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青老年肺癌患者!"#基因突变情况的对比研究

胡咏武 董光同 李红智 高元兴 蒋成榜 郑哲

【摘要】 目的 分析 !"例青老年肺癌中 #"$基因突变，比较青年肺癌与老年肺癌 #"$基因突变的差异。
方法 !"例患者均为温州医学院附属第一医院胸外科收治的病例，其中 %%例为 %& ’ !"岁肺癌患者，%$例为
"" ’ (&岁肺癌患者。应用 )*+,--*)银染技术检测 #"$ 基因的突变情况，并进行 )*+产物直接测序。结果
发现青年组和老年组中 #"$基因突变情况基本相同（"&.&/比 "%.%/），其中小细胞肺癌突变率分别为 0&. &/
（0 1 2&）和 0".&/（3 1 (），非小细胞肺癌突变率分别为 $$. $/（! 1 2%）和 !&. &/（3 1 2"），差异均无显著性（! 4
&.&"）。结论 青年肺癌和老年肺癌 #"$基因突变并无明显差异，提示 #"$基因的突变不属“先天”致癌因素。
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肺癌是发病率较高的恶性肿瘤，并呈逐渐上升的

趋势。肺癌分为小细胞肺癌（-*P*）和非小细胞肺癌
（N-*P*）两大类。肺癌的演变过程是一系列分子变异
的过程，其中 #"$基因突变是肺癌发生的重要因素之
一。本实验采用 )*+,--*)分析法［2］检测 %% 例 !" 岁
以下肺癌患者和 %$例 ""岁以上肺癌患者 #"$基因突
变情况，并对突变基因进行 MNO 序列分析，观察 #"$
基因突变与患者年龄的相关性。

? 材料和方法

? @? 标本 !"例原发性肺癌标本取自温州医学院附
属第一医院胸外科 2QQ0 ’ 2QQQ年间住院患者。其中

作者单位：$%"&&& 温州医学院遗传教研室（胡咏武、李红智）；温州医学

院附属第一医院胸外科（董光同、蒋成榜、郑哲），麻醉科（高元兴）

%%例患者年龄在 %& ’ !"岁间，%$例患者为 "" ’ (&岁；
小细胞肺癌 %&例，非小细胞肺癌 %" 例。采取手术切
取癌组织 2 CE$，并取小量癌旁正常组织作对照，

R 0&S保存。
? @A MNO提取 参考文献 %的方法，具体操作为：剪
碎组织块，)T-缓冲液中研磨 2&分钟，并用 )T-液冲
洗两次，2 &&& @UE89离心 "分钟收集细胞，加 2 EG MNO
提取缓冲液（2& EE6G 1 P 5@8A*G，& . 2 E6G 1 P VM5O，& . "/
-M-）于 $0S 保温 2 小时，加蛋白酶 W 至终浓度
2&& ED 1 P，"&S保温过夜。再用饱和酚 X氯仿 X异戊醇
（%" X %! X 2）抽提两次，氯仿抽提 2 次，加 2 1 2& 体积 %N
NBOC、% 倍体积无水乙醇于 R %&S 沉淀 2 小时，
3 &&& @ 1 E89离心 2&分钟，去上清，沉淀用 0&/乙醇洗 2
次，溶于重蒸水中，紫外分光光度计检测 MNO含量和
纯度。
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! "# !"#扩增 引物选用 $%&基因突变热点区的 % ’
(外显子，设计合成三对引物，由北京赛百盛公司合
成，引物序列如下：

!)：%*+,," "," ,," ",- ".- ,." ,"+&*
!/：%*+.-, ,-" ... "". -." "," .-+&*
扩增第 %、0外显子和第 %内含子，共 12( 3$。

!&：%*+.-- ,,- -", ",- .", -,. "+&*
!1：%*+".. -,- -", "", -." ",-+&*
扩增第 4外显子共 )/4 3$。

!%：%*+"", .," ",- .-, .-, .-, --,+&*
!0：%*+-," ",- ",, -", ,." ","+&*
扩增第 (外显子共 )0% 3$。
%2!5 !"# 反应总体系中含模板 67. 28 %!9，引物

各 /2 $:;5，) 8% <=>?@ ,AB 67. 聚合酶。!)!/引物的反
应条件为 C1D，1% 秒；%(D，1% 秒；4/D，) 分钟，&2 个
循环。!&!1 引物的反应条件为 C1D，1% 秒；%0D，1%
秒；4/D，&2 秒，&% 个循环。!%!0 引物的反应条件为
C1D，1%秒；%%D，1%秒；4/D，/%秒，&2个循环。
! "$ EE"!和银染 取 !"#反应产物 1!5加 )%!5变
性缓冲液（C%F甲酰胺，/2 ::;5 G H I6,.，溴酚兰），
C4D变性 )2分钟，冰浴后加样于 )2F聚丙烯酰胺凝胶
（1C J)），)/2 K下电泳 )%小时，电泳后凝胶置于 )2F乙
醇漂洗 %分钟，)F硝酸 &分钟，2 8 2)/ :;5 G H硝酸银染
色 /2分钟，于含 2 8 /( :;5 G H 7A/"L&、2 8 2%F甲醛的显
色液中显色 % ’ )2 :>=，)2F冰醋酸漂洗 /分钟终止显
色，拍照记录。

! "% 67.测序 随机挑选青年组和老年组 $%&基因
突变患者各 % 名，将其 !"#产物经电泳后透析、回收
纯化并直接测序。

& 结果

& "! !"#+EE"! 分析结果 经 !"#+EE"! 分析，// 例
1%岁以下患者中检测到 ))例突变，突变率为 %2 8 2F。
4例突变位于第 %、0 外显子，& 例突变位于第 4 外显
子，)例突变位于第 ( 外显子。小细胞肺癌中突变率
为 42 8 2F（4 G )2），非小细胞肺癌中突变率为 && 8 &F
（1 G )/）。

/&例 %%岁以上患者中检测到 )/例突变，突变率
为 %/ 8/F。(例突变位于第 %、0外显子，1例突变位于
第 4外显子。小细胞肺癌中突变率为 4% 82F（0 G (），非
小细胞肺癌中突变率为 12 82F（0 G )%）。!"#结果见图
)，EE"!银染结果见图 /。

图 ! !"#结果（/F琼脂糖电泳）
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图 & EE"!银染结果（)2F聚丙烯酰胺凝胶电泳）
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& "& 67. 测序结果 经 67. 测序分析，)2 例标本
中，C例为点突变，) 例为缺失引起移框突变。突变
$%&基因 67.序列分析情况见表 )，测序图见图 &。

表 ! $%&基因突变 67.序列分析结果
*+, ! ,MN ON@<5?@ ;P @NB<N=QN A=A5S@>@ A3;<? :<?A?NT 9N=N $%&

IU;= ";T;= V<?A?>;= ;P 3A@N $A>O V<?A?>;= ;P A:>=;AQ>T
% )1) ,-"!,." "S@+++,O$
% )%% .""!-"" ,MO+++AHA
% )%( "-"!"," .O9+++HN<
% )01 ..-!.., HS@+++.@=
% )4C ".,!"-, W>@+++.O9
0 /2% ,.,!,-, ,SO+++"S@
0 //2 ,.,!-., .O9+++.@$
4 )14 .."!.," .@=+++>HN
( /00 --.!-,. -5S+++KA5
4 /&0 .."!.. ) 3$ TN5N?>;="

"：POA:N @M>P?
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图 ! !"#基因测序图
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! 讨论

!"#基因定位于人类第 23号染色体短臂 2区 #带
（23!2#42），编码一个分子量约 "# 5 26# 7的磷蛋白。目
前研究认为 !"#基因的主要功能一是抑制细胞分裂，
让其停留在细胞周期的 82 期，二是使细胞凋亡

［#］。

!"#蛋白与肿瘤的关系已被广泛证实［9，"］。在肺癌的
发生过程中 !"#基因的突变、失活被认为是最常见的
遗传学改变之一。青年肺癌与老年肺癌相比较，具有

发病早的明显特点，因此可能先天性因素起较大的作

用。是否存在遗传性的肺癌易感人群对于肺癌的早期

诊断和预防具有重要临床意义，对肺癌的发生机理的

研究也具有实际意义。我们所采用的 :;<4$$;:技术
是近年来发展起来的检测基因突变的一种快速、简便

和灵敏的方法，同时结合 =>?序列分析进行突变类型
分析。

从本组资料看，青年组与老年组相比较，无论在小

细胞肺癌、非小细胞肺癌或总突变率方面，两组差异都

不显著。统计法为：实验总人数 9" 人，!"# 基因突变
人数为 @#人，突变率为 "@ A@B。假设青老年患者突变
情况相同，那么理论值为：青年患者突变 @@ 5 "@ A@B
!22 A9人，老年患者突变 @# 5 "@ A @B!2@人。实际值

为：青年患者突变 22人，老年患者突变 2@人。
!

@ C!（理论值 D实际值）@ E总人数 C（22 A 9 D 22）@ E 22 A 9 F（2@ D 2@）@ E 2@

C 6 A629

自由度 > C 2，查表：! G 6A 6"，理论值与实际值差
异不显著。

其它几组对比方法同上。

在我们的研究中发现，!"# 基因在青年人中突变
率与老年人相比较并无明显差异，在小细胞肺癌和非

小细胞肺癌中情况基本相同。这说明 !"#基因的突变
可能是体细胞发生其他某种肿瘤相关基因突变后，逐

渐影响到该基因复制、转录，进而发生突变，并引起连

锁反应。而 !"#基因的突变并不是“先天”因素，与肺
癌易感性相关不大或者认为是无直接相关性。被测患

者的正常组织中均无突变的发生也说明这一问题。

=>?序列分析结果表明，!"# 基因的突变具有多态性
及混杂性，与其他文献报道相符［H］。在 :;<4$$;:银染
检测中出现一些既有正常基因片段，又有突变片段的

个体，是否属于突变杂合体或是方法学上的问题，有待

进一步研究证实。
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