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mRNA 差异显示技术的改进及在肿瘤中的应用
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　　在真核生物中 ,从个体的发育、生长、衰老、死亡 ,

到组织、细胞的分化、凋亡以及细胞对各种生物、理化

因子的应答 ,本质上都涉及基因在时间上或空间上选

择性表达 ,即基因的差异表达 ,因而获取差异表达的

基因将有助于了解正常生理变化和病理改变的分子

机制 ,为基因诊断、基因治疗和发现新的药物靶分子

提供新的视野。

研究基因差异表达主要技术有 :消减文库筛选

(subtractive library screening) 、差异杂交 ( differential

hybridization) 、mRNA 差异显示 ( mRNA differential

display) 、代表性差异分析 ( Represential Display Anal2
ysis , RDA) 、基因表达系列分析 ( Serial Analysis of

Gene Expression , SA GE) 和电子消减 (electronic sub2
t raction)等技术。消减文库筛选和差异杂交是筛选

两组分子间差异基因的常规方法 (1) ; mRNA 差异显

示 (2)和代表性差异表达分析 (3 ,4) 是基于 PCR 技术、

很灵敏的检测差异表达基因的方法 ;而 SA GE 是通

过快速和详细分析成千上万个 EST ( Expressed

Seguenced Tags) 来寻找出表达丰度不同的 SA GE 标

签序列 (5 ,6) ;电子消减则是通过比较相同基因的 cD2
NA 文库中被重复测序出现次数 ,可以粗略推算出该

基因在不同文库中的丰度差异 (7 ,8 ,9) 。表 1 总结了各

种方法的技术关键、优缺点。

表 1 　研究基因差异表达的方法比较

方　　法 关键技术 优　　点 缺　　点

消减文库
基于差异杂交
的 cDNA 消减

重复性高

①灵敏度低
②不易检测
低丰度基因
③费时、费力

电子消减
基于计算机分
析 EST 的消减

①快速 ②可
知差异表达
基因的序列

①要求大规
模的测序 ②
只能检测高
丰度基因

SAGE
综合分析多重
短的序列标签

①快速 ②详
细分析大量
转录本

难获取全长
cDNA

RDA
基于 PCR 技术
的消减杂交

非常灵敏 技术难、费时

mRNA 差 异
显示

改进的 RT -
PCR 技术

①灵敏 ,多样
本比较 ②能
检测高表达
和低表达基
因

①假阳性高
②片段为 3’
端非翻译区

　　迄今为止 ,上面的几种方法均已成功应用于研究

基因的差异表达。尤其是新近发展的 mRNA 差异显

示技术 ,具有简便、快速、灵敏等优点 ,已被许多实验

室作为一种重要工具 ,应用于体内和体外差异表达基

因的筛选。现将 mRNA 差异显示技术的简要工作流

程 ,近来的改进和提高及在筛选肿瘤相关基因中的应

用作简要综述。
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　　如前所述 ,纺锤体关卡保证了细胞分裂过程中染

色体正确分离和分配 ,从而维持了染色体的稳定性。

如果纺锤体关卡基因发生突变 ,势必会影响染色体的

稳定性。这种假设与 C. lengauer 的推论是一致的。基

于这种想法 ,Chaill 等人对 19 株具有 CIN 表型的结肠

癌细胞株进行了检测 ,发现其中有两株 hBub1 基因发

生突变。用这两种 hBub1 突变体分别构建载体 ,并载

入 MIN 型结肠癌细胞株内 ,结果导致 MIN 型细胞内

正常的纺锤体关卡失去作用而表现为 CIN 型细胞特

性。(11)尽管以上结果还不能肯定说明肿瘤细胞中关卡

基因突变所起的作用 ,但足以说明关卡基因突变可能

引起的 CIN。在乳腺癌 T47D 细胞系中纺锤体关卡失

效同时 hsMad2p 含量低于正常细胞的 1/ 3 ,hsMad2p 功

能降低有可能是该细胞系纺锤体关卡失效的原因 ,并

且最终可能会促进乳腺癌的发生。(10)

此外 ,抑癌基因 P53 可能也是纺锤体关卡组成

成分 ,对于维持细胞二倍体稳定起着重要作用。有文

献报道 ,P53 缺陷细胞的纺锤体关卡失效。当这种细

胞暴露于纺锤体阻滞剂时 ,细胞不会停留于中期而继

续分裂形成遗传不稳定的多倍体。(27) P53 丢失或灭

活可能是纺锤体关卡失效的原因 ,并最终导致多倍体

或非整倍体的形成。

3 　展望

纺锤体关卡基因的突变或表达低下在致癌过程

中的确切作用还有待于进一步研究。对这一方面研

究无疑具有较大的理论和实际意义。一方面可以丰

富致癌理论 ,深入了解基因突变和染色体畸变之间的

关系 ;并且作为新的遗传毒性终点 ,可以对一些致癌

物加以重新认识和重新评价。另一方面可以为肿瘤

的化学治疗和基因治疗提供新的思路。
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1 　mRNA 差异显示的简要工作流程 (如图 1)

总 RNA 分离

↓

DNase2Ⅰ消化基因组 DNA

↓

RT2PCR、测序胶分离

↓

回收差异带和重扩增

↓

Northern 杂交证实

↓

亚克隆、测序和同源性分析

↓

新序列 ,全长 cDNA 的克隆

↓

基因的功能分析

2 　mRNA 差异显示技术的改进和提高

211 　引物设计的优化和逆转录的简化

Liang 等开始建立差异显示技术时 ,设计的 3′端

引物 T12MN (M 为 A、C 或 G ,N 为 A、G或 T)即 3 端

有 12 条引物 ,而 5 端有 20 条随机引物 ,每条引物由

10 个碱基组成。通过计算机分析表明 :这种组合从

统计学上讲 ,差异表达的基因会 100 %地被筛选出

来。实践证明 ,此法虽有效 ,但非特异性带较多 ,假阳

性较高 ,后续步骤较麻频。1994 年 , Ito 等 (10) 对 3′端

引物进行简化 ,把 12 种引物改为 3 种即 T12A、T12C、

T12 G ,减少了反应数。1996 年 ,Clontech 公司对 3′端

引物加上 5′- CA T TA T GCT GA G TGA TA - 3′

17bp ,5′端引物加上 5′- A TT AAC CCT CAC TAA A

- 3′16bp ,这样使的 3′端、5′端引物分别达 29nt 、25nt

长。经这样的改进 ,引物的 Tm 值可达 60 ℃,从而使

得后续 PCR 严谨性提高 ,重复性更好和背景更低。

而且由于 Taq 酶要求较理想的引物长度大于 11nt ,

因而长引物比短引物能使后续 PCR 更有效 ,并增加

差异带的特异性 (11) 。

Liang 等开始创建的 mRNA 差异显示 ,利用 3′端

引物 T12MN (M ,N 为四种碱基中的一种 ,M 为能为

T)共 12 种 ,分别对 RNA 进行 cDNA 合成。1994 年 ,

Ito 等 (10)利用简化 3′端引物 T12A、T12 G、T12C 分别对

RNA 进行 cDNA 合成。而 1996 年 ,Luda B 等 (11) 只

用锚定引物 Oligo (dt) 25 MN 对 RNA 进行单一 cDNA

合成 ,在 PCR 时进行分组。经这样的简化 ,能节省

RNA ,特别是微量 RNA ,且对于昂贵的逆转录酶 ,较

经济 ,而且还增加了重复性。

212 　PCR 的改进

1992 年 ,Liang 等开始提供的 PCR 参数为 94 ℃

30sec ,42 ℃1min ,72 ℃30sec ,共 40 个循环 ,最后 72 ℃

延伸 5min。1995 年 ,Marten 等人 (12) 建议两步 PCR

法 ,开始 4 个循环为低严谨 ,然后采用高严谨。1996

年 ,Clontech 公司推荐的 PCR 参数为 :开始 3 个低严

谨循环 : 第一个循环 , 94 ℃5min , 40 ℃5min , 68 ℃

5min ;接着两个循环 : 94 ℃2min , 40 ℃2min , 68 ℃

5min ;而随后的 22 - 25 个为高严谨的循环 : 94 ℃

1min ,60 ℃1min ,68 ℃2min ,最后 68 ℃延伸 7min。经

这样的改进 ,不仅保持差异带的特征性 ,而且还显著

地增强了复重性和敏感性 ,降低了背景。

Marten (12)将利用长引物和上面两步 PCR 扩增

的 mRNA 差异显示技术称为 EDD ( Enhanced Differ2
ential Display) 。

1996 年 , Clontech 公司在 Delta RNA Finger2
printing kit 中引进 LA PCR ( Long and Accuracy

PCR) 或 LD PCR ( Long2Distance PCR) 。较一般

PCR ,LA PCR 能扩增长而准确的产物。据我们的经

验 ,在 mRNA 差异显示中利用 LA PCR 具有以下优

点 :首先 ,LA PCR 结合长引物可以明显减少 PCR 循

环数 ,减少非特异性扩增 ,从而降低背景 ;其次 ,常规

mRNA 差异显示只能检测 100 - 600bp 的范围 ,LA

PCR 的引进 ,则显著提高差异带的检测范围 (100bp

- 2kb) ;最后 ,LA PCR 能对原始 mRNA 具有高度的

忠实性 ,使后续步骤更为简便 (11) 。

213 　消除假阳性方法的建立

mRNA 差异显示技术在理论上十分简捷明了 ,

但在实际操作中却存在许多问题。比较严重的是该
技术的假阳性率较高 ,有时甚至高达 70 %以上 (13) 。
Hong 等认为从众多的带中筛选出差异表达的基因是
这种技术的主要“瓶颈”(Bottle Neck) 之一 (14) 。对于
消除假阳性 ,设置对照和进行必要的跟踪实验是行之
有效的。Sompayrac (15) 提出以下一些策略 :第一、进
行双复管实验 ;第二、尽可能用细胞质 RNA ,避免核
RNA 的污染 ;第三、消除基因组 DNA 的污染 ;第四、
减少 PCR 循环数。此外 ,在 mRNA 差异显示中引入
更严格和更特异扩增条件 ,如上面的 EDD ,也可最大
限度降低假阳性。

mRNA 差异显示中 ,分子大小相同的带重叠既
会掩盖真阳性 ,也会造成假阳性。1994 年 ,Li (待续)

—212—


