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用简化的微量方法分析 EGF 受体基因在培养细胞中的表达

彭素茅江万里 徐永华

(中国科学附 j ì每细胞生物学 IÜf J'G所 )

利用放射十!:同位素 有、 i己的 基因 片段 或

cDNA 轩引进千 I 按般分子杂交是分析 基 因表达

的有效于民。:卡1. ~fn胞 DNA 或 RNA 料' 1 11 1j g5>_ J;~( JJ旨

糖 ItI胶电泳分闪!可FE f多 :;r~M'í怀纤 grj，素!皮上 ， 然

后与放射性探11-杂交 ， ~ Il Southern EjJ迹 洁和i

Northern EIJ迹法 [1 ， 2 J 巳被忻遍采用 ， 为 了简化

操作，也常使川J ( Dot Blot ) 点印迹注 [3 J。利 111 上

述技术进忖基|社或基 因产物分析 1"] ， 首先需要

从细胞分肉 、 纯化 RNA 手11 DNAl斗， 5 ] 。 如果需

要同时 分析多种细脂或细胞在牛仔IJ 给作下 1:I ~J t在

因表达 ， 那么，大量的主in )jt~ 培 养 手IJ RNA 、DNA

分离纯化步骤将 gfr工作带来不便 。

我们为 {分 析人才是 皮 生长; 因子受体

(EGFR )拉国在几株人休肿瘤细胞巾的表达 ，

采用了一个简化的分出细胞 RNA 和 DNA 的微

量方法 ， 结占}，~i. fjJ:ì韭杂交 ， 取得了讪意的结

果。该方法中每组细胞在(品只需培养一个小北

京瓶的细胞(0.5一 1 X 10 6 个细胞 ) , 简 化的

RNA 、 DNA 分出步 骤都在 eppendof 信'中 进

行，避免{超JÆ同心或多次向边 ，'.[;\i['AhllJ lj 备样

品的纯度达到实验要求， 在杂交 rx驮 11 1 获何满
意的杂交信 号。

材料和 1) 法

细 1I包J起养 2

人肝癌细胞株 74 04 、 人民咽癌细胞株 CNE ， 和 l人

表j支癌细胞株 A '3' 细胞 ， 37 0C 'ii\ 剧院 J~ 子 RPMI-

16110 j言基-10 % 小牛血清。用作 tl品íljlJ备 II才 ， 按中1 '
1- 1.5 X 1 0 S 个细胞f小北京瓶 ( . 1 x 3 cm勺， 培养 3-

5 天 2日1 JI但民主1) 0 . 5- .1 X 1 0 6 个 / jflí JlJ , '5 J- 尚 RNA 或

DNA。

正常人!在Ilriï ，1戊纤维细胞(HLE)冷谅你: (:ï'.于液氮1/ 1 ，

用作样品制备时 ， 复苏细胞， 付 一代日 . 身1]上接和1 1 0

分析高温均养 j:;' EGFR 基因炭ib时， ~iJ _1二 i音养界

咽1也细胞 (CNE， ) ， 待细胞长歪iJ 0 . 5- 1 x 1 0" 个细胞/

瓶时， 浸入 41 0C水浴， 分别 Jf;养 0 、 1 、 2 、 6 小时 ，分

离 RNA， 以分析基因表达的改变。

简化的微挝 RNA 抽J足 z

每个小北京瓶的细胞(0 . 5- 1 X 1 0 6个细胞)倒去附

养液， 用生理盐水洗三次 ， 1反尽盐水后 jJ: liIl )JJ]入盐酸

肌溶液 1 ml (7 . 6 mol /L 盐酸肌的 0 . 1 mol/ L KAC pH 

5 . 2 缓i中液 ) ， 和~i {I/;J 的古IHJJ包裂WIo液转J人 eppendorf l旨 中 ，

用'陆 21 号注射针的 2 ml 注射器版lf)(细胞裂解液 j司 19~

出 ， ~豆复 10 次 ， 以切断 DNA ， 然后川10 . 5 m1 95 % 乙

如t问斤， 丰U受平11外: r:i' I平 GiJ.ι可才( 1, 1'1: I't'J;z ff f!I m 
D)J 、 rrjJj主;新同志为本」二作报主拔 ， 斗斗此绍cìM
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醇 ， 1昆台后置 - 30 0C冰箱过夜， 在 巳ppendorf 离心机上

10000 rpm 离心 15 分钟 ， 70% 乙醇、 95% 乙醇洗后，

干燥， 浴于 50→100μl 杰饱水中。

简化的微量 DNA 抽提g

每个小北京瓶细胞 ( 5 x 10 s 个细胞 ) ， 生 3m 盐水洗

后 ， 加 0 . 8 ml 蛋白酶 K 溶液(50μgjml 蛋白j1jî~ k 0.1 

mol j LTris .HCI pH 7 . 9 ,0.1 mol j L NaCl ,0.05 mol j L 

ED1:A , 0.5% SDS ) ， 细胞裂解后的粘利液转移到 4个

eppendorf 笆' 中 ， 37 0C保温 2 小时，加 0.5 ml 盼-氯仿

异戊醇(25 : 2 1( :1 ， V j V) , HB荡 1 0 分钟 ， fE eppendorf 

离心机上 10000 rpm 离心 1 5 分钟 ， 1.民 出水相， 转移

到另一 eppendorf 营 lþ 力n tj μ1 RNase (1 0 mgjml)使最

终浓度为 50 陆jml ， 37'C 1 小时，力rJ 1j 2 i本积氯仿

异成醇( 24 : 1) V j V , J岳 1 0 分钟 ， 10 000 rpm 离心 1 5

分钟 ， 水相加乙酷J由 J走一次后 ， 直 70 0C水浴 15 分钟 ，

一 20 0C 保存。

RNA 不JJ DNA 市规分码 :

培养 5 X 1 0 7 个细胞， 用异M~氨酸肌~-乌~C化古色 i国:ìili

离心法 ， 分离细胞总 RNA [ 4j。培养 1 X 10 7 细胞，用

proteinasek-RNaseA 消化法 分禹高分子声:- DNA[ 5] 。

经苯盼一年〔仿一异戊醇抽挝后，对 TE(1 0 mmolj L Tris . 

HCl-l mmol j L EDTA , pH 7.5)透析 36 小时，中间换

透析液 4 次 ， 或乙酵沉淀， 洗涤币溶 于 TE 缓 ìljl 液。

探针í l)U 备和标记:

从 EG F 受休 cDNA 此 l>it pE7[ 6] ~xH: 茵分肖质粒

DNA 用限制性内lJJ酶 CJa l 完全消化 ， O. 1\ % agarose 

凝胶 rê. ì永分i笃信IJ备 2.4 kb EGF 受体 cDNA 片段， 用

切口翻译;去 ， 以 Cα_32P J dCTP( 比1交 3000 ci j mmol j L) 

标记制备 EGF 受体 cDNA 探针。

点印迹杂交z

微最简化j去分高的 RNA j谷 液 ， jm 甲足二和 20 x 

ssc ， 到最终浓度为 6% 甲瞪-10 x SSC ， 样品于60"C 1m 

热 5 分钟 ， 冷却!可用 点|且是附器(G lison)将 RNA 溶液吸

印在硝酸纤维京 j民 ( SDSBA 85)上。微量简化制备的

DNA. 力口等 休积 0.2 moJ j L NaOH 变性 10 分钟后 ，加

2 倍体积 1mo1jL Tris .HCI pH7 ， 再 用 10 x ssc 稀

释 ， 作)~î， 1，股 fjJ 0 I成附有 RNA 、 DNA 样品的膜 ， 80"C 

烘干 2 小时 。预杂交洛液含 50% 甲耽胶， 6 x 'ssc , 5 x 

Denhardt 溶 液 ， 2 x SSPE (3.6 rnoljL NaCl , 200 rn 

rnol j L NaH2P04 (pH 7. 的， 20 mmol j L EDTA (pH 

7 . 4 门， 100μgjrnl 变性蛙鱼 DNAjml ， 42 0C 预杂交 4

小时 ， 杂交溶液{~上述预杂交溶液和!力11热变刊的 32p_

EGrRcDNA(pE7) , 1 - 2 X 10" cpmjml 的最约浓j立 ，

42 'C杂交 24 小时 。洗涤条 ('1';':] : 主温 、 2 X ssc j O. 1% 

SDS、 10 分钟， 豆 复 三 次 ; .i5 'C、 0 .l x sscjO . 1%

SDS、 10 分钟， 重复二次 ， j民丘宝气 I-f: 二i二垛 JCi 作放射

臼显影。

结果和 讨论

细胞 RNA 和 DNA 的简化分离

对于分析多 ;frl' ~flI H GI f(- ~川SM为n 大量的细
胞培养和J RNA 、 DNA 分简纯化尘骤给工作带

来很多不便，我们采用简化j攻击的分离沽 ， 每

种细胞只需接来l' 1-1. 5 x 10 3 个细胞到一个而

积为 4 >( 3 cm2 的小北京 jfIT ~尸，业规 :[ì"; 3-5 

天，细胞生长到约 5-10 x 1 0 " 个时， 就可用于

进行 RNA、 DNA 分肉。 丰[[j曰 8，，: !j:'~ 1~j 雯 ， 可以

同 IH分析十种以上细胞样川。

细胞 RNA 分;江 三R rli 盐险!如L 右 止。也险阻

是一种有效的 RNase jCI Ji lllj 剂 ， jI[ 拔JlJ 臼浓度盐

酸肌裂解细胞，可以 lE若减少细胞 RNA 1+: 分

离过程中的降解。 在t i\运浓度盐 (:)1 眼中加入 1/2

体积 95 % 乙醇可有效地边择j冗证兰州 JJ但 RNA 而

很少沉淀细胞 DNA 与蛋白质。 附加乙醇体积

并不提高 RNA 产量反而会增加 DNA 丰1] 蛋白

质的污染(11 ] 。 月一i 简 化 方法分肉的 RNA 之

OD260 /OD2町的值可以达到关 1. 95 , RNA 样品

经甲自主变性后在含 6 % 甲醉一 1 0 % 晾脂惦电泳

上鉴定，可见洁 晰的 28 S、 18 S RNA 平1-1均匀

的-片不同分于量 RNA ， 适用于作点 以印或

Northem EjJ迹杂交分析。

简化的细胞 DNA j如i 备为'ì~t，避免DNA 址

TE 缓冲液的长时 II I J j主析或乙二自主沉淀后的的解

过程， 简化步骤所 1lilj备的 DNA f(: 1'1 ," fî琼脂桔

电泳鉴定， 呈高分子量状态，无 RNA l'j 染 ， 适

合于点吸印杂交分析的要求 。

二、几种人肿瞌细胞中 EGFR 基因表达分

析

在用微量; 、 简化步骤分注:细胆 RNA、 DNA

时，先j二月 0.2 %]Ø~酶消化分离细胞， 细胞计数

后，离心回收J-Il 于分出 RNA y龙 DNA o ;(1 作 )主

|贝印杂交 IIJ ， l~} !iTI J1也敖 JJ半 Eti币附近行走?E稀
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图 1 不同方法制备 RNA 样品的杂交

A. 简化方法

B. GTC-CsCI 超禹心法

释和点 1贝印 ， 也可 Hi 微量紫外分光光度测定浓

度后作;1:: 1;-:: EIJ迹 I~没附。

用简化方法从 A4 3 j ， 7404 , CNEj 细 胞 分

离的总 RNA 以协!主稀释l现 印 后与 3二P--pE7 探

针杂交 。

图 1 ， A 示放射 自 JIll影结果， A'3' 4'1U)J包有 很

高的 EGFR 基因表达， 7t1 04 阳 CNE ， 细胞也有

EGFR 基因转录产物， 从杂交信号强度比较，

相 当于 A4 3 J 细胞的二十分之一到五十分之一。

图 1 ， B 是Jî J 异硫氨酸肌一氧化铠梯 度 内

心法分离纯化的细胞总 RNA 点 l监 EP 杂交放射

白显影结果， 从杂交信号强度比较， CNEj 细

胞中 EGFR 丑;[:61 :，专生共产 物 约为 A4 3 J 细胞的

1/ 20 到 1 /50 ， 7 40 ，1 细 )J包中 约为 Aω 细胞的

1/50 。 因此说明 }fj 敞量 、 简化方法分离得到的

RNA fF点 |现印杂交分析， 可 以获 得用 纯化

RNA 介析的相(以结果。 文 献 报告， A43j 细胞在

Th'1 约有 3-5 X 1 0 6 个 EGFR 分子[汀 ， 是正常成

纤维细胞的一百倍左右， 我们用 简化 法 分离

RNA 的点以印杂交 证实 r A4 3 J 细 胞「卡I EGFR 

基因的高度表达， 结果颇相符合， 目前尚未见

到人肝癌细胞 、 且 H因癌细 胞巾 EGFR 基 因表

达分析的报告。我们的实验结果表明 74 04 和

CNEJ 细胞都有 EGFR 基因 的表达 ， 目前没有

正常人肝细胞株 5Fu正常人鼻咽上皮细胞株可被

用作对照， 但是从 j25 I-EGF 结合和外源 EGF

对 74 04 、 CNE j 细胞生长的影 响资料分析(本

实验室工作， 另文发表 ) 说明 7tl 04 平! I CNE J 细

胞巾 EGFR _江 山的古达对癌细胞J! 长的控制是

图 2 不同方法制备 DNA 样品的杂交

A. 简化方法

B . 常规高分子显' DNA 抽提法

有重要意义的。

三、几种人肿撞细胞中 EGFR 基因拷贝

数分析

因 2 ， A 是简化方法制l备的 A43J ， 7404 , 

CNE J 细胞和 l人胚Hr!í成纤业细胞 HIF DNA 样

品与 32P-E 7 i米♀ | 杂交。己主11 '11二常人成纤维细胞

中 EGFR 基因是单拷贝的， 对杂交信 号作比较

分析， 可以测出 A43 J 细胞巾 ， EEG 受体基因

板放大γ约 50 巾， Southern 报告的杂交结 果

相符[ 8] 。 至今， 我们没有君 主!]_X:于人 IJF店 、 鼻

H因癌细胞中 EGFR 基因分析的报告， 我 们的

实验结果表明， CNEj 丰li 7 ，10 -1开11 fll~ q I 5]-- JJlj 约有

5 个或 5 个以上拷川的 EGF 受体必囚 ， 这一结

果和用纯化的 DNA }ví' 作的点杂交结果( 1到 2 B) 

也相似。 King 等 [9 ] 分 11r 了 5 种人肿 ;国细 IJ包株 ，

认为不同肿瘤细胞中 EGF 受休基因在分 子水

平上有多种小同的交化， 主j JL有 单 拮 贝 EGF

受体基因的人胎 盘 DNA 相比较， 某些肿瘤有

EGF 受体基 因的放大 。 正 'i ;~'细胞的亚 tl二 转化

和癌细胞表型的改变常常与某些癌基因的放

大 、 基 因结构 与表达的改变有关。癌基因 巳rbB

与 EGF 受体胞内结构域的基因 顺 序具有高度

同源性[B]，提示我们， 肝癌细胞和IW O因细胞中

EGF 受体基因拷贝数异常 ， 可能与娼的发生在i

癌细胞的料 性有岳 切关系。

四、 CNE1 细胞在 41 0C培养下 EGFR 基因

裴达的改变

|τ1 3 是 CNE 1 ~rn Jj('I (1 :17 CiE 市 !t l二 2- /1
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图 3 高温培养对 CNE，细胞 EGFR 基因亵

达的影响

天后 转 入 41 0C Ji; 养 20 分钟、 1 小时、 2 小

时 、 6 小时 后J1j简化 i去分 离 RNA ， 与 EGF 受

体 cDNA f~~钊杂交的结果。细胞 RNA 以不同

细胞数的稀释度打点 l现 印， 第一、 第二行是从

37 CC培养的 A431 和 ICNE ， 细胞分离的 RNA 作

为对!1fd ， 结果表明 CNE，细胞在 4 1 0C培养的诱

导 EGF 受体基因丧达短暂的 升高， 培养 1-2

小时， EGF 受体基因表达可能增 加 2-5 (音 ，

6 小时后又降为接近 IF 常水平。 姚曾序等[ 10 ) 曾

建立了 CNE 细胞的附注i ìÆt株， L亥 i高 UFL株细胞，

与亲本书1、细胞比较， 在血情依赖性，软琼脂上

集落生成能力和细胞凝集特性某方I目均提示恶

性强度有降低的趋势。 CNE，细胞有 EGF 受体

基因的表达， 高混处理访导该基 因表达发生一

些改变， 提示高泪细胞株在细胞生物学特点方

面的改变 ， 可能与细胞生长因子及其受体基 因

活性或细胞对生长因子的反应性的改变有联

系。

小结

本文报告丁用一种简化的微量方法从培养

细胞分离总 RNA 和 DNA， 结合点吸印杂交技

术，分析人表皮生 长因子受体 (EGFR )基 因在

人肝癌细胞(7404) 、人鼻咽癌细胞 (CNEj ) 巾

的表达和基因拷贝数， 1亥方法需要细胞少， 每

个样品 (~106 个细胞 ) , 操作简便 、 快速， 适

合于同时对 多种细胞样品的初步分析。本文实

验结果表明人 表 皮癌 细胞株 A'3 1 1~J 过度的

EGFR 基因表达， 740 4 和1 CNE，细胞 也 有

EGFR 基因表达 ， EGFR 基因在 A4 3 1 、 7404 和 l

CNE 1 细胞中分别有 50 倍和 1 5 侣左右 的放大 ，

CNE，细胞在 41 0C高肮培养下能说导 EGFR 基

因表达的短暂升高。
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