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摘 要: 采用聚合酶链反应(PCR) 扩增了胃癌及癌旁正常组织中 APC 基因易发生杂合缺失的第十一外显子

的部分碱基序列，扩增样品分别经 96 ℃变性和 RsaⅠ酶切处理，以毛细管电泳(CE) － 单链构象多态性(SS-
CP)、CE － 限制性片段长度多态性(RFLP)、聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE) － SSCP 对其杂合缺失情况进行检

测。PAGE 凝胶浓度为 15%。CE 检测条件: 以 3. 0%聚环氧乙烷(PEO) 为筛分介质，1 × TBE(pH 8. 2) 为电

泳缓冲液，分离电压 15 kV，温度 15 ℃，结合激光诱导荧光(λex = 488 nm，λem = 520 nm) 检测。不同方法的

检出率由高到低分别为: CE － SSCP(30%) ＞ PAGE － SSCP(25%) ＞ CE － RFLP(20%)。并证实了 APC 基因易

发生杂合缺失在胃癌组织中的突变率高于 10%，且 CE － SSCP 方法较 PAGE － SSCP 和 CE － RFLP 的检出率

高。CE － SSCP 检测方法具有快速、灵敏度高等优点，可为建立简便可靠的胃癌临床早期诊断方法奠定基础。
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Abstract: In this paper，the part base sequences of APC gene on exon 11 were extracted from nor-
mal tissue and gastric cancer tissue and amplified by polymerase chain reaction( PCR) ，which con-
tains some bases easily resulting in loss of heterozygosis( LOH) ． Then the amplified samples were de-
natured at 96 ℃ and digested by restriction enzyme of RsaⅠand detected by capillary electrophoresis
( CE) － single strand conformation polymorphism( SSCP) ，capillary electrophoresis － restriction frag-
ment length polymorphism( RFLP) and polyacrylamide gel electrophoresis( PAGE) － SSCP． The con-
centration of polyacrylamide gel was selected to be 15% ． The analysis of APC gene on exon 11 was
performed by CE combined with laser-induced fluorescence detector( λex = 488 nm，λem = 520 nm) ，

by using 3. 0% polyethylene oxide( PEO) as sieving medium，1 × TBE( pH 8. 2) as electrophoresis
buffer with a separation voltage of 15 kV at 15 ℃ ． The sequence of detection ratios for APC gene de-
tected by different methods was as follows: CE － SSCP( 30%) ＞ PAGE － SSCP( 25%) ＞ CE － RFLP
( 20%) ． The results revealed that the LOH of APC gene in gastric cancer tissue was higher than
10%，and the detection ratio for CE － SSCP was higher than that for PAGE － SSCP and CE － RFLP．
Therefore，with the advantages of rapidness and high sensitivity，the CE － SSCP method could lay a
good foundation for the convenient，reliable and early diagnosis on gastric cancer．
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腺瘤性息肉病基因( Adenomatous polyposis coli，简称 APC 基因) 位于染色体 5q21，由 15 个外显子

组成。研究发现，在胃粘膜肠上皮化生、异型增生及胃癌中不仅存在 APC 基因突变，亦存在杂合缺失

和蛋白表达异常，提示 APC 基因以多种方式的失活参与胃癌的发生
［1 － 7］。国内外关于 APC 基因杂合缺

失突变密集区的文献报道较多，但主要集中在 APC 基因第十一外显子
［8］

和第十五外显子 5' 端的一

侧
［9 － 10］。APC 基因缺失是胃癌的早期改变，通过对胃癌相关基因的研究，有助于寻找并建立打破传统

的胃癌早期诊断和治疗的方法，降低死亡率，促进肿瘤诊断方法学的研究。
肿瘤传统的诊断方法无法诊断早期肿瘤。而肿瘤发病的原因中基因突变起着重要的作用，因此检

测基因突变是非常必要的。目前，检测基因突变的方法有单链构象多态性( SSCP) 、限制性片段长度多

态性( RFLP) 、温度梯度凝胶电泳( TGGE) 、变性梯度凝胶电泳( DGGE) 、DNA 芯片技术、DNA 测序

等，其中 SSCP 和 RFLP 的使用最为广泛。近年来，毛细管电泳( CE) 用于检测基因突变的研究日益增

多。刘勇等
［11］

用含金纳米粒子的筛分介质对不同长度 DNA 片段进行了毛细管电泳分离; Mitchelson
等

［12］
用 CE 对基因点突变进行了筛查; Zhang 等

［13］
用自制的短链线性聚丙烯酰胺凝胶涂层毛细管对 K-

ras 基因突变进行了研究。与其它检测技术相比，CE 具有高效、快速、样品用量少、自动化程度高、
重复性好等优点，在核苷酸分析方面具有独特的优越性

［14 － 15］。
本实验采用 PCR 扩增，SSCP、RFLP 结合 PAGE 以及 CE 对胃癌 APC 基因杂合缺失进行研究，并

对这些方法进行了简单比较，从而为寻找科学准确的基因诊断方法提供依据。

1 实验部分

1. 1 仪器与试剂

P /ACE System 5000 型毛细管电泳仪、P /ACE System 5000 station 数据处理软件、P /ACE System la-
ser module 488 nm 激光发射器( 美国 Beckman 公司) ; 石英毛细管柱( 河北永年光导纤维厂) ; PCR 扩增

仪( 杭州晶格科学仪器有限公司) 。
聚环氧乙烷( PEO，Mr = 300 000) ; 限制性内切酶 RsaⅠ( Ferment) ; 丙烯酰胺( 上海生物工程技术有

限公司) 、四甲基乙二胺( TEMED) 、过硫酸铵( APS，国药集团化学试剂有限公司) ; γ-甲基丙烯酰基-
三( 甲氧基) 硅烷( MAPS，A Johnson Matthey Company) ; 三羟甲基氨基甲烷( Tris，北京鼎国生物技术有

限公司) ; 硼酸、乙二胺四乙酸二钠( EDTA，天津化学试剂厂) ; TaqDNA 聚合酶、PCR 试剂( 北京鼎国

生物技术有限公司) ; SYBR GreenⅠ核酸染料( 10 000 × ，50 μL /支，厦门百维信公司) ; pUC19 DNA /
MspⅠ( HpaⅡ) DNA Marker( 上海生物工程技术有限公司) 。

胃癌及癌旁正常组织 40 例取自兰州军区兰州总医院病理科，所有标本均来自胃部切除并经病理切

片证实。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 组织 DNA 提取、引物设计及 PCR 扩增 DNA 基因组采用蛋白酶 K 消化，酚 － 氯仿法提取胃

癌及癌旁正常组织基因组 DNA。PP5. 0 软件设计 APC 基因第十一外显子突变位点的引物( 上海生工合

成) 。上游: 5'-GCACTACAGGCCATTGCAGAA-3'，下游: 5'-GGCTACATCTCCAAAAGTCAA-3'，长度 133
bp。PCR 扩增反应体系 25 μL 中含 dNTP 200 μmol /L、TaqDNA 聚合酶 0. 5 U /μL、引物 0. 05 μmol /L、
DNA 模板 20 mg /L。PCR 反应循环条件: 94 ℃变性 30 s，55. 6 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共 30 个

循环。
1. 2. 2 PCR 产物酶切 用限制性内切酶 RsaⅠ切割 PCR 产物，酶切体系( 30 μL) 含有 RsaⅠ10 U、扩

增产物 9 μL、三次蒸馏水 18 μL、缓冲液 2 μL，37 ℃水浴孵育 4 h，升至 80 ℃灭活 20 min。
1. 2. 3 PAGE －SSCP 检测 取扩增样品适量，加入样品体积 1 /6 的上样缓冲液，96 ℃变性 15 min，

立即冰浴 5 min，上样 3 μL，凝胶浓度为 15%，125 V 电泳 8 h，电泳缓冲液为 1 × Tris － 硼酸( TBE) ;

凝胶做常规 AgNO3 染色。
1. 2. 4 CE －SSCP 和 CE －RFLP 检测 参考文献［16］的方法涂层毛细管柱，以 λex = 488 nm、λem =

994
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图 1 毛细管电泳检测 pUC19 DNA/MspⅠ(Hpa Ⅱ)

DNA Marker 的电泳图

Fig. 1 Electropherogram of pUC19 DNA/MspⅠ
(Hpa Ⅱ) DNA Marker separation by CE

DNA (1 － 11): 26，34，67，(110，111)，147，

190，242，331，404，489，501 bp

520 nm 进行荧光检测，P /ACE System station 数据

处理软件采集数据。向 22 μL 变性处理与酶切样品

中分别加入 5 μL TBE、3 μL SYBR GreenⅠ，混匀

后负极电动进样。采用 PEO 分离 pUC19 DNA /Msp
Ⅰ( HpaⅡ) DNA Marker 最佳条件，对胃癌 APC 基

因的杂合缺失情况进行检测。

图 3 PAGE － SSCP 检测变性 DNA 样品的电泳图

Fig. 3 Electropherograms of degenerated
DNA samples by PAGE － SSCP

M． pUC19 DNA /MspⅠ(Hpa Ⅱ)DNA Marker，1 － 4． normal
tissue － denaturation，5 － 8． gastric cancer tissue － denaturation;

ss． single strand，ds． double strand

2 结果与讨论

2. 1 pUC19 DNA /Msp Ⅰ(Hpa Ⅱ) DNA
Marker 最佳分离条件

CE 分 离 pUC19 DNA /MspⅠ ( Hpa Ⅱ ) DNA
Marker 的最佳条件

［17］: 3. 0% PEO，pH 8. 2，电压

15 kV，温度 15 ℃。其分离结果见图 1。由图可

见，在 该 条 件 下，pUC19 DNA /MspⅠ ( HpaⅡ )

DNA Marker 12 条 DNA 片段中有 11 条得到分离，

其中 26 bp 和 34 bp DNA 片段未达到基线分离( 峰

1，2 ) ; 110 bp 和 111 bp 两 DNA 片 段 未 能 分

离( 峰 4) 。

2. 2 聚丙烯酰胺凝胶检测 PCR 扩增产物

15%聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 PCR 扩增产物，

电泳结束后，进行常规 AgNO3 染色，并观察结果，检测结果见图 2。40 例胃癌与癌旁正常组织扩增结

果均可见 133 bp 单一目的片段，说明扩增成功。其中 Maker 为 pUC19 DNA /MspⅠ( Hpa Ⅱ) DNA Mark-
er。

2. 3 PAGE － SSCP 检测临床样品

将胃癌组织及癌旁正常组织的 PCR 扩增产物经变性后，进行 PAGE 检测，结果见图 3。从图 3 可

知，胃癌组织中可得到 3 种异常的迁移带型: 两条单链带均发生迁移、多出或缺少单链带，属异常的

单链 DNA ( ss) 迁移，由此可判断产物发生了碱基改变。样品 1 为癌旁正常组织产物变性所得两条 ss 和

未完全变性的 1 条双链 DNA( ds) ，胃癌组织样品 6、7、8 与其癌旁正常组织样品 2、3、4 相比均有异

常条带迁移或缺失，所有样品中均有未完全变性的 ds 及癌旁正常组织变性得到的 ss。采用 PAGE － SS-
CP 检测的 40 例胃癌组织样品中有 10 例发生缺失，缺失率为 25%。说明 APC 基因缺失与胃癌的发生

有着密切的关系。

2. 4 CE － RFLP 检测临床样品

突变常引起某一区域的酶切位点消失或产生新的酶切位点。用适当的限制性内切酶进行酶切，突

变基因产生与正常基因长度不同的片段可用于判断

突变的发生。APC 基因第十一外显子扩增产物经

RsaⅠ酶切后，若癌旁正常组织得到 48、85、133
bp 3 条峰则可判断该基因为杂合子; 其相应的胃癌

组织只得到 48、85 bp 2 条峰或 133 bp 1 条峰可判

断该基因为杂合缺失。对癌旁正常组织和胃癌组织

扩增产物酶切后进行 CE 检测，10 min 内即可完成

检测，检测结果见图 4。实验结果显示，癌旁正常

组织得到 48、85、133 bp 3 条峰，而胃癌组织只得

到 48、85 bp 2 条峰，说明 APC 基因在胃癌组织中

存在杂合缺失。在 40 例胃癌组织样品中有 8 例发

生杂合缺失，缺失率为 20%。CE 结合 RFLP 检测

005
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图 2 PAGE 检测 PCR 扩增电泳图

Fig. 2 Electropherogram of PCR amplification by PAGE
M． pUC19 DNA /MspⅠ(Hpa Ⅱ)DNA Marker，

1． normal tissue (癌旁正常组织)，

2． gastric cancer tissue (胃癌组织)

与传统的 PAGE 凝胶电泳检测相比，不仅缩短了检

测时间，而且分离效果较好。

2. 5 CE － SSCP 检测临床样品

采用激光诱导的荧光检测器检测临床样品，结

果见图 5。图 5A 为变性胃癌旁正常组织扩增样品

的电泳图，电泳图中在 10 min 前有 1 条未变性完

全的 ds，10 ～ 11 min 有 2 条 ss; 图 5B 为变性的代

表性胃癌组织的电泳图，除有正常样品的 ds、ss
外，还具有异常 ss。经检测，40 例胃癌组织样品

中有 12 例发生缺失，缺失率为 30%。CE － SSCP
较 PAGE － SSCP 检测具有快速、直观且检出率高等

优点。本实验中 CE － SSCP 检测方法比 PAGE － SS-
CP 检出率提高了 5%，比 CE － RFLP 检出率提高了

10%，说明 CE － SSCP 可作为基因突变检测更为简

便可靠的方法。

图 4 CE － RFLP 检测 DNA 酶切癌旁正常组织(A) 和胃癌组织(B) 样品的电泳图

Fig. 4 Electropherograms of enzymes cut DNA samples of normal tissue(A)

and gastric cancer tissue(B) by CE － RFLP

图 5 CE － SSCP 检测变性 DNA 癌旁正常组织(A)和胃癌组织(B)的电泳图

Fig. 5 Electropherogram of degenerated DNA samples of normal tissue(A)

and gastric cancer tissue(B) by CE － SSCP
1． double strand，2 － 3． denaturated single strand of normal tissue(癌旁正常组织变性后的 ss)，4． denaturated

mutant type single strand of gastric cancer tissue(胃癌组织变性后的突变型异常 ss)

105
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3 结 论

碱基的缺失、插入、替代是引起基因突变的几个重要方面，同时癌基因的激活与抑癌基因的失活

在肿瘤的发生和发展过程中起着重要作用。本实验采用不同方法研究了 APC 基因第十一外显子的缺失

情况，发现 APC 基因在胃癌的发生过程中存在杂合性缺失，与文献报道结果一致且检出率有所提

高
［18］。CE － SSCP 与 CE － RFLP 对胃癌组织 APC 基因缺失的检出率分别为 30% 和 20%，CE － SSCP 的

检出率明显高于 CE － RFLP。SSCP 结合 CE 不仅能满足临床检验快速、准确等要求，同时也为胃癌早

期诊断方法的建立提供了有力依据。
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