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摘要!目的 应用 !"# 芯片技术筛选人白血病 $%&’ 细胞中的肿瘤特异性基因! 方法 提取正常人白细胞和 $%&’ 细胞

基因组 !"#"并用限制性内切酶 !"#*#+ 酶切! 其中 $%&’ 细胞基因组酶切产物经 !"# 聚合酶!补平加 # 后克隆到

,- 载体"挑选阳性克隆" 用 ./0 扩增"以纯化的 ./0 产物做探针"制备 $%&’ 细胞基因组 !"# 芯片! 正常人白细胞基

因组酶切产物加上人工通用接头"用限制性标记技术标记上荧光标记物 /1*"与制备的 $%&’ 细胞基因组 !"# 芯片杂

交! 结果 芯片杂交结果经扫描分析"发现 2’ 个 $%&’ 细胞肿瘤特异性基因"进一步用序列分析证实"其中有 ( 个为

3/0#456789:;<=>?@AB=65>C6<6$基因% 结论 我们自制的 $%&’ 细胞基因组 !"# 芯片可以成功地用于筛选肿瘤特异性基

因"为更好地从基因组水平研究肿瘤发生的分子机制提供了新的技术途径!

关键词!基因芯片&白细胞"正常人&$%&’ 细胞&差异基因
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OOOOOOOO恶性肿瘤是严重威胁人类健康的一种常见病"肿

瘤的发生是多基因参与的一个多阶级’多步骤的生物

学过程! 从基因组水平上"了解肿瘤细胞与正常细胞

基因的差异"可加深对肿瘤发生’发展的分子机制的

认识"并为选择肿瘤治疗的靶基因提供线索!为此"我

们构建了包含 2’& 个基因片段的 $%&’ 细胞基因组

!"# 芯片"与 /1* 标记的正常人白细胞基因组酶切

片段杂交"以发现 $%&’ 肿瘤细胞的特异性基因!

(OO材料与方法

(F(OO材料

(F(F(OO样品来源 $%&’ 细胞株由本实验室保存"正常

人白细胞分离自南方医院正常体检者的 I!,# 抗凝

全血!
(F(F’OO主要试剂设备 细胞培养基 (&2)’ 胎牛血清购

自 J;4?:-30‘ 公司& 淋巴细胞分离液购自威佳生物

技 术 公 司 &!"# 抽 提 试 剂 盒 购 自 QU6C7 公 司 &$"%
酶’X",.’P7A*#+’!"# 连接酶’,- 载体 购自 ,78757
公司& 接头 P+.(%a9J#,/U/#/#//#J//###//-
/#&P+0(JJ,,,JJ/,JJ,J,J% 接头通用引物#Y$
J,,,JJ/,JJ,J,JJ#,/ 等 ./0 引 物 均 由 上 海

博亚公司合成% ./0 产物纯化试剂盒购自上海博彩
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图 !""#$%& 细胞和正常人白细胞

基因组 ’() 的电泳图
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图 &""CDE 扩增制备的 #$%& 细胞基因组探针片段
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公司!荧光标记物 DMG 购自发玛西亚公司!氨基化玻

片购自 D60474N 公司!D/0>2;7/4$$-- 芯片打印仪和扫

描分析仪 O8/4/00MP,7>2 分别购自美国 D/0>2;7/4"5OQ"
,J47?J8; 公司!GB--’() 测序仪购自 )RQ 公司#
!S&""方法

!S&S!""#$%& 细胞和正常人白细胞基因 组 ’() 的 提

取 参照 T.2N/"’() 抽提试剂盒说明书进行$
!S&S&""#$%& 细胞基因组芯片探针的收集和制备 #$%&
细胞基因组 ’() 经 !"#G)Q 限制性内切酶酶切完全

后%用 $"% 酶补平切口%连接至 IU 载体%转化 V*!-L
大肠杆菌%筛选阳性克隆%阳性克隆保种并贴上条形

码保存$ CDE 扩增阳性克隆的基因片段%制备探针%
共收集了 K&% 个 #$%& 细胞基因组随机探针片段%大

小 &$-WF--"?A$ 纯化的探针以 ’*OT 和水调整浓度

至 $--"4NX!:%以看家基因甘油醛 UGU 磷酸脱氢酶基因

片段为阳性对照%水稻基因组克隆基因片段为阴性对

照%$-Y’*OT 为空白对照%用 D/0>2;7/4"$$-- 芯片打

印仪打印在 D60474N 公司氨基化玻片上%每个探针重

复打印 G"点形成 GL!G% 的点阵% 打印后的玻片经紫

外交联%F-""干烤 &"=%放置暗盒保存备用$
!S&SG""正 常 人 白 细 胞 基 因 组 ’() 杂 交 样 品 的 制 备

正常人白细胞基因组 ’() 经 &"#G)Q 酶切后接上人

工接头%用 DMG 标记的接头通用引物&Z’扩增 &- 个

循环(!)%CDE 产物经 CDE"产物纯化试剂盒纯化%测定

其 ’["\值及浓度%作为标记样品与 #$%& 细胞基因组

芯片杂交$
!S&SK""预杂交 将预杂交液&&$Y甲酰胺"$!OOD"-S!Y"
O’O’放入杂交缸中%液面高度与杂交芯片同高%并水

浴预热至 K&""$ 小心从杂交盒中取出芯片%放入预热

的预杂交液中%K&""温育 !"=$ 预杂交后在灭菌水中

洗涤 $ 次%每次 !".74$ 水洗完毕后浸入异丙醇中洗

涤 !".74%空气干燥$
!S&S$""杂交 标记好的样品 L$"" 变性 $".74 后%加至

预杂交过的芯片阵列上%轻轻盖上盖玻片%放入杂交

盒内%K&""杂交 !F"=$
!S&S%""杂交后的洗脱 先用 K&""预热的洗脱液#&&!
OOD%-S&Y"O’O’洗涤 !-".74%转移至洗脱液$&-S!!
OOD%-S&Y"O’O’%室温下轻轻振荡洗涤 K".74$再在洗

脱液%&-S!!OOD’中洗脱 !".74%重复 K 次$ 无水乙醇

脱水%空气干燥$
!S&SB""芯片杂交的检测与分析 用 O8/4)00/M"芯片扫

描仪扫描芯片% 运用 ]J/4>/00/M 软件分析 DMG 荧光

信号的强度和比值$用如下两个条件作为判定阴阳性

的标准 (&)*[!\"DMG 阳性点的荧光信号平均值超过阴

性点信号的 G 倍![&\阴性荧光信号值 ^F--%阳性荧光

信号减去阴性信号值 _K--$

!S&SFPP差 异 基 因 片 段 的 序 列 分 析 根 据 对 应 的 条 形

码% 从保种的阳性克隆中挑选出差异基因的克隆%接

种 $P.: 含 )*C 的培养基%培养过夜$抽提质粒%质粒

用 )RQ 公司的 GB-- 测序仪测序$
!S&SLPP序列的生物信息学分析 将所测得的基因序列

递交至 (DRQ 网站[<<<S48?7S47=SN6‘\%进行人基因组

和全核酸序列的 R,)OI 分析$

&PP结果

&S!PP#$%& 细胞和正常人白细胞基因组 ’() 的电泳图

从电泳图中可以看到抽提的基因组 ’() 大小

均在 &-P1? 以上%无 E() 污染%结果表明抽提的基因

组 ’() 质量很好&图 !’$

&S&PP#$%& 细胞基因组 ’() 探针的制备

抽提的 #$%& 细胞基因组 ’() 经 &"#G)Q 限制

性内切酶酶切完全后% 加入 @(IC 和 $"% 酶%B&P"温

育 !$P.74%补平酶切缺口%然后连接至 IU 载体%转化

V*!-L 大肠杆菌%筛选阳性克隆%阳性克隆进行 CDE
扩增制备探针%部分结果见图 &$ 由图可见探针片段

比较均一%大部分在 &$-WB$-P?A 之间$

PPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPP第一军医大学学报[VPa70;>P*7:P*2@PZ47‘\PPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPP第 &K 卷$&%+ +



图 !""#$%& 细胞基因组 ’() 探针芯片打印示意图及芯片杂

交结果扫描图
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图 E"""差异基因克隆的序列分析图

D"3$E &4F@45:4 <5<2=?"? ,- )+4 >"--4;45)"<2 3454?
)*"(2FGH"A733-8-5079?"4-5-"1?25-;"<*"(2I&&"A733-8-5079?"4-5-"1?25-

)

<

&I!""基因芯片杂交结果及分析

正常人白细胞 ’() 酶切片段用限制性标记技

术进行 J:! 荧光素标记!与 #$%& 细胞基因组芯片杂

交!经扫描仪扫描!结果见图 !)" 图 !< 为芯片探针

打印示意图"杂交结果经 K>9509889: 软件分析和统计

学处理!共得到 E& 个差异基因克隆"

&IE""部分差异基因克隆的序列分析

从筛选出来的 E& 个差异基因克隆中! 随机挑选

多个克隆进行序列分析和生物信息学比较分析"发现

其中 GH 号差异基 因 与 L-5<95/ 的 MNOPHPPP 基 因

高度同源! 同源性 Q&R! 此序列编码 ,>695"@8-9/S
T2750"1?>.0-8"U<J=V基因!序列见图 E)" && 号差异基

因位于人 G! 号染色体上! 此处编码 G 个新的离子通

道蛋白!该序列与 )WG!XHPHIGP 序列 Q%Y同源!序列

见图 E<"

!""讨论

#$%& 细胞是由 W9BB72 培养建株的人红白血病

细胞系!来自于慢性粒细胞性的白血病患者急性变时

胸水中" 该细胞系可以向红系#单核系或者巨核系分

化!具有增殖快#易于培养等优点!被广泛用于细胞分

化#凋亡调控#抗肿瘤药物筛选等研究$!Z$%" 基因芯片

技术是 QP 年代中期快速发展起来的分子生物学高新

技术" 其原理是采用光电原位合成或显微打印的方

法!将成千上万的 ’() 探针片断有序地固化于支持

物表面!然后与标记的 ’() 生物样品杂交!通过对

杂交信号的检测分析["达到大规模分析生物样品遗传

信息的目的!因而它具有高通量#特异性好#快速等特

点$%ZX%"因此本研究选择 #$%& 细胞为材料!运用 ’()
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芯片技术筛选 !"#$ 细胞的肿瘤特异性基因!
肿瘤细胞基因组经常发生大量的基因突变和重

排"其机制目前尚未完全阐明! 寻找和鉴定肿瘤相关

基因#抗肿瘤相关基因"从分子水平上阐明肿瘤发病

机制"是一个研究热点和难点!肿瘤的发生#发展往往

是多个基因结构和功能异常改变的结果!而传统的研

究方法"如差异显示#%&’#消减杂交等方法或是假阳

性较高［(，*+］"或是过程繁琐"而且都只局限于基因表达

水平的研究$**%"对基因组水平的突变无能为力! 针对

以上的问题"本研究采用 ,-. 芯片技术"从基因组

水平来研究"以期对 !/0$ 恶性细胞特异性的基因进

行筛选分离! 结果表明"采用 ,-. 芯片技术进行基

因组片段的分析"与传统技术方法相比"有更加简单#
快速和高通量的特点!

!/0$ 细胞的分子生物学特性之一是染色体发生

移位&1’(2*$("导致融合基因 !"#3$!% 形成$*$%! 研究表

明融合基因 !"#3$!% 与抑制 !/0$ 细胞凋亡相关"因而

它的形成也是引发肿瘤的一个重要因素$*4%!在本研究

中发现的 5$ 个差异克隆中" 经过进一步的序列分析

发现" 其中第 *6 号差异基因克隆即为 7&’ 基因克

隆" 这说明本方法用来筛选肿瘤特异性基因是敏感#
特异#可行的! 另外序列分析还发现有些差异基因克

隆是非编码序列或者编码一些新的功能未知蛋白"这

提示这些非编码序列可能参与基因的调控"未知蛋白

的功能可能与肿瘤的发生发展相关!其他相关基因片

段的分析正在进行中!
综上所述",-. 芯片技术应用于肿瘤差异基因

的筛选"操作可以更简单#迅速"为高通量识别肿瘤特

异性基因提供了新的技术途径"从而可为肿瘤的基因

诊断#基因治疗靶基因选择以及肿瘤发生机制的阐明

提供基因组水平的线索!

参考文献!
$*% 马文丽89郑文岭89:;<=>9?789等@9限制性显示’’,A%&’(B9一种新的

差异显示技术$.%@见B9孙志贤@9全军生物化学与分子生物学研究

进展$C%@99北京B9军事医学科学出版社89*((D@9D(A**4@
$$% 赵 伟89刘全俊89刘 伟89等@9,-. 芯片技术诊断乙#丙型病毒性肝

炎的研究$:%@9东南大学学报E医学版F89$++$89$*G*FB96/AD+@

HI;J9K89LMNOP:89LMN9K89&’ $%@9&QMRMS;Q9;TTQMS;1MJR9JU9,-.9<MSVJ;VA
V;W91=SIRMXN=91J9V=SJYRM1MJR9JU9I=T;1M1M>979;RZ9&$:%@9:9[JN1I=;>19\A
RM]9GC=ZMS;Q9[SM=RS=9^ZM1MJRF8O$++$8O$*G*FBO6/AD+@O

$4% 姜 立8O马文丽@O人红白血病 !/#$ 细胞与红系分化的调控$:%@O第
一军医大学学报 G:O?MV>1OCMQOC=ZO\RM]3,MO_MO:NRO_MO,;O‘N=O‘N=O
7;JF8O$++*8O$*G#FBO5#*A4@

$5% 陈汉春8O孟 巧@O!/#$ 细胞中氯化血红素诱导性表达基因的研究

$:%@O中华血液学杂志8O$++48O$5G5FBO*D/A(@
&I=ROa&8 OC=RYOP@ O[1NZWOJUOI=<MROMRZNS=ZOY=R=O=bTV=>>OMROc"0$O
S=QQ>$:%@O&IMRO:Oa=<;1JQ8O$++48O$5OG5FBO*D"A(@

$"% 冯春琼8O马文丽8O李 凌8O等@O.>$J4 处理前后 !"0$ 细胞基因表达变

化的基因芯片检测$:%@O第一军医大学学报8O$++$8O$$G(FBO66$A"@
?=RYO&P8OC;OKL8OLMOL8O&’ $%@O.R;QW>M>OdM1IO,-.OSIMT>OJUO1I=OY=R=O
=bTV=>>MJROMRO!"0$OS=QQ>OMROV=>TJR>=O1JO.>$e4O1V=;1<=R1$:%@O:O?MV>1O
CMQOC=ZO\RM]3,MO_MO:NRO_MO,;O‘N=O‘N=O7;J8O$++$8O$$G(FBO66$A"@

$0% 朱利娜8O马文丽8O毛向明8O等@O人胎盘基因表达谱芯片的初步研究

$:%@O第一军医大学学报8O$++$8O$$G"FBO5++A$@
HINOL-8OC;OKL8OC;JO‘C8O&’ $%@ O%V=QM<MR;VWO>1NZWOJUOO,-.O<MA
SVJ;VV;WOJUOIN<;ROTQ;S=R1;OY=R=O=bTV=>>MJROTVJUMQ=$:%@ O:O?MV>1OCMQO
C=ZO\RM]3,MO_MO:NRO_MO,;O‘N=O‘N=O7;J8O$++$8O$$OG"FBO5++A$@

$6% 毛向明8O马文丽8O姜 立8O等@O应用 ’,A%&’ 方法制备 !"0$ 细胞表

达谱芯片基因探针$:%@O第一军医大学学报8O$++$8O$$G0FBO"5DA"4@
C;JO‘C8OC;OKL8O:M;RYOL8O&’ $%@O.TTQMS;1MJROJUOV=>1VMS1MJROZM>TQ;WO
%&’O MRO TV=T;VMRYO 1I=O TVJf=>O JUOO 1I=O Y=R=OO SIMTO UJVOO MR]=>1MY;1MRYO
Y=R=O=bTV=>>MJROTVJUMQ=OJUO!/0$OS=QQ>$:%@ O:O?MV>1OCMQOC=ZO\RM]3,MO
_MO:NRO_MO,;O‘N=O‘N=O7;J8O$++$8O$$G0FBO/5DA/4@

$D% L;gJ>O%8OC;VcO.O8O:;<=>O[8O&’ $%@O&QMRMS;QO;TTQMS;1MJROJUOS,-.O<MA
SVJ;VV;W>OMROJRSJQJYW$:%@OOeRSJQJYW8O$++48ODG$FBO$/$AD@

$(% 张 强8O朱志文@O抑制性消减杂交技术与肿瘤相关基因克隆新进

展$:%@O国外医学)肿瘤学分册G?JV=MYROC=ZO[SM)[=S1MJROJUOeRSJQA
JYWF"$+++8O$6G0FBO40$A5@

$*+% 孙立军8O黄 强8O王爱东8O等@O应用差异显示技术克隆胶质瘤细胞诱

导分化相关基因$:%@中华神经外科杂志8O$++48O*(G$FBOD(A($@
[NROL:8OaN;RYOP8OK;RYO.,8O&’ $%@O&QJR=O1I=OY=R=>O;>>JSM;1=ZOdM1IO
MRZNS=ZOZMUU=V=R1M;1MJROJUOYQMJ<;OdM1IO’.%A,,$:%@O&IMRO:O-=NVJA
>NVY8O$++48O*(G$FBOD(A($@

$**% &MVJOC8O7V;Sc=RO.%8Oa=QMRO!@O%VJUMQMRYOS;RS=V$:%@O&NVVOeTMRO&=QQO
7MJQ8O$++48O*/G$FBO$*4A$+@

$*$% ,;Q=WOhP8O];RO^11=RO’.8O7;Q1M<JV=O,@OiRZNS1MJROJUOSIVJRMSO<W=QA
JY=RJN>OQ=Nc=<M;OMRO<MS=OfWO1I=O%$*+O!"#3$!% Y=R=OJUO1I=O%IMQ;Z=QA
TIM;OSIVJ<J>J<=$:%@O[SM=RS=8O*((+8O$56G$54FBOD$5A4+@

$*4% 王春红8O孙秉中8O袁跃传@O!"#A$!% 融合基因抑制 !/0$ 细胞凋亡的

研究$:%@O中华肿瘤杂志8O*((D8O$+G/FBO45+A*@
K;RYO&a8O[NRO7H8O_N;RO_&@OiRIMfM1MJROJUO;TJT1J>M>OfWO!"#A$!% UNA
>MJROY=R=OMROc/0$OS=QQ>$:%@O&IMRO:OeRSJQ8O*((D8O$+G/FBO45+A*@

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO第一军医大学学报G:O?MV>1OCMQOC=ZO\RM]FOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO第 $5 卷/$D) )




