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银染单链构象多态性技术检测人 IL-3基因突变

Detection of hIL-3 cDNA mutation with SS-SSCP technique

毛琼国 ,刘　昕 ,王　燕 ,梁　红　　(第三军医大学基础医学部分子遗传学教研室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　对人白细胞介素-3(hIL-3)基因突变体进行分析和进一步鉴定 , 建立一种灵敏 、快捷的检测基因突变和 DNA 多

态性的方法-即银染单链构象多态性技术(Single strand conformation polymorphism , SSCP)。方法　将野生型和突变型的人白介素-3

(hIL-3)cDNA连接到 PUC9 和 PUC19 质粒载体上 ,转化入大肠杆菌 ,扩增质粒 , 用常规方法抽提 ,酶切 , 然后将酶切后的 DNA 片段进

行 PAGE 胶电泳 ,银染检测野生型和突变型的异同。结果　以野生型 hIL-3 cDNA 作为对照 ,连接到 PUC9和 PUC19 上的电泳结果均

为一致 ,突变型 hIL-3 cDNA 的电泳带明显比野生型的电泳带靠后。结论　SSCP方法具有简便 , 快捷较灵敏的特点 ,对人白细胞介素
-3(hIL-3)基因的点突变得到进一步的鉴定。

　　基因突变检测是遗传病病因分析与基因诊断的重
要环节 。基于微小未知基因突变筛选方法 ,包括变性
与温度梯度凝胶电泳 、RNA 酶裂解 、化学错配裂解 、
SSCP 、直接测序等 ,适用于涉及少数碱基的基因突变检
测。上述方法中 ,直接测序法是最灵敏 、最准确的 ,但
费资耗时[ 1] 。SSCP 法具有最简单 、快捷的特点 ,并已
证实在直接检出未知微小突变方面的效率较高。我们

将PCR突变的人白细胞介素-3基因 ,经过测序已证实
了其中的突变 ,与SSCP 法筛查突变的情况作了初步比

较分析 ,证明SSCP 法是一种较为灵敏 、快捷 、价廉的方

法 ,值得在临床诊断和实验室检测基因突变和 DNA多

态性的推广。

1　材料与方法

1.1　材料
　　PUC9 、PUC19栽体和 DH52菌株由本室提供 , 突变型 IL-3和野

生型 IL-3cDNA均由王燕博士提供 , 质粒抽提试剂盒 、酶(Roche
公司), 其它试剂均为国产分析纯。

1.2　方法
1.2.1　质粒的转化和抽提按分子生物学的常规方法操作[ 2] 。
1.2.2　酶切　　将 PUC9-IL-3野、PUC19-IL-3野 和 PUC9-IL-3突、

PUC19-IL-3突用 EcoRⅠ +Hind Ⅲ酶切 37 ℃ 2 h , 琼脂糖凝胶电

泳检测是否酶切完全 ,冻存以备后用。

1.2.3　SSCP　　将酶切片段 20 μl与等体积的 2×上样 Buffer

(95%甲酰胺 , 20 mmol/L EDTA , 0.05%溴酚兰)混匀 , 100 ℃煮 5

min ,置冰上 , 上样 5μl与预先电泳 30 min 的 8%和 12%非变性

聚丙烯酰胺凝胶中 , 电泳缓冲液 1×TBE , 电泳(5 V/ cm 电压)
6 h ,直到溴酚蓝至胶底部为止。电泳结束后 ,小心取下凝胶 , 固

定在10%的 HAC 中过夜。银染:冲洗 10%乙醇 , 5min※预处理

K2Cr2O7(1 g/ L)、0.2 ml HNO3/ L, 5 min※冲洗 ddH2O , 2 min×3※

银染AgNO3(2 g/ L), 30 min※冲洗 ddH2O , 20 s※显色 Na2CO3(30

g/ L), 0.5 ml 37%乙醇/ L , 5～ 10 min※终止 10%HAC , 5 min※用
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ddH2O 反复冲洗几次 ,于观片灯下观察结果。

2　结果

　　共分析了两组不同载体的 hIL-3 突变序列 , 结果都一致。
即以野生型 hIL-3 cDNA作为对照 ,连接到PUC9和 PUC19上的电

泳结果均为一致 ,突变型 IL-3 cDNA 的电泳带明显比野生型的

电泳带靠后 , 见图 1、2。且突变型 hIL-3 cDNA序列经双脱氧测

序法已被证实[ 3] 。

图 1　不同载体连接的野生型和突变型 hIL-3 cDNA , 酶切后

在聚丙烯酰胺凝胶上电泳图

1:PUC9-IL-3野;2:PUC9-IL-3突;3:PUC19-IL-3野;4:PUC19-IL-3突

图 2　野生型和突变型 hIL-3 cDNA在聚丙烯酰胺凝胶上电泳图

1:IL-3突;2:IL-3野

3　讨论

　　人白细胞介素-3是一种作用于早期造血干细胞
的重要调节因子 。人 IL-3成熟蛋白是由 133个氨基酸

组成的肽链 ,据文献[ 4]报道 ,键内有 4个α螺旋结构 ,
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其中第一个α螺旋和第 4个α螺旋与 IL-3生物学活性
及与 IL-3受体结合能力的高低可能相关。本室利用
PCR技术对 hIL-3 cDNA进行定点突变[ 5] ,以期改变其
所编码的氨基酸序列 ,在 hIL-3的空间结构中 ,增强其
功能基团的生物学活性。用 PCR进行目的 DNA的定

点突变 ,有利于我们对细胞因子的生物活性 ,按预想的
要求进行改变。
　　单链构象多态性分析技术是目前检测单个碱基或
多个基因改变的非常敏感的方法 ,具有简便 ,快速 ,准
确的特点 ,敏感性较高。在变性剂的作用下 , 双链
DNA部分或全部被裂解为单链 DNA ,当在非变性的聚
丙烯酰胺凝胶电泳时 ,单链 DNA 的电泳迁移率除与

DNA的长短有关外 ,更主要的取决于DNA单链所形成

的空间构象 。相同长度的 hIL-3 cDNA由于发生了基

因突变 ,单个碱基的改变 ,导致了 DNA序列的空间构

象改变 ,亦导致了电泳速度的改变 。
　　聚丙烯酰胺 SSCP技术电泳后 ,以前多采用放射自
显影或溴化乙锭(EB)染色的方法来鉴定有无碱基突
变的存在 ,前者耗时 ,价格昂贵 ,而且同位素易导致放
射性污染;后者则由于 EB 对单链 DNA 的结合能力远

比与双链 DNA的结合能力差 ,所以易造成假阳性。本
实验采用的银染法

[ 6]
与上两种方法相比 ,有以下优点:

①灵敏度高 ,只需几微升 cDNA液即可进行银染操作 ,
结果直观 ,保存时间较长;②需要时间短 ,1 ～ 2 h即可

完成全部操作;③不需特殊的试剂和仪器 ,操作简便 ,
一般实验室均可开展 。
　　因此 , 我们采用的银染单链构象多态性技术
(SSCP)为检测基因突变和 DNA 多态性提供了一种简

便 、快捷 、灵敏的方法 。
　　关键词:单链构象多态性(SSCP);人白细胞介素-3(hIL-3);

基因突变
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文章编号:1000-5404(2001)11-1359-02 技术方法
活体肝移植肝脏移植物的获取及修剪

Procurement of liver graft and back-table preparation for the graft in living-related
liver transplantation

杨占宇1 ,董家鸿1 , 范上达2 ,廖子良2 　　(1 第三军医大学附属西南医院全军肝胆外科研究所 、西南肝胆外科医院 , 重庆
400038;2 香港大学玛丽医院外科学系)

　　提　要:目的　总结活体肝移植肝移植物的获取及修剪经验。方法　回顾性分析 2000 年 11月完成的 1 例活体肝移植术中右

肝移植物的获取及修剪过程。供受体体重相近 ,切取含中肝静脉的右半肝为移植物。在术前血管造影 、术中多谱勒超声 、术中胆道
造影的指导下 ,确定离断肝组织的切面。解剖第一 、第二 、第三肝门 , 以 CUSA2000 超声刀离断左右肝间的肝组织桥。 移植物离体后

实施冷灌注。结果　肝移植物植入后功能良好 ,供体术后恢复顺利。结论　切取活体肝移植物时应仔细解剖第一 、二 、三肝门 , 以
超声止血刀离断肝组织。

　　活体肝移植已被广泛应用于治疗儿童和成人的终
末期肝病患者[ 1 ,2] 。获取功能良好的肝脏移植物是保证
活体肝移植成功的关键步骤之一。本所于2000年 11月

完成1例活体肝移植 ,总结供肝切取及修剪经验。
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1　临床资料

1.1　一般临床资料
　　受体男性 , 37 岁 ,体重 67 kg , 身高 169 cm。诊断:慢性重型
乙型病毒性肝炎 , 肝性脑病 Ⅱ度;肝肾综合征。供体男性 , 35

岁 ,体重 60 kg ,身高 170 cm。肝功能正常 ,乙型肝炎病毒标记物
阴性 , 肝穿刺活检提示肝脏正常 , 腹腔动脉造影见肝动脉无变

异 ,螺旋 CT扫描见肝脏大小 、质地正常 , 引流肝脏 Ⅷ段有一支
较粗大的静脉支 ,见图 1。
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