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摘要 利 用 差 异 显 示’()技 术 获 得 的 一 条 在 胃 癌 和 正 常 组 织 有 差 异 表 达 的 表 达 序 列 标 签（*+,）-.!"&
（/012314登录号为56!%#7&!），通过与/012314的890:;库进行电子杂交，选取了与其同源度高的若干*+,，

在它们共有的保守序列设计了用于扩增的寡聚核苷酸引物，利用<=>5末端快速扩增’()（)5(*）技术得到了

?条带有@ABC5尾的&D*+,，进行序列分析后，发现它们均是代表新基因或不同剪接体的*+,，且具有共同的保

守序列，已登录/012314E采用)>5印迹对目的序列进行初步鉴定，并进行了这些基因的组织分布分析E
)5(*技术和生物信息学相结合，具有快速、高效的特点，有助于疾病相关基因的克隆E
关键词 <=>5末端快速扩增（)5(*），生物信息学，胃癌，克隆，<=>5片段，表达分析

学科分类号 F-&&，)?&%G"

随着人类基因组计划、蛋白质组计划和生物芯

片技术开展以来，有关研究成果和数据迅速增长，

如何挖掘（83;3HI1I1J）、整理和应用开发这些浩

如烟 海 的 生 物 信 息，在 当 前 形 势 下 变 得 尤 为 迫

切［!］，一门新兴的生命科学———生物信息学应运

而生，高通量及发展迅速等特点，使其在新基因的

克隆及功能研究方面占有越来越重要的地位［"］，

特别是表达序列标签（*+,）数据库的迅速扩张，

已导致识别与克隆新基因的策略发生了革命性的变

化［&］E传统克隆基因的方法已不能满足当前高速

发展的生物经济时代，广泛的=>5和蛋白质数据

库的创建为新基因的克隆提供了可利用资源，而

)5(*技术和生物信息学相结合，具有快速、高效

克隆基因的特点，从胃癌组织出发，利用该方法快

速钓取了胃癌相关多个<=>5片段E

% 材料和方法

%&% 标本及总)>5的提取

人胃癌癌旁组织，取自我院外科新鲜手术标

本，病 理 证 实 为 胃 窦 部 腺 癌， 中、 低 度 分 化E
,KILAB一步法提取人胃癌癌旁组织总)>5E
%&’ (%’)同源*+,的电子信息杂交与序列组装

以.!"&<=>5片段为探针，用>(2M提供的

2N5+,>（O;;@：／／PPPE1<9IE1BHE1IOEJAQ／9B3:;／）

程序对/012314的人类*+,数据库进行电子信息

杂交筛选，选择与.!"&同源度较高（R#S以上同

源）的R条*+,（图!），用=>5:;3K软件将它们

进行序列组装，整合成几条更长的*+,序列，在

它们共有的保守序列设计了"条用于&D)5(*扩增

的寡聚核苷酸引物（&D/+’"、&D>/+’"，图"）E
%&) )-./$0*

+H3K;,T )5(*<=>5 5H@BI<3;IA14I;购 自

(BA1;0<O公司，按照说明书进行，并进行了两点改

进：3G反 转 录 反 应 加 入U#V )>3:I1抑 制 剂

（’KAH0J3）；9G除按说明书设阳性对照外，又设立

了以水为模板反转录的阴性对照E取总)>5!!J，

锚定 引 物&D(=+（序 列 为%D-55/(5/,//,55-
(/(5/5/,5(（,）&#-&D，!#!HAB／N），加反转录

酶+V’*)+()M’,"（"##V）于U"W孵育!G%O
以合成<=>5E用&D/+’"（其序列为：%D-,5(5,-
//555(,/55(55((,/(-&D，!# !HAB／N） 与

V’T通用引物（该引物由两条序列组成：其长序

列为%D-(,55,5(/5(,(5(,5,5///(55/(5-
/,//,55(/(5/5/,-&D，#G"!HAB／N；其短序列为

%D-(,55,5(/5(,(5(,5,5///(-&D，!!HAB／N）

进行 第 一 次 扩 增E反 应 条 件 分 为：RUW!HI1、

7UW!HI1，?"W!G%HI1，&&个循环E将第一次

产物稀释后作为模板用&D>/+’"（其序列为：%D-
,(5(,555,/(((5(55/5/5-&D，!#!HAB／N）

与 巢 式 引 物 >V’（ 其 序 列 为：%D-55/(5/,-
//,55(55(/(5/5/,-&D，!#!HAB／N）进行第

二次扩增，条件为：RUW!HI1，7UW!HI1，?"W
!G%HI1，"#个循环E
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!"#$% &’()*’(+,-"*.",#/,+012345
!"#$%#&’(&)$"*+$&’,-,(&.#/,%0#($12$1(&-%34561,)7.&1,（3*-1&#-$

7*.86）9(,’#*-1*:,&)7.#0#,%:8;<=6>?+#1"1",’,-,2$7,3#0#3

7(#),($（;<@ABC、;<5@ABC）&-%DBE、5DB9

6$7 892345产物的克隆、测序

将;<2=6>?所扩增的目的片段以 F#/&(%B>=
产物纯化试剂盒（购自B(*),’&公司）进行纯化、

回收，然后将其克隆到7@?E!2,&$8质粒载体中

（购自B(*),’&公司），再转染感受态GEHIJ菌株9
经蓝白斑筛选后，挑取多于HI个白色单菌落用载

体引物!K、ABL进行B>=鉴定，随机选取H个单

菌落测序并选取HI个克隆混合测序9
6$: 目的序列的生物信息学分析、登录

将测序所得带有7*.86尾的K条3456片段用

5>MN提供的MO6A!5与@,-M&-P的%:?A!、-(
数据库进行同源性比较，确认代表新基因的?A!
并登录@,-M&-P（"117：／／+++9-3:#9-.)9-#"9’*Q／

$R:)#$$#*-）9
6$; 目的序列的2<3印迹鉴定

组织标本取自解放军总医院新鲜手术标本，病

理证实为胃窦部进展期中低分化腺癌，分别提取胃

癌和其远端正常胃组织总=56，具体方法同6$69
=56转膜与固定，在酶切回收克隆插入片段的基

础上，利用B(*),’&公司的随机引物456标记试

剂盒制备同位素标记的探针，利用>.*-1,3"公司的

?S1(&"8:(#%&1快速杂交液进行预杂交、杂交，洗

膜、曝光及显影9
6$= 目的序列的组织分布

利用互联网癌肿基因组解剖学计划提供的基因

表达分析系列（$,(#,$&-&.8$#$*0’,-,,S7(,$$#*-，

A6@?）数据库进行组织分布分析9A6@?表达谱分

析数据库（>@6B%&1&:&$,：A6@?)&7—"117：／／+++9
-3:#9-.)9-#"9’*Q／A6@?）和软件（A*01+&(,：Q#(1R&.
-*(1",(-—"117：／／+++9-3:#9-.)9-#"9’*Q／$&’,Q-93’#）

可通过在组织、细胞基因表达文库中钓取基因代表

性1&’（一段小于J:7的456短序列），对特定基

因的表达以及其表达水平进行分析，从而确定其组

织分布9

% 结 果

%$6 892345产物的序列分析

从上述组装的共有序列约TII:7出发，设计;<2
@AB进行=6>?，共得到K条大小不等的片段，分

别 命 名 为 FH;，FCU，F;H，FTH，FUH，FL;，

FKT；大小从HJU:7至HCII:7不等（图;），B>=
扩 增重组质粒，目的片段大小正确（图T），对这些

序列进行分析，它们均是带有7*.86尾的3456片

段 ，7*.86尾CI!;I“6”不 等 ，有 的 片 段 可 见 加

!"#$8 89>2345,+?@"*,-"0A01’B+,A#,)-/"**,A*(/

?,/,-B+0/-"))B(*C<3
!：)&(P,(4OCIII；"：$#/,%#$1(#:R1#*-*0;<=6>?’,-,2

$7,3#0#37(*%R31$+#1"5DB&-%;<@ABC；#：$#/,%#$1(#:R1#*-

*0;<=6>?7(*%R31$&)7.#0#,%+#1"DBE&-%;<@ABH9

!"#$7 3+?@"*,-"0A01/(*0+D"A,A-?@,)+".E"-’&=,A.

FG;?/"+(/
$：)&(P,(4OCIII；%!&：1",7(*%R31$*0(,3*)%#-&-17.&$)#%9

!"#$: 40+?,/")0A01)"+"@,/"-H1/0+)(IB(A*(J68-0J=7

?/0.B*(.DH89>2345
!",$*.#%(,31&-’.,(,7(,$,-11",$,VR,-3,$#)#.&(#18)*(,1"&-JIW

:&$,$9!",8&.."&Q,XI:73*))*-$,VR,-3,96)*-’FCU，FUH，

FKT，FTH&-%FL;"&Q,CUI3*))*-:&$,$96-%:,1+,,-FT.&-%

FL;"&Q,;HI:79
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尾信号!!"!!!，将这些序列在计算机软件上进

行比对（#$%&’）发现：它们除靠近()端的共有序列

外，在*)端明显不同（图(），且这些序列不能互

相囊括，提示它们可能是不同基因的*)端+
!"! #条$%&’片段核苷酸序列的同源性比较

在,个测序克隆中，与-.’/#’0’12#3#4#5.进

行同源性比较显示，与基因编码序列同源性均小于

678，因而相应的基因和功能均不清楚，可能代表

新的未知基因+
!"( 目的片段在)*+,-+.登录结果

,条*)9:"分别于;777<=;<=7至;77=<=<,呈

递-.’/#’0，现 已 登 录，登 录 号 为：!>**;?7*、

!>**;?76、 !>**;?7(、 !>*;(;7;、 !>**;?7?、

!@7*;?=(、!@7*;?=?+
!"/ 0&’印迹分析结果

AB!印迹（图?）显示,条CDB!中有?条在

胃癌及正常对应组织表达，其中 E;(探针未见阳

性结果+E*=、E6=、E?*号探针可见*个转录

本，大小从=F;!?F704不等，E=*有;个转录

本，大小为;F704、=F604，E(=号片段有一个转

录本，约*F(04，E,6号探针显影转录本主要集

中在*F7!(F704之间+用GH#&.I软件扫描各转

录本灰度，用公式!H.#’J$&=7（;((／K.#’&1.L）

计算强度，以!H.#’作为量化指标，分析各转录本

的 表 达 丰 度+其 中，E=*、E*=、E6=、E(=、

E,6在胃癌组织的表达强度高于正常组织，E?*
则与之相反，在胃癌组织下调（图,）+
!"1 基因电子表达谱分析结果

,条CDB!5中，除E;(未见阳性杂交结果外，

其余?个探针均在多种肿瘤和／或正常:!-9文库

中有不同程度表达，:!-9文库总3#&5数见表=+

234"5 6*7383$-93:+:8;388*7*+93-<4*+**=>7*??3:+@A
&:79B*7+@<:9-+-<A?3?C?3+4DE’0F0’GHIG0J-K><383*;

$%&’>7:@*
"M.’N13M.1’4$N3CN’3#%’5’N1H#$（B）#’23OHN1（P）53NH#CM3N3#$
AB!*7"&Q.1$#’.+RL41%2%S#3%N’3N#CDB!Q1N4.TN1#<#C3%’U#5
O5.23NVO#’3%TLW#1%#3%N’%’3M.#HNO’3NT’OC$.%C#C%2$N#2.2+

F-@<*L F:9-<9-4?3+;388*7*+9D’)H<3@7-73*?8:7?3=$%&’>7:@*?

:!-9$%41#1%.5
3#&X1N4.

Q1N53#3.

B P

CN$N’

B P

’.1W.

B P

41.#53

B P

NW#1L

B P

Q#’C1.#5

B P

E=* =( Y; 7 *( *; *, ;? 7 7 7 7 7

E*= *Y7 =Z7, (ZY ;6=( =6,? (*,* *Y; =(6Y *?; =7(, *?? (ZZ

E6= 7 7 7 =, 7 Z( 7 Y* ;7 66 7 ;Z

E(= 7 ;; 7 =? ;; =7? 7 =6 7 7 7 ;Z

E?* ,? =(; =Z =6; =7 ;YZ =6Y Z? 7 ;* ?= Z(

E,6 7 7 7 *Z 6, =? 7 =? 7 7 7 7

B：’N1H#$；P：C#’C.1+
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! 讨 论

虽然现在已经肯定了很多基因在胃癌中的异常

变化，对胃癌的诊断和治疗有一定的参考意义，但

它们最初发现时均非通过研究胃癌所得，所以从胃

癌组织出发，加强胃粘膜癌变过程中基因型变化的

研究，可以为明确胃癌的发生机制及早期诊断提供

进一步线索!而生物学技术和信息学资源相结合，

为快速基因克隆提供了可能［"，#］!在进行差异片段

$%&’生物信息学分析时发现，$%&’有若干个同

源()*+，它们在#,端序列一致性很好，蛋白质的

编码序列可能有高度的保守性，但’,端差异却很

明显，这与多基因家族（-./012./345426-1/7）的特

点相吻合［8，9］，而且癌基因及抑癌基因多以基因家

族的形式存在!根据生物信息学的提示，试图通过

实验方法来抓住这一可能的基因家族同源侯选成

员，为基因的克隆摸索新的途径!
:;<(技术的主要优点是快速、灵敏，短时间

内即可获得新基因的=>?;全长序列，而且:;<(
能产生大量独立克隆［@］，可用来证实核苷酸序列，

如果一个基因是多基因家族的一个成员，用基因特

异引 物（A)B）可 能 同 时 扩 增 几 个 高 度 同 源 的

=>?;+［C］!本研究以发现的这一保守区域设计了钓

取这一可能的家族保守性引物，在胃癌癌旁组织中

进行’,D:;<(扩增，共钓取了9条=>?;片段，

经测序分析，它们均是带EF/7;尾的’,()*，因

’,G*:+（’,.50H65+/604IH431F5+）很少有内含子和

如编码区内的保守序列，更能准确地代表基因［%J］，

经用?<KL提供的KM;)*?对A45K65N的5H数据

库进行电子信息杂交，这9条均是代表新基因的

()*，现已在A45K65N中登记注册!
为了对我们得到的9条侯选同源基因与胃癌的

关系作出进一步确证，使用:?;印迹分析了它们

在胃癌组织及其远端正常组织的表达状况，8条

=>?;分别在胃癌及正常组织有不同程度的表达，

其 中 # 条 =>?;（$%’、$’%、$"%、$#% 和

$9"）在胃癌组织中表达高于正常胃粘膜!为了更

全面检测所克隆的基因在其他肿瘤的表达丰度及对

其功能进行预测，我们把克隆所得的=>?;放到了

<A;B（=65=4H345F-1=6560F-7EHFO4=0）的大背景

下，利用它的近%JJ个);A(文库，通过P1H0.6/
?FH0Q4H5程序，来分析这些基因的表达谱!其中

$’%、$"%、$#%在所有肿瘤的);A(文库中表

达高于正常的文库，这些肿瘤文库来源于前列腺

癌、结肠癌、神经系统肿瘤、乳腺癌、卵巢癌和胰

腺癌，结合它们在胃癌中的表达情况，提示它们很

可能是在肿瘤的发生、发展过程中，起作用的相互

协调共表达的基因簇!而 $8’在正常乳腺文库中

有%"@个063+，在乳腺癌文库中有C8个063+，$%’
在前列腺癌、结肠癌中呈高表达，而在乳腺的正常

组织呈高表达，结合它们在胃癌组织中的表达情

况，它们在肿瘤形成中的作用，还有待于进一步研

究、探讨!
利用:;<(技术与开发()*库结合，可快速

发现多个基因，在此基础上再寻找基因家族同源成

员，是完善、归类同源基因家族新成员的一种颇具

规模化的方法，且随着信息库容量和基因代表性片

段的增长，这种功能将会越来越强大!这里，我们

所作的只是将实验技术和信息学相结合的一种尝

试，得到的结果也还需要进一步验证整理，但有一

点可以肯定的是，我们正在摒弃以前单基因的思维

模式，从基因组的整体水平出发，寻找结构或功能

相似的基因簇，和它们之间的相互作用，把“基因

集合（3454=/.+04H）”作为一个复杂系统来一起考

虑，所以把克隆的 $%’等几个=>?;片段联系起

来进行研究，对搞清楚胃癌发生中的基因调控网

络，将提供很好的理论思路和实践证明!
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