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肝细胞癌肿瘤抑制基因 p 53 改变及其与乙型肝炎病毒关系的研究

王 东 张新立 史景泉 (第三军医大学基 础部病理学教研室 ) 重庆
,
6 3 0 0 3 8

提 要 肝细胞癌 ( H C C )肿瘤抑制基因 p 53 的改变有着显著的地理差异
。

应用地高辛标记探针原位杂

交
,

CP R
、

P C R 一 SS C P 分别检测重庆地 区 ( H B V 高感染
、

黄曲霉素中等含量 区 ) 38 例 H C C 中 H B v D N A 及

p 5 3 基 因突变
,

并应用 oS ut h er
n

杂文对其中的 12 例进行限制性片段多态性分析
.

结果显示 38 例 H C C 中 30

例 H BV D N A 阳性 ( 7 9 % ) ; 9例 H C C 有 p 5 3 突变
,

其中 8 例 H B V D N A 阳性 ( 8 8
.

9%
,
P > 0

.

0 5 )
。

1 2 例 H C C

中 2 例表现杂合性缺失 ( L O H
,

1 6
.

7 % )
,
2 例 H BV D N A 皆为阳性

,

占 釜化 V D N A 阳性例数的 20 % ( 尸 >

。
.

0 5 )
。

结果表明
,

本地区 H C C 与 H B V 感染密切相关
,

H BV 可能与黄曲霉素协同作用
,

共同引起 p 53 的改变
,

进而在 H C C 发生发展过程中发挥重要作用
。
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中图法分类号 R 73 5
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肝细胞癌 ( H C C ) 是一种世界范 围的常见恶性肿

瘤
。

流行病学的资料表明 H C C 的发生与 乙型肝炎病

毒 ( H B V )的感染密切相关
,

但其分子机制仍未完全清

楚
。

最近有报道 H B V 和黄 曲霉素 ( A F )可能通过引起

p 5 3 基因的变化影响 H C C 的发生
。

肿瘤抑制基因 5P 3

定位于人类 17 号染色体短臂 ( 1 7 p l3
.

1 )
,

可通过编码

的 M
:

53 又 10
` u 核磷蛋 白与 D N A 特异结合

,

抑制细

胞分裂
,

阻止细胞从 G ,

期进入 s 期川
。

有关 H C C 5P 3

基因改变的报道虽然较多
,

但极为有意义的是各地区

H C C 5P 3基因改变有着显著的地理差异
。

综合不同地

区的资料
,

使我们能够从分子流行病学的角度进一步

探讨 H C C 发生的相关因素及其分子机制
。

3 8例 H C C 来源于重庆地区
,

该地 区属 H B V 高感

染和 A F 中等含量 区
,

我 们应用地高辛标记探针原位

杂交检测 H B V D N A
,

多聚酶链反应 ( P C R )
、

多聚酶链

反应一单链构象多态性 (P C R 一 S S C P ) 分析 p 53 基因

突变
,

并对其中 12例 H C C 进行 S o u t h e r n 杂交以确定

p 53 等位基 因缺失
,

旨在探讨本地 区 H C C p 53 基因改

变的特点及其与 H B V 感染的关系
。

1
.

3 原位杂交

含有 H B V D N A 全基因 ( 5
.

2 kb )的质粒 p B R 3 2 2由日本

JC R B H i s h im o t o ,
P h

.

D 惠赠
。

碱变性法大规模提取质拉 D N A
.

aB m H I酶切
,

电洗脱回收 3
.

2 k b H B V D N A 片段
.

用 BM 公司

的地高辛标记及检测试剂盒进行标记
。

原 位杂交按 L a u
等川的

方法并加 以改进
,

所用 莎 g 一 H B V D N A 浓度为 。
.

30 陀 /nlr
。

为

保证待测 标本中所检 出信号确系 H B v D N A
,

实验中设置 了无

探针对照
、

正常组织对照及 D N A 酶 I 消化对照
。

1
.

4 多聚酶链反应 ( P C R )检 泪
,

! p 5 3 2 4 9密码子 突变

P C R 扩增 p 53 基 因第 7外显子全序列 D N A 片段 (图 1 )
,

引

物的序列 为
,

上游引物
:
5
`

C C C
了、 A G G c G c A C T G A C C T C A 3

` .

下游引物
:
5
`

G C T C C T G A C C T G G A G T C T T C 3
` 。

A B P r i m
e r Z

~ 二二于竺二二= 二二二亡 =
.

二 = 节口口叮口功-
.

n , , , , , , , , , 们陀. -

一
一 一 - - - ~ ~ 一 ~ 州 .

P r i m
e r l P C R

1 6 4 b P

A m P li f i
e d f r a g m

e n t

W i ld 一 t y P

2 7 13 6 b P

匕一- - - 一- - - -目 M u t a n t 一 t y P e

1 材料与方法

1
.

1 组织标本

3 8例 H C C 及其癌旁组织系 1 9 9 2~ 1 9 9 3年我 校西南医院手

术切除标本 ( 36 例为新鲜组织 )
。

10 % 甲醛 固定
,

石蜡包埋包切

片
.

按 W H O 肿瘤 国际组织学分类标准
:

梁状型 15 例
,

假腺管 型

1 6例
,

实团型 7例
.

1
.

2 组 织 D N A 提取

参照
“

分子克隆实验指南
”

用蛋白酶 K 一 酚 /氯仿法
,

分别

提取 36 例新鲜 组织
、

2例 石 蜡包埋组织 和 正 常 人血液 白 细

D N A
。

图 l 分析 p 53 基因 2 49 位密码子点突变模式图

A
:
H ae l 对 照 切点 . B

:

H ae 1 2 4 9密码 子 切 点

F 19 1 S c h e m a t ic d ia g r a m o f th e P o i n t m
u
at t i o n in

p 5 3 e o d o n 2 4 9 a s s a y s

A
:

oC
n t r o l e le a v a g e s i t e o

f t h e r e s t r ie t i o n e n
d

o n u e
l
e a s e

H a e l l l ; B
:

H a e l l l e l e a v a g e s i t e o
f

e o d o n 2 4 9

P C R 反应体 王为 4 0 产 l
:

模板 D N A 1
.

8 拜l
,

dd H
Z

O 2 8 产 I
,

2
.

5 m m
o
l / L d N T P 3

.

2 拜一
,

2 0 p m o 】/ L 引物 2 户 1
,

1 0 x T a q 酶

缓冲液 4 拜 l
,
9 5 ℃变性 s m i n 后

,

加 1 拜 I T a p 聚 合酶 ( 2
.

2 U )
。
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与 H B v 和 A F 的协同作用有关
.

H B V D N A 的整合可 引起宿主 D N A 缺失
、

重排

等改变
,

是 H B V 致癌 的重要基础
。

H B V 可 以整合到

肝癌细胞的染色体上
,

虽然尚未找到一个常见的整合

位点
,

但已有报道 H BV 可 以整 合到 p 53 基 因附近

( 1 7p n
.

1一 1 2 )
,

并且在 H B v 阳性的肝癌组织中进一

步证实有 5P 3基因 的改变 l[, 〕
.

然而
,

H B v 在 p 53 基因

内或附近 的整合本身似 乎并不能引起 p 53 基因发生

2 4 9密码 子 G ~ T 颠换
` ” , 。

最近 F u jim o t o 等
“ ` ,在 用

A F B I喂养灵长类动物产生的肝 癌 中
,

未发 现有 p 53

基因的突变
,

因此提出 H B V 感 染可能是 A F B I引起

p 53 突变的先决条件
.

se ll 等 ls[ 〕在转基 因动物中进一

步证实 H BV 和 ABF I在 H C C发生过程中具有协同作用
。

综上所述
,

本地区 H C C 与 H B V 感染 密切相关
,

H B V 可能与 A F 协同作用
,

共同引起肿瘤抑制基 因

p 5 3的改变
,

进而在 H C C发生发展过程中发挥重要作用
.
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