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胃癌及癌旁组织中 r as
癌基因扩增

、

重排和缺失的研究

王俊芬 吕有勇
.

刘为纹 邓国仁 ” (第三军医大学西南医院消化科) 6 3 0 038

提 要 本文使用 o Sut h r e n杂交技术研究了 33 例胃癌及癌旁组织中 c 一

物
一

r a
s 、

K
一 , as

、

N
一

ar
s

痛签因的扩增
、

重排和缺失
.

结果显示
:
25

.

8沁 ( 8 / 33) 病例有
c ~

H a 一 ar s

基因的扩增
、

重封沐缺失
,

3
.

8% ( 1 /2 6 )病例有 K
`

ar
:
荃因的扩增 , N

一

asr 荃因无上述改变
.

关锐词 胃肿瘤叮 as 基因 ,基因增强 ,重组
,

基因 ,染色体缺失

ar
。
基因家族是重要的真核基因家族

,

由
c 一 H a 一 r a s 、

K
一 r a s 、

N
一 r a s s 种基因组成

,

在细胞

生长和分化中起着重要的作用
。

.

近来发现
,

多

种肿瘤中有
r as 基因的激活

,

激活主要为点突

变
` D 。

邓国仁等已在胃癌细胞株和胃癌组织中

发现
r a s 基因的点突变

,

并显示点突变和病人

预后有关
( 2

’
3 , 。

为了解
r as 癌基因家族在胃癌

组织中其它的激活方式
、

探索 ar
s 基因激活在

胃癌发生
、

发展中的作用
,

我们使用 Sou t h er n

杂交的方法在 胃瘤和癌旁组织 中同时进行
c -

H a 一 r a s 、

K
一 r a s 、

N
一 r a s 3种癌基因的研究

。

1 材料与方法

1
,

1 组织标本

33 例胃痛及癌旁 (距癌组织 sc m 远 )组织来自山

东省威海市医院和北京市肿瘤所
。

手术后马上将组织

放入液氮或一 70 ℃冰箱内冻存
.

所有标本均经病理医

生诊断
。

将 。
.

5~ 坛 组织剪碎
,

按 S h ih 法
“ ’ 进

划备高分

子量的 D N A
,

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
.

血液中白细胞 D N A 的提取按 M an iat is

法 s() 进行
.

1
.

3 基因探针质拉
c 一 H a 一 ar s

基因探针质粒为邓国仁教授从 B G C 8 23

胃癌细胞株中克隆出的重组质粒 , v 一 K
一

ar , 荃因探针

质粒为美国 w
e
i n be gr 实验室蹭送

; c 一N
一

ar :
基因探针

质粒为美国 M er ch 实验室增送
.

1
.

4 探针的制各及同位素标记
` 5)

1
.

4
.

1 用已插入基因探针的质粒转染大肠杆菌 (用

饭化钙转化程序 )
。

1
.

4
.

2 迅速小量制备质粒 D N A (S DS 法 )
。

1
.

4
.

3 大量制备质粒 D N A (碱裂解法 )
.

1
.

4
.

4 基因探针片断的分离和纯化
e一

aH
一 r a s 基因探针长 6

.

6 k b
,

载体长 4
.

3k b
。

含
c -

aH
一

ar
s
基因探针的质粒被扩增后

,

用 aB m邢 酶消化
,

琼脂糖凝胶电泳
,

切下含 6
.

k6 b 的片断 ; c
训

一

ar
s
基因

探针长 6
.

kI b
,

载体长 2
.

gk b
.

含 c 一N
一r as 基因探针的

质粒被扩增后
,

iH dn , S/
a c l 酶消化

、

琼脂糖凝胶电

泳
,

切下 6
.

I k b 的片断 ; v 一K
一 r a s

基因探针长 1
.

0 k b
,

载体长 4
.

3 k b
.

质粒扩增后用 E co R I酶切
、

琼脂糖凝

胶电泳
,

切下 1
.

0 k b 的片断
.

所有切下的凝胶用电洗

脱的方法回收基因探针片断
。

1
.

4
.

5 基因探针标记

用随机引物法标记基因探针
。

将标记好的探针加

到 乳 p L月 ex G 50 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
.

5 S o u t h e r n 杂交

取胃癌和癌旁组织
、

正常人白细胞 D N A 12 拜g
,

用

限制性内切酶 aB m H I
、

B g l l 消化
。

待消化完全后
,

0
.

8%琼脂糖凝胶电泳
。

电泳完毕
,

琼脂糖凝胶板变

性
、

中和
,

用 oS ut h er n 法将 D N A 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粒袋中
,

加入预杂交液 ( x6 SS C
、 。

.

5% S D S
、

x5 众 hn
a
记 t 溶液

、

10 如g / m l 变性的鱼精 D N A
、

50 %甲酞胺 )
,

42 ℃保温

过夜
。

然后加入
a 一 ,

丫d C T P 标记的变性探针
,

42 ℃保

温过夜
。

洗膜
、

放射 自显影
。

2 结果

2
.

l e 一 H a 一 r a s 墓因

么 L l c 一H a 一 ar s
基因的多态性

.

北京市肿瘤研究所
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不 同 个体 的胃癌组织和其相对应的癌旁组织

D N A 有限制性片断长度名态性 ( R F L P )
,

其长度从 5
.

7

一 7
.

s k b 刁; 等
,

但多分布在 5
.

9~ 6
.

3 k b 之间 (图 1)
。

2 8 例正常人白细胞 D
.

JA 也存在着 R F L P
,

长变在 6
.

3

~ 7
.

7 k l; 之间
,

大多数分布在 6
.

6~ 6
.

s k b 之 】,dJ
。

胃癌

组织 D N A杂交片断的长度 ( 6
.

k3 b 的占 84
.

6% ( 2 2 /

2 6 ) ;
正常人白细胞 D N A杂文片断 ) 6

.

6 k b的占 9 5
.

8

% (2 3/ 24 )
,

P < 。
.

00 儿这些结果显示
,

人 的基因组中

有
c 一H a 一

ar
s
荃因的 R F L P ,癌组织 D N A c 一

aH
r as 抓

因片断和正常人有明显差异
,

图 1 胃癌及癌旁组织
c 一 H a 一

ra
s

基因限制性内切酶酶切片断长度多态性分析

M
:

标准分 子童标记为入 D N A 十 H in d l ( 以下同 )
;

P
:

胎盘 D N A 作为正 常对照 ( 以下 同 ) ;

T
:

种瘤 D N A ( 以下 同 ) ; N
:

癌旁正常组织 D N A ( 以下 同 )
; 胎盘 D N A

、

拐
、

29
、

30
、

32
、

和

3 3 为纯合子
; 3 1

、
3 4 和 3 5 为杂合子

。

2
·

1
·

Z c 一
H

a 一

ra s
基因的两种遗传型

从结果还可以看到 人的
c 一
H

a 一 ra s
甚因 方两种遗

传型一种是杂合状态
,

一种是纯合状态
。

肿瘤患者的

杂合子占 26
.

9 %
、

纯合子占 73
.

1形
,

和正常人 白细胞

DN A 无明显的差异 ( P > 0
.

05 )
。

2
·

L 3 c 一H a 一 ar s

等位基因的缺失

7例有杂合状态的肿瘤组织中有一例您组织丢失

了一条等位基因
,

而癌旁组织正常 (图 2)
。

2
·

1
·

4 e 一
H

a 一 r a s
基因的扩增

、

里排

在所检测的 3 3 例肖癌组织中有 7 例出现异常的

基因片断
,

其中 5 例伴有基因的扩增
。

1 例癌旁组织也

同相对应的癌组织一样存在着基因的扩增
, 1 例癌旁

组织存在着基因的重排 (图 3 )
。

图 Z c 一H a 一 ar s

等位墓因的去失

37 号钟瘤组织 中丢失 了一个等位墓 因
,

而 疮旁组织 中两个等位墓因存在

…
l绷eel..月....扭.玉且
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图 3 一临及右旁组织
c一 H a一 a、

签因的扩增
、

皿排
l 号疮组织 有扩增 和重排

,

痊旁组织有重排 ,

11 号盛组织有扩堵
、

重排
,

疮旁组织正常 ,

7 号癌组织及瘤旁组 织 均有 扩增
、

重排
;

6
、
1 2

、
1 3 疮组织及疮旁组织无扩增及重排

。

2
.

Z N
一 r a s 基因

将硝酸纤维家膜上的
c 一

aH
一

ar
s
荃因探针洗掉

,

用

N
一

ar , 荃因探针杂交
,

可在 7
.

kZ b 处见到杂交信号
。

33

例癌组织及癌旁组织 D N A 未见异常 (结果未显示 )
。

2
.

3 K
一 r a s 基因

将胃痛及痛旁组织 D N A 用 Bgl , 消化
,

oS ut h er n

转移
,

以 K
一

ar s
荃因探针杂文

,

可在 1 1 k b 处见到杂交

信号
.

26 例胃痛组织中 1 例有扩增
,

且相对应的癌旁

组织也有扩增 (图 4 )
。

讨论

一

赢毓蕊 偏
一

橱
_

嘛 呱
图 4 , 痊及痊旁组织 D N A K

一 r a ,

荃因

肠
u ` h e r n

杂交分析
2 1号 疮及 疮旁纽织 D N A 均有 K

一

ar s
基 因

的扩 J甘
。

其余疮及疮旁组织正常

c 一H a 一 r a s 基因的 R F L P 主要是由于其基

因的 3’ 端 1
.

sk b 处有一串联的重复核昔酸区

域
,

称为 v T R
“ ` ) 。

I s h i i 等
` , ’

报道
, e 一 H a 一 r a s 基

因中的 V T R 可能作 为一种增强子起着加强

基因表达的作用
。

国外的一些结果显示
`幻 ,

正

常人和肿瘤患者
c 一 H a 一 r a s 基因的 R F L P 分布

不同
,

这可能和肿瘤的易感有关
。

本研究也观

察到正常人和 胃癌患者
。一 H a 一ar s’ 基 因 R F L P

不同
,

这是否与胃癌的易感有关
,

作者认为还

需加大样本数和用 M s p l / H aP l 限制性内切

酶将 V T R 片断 切下
,

S o
ut h e r n 杂交 进行分

析
。

r a s 基 因激活的主要方式是点突变
,

但等

位基因的缺失在许多肿瘤中都可见到
,

如在头

颈部癌约 2 2写病例有
。 一

H a 一ar s
等位基因的缺

失
( , ’ 。

而基因的扩增
、

重排相对 比较少见
.

本实

验 中发现 3
.

8% ( 1 / 3 3) 胃癌有
。 一

H a 一 ar s 基因
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的缺失
、

21
.

2% ( 7/3 3) 有上述基因的重排和扩

增
,

结合我们以前的研究表明
,

在 胃癌组织中
c 一 H a 一

ar
s 基 因除了第 12 位密码子点突变外

,

还有基因的扩增
、

重排和等位基因的缺失等激

活方式
,

而且基因的扩增和重排也可能是其重

要的激活方式
。

日本人 胃癌中主要是 K
一

ar s 基因的激活
,

而 e 一H a 一 r a s 、

N
一 r a s 基因激活少见

,

如 F u jit a 等

人
`
10) 在 43 %胃腺 瘤和 9%胃癌 中发现 K

一 r as

基因的点突变
; R a

nz
a hi 等

` ” ,在 10 % 胃癌中发

现有 K
一

ar
s 基因的扩增

。

而 中国人 胃癌主要是
e 一 H a 一 r a s

基 因的点突变
,

K
一 r a s 、

N
一 r a s 基因的

点突变发生率很低
、

本文使用 S ou t h e rn 杂交

的方法分析 了 3 种
r
as 基因在胃癌中的变化

,

发现主要 是
C 一 H a 一ar s 基因的激 活 ( 25

.

8% )
,

而 K
一 r o s 基因

、

N
一 r a s 基因激活较少见

。

中国人

和 日本人胃癌有不同 ar s 基因的激活
,

提示 胃

癌的致癌原可能不同
,

但也可能和地理环境的

不同或种族差异有关
。

在 3 例癌旁组织中也发现与相对应的癌

组织一 致的
r a s
基因的扩增 或重排

,

这提示

比 s 基因的扩增或重 排可能发生在肿瘤的早

期
.

此外也给我们一些启示
:

有些癌旁组织学

正常的枯膜实际上在分子水平已经发生 了改

变
,

这可能是肿瘤切除后复发的根源
。
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一起由输液器引起的输液反应爆发流行

府伟灵 时凤丽 邹 英 捧国文
’

(第三军医大学西南医院感染研究室 ) 63 0 038

流行情况与实验检查

1 9 9 0年 5
.

月 1 日至 5 日
,

西南医院普外科
、

传染

科
、

肿瘤科
、

消化科等 4 个科室报告输液反应突然增

多
,

平均每科每天有 2~ 4 人发生输液反应
。

以上 4 科

的 168 例输液病人中共发生输液反应 26 例
,

发生率

15
.

5%
。

病人输液后感到头痛
、

寒战和发热 ( 38
.

5~

40 ℃ )
,

使用药物治疗均无效
,

停止辅液后反应 自行消

失
,

体温下降至正常
.

调查中发现上述科室均在 5 月

份开始使用了一次性输液器 (江苏金坛输液器厂生

产
,

批号
: 8 9 0 8 06

“ 。 )
.

其它未使用这批一次性输液器

的 5 个科室
,

调查了 168 例
,

发生 2 例输液反应
,

发生

率 1
.

2 %
,

无暴发现象
.

使用厦门赏试剂厂生产的试剂
,

对一次性输液器

进行热原检查
.

操作及结果判定均按说明书进行
,

结

果抽样 20 份
,

阳性 6 份
,

阳性率 30 %
。

对摘液后余下

的液体及输液采样做细菌培养 3心份
,

结果均为阴性
.

的质量及灭菌情况也要考虑
。

近年来市场上出现了许

多粗制滥造
,

不合格的一次性输液器
,

未经临床应用

试验而大量出售
,

以致引起输液反应
.

给病人带来痛

苦
,

也影响医院的信誉
。

此次输液反应经流行病学调

查以及实验室检验证实是因使用了江苏金坛县输液

厂生产的一次性输液器引起的
。

医院 已将这批产品退

回生产厂家
.

国家医药局重 中
` , ’ ,

我国一次性输液

(血 )器生产布局失衡
,

非法经营现象严重
,

必须加强

管理
。

由于其利润高
,

诱使不少企业和个体户无证生

产
,

无证经营
.

仅江西省进贤县一度有近万名农民非

法生产伪劣产品
,

严重危害人民健康和生命安全
。

因

此我们建议医院在采购此类产品时应协同专业人员

进行检查
,

合格产品方能购进
。

同时建议有关部门应

立即对生产一次性输液器的厂家进行检查
,

防止不合

格产品流人市场
.

关键词 输液疗法 /副作用

2 讨论

输液作为治疗手段
,

广泛应用于临床病人
,

预防

和控制输液反应是医疗工作中一个重要环节
,

除了注

意严格执行输液过程中的消毒
、

灭菌程序外
,

输液器

,

第三军医大学卫生防疫系流行病学教研室
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