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较高的 31位密码( Ser/ Arg)突变
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摘要: 通过 PCR- SSCP分析和序列分析 ,对取自云南地区的 44 例妇女卵巢肿瘤样本的 p21WAF基因 Ser31

密码子的突变进行了分析.结果表明 35例恶性肿瘤样本中有 15 例发现有突变, 突变率为 42. 9% ; 9 例良性肿

瘤中有 4 例出现突变, 突变频率 44. 4% ;在另外 6例正常组织中出现 1 例突变, 突变率为 16. 7% . 这一结果表

明, 云南妇女在这一基因位点存在多态性, 这一位点的突变具有发生卵巢癌的趋势.
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p21WAF基因是一个肿瘤抑制基因[ 1] ,定位在第

6号染色体的短臂上( 6p21. 2) ,全长 84 kb, 含 3个

外显子,其中第 1 和第 3外显子的编码序列较短,

而第 2外显子为主要的编码区.肿瘤中肿瘤抑制基

因常常表现为突变, 如 p53基因, p16基因, 由于这

些基因的突变导致基因功能丧失, 因而导致肿

瘤
[ 2~ 5]

. 作为肿瘤抑制基因的 p21基因的突变与肿

瘤的关系的报道很少, Chedid等[ 6]曾报道在肿瘤

细胞中发现 31号密码子存在碱基 T C 突变,引

起氨基酸残基由丝氨酸突变成精氨酸, 但通过转基

因,发现该突变并不影响 p21WAF基因对细胞生长

的抑制活性,并且在检测的 22例肿瘤组织,只发现

2例突变.报道取自云南地区卵巢癌中的 p21WAF基

因的这一位点的突变与云南地区妇女卵巢癌的发

生有一定的关系.

1 材料与方法

1. 1 材料 p21WAF基因质粒由美国 Cool Spring

Harbor实验室 Bech 博士赠送[ 4~ 7] . 卵巢癌肿瘤组

织(共 44例)由云南省第一人民医院妇科手术切除

组织,正常卵巢组织( 6例)来自非肿瘤手术切除组

织.

1. 2 主要试剂 组织提取试剂盒购于上海华舜生

物工程有限公司; Taq DNA 聚合酶、PCR反应缓

冲液及 MgCl2购于上海 Promega公司; dNTP 购于

上海 Sangon公司; PCR引物由上海 Sangon公司合

成.所用 PCR 仪为 Hybaid 公司产品;凝胶图像扫

描仪、电泳仪为 Bio- Rad公司产品.

1. 3 方法

1. 3. 1 肿瘤组织 DNA的提取 取组织约 0. 1 g,

剪成小块,置于 1. 5 mL 离心管中, 捣碎后,然后按

试剂盒操作说明进行操作提取 DNA.

1. 3. 2 PCR 扩增 p21WAF基因第 2外显子 5 端

220 bp包含 31号密码子序列扩增这段序列即可检

测到 31 号密码子的变化. 上游引物为 5 - AT

GTCAGAACCGGCT GGGGAT G- 3 , 下游引物为

5 - GCAGGCCAAGGCCCCGCAC- 3 . 扩增产物
包含第 1个密码子到 74 个密码子,产物长度 224

bp. 循环条件为: 94 ! 3 min, 循环 1次; 94 ! 30 s,

70 56 ! (降落) 30 s, 72 ! 30 s, 循环 25 次; 94 !

收稿日期: 2001- 11- 15

基金项目:国家自然科学基金资助项目( 39760034, 39960030) ;云南省应用基础研究基金资助项目( 97C073M ) ;云南省应用基础研究

基金资助项目重点项目( 1999C002Z) .

作者简介:江 燕( 1957- ) ,女,江西人,教授,主要从事小鼠胚胎发育发育过程中细胞周期调控基因的表达以及与肿瘤发生的关

系研究.



30 s, 56 ! 30 s, 72 ! 30 s,循环 10次; 72 ! 10m in,

循环 1次.

PCR扩增基本反应体系中的成分及其用量:

灭菌四蒸水 14. 5 L , 10 ∀ Buffer缓冲液 2. 5 L, 25

mmol/ L 的 MgCl2 1. 5 L , 10pmol/ L 的上下游引

物各 2. 5 L, 10 mmol/ L 的 dNTP 1 L, 5 U/ L

T aq酶 0. 2 L ( 1U ) , 模板 (即质粒或组织样品

DNA) 0. 5 L ,总体积为 25. 2 L.

1. 3. 3 PCR扩增产物的电泳检测 配制质量分

数为 1. 0%的含溴化乙锭的琼脂糖凝胶, 0. 5 ∀

T BE电极缓冲液, 用 6 V/ cm 的电压电泳,紫外光

下观察,以质粒扩增产物作为对照确定是否有特异

产物谱带.

1. 3. 4 PCR扩增产物的单链构象多态性( SSCP)

分析

( 1) 聚丙烯酰胺凝胶的制备:在干净的烧杯内先用

移液管加入质量分数为 30%丙烯酰胺 5 mL, 5 ∀

T BE 3 mL, 蒸馏水 7 mL, 再用加入质量分数为

10%过硫酸胺 150 L 和 TEMED 15 L,这样便配

制成质量分数为 10%的凝胶.

( 2) 样品变性:根据扩增产物琼脂糖凝胶电泳的条

带强度,取适量扩增产物( 2~ 5 L) ,加入等体积的

变性缓冲液(质量分数为 95% 甲酰胺, pH8. 0, 20

mmol/ L 的 EDTA,质量分数为 0. 05%溴酚蓝) ,混

匀.沸水浴 5 min, 使双链 DNA 变性, 之后移于冰

上骤冷,然后迅速上样,这样可避免变性后的 DNA

单链在逐渐降温的过程中大量复性成双链,同时也

有利于单链空间折叠结构的形成.

( 3) 电泳:用 0. 5 ∀ TBE作为电泳缓冲液, 120 V 恒

压电泳 4~ 5 h.

( 4) 染色观察结果:电泳结束后,剥下凝胶,将其浸

在含 0. 5 g/ mL 溴化乙锭的蒸馏水中染色 30~ 60

min,紫外灯下观察, 最后用凝胶扫描仪分析, 将样

品与正常质粒 DNA单链的迁移位置进行对比,单

链谱带不同者即为存在差异.

( 5) DNA 测序: PCR产物测序由上海生物工程公

司服务测序.

2 结 果

2. 1 人卵巢癌组织的 p21基因的 PCR 扩增 44

例人卵巢癌肿瘤组织和 6 例正常人卵巢癌组织均

能扩增出 PCR产物,其产物大小与预想的一致(部

分结果见图 1) . 这一结果表明所有检测样品中的

p21基因均无缺失.

图 1 云南妇女卵巢癌 p21 基因第 2 外显子 5 端扩增

部分结果

ST:标准质粒 DNA扩增产物; 1~ 3,肿瘤组织扩增产物

Fig . 1 The result o f the second exons 5 - end amplifica

tion o f p21 gene in ovary tumor of Yunnan women

ST: T he amplificat ion product of the standard plasmid DNA;

1 # 3:T he amplif icat ion product of the tumor t issue

2. 2 人卵巢癌中 p21基因的 PCR- SSCP分析

224 bp序列的 SSCP 分析部分图谱见图 2, 4 号标

本的图谱明显较标准样品和其它标本不同,该段序

列初步判断有突变, 经序列分析发现突变发生在

31号密码(测序图谱略) ,碱基由 C突变成 T ,该碱

基的突变引起丝氨酸变成精氨酸.其它标本的 SS

CP 图谱与 ST 相同.

图 2 云南妇女卵巢癌 p21 基因第 2 外显子 3 端序列

SSCP 分析部分结果

ST:标准质粒 DNA扩增产物; 1~ 4:肿瘤组织扩增产物

Fig . 2 The result of the second exons 3 - end sequence

SSCP analysis of p21 gene in ovary tumor of Yun

nan women

ST: T he amplificat ion product of the standard plasmid DNA;

1 # 4:T he amplt ificat ion product of the tumor t issue

2. 3 p21
WAF
基因突变与云南妇女卵巢癌的关系
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分析 44例卵巢癌标本, p21WAF基因的突变与肿瘤

病理比较结果如表 1. 35例恶性肿瘤中有 15 例有

突变,突变频率为 42. 9%, ; 9例良性肿瘤中有 4例

出现突变,突变频率 44. 4%; 在 6例正常组织中出

现 1例突变, 突变频率为 16. 7% .

表 1 p21WAF基因的突变与肿瘤病理比较

T ab. 1 The comparison of p21
WAF

gene mutation and tumor pathology

标本

编号

突变分

析结果
病理结果

标本

编号

突变分

析结果
病理结果

标本

编号

突变分

析结果
病理结果

1 + 卵巢颗粒细胞癌 18 - 卵巢癌 35 - 正常

2 - 卵巢粘液癌 19 + 卵巢癌 36 - 正常

3 - 卵巢囊肿 20 + 卵巢癌 37 - 正常

4 - 卵巢粘液癌 21 - 卵巢癌 38 - 卵巢癌

5 - 卵巢癌 22 + 巢肿瘤(良性) 39 - 卵巢内膜癌

6 + 卵巢甲状腺囊肿 23 + 卵巢癌 40 + 卵巢肿瘤(良性)

7 + 卵巢癌 24 - 颗粒细胞瘤 41 - 卵巢颗粒细胞瘤

8 + 卵巢癌 25 - 颗粒细胞瘤 42 - 卵巢颗粒细胞癌

9 - 正常 26 + 卵巢肿瘤(良性) 43 - 卵巢癌

10 - 卵巢癌 27 + 卵巢癌 44 - 卵巢癌

11 - 卵巢癌 28 + 卵巢癌 45 - 卵巢癌

12 + 卵巢癌 29 + 颗粒细胞癌 46 + 卵巢癌

13 - 卵巢纤维癌(良性) 30 - 卵巢肿瘤(良性) 47 + 卵巢癌

14 - 卵巢肿瘤(良性) 31 - 卵巢肿瘤(良性) 48 + 卵巢癌

15 - 卵巢癌 32 - 卵巢肿瘤(良性) 49 + 卵巢颗粒细胞癌

16 - 卵巢癌 33 + 卵巢肿瘤(良性) 50 - 卵巢癌

17 + 正常 34 - 正常

3 讨 论

p21
WAF
基因被认为是一个 p53 基因的下游基

因,被 p53基因控制, 但也具有不依赖于 p53 基因

的表达调控途径[ 7~ 10] . 野生型 p21基因的编码产

物p21蛋白即为 CKI 中的一员, 它与 CDKs- Cy

clins复合物结合抑制激酶活性, 也可以与增殖细

胞核抗原( PCNA)结合抑制 DNA的复制[ 11~ 13] ,这

2种方式都起到了阻滞细胞周期的作用. p21 的充

分表达与对肿瘤细胞的增殖有抑制作用并促使其

发生分化
[ 1, 14]

.

Chedid等
[ 6]
于 1994 年首先报道在肿瘤细胞

中发现 31号密码子存在 T C突变并引起氨基酸

残基由丝氨酸突变成精氨酸, 但通过转基因, 发现

该突变并不影响 p21WAF基因对细胞生长的抑制活

性, 检测 22例肿瘤组织,只发现 2 例突变,因此他

认为这一位点的突变与肿瘤发生无关,这只是一个

多态性位点, 在人群中的频率为 14%. 本研究发现

在 35例恶性卵巢癌中有 15例该位点存在突变, 在

9例良性肿瘤中有 4例存在突变,而 6 例正常组织

中只有 1例存在突变. 这一结果表明,云南正常人

群中也存在这一多态性位点, 其频率为 16. 7%, 与

Chedid等报道的基本一致. 然而肿瘤中的突变频

率比例远远大于正常人群, 达 42. 9%, 良性肿瘤中

为 44. 4%.表明这一位点的突变可能与云南妇女

的卵巢癌发生有关,至少带有这一位点的妇女人群

患卵巢癌的可能性较不带这一位点的可能性大. 近

年来的研究表明,同时有多个基因的突变导致肿瘤
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的可能性较少数基因突变导致肿瘤的可能性

大[ 15 ] , Chedid等将单个突变的的 p21基因导入细

胞而对细胞的生长无抑制作用,并肯定该位点的突

变与肿瘤的发生无关.可能是因为该细胞的其它基

因的突变较少而并不影响细胞的生长. 这可能是本

研究与 Chedid报道有差异的原因.
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A high codon 31( Ser/ Arg) mutation frequency of

p21WAF in ovary tumor of Yunnan

JIANG Yan1, LAI Jian hua1, DONG Yao lan2, YU M ing1, HE Yun gang1, ZHANG Hong1, TAN De yong1,

( 1. Department of Biotechnolo gy, Yunnan Univ ersity, Kunming 650091, China;

2. Department of Gynecolog y, F irst Peoples Hospital of Yunnan, Kunming 650030, China)

Abstract: U sing the PCR- SSCP and sequencing technique, the codon 31( Ser/Arg) mutation of p21WAF

of 36 ovary carcinomas samples were examined. The mutat ion w as discovered in 41. 6% ( 15 of 44) malignant

ovary tumor and 50% ( 4 of 8) benign ovary tumor, only 16% ( one of 6 ) normal ovary t issue. T hese results

show that there is polymorphism at this locat ion in Yunnan women, and this mutat ion tends to result in tu

morigenesis.

Key words: p21WAF gene; mutat ion; ovary carcinoma
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