
　　第二组: 按改良式 (方法二 )施行肝移植 25例 ,供体手术约

需 30 min,受体手术约需 20 min, IV C和 PV套接均在 1 min内

完成 , SV C吻合约需 12 min,无肝期平均 13 min( 10～ 15 min)手

术成功率达 100% ( 25 /25) ,其中 22只存活 > 60 d的观察期 ,见

附表。

3　讨论

　　大鼠原位肝移植系小视野精细手术 ,若操作时间

过长易致术者疲劳 ,动作准确性差 ,极易发生血管吻合

失败。通过试验 ,我们认为 ,目前报道的供肝切取方法

切实可行 ,但在受体手术方面尚可进行不少改进。

　　受体肝的切除是大鼠原位肝移植的主要步骤之

一 ,文献 [4 ]介绍的方法中均为先切除受体肝脏 ,然后

纳入供肝并吻合各血管 ,采用这种顺序将同时遗留

PV、 IV C和 SV C三个主要血管断端 , PV和 IV C套接

吻合十分不便 ,必须在 PV和 IV C断端各结扎一根牵

引线 ,固定在适当位置并保持一定的方向和牵引张力

方能完成血管套接。在实践中 ,由于单人操作 ,致使血

管套接和牵引难以同时兼顾 ,屡屡不能成功 ,因此耗时

较长。在另一组动物中我们改变了切除受体肝的顺序 ,

即在不切除受体肝的情况下 ,借助受体肝的原位自然

牵引作用 ,于相反方向作一血管套线牵引 ,使血管呈现

一定张力 ,局部长度也略有增加 ,则可在 1～ 2 min内

很容易地完成 IV C和 PV两根血管的套接吻合 ,明显

缩短了吻合时间 ,提高了吻合成功率。

　　通过改良 ,使受体手术时间缩短至 20 min左右 ,

约为原来手术时间 (平均 40 min)的 1 /2。

　　无肝期是指 SV C和 PV从阻断到再通的一段时

间 ,无肝期超过 26 min动物则不能存活
[ 6]。本实验采

用依次吻合 IV C、 PV和 SV C的顺序 ,省去了安置 IV C

和 PV的结扎牵引过程 ,加之 PV套接迅速 ,故受体肝

切除时间也大为缩短 ,直至完成 SV C吻合 ,使无肝期

由原术式的 17 min缩短至 13 min左右。

　　本实验中 ,由于 IV C、 PV吻合迅速 ,全肝阻断时

间和无肝期均明显缩短 ,因此手术成功率高 ( 25 /25) ,

术后动物恢复较好。

　　改良方法能够明显简化手术 ,缩短手术时间 ,成功

率高 ,易于掌握和普及。

　　关键词　大鼠 ;原位肝移植

　　中图法分类号　 R617
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PCR-单链构象多态分析基因变异电泳条件的探讨

Observation of electrophoretic conditions on PCR-SSCP pattern in poly-

morphous detection of gene mutations

刘泽军 　 Dey DC
  　营野刚史  　　 (第三医大学附属西南医院检验科 ) 重庆 , 400038

　　提　要　目的:探讨不同电泳条件对基因检出灵敏度的影响。方法: 使用不同浓度的凝胶和不同的缓冲
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液进行 PCR-SSCP分析。结果: 12. 5%凝胶及含 SDS的缓冲液检出率较高 ,但有时也与变异类型

有关。结论:在检测基因变异时 ,应考虑使用含 SDS的缓冲液。

　　在使用 PCR检测基因变异的技术中 , PCR-SSCP

是容易操作 ,也是灵敏度较高的一种检测方法 [ 1]。但

是 ,原法需要使用放射性物质而且费时
[2 ]
。我们使用

Phast Sy stem全自动电泳装置进行电泳 ,然后选用银

染色方法代替放射性方法 ,获得了极好的效果。本研究

就应用此法时电泳条件 ,即凝胶浓度和缓冲液的种类

对结果的影响进行了探讨。

1　材料和方法

　　经由 DN A测序已经查明乳酸脱氢酶 A或 B亚单位变异

个体 的 DN A, PC R扩增 后的产 物与含 有 95%甲酰 胺 ,

20 mmo l /L EDTA , 0. 05%溴酚蓝 , 0. 05%二甲苯蓝的溶液等

量混合 ,加热到 80℃使变性 ,立即置于冰浴中 ,然后使用 Phast

System仪器 , 15℃条件下电泳 ,泳动结束后 ,使用同一仪器上

的银染色程序进行染色。电泳凝胶分别使用 7. 5%均一凝胶

( Homogeneous gel)。12. 5%均一凝胶和 8% ～ 25%梯度凝胶

( Gradient g el)。同时分别使用 Na tiv e及含有 SDS的缓冲液电

泳 ( Pha rmacia Bio tech Sw eden)。Na tiv e缓冲液含有 0. 88 mo l /

L-丙氨酸 , 0. 25 mol / L Tris. p H 8. 8的泳动缓冲液 ; SDS缓冲液

含有 0. 55% SDS, 0. 2 mol /L T ris-tricine, p H8. 1的缓冲液。

2　结果

　　附表为使用不同电泳介质和缓冲液检出基因变异的数目。

附表　使用不同电泳介质和缓冲液检测基因变异的灵敏度

7. 5%凝胶 12. 5%凝胶 8% ～ 25%凝胶
　　　　变 异 基因 外显子

Native SDS Native SDS Nativ e S DS

酪氨酸 147 终止密码 ( T AT→ TAG) LDH-B, 外显子 4 - + - + - +

精氨酸 173 组氨酸　 ( CGC→ C AC) LDH-B, 外显子 4 - + + + + +

酪氨酸 174 终止密码 ( T AC→ T AA) LDH-B, 外显子 4 - - + + + -

丝氨酸 131 精氨酸　 ( AGT→ CGT) LDH-B, 外显子 3 - + + + - +

谷氨酸 328 终止密码 ( GAG→ TAG) LDH-A, 外显子 7 + - + - + -

赖氨酸 6 谷氨酸　 ( AAA→ GAA) LDH-B, 外显子 1 - + + + + +

丙氨酸 35 谷氨酸　 ( GCG→ GAG) LDH-B, 外显子 1 - + + + - +

检出变异数 1 5 6 6 4 5

+ : 表示检出变异 ;使用的电泳介质为 7. 5%均一凝胶 , 12. 5%均一凝胶和 8% ～ 25%梯度凝胶 ,缓冲液为 nativ e

缓冲液和含 SDS的缓冲液。

3　讨论

　　比较附表结果 , 12. 5%均一凝胶检出变异的灵敏

度最高 , 14例中共检出 12例 ,检出率为 85% ,其次为 8%

～ 25%梯度凝胶 ,共检出 9例 ,检出率为 64% 。因此一般

情形下 ,在经由 12. 5%均一凝胶电泳和银染色步骤后 ,

可以将异常带取出 ,经 PC R放大后 ,直接测序 ,找出变

异位置。

　　使用含 SDS缓冲液比使用 Nativ e缓冲液的检出

率高 ,在所使用的 3种凝胶 21例中共检出 16例 ,检出率

为 75% ; Nativ e缓冲液条件下只检出 11例 ,检出率为

52%。可能因为 SDS缓冲液增加各带的分辨率而导致

检测灵敏度的提高。

　　但是 ,某些变异序列 ,使用 Nativ e缓冲液更易于

检出变异 ,如 LD H-A外显子 7变异 (谷氨酸 328终止密

码 )中 ,含 SDS的 3种不同凝胶都没能检出变异 ,而使

用 Nativ e缓冲液对 3种不同凝胶都检出了变异。相反

的例子如 LDH-B外显子 4变异 (酪氨酸 147终止密

码 ) ,结果正相反。由此可见基因变异除了与所使用的

凝胶和缓冲液有关外 ,还与变异序列有关。

　　单链构象多态分析的最适条件受到 DN A片段的

长度 ,碱基的排列顺序 ,缺失 ,插入等多种因素的影响 ,

只用一种电泳条件不能完全否定变异的存在。在临床

DN A诊断中 ,除了使用 Na tiv e缓冲体系外 ,还应该考

虑使用 SDS缓冲液体系 ,提高基因变异的检出率。

　　关键词　单链构象多态 ( SSCP) ;缓冲液 ;凝胶 ; SDS

　　中图法分类号　 Q78
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