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(续第 4 期 212 页)等提出 cDNA 亲和捕获法 (16)和

cDNA点杂交法能有较地筛选出真正的阳性差异序

列。对于已被克隆的多个差异片段 ,可以将克隆或其

PCR 产物点于膜上 ,通过差示筛选 ( Differential

Screening)和 cDNA点杂交而鉴别出阳性克隆。这样

就可避免逐个做 Northern杂交而耗费大量的 RNA ,

特别是微量 RNA ;这样可以用同一探针就可筛选出

多个克隆 ;还方便了后续步骤 ,如阳性克隆可直接测

序和标记探针进行 cDNA文库筛选 (14)。

214　提高低拷贝 mRNA的差异显示率

mRNA差异显示对高拷贝 mRNA 有很强的倾

向性 ,在标准的 PCR反应中 ,引物与靶序列结合具有

特异性 ,因而由非特异结合引导的竞争反应少 ,而在

mRNA差异显示中模板极多 ,几乎所有模板的启动

均有引物错配 ,而且 dN TP的浓度极低 (为标准反应

1 %) ,因而造成竞争机制 ,使产物更倾向于高拷贝

mRNA ,而对低拷贝检测较差 (17)。然而许多重要的

调控基因为低拷贝基因 ,因而提高这种技术对低拷贝

mRNA的检测率就尤为重要。

有些研究者将 mRNA 差异显示 PCR 反应中

dN TP 的浓度及 5′端随机引物浓度提高 10

倍 (18 ,19 ,20) ,能降低由于竞争机制所造成的倾向性问

题 ,然而这样做会增加背景。此外 ,可通过改进 PCR

反应 ,以减少竞争性及增加对低拷贝 mRNA 的敏感

性 ,如适当延长引物长度和避免使用针对高拷贝

mRNA的引物 (21) ,使其更具有选择性。

215　全长 cDNA的克隆

由 mRNA差异显示获得的 cDNA片段一般长为

300 - 500bp ,而且大多数都位于 3′端非翻译区 ,不同

的有机体差异很大 ,这些序列常不能真正代差异表表

达的基因 ,因而必需克隆全长 cDNA (15)。对于部分

cDNA序列 ,可从以下几方面克隆全长 cDNA :第一、

讨　论

本实验以小鼠骨髓 PCE微核试验观察 AD K的

微核形成作用 ,所设最高剂量的为最大耐受量的 1/

2 ,符合文献要求 (2)。为排除 AD K对骨髓细胞增殖

的影响 ,除计算微核率外还求算了 PCE/ RBC比值。

在动物的骨髓微核试验中 ,由于各种断裂剂引起的微

核出现的高峰不一致 ,为增加实验的敏感性和准确

性 ,常作微核率 - 时间效应 ,以确定合适的采样时间

和适宜的标本制作时间 (2)。由于在预试验中 ,AD K

自身诱发的微核率较低 ,且微核率 - 时间关系不显

著 ,难以确定其峰值时间 ,所以为找出适宜的采样时

间和局部提高实验的敏感性 ,我们首先建立了 IP环

磷酰胺的阳性模型。从第一步所获结果看 , IP环磷

酰胺 18h后 ,微核率开始提高 ,24h后达到高峰 ,表明

环磷酰胺很快分布到骨髓 ,并影响细胞的有丝分裂。

我们以其峰值时间 24h为实验组的采样观察时间 ,并

在此基础上将所得的各组数据处理比较 ,保证了实验

的准确性。

染色体断裂是形成微核的基础 ,微核率高反映了

染色体损伤的遗传效应 ,已为国内外学者所公

认 (3 ,4) ,故广泛用于诱变剂的短期快速检测。本实验

表明 ,阴性对照组微核率为 2. 33‰左右 ,阳性组为

26. 83‰,符合实验设计要求 (5) ,而实验组微核率为

1. 67‰- 2116‰,各剂量组与阴性对照组比较无显著

性差异 ( p > 0. 05) ,而环磷酰胺阳性组与阴性对照组

比较则有极显著的差异 ( p < 0101) 。故本实验结果

表明 ,AD K无诱发小鼠骨髓微核率增加的作用。
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传统的 cDNA文库筛选 ,但必需有高质量的 cDNA文

库 ,且费时 ,适合于少量基因的研究 ;第二、cDNA 末

端快速扩增 ( RACE) 。近几年来 ,RACE的成功应用

充分显示了它是一种快速、有效地克隆全长 cDNA的

手段 ,特别是从微量 mRNA 和低丰度转录本中克隆

全长 cDNA (22) ;第三、利用生物信息学 ,使用公共数

据库中的资料进行 EST查找 ,构建重叠群 ,拼接。所

得结果尚需实验证实 ,如 Northern 杂交或 RT -

PCR ,以防假阳性。

3　mRNA差异显示在筛选肿瘤相关基因中的应用

1992年 ,Liang等首创该技术时 ,就将其应用于

乳腺癌相关基因的筛选。他们比较了正常乳腺细胞

系 (76N)和转移乳腺癌细胞系 (21M T - 2)的基因表

达 ,获得 3个表达不同的 cDNA片段 (4)。此后 ,该技

术在肿瘤分子生物学中得到更广泛的应用 ,已在许多

肿瘤中筛选到相应的相关基因。如表 2。

表 2　应用 mRNA差异显示筛选肿瘤相关基因

基　因 RNA来源 基因潜在功能 参考文献

Integrin
α26

正常乳腺细胞和乳腺癌
细胞系

候选抑瘤基
因

(23)

Mob - 1

鼠胚胎成纤维细胞和突
变 P53 基因及 Ha2ras 基
因转化的衍生细胞系

介导 ras基因
活化

(24)

延长因子
1σ基因

皮肤癌鳞状细胞及60 Co

照射后

辐射后 ,参与
机体细胞恢
复

(25)

CD24 正常肝组织和肝癌组织
肝癌恶性转
化的早期标
志

(26)

PMA16
原位直肠癌和转移癌细
胞系

调控直肠癌
转移表型

(27)

ZnF20
正常甲状腺组织和甲状
腺癌组织及细胞系

候选瘤基因 (28)

Hevin
非转移前列腺癌细胞系
和转移癌细胞系

抑制前列腺
癌转移

(29)

Di12
正常乳腺细胞系和乳腺
癌细胞系

乳腺癌预后
有关

(30)

RAIG1 - 2
头颈部鳞状细胞癌细胞
系和维甲醇诱导后

介导维甲酸
与 G蛋白信
号传导

(31)

4　结语

mRNA差异显示是一种比较灵活、全面的检测

细胞和组织差异表达基因的方法。近年来 ,这项技术

已被许多实验室应用于筛选肿瘤相关基因 ,尤其是新

的肿瘤相关基因。毫无疑问 ,这将有助于发现肿瘤新

的早期诊断标志、药物治疗靶分子和了解肿瘤发病的

分子机制。然而必需注意的是新基因片段的获得 ,仅

是许多步骤中的第一步 ,因为新的基因的功能还是未

知的。因此 ,发现新基因片段后 ,下一步就必须研究

差异表达基因的功能 ,包括全长 cDNA克隆、表达产

物功能分析、在肿瘤发病过程中的作用及作为肿瘤早

期诊断标志和药物治疗靶分子的有效性等。
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1　引言

　　肿瘤和遗传病发生的根本原因都是由于遗传物

质发生了改变 ,这些改变包括基因的点突变、缺失及

插入等多种形式 ,其中点突变是基因突变的最主要形

式 ,其本质都是 DNA分子的结构发生了改变。检测

分析 DNA分子的这些变化 ,对于阐明肿瘤及遗传病

的分子机理、疾病的早期诊断具有重要意义。基因突

变的检测方法自从 PCR技术问世以来 ,已取得了很

大的进展 (1) ,目前常用的基于 PCR技术的检测方法

包括 :异源双链分析 ( HA) 、单链构象多态性分析 ( SS2
CP) 、变性梯度凝胶电泳 ( D GGE) 、化学错配裂解

(CMC) 、限制性片段长度多态性分析 ( RFL P)等 ,如

果突变位点已知 ,除上述方法外还可采用等位基因特

异性寡核苷酸探针 ( ASO) 、等位基因特异性扩增

(ASA)技术等。这些方法大多是用于检测突变是否

存在 ,而不能确定突变性质 ,ASO 和 ASA 法虽然可

以确定突变的类型 ,但也不适于分析突变位点较多的
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