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S i l v e r s t a i n s i n g l e s t r a n d c o n f o r m a t i o n P o ly m o r P h i s m

—
A r a P i d a n d

s im P l e m e t h o d t o d e t e c t g e n e P o i n t m u t a t i o n s

王 东

罗元辉

史景泉

普 荣

(第三军医大学基础部病理学教研室 ) 6 3 0 0 3 8

(第三军医大学西南医院消化实验室 ) 6 3 0 0 3 8

基因点突变是肿瘤重要的分子遗传学改变之一
,

对于揭示肿瘤的发病机理
,

评估肿瘤的生物学行为
,

都

有着十分重要的意义
。

检测基因点突变的方法很多
,

其

中以 P C R 为基础的多聚酶链反应
一

单链构象多态性方

法 ( p o l y m e r a s e h a i n r e a e t io n 一 s i n g l e s t r a n d e o n f o r m a -

t i o n p o l y m o r p h i s m
,

P e R
一

s s C p )倍受青睐
。

现 已被广

泛用于各种肿瘤癌基 因和抗癌基 因突变的鉴定
。

但是
,

传统的 P C R
一

S S C P 分析为同位素标记方法
,

极大地限

制了其变成常规诊断手段
。

因此
,

非放射性 同位素检测

已成为 P C R
一

s S C P 分析的一个重要发展方向
。

晚近
,

国外几家实验室成功地将银染技术用于 P C R
一

S S C P

分析 .l[
’ 」,

给这一技术的应用带来很大希望
。

然而
,

这些

实验室大多采用 B i o
一

R a d 或 P a r m a e ia 公司的试剂盒
,

未见报道具体方法
。

我们参阅有关文献
,

成功地将银染

技术应用于 P C R
一

S S C P
,

现报告如下
:

1 材料和方法

1
.

1 标本来源

38 例肝细胞肝癌及癌旁组织
,

其中
.

36 例为新鲜组织
,

液氮

保存
,
2 例为石蜡包埋组织

。

2 例正常人血标本来 自西南医院正

常献血员
。

组织 D N A 及白细胞 D N A 提取参照
“

分子克隆实验

指南
”

进行
。

1
.

2 P 5 3 基因 第 7 外显子 的 扩增

用 P C R 扩增 P 53 基因第 7 外显子全序列 D N A 片段
,

下游

引物为该外显子正链上游内含子第 23 ~ 44 个核昔酸之间的序

列
:
5

`
C C C A A G G C G C A C T G A CC T C A 3’ ;

下游引物为该外显子

负链下游最后 n 个核昔酸和内含子前 9 个核昔酸之间的序

列
:
5

,

G C T C C T G A C C T G G A G T C T T C 3
` 。

反应产物长度为 1 6 4

b p
。

反应体系为
:

模板 D N A 1
.

5 拌l
,
2

.

5 m m o l /L d N T P
,
3

.

2

拌l
,
2 0 p m o

l 引物 2 产 l
,
l o x T a q 酶缓冲液 4 产z (华美公司产品 )

,

93 ℃变性 8 m in 后置冰浴中
,

加 2
.

2 川 T aq D N A 聚合酶 (华美

公司产品 )
,
7 2 ℃ 6 0 5 ,

9 4 ,C 3 5 5 ,
5 4 ℃ 4 0 5

。

P C R 在自动扩增

仪 (美国 P E 公司 )上进行
,

35 次循环后
,

72 ℃保温 l o im n .

1
.

3 聚丙烯酞胺凝胶电泳

扩增产物用 H a e l 酶切
,

发现 38 例肝癌中7例有24 9位点突

变 (详文另发表 )
,

将其余 31 例肝癌和 2例正常人白细胞 cP R 产

物进一步做 P C R
一

S S C P 分析
,

以确定 24 9位点以外第 7外显子的

点 突变
。
5 川 P C R 产物 (未经纯化 )加入 15 川载样缓冲液中

( 9 5%去离子甲酞胺
,
1 0m m ol / L E D T A

,
。

.

05 %澳酚兰
一

二甲苯

氰蓝 )
,

85 ℃变性 5分钟后置冰浴 中
。

制备电泳凝胶 ( 10
c m x g

c
m X 0

.

1 c m )
,

使胶中最终含 12 %丙烯酞胺 (丙烯酞胺
:

甲叉双

丙烯酞胺 ~ 3 9 : 1 )
,

1 x T BE
,
5%甘油

。

取变性后稀释液20 川上

样
,

用 T
r is

一

甘氨酸 ( 2 5 m m o
l /L T

r is
,
1 9 2 m m o l / L 甘氨酸 )做

电泳缓冲液
,
1 6~ 2 0 ,C

,

z o o v 电泳 4
.

5 h
.

1
.

4 凝胶镀银染色

电泳完毕后
,

取出凝胶放入一大培养皿 中
,

用 10 %乙醇
、

s %乙酸固定 3 0 m i
n ,

蒸馏水洗 2次
,
0

.

1% A g N O 3

染色 5 0 m i
n ,

蒸

馏水洗 3次
,

2
.

5 % N a Z
C O

3 、
0

.

0 4 % 甲醛溶液显色 2 0 ~ 3 0 m in
,

直

至条带清晰
,

10 % 乙酸溶液停显
,

凝胶照像
。

在操作中各步骤最

好在水平摇床上轻轻摇荡
,

以获得最佳效果
.

2 结果与讨论

2
.

1 P C R
一

S S C P 分析的墓本原理

P C R
一

S S C P 是 1 9 8 9年日本关谷实验室结合 P C R

反应 和 单链 D N A 非变 性 聚丙 烯胺 电泳 首先创立

的 〔 3〕 。

其基本原理是
:

在不含变性剂的中性聚丙烯胺凝

胶中电泳时
,

D N A 单链的迁移率除与 D N A 链的长短

有关外
,

更主要的是取决于 D N A 单链所形成的构象
。

在非变性条件下
,

D N A 单链可 自身折叠形成具有一定

空间结构的构象
。

这种构象由 D N A 单链基顺序决定
,

其稳定性靠分子内局部顺序的相互作用 (主要为氢键 )

来维持
。

相同长度的 D N A 单链因其顺序不同
,

甚至单

个碱基不 同
,

所形 成的构象不 同
,

电泳迁 移率不 同
。

P C R 扩增产物变性后
,

单链产物经中性聚丙烯酸胺电

泳
,

靶 D N A 中含单碱基置换
,

数碱基插入成缺失等改
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