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多重 PCR对乳腺癌中 M TS1基因外显子 2缺失的研究①
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摘要　为探索 M TS1 基因变异在乳腺癌的发生及恶性进程中的作用 ,作者应用多重 PCR技术对 47例原发性乳腺癌组织进

行了检测。结果显示 17例纯合性缺失 ,变异率为 3612 % ,其中淋巴结转移组的变异率 60 %(9/ 15)显著高于未转移组 25 %(8/

32 , P < 0105) ,浸润性导管癌变异率显著高于其它类型癌。本研究结果提示 ,M TS1 基因在乳腺癌组织中有变异存在 ,其变异

的频率与肿瘤的恶性程度及组织分型密切相关。
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DEL ETION OF EXON 2 OF MTS1 GENE IN BREAST CARCINOMAS BY MUL2
TIPL EX - PCR

统已产生急性毒性 ,而抑制其回变发光 ,这与 Ames

试验相似 ,即待测化合物须配成不同浓度溶液 ,但最

高不能超过该物的抑菌浓度。

发光细菌 T9171暗变种回变试验与 Ames试验的

比较 :菌的内源激活作用 ;与鼠伤寒沙门氏杆菌相比 ,

明亮发光杆菌 T9171暗变种在将供试化合物转为激活

态时都不须添加外源代谢激活酶 ,而自身具有内源激

活作用 ,可以把细菌萤光酶看成双功能氧化酶。这表

明发光细菌可能具有一种或多种代谢激活酶 ,其功能

类似哺乳动物微粒体中传递氧化酶系统的细胞色素

P450 ,而鼠伤寒沙门杆菌则无此种酶 ,苯并 (a)比 ,9—

10—二甲基—1 , 2—苯并蒽 ,黄曲霉素—B1 ,在没有

S—9存在下虽可提高 8SD18暗种回变的发光度 ,但

若添加 S—9 ,则可提高该菌株对移码剂的敏感性。

表 2　不同方法鉴别化合的致突变性比较

化　合　物
Ames试验 (掺入法) 发光细菌暗变种试验

供试浓度μg·ml - 1 致突性 供试浓度μg·ml - 1 致突性

溴化乙锭 50 + 1. 0 +

丝裂霉素—C 10 ?? 0. 0078125 ?

二甲基亚砜 原液 - 原液×0. 0078125 -

叠氮化钠 + 0. 03125 +

“?”可疑阳性　“??”化合物 (急性毒性妨碍)致突测定

从表 2 看出 ,发光细菌暗变种试验对溴化乙锭 ,

叠氮化钠致突变效应呈阳性 ,丝裂霉素—C呈可疑阳

性 ,二甲基亚砜呈阴性 ,而 Ames试验对溴化乙锭、叠

氮化钠呈阳性 ,对丝裂霉素—C因急性干扰而妨碍了

测定 ,可见 ,发光细菌暗变种试验测试化合物致突性

的灵敏度高于 Ames试验。

从引起致突的化合物浓度来看 (见表 2) ,溴化乙

锭引起发光细菌暗变种致突的浓度为 1. 0μ/ ml ,而对

鼠伤寒沙门氏杆菌致突的浓度要提高到 50倍。丝裂

霉素—C对发光细菌暗变种致突效应呈可疑阳性时

的浓度为 0. 0078125μg/ ml ,而对沙门氏菌当浓度低

于 10μg/ ml仍不致突 ,但达到 10μg/ ml 则由于产生

急性毒性已难测定。

用明亮发光某些菌 T9171暗变种作的试验及其结

果表明 ,“发光细菌暗变种试验”,作为一种测试化合

物致突性的方法 ,其灵敏度总体上比 Ames试验高。
(本实验方法由南京土壤所提供)
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Abstract　This study sought to address the relationship of breast carcinoma with deletion of M TS1 gene. 17 of

47 cases showed M TS1 gene was deleted by multiplex - PCR. The rate of deletion of M TS1 gene was 36. 2 %.

the rate of deletion in metastatic breast carcinoma of lymph node was 60 %(9/ 15) , that in nonemetastatic breast

carcinoma of lymph node was 25 %(8/ 32) . There were significant differences in the rate of deletion of M TS1

gene between them , and between the rate of infilt rating type of breast carcinoma and the others. These suggest

that deletion of M TS1 gene was associated with progression and type of breast carcinoma.

Key words　PCR ; Breast carcinoma ; M TS1 gene

　　近几年 ,分子生物学的进展很快 ,在分子水平上

研究疾病的发生、发展和转归 ,已成为医学研究的一

个更高层次。尤其是癌基因的激活和肿瘤抑制基因

的失活与恶性肿瘤的发生之间的相关性 ,现已成为肿

瘤分子生物学研究的热点。早在 1994年 ,美国科学

家 Kamb克隆出一新的肿瘤抑制基因 ,由于该基因在

很多类型的肿瘤中经常出现纯合性缺失及突变 ,因此

将其命名为多肿瘤抑制基因 (Multiple tumor suppres2
sor gene , M TS1) (1)。

为探索 M TS1基因变异在乳腺癌的发生及恶性

进程中的作用 ,作者应用多重 PCR技术对乳腺癌中

的 M TS1基因外显子 2进行了研究。

材料与方法

1　病例来源及 DNA提取　我院病理科采集的新鲜

乳腺癌标本共 47 例 ,基因组 DNA 采用常规的酚 -

氯仿抽提 ,并经紫外分光光度计作 DNA纯度及定量

检测。

2　多重 PCR扩增M TS1基因外显子 2　以乳腺癌及

正常组织 DNA为模板 , Taq DNA聚合酶及 dN TP为

华美生物工程公司产品 ,反应体积为 50μl ,M TS1 基

因外显子 2 及作为参照的β- globin基因的引物 ,反

应体系组成及多重 PCR扩增均按作者建立的方法进

行 (2)。

结　果

应用多重 PCR技术从 47例乳腺癌中检测到 17

例 M TS1基因纯合性缺失 ,变异率为 3612 %。PCR

产物电泳图谱见附图。

附图 :多重 PCR扩增乳腺癌中 MTS1基因外显子 2电泳图谱

M : Marker ( PBR322/ HindⅢ)

N : 正常组织

T1 : MTS1基因外显子 2缺失的乳腺癌组织

T2 : MTS1基因外显子 2未发生缺失的乳腺癌组织

M TS1基因缺失与患者年龄 ,肿瘤大小无明显相

关。但与淋巴结转移密切相关 ,淋巴结转移组的变异

率 60 %(9/ 15)显著高于未转移组 25 % (8/ 32 , P <

0105) 。M TS1基因变异与组织分型的关系见附表。

附表　47例乳腺癌MTS1基因变异与组织分型的关系

组　　别 例数
MTS1基因扩增[例数 ( %) ]

阴性 阳性

单纯癌 　　39 　　　11 　　　28

浸润性导管癌 7 6 1

髓样癌 1 0 1

合　　计 47 17 (3612) 30 (6318)

讨　论

M TS1基因定位于人染色体的 9P21 区位 ,由 3

个外显子组成 ,中间 307bp 的编码序列为外显子 2 ,

是基因突变的热点之一。M TS1基因表达的产物
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　　生物系统对化学刺激的反应与受试物的毒性、剂

量水平、接触时间和给药途径有关。生殖毒理学与机

体的发育阶段、性腺周期及成熟过程的关系尤为密

切。当解释观察到的作用时必须考虑到化学物在机

体中的吸收、分布、生物转运和清除。综合分析各方

面的情况 ,才能获得对受试物相关的、有价值的毒理

学知识。此外 ,无论评价何种化学物均需要建立严格

统一的测试要求 ,并努力降低研究费用 ,使用于安全

性评价方面的花费不大于被测试化合物潜在损害的

上限。

选做何种生殖试验主要取决于研究目的 ,取决于

研究结果用于何种需要。生殖毒理试验的主要目的

有 :

(1)新产品的筛选 ;

(2)新产品的审批 ;

(3)对在人类生活环境中已使用和已存在的化学

物进行安全性评价。

供测试的产品通常包括 :食品添加剂、农用化学

物、杀虫剂、药品、化妆品、环境污染物和工业化学物。

有时 ,化学物的用途会影响试验方法的选择。因此 ,

在某项既定测试程序中 ,试验方法的选择应根据接触

途径、观察到的毒性、试验目的和受试物的用途而定。

1　试验方法的选择标准

评价程序中选用的生殖毒性试验 ,必须满足如下

标准 ,并能有效地进行生殖危险度评价。

　　(1)在单一种类动物中可重复。

(2)一种实验动物中获得的结果在另一种或多种

P16蛋白是依赖细胞周期素激酶 4的抑制物 (CKIs) ,

通过抑制细胞周期 D/ CD K4活性参与并调节细胞从

G0期进入 G1期 ,从而控制细胞异常增殖。目前研究

表明 ,M TS1基因在大多数人类原发性肿瘤组织和肿

瘤细胞系中均有突变存在 ,但前者较后者基因变异的

频率低 (3)。其中 60 %的乳腺癌细胞系可见基因纯合

性缺失 (1)。有学者应用 PCR - SSCP技术在 5 种乳

腺癌细胞系中检测到 2种 M TS1基因纯合性缺失 ,而

37例原发性乳腺癌组织未发现变异 (4)。M TS1 基因

变异主要有等位基因的纯合性缺失、杂合性缺失、错

义突变等 ,但一般情况下缺失较点突变常见 (5 ,6)。作

者应用多重 PCR技术对 47 例原发性乳腺癌组织进

行了检测 ,结果显示 17例纯合性缺失 ,即 M TS1基因

变异率为 3612 % ,并且淋巴结转移组的变异率显著

高于未转移组 ( P < 0105) 。浸润性导管癌的变异频

率显著高于其它类型癌。本组研究结果提示 ,M TS1

基因在乳腺癌组织中有变异存在 ,其变异的频率与肿

瘤的恶性程度及组织分型密切相关。M TS1 基因的

其它变异与乳腺癌的发生、发展及预后的关系以及

M TS1基因与其它 CKIs之间在乳腺癌的发生及发展

中功能的差异仍有待深入探讨和研究。
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