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!"#$%%"! 法检测非小细胞肺癌中

&’() 基因突变的研究

王海峰 陈晓峰 高文 丁嘉安 易祥华

【摘要】 目的 探讨 !"#$ 基因突变在人非小细胞肺癌中的作用。方法 采用 %&’())&% 方法检测了 *$
例非小细胞肺癌原发灶组织和 * 例肺部其他良恶性病变组织的 !"#$ 基因突变情况。结果 所有病例均未发

生 !"#$ 基因的突变。结论 !"#$ 基因的突变不一定能有效地预测非小细胞肺癌的侵袭力和转移倾向。
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恶性肿瘤的特征包括去分化、侵袭性和转移性等。

自从“转移抑制基因”!"#$ 被发现以来，许多研究证实

其与恶性肿瘤的转移和侵袭性有一定的关系，但它在

非小细胞肺癌（>)&?&）中突变的研究国内外报道比较

少。本研究应用 %&’())&% 法检测了 *$ 例 >)&?& 患

者原发灶中 !"#$ 基因突变的情况，现报告如下。

@ 材料与方法

@ A@ 标本 *E 例本院胸外科手术切除的肺组织标

本。男性 ,+ 例，女性 NN 例，平均年龄 *+ -+, 岁。

@ A. 引物 此基因的引物设计参照 ?1O<G7 等［N］的方

法，其序列见表 N。

@ A/ 抽提 H>P 抽提肺组织 H>P，具体方法可参见

分子克隆酚—氯仿抽提法。

@ AB %&’ 扩增 设计引物，分别对 !"#$ 基因的 * 个

外显子进行 %&’ 扩增。%&’ 扩增体系（*.!:）：模板
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表 @ !"#$ 基因引物

C%7 @ %91"394 0; !"#$ 63!3

KQ0! )3R<3!=3 0; B91"39（I） )3R<3!=3 0; B91"39（’）

N /S&/S&SPP&&P&S/SSS/&&&SSS P&P&/&&///&/////&&/&/&
# SSSP/PP/&&S&//SPSP& SPPPSP&SSSSPSPPP&P
$ SS/SSP/SPSSSSPPP//PPP/S SPSPS&&/PS&P&PSP/SP&
, &/S&/S/SP//SS////&//&///S S/P/&P/S/&/P&&/&&PS&&/&
* /SS&PP/SSS&S&P/P//P /SSSPPSSPSSSSPPP/SS

（基因组 H>P）#.. T $.. !6，N. U V<;;39 *!:，A>/%（含有

AP/%、AS/%、A//%、A&/% 各 # ""0: W ?） * !:，F6&:#
（#* ""0: W ?）, T X!:，正、反 向 引 物（#* B"0: W!:）各

. -*!:，AAJ#Y，/7R 酶（* Z W!:）. -*!:。条件：于 M*[加

热 ,* 4，使获得的 H>P 变性，*E T X,[下放置 $. 4，使

其退火，44H>P 与引物配对，在 +#[下保持 $. 4，使引

物延伸，如此反复共 $* 个循环。

@ AD ))&% 首先将 %&’ 产物于 M*[加热 N. "1!，使其

变性，然后进行 ))&% 分析。将上述变性产物置于 E\
的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，功率为 N*]，时间 E 8，

温度 ,[，N U /VK V<;;39。))&% 结束后，将凝胶放入含
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有 ! "#$!% & ’( )* 染色液中染色 +$ ’,-，然后放入凝胶

成像系统中，在紫外灯下观察并拍摄结果。整个 ../0
过程参阅 *,12345 公司所提供的方法进行。

! "# ../0 的 0/3 产物测序方法 把 ../0 分析中电

泳异常行为者再次行 0/3，用 678 9:,;< 割胶纯化试剂

盒（6,4%=-）将 0/3 产物进行纯化，然后用 *,%>?= @=A’,2
-4B1A /?;(= 测序法反应试剂盒（0) 8CC(,=5 *,1D?DB=’D）
对其进行测序反应，最后在 8*7 EFF 自动测序仪进行

测序（0) 8CC(,=5 *,1D?DB=’D）。

! "$ 仪器 ../0：美国 *,12345 公司的突变检测系统。

0/3：0) 公司 GH!!、#I!! 温度扩增仪。@)/JK) 公司的

@1:;L%=-= 梯度 0/3 仪。上海市离心机械研究所的 FM2
+H3台式高速冷冻离心机。复旦科技 N32#!! 紫外与

可见分析装置。

! "% 统计方法 采用!
# 检验进行统计学处理。

& 结果

术后病理检查显示：本组 $O 例患者中，$E 例为

K./M/，$ 例为其他肺部良恶性病变。K./M/ 中鳞癌

## 例（I+ " $+P），腺癌 +O 例（EE " GHP），细支气管肺泡

癌 $ 例（G "IEP），腺鳞混合癌 O 例（+$ " !GP）。"8 期

$ 例（G " IEP），" * 期 O 例（+$ " !GP），#8 期 I 例

（F "$$P），# * 期 +F 例（E# " !OP），$ 8 期 +I 例

（#H "I#P），$* 期 I 例（F " $$P），%期 + 例（+ " OGP）。

@+ 者 +! 例（+O "OFP），@# 者 E$ 例（HH "!IP），@E 者 I 例

（F "$$P），@I 者 I 例（F "$$P）。+F 例（E# " !OP）未见淋

巴结转移（K!），#+ 例（EG "H#P）有同侧肺门淋巴结转移

（K+），+I 例（#H "I#P）有同侧纵隔淋巴结转移（K#），并

有 + 例（+ " OGP）发生对侧纵隔淋巴结转移（KE）（此例

为 /@ 诊断）。余下 $ 例其他肺部良恶性病变分别为：

错构瘤 + 例，炎性假瘤 + 例，神经肉瘤 + 例，类癌 # 例。

经过 ../0 方法的检测，发现仅有 + 例有异常反应

条带，患者编号为 +E，其“突变”位点在外显子 E。但进

一步的基因测序显示此例为假阳性。该患者为男性，

HE 岁，鳞癌，@#K#Q!。

’ 讨论

-’#E 基因定位于染色体 +F9#+ "E，编码 +F <:（<>）

蛋白质核苷二磷酸激酶。.B==% 等最早描述了 -’#E 基

因。在两个实验体系（鼠 R2+FE$ 黑色素细胞瘤和大鼠

乳腺癌）中，低转移倾向的细胞和肿瘤 -’#E 3K8 水平

最高。他们同时又证明 -’#E 3K8 水平与肿瘤细胞对

宿主免疫反应的敏感性无关，因此推断该基因反映了

肿瘤本身的侵袭力和转移倾向［#］。

-’#E 基因的产物为核苷二磷酸激酶（-:;(=1D,5=
5,CL1DCL4B= <,-4D=，K>0R）。-’#E 基因的功能正是通过

其产物核苷二磷酸激酶来起作用的。-’#E 蛋白的功

能涉及多种生物过程，包括植物的光敏色素反应、转移

抑制作用和调节分化作用。-’#E 基因的转录在多种

动物的胚胎发生过程中均可见到。原始组织中 -’#E
蛋白呈低表达，当原始组织功能开始分化后，-’#E 的

表达显著增高，-’#E 蛋白的堆积对应于多种上皮组织

的功能分化。多数组织成年后仍然保留了 -’#E 的高

水平表达，而肺、小肠仅在胚胎发育时期有短暂升高，

成年后维持在低水平，乳腺组织在怀孕和授乳期有

-’#E 表达的周期性升高［E，I］。

肿瘤细胞的侵袭和转移涉及到正常细胞在发育分

化过程中的许多步骤。肿瘤细胞的特征之一就是去分

化。因此，可以设想 -’#E 基因及其表达产物的变化

可能引起肿瘤细胞的侵袭力和转移倾向的改变。

.B==% 等最早发现 -’#E 基因表达水平的升高降低

了肿瘤细胞的转移倾向。此后，他又用基因转染的方

法直接证明，通过引入外源性基因增进 -’#E 基因的

表达，可产生抑制肿瘤转移的效果［$］。继 .B==% 之后，

人们开始研究 -’#E 基因与肿瘤临床病理特征之间的

关系，但用 ../0 方法研究其与人类 K./M/ 关系的文

献仍然少见，多数是采用免疫组化的方法。多数报告

认为 -’#E 基因具有一定的转移抑制作用。

SLB4 等［H］总结了 +## 例"期原发性肺癌，肿瘤及

肺门和纵隔淋巴结共 # !E! 枚。-’#E 基因表达的高低

与淋巴结微转移呈负相关。他们的研究结果同时显示

有淋巴结微转移的患者 E 年和 $ 年生存率明显低于没

有转移者。从而推断，-’#E 基因的表达与早期原发性

肺癌的预后相关。R4T4<:U1 等［F］也认为，肺腺癌细胞

中 -’#E 基因蛋白表达降低与淋巴结转移和预后差相

关。M4, 等［O］甚至认为用 -’#E 蛋白来预测远处转移比

肺癌的 @KQ 分期或组织分型更有效。-’#E 蛋白高表

达者远处转移发生少，局部复发晚，通过检测 -’#E 的

表达水平可检出早期 K./M/ 中有高转移风险从而也

更可能从术后辅助化疗中受益的患者。陈军等［G］应用

.1:BL=A- 印迹杂交研究表明 -’#E 基因可能参与调控

肺癌的细胞分化和转移过程。

也有作者持反对的意见。.4B1 等［+!］比较了肺腺癌

和邻近 非 肿 瘤 组 织 标 本，测 定 其 -’#E 蛋 白 总 量 和

-’#E2J+、J# 基因相对表达水平后发现，J+、J# 的表达

在肿瘤组织中较相应的非肿瘤组织高，分化好的肿瘤

组织 J+、J# 水 平 显 著 低 于 低 分 化 的 肿 瘤 组 织，但
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!"#$ 基因表达与肿瘤大小、淋巴结或远处转移等无明

显关系。%&’!() 等［**］分别用 +,- 分析和免疫组化法

研究人肺鳞癌和正常对照组织，结果发现基因变异及

其产物表达的改变与肿瘤的 .,/ 分期、分级、大小和

患者的生存率均无关。

运用不同的检测方法得到的结果也会有差异。如

0&1" 等［*#］研究 ,2343 和邻近正常肺组织，用 2235 检

测 !"#$67* 基因的突变，用免疫组化法测定 !"#$67*
蛋白的表达，结果无 * 例突变，但 !"#$67* 表达与淋巴

结转移和肿瘤的增殖有明显关系。

*898 年问世的 53:62235 作为检测基因突变的方

法，经不断地改进和完善，已经变得更为简便、快速、灵

敏，并开始被应用于医学分子生物学的领域。在其它

肿瘤的研究中，已有此方面的报道，而应用于 ,2343
的报道尚不多。刘伦旭等［*$］应用 53:62235 研究发

现，!"#$67* 基因突变在肺癌中发生率低，且可能与肺

癌进展及转移有关。

本组采用 53:62235 研究发现，;$ 例 ,2343 均未

发生 !"#$ 基因突变，似乎 !"#$ 基因的突变在肺癌中

并不普遍。然而结合文献，其表达的异常或表达产物

的功能异常在低分化、高侵袭性、高转移性肺癌中的报

道并不少见。我们分析其中的原因，总结如下：! 除

了 !"#$ 基因的突变以外，其基因的转录、":,- 的稳

定性，以及 ":,- 的翻译过程均受到各种调控因子的

作用，最终导致 !"#$ 表达的降低［*#］。如某些基因启

动子区域的过甲基化，也可使其表达下调，这也是目前

国外较为热门的研究方向。因此不能排除 !"#$ 基因

未突变，而其功能发生显著改变的可能。"根据 2235
方法的特点，点突变在 +,- 中的位置对 2235 检测阳

性率有显著的影响，这取决于该位置对维持立体构象

作用的大小，而不是仅仅取决于点突变在 +,- 链上的

位置，+,- 链中任何部位的突变，甚至是小段的缺失，

只要对其单链立体构象没有影响，都有可能被漏检。

#由于在 2235 分析中非变性 5-< 电泳不是根据单链

+,- 分子和带电量的大小来分离的，而是以单链 +,-
片段空间构象的立体位阻大小来实现分离的。因此，

这种分离不能反映出分子量的大小，有时正常链与突

变链的迁移率很接近，很难看出两者之间的差别。而

影响 +,- 单链构象的环境因素发生微妙的改变也可

导致假阳性的结果。$标本制取过程中杂质的影响。

取材时标本受正常肺组织的污染，则不能反映该基因

的突变或缺失。%53: 本身也有较大的误差。鉴于以

上几点，2235 方法辅以基因直接测序是十分必要的。

&本组实验反映的是肺癌在手术时的分期分级情况，

并不代表术后肿瘤复发以及淋巴结和远处转移的情

况，这些都将在以后的随访工作中加以研究。

鉴于以上几点，本组实验中 ,2343 的低突变率并

不能完全排除 !"#$ 基因对 ,2343 的细胞分化、转移

等特征的影响，还应结合免疫组化法测定其表达水平，

以及综合考虑其它可影响其产物正常功能的因素。

本组研究由于样本数较少，检测结果可能有一定

的偏差。而 !"#$ 基因突变与患者预后的关系，将在

后续的研究中进行分析。
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