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原发性肝癌 P
5 3

基因 2 49 编码区点突变的研究
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本文采 用 P C R 一 R F L P 法对原发性肝细胞癌 sP
’

基因 第

24 9编码 区的点突变进行分析
,

探讨其在肝癌发生中的作用
。

1 材料和方法

25 例肝癌组织 为我院手术切 除标本
,

均经病理证实
。

手术

切下肿瘤后立即收集 癌组织
,

剔 除 出血坏死部分后置液氮中
,

一 7 0℃贮存
。

按文献提取基因组 D N A
仁’ 」。

P C R 引物由中国科学院上 海细胞生物所合成
,

上游引物序

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

, ;
下游 引物序

列
:
5

,

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

取约 z 拌 g 组织

D N A 溶于 4 0 尸 1 P C R 缓冲液 中 ( 1 0 m rn
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2~ 3。 T a q D N A 多聚 酶 )
,

P C R 扩 增仪 ( P e r
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E lm
e r
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e t u s ) 上操作

:
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C变性 3 5 5 ,

5 5 C退火 4 0 5
.

7 2 ℃延伸 l

m i n .

循环 3 5次后
,

7 2
.

C 延伸 1 0 m i n
。

取 7 拜 1扩增产物在 2% 琼脂

糖 凝胶电泳上确定扩增 效果
。

P C R 扩增产 物用酚 /氯 仿抽 提
,

乙醇沉 淀
,

真 空抽干
,

去 离

子水溶解
,

加 H
a e l 消化

,

3 7
一

C过夜
。

酶解产物 8 %聚 丙烯酞胺

电泳分离
,

E B 染色
,

紫外光下观察并照像
。

结果判定
:
D N A 经 P C R 扩增后

,

扩增片段长 1 64 b p
,

用

H ae l 酶切后野生型被切为 90
,

46 和 27 bp 三个片段
,

突变型则

为 1 3 6
,

2 7 b p 两个片段 [ , 〕 。

2 结果

在 2 5例肝癌中有 5例出现 13 6 b p带
,

即 2 49 位密码子发生突变
。

3 讨论

抗癌基因 P ”
与细胞增殖分化的调节有关

,

因其蛋 白产物

对几种细胞生长负调控基因有调节作用
,

它的失活将导致细胞

的异常增殖
。

而 P 53

基因突变是其失活的主要途径之一
,

也是许

多肿瘤发生的一个共同现象 2[J
。

尤其是位于高度保守 区的24 9

位密码子突变是当今肝癌 sP
,

基 因突变研究的热点所在
。

在黄

曲霉毒素 B
,

( A F B
:

)污染严重的地区
,

如我 国的启东 以及南非

地区
,

该位点在肝细胞癌的突变率可高达 50 %
,

并认为 P
S ’

基因

第 24 9位 密码子为 A F B
I

作用 的靶位点 .3[
`」

。

最近 A g 。 il ar
s “

在体

外 实验也 证实 A F B
,

作用 的特异位点为 P
S ,

基因第 24 9位 密码

子
。

然而
,

肝癌的发生是受多因素影响的
,

不 同地 区的肝癌因病
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因不一样
,

其 P
S ,

基 因 2 49 位密码子突变率也不一 样
。

主要病 因

为H B v 的我国西北地 区肝癌
,

该位点的突变率极低 (2
.

2 % ) L` 」 ,

受同样病因作用的 日本肝癌 P S ,

基 因的突变分散于基因序列高

度保守区
,

而无突变热点所在 [,J
。

本实验病例均来 自西南地区
,

以往的实验表 明该地 区肝癌的发 生多与 H B V 和 H C V 感染有

关
,

尚无 A F B
、

的资料
。

本实验发现 20 % 的原发性肝细 胞癌 P
, ,

基 因 24 9位密码子突变
,

较 A F B
,

高污染 区的西北地 区明显增

高
。

形成该特点的原 因是否与西南地 区肝癌受 H B v
.

H C v 和

A F B
,

双重因素的作用有关
,

尚需进一 步扩大研究的样本量和

对 A F B
,

在西南地 区污染的流行病学调查
。

关键词 肝肿瘤
;
肿瘤基 因

;
突变
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