
原位逆转录PCR检测干细胞因子mRNA 在白血病细胞的表达  

    干细胞因子(stem cell factor，SCF)是一种早期阶段的多系造血刺激因子，对正常造血调控具有重要

作用。SCF来源非常广泛，在人类除骨髓基质细胞外，皮肤、胎盘组织和部分起源于造血组织的癌细胞系都有

表达。有文献报道骨髓基质细胞是SCF的主要来源，但其mRNA拷贝数仅为9±3[1]。推测其他细胞的表达量会

更低，所以一般方法难以检测。逆转录PCR(RT-PCR)技术可检测低拷贝或单拷贝的mRNA，但不能体现细胞的形

态结构特征。原位PCR技术不仅可以检测组织切片或完整细胞中的单个拷贝DNA或RNA，同时还能判断含有靶序

列的细胞类型及其形态结构，结合图象分析，可以对靶序列进行定量分析。本研究旨在探索应用原位RT-PCR

检测低拷贝的SCF mRNA在白血病细胞表达的可行性。 

    

1  材料与方法 

    1.1  细胞培养及骨髓单个核细胞的分离 

    人红白血病细胞株K562、人中幼粒白血病细胞株HL-60和小鼠成纤维细胞株NIH3T3按常规方法培养。取

肝素抗凝的骨髓2~3 ml，密度梯度离心法分离骨髓单个核细胞。 

    1.2  细胞离心涂片   

    收集培养2~3 d的K562、HL-60和NIH3T3细胞各(1~2)×105，PBS洗涤3次，1 000 r/min离心5 min，涂

片，4%多聚甲醛固定20 min，10 μg/ml蛋白酶K消化10~15 min。取分离后的骨髓单个核细胞(1~2)×105离

心涂片，其余步骤同上。 

    1.3  寡核苷酸引物及探针     

    参考文献[2][3]，由上海生工生物工程公司合成。碱基序列如下，引物A：5'-AATGCGTGGACTATCTGC 

CG-3'；引物B：5'-CCTGGGTTCTGGGCTCTTGA-3'。寡核苷酸探针：5'-GGCAAAACATCCATCCCGG-3'。寡核苷酸

加尾标记及检测试剂盒购自Gibco BRL公司，操作按说明书进行。 

    1.4  原位杂交   

    详细步骤参见文献[4]。 

    1.5  RT-PCR  

    逆转录反应根据参考文献[5]进行。将20 μl总反应液置于原位PCR模具中并密封，37 ℃孵育90 min，逆

转录结束后去掉原位PCR模具，PBS洗涤2min×4次，吹干后进行PCR反应。将液体石蜡油加满PE480型PCR仪

(美国PE公司)的48个孔并用铝箔平盖于其上，载玻片平放于铝箔之上。PCR反应体系： Taq DNA聚合酶3 U，

20 pmol/μl上下游引物各3 μl，2 mmol/L dNTP 5 μl(间接法)，2 mmol/L dNTP 4 μl(直接法)，10 μ

lmol/L Dig-dUTP 5 μl(直接法)，加水至总反应体积为50 μl。将50 μl总反应液加入原位PCR模具内并密

封。PCR程序：94 ℃变性65 s，57 ℃退火70 s，72 ℃延伸100 s，共29个循环；第30个循环72 ℃延伸10 

min。间接法在PCR完成后95 ℃变性8 min。将载玻片置于-20 ℃预冷的无水乙醇中10 min。同时设置阴性对

照、阳性对照、空白对照、探针对照。 
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    1.6  原位RT-PCR的杂交及检测 

    1.6.1  直接法   去掉原位PCR模具。PBS洗涤2 min×3次；缓冲液Ⅰ(0.1 mol/L顺丁烯二酸，0.15 

mol/L NaCl，pH 7.5)洗涤1 min×1次；缓冲液Ⅱ(试剂盒提供的10%阻断剂∶缓冲液Ⅰ=1∶10)孵育30 

min，抗地高辛抗体(1∶2 000)孵育60 min；缓冲液Ⅰ洗涤10 min×2次；缓冲液Ⅲ(100 mmol/L Tris·

HCl，100 mmol/L NaCl，50 mmol/L MgCl
2
，pH9.5)洗涤2 min×2次；加显色液100 μl(NBT/BCIP 4 μl，

缓冲液Ⅲ 96 μl)，显色2 h；缓冲液Ⅰ洗涤5 min×1次；缓冲液Ⅳ(10 mmol/L Tris·HCl，1 mmol/L 

EDTA，pH 8.0)洗涤2 min ×2次；终止显色。亲水性树脂封片，镜下观察并拍照。1.6.2  间接法   变性后

去掉载玻片上的原位PCR模具。PBS洗涤2 min×3次，预杂交37 ℃孵育5 h，42 ℃杂交过夜。6×SSC/45%甲

酰胺洗涤10 min×1次，2×SSC 37 ℃洗涤10 min×2次，0.2×SSC 37 ℃洗涤10 min×2次，其余步骤同直

接法。 

    

2  结果 

    2.1 原位杂交 

    K562、HL-60、NIH3T3及慢性粒细胞性白血病患者的单个核细胞的原位杂交均为阴性。 

    2.2  直接法原位RT-PCR 

    用直接法原位RT-PCR分别对K562、HL-60和慢性粒细胞性白血病患者骨髓单个核细胞表达SCF进行了检

测。结果上述3种细胞均呈阳性，而作为阴性对照的NIH3T3细胞和设置的空白对照均为阴性。细胞膜完整，部

分细胞胞膜呈瘤状突起，核大，细胞核约占4/5以上，核仁不清楚，阳性产物较均匀地分布在胞质内，但背景

不甚理想，有许多散在阳性细颗粒分布于无细胞结构区域。 

    2.3  间接法原位RT-PCR 

    K562细胞、HL-60细胞和慢性粒细胞性白血病患者的外周血细胞均呈阳性，设置的对照为阴性。阳性产物

几乎全部局限在胞质内，背景上偶有几个细颗粒。 

    

3  讨论 

    原位PCR技术是20世纪90年代发展起来的一种相当敏感的基因诊断技术，自1990年Haase等[6]首先报道

后，已应用于病毒感染、基因突变、染色体易位和基因低水平表达等方面的研究[7][8][9]。原位杂交是分子

杂交与组织化学技术的成功结合，在显示阳性杂交信号的同时，还能判别含有靶序列的细胞类型以及组织细胞

的形态结构特征与病理变化。但有时候原位杂交的应用受到其敏感性限制，细胞内单拷贝DNA序列和低于

10~20拷贝的RNA序列，往往不能被原位杂交检出[10]。原位PCR反应在由细胞膜组成的“囊袋”内进行，既能

检出细胞内单拷贝或低拷贝的DNA或RNA序列，同时还可对含靶序列的组织细胞进行形态学分析。原位PCR通常

分为直接法和间接法两种，前者是使扩增产物直接携带标记分子，后者则是用带有标记分子的探    针与组

织细胞内PCR扩增产物杂交。 

    我们首先用地高辛加尾标记的寡核苷酸探针对K562、HL-60和慢性粒细胞性白血病患者的骨髓单个核细胞

进行了原位杂交，结果均为阴性，说明由于被检测的mRNA拷贝数低，原位杂交不能检测出K562和HL-60细胞内

SCF mRNA序列。在原位杂交阴性的情况下，为证实这两种细胞株及慢性粒细胞性白血病患者的白血病细胞确

有SCF mRNA的表达，我们进行了原位RT-PCR检测。直接法原位RT-PCR结果显示，K562、HL-60和慢性粒细胞

性白血病患者骨髓白血病细胞均呈强阳性。K562和HL-60细胞质内有多个空泡，部分细胞膜呈瘤状突起，深蓝

色阳性颗粒较均匀地分布在细胞浆内，但细胞外有较多弥散的细颗粒，考虑一是退化细胞胞膜通透性增加，

mRNA外漏，PCR扩增在细胞外进行；二是地高辛标记的dUTP与玻片上的多聚赖氨酸粘附，冲洗不充分，显色后

出现细颗粒。直接法原位RT-PCR虽然过程比较简单，容易掌握，所需时间短，影响因素相对少，但缺点是特



异性较差，背景高，容易出现假阳性，因此设置严格的对照意义重大，可以最大程度减少假阳性。在我们的实

验中设置了多种对照，更重要的是我们随后的间接法原位RT-PCR与直接法结果相同，这基本上排除了假阳性

的可能。间接法原位RT-PCR结果更清晰，背景低，特异性强，更适合进行图象分析，其缺点是需要事先标记

探针，PCR完成后需进行预杂交、杂交过夜，随后进行多次洗脱，全过程繁琐。 

    以往的原位PCR要求在专用的原位PCR仪上进行，我们在普通的PE480型PCR仪平台上铺一张铝箔，将载玻

片置于铝箔之上进行原位PCR，也取得了满意的效果，一方面节省资金，另一方面更容易使原位PCR技术得到

普及推广。 
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