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摘要: 以银染 mRN A 差异显示方法对原发及转移灶胃癌标本总 RN A 为研究对象进行银染差示分

析和回收差异条带, 从中获得系列差异表达片段. 随机选取 5 个从原发性胃癌样品回收的表达条带,

以取自体外培养胃癌细胞株的 RN A 进行点杂交验证, 均被证实为真实带.对 2 个差异表达片段进

行分析、测序和 GenBank 同源比较结果表明: M GD 1片段与肿瘤转移相关基因 M T A 1 完全同源,属

胃癌转移相关基因; P GD 2 与胃癌转移抑制相关, 并与细胞周期抑制蛋白 p27/ K ip1 具 99%的同源

性. 结果表明,银染差异显示法具有快速、直观、假阳性率低等优点,同时也为进一步研究胃癌转移的

相关基因提供了新线索.
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目前, 在筛选、克隆差异表达基因方面最为有效的技术是 mRNA 差异显示 PCR 法

( mRNA different ial display PCR, DD-PCR) [ 1] ;但该方法通常采用测序胶-放射自显影来显示

扩增条带,不仅易造成放射性同位素污染, 且实验周期长,对实验条件要求也高 [ 1] . 本方法以临

床收集的原发及转移灶胃癌标本为对象,尝试采用银染m RNA 差示法扩增和显示表达差异条

带,并运用于胃癌转移相关基因的筛选克隆,具有快速、直观、假阳性率低等优点.

1　材料与方法
1. 1　试剂与材料

试剂: AM V 逆转录酶、Taq酶、DNase I、内切酶及 pGEM -T easy PCR产物克隆试剂盒等

为 Promega 公司产品, DIG DNA 标记及检测试剂盒为宝灵曼公司产品, 高敏 DNA 银染试剂

盒和T ranFector 快速质粒转化试剂盒购自厦门中迅达科技有限公司; 有关的生化试剂等购自

华美生物工程公司上海分公司; 其余均为国产分析纯试剂.

细胞株:人胃腺癌 M GC 803及SGC 7901由本单位细胞培养室提供,于含 10%小牛血清、
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100 U / mL 青霉素及 100 Lg / mL 链霉素的 RPMI 1640培养液、5% CO 2、37 ℃培养传代.

癌组织样品: 原发及肺转移胃癌组织标本取自同一胃癌患者的手术切除标本( 2例) ,样品

均作常规病理检查.

引物及序列: DD-PCR引物自行设计,由上海生工生物工程公司合成.其中用于逆转录的

简并“锚定”引物序列为: T 12M N ( M 为 A、G或 C, N 为 A、G、C 或 T) ;用于 PCR 的“锚定”引

物序列分别为: T 12AN、T 12GN 及 T 12CN( N 为 A、G、C或 T ) .

1. 2　总 RNA 提取及逆转录

总 RNA 提取参照 Chomczynski报道的酸性异硫胍一步法[ 2] ,甲醛凝胶电泳鉴定其完整

性后以无 RNase 的 DNase I 消化去除残余 DNA : 在 100 LL DNase 消化体系中含 50 Lg

RNA、25 mmo l/ L T ris. Cl ( pH 8. 3)、37. 5 mmo l/ L、2 mm ol/ L M g Cl 2、50 U RNasin和 20 U

RNA free DNase I, 37℃温育 30 min,等体积酚/氯仿抽提1次,水相加20 LL 3 mo l/ L 乙酸钠

及两倍体积无水乙醇, - 20 ℃过夜,离心收集 RNA 沉淀, 75%冰乙醇洗涤 3次, 室温晾干, 适

量 DEPC 处理水溶解, 紫外吸收法定量后进行逆转录. 逆转录体系总体积为 50 LL: 含 50

mm ol/ L T ris-Cl ( pH 8. 3) , 50 mmo l/ L KCl, 10 mmo l/ L M gCl
2
, 10 m mol / L DT T , 0. 5

mm ol/ L sperm idine、0. 5 mm ol/ L dN TPs、50 U RNasin、50 U AMV 酶、200 pmo l简并“锚定”

引物及 10 Lg 经 DNase I消化的总RNA,室温温育 10 m in 后移入 37 ℃水浴继续温育 1. 5 h,

沸水浴 10 min 灭活逆转录酶, 加 DDW 至 100 LL, - 20 ℃冻存备用.

1. 3　PCR 扩增

20 LL 扩增体系中含: 10 mmo l/ L T ris-Cl ( pH 8. 8)、2. 5 m mol/ L Mg Cl2、50 mm ol/ L

KCl、100 Lm ol/ L dNT Ps、10核苷酸随机引物及 PCR“锚定”引物 T 12A N、T 12GN 或 T 12CN 各

20 pm ol、1. 5 U T aq DNA 聚合酶、2. 5 LL ( 250 ng ) cDNA; 94. 5 ℃热变性 3 min 后进入 PCR

循环, PCR扩增参数如下: 94. 5℃变性 30 s, 40 ℃退火2 m in, 72℃延伸 1 min,共 40个循环,

最后于 72 ℃延伸 5 min.

1. 4　聚丙烯酰胺凝胶电泳及银染

扩增后的 PCR 产物于 5%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳, 凝胶板大小为 200 mm×200

mm ,胶厚度为 0. 5 mm; 上样后以 200 V 电泳直至二甲苯青接近底部. 电泳后的聚丙烯酰胺凝

胶采用高敏 DNA 银染试剂盒染色.

1. 5　差异表达 PCR 产物回收及再扩增

对比两组间的 PCR产物条带,回收差异较显著的 PCR 条带, 加 DDW 洗涤胶块 2～3次

后加 30 LL DDW 并捣碎, 于沸水浴中煮沸 5 min,冷却后离心收集上清进行回收产物的再扩

增. 在 50 LL 扩增体系中含: 10 m mol / L T ris-Cl ( pH 8. 8)、2. 5 m mol / L M g Cl 2、50 mm ol/ L

KCl、200 Lmo l/ L dN TPs、原随机引物及原 PCR“锚定”引物各 40 pmo l、2. 5U T aq DNA 聚合

酶及 5 LL 回收 PCR产物上清. 94. 5 ℃变性 2 m in 后进入 PCR扩增, 循环参数如下: 94. 5 ℃

30 s、42 ℃ 2 m in、72℃ 1 min, 35个循环,最后于 72℃延伸 10 min.扩增产物于 1. 5%琼脂糖

凝胶电泳、观察,并回收再扩增的 PCR 产物.

1. 6　RNA 点杂交鉴定

总 RNA 按上述 1. 2方法自原发性胃癌及肺转移胃癌组织标本中提取, 点样量为 20 Lg/
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点;另取上述回收再扩增的部分 PCR 产物作为探针标记模板, 参照 DIG DNA 标记及检测试

剂盒说明进行探针标记及杂交检测.

1. 7　PCR 产物克隆及测序

按 PCR 产物克隆试剂盒说明将回收再扩增的 PCR产物克隆入 pGEM T-A 克隆质粒载

体,按快速转化试剂盒说明将重组质粒转化宿主菌, 经蓝/白选择、Not I及 Kpn I 双酶切鉴定

菌落后,采用自动测序仪进行正、反向测序;对测序结果进行 GenBank同源性检索.

2　结　果

2. 1　银染 DD-PCR条件选择

首先取来自体外培养 MGC 803和 SGC 7901胃癌细胞的总 RNA 建立银染 DD-PCR 方

法,并对 PCR 扩增条件及 cDNA 模板投入量进行了优化和选择.图 1所示为不同 cDNA 投入

量的银染差异显示结果,可见投入量为 250 ng 时差示效果最好, 500 ng 时扩增条带密集而难

以分辨,而低于 250 ng 则使条带明显减少.以所选条件对原发性胃癌和肺转移胃癌进行差异

显示分析, 银染后 DNA 条带在 200～1000 bp以上范围内可清楚分辨出 20～60多条 PCR 产

物条带,两组间的条带有较好的可比性.采用不同 PCR引物组合进行扩增和差示, 可见原发性

胃癌与肺转移胃癌在基因表达上存在一定差异,部分结果见图 2.为检验 DD-PCR扩增带的真

实性, 从原发性胃癌所展示的扩增带中随机取 5个条带, 再扩增后以取自 MGC 803 和 SGC

7901细胞的 RNA 点样进行点杂交, 显示 5个回收条带均有杂交信号,表明所回收的条带均为

真实带.

2. 2　差示分析及回收条带验证

从上述对原发性胃癌与肺转移胃癌 RNA 的银染差示分析中获得一系列的差异表达条

带,本文对其中 2条差异表达 PCR产物条带进行了分析.两回收条带以原引物再扩增后电泳

显示均有扩增条带(见图 3) .以原发性胃癌及肺转移胃癌的总 RNA 对两再扩增产物进行点杂

交验证的结果显示: 其中 1条( M GD1)在肺转移胃癌呈高表达,而在原发性胃癌中则呈低表

达,而另 1条( PGD2)在肺转移性胃癌中呈低表达,但在原发性胃癌中呈高表达(见图 4) .提示

M GD1与胃癌转移相关,而 PGD2则与转移抑制有关.

2. 3　差异表达条带克隆及测序分析

上述 2条 PCR产物条带克隆、转化后,经 NotI 及 Kpn I双酶切鉴定显示均有克隆片段.

分别测序显示片段M GD1及 PGD2大小分别为: 372 bp及 749 bp.经 GenBank同源性分析显

示; M GD1与肿瘤转移相关基因 MT A1( metastasis-associated g ene 1)完全同源, PGD2则与

细胞周期抑制蛋白 p27/ Kp1具 99%的同源性.部分序列如下:

M GD1(与 M TA1 100%同源)

CCT CCCGCCCT CACCT GAAGAGAAAC GCGCT CCT TGGCGGAC ACTGGGGGAGGAGAGGAAGAA GCGCG

GCTAAC TT ATT CCGAGAAT GCC GAGGAGT T GT CGT TT TT AGCT TT GTGT TT ACT TT TT GGCTGGAGCGGA

GATGAGGGGCCACC CCGTGCCCCT GTGCT GCGGGGCCT TT TGCCC GGAGGCCGGGCCCT AAGGTT TT GT

T GT GTT CT GT T GAAGGTGCCAT T TT AAAT TT T ATT TT T ATT ACT TT T TT T GT AGATGAACT TGAGCT CTGT A

ACT TACAC CTGGAAT GT T AGGAT CGT GCGGC CGC GGCCGGCCGAGCTGCCT GGC GGGGT T GGCCC TT GT

CT TT T CACCCGCCC
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PGD2(与 p27/ Kip1 99%同源)

GGCT T TAAT AT TT AAGCAACAGAAACCT ATC CTCAC TGCCCT CCCC AGT CT CTC TT AAAGTT GGAAT T TACC

AGTT AAT TACT CAGCAGAATGGTGAT CACT CCAGGTAGT TT GGGGCAAAAAT CCGAGGT GC TT GGGAGTT

T TGAAT GT T AAGAAT T GACC ATCT GCT TT TAT T AAATT T GT T GACAAA ATT TT CT CAT ATT CT TT T CACTT CG

GGCT GTGT AAACACAGT CAAAATAAT T CTAAAT CCC TCGAT ATT T TT AAAGATCT GTAAGT AACT TCAC ATT

AAAAAAT GAAAT AT TT AAT AATT AAAGCTT ACT CT GT CCAT T TAT CCACAGGAAAGT GTT AT TT T TAAAGGA

AGGT T CATGT AGAGAAAAGCACAC TT GT AGGATAAGT GAAAT GGAT ACT ACAT CTT T AAACAGTAT T TCAT

T GCC TGT GT AT GGAAAAACCAT T TGAAGTGT ACCT GT GTACA TAACT CT GT AAAAACACT GAAAAAT TAT A

CT AACTT AT TT AT GT T AAAAGAT T TAAAT T AATCT AGACAAT ATACAAGCCAAA GT GGCAT GTT T TGT GC ATT

T GT AAAT GCT GTGT TGGGTAGAAT AGGT TT T CCCCT CT TT TGT TAAAT AAT ATGGCT ATGCT TAAAAGGT TG

CAT ACTGAGCCAAGT ATAAT T TT TT GTAAT GTGT GAAAAAGAT GCCAAT TAT T GT T ACACATT AAGTA ATCA

AT AAAGAAAAC TT CCAT AGC T

　图 1　不同 cDN A 投入量对银染差示

结果的影响

A : 500 ng ; B: 250 ng ; C: 100 ng

　F ig . 1　Effect o f different amount o f

cDN A on r esults o f silver

stained DD -PCR

　图 2　原发性胃癌和转移性胃癌银染差示部分结果

M :肺转移灶胃癌; P: 原发灶胃癌;

L : 100 bp D NA L adder

　Fig . 2　Result s of silver stained DD-PCR o n pr imar y a nd

metastat ic gastr ic cancer
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　图 3　回收条带再扩增产物琼脂糖电泳鉴

定结果

A : M G DL ; B: PG D2; L : 100 bp

ladder

　 Fig. 3 　 Identificatio n r esults o f

electr ophor esis o n 2

recov eried and r e-amplified

DN A bands

3　讨　论
在生命科学领域中相当多的研究工作集中于基

因表达的分析和功能基因的筛选与克隆, mRNA

DD-PCR技术是近年在这方面应用最广泛的技术之

一[ 1] . 与消减杂交技术相比, DD-PCR技术不仅简便

快速, 而且可同时处理多个样品. 在进行 DD-PCR

时,人们通常采用同位素放射自显影来展示 PCR 扩

增产物.放射自显影技术虽可提高显示扩增产物的

敏感性、观察到较多的扩增条带,但使用放射自显影

技术展示扩增产物只能从显影的底片上观察条带的

图象, 凝胶上真正的条带却是肉眼不可见的,因此从

测序胶上回收差异 DNA 条带就成为一大技术难

题[ 3] . 为割下差异 DNA 条带, 需将显影了的底片与

凝胶片准确贴合, 再根据底片上显示的差异条带位

置割出凝胶块,只要底片与凝胶片稍微错位,所割的

就会是不含 DNA 条带的空白凝胶块或含非差异

DNA 条带的凝胶块,这是造成 DD-PCR高假阳性率

的主要原因
[ 3]

. 此外,采用放射自显影法不仅易造成

　图 4　2 个差异表达产物 RN A 点杂交验证结果

　 Fig . 4　 Identificat ion r esults of R NA dot blot on 2 differ ential

ex pression DN A bands

同位素污染, 而且对实验设备

要求高、实验周期也长(约 5～

6 天) . 本文所采用银染显示

法,不仅快速简便(从 RNA 提

取到差异条带回收仅需 2～3

天) , 而且假阳性率很低, 我们

从差示胶上回收 5 条扩增条

带, 再扩增及 RNA 点杂交验

证均为真实条带. 虽然银染显

示法所显示的 DNA 条带较

少,但凝胶上所展示的条带直

观可见,即使是初学者也易割出差异条带, 而且假阳性带的减少不仅大大减少验证回收带的工

作量,同时也节约了珍贵的 RNA样品.

文献报道的 DD-PCR通常采用一组“锚定”引物( anchor primer) , 并配合不同的十核苷酸

任意引物.逆转录时, RNA 需分组以不同的“锚定”引物进行逆转录, 然后各组 cDNA 再以原

“锚定”引物组合不同十核苷酸任意引物进行 PCR扩增
[ 1, 4]

;不仅繁琐,也易造成样品间的不一

致.本文采用简并“锚定”引物对 RN A进行一次性逆转录,再以不同的 PCR“锚定”引物组合十

核苷酸任意引物进行 PCR扩增, 从而简化实验步骤. 此外,回收差异条带的验证通常只是为了

证实回收的 DNA 片段的真实性
[ 5]

,因此采用 RNA 点杂交也同样能达到目的,而与通常采用

的 Northern Blot法比较, RNA 点杂交显然要方便和快速的多.
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通过差异比较,我们从银染凝胶上获得系列差异表达的 DNA 条带,本文对其中 2个回收

条带作了分析. 经测序和 GeneBank 同源检索,其中 M GD1在转移性胃癌组织中呈高表达, 与

肿瘤转移相关基因 M TA1同源; PGD2在原发性胃癌组织中呈高表达并与编码细胞周期抑制

蛋白的 p27/ Kip1具 99%的同源性. M TA 1是 T oh 等
[ 6]
于 1994年采用 cDNA 文库差选法从

大鼠乳腺癌细胞中筛选到转移相关基因, 随后他们采用 Northern Blo t 及 RT -PCR法相继证

实具有侵润和转移倾向的人乳腺癌、结直肠癌、胃癌及食道癌, MT A1基因也呈高表达[ 7～9] , 表

明 M T A1是一种序列保守的且作用广泛的肿瘤转移相关基因,最近他们已克隆出人 MT A1

基因,并初步认为是一种核转录因子
[ 10]

. p27Kip1是细胞周期抑制蛋白之一, 可以化学计量方

式结合到 cyclinE-CDK2和 cy clinD-CDK4复合物上并抑制其活性,从而参与对细胞周期 G1→

S 调控点( check point )的调控 [ 11] . 新近的文献报道表明 p27Kip1低表达也与肝癌、结直肠癌、

胃癌及食道癌等消化系统肿瘤的侵润和转移倾向有关, 可能是一种转移抑制基因[ 12～15] ;但与

乳腺癌转移无相关性 [ 16] . 本文以银染差异显示技术所获得的结果也表明: M T A1的高表达和

p27Kip1的低表达与胃癌转移存在相关性,同时也表明本文所建立银染差异显示技术适用于

差异表达基因的分析和克隆.
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A M odified Silver Stained Different ial Display

Method and Its Applicat ion

CHEN Rui-chuan1, CAI Ke-xia1, M A Shen-ping1,
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( 1. L ife Science School, Xiam en U niv . , Xiamen 361005, China;

2. Lab. of Oncolo g, Xiamen Second Hospital, Xiamen 361003, China)

Abstract: Descr ibed here w as a silver stained m RNA different ial display PCR ( DD-PCR)

metho d w hich w as mo dified f rom tradit io nal DD-PCR technique and used for analysis o f

dif ferent ial expressed genes betw een pr im ary and m etastat ic g ast ric cancer tissues. T o

co nf irm the rel iability of this method, f ive PCR frag ments were random ly selected fr om

pr im ary gast ric cancer sample and w ere v er if ied by RNA dot blo t w ith total RNA ex tracted

fr om cultur ed g ast ric cancer cell lines. T w o fragm ents M GD1 and PGD2 w ere subjected

to verificat ion by RNA dot blot w ith total RNA respect ively ex t racted fr om primary and

metastatic gast ric cancer tissues and final sequencing. T he confirm at ion results of five

fr agments show ed that the r andomly selected five f ragments w ere all r eal products,

indicat ing that the silver stained DD-PCR m ethod possesses a go od reliability. T he analysis

results of tw o f ragm ents show ed that M GD1, highly ex pr essed in metastat ic gast ric cancer,

is ho molog y to M T A1 ( metastasis-associated gene 1) , and PGD2, hig hly ex pressed in

pr im ary gastr ic cancer, is 99% homology to cel l cycle inhibitor p27/ Kip1 gene, w hich may

pr ovide the new clues for research of mo lecular mechanism of g ast ric cancer m etastasis.

Key words: silver stained DD-PCR; gastr ic cancer ; m etastasis associated gene
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