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胃癌组织中抑癌基因 A P C / M C C 杂合性缺失的研究
’

王东旭 房殿春 罗元辉 普 荣 刘为纹 (第三军医大学附属 西南医院消化科 ) 重庆
,
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提 要 应用多聚酶链反应 ( P C R )与限制性片段长度多态性分析法 ( R F L P )
,

对 45 例手术切除胃癌组织

腺癌性息肉基因 (A CP )/ 结直肠癌突变基因 (M C C )杂合性缺失 (L O H )进行分析
.

结果表明 A p C
、

M C C 基因

L O H 率分别为 2 1
.

7% ( 5 / 2 5 )和 3 1
.

3 % ( 5 / 1 6 )
.

A P C / M C C 缺失率为 5 0
.

0% ( 9 / 3 0 )
。

L O H 率在肠型及胃型胃

癌中无明显差异
,

与肿瘤大小
、

组织学分类
、

浸润深度
、

淋巴转移及临床分期无关
。

一例早期胃癌出现 M c C 基

因缺失
.

结果提示 ACP /M C C 荃因 L O H 与两型胃癌的早期发生及发展有关
.

关键词 胃肿瘤
; A P C /M C C 基 因

,
杂合性缺失

中图法分类号 R 73 .5 2

在肿瘤发生发展过程 中
,

经常发生特定染色体 区

域片段的丢失
.

染色体 s q 就是常见的丢失区域
。

现已

发现
,

在染色体 5 q
2 ,

区域毗连存在两个抑癌基因
,

即腺

瘤性息 肉病基 因 ( a d e n o m a t o u s p o l y p o s i s e o l i
,

简称

A P C 基因 )和结直肠癌突变基 因 ( m u t a t e d i n e o l o r e e -

t a l c a r e i n o m a ,

即 M C C 基 因 )
。

国外研 究发现
,

A P C /

M C C 基 因杂合性缺失 ( L O H )不仅见于结肠癌而且也

见于食道癌 1j[
、

小细胞川和 胃癌 aj[
,

国内尚未见对 胃癌

的研究报道
。

我们采用多聚酶链反应 (P C R )及限制性

片段长度多态性分析法 ( R F L P ) 对 胃癌组织中 A P C /

M C C 基因 L O H 进行分析
,

探讨其在 胃癌发生发展 中

的作用
。

1 材料和方法

1
.

1 标本 收集

共收集 45 例胃癌手术切除标本
,

均未经过放疗或化疗
.

每

例标本包括原发癌肿和手术切缘的正常胃粘膜
。

标本置于 一

70 ℃冰箱保存
.

癌组织均经冰冻切片
、

染色镜检证实癌细胞在

70 % 以上
,

正常组织证实无癌细胞
。

1
.

2 D N A 提取

采用蛋白酶 K 消化
、

酚 /氯仿提取法 [’J 抽提胃癌组织及正

常组 织 D N A
.

提取的 D N A 用 T E 液稀释
,

于紫外分光光度计

上测定其波长 2 6 0 n
m 及 280

n
m 吸收值

,

计算 D N A 的浓度和

纯度
。

1
.

3 引物设计

我们参考国外文献 sj[ 设计了两对引物
。

引物情况见表 1
。

1
.

4 P C R一 R F L P 分析

PC R 反应总体积 4 0 拌l
,

其中模板 D N A 约 1 拜 g
,

T
r i s 一 H C I

1 0 m rn o
l / L

,

K C I 5 0 m m
o
] / L M g C I

: 1
.

5 m m
o l / L

·

d A T P
、

d T T P
、

d G T P
、

d C T P 各 0
.

2 m m
o
l / L

,

引物 1 拜m o
l / L

,

T a g DN A

多聚酶 l ~ 3 U
.

循环参数 9 4 ℃ 4 0
" . 5 4 ,C 4 0

" , 7 2℃ z
, 。

循环 3 5

周期
.

最后于 72 ℃继续反应 1以
.

取扩增产物 10 ~ 12 闪
,

加入相

应内切酶 (表 1 )
,

37 ℃过夜
。

在 3%琼脂糖凝胶 (北京中山生物

技术公司产品 9 1 0 1) 中电泳分离
,

澳 乙锭染色
,

于紫外灯光下观

察电泳分离带并照像
.

1
.

5 分析方法

正常组织 D N A 进行 P C R 扩增
,

经限制性内切酶消化及电

泳后
,

如形成两条区带
,

是由于样品中含有两个 不同的等位基

因片段
,

其中一个可被酶解
,

另一个则不能
.

这个标本可称为杂

合子 (信息个体 )
.

如只呈现一个 区带
,

是由于它们在这一 位点

呈纯合状态
。

对信息个体癌组织 D N A 以相同的引物进行 P C R

一 R F L P 分析
,

比较同一病人癌组织及正 常组织 D N A 电泳片

段大小及量的差异
,

就可以推算出是否存在 L O H
.

表 1 L o H 测定中使用的引物

T a b 1 P r i m
e sr us

e d in L O H a n a l y s is

P r im i n g r e g i o n P o ly m o r p h i
s
m t y p e

A m p i e o n s iz e
( b

a s e P a i r s
) P

r i m e r s e q u e n e e

A P C e x o n 1 1 13 3 / 8 5十 4 8

M C C e x o n 10 V N T R △ 9 3 / 7 9

5 ` 一 G G A C T A C A G G G C A T T G C A G A A 一 3 `

5 `
一 G G C T A C A T C T C C A A A A G T C A A 一 3 ,

5 ,

一 T A C G A A T T C A A T G C C A C A 一 3 ,

5 ,

一 C T G A A G T A G C T C C A A A C A一 3 ,
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本研 究发现肠型 胃癌与 胃型 胃癌两组 问 A P C /M C C

的 L O H 率并无显著差异
,

提示 A P C /M C C L O H 可能

与两型胃癌的发生发展有关
。

本研究发现 A P C / M C C 基因 L O H 既可见于进展

期胃癌又可见于早期胃癌
,

这与国外多数研究结果相

一致 〔 3
·
5二,

说明 A P C /M C C L O H 可能 与胃癌的早期发

生及 发 展有关
。

但 R h yu 最 近研 究发现 A P C /M C C

L O H 仅 出现在肿瘤组织
,

癌旁不典型增生组织未见其

缺失
。

看来今后应加强对癌前病变
、

早期胃癌的研究
,

以进一步 明确 A P C /M C C 基因改变在 胃癌的发生及

演进中的作用
。

研究表 明
,

A P C
、

M C C 基因不仅同位于 s q , ` ,

而且

两者蛋白产物结构上有某些同源性
,

很可能两者结合

成复合体共同发挥作用
。

国外多数研究发现两者缺失

常伴 随发生 .s[
`二 ,

但也有相反结果
「’ 二。

本研究发现两者

缺失无明显相关性
,

这可能说明两者缺失可以独立发

生
,

提示在两者组成的复合体中
,

只要其中一个缺失
,

就可能足以引起整个复合体功能失活
,

从而导致肿瘤

发生
。

但本研究信息个体过少
,

可能会产生统计学上偏

差
,

如果扩大样本容量可能会得出明确结论
。

然而本研究的多数标本未出现 A P C /M C C L O H
,

可能 由于
:

①本文 的引物仅有 2 对
,

若增加检测位点
,

可能会提高 L O H 的检出率
。

② 胃癌组织还有其他癌

基因及抗癌基因参与
,

A P C / M C C 基因缺失不是唯一

的因素
。

③标本中的正常细胞干扰了检测的准确性
。

癌是基因疾病
,

这一概念已被广泛接受
。

通过对

A P C /M C C 基因的 L O H 的检测使我们对其在肿瘤发

生发展中的作用有了初步了解
.

进一步研究其基因结

构与功能关系以及与其他基因间的相互作用
,

不仅有

助于我们从分子水平上认识 胃癌的发病机理
,

而且有

可能为胃癌的诊断
,

治疗提供新的途径
。
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