏死
,

绒毛 上皮失去来源而 裸露
,

肠粘膜

通透性增高
,

液体以至红细胞渗出
,

粘液分泌 也可 增加
,

加以肠

蠕动亢进
,

故发 生腹泻
,

大便 呈现 不 同的性状
。

如 损伤特别严

重
,

大片粘膜上皮脱落
,

即大便内出现膜样物
。

大量纤维蛋白渗

出物排出时可含有伪膜
。

护 理时要不 厌脏臭亲 自观察大便性

状
,

并将大便标本及时送检
.

协助 有关部门做好大便涂片
,

染色

观察和细菌 (包括厌氧菌 )培养
。

如腹泻次数在每 日 5次以上
,

并

带血
、

含膜样物
、

奇臭
,

要特别注意并发症 的发 生
,

主要包括肠

源性感染
、

肠道大 出血
,

以至肠 穿孔
。

2
.

2 注意病人的全身状况

严重的放射性肠 炎
,

多引起全身反应
。

特别要注意病人的

一般状态 (虚弱 )
,

体 温
、

脉 搏
、

血压 和水电解质等变化
。

由于肠

粘膜屏障功能的削弱 以至破坏
,

多引起肠腔毒性物质 (如内毒

素 )和细 菌的入侵
,

引起毒血 症
、

败血症 l[ 」。

发烧往往是感染的

先兆
。

由于严重腹泻
,

丢失大量肠液和 水分
,

易发生脱水和 电解

质紊乱
,

甚至发生休克
。

因此
,

护理时要密切注意病人的全身状

况
,

水与电解质平衡 2LJ
。

及时监测这 些指标
.

要严格记录出入

量
,

及时合理补充液体
,

先盐后糖
,

并观察病人有无不 良反应
。

2
.

3 及时正确送检各种标本

各种标本应 及时送 检
,

尤 其是留取厌氧 菌感染标本
。

应在

病人大便后立即将大便装在留取标本的容器内
,

装满严加盖及

时送检
,

否则会影响化验结果
。

普通培养大便和涂片标本用清

洁大便盒送检
.

如果确有肠粘膜坏死脱落要涂片检查
,

每 日至

少送 2 ~ 3次
,

协助医师观察病情的动态变化
。

2
.

4 重视人工肛 门的护理

对结肠造瘩患者
,

由于腹泻
,

便液不能 自控常粘污刺激凄

口周围皮肤
,

引起皮肤炎症
。

因此
,

周围组织要用凡士林油纱布

保护
,

并在周 围皮肤涂氧化锌软膏
,

要保持造痰 口周围清洁
、

干

燥
、

粪袋 及时清洗干净
,

晾干后勤更换
。

2
.

5 注重饮食护 理

腹部放疗伴有肠道反应的病人应特别注意饮食护理
。

一般

肠炎病人给予高蛋 白清淡饮食
,

多吃一些苹果
,

苹果有收敛作

用可以防止腹泻
,

并嘱注意少食多餐及饮食卫生
。

每日腹泻 5次

以上者
,

应给 予半流质饮食
,

最好每天喝 1一 2杯酸牛奶
。

这样可

增加肠 道内革兰氏 阴性杆菌生长
,

抑制革兰 氏 阳性杆菌的生

长
.

有利于病情的恢复
。

厌食或不能进食者
,

应增加体外营养液

的辛卜充
。

2
.

6 做好心理护理

肿瘤病人常情绪低落
,

放疗 又增加病痛
,

使病人在心理 上

发 生不 良反应
。

护理 人员必须从全心全意为伤病员服务的精神

出发
,

耐心细致地 做好心 理护理
。

一是鼓励病人同肿瘤和放疗

反应作斗争的意志
.

增强 信
子

已
、 ,

坚强乐观
;
二是讲清放疗可能引

起的不 良反应
,

但这 是治疗肿瘤所必须的
,

要忍受
,

放疗反应本

身是暂时的
、

可以治疗
、

恢复的
,

因而 一定要配合医疗
,

坚持疗

程
;
三是组织安排好适合于病情的其它配合活动

,

如开展适当

的体育锻炼
,

文娱 活 动
,

以增加生 活 乐趣
,

调节病员的情绪
; 四

是要主动关心
、

体贴病人
,

视病人为亲人
,

谈心交友
,

尽可能满

足他们的合理要求
;
五是密切地注意病人情绪变化

,

有针对性

地做好思想稳定工作
,

防止病人出于悲观绝望而发生事故
。
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