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；一f 克服RT—PcR法检测肿瘤微转移的假阳性 

胸外科 葛明建 · 牵良彬 
临床学院 ————● 

检验科 张玉洪 王 梅 黄天禄 

R7~-37 
劢 ·移 

扭 曩 为探讨克服RT—PcR法检测恶性肿瘤馓转移时出现假阳性的方法．作者运用该法检测了40例非小细 

胞肺癌和2O嘲食臂癌患者病理证实有转移的淋巴结中角蛋白19(CK19)基因的表达，同时还分别运用套式RT—PCR 

l或RT—PCR法检测了lO例良性肺和食臂肿瘤患者正常淋巴结~CK19基因的表选。结果发现设立分别以来经逆转 

录的RNA和基因组DNA为模扳的对照可观寨到是否存在CK19假基因的干扰所造成的假阳性．而在逆转录前用脱 

氯棱糖棱酸酶∞Nase)消化RNA可消除这种假阳性．运用套式RT PCR法测定DNsse消化后的正常淋巴结RNA 

可发现CK1g基因非法转录所致假用性．调整方法灵啦度．使之喇好能区分正常和转移淋 巴结是解决此粪假用性的 

合适办法。 

关-词恶性肿瘤；转移；诊断：淋巴结；角置白；聚合酶链反应 中 乎垂移 f { 
中图分类号 I ’ 

锻 ‘}!． ’1 

近年来人们开始运用RT—PCR法来检测恶 

性肿瘤患者区域性淋巴结、外周血或骨髓中存在 

的徽转移 (Micrometastasis) 。假基 因(Proces． 

sed Pseudogene)的干扰和组织特异性基因的非 

法转录(Illegitimate Transcription)是造成RT— 

PCR诊断癌转移时假阳性的两种主要原因。由于 

假基因与相应功能基因的转录本间具有高度同 

潭性，易被误认为是扩增到的目的CDNA片段 。 

非法转录是指任何组织特异性基因在异位组织 

中都存在低水平表达的现象【。 我们在运用RT— 

PCR法检测肺癌和食管癌患者转移或正常淋巴 

结 中 上 皮 组 织 特 异 性 标 志 物 一 ．_ 角蛋 白 

19(CK19)基因的表达时分别观察到了CK19候基 

因的干扰和CK19基因的非法转录现象，并且对相 

应的克服措施进行了探讨。 

1 材料与方法 

l-1 宴验材料 

经病 理证实的转移性淋 巴结分别取 自非小细胞肺 

癌(n=40)和食臂癌(n=209患者的纵隔、肺门或食臂旁等 

处。正常淋巴结分别取自可手术的肺结棱(n兰5)、肺 耸3) 

和食臂 暑2】良性肿瘤患者。每技淋巴结均一分为二．一 

半行常规病理检查．另一半 留作奉实验用．取标本过程中 

严格防止上皮细胞、癌细胞以及棱糖棱酸酶(RNase1的悸 

·男．1970----02~生．住院医师(现为硕士研究生) 

⑥ 

染。 

1．2 主曩试剂 

1,2．1 AMV逆转录酶 ~Prvmega公司提供．Taq DNA聚 

合酶、脱氯棱糖棱酸酵Rq．、RNssin．dNTP、PCRMa出er 

等均购自华美生物工程公司。 

1．2．2 根据CK19基因垒序列 0设计出以下引物(圉1) 
A C D B 

．+ +- +_ 

井量子：l 2 3 4 5 

引暂 序 列 

A AAGC l̂ACCAT0cAGAAOCTC AC0ACC0c 

B Tr̂ T 跏 A0I竹 CAGGAGAAGAGCC 

C TCCC0C0ACTACA0CCACTACTACAC( CC 

D C0CGACTrQAT0硼：CAT0A0CCGcTcCTAC 

6 

定位 

6铝 一657 

埘 行一l673 

757—786 

l矗 一l盯3 

围1 cK 矗园结构爱引袖定位和序列。 
— — ’示内音子．‘口 示外五子。引■A和B柯成，卜5I■对．扩增太小为 

1069 构cDNA片鞲：弓lQc和D构成内弓l■对，扩增745 构cDNA产 

■． 

CK 内、外引物对及多聚傍 棱苷酸(ofig0(dT )引物 

均合成自北京赛百盛(美国】生物工程公司． 

1．3 主曩宴验仪■ 

PE一9600型PcR扩增仪(PE公司1、UV-240紫外分 

光光度仪(日奉岛津株式舍社)． 

1-4 实验方法 ’ 

1．41． 提取RNA 取~100mg转移或正常淋巴结组织．按 

异磕氰酸胍一酚一氯仿提取RNA一步法 提取其中的 

总RNA．对RNA进行紫外光比色定量．要求 嗳光虚A-一辨 

达1-8～2-0范围。 

1．4．2 DNase消化RNA标奉 每散克棱酸中加入0．1U 
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DNase以消化RNA标本中污染的DNA 将混和物在37。C 

下辱育30分钟．随后再用酚一氯仿一异戊醇 5：24：1)和氯 

仿一异戊醇[49：l】抽提纯化标本一觅 

l_4．3 逆转录限T) 将RNA约100ng加人以下逆转录体 

系中：O1igo(dT)lI．2．5pM]o，dNTP各脚 M-Tris--HCIS0 

m1．KCI50mM．MgC1l10raM，AMV—RT 5U．总体积 

25p]．反应混和物在43．c下．辱育1小时． 

1．4．4 一次PCR扩增 将 逆转录产物在95~C下变性5分 

钟、冰浴2分钟后取2 l加至PCR反应体系中．其中包括引 

物C和D 2OpM．dNTP各200#M．Tri8一 HCL10mM． 

kd50ram．M— ll_5mM Taq DNA聚音酶1U．反应条件 

为94~C4a~，65~c45秒，7 06o秒．循环40次 最后在72 下 

充分延伸5分钟结柬反应． 

1_4．5 二次PCR扩增或称套式PC It(Nested—PC  R】 首 

轮H R用引物A和B 其余条件同上．待首轮PCR结柬后取 

l“l产物加人第二轮反应体系中 第二轮反应用内引物C和 

D．各反应成分及条件与首次PCR扩增相同． 

1．4．6 观寨结果 取H R产物5m在2，‘琼脂糖凝胶板中 

电诛，澳化乙锭染色．电辣时间8o升钟 电压100伏．在案外 

遗射反射仪上)睡寨结果． 

2 结果 

重复实验结果显示 在未用DNase消化时 提 

取 自肺癌 =40)和食管癌 =20)患者转移性淋 

巴结的RNA经RT—PCR或PCR反应均可出现 

745bp的 CDNA样 阳性产物，而在逆转录前用 

DNase对RNA标本进行预处理后，经RT和PCR 

反应者仍有阳性产物出现，而未经RT的RNA经 

PCR扩增后不再出现阳性信号(图2)． 

1．543 

994 

695 

． 515 

377 

237 

1 2 3 4 5 6 7 8 

一  
田2 有或~DNase消化标本时转移性淋巴靖中CK。基因 

的扩增情况 

l54 

2． ‘ 为无DN酗e稍化时．5 6 7为有DNsse捎化时．1．分子量标 

准；2~15为RNA标车蛏RT和PcR扩增 ：‘和7为基 I~mDNA标车 
PCR扩增后舳 空白对照． 

为消除CK 良基因的干扰，我们对提取自正 

常淋 巴结的RNA或DNA标本均先用DNase消 

化，然后再进行一次或二次PCR扩增。结果发现在 

套式PCR时，正常淋巴结中经RT的RNA标本可 

产生大小为745bp的CDNA片段，但未经RT的 

RNA或基 因组DNA经二次PCR则不出现相同大 

小的产物。在一次PCR扩增时经RT的RNA、未经 

RT的RNA或基因组DNA均不出现产物(图3)。 

1．543 

994 

696 

6L5 

37， 

船 7 

l 2 3 4 5 6 7 

一 
圈3 DNase消化后正常淋巴靖中CK 。基因在套式 

RT—PCR或RT—pCR下的裹选情况 
2．3 4．为童式PCR扩增 6 B．7为PCR扩增．1．分子量标准 

许：2．RNA标本tRT+2敬PcR反应：3．来琶RT的RNA标本色童 
式PCR#"增：‘．暮因IDNA~童式PCR#"增；5．RNA~本t~．RT+I 

敬Pc瓶 皮：6．未经RT的RNA标本色1趺PcR扩增：7．暮因IDNA 
1攻PcR扩增． 

3 讨论 

运用RT—PCR法可从基因水平上来诊断存 

在于肿瘤患者远处部位的微小转移，许多实验结 

果证实该法较传统方法更优越 。然而假阳性是 

本方法急需解决的问题，其 中的原因主要包括假 

基因的干扰、组织特异性基因在异位组织中的非 

法转录和PCR产物的污染。后者可通过制定严格 

的实验操作规程来避免 。但目前对由 两种原 

因造成的假阳性却还没有理想的克服措施。 

假基因为相应功能基因转录本的CDNA拷贝 

插人细胞基因组后形成，在许多哺乳动物的不同 

基因家族 中都发现了假基因的存在 。CK 良基 

因与相应的c KI。功能基因的CDNA序列间的同源 

性可达82 。我们对经病理检查证实的肺癌和 
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食管癌患者转移淋巴结中未经RT的RNA标本以 

及基因组DNA进行PCR扩增产生了预期的CK 

CDNA拷贝大小相同的DNA产物，说明在我们的 

实验中假基因的干扰是存在的，这种 CDNA样 

产物来源于细胞基因组，用无RNase活性的DNa． 

se消化RNA标本中污染的DNA可以消除其中假 

基因的干扰作用，进一步证明假基因是存在于基 

因组中的DNA成分。 

目前运用RT—PCR法诊断癌转移时 主要以 

CK 等组织特异性基因的表达为检测标志物。然 

而组织特异性基因非法转录的存在则影响了标 

志物的特异性。研究表明，在异位组织中可存在极 

低水平的组织特异性基因的表达 ，虽然在异位 

组织细胞中，这种非法转录产生的转录本极少，估 

计每100~1000个细胞中存在1个mRNA分子” ， 

但它却广泛存在。如Buchill 运用套式I 一PCR 

技 术 扩 增 到 了 正 常 人 外 周 血 中 C K 及 

CK 。mRNA。Smith等 ’运用该法检浏到多个非 

前列腺癌细胞株中存在前列腺特异性抗原基因 

的表达．我们用套式l 一PCR法扩增正常淋巴结 

RNA标本时得到的CDNA条带应归因于CK。，基 

因在正常淋 巴结中的低水平非法转录而不是假 

基因的干扰，其原因是①在转录前所有标本都被 

DNase消化过：③未RT的RNA标本和DNA标本 

扩增后均为阴性：③根据扩增产物的大小可与基 

因组DNAN区分。 

对转移淋巴结，I 一PCR法可准确地检测出 

CK 基因的表达，但不能检测正常淋巴结中CK 

基因的低水平表达。运用套式RT—PCR法则可以 

检出正常淋巴结中的CK 基因非法转录。可见套 

式RT—PCR的灵敏度较T—PCR法高。Matsu． 

mura等 “ 发 现套 式RT—PCR的灵敏度是 

RT—PCR法的100倍!因此我们认为词节方法的 

灵敏度．使之刚能区分正常和转移淋巴结是解决 

RT—PCR法诊断肿瘤淋巴结簸转移时组织特异 

性基因非法转录的干扰的合适办法。我们认为RT 
— PCR+产物电泳法适合于肿瘤淋巴结教转移 

的检测，原因是该法能准确区分正常和转移淋巴 

结。在使用此法检测擞转移时 我们建议常规设立 

以基因组DNA和未经RT的RNA为模板的对照以 

观察实验中是否存在的假基因的干扰。 
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Overcome false——positive in detection of tumor microme- 

tastasis by reverse transcriptase—polymerase chain reaction 
_  

GeMingjian，et al 

Department of Thoracic Surgery，college of clinical medicine 

Th_憧study aimed to overcome false—positive in detection of tumor micrometasteses by rever~ tramcriptase 

— polymerase chain reaction 一PC R)，Using this method，the authors amplified cytokeretin 19(CK19】mRNA in 

histologically involved resi∞ al lymph nodes of 40 patients with lion-emall—cell-lung-carcino ma and 20 With 

esophgus cBncer．In addition，they amplified CK19 mRNA in DNase-pretreated normal nodes of 10．respectively
． 

They COuldfmd outtheinterfereace 0fCK19pseud ogeneby performing no ntranscribedRNA and genomicDNA 

controls i~ uence could be eliminatde by treating the RNA samplce with DNase bf~ es co mplement DNA 

were synthesized．Ueing nested RT—PcR method，they could find the presence,of file西timats transcription of 

CK19 geneinDNese—pretreated normalno dealtis a suitablemnⅢ to l~tlllovethisfa]~e--positive resulttha t 

regulate the sensitivity ofmethod to distinguish the no rmal and invo1ved lym ph nOd朗 e~actly． 

KE7 W ORDS Malignancy；, M etastesis l Diagnosis l Lymph no de l Ker~'in； Pvlymevase 

cha in reaction 

．1 
眼结膜激发试验在鼻变态反应的临床应用 

．  7 o 
赫床学院耳鼻喉科 洪苏玲 黄江菊 雠鸿雁 

● _ _ _ _ _ I 一 ● - - _ _ - I 一  

扼 要 本文对鹋倒鼻变态反应患者仔CPT睑查，结果显示喂结膜激发试验(CPT’与变应原皮试的结果关幂呈 

正相美。CPT对蠕变应熏致鼻变态反应的敏癌性为9o'‘ 特异性为86．7 ．有效性为91．4’‘．CP 所诱发的症状绝大 

多披较轻|蔓．仅局限于眼与鼻瓶 因此奉法具安全，准确，简便，易于观察等优点 对诊断嗳人性变应原所致之鼻及支 

气管变态反应性疾扁具有实用价值，特别适用于年幼儿童． 

葶-询．． 竺璺! 苎矍越 g 中圈分 1f丽广  。 

在过去较长时间内，眼结膜激发试验rCon 

junctival provocation test，CPT)仅用于诊断 

眼过敏以及某些药物过敏 ，晚近国外屡有用于 

呼吸道变态反应的临床研究“一，但国内有关研究 

报道极少，虽CPT诊断较为局限，但却简便、安全， 

易于观察．本文以蜡变应原致鼻变态反应为研究 

时象，观察CPT在鼻变态反应的临床诊断意义． 

·女．1946一o7出生 ．耐教授 

- 156· 

1 材料与方法 

实验组患者鹋倒，于1993V-4片至6月就诊于本院变态 

反应专科门诊 聃倒患者均具 1)既往靖壹应原诱发过敏 

史，(2)以华西医大提供之蠕壹应原仔皮内试验呈阳性 

反应，其阳性程度分类为皮丘>6mm(+)，>8mm(++)， 

>i0mm(+++)>12mm(+++)．(a)应用mMA法对其 

仔SIgE检嗣，亦依其结果强度分为4级，(4)58倒患者均仔 

CPT检查．CPT操作法以及其雨性爿定标堆：以溶媒一 
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