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肺癌诊断基因的初步筛选
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【摘 要」 目的 筛选肺癌细胞恶性转化不同时期差异表达的基因
,

以期用于肺癌的诊断
。

方法 应用抑制消

减杂交技术 ( s s H )
、

测序
、 C o N A 芯片 (

。D N A M ie

oaarrr
y )

、 n

ort h
e nr b l

o t 。 结果 利用 s s H建立了永生化人支气管上皮

细胞 ( BEPZ D )恶性转化不同时期差异表达基因的
。 DN A 文库

,

其中
,

A 消减文库 ( B E PZ D 细胞的
c DN A 为 et st e r , 。 粒

子照射 B EPZ D 细胞后 3 5 代恶性转化细胞 R 15 H p 3 5 的
c n N A 为 d d

v e r

) 有 4 1 6 个克隆
,

B 消减文库 (
。 粒子照射

B E砚 D 细胞后 2 0 代转化细胞 R 15 H p Zo 的
C
DN A 为 : e s et r ,

B EPZ o 和 R 15 H p 35 细胞的
。
DN A 混合后为 而

v e r

)有 3 0 1

个克隆
,

e 消减文库 ( R 15 H p 3 5 细胞的
c n N A 为 t e s t e r ,

B E此 D 细胞的
。
D N A 为 d五v e r

)有 55 6 个克隆
。

对文库中 10 7 个

克隆单向测序发现
:
19 个克隆在 eG

n Ban k 中没有查到对应 的同源序列
,

其它 88 个克隆共代表了 7 6 个不同的已知

基因
。

然后
,

将 3 个文库中全部克隆的
C D NA 制作成

。

山N A 芯片
,

用该芯片筛选 了 15 例肺癌组织
、

5 例肺庙旁组织和

其他 8 种疮组织 (肝癌
、

胃癌
、

食管癌
、

乳腺癌
、

白血病
、

子宫 内膜癌
、

脑神经角质瘤和结肠癌 )中 m RN A 的表达差异
。

结果
,

获得肺痛组织高于肺癌旁组织表达的
c DN A 2(j 个

,

肺癌旁组织高于肺癌组织表达的 31 个
,

2 者高于其他 8 种

癌组织 的分别为
:
肺癌旁组织中 63 个

,

肺癌组织中 8 7 个
。

将这 208 个具较大差异表达的基 因重新制作成
C D N A 芯

片
,

再选用临床上同一鳞癌病人鳞癌和鳞癌癌旁组织各 l 例与该芯片杂交
,

发现这些筛选出的基因的确在癌组织和

庙旁组织中存在较大差异
。

结论 这些初步筛选出的差异表达基因有望成为肺癌诊断的侯选基因
。
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在众多肿瘤中
,

肺癌是严重影响人们生命健康

的恶性肿瘤
,

对其早期诊断是进行预防和治疗的关

键
,

但由于缺乏肺癌组织特异和时相特异的分子标

记物
,

使得肺癌的早期诊断一直存在较大的困难
。

该实验应用抑制消减杂交技术 ( S S H )获得了 a 粒子

诱发永生化人支气管上皮细胞 ( B E ZP D )恶性转化不

同时期差异表达的基因
,

将这些基因制作成
c DN A

芯片
,

然后有针对性的选用临床标本对芯片上的基

因进行筛选
,

初步筛选出了肺癌组织部分差异表达

基因的
c DN A 片段

,

这些差异表达的基因可望用于

肺癌的临床诊断
。

材料与方法

,
.

, 材料

1
.

1
.

1 细胞培养

永生化 B E P ZD细胞 (美国
,

H a币 5 C C 提供 )
。

R 15 H 细胞为本实验室用 1
.

5 G y a 粒子照射 B E P Z D

细胞后诱导建立的转化细胞系
,

照射后 20 代龄细胞

(R 15 H 2P 0) 具有形态学转化特征
,

但细胞接种裸鼠

不成瘤 ; 35 代龄细胞 ( R 15 Hp 3 5) 开始癌变
,

细胞接

种裸鼠后成瘤
,

病理学分型为鳞癌
。

细胞于 H L C
一

8

无血清培养液 (美国
,

B i o fl u id s In e
.

)
,

3 7℃
,

5% C O
Z

条件下培养
。

1
.

1
.

2 标本来源

巧 例肺癌组织
、

5 例肺癌旁组织和 8 种其它癌

组织 (肝癌
、

胃癌
、

食管癌
、

乳腺癌
、

白血病
、

子宫内膜

癌
、

脑神经角质瘤和结肠癌各 3 例 )由空军总医院提

供
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 R NA 的提取

用 T ir z o l (G ib i
e o l 公 司 ) 试剂

,

按其说明提取

B E咒n
、

R 15 H p Z o
、

R 15 H p 3 5 细胞及各组织标本的总

R NA
,

用 D N a s e l消化去除 g D NA 后再抽取总 R N A
。

1
.

2
.

2 S S H

具体操作按 SM A R T
T M p CR CD N A s y n t h e s i s K i t

和 C l o n t e e h P CR
一

S e l e e t T M e D N A S u bt ar e t iv e K i t 说明

书进行
,

将第 2 次 (巢式 ) P c R 产物克隆到 p G E M
一

T

载体后建立
c D NA 消减文库

。

消减文库的建立方式

为 : 以 B E P ZD 细胞的
CD N A 为 T e s t e r ,

R 15 H p 3 5 细胞

的 c D N A 为 D ir ve r
进行 消减杂交获得 A 消减文库 ;

以 R 15 H p ZO 细 胞 的
e D N A 为 T e s te r ,

B E PZ D 和

R 15 H p 35 细胞的
c D N A 混合在一起作为 D ir ve r

进行

消减 杂交获 得 B 消减文 库 ; 以 R巧H p35 细胞 的

e DN A 为 T e s t e r
,

B E P ZD 细胞的
c DN A 为 D ir v e r

进行

消减杂交获得 C 消减文库
。

1
.

2
.

3 重组质粒的鉴定

P c R 鉴定 : 取 1
.

0 闪 菌液培养液直接作模板
,

然后依次加人 10 x P C R b u ff e r 2
.

5 林l
,

N e s t e d PC R

p r i m e r I n 和 ZR 各 1
.

0 林l
,

T a q DN A 聚合酶 0
.

5 林l

( 2
.

S U )
,

5 0 x dN TP 0
.

5 卜l
,

H
Z
O 1 8

.

5 林l
,

于 9 4℃ 3 0

s 、

6 5℃ 3 0 5 、

7 2℃ 1
.

5 m i n
,

3 0 e y e l e s 扩增
,

以空载

体质粒为对照
,

反应结束后用 1% 琼脂糖凝胶电泳

检测扩增产物
。

测序鉴定
: 随机挑取 A 消减文库中 5 0 个克隆

、

B 消减文库 中 25 个克 隆和 C 消减文库 中 3 2 个克

隆
,

对插人的
c DN A 片段进行单向测序

。

1
.

2
.

4 c D N A 芯片的制作

以 p G E M
一

T 的一对通用引物 7T / SP 6 对 3 个文

库中的全部克隆进行扩增
,

按文献〔l] 的方法将扩增

出的 C DN A 制作成
c D N A 芯片

。

1
.

2
.

5 C D N A 探针的制备与杂交

按文献 〔11 中的方法合成探针并与芯片杂交
。

共合成 3 份探针
: 巧 例肺癌组织 m R N A 混合在一起

后的探针
,

5 例肺癌旁组织 m R N A 混合在一起后的

探针
,

其它 8 种癌组织 m R N A 混合在一起后的探

针
。

1
.

2
.

6 图像扫描及分析

干 燥后 的芯片置 cS an A rr ay 300 0 扫 描仪内扫

描
,

Im a G en e 软件分析和处理数据
,

初步筛选具较大

差异表达的基因
。

1
.

2
.

7 二次芯片制作与杂交

将上述初步筛选出来的具较大差异表达的基因

重新制作成
c D N A 芯片

,

再选用临床上 1 例鳞癌和 1

例鳞癌 癌旁组织 m RN A 标记后的探针分别与该芯

循证医学 http://www.jebm.cn



范保星
,

等
.

肺癌诊断基因的初步筛选

片杂交
,

进一步验证初步筛选出来的差异表达的基

因
。

1
.

2
.

8 N o rt h e rn 杂交分析

取抽提的同一个肺鳞癌病人的癌旁和癌组织总

RN A 各 3 0 林g
,

甲醛凝胶 电泳
,

转膜
。

随机挑取 2 个

复筛的
C DN A 重组子

,

用 T 7 / S P 6 引物扩增外源插

人片段
,

回收各片段后
,

用放射性同位素标记探针进

行 N o rt he m 杂交
。

2 结 果

小吻合
「, ’ 。

按文献 [ 1 1的方法将 1 2 9 0 个 ( 1 30 3 一 1 3 )

克隆的
c DN A 制作成

C DN A 芯片
。

2
.

4 图像扫描及分析

3 组标记的探针分别与
C D N A 芯片杂交后

,

结

果如图 2 示 (示部分图象 )
。

图象经 Im a Gen
e
软件分

析和处理后
,

以表达量高于对照组 10 倍以上为标准

进行差异表达基因的初选
,

其中肺癌组织高于肺癌

旁组织表达的
C D N A 26 个

,

肺癌旁组织高于肺癌组

织表达 的 31 个
,

2 者高于其他 8 种癌组织的分别

为
:
肺癌旁组织中 63 个

,

肺癌组织中 87 个
。

2
.

, 消减 c O N A文库构建

运用 S S H技术
,

A
、

B
、

C 3 个消减
C DN A 文库获

得的克隆数分别为
: A 消减文库 4 16 个克隆

,

B 消减

文库 3 01 个克隆
,

C 消减文库 586 个克隆
。

2
.

2 重组质粒 的鉴定

用与接头有互 补序列 的内引物 N es t de rP im er

lR 和 ZR 做 P c R
,

因为只有插人片段才连有接头
,

所以在电泳图谱上可见扩增产物者为阳性克隆
,

而

无扩增产物者为空载质粒 (图 l )
。

这些结果说明差

异表达的基因已成功的克隆到 T A 载体中
。 1为肺癌组织探针杂交结果

,

2 为肺癌旁组织探针杂交结果
,

3 为其它 8 种癌组织探针杂交结果

图 2
c DN A 芯片杂交扫描结果 (示部分图象 )

00005050
,..勺̀ù、,了

1 0 0 0

2 〔)U O

m a r k e r ,

N e s t e d

3 为 T 7 / S P 6 引物扩增部分质粒
,

4 为 ZO 0 0 b p D N A

5
、

7
、

8 为 N e s t e d p r i m e r I R 和 Z R 扩增重组质粒
,

6 为

2
.

5 二次芯片制作与杂交结果

初步筛选出的基因制作成的
C DN A 芯片经与临

床上 1例鳞癌和 1例鳞癌癌旁组织 m R N A 标记后的

探针分别杂交后
,

发现这些初步筛选出的基因的确

存在明显差异 (图 3 )
。

p r i m e r I R 和 ZR 扩增空载体质粒

图 1 P C R 扩增和鉴定重组质粒

对 107 个
C D N A 克隆单向测序并与 Gen B an k 中

序列 比较发现
: 19 个

C D N A 克隆在 Gen B an k 中未检

索到到同源序列
,

占已测序克隆的 17
.

7 6% ;其它 88

个克隆共代表了 76 个不同的已知基因
,

即消减库中

约 86
.

37 % 的克隆代表着不 同的基因
,

表 明
c D NA

消减群体内部很少重复拷贝
,

不 同基因间丰度的差

异得到了很好的均衡
。

2
.

3 c O N A 芯片的制作

以 p G E M
一

T 载体两端的一对通用引物 7T / s P 6

扩增了 1 303 个克隆的外源插人片段
。

经 1% 琼脂糖

电泳鉴定
,

除其中 13 个克隆没有扩增 出插人片段

外
,

其余克隆都得到了特异扩增片段 (图 1 )
,

外源插

人片段的大小大部分介于 500
一 1 0 00 帅 之间

,

平均

大小在 7 50 b P 左右
,

与 SS H 设计预期的插人片段大

1 为鳞癌癌旁组织探针杂交结果
,

2 为鳞癌组织

探针杂交结果

图 3 二次
c D NA 芯片杂交结果

2
.

6 N o rt h e r n 杂交分析

为进一 步验证复筛的 2 08 个克隆是否真正代

表着在癌旁和癌组织 中差异表达 的基 因
,

随机挑

取 2 个克隆
,

7T / S6P 扩增外源插入片段
,

各片段

分别与癌旁和癌组织中总 R N A 进行 N o rt he m 杂交

(图 4 )
。
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肺癌诊断基因的初步筛选

一
}截赞翔

e l o n e B

图 4 N o rt h
e r n
杂交

克隆 A 在 芯片上 的表达为
:
在癌组织 中高表

达
,

在癌旁组织中低表达 (见图 3
,

第 6 行
、

4 列 ) ;该

克隆经 N o rt he m 验证与芯片结果变化趋势一致
。

克

隆 B 在芯片上 的表达为
: ”
在癌组织中高表达

,

在癌

旁组织中检测到微弱表达 (见图 3
,

第 8 行
、

9 列 ) ;该

克隆经 N o rt he m 验证发现在癌组织 中也是高表达
,

但在癌旁组织中没有检测到表达
。

3 讨 论

B E PZ D 细胞是经 H P V1 8转染的永生化人支气管

上皮细胞
,

该细胞经 1
.

5 G y a 粒子照射后第 20 代开

始出现细胞形态学改变
,

但接种裸鼠不成瘤
,

说明细

胞发生转化 ;第 35 代接种裸鼠成瘤 (鳞癌 )
,

说明细胞

发生恶化
。

因此以该细胞系为对象寻找肺癌发生
、

发

展和恶化不同时期差异表达的基因具有重要价值
。

肺癌是全世界发病率和死亡率增长最快
、

对人

类健康和生命威胁最大的恶性肿瘤
,

积极开展肺癌

病因
、

诊断
、

治疗和预防的研究是当今迫切的任务
,

目前
,

肺癌的早期诊断 已成为肺癌研究的重大课

题
。

癌症 尚未发现之前往往有一个相当长的癌前期

过程
,

病理学上的反映则是癌前期组织中出现不典

型增生细胞 ( a t y P i e a l h y p e印 l a s ti e e e
l l )

,

轻度不典型

增生尚具有可恢复性
,

而重度不典型增生则会发展

成癌
,

在此过程中伴随着许多分子和细胞遗传学的

改变
,

而基因的改变可能涉及癌变的更早期阶段
。

肺癌发生初始阶段涉及的基因改变颇多
,

它们在肺

癌发生中的出现顺序和几率尚未完全清楚
,

通过对

其深人研究将异常分子作为生物标记用于早期肺癌

的检测和识别肺癌高风险个体
,

无疑将对高危人群

的进一步筛选以及对亚临床患者的早期诊断有很大

的指导意义
。

文库中的
C D N A 经

C D N A M i e r o a rr a y 初步筛选

出后
,

肺癌旁组织和肺癌组织中互相高于对方 10 倍

以上表达的基因
,

有望成为诊断肺癌恶性转化不同

时期的基因 ;而与其它 8 种癌组织相比
,

肺癌旁和肺

癌组织 中 10 倍以上高表达 的基因则有望成为诊断

肺癌组织特异性的基因
。

上述初步筛选 出的基因重

新制成芯片并与临床上 1 例鳞癌组织 m R N A 标记

后的探针和 l 例鳞癌癌旁组织 m R NA 标记后的探

针杂交后
,

发现初步筛选出的基因的确存在明显差

异后
,

下一步将会选用临床上更多的病理组织 (主要

是用不同类型和不同恶化阶段 的肺癌组织 ) 进一步

筛选和验证
,

最终希望获得对肺癌分型
、

分期 以及肺

癌组织特异性诊断的基因
。

在初步筛选出的
C DN A 中

,

有 6 个
c DN A 被测

序 (表 1 )
, e E F I A (克隆 A 2 29 ) 的主要功能是进行蛋

白质的合成
,

A b d el an b y 发现
e E IF A 在小 鼠胚胎发

育期和出生后的早期高表达
,

出生 14 天后开始逐渐

降低 ; 另外
,

小鼠肌肉损伤时
, e E FI A 蛋白含量迅速

升高
,

损伤修复后
,

其含量又降至原来的水平
「’ 一 ” 。

eE FI A 除了在蛋白的合成中起作用外
,

还参与细胞

的生长
、

发育
、

衰老和形态建成等
。

iS af : P 发现
e E FI A 基因某些位点的突变

,

可以延长细胞寿命
`4 〕 ,

过表达
e E FI A 蛋 白能降低细胞的生长速度

,

使 G l

期延长
、

细胞变大
「” 。

将 H 2
0

:

施人培养细胞后
,

检测

到 E F
一

l al p ha 的蛋白水平迅速增加
,

同时细胞凋亡
,

将反义 E F
一

l al p ha 载体转人细胞后抑制了 H Z
O

Z

诱导

的细胞凋亡
l “ ’ 。 而转染了正义

e E FI A 基因的细胞却

促进了细胞凋亡
,

说明 E F
一

l al p ha 的高表达在细胞

表 1 6 个已测序
c D N A 克隆

克隆号 高表达的组织 基 因名称

AZ l o 肺癌旁 l ip
o p o ly

s a e e ha ir d e 、 p e e i if
e
er

s p o n s e 一
6 8 p r o t e i n ( g b l A C 00 6 1 4 6

.

2 1)

A2 3 o 肺癌旁 3小 y d or x y
一

3
一

m e t h y lg lu t a叮 1 e o e n z ym e A
s y n t h

a s e ( d hj 1A K o 2 5 7 3 6
.

1 1 )

A3 17 肺癌旁
Ie t r a e y e

l i n
e e

iff u 、 p r o t e i n a n d L a e z a
lp h

a p e p* id e ( g b 一u o 7 16 8
.

1 1)

A2 2 9 肺癌旁
e u k a叮 o t i e t ar n s l a t i o n e l

o n g a t i o n af e t o r 1 a lp ha l ( er f 1X M一 04 39 8
.

1 1)

B 4 1 肺癌 N e w s e q u e n e e

B 2 8 o 肺癌 N e w s e q u e n e e

A
,

B 分别代表 A
,

B 文库中的克隆

循证医学 http://www.jebm.cn
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凋亡程序中起着较为重要的作用
,

D ut at or y A 认为

e E IF A 表达量的降低可导致蛋白合成的降低
,

这样

就减少了那些
“
凋亡因子

”
的合成

,

从而使细胞逃脱

凋亡程序
【7 , 。

其在肺癌组织中的低表达则预示着修

复或死亡程序的失败
,

使细胞进入了恶化历程
。

另外

E F
一

1 还是 Rho 和 ed cZ 激酶的底物
,

参与细胞 内的

信号传递 18
一 ” 。

H MG
一

C O A (克隆 A 2 30) 合成酶是胆固

醇合成的关键酶
,

与角化细胞的生长与分化有关
。

iS e
im an ow ic z K 发现 1 35 个肺癌病人血液中高密度

脂蛋白胆固醇
、

总胆固醇和甘油三酸酷的浓度比正

常人低
l ’ 0]

,

B or i如 an s A 发现结肠癌细胞在低浓度或

无脂蛋白胆固醇存在的情况下
,

会获得一种生长优

势
,

而高浓度的脂蛋白胆固醇会抑制结肠癌细胞的

增殖【川
。
H a dr w ick M 研究认为胆固醇参与了乳腺癌

细胞的增殖和恶转
’ ` 2】

。

本实验中 HM G
一

Co A 合成酶

在肺癌组织中的低表达可能与肺癌的发生和发展有

关
。

另外
,

胰岛 素和 E G F 都能刺 激表皮细胞 内

H MG
一

C o A 合成酶 m R N A 的表达 `’ 3 ’ 。 L SR 6 8 (克隆

AZI O ) 参与细胞的免疫反应和信号传递
,

并刺激

T N F
一

al p ha 和 IL 的表达 I` 4】,

其在肺癌组织 中的低表

达可能与癌细胞逃脱机体免疫和使细胞脱离凋亡程

序有关
。

对初步筛选出的
c D N A

,

特别是新
c DN A 的

鉴定
、

分析以及功能的研究有助于理解肺癌发生的

机理
,

也将是我们下一步工作的一个重点
。
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