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人原发性乳腺癌及肺癌中乳腺癌

抑制基因突变
①

王国丽⑧ 杜传书

(中山医科大学医学遗传学教研室 ;广州
,

5 10 0 89)

提 要 采用 P C R一 ss C P 方法
,

研究了 9例人原发性乳膝痛和 20 例肺痛中 B R C A I 荃因外

显子 2 及外显子 21 区域上的突变情况
。

结果显示
: 3例乳腺癌存在突变 (3 / 9 )

,

其中 l 例发生于外

显子 2
,
2 例发生在外显子 21 上 , 1 例肺癌在外显子 2上发生突变 ( 1 / 2。

,
5% )

,

该结果表明 BR C A I

基因突变与乳腺癌关系密切
,

同时该结果首次发现 B R C A I 荃因突变可能与肺癌发生有关
,

但所有

这些结果尚需进一步的序列分析证实
。

主皿词 乳腺肿瘤 /遗传学 , 肺肿瘤 /遗传学 ; 基因
,

抑制
,

肿瘤 , 突变

中圈号 R 7 3 0
.

2 3 1

从 70 年代的癌基因到 80 年代的抗癌基

因研究
,

大量实验证实正常细胞的癌变是一

个多因子
、

多步骤的复杂过程
,

正常基因的点

突变
、

缺失
、

重排等改变
,

可能导致有关原癌

基因的激活或抗癌基因的失活
。

目前为止
,

已

有一些抗癌基因被分离
、

克隆
。

例如
,

最早发

现的与视网膜母细胞瘤有关的 R b 基 因
,

与

多种肿瘤有关的 5P 3 基因
,

以及与结肠癌有

关的 D C C 基因等
。

最近
,

美国 U t ha 州大学

S k ol in ck 小组 1j[
,

分离到了与乳腺癌发生有

关的抗癌基因 B R C A I
,

并报道了第一篇有关

乳腺和卵巢癌中 B RC A I 基因突变研究的文

章 2j[
.

作者从国外 B R C A I 基因研究现状和

探讨它与其它肿瘤发生的关系出发
,

对 人原

发性乳腺癌和肺癌进行了以下突变研究
。

1 材扦和方法

1
.

1 标 本

经病理确诊的 9 例人原发性乳腺癌
、

20

例人原发性肺癌及其癌旁正常组织取 自本校

附一院和肿瘤医院
。

手术切除组织迅速置液

氮中冷冻后一 70 ℃保存备用
。

2 例正常人外

周血标本
,

4 ℃放置
,

l h 内制备 D N A
.

1
.

2 组织 D N A 制备

按常规组织 D N A 提取法制备 3[]
。

D N A

沉淀溶于 T E 中
,

取适量经紫外分光光度计

测定 A “ 。 、

A “ 。 ,

确定 D N A 的纯度及含量
,

其

余样品放一 20 ℃贮存备用
。

1
.

3 引物设计及扩增片段

根据 S k ol n ick 研究资料
,

合成 2 对寡聚

核昔酸 引物
,

长约 22 一 24 个碱基
,

分别扩增

B R C A I 基因外显子 2
、

外显子 21 全序列 及

内含子一外显子连结区域
,

扩增片段长度分

别为 2 7 5 b p 和 3 0 0 b p
。

1
.

4 扩 增

在 0
.

5 m l 离心 管中
,

加 入 样品 D N A

o一 拌g
,

10 x P C R 缓 冲 液 2
.

5 拌 I
, 4 种

dN T P 各 200 拌m ol / L
,

扩增区域的一对引物

各 2 0 p m o l
,

aT q D N A 聚合酶 一 o U
,

加灭菌

H : O 至总体积 2 5 拌l
,

混匀后离心
,

再加 2 0 拼l

灭菌液体石蜡油筱盖
,

于热循环仪中 97 ℃ 7
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m i n
,

进 行 循 环
: 9 4 ℃ 3 0 5 ,

5 5 ℃
,

5 0 5 ,

7 2 ℃
,

6 0 5 ,

3 5 个 循 环 后 于 7 2 oC 延 伸

7 m i n
.

取 p C R 产物 5 拌l 经琼脂糖凝胶电泳

鉴定
,

其余放 一 20 ℃
。

1
.

5 P C R 产物 S S C P 分析

取 P C R 产物 8 川
,

加等体积变性液伸

甲酞胺 一 95 纬
,

20 m m ol / L E D T A )混 匀后

煮沸 s m in
,

冰 上 聚冷 Z m in
,

上样非变性

P A G 凝胶
,

。
.

5 x T B E 缓冲体系 下
,

80 ~

90 v 室温电泳 18 h
。

电泳结束后凝胶按略

加改进的 B ar b dt 川方法进行银染
:

抓乙醇 ) ~

1 0%固 定
,

s m i n ~ w ( H N O
:
) = 1% 浸泡

3 m i n ~ o
.

o 12 m o l / L A g N O
:

染色 Z o m i n
,

清水漂洗数次
,

放入 0
.

2 5 m o l / L N a Ze O
3

和

w (甲醛 )一 0
.

0 19 呱 中显带数分钟
,

最后用 尹

( H A 。 )一 10写 固定 2 m in
,

用清水漂洗数次
,

制干胶并拍照
,

动 N盛
洲 二 ; : l

`

一
匆 . 口 ` . J ` d ` d ` 曰 ` 日 ` J

图 1 B R C A I 基因外显子 Z P C R
一

ss C P 电泳

1
,
2

, 3 , 4 肺癌及其瘤旁组织标本
; 5 肺瘤组织标本

( L C 7) ; 6 乳腺庙标本 ( cB
3 ) , 7 正常人外周血标本

;
箭头

一指示突变样品缺少的单链带

卜

7T

日
.T

日甘月52

臼;日ú
!T

降
.

肠”“曰
2N

2 结 果

P C R
一

S S C P 技术是采用中性 P A G 电泳

分离变性 D N A ( P C R 产物 )的单链 D N A
,

利

用单碱基突变可引起单链构象改变影响电泳

迁移率
,

从而通过与正常对照比较单链带的

位置及数量的差异来检测突变
。

由于各单链

可能有几种稳定的构象体
,

因此 S S C P 分析

经常并非两条带
。

本实验应用 P C R一 s S C P

技术
,

以部分肿瘤癌旁正常组织及正常人外

周血 D N A 为对照
,

对病理 确诊的 9 例原发

性乳腺癌
、

20 例原发性肺癌组织 D N A 中乳

腺癌基因 B R C A I 的外显子 2
、

外显子 21 分

别进行了分析
,

结果显示
: 9 例乳腺癌中 3 例

B R C A I 基因 S S C P 分析存在异常
,

其中 1 例

( B C 3 ) 发 生在外 显子 2 上 (图 1 )
,

另 2 例

( B C Z
、

B C 7 )发生在外显子 2 1 上 (图 2 ) ; 2 0 例

肺癌中观察到 1 例鳞癌 l 级 ( L C 7) 在外显子

2 上
,

S S C P 结果出现异常 (图 1 )
。

” DN A

图 2 B R CA I 基因外显子 21 P C R一 S SC P 电泳

1 乳腺启标本 ( B C 2) , 2
,
5
:

正常人外周血标本
. 3

,
6

:

乳腺庙标本
; 4 乳膝启标本 (BC 2) . 7 乳膝启标本 ( BC 7 ) ,

箭头一指示突变样品缺少的单链带

3 讨 论

B R C A I 基因最早是由 iK
n g s1[ 等通过遗

传连锁分析在人染色体 17 q 12 一 2 1 区域上

定位的一个乳腺癌相关基因
,

近年才被克隆
。

该基因长 10 0 k b
,

含有 22 个可编码外显子
,

在包括乳腺
、

卵巢等许多组织中表达 7
.

8 k b

的转录体和 1 863 个氨基酸的蛋白质
。

该蛋

白 N 末端区域含有一个 C
3
H

`

锌指结构域
,

而在其它区域特别是 C 末端则含酸性残基
,

提示该蛋 白可能是一种转录因子 6[]
。

研究发

现 30 %的乳腺癌家庭或 80 %既有乳腺癌又

有宫颈癌患者家庭的发病与 B R C A I 基因突
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,

等
.

人原发性乳腺癌及肺癌中乳腺癌抑制基因突变

变有关 7j[
.

如果一个妇女遗传了异常的 B R
-

C A I 基因
,

患乳腺癌的可能性约为 90 %
,

而

5 0 岁以前可能性为 6 0% 〔 .〕 。

S k o l n i e k 等采用

S S C P 结合测序分析 21 例乳腺癌和 12 例卵

巢癌 B R C A I 基因的全部编码区和内含子 一

外显子结合区的全序列
,

结果发现 4 个突变
,

3个发生在乳腺癌
,

1 个发生在卵巢癌图
。

这

些结果支持了 B R C A I 可能是 一种与乳腺

癌
、

卵巢癌有关的抗癌基 因假说
。

因而 B R
-

C A I 基因的研究将对乳腺癌的早期预防
、

诊

断以及基因治疗具重要意义
。

本文是作者引用 S k o l n i e k 的 S S C P 分析

引物
,

国内首次报道原发性乳腺癌
、

肺癌中

B R c A I 第 2
、

21 外显子突变情况
,

结果发现

有 33
.

3%的乳腺癌存在异常
,

其突变的位置

尚需进一步 的序列分析来确定
;
同时发现 1

例肺癌的 B R C A I 基 因外显子 2 上存在 异

常
,

暗示 B R C A I 基因可能不仅与乳腺
、

卵巢

癌有关
,

可能还与肺癌等其它肿瘤发生有关
。

B R C A I 基因是否与 p 53 基因相似
,

也是一种

与多种肿瘤发生有关的抗癌基因
,

目前
,

国外

尚未见其它肿瘤中 B R C A I 基因突变研究报

道
,

这些还需进一步研究证实
。
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l u n g e a n e e r a n d t h e i r a d ja c e n t n o r m a l t i s s u e ,

i n a n a t t e m p t t o d e t e e t m u t a t i o n s w i t h i n B R
-

C A I g e n e e x o n 2 a n d e x o n 2 1
.

M u t a t i o n s w e r e f o u n d i n 3 e a s e s o f b r e a s t e a n e e r , 1 i n e x o n Z

a n d 2 i n e x o n 2 1
.

A m o n g 2 0 e a s e s o f Iu n g e a n e e r s m u t a t i o n w a s a l s o o b s e r v e d i n e x o n 2 i n l

e a s e
.

T h e r e s u l t s s u g g e s t e d t h a t t h e BR C A I g e n e m u t a t i o n 15 a n im p o r t a n t e v e n t i n p r im a r y

b r e a t e a n e e r s
.

M e a n w h i l e
, i t a l s o im p l i e s t h a t t h e B R C A I g e n e m a y b e r e la t e d t o l u n g e a n -

e e r
.

B u t a l l t h e r e s u l t s m u s t b e f u r t h e r P r o v e d b y D N A s e q u e n e i n g
.

s u b je e t h e a d i n g s b r e a s t n e o p l a s m s / g e n e t i e s ; l u n g n e o p l a s m s / g e n e t ie s ; g e n e s
, s u p

-

P r e s s o r , t u m o r ; m u t a t一o n

·

新成果
·

衰老脑的可塑性研究

课题负贵人 姚志彬

(中山医科大学人体解剖学教研室
,

广州
,

51 。。89)

以往研究脑衰老多数从脑细胞的退化和机能减退方面进行
,

本课题则从发掘衰老脑的代偿机制和积极

因紊着手
,

系统地研究了老年脑的神经元树突
,

突触的结构和机能的可塑性变化及损伤后的修复与可塑性代

偿
.

主要内容包括
:

酒精磷钨酸负染色和 0 5 0 4染色电镜结合体视学分析显示衰老脑海马和蓝斑的突触数量

(N v )
、

接触带总面积 s( v)
、

线粒体减少
,

但突触平均长度增大
。

指出设法增加突触结构的可塑性
,

提高突触的

更新和代偿能力
.

oG lg i镀银和 C T
一

H R P 标记
,

结合形态计量和 S h ol l 点分析表明
,

海马锥体细胞树突的分枝

长度衰老时有所增加
,

脊翻前角神经元的树突分枝和长度衰老时减少
,

表明衰老时海马神经元树突仍具有一

定的增生和分化能力
.

放射化学分析发现衰老脑的分离突触体 3H
一

氨基酸摄取能力减少
,

A V P 4一 9肤能够促

进其氮荃酸摄取和蛋白合成
.

发现老年脑隔一海马胆碱能系统损伤后能对外源性神经生长因子 (N G F )作出

有效的可塑性反应
.

发现长期适量运动
,

使脊翻神经元的树突野扩大
,

分支数的树突总长度明显增加
,

大脑皮

质胆碱能纤维的密度增加
,

表明长期适量运动能够延缓神经元的衰老性退变
,

促进其可塑性代偿
。

该成果对

临床治疗老年性痴呆提供了实验依据
,

将会给社会和老年医学带来良好的影响
。
1 9 9 4 年获国家教委科技进步

二等奖
.

(陈丽芳 )


