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胃癌组织中癌墓因激活和抑癌基因失活的研究

王俊茄 刘为纹 吕有勇
.

邓国仁
.

(第三军医大学西南医院消化科 ) 6 3。。 38

扭 妥 本文采用 oS u t h er n 杂文技术分析了 42 例 胃癌及癌旁组织中癌基因
c一

aH
一

ar s 、

K
-

r“
、

N
一 r a s 、 c一 m界

、

N
一

m cy
、

ha
t 、

E G FR
、 e一 r bB

一
2和抑痛荃因 p 5 3和 Rb 的变化 ;使用 CP R

一

R F L I, 方

法分析了 5P 3签因第 248 和 249 位密码子的点突变
.

结果显示
,

胃癌组织中有多种癌基因激活和抑

盛荃因失活
,

但多集中在
c 一

aH
一 r
林

、 c一br B
一

2
、

h st
、

E G F R 和 p 53 基因
。

这些结果表明
,

多种癌基因和

抑瘩荃因可能参与了胃癌的发生和发展
.

关锐词 胃肿瘤 .瘤荃因
;
抑制

,

遗传

近年来研究显示
:

癌基因激活和抑癌基因

失活是肿瘤发生的分子基础
“ ,

幻
.

胃癌是我国

最常见的恶性肿瘤之一
,

目前对于癌基因和抑

癌基因与胃癌发生
、

发展的关系以及癌基因和

抑癌基因在胃癌形成过程中激活和失活的方

式报道很少
,

且现有的研究分散
,

hs t 基因和

抑癌基 因 p 5 3
、

R b 在胃癌中激活和失活的方

式未见报道
.

到目前为止
,

尚未见在同一胃癌

组织中同时进行多种癌基因和抑癌基因的研

究
。

本实验使用 oS ut h er
n
杂交技术首次对 42

例胃癌及癌旁组织同时进行多种基因 (c
一

H *

r a s 、

K
一 r a s 、

N
一 r a s 、 e 一 m y e 、

N
一

m y e 、

h s t
、

E G F R
、

e* r bB
一

2 )和抑癌基 因 ( p 5 3 和 R b ) 的研究
;
使

用 P C R
一

R F L P 技术分析 P 5 3 基 因第 2 4 8 和

2 4 9 位密码子的点突变
,

以探讨癌基因和抑癌

基因与胃癌发生
、

发展的关系以及癌基因和抑

癌基因在 胃癌形成过程中激活和失活的方式

及变化规律
。

材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 组织标本

1
.

1
.

1
.

1 胃癌组织标本
:

42 例胃癌和癌旁组织标本

来自山东省威海市医院及北京市肿瘤所
。

1
.

1
.

1
.

2 正常人血标本
:

28 例正常人血标本来自北

京医科大学一院正常献血员
。

1
.

1
.

1
.

3 胎盘组织
:

来自北京医科大学一院妇产科
。

1
.

1
.

2 含基因探针的质粒 (见表 1)

衰 1 含签因裸针的从粗

若因探针
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1
.

1
,

3 代 R 引物
:

P C 一3 和 P C 1 4 由北京大学合成
.

1
.

1
.

4 主要试剂
、

酶及其它
:

限制性 内切酶 E co R I
、

H in d ,
、

B g l l
、

B
a
m H I

、

H p a l
、

M
s p l

、

aN
e l 购 自美

国 B R L 和 肠 o
la b 公司 , T

a q D N A 多聚酶购 自 eC t u s

公司
; a 一 , ,

dP
e T P 购自 N E N 公司

。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 组织 D N A 的提取

1
.

2
.

1
.

1 正常人白细胞 D N A 的提取 (s)

1
.

2
.

1
.

2 胃癌及庙旁组织 D N A 的提取
:

将组织剪碎

后根据 S ih h 法
, ` ’

提取组织 D N A
。

1
.

2
.

2 探针制备及同位素标记
` , ,

1
.

2
.

2
.

1 用已插入基因探针的质粒转染大肠杆菌 (用

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 (碱裂解法 )

1
·

.2 .2 4 基因探针片断的分离和纯化
:

含基因探针的

质粒被扩增后
,

用相应的限制性内切酶消化
,
1

.

。%琼

脂糖凝胶电泳
。

切下含所需片断的凝胶
,

用电洗脱的

方法回收基因片断
。

1
.

2
.

2
.

5 基 因探针的标记
:

用 N i e k T
r a n s

l
a t i o n 的方

法标记探针
。

将标记好的探针加到 s
e p h

a d e x
G s o 柱

内
,

T E 缓慢冲洗
。

收集第一峰
,

记录参人效率
.

本实验

的参人效率为 3 0 % ~ 5。%
。

1
.

2
.

3 5
0 。 t h

e r n

分子杂交
:

根据 M i n i
a t is 法稍加改

进
。

.1 .2 4 分析 p 53 基因 2 48 和 249 位密码子点突变的

引物
.

表 2 胃疮组织中癌墓因激活及抑癌墓因失活发

生率

检查例数 异常例数 异 常发生率 ( 男 )

e 一 H a
一
r a s 3 3 8 2 5

.

8

N
一 r a s 3 3 0 0

K
一 r a s 2 6 1 3

.

8

e 一m 界 3 5 1 2

N
一
m cy 2 6 1 3

.

8

h s t 4 2 1 1 2 6
.

2

E G F R 4 2 9 2 1
.

4

c 一 e r
b B

一 2 4 1 1 2 2 9
.

2

P 5 3 3 0 9 3 0

R b 15 2 1 3

2
.

2 癌基因扩 增
、

重排及缺失

2
.

2
.

I c 一
H

a 一

ar s
基因

:

33 例胃癌及癌旁组织 D N A 用

B
a m H I 消化

,

H
a 一 ar s 6

.

6为探针
,

结果如下
:

( 1 ) 。
一

H a 一ar s
基因的扩增

、

重排
:

33 例胃癌组织中
7例出现异常大小的片断

,

其中 5例伴有基因的扩增
。

有两例癌旁组织也存在着基因的扩增或重排
。

( 2 ) c
一

H a 一 ar s

等位基因的缺失
:
7 例呈杂合状态的

肿瘤组织中有 1 例丢失了一条等位基因 (图 1 )
。

犷粉叮
矿淞一麟

黝
赌

黔
一黔犷纂代

P C 1 3

P C 1 4

C C C A A G G CG C A C T G A C C T C A 3
’

G C T C C T G A C C T G G A G T C T T C 3
’

1
.

2
.

5 多聚酶 D N A 链延伸反 应 ( P C R )
:

参照 S
a ik i

法加以改进
。

l
·

2
.

6 限制性 内切酶酶切 片断长度 多态性 分析

( R F L P )
:

P C R 扩增产物分别用 H p a l /M
s p l 和 N a e

万消化
,

酶解产物用 4% 聚丙烯酞胺电泳进行分离
。

结果

2
.

1 胃癌组织 中疮塞因激 活及抑癌基因失活

的发
_

生率 ( 表 2)

"
I

J

图 I c 一

H
a 一 ar s

等位墓因的丢失

37 号钟瘤组织 中丢 失 了一个 等位基

因
, ,

后癌旁组织 中两个等位墓 因存在

2
.

2
.

Z N
一 r a s

基因
:

组织 D N A 用 勘m H I 消化
.

N
-

ar s
基因探全}杂文

。

33 例癌及癌旁组织未见异常
。

2
.

2
.

3 K
一 r a s

基因
:

组织 D N A 用 B a l 一消化
,

K
一 r a s

基

因探针杂交
,

26 例胃癌组织中 l 例有此基因的扩增
。

2
.

2
.

4 。一 e r b B
一
2 基因

:

组织 D N A 用 E
e o
R I 消化

, C -

er b B
一

2基因探针杂交
。

41 例癌组织 11 例有扩增
、
l 例

有重排 (图 2 )
。
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鬓擅 矛宋 户巍

警 冀 覆

钾
臀

罄

图 2胃癌及癌旁组织中
c 一er b B

一
2基因的扩增

2 0号
、

24号癌组织 和 瘾旁组织均有此墓因 扩增
;

1 2
、

2 2
、

23号癌组织有扩增
,

癌旁组织正常

2
.

2
.

5 E G F R 基因
:

组织 D N A 用 E
e o R I 消化

,

E G F R

基因探针杂交
。
4 2 例胃癌中 9 例 ( 21

.

4 % )有基因的扩

增
,

且 E G F R 和
c 一

er b B
一
2 基 因的共同扩增与肿瘤的转

移有关
。

2
.

2
.

6 h s t 基因
:

组织 D N A 用 E e o R I 酶切
、

h s t 基因

探针杂交
。

2 6
.

2 % ( 1 1 / 4 1 )病例有扩增 (图 3 )
。

h s t 基因

扩增可能与肿瘤转移有关
。

刀
、经

扮

了锌

嚼酬

`日姆种
华戮火

一

辛

嫉丫二
图 3 胃癌及癌旁组织中 h

s t 墓因的扩增和重排

20 号癌组织及癌旁组织
、

24 号癌组织有 h
s t 基 因的扩增 和 重排

; 2 3
、
2 7 号癌组 织有 hs t 墓 因的扩增
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2
.

2
.

7c 一

mc y基因
:

组织 D A N用 巧n dl 消化
, c 一。 l

cy

基因探针杂交
,

35 例胃癌组织有 1例有基因的扩增
。

2
.

2
.

S N
一
m yc 基因

:

组织 D N A 用 托 n d l 消化
,

N
-

m y c 基因探针杂交
,

26 例胃癌组织中 1 例有扩增
。

2
.

3 抑癌墓因的缺失
、

重排和点突变

2
.

3
.

1 p 5 3 基因

.2 .3 L I 5P 3基因的缺失和重排
:

钾例胃癌组织中 7

例 (2 4 % )有 p s , 基因的缺失或部分缺失理 例 ( 6
、

8% )

有重排
。

.2 .3 1
.

2 5P 3基因第 248 和 249 位密码子点突变分

析
:

用 P C 1 3和 P C z 4 引物扩增后
,

分别用 H p a l / M
s p

I 和 N
a e l 酶切

。
4 2 例胃癌组织中两例有 248 位密码

子的点突变
, 249 位密码子未见有点突变

。

2
.

3
.

2 Rb 基因
:

组织 D N A 用 H i n d l 酶切
,

R b 3
.

8

为基因探针
。

15 例胃癌组织中两例有 4
.

sk .b 片断的缺

失
,

其中 1 例伴有基因的重排
.

两例有缺失的胃癌为

粘液腺痛
。

Rb 基因是否和粘液腺癌的发生有关
,

需进

一步研究
。

讨论

肿瘤的发生是一个多步骤的过程
。

已有一

些实验显示
` ” ” 6 ) ,

致癌过程至少有两种以上癌

基因参与
。

一个癌基因的作用可能只是多阶段

中的一个阶段
,

而肿瘤的发展则需几个癌基因

的协同作用
。

本实验使用 S o u t h e r n
杂交和 P C R

一

R F L P

方法研究了胃癌组织 中多种癌基因激 活和抑

癌基因失活
。

结果显示胃癌组织中有多种癌基

因的激活或抑癌基因的失活
,

但多集中在
c -

H a 一 r a s 、 e 一 e r bB
一

2
、

E G F R
、

h s t 和 p 5 3 基 因 ; 而

N
一

r a s 、

K
一 r a s 、 e 一 m y e 、

N
一

m y 。 基 因的扩增
、

重

排
、

缺失则少见
。

这些结果显示
, 。一 H a 一 r a s 、 。 -

e r

甲
2

、

h s ’
、

EG F R 和 p s “ 基因可能是与胃癌

发生
、

发展有关的热点基因
,

很可能在胃癌发

生
、

发展中起着重要的作用
。

在所检测的 42 例 胃癌组织中
,

一种以上

癌基因激活 (扩增
、

重排
、

缺失 )或抑癌基因失

活 (缺失
、

重排或点突变 )的有 26 例 〔63
.

4肠 )
,

说明癌基因的激活和抑癌基因的失活在 胃癌

中较常见
。

两种以上癌基因激活和抑癌基因失

活的有 16 例 (3 6
.

4% )
,

3 种以上的有 8 例
,

此

8 例全是恶性度高
、

分化低的肿瘤
;
而有两种

以下基 因异常的病例 其分化低的肿瘤 只占

5 0 %
,

两者之 问的差 异有 显著 的意 义 (尸 <

0
.

05 )
。

8 例无淋巴结转移的病例无一例有 3

种以上基因的异常
; 而 8 例有 3’ 种以上基因异

常者全有淋巴结和 /或远处器官的转移 ( P <

0
.

00 1 )
。

这些数据显示
,

有 3 种以上癌基因激

活或抑癌基因失活的病例与肿瘤的低分化高

转移有关
。

p 53 基因是重要的抑癌基因
,

它的失活在

肿瘤发生
、

发展中起着重要的作用
。

目前已在

几种肿瘤中发现有 5P 3 基因的失活
`卜 ” 、 。

胃癌

组织中 p 53 基因的研究未见报道
,

本实验发现

30 % ( 9 / 3 0) 病例有 p 53 基因的缺失
、

重排和

点突变
。

这些表明
,

p 53 基因的失活在 胃癌 中

较常见
。

已 在 多 种 肿 瘤 中 发 现 R b 基 因 的 失

活 “ , 一 ’ 5 ) 。

胃癌组织中 R b 基因的研究未见报

道
。

我们分析了 15 例 胃癌及癌旁组织标本
,

发

现两例癌组织 中有缺失
,

其 中 1 例伴有重排
,

说明 R b 基因也参与了胃癌的发生和发展
。
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