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提 要 N
一

r as
基因第 1 2密码子

、

K
一

r as
基因第 1 2和 13 位密码子无已知的限制性内切酶

的酶切位点
,

不能使用 P C R
一

R F L P 方法分析这些位点的突变
.

我们在 P C R 引物的 3
’

端引入了

一个误配的硷基使之正好成为某限制性内切酶的酶切位点
,

因而能使用 P C R
一

R F L P 方法分析

上述位点的突变
。

本文使用 P C R
一

R F L P 方法分析了
c 一H a 一

ar
s
基因第 12 和 61 位

、

N
一

ar
s

基因第

12 位
、

K
一

ar
s
基因第 12 位和 13 位密码子的点突变

。

关键词 致癌基因 ,点突变
, P C R

一

R F L P 方法

r a s
基 因家族 是 由

C一 H a 一 r a s 、

N
一 r a s 、

K
-

ar s 基因组成
。

目前已在多种人类肿瘤发现

ar s 基因的点突变
。

点突变常发生在第 12 位
、

13 位和 61 位密码子
` , ,

2) 。

我们 已使用 D N A

多聚酶链式反应 ( P C R )一限制性片断长度多

态性 ( R F L P ) 法分析 了
c 一

H a 一 r a s 基因 第 1 2

位密码子的点突变
,

此次在设计 P C R 引物时

设立了内对照
; 此外

,

N
一 r as 基因第 12 位 密

码子
、

K
一

ar
s
基因第 12 位 和 13 位密码子均

无已知的限制性 内切酶的酶切位点
,

不能进

行 PC R
一

R F L P 分析
。

本文在设计 P C R 引物

时引入了一个误配的硷基使之成为某限制性

内切酶的酶切位点
。

这样使我们可以分析
。 -

H a 一 r a s 基因第 1 2 位和 6 1 位
、

N
一 r a s 基因第

12 位
、

K
一

ar s 基 因第 12 位和 13 位密码子的

点突变
。

第 n 位密码子的后两个核昔酸 C C 构成了 C C G
-

G一限制性内切酶 H aP l 或 M sP I 的酶切位点
。

以

第 12 位密码子为中心设计两个引物
。

P C I A 的序列

为自
c 一H a 一

ar
s
基因第 12 位密码子算起正链上游非

编码 区第 52 ~ 71 个核普酸之间的序列 ; P C ZB 为负

链第 12 位密码子突变位点下游第 45 ~ “ 个核昔酸

之间的序列
。

使用此对引物扩增片断为 1 70 b p
、

扩增

的片断中存在着另一个 C C G G 的酶切位点作为 内

对 照
。

如果第 12 位 密码子无点 突变
,

被酶切 成

6 6b p
、
5 6 b p 和 4 8b p 三个片断

;

如果有点突变
,

切成

1 2 2 b p 和 4 8 b p 两个片断 (图 1
、

图 2 )
。

H p a 皿 ( A ) H p a 卫 ( B )

P C ZB

P C I A

材料及方法

1
.

1 P C R 引物的设计

1
.

1
.

1 分析
c 一H a 一 ar s

基因第 12 位密码子点突变引

物
: 。一 H a 一 r a s

基因第 12 位密码子前两个核昔 G G 和

。 一H a 一ar s
基因第 12 密码子点突变分析

引物设计原理

cS h e m a t i e d i a g r a m o f d e s i g n i n g th e

P r i m e r s f o r a n a ly s i n g t h e P o i n t m u at
-

ti o n a t e o d o n 1 2 o f e 一H a 一 r a s g e n e

H p a 一 ( A ) 15 t h
e e o n t r o l e le a v a g e

s it e ; H P a l ( B ) 15 t h e P o s i t io n o f

e o
d
o n 1 2

11
9图F
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一
扩增后 片断

4 8 b P 6 5b P 6 6b P

野生 型

4 8 b P1 2 2 b P

突变型

图 2 PR C
一
R F L P法分析

e 一
H

a一r s a
基因 第 1 2 位

点突变原理

F g i2 S c h
e m at ie d i ag r am o f an al y s in g t h e Po in t

m u t at io n at e o d o n 1 2 o f
c 一
H a一r as

T h
e a

m p l if ie
d

r e g io n s p an n e d 1 7 5n u -

e
l
e o t id

e s
.

A m p l if i
e
d

n o r m a
l

e o
d
o n 1 2

f
r ag m e n t s w

e r e e
l
e ae v

d t w ie e
w it h t h

e r e -

s t r ie t io n e n d
o n u e

l
e s ae

H p
al / M

s p 1
.

T h e am p l if ie
d f r ag m e n t s m u t an t at e it h

e r

o f t h e f i
r s t t w

o n u e ie o t id
e s o

f
e o
d
o n 1 2

w
e r e e

l
e ae v

d
o n l y o n c e

w it h H p al / M
s p

1 at e o n t r o l
e
l
e v a ag e s it e

1
.

1
.

2 分析
c 一H a一

r as
基因第 1 6位密码子点突变引

物
: 。 一H a一

r as
基因第 1 6位密码子 CA G和第 0 6位密

码子最后一个核昔酸 C以及第 2 6位密码子第一个

核昔酸 G构成 C CA G G一限制性 内切酶 Bs t N I 的

酶切位点
。

P C3 的序列为自第 1 6位密码子算起正链

上游第 1 5~ 34 个核昔酸之间的序列
; P C4 为负链第

1 6位下游 40 ~ 0 6个核昔酸之间的序列
。

扩增的片

断中有一个内对照
。

如无突变被酶解为 6o b p
、
Z o b p

和 is b p
;
如有突变形成 7 5b p 和 Z o b p

。

1
.

1
、

3 分析 K
一

r a
s
基因第 12 位和 13 位密码子点

突变的引物
:
K

一

r as
基因第 12 位密码子无限制性 内

切酶的酶切位点
。

根据在引物的 3’ 端有误配的硷基

仍可进行 PR C扩增的原理
` ” ,

我们在设计引物时将

第 n 位密码子第一个硷基引入了一个误配的硷基

C
,

这 样第 n 位和第 12 位密码子构成 C C T G G一

B st N I 的酶切位点
。

同理在负链 P C S 引物的 3’ 端

也引入了一个误配的硷基
,

使之正成为 B st N I 的酶

切位点
.

如 12 位密码子无突变
,

扩增的片段被酶切

为 1 1 4 bp
、
2 9b p 和 1 4 b p 三个片段

;
如有 突变形成

1 4 3 bp 和 1 4 b p 两个片段
。

K
一

ar s
基因第 13 位密码子的突变常发生在第 2

个硷基由 G ~ T 转换
,

这样 K
一

ar s

基 因第 12 位的 3

个核昔酸和第 13 位的前两个核昔酸构成 G G T
-

G A一 H p h l 的酶切位点
.

用 P C 7 和 P C S 扩增后
,

饰 h l 酶消化
,

如无突变仍是 1 57b p ;

如有突变形成

1 1 4 b p 和 4 3 b p 两个片段
。

1
.

1
.

4 分析 N
一

ar
,

基因第 12 位密码子点突变的引

物
:
N

一

ar s
基因第 12 位密码子也无限制性 内切酶的

酶切位点
,

在设计引物时将 n 位密码子的第一个硷

基引入一个误配的硷基 C
,

使第 n 位和 12 位密码

子构成了 C C A G G一限制性内切酶 B st N I 的酶切位

点
。

1
.

2 P C R 引物的合成

由北京大学生命科学中心合成
。

1
.

3 P C R
一

R F L P 分析

P C R 方法参照 S
a i k i法

“ · ”
稍加改进

。

取约 z产 g

的组织 D N A
,

溶于 6 0拜1 P C R 缓冲液 ( l o m M T
r is

-

H C I
,
5 0m M K C I

,

1
·

s m M M g C I
,
0

.

Zm M d A T P
、

d G T p
、

d C T P
、

d T T P z拌m 引物
,
z ~ 3产T a q D N A 多

聚酶 )中
,

溶液上层加液体石蜡
,

将试管置于 P C R 扩

增仪上
,
9 5 ,C变性 7 0 5 、

5 7℃复性 7 0 5 、
7 2℃延伸 7 0

s 。

重复以上循环 30 次
。

取 10 闪扩增产物用 4%聚丙

烯酞胺电泳进行鉴别
。

如是所需片断
,

用相应的限制

性内切酶消化扩增产物
。

酶解产物用 4 %聚丙烯酞

胺电泳分离
。

1
.

4 组织 D N A 的提取

1
.

4
.

1 新鲜 胃癌组织 D N A 的提取
:

将 。
.

5~ g1 的

组织剪碎
,

按 S hi h 法
` 6 )

提取 D N A
。

1
.

4
.

2 血液中白细胞 D N A 的提取
:

按 M an i at is

法
`? ’

进行
。

1
.

4
.

3 石蜡包埋组织中 D N A 的提取
`二 , ,

1
.

5 限 布
,

J性 内切 晦 H p a l
、

M s p l
、

B s t N

I
、

H P h l

购于美国 B R L 公司
。

2 结果

.2 I C 一 H a 一ar s 墓 因第 1 2 位密码子点 突变分

析

.2 1
.

1 P C R
一

R F L P 法可靠性分析

2
.

1
.

1
.

1 内对照的设立
:

以往用于分析
。 一H a 一 ar s

基

因第 12 位 密码子 点突变 的引物其 扩增 片断长

1 0 b0 P, 其内无内对照
。

使用本实验设计的引物扩增

的片断中有一个内对照
,

如果第 12 位密码子没有被

切动
,

而内对照的位点被切动了
,

证实有突变 ;如第
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1 2位没被切动
,

而内对照的位点作也没被切动
,

说

明酶或酶切体系有问题
.

这样防止过高估计突变的

可能性
。

2
.

1
.

1
.

2 含
c 一H a 一 ar s

基 因质粒的 P C R
一

R F L P 分

析
:

质粒 p bc N I 中的
。 一H a 一

ar
s

基因是正常的
r a s
基

因
,

可被物
a l 或 M sP I 酶解

,

可作为点突变的阴性

对照 , p G C 6
.

6 中的
c 一

aH
一

ar
s

基因第 12 位密码子是

突变型的
,

不能被 H aP l 或 M sP I 酶解
,

作为点突变

的阳性对照
。

2
.

1
.

1
.

3 正常人白细胞 D N A 的 P C R
一

R F L P 分析
:

1。 例正常人白细胞 D N A 使用 P C IA 和 P C ZB 扩增

后
,

H p a 一 /M
s p l 酶切

,

内对照和第 1 2 位密码子位

点全被切开
,

未发现有点突变
。

以上这些结果证实 P C R
一

R F L P 方法的可靠性
。

2
.

1
.

2 胃癌组织中
c 一 H a 一ar s

基因第 12 位密码子点

突变分析
:

42 例福尔马林 固定
、

石蜡包埋组织 D N A

中
,

发现 14 例有点突变
.

2
.

Z c 一 H a 一

ar
s 基因 第 61 位密码子卢

、

突变

分析

使用 p C 3 和 p C 4 扩增的片段为 9 5b p
,

经 B s t N I

酶消化后全部形成 “ b p
、

Z o b p 和 1 5 b p 三个片段
,

未

见有点突变
。

2
.

3 K
一

ar s 墓 因第 1 2 位和 13 位密码子

点突变分析

用 p C 7 和 P C s 扩增的片段长 1 5 7 b p
,

经 B s t N I

酶切后
,

野生型形成 一z 4 b p
、
Z g b p 和 1 4 b p 三个片段

,

突变型形成 143 和 14 个两片段
。

42 例胃癌组织中

两例有 K
一

ar s
基因第 12 位密码子的点突变

。

第 13

位密码子未发现有点突变
。

2
.

4 N
一

ar s 基 因第 12 位密码子
.

资
、

突变分析

使用 P C g 和 P C 10 扩增的片段为 9 8 bp
,

野生型

可形成 7 9b p 和 1 9b p 两个片段
,

突变型为 9 8b p
。

4 2

例石蜡包埋的胃癌组织中未见有突变
。

合成十几 种以
r a s
基 因突变位 点为 中心的

19 或 2 0 个核昔酸序列并 以此为探针和琼脂

糖所分离的 D N A 或 P C R 扩增的 D N A 进行

杂交
` , ` ’ ; 限制性片段长度多态性分析是根据

ar s
基因点突变可引起某一 区域的限制性内

切酶位点的改变
,

用适当的酶切时突变的等

位基因产生与正常等位基因不 同长度的片

段 (1z
, 。

此外还 有 R N A 酶 A 错配 清除法
、

D N A 序列分析等
。

以上方法均需同位素
,

实

验周期从数周到长达数月
。

试剂价格的昂贵

和较长的实验周期限制 了对肿瘤组织中
r a :

基因点突变的研究
。

P C R
一

R F L P 方法不需使

用同位素
,

可在 2一 3 d 内得到结果
。

N
一

ar
s 基因第 12 位密码子

、

K
一

ar s
基 因

第 12 位
、

13 位密码子均无 已知限制性内切

酶的 识别位点
,

我们在设计上述位点正链和

负链的引物时引入了一 个误配的硷基
,

使之

正好成 为 sB t N I 的识别 位 点
,

这 样可 通过

P c R
一

R F L P 方法检测上述位点的突变
。

我们使用 P C R
一

R F L P 方法测定了
。 一

H a -

r a s 基 因第 1 2 位和 6 1 位
、

N
一 r a s 基 因第 12

位
、

K
一

ar s 基 因第 12 位和 13 位密码子 的点

突变
。

试剂价格的低廉和短的实验周期
,

使我

们可对大量的样品进行检测
,

以探索 r a s 基

因点突变和肿瘤发生
、

发展的关系
。

这将对基

础理论研究和临床研究有十分重要的意义
。

参考文献

讨论

最初测定 ar s 基因点突变的方法是根据

ar s 基因转化 N I H 3/ T 3细胞株的能力
“ ” , ,

作

为从肿瘤细胞 中鉴别
、

分离活化的
r a s 基因

这种方法是必需的
。

但费时
、

不适 合大规模样

品的检测
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