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胃癌组织中
rs a基因点突变和病人预后关系的研究

王俊茄 刘为纹 邓国仁
.

吕有 勇
奋

王 欣
`

(第三军医大学西南医院消化科 ) 6 3 0 08 3

提 要 本文使用 P C R
一

R FP L方法分析了 2 4例福尔马林固定
、

石蜡包埋 胃癌组织中
c -

H
a一

a rs
基因第 2 1位和 6 1位密码子

、
N

一

a rs
基因第 2 1位密码子

、

K
一

a rs
基因第 2 1位和第 3 1位密

码子的点突变
。

发现 1 4例 3 (3
.

3 %)有
c一

H
a一

a rs
基 因第 2 1位密码子的点突变

、

2 例 ( 4
.

8 %)有 K
-

a rs
基因第 2 1位密码子的点突变

,

且点突变与胃癌患者的预后有关
。

我们认为
, r a 、

基因点突变

的检测可成为临床医生判断胃癌病人预后有价值的指标
。

关键词 胃肿瘤
;
癌基 因蛋 白 P

Z ,

突变
; P C R

一
R F L P

’

分类号 R 7 3 o
.

2 3 ; R 7 3 5
.

2

点突变是 ar
s 基因激活的主要方式

。 : as

基因第 12 位
、

13 位和 61 位密码子的点突变

可使其获得转化细胞的能力
。

目前 已在多种

肿瘤 中发现有 ar s 基 因的点突变
,

且点突变

的存在与某些肿瘤的发生或预后有关
` ’ 。

” 。

胃

癌组织中
r a ; 基 因点 突变研究较少

,

且病例

分 散
,

未见在 同一组织 中同时进行 3 种
r
as

基因点突变的研究
。

本文使用 P C R
一

R F L P 方

法对福尔马林固定
、

石蜡包埋 的胃癌组织同

时进行 C 一 H a 一 ar s 基因第 12 位和 61 位密码

子
、

N
一 r a s 基因第 12 位密码子

、

K
一 r a s 基因第

1 2 位和 13 位密码子点突变的研究
,

探讨 r a s

基因点突变在胃癌发生
、

发展中的作用
,

为指

导临床工作提供帮助
。

表 1 42 例福尔马林固定
、

石蜡包埋组织临床

资料 ( 8 3 ~ 8 5 年 )

T a b 1 C li n ic a l e h a r a c t e r i s t i e s o
f 4 2 P a t i e n t s

w i t h g a s t r ie e a n e e r ( 8 3 ~ 8 5 y e a r )

A g e

Se x ( M / F )

D i s e 是l s e s t a g e

W

T
t 一r n o r ( l i f f

e r e n t i奋l t i o n

P o o r
l y d i f f

o r e r l r一是一t e d

M o d e r 若豆t e
l y

.

W
e l l d i f f

e r e n t i矛l t e d

2 8~ 7 3

2 9 / 1 3

l

1 6

1 8

7

30

l 2

1 材料及方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 胃癌组织标本
:

4 2 例 ( 1只5 5 年 ~ 一9 5 5 年 )经

福尔马林固定
、

石蜡包埋的
、

随访资料完整的胃癌组

织标本来自北京市肿瘤所病理科
。

病人的临床资料

见表 l
。

1 1
.

2 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 含
C 一

H
a 一

ar s
基因的质粒

:

含原癌基因
。 一

H
a -

r a s
的质粒 p b e N I 为美国国立癌症研究所 B

a r b a e id

博士赠送
;
含第 12 位密码子点突变的

c 一

H a 一

ar
s
基因

质粒 p G C 6
.

6 为北京市肿瘤研究所邓国仁教授从

B G C 82 3 胃癌细胞 D N A 中克隆出的重组质粒
` , , 。

1
.

1
.

4 P C R 引物 P C I A
、

P C ZB
、

P C 3
、

P C 4
、

P C 7
、

P C S
、

P C g
、

P C 10 由北京大学生命科学中心合成
。

1
.

1
.

5 工具酶类
:

限制性 内切酶 H aP 亚
、

M sP I
、

B st N I
、

H p h l 购 自美国 B R L 公司和华美生物工程

公司
; T aq D N A 多聚酶购 自美国 C et us 公司

。
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1
.

2 方法

L 2
.

1 从福尔 马林固 定
、

石蜡包埋组织中提 取

D N A
:

将石蜡块切成 5拜 m 的切片
、

二 甲苯脱蜡
、

蛋白

酶 K 消化
、

酚 /氯仿抽提
、

乙醇沉淀
、

T E 落解川
。

1
.

2
.

2 血液中白细胞 D N A 的提取
:

将 01 lm 新鲜血

液加入含有 1
.

7 m l A C D ( 0
.

84 %柠檬酸
、

1
.

32 %柠檬

酸钠
、

1
.

47 %葡萄糖 )溶液的试管内
。

用 l 倍体积的

P BS 稀释
,

离心去上清
,

加 入裂解缓冲液 和蛋 白酶

K
。

然后分别用酚
、

酚 /氯仿
、

氯仿 /异戊醇抽提
。

2
.

2
.

3 多 聚酶链延伸反应 ( P C R )
:

按 S
a ik i 等人

` s ,

的方法加 以改进
。

取 1绍 D N A 溶于 60 川 P c R 缓冲

液 ( l o m m
o

l / L T r is 一

H C I
,

s o m m o l / L K C I
,

1
.

s m m o l /

L M g C I
,

0
.

2 m m
o

l / L d A T P
、

d G T P
、

d C T P
、

d T T P
、

l拜m 引物
、

i ~ 3 U T a q D N A 多聚酶 ) 中
,

溶液上层

加 50 川液体石蜡
。

将试管置于 P C R 扩增仪上
,

95 ℃

变性 7 0 5
、

5 7℃复性 7 0 5
、

7 2℃ 延伸 7 0 5
。

重复以上循 环

30 次
。

移去上层 液体石蜡
,

取 1 。川用 4 % 聚丙烯酸胺

电泳进行分析
。

1
.

2
.

4 限制性 片段长度多态性分析 ( R F L P )
:

将

P C R 扩增 产物用 酚 /氯仿抽提后
,

加入相应的限制

性内切酶消化 12 ~ 28 h
。

消化产物用 4 %聚丙烯酞胺

电泳进行分离
。

1
.

2
.

5 P C R 引物的设计

P C I A

P C ZB

P C 3

P C 4

P C 7

P C S

P C g

P C 1 0

5
,

5
,

5
,

5
’

5
,

5
,

5
,

C A G G C G C C T C C T T G G C A G G

C T C G T A T T C G T C C A C A A A A T G G

A C G T G C C T G T T G G A C A T C C T

C A C A C A G G A A G C C T C C C C G

A C T G A A T A T A A A A C T T G T G G T A G T T G G A C C T

T C A A A G A A T G G T C C T G G A C C

A A C T G G T C G T G G T T G G A C C A

C T C T A T G G T G G G A I
,

C A T A T T C

3
’

3
,

3
’

3
,

3
,

3
’

3
,

3
,

P C I A 和 P C Z B 为分析
c 一

H a 一

ar 、
基 因第 12 位密

码 子点突变的引物
; P C 3和 P C 4是分析

c 一
H

a 一 ar s
基

因第 6 1位密码子点突变的引物
; P C 7和 P C S是分析

K
一

ar s
基 因第 12 位和 第 13 位密 码子 的 引物

; P C g和

P C 10 为分析 N
一

ar 、
基 因第 12 位密 码子点 突变的引

物
“ ’ 。

1
.

3 统计学分析

计数资料采用四格表精确概率法分析
;
计量资

料采用 ` 检验
。

2 结果

2
.

I c 一 H a 一 r a s 基 因 第1 2位 密码子
.

卢
、

突变的

分析

用引物 P C I A 和 P C Z B 扩增的片段长 1 7 b0 p (图

z )
。

用 H p a 皿 / M
s p l 酶切后

,

如
c 一

H
a 一 r a 、

基因第 1 2

位密码子存在着 点突变则 形成 两 个片段 ( 4 8 b p
、

1 2 2 b p ) ;
如 无突变

;
形成 3个 片段 ( 4 s b p

、

5 6 b p 和

6 6 b p )
。

42 例福尔马林固定
、

石蜡包埋的 胃癌组织经

P C R
一

R F L P 方法分析
.

发 现 14 例 ( 33
.

3 % ) 有
(卜 H

a -

1a 、
基 因第 12 位密码子的点突变

,

有点突变的胃癌组

织 D N A 经 4 % 聚 丙 烯 酸 胺 电泳时形成 4 个片段

1 2 2 b p
、

6 6 b p
、

5 6 b p
、

4 s b p
口

这 可能是杂合突变或 胃癌

组织 中有正常细胞的污染 ( 图 2 )
。

除了扩增片段 中设立 了内对照外
,

我们还设立

了夕l
、

对照
。

质粒 p b
e N x 中的

。 一
H

a 一 r a s
基因第 1 2位密

码子是野生 型 的
,

可被 H p a l / M sP I 酶切成 3个片

段
,

此 作为 第 12 位 密码子 点 突变 的 阴性对 照
,

p G c 6
.

6中的
c 一

H
。 一 ar 、

基因第 12 密码子是突变型

的
,

可被 H aP l / M sP I 酶切成两个片段
,

作为点突

变的阳性对照 (图 3 )
。

我们同时分析了 10 例正常献血员白细胞 D N A

中
c 一 H a 一

1a 、
基 因第 12 位密码子的点突变

,

作为阴性

对 照
。

将 白细胞 D N A 用 P C I A 和 I
〕
C Z B 扩增后

,

用

H p a l / M sP I 酶切
,

全部形成 3个片段
,

未发现有点

突变 ( 图 4 )
。
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督糊

②
一

城 毓
、
冬摧象

一

亨爱
一
飞

拿缭魏子磷淮
、
盘 1叫 1飞巍多

图 1石蜡包埋组织D N A用P CI A和P CZB扩增产物

F9 1 1P rod ue ta s
m l Pif iodD N Af ron , P a r a f f i n e

m [ ) e d d e d t i s s u c b y P C I A a 一 d P C Z B

图 2 石蜡包埋组织
。 一

I l a 一

ar
s
第 12 位密码子 P C R

一
R F L P 分析

F 19 2 A n 妞! y s i n g t h e e 一 I l a 一 r a s 忆 o d o n 1 2 P o i n t m u t a t i o n b y P C R
一

R F L P

M
:

p B R 3 2 2 + B s t N I ; l
:

扩增 后产物 (未酶切 ) ; 1一 3 8
:

扩增后产物 (酶切后 ) ; 2
:

p b e N l ; 3
:

p G C 6
.

6 ;

2 1
、

2 3
、

3 3
、

3 7
、

3 8为野生型
; 2 2

、

3 0
、

3 1
、

3 屯为突变型

M
: p B R 3 2 2 d ig e s t e d b y B、 r N I ; 1

:
A n l p li f ie d p r o d u e t s ( u n

d ig e s t e
d )

; 1 ~ 3 8
:

A m p ]i f ie
d p r o

d
u e t s

( d i g e 、 t e
d ) ; 2

:
p b e N l ; 3

: p G C 6
.

6 ; 2 1
、

2 3
、

3 3
、

3 7
、

3 8 a r e w i ld t y p e ; 2 2
、

3 0
、

3 1
、

3 4 a r e rn u t a t io n t y p e

图 3 含
c 一 H a 一

ar s
基因的质粒 P C R

一
R F L P 分析

F 19 3 A n “ l y s i n g t h e P la s m i d s e 《)盆l t a i n i l l g e 一 I l u 一 r a s g e n e b y l
,
C R

一
R F L P

M
:

p B R 3 3 2 + B s t N I ; 1
:

p b e N 工扩 J曾后 片段
; 2

:
p b e N I 扩增后 经 xl p a l / M s p l 酉每切

; 3
:

p G C 6
.

6扩

增后 片段
; 4

:
p G C 6

.

6扩 J曾后 经 I l p a n 小I 、 p l 酉每切

M
:

p B R 3 2 2 d ig e s t e
d b y B 、 t N l ; l

: a
m x〕 li fi

o d p b e N I (。 n d ig o s t e
d ) ; 2

: a
rn p l if ie d p b

e N I ( d ig e s t e d b y

H p a 皿 / M
s p l ) ; 3

: a r n p l i丁ie d p G C 6
.

6 (
u : l

d i g e 、 t e d ) ; 4
: 。 n l p ]i fie d p G C 6

.

6 ( d ig e s t e
d b y H p a u /M

s p l )

图 4 正常人白细胞 D N A 使用 P C I A 和 P C Z B 进行 P C R
一

R F L P 分析

F ig 4 A n n ly s i一1 9 t l一e P o i一i t m
u t o t io l一 o f c 一 I l a 一 r a s e 《卜d o x l 1 2 1一1 一 o r m a l W B C D N A b y P C R

一
R F L P

入I
:

p B R 3 2 2 + B s t N I ; l
:

扩增 后 片段
; 2

:
p G C 6

.

6西每切 后
; 3

:
p b e N l 酉每切 后

; 4 ~ 1 2
:

正 常白细胞

D N A 酶 切 后

M
:

p B R 3 2 2 d ig e s t e d b y B s t N x ; 一
: a m p l if ie

d p r o d 、」C t S ; 2
: a n 飞 I〕I if ie d p G C 6

.

6 d ig e s t e
d b y H p a l / M

s p l ;

3
: a n 飞p ]i f ie d p b

e
N 1 d ig o s t e d b y H p a 亚 / M

s p l ; 4一 1 2
: a n , p lif ie

d W B C D N A d ig e s t e
d b y H p a l /M

s p l
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2
.

Z c 一 H a 一 ar s 基因 第 61 位 密码子
.

卢
、

突变的

研究

4 2例胃癌组织 D N A 用 P C 3和 P C 4引物进行扩

增
,

4 %聚丙烯酸胺 电泳后在 9 5 bp 处形成一条带
,

经

B
s t N l 酶消化后

,

形成 6 o b p 沼 o b p
、

1 5 b p 三个片段
.

说明胃癌组织中无第 61 位密码子的点突变
。

2
.

3 K
一 r a s 基因 第 1 2位 和 第1 3位 密码 子

.

卢
、

突变的研 究

使用 P C f和 CP S引物进行 P C R 扩增的片段长

1 5 7 b p (图 5 )
,

经 B s * N l 酶切后
,

野生型形成 1 1 4 b p
、

2 9 b p
、

1峨b p 三个 片段
,

突变型形成 i 4 3 b p
、

1 1 4 b p
、

2 g b p和 1 4 b p 四
,

个片段 (图 6 )
。

4 2例胃癌组织 D N A经

P C -R R F L P分析
,

发现 40 例为野生型
,

两例为突变型
。

图 5 使用 P C 7和 P C S引物扩增后片段
F i g 5 A m P l if i e d P r o d u e st u s i n g P r i m e r P C 7

a n d P C S

K
一

ar s
基因第13 位密码子的突变常发生在第二

个硷基由 G ~ T 转换
,

这样 K
一

ar s
基因第 12 位核昔

酸和第 13 位的前两个核昔酸构成 G G T G A
一

H p h l 的

酶切位点
。

用 P C 7和 P C S扩增后
,

H p h l 酶消化
,

如

无突变仍是 1 5 7b p
,

如有突变形成 1 14 和 43 b p 两个片

段
。

经分析第 13 位密码子未发现有点突变
。

2
.

4 N
一

ar s 基因第12 位密码子点突变分析

用引物 P C g 和 P C 10 扩增的 片段 为 9 8b p
,

经

B s t N I 酶消化后
,

野 生型可形成 7 9 b p 和 i gb p 两个

片段
,

突变型为 9 8 b p
,

经分析42 例石蜡包埋的胃癌组

织未见有点突变
。

2
.

5 ar s 基因 查
、

突变与胃癌患者的预 后

4 2例胃癌组织 D N A 经 PC R
一

R F L P 分析
,

发现

14 例 ( 33
.

3 % )有
c 一 H a 一 ar s

基 因第 12 位密码子的点突

变
; 2例 (4

.

8 % )有 K
一

ar 、
基 因 第12 位密码子的点突

变
。

16 例有
r
as 基 因点突变者术后 生存期为 19

.

2 士

17
.

9个月
; 2 6例点突变阴性者术后 生存期为 4 2

.

6土

25
.

3个月
,

两者之间的差异有非常显著的意义 ( 尸 <

。
.

00 1 )
。

手术后 5年
,

1 6例有 ar :
基因点突变的病人

仅一例存活 ( 6
.

2写 ) ,
而 26 例无点突变者 13 例 ( 50 % )

存 活
,

两者之间的差 异有 非常显著 的差异 (尸 <

。
.

00 1 )( 图7)
。

有 ar s
基因点突变的病例全部有局部

淋巴结的转移 ( 1 00 % )
;
而 26 例无 ar s

基因点突变的

病人 69 %有淋巴结的转移 ( P < 0
.

00 1 )
。

16 例
r a s
基

因点突变者25 环 (4 例 )在 I ~ I 期
;
而无 ar s

基因点

突变者 5 0 % ( 1 3例 )在 I ~ 颐期 ( P < 0
.

0 5 ) (表 2 )
。

S 毋
v l va l p m b a b lll r y t侣 少

::
00000007 0664吕21

礁 份 . 邝闭 r 护

一- ,尸 - - -- , ~ - - - - - - - - -了 ~ ,

一
- r es es es es es ,

一-
,

2 0 2 6 a o 3 6 4 0 4 石 6 0 5 6 6 1

讨O n t h B . f的日 r 份口们口口 r V

4 2例胃癌病人手术后存活情况

S u r v iv a l o f 4 2 P a t ie n t s a f t e r s u r g e r y f o r

今才
g

。
图iF

图 6 K
一

ar
s
基因第 12 位密码子点突变的 P C R

-

R F L p 分析 ( 2 9b p
、

1 4 b p 未显示 )

M
:

p B R 3 2 2用 B s t N l 消化
; N

:

扩 J曾后 片段 (酶
切前 ) ;

18 ~ 27
:

扩增后 片段 俩每切 后 ) ; 2 6
:

为突

变型
,

余 为歼生 型

F i g 6 A n a l y s i n g t h e P o i n t m
u t a t io n o f K

一 r a s

e o d o n 1 2 b y P C R
一

R F L P

M
:

p B R 3 2 2 d ig e s t e
d b y B

s t N l ; N
: a

m p l if ie
d

p r o d u e t s ( u n d ig e s t e
d ) , 1 8 ~ 2 7

: a
m p l if ie d

p r o d u e t s ( d i g e s t e
d ) ; 2 6

:

m u t a t io n t y p e g a s t r i c c a n c e r
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表 2 r a s
基因点突变阳性和阴性病人临床资料

T a b 2 G a s t r i e e a n e e r P a ti e n ts
’ e li n i e“ l m 公 te r i Z I i n b o t h p o i n t

一

m u t
一

p o si ti v e a n d n e ga ti ev g
r o u P s

C
a s e s

w i t h p o i n t一m
u t一 p o s i ti o n

n = 1 6 )

C
a s e s w i t h p o i n t一 m u t一 n e ga ti o n

( 刀 二 2 6 )

A g e (y e a r士 S D)

S u r v i v a l t im e p o s r o p e r a t i o n (m o n t h士 S D )

4 8
.

4士 1 1
.

5 5 8
.

4士 1 0
.

4

19
.

2士 1 7
.

9 4 2
.

6士 25
.

3

S
e x

( m a l
e

/ fe n l ; L】e
)

N o
.

o f p a ti
e n r s

8 / 8

x,wtS t a g e o f g a s t r i e c蔽、 n c e r

2 1 / 5

1

l 2

10

3

T
u

m o r d又f f
e r e n r i是

匕t i o n

P o o r
l y d

飞
f f e丫 e n t i

a飞e d

n l o d e r a t e ! y d i f f
e r e n r i a t e d

,

w
e
】】
一

d i f f
e r e n r i a t e

d

6 y e a r s ’ s u r v i v e p o s r o P e r a t io n

3 讨论

ra s 基因是一个 普遍存在的真核基因家

族
,

由 。 一 H a 一 r a s 、

K
一 r a s 和 N

一 r a s 组成
。

3种
r a s

基因编码高度 相似的 ZI K D 的蛋 白质
,

称为

p 21
。

p ZI 蛋白位于细胞浆膜内面
,

具有与鸟

昔酸结 合的能 力和 G T P 酶 的活性
,

参与膜

的信号传递
,

在细胞生长
、

分化 中起重要的作

用
` 7 , 。

在正常情况下
,

细胞的 ar s p 21 蛋白与

G D P 结合
,

以非激活状态存在
。

当信号传递

通 路 某 一 蛋 白被激 活 后
,

可 使 G D P 转 为

G T P
,

呈活化形式
。

活化的
r a s 蛋白与效应分

子相互作用
,

随之 G T P 立 即水解失 活回到

非激活状态
。

目前认为 G A P ( G T P 酶激活蛋

白 ) 在
r a s 蛋 白 活性 调 节 上 起 重 要 的 作

用
` 8 ” , 。

G A P 可 以促进 r a s p Z一 G T P 向 G D P

的转换
,

使 ar
s

基 因保持在 灭活状态
,

即与

G D P 结合状态
。

但 G A P 不能使和突变 p ZI

结合的 G T P 水解成 G D P
,

因此使
: a s p ZI 蛋

白一直处于激活状态
,

信号持续流动
,

自发地

刺激生长
,

最后导致细胞的恶性转化
。

点突变是
r a s 基因激 活的主要方式

。

目

前已在多种人类肿瘤中发现有 ar s 基因的点

突变
。 r a s 基因点 突变的检 测对监测某些肿

瘤的早期发生有帮助
,

如骨髓增殖综合征
,

有

ar s 基因点突变的病人有较多的机会发展成

急性 白血病
` , “ , 。

某些点突变的检测对判断预

后有指导意义
,

如肺腺癌
,

有 K
一 r a s 基因点突

变的病 人术后存活期比无突变的病人短
、

死

亡率高
、

预后差 “ `’ 。

胃癌是常见的肿瘤
。

提高 胃癌治疗效果

的关键在很大程度上依靠诊断
、

分型和判断

预后方法的改进
。

多年来人们从酶学
、

生化
、

免疫等方面进行了研究
,

但前景不甚乐观
。

近

年来分子生物学的发展使人们有可能从分子

水平探索 胃癌发生
、

发展的机制 以及寻找对

胃癌诊断
、

分型和判断预后有帮助的分子探

针
。

本文对 42 例福尔马林固定
、

石蜡包埋的胃

癌组织使用 P C R
一

R F L P 的方法同时进行了 3

种
: a s 基因点突变 的研究

,

发现 33
.

3 %的病

例有 C 一 H a 一 r a s 基因第 12 位密码子的点突变
,

4
.

8 %的病例有 K
一 r a s 基因第 12 位密码子的
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点突变
。

有点突变的病人术后生存期缩短
、

存

活率降低
,

并和淋 巴结转移及较晚的临床分

期有关
。

因此
,

ar s 基因点 突变的检测可成为

临床医生判断病人预后的有用指标
,

为拟定

有效的治疗方案提供帮助
。
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