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Si- 1基因中一个多态位点的初步分析
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摘要:通过 PCR- RFLP技术分析了 Si- 1基因的外显子在肿瘤样本与正常人群外周血液样本的突变情况,

初步确定了 Si- 1基因的第 15 号外显子的第 56 位发生点突变,突变类型为 C� T 的置换突变, 其编码的 P(脯氨

酸)变化为 S(丝氨酸) . 在正常人群外周血液样本中的突变频率为 14% , 而在肿瘤中的突变频率为24. 7% , 尤其在

肠癌中的突变频率高达 51. 5% .上述结果表明 Si- 1 基因的外显子的突变与肿瘤间有一定关系.
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� � 肿瘤与遗传相关性的证据随着肿瘤遗传学的

深入研究而越来越丰富, 包括细胞水平和分子水

平.尤其是分子水平, 在几乎所有各类肿瘤细胞中

都观察到肿瘤细胞所特有的遗传变异. 在细胞中存

在的肿瘤易感基因, 在分子水平上确认在其某一外

显子的某一密码子上容易发生点突变的热点( hot

spot )
[ 1]

,这种点的突变常常是导致细胞生长失控

从而癌变的分子病理机制.同时这类基因在一般人

的染色体上呈纯和状态( homozygosity) , 而在某些

特定的人群其染色体上则以杂和体 ( heterozy�
gosity )的形式存在, 能呈现一种隐性癌基因的特

性,在某些环境因素影响之下其转化为癌基因[ 2] .

Si- 1基因是本实验室克隆得到的一个新基

因,在 U251细胞株中血清抑制时有较高的表达,

由于血清饥饿使细胞进入 G 0 期,由此推测其可能

是细胞由 G 1 期进入 G 0 期的调控基因,因而可能

与细胞癌变有关, 基于此种考虑, 我们针对 Si- 1

基因在肿瘤样本与正常人群的血液样本中进行突

变分析, 从而比较分析 Si- 1基因的突变与肿瘤的

相关性. 该研究一方面为 Si- 1基因功能深入研究

提供依据,同时对肿瘤分子病理机制的研究具有重

要的参考价值[ 3, 4] .

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料
1. 1. 1 � 肿瘤样本 � 由成都军区昆明总医院病理

科、华西医科大学提供, 各类肿瘤组织样本 159 例

(见表 1) .

表 1� 各类肿瘤组织情况一览表

Tab. 1 The amount and character of tumo r tissue

脑部 肝部 胃部 肺部 胸部 肠道部 其他部位 合计

恶性肿瘤组织 19 11 19 35 24 33 17 158

� � 上述肿瘤组织均未进行过放射性及化学性治

疗的恶性肿瘤.

1. 1. 2 � 正常人群外周血液样本 � 采取自愿献血原

则, 采集血样. 并且记录献血者的年龄、性别、血型
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和民族的情况, 共采集到血样 100例.

1. 2 � 方法

1. 2. 1 � 样本基因组 DNA 抽提及检测 � 使用上海

华舜试剂公司提供的组织 DNA 小量抽提试剂盒

抽提. 用 �- act in 对模板进行扩增, 反应体系为:

PCR Buffer 2. 5 �L, 25 �mol/ L M gCl2 2 �L, 10

mmol/ L dNT P 0. 75 �L, 引 物 各 2 �L ( 20

pmol/ �L) , Taq DNA聚合酶 0. 5 U, 模板 1 �L,加

水至 25 �L. 循环程序: 94  2 min; 94  20 s, 57  

20 s, 72  30 s, 35个循环; 72  5 min. PCR产物 4

�L 在 7%的中性聚丙烯酰胺凝胶上电泳检测.

1. 2. 2 � PCR扩增及产物回收 � 使用检测引物进

行扩增, 引物为: 5!- AAA GGG CAA T GC TGT

GTA CC- 3!; 5!- GCA GGA TGA GGG AT G

AGA AG - 3!, 扩增产物为 499 bp. 反应体系为:

PCR Buf fer 2. 5 �L, MgCl2 2 �L, 10 mmol/ L dNT P

0. 75 �L, 引物各 2 �L( 20 pmol) , Taq DNA聚合酶

0. 5 U,模板 1 �L,加水至 25 �L.循环程序: 94  2

min; 94  20 s, 56  20 s, 72  30 s, 35 个循环;

72  5 min. PCR产物 1%琼脂糖凝胶凝胶上电泳

检测.采用华舜胶回收试剂盒纯化回收 PCR 产物,

回收产物 1%琼脂糖凝胶电泳检测
[ 5]

.

1. 2. 3 � 测序分析 � 将样品的 PCR产物交由上海

生工进行测序,测序结果在线与人类基因组进行比

对分析.

1. 2. 4 � RFLP分析 � 对于突变位点进行序列分析

后, 设计酶切位点, 对 PCR 纯化回收产物进行

RFLP 分析.试剂购自宝生公司, 反应体系为: 10 ∀

K Buf fer 2 �L,酶 2�L, PCR回收产物 3�L,加水至

20 �L.

2 � 结 � 果

2. 1 � 样本基因组 DNA抽提检测结果 � 箭头所指

的片段大小为 200 bp, �- act in 扩增的片段大小为

203 bp.扩增结果见图 1.

从检测结果可知样本基因组 DNA 模板抽提

效果可靠, 纯度及浓度可以进行 PCR 扩增及

RFLP 检测.

2. 2 � PCR扩增与产物回收检测结果 � 引物扩增
Si- 1基因的第 15 号外显子区段, 片段的大小为

499 bp,部分扩增结果及产物回收检测结果见图 2.

A: M 道为 200~ 1 000bp DNA ladder marker, 1~ 9道为正常人群外周血液 PCR 扩增片段. B: M 道为正常人群外周血液 PCR 扩增片

段, 1~ 7道为脑肿瘤组织 PCR 扩增片段, 8~ 14道为肝肿瘤组织 PCR扩增片段, 15~ 16道为胃癌组织 PCR扩增片段.

图 1 � 基因组 DNA�- actin扩增结果图

Fig . 1 The result of �- actin PCR for the template of the tissue

M :pBR322 DNA/ Hae # Markers; 1~ 4: PCR 回收产物; 5~ 8: PCR

产物.

图 2 � PCR扩增及产物回收结果图

Fig. 2 The result of the PCR fragment and fragment r e�
claiming

从检测结果可知, PCR扩增产物的片段大小

正确.针对 PCR产物进行的回收之后,可以看到基

本已将 PCR产物中的非特异性带去处, 获得了较

为单一的 PCR 产物, 可以进行下一步的 RFLP 分

析.

2. 3 � 测序分析结果 � 将 PCR产物送往上海生工

进行测序,部分测序结果见图 3.

通过比较和分析肿瘤突变样本与未患肿瘤人

群外周血液样本的测序报告,可以看到在图中画框

处存在突变,其突变的形式为杂合型点突变. 同时

通过 Primer Prem ier 5. 0 分析软件分析该位点发

现该处存在 Eco O109 ∃ ( Dra %)的限制性内切酶

位点.其酶切模式图见图 4.
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A:肿瘤突变样本测序结果; B:正常人群外周血液样本测序结果

图 3 � PCR 产物测序结果图

Fig . 3 T he result o f PCR fragment sequencing

� � 图 4� Eco O109∃限制性内切酶酶切模式图

Fig. 4 T he middle fig of r estr iction endonuclease of

Eco O109∃ digesting

如果样品为纯和型野生型则可以观察到完全

酶切的 2条带, 而突变体则该酶切位点丧失, 但是

样品发生杂和型突变则会观察到 3条带,即突变与

野生的混合模式. 由于在该片段上 Eco O109 ∃
( Dra %)的限制性内切酶位点有 2个, 因此可以观

察到野生型有 3条带,而杂和突变型有 4条带.

2. 4� RFLP分析结果 � 针对肿瘤样本及未患肿瘤人群
外周血液样本进行RFLP分析,部分酶切结果见图5.

野生型被酶切为( 335 bp+ 97 bp+ 52 bp) 3个片

段,纯和突变型被酶切为( 447 bp+ 52 bp) 2个片段,

而杂和型突变则被酶切为( 447 bp+ 335 bp+ 97 bp+

52 bp) 4个片段,通过与 pBR322 DNA/ Hae # Mark�
ers比对,酶切结果片段大小与设计片段大小吻合.

肿瘤人群及正常人群 RFLP分析结果见表 2.

M: pBR322 DNA/Hae # Markers; 1 ~ 4:正常人群外周血液样本,

其中 1, 3为PCR回收未酶切产物; 2, 4:酶切产物; 5~ 8:肿瘤样本,

其中 5, 7为PCR回收未酶切产物: 6, 8:酶切产物

图 5 � Eco O109 ∃限制性内切酶酶切结果图

Fig . 5 The result of restriction endonuclease of

Eco O109∃ digesting

表 2 � RFLP分析结果统计表

Tab. 2 T he result of RFLP

肿 � � 瘤 外周血液

脑肿瘤 肝癌 胃癌 肺癌 乳腺癌 肠癌 其他肿瘤 合计 正常人群

突变数 4 3 1 8 4 17 2 39 14

样本数 19 11 19 35 24 33 17 158 100

突变频率/ % 21. 1 27. 3 5. 3 22. 8 16. 7 51. 5 11. 8 24. 7 14

� � P < 0. 05
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� � 在肿瘤组织中其突变率为 24. 7%, 而在未患肿

瘤人群外周血液样本中的突变率为 14% . 在脑肿

瘤、肝癌、肺癌和肠癌中的突变率均超过 20%, 尤其

是在肠癌中的突变率高达 51. 5% .由卡方计算可知

Si- 1基因在肠癌与正常人群血液样本中的突变频

率有显著差异(  2= 4. 28, P< 0. 05) [ 7] .

3 � 讨 � 论

通过 RFLP 分析及测序分析,可以发现在 Si- 1

基因的第 15号外显子的 56位发生点突变, 突变类

型为 C � T 的置换突变. 而该处的突变导致了该基

因的编码蛋白发生变化, 其编码的 P(脯氨酸)变化

为 S(丝氨酸) , 可能导致编码蛋白的结构及功能的

变化. 由此可以发现该点的突变,可能是使得 Si- 1

基因的功能丧失,从而引发了肿瘤.

细胞周期调控基因大部分为纯和型基因, 当其

在功能区发生点突变时, 可形成杂和型基因, 杂和型

基因在大部分情况之下, 表现为一种隐性癌基因的

特性,但是在外界环境发生变化时,其有可能被活化

为癌基因[ 6] . 从而表现出癌基因的特性. Si- 1基因

是在在以往的研究中发现该基因在血清饥饿细胞中

有与肿瘤易感基因 p16, p21和 p53基因相似的表达

特征[ 3] ,同时该基因的高表达状态是在 U 251 细胞

株进行血清抑制培养条件下出现的, 而 U 251 细胞

株在血清抑制培养条件下, 会出现细胞大量的进入

G 0期,由此可以认为 Si- 1 基因是细胞周期中的

G 1期进入 G 0 期的调控基因. 其发生突变就有可能

使得该调控点发生紊乱,在 RFLP 检测以及测序分

析中我们发现肿瘤样本的突变类型为一种典型的杂

和型突变, 其特征与大多数的隐性癌基因的情况类

似.同时在肿瘤中的突变频率高于正常人群血液样

本,尤其在脑肿瘤、肝癌、肺癌和肠癌中的突变率均

超过 20%,在肠癌中的突变频率更高达 51. 5%.

基于以上的实验结果, 我们可以认定在 Si- 1

基因的第 15号外显子的 56位 C � T 有一个突变热

点,其具有在肿瘤人群与非患肿瘤人群间的 SNP 点

的特性.进一步收集样本针对于该位点进行 SNP 分

析后, 将会加深对于 Si- 1 基因与肿瘤间, 以及

Si- 1基因与细胞周期尤其是细胞由 G 1 期进入 G 0

期中的调控位点间关系研究. 由于本研究只是对现

有样本进行了初步分析, 关于与不同的肿瘤之间的

关系研究,有待进一步的研究.
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Eleven primers were screened out from forty random primers, and a total of 86 DNA fragments were amplif ied

rang ing from 300 � 2 000 bp. T he average number of DNA fragments produced by each primer was 7. 28. Nei&

similarity coef ficients and genetic distances w ere caculated by using POPGENE softw are and the dendrog ram

were const ructed by using UPGMA. The 10 Primula species w ere divided into three groups. P. poissonii

Franch, P . Wilsoni Dunn, P . bulleyana Forr. , P . beesiana Forr. val. beesiana were clustered into one group,

w hich is in consistence w ith the morphological classif icat ion. The relationships of P. poissoni i Franch. and P .

w ilsoni Dunn. were discussed.

Key words: Primula; ISSR; cluster analysis; the relat ionships
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Abstract: In this study, Si- 1 gene from the various types of tumors and the normal blood sample w as an�
aly zed by using PCR- RFLP method. A SNP site in the NO. 15 ext ron was found. The site lie at No. 56 base,

and the mutation mode is C � T, w hich can change the protein sequence f rom Pro to Ser. The mutat ion analysis

results show ed that the mutation rate is 14% in the normal blood sample, but 24. 7% in the tumors. More�
over, it w as very high up to 51. 5% in the intestinal cancer. In conclusion, there ex ists a signif icant relat ionship

between the mutation frequency at No. 56 site of 15 ex t ron of Si- 1 and the tumor incidence.

Key words: Si- 1 gene; tumor; g ene mutation; RFLP
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