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　　从癌基因到抑癌基因的研究 ,人们已认识到细

胞癌变及恶性肿瘤的发生、发展是一个多因素 、多阶

段、多基因变异所致的病变过程和结果。 近年来 ,抑

癌基因的研究尤其引人注目 ,而且一些抑癌基因相

继被分离和克隆 ,如 RB基因、 P53基因等。早在 1986

年 , Her reara [1]通过细胞遗传学研究首次报告 1例

GS( Ga rde r综合征 )患者第 5号染色体长臂部份缺

失。 90年代初 , APC基因即家族性腺瘤性息肉病

( FAP)基因得到分离、克隆和鉴定 ,并发现 APC为

一抑癌基因 ,它的突变在大肠癌发生发展的起始阶

段起重要作用 [2, 3 ]。 我们从国外 APC基因研究现状

和初步探讨它与散发性大肠癌的发生关系出发 ,采

用聚合酶链反应 -单链构象多态性技术 ( PCR-SSCP)

对国人散发性大肠癌组织中 APC基因第 15号外显

子突变集中区 ( MCR)进行了以下研究。

1　材料和方法

1. 1　标本来源

收集我院胃肠外科手术切除的大肠癌标本 36

例 ,包括距肿瘤 10 cm以上的正常粘膜作对照 ,标本

离体后即用 4℃生理盐水冲洗 ,取癌组织及正常粘

膜各 5 g , - 80℃冻存备用。 36例中男 21例 ,女 15

例 ,年龄 38～ 83岁 ,平均 61. 2岁。组织学分型 ,腺癌

35例 ,绒毛状腺瘤恶变 1例。 分化程度 ,高分化 12

例 ,中等分化 17例 ,低分化 7例。 Dukes分期 , A期 1

例 , B期 17例 , C期 18例。

1. 2　组织 DN A制备

按蛋白酶 K和酚 /氯仿提取法制备 [4]。 DN A沉

淀溶于 0. 1× TE中 ,样品 - 20℃冻存备用。

1. 3　引物设计及扩增片段

根据 APC基因 M CR区的碱基序列 ,自行设计

合成 3对寡聚核苷酸引物 ,引物序列及扩增长度如

下。

　　　　　　　　片段 A( 299 bp) 5’ TACAGAAT TATTGTGT AGAAGA3’

5’ CGC TCC TGAAGAAAATTCAACA3’

　　　　　　片段 B( 295 bp) 5’ CAGGGT TCTAGTT TATCTTC3’

5’ T TCTGC TTGGTGGCATGGTT3’

　　　　　　片段 C( 300 bp) 5’ GGCAT TATAAGCCCCAGTGA3’

5’ AAATGGCTCATCGAGGC TC A3’

1. 4　 PCR扩增

在 0. 5 m L离心管中 ,加入 10× PC R缓冲液

3μL, 2 m mol / L× DN TP 3μL,上下游引物各 1μL

( 12 pmol) , 2μL模板 DN A, 2 U Taq DN A聚合酶

(本校遗传教研室提供 ) ,加灭菌双蒸水至总体积

30μL ,混匀后稍离心 ,再加灭菌石蜡油 30μL覆盖 ,

于 DN A扩增仪 ( PE9600型 , PE公司 )进行扩增。反

应条件 , 96℃变性 6 min后加 Taq DN A聚合酶 ;

94℃变性 45 s; 58℃退火 45 s; 72℃延伸 1 min, 30

个循环后 72℃延伸 5 min。取 PCR产物 5μL经 1%

89中山医科大学学报 ( Acad J SUM S) 1997, 18增刊∶ 89～ 91

① 中山医科大学博士研究生经费资助课题 ; ② 第一作者 , 1964年出生 ,讲师

DOI : 10. 13471 /j . cnki . j . sun. yat -sen. univ (med. sci ) . 1997. 0131



琼脂糖凝胶电泳鉴定 ,其余放 - 20℃备用。

1. 5　 PCR产物 SSCP分析

取 PCR产物 4μL煮沸变性 5 min,加 10μL

碱性变性液 (含 95%去离子甲酰胺 , 0. 1%溴酚蓝 ,

0. 1%二甲苯睛 , 5 mmol /L 氢氧化钠 )再煮沸

5 min,冰浴骤冷 ,即刻上样 6%非变性聚丙烯酰胺

凝胶 , 0. 5× TBE缓冲体系下 ,室温恒流 18 m A电

泳 20 h。 电泳结束后按以下方法进行银染: 置凝胶

于 10%乙醇液中固定 5 min; 1%硝酸氧化 3 min;双

蒸水漂洗 1 min; 0. 012 mo l / L硝酸银银染 25 min;

双蒸水漂洗 1 min; 0. 28 mo l /L无水碳酸钠含 0.

019% 甲醛液使胶还原显色至所需深度 ; 10%冰醋酸

2 min终止还原反应 ;双蒸水漂洗 2 min,记录结果。

1. 6　统计学处理

本组统计学分析采用方差分析和 t检验。

2　结　果

2. 1　 PCR-SSCP检测结果

PCR-SSCP技术是采用中性聚丙烯酰胺电泳分

离变性的单链 DNA,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

链带可能有几种不同的构象 ,因此 , SSCP的单链带

并非仅 2条带。 本实验的正常粘膜及无突变癌组织

的 DN A单链通常为 3条带。突变时通常为多 1条带

或少 1条带或单链带的泳动率有变化 (图 1)。 本组

共检测到 11例癌组织有突变 ,占所检测病例的

30. 6% ( 11 /36) ,其中有 1例 ( C482406)分别在片段

A及 C均检测到有突变 ,说明存在两处突变。 正常

图 1　 APC基因 M CR扩增片段 B SSCP分析结果

T1 ( C475281) , T7 ( C479114)突变 , N (正常粘膜 ) ,

T(肿瘤组织 )

粘膜未见有突变。 突变发生的分布情况列于表 1。

表 1　 PCR-SSCP分析 APC基因 M CR段突变分布

突变片段　　　　　　　突变 DN A

　 A　 C4805721) , C476776, C477715, C482406, C9138297

　 B　 C475281, C479114

　 C　 C478625, C478550, C9141509, C482540, C482406

　　 1)代表住院号 ,以下同

2. 2　 APC基因突变与临床病理学特征关系

分析本组 APC基因突变与肿瘤的临床病理学

特征的关系 ,我们发现 ,突变发生在男 7 例占

33. 3% ( 7 /21) ,女 4例占 26. 7% ( 4 /15) ,平均年龄

64. 9岁 ,其差异无显著性意义。 11例突变均为腺癌 ,

其中高分化 4例占 33. 3% ( 4 /12) ,中等分化 5例占

29. 4% ( 5 /17) ,低分化 2例占 28. 6% ( 2 /7)。其差异

无显著性意义。 Dukes分期 , A期 1例 ( 1 /1) , B期 7

例 41. 2% ( 7 /17) , C期 3例占 16. 7% ( 3 /18) ,除 A

期因仅 1例不宜作统计处理外 , B期与 C期差异有

显著性意义。

3　讨　论

APC ( adenomous po lypo sis coli )基因最早由

Her rera通过细胞遗传学研究 ,首先发现 1例 GS患

者第 5号染色体长臂部分缺失 ,以后经连锁分析把

与家族性腺瘤性息肉病 ( FAP)发生有关的基因定位

于 5q21～ 22 ,并证实它是一抑癌基因 ,于 90年代初才

得到克隆和鉴定。 目前 ,对其功能尚不十分清楚 ,有

研究发现 APC基因产物与细胞间连接的结构成份

有关 ,由于长期或短暂的分子机制 ,可使它与粘连蛋

白 (β-ca tenin)相互作用 ,使上皮细胞连接的完整性

遭破坏 ,继而导致细胞浸润性生长 [5]。 此外 ,还有研

究表明 ,野生型 APC基因与细胞微管有关 ,并在体

外促进微管的集合 ,由此认为 APC与细胞微管之间

的相互作用是细胞的重要功能 ,如这种相互作用受

破坏 ,则可能导致肿瘤的发生 [6]。

APC基因很大 ,编码序列长 8 538 bp,有 15个

外显子 ,其中以第 15号外显子最大 ( 6 571 bp) ,因

其突变可位于各个外显子 ,所以对它的检测较为困

难。 Miyoshi[7 ]报告 , 65%的体细胞突变集中在第

1 285～ 1 513号密码子之间 ,称为突变集中区

( MCR)。 Yashima等 [8 ]亦检测到 41%的突变位于

M CR区。 我们采用 SSCP方法 ,国内首先报告散发

性大肠癌组织中 APC基因 MCR区的突变情况 ,结
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果发现 36例散发性大肠癌中有 11例存在异常 ,占

检测病例的 30. 6% ,且检测到 1例存在 2处突变 ,但

其突变的位置及性质需进一步序列分析来确定。 由

于我们仅检测了 APC基因很短的一段区域 ,相信实

际突变率会更高。 从突变的发生与肿瘤的生物学行

为来看 ,其发生率与患者年龄、性别、组织学类型、分

化程度无关 ,而 Dukes B期突变的发生占检测病例

的 41. 2%明显高于 C期的 16. 7%。 Dukes分期是目

前反映病程进展的主要指标。 所以 ,我们相信 APC

基因突变在大肠癌的发生过程中起重要作用而且是

一较早发生的分子事件。

对 APC基因的全面研究虽刚刚起步 ,但已成为

大肠肿瘤发生机制中分子遗传学改变及临床应用研

究的热点 ,近来 , Groden等 [9 ]将 APC基因分别转染

3种不同的人结肠癌细胞株 ,即导致了细胞的形态

改变和致瘤性的降低 ,结果令人鼓舞。
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编 后 记

我国学位与研究生教育经过十多年的发展 ,至今已具有了相当的规模。 立足国内培养博士研究生重点在

于提高培养质量 ,已成为研究生教育战线的一个共识。 对于研究生论文质量、培养质量的评价 ,以往的做法基

本上集中于少数专家的评阅和评估上。 为了鼓励博士研究生在校期间公开发表论文 ,以期其研究成果得到科

学界的承认 ,并将我校研究生论文质量的评价引入社会评估机制 ,我们特地从一九九四年级博士研究生的论

文 ,经过学报编委会 3次严格评审 ,精选出 26篇质量比较好的论文 ,以增刊的形式发表出来 ,供同行们指正。

从本学年开始 ,我们规定全部博士研究生在校期间努力做出一流的科研成果的同时 ,积极撰写高质量的论文 ,

必须在国家一级或国外杂志上发表 1篇以上与其研究方向相关的论文。

(中山医科大学研究生处 )
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