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提 要 建立一种非同位紊的不对称聚合酶链反应
一

单链构象多态性技术 a( P C R
一

S s C P ) :

通

过不对称 P C R a( P C R )获得单链
,

普通 P A G E 电泳分离
,

经银染快速准确检出突变 ,应用这种方法
,

研究了 4 株鼻咽癌细胞株 C N E I
,

CN E Z
,

H K I 和 S U N E I 中肿瘤抑制基因 P ” 基 因突变
,

证实

C N E I
,

C N E Z 在第 8外显子
,

H K I 在第 5 外显子有突变
,

并发现新建立的细胞株 S U N E I 存在第 8

外显子的突变
。

关链词 聚合酶链反应
;

单链构象多态性
;

肿瘤抑制基因 ,突变
;

鼻咽肿瘤

中图号 R 7 s o
.

2 5 -

1 9 8 9 年 O ir at 提 出单链构象 多态性 技

术.l[
“ 〕

,

原理是
:

双链 D N A 变性后
,

经非变性

聚丙烯酞胺凝胶 电泳
;
在这种条件下

,

单链

DN A 通过分子内碱基配对重新折叠
,

单链核

昔酸序列的微小改变
,

包括点突变
、

缺失或插

入都会影响单链分子的最终构象
,

从而引起

电泳迁移率的改变
。

常规的 P c R
一

s s c P 包

括
:
P CR (同位素渗入或标记 引物 )

— 产物

变性— 非变性 P A G E (测序板 )

— 放射 自

显影
。

这种方法有如下局限
:

需用同位素
,

造

成污染或危害
,

时间延长
;
需采用测 序板 电

泳
,

不利于实验室常规操作
。

此外
,

实际操作

中有时从放射自显影图像并不能准确判断结

果
,

这是由于双链 D N A 不能完全变性
,

部分

变性的双链 D N A 可能被误 当成单链多 态

性
.

作者建立的非同位素不对称聚合酶链反

应
一

单链构象多态性技术 a( Pc R
一

s s c P )克服

了以上缺陷
。

肿瘤抑制基因 sP
,

是当前分子肿瘤学研

究的热点
,

在多种肿瘤中证实 P
S ,

基因突变的

存在 3[]
。

国 外 报道 鼻 咽 癌 细 胞 株 C N E I
,

C N E Z 和 H K I 都有 P , 3

基 因 突变 〔4 ,
,

其中

C N E I
、

C N E Z 在
e x o n s

,

H K I 在
e x o n s

。

最

近本实验室建立了一株新的鼻咽癌细胞株

S U N E一
。

本文采用非同位素
a P C R

一

S S C P 研

究了以上细胞株中 P 53
基因突变

,

证明该方法

是研究基因突变的有力工具
。

1 材料与方法

1
.

1 检测对象

鼻咽癌细胞株 C N E I
、

C N E Z 由本研究

所区宝祥教授赠送
,

H K I 由香港中文大学病

理系 D ol ly 赠送
,

S U N E I 是本室新建立的细

胞株
。

1
.

2 P C R 引物

分别扩增 sP
,

基因 5 , 6
,

7
,

8 外显子
,

这 4

个外显子包含 P
s ,

基因的最保守区和突变热

点 3[]
。

根据已发表序列设计引物圈
,

如表 1所

示
。

引物由美国 D a r t m o u t h M e d i e a l S e h o o l

合成
。

① 国家自然科学基金资助课题
。

② 第一作者
,

26 岁
,

男
,

博士研究生
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