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反向ＰＣＲ：缺失断点定位好方法
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　　摘　要：目的　利用反向聚合酶链式反应（ＰＣＲ）对乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７的９ｐ２１缺失断点进行准确定位。方法　以乳腺癌

ＭＣＦ７细胞系为模板，利用反向ＰＣＲ，通过酶切、连接、ＰＣＲ反应及测序，检测染色体９ｐ２１缺失断点。结果　乳腺癌 ＭＣＦ７细胞

系９ｐ２１缺失断点起于ｃｈｒ９：２１８１９５３２、止于ｃｈｒ９：２１９８９６２２的大小为１７０ｋｂ的大片段缺失，断点处可见 ＡＣＴＧＧ５个碱基的插

入，与长片段ＰＣＲ检查结果相符。结论　反向ＰＣＲ是缺失断点定位好方法，适合样本人群研究。

关键词：乳腺癌；细胞系，ＭＣＦ７；缺失断点定位；反向ＰＣＲ

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１３．２３．０２３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１３）２３２７６００２

犜犺犲犻狀狏犲狉狊犲犘犆犚：犵狅狅犱犿犲狋犺狅犱犳狅狉犱犲犾犲狋犻狅狀犫狉犲犪犽狆狅犻狀狋犿犪狆狆犻狀犵

犠犲狀犕犻狀犵狔犪狅
１，犡犻犲犎狌犪狆犻狀犵

２△

（１．犛狌狉犵犻犮犪犾犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犈犪狉犖狅狊犲犜犺狉狅犪狋犪狀犱犎犲犪犱犖犲犮犽，犜狅狀犵犼犻犎狅狊狆犻狋犪犾，犜狅狀犵犼犻犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犎狌犪狕犺狅狀犵

犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犠狌犺犪狀４３００３０，犆犺犻狀犪；２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犌犪狊狋狉狅犲狀狋犲狉狅犾狅犵狔，犜狅狀犵犼犻犎狅狊狆犻狋犪犾，犜狅狀犵犼犻

犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犎狌犪狕犺狅狀犵犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犠狌犺犪狀４３００３０，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｍａｐｔｈｅｄｅｌｅｔｉｏｎｂｒｅａｋｐｏｉｎｔｏｆ９ｐ２１ｉｎｂｒｅａｓｔｃｅｌｌｌｉｎｅＭＣＦ７ｕｓｅｔｈｅｉｎｖｅｒｓｅＰＣＲ．犕犲狋犺狅犱狊　Ａｆｔｅｒｄｉ

ｇｅｓｔｉｏｎ，ｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｂｒｅａｋｐｏｉｎｔｗａｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅｄｅｌｅｔｉｏｎｂｒｅａｋｐｏｉｎｔｓｔａｒｔｅｄａｔｃｈｒ９：

２１８１９５３２ａｎｄｅｎｄｅｄａｔｃｈｒ９：２１９８９６２２ｗｉｔｈａｓｍａｌｌｉｎｓｅｒｔｉｏｎｏｆＡＣＴＧＧ，ｗｈｉｃｈｗａｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｒｅｓｕｌｔｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙｔｈｅ

ｌｏｎｇｒａｎｇｅＰＣＲ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｈｅｉｎｖｅｒｓｅＰＣＲｉｓｏｎｅｇｏｏｄｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｌｅｔｉｏｎｂｒｅａｋｐｏｉｎｔｍａｐｐｉｎｇａｎｄｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｌａｒｇｅｓａｍｐｌｅ

ｓｉｚｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ｃｅｌｌｌｉｎｅ，ＭＣＦ７；ｄｅｌｅｔｉｏｎｂｒｅａｋｐｏｉｎｔｍａｐｐｉｎｇ；ｔｈｅｉｎｖｅｒｓｅＰＣＲ

　　肿瘤基因组包含各种形式实体突变，例如碱基替代、小片

段插入或缺失、染色体重组以及拷贝数变异，后者可以影响蛋

白质编码或者基因调控，与肿瘤的发生、发展密切相关［１］。拷

贝数变异，由于芯片技术进步，目前已获取各种肿瘤大量数据，

但仅有少部分拷贝数变异数据精确到碱基对水平，影响深入研

究［２］。本研究小组曾用长片段聚合酶链式反应（ＰＣＲ）对

ＭＣＦ７细胞系的９ｐ２１缺失断点成功进行精确定位
［３］。但长

片段ＰＣＲ在进行引物设计时需要缺失断点两侧范围，而且缺

失区间内不能有其他形式的改变，如染色体转位或者倒转的干

扰，具有明显的局限性［４］。反向ＰＣＲ，仅需要一段已知的序列

作为引物设计模板，用于检测紧邻区域未知ＤＮＡ序列
［５］。本

文将仍以乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７为模板，探讨反向ＰＣＲ进行缺

失断点定位的可行性。

１　材料与方法

１．１　细胞培养、ＤＮＡ 提取以及 ＭＬＰＡ（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎ

ｂａｓｅｄｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ）检测　ＭＣＦ７细胞系来源

于华中科技大学同济医学院附属同济医院保存的细胞系。

ＤＮＡ提取及 ＭＬＰＡ检测如早前描述的相关试剂公司提供的

标准方案进行［３］。

１．２　反向ＰＣＲ

１．２．１　限制性内切酶的选择　根据 ＭＬＰＡ 检测的结果，

ＭＣＦ７细胞系着丝粒侧断点位于ｃｈｒ９：２１９９４２６８～２１９９５２１９

之间，常 规 ＰＣＲ 检 测 证 实 ＭＣＦ７ 细 胞 系 中 存 在 ｃｈｒ９：

２１９９３０００～２１９９４５００的 ＤＮＡ 区间。ＵＣＳＣ网站下载ｃｈｒ９：

２１９９３０００～２１９９５２００序列，经 ＮＥＢｃｕｔｔｅｒ进行酶切检测后，发

现ＸｂａＩ内切酶在此区间内仅有１个酶切位点，于是选择ＸｂａＩ

以及与ＸｂａＩ产生相同粘性末端的 ＡｖｒＩＩ、ＮｈｅＩ和ＳｐｅＩ内切酶

为反向ＰＣＲ的内切酶。

１．２．２　反向ＰＣＲ引物设计　引物设计：反向ＰＣＲ的引物设

计，也类似于正常ＰＣＲ的引物设计。首先从 ＵＣＳＣ网站下载

ＤＮＡ序列，经ＳＮＰｍａｓｋｅｒ进行单核苷酸多态性检测后，将检

测后的序列分成两部分，并彼此交换位置，也就是在后一部分

设计正向引物，在前一部分设计反向引物，经Ｐｒｉｍｅｒ３在线软

件设计相应的引物。本实验的正向引物为：５′ＴＡＡ ＧＴＣ

ＧＴＴＧＴＡＡＣＣＣＧＡＡＴＧＧ３′；反向引物为：５′ＴＧＧＧＣＴ

ＴＴＣＴＴＴＧＴＧＡＧＴＴＡＧＡＧ３′。

１．２．３　酶切反应　酶切反应总体积为２０μＬ，含３μＬ的

ＭＣＦ７细胞系ＤＮＡ约３μＬ５００ｎｇ，２μＬ的１０×ＮＥＢ酶切反

应液，２μＬ的１０×ＢＳＡ，１μＬ的ＸｂａＩ、ＡｖｒＩＩ、ＮｈｅＩ、ＳｐｅＩ各约５

Ｕ。３７℃条件下水浴过夜，６５℃灭活２０ｍｉｎ。

１．２．４　酶切反应物的提取柱纯化　利用 Ｑｉａｇｅｎ公司的酶切

反应纯化试剂盒，实验步骤按公司提供的标准方案进行。

１．２．５　酶连接反应　反应体系８０μＬ，含２０μＬ的限制性内切

酶酶切ＤＮＡ约２００ｎｇ，１０×ＮＥＢ连接反应液８μＬ，Ｔ４ＤＮＡ

连接酶１μＬ约２０Ｕ，加实验用水至８０μＬ。１６℃下过夜。

１．２．６　ＰＣＲ反应　反应体系５０μＬ，含酶连接反应物５μＬ，

２×ＮＥＢＬｏｎｇＡＭＰ液２５μＬ，加实验用水至５０μＬ。反应流程

如下：９４℃变性２ｍｉｎ；１０个循环的９４℃变性１５ｓ，６０℃退火

３０ｓ，６８℃延伸１８ｍｉｎ；３０个循环的９４℃变性１５ｓ，６０℃退火

３０ｓ，６８℃延伸１８ｍｉｎ（每个循环延长１０ｓ）；６８℃延长１０ｍｉｎ
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结束。最后退火至１６℃结束。ＰＣＲ产物经胶红染色后１％琼

脂糖凝胶电泳检测。以相同的方式设计引物，进行引物步移，

将扩增片段缩小到１ｋｂ时进行测序检测。

１．３　ＰＣＲ产物测序　ＰＣＲ反应产物经１％的琼脂糖凝胶检

测。检测明确后，ＰＣＲ反应产物与ＥｘｏＳａｐＩＴ在３７℃共浴３０

ｍｉｎ，然后８５℃１５ｍｉｎ灭活酶。纯化的ＰＣＲ产物直接进行测

序反应，测序反应采用ＢｉｇＤｙｅＲＴｅｒｍｉｎａｔｏｒＣｙｃｌｅＫｉｔ（Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司），反应体积１０μＬ，反应条件如下：９６ ℃ ２

ｍｉｎ；３５个循环的９６℃３０ｓ，５４℃１０ｓ，６０℃４ｍｉｎ。反应产

物经异丙醇沉淀，７０％的乙醇清洗，溶解于２５μＬ的水中，直接

由ＡＢＩｐｒｉｓｍ３１００测序仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）检测。

２　结　　果

２．１　ＭＣＦ７缺失断点定位　应用反向ＰＣＲ，检测到 ＭＣＦ７

细胞系存在着起于ｃｈｒ９：２１８１９５３２、止于ｃｈｒ９：２１９８９６２２的大

小为１７０ｋｂ的大片段缺失，包括 ＭＴＡＰ基因一部分及ＣＤ

ＫＮ２Ａ基因大部分。断点处可见ＡＣＴＧＧ５个碱基的插入（图

１），这与长片段ＰＣＲ检测结果相符
［３］。

图１　　细胞系 ＭＣＦ７缺失断点测序结果

２．２　 反 向 ＰＣＲ 形 成 的 人 工 环 形 连 接 部 　 位 于 Ｃｈｒ９：

２１８１７９６３～２１８１７９６８的 ＸｂａＩ酶切位点（ＴＣＴＡＧＡ）与位于

Ｃｈｒ９：２１９９５０４２～２１９９５０４７的ＸｂａＩ酶切位点（ＴＣＴＡＧＡ）经酶

切后连接成环。人工连接在连接位点附近产生一个干扰的Ｔ

波背景。检测到人工形成的环形ＤＮＡ的连接部（图２）。

图２　　反向ＰＣＲ的连接位点

３　讨　　论

ＤＮＡ测序确定缺失断点位置是检测大片段缺失金标

准［６］。长片段ＰＣＲ虽然操作简单、价格低廉，但需要确定双侧

断点范围，而不同个体间的断点缺失范围常有变化，限制长片

段ＰＣＲ应用
［４］。反向ＰＣＲ可以通过已知边界序列来探测缺

失断点具体位置以及重组之后新的结构，而不管这种重组仅是

缺失或者伴有转位／倒转［５］。良好的实验设计可以覆盖多达数

１０ｋｂ的断点簇
［７］。Ｍｅｙｅｒ等

［８］曾用反向ＰＣＲ对 ＭＬＬ基因重

组进行研究，设计引物覆盖 ＭＬＬ基因重组断点聚集区域，反

向ＰＣＲ既能发现已知基因融合形式，还能发现既往没有被认

识的新基因融合形式。Ｃｉｎ等
［９］对脑的星形细胞瘤进行研究，

利用反向ＰＣＲ检测ＢＲＡＦ基因参与的融合，设计引物覆盖

ＢＲＡＦ基因发生融合的外显子８～１２区域，除了能准确探查到

已知的ＫＩＡＡ１５４９ＢＲＡＦ融合基因外，还发现新的具有成瘤性

的ＦＡＭ１３１ＢＢＲＡＦ融合基因。这些研究表明，反向ＰＣＲ能

准确进行断点定位，可在大样本群中应用，能发现各种不同形

式的断点融合，为研究创新提供简单易行的途径。

反向ＰＣＲ实验的关键，是选择合适的限制性内切酶
［５］。

首先，选择一段已知的ＤＮＡ序列，利用 ＮＥＢｃｕｔｔｅｒ进行限制

性内切酶的选择［１０］。限制性内切酶不能切割正、反向引物之

间的区域，最好在已知区间内靠近引物的区域有且只有一个切

割位点，另外的一个切割位点位于未知区间。限制性内切酶要

选择能产生粘性末端的酶，因为粘性末端连接的成功率远远高

于顿性末端［１１］。限制性内切酶的酶切位点可含有４～６个核

苷酸序列，如果探测的区间短，可选择含有４个核苷酸的限制

性内切酶；如要增加探测未知区间的长度，可以选择含有６个

核苷酸序列的限制性内切酶，因为通常酶切位点含有４个核苷

酸的限制性内切酶的切割频率要远高于酶切位点含有６个核

苷酸的限制性内切酶［１２］。应尽量选择在人类基因组中切割频

率相当较高的限制性内切酶，切割频率太低将增加实验难度和

失败的风险。

新的研究样本多达２０００例的乳腺癌基因组研究表明，染

色体９ｐ２１的甲硫腺苷磷酸化酶基因（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉｏａｄｅｎｏｓｉｎｅ

ｐｈｏｓｐｈｒｙｌａｓｅ，ＭＴＡＰ）所在区间，是乳腺癌最常见缺失位点之

一，但其意义并不明确［１３］。在其他肿瘤中，例如脑胶质瘤和非

小细胞型肺癌，近１０％的样本存在着类似本研究的、断点位于

ＭＴＡＰ外显子４～５之间缺失
［１４］。本研究提示，利用反向

ＰＣＲ在乳腺癌样本中检测ＭＴＡＰ外显子４～５之间的区间，可

能获得新而有趣的发现。
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表３　　各组对二甲苯致小鼠耳廓肿胀的影响（狓±狊，狀＝１０）

组别 剂量（ｇ／ｋｇ） 左耳（ｍｇ） 右耳（ｍｇ） 肿胀度 抑制率（％）

空白对照组 － ０．３５０±０．０３６ ９．３００±２．０３３ ８．９５０±２．０１２ －

阳性对照组 ０．２２ ０．３６８±０．０４１ ４．１７３±１．５０１ ３．８０５±１．４８４ ５７．５

Ⅰ组 ０．８４ ０．３４９±０．０５５ ４．３５０±２．０１４＃ ４．００１±２．００５＃ ５５．３０

Ⅱ组 ０．４２ ０．３７６±０．０４１ ６．７９４±２．１９１ ６．４１８±２．１９８ ２８．２

Ⅲ组 ０．２１ ０．４０３±０．０６８ ７．１３９±２．７０６ ６．７３６±２．６８７ ２４．７

　　：犘＜０．０１，：犘＜０．０５，与空白对照组比较；＃：犘＞０．０５，与阳性对照组比较；－：此项无数据。

３　讨　　论

疼痛是机体受到来自内外环境的伤害性刺激时出现的一

种伴有情绪反应的病理生理过程，可作为机体受到伤害的一种

警告，起到防御性保护作用，也是多种疾病的一种症状［９］。现

代医学发现许多因子都有可致痛的作用，局部组织受损时，可

释放出大量的钾离子、组胺、前列腺素和缓激肽等炎性介质，既

可引起炎症又可致痛。中医学认为，人身经脉流行，气血环转，

上下内外，无有已时。若病邪相加，气行不畅，血运不调，气血

不通，则出现疼痛［１０］。据相关文献报道，目前主要有雷公藤、

青藤碱、白芍总甙、黄连素、三七总皂苷、粉防己碱、树舌多糖、

伪麻黄碱、黄芪总苷、五加皮等，均具有一定的镇痛抗炎效

应［１１１７］。然而，对于水药骂广瓦在镇痛抗炎方面的实验研究

尚无相关报道，本研究第１次通过动物实验来探究水药骂广瓦

在镇痛抗炎方面的疗效，为新药研究提供一定的理论依据。

骂广瓦在三都及都匀水族地区民间被用于治疗风寒痹痛、

龋齿痛、跌打损伤等疾病。本研究以镇痛、抗炎为主要指标，通

过实验证明，水药骂广瓦对醋酸诱发小鼠扭体及热板法致痛和

二甲苯所致耳廓肿胀实验具有镇痛、抗炎作用。同时，在本研

究中还发现，随着水药骂广瓦剂量的增高，其扭体潜伏期、给药

后痛阈值、镇痛率、抑制率越高，扭体次数和肿胀度越低，证实

了高剂量的水药骂广瓦灌胃给药对小鼠具有较好的抗炎镇痛

效果，至于其具体的药理学作用机制及有效成分尚需进一步深

入研究。
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