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康莱特抗小鼠肺腺癌!"#$% 肺转移

相关基因表达谱的研究

吴煜! 杨宇飞! 邬冬华

【摘要】! 目的! 寻找康莱特抗肿瘤转移的表达差异基因。方法! 以 "#$%& 小鼠肺腺癌肺转移组织，制

备 ’()# 探针，应用含有 * +%, 条鼠基因的 -.)# 表达谱芯片，用 /-01#2 203 4+++ 扫描仪扫描芯片荧光信号图

像，分析肿瘤组织和康莱特治疗后肿瘤组织中差异表达基因。结果! 发现在康莱特组和对照组存在差异表达

的基因，其中重复 4 次均差异表达的基因有 5$ 条，其中表达增高的基因 5& 条，表达降低的基因 5 条。其中 65
条是小鼠肌 -.)# 文库中的基因。经初步研究，发现 , 条可能与肿瘤发生、发展及转移相关的基因。结论!
运用本基因表达谱芯片对基因表达谱进行分析，能够有效筛查出抗肺转移的相关差异基因。本组共发现 , 条

与康莱特抗肿瘤转移相关的基因。

【关键词】! 康莱特! ! 基因表达谱! ! 抗转移

【中图分类号】! ($474& 8 *

!"#$% &’ "() *)’) )+,-)../&’ ,0"")-’. &1 234563789 /’ 0’"/:;#’* <)"0."0./. &1 63=>? <&#.) ! !" #$，

#%&’ #$()*，!" +,-./$01 +)20345)-4 ,( 6-7,8,.9，:*9$0- ;,<2*408 ,( =>?，@)*A*-. 6+++%6，>/*-0
【3@."-0A"】! B@C)A"/D)! 9: ;-2<<1 =>< ?@AA<2<1=@0B <CD2<;;@:1 E<1<; :A F#)"#G9H @1 01=@7=I’:2 ’<=0;=0;@;J

E)"(&$.! ’()# K0; <C=20-=<? 01? DI2@A@<? A2:’ =>< BI1E :A =>< ’:I;< K@=> "#$%& BI1E ’<=0;=0;@;，>3L2@?@M<? 2<7
;D<-=@N<B3 :1 * +%,7E<1< ->@DJ -.)# ’@-2:02203 K0; ;-011<? A:2 =>< ABI:2<;-<1= ;@E10B; 01? 010B3M@1E ?@AA<2<1-< <C7
D2<;;@:1J F).#;".! 9K<1=37;<N<1 ?@AA<2<1=@0B <CD2<;;<? E<1<; K<2< :L=0@1<?J #’:1E =><;< E<1<;，5& K<2< ID72<EIB07
=<? 01? 5 K<2< ?:K172<EIB0=<?J 9K<BN< :A =><’ K<2< OI; ’I;-IBI; -.)# -B:1<J /@C E<1<; 2<B0=<? K@=> E<1<;@;，?<7
N<B:D’<1= 01? ’<=0;=0;@; :A =I’:2J G&’A;#./&’! -.)# ’@-2:02203 A:2 010B3;@; :A E<1< <CD2<;;@:1 D0==<21; @; 0 D:K<27
AIB ’<=>:? =: @?<1=@A3 ?@AA<2<1=@0B <CD2<;;<? E<1<;J G1 =>@; ;=I?3，, E<1<; 02< =>:IE>= =: L< 0;;:-@0=<? E<1<; :A F#)7
P"#G9H @1 01=@7=I’:2 ’<=0;=0;@;J

【2)% H&-$.】! F#)P"#G9H! ! P<1< <CD2<;;@:1 D0==<21;! ! #1=@7’<=0;=0;@;
9>@; K:2Q K0; ;IDD:2=<? L3 0 E201? A2:’ =>< )0=@:10B )0=I20B /-@<1-<; R:I1?0=@:1 :A SJ (J T>@10（ =: U#)P

UIA<@）（4++$+%&$）J

! ! 恶性肿瘤转移是肿瘤治疗的主要障碍，控制转移

是决定癌症预后的关键因素。有关肿瘤转移的机制，

在运动因子及其受体、基质降解酶、转移的信息传导、

癌细胞基因缺陷、转移相关基因和肿瘤抑制基因等方

面都做了大量深入的研究。

康莱特系从传统中药薏苡仁中提取的抗癌活性成

分［6］，对移植性肿瘤小鼠 "<K@; 肺癌、大鼠 V5&, 癌肉

瘤、小鼠 W6, 黑色素瘤肺转移模型和移植于裸鼠的人

体肝癌（XPU）具有明显的抗肿瘤作用［5］。薏苡仁脂

对 "#$%& 肺转移具有明显抑制作用，抑制率与环磷酰

胺（T9Y）相近，即使在晚期薏苡仁脂对 "#$%& 肺转移

本研究受国家自然科学基金项目（4++$+%&$）资助
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抑制率仍达 &5J 5Z[［5］。同时薏苡仁脂对 "#$%& 移植

瘤灶有明显的抑制作用。我们运用基因芯片技术，寻

找康莱特抗小鼠肺腺癌 "#$%& 模型肺转移的差异表

达的基因，对研究肿瘤转移的发生机制及康莱特治疗

肿瘤转移的有效机理有重要意义。

I! 材料与方法

IJ I! 材料

IJ IJ I! 动物与瘤株! 实验动物选用 9$4% 小鼠，由北

京中国医学科学院肿瘤所提供，体重（6Z \ 5）E，雌雄

各半，共 *+ 只。肿瘤瘤株选小鼠肺腺癌 "#$%&，由北

京中国医学科学院肿瘤所提供。

IJ IJ J! 药物! 康莱特注射液由浙江康莱特药业有限

公司 提 供，（ %$ ）卫 药 准 字 ]76+Z 号，生 产 批 号

5++++*+%675。环磷酰胺由上海华联药业有限公司生
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产。

!! !! "" 芯片材料和设备" #$%&’() 芯片和 %&*+*,,*-
扫描仪由上海博星基因芯片有限公司提供。产品系列

号：./012#$%。产品批号：3$$$44$5。

!! #" 实验方法

!! #! !" 动物实验" 无菌条件下取接种 4$ 天的新鲜无

坏死癌块组织，制成单细胞悬液，用生理盐水将悬液稀

释成 6 7 4$6 8 9: 癌细胞原液。取 $! 4 9: 细胞原液，接

种于小鼠的左腿后侧。接种第 # 天随机分为 3 组。康

莱特组：开始腹腔注射康莱特，3; 9< 8 =< 体重，一日 4
次，连用 4# 次。对照组：以同量生理盐水腹腔注射。

第 3$ 天杀鼠取肺组织，迅速液氮冻存备用。

!! #! #" 探针制备" 按改进的一步法抽提各组小鼠肺

组织总 >()［?］，紫外分析及电泳检测显示获得高质量

的总 >()。采用 @:A</B2C 9>() .ADA EAB（F0*<2+ 公

司）分离纯化为 9>()。每 4 份探针取 # !< 9>()，参

照 %&G2+* 方法逆转录标记 &’() 探针并纯化［#］。在

一链合成中掺入荧光标记 DHIJ，用 K-?LDHIJ 标记对

照组组织 9>()，用 K-;LDHIJ 标记康莱特组组织 9>L
()。乙醇沉淀后将 K-?LDHIJ 和 K-;LDHIJ 标记的探

针混合溶解在 3$ !: ; 7 %%K M $! 3N %’% 杂交液中。

!! #! "" 芯片杂交" 将芯片和杂交探针分别做 5;O变

性后置于杂交舱内，加入混合探针，用杂交密封舱加以

密闭（不能留有气泡）。置于密封舱内 6$O杂交 4; P
4Q G。然 后 揭 开 盖 玻 片，用 %%K 和 %’% 溶 液 洗 涤

4$ 9A+，室温晾干。

!! #! $ " 检测与分析" 用 %&*+),,*- ?$$$ 扫描仪扫描

芯片，提取基因表达的荧光信号的强度和比值。用预

先选定的内参照基因对 K-? 和 K-; 的原始提取信号

进行均衡和修正。用 R9*S2+2?! $ 软件分析 K-? 和

K-; 两种荧光信号的强度和比值。

以 #$ 个看家基因作参照对原始数据进行标准化

处理［;］，剔除 K-? 和 K-; 信号强度均小于 #$$ 的基因

表达数据。基因显著性差异表达的判定标准为：>*BA/
T 3 或 >*BA/ U $! ;（>*BA/ V K-; 8 K-?）。

以上实验重复 ? 次。

#" 结果

#! !" 肺转移灶差异" 试验第 3$ 天处死小鼠，完整取

出肺组织，肉眼计数肺部肿瘤转移灶。结果表明，康莱

特组肺转移灶数比对照组明显减少，具有显著性意义

（表 4）。

#! #" 芯片杂交技术体系验证 " 在芯片上共有 # $56
个 &’()。为了监控芯片杂交技术体系的整个过程，

在每块芯片上设定了阴性对照：水稻 H3 >() 基因（W
个点）、XKY 外壳蛋白基因（W 个点）、空白点样液（?3
个点），? 次芯片杂交这些点的杂交信号均很低，证实

了数据的可靠性。

表 !" 康莱特组和对照组的肺转移灶比较

%&’ !" K/9Z*,A1/+ /[ +09\2,1 /[ 92B*1B*BA& 1AB21 /[ BG2 :0+<
\2B]22+ E)(S^)RI_ *+D &/+B,/: <,/0Z1

" " S,/0Z
(/! /[

*+A9*:1

(/! /[

92B*1B*BA& 1AB21
! ‘*:02 " ‘*:02

E)(S^)RI_

K/+B,/:

3$

3$

?! ?; a 3! 4$

Q! #$ a 3! 44
;! 53W? U $! $$4

#! "" 基因表达谱差异" 图 4 为基因表达谱的散点图

（1&*BB2, Z:/B）。b 轴、c 轴分别以 K-? 荧光强度值（ V
前景值 d 背景值）和 K-; 荧光强度值为坐标，每一个

数据点代表芯片上一个基因点的杂交信号。其中的每

一个点代表一个基因，b 轴和 c 轴分别代表基因的

K-? 和 K-; 信号强度。为表达谱芯片双色荧光扫描图

像，K-; 荧光标记康莱特组，K-? 荧光标记空白对照

组。数据点若为红色，则代表 c 值与 b 值的比值在 $!
; 至 3! $ 之间，基本属非差异表达；数据点若为黄色，

则代表 c 值与 b 值的比值在 $! ; 到 3! $ 范围之外，该

点很可能属于表达差异。

图 !" 对照组 8 实验组杂交信号强度散点图

()* !" IG2 1&*BB2, Z:/B1 /[ <2+2 2CZ,211A/+ Z*BB2,+

图 3 是基因表达谱的荧光标记叠加图，K-; 荧光

标记康莱特组，K-? 荧光标记空白对照组。对于某一

点的两种叠加荧光信号，如果 K-? 信号较强，该点多显

绿色（ 下调趋势）；如果 K-; 信号较强，该点多显红色

（上调趋势）；如果强度相似，即显黄色。

用微矩阵基因芯片筛选康莱特治疗 ^)Q5; 小鼠

肺腺癌肺转移与空白对照组的差异表达的基因，发现

? 次重复实验都差异表达的基因有 3Q 条，表达增高的
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基因 !" 条，表达降低的基因 ! 条（ 表 !）。其中 #! 条

是小鼠肌 $%&’ 文库中的基因。经初步研究，发现 (
条可能与肿瘤发生、发展及转移相关的基因。

表 !) * 次基因芯片试验均表达异常的基因

"#$ !) +,-./00123 4532.647 8/3/0 13 477 * 916/0 2: $%&’ 61$.24..4;

</3/ =% </3543> =% ?29/39147 8/3/ :@3$9123
A;" B A;*

A40/ # A40/ ! A40/ *
6C!C!5C" ’’D*"#E! F/!*/##G .# H@0 6@0$@7@0 $%&’，"I/3J !G #E" !G #K! !G !DC
6C!(D4C* ’’"#C*L# FM"E$#!G .# H@0 6@0$@7@0 $%&’，"I/3J !G *!" *G #E( *G EK
6CCD!8C# ’’(L#EEE F@#(8C#G .# H@0 6@0$@7@0 $%&’，"I/3J !G C#" !G ##L *G C*!
6C##*:CE ’NCCDL*D H@0 6@0$@7@0 O9/!CP71>/ >1340/ 6Q&’，$26-7/9/ $J0 !G !EL !G D!! !G DK!
6CCCL/C# ’NCD*#!C H@0 6@0$@7@0 5/94 -.16/ $24926/. -.29/13 6Q&’，-4.9147 $J0 !G *L( !G D*( !G "L(
6CCD(4C* ’N#D*L"" H@0 6@0$@7@0 $2.2313P# 6Q&’，$26-7/9/ $J0 !G CCK !G CEE !G E##
6C#*EJCK ’N#E*(K# H@0 6@0$@7@0 9M12./J2,13 139/.4$9138 :4$92. 6Q&’，$26-7/9/ $J0 !G !LL !G *!E !G (C"
6C#"L/C* ’=#*#LCL @/LE8C#G ,# H@0 6@0$@7@0 $%&’，*I/3J CG D** CG DK! CG DL"
6#CK#5C( ’=D#D*!! 6JKEJC!G ,# H@0 6@0$@7@0 $%&’，*I/3J !G *LE *G CCD *G ("#
6C#CLMCE ’=KDE((C R=PHP’?#P486P4PC*PCPR=G 0# H@0 6@0$@7@0 $%&’，*S/3J !G #D" !G #D" *G #(L
6CC*E4C! ’=LKKCCE @6#CJ#!G ,# H@0 6@0$@7@0 $%&’，*I/3J !G D#( !G "#! !G "(D
6C##L$C# ’RC#"DK! ’RC#"DK! H@0 6@0$@7@0 $%&’，*I/3J !G ##" !G !K( !G !LC
6CC"LMC# ’RC(E!D! ’RC(E!D! H@0 6@0$@7@0 $%&’，"I/3J !G #** !G #(D *G #E*
6C!KC5C# ’TC!D#** ’TC!D#** H@0 6@0$@7@0 $%&’ !G #(( !G D"# !G "C"
6C!(DMC* ’T*DC!!" ’T*DC!!" H@0 6@0$@7@0 $%&’，*I/3J *G *(L DG !"C DG "K#
6C!*":CL ’U""CCCC VCC"KNC#P* H@0 6@0$@7@0 $%&’，*I/3J *G E*L *G K!* *G LKL
6CLKDJ#C ’UK!!!#D @-(*4C!G ,# H@0 6@0$@7@0 $%&’，*I/3J *G #** *G !(" *G K!E
6CCD!8CK %CCE!" O/.13/ -.29/40/ 13M15192. ! *G KKL *G L!* DG C#L
6C#!*MC# %*EK*E H2@0/ 6Q&’ :2. ("P>%4 64$.2-M48/ $;920271$ -.29/13，$26-7/9/ $J0 !G #LD !G DC" !G LD(
6CC#($C! VDLD(E H@0 6@0$@7@0 9.2-2313 W :409 0>/7/947 6@0$7/ 102:2.6 N’#/#E（W339*）

6Q&’，$26-7/9/ $J0

!G !#" !G !K" !G DCC

6CCD!:## HL(K!E A"EXV B (Y 25 B 25 M4-92872513 6Q&’，$26-7/9/ $J0 !G C(D !G D!D !G EE#
6C##D8CK &HZC#*(#" H@0 6@0$@7@0 2@9/. J/30/ :15/. 2: 0-/.6 94170 !（[J:!），6Q&’ !G #EC !G "!C !G K#(
6C!C!$C* R#*L!# \/.4913 $26-7/, #，4$1J1$，8/3/ #* !G DL! !G EDC "G (!C
6C!("5C* RE*!CC H@0 6@0$@7@0 -##(Q1- 6Q&’，$26-7/9/ $J0 !G L(D *G CCK DG (!K
6C##C4CL RKLL#"

H@0 6@0$@7@0 ]@3$912347 4JM/0123 627/$@7/（Y46）6Q&’，$26-7/9/ $J0
!G CK! !G #"E !G (#E

6CC##5#! TCCE!! H2@0/ 8/3/ :2. 5/94P#P872513 !G C*( !G #D! *G CLC
6C!C!8#C ^L"!K# H@0 6@0$@7@0 6Q&’ :2. ./91347 0M2.9P$M413 J/M;J.28/340/ B ./J@$940/ CG **! CG D*( CG D"E

图 !) 对照组 B 实验组双色荧光标记叠加图

%&’ ! ) X1$272. :7@2./0$/3$/ 745/77138 094$> J148.46 2: $239.409 5@3J7/ B /,P

-/.16/39 5@3J7/

() 讨论

肿瘤的转移不是单个基因突变的结果，而是多个

基因作用的结果。许多基因和信号通路控制着细胞扩

增、分化、死亡，在癌症发生中起关键作用，微矩阵芯片

技术能够在基因组水平并行分析大量基因，全面了解

各个基因在不同时期、不同生理状态的表达变化，从而

迅速获得丰富、全面的肿瘤生物学信息［(］。本研究采

用的微矩阵基因芯片是以联合基因科技集团克隆的

D CL(条基因为靶基因，制备成 $%&’ 芯片，对肿瘤组

织和康莱特治疗后肿瘤组织 6Q&’ 逆转录产生的 $%P
&’ 进行杂交检测，寻找和筛选中药康莱特抗肿瘤转

移相关的特异性基因，发现差异表达的基因有 !E 条，

表达增高的基因 !" 条，表达降低的基因 ! 条。其中

#! 条是小鼠肌 $%&’ 文库中的基因。经初步研究，发
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现 ! 条可能与肿瘤发生、发展及转移可能相关的基因。

"#$%&’((：)*+*$)，是象 ,-.-/0/ 的肌动蛋白结

合蛋白的同种。其 ,12" 由 & 3(4 个核酸所组成，推

测其氨基酸序列与 5(4 有 !(6 的同一性，5(4 是人类

具有的象 ,-.-/0/ 的肌动蛋白结合蛋白，因此，此基因

可能在细胞质分裂、运动性和信号转导中具有重要的

作用［4］，并且积极参与细胞粘着、有丝分裂和吞噬作

用［3］。

"#$4&!3$：维生素 1& 调节蛋白质 $（7185$），从

一个杂交酵母中发现的硫氧还蛋白（9+:）的管制蛋

白质，是一个鼠科和人类共有的 7185$。鼠 7185$
（;7185$）在各种不同的组织中都有表达，而且存在

于细胞质中；与细胞增殖 < 联合的基因互相影响，而且

能激活 ,=>?/ 2=末端激酶，使 @A=! 高表达，与细胞凋亡

信号有关［’］。在骨髓细胞瘤和巨噬细胞谱系的分化

管制机制中，9+: 与 7185$ 的交互作用可能参与重

要的细胞氧化还原作用的过程［$B］。9+: 的过表达保

护细胞免于体外和体内的氧化压力引起的细胞毒性影

响，在基因表达、细胞增殖和细胞凋亡在作用中扮演决

定的角色［$$］。

本研究发现在有显著差异表达的基因中，很多都

与肿瘤的发生和发展过程有着密切的关系。另外，其

它一些基因可能也有相关，如 1BB4C(（丝氨酸蛋白抑

制剂）为蛋白类抑制剂和相关蛋白质，1&43&4（巨噬细

胞蛋白 质）在 巨 噬 细 胞 激 活 作 用 过 程 中 起 重 要 作

用［$C］，7BB4CC（珠蛋白基因）、8$&’C$（ 角蛋白基因）、

83’’$( 为调整单核白细胞的免疫球蛋白。目前我们

正在对基因芯片中获得的新老差异表达基因进行进一

步的功能研究和信息学分析。
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