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胃癌及癌旁组织中 p 35 基因和 R b 基因的研究

王俊茄 刘为纹 王 冰
’

吕有勇
.

邓 国仁
`

(第三军医大学西南医院消化科 ) 6 3 0 0 3 8

提 要 本文使用 S
o tu h re n

杂交方法分析了胃癌组织中 P5 3基因和 R b 基因的缺失和重

排
;

使用 P C R
一

R F L P 技术分析了 P5 3基因第 24 8位
、

24 9位密码子的点突变
。

研究结果显示
:

03

例胃癌组织中 9例有 p 35 基因的缺失或重排
,

42 例胃癌组织中两例有 5P 3基因第 248 位密码子

的点突变
;
15 例胃癌组织中两例有 R b 基因的缺失和重排

。

关键词 胃肿瘤 ,致癌基因
;

5P 3 基因
;
R b 基因

p 53 基因和 R b 基因是重要的抑癌基因
,

它 们 在肿瘤 发 生
、

发 展 中起 着 重 要 的 作

用
` ” ” 。

目前 已在多种人类肿瘤中发现 5P 3 基

因和 R b 基因的失活
` 3

,

4) 。

胃癌组织 中此两种

基 因的研究国内
、

外尚未见报道
。

本文使用

S o
ut h er n 杂 交方法 分析 了胃癌组织 中 p 53

基 因和 R b 基 因的缺失 和重排
;
使用 P C R

-

R F L P 方法分 析 了 p 5 3 基 因第 2 4 8 位
、

2 4 9

位密码子 的点突变
,

以探索 p 53 基 因和 R b

基因在胃癌发生
、

发展中的作用
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 组织标本
:

42 例胃癌及癌旁组织 (距癌组织

sc m )标本来自山东省威海市医院和 北京市肿瘤所
。

手术后立即将组织放入液氮或 一 知℃ 冰箱内冻存
。

所有标本均经病理医生诊断
。

1
.

1
.

2 正常人血标本
:

28 例正常人血标本来 自北

京医科大学附属一院正常献血员
。

1
.

1
.

3 细菌
、

质粒
:

大肠杆菌 H B 101 来自北京市肿

瘤所
;
含 R b

c D N A 基因探针的质粒 p U C
, ,

由 H a r -

w ar d 赠送
;
含 p 5 3 C D N A 基因探针的质粒 p G E M 由

N IH /N C I赠送 ;含人珠蛋白单拷贝基因的质粒 p U C

由医科院基础所赠送
。

1
.

1 4 主要试剂
、

酶及其它
:

琼脂
、

胰蛋 白陈
、

酵母

粉 ( D I F C
o

.

O x
i
o id )

、

琼脂糖 ( B R L 公司 )
、

小牛血清

白蛋白 ( S ig m a

公司 )
、

N ie k T r a n s
l
a t io n K it ( B R L 公

司 )
、

〔a 一 , ,
p 〕d C T p ( N E N 公司 )

、

S
e p h

a
d

e x
G

。。
( S ig m a

公司 )
、

丙 烯酸胺
、

甲叉双丙烯酞胺
、

T E M E D ( s ig m a

公司 )
、

硝酸纤维素膜 ( s
e h le ie h

e r 一 s e
h

u e l l公司 )
、

T a q

*
北京市肿瘤研究所

D N A 多聚酶 ( C
e t u s

公司 )
、

限制性内切酶 H in d ,
、

B g l l
、

H p a 一
、

M
s p l

、

H
a e l ( BR L 公司

、

华美生物

工程公司 )
。

其它试剂均为国产分析纯
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 D N A 的提取

1
.

2
.

1
.

1 组织 D N A 的提取
:

将 0
.

5一 1 9 的组织剪

碎
,

按 S hi h 等的方法
` 5 ’

制备高分子量的 D N A
。

1
.

2
.

1
.

2 白细胞 D N A 的提取
:

按 M an iat i s

等的方

法
“ ’
进行

。

1
.

2
.

2 探针的制备及同位素标记
1

.

2
.

2
.

1 用已插入基因探针的质粒转染大肠杆菌

(氯化钙转化程序 )
.

1
.

2
.

2
.

2 迅速小量制备质粒 D N A ( S D S 法 )
。

1
.

2
.

2
.

3 大量制备质粒 D N A (硷裂解法 )
。

1
.

2
.

2
.

4 基因探针片段的分离和纯化
: p 53

。 D N A

基因探针长 1
.

6 k b
,

载体 p G E M 长 2
.

sk b
。

含 p 5 3 基

因探针的质粒被扩增后
,

用 X b
a l 酶切

、
1

.

。 %琼脂

糖电泳
,

切下含 1
.

6k b 片断的凝胶
,

用电洗脱的方法

回收基因片段
。

R b c D N A 探针全长 4
.

7k b
,

内有一

个 限制性 内切酶 E co R I 的识别 位点
,

所 以 当用

E e o
R I 将其从 p U C

I 。

质粒上切下时
,

也将 R b e D N A

探针切成两个片段
: 。

.

gk b 和 3
.

sk b
,

我们以 3
.

sk b

作为基因探针
。

2
.

2
.

5 探针的标记
:

用 N ie k T r a n s ]a t io n
方法标记

探针
。

将标记好的变性探针加到 S
e p h

a
d

e x

sG
。

柱内
,

T E 缓慢冲洗
。

收集第一峰
,

记录参入效率
,

本实验

的参入效率为 30 % ~ 50 %
。

1
.

2
.

3 S
o u t h

e r n

杂交
` ’ 、 :

取胃癌
、

癌旁组织
、

正常人

白细 胞 D N A 1 2拜 g
,

分别用限制性 内切酶 B g l l
、

H in d l 消化
。

消化完全后
,
0

.

8%琼脂糖凝胶电泳
。

以

H in d l 消化的 入 D N A 作为分子量标准
。

电泳完毕
、

琼脂糖凝胶变性
、

中和
、

5
0 。 t h er n

转移到硝酸纤维素

膜上
、

80 ℃烤膜 Z h
。

将硝酸纤维素膜放入塑料袋中
,

加入预杂交液 ( 6 又 S S C
、
0

.

5% S D S
、

5 x D e n
h

a r
d t 榕
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液
、

10 0拜 g/ m l变性鱼精 D N A
、
5 0 %甲酸胺)

,
4 2 ℃保

温过夜
。

然后加入同位素标记的变性探针
,

42 ℃保温

6~ l s h
。

洗膜
、

放射 自显影
。

1
.

2
.

4 多聚酶 D N A 链延伸反应 (P C R ) :

参照 aS ik i

的方法
` 。

`
, ’
加 以改进

。

取 1拜g 胃癌组织 D N A
,

溶于

6 0拌 l 缓冲液 中 (缓冲液含 i o nT M T
r
i

s 一
H C I p H S

·

3
、

5 0 m M K C I
、

1
.

s m M M g C I
、

0 ZmM d A T P
、

0
.

Zm M

dG T P
、

0
.

Zm M de T P
、

0
.

Zm M d T T P
、

i拜M 引物
,
1

~ 3单位 T aq D N A 多聚酶 )
,

溶液上层加液体石蜡
.

将试管置 P C R 扩增仪上
,

95 ℃变性 7 05
、

57 ℃复性

7 0 5 、

72 ℃延伸 70
5 。

重复以上循环 30 次
。

在最后一次

延伸锅 内放置 10 m in
,

移去上层液体石蜡
,

取 10 川用

4%聚丙烯酞胺电泳进行分析
。

1
.

2
.

5 限制性片段长度多态性分析
:

将 P C R 扩增

产物分别用 H p a 一 /M
s p 正和 aH

e l 消化 1 2~ z 4 h
,

酶解产物用 4%聚丙烯酸胺 电泳进行分离
。

1
.

2
.

6 分析 p 53 基因第 248 位
、

249 位密码子点突变

引物
:
p 53 基因第 247 位密码子最后一个核普酸 C 和

2 4 5位密码子 CG G 构成 C C G G

—
H p a l 或 M

s p l

的酶切位点 ;第2 4 9位密码子后两个核昔酸 G G 和第

25 。位密码子前两个核普酸 C C
,

形成 G G C C
,

这正好

是限制性内切酶 H ae 皿的识别位点
。

P C 13 的序列为

5P 3基 因第七外显子正链上游内含子第 23 ~ 44 个核

昔酸之 间的序列
; P C 14 为第七外显子负链下游最后

n 个核昔酸和 内含子前 9个核普酸之间的序列
。

使用

P C i 3和 P C 1 4进行 P C R 扩增后产物分别用 H p a 一 /

M sP I 和 H ae l 酶消化
,

可测定 248 位和 249 位密码

子的点突变 (图 1 )
。

八 B C

2 结果

2
.

1 p 5 3基 因

2
.

1
.

1 5P 3基因的多态性
:

30 例癌及癌旁组织 D N A

经 B g ll 消化
,

so
u t h er n 杂交

,

发现 5P 3基因存在着

多态性
。

多态性有 3种类型
:
1k2 b

、
gk b 以及 12 和 gk b

,

癌旁组织和癌组织多态性一致 (图 2 )
.

为了解 胃癌组

织 p 53 基因多态性和正常人分布是否一致
,

对 28 例

正常献血员白细胞 D N A 进行 oS ut her n 杂文分析
。

发现正常人也存在着 5P 3基因的多态性
。

其多态性

分 声 翻 淤 中 巾 纤无明显差异 ( 尸 > 仁
` ,

1 6 4b P

11 3b P 5l b P

1 64 bp

一
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~一 ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

A m p l i f i
e
d

W i l d t y Pe

fr
a g m e n t

( 24 8 )

图 2 癌及癌旁组织 p 53 荃因的多态性

T
:

肿瘤组织 ; M L
:

转移的淋巴结组织 ,

N :

癌旁组织

F i g 2 B g l 1 r e s t r i e t io n s i t e P o l y m o r Ph is m i n

t h e h u m an P 5 3 g e n e in g as t r ie e an e e r

t js s u e

T
: t u m o r t is s u e ;

M L
:

me
t a s t a t ie l y

l l l Phad
e n .

N
:

i
u x t a e a n e e r o u s t is s u e s

4 6b P 90 b P

M
u t a t i o n a

l t y P e
( 24 8 )

W i ld t y P e
( 2 4 9 )

M u t a t i o n a l t y P e ( 2 4 9 )

图 1 分析 p 53 基因 2 4 8
、

2 4 9位密码子点突变

引物设计原理

A
:
H ae 兀 内对 照 位点

;
B

:

H ae 1 249 密码 子位

点
;
C

:
2 4 8位密码 子 H aP l 或 M

、 p J 位
.

点

F 19 1 5仁h e m a t ie d i a g r a m o f th e P 5 3 c o d o n 2 4 8

a n d 2 4 9 a s s a y s

A
: e o n t r o

l
e
l

e a v a g e s i t e o f t h e r e s t r ie t io n e n -

d o n u e le a s e
h

a e l ; B
:

H P a 1 o r
M

s p 1 e
l

e a v -

a g e s i t e a t d o
d

o n 2 4 8 ,
C

:

H
a e 1 e

l
e a v a g e s i t e

a t e o
d

o n 2 4 9
.

2
.

1
.

2 p 5 3基因的缺失
、

重排
:

组织 D N A 用 B g l l

酶切
、

S
o u t h

e r n 转移
、

p 5 3 e D N A 探针杂交后
,

发现

30 例胃癌组织中 7例 ( 2 3
.

3 % )在 12 或 g k b处杂交信

号减弱或消失
,

而下边 k3 b的杂交信号存在 (图 3 )
。

将硝酸纤维素膜上的探针洗掉
,

用单拷贝的人珠蛋

白基因探针杂交
,

显示杂交信号的强弱较一致
,

说明

p 53 基因有缺失或部分缺失 (图 3 )
。

另有 2例胃癌组织

出现了异常 k b 的杂交信号
,

而人胎盘组织和癌旁组

织杂交信号正常
,

说明 5P 3基因有重排 (图4)
。



第三军医大学学报 1 3 9 9年第 1 5卷第 3期

图 3胃痊及癌旁组织中 p 3 5基因的缺失

1 6号疮 组织有千位基因的 缺失 , 28 号疮及疮旁

组织均有缺失
,
29 号

、

32 号瘩组织有部分缺失

F i g 3 D e l e t i o n o f P 5 3 g e n e in g a s t r ie e a n e e r

t U S S U e S

1 6
: t u m o r t i s s u e

w i th d e
l
e t i o n ; 2 8 : t u m o r t is s u e

a n d j
u x t a e a n e e r o u s t i s s u e

w it h d e l e t i
o n ; 2 9

: t u -

m o r t is s u e
w it h p a r t ia l d

e
l

e t io n , 3 2
: t u m o r t is

-

s u e w it h d e
l
e t i o n

.

.2 1
·

3 5P 3基因第 248 位
、

24 9位密码子点突变分析
:

用 P C 1 3和 P C i 4引物对 4 2例 胃癌组织 D N A 进行

尸C R 扩增后
,

取 1/ 6进行 4% 聚丙烯酞胺电泳鉴定
。

确定是所需片断后
,
1 / 2用 H aP l /M sP I 酶切

、
12/

用 H ae l 酶切
.

酶切产物用 4 %聚丙烯酞胺 电泳分

离
。

第 2 4 8位密码子如无突变切成 113 和 51 b p 两个片

断 ; 如 有突变 C C G G 切点不能切 开
,

仍是 1 6 4 b p
。

P C R 扩增产物用 aH
e l 酶切后

,

野生型被切成” b p
、

4 6 b p
、

2 7 b p 三个片断
,

突变型切成 i s 6 bp 和 2 7 b p 两

个片段
。

经分析
,

42 例 胃癌组织中两例有 248 位密码

子的点突变 ; 24 9位密码子未见有突变
。

2
.

2 R b 基 因

R b 基因全长 Z o o k b
,

由27 个外显子构成
,

当用

H in d l 酶将基因组 D N A 酶切后
,

用 R b 3
.

sk b 基因

探针杂交
,

可在 9
.

s k b
、
7

.

s k b
、

6
.

Zk b
、

5
.

3 kb
、

4
.

s kb
、

2
.

I k b
、

1
.

s k b 处见到杂交信号
。

在人类肿瘤中常见

的缺失片段是 7
.

sk b 和 4
.

sk b
。

15 例胃癌及癌旁组织

D N A 用 R b 基因探针 S o ut h er n 杂 交后 发现 2例 有

4
.

sk b片断的缺失
。

1例除有 4
.

s k b 片段缺失外
,

在

1
.

sk b 处有一异常的杂交信号
,

而癌旁组织正常
,

这

可能是 R b 基因缺失后发生了重排 (图 5 )
。

此 2例有

R b 基 因缺失的病例全是粘液腺癌
。

鬓一攫图 4 胃痊组织中 p 53 荃因的重排

1
.

胎盘组织 ; 2
.

胃癌组织 , 3
.

疮旁组织

1 号 胃 癌 标 本
:

正 常 的 1 2 k b 片 段增 大
,

约

1 4
.

s k b
。

正常的 gk b 变 小
,

约 7 k b
,
3 kb 的杂交信

号消失
,

代之 出现的 是 3
.

k3 b
。

而癌旁组织 片段

大 小正常
。

2 1号胃癌标本
:

正常的 12 k b
、

3 k b 杂交 信 号存

在
,

但 多出一 条 1 6
.

sk b 和一 条 5
.

o kb 的杂交信

号
,

而且多出的两条信号增强
,

说明基 因重 排后

有 扩增
。

F ig 4 R e a r r a n g e m e n t o f P 5 3 i n g as t r ie e a n e e r

t i S S u e S

L a n e s :
1

.

D N A o b t a in e
d fr

o m n o r
m

a
l p l

a e e n t a

t i s s u e , 2
.

D N A o b t a in e d f
r o m g a s t r i e e a n e e r ,

3
.

D N A o b t a i n e
d f r o m j

u x t a e a n e e r o u s t is s u e s
.

图 5 胃癌组织中 R b 荃因的缺失和重排

2 2号
、

2 3号
、

2 5号
、

2 6号无 R b 墓 因缺 失 , 2 8号
:

种瘤组织缺失一条4
.

s k b 片段
,

癌旁组织正常 ,

4 。号
:

种瘤组织 缺失 一 条 4
.

s k b 片段
,

同时 在

1
.

sk b 处 有一 异常片段
。

F i g 5 D e le t i o n a n d r e a r r a n g e m e n t o f R b g e n e

i n g a s t r i e e a n e e r t is s u e s

T h
e r e a r e n o t d e

l
e t io n o r r e a r r a n g e m e n t in

n u m b e r 2 2
,
2 3

,
2 5 a n

d 2 6 ; N u m b e r 2 8
:

d
e
l
e -

t io n in 4
.

sk b ; N u m b
e r 4 0

:

d
e
l
e t i o n in 4

.

sk b

w i t h
a b n o r m a

l f
r a g m e n t i n 1

.

s k b
.
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3讨论

1 . 3p5 3基因和 胃癌

P5 3基因是重要的抑癌基因
,

目前 已在多

种肿瘤中发现 p 53 基因的失活
“ 一 ` , 。

点突变是

5P 3基因失活的一种方式
`
10)

。

最近在 50 % ( 5/

10) 启东肝癌中发现 p 53 基因第 24 9位密码子

的点突变
,

南非的肝癌 中也有 50 % ( 8 / 1 6 )发

生点突变
,

而且大多数也是发生在 24 9位密码

子
` , ` 〕 。

2 4 9位密码子如此高的突变率表明
,

这

个位点可能是与肝癌发生有关的热点 区
。

为

了解胃癌组织 中是否存在 p 53 基因第 248 位

和 2 4 9位密 码子的点突变
,

我 们使 用 P C R
-

R F L P 方法分析了 42 例胃癌组织
,

发现 2例有

24 8位密码子的点突变
,

而在 2 49 位密码子内

未发现点突变
,

说 明这两个位点的突变在 胃

癌中不常见
。

通过对成骨肉瘤
、

慢 性 白血病急变
、

肺

癌
、

横纹肌肉瘤
` , ,一 ` 5’

等肿瘤的研究发现
,
p 53

基因的缺失或重 排很常见
,

占 5%一 30 %
。

我

们首次使用 S ou t h er
n
杂交 的方法对 胃癌及

癌旁组织进行了研究
,

发现 23
.

3% ( 7 / 3 0) 的

病例有 p 5 3基 因的缺失
; 6

.

7 % ( 2 / 3 0 )有 p 5 3

基因的重排
。

这些结果显示
,

p 53 基因的失活

在胃癌组织中较常见
,

很可能在 胃癌的发生

发展中起着重要的作用
。

3
.

2 R b 基因和 胃癌

R b 基因即视网膜母细胞瘤敏感基因
,

它

的失活可导致视 网膜母细胞瘤的发生
。

目前

已在骨肉瘤
、

软组织 肉瘤
、

小细胞肺癌
、

膀肤

癌和乳腺癌等肿瘤中发现 R b 基因的失活
,

因此认为 R b 基因是一广泛的抑癌基因
“ 一 3 , 。

Rb 基因失 活的方式有 缺失
、

重排和点 突变

等
。

本实验使用 S o u t h e r n 杂交的方法对 1 5例

胃癌组织及癌旁组织进行了研究
,

发现 2例胃

癌组织有 R b 基 因的缺失
,

其中 1例伴有 R b

基因的重排
;
而且有缺失或重排的病例全是

粘液腺癌
。

R b 基因的异常是否和粘液腺癌的

发生或发展有关
,

值得进一步研究
。
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组相比差异无显著意义 ( 尸 > 。
.

0 5 ) ;
脑出血与正常

对照组相比有显著性差异 ( P < 。
.

0 1 )
。

常
` , ’

。

本文资料说明 C S F
一

L D H 总活性增高可作为

诊断出血性脑病的一项诊断指标
。

3 讨论
关键词 脑髓脊液

;
乳酸脱氢酶类

以上结果表明
:

闭塞性脑血管病和正常对照组

测得的数值均在正常参考值以内
,
而脑出血组测得

的总活性均 明显地超过正 常参考值
。

脑出血 CS F
-

L D H 显著增高
,

而 闭塞性脑血管病则正常
。

马脑出

血 C S F 清亮而不易与脑血栓鉴别时
,

若测定 C S F
-

L D H
,

则有助于二者的区别
。

有的作者认为脑血管病

和脑出血 C SF
一

L D H 的总活性增高
` , , ,也有作者认

为 闭塞性 脑血 管病的 C S F
一

L D H 总活性 基本 正
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