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［摘要］ 采用双重 *+,、*+,-..+* 和序列分析方法 ，对 (# 例非小细胞肺癌、#/ 例食管癌、#( 例胃癌、% 例乳腺

癌共 $& 例原发肿瘤组织标本 0#$ 基因进行了研究 ’ 0#$ 基因在肺癌、食管癌、胃癌、乳腺癌中的缺失率分别为

#$1（/ 2 (#），!"1（( 2 #/），&1（# 2 #(），"（" 2 %）’ ! 例突变：一例食管癌在第 #(" 位氨基酸密码由 343 变为 353，编码

的氨基酸由精氨酸变为异亮氨酸 ’一例肺癌第 #6" 位氨基酸的 +44 处的 + 缺失，导致移码突变 ’ 0#$ 基因在人类

恶性肿瘤发生发展中起重要作用，是多肿瘤抑制基因 ’

［关键词］ 肿瘤；0#$ 基因；基因缺失；基因突变

［中图分类号］7)/；［文献标识码］3；［文章编号］#""#!6$#$（!""#）"!!"")%!"6

#%%6 年 89:; 等［#］在人染色体 %0!# 发现一个新的抑癌基因，即 0#$ 基因 ’由于该基因在

多种类型肿瘤细胞株中的频繁缺失，成为近年来肿瘤分子生物学的研究热点 ’随着研究的深入

又证实在原发肿瘤如黑色素瘤、恶性间皮瘤、恶性胶质瘤、神经母细胞瘤及星形细胞瘤中都有

高频率缺失和突变 ’我们采用双重 *+, 及 ..+* 方法，对原发非小细胞肺癌、食管癌、胃癌、乳

腺癌共 $& 例肿瘤中 0#$ 基因的缺失和突变情况进行了分析，结果如下 ’

" 材料与方法

"$" 材料

$& 例肿瘤组织及相应癌旁组织来自南京八一医院手术标本 ，每例均经病理确诊 ’术后立

即用液氮保存，以备提取 <=3’
"$% 方法

#>!># <=3 提取及 *+, 扩增

常规方法提取组织 <=3’参考有关的文献报道［!，(，6］，对 0#$ 基因第一、第二外显子的两侧

各设计一对引物（均由上海生工生物工程公司合成），另外还设计一对内对照引物（(-磷酸甘油

醛脱氢酶 43*<? 引物）’见表 # ’以提取的基因组 <=3 为模板，在 <=3 扩增仪（基因公司 *5+-
!""）上扩增基因组中的 0#$ 基因第 #、第 ! 外显子，以 43*<? 为内对照，*+, 反应总体积为 !/

"@’反应产物在 # ’/1琼脂糖凝胶上电泳分析 ’
# >!>! *+,-..+* 银染分析

取 *+, 产物 /"@，加入变性加样液 #""@，加热变性后骤冷，上样 &1聚丙烯酰胺凝胶，电
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泳，凝胶银染后拍照 !
" #$#% 序列分析

用 &’()*+,-. /01 2*324 567 /8*’9’:),’;< =>4,3?（ /*;?3@)）纯化 /01 产物，然后送 %"A 全自动

测序仪测序 !

! 结果

!"# $%&
BC 例癌旁组织标本在 $CAD2（2"B 第一外显子）和 E$FD2（2"B 第二外显子）处均有 /01 扩增

带，为排除实验误差，加入内对照 G7/5H 引物（%IB D2）进行扩增 !而 BC 例肿瘤组织中肺癌、食

管癌、胃癌、乳腺癌的 2"B 基因存在不同的缺失率，分别为 "BJ（I K %"），$AJ（% K "I），CJ（" K
"%），A（A K L）!统计情况见表 $ ! 2"B 第二外显子扩增见图 "，2"B 第一外显子扩增见图 $ !

表 ! $%& 检测结果统计

类型 例数
05M6$ K 2"B 基因缺失

N" 缺失 N$ 缺失 总缺失

肺癌 %" $ E I K %"（"BJ）

食管癌 "I " $ % K "I（$AJ）

胃癌 "% A " " K "%（CJ）

乳腺癌 L A A A（AJ）

合计 BC % F L K BC（"%J）

表 # $%& 扩增引物序列

扩增片段 引物序列 片段大小

NO;<" IP-0-G0GG7GGGGG7G7G07G %，

外侧引物 IP0G0-700-G7--0077--0 %， $CA D2
NO;<$ IP0-07G0---GG77G0-0-07 %，

外侧引物 IPGG0-0-707077G0--00-- %， E$F D2
G7/5H IPG-G77GG-0GG7G-0770 %，

（内对照引物） IPG7G7-G7-G7000----GG0 %， %IB D2

!"! $%&’((%$，测序

对 /01 扩增的肿瘤第二外显子通过 ==0/ 进行初步突变筛查，然后将 ==0/ 异常的标本进

行 567 测序 !图 % 示一例测序异常的肺癌标本，第 "EA 位氨基酸的 0GG 处的 0 缺失，导致移码

突变，箭头示 0 碱基缺失处 !

) 讨论

2"B 基因是多重肿瘤抑制基因（又称 Q<RE) K .-=" K 05MEQ 基因）的简称 !该基因位于 L2$"，

—AC
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全长约 ! "# $%，包括 & 个内含子和 ’ 个外显子（(&) %*，’+, %*，(( %*）"编码区为 --- %*" *() 表达

的蛋白对细胞周期抑制机制是通过与 ./0-、./0)（.12345 67*756758 0459:7 细胞周期素依赖激

酶）结合，使 212345/ ; ./0-，) 激酶活性丧失，从而阻止 <= 磷酸化，细胞不能进入 > 期 "如果 *()
基因发生突变、缺失等异常变化，则必然会导致细胞的无限制的增殖，从而引起肿瘤的发生 "

研究发现，*() 基因失活机制主要包括基因的纯合性缺失、点突变、重排和 #?端 .*@ 岛异

常甲基化，尤以纯合性缺失为主 "我们在 )! 例肿瘤组织中，经 A.< 检测确定 *() 基因在肺癌、

食管癌、胃癌、乳腺癌的 *() 基因存在不同的缺失率，分别为 ()B（# ; ’(），&+B（’ ; (#），!B（( ;
(’），+（+ ; C）"这一结果与文献［&，#，)］基本相符 "我们认为 A.< 检测的基因缺失率可能低于实际

水平，除正常间质细胞和炎性细胞污染外，在引物未包括的启动子区和内含子区变异的漏检以

及检测方法、病例选择及病程等因素均可影响检测结果 "另一方面，*() 基因缺失在某些原发

肿瘤细胞如肺癌、食管癌中较常见，但在胃癌、乳腺癌中可能以其他的基因失活机制如点突变

或甲基化为主 " D7EF95 等［,，!，C］的研究显示，*() 基因启动子 .*@ 岛高度甲基化在细胞系（乳腺

癌 ’’B，前列腺癌 )+B）以及原发肿瘤（乳腺癌 ’(B，大肠癌 -+B）中均有较高频率 "表明 .*@
岛高度甲基化也是肿瘤常见变异 " GH:7*I［(+］在对神经胶质瘤的研究中也发现 &-B的肿瘤有 *()
的部分甲基化，但在正常脑组织中未见，为证明是否部分的甲基化可以抑制肿瘤细胞株中 *()
的表达，这些细胞经去甲基化试剂 #!氮，&!去氧胞嘧啶的处理，导致启动子可接近性的增加和

*() 表达的增加，提示染色质的结构，.*@ 岛甲基化和 *() 的表达的相关性 "
我们通 过 A.<J>>.A 和 /KL 测 序，仅 检 测 到 & 例 突 变，这 比 文 献 报 道 的 结 果 要 略

低［-，((，(&］"一例食管癌在第 (’+ 位氨基酸密码由 L@L 变为 LML，编码的氨基酸由碱性氨基酸精

氨酸变为异亮氨酸 "一例肺癌第 (-+ 位氨基酸的 .@@ 处的 . 缺失，导致移码突变 "许多研究显

示，*() 蛋白结构中具有 - 个回钩状重叠的空间构型蛋白结构，称为 L5$1E45 E7*798: " - 个

L5$1E45 E7*798: 也是 *() 蛋白家族（*()NK0-9、*(#NK0-%、*()NK0-9、*(!NK0-2 956 *(CNK0-6）所共

有空间结构 "均可结合 ./0- 和 ./0) 而发挥抑制细胞周期的作用 "一旦碱基突变影响其回钩

结构，造成 *() 结合 ./0- 的能力下降，就无法发挥其抑制作用 " <H5O P95O［(’］等利用体外随机

碱基突变和酵母双杂交系统，检测 *() 蛋白氨基酸的改变与其结合 ./0- 的能力的关系 "一些

氨基酸非常重要，这些残基的改变将严重影响 *() 结合 ./0- 的能力，而许多这些氨基酸的位

点在 *() 蛋白家族中是保守的，位于 L5$1E45 E7*798: 区间内 "有些碱基突变虽然只是轻微的改

变了 *() 结合 ./0- 的能力，但却严重影响了 *() 的抑制功能 " 以上研究充分说明了 L5$1E45
E7*798: 结构的重要性 "

*() 基因在不同肿瘤组织标本中的缺失率差别很大，说明其失活机制不完全相同 "这可能

与各脏器组织接受致癌物种类、剂量以及对致癌物代谢能力有关，此外，还可能与各组织中

*() 基因表达活性有关 " *() 的研究目前处于上升趋势，研究还远未达到定论程度，一个重要的

原因是原发肿瘤比细胞株复杂 "而要得到明确的结论，必须研究各种原发肿瘤，并能改进方法

学，去除正常细胞的干扰 "总之，这方面的研究将为了解肿瘤的发生、发展及治疗提供新的思路

和线索 "
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