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摘要院目的 探讨激光显微细胞分割术结合 PCR-SSCP渊single-strandconformationpolymorphism冤技术对微转移癌灶进行
分子诊断的价值遥方法 采用激光显微细胞分割技术分离裸鼠移植瘤模型肺部可疑病灶细胞袁提取 DNA袁二次 PCR扩
增袁非放射性同位素 SSCP技术分析K-ras基因有无点突变遥结果 肺微转移癌灶细胞出现K-ras基因突变(密码子 12)袁
突变类型为 AGT袁而良性结节病灶未见K-ras突变袁显示野生型 K-ras基因 (GGT)遥结论 激光显微细胞分割术结合
PCR-SSCP技术对肺部可疑微转移癌灶进行分子诊断有重要帮助遥
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Abstract: Objective Toassessthevalueofthelasercapturemicrodissection(LCM) combinedwithpolymerasechainreac-
tion-single-strand conformationpolymorphism(PCR-SSCP)techniquefordiagnosingmicrometastaticcancercellsinthelung
of nude micewithimplantedtumor. Methods Isolationofthecellsfromthesuspectedtumorlociinthelungofnudemice
with implanted tumorswasperformedusinglasercapturemicrodissectiontechnique, andthegenomicDNAextractedfrom
thecellswasamplifiedby2sequentialPCRs.Non-radioisotopicsingle-strandconformationpolymorphism(SSCP)wassubse-
quentlyperformedtoanalyzethepointmutationof K-ras gene.Results K-ras gene(codon12)mutationinAGTwasindenti-
fiedinthesuspectedmetastaticcancercellsbutnotinthebenignnodularlesion,wherewildtype K-ras gene(GGT)wasde-
tected. Conclusion TheutilizationofLCMcombinedwithPCR-SSCPtechniquemayserveasacrucialaidformoleculardi-
agnosisofmorphologicallysuspeciouscancercellpopulations.
Key words: lasercapturemicrodissection;PCR-SSCP;metastaticcancer/diagnosis

对微转移癌灶和良性结节性病灶在常规 HE切
片上进行鉴别诊断非常困难遥本研究采用激光显微分
割结合 PCR-SSCP技术分析 K-ras 基因有无点突变袁
从分子水平对人肺癌裸鼠移植模型肺微转移癌灶和

良性结节病灶进行鉴别诊断袁报告如下遥

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 动物 3~4周龄 BALB/c裸鼠 12只袁雌雄各半袁
平均体质量 1 8 g (购自加州大学Davis动物实验中
心)遥背部皮下接种 0.3ml人肺癌细胞株A549渊1伊106

个细胞 /ml冤袁8 周后袁处死裸鼠袁取双侧肺组织袁10%
中性福尔马林固定袁石蜡包埋袁4滋m连续切片袁二甲

苯脱蜡袁酒精透明袁HE染色遥
1.1.2 主要试剂及仪器 蛋白酶K尧PCR反应试剂盒
[包括 dNTP尧PCR 缓冲液尧MgCI2尧Taq 酶 ] 为美国
Promega 公司产品曰聚丙烯酰胺凝胶渊美国 JTBaker
公司冤曰银染试剂盒渊美国 Bio-Rad公司冤产品曰PixCell
200激光显微细胞分割仪渊美国 Arcturus公司冤遥
1.2 方法
1.2.1 激光显微细胞分割仪分割细胞 显微镜下观察
切片袁2例裸鼠肺部出现小结节性病灶袁标记可疑的
结节性病灶袁PixCell 200激光显微细胞分割仪下袁选
择可疑靶细胞袁激光分割袁转移到 1.5ml已含有 30滋l
DNA消化液(蛋白酶K0.2mg/ml尧1mol/LTris2.5ml尧
0.5mol/LEDTA100 滋l袁250 滋l Tween 20和 47.15ml
蒸馏水) 的 eppendrof管内袁50益水浴过夜袁95益加热
变性 10min袁-20益保存备用遥
1.2.2 PCR-SSCP银染
1.2.2.1 PCR引物及反应条件 实验采用 K-ras 基因
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图 1 裸鼠移植瘤模型中肺可疑转移
癌细胞灶 (HE袁伊100)

Fig.1 Suspecious metastatic cancer
cell foci in the lung of nude mice
with the implanted tumors (HE,伊100)
图 2 裸鼠移植瘤模型中肺良性增生性

病灶 (HE袁伊100)
Fig.2 Benign proliferatve lesion in
the lung of nude mice with the
implanted tumor (HE,伊100)21

图 3裸鼠移植瘤模型肺部病灶
细胞的单链构象多态性分析

Fig.3 Analysis of single-strand
conformation polymorphism of
the tumor cells in the lung of
the tumor-bearing nude mice
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Marker Mutant type Mutant type Wildtype Mutant type Wildtype
(AGT) (AGT) (GGT) (TGT) (GGT)

normalcontrolpositivecontrolsamplepositivecontrolsample

第 12外显子 2对引物遥
首次 PCRP1为院5'-GGCCTGCTGAAAATGACT

GA-3'袁P2为院5'-GCACCAGTAATATGCA-TA-3'遥PCR
扩增条件院反应液体积 50滋l袁其中 4伊dNTP2滋l袁Taq
酶 1 . 0 U袁10伊buffer 2滋l袁引物各 50pmol/L遥95益1
min袁55益1 min袁72益 1 min袁50 滋l袁30个循环袁72益
延伸 10min遥
再次 PCR P1为院5'-GACTGAATATAAAC-TTG

TGGT-3'袁P2为院5'-TGTTGGATCATATTCGTC-3'遥PCR
扩增条件院取首次 PCR反应产物 1滋l袁反应液体积同
上袁95益3 0 s袁55益1s袁72 益1 min袁20个循环袁72益
延伸 10min遥2%琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物遥
1.2.2.2 SSCP 根据琼脂糖凝胶电泳检测结果袁取 1滋l
二次 PCR反应产物袁加适当的蒸馏水与等体积的加
样缓冲液 渊100%甲酰胺袁0.05%二甲苯青袁0.05%溴酚
兰冤混合袁以已知 AGT和 TGT突变的肺癌细胞株及

正常肺组织作为对照遥90益变性 5min袁立即置冰浴遥
聚丙烯酰胺凝胶电泳袁电压 2 0 0 V袁常温下 3 h遥
1.2.2.3.3 银染 采用银染试剂盒遥10%乙醇 +冰乙酸
+FEC固定 20min袁银染色 10~20min袁10%乙酸终止
固定 10min遥冲水晾干封膜遥

2 结果
肺部组织切片中见由多边形细胞构成的微结节

性病灶渊图 1袁2冤袁图 1示病灶细胞有一定异型性袁但
细胞数量少袁HE染色为可疑转移癌细胞灶遥图 2细
胞无异型性袁考虑为良性增生性病灶遥

HE 染色的组织切片中可疑转移癌灶出现 K-ras
基因突变袁突变类型为 AGT袁而考虑为良性增生性病
灶未见 K-ras 基因突变袁为野生型 K-ras 基因渊GGT冤
渊图 3冤遥

3 讨论
显微分割技术是 20世纪 90年代初出现的一项
在显微镜下从组织切片上分割靶细胞的新技术袁目前
已成为肿瘤细胞分子生物学研究的重要工具遥显微切
割技术也从最初的刀片挖取尧静电吸取等手工操作袁
发展到今天的全自动激光电脑获取遥Emmert-Buck
(1996)和 Bonner渊1997冤等分别在 Science杂志上报道
了激光显微分割技术的原理及其应用咱1袁2暂遥我们在实
际操作过程中体会到激光显微分割技术较其他技术

而言操作程序更方便尧高效尧准确袁但由于激光显微切
割设备较昂贵袁目前国内尚不能得到广泛应用袁有关
该技术的研究报道较少遥

激光显微分割技术可作为肿瘤研究和临床病理

诊断工作中的重要工具遥Chang咱3暂等应用激光显微分
割技术结合 DNA序列分析发现 I 期胰腺癌中常见
K-ras基因 12密码子的突变曰Lax咱4暂等用激光显微分
割技术结合 PCR技术检测 p53基因和 K-ras基因有
无突变袁以此作为子宫内膜样癌和浆液性腺癌鉴别诊
断的分子病理学依据曰Milchgrub咱5暂等报道 1例十二指
肠类癌术后发现头皮肿瘤和宫颈淋巴结转移瘤袁采用
激光显微分割技术分别切割十二指肠类癌尧头皮肿瘤
及宫颈淋巴结转移瘤组织并提取 DNA袁用 22个多态
微卫星灶标记物 PCR技术分析有无杂合子丢失和微
卫星灶改变袁结果发现 3组标本显示相同的微卫星灶
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渊上接 724页冤
本病提供了可供参考的依据遥应当指出的是在 KFD
病灶内坏死显著袁但受累区域中性粒细胞却很少或缺
乏袁这是否与 KFD病因特殊袁机体免疫表现出的细胞
反应不同有关遥
病变淋巴结内细胞死亡是 KFD最突出的特征袁

本病坏死区中含有核碎片尧凋亡细胞尧组织细胞和少
数小淋巴细胞袁所有病例受累区域均可观察到 CD8
渊+冤T细胞表达遥有学者认为咱4暂KFD病灶中细胞坏死
是由于CD8 渊+冤毒性 T淋巴细胞介导的凋亡所致袁
CD8渊+冤细胞既是靶细胞袁又是效应细胞袁而细胞表达
数目的多少与疾病的病程有关袁早期 CD8渊+冤T 细胞
丰富袁晚期则减少遥
本病易误诊为 T或 B细胞淋巴瘤袁误诊的原因
有院病变区多个病灶相互融合袁淋巴窦消失袁病变区组
织细胞欠成熟袁核不规则袁局部出现免疫母细胞尧浆样
单核细胞尧可见核分裂像遥本病与淋巴瘤的鉴别要点
是院KFD病变区域组织细胞 CD68/MPO尧T 淋巴细胞

呈灶状阳性袁B细胞及NK细胞均呈散在阳性袁而淋
巴瘤则呈 T 细胞或 B细胞的单克隆性表达遥
本研究结果提示院免疫组化表型分析在 KFD疾
病的诊断及鉴别诊断中有重要的参考价值遥
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改变袁证实头皮肿瘤及宫颈淋巴结转移瘤细胞的原发
灶均来自十二指肠遥

PCR-SSCP 银染技术是在 PCR 的基础上进行
SSCP袁再对电泳胶银染显色袁该技术目前已成为基因
突变渊如 p53基因尧K-ras基因冤和 DNA多态性的快
速筛选和检测的重要手段咱6~8暂遥

Dillon咱9暂等采用激光显微分割技术结合 PCR-SS-
CP技术对临床结肠癌标本中 p53基因和 K-ras基因
进行了分析袁认为两技术的结合能快速而有效地完成
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微转移癌灶和良性结节性病灶进行了鉴别诊断袁结果
显示可疑转移癌灶细胞存在 K-ras基因突变袁突变类
型为AGT袁而良性结节性病灶细胞无 K-ras基因突
变袁为野生型 K-ras基因渊GGT冤遥
综上所述袁激光显微分割技术结合 PCR-SSCP银
染技术分析 K-ras 基因有无突变袁对微转移癌灶和良
性结节性病灶的鉴别诊断有重要价值遥
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