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摘要 用聚合酶链反应一限制性片段长度多态性 ( cP R
一

R F L )P 技术对 7 例原发性肝细胞癌 f PH O 进行 P ” 基因第

2 4 9 密码子突变的检测
。

结果
: 7 例肝细胞癌中 3 例有 sP

,

基因第 2 49 密码子突变
,

突变率达 42
.

9 %
。

关镇词 肝细胞癌 sP
3

基因 CP R
一

R F L P

A b s t r

act P o ly m e r a s e e h a in r e a e r io n 一 r e s t r i e t io n f r a g m e n t l e n g t h p o ly m o r p h is m ( P C R
一

R F L P ) t e e h
-

n iq u e w a s u se d t o e
ax m ine t h e m u t a t i o n a t e o d o n 2 4 9 o f t h e P

5 3 g e n e in 7 e a s e 、 o f p r im a r y h e p a t o e e l lu
-

l a r e a r e i n o m a
.

T h e m u t a t i o n a t e o d o n 2 4 9 o f t h e P 5 3
g e n e o e e u r r e d in 3 o u t o f t h e 7 e a s e s

.

T h e m u t a n t

r a t e w a s 4 2
.

9 %
.

K e y w o r d s H e p a t o e e ll u la r C a r e i n o m a ,

P 5 3
g e n e ,

p C R
一

R F I
J

p

P 53 基因定位于人类 17 q
, ’ ’ ,

含有 n 个外显子
,

全长 16 ~ 20 k b川
。

具有表达 53 kd 磷酸蛋白的功能
,

P 53 蛋 白能与序列特异性 D N A 结合
,

通过对 D N A 复

制的影响而参与正常细胞的生长调控
。

P 53 基因的点

突变或缺失往往导致细胞的恶性转化
,

在大量肿瘤组

织和细胞系中发现 P 53 基因的异常川
。

最近发现 sP
,

基

因变化与 P H C 发生有关 3[,
`〕。

广西为原发性肝细胞癌

的高发区之一
,

为了探讨本区 P H C 与 P ” 基因突变的

关系
,

我们应用 P C R
一

R IF
一

P 技术
,

对 7例新鲜的 P H C

样本进行 P 53 基因第 24 9 密码子突变的分析
。

1 材料与方法

1
.

1 病例 7 例 经病理确诊 的 P H C 均为手术切除

的新鲜组织
,

.

切除组织贮存于 一 80 ℃中备用
,

其中男

6例
、

女 1例
,

年龄 38 一 59 岁
,

均有结节性肝硬化
,

6 例 H B s A g ( + )
,

l 例 H BS A g (一 )
,

均来自广西各

地
。

1
.

2 D N A 提取 每例各取癌组织 5 9
,

研碎
,

采用蛋

白酶 K ( S ig m a
公司产品 ) 消化

,

饱和酚一氯仿抽提

法提取 D N A
。

正常对照组织 D N A 按同法提取
。

1
.

3 P ” 基因扩增和分析 P 53
基因 P C R 扩增 引物

:

P I ; 5 ` 一T C T C C T A G G G T T G G C T C T G A C T G
-

3 , ; P Z ; 5 ` 一

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

3’ (中国 医学 科 学 院 微 生物 所合成 )
,

扩增片段长

1 9 5 b p
。

p C R 扩增 反 应体系按 S a i k i [5 ]等 人 的方 法

加 以 改进
,

3 5 个循 环后
,

取 10 川 P C R 反应产物
,

经 H ae 皿酶消化
,

琼脂糖凝胶电泳
,

澳化乙锭染色后

在紫外光透射板上观察并照相
。

野 生型 P 53 序列 的

24 9 密码子为 H a e 厄的酶切点
,

经 H a e 班酶切后
,

如在

琼脂糖凝胶上观察到两个分别为 1 25 b p
、

70 bP 电泳

带
,

表示能酶切
,

酶切点没有碱基突变
,

即为 w idl
-

T y p e P
5 3

g e n e ; 如在琼脂糖凝胶上观察到一个 1 9 5 b p

电泳带
,

表示不能酶切
,

酶切点因碱基突变而消失
,

即为 M u t a t io n 一

T y p e P
S ,

g e n e 。

19 9 4
一

1 2
一

24 收稿
.

2 结果

7 例原发性肝细胞癌 sP
3

基 因片段经 P C R 扩增

后
,

进行 H ae l 酶切电泳观察
,

3 例不能被酶切
,

仅

出现一个电泳带
,

提示 P S ,

基因 2 49 密码区发生突变
,

为 M u t a t io n 一

T y p e P ` 3 g e n e ,

其余 4 例及对照正常组织

被酶切出现两个电泳带
,

提示在 sP 3
基因 2 49 密码区

无 突变发生
,

为 W i ld
一

T y p e P 5 3
g e

ne (图 l )
。

P 5 3

基因

G u a

鳍 x i cS ie n e e s ,

V o l
.

2 N o
.

1
,

F e b r u
ar y 1 9 9 5

DOI : 10. 13656 /j . cnki . gxkx . 1995. 01. 017




