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转染人 -YCM的小鼠鼻咽上皮细胞在 SZ[感染前后基因表达谱差异
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摘要!目的 应用 7;]( 阵列技术研究转染人多聚免疫球蛋白受体 #E-YCM$的二亚硝基哌嗪 #>^!>_H28>80/.N.-1/9‘8>1^!
;]?J转化的小鼠鼻咽上皮IDL]SJ细胞系在 SZ[ 感染前后基因表达谱差异&探索 SZ[ 在鼻咽癌发病过程中的作用及
鼻咽癌的发病机制( 方法 提取转染 E-YCM!的 DL]S 细胞在 SZ[ 感染前后的总 M](& 逆转录成 !HV"?H2(D? 标记的
7;]( 探针&与 (0:9NDL!=.,N1!79>71/!9//95!’X"!阵列膜进行杂交( 利用 (0:9NY=9C1DL!软件分析基因表达差异( 结果 共有

"\ 个基因表达水平发生了改变&有 "V 个基因表达上调&" 个基因表达下调( 结论 SZ[ 感染可使转染细胞的多个基因
表达发生改变&这些基因可能与鼻咽癌的发生)发展有关(
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!!!!!!!!鼻咽癌#]?g$是我国南方及东南亚地区常见的
一种恶性肿瘤( 临床及流行病资料均表明&鼻咽癌与
SZ 病毒#SZ[$感染密切相关 *’+&随着研究的深入&SH
Z[感染在 ]?g 的发病过程中的作用日益受到重
视( SZ[不能感染小鼠细胞&有研究表明 SZ[ 可由
人多聚免疫球蛋白受体# E-YCM$介导进入细胞( 我们
将含有 E-YCM 基因的表达载体导入二亚硝基哌嗪
#;]?$转化的小鼠鼻咽上皮细胞#0/9>NA./=12!=.,N1!
>9N.-E9/5>C19:!1-80E1:8,=^!DL]S$&建立表达 E-YCM的
小鼠细胞系(然后采用 (0:9NDL!=.,N1!79>71/!9//95!’X"阵
列膜对 DL]S在 SZ[感染前后的基因表达谱进行分
析&找出相关的生物学信息&为阐明 SZ[ 感染在]?g

发病过程中的作用及 ]?g的发病机制奠定基础(

’!!材料和方法
’X’!!材料
’X’X’!细胞 DL]S 细胞)ZP\H) 细胞均由中南大学湘
雅医学院肿瘤研究所引进&SZ[ 来自 ZP\H) 细胞%含
E-YCM 全长 7;]( 克隆的质粒由美国 61>0,7i5 大学
6910‘1: 博士惠赠&DL]SHE-YCM 阳性细胞克隆由本
所构建(
’X’X"!主要试剂 D/8‘.:!#Y><80/.C1> 公司$&;]9N1"I大
连宝生物公司 J& M>9N8> #?/.=1C9!公司 $&M1<1/N1!
D/9>N7/8-08.>!+5N01=#?/.=1C9 公司$&D9j 酶#大连宝
生物公司$& !HV"?H2(D?购自北京福瑞生物公司(
’X’XV基因表达谱 (0:9NDL!L.,N1!79>71/!9//95!’X"!阵
列膜购自美国 g:.>017E 公司& 每张膜 )$!=="’"$!
==&具有 ’!’QR 个肿瘤相关基因和 P 个看家基因&分
布于 (HG 阵列区和 B 条形框( 每一 7;]( 片断长
"$$kR$$!4-&不含 -.:5#($尾)重复单元或高度保守或
同源序列(膜上含有阴性对照以及 P 个看家基因可确
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图 !""#$%&’()&*+",-.,& 软件分析的基因比较视图
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图 ,""总 78#",9琼脂糖凝胶电泳
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图 D"""HI(*7 转染 JK82 细胞 2/@ 感
染前后基因表达谱
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定杂交的特异性! 及校正 )78# 丰度和 B18#探针
量的内参照"
,-D""方法
,-D-!""细胞 #$% 的抽提!&$’()!的处理 用 J?AN>%
试剂抽提细胞总 78#!用 D.O!.""% 无 78&’+ 的水溶
解 " 在 G.""% 反应体系中 !78&’A6" 5." L#K*0%D" ,."
))>%P;!,.!Q07 反应缓冲液 G"L 及 18&’+!5."L"
!R""反应 ,"H后用 J7(N>% 再次抽提 78#" 分光光度
计测定浓度和纯度!,9琼脂糖凝胶$含 2/%电泳检测
78# 质量! 并以 4#Q1S 引物$GT##J000#J0#0:
0#J0JJ00#"!T&GT00J40JJ0#00#00JJ0JJ4"!T!
GE."UI%进行 Q07扩增证实无 *18#残存" 每次取 G"
"*总 78#进行探针标记"
,-D-D""B18# 探针制备!纯化及阵列膜杂交 根据 #$:
%&’JK"K>V’+"B&6B+?"&??&W’",-D 说明书采用 #:!DQ:M#JQ
标记 B18# 探针&采用试剂盒提供的 8VB%+>FIA6"2X:
$?&B$A>6"FIA6"YA$"进行探针纯化! 放射性活性 Z[!,.["
BI) 方可进行下一步杂交" [E""预杂交 DO["H!探针
变性后![E""杂交 D.OD5"H"滤膜在洗脱液!$D!FF0\"
,9F1F%和洗脱液$].-,!FF0\".-G9^中!于 [E""分别
洗 !.")A6!! 次&!.")A6!, 次后!用保鲜膜包好" 暗匣
内!!R.""曝光 D[ODE"H"
,-D-!""图像及结果分析 _ 光胶片经常规显影# 定影
后!经 LK#_"Q>‘+?;>>Y",,.. 扫描仪扫描后!采用

0;a8J20S 公司的 #$%&’()&*+",-.,& 软件分析" 基
因表达灰度值经标准化后以密度比值$7&$A>%ZD-. 或
b.-G为标准!确定差异表达的基因"

D""结果
D-,""组织总 78#
""""""""提取细胞总 78# 经 18&’+%消化后!#D[.P#DE. 的

比值在 ,-EOD-. 之间!电泳检测无降解!并以 4#Q1S
引物进行 Q07 扩增!证实无 *18#污染$图 ,%"

D-D""阵列杂交结果
将 2/@ 感染前后细胞抽提的总 78# 经逆转录

合成 &:!DQ:M#JQ 标记的 B18# 探针!与 #$%&’ 微阵列
膜进行杂交!放射自显影$图 D#!!/%"

D-!""2/@ 感染前后细胞基因表达谱差异
放射自显影所得杂交图像$图 D"##/%经 LK#_"

Q>‘+?;>>Y",,.."扫描仪输入后! 用 #$%&’()&*+",-.,&
软件分析! 采用系统默认的 4%>U&%"8>?)&%AN&$A>6 方
法!进行数据均一化"以 2/@ 感染前的灰度值为 #,!
以 2/@ 感染后的灰度值为 #D! 设定 #DP#, 灰度比
值 ZD-. 为上调!#DP#,b.-G 为下调!筛选差异表达的
基因&并得到比较视图!如图 !!上下 D 格均为红色的
表示上调基因!均为蓝色的表示下调基因!绿色代表
基本无差别!灰色代表背景值!共有 DG个基因差异表
达$表 ,%!以上调为主!其中上调的有 D!个"

!""讨论
肿瘤的发生过程是一系列分子事件的结果!是许
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表 !""#$% 感染 &’()*+",-.# 细胞前后差异表达的基因
!"#$ % &’(’) *+,,’-’(.+"//0 ’12-’))’* +( 324567 !89: ;’//) #’,<-’ "(* ",.’- :=> +(,’;.+<(

/0123405 677 8959".2:9 8959;’<03945"1=2>>4?4123405 *2340

6@AB CDEFDE ,<25>1<4’3405"?2130<"6GHIJ")2::2 $2>41"3<25>1<4’3405"?2130<> AKLM

6@M9 -DNFAA (539)<45"B932"L"O(,8$LP" 79==H19=="2Q&9>405"<919’30<> EKEF

6!!5 C@LFE@ 79==">R<?219")=S10’<03945"-67H!"2=’&2">RBR543 79==H19=="2Q&9>405"<919’30<> IKEA

6!I: /INMD@ #’&"<919’30<"$I 79==H19=="2Q&9>405"<919’30<> IKLI

""""""G<03945"T452>9"<919’30<>

6!I5 UED@MN #’&<45"3S’9"$"<919’30<"E"O#GV$EPW 79==H19=="2Q&9>405"<919’30<> IKM

""""""G<03945"T452>9"<919’30<>

6!A2 XMLDEM #’43&9=42=":9:B<259"’<03945"A"O#-GAP 79==H19=="2Q&9>405"<919’30<> EKID

6!A4 -AEN!@ 7Y!E":0501S39"Q4??9<953423405"2534)95W "79==H19=="2Q&9>405"<919’30<>"G!@" FKED

$!I4 XDILDE G<03945"T452>9"7">RB>3<239"M@ZHV 70:’=9["12<B0&SQ<239":932B0=4>: FK@F

$!A: UAL!FE ,H10:’=9["’<03945"!"3&932">RBR543 7&2’9<059>"\"&923">&01T"’<03945> IKI!

"""""""O,7G!H3&932P

$!A5 X@DFND V923">&01T"!@HTY2"’<03945"!W 7&2’9<059>"\"&923"]&01T"’<03945>" EK!E

7!@9 -MELEF (539<=9RT45"D"<919’30<"O(/D*P (539<=9RT45"\"4539<?9<05"<919’30<> EKEM

7!E^" -MEM!D *9345041"214Q"<919’30<")2::2 ,<25>1<4’3405"2134_230<>"\"<9’<9>>0<> NKII

O*C*")2::2W"*C*8P"

Y@A? UIIL@A ‘4B<0B=2>3")<0a3&"?2130<"L"O‘8‘LP 8<0a3&"?2130<>J"1S30T459>"\"1&9:0T459>" AK@I

Y@L^ -!A!LL ,<25>?0<:45)")<0a3&"?2130<"B932"! 8<0a3&"?2130<>J"1S30T459>"\"1&9:0T459> IKDD

O,8‘HB932"!W",8‘$!P

Y@M1 XEAMAF %2>1R=2<"95Q03&9=42=")<0a3&"?2130<"$ 8<0a3&"?2130<>J"1S30T459>"\"1&9:0T459> EKAD

Y@M& 6‘@L@DMM b45)=9>>H<9=239Q"--,%"4539)<23405
""">439"IB"’<03945"Ob.,I$P

8<0a3&"?2130<>J"1S30T459>"\"1&9:0T459> AKFI

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""c510)959>"\"3R:0<">R’’<9>>0<>

Y@D2 -MDLDD b45)=9>>H<9=239Q"--,%"4539)<23405
""">439"NB"’<03945"Ob.,N$P

8<0a3&"?2130<>J"1S30T459>"\"1&9:0T459> NKNE

Y!!B YN@EFI ]3<0:2="19==HQ9<4_9Q"?2130<"N"O]Y‘NP c3&9<"9[3<219==R=2<"10::R54123405"’<03945> IKDE

#[3<219==R=2<"3<25>’0<39<>"\"12<<49<"’<03945> "
Y!!T XEAA!D ‘<4dd=9Q"&0:0=0)"F"O‘UYFW"‘UFP (53<219==R=2<"3<25>QR19<>J"9??9130<>"\ AKNA

"""""-0QR=230<>"03&9<"<919’30<>"OBS"=4)25Q>P

Y!A9 ]L@@NF eR45059"0[4Q0<9QR132>9W Y<R)H<9>4>32519"’<03945>

#@DT -M!EMA G<03945"’&0>’&232>9"A"1232=S341
""">RBR543"B932"4>0?0<:

(53<219==R=2<"’<03945"’&0>’&232>9> EK!!

‘!!4 CDLLDF Y.6"Q2:2)9"<9’24<"\
<910:B4523405"’<03945"NE"&0:0=0)O*6YNEP

Y.6"Q2:2)9"<9’24<"’<03945>"\"=4)2>9> AK@N

‘!IB /ALALE ‘/6G"95Q05R1=92>9"!"O‘#.!P Y.6"Q2:2)9"<9’24<"’<03945>"\"=4)2>9> AKEF

$@M9 YLMFEN LMHTY2")=R10>9H<9)R=239Q"’<03945"O8*GLMP V923">&01T"’<03945>"1&2’9<059>"\ @K@A

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""V923">&01T"’<03945>

6F: XNMFAA 79=="Q4_4>405"1S1=9"I"&0:0=0)"O7Y7IP c3&9<"19=="1S1=9"’<03945> @KAN

多肿瘤相关基因表达失常所致!因此要了解癌变过程
中的基因变化"需要同时观察整个基因组范围的成千
上万个基因表达的动态变化! Y.6O微P阵列或芯片技
术是一种新的#高通量的基因分析方法"可同时检测
同一组织或不同组织在不同生理和病理条件下成千

上万个基因的表达水平"阐明同一或不同信号通路不
同基因表达间的相互作用关系"可以一次较大规模
地检测出同一组织细胞在不同状态下或同一状态下

多种组织细胞基因表达水平的差异" 而且还可以敏
感地定性#定量检测基因表达水平$I%! 具有 *,HG7*#

.0<3&9<5 杂交等不具有的优势"有助于我们较全面地
研究特定组织细胞的基因表达状态"了解整个基因组
的功能活动"寻找基因间的内在联系!

.G7 的发生具有明显的地域性和种族聚集性"
流行病学和免疫学研究发现".G7 的发生#发展主要
与 #$%感染#环境致癌物和遗传因素有关!越来越多
的证据表明 #$% 感染在鼻咽癌的发生发展中起着
重要作用" 很可能是导致鼻咽癌迅速发展的限速步
骤$A"E%!#$%感染的宿主范围极其狭窄"不能感染小鼠
上皮细胞! 有研究表明"#$%可通过人补体受体f型
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和作为免疫复合物的一部分!通过 !"#$%&进入被感染
细胞"’()#!并且最近也有研究指出 "*$% 是鼻咽癌的易
感基因之一"+#$任彩萍等",-#观察了转染 !.%/的0123
细胞在 345感染前后的基因表达变化!提示 345 感
染可使转染细胞多个基因表达发生变化$ 据此!我们
将含有 !"*6% 基因的表达载体导入 7123 细胞中!
建立稳定表达 !"*6%的转染小鼠细胞!为进一步研究
345的作用提供合适的研究材料$
本研究采用 89:;<71&1=><?@ABCA?D&;DD;E&FG/ 对转

染了 !"*6% 的 7123 细胞在感染 34H 前后的基因
表达谱进行分析$共有 /I个基因呈差异表达!其中表
达上调有 /J 个基因!/ 个基因表达下调$ 进一步用
K?C?.BDL<%!99"MNNOOOGDP"LGL?NABDL<N&在线分析发现!
表达发生变化的基因功能主要与细胞的生长’ 增殖’
细胞粘附’Q28损伤修复等有关$粘附分子是指由细
胞产生’存在于细胞表面’介导细胞与细胞间或细胞
与基质间相互接触和结合的一类分子$粘附分子以配
体 R 受体相对应的形式发挥作用! 导致细胞与细胞
间’ 细胞与基质间或细胞 S 基质 S 细胞之间的粘附!
参与细胞的信号转导与活化’ 细胞的伸展和移动’细
胞的生长及分化’肿瘤细胞侵润和转移等一系列重要
生理和病理过程$ 本实验中 /J个上调基因中有 T 个
基因是与细胞粘附功能有关!这些基因的上调可能与
鼻咽癌的浸润和转移率较高有关$ 上调转录因子
8US/!属于转录因子!其是一类 Q28结合蛋白!以二
聚体形式结合到 Q28丰富 K.元件上! 在调控细胞
增殖! 胚胎发育和肿瘤发生过程中具有重要作用"FF#$
上调纤维母细胞生长因子 V’血管内皮生长因子 "都
属于血管生成因子!可诱导血管内皮细胞的增殖与分
化!具有引起新生血管的能力!在肿瘤的形成过程中
具有重要作用$此外血管内皮生长因子本身还可以通
过刺激内皮细胞产生蛋白酶! 并引发基质的崩解!有
利于血管的生长及肿瘤的转移"F/(FW#$ 上调基因转化生
长因子 "F%0KXS"F&是一种多功能的生长因子!由于
0KXS"F能抑制大多数正常细胞及上皮肿瘤细胞的生

长!被认为是机体细胞生长主要的负调控因子!但有
研究也表明 0KXS"F与肿瘤的关系表现为双向作用!
在肿瘤形成早期!可抑制肿瘤细胞的生长(而在肿瘤
发生’进展’转移过程中则能促进肿瘤生长并表现出
恶性特征"FW(FT#$ 该基因的上调可能与 345 促进肿瘤
的发生和发展有关$ 上调 Y20家族成员Y20/4和
Y20I4 可与其受体结合将细胞表面的信号传递给
核中的靶基因!从而刺激细胞增殖!过渡的信号传递
可以导致细胞的恶性转化和肿瘤的发生"FV#(机体的各
种内外环境因素发生改变! 都可以导致 Q28 损伤!
机体在 345感染之后! 很可能会对病毒整合所造成
的 Q28损伤进行修复$ Z8QIW’X32F 等 Q28 损伤

修复基因表达上调!很可能与 345感染有关$ 此外!
345 还可以改变某些基因的表达!如热休克蛋白’白
介素 + 受体等$由于选用的阵列膜不同并且每张膜只
包含基因组的部分基因!故在我们和任彩萍等"F-#的研

究结果中!未见到相同的基因!但从研究结果中可以
看出转染细胞在 345 感染后基本上是上调基因的表
达!转录因子’整合素和白介素受体亚单位等基因在
两项实验结果中均呈上调表达! 这可能与 345 感染
有关$通过比较!我们初步了解了转染细胞在 345感
染后的基因表达变化!这些基因的改变可能会与鼻咽
癌的发生’发展有关!为我们能进一步研究 345 对细
胞影响的分子机制以及鼻咽癌的发病机制奠定基础$
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2超诊断双侧甲状旁腺腺瘤 ;例
! "#$% &’ ()*#+%,#* -#,#+./,&)0 10%2&31$ 0)142&$%0 (/ 54+/-% 6*+,1$&620

王春美!郑晓娴"第一军医大学南方医院惠侨科 2 超室!广东 广州 e;Fe;e#

关键词!腺瘤#甲状旁腺 Z诊断$超声诊断%2 型
中图分类号!8e=d1;FBPPPPPPPP文献标识码!2PPPPPPPP文章编号!;FFF4=e>>H=FFB@F<4;FFe4F;

甲状旁腺机能亢进的病人大部分有甲状旁腺腺瘤 !但

<ek发生在一侧!双侧同时发生甲状旁腺腺瘤者较为少见$

;7临床资料
患者男!e= 岁!因无明显诱因感全身乏力%行走乏累%上楼

时更加明显!左足底疼痛%以足底骨部位明显%碰到硬物时加

重而来院就诊$ 查体未发现颈部包块!实验室检查&血钙增高!

血磷降低!甲状旁腺激素明显增高$ 临床初步诊断为&继发性

甲状旁腺机能亢进症$2 超显示&甲状腺左侧叶下缘!颈总动脉
内前方见分叶状低回声 ;1B7)3!;1F7)3!边界清晰!距左侧叶下

缘约 ;1F7)3 处腺体后缘见环状强回声 F1B7)3!F1B7)3!伴声影$

甲状腺右侧叶下缘% 颈总动脉内前方显示不规则低回声 ;1<7
)3!;1D7)3!边界清晰!距右侧叶下缘约 ;1=7)3 处腺体后缘见
半环状强回声 F1B7)3!F1D7)3!伴声影"图 ;’$ 超声提示&H;l双
侧上组甲状旁腺部分钙化(H=@双侧下组甲状旁腺腺瘤$
对患者行手术治疗$ 手术所见&甲状腺左侧叶下极见一约

;1e7)3!;1F7)3淡红色小结节! 甲状腺右侧叶下极见一约 ;1J7)3!
;1D7)3 淡红色小结节! 距此结节上方约 ;1F7)3 处腺体背面见
一约 F1d7)3!F1e7)3 淡红色小结节! 分别切除后送病理检查!
结果为&甲状旁腺腺瘤$ 术后患者痊愈出院$

收稿日期!=FFBCFJC=;
作者简介!王春美&;<JDC’%女%;<>= 年毕业于第一军医大学%主管技
师%电话(F=FCJ;JB;>>>C7>d=eD

=77讨论
正常甲状旁腺位于甲状腺后下缘与颈前肌之间% 气管外

侧与颈总动脉内侧!因其体积较小!且与甲状腺回声近似或略

低!声像图不易显示$ 本例双侧甲状腺下极均可见不规则的低

回声!提示为甲状旁腺腺瘤$ 据报道!>Fmn<Fm的甲状旁腺机
能亢进病人为甲状旁腺腺瘤!但 <em发生在一侧!双侧同时发
生甲状旁腺腺瘤者较为少见);*$但应注意与双侧颈总动脉后方

的肿大淋巴结相鉴别 )=*$高清晰度的超声检查和丰富的临床经

验!有助于甲状旁腺腺瘤的诊断与定位!为手术提供可靠的依

据$
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图 ; 双侧甲状旁腺腺瘤声像图
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