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two hours after the injection with anti -GBM serum.extensive proteinuria was present and the rats 'kidneys were re­
moved. Glomeruli were isolated using a sterile sieving technique and cultured in plastic tissue culture flasks. The via­
bility of adherent cells emigrated from glomeruli were over than 98.% .the purity of Macrophages were over than 95.% 
which identifiect by non-specific esterase staining and anti -CD68 monoclonal antibody cel1 immunohistochemistry. 

Key words: Macrophages Glomerulonephritls 
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银染 PCR-SSCP 方法检测胃癌微小卫星 DNA 不稳定性

郭文张亚历邱红明吴保乎张立刀用殿元

(第一军医大学南方医院全军消化内科研究所 广州 51051 5) 

微小卫星是散布于整个基因组内的 DNA

简单重复序列，虽然在个体之间存在明显的差

异，但在遗传学上具有高度的保守性，突变率极

低(1)。近年来国外的研究资料显示，微小卫星

DNA 不稳定性 ( Microsatellite instability , 
MIN )与肿瘤及一些癌前病变密切相关[川]，因

此，检测 MIN 在临床上有重要意义。自从 1995

年 Schlegel 等报道了非同位素聚合酶链反应

(Polymerase chain reaction , PCR) 为基础的

MIN 检测方法以来时，近两年该法已用于多种

临床肿瘤的检测，国内 尚无这方面的研究报告。

本文以 胃癌 MIN 检测为例，重点介绍 PCR 单

链构象 多态 性 ( Single-strand conformation 

polymorphisms ， SSCP)检测 MIN 方法。

材料 与方法

一、 组织标本

取外科切除、石蜡包埋、经组织病理学确诊的胃癌

组织标本 30 例，其 中高、中分化腺癌 12 例，低分化腺

癌 18 例. 同时取每例病人的正常切缘粘膜组织作为对

照.

二 、 主要试剂和仪器

试剂主要有 z蛋白酶 K ，dNTP 、Tag 酶购自 Sangon

(加拿大〉公司 .N.N.N.N-囚甲基乙二胶(TEMED)为

SIGMA 产品，丙烯欧胶、N.N人亚甲双丙烯航胶为国

产分析纯。所用的主要仪器为 Hema 480 PCR 扩增仪，

Multiphor 1 型多用电泳系统 (Pharmacia) 。

三、组织消化

1.取 5μm 石蜡组织切片 3-6 片子洁净的载玻片

上，

2. 切片 60 .C烘烤化蜡 30min 后 ，浸泡于盛有二甲

苯的坚式缸中分别脱蜡 2 次，各 5min ，

3. 依次置无水乙醇中浸泡 3 次 ，各 2-3min ，

4. 取出晾干后，用保安刀片将组织刮入 1. 5ml 

Eppendorf 管中，注意刮入肿瘤组织时，先于显微镜下

定位，去除出血、坏死和非瘤组织，

5. 加入 50mmol /L Tris (pH8. 0)-蛋白 酶 K

(200阅1m!)消化液 100μ1.短暂离心后 .37 .C温育过夜，

6. 煮沸 8min .10000rpm 离心 10min. 取上清，置

-30"C保存.

四、 PCR 扩增

选用四种热点部位的微小卫星 DNA 标志进行检

测，包括第 2 号染色体 2 个标记位点 CD2S123 和

D2S119) .第 5 号和 17 号染色体各 1 个标记位点(分别

为 D5S107 和Dl7S25 0). 引物参照文献设计[口，由加拿

大真达基因公司协助合成，其序列如下 g

D2S123①5.-AAACAGGATGCCTGCCTTTA-3' 扩增片段为 197- 227bp

( 5' -GGACTTTCCACCTATGGGAC-3 ' 

D5S107( 5' GATCCACTTTAACCCAAAT AC-3' 扩增片段为 133-155bp

( 5' GGCATCAACTTGAACAGCAT -3' 
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Dl7S250( 5' -GGAAGAATCAAATAGACAAT-3 ' 扩增片段为 53-169bp

( 5' -GCTGGCCATATATATATTTAAACC-3 ' 
D2S1 19( 5' -CTTGGGGAACAGAGGTCATT-3' 扩增片段为 214-232bp

( 5' -GAGAA TCCCTCAA TTTCT口GGA-3 '

扩增时取 0.5ml 无菌离心管，反应体积为 25μ1. 按

下列次序加样:

无菌水 10.5μ1.10X扩增缓冲剂 2.5μ1， 4 种 dNTP

混合物(lOmmol /L)1μ1， 引物 I 、 I (l OOng/uD各 2川，

模板 DNA4μ1. 用 25μl 无菌石腊泊覆盖于反应混合液

之上.于 97 "C加热 8min 使 DNA 完全变性.将 3μ1 Taq 

酶 (0. 75u )加入处于 80 "C 的反应混合液中，按下面循环

参数进行 PCR 扩增 :94 "c变性反应 45 秒 .55 "C退火反

应 1 分钟 .2"C延伸反应 1 分钟.依次进行 35 个循环，

72 "C延伸 5 分钟.反应结束后，置 4"C保存，并进一步分

析.

五、琼脂黯凝胶电泳检测 PCR 扩增产物

用 2%的琼脂糖倒胶〈含澳化乙绽终浓度为 0.5μg/

mD.凝胶凝固后，加入 0. 5 X TBE 电泳缓冲液，将 10μl

PCR 扩张产物与 1μl 上样缓冲液 (0.25%澳盼蓝-40%

蕉糖水溶液〉混匀依次加样 • 100V 恒压电泳 10min. 在

透射紫外灯下观察结果，阳性标本用于 SSCP 分析.

六 、 SSCP 分析

取上述 PCR 产物 6μl 加入 18μl 测序加样缓冲液混

匀于 97 "C变性 8min.置 40%乙醇碎冰中冰浴 5min.再

快速加祥于预冷 4"C的 8%非变性聚丙烯默胶凝胶板

上.加样缓冲液含 98%去离子甲酸殷、 1Ommol / L ED­

TA.pH 8.0 、 0.025%二甲苯青 (xylene cyanole FF) 、 O.

025%澳盼蓝.聚丙烯欧胶凝胶含 5%甘泊，丙烯戳胶 g

甲叉丙烯酸胶(methylene bisacrylamide)为 19:1. 双链

对照标本是将 6μ1 PCR 产物加入 2μl 上样缓冲液 (0.

25%澳盼蓝-40%庶糖水溶液〉中混匀，不作变住处理，

直接上样 . 13 "C .400V 恒压电泳 4 小时.电泳缓冲液为

0.5 XTBE. 

七、银染

取下凝胶，置大玻璃平皿中 .10%乙醇固定 10min.

再用 1%硝酸脱色 3min.经蒸饱水漂洗 3 次后，用 O. 012 

mol /L 硝酸银液染色 20min. 蒸饱水漂洗 3 次. 0.28 

mol /L 碳酸销-0.019%福尔马林显影 10min.直至样本

信号足够强而背景不致过高为止.蒸馆水漂洗 3 次后，

10%乙醇固定，定影，干胶、照像(干胶作为底片，使相

纸曝光成像).

仕
-μ 果

应用银染 PCR-SSCP 方法检测胃癌微小

卫星 DNA 不稳定性，可清楚显示肿瘤细胞的

MIN. 若肿瘤组织中 DNA 重复序列有增多或

减少(即表现不稳定性) ，可致 DNA 单链的二

级结构发生变化，在非变性胶电泳时，其泳动速

度会发生改变，与正常组织相应的 PCR 产物比

较，即可出现异常的泳动带(如图版 1一的。

本文所用的 4 对引物，分别代表了第 2 、 5 、 17 号

染色体不同位点，在所检测的 30 例 胃癌中， 11

例出现 1 个或多个染色体位点的不稳定性，检

出率为 36.7% 。其中， 1 例全部位点均有异常

(3%) ， 2 例有 3 个位点的异常 (6%) ， 5 例有 2

个位点的异常(16.7%) ， 3 例只出现 1 个位点

的异常(10% ) 。

分析染色体位点 MIN 的发生率与胃癌的

关系表明，以 D5S107 发生率最高，为 10/30

(33.3%) ，其次是 D2S123 为 9/30 (30%) 、

D17S250 为 5/30 (1 6. 7%) 、 D2S119 为 4/30

(1 2%) 。

讨 论

微小卫星 DNA 是真核基因组中大量而随

机出现的简单重复序列，在人类基因组中，它们

主要是由 1-6 个核背酸形成的重复序列，并以

二核昔酸的重复序列 (CAλ 最为常见[口。这种

重复单位串联排列而成的单一序列，可用 PCR

体外扩增。由于其重复单位数量的改变可引起

相当高的多态性，因而个体间的差异很大，但在

家系中可稳定地遗传，突变率极低。微小卫星

DNA 不稳定性主要表现为DNA简单重复序
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是剖斗斗言平I~-~才
l lT 1 1 N 18T 18N ds ds 57T 57N 33T 33N 

24T 24N 9T 9N ds 25T 25N 62T 62N ds 

银染 PCR-SSCP 检测微卫星 DNA 不稳定性(MIN)

图 1 示第 11. 1 8 例组织 D2S119 标志 MIN.11T 和 llN 间出现了单链带泳动变位(箭头λ 图 2 示第 33.57 例组

织 D5S107 标志 MIN .57丁和 57N 间出现异常泳动带(箭头). 图 3 示第 9. 24 i列组织 D2S123 标志 MIN.9T 和 9N

间出现异常泳动的单链带(箭头〉。图 4 示第 25.62 例组织 D17S250 标志 .25T 和 25N 间出现异常泳动的单链带〈箭

头).上图中 T 为肿瘤组织 .N 为正常粘膜组织. ds 为未变性的 DNA 双链对照.

列改变，导致微小卫星 DNA 序列长度的异常。

与常见的癌基因与抑癌基因改变不同，MIN 主

要表现为 (CAλ 重复次数的增多或减少。据称

MIN 与细胞癌变密切相关，因此，近年来 MIN

被认为是细胞癌变的新机制口一气

MIN 的检测起初多用同位素标记 PCR 反

应引物或反应底物 (dNTP 中的一种) ，变性胶

电泳、放射自显影后进行观察，因此设备条件要

求较高。由于受诸多的限制如同位素对环境的

污染、半衰期以及国内订货日期等，使其应用受

到一定的限制。 本文采用银染 PCR-SSCP 方

法，其基础是肿瘤细胞微小卫星 DNA 内 (CA)n

或 (AT)n 重复序列改变，即可导致其二级结构

发生变化，与自身正常组织的同种微小卫星

DNA 标记对照，即可出现单链带的泳动变位。

该法简便易行，无需序列分析仪等特殊设备，普

通实验室即可开展，同时避免了同位素的污染

及时间限制。加之硝酸银染色显示核酸的敏感

性是澳化乙锥染色的 200 倍，其敏感性足以显

示 pg 水平核酸的改变，因此越来越广泛应用于

核酸的检测川。

近年来国外的研究资料显示，MIN 与具有
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遗传背景的大肠癌有密切关系问。目前已将其

作为大肠癌高危人群的基因筛检手段。临床上，

胃癌多以肠型胃癌为主，从组织起源和发生上

与大肠癌具有相同的基因改变背景，因此，研究

胃癌与微小卫星 DNA 不稳定性关系对阐明胃

癌发生机制及提供临床诊断途径有重要意
义[川7η]

本文首次采用银染 PCR-S岱SCP 方法检测

胃癌组织标本 MIN ，发现在胃癌发生的早期可

检出 MI则N ，其 MI削N 的检出率与胃癌分期无明

显相关性，说明 MI则N 是胃癌发生的早期事件，

可能是胃癌发生的重耍机制。由于本文采用的

MIN 检测是基于石蜡包埋组织切片之上，标本

可用存档的病理蜡块，来源丰富，无需新鲜取

材。加之所需切片组织量极少，因此具有很好的

临床推广价值，特别适合于胃癌的临床回顾性

资料研究。

摘 要

应用银染 PCR-SSCP 方法检测 30 例常规

石蜡包埋胃癌组织第 2 、 5 、 17 号染色体 4 个位

点的微小卫星 DNA 不稳定性 (MIN)。结果发

现 11 例阳性病例 (36.7%) ，其中出现 4 、 3 、 2 个

及单个位点异常分别为 1 (3%) 、 2 (6%) 、

5 (1 6.7%) 和 3 例(10%). 4 个位点中，以

D5S107 发生率最高 (33.3% ) ，其次为 D2S123

(30%) 、 D17S250 (1 6.7%) 、 D2S119 (12%λ 提

示 MIN 是胃癌病变中常见的分子遗传学事件，

MIN 的出现可能是胃癌发生的又一重要机制。

银染 PCR-SSCP 是一简便、快速、灵敏、有效的

检测 MIN 的方法。

关键词 g 胃肿瘤微小卫星 DNA 不稳定性 聚

合酶链反应
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DETECTION OF MICROSATELLITE INSTABILITY BY SILVER 

STAINING PCR-SSCP IN HUMAN GASTRIC CARCINOMA 

GUO Wen ZHANG Ya Li QOU Hong Ming et al. 

(P LA Research Instilule for Digestive Diseases • Nanfang Hospilal.Guangzhou 51 0515) 

ABSTRACT 

Silver staining PCR-SSCP method was used to detect microsatel1 ite instability (MIN)at 4 loci on chromosome 2 、

5 、 17 in paraffin-embedded gastric carcinoma tissues. The abnormal shifting of the single-stranded DNA was identified 
in 11 out of 30 cases (36. 7 % ). Of these 11 tumors.l (3 % )showed MIN at al1 4 loci. 2 tumors (6 % )at 3 loci. 5 tumors 
(1 6.7% )at 2 loci .and 3 tumors (1 0 % )at one locus. From these 4 loci. the detective rate of MIN was the hightest at 
D5S107(33. 3%).and it was 30% .16.7% .12% at D2S123.D17S250 and D2S119.respectively. T he results indicate 
that MIN is a common molecular hereditary event in gastric carcinoma .and it may be one of the important mechanisms 
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of gastric carcinogenesis . Silver staining PCR-SSCP is a convenient ,rapid ,sensitive and reliable method for òetecting 
of MIN in gastric carcinoma. 

Key words: Gastric neoplasm Mlcrosatelllte Instablllty Polymerase chaln reactlon 

一种用砂石快速提取总 RNA 的方法

游刀赵'JJ;.然张建高是L义

(山东省医学科学院基础医学研究所，山东肿瘤生物治疗研究中心 济南 250062) 

核酸的提取是分子生物学研究中最基本的

方法。目前从组织或细胞中抽提总 RNA 的方

法主要是根据 Chomczynski 介绍的异硫氨酸

肌-盼-氯仿法[IJ或在其基础上加以改进，但仍

存在着步骤多、时间长且收率不高等缺陷。我们

参考国外文献，根据砂石 (Silica)能够吸附核酸

的特性，从组织和细胞中抽提总 RNA，并经过

RT-PCR ，克隆了人血小板生成素 (TPO) 片段，

取得了满意的结果。现将方法介绍如下 z

材料 与方法

一、 材料

1.溶液 D 4mol /L 异硫氨酸腻、25mmol /L 拧

核酸纳 (pH7. 的、 0.5 %十二烧基肌氨酸纳、O.lmol /L

β硫基乙醇 .

2. 砂石 (Silica) Sigma 产品， 5 克砂石溶于

50m1 双蒸水中，振摇 5 分钟，室温静置 4 小时吸去上

清，以去除小的砂石颗栓，取适量的砂石加入 TE

(pH7.4)缓冲液中，使终浓度为 30mg/m1.

3. 洗涤液 50%乙醇、 10mmo1 /L EDT A (pH 

8. 0) 、 50mmo1/L Tris-HCl(pH7. 4) ,200mmo1 / L NaC1. 

4. TPO 引物 上游 5' -ATGTCGACCATG-

GAGCTGACTGAATTG-3 人 下游 5' -TTACCT­

GACGCAGAGGGTGGACC-3' .由上海生工公司合

成.

二、方法

1.细胞和组织总 RNA 的抽提 2 X 10' 细胞或

100mg 胎肝组织经研磨后，生理盐水洗一次，加 200μl

溶液 D. 悬浮细胞，再依次加入 20μ1 2mo1 / L NaAc 

(pH4.0) 、 200μ1 Tris-HC1 (pH8. 0) 饱和自由、 40μl 氯仿-

异戊隙 (49 ， 1)，处理组织时所加各种试剂量均相应增

加 5 倍.每种试剂加入后均需混匀，最后震荡 5 分钟 ，

置冰浴 15-30 分钟， 12000 转/分离心 5 分钟，取上消

置于另一 Eppendorf 管中，加砂石液(用时摇匀 )lml，

颠倒混匀，室温放置 2 分钟， 10 000 转/分离心 1 分钟，

弃上清，如洗涤液 1时，悬浮沉淀，离心后重复一次，用

丙~Fl洗一次，室温干燥，加 60μl 经焦碳酸二乙脂(DE­

PC )处理过的双蒸水，悬浮沉淀，置 65 'c水浴 5 分钟 ，

12000 转/分离心 1 分钟， 上清即为细胞或组织总

RNA. 

2. TPO 片段的 RT-PCR 取 7μl 胎肝总 RNA

为模板， 0.5μg 随机引物，经逆转录获得 TPO cDNA , 

再以 O. 5μg TPO 引物 ， 25mmo1/L MgC1 2 3μ1 、 10 X 

buffer 5μ1 、 2. 5mmo1 / L dNTP 4μl， cDNA 1μ1 ， Taq 酶

1. 25u 进行 RT-PCR ，循环参数为 95 'C 10 分钟变性 ，

再 94 'C l' , 60 'C l' 72 'C l' 30仰， 30 个循环， 72 'C 5 分

钟延伸，扩增结束后经 1 %琼脂糖电泳观察.

3. 总 RNA 纯度及完整性的鉴定 制备1. 5%

的琼脂糖凝胶于 1 X TAE 电泳缓冲液中，每孔上祥 6μl

总 RNA 及 6 X 上样液 2μ1 ，加水至 12μ1 ，电压为 50vl

cm ，当澳盼蓝指示剂到整个凝胶长度的 2/3 时，于紫外

分析仪上观察总 RNA 情况.同时于 754 紫外分光光度

计上检测 RNA 的含量和纯度.

结果与 讨论

1. RNA 的鉴定 用砂石法提取胎肝及

K562 、 P158、人单核细胞等十种细胞总 RNA 。

对细胞样品总 RNA 的 产量为 5-10μg/2 X 

106 ， 100mg 胎肝组织可 得 80μg 左右的总

RNA ， OD260/0D280 为 1. 820 土 0.002 ，琼脂

糖凝胶电泳分析，细胞及组织均可见清晰的
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