
收稿日期：!""#!"!!#!
基金项目：国家九五重点科技项目（攻关）计划（$%!$"%!"#!#&）

作者简介：曹祥荣，#$%’—，博士，南京师范大学生命科学学院副教授，从事细胞与分子遗传学研究 (

人 !"#$%&’ ()%* 探针在非小细胞肺癌研究中的应用
曹祥荣，李淑锋，张锡然

（南京师范大学生命科学学院，南京，!#""$)）

［摘要］ 制备总 *+,，*-./0*克隆 1#%2+34 56+,，测序验证，制备探针 ( 进行 /0*产物 789:;<=>杂交检测非小细

胞肺癌组织标本中 1#%2+34基因第二外显子阴性杂交率为 #! ($?（4 @ ’#）(原位杂交显示 1#%2+34基因转录阴性率为

!! (%?（) @ ’#）(结果说明克隆的 1#%2+34 56+,是正确的，可用于临床基因诊断，1#%2+34基因变异及表达在非小细

胞肺癌的发生、发展中起作用 (

［关键词］ 肺癌；1#%2+34基因；基因克隆；杂交

［中图分类号］A)&；［文献标识码］,；［文章编号］#""#!4%#%（!""#）"!!"")B!"4

肿瘤的发生和发展是由多种遗传改变的累积造成的 (遗传改变包括肿瘤抑制基因失活和
原癌基因激活等 ( #$$’年 7<==C>8等［#］发现了一种与 0634作用，参与细胞周期调控的 1#%2+34

基因 ( 1#%2+34基因在许多肿瘤细胞系和肿瘤组织中有缺失和点突变，说明 1#%2+34基因失活与多
种肿瘤的发生相关，是细胞周期的抑制因子［!］(克隆 1#%2+34 56+,对于进一步研究 1#%2+34基因
的功能、制备探针、研究 1#%2+34基因与肺癌的关系，应用于临床检测具有理论意义和应用前景 (

" 材料与方法

"+" 材料
’#例非小细胞肺癌及相应正常肺组织标本为液氮冻存样品，由中国人民解放军南京八一

医院收集提供 (各种 6+,工具酶购自 DE2公司，逆转录试剂盒为 /=8F<GC产品，62H试剂盒为
E8<;=I>G<= DC>>;<IF公司产品，其余试剂均为国产分析纯 (
"+, 方法
#J!J# *-./0*
取 ’ G人肺组织，按异硫氰酸胍方法提取总 *+,［’］(紫外分光光度法测定 *+,浓度 (按试

剂盒说明进行 (取 #""K总 *+,（4"G），!"K #" L M9NN<=，#"K 8OIG8 P-（" (!"G），!"K #"FF8O @ K P+-/
混合物，" (B"K *CQI>，!"K逆转录酶（B"9），’ (B"K R!S(4!T，’"FI>($BT，BFI>，冰中冷却 (在逆
转录反应液中加 4"K !B FF8O @ K DG0O!，&"K #"U *- M9NN<=，根据1#%2+3456+,［#］序列设计的 BV
（HH,,--00,-HH00--0HH）、’V（-HH,-00--0,,-0HHHH,-H-）引物各 B" 1F8O，#"K -CW 酶（B
9），用 R!S补充到 #"""K($4T，!" Q；BBT，!" Q；)!T，’" Q；’B个循环，)!T延伸 BFI>(# (B?低熔
点琼脂糖回收 /0*片段（约 " (B XM）( 3O<>8Y补齐，连接到 1,P0DZ质粒的 R1C2（平头末端）位点
中（图 #）(
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图 ! "#$%&’("!)*+,#质粒的构建

!"#"# 探针的制备
制备 $%&’()*$!+,-.%质粒，/01&222 3 ’452酶切，低熔

点琼脂糖回收 $!+2.67 ,-.%片段，按随机引物 -28标记试剂
盒（9:;<=01>;= (511<;0?公司）标记 $!+2.67 ,-.% 探针 @
! "#"A B’C 产物 D:EF<;=1 94:F
参照《分子克隆》方法提取组织 -.%［A］@在紫外分光度

计上测定 -.%浓度和纯度 @ !"#+G # !"#HG比值在 ! @H I ! @J之
间 @根据 $!+2.67基因组序列并参考文献［7］，合成第 #外显子
（扩增长度 7#K L$）一对扩增引物：B!：MN*88’O’O%’%’%%8’
OO’’OO*AN，B#：MN*O8%8’OOO88%%8’O’O’%8*AN @取 M!P B’C反应产物，在 ! @MQ琼脂糖凝胶上
电泳分析 @
毛细管转移 -.%至尼龙膜（8;1;公司），在分子杂交炉中（美国 C:LL01R D,0;1F0S0,公司），将

以上述克隆的 ,-.%作探针进行 D:EF<;=1杂交［A］，碱性磷酸酶（.9O 3 9’2B）暗处显色，阳性杂交
带呈蓝色 @

!："/01&222 T U,:C2相对分子量（VL）；#：未酶切

的 $%&’()*$!+,-.%质粒；A：/01&222 T ’452 酶

切的 $%&’()*$!+,-.%质粒 @
图 - 酶切鉴定

!"#"7 原位杂交检测 C.%的转录
用随机引物 -28标记试剂盒（9:;<=01>;= (511<;0?公司产品）标记 $!+2.67 ,-.% 探针，进行

原位杂交［M］@切片经蔗糖 B9D洗，AGG!> 3 ?P蛋白酶 6消化 AKW!M?01，蔗糖 B9D溶液洗，7Q多
聚甲醛固定 M?01，脱水干燥 @滴加预杂交液（MGQ去离子甲酰胺，# X DD’，# X &;1<5=&FNR液，!GQ
硫酸葡聚糖，7G E 3 ?P C.5R01，G @M?> 3 ?P鲑精 -.%，G @M?> 3 ?P酵母 FC.%），AKW，+G?01，吸去预
杂交液，换上杂交液（G @!!> 3 ?P $!+探针的预杂交液），!GGW变性 M?01，77W杂交过夜；# X DD’
（含 MGQ甲酰胺）洗，M?01，#次；封闭液（G @!?:4 3 P $/ K@M O9D，AQ9D%，!??:4 3 P U-O%）室温封
闭 !G?01 ；吸去封闭液，滴加碱性磷酸酶标记的抗 -0>抗体（!：MGG），AKW孵育 +G ?01 ，# X DD’
和 G @GM?:4 3 P O=0R*’4 $/ K@ # 洗；再用 G @ GM ?:4 3 P O=0R*’4 $/ J@ M（含 G @ ! ?:4 3 P .5’4，! ??:4 3 P
(>’4#）洗 #次 @与碱性磷酸酶底物 9.O 3 9’2B作用显色，阳性产物呈蓝色 @以预先经 C.5R;%处
理的切片同步杂交阴性对照 @

- 结果

-.! "!+/,07 *+,#的克隆
用正常人肺组织制备总的 C.%，逆转录合成 ,-.%，

$!+2.67 ,-.% 特异性引物扩增获得其 ,-.%@ 回收 $!+2.67

,-.%片段，将 $%&’()用 /$5 2切割，连接产生 $%&’()*
$!+（图 !），筛选重组克隆，制备质粒 -.%，选择 /01&222 3
’452双酶切，产生约 G @ + VL 的片段（含有一部分质粒
-.%），如图 #所示 @经测序与文献报道序列一致［!］，克隆
的 $!+2.67 ,-.% 是正确的，可以作为探针用 @
-.- 1%2产物 3456789: ;<46 分析
以 $!+2.67基因第二外显子二侧引物 B’C技术检测了

A!例非小细胞肺癌组织标本，将 B’C产物进行电泳、毛
细管转移至尼龙膜上，用 -28标记的人 $!+2.67 ,-.%进行
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图 ! 人 "#$%&’(基因第二外显子 )*+产物

,-./0123 45-/ 分析肺癌组织（# 6 7）

杂交，出现很强的杂交带（图 !）" !# 例癌组织中有 $
例在 $%&’(处无杂交带，第二外显子的阴性杂交率为
#% ")*（$ + !#）"制备的探针可用于 (#,-./$基因组 0.1
检测 "
89! +&:原位杂交检测 "#$%&’(基因的转录

023标记 (#,-./$ 40.1探针，进行 5.1 杂交，碱
性磷酸酸酶显色，肺腺癌（图$6）和鳞癌（$’）细胞的呈
蓝色，说明癌组织 (#,-./$基因可转录 5.1产物，为阳
性 "所检测的!#例非小细胞肺癌标本中，阳性杂交率为 && " $*（%$ + !#），有 &例为转录阴性非
小细胞肺癌中基因转录异常 "

肺腺癌（6）肺鳞癌细胞；（’）细胞呈蓝色，杂交阳性，7 %88肿瘤细胞（!）

图 ( "#$%&’( ;+&:的原位杂交

! 讨论
本研究根据文献报道序列设计引物［#］，59:;<5方法，克隆 (#,-./$40.1，制备探针，用于

(#,-./$基因杂交研究 " ;<5分析了 !#例 .=<><，(#,-./$基因第二外显子的缺失率为 #% " ?*（$ +
!#），@5.1原位杂交检测 !#例非小细胞肺癌，(#,-./$基因 @5.1转录的阴性率为 %% " ,*（& +
!#）这一结果证实所克隆 (#,-./$基因是可以用于临床基因检测，序列测定结果与文献相符［#］"

(#,-./$在多种肿瘤细胞系及实体瘤组织中存在高频失活，其失活的机制以纯合缺失为优
势方式，且 (#,-./$基因的变异主要集中在第二外显子［,］"本文采用所克隆的探针对 (#,-./$基因
第二外显子的 ;<5产物进行 ABCDEFGH杂交，一方面可以检测 (#,-./$基因在非小细胞肺癌中的
基因变化，另一方面证明所克隆的 (#,-./$ 40.1的正确性 "因为检测的是 ;<5产物，所以检测
率低于有关文献报道的非小细胞肺癌 (#,-./$基因缺失和突变的总检出率（,& " I*），低于原发
瘤中 (#,-./$基因的 %#*异常率［&］"
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!"#$%&’基因在不同组织的肿瘤标本或不同诱发病因的肿瘤标本中，其变异率有较大的差
异，这一现象提示 !"#$%&’基因改变在不同组织癌变过程中的作用可能有所不同，可能与各组
织中 !"#$%&’基因的表达活性有关 (本文采用原位杂交方法检测肿瘤样品中 !"#$%&’基因转录的
异常，可避免肺癌组织中混有部分间质细胞的影响，能较全面地反映基因在肿瘤组织中改变的

性质 ( !"#$%&’基因克隆、制备探针可应用于临床肿瘤组织的基因诊断研究，为探讨 !"#$%&’基因
在肺癌发生和恶性发展过程中起重要的作用及基因治疗具有重要意义 (
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