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非同位素 PCR-SSCP-EB 染色技术检测
头颈部鳞癌 p53 基因点突变

王建广　黄洪章　李金荣　王　刚　周　刚　黄玉屏　鲁德银　侯　炜

摘要　应用非同位素 PCR 2SSCP2EB 染色技术检测新鲜头颈部鳞癌组织中p 53 基因点突变。结果显示 13 例标本中

7 例有异常电泳带, 其中位于第 5 外显子者 1 例, 位于第 6, 7, 8 外显子者各 2 例, 说明头颈部鳞癌的发生与 p 53 基

因突变有密切关系。与传统的同位素 PCR 2SSCP 相比, 非同位素 PCR 2SSCP2EB 染色技术是一种更简便、安全、快

速、有效的检测基因点突变的方法, 适用于大量标本基因点突变的筛选性检测。

关键词　PCR 2SSCP　p 53 基因　基因突变　头颈部肿瘤

　　基因点突变的传统检测方法为序列分析。该方

法价格昂贵、费时, 尤其不适用于大量标本的检测。

1989 年O rita 等 1 首次报道聚合酶链反应- 单链

构象多态性 (PCR 2SSCP ) 分析技术以来, SSCP 技

术已成为基因突变和DNA 多态性快速筛选和检

测的重要手段。放射性同位素 PCR 2SSCP 技术是将

a232 P2dCT P 掺入扩增产物, 或扩增前先用 Χ232 P2
A T P 标记引物, 但同位素存在放射性污染和操作

复杂等问题。将银染技术与 PCR 2SSCP 技术结合虽

可取得较好效果, 但过程较繁琐。非同位素 PCR 2
SSCP2EB 染色技术是一种简便、快捷、有效而又无

放射性污染的检测方法, 作者初步应用该技术对头

颈部鳞癌组织中p 53 基因突变进行了检测。现报告

如下。

1　材料和方法

1. 1　标本

取自湖北医科大学口腔医学院颌面外科手术切除的头

颈部鳞癌新鲜肿瘤组织, 共 13 例, 均经病理检查证实, 其中

2 例同时取有肿瘤转移的淋巴结组织。正常对照标本 3 例,

均取自正常口腔粘膜。将标本立即置于- 196℃液氮中, 冷

冻 15 m in, 保存于- 70℃超低温冰箱中。

13 例标本中, 20～ 39 岁组 1 例; 40～ 59 岁组 9 例; 60～

70 岁组 3 例。男 11 例, 女 2 例。肿瘤部位: 舌 6 例, 颊 3 例,

磨牙后区 2 例, 口底及牙龈各 1 例。

1. 2　DNA 提取

按常规方法提取DNA 2 。

1. 3　引物设计

分别在 p 53 抑癌基因高度保守区的外显子 5, 6, 7, 8 邻

接之内含子区内设定, 合成 20 个对应碱基, 分别是:

exon 5: 5’2T TCCTCT TCCT GCA GTA CTCC23’

5’2GCCCCA GCT GCTCA CCA TCG23’

exon 6: 5’2CA CT GA T T GCTCT TA GGTCT23’

5’2A GT T GCAAA CCA GA CCTCA GG23’

exon 7: 5’2TCTCCTA GGT T GGCTCT GA C23’

5’2CAA GT GGCTCCT GA CCT GGA 23’

exon 8: 5’2CCTA TCCT GA GTA GT GGTAA 23’

5’2GTCCT GCT T GCT TA CCTCG23’

1. 4　PCR 扩增

反应在 015 m l EP 管中进行, 反应体积为 50 Λl。反应液

中各成分浓度如下: 引物 1 Λmo löL ; dN T P 每种 200 Λmo lö

L ; 模板DNA 1 Λg; KC l 50 mmo löL ; T ris·HC l (pH 813) 10

mmo löL ;M gC l2 115 mmo löL ; 0101% 甘油; T aq DNA po ly2
m erase 210 u。扩增条件: 96℃热变性 5 m in, 1000 röm in

30 s, 加 T aq 酶 210 u, 离心, 加液体石蜡 50 Λl, 离心, 93℃1

m in, 50℃1 m in, 72℃1 m in, 共 32 个循环, 最后一个循环

72℃延伸时间为 10 m in。扩增片段长度见附表。

附表　PCR 扩增 p53 基因第 5～ 8 外显子 4 个D NA 片段

外显子位置 扩增片段长度 　　　PCR 条件

5 204 bp
32×∶93℃1 m in, 50℃
1 m in, 72℃1 m in

6 144 bp
32×∶93℃1 m in, 50℃
1 m in, 72℃1 m in

7 133 bp 32×∶93℃1 m in, 50℃
1 m in, 72℃1 m in

8 168 bp 32×∶93℃1 m in, 50℃
1 m in, 72℃1 m in
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1. 5　SSCP 分析

取 20 Λl PCR 产物, 与等量加样缓冲液 (96% 甲酰胺,

012 mmo löL ED TA , 0105% 溴酚蓝, 0105% 二甲苯腈 EF )

混合, 95℃热变性 5 m in 后迅速置于冰浴, 加样于 6% 非变

性聚丙烯酰胺凝胶 (29∶1) 电泳。电泳条件为: 015×TBE,

4℃, 电压 300 V , 预电泳 30 m in, 加样后电泳直到溴酚蓝接

近凝胶下缘。取下凝胶, 置于 015 m g% 溴化乙锭 (EB ) 溶液

中染色 30 m in, 单链DNA 电泳带可在凝胶中显示。照相, 记

录结果。

2　结　　果

2. 1　3 例作为正常对照组的标本泳动带一致, 无

异常泳动带出现。

2. 2　13 例头颈鳞癌组织 p 53 基因第 5～ 8 外显子

的 4 个 DNA 片 段 中, 7 例 有 异 常 泳 动 带

(53185% ) , 说明其相应p 53 基因DNA 片段发生了

点突变。异常泳动带出现频率为: 第 5 外显子 1 例;

第 6, 7, 8 外显子各 2 例 (见图 1～ 4)。

2. 3　2 例癌症患者原发灶及淋巴结转移灶标本

中, 均检测到相同DNA 片段异常泳动带。

3　讨　　论

目前认为癌肿的发生是一个由多种癌基因、抑

癌基因共同参与的多步骤变化过程。有证据表明,

许多常见恶性肿瘤的发生与 p 53 基因的丢失、突

变、插入、重排或其表达产物与某些蛋白结合后失

活有关 4, 5 。p 53 基因异常在人类肿瘤的发生发展

中起着重要作用。

迄今为止, 在人类肿瘤中, 至少已发现 350 种

不同类型的p 53 基因点突变。与序列分析技术相比

较, PCR 2SSCP 技术检测基因点突变更为简便、省

时; 而较之一般的同位素方法, 作者采用的非同位

素 PCR 2SSCP2EB 染色技术还具有安全, 周期短,

成本低廉, 回收方便等优点, 特别适用于对大量标

本基因点突变的筛选, 并可将突变定位于基因的某

一片段, 因而具有较高的实用价值。

本实验应用非同位素 PCR 2SSCP2EB 染色技

术检测 13 例头颈鳞癌组织的 p 53 基因, 确认 7 例

有点突变, 突变率为 53185% ; 其中取自同一癌症

患者原发灶及淋巴结转移灶的标本中, 均检测到相

同DNA 片段的异常泳动带。这一结果表明, p 53 抑

癌基因的变异与头颈鳞癌的发生有着密切关系。在

人类肿瘤的发生中, 由于还存在 p 53 及其它抑癌基

因的缺失, 以及基因在转录水平和翻译水平的改

变, 而这些改变是本研究方法所不能揭示的。另外,

本研究中患者例数有限, 临床观察时间较短, 因而,

需进一步对 p 53 突变与头颈鳞癌临床及病理特征

之间相关关系进行研究, 以探索有助于临床诊断、

预后判断及肿瘤监控的分子生物学指标。

(本文图见中心插页 11)　　
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D etection of Po in tM uta tion of p53 Gene in Head and Neck Squam ous
Cell Carc inoma by Non - Isotop ic PCR-SSCP

W ang J ianguang, H uang Hongzhang, L i J in rong, et a l

D ep a rtm en t of O ra l &M ax illof acia l S u rg ery , H ubei M ed ica l U n iversity

Abstract
N on2iso top ic PCR 2SSCP techn ique w as used to detect po in t m u tat ion of p 53 gene in fresh t issue taken from head and neck

squamous cell carcinom a. T he abno rm al band of the single2stranded DNA (ssDNA ) w as iden tified in 7 of 13 cases. T he re2
su lts show ed that po in t m u tat ion occu red in the related DNA fragm en ts. T he po in t m u tat ion of exon 5 w as found in one case

and that of exon 6, 7, 8 in tw o respect ively. T hese resu lts indicated that the p 53 gene m utat ion w as clo sely co rrela ted w ith the
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developm en t of head and neck squamous cell carcinom a. Compared w ith the tradit ional iso top ic PCR 2SSCP techn ique, the

non2iso top ic PCR 2SSCP one is a k ind of simp ler, safer, qu icker and mo re effect ive w ay to detect the m utat ion of p 53 tumo r

supp resso r gene. It is especially usefu l in the screen ing of po in t m u tat ion w hen handling a large num ber of samp les.

Key words: 　PCR 2SSCP　　p 53　　m utat ion　　head and neck neop lasm s

一种新型尖牙牵引装置

王学侠　姬广国　陈宝勇

　　远中移动尖牙是矫治牙颌畸形中的一个重要步骤。后

移尖牙有滑动法和关闭曲法 1 两种, 滑动法因不需弯制关

闭曲而常被采用。因尖牙牙根长而粗壮, 具有较大的抵抗

力, 后移过程中很容易造成支抗丧失, 引起不良后果。成功

地后移尖牙不仅需要合适的力量和精心地操作, 减少后移

过程中的摩擦力也至关重要。作者介绍一种尖牙后移装置

(附图) , 不需结扎尖牙, 可大大减少托槽与弓丝间的摩擦

力。

附图　右上及左下尖牙牵引装置

1　制作方法及临床应用

　　采用直径 0. 35～ 0. 45 mm 不锈钢丝、澳丝或仿澳丝,

顺 (或反) 时针弯制直径 1. 0～ 1. 5 mm 阻挡圈 2. 5 圈, 形成

垂直臂和水平臂, 调整垂直臂与圈垂直。沿水平臂离阻挡圈

3～ 4 mm 处, 反 (或顺) 时针向弯制直径 1. 0～ 1. 5 mm 牵引

圈 2. 5 圈, 并形成固位臂和固位钩。将垂直臂插入左上、右

下 (或右上、左下) 尖牙Begg 托槽竖管内 (注意垂直臂位于

弓丝颊侧)让阻挡圈与竖管紧密接触, 以防止弓丝滑脱。而

后将垂直臂于竖管　方水平向弯向近中 90°, 再沿尖牙近中

边缘龈向弯曲 90°, 同时将末端抵住尖牙近中部, 此臂可防

止尖牙后移时发生扭转。调整阻挡圈使水平臂与垂直臂成

90°或略大于 90°, 固位钩固位于弓丝时不应有力。将支抗牙

牵引钩与牵引圈以弹力线或螺簧相连, 即可有效地后移尖

牙。

2　临床应用中的注意事项

2. 1　主弓丝应能在托槽槽沟内自由滑动, 其直径应大于弯

制牵引装置之弓丝直径。作者的经验, 主弓丝和牵引装置弓

丝直径分别以 0. 40 mm 和 0. 35 mm 为宜。主弓丝太细则易

变形, 不利于保护支抗和尖牙移动的控制; 弓丝太粗, 则增

加了弓丝与托槽间的摩擦力。必要时可稍磨宽槽沟, 以保证

弓丝在托槽内顺利滑行。

2. 2　随着尖牙后移, 固位钩和固位臂与第二双尖牙相抵

触, 妨碍尖牙进一步移动。此时可重新制作一短水平臂的尖

牙牵引装置。亦可在水平臂上作一　向垂直曲, 使水平臂缩

短。则可继续牵引尖牙后移, 直至所希望的位置。

2. 3　尖牙最好位于牙弓内, 或突出于牙弓不太多, 且有足

够的牙冠长度 (一般应大于 5 mm )。否则应先用其它弓丝稍

作平整, 再用此装置。

2. 4　此装置也适用于第二双尖牙拔除, 需要远中移动第一

双尖牙的病例。它可同样控制第一双尖牙移动时的倾斜与

旋转。
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