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肺癌患者吸烟量与痰液细胞p53 和Ki2ras 基因
突变的关系
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【摘要】　目的 　了解痰液细胞癌基因突变是否与肺癌患者的吸烟量有相关性。方法 　将痰液 0. 5 毫升

加入痰处理液制备细胞沉淀液 ,酚氯仿提取 DNA ;应用 SSCP2PCR 银染和 RFLP2PCR 方法对痰液中 p53、K2ras 突

变情况进行检测。统计肺癌患者的香烟消耗量 ,分析 p53、K2ras 突变与吸烟量的关系。结果 　在确诊的 110

例肺癌中 ,存在 p53 或 K2ras 基因突变者有 76 例 ,突变率达 69. 1 % ,其中 16 例为 p53 和 K2ras 基因均有突变。

全组中有 71 例重度吸烟者吸烟指数 ( ≥400 支·年) ,71 例中 55 例有 p53 或 K2ras 基因突变 ,突变率达 77. 5 % ,

显著高于非吸烟组 ( P < 0. 001) ;p53 和 K2ras 突变患者的平均吸烟指数分别达到 861 和 630 支·年 ;而未突变的

平均吸烟指数为 284 和 554 支·年 ,二者之间有显著性差异 (χ2 = 36. 56 , P = 0. 002 ,双尾检验) 。结论 　痰液细

胞癌基因突变检测具有简便、实用、可行的特点 ,吸烟的肺癌患者中癌基因突变率显著高于非吸烟的肺癌患

者 ,提示吸烟尤其是重度吸烟可能是支气管癌基因突变的主要原因之一 ,值得临床进一步开展深入的研究。
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【Abstract】　Objective 　To study the relationship between gene’s mutation in sputum cells and smoking consumption

of patients with lung cancer. Methods 　Sputum dispose liquid was added into 0. 5 ml sputum , DNA was extracted twicely

with saturated phenol2chloroform and ethanol precipitate ; p53 and K2ras gene mutations were detected by using SSCP2PCR

and RFLP2PCR methods. Results 　Seventy2one of 110 patients with lung cancer were heavy smokers (index of smoking ≥

400) , 55 of 71 (77. 5 %) patients with heavy smoking were detected with gene alterations of p53 or K2ras ( P < 0. 05) . Av2
erage indexes of smoking in the patients with p53 or K2ras were 861 and 630 respectively , whereas those in non2smokers

were 284 and 554 (χ2 = 36. 56 , P = 0. 002) . Conclusion 　Detection of oncogene alterations in sputum is a simple method

to practice. Oncogene alteration in smoking patients with lung cancer is higher , especially in heavy smokers , than those with

no smoking. The results show that heavy smoking is one of the causes in oncogene mutations of bronchus and further investi2
gation is necessary.
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　　吸烟是肺癌的危险因素已被人们所熟知 ,但吸烟

是如何导致支气管上皮细胞发生癌变仍不清楚。近年

来分子生物学研究认为 :各种理化致癌因素所致的原

癌基因突变、重组 ,抑癌基因失活、功能缺失与肺癌的

发生、发展有极其密切的关系[1 ] 。其中吸烟是较为明
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确的相关因素 ,从这一过程的启动到临床可探测病灶

的出现往往要经历数年乃至 10 余年的时间 ,也就是说

原癌基因的突变是肺癌发生的“早期事件”。在肿瘤发

生过程中 ,突变基因是维持肿瘤持续生长的特异性标

志物 ,利用现代分子生物学技术有可能对吸烟所致的

支气管上皮癌基因突变检测提供帮助 ,为肺癌的早期

诊断及高危人群筛选提供帮助[2～5 ] 。为此我们应用现

代分子生物学技术 ,对 110 例诊为肺癌的患者痰液进

行了前瞻性的研究 ,以期明确痰液细胞原癌基因突变
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与肺癌吸烟是否具有相关性。

1 　材料与方法

1. 1 　研究对象 　本院自 1996 年 5 月至 1997 年 5 月期

间共收治 110 例肺癌患者 ,其中男性 85 例 ,女性 25

例 ,平均年龄 59. 7 岁 ;痰液标本同时行癌基因及病理

细胞学检测 ,痰脱落细胞学检测阴性者行纤支镜检查

或行剖胸探查获得病理诊断。患者详细资料见表 1。

表 1 　110 例肺癌患者一般情况

Tab 1 　Clinical characteristics of 110 patients with lung cancer

Histology
Average

age

Sex

M/ F

Index of smoking

< 400 ≥400

Stage 3

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
Total

Squamous cell carcinoma 61. 5 44/ 4 11 37 6 11 23 8 48

Adenocarcinoma 58. 1 11/ 15 15 11 4 8 11 3 26

Adenosquamous carcinoma 62. 4 25/ 4 10 19 6 8 10 5 29

Other type 58. 7 5/ 2 3 4 0 0 5 2 7

Total 59. 7 85/ 25 39 71 16 27 49 18 110

3 TNM stage is based on UICC 1997 standard.

1. 2 　对照组 　包括健康献血者外周血淋巴细胞

(PBL) 、SPC2A1 (p53 未突变肿瘤细胞) 、A549 (p53、K2ras

突变肺癌细胞株 ,由本院肺癌研究室提供) 。

1. 3 　痰液细胞 DNA 提取方法 　收取患者晨痰 2 ml 转

移至 50 ml 塑料离心管中 ,加 5 ml 痰液处理液 (本院实

验室配制) ,37 ℃水浴振荡 4 小时。于 1 000 r/ min 下离

心 5 分钟并清洗二次 ,制备单细胞悬液 ,沉积物加入

DNA 提取液 (浓度 20 mg/ ml) 10μl、10 %SDS10μl 、含

1 %Triton 的 TE缓冲液 200μl ,37 ℃过夜 ,饱和酚氯仿抽

提二次 ,乙醇沉淀 ,干燥的 DNA 悬浮于 25～50μl 的 TE

中 , - 20 ℃冰箱保存。

用紫外分光光度仪测定抽提的 DNA 光密度值

OD260 和 OD280 ,以鉴定其 DNA 含量 ,要求 DNA 总量

> 1μg。OD260/ OD280 比值要求在 1. 6～1. 85 之间。

提取 DNA 总产量μg = 测定 OD 值/ OD260 ×稀释

倍数 ×总体积

1. 4 　痰液细胞 p53、K2ras 基因扩增、检测

1. 4. 1 　DNA 引物合成 　p53 基因外显子 526、7、829 , K2
ras 基因外显子 12 由中科院上海细胞所合成。引物核

酸序列见参考文献 1。p53 基因外显子及引物序列如

下 :

范围 密码子 长度 序列

Exon 526 1262201 325 bp TTCCTCTTCCTGCAGTACTC

GCAAATTTCCTTCCACTCGG

Exon 7 2252261 139 bp GTGTTGTCTCCTAGGTTGGC

CAAGTGGCTCCTGACCTGGA

Exon 829 2622331 330 bp CCTATCCTGAGTAGTGGTAA

CCAAGACTTAGTACCTGAAG

K2ras 第 12 外显子 (143 bp) 及其扩增引物序列 (5’

ϖ3’)如下 ,其酶切位点位于第 11、12 密码子处 :
　A : ACTGAATATAAACTT2GTGGTAGTTGGTC

　B : TGCACCAGTAATATGCATAT

1. 4. 2 　PCR 扩增 　参照 Sozzi 方法并加以改良 ,扩增

过程略。

1. 4. 3 　PCR 扩增产物的检测 　p53 检测采用 PCR2SS2
CP 方法 ,K2ras 检测采用 PCR2RFLP 方法。取 PCR 扩增

产物 6μl 与加样缓冲液 4μl 混合于 2 %Agarose 中进行

水平电泳 ,以 PBR 322 为参照物 ,观测所扩增 DNA 条

带。

1. 4. 4 　聚丙烯酰胺凝胶电泳 　按Bio2RAD 公司 Prote2
an ⅡSlab Cell 方法 ,配制 8 %非变性 PAG胶。PCR 产

物与变性液相混 ,97 ℃变性 8 分钟 ,转入冰浴降温 ,再

加样 ,100V 电泳约 3 小时 ,卸下胶后立即行银染。

1. 4. 5 　银染 　10 %HAC 固定 10 分钟 ,去离子水洗 3

遍 ,暗室内加入染色液 ,染色 30 分钟 ,弃去染色液 ,去

离子水洗 10 分钟 ,加入冷显色液 ,染色至条带清晰 ,迅

速加入 10 %HAC终止显色 ,固定 2 分钟。水洗后置于

玻璃板上 ,保鲜膜覆盖保存。

1. 5 　健康人外周血淋巴细胞、肿瘤细胞株 DNA 提取

　取健康人外周血 5 ml ,制备 DNA 及 p53、K2ras 扩增、

检测与痰液细胞的相同。

1. 6 　统计学方法 　全部资料输入计算机内建立数据

库 ,SPSS 软件分析统计结果。

2 　结果

2. 1 　痰液细胞 p53、K2ras 基因突变与病理、分期关系

　110 例肺癌患者中有 47 例患者存在 p53 基因突变 ,

突变率为 42. 7 % ;其中 p53 外显子 526 突变有 16 例 ,7

外显子突变 31 例 ,829 外显子突变有 30 例。有 45 例

存在 K2ras 基因突变 ,突变率为 40. 9 % ,p53 和 K2ras 基

因均有突变的有 16 例 ,而 p53 或 K2ras 基因任一突变

者 76 例。本组 Ⅰ期病例 p53 突变率为 31. 3 %(5/ 16) ,
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Ⅱ期突变率 40. 7 % (11/ 27) , Ⅲ期突变率 46. 9 % (23/

49) , Ⅳ期突变率 44. 4 %(8/ 18) 。测定结果显示肺癌病

期愈晚 p53 基因突变率愈高 ,但各病期 p53 基因突变

率经统计学处理未见显著性差异。鳞癌的 p53 和 K2
ras 基因突变率分别为 41. 7 % (20/ 48) 和 47. 9 % (23/

48) ,腺癌的 p53 和 K2ras 基因突变率分别为 42. 3 %

(11/ 26)和 38. 5 %(10/ 26) ,腺鳞癌的 p53 和 K2ras 基因

突变率分别为 48. 3 % (14/ 29) 和 37. 9 % (11/ 29) ,其他

类型的 p53 和 K2ras 基因突变率分别为 28. 6 %(2/ 7)和

14. 3 %(1/ 7) 。

有 35 例患者经过 6 次 (最多 12 次) 痰脱落细胞学

检测均呈阴性 ,或可疑恶性 ,而痰液细胞 p53 或 K2ras

基因突变阳性 ,后经纤支镜刷检、活检或手术病理证实

为肺癌 ,其中 14 例为 Ⅰ、Ⅱ期。

2. 2 　痰液细胞 p53、K2ras 基因突变与吸烟的关系 　重

度吸烟 (吸烟指数 ≥400 支·年) 者中 55 例有 p53 或 K2
ras 基因突变 ,突变率达 77. 5 %(55/ 71) ,显著地高于非

吸烟组 (53. 8 % ,21/ 39) ( P < 0. 001) 。对香烟消耗量的

统计中观察到 p53 和 K2ras 基因突变患者的平均吸烟

指数分别达到 861 和 630 支·年 ;而基因未突变的平均

吸烟指数为 284 和 554 支·年 ,二者之间有显著性差异

(χ2
= 36. 56 , P = 0. 002 ,双尾检验) 。

47 例 p53 突变的病例中重度吸烟者有 38 例

(80. 9 %) ,其外显子突变的情况为第 526 外显子 11 例 ;

第 7 外显子有 22 例 ;第 829 外显子有 27 例。45 例 K2
ras 基因突变的病例中重度吸烟者为 36 例 (80 %) 。

3 　讨论

吸烟是导致肺癌的高危因素已被人们广泛认识 ,

肺癌发病率与烟草消耗量之间有明显的相关性 ,烟草

中的联胺、氧化乙烯、喹啉、亚硝胺 (NNK) 等可通过不

同的机制诱发 DNA 的损坏 ,导致 DNA 错误的复制和

突变 ,如苯并芘 ,它可以与鸟嘌呤结合形成芽孢状的

DNA ,可特异性地导致 G ϖT的突变 ;NNK是一种非常

强的致癌物质 ,对肺组织有高度的特异性 ,而 p53 基因

突变与苯并芘和 NNK有关[6 ,7 ] 。Suzuki 等[8 ] 对 30 例非

小细胞肺癌的 p53 基因进行研究 ,发现有 14 例有基因

突变 ,利用 COX多变量分析发现“吸烟指数”是 p53 基

因突变的惟一相关因素。Mitsudomi 等[3 ] 对不同类型

肺癌 p53 基因检测 ,发现 p53 在非小细胞肺癌突变率

为 40 %～60 % ,而在小细胞肺癌则高达 70 %～100 % ;

K2ras 基因在非小细胞肺癌中有 15 %～30 %的突变率。

研究证实 p53 和 K2ras 基因在肺癌发生的早期即可出

现 ,肿瘤愈是晚期、肿瘤负荷愈大 ,癌基因突变的种类 ,

突变的位点也就愈多[5 ] ,我们的实验结果也支持上述

观点。

肺癌癌基因检测多数报告应用手术标本作为检测

对象 ,从痰液细胞中检测原癌基因突变的报告不多 ,但

痰液细胞癌基因检测具有方便、无创、患者易于接受等

优点 ,而且国内对吸烟尤其是吸烟指数对呼吸道支气

管粘膜细胞基因水平突变的影响报告不多 ,因此我们

对 110 例肺癌患者基因突变进行检测 ,其中有 71 例为

重度吸烟患者 , 其痰液细胞 p53 或 K2ras 突变达

77. 5 % ,p53 突变者吸烟平均指数达 861 支·年 ,而 p53

未突变者吸烟指数为 284 支·年 ; K2ras 突变者吸烟指

数达 630 支·年 ,而 K2ras 基因未突变者吸烟指数为 554

支·年 ,这一结果与国外的研究结论是一致的。检测结

果表明应用 SSCP2PCR/ RFLP2PCR 方法从痰液中检测

吸烟所致的支气管粘膜细胞基因突变是直接、简便、无

创的方法。

本实验结果表明肺癌患者痰液细胞 p53、K2ras 突

变率为 69. 1 % (76/ 110) ,癌基因突变率在重度吸烟患

者中明显增加 ,提示重度吸烟是导致支气管粘膜基因

突变的主要原因之一。
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