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摘 要 : 迅速分离
、

鉴定鼻咽癌组织中差异表达基因是研究其发生
、

发展分子机制的基础
.

先用正常鼻咽组织和鼻咽癌组织进行抑制性消减杂交
,

构建了消减文库
.

再用含有 14 0汉 )个

基因片段的
C

ND A 芯片
,

对此库进行了筛选
,

结果发现 了 4 17 个差异表达的基因
,

其中在鼻咽

癌组织中上调的 170 个
,

下调的 24 7 个
.

抑制性消减杂交提供了一个差异基因的富集库
,

而利

用 cD NA 芯片同时筛选上万个基因
,

是快速获得多个差异基因的有效方法
.
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鼻咽癌有明显的遗传倾向
,

分子遗传学 的研究 已证 明其染色体确实存在着复 杂的改

变
,

如 l q
、

12 有扩增
,

3p
、

g p
、

l l q 丢失等 [ ,
,

, ]
,

这些结果提示
,

可能存在 尚未发现的鼻

咽癌相关基因
,

从表达的差异性人手是获得相关基因的最佳途径之一
,

目前
,

常用的方法

有 n l l诩 A 差异显示 s[]
、 。 DN A 代表性差异分析 [’] 和抑制性消减杂交囚

,

其中抑制性消减杂

交更适合于克隆低丰度基 因
,

而备受青睐〔6〕
.

但这些方法所得到的差异片段必须经过克

隆
、

筛选
、

测序和同源性比较等繁杂的过程
,

才能获得有关的基因信息
,

这已不能满足人

类基因组时代迅猛发展的要求
,

我们应用抑制性消减杂交技术
,

成功的构建 了鼻咽癌组织和正常鼻咽组织的消减文

库
,

并 已从此库中筛选出 12 个阳性克隆
.

为了进一步高效获得更多的候选基因
,

本研究

选择了
C D
NA irn

c or a IT ay 技术
,

对此文库进行了大规模的筛选
,

得到了事半功倍的结果
.

1 材料与方法

1
.

1 组织标本

鼻咽组织取 自本院鼻咽癌科
,

鼻咽活检组织
,

取下后立 即放人 RP M n 64 O 培养液 中
,

保持组织存活
,

2 一 4 h 内于液氮保存
,

经病理确诊后
,

分为鼻咽癌组织或正常鼻咽组织
.

1
.

2 RN A 提取

按 T Rl z of 试剂说明书抽提总 NR A
.

将没有明显降解的 18 例鼻咽癌组织的总 NR A 和没

有明显降解的 17 例正常鼻咽组织的总 RN A 分别混合
,

按 m丑N A sI ol iat on vsS
t em ( G IBOC

,
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BRL ) 说明书从 中纯化 m RNA
,

分别获得鼻咽癌组织
n识入 A 和正常鼻咽组织 m丑N A

.

1
.

3 消减文库的构建

按 CP R
一

se le ct CDNA Sub actr it on 瓦 t ( Clon te hc ) 说明书进行抑制性消减 杂交
.

首先
,

将
n召人 A 逆转录成

c DNA
,

用 SR al 酶切成平端 ; 然后
,

将他们分成两份
,

一份为 est et r ,

另一

份为 d ivr
e r

.

在筛选鼻咽癌相关癌基因时
,

用鼻咽癌的 est et r
与正常鼻咽的 idr ve

r
进行消减

杂交 ; 在筛选鼻咽癌相关抑癌基因时
,

用正常鼻咽的 est etr 与鼻咽癌的 面ve
r 进行消减杂

交 ; 最后
,

经 2 轮杂交和 2 次 CP R 扩增
,

得到 2 个差异基因高度富集的消减文库
.

1
.

4 探针的标记

用随机引物和 心
e

now 卯 l” l e ar s e
对上述 2 个消减文库进行同位素标记

.

每 4 00 gn
CDNA

加 100
U ic 3 , P

-

dAT p
,

酒精沉淀除去未掺人的同位素
,

放射性计数在 6 x l护~
一 ’

·

匹
一 ’ 以

上
.

一
1

.

5 杂交
、

洗膜
、

显影

预杂交液 (6
x

SS c
,

0
.

5% SD S
,

5 / Dhen adr
t 试剂

,

10 尸岁毗 已变性的 鱼精 DNA )

中
,

68 ℃预杂交 3 h
.

杂交液 (6 火 ss c
,

0
.

5% SD S
,

10 用犷mL 已变性的鱼精 DNA
,

已变

性的探针 ) 中
,

68 ℃杂交 20 h
.

37 ℃洗膜 1 ;h 65 ℃洗膜 1 h
.

磷屏压片显影
.

1
.

6 图像分析
c D
NA 芯片共有 14 0( X)个基因

,

每个基因 2 点
.

用 F I五
一

3《X幻信号记录仪对各点进行扫

描
,

并作 以下校正
:

(劝 每一方阵中 ( 7
x 7 =

49 点 ) 的空 白点为本底
,

校正本方阵的其余各点
:

各点的校正值
=
各点的实测值

一
本底值

( 2 ) 同一张膜止代表同一基因的两点的亮度差异必须小于 2 倍
,

否则
,

认为是不可

靠点被剔除
.

在此基础上
,

比较 2 张膜上同一点的亮度
,

差异在 3倍以上者
,

认为其在 2 种组织中

有明显的表达差异
.

2 结 果

2
.

1 组织的总 RN A

鼻咽癌组织的总 RN A 和正常鼻咽组织的总 RN A
,

经电泳检测无降解 (见 图 l) 后
,

纯化成 功丑N A
,

用于构建消减文库
.

2
.

2 消减文库

用鼻咽癌组织作
“ et s et r’’

、

正常鼻咽组织作
“

idr ve r’’ 和正常鼻咽组织作
“ et s

etr
” 、

鼻

咽癌组织作
“

ivdr er
” ,

分别得到 2 个消减文库
,

c : 。 DNA 侧
犯1和 N : c D NA

一

户刘
.

由于经过

sR a 工酶切
,

长度在 500
一 2 仪 x〕 b p (见图 2 )

.

2
.

3 消减基因的表达谱

将 2 个消减文库所标记的
C DNA 探针

,

分别与含有 14 (】X ) 个基 因的
e DNA 芯片杂交后

显影
,

如图 3 所示
.

图中的 A 和 B 分别显示 12/ 芯片与 C : c DNA
一

卿 1和 N : c DNA
一

侧刀 1杂

交的结果
.

2
.

4 鼻咽癌组织中的差异基因

经扫描仪分析比较
,

发现了 4 17 个在鼻咽癌组织差异表达的基因
,

其中上调表达的有
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表 1 5 个上调和 5 个下调的差异表达基因及其染色体定位
, )
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l) 差异表达基因共发现 4 17 个
,

上调 (
十 ) 24 7 个

,

下调 (
一 ) 170 个

; N 为无信息

由于其工作量大
、

耗时
、

耗材
,

已经不符合现今的需求
,

如何利用人类基因组计划的丰富

信息资源
,

来改善传统的克隆新基因的策略
,

是值得研究的课题
.

基因芯片
,

尤其在国外
,

应用的非常广泛 s1[
.

我们是利用芯片来筛查我们构建的消减

文库
,

由于通过消减杂交
,

已除去了绝大部分的同源基因
,

所以
,

减少了大部分的本底干

扰
,

使我们的杂交信号更强
,

避免了假阳性的产生
.

在本实验中
,

即使将本底提高了 5

倍
,

还是得到了差异在 3 倍以上的基因 4 17 个
.

利用基 因芯片
,

我们省去 了
c DN A 克隆

、

转菌
、

铺板
、

筛选
、

测序
、

同源性 比较找 出同源 E ST 克隆等过程
,

一步就可以得到 E S T

或全长基因的信息
,

为后续工作打下了良好的基础
,

由此可见
,

将传统的抑制性消减杂交

方法与新兴的基因芯片技术结合
,

优势互补
,

事半功倍
.
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