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摘要院目的 分离并克隆大肠癌相关基因遥方法 分别提取大肠癌与正常大肠粘膜的组织总 RNA袁用 mRNA 差异显示法

渊Differentialdisplaypolymerasechainreaction袁DD-PCR冤筛选大肠癌特异性表达产物的 cDNA 片段袁对其进行克隆尧测

序尧序列分析以及斑点杂交初步鉴定遥结果 获得了 2 个在大肠癌高表达而在正常大肠粘膜组织低表达的新基因片段遥
结论 这 2 条差异显示新基因片段很可能是与大肠癌相关的致癌基因遥
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大肠癌是一种发病率较高的消化道肿瘤袁且容易

转移和复发遥许多研究表明袁大肠癌的发生涉及一系

列基因渊包括显性癌基因尧错配修复基因及众多的肿

瘤抑制基因冤的变化袁但目前人们对大肠癌发生的分

子机制仍不十分清楚遥mRNA 差异显示法咱1暂渊Differ-
ential display polymerase chain reaction袁DD-PCR冤是

近年来检测细胞基因表达变化的新方法袁因其具有操

作简单尧适用范围广尧敏感性高尧原料要求量少以及可

以同时比较多个样品等优点袁目前在基因研究领域已

被广泛采用遥
本研究采用 DD-PCR 筛选和克隆大肠癌相关基

因袁旨在从基因的分子水平探讨癌变机制遥

1 材料和方法

1.1 材料

大肠癌标本取自大肠癌根治术中切除的肿瘤组

织曰正常大肠粘膜对照取自同一患者距肿瘤 8~10cm
处的正常肠段遥RNA 提取试剂尧TaqDNA 聚合酶尧T4

DNA 连 接 酶 购 自 Boehringer Mannheim 公 司 曰
DD-PCR 引物由上海生物工程有限公司合成遥锚定引

物 院T11MN 渊M=A袁T袁G袁C曰N=A袁C袁G冤曰 随 机 引 物院
AP1~AP6尧DH5琢大肠杆菌及 TA载体由本实验室保存遥
1.2 方法

1.2.1 总 RNA 的提取 从上述标本中各取 50~100mg
新鲜组织置于玻璃匀浆器中袁加 1 mlRNA 提取试

剂袁制备成匀浆袁转入 1.5mlEP 管中袁加入 200 滋造氯

仿袁以 4 益 12000r/min 离心 15min遥取上清液袁加等

体积异丙醇袁室温孵育 10min袁以 4 益 12000r/min
离心 10min袁沉淀 RNA袁用 75%的乙醇清洗 RNA 沉

淀后袁将其溶解于经 DEPC 处理的 50 滋造去离子水

中袁加 10 单位的 RNasin袁取 5 滋造RNA 样品进行琼脂

糖凝胶电泳遥其余样品原80 益保存遥
1.2.2 逆转录反应 取 2 μg 总 RNA 样品袁加入 5 单

位 无 RNA 酶 活 性 的 DNase I 消 化 样 品 中 残 存 的

DNA 至总体积为 10 μl袁于 37 益孵育 20min袁65 益 5
min 灭活 DNaseI 活性遥加 5 单位 RNasin尧4 滋l l5伊
Buffer尧1 μl10mmol/L dNTPs尧1 μl 锚定引物及 5 单位

MMLV-RT 逆转录酶袁加水至 20 μl袁37 益反应 60 min袁
65 益袁5min袁灭活逆转录酶活性袁样品原20 益存放遥
1.2.3 PCR 扩增及分离差异条带 用锚定引物与随机

２５８窑 窑



第 4 期 南清振,等.mRNA 差异显示法筛选大肠癌相关基因

图 1 PCR 扩增产物电泳图
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引物作不同组合进行数十个 PCR 反应袁PCR 反应所

用的锚定引物与逆转录的锚定引物相同遥每一反应管

中依次加入下列样品院逆转录产物 2 μl袁10伊PCR
Buffer2.5 滋l袁25mmol/LMgCl2 1.5 滋l袁随机引物及锚

定引物各 1 滋l袁10 mmol/L dNTPs 1 μl袁Taq DNA 聚

合酶 1 滋l袁加水至 25 μl袁滴加 1 滴石蜡油袁按下列条

件进行 PCR 扩增院94 益 2min曰94 益 4 5 s袁40 益 5 0 s袁
72 益 1min袁40 个循环曰72 益10min遥PCR 结束后袁用

琼脂糖凝胶电泳检测PCR 扩增结果袁若结果符合实

验要求渊即提取的 RNA 完整尧未降解冤袁在上述 PCR
反应体系加入 [琢-32P]dATP 后袁同样的条件下进行

PCR 反应袁通过 6%的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳袁
原60 益于 X 线胶片上放射性自显影袁分离差异条带遥
1.2.4 差异条带的第二次 PCR 扩增 切取差异条带袁
加入 100 μl 去离子水袁100 益水浴 10min袁取 2 μl 作

为模板袁用同样的引物在相同的条件下进行 PCR 扩

增袁低溶点琼脂糖凝胶电泳袁回收目的条带遥
1.2.5 目的条带的克隆

1.2.5.1 制备感受态细菌 用划线法将 DH-5琢菌种接

种于不含抗生素的 LB 培养板中袁37 益孵育 2 0 h袁挑

单菌落到 3 ml 不含抗生素的 LB 培养液中袁37 益孵

育 12 h遥取 1ml 菌液接种于 100mlLB 培养液中袁37 益
振荡 4 h渊D600 约为 0.4冤袁冰浴 10min袁4 益4000r/min
离心 10min袁弃上清遥菌体悬浮于 10ml0.1mol/L 冰

预冷的 CaCl2 溶液中袁冰浴 30min袁4 益 4 000 r/min
离心 10min袁弃上清遥再用 2ml 冰预冷的 0.1mol/L
CaCl2 液重悬细菌袁置于 4 益 1 5 h后袁可应用于转化遥
1.2.5.2 连接 TA 载体及目的条带 将 TA 载体及目

的条带按 1院3 的比例加至连接反应体系中袁再加入

10伊缓冲液 1 μl 和 T4DNA 连接酶1 μl渊3 单位冤进行

粘端连接袁16 益连接 1 5 h遥
1.2.5.3 转化 取 100 μl 感受态细菌与 4 μl 连接反应

产物混匀袁冰浴 30min袁42 益热休克 9 0 s 后袁迅速冰

浴 2min袁再加入800 μl LB液混匀袁于 37 益170 r/min
振摇 45min 以复苏细菌遥
1.2.5.4 DNA 重组质粒的筛选及鉴定 含氨苄青霉素

抗性的 LB 培养板表面均匀涂布 40 μl渊20g/L冤X-gal
和 4 μl渊200g/L冤异丙基硫代 -茁-D- 半乳糖苷溶液袁室

温干燥遥将复苏后的菌液 100 μl 涂布到平板上袁菌液

吸收后袁于 37 益培养 1 6 h遥于 4 益放置平板数小时袁
充分显色遥带有 茁- 半乳糖苷酶活性的菌落中间为淡

蓝色袁外周为深蓝色遥插入片段破坏了质粒 蕴葬糟在基

因袁菌株不能产生 茁- 半乳糖苷酶袁菌落为白斑遥挑选

白斑袁接种于 5ml 含氨苄青霉素的 LB 液体培养基

中袁37 益振荡培养 1 5 h遥取 3ml 细菌培养液袁小量提

取质粒袁用 TA 载体上含有的酶切位点袁选用合适的

限制性内切酶切割质粒袁1%琼脂糖凝胶电泳显示结

果遥
1.2.5.5 阳性重组质粒的测序及序列分析 阳性重组

质粒经过纯化后经大连宝生生物有限公司测序袁将序

列分析所获得的数据与 Genebank 数据库资料进行

比较渊BCBI 同源性比较的网址院gov WWW.ncbi.nlm.
nih.gov冤遥
1.2.5.6 差异序列的斑点杂交 将上述差异片段制备

成地高辛标记的探针袁与大肠癌及癌旁正常大肠粘膜

组织所提取的 RNA 样品进行杂交遥

2 结果

2.1 总 RNA 样品的制备

用硫氰酸胍一步法提取的 RNA 经甲醛变性的

琼脂糖凝胶电泳图谱显示袁所提取的 RNA 完整尧未

降解袁符合实验要求袁28S/18S 的比值约为 2.0袁同时

用紫外分光光度法对 RNA 的纯度及浓度进行了测

定袁其 D260/D280 的值接近 2.0遥
2.2 mRNA 差异条带的显示

以随机引物 AP1~AP6 与锚定引物 HT11C/A/G
配合袁扩增 cDNA遥6%的非变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳袁原60 益于 X 线胶片上放射性自显影袁可见数条差

异条带渊图 1冤遥

2.3 差异条带的第二次 PCR 扩增

取 2 条从图 1 中分离出来的差异条带作为模板

渊引物均为 AP2袁且为大肠癌所特有的差异条带冤再次

进行 PCR 扩增袁2%琼脂糖凝胶电泳袁证实为一单一

条带渊图 2冤遥
2.4 DNA 重组质粒的构建及鉴定

按方法 1.2.4 把第二次 PCR 扩增产物回收袁同

时把产物连接入 TA 载体内袁质粒转化 DH-5琢细菌袁
通过蓝白斑初步筛选袁挑选白色菌落袁克隆后小量提
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图 2 PCR 再次扩增产物电泳图
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取质粒袁通过限制性内切酶酶切质粒袁电泳分析袁鉴

定了重组质粒中含有插入的目的片段遥
2.5 差异显示条带的序列分析及比较

对上述 2 个差异显示片段进行了测序袁并通过

BLAST 数据库进行了序列的同源性比较遥比较结果

显示这 2 个片段均为新基因片段袁分别命名为 N321
与 N322袁在数据库中查询未见同源序列遥2 个差异显

示 片 段 的 数 据 库 查 询 部 分 结 果 如 下 袁N321 与

HUAC002038 序列相比院Score=291袁E value=5e-77曰
N322 与 HSAF002995 序 列 相 比院Score=72袁E va-
lue=9e-11遥

N321 和 N322 的 cDNA 片段序列如下遥

2.6 差异序列的斑点杂交差异序列的斑点杂交

将上述差异片段制备成地高辛标记的探针袁与大

肠癌及癌旁正常大肠粘膜组织所提取的 RNA 样品

进行杂交袁结果显示这 2 条大肠癌 cDNA 差异显示

片段在大肠癌组织所提取的 RNA 中表达丰度均较

高袁而在正常肠粘膜组织所提取的 RNA 中的表达丰

度较低遥
3 讨论

分离新基因的方法较多袁mRNA 差异显示方法

被广泛采用并籍此发现了大量新基因咱2~4暂袁但 mRNA
差异显示方法有假阳性率较高的缺点咱5暂遥为克服这些

缺点袁研究人员往往采用无 DNA 污染的 RNA 样本

和多次重复电泳的方法 咱6暂遥本研究在逆转录前用

DNA 酶 I 对样本进行消化袁对逆转录结果进行两次

以上的 PCR 及电泳袁严格回收在每次电泳中所显示

的相同差异条带袁再将回收的重扩增产物与首次

PCR 产物同时电泳并进行比较袁以进一步证实扩增

的特异性遥
我们利用 mRNA 差异显示方法筛选出数条大肠

癌差异表达产物的 cDNA 片段袁并对其中的 2 条大

肠癌差异 cDNA 片段进行了克隆尧测序及序列分析袁
结 果 发 现 这 2 条 大 肠 癌 cDNA 差 异 显 示 片 段 在

Genebank 中无同源序列遥且它们在大肠癌组织所提

取的 RNA 中表达丰度较高袁而在正常肠粘膜组织所

提取的 RNA 中表达的丰度较低遥故初步推测该序列

可能为大肠癌相关的基因遥我们下一步的主要工作是

进行 Northern 杂交分析袁预测全长的 mRNA 的长度曰
组织切片的原位杂交袁分析其在大肠癌组织中的表达

情况曰通过 RACE 扩增的方法袁获得全长的 cDNA曰通

过氨基酸序列推导预测它们的功能袁并进行一系列的

功能分析遥
本研究表明袁mRNA 差异显示技术可简捷尧快速

地筛选出正常大肠粘膜与大肠癌之间的差异表达基

因袁是研究大肠癌分子生物学基础的较好方法遥
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(责任编辑院段咏慧)

N321院AAGGTACCTTTGCTCAGGGTCTCAGGAATGTTGCCTTCTCACACTTCATGCACATGTTTATTTTTTGTGCACCTAT
GTTTTGTAAGATTAACAGCTAGTTTAACAGAAACAATGGAAGCCAAGAGGTAGGAGGATAATATATTCAAAAAATGCAAA
GGAAAAAAAACTGTCAGCCACCAATTCCTTATCCAGCAATTAGTTTTCAAAAATGAAGATAACACAAAGACTGACCCAGA
GAAACAGAAATATTAGCTGAAGTTGTTGCTGGCAGACCTACCAAACAAAAAAAAAAAGGTACCTT

N322院AAGGTACCTTTGCTCAGAGGGCTAAATCTTTGGCCAGGCTAGTCCAGAAACTAGGCTGAGAGACCTGCAGAGAG
CATGTGGGCTATTCTCCCAGGGTGGGCCTACAGAGCCTAATGTGAGTACATTTCCTCAAGAGAGCAAGCCACAGATGGCAC
TTTATAGTGTGAATGCCACCTGTCCATGCTGACTGTTAGGCAAGGGGTCCTATCCTTCTGCAGAGTTAAATAAGATCACAAG
ATTTGTTAGGTGAATAAAGAACTCCAGACACAAGATTAGTCCTCATCCTTAGGGCTGTTTCTTGTGAAAGTTGTCAGAATCA
AAATGGAGTCACTAATCCAAAAAAAAAAAAGGTACCTT
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