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摘要　应用 PCR-SSCP和免疫组化法检测 29例广西南部肝癌 ( HCC) 组织中的 N-ras基因突变和 HBV感染状

况。结果 , 肝癌中 N-ras基因在第 2～ 37密码子之间的突变率为 79. 3% ,其中 22例 ( 75. 86% )有 2～ 5个突变位点。

该基因突变也见于癌旁组织 ( 80. 77% )。肝组织中 HBs Ag和 HBxAg检出率分别为 86. 2%和 79. 3% ,两者具有相

关性 ,并与 N-ras基因突变率呈相平行的趋势。因广西南部的肝癌与 AFB1污染有关 ,本研究中 HCC的 N-ras基

因的突变可能也与 AFB1的作用有关。
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Abstract　 The muta tion o f N-ras gene and hepati tis B vi rus ( HBV ) ma rkers w ere detected in

29 cases of hepa tocellula r carcinomas ( HCC) in Southern Guangx i by polymerase chain reac-

tion-single st rand confo rmation polymo rphism ( PCR-SSCP) and immunohistochemist ry. The

aberrations a t N-ras codons 2～ 37 w ere found at 79. 31% in HCC. 2～ 5 mutated codons o f N-

ras gene w ere tested in 22 cases ( 75. 86% ) HCC. These muta tions w ere also found in 80. 77%

liv er tissue sur rounding the HCCs. The HBs Ag and HBxAg posi tive rates in liver tissue w ere

86. 2% and 79. 3% respectiv ely. There w as a po sitiv e co rrela tion betw een the detection of HB-

sAg and HBx Ag, on the other hand, there was a parallel tendency betw een the HBV markers

and mutation rate of N-ras gene. Since the af lato xin B1 ( AFB1) contamination is a risk facto r

fo r HCC in Southern Guangxi, AFB1 may play a ro le the mutation of N-ras gene.
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　　肝细胞癌 ( HCC)是我国常见恶性肿瘤之一 , 广

西是一高发区。肝癌的发生涉及许多因素 , 已有相当

多的研究表明 ,乙型肝炎病毒 ( HBV)感染可能是导

致肝癌发生的因素之一 ,其作用机制可能与乙型肝炎

病毒 x抗原 ( HBx Ag ) 的反式激活癌基因有关
[1 ]。近

来发现 N-ra s癌基因的激活可能是 HCC发生发展的

分子基础
[2, 3 ]
。已有关于肝癌中 N-ras基因过度表达

的报道
[4 ]
, 而关于肝癌中 N-ras突变及其与 HBV感

染关系的研究报道不多 , 本文采用多聚酶链反应 单

链构象多态性分析法 ( PCR-SSCP)和免疫组化方法

分析肝癌中 N-ras基因突变与 HBV感染的关系 , 现

将结果报告如下。

1　材料和方法

1. 1　标本: 广西肿瘤研究所外科 1987年～ 1992年肝

癌手术标本 29例 , 28例附癌旁组织。标本经福尔马林

固定 , 石蜡包埋 , 4μm连续切片 , HE染色。

1. 2　免疫组化染色: 单克隆抗 HBV表面抗原 ( HB-

sAg )抗体 ,由英国伦敦 Midd lesex医院 Tedder教授

赠送 ,单克隆抗 HBx Ag抗体为英国伦敦 Kings医学

院 Naomov教授提供。应用 Strep-ABC试剂盒 , 按说

明书操作 , 每次染色均设阳性和阴性对照。
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1. 3　 DNA提取: 将石蜡切片放入离心管中 ,二甲苯

脱蜡 , 95%乙醇水化 , 蛋白酶 k消化 , 采用酚 /氯仿

抽取法提取 DNA。

1. 4　 PCR-SSCP: 分析 N-ras基因突变的引物由英

国伦敦 Kings医学院医学分子生物学教研室合成 ,

引 物 序 列 如 下: 5′-GACTGAGTA-

CAAACTGGTGG-3′, 5′-GGGCCTCACCTC-

T ATGGTG-3′。该引物通过 PCR可合成 N-ras基因

第 2～ 37密码子的 118 bp DN A片段。

取 0. 1μg组织 DNA加入 9μL PCR混合液 , 加

一滴灭菌石蜡油覆盖 , 经 94℃ 5 min后 , 进入 35个扩

增循环 ,每个循环包括: 95℃ 30 s→ 55℃ 1 min→ 72℃

1 min30 s, 最后 72℃ 10 min。

取 2μL PCR扩增产物用 2μL稀释液稀释 , 95℃

变性 5 min, 6%聚丙烯酰胺凝胶电泳 , 85℃真空干胶 ,

- 70℃放射自显影。

2　结果

2. 1　病理组织学改变: 肝癌组织的病理学诊断均为

肝细胞癌。癌旁组织 26例呈慢性肝炎和 (或 ) 结节性

肝硬变 , 急性炎症 2例。

2. 2　 N-ras基因的点突变: PCR-SSCP结果表明 ,作

为正常对照的人胎盘组织 ( 1例 ) 和人肝组织 ( 2例 )

均呈 3条单链带。所检测的肝癌标本除有与正常组织

相同的 3条单链带外 , 23例 ( 79. 3% ) 还出现了泳动

变异带 , 即 N-ras基因发生了点突变。其中 22例

( 75. 86% )有 2～ 5条泳动变异带 ,表明有 2～ 5个突变

位点者占大多数。N-ras基因的点突变不仅见于肝癌

组织 , 而且见于癌旁组织 , 其检出率为 80. 77% ( 21 /

26) , 与癌内的检出率相比 , P > 0. 05 , 无显著性差

异。

2. 3　 HBV感染标志的免疫组化染色: HBs Ag和

HBx Ag阳性颗粒均呈棕黄色 , 位于细胞浆内。HB-

s Ag还有膜型表现。HBxAg的阳性率为 86. 2% ( 25 /

29) , HBsAg的阳性率为 79. 3% ( 23 /29) , 两项阳性

率经统计学分析 , 具有相关性 , P < 0. 01。

3　讨论

大量研究提示 , HBV慢性感染者发生 HCC的危

险性明显增高
[ 5, 6 ]
。HBx Ag可能是 HBV整合到宿主

细胞 DNA后产生 , 具有反式激活癌基因的作用
[ 7]
。

本研究中的 HCC, 检出 HBsAg和 HBx Ag阳性率分

别为 86. 2%和 79. 3% ,统计学处理显示 ,两者具有相

关性 , P < 0. 01。表明 HBx Ag和 HBV感染关系密

切 , 并与 HCC密切相关。

PCR-SSCP法是根据单链 DNA在中性聚丙烯

酰胺凝胶电泳时是否出现变异带来检测 DNA链上

碱基是否发生变异。相同长度且碱基顺序相同的

DNA片段呈现相同的单链带型 , 如果此段 DNA链

中某个或某些碱基发生了点突变 , 则 DNA构象随之

发生改变 ,因而在电泳中出现泳动迁移率不同的变异

带。

N-ras是首先被证明的人肝癌转化基因之一
[2 ]

,

当其由于点突变 , 染色体重排或基因扩增而被激活

时 , 细胞跨膜信号的传递改变 , 细胞分裂增加 , 发生

异常分化 ,导致癌变。已有不少关于人肝癌中出现 N-

ras基因过度表达的报道
[3, 4 ]

, 而对人 HCC中 N-ra s

突变的研究不多。已发现 N-ras基因的点突变热点在

第 12, 第 13和第 61密码子 [8 ]。Recha rd等在人肝细胞

瘤细胞系 HepG2中发现 N-ras的第 61密码子有无义

突变 ( missense mutation)
[ 9]
。房殿春等

[10 ]
在人肝癌中

检出 N-ras第 12密码子有点突变 , 突变率为 37. 2%。

本研究 PCR扩增的 DNA片段包括 N-ras的第 12,第

13密码子。检出肝癌中 N-ras的点突变率为 79. 3% ,

突变的频率相当高。而且其中 22例 ( 75. 86% )的点突

变有 2～ 5个位点之多 ,明显不同于已有报道的肝癌中

N-ras突变仅见于第 12密码子或在南非黑人
[11 ]
及日

本
[ 8]
肝癌中未能检测出 N-ras突变热点的研究。表明

广西肝癌的 N-ras突变是多位点的 ,并且不仅仅局限

于所报道的突变热点部位。检测中有些标本的泳动变

异带位置相似 ,但没有所检标本均出现的某一特异的

泳动变异带。至于 N-ras基因具体在哪些密码子发生

点突变 , 还需经 DNA测序来确定。本研究不仅在肝

癌组织检出 N-ras点突变 ,而且在癌旁组织也检出点

突变 , 这些癌旁组织多呈慢性肝炎和 (或 )结节性肝

硬变。肝癌和癌旁组织中检出 N-ras突变率相近 , 统

计学上无显著性差异 , P > 0. 05。表明 N-ras基因的

突变在肝癌尚未形成的时候已经出现 ,且一直持续存

在于已形成的肝癌中 ,提示它在肝癌的发生发展过程

中均起作用。

N-ras基因点突变的机制尚不明了。房殿春等的

研究显示 , 血清 HBsAg阳性组的 ras基因突变率为

53. 6% , 高于 HBs Ag阴性组的 20% , P < 0. 05 , 提

示 HBV感染可能与此突变有关。最近的实验证

实 [ 12] , HBxAg能在体内激活 ras蛋白 ,形成 ras-GTP

复合物 ,迅速诱导细胞复制的增加 ,在癌变过程中起

作用。本资料中 HBs Ag和 HBx Ag的阳性率分别为

86. 2%和 79. 3% ,与肝癌中 N-ras的突变率 79. 3%相

似 , 均较高 , 有相平行的趋势。已有报道
[ 13]

, 在黄
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及整合型的 HBV DNA。证实树鼠句对 HBV易感。由于

树鼠句来源丰富 ,是用于 HBV生物学特性、感染机理、

治疗乙肝药物筛选验证及 HBV致肝癌发生机理等

研究的较好的实验动物模型。
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曲霉毒素 B1 ( AFB1 )诱导的实验大鼠肝癌中有 N-ras

基因的突变 , 且发生于第 8、 第 13、 第 14和第 18等多

个密码子 ,本研究肝癌的多位点 N-ras基因点突变与

之相似。据以往的流行病学资料 [6 ] , 广西南部食物中

AFB1的污染程度较高 ,所以本文的 N-ras基因突变 ,

可能还与 AFB1的作用有关 , 而不仅仅是 HBV感染

的作用。
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