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摘 要 本文 应用多聚晦 D N A 链延伸反应产物限制性晦 切 片段 多态性分析

( P CR
一

R F L P ) 和单链构象多态性分析 ( P C R
一

C S SP ) 两种方法同时检测了 20 例 胃癌

中 。 一

H a一r s a基因突变
.

本文显示 P C R
一

R F L P 和 P C R
一

C S SP 均是检测 。 一

H a一r s a基因

突变的简便
、

快速 和敏感的方法
,

适用于临床大批量肿瘤标本的检 N,J
。
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。 一

H
a一 ar s

原癌基因编码一种 P
Z,

蛋白
,

此蛋白分

子量是 21
, 。oo 道尔顿

,

分布在细胞膜的内侧
,

它可

以作为一种传导器接受和修饰细胞外的刺激信

号 .l[ 习 .

在许多实体瘤中
c 一

H a 一

ar s
基因的扩增导致

P
Z ,

过度表达
,

干扰和破坏细胞的正常代谢活动
,

使

细胞生长和分化脱离正常轨道
.

近年来人们发现在

化学致癌动物模型中以及人类多种恶性肿瘤中存在

ar ,
基因 1 2

,

13 或 61 位密码子突变以
` J ,

并且诱导突

变
r
as P

: :
蛋白的表达

,

以前检测基因突变的手段十

分复杂
,

胃癌发生和演进过程中
r a s
基因激活的机

制尚未明确
。

本文旨在建立简便
、

可靠和灵敏的方法

检测胃癌组织中
。 一

aH
一

ar :

基因点突变
,

从分子水平

探讨我国胃癌病因学以及癌变机制
,

探索胃癌基因

学诊断的可行性
.

材料和方法

一
、

材料

(一 )
、

临床资料
:

本组病员 20 例
,

于 1 9 9 1 年~

19 9 2 年期间在北京医科大学第一医院外科进行胃

癌根治性切除手术
,

其中男性 14 例
,

女性 6 例
,

年

龄 31 一 71 岁
.

本研究采用第一届全国胃癌协作会议

通过的胃癌临床病理分期标准
,

本实验组中无 I 期
,

l 期 8 例
,

. 期 5 例
,

N期 7 例
:

低分化癌 n 例
,

高

分化癌 9 例 ; 有淋巴结恶性转移 n 例
,

无淋巴结转

移 9 例
。

切取的胃癌组织标本和相对应的癌旁组织
,

正常胃粘膜标本置于一 70 ℃冰箱中冷藏
.

(二 )
、

含
c 一

H
a 一

ar s
基因的质粒

:
含原癌基因

。 -

H
a 一

ar s

的质粒 p cb N I 为美国国立癌症研究所惠赠
,

含 12 位密码子点突变的
。 一

H
a 一

ar s

质粒 P G C 6
.

6

本文为
“

86 3
”
基金资助项目

为北京市肿瘤防治研究所从 B G C 82 3 胃癌细胞中克

隆出的重组质粒田
。

(三 )
、

P C R 引物
:

分析
。 一

H
a 一

ar s
基因突变的引

物 P C I A 和 PC ZB 由北京大学生命科学中心合成
,

引物的碱基序列为
:

P C I A S
,

CAG G GC C C T C C T T G G CA G G 3
`

PC ZB S
`

GT C G T A T T C G T C C ACA AA A T GG 3
,

P C I A 的序列为 自
c 一

H a 一

ar s
基因第 1 2 位密码

子正链上游非编码区的第 52 一 71 个核昔酸之间的

序列
,

P C Z B 为负链第 12 位密码子下游第 46 一 “ 个

核昔酸之间的序列
.

(四 )
、

主要试剂
、

酶及同位素
:

限制性内切酶

M
s p l

、

T a q D N A 多聚醉购自 p r o
m

e g a

公司
, a 一 , Zp

-

dC T P 购 自福瑞公司
.

二
、

方法

(一 )
、

多聚酶 D N A 链延伸反应 ( P C R ) : z u g 组

织 D N A
,

和质粒 D N A 溶于 5u0 l缓冲液中
,

缓冲液

含 1 0 m M T
r
i
: ·

H C I
,

5 0 m M k e
l

,
1

,

s m M M gC I
: ,

0
.

Zm M d N T P
s ,

l u
M 引物和 1一 3 u

T
a q 酶

,

试管置

于 P C R 扩增仪上
.
9 4 ,C变性 1 0分钟后 9 4 ,C

,
6 0 秒

、

5 4℃
,

6 0 秒以及 7 2 ,C
,

6 0 秒重复循环 5 0 次
,

7 2 ,C

继续延伸 10 分钟
,

取 u6 l反应液于 6 %聚丙烯酞胺

凝胶上电泳
。

(二 )
、

P CR 产物限制性酶切片段多态性分析

( P C R
一

R F L P ) ℃一

H
a 一 r a ,

基因第 1 2 位密码子前两个

核昔酸 G G 和第 11 位密码子后两个核昔酸 C C
,

构

成了限制性内切酶 M
s p l 的酶切位点 CC G G

,

P C I A

和 P C ZB 扩增片段中包含了另一个 C C G G 酶切位

点
,

将此作为内对照
,

本文根据扩增产物 M
s p l 酶切

多态性
,

确定有无
。 一

H a 一

ar s

十二位密码子点突变
.

(三 )
、

P C R 产物单链构象多态性分析 ( P C R
一
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肺泡细胞癌并转移性及原发性鳞癌 1例报告

湖北医科大学病理教研室 陈德基 邹祖玉 王 敏 杨大珍
`

王某
,

男
,

56 岁
,

19 9 2年 5 月因低热
、

咳血
,

胸

透见右上肺模糊阴影
,

疑为结核
,

在门诊抗结核治

疗
.

治疗期间咳血不止
,

进一步作 C T 照片
,

见右肺

上叶 3 x Z x cZ m 大小
、

境界不清
、

靠近胸膜之阴影
,

考虑周边型肺癌
。

同年 7 月收入我院行右上肺叶切

除
.

巨检
:

右肺上叶前壁肺膜直下见 Z x Z X cZ m 灰

白色结节
,

境界不清
,

胸膜增厚
,

肺门淋巴结肿大
,

直径约 k m
。

肿块组织切片见肺泡道
、

肺泡扩张
,

内

壁被覆单层或多层细胞
,

形成腺眩徉癌巢
,

细胞大小

不等
,

园形
、

梭形或多边形
,

核深染
,

核分裂象易见
,

诊断肺泡细胞癌
.

肺门淋巴结组织切片
,

见有大量癌

巢浸润
,

癌巢边缘细胞小而密集
,

似基底细胞样细

胞
,

癌巢中心区细胞胞浆丰富
,

核空泡状
,

似棘层细

胞样细胞
,

其中见有角化样物及角化不全细胞
,

诊断

为肺门淋巴结内转移性角化鳞状细胞癌
.

术后一个月行放射治疗
,

五天后
,

发现右侧耳上

部头皮长一蚕豆大肿块
,

半月左右肿块向表面生长
,

约枣大
,

呈角状突起
.

再行头皮肿块切除
,

组织切片

见表皮破坏
,

部分表皮呈不典型增生
,

真皮内有大量

角化鳞状细胞癌巢浸润
,

有的癌细胞与表皮基底层

细胞相移行
,

形成原发性鳞状细胞癌特点
。

病理报告

头皮原发性角化鳞状细胞癌
。

肺泡细胞癌在肺内常呈弥漫性生长
,

少有局灶

性结节形成
,

一般只在肺内沿肺泡道蔓延扩展
,

形成

淋巴道或血道转移者很少见
,

转移癌常与原发癌组

织象相似
.

本例无上述规律
,

另本例又并发头皮原发

癌则更为罕见
。

湖北医科大学附属二 医院皮肤科


