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应用冰冻切片标本检测乳腺癌 c - erbB - 2 基因扩增的研究①

吴建中 ,沈宗丽 ,陈森清 ,薛开先
(江苏省肿瘤防治研究所 ,江苏南京 　210009)

摘要 :目的与方法 :c - erbB - 2 基因的扩增与乳腺癌的治疗和预后有一定的关系。为了能够快速、简便、准确的检测乳癌中 c

- erbB - 2 基因的扩增 ,我们将靶基因与参照基因设在同一条染色体上 ,同时选用快速冰冻切片的剩余组织作 d - PCR 实验。

结果 :研究结果表明 ,71 例乳腺癌中共有 19 例 c - erbB - 2 基因的扩增 ,扩增率为 26. 7 %。与我们过去的研究相比 ,c - erbB -

2 基因扩增检出率有所提高。结论 :本文认为 ,引物设计合理、选材得当 ,能够提高 c - erbB - 2 基因扩增的准确检出率。
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STUDY ON C - ERBB - 2 GENE AMPL IFICATION IN FROZEN SECTIONS OF

BREAST CANCER
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( J iangsu Instit ute of Cancer Research , N anjing 　210009 , China)

现象。羟基蒽醌的诱变作用只与所带的羟基数目有

关而与羟基在蒽醌环上的位置无关 4 。最近不同作

者之间通过改变光照、培养细胞的血清浓度以及不同

实验材料来源 AQs 的遗传毒性所得的结果不

同 9 ,10 ,这些不同类型的同分异构体以何种方式产

生诱变性有待进一步研究。
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Abstract : Purpose : The amplification of HER - 2/ neu may have prognostic value in breast cancer. Methods : In

this study , we chose the reference gene on the same chromosome as the target gene , and used the differential

polymerase chain reaction (d - PCR) to assess the presence of c - erbB - 2 gene amplification in frozen sections

of breast cancer. Results : The results showed that there were 19 of 71 cases of breast cancer were detected am2
plification of c - erbB - 2 gene , the detectable rate was 26. 7 % , which was higher than our previous reports.

Conclusion : the author regards that the chose of primer and the specimens contribute to the improvement of the

detectable rate.

Key words : differential polymerase chain reaction (d - PCR) ; breast cancer ; c - erbB - 2 gene

　　癌基因、抑癌基因的扩增和缺失 ,在肿瘤的发生

和演进过程中起着重要作用 1 ,2 。在乳腺癌中 ,癌基

因 c - erbB - 2 ( HER - 2/ neu)的扩增与过度表达与乳

腺癌的发生、发展和预后有一定的关系 3 。因此 ,临

床上常选用 c - erbB - 2 基因作为判断预后的指标之

一。为了能够快速、简便的检测 c - erbB - 2 基因 ,我

们选用乳癌冰冻切片剩余组织作差别聚合酶链反应

(Differential PCR) 。同时 ,我们将与靶基因 c - erbB

- 2 位于同一条染色体上的 T K基因作为参照基因 ,

以提高 c - erbB - 2 基因扩增的检出率。

材料与方法

1 　组织来源与 DNA 制备

71 例乳腺癌组织均为我院外科手术时快速冰冻

切片的剩余组织。将乳癌组织置于无水乙醇中 4 ℃

保存 , 备用。应用改良的 Triton - 100 法 4 提取

DNA。

2 　d - PCR 引物、反应条件及检测

根据靶基因 c - erbB - 2 与参照基因 T K序列分

别合成一对引物 (中国科学院上海细胞生物研究所合

成) :

c - erbB - 2 ( 5 ’ - A TCTTCTGCTGC2
CGTCGCTT - 3 ’; 5 ’ - TTGGCA TTCTGCTG2
GTCGTG - 3’) ;

T K (5’- CA GA GTTGA TGA GACGCGTC - 3’;

5’- GTA GCGA GTGTCTTTGGCA T - 3’)

分别特异性扩增 c - erbB - 2 基因序列的第

2510 - 2219 位的 70 个碱基及 T K 基因序列的第

1907 - 1990 位的 84 个碱基。

取 1μl 由乳癌组织提取的 DNA ,按本室常规 5

加入各反应组份 ,总体积为 50μl。循环 94 ℃60 sec ,

55 ℃ 60sec , 72 ℃ 120sec ,共 35 个反应周期 , 最后

72 ℃延长 5min。

取 10μl 反应产物作 10 %聚丙烯酰胺凝胶电泳 ,

溴乙锭染色 ,紫外灯照射 ,摄片。负片用波长 520nm

可见光的 Beckman CDS - 200 型光密度仪对电泳道

作纵向扫描 6 。根据每一泳道内各区带的电光密度

值 ( I. O. D) 用下述公式计算出靶基因拷贝数 : c -

erbB - 2 基因拷贝数 = I. O. Dc - erbB - 2/ I. O. DTK。其

中 I. O. D 的计算公式为半宽 ×高。

结果与讨论

在 71 例乳腺癌患者中 ,共有 19 例扩增 , I. O.

Dc - erbB - 2/ I. O. DTK为 4. 03 ±1. 73 ,阳性率为 26. 7 %。

其中扩增 2 倍的 7 例 ,3 - 5 倍的 6 例 ,5 倍以上的 6

例。

以往研究所用的组织一般为新鲜肿瘤组织或石

蜡包埋标本 ,但由于目前所发现的乳腺癌早期肿瘤较

多 ,癌组织较小 ,而临床首先必须满足病理诊断的需

要 ,因此 ,手术时留取作 d - PCR 研究的组织就难以

保证。石蜡包埋标本多用于回顾性研究 ,但由于所用

的固定剂福尔马林对 DNA 有降解作用 ,且固定剂的

浓度对 DNA 的提取也有很大的影响 ,从石蜡包埋组

织中提取的 DNA 常有碎裂化现象 7 。为此 ,我们选

取手术过程中快速冰冻切片的剩余乳癌组织作 d -

PCR。临床为了确诊所选取的作快速冰冻切片的组

织一般都是癌组织 ,因此 ,用此材料作 d - PCR 检测

乳腺癌 c - erbB - 2 基因的扩增克服了以上不足 ,具

有简便、快速、结果可靠的优点 ,值得临床试用和推

广。

癌细胞呈现基因组的不稳定性 ,因此 ,在肿瘤的

发生和演进过程中 ,常发生染色体的缺失、易位和重

排。c - erbB - 2 基因定位于 17 号染色体 ,而在乳腺

癌细胞中 ,染色体的非整倍体现象 ,包括 17 号染色体

的缺失和增加现象非常普遍 8 。c - erbB - 2 基因的

扩增是乳腺癌中最常见的遗传学损伤。如果靶基因

c - erbB - 2 与参照基因 T K设在不同的染色体上 ,在

肿瘤细胞的增殖过程中 ,就很可能因靶、参照基因所
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昆明山海棠胶囊致突变作用①
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摘要 :目的与方法 :本文采用 Ames 法、活体小鼠骨髓嗜多染红细胞微核 ( PCEs - MN)和骨髓细胞姊妹染色单体交换 (SCE) 试

验 ,对昆明山海棠胶囊进行了诱变性研究。结果 :昆明山海棠胶囊无移码突变和碱基置换效应 ;剂量低于 200mg/ kg. bw 时

SCE频率正常 ,高于此剂量 ,则可增加 SCE频率 ,且使嗜多染红细胞微核率增加 ,并呈剂量依赖性。结论 :实验结果表明 ,昆明

山海棠胶囊具有低中度的遗传毒性。

关键词 :昆明山海棠胶囊 ;Ames ;微核 ;姊妹染色单体 ;致突变
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昆明山海棠胶囊是由昆明山海棠、淫羊藿等药的提取

物组成 ,对类风湿性关节炎有明显疗效。为了临床安

全用药 ,本文报道微生物回复突变试验 (Ames 试验) 、

小鼠骨髓嗜多染红细胞微核 ( PCE - MN) 试验、小鼠

骨髓细胞姊妹染色单体交换 ( SCE) 试验。结果显示

如下 :

材料与方法

1 　材料

111 　昆明山海棠胶囊由四川省中医药研究院中药研

究所提供。用蒸馏水按所需浓度配制 ,冰箱保存备

用。

在的染色体非同步增减而影响参照基因的单拷贝性 ,

从而影响检测结果。为了弥补以上不足 ,我们将靶、

参照基因都设记在同一条染色体 - 17 号染色体上 ,

使我们对乳腺癌中 c - erbB - 2 基因扩增的检出率由

原来的 20 %左右 7 ,9 提高到 26. 7 %。

差别 PCR 是一种检测基因拷贝数改变的、快速

并较敏感的非同位素技术。该方法简单、易行、实用。

只要引物设计合理、选材得当 ,就能获得准确的基因

扩增信息 ,为临床治疗和预后的判断提供可靠的依

据。
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