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论 著
.

苯作业工人白细胞K i一 r sa 癌基因

点突变分子检测初探

夏昭林
,

金锡鹤
’

袁弥满
’

陆培康
’

顾学箕
呈

提 要 本文应用 P C R技术和寡聚核普酸探针检测苯作业工人外周血白细胞中 刃
一

asr 癌基因第 12

位密码子点突变
。

41 名接触苯工人和 41 名对照工人中只有 1 例接苯工人发生 G G T , T G T ( G l y , 伪
s )突

变
,

该女工苯作业工龄 6 年
,

连续三次 (均间隔三个月 ) 白细胞计数均呈低下状态
,

但其他血液学指标

未见明显异常
。

初步探讨了K i~ 拍s基因点突变检侧作为苯白血病的生物标志和职业人群早期监护指标的

可能性
。

关抽词 苯接触 K卜
r as 癌基因 P C R扩增 寡核昔酸探针 点突变

人类 ar s基因包括H a -
Y as

,

K i一as 和N -r a s

三个成员
,

但三者的基因结构大致相同
,

均有

4个内含子
,

碱基序列长约 3 Okb
` ” 。

ar s基 因可

通过点突变和过度表达两种途径激活
,

但更常

见于点突变
,

主要发生在第 1 2
, 1 3 ,

61 位密码子

上
,

尤以犯位多见
`, , 31 。

已有报道 K i一ar s 基因

在重度 吸烟者的肺腺癌
“ , ,

ar s 癌基因家族和其

他癌基 因在白血病
〔 ” ` ,

均有较高的点 突 变 率
。

在苯作业工人中检测兀一 as 基因点突变的报道

尚少
。

本文应用 P C R 技术和寡核 昔 酸探 针

检测 41 名在乡镇工业工作的苯作业工人和 41 名

针织工人白细胞 K i才as 基因第 1 2位密码子的点

突变
,

并结合多次白细胞计数和血液学检查资

料进行了分析
,

探讨 K i、 as 基因点突变作为职

业性致癌物的生物标志和特定职业人群早期监

护的可能性
。

1 材料和方法

1
.

1 对象

调查对象是上海某郊县的乡镇工业中的苯

作业工人
,

全部是女性 , 对照 为具有可比性的

女性针织工人
,

基本情况见下表
。

无菌操作抽取

静脉血 5m l
,

分离 白细胞
,

常规提取 D N A
,

并

经 1 %琼脂糖凝胶电泳证实后用于 P C R ( P e -

ly 们n e r a se C h a in eR
a e it o n )扩增

。

苯暴露人群和对照人群的基本情况

年龄 (岁 》 工鹅 (年 )
现场空气笨洲定结到 m g / m勺

X S

人数号厂

1 3 3 6
.

2 士 3
.

9 7
.

3士 2
.

4

2 8 3 5
.

2 士 5
.

6 6
.

0 士 3
.

4

4 1 3 9
.

6 士 8
.

9 9
.

4 士 4
.

7

17

8 Q

1
.

2 引物及探针合成

引物 1 ( P K A
一
11 ) 5

’

G A C T G A A T A T A A A C T T G T G G 3’

引物 2 ( PK B 一 12) 5
`
C T A T T G T T G G A T C A T A T T C G 3’

探针 1
.

5
`

G T T G G A G C T G G T G G C G T A G 3
,

G ly (G G T )

2
.

5
`

G T T G G A G C T A G T G G C G T A G 3
,

决 r (A G T )

3
.

5
`

G T T G G A G C T T G T G G C G T A G 3
,

C yS ( T G T )

探针
:

1 为野生型 (正常 ) 2
,

3为 12 位密码子突变型

按
.

上述序列合成正副链引物一对
,

三种探

针
,

由中科院上海细胞生物所用 D N A 合成仪合

成
,

并经高效液相层析纯化
。

1
.

3 P C R D N A扩增

用 X L P 一 I OOA型 D N A扩增仪按华 美 公 司

P C R试剂盒说明书进行
。

在 50 川反应体系中含

1
.

上海医科大 学公共卫 生学 院 ( 2 0 00 3 2 )

2
.

上释医科大 学中山医院
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引物 3卜l
, 4 x d N T P S “ l

,

模版 D N A 即样品白

细胞 D N A Z“ l
,

1 o x 缓冲液 5户l
,

消毒双蒸水

3 5拼 l
,

内含 T a q聚合酶 ZU
。

P C R循环 3 5~ 4 0周

期 ( 9 4℃变性
,
5 5

0

C退火
, 7 2

O

C 延伸各 1 分钟
,

首次 98 ℃变性 10 分钟 )
,

取 5川扩增液 用 1
.

7 %

琼脂糖凝胶电泳证实
。

1
.

4 样品 D N A扩增液点膜

取扩增液 1 0川
,

点于经预处理的醋酸纤 维

滤膜上一式三份
,

各加变性液 10 0川
,

晾干后

80 ℃烘烤 2 小时备用
。

1
.

5 K i一as 寡聚核昔酸探针 5
`

末端标记与纯化

分别取上述三种各 2川
,

10 x T
.

激酶缓冲液

2拼l
、

T
4

激酶 ZU
、 ” P , A T P S拜 l

、

重蒸水 1 1“ l
,

混匀

后 37
“

C保温反应 70 分钟
,

经跳户园
e x G

一
50 过

柱
,

T E 缓冲液洗脱
,

分管收集过柱液
,

测量

各管的放射性
,

以第一放射峰所在管 ( 5
、

6管 )

过柱液作为杂交探针
。

1
.

6 点杂交

上述膜先在预杂交液中 42 ℃下预杂交 6 小

时
,

之后分别加入上述已标记的探针
,

在杂交

液中 42
O

C杂交 36 小时
,

经漂洗晾干夹于 X光胶

片中间
,

压片 6天
,

曝光
、

印片
,

明显显影
,

说明样品中K i
一 T a s基因片断扩增良

好
。

K i一 r as S er 探针杂交均呈阴性 结 果
,

而

K i一 as C y s 探针杂交有一例显影 (见封三 图

3 )
,

是暴露组中的第 34 号
,

其余均阴性
。

在

苯作业工人中有一例在 K i一as 基因第 12 位点发

生 G ~ T 突变
,

而对照工人 中无一发生突变
。

但

经精确概率法统计处理
,

无显著意义
。

经查该

阳性者是 2 号工厂的苯作业工人
,

34 岁
,

接苯

工龄 6 年
,

连续三次 (均间隔三个月 ) 外周血

白细胞计数均呈低下状态 (4
.

5 , 3
.

0 , 3
.

7 又 10
’

/

L )
,

有发生白血病的可能性
,

应予以重点监护

和进一步观察
;
但其他血液学指标未见异常

。

2 结果

2
.

1 外周血白细胞高分子 D N A

各白细胞样品的 D NA 提取物在 1 %琼脂

糖凝胶电泳 中均显示明显的高分子 D N A 电泳

带 (见封三图 1 )
,

说明白细胞样品 D N A 提

取达到要求
。

2
.

2 白细胞 D N A K i一as 基因扩增

引物 P K A
一 I

,

为K i魂
s 基因第一外显子之

启动子 A T后的互补序列
,

P K王卜 I
:

为 K i孤
s 基因

第 30 个位点 G A 以后的互补序列
,

所扩增的目的

基因片断为 I O8 b p大小
,

经 35 ~ 40 轮P C R扩增
,

目的基因被扩增了上百万倍
。

3 %琼脂糖凝胶

电泳结 果显示
,

扩增样 品均 出现 了明显扩增带
,

且其位置均大致在 1 08 如 区域 (见封三图 2 )
,

说明及一
a s基因片断的 P C R扩增达到要求

。

2
.

3 扩增产物的觅一 as 探针杂交

杂交结果表明野生型探针K i一
5 lG y均呈

3 讨论

癌基因是一组重要的细胞基因
,

具有调节

细胞分化
、

生长和发育的功能
,

但 异 常 的 激

活
、

表达与肿瘤的发生发展有关
〔 6 , ,

这是近年

肿瘤分子生物学研究中的重要进展之一
。

迄今
,

已有足够的实验证据说明癌基因和

肿瘤发生的关系
。

化学
、

物理和生物学因素通

过引致机体细胞的点突变 (碱基变换 )
、

D N A

重排
、

外源性基因插入等方式激活癌基因
,

引

起肿瘤的发生
〔 , ’ 。

有资料表明 ar s癌基因和M y c

癌基因在肿瘤的发生发 展 过 程 中 起 重 要 作

用
’幻 。

已有人证实激活的 y as 基因可转化N IH

/ 3 T 3细胞成为肿瘤细胞
〔 , 〕。

ar s癌基因突变时
,

会使其编码的 P
Z:

蛋白的 G T P酶活性降低
,

进

一步影响跨膜信息的传导而使细胞生长增殖异

常
,

从而发展为肿瘤
。

研究表明
,

ar s 基因突

变的脆性位点是第一外显子第 1 2
、

13 位点和第

二外显子第 61 位点
,

许多化学致癌剂所致肿瘤

就是通过引起 r as 基因突变而诱发的
: ’ 。一 ” 〕 。

本研究中
,

41 名慢性苯接触者中有 1 例白

细胞 丸一 as 基因 12 位点发生 G 、 T突变
,

虽与

对照组无显著统计学差异
,

这可能与样本小有

关
,

尚无理由认为兀一 aS 基因点突变与苯接触

无关
。

ar s 基因是人急慢性 白血病的相关癌基

因
〔 ’ , ` 〕 ,

一般说来
,

癌基因的激活引 起的 肿瘤

往往并非单一癌基因的激活
,

常是 2 种及 以上

癌基因突变的协同作用
〔乞 ’ 。 ,

川 ,

本研究同 时 进
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行 H a一 as 和M y e 基因突变的分子检测未获阳

性结果 (资料未出示 )
。

所 以如要证实癌基因

激活与苯白血病的相关关系
,

尚需检测更大样

本的苯接触人群和更多的白血病相关癌基因
。

然而 由于机体的自我监视功能及抑癌基因的拮

抗作用
` ” ,

即便是 K i--r as 癌基因突变
,

也不一

定发生白血病
,

但磁一as 基因点突变作为一种

生物标志在职业性苯接触者可作为早期重点监

护和观察指标仍有一定意义
,

癌基因突变表达

的分子检测作为一种生物标志为职业性肿瘤的

分子流行病学评价提供了一种新方法
。

1 9 5

4 小结

应用 P C R 技术和寡聚核昔酸探针检测苯

作业工人外周血白细胞中觅一as 癌基因第 12 位

密码子点突变
,

结果 41 名接苯工人有一例发生

G G T , T G T ( lG y , C y s) 突变
,

对照组无一发

生突变
。

初步探讨 了觅一
a s基因点突变检测作

为苯白血病的生物标志和职业 人群早期监护指

标的意义
。

(感谢同济 医科大学博士研究生及俊杰
、

溯北医 学院病毒

所 分于生物室丁晓华同志的协助和支持
。

)
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5 8例尘肺结核的胸部x 线分析

铁岭市职业病防治所 (1 1 2 0 00 ) 许鸿峨

5 8例尘肺病患者均为男性
,

其中年龄 最 大 为 70

岁
,

最小为4 0岁
。

接尘工龄 10~ 2 0年者 2 3例
,

2 1~ 3 0

年者 25 例
,

30 年以上 10 例
。

岩工 20 例
,

占 34
.

4 %
,

运

搬工 13 例占22
.

4 %
,

其余为焊工
、

铸工
、

管工等
。

在X 线胸片上主要表现为单侧或双侧出现不规则

片状影
、

团块状
、

云雾状致密影及结核球
。

单侧或双

侧出现不规则影者 4 0例 占6 8
。
9%

,
团块状 影 9 例 占

1 5
.

5% , 云雾状致密影 7 例占12
.

1%
,

结核球 2例占

3
.
5 %

。

动态分析认为有融合灶突然变化迅速
,

且 密

度不均匀
,

边缘模栩
.

尘肺病变部位出现 小 透 亮 区

或大块融合灶出现空洞
,

周围有卫星灶
,

结节轮廓模

糊
,

肺纤维化
,

胸膜增厚
,

应考虑是否有结核存在
。

结核灶在中上肺野53 例占 9 1
.

4%
,

下肺野 5 例占

8
.

6 % , 右侧为 37例占6 3
.

8 %
,

左侧 2 1例占 3 6
.

2 %
。

已患尘肺
,

尤其是矽肺病人容易并发结核
。

矽肺

与结核两种病
,

互相促进使病情进展加快
,

是造成病

人死亡的一个重要原因
.

因此要加弧尘肺结核病的预

防工作
,
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