
肺癌的发生是一个复杂的过程 , 是多种遗传改变

积累的结果 , 基因组不稳定性增高是肺癌的主要遗传

改变之一 。许多研究者用微卫星标记分析基因组不稳

定性 ,得出的结论不尽一致[ 1] 。新近发展起来的 RAPD

(Random amplified polymorphic DNA)方法是在 PCR基础

上发展起来的一种 DNA指纹技术 , 使用一系列引物

可检测到覆盖整个基因组范围的遗传改变 ,而无须预
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先了解被测基因组相关分子生物学信息
[2 ,3]

。这项技术

已广泛应用于动植物种系鉴定 、遗传分析 、连锁图的构

建 、疾病诊断 、基因分离等[ 4] 。随机引物法亦已用于检

测大肠癌 、卵巢癌 、肺癌 、皮肤癌 、脑膜瘤等的基因组不

稳定性及分离差异 DNA片段 ,并将其克隆定位[ 5 ～ 7] 。为

探讨肺癌基因组不稳定程度 , 我们用 RAPD技术对肺

癌基因组的遗传改变进行检测 , 比较同一个体肿瘤组

织及其相应正常组织的 DNA指纹 , 寻找肿瘤细胞特异

的遗传改变 ,了解肿瘤发生发展的机制 ,为临床诊断和

预后判断提供理论基础 。

1 材料与方法

1.1 标本

16例非小细胞肺癌 , 新鲜手术切除、液氮冻存的肿瘤组织
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提 要 目的:用 RAPD技术检测非小细胞肺癌组织的遗传改变 。方法:选用 40条含 10个碱基的随机引物对

16例非小细胞肺癌进行 RAPD扩增 , 扩增产物在含溴化乙锭的 1.5%琼脂糖凝胶中电泳 , 紫外透视仪上观察照

相 。结果:40条引物都能扩增出清晰的条带 ,其中 22条引物产生的条带在肿瘤与其相应正常组织间无差异 ,表现

为单态性;18条引物扩增出的 DNA序列在肿瘤与其相应正常组间存在差异 , 表现为带的缺失 、增加 、移动和带强

弱差异 。结论:用 RAPD技术检测出肺癌组织中具较高水平的遗传改变 ,这种改变与肺癌的发生相关 。
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Genetic alterations in non-small cell lung cancer detected by randomly am-
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Abstract Objective:To detect the genetic genomic variant in non-small cell lung cancer

(NSCLC)by randomly amplified polymorphic DNA analysis(RAPD). Methods:Genomic DNAs from

cancer and corresponding normal tissues were amplified wi th RAPD using 40 10-bp primers.PCR products

from RAPD were electrophoretically separated in agarose gel and banding profiles were visualized by ethi-

dium bromide staining.Results:22 of the 40 primers used for screening NSCLC produced amplification

products that were monomorphic and the remaining 18 revealed changes when the NACLC RAPD profile

was compared with that of its normal tissue DNA.A multiband profile was seen for all the primers with the

total number of bands per primer varying from 2 to 14.The sizes of these bands ranged from 200 bp to 2

kb.The alterations exhibited in tumor DNA included the loss of a normal band , appearance of a new band

andintensity changesofaband.Conclusion:Genetic alterationsinNSCLCgenomicDNAhavebeenfrequent-

ly detected by RAPD , which is associated with tumorigenesis of NSCLC.

Key words lung neoplasm;genomic alteration;RAPD

论著

DOI :10.16016/j.1000-5404.2000.01.016



李淑蓉 ,等 .非小细胞肺癌的随机扩增多态 DNA 分析第 1期 37

及其相应的正常组织 , 来源于第三军医大学附属西南医院和新

桥医院 。

1.2 试剂与引物

10×buffer、Taq酶 、MgCl2 、dNTP均为德国BM公司产品。所用随

机引物为美国Operon Technologies公司产品 , 每一引物为 10个碱基

的寡聚核苷酸 , 实验用AB-0320-kit2、 AB-0320-kit4、B-0320-kit5 3套引

物 ,共 60条 ,选用其中 40条引物。

1.3 基因组 DNA的提取

瘤组织块及其相应正常组织加少许液氮研碎 , 按常规方法加入

消化液(10 mmol/L Tris-HCl , pH 8.0, 100 mmol/L EDTA , 0.5% SDS , 20

μg/ml RNase, 100μg/ml蛋白酶K)消化 , 用酚 、氯仿提取DNA , 乙醇

沉淀 , TE溶解 ,置 4℃冰箱备用。

1.4 RAPD-PCR反应条件及扩增程序

反应总体积为 25μl , 其中含 25μl 10×buffer , 2.5 mmol/L

MgCl2 , 0.2 mmol/L dNTP , 0.2μmol/L引物 , 25 ～ 50 ng模板 DNA ,

TaqDNA聚合酶 1.5 U。反应程序为:94℃预变性 2 min;94℃变性

1min , 36℃复性 1min ,72℃延伸 2 min , 40个循环后 , 72℃延伸 10

min。扩增产物在含溴化乙锭的 1.5%琼脂糖凝胶中电泳 , 电泳

缓冲液为 1×TBE ,紫外透射仪上观察照相 。

2 结果

本实验所选用 40条引物都能扩增出清晰 、明显的条带 ,条带

数在 2 ～ 14条之间 , 片段大小为 200 ～ 2 000 bp 。40条引物中有

22条引物产生的片段在肿瘤及其相应正常组织之间无差异 , 表

现为单态性 , 其中引物 AB5-14扩增产物不仅在肿瘤与正常组织

间无差异 , 而且所有个体间都呈单态性 , 见图 1。引物 AB2-8和

AB4-5扩增出的条带分别在第 1例和第 2例表现单态性 ,见图2。

40条引物中有 18条扩增出的 DNA序列至少在一例肿瘤呈现多

态性 , 见表 1 , 即肿瘤组织与其相应正常组织的 DNA序列相比 ,

出现带的缺失 、增加 、移动和强度变化 。用 18条中的每条引物对

16例肺癌标本进行 RAPD扩增 ,一般 1 ～ 3例呈现多态性 。如图

3所示 , 引物 AB2-19扩增出的条带在第 5例表现为带的缺失和

增加 , 第 7例用引物 AB2-2扩增后出现带强度增加;图 4的第 6

例增加一条约 337 bp的条带 , 第 13例在约 350 bp的位置出现

带的缺失。

图 1 引物 AB5-14扩增产物呈单态性

Fig 1 Monomorphic band pattern with primer AB5-14

图 2 引物 AB2-8和 AB 4-5扩增产物呈单态性
Fig 2 Monomorphic band pattern with primer

AB2-8 and AB4-5

图 3 引物 AB2-19扩增产物在第 5例(5N 、5T)呈现带

缺失和增加;引物 AB2-2扩增产物在第 7例(7N 、
7T)表现带强度增加

Fig 3 Band loss and appearance in sample 5 with

primer AB2-19;intensified band change in sample

7 with primer AB2-2

图 4 引物 AB4-8扩增第 6例 , 6T增加一条带(约 377

bp);AB5-11扩增第 13例 , 13T出现带缺失
Fig 4 Band appearance in sample 6 with primer AB4-8

one in 6T(377bp);band loss in sample 13

with primer AB5-11 one in 13T
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3 讨论

肺癌的发生是多种遗传改变积累的结果 。癌基因

的激活 、 抑癌基因的失活及遗传不稳定性增加是肺癌

的主要遗传改变。肺癌中相关癌基因和抑癌基因的研

究已有大量报道 , 而有关肺癌遗传不稳定性增加的方

式之一———微卫星不稳定性也有许多文献。我们采用

新近发展起来的随机引物法 , 对肺癌的整个基因组进

行扫描 ,检测到肺癌基因组有较大程度的损伤。

肿瘤分子遗传学研究中虽有多种方法 , 但 RAPD

技术不仅具备了常规 PCR技术的快速 、安全 、简便 、灵

敏度高的特点 ,由于引物的通用性 ,在未知研究材料基

因组序列的条件下 , 只需极少量基因组 DNA , 可对其

进行检测分析 。同时 , RAPD扩增带的范围一般在

0.2 ～ 2 kb之间 ,弥补 Southern杂交(一般大于 2 kb)和

微卫星定位(一般小于 400 bp)的不足。微卫星引物由

于其位点特异性 , 需大量特异引物对已知位点进行分

析;随机引物由于无位点特异性 ,对整个基因组进行检

测 , 扩增的大量序列产生复杂的 DNA指纹 , 容易检出

肿瘤组织基因组 DNA的细微改变。RAPD技术用于生

物遗传多态性等方面已取得大量成果 , 而在肿瘤研究

中报道较少。Ong 等
[6]
用 7条随机引物检测肺癌临床标

本及其相应正常组织基因组 DNA , 发现 95%肺癌组织

中至少有一条引物表现出基因组不稳定性 , 具体表现

为扩增带的移动 、丢失或(和)带强度增加 ,认为基因组

重排与肺癌发生相关 , RAPD分析用于检测肺癌组织

中基因组不稳定性是有用的方法 。Dil-Afroze 等
[7]
用

RAPD技术检测脑肿瘤 , 29条引物用于 7例脑膜瘤 ,所

有肿瘤组织都具 DNA的改变;18条引物用于 24例胶

质瘤 , 21例肿瘤组织 DNA发生改变 , 其改变包括带的

丢失 、增加和带强度增加 。Peinado等
[ 5]
用随机引物法

检测分离重叠大肠癌中的差异 DNA片段 , 克隆 、测序

并将其定位于 17号染色体短臂 。Sood等[ 8]用随机引物

法分析基因组不稳定性与卵巢癌的关系 , 认为基因组

不稳定性与癌的分级和家族史相关 , 这种方法不失为

检测基因组不稳定性的一种方法 。

我们用 40条引物 , 其中 18条引物至少在一例肺

癌检测出多态性 , 与 Ong及 Dil-Afroze的结果相比 , 多

态检出率要低一些 , 这一方面可能是临床标本来源不

同 ,引物不同所致;另一方面可能由于我们选用相应正

常肺组织作对照(镜下观察无瘤细胞), 而不是同一个

体的血液组织 , 是否因为部分肺组织虽无形态上的改

变 , 而基因组已发生了细微的变化 , 检测不出差异

DNA序列。非小细胞肺癌中微卫星不稳定频率为 7%

～ 34%[ 1] , 可能是标本来源不同 、所用引物种类及数量

不同 ,结果差异较大 。微卫星标记 由于其位点特异性 ,

需大量特异引物 ,才能使检测结果具普遍性 、代表性。

我们使用的随机引物由于无位点特异性 , 是对整个基

因组进行检测 , 可能发现肿瘤细胞特有的差异 DNA片

段 ,并进一步发现新的肿瘤相关基因 ,了解肿瘤发生发

展的机制 。本实验应用 RAPD方法分析肿瘤组织中的

遗传改变 , 检测到肿瘤与其相应正常组织基因组 DNA

之间的差异 , 肿瘤基因组 DNA高频率的损伤 , 证明肺

癌发生与遗传改变积累相关 。
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