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!"#$% 肺癌的&’() 分析及其差异片段克隆

李淑蓉 陈意生 魏泓

【摘要】 目的 检测 !"#$% 肺癌的遗传改变，寻找与癌变相关的 &’( 序列或片段。方法 用 )*+ 条引物

对 !"#$% 肺癌及其来源小鼠 ,+-.! / 01 正常组织基因组 &’( 进行随机扩增多态 &’(（2(3&）扩增，比较肿瘤组

织与正常组织的扩增图，对差异很明显的片段回收、克隆和测序，序列与 4"5.657 数据库进行同源性比较。结

果 )*+ 条引物中有 8+ 条引物扩增出的条带在肿瘤组织与其相应正常组织间存在差异。引物 (.-98 和 (.-9
)) 扩增所得差异片段 !-98 和 !-9)) 回收纯化后克隆测序。!-98 片段长 -:* ;<，该序列与已知序列没有任何相

关性。!-9)) 长 --= ;<，与小鼠的 > 76<<6 8)9)) ?"5" 在核酸水平具有 =*@的同源性。结论 本研究用 2(3& 技

术检测出 !"#$% 肺癌存在一定程度的遗传改变，并发现与 !"#$% 肺癌发生相关的 &’( 序列 !-98 和 !-9))，这种

改变可能与肺癌的发生相关。
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肿瘤发生是多种遗传改变积累的结果，基因组不

稳定性增高是遗传改变的主要方式之一，其直接结果

是基因组损伤。随机扩增多态 &’(（K65FEN 6N<J$L$"F
<EJONEK<I$H &’(，2(3&）技术可检测基因组 &’( 的细

微改变，已广泛应用于动植物种系鉴定、遗传分析、连

锁图的构建、疾病诊断、基因分离等。随机引物法亦已

用于检测大肠癌、卵巢癌、肺癌、皮肤癌等的基因组不
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稳定性及分离差异 &’( 片段，并将其克隆定位［) Y :］。

为探讨肺癌发生的机理，本研究对 !"#$% 肺癌细胞株

及其来源小鼠 ,+-.! / 01 正常组织基因组进行 2(3&
分析，比较肿瘤组织与正常组织的 &’( 指纹，了解基

因组不稳定与肿瘤发生的关系；对差异明显且重复性

好的部分片段克隆和测序，以期发现与肿瘤发生相关

的 &’( 序列或片段，进一步了解肿瘤发生的机理。

@ 材料与方法

@ A@ 材料 !"#$% 肺癌细胞株由第三军医大学实验动

物中心保存。将瘤细胞接种于 ,+-.! / 01 小鼠右胸腹
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侧皮下，待瘤块大小达 ! " !# $ %& 时，取瘤组织块，去

除结缔组织及血液备用；同时取正常 ’$()* + ,- 小鼠肝

脏备用。

! "# 试剂与引物 ./0 酶、12.3（德国 )4 公司），随机

引物（美 国 56789: 公 司，!;<6）为 =)>;?@;>ABC@、=)>
;?@;>ABC?、=)>;?@;>ABCD、=)>;?@;>ABC,、=)>;?@;>ABC( 五套

引物及 =)>;?@;>ABCE（$、!@、!, 号）、=)>;?@;>ABCF（,、(
号），共 !;$ 条引物。.D 连接酶、6GH4!>. H/IJ K7%C98

（美国 389&7L/ 公司），-4!;F（389&7L/），高纯度质粒分

离试剂盒（美国 )97M8B:L78 4/::M7B& ’986）。

! "$ 基因组 N2= 的提取 瘤组织块及 ’$()* + ,- 小

鼠正常组织加少许液氮研碎，按常规方法加入消化液

消化，用酚、氯仿提取 N2=，乙醇沉淀，.H 溶解，置 DO
冰箱备用。

! "% P=3N>3’P 反应条件及扩增程序 反应总体积

为 @$!Q，其中含 @ # $!Q !; R <STT78，@ # $ &&9Q + * 4L’Q@，

; #@ &&9Q + * 12.3，@!&9Q + * 引物，@$ " $; :L 模板 N2=，

./0N2= 聚合酶 ! #$ 单位。反应程序为，FDO预变性 @
分钟；FDO变性 ! 分钟，?EO复性 ! 分钟，(@O延伸 @ 分

钟，D; 个循环后，(@O延伸 !; 分钟。扩增产物在含溴

化乙锭的 ! # $U琼脂糖凝胶中电泳，紫外透射仪上观

察照相。

! "& 差异 N2= 片段的回收及重扩增 参照《分子克

隆实验指南》［D］“从低熔点琼脂糖凝胶中回收 N2=”的

方法，稍作修改。取 @!Q 回收的 N2= 片段作模板，用

与选择扩增相同的条件（只是最后延伸 (@O@; 分钟）

扩增，在琼脂糖凝胶上确证后纯化回收，再验证。直接

用于克隆。

! "’ 3’P 产物的克隆与鉴定

! "’ "! 差异 N2= 片段与载体的连接及转化 加 . 的

载体为 6GH4!>. H/IJ K7%C98，连接反应按试剂盒说明

书进行。连接产物转化入 -4!;F 感受态细胞，取转化

菌液加 V>L/Q 和 W3.G 混匀，转移到氨苄青霉素抗性培

养基上涂盘，?(O倒置培养 E " !; 小时，DO避光显色。

! "’ "# *7XBI 肺癌阳性克隆的筛选及验证 用 V>L/Q
平板对克隆进行初步筛选。在 V>L/Q 平板上显示为白

色的菌落为阳性克隆，蓝色菌落为阴性克隆。对白色

菌落仍需进一步验证，用碱裂解后直接进行琼脂糖电

泳，含有外源片段的质粒将出现滞后现象，质粒 N2=
有滞后现象的菌落，立即用试剂盒高纯度质粒分离试

剂盒提取质粒，与正常质粒和外源 N2= 片段同时用

H%9P! 进行酶切，进一步验证外源片段的插入。

! "’ "$ 差异 N2= 片段的序列分析与同源性比较 将

差异 N2= 片段与 6GH4!>. H/IJ K7%C98 载体体外重组

后，用军事医学科学院 =)W?(( 型全自动测序仪测序，

序列与 G7:)/:A 数据库中的 N2= 序列进行同源性比

较。

# 结果

# "! P=3N 扩增结果 *7XBI 肺癌来源于 ’$()* + ,- 小

鼠，因此可以比较 *7XBI 肺癌移植瘤基因组 N2= 与正

常 ’$()* + ,- 小鼠肝组织基因组 N2= 的 P=3N 扩增

图。多数引物扩增出的条带呈单态性，在肿瘤及其相

应正常组织之间无差异（图 ! 的 !*’、@*’、?*’、D*’）。

!;$ 条引物中有 @$ 条扩增出的 N2= 序列在肿瘤组织

与其相应正常组织间存在差异，即肿瘤组织与其相应

正常组织的 N2= 片段相比，出现带的缺失、增加、移动

和强度变化。引物 =)(>!! 扩增出的条带在约 E;; <6
位置，肿瘤组织与其相应正常组织相比，表现为带强度

明显降低（图 !）；经引物 =)(>@ 扩增后，肿瘤组织带强

度增加（图 @）。

图 ! P=3N 扩增电泳图

!*’、@*’、?*’、D*’ 呈 单 态 性；引 物 =)(>!! 扩 增 后 带 强 度 明 显 减 弱

（$*’）#（*：*7XBI 肺癌；’：’$()* + ,-；4：4/8A78）

()* ! HQ7%C896M987IBI 9T P=3N /&6QBTB%/CB9:

49:9&986MB% </:1 6/CC78: B: !*’，@*’，?*’，D*’；17%87/I71 </:1 B:C7:IBCJ B:

$*’ XBCM 68B&78 =)(>!! #（*：*7XBI QS:L %/:%78；’：’$()* + ,-；4：4/8A78）

图 # 引物 =)(>@ 扩增后电泳图（带强度增加）

()* # HQ7%C896M987IBI 9T P=3N /&6QBTB%/CB9: XBCM 68B&78 =)(>@（ W:%87/I71

</:1 B:C7:IBCJ）

# "# 差异 P=3N 片段的回收、纯化和克隆 对 P=3N
扩增中差异很明显、稳定性、重复性好的 ( 个 N2= 片
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段进行低熔点琼脂糖凝胶回收、纯化和克隆测序。经

引物 !"#$%% 和 !"#$& 扩增后所得差异片段 ’#$%% 和

’#$&，克隆到 ()*+!$, *-./ 012345。
! "# 差异 67! 片段的序列分析 ’#$& 和 ’#$%% 片段

由 !" ! 8## 型全自动测序仪测序分析，测序时分别

采用 ,# 引物和 9:; 引物从多克隆位点两侧测序（即每

个克隆测序两次），并经 <=>? 下的软件分析，获得此两

个克隆的插入片段全长序列。将这两个片段与 )1=$
"-=@ 序 列 数 据 库 进 行 同 源 性 分 析。’#$& 片 段 长

#8A B(，未发现任何同源性信息，即该序列和已知序列

没有任何相关性，可能对应一个全新的基因。’#$%% 长

##C B(，与小鼠的 0 @-((- &%$%% D1=1 在核酸水平具有

CAE的同源性。它们的序列如下：

’#$&（#8A B(）

,F,)!!FF)F,!!,)!)))F,),),!)!))F)))!))!),F,),)))F!F

F!)!)),!F,)!F,)),,,))),,F!!)),!),,,,)!)!),!)!!)!))

!!!F)F,),)!,F!)),))F!)!,)!,)))!,!)!)!,),FF),!F)!,,

FF,)!F!F!)!F),,F,,,,!!!!,!!!!),!,,,)),),),),),),),

),),),),),))F,,),),!,,,)!),!F!!),)FFF!F!)!))FF!)!!

)!))))F!,F,)!F,FFF,))!)F,))!)F,))F),,!F!))F!)F,),)

!)F,!,!))!,),))),)F,))!!)F,)!!F!F,,),FF,F,))!!)))F

,)F!))!F!,)!,F!)F,,F,)!)FF!,),F,FF!),FF!)!!FF,,,,,

,F,,!!,,),),!!!),FFF!)),,)F,!F,)!,))),))),))F,),FF

,FF!!))))!),F,)))!,,)F!),FFF!,,),),),),!FFFF,)F!)F

,),F!F,))!!))F!F,))FF,F!,),),F!)FF)F,))!),),!))F,,

!)!,,,,,F!!!!FF,!!,,,)!,,!!,),,F,,,!!F!F!FF!!FF,FF

F,,F,!)FFF!FF,!FF!)!)),!)!))!!)!)!!))),,!!,!))!!!,

)))F,,),))!,F,F,),!)!!),!),,F,,,)))))!)!,!F!!,)F!)

,F!,,),,),F!))!,!,F!)F)),,F!)!

’#$%%（##C B:）

,F,)!!FF)F,,F,!,,))!,)))!!!,!),,),!,)!!,,F!))F!,F,

!!!!)!F!!!,,),!!)))!!F!,F,),F,),),FF!)!F!!,,F!!!)!

F!!F,,,,FF!,FF,!,,),!!,,),F!!,F,!!)!FF!,),,,F,!))F

F,!))!!,!,!F,FF,!,,F,)!,!)F,))!!!,,FFF,,)F,F!!F,F!

,,!,),F!!!!,!!!!,,))!,!!F,)F,),))!,!)FFF,))))F,!!,

,!,!,,,)!)),,!!,,FF!,,FFFFF,)!),)),,)!)!!F!!))!!,)

!),F!)F!F,F!)),)!,,,FF,),!!!FF,)F,,FFF!FF,,!!,,,),

!!!!,!!!))!)!)F,)!,)!F,!)),!)!,!!!!)!)!!)),))!)FF)

!!!),)))!)!)!)F)!!,!!))!)!!!!,))!!)!)))!),)!!!)!FF

F!F!)F),)!))!F,FFFFF!F!,,F,)!F,F!))!!!)),)!F!FFFF!

!!,F!F,F!,!!)!!!,)),F,,)F,)F!!!F,)F!!)!))!F,,,,,!,

,,F!!)!)F!F,F,F!))FFF!F!),F!,!F!FF!F),!)))),!)!))!

FF!,)),)FFF!!),!)F,))),!!!)))),!,,,!!!))!!)!!!FF!F

!!F,F!!))))),)))!!))),),,),,!!!!!!,!FF!!!!!,!FF!),

,!!)!),F!F!!))!!),))!!!),F!!)!F!),,,,F,!))!)FF,F,!

!F!),!)F!F,F,,)FF,!)F)),,F!)!

# 讨论

近年来人们用随机引物法对一些肿瘤样本进行了

研究。G=D 等［%］用 # 条随机引物检测肺癌标本及其相

应正常组织基因组 67!，发现 CHE肺癌组织中至少有

一条引物表现了基因组不稳定性，认为基因组重排与

肺癌发生相关，I!:6 分析用于检测肺癌组织中基因

组不 稳 定 性 是 一 种 较 灵 敏 可 靠 的 方 法。6>J$!K54L1
等［&］用 I!:6 技术检测脑肿瘤，&C 条引物用于 # 例脑

膜瘤，所有肿瘤组织都有 67! 的改变；%M 条引物用于

&N 例胶质瘤，&% 例肿瘤组织 67! 发生改变。我们先

前也用 I!:6 方法证明非小细胞肺癌中存在较高频率

的遗传改变［8］。本研究应用 I!:6 方法对 ’1O>. 肺癌

的整个基因组进行扫描，检测到肺癌基因组有一定程

度的改变。所用 %AH 条引物中有 &H 条引物的扩增产

物在 ’1O>. 肺癌及其正常组织间呈现 多 态 性，表 明

’1O>. 肺癌与正常组织基因组 67! 之间存在差异，即

肿瘤基因组 67! 的损伤，其结果与人体肿瘤的相似，

证明 ’1O>. 肺癌发生与遗传改变积累相关。

肿瘤中差异基因（或 67! 序列）的分离、鉴定是一

项极其艰苦的工作，以往多采用消减杂交或差异杂交

的方法。与消减杂交方法不同的是，随机引物法可以

同时显示两个基因组的差异情况。例如在对与肿瘤发

生有关的基因进行分离时，应用随机引物法可以同时

分离出只在正常组织表达的基因（肿瘤抑制基因候选

基因）或在肿瘤细胞特异表达的基因（癌基因候选基

因）。将这些差异片段从凝胶上切下后，可再用相同的

引物扩增，扩增片段经纯化，选择适当的载体进行连

接，就可以得到差异基因片段克隆。应用此方法，:1>$
=-P4 等［H］用随机引物法检测分离到大肠癌中的两个差

异 67! 片段，克隆、测序并将其定位于 %# 号染色体短

臂。’>-=D 等［;］应用这种方法鉴别了正常 !8% 和肿瘤

起源的 ":!8% 细胞，分离到了仅存在于正常细胞的 7%
及仅存在于肿瘤细胞的 ,% 片段。61 QR-= 等［#］从非小

细胞肺癌中分离了一个扩增片段，此片段与已知人类

核酸序列无明显同源性，认为可能是一个新基因。这

些研究为发现和寻找新的癌基因和肿瘤抑制基因提供

了简便可行的方法，发现了一些与肿瘤发生和转移相

关的新的 67! 序列或基因，进一步了解了肿瘤发生发

展的分子机理。

本研究共获得 & 个差异片段的 67! 序列。’1O>.
肺癌的 ’#$& 片段长 #8A B(，通过 )1="-=@ 数据库分析，

未发现任何同源性信息，即该序列和已知序列没有任

何相关性，可能对应一个新的基因。’#$%% 长 ##C B(，

与小鼠的 0 @-((- &%$%% D1=1 在核酸水平具有 CAE的

同源性。0 @-((- &%$%% D1=1 为 0 @-((- 多基因家族的

成员之一，0 @-((- 基因是免疫球蛋白 @-((- 轻链 0 区
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基因，可分为三个单源族。该基因与肿瘤的关系未见

报道，其功能意义有待进一步探讨。

参 考 文 献

! "#$ %&，’(#$ )，*+,# -.，/0 ,1 2 3/0/40+(# (5 $/#(6+4 +#70,8+1+09 +# 1:#$
4,#4/; 0+77:/ 89 ;,#<(6 ,6=1+5+/< =(196(;=>+4 3?@ ,#,197+72 A,;4+#($/#/B
7+7，!CCD，!C（!）E FGGBFGH 2

F 3+1B@5;(I/，&+7;, @，’:1,+6,# J&，/0 ,1 2 K/#/0+4 ,10/;,0+(# +# 8;,+# 0:6(;7
+</#0+5+/< 89 L@M3 ,#,197+72 K/#/，!CCD，FNO（!）E PHBPD 2

G 李淑蓉，陈意生，魏泓 2 非小细胞肺癌的随机扩增多态 3?@ 分析 2第
三军医大学学报，FNNN，FF（!）E GOBGD 2

P 金冬雁，黎孟枫等译 2 分子克隆实验指南 2 第 F 版 2 北京：科学出版

社，!CCF 2GFF 2

H M/+#,<( &@，&,1Q>(79,# ’，R/1,IS:/I @，/0 ,1 2 J7(1,0+(# ,#< 4>,;,40/;+I,B
0+(# (5 ,11/1+4 1(77/7 ,#< $,+#7 +# 4(1(;/40,1 0:6(;7 89 ,;8+0;,;+19 =;+6/< =(19B
6/;,7/ 4>,+# ;/,40+(#2 M;(4 ?,01 @4,< ’4+ T’@，!CCF，DC（F!）E !NNOHB
!NNOC 2

O U+,#$ M，M,;<// @)2 3+55/;/#0+,1 <+7=1,9 (5 /:Q,;9(0+4 6/77/#$/; L?@ 89
6/,#7 (5 0>/ =(196/;,7/ 4>,+# ;/,40+(#2 ’4+/#4/，!CCF，FHV（HNVF）E COVB
CV! 2

V 3/ W:,# A，J#+/70, M，A;:4/7 W，/0 ,1 2 3?@ ,6=1+5+4,0+(# (# 4>;(6(7(6/
O=!F +# #(# 76,11 4/11 1:#$ 4,#4/; </0/40/< 89 ,;8+0;,;+19 =;+6/< =(196/;,7/
4>,+# ;/,40+(#2 J#0 W A,#4/;，!CCC，DP（P）E GPPBGPC 2

（收稿：FNNNBNCBNP 修回：FNNNB!FB!V）

（本文编辑 张世雯）

·短篇报道·

吉西他滨联合顺铂治疗中晚期 !"#$#%& 例近期疗效观察

姚文秀 罗卫华 王更利 陈萍 赵新 陈益

【中图分类号】 LVGP2F；LVGN2HG

!CCC 年 !N 月至 FNNN 年 C 月我院采用

吉西他滨（KX&）、顺铂（33M）联合方案治

疗中晚期非小细胞肺癌（?’AUA）!V 例，现

将结果报告如下。

临床资料 !V 例患者均为经病理或

细胞学证实的不能手术的中晚期 ?’AUA，

且完成 F 周期以上化疗。其中男性 !P 例，

女性 G 例，年龄 GC Y VF 岁，中位年龄 HD2 G
岁；腺癌 !N 例，鳞癌 P 例，腺鳞癌 ! 例，未

分型 F 例；初治者 G 例，复治者 !P 例；!@
期 G 例，!) 期 P 例，"期 !N 例。ZM’ 评分

均大于或等于 ON 分，肝、肾功能正常。治

疗方法：KX& !2 N $ [ 6F ，静注，第 !、D 天；

33M PN Y ON 6$，静滴，第 ! Y G 天（适当水

化，输液 F NNN Y F HNN 61 [ <），F! 天为 ! 周

期，治疗至少 F 周期。疗效及毒副反应评

定按 .-" 标 准 进 行。疗 效 分 完 全 缓 解

（AL）、部 分 缓 解（ML）、稳 定（’3）、进 展

（M3），毒性分为 N Y"度。

结果 !V 例患者中，AL ! 例（!) 期、

初治），ML V 例（!@ 期 F 例，!) 期 ! 例，

"期 P 例；初治 ! 例，复治 O 例），’3 V 例

（!@ 期 ! 例，!) 期 F 例，"期 P 例；初治

! 例，复治 O 例），M3 F 例（"期、复治），总

有效率为 PV2 !\。主要毒性反应是骨髓

抑制，白细胞下降率为 DF2P\（!P [ !V），其

作者单位：O!NNP! 成都，四川省肿瘤医院内科

（姚文秀、王更利、陈萍、赵新、陈益）；核工业部

GOG 医院肿瘤科（罗卫华）

中! Y"度占 FC2 P\（H [ !V），白细胞降至

最低点时间为治疗后第 V Y !P 天；血小板、

血色素下降率分别为 !V2 O（G [ !V）和!!2D\
（F [ !V），无"度下降者。其他副反应包括

恶心、呕吐 C 例（! Y"度 G 例），发生率为

HF2C\；# Y$度便秘 H 例（FC2 P\）；! 例

出现转氨酶$度升高；! 例出现血尿素氮

#度升高，未经特殊处理，自行恢复正常。

全组无治疗相关死亡。

讨论 KX& 是阿糖胞苷的类似物，其

在体内的代谢产物二磷酸及三磷酸双氟

脱氧胞嘧啶核苷为主要活性产物，通过插

入 3?@，使 3?@ 合成中断。由于其良好的

膜穿透性，与脱氧胞苷激活酶更强的亲和

力以及细胞内更长的留滞时间，KX& 具有

较阿糖胞苷更强的抗癌活性。单药治疗

晚期 ?’AUA 的有效率为 !C\ Y FV\［!，F］。

KX& 和 33M 在体内外均有协同作用。文

献报告 KX& 和 33M 联合化 疗 有 效 率 在

GH\ Y HP\［G Y O］。本组总有效率为PV2!\，

与文献报道一致。从既往治疗、临床分期

看疗效，本组初治者较复治者好，!@ 期较

!) 期及"期高，!) 期较"期好，但因病

例偏少，有待于进一步临床观察。此方案

的主要毒副反应为骨髓抑制，白细胞下降

率为 DF2P\，其中! Y "度占FC2P\。经

用集落刺激因子升高白细胞及支持治疗

后可很快恢复，不影响治疗计划，其他毒

性反应包括恶心、呕吐、便秘，肝、肾功能

损害少见，一般不需特殊处理，可自行恢

复正常。综上所述，KX& 联合 33M 方案治

疗中晚期 ?’AUA 疗效较好，毒副反应可耐

受，值得临床推广和应用。
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