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　　为研究 H-ras 癌基因和 p53 抑癌基因突变是否

与甲状腺癌的发生和发展有关 , 我们用聚合酶链反

应-限制性片段长度多态性分析(PCR-RFLP)法对

H-ras 基因第 12 密码子和 p53 基因第 248 密码子突

变分别进行了检测。

1　材料与方法

1.1　材　料

80 例手术切除甲状腺标本 , 常规石蜡包埋。 其

中乳头状癌 31 例 , 滤泡性癌 13 例 , 髓样癌 7 例 , 未

分化癌 3 例 ,滤泡性腺瘤 10 例 , 结节性甲状腺肿 10

例 ,慢性淋巴细胞性甲状腺炎 6 例。 所有组织均经

光镜切片观察 ,病理诊断无误。

1.2　DNA提取

石蜡组织块切片 ,经二甲苯脱蜡 , 无水酒精脱苯

和蛋白酶 K 消化后 ,用苯酚和氯仿:异戊醇抽提 , 乙

醇沉淀后溶于 TE 缓冲液中待用。

1.3　PCR

PCR引物由中山医科大学遗传室合成(表 1)。

取 DNA 模板 0.5 μg , 1.25 mmol/ L dNTPs 5 μL ,

0.05 μmo l/ L引物各 1 μL , 10×Taq酶缓冲液 5 μL ,

3UTaq DNA 聚合酶(Genda 公司), 总反应体系

50 μL。 40 μL矿物油覆盖后在 PCR扩增仪(Phar-

macia LKB·Gene ATAQ Controller)上进行 PCR 扩

增。首 轮循环 为 95℃ 5 min , 55℃ 1 min , 72℃

1 min , 然后按 95℃ 1 min , 55℃ 1 min , 72℃ 1 min

进行 30 次循环。

1.4　RFLP分析

20 μL RFLP 酶切分析体系中含:10 μL PCR 产

物 , 2 μL 10×MSP Ⅰ酶切缓冲液 , 32 U MSP Ⅰ核酸

内切酶(华美生物公司)。 37℃酶切消化过夜。 8%

聚丙稀酰胺凝胶电泳后 , 用 0.5 mg/ L 溴化乙锭染

色 ,紫外光下观察结果。

表 1　PCR引物序列 ,扩增片段和用途

基　因 　引物序列 产物片段 用　途

H-ras 5' -GAGACCCTGTAGGAGGACCC-3' 检测Codon

(Exon 1)5' -CGTCCACAAAAT GGTTCTGG-3' 134 bp 12突变

p53 5' -GT TGGCTCTGACTGTACCAG-3' 检测Codon

(Exon 7)5' -CTGGAGTCTTCCAGTGTGAT-3' 110 bp 248突变

1.5　统　计

实验数据的处理用 χ2 检验。

2　结　果

2.1　甲状腺癌组织中 H-ras 基因突变率

对 H-ras 基因第 12 密码子突变检测发现 ,

33.3%(18/ 54 例)甲状腺癌和 15.3%(4/ 26 例)良

性甲状腺病变有突变(图 1), 两者差异有显著性(P

<0.05)。其中乳头状癌 25.8%(8/ 31), 滤泡性癌

38.4%(5/13), 髓样癌 42.8%(3/ 7), 未分化癌 66.

6%(2/3), 突变率在乳头状癌<滤泡性癌<髓样癌

<未分化癌 ,各组间差异有显著性(P <0.05)。

2.2　甲状腺癌组织中 p53 基因突变率

p53 基因第 248 密码子突变在良性甲状腺病变

未检出(0/ 26), 在甲状腺癌为 27.7%(15/ 54 例)(图

2), 两者间差异有显著性(P <0.05)。其中乳头状
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癌 22.5%(7/ 31 例),滤泡性癌 30.7%(4/ 13 例), 髓

样癌 28.5%(2/ 7 例), 未分化癌 66.6%(2/3), 各组

差异有显著性(P <0.05)。

图 1　H-ras基因外显子 1扩增片段酶切图谱

M:pBR 322/ Hae Ⅲ的 DNA 片段标准 , 1 、2 、5 、6为甲

状腺癌 , MSP Ⅰ酶切后仍为 134 bp;3 为滤泡性甲状腺腺

瘤 , 4为结节性甲状腺肿 , MSP Ⅰ 酶切后 134 bp泳动带消

失 ,出现 76 bp和 58 bp产物

图 2　p53 基因外显子 7 扩增片段酶切图谱

M:pBR 322/ Hae Ⅲ的 DNA 片段标准 , 1 、2 、5 、6为甲

状腺癌 , MSP Ⅰ酶切后仍为 110 bp;3 为滤泡性甲状腺腺

瘤 , 4为结节性甲状腺肿 , MSP Ⅰ 酶切后 110 bp泳动带消

失 ,出现 70 bp和 40 bp产物

2.3　甲状腺癌组织中 H-ras和 p53 基因突变的关系

分析 H-ras 基因第 12密码子和 p53 基因第 248

密码子突变之间的相互关系时发现 , 24%(13/ 54)的

病例同时存在H-ras 基因和p53 基因的点突变 , 占检

出H-ras基因第 12 密码子突变例数的 72.2%(13/

18)和 p53 基因第 248 密码子突变例数的 86.5%

(13/15),即在发生点突变的甲状腺癌中 , 大部分同

时存在H-ras 基因和p53 基因突变 , 两种突变之间密

切相关(r =0.70 , P <0.01)。

3　讨　论

本文发现甲状腺癌中H-ras 癌基因第12 密码子

的突变率为 33.3%, p53 抑癌基因第 248 密码子的

突变率为 27.7%,与文献[ 1 ～ 4] 报道基本一致。同

时还发现 H-ras 和 p53 基因突变率与甲状腺癌中各

亚型的分化程度有关 , 未分化癌中突变率最高。这

说明在甲状腺癌的多阶段发生过程中存在着基因异

常累积的过程 ,基因异常加速了细胞转化的过程。

本研究还表明 ,在发现 H-ras基因或 p53 基因突

变的 20 例甲状腺癌中 , 65%(13/20)的病例同时存

在两种基因突变 , 有很好的相关性(r =0.7 , P <

0.01),提示在甲状腺癌的发生发展过程中可能存在

癌基因 H-ras 、抑癌基因 p53 突变的协同作用。 Suw a

对胰腺癌细胞株的研究中也有类似的发现 , 有

46.6%的病例同时存在两种基因突变[ 5] 。本实验发

现 15.3%的良性甲状腺病变有 H-ras 癌基因第 12

密码子突变 ,这是否标志着甲状腺滤泡性腺瘤 、结节

性甲状腺肿的部分病例在分子水平上发生了恶性转

化 ,还需要进一步证实。
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