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人小细胞肺癌 P5 3

基因突变的研究

杨廷桐 张 骏 郑 杰 吴秉栓

摘要 为探讨小 细胞肺癌 ( S CL C)发生 的分子机制
,

应 用免 疫组化和聚合酶链反应

— 单链构 象多态性 ( P C R
一

S S C P )技术
,

对 14 例 S C L C 的石 蜡切 片标本进行 了 P 53 基 因

突变研 究
。

结果显示
: P 53蛋 白免疫组织化 学反应有 9 例 出现阳性

,

其 中 2 例 为 +
,

7 例为 +干

一柑
,

阳性率为 6 4
.

3 % ( 9 / 1 4 )
。

P 5 3

基 因第 5
、

6
、

7
、

8 外显子突 变率分别 为 2 1
.

4 % ( 3 / 1 4 ) ;

1 4
,

3% ( 2 / 14 ) ; 14
.

3 % ( 2 / 1 4 ) ; 7
.

1 % ( l / 1 4 )
,

总突变率为 5 7
.

1% ( 8 / 1 4 )
。

提示
:
S C L C 中存

在较高的 sP
3

基 因突变率
,

P 53
基 因突变在人类肺癌的发生发展过程中起着重要的作用

。

关键词 小 细胞肺癌 ; 聚合酶链反应— 单链构象多态性
; 5P

3

基 因
; 点 突变

肺癌是当今世 界各 国 常见 的恶性 肿瘤之一
,

也是

最常见的死亡原 因
。

尽管 近十几 年来在癌症 的诊 治方

面 已 有许 多 新方 法
、

技 术 的 问世
,

但 肺 癌 的疗 效仍 很

差
,

尤其是小细胞肺癌 ( S C L C ) 川
。

为进一步探讨 SC L C

发生 的分子机理
,

及其在生物学行 为上的意 义
,

我们 应

用免疫组织化学 和聚 合酶链反 应— 单链构象多态 性

( P C R
一

S S C P )分析 的方 法
,

对 1 4 例 S C L C 的石 蜡包埋

组织 的 P 53 基 因进行研究
,

为 临床早 期诊断
,

提 高疗效

提供资料
。

1 材料与方 法

1
.

1 材料 源于湖北 肿瘤医 院 1 9 8 8~ 1 9 9 3 年临床手

术切 除的 12 5 例肺癌石蜡包埋组织标本
,

经 2 位病理专

家重新诊断分类
,

诊断标准参照 《诊断病理学 户」
。

选 出

其中 S C L C 14 例
,

占 n
.

2 %
,

做为研究 对象
。

1
.

2 免疫 组 化 主 要 试 剂
:

鼠抗人 P 53 单 克 隆 抗 体

( D O
一
7

,
D a k o

公 司 )
,

生物素 标记 的兔 抗 鼠 lg G ( L in k
,

R ae g e
nt 公司 )

。

染色方法
:

按试剂盒说明书采 用 L S A B

法
。

3
.

3
一
D ia m i n o

b
e n z id in t e t r a h y d

r o e
h l

o r id
e ( D A B )

-

H
ZO 。

显色
,

苏木素复染
。

每 次实验均 设 阳性 及 阴性对

照
,

以肺癌组织表达 阳性片做 阳性 对照
,

正常肺组 织为

阴 性对 照
,

以 P B S 替代一抗 做空 白对 照
。

阳性标 准
:

1 0% ~ 2 5 %细 胞 核 着色 ( + )
,

25 ~ 5 0% 细 胞 核 着 色

(料 )
,

> 50 %细胞核着色 (带 )
。

1
.

3 D N A 制备 采用酚 ~ 氯仿提取法
。

切取 石蜡癌组

织 10
u m 厚 5一 10 片

,

放人 1
.

s m L 离 心管中
,

脱蜡及脱

水后 加人 4 0 0 u L L y s i s b
u f f e r s u L Z o m g /m L 蛋白酶 k

,

卫生部基金资助课题

作者单位
: 4 5 3 0 0 3 新 乡医 学 院病 理教研室 (杨 廷桐 ) ; 北

京医科大学 (张骏
、

郑杰
、

吴秉锉 )

37 ℃ 彻底 消化
,

离 心 12 0。。g 只 10
, 。

吸上 清于另一 离心

管中
,

加 等体积 酚 /氯仿 ( 1 : 1 )混匀
,

离心 1 2 0 0 0 9 只 1 0
` 。

肯上清于另一离 心管 中后再加 人氯仿 /异戊醇 ( 24
:
1 )

,

混 匀离心 12 00 0 9 x lo
` ,

吸上 清于另 一离 心管中
,

加人

15/ 体积 3 M 醋 酸钠 (P H 5
.

2) 和 2 倍体积 的无水 乙 醇
,

混 匀 一 2 0 ℃过 液
。

离 心 2 2 0 0 0 9 x s
,

弃 上 清
,

加 入

3 0 0 u L 7 o % 乙醇
,
1 2 0 0 o g x s

, ,

弃 上清
,

室温干燥 1 5
`

后
,

加人 1 00u L T E 溶介 D N A
,

用 紫外分 光 光度仪 测 O D

值
,

以 了解所提 D N A 的纯度和 浓度
。

l
·

4 P C R一 S S C P 检测

1
.

4
.

1 P C R 扩增 P 53 基 因 5~ 8 外显 子
,

应用 4 对 引物

(由北 京 医科 大 学病理 系分 子生 物 室 合成 )其序 列如

下
:

E X
o n s

:
5
`
T A C T C C C C T G C C C T C A A C

A A G A 3
`

5
`
C G C T A T C T G A G C A G C G C T C A

T 3
,

E X
o n 6

:
5
`
G A T T G C T C T T A G G T C T G G

C C C C T 3
,

5
`
C A G A C C T C A G G C G G C T C A T A

G G 3
`

E X o n 7
:
5
`
C T G G G T T G G C T C T G A C T G

T A C C A 3
`

5
,
T G A C C T G G A G T C T T C C A G T G

T G 3
`

E X
o n s

:
5

,

G T A G T G G T A A T C T A C T G G

G A C G G A 3
`

5
`
C T C G C T T A G T G C T C C C T G

G G G G C 3
`

1
.

4
.

2 P C R 扩增 反应 条件 9 5℃ 2
` ,

9 5℃ 4 0
)I ,

5 5
`

C 4 0
)I ,

7 2 ℃ 3 0
11 ,

3 0 个循环
,
7 2

`

U 延伸 5
` 。

1
.

4
.

3 P C R
一

S S C P 分 析 取 s u L P C R 扩 增 产 物 加

s u L S S C P 上样液
,

1 0 0 ℃水浴 1 0
, ,

立 即上样 于垂直 电泳

槽中 的 S S C P 胶 孔 中
,

恒 压 SOV
、

恒温 15 ℃
,

电泳 液为
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.

r e a e t i o n a n d s in g le
一 s t r a n d e o n fo r m a t i o n p o ly m o r p h is m

a n a l y s i s (P R C
一

S S CP )
, a n o v e l m e a n s o f d e t e c t in g D N A

m u t a t i o n
.

A d y A n a t P a t h o l
,

1 9 9 4
,

1
:
6 1

R y g e r g G
,

K u r e ,

E
,

L y s t a d S
, e t a l

.

P 53 m u t a t i o n in l u n g

t u m o r r e l a t i o n s h iP Pu t a t i v e s u e e Pt ib i li t y m a r k e r s fo r e a n -

e e r
.

C a n e e r R e s ,

1 9 9 4
,

5 4
:
1 5 5 1

K i s h i m o t o Y
,

M u r a k a m i Y
,

S h i r a i s h i M
, e t a l

.

A b e r r a t i o n

o f th e P 5 3 t u m o r s u p p r e s s o r g e n e i n h u m a n n o n 一 s m a ll e e ll

lu n g e a r e i n o m a s o f t h e lu n g e a n e e r
.

C a n e e r R e s
.

19 92
,

52
:

4 7 9 9

F o n t a n in G
,

iB g in i D
,

V ig n a t i S
, e t a l

.

P 5 3 e x p r e s s i o n in

N S C L C
: e lin i e a l a n d b i o lo g i e a l e o r r e l a t i o n s

.

A n t i e a le e r

R e s ,

1 9 9 3
,

13
:
73 7

7 Q u in la n L (
,

D a v id s o n A G
,

S u m m r e s C L
, e t a l

.

A e e u m u -

l a t i o n o f P 5 3 p r o t e in e o r r e la t e s w i t h a p o o r p r o g n o s i s in h u -

m a n l u n g e a n e e r
.

C a n e e r R e s ,

1 9 9 2
,

5 2
:
4 8 2 8

8 G a a m a n
J

,

R u g g e n B
,

M o m ik iS
, e t a l

.

eD t e e t i o n o f P 53 in

p r im a r y lu n g t u m o r s a n d n o n 一 s m a l l e e l l lu n g e a r v in o m a e e l l

lin e
.

A m J P a t h o l
,

1 9 9 1
,

1 3 9
:
8 3 9

9 H a ll P a ,

L a n e D p
.

P 5 3 in t u m o r Pa t h o lo g y : e a n w e t r u s t

im m u n o h i s t o e h e m i s t r y ? J p a th o l
,

1 9 9 4
,

1 7 2
:
l

1 0 G r e e n b a t t M S
,

eB
n n e t t Wp ,

H o l la t e in M
, e t a l

.

M u t a -

t i o n in t h e P 53 t u m o r s u p p r e s s o r g e n e e lu e s t o e a n e e r e t i o l
-

g y a n d m o le e u l a r p a t h o g e n e s i s
.

G a n e e r R e s ,

1 9 9 4 ,

5 4 :

48 5 5

T h e S t u d y o f P 5 3 G e n e
M

u t a t i o n i n H u m a n S m a l l C e l l L u n g C a n c e r

Y a n g T i n g t o n g
, e t a l

刀`户a 汀m e n t
of P a t h o l o g y X i n x a n g M亡d i c a l C o l l e g e ,

X i n x a n g 4 5 3 0 0 3

T o d i s e u s s t h e m o l e e u a r m e e h a n i s m o f t h e s m a l l e e l l l u n g e a n e e r
( S C L C )

.

P
5 3 g e n e

m u t a t i o n i n S C L C o f 1 4 P a r a f f i n e m b e d d e d t i s s u e s e e t io n w a s o b s e r v e d b y im m u n o h i s
-

t o e h e m i e a l s t a i n i n g ( L S A B m e t h o d ) a n d p o l y m e r a s e e h a i n r e a e t i o n a n d s i n g l e
一 s t r a n d

e o n f o r m a t i o n P o l y m o r s P h i s m ( P e r 一S S C P ) a n a l y s i s
.

T h e r e s u l t s s h o w e d t h a t t h e P o s i t i v e

r a t e o f im m u n o h i s t o e h e m i e a l r e a e t i o n w a s 6 4
.

3% ( 9 / 1 4 )
.

o f w h i e h 2 e a s e s a r e
+

,

7 e a s -

e s a r e ++ ~ 份
。

P
5 3 g e n e p o i n t m u t a t i o n i n e x o n s

,

6
,

7 a n d 8 a r e r e s p e e t i v e l y
:
2 1

.

4% ( 3 /

1 4 ) ; 1 4
.

3% ( 2 / 1 4 ) ; 1 4
.

3 % ( 2八 4 ) ; 7
.

1% ( 1 / 1 4 )
.

T h e t o t a l m u t a t i o n r a t e 15 5 7
.

1% ( 8 /

1 4 )
.

I t w a s s u g g e s t e d t h a t C o m p a r a t i v e l y h i g h m u t a t i o n r a t e o f P
5 3 g e n e e x i s t s i n S C L C

,

w h i e h m ig h t b e t h e e r u e ia l g e n e o f e a u s e o f t h e h u m a n l u n g e a r e i n o m a
.

K e y w o r d s :
S C L C ; P C R

一
S S C P ; P

5 3
G e n e ; P o i n t m u t a t i o n

喉恶性颗粒细胞瘤 1 例
彭 斌 黎 辉 王则胜 彭善友

患者 女
,

25 岁
。

声 嘶 3 个 月
,

呼 吸 困难 1 个 月 于

1 99 7 年 n 月 9 日人院
。

检查
:

声音嘶哑
,

呼吸困难
,

颈

部未触及包块及肿大淋 巴结
。

X 光片显示
:

左喉室后部

有 c3 m x c4 m 密度增高阴影向右前突 出
,

该段气道变窄

向右前移位
:

其余未见异 常
。

纤维 喉镜见左侧喉室后部

有 3
·

s c m X c3 m x c3 m 肿瘤一 个
,

淡 红 色
,

表面 高低 不

平
,

界 限不清 ;吸气时声门为 2~ 3m m 裂缝
。

1 9 9 7 年 1 2

月 1 日在全麻 下行肿瘤及 全喉切 除
.

术 中见肿瘤侵犯

双侧喉室
,

上 至左侧声带 下到环状 软骨上 缘
。

病理检

查
:

全喉标本
,

喉腔后 侧有灰 白色肿瘤填塞
,

以左侧为

甚
,

喉腔变窄
,

形状不 规则
。

中线矢状切开 见肿瘤为 c3 m

X 2
.

c7 m X 2
.

cs m
,

中等硬
。

光镜见瘤细胞体积较大呈圆

形
、

卵圆形 或多 边形
,

少数为梭 形
,

胞浆丰 富含嗜 酸性

颗粒
。

细 胞核 多数为中等大小圆形或卵 圆形
,

着色较淡

或呈 空泡状 ;核仁大而 明显呈嗜 酸性 ;少数细胞核 明显

增 大
,

大 小 不等
,

形状 不 规则
,

可见 巨 核
、

双 核和 核分

裂
。

间质内纤维组织较 丰富
。

血管较少
,

瘤细胞被分隔

成大小 不等的片状或条索状
。

特殊染色 P A S (+ )
,

免疫

组织化 学 S
一
1 0 0 (十 )

,

N S E ( + )
,

E M A (一 )
。

病理诊断
:

(喉部 )恶性颗粒细胞瘤
。

讨论
:

喉恶性颗粒 细胞瘤较少

见
,

男女发病率之 比为 1 : 8
。

良
、

恶性颗粒细 胞瘤鉴别 比

较 困难
。

良性颗粒细胞瘤细胞核多呈 固缩状态
。

若细胞

核有 异型或呈空 泡状见有核仁或有坏死或有核分裂则

是诊断恶性颗粒细胞瘤的相对指标
。

若发现转移才是

确诊 指标
。

近来 通过免疫组化和超微结构研究证 明颗

粒细胞瘤是变异的雪旺 氏细胞瘤
。

治疗
:

目前主要是手

术切除必要 时可加用放射治疗
。

预后
:

确诊后 5 年生存

率 4 5%
。

作者单位
:
4 3 0 0 6 0 武汉

,

湖北医科大学附一医 院


