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［摘要］　目的：筛选辐射诱导的支气管上皮细胞恶性转化模型中的差异表达基因。方法：应用抑制差减杂交方法（ＳＳＨ）构

建辐射诱导的细胞转化模型差异表达基因的ｃＤＮＡ文库。对差减文库进行ＰＣＲ筛选，对得到的差异片段进行测序及ＢＬＡＳＴ
分析；对部分筛选出来的差异表达基因使用荧光定量ＰＣＲ方法检测并确认其变化；将新的序列表达标签（ＥＳＴ）登录到Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ上。结果：在８０个进行测序的克隆中，得到确定序列的共７３个。在转化细胞中表达下降的序列４１条，ＢＬＡＳＴ比较分

析结果：得到已知序列６条；未知基因的ＥＳＴ序列２０条；空载体序列７条；８条为重复测定序列。在转化细胞中表达上升的序

列３２条，ＢＬＡＳＴ分析：已知序列１４条；未知基因的ＥＳＴ序列９条；重复测定的序列９条。对其中的部分基因改变进行荧光定

量ＰＣＲ检测，结果表明辐射转化组中 ＭＹ０６、ＨＡＣＥ１、ＺＮＦ１４３、ＨＮＲＰＨ１的表达量明显增加（与对照组相比，转化组中的

ｍＲＮＡ分别增加了３．４９、２９．３８、１２．９９、５．００倍）；而ＰＣＢＰ２、ＲＰＬ１５、ＴＣＥＲＧ１的表达量下降（与对照组相比，转化组中的

ｍＲＮＡ分别减少了１．８９、４８．７７、１１．９５倍）。将得到的２９个未知序列登录到 ＧｅｎＢａｎｋ，序列ＩＤ：ＥＢ６４３２２０～ＥＢ６４３２４８。结

论：利用抑制差减杂交方法成功建立了恶性转化细胞模型差异表达ｃＤＮＡ文库，包含大量功能未知的新基因；ＺＮＦ１４３表达增

加，其与细胞的增殖与分裂有关，ＴＣＥＲＧ１作为转录辅助激活因子在 ｍＲＮＡ转录和后期的修饰过程中起到重要的作用，

ＰＣＢＰ２是一个Ｐｏｌｙｃ连接蛋白，具有蛋白翻译调节功能，这些基因在辐射致癌中尚无研究报道。
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　　辐射的致癌效应和其他肿瘤的发生类似，是极
其复杂的过程，涉及到多个肿瘤相关基因的改变和
功能的异常［１］。目前已知与辐射诱导肿瘤相关的基
因编码产物（蛋白和酶等）参与了信号转导、损伤修
复、细胞周期调控、增殖分裂、能量代谢、凋亡等一系
列机体的生物学行为过程［２］。随着辐射致癌研究机
制的深入，有些问题［３］显得越发重要：辐射致癌过程
中还涉及到哪些基因和事件，在辐射致癌过程中还
有哪些未知功能的基因参与，其作用如何？这些问
题的解决取决于合适的筛选差异表达基因方法的应

用。

　　抑制差减杂交（ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄ
ｉｚａｔｉｏｎ，ＳＳＨ）是一种简便而高效的寻找差异表达基
因的新方法。该方法具有减数杂交和平衡显示差异
基因的优点，可使低丰度的差异 ｍＲＮＡ 得以显
现［４６］。现有的各种差异表达基因筛选方法均存在
某些不足之处，ＳＳＨ方法的成功建立使肿瘤差异基
因检测取得重要进展，是研究肿瘤发生机制的一个
重要研究方法。本研究以６０Ｃｏγ射线照射诱发的支
气管上皮细胞ＢＥＡＳ２Ｂ的恶性转化模型为研究对
象，采用抑制差减杂交技术对辐射致细胞恶性转化
过程中的差异表达基因进行了较为全面的分析，以
期从基因水平深入探讨辐射致癌的分子机制，充实
完善现有理论。

１　材料和方法

１．１　细胞和试剂　正常传代培养的ＢＥＡＳ２Ｂ细胞
和辐射诱导的ＢＥＡＳ２Ｂ恶性转化细胞，恶性转化细
胞模型为本室建立，２２Ｇｙ６０Ｃｏγ射线分３次照射，
裸鼠体内注射成瘤证实［７］。ＬＨＣ８培养基购自美国

Ｂｉｏｆｌｕｉｄ公司 ；细胞总ＲＮＡ抽提试剂盒（ＴＲＩｚｏｌ）：
购自上海华舜生物公司；ＮｕｃｌｅｏｔｒａｐｍＲＮＡｐｕｒｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎ，ＡｄｖａｎｔａｇｅＴＭⅡ ＰＣＲｅｎｚｙｍｅｓｙｓｔｅｍ，ＰＣＲ
ＳｅｌｅｃｔＴＭｃＤＮＡｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎｋｉｔ均购自Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公
司；ＤＨ５α大肠杆菌为本室保存；Ｔ４ＤＮＡ 连接酶，

ＭＢＩ；ｐＵＣｍＴ载体，上海生工生物技术公司；Ｐｅｒ
ｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ（ＳｙｂｒＧｒｅｅｎⅠ）荧光定量反应试剂
盒以及ＰＣＲ反应试剂购于ＴａＫａＲａ公司。

１．２　ＲＮＡ抽提及 ｍＲＮＡ纯化　取辐照后恶性转
化细胞和正常培养的ＢＥＡＳ２Ｂ细胞，其总ＲＮＡ提
取按照试剂盒说明书进行，甲醛变性电泳证实无明
显降解。使用ＮｕｃｌｅｏｔｒａｐｍＲＮＡｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ试剂
盒分离纯化出ｍＲＮＡ，核酸／蛋白分光光度计定量。

１．３　抑制差减杂交　具体流程按照Ｃｌｏｎｔｅｃｈ说明
书进行。以转化组和对照组、阳性控制组（人骨骼
肌，试剂盒内提供）ｍＲＮＡ为模板进行逆转录，再将
单链ｃＤＮＡ合成双链ｃＤＮＡ，各组分别用ＲｓａⅠ酶
切。将转化组、对照组 ｍＲＮＡ 分别标记为ｔｅｓｔｅｒ
（Ｔ１）、ｄｒｉｖｅｒ（Ｄ１），所得最后结果为转化组中表达的
基因；为了检测在转化组中表达缺失的基因，将对照
组细胞ｍＲＮＡ样本记为ｔｅｓｔｅｒ（Ｔ２），转化组ｍＲＮＡ
样本记为ｄｒｉｖｅｒ（Ｄ２）。将实验组（ｔｅｓｔｅｒ）分成２管，
分别加不同的ＤＮＡ接头ａｄａｐｔｏｒ１和ａｄａｐｔｏｒ２Ｒ，凝
胶电泳进行连接效率分析。然后进行两轮消减杂
交。杂交后产物行两轮ＰＣＲ扩增，第一轮扩增３０
个循环，第二轮扩增１８个循环，凝胶电泳分析其产
物。

１．４　差减ｃＤＮＡ文库建立　取５μｌ第二轮ＰＣＲ产
物与１μｌｐＵＣｍＴ载体进行标准连接反应，连接产
物转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞（氯化钙法），接
种于Ｘｇａｌ／ＩＰＴＧ／氨苄琼脂平板上，３７℃ 培养过夜。
分别计数蓝白克隆并做好相应标记。将暂不进行分
析的白色克隆挑取后在５ｍｌＬＢ培养基中３７℃振摇
过夜，加１５％甘油，液氮速冻，置－７０℃保种。

１．５　文库筛选　随机挑选１２０个白色菌落克隆，分
别接种于氨苄ＬＢ培养基中，３７℃振摇培养６ｈ，各取

１μｌ菌液用第二轮引物进行ＰＣＲ扩增。产物进行
琼脂糖凝胶电泳检测有无特异性插入片段。

１．６　差异片段ＤＮＡ序列分析　将有特异性片段插
入的克隆菌液送至上海英骏生物技术公司进行载体

克隆测序，测序引物为 Ｍ１３通用引物，测序结果用

ＢＬＡＳＴ软件与ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行比对分析。将
新的片段序列登录到ＧｅｎＢａｎｋ上。

１．７　荧光定量ＰＣＲ分析　运用ＳｙｂｒＧｒｅｅｎⅠ荧光
定量 ＲＴＰＣＲ方法检测 ＭＹ０６、ＨＡＣＥ１、ＺＮＦ１４３、

ＨＮＲＰＨ１、ＰＣＢＰ２、ＲＰＬ１５、ＴＣＥＲＧ１、ＤＤＸ５几条基
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因的改变情况，ＧＡＰＤＨ 为内参对照。先将各待测
样本ＲＮＡ 进行反转录，反转录操作按照Ｐｒｏｍｅｇａ
公司 ＭＭＬＶＲＴ试剂盒说明书进行。优化后的实
时定量 ＲＴＰＣＲ体系如下：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
（２×）１０μｌ，上、下游引物各０．４μｌ，各待检ｃＤＮＡ模
板１μｌ，灭菌双蒸水８．２μｌ，总量２０μｌ。将反应体系
稍微离心后放入定量ＰＣＲ仪内，采用２步法进行扩
增。反应条件：９５℃，１０ｓ；９５℃，５ｓ，６０℃，２０ｓ，４０
个循环。根据动力学曲线确定每个样品管中荧光强
度增加到某一特定阈值时的扩增循环数（Ｃｔ值）。

　　结果分析采用２－ΔΔＣｔ法［８］：ΔＣｔ处理组＝Ｃｔ处
理组－Ｃｔ处理组内参；ΔＣｔ对照组＝Ｃｔ对照组－Ｃｔ
对照组内参；ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ处理组－ΔＣｔ对照组。

ＲＮＡ处理组／ＲＮＡ对照组＝２－ΔΔＣｔ。

２　结　果

２．１　ＰＣＲ扩增结果　在第一轮扩增中，Ｔｔ、Ｄｔ、Ｃｔ
（内对照）扩增结果为弱的条带，或不可见；作为对照
的两端均加了接头的Ｔｃ、Ｄｃ、Ｃｃ则可见到片状扩增
产物（Ｃｃ条带片段分布）。而作为ＰＣＲ控制条件的
呈ф×１７４ＤＮＡ／ＨａｅⅢ 消化ｍａｒｋｅｒ片段分布。因
为模板数量少，而且为了增加杂交的特异性，因此第
一轮扩增结果条带弱或者不明显为理想状态，否则
需要减少循环数（图１）。第二轮扩增可见从１５０～
１５００ｂｐ均有较清晰的特异条带。且作为实验内对
照的Ｃｃ的扩增与试剂盒中所提供的标准Ｃｃ扩增相
比其位置、带数相同，并且电泳结果更为清晰，说明
实验操作取得成功（图２）。

图１　首轮ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｉｍａｒｙＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ф×：ＰＣＲｃｏｎｔｒｏｌｓｕｂｔｒａｃｔｅｄｃＤＮＡ；Ｃｃ：Ｕｎｓｕｂｔｒａｃｔｅｄｔｅｓｔｅｒｃｏｎｔｒｏｌ

ｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎ；Ｃｔ：Ｓｕｂｔｒａｃｔｅｄｃｏｎｔｒｏｌｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅ

ｃＤＮＡ；Ｔ２ｃ：Ｕｎｓｕｂｔｒａｃｔｅｄｔｅｓｔｅｒｃｏｎｔｒｏｌｆｏｒｔｈｅｒｅｖｅｒｓｅｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎ；

Ｔ２ｔ：ＲｅｖｅｒｓｅｓｕｂｔｒａｃｔｅｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃＤＮＡ；Ｔ１ｃ：Ｕｎｓｕｂｔｒａｃｔｅｄ

ｔｅｓｔｅｒ ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｔ１ｔ：Ｆｏｒｗａｒｄｓｕｂｔｒａｃｔｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃＤＮＡ；

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

图２　第二轮ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
１：ＰＣＲｃｏｎｔｒｏｌｓｕｂｔｒａｃｔｅｄｃＤＮＡ；２：Ｓｕｂｔｒａｃｔｅｄｃｏｎｔｒｏｌｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓ

ｃｌｅｃＤＮＡ；３：ＲｅｖｅｒｓｅｓｕｂｔｒａｃｔｅｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃＤＮＡ；４：Ｆｏｒｗａｒｄ

ｓｕｂｔｒａｃｔｅｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃＤＮＡ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

２．２　差异条带的扩增及筛选　由于同一大小ＰＣＲ
产物可能会在文库中形成一定数目的克隆，为减少测
定序列工作量，将Ｔ载体内克隆的片段进行ＰＣＲ扩
增后电泳，从中挑选具有不同插入长度的克隆再进行
序列测定。从随机挑取进行摇菌的１２０个克隆中选
出具有不同插入片段的８０个克隆进行测序（图３）。

图３　Ｔ载体差异条带的扩增及筛选

Ｆｉｇ３　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆ

ｃｌｏｎｅｆｒａｇｍｅｎｔｉｎｓｅｒｔｅｄＴｖｅｃｔｏｒ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１１９：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓｅｒｔｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓ

２．３　测序结果　在８０个进行测序的克隆中，得到
确定序列的共７３个。在转化细胞中表达上升的序
列３２条，ＢＬＡＳＴ分析：（１）已知序列１４条；（２）未知
基因的ＥＳＴ序列９条；（３）重复测定的序列９条。在
转化细胞中表达下降的序列４１条，进行ＢＬＡＳＴ比
较分析：（１）已知序列６条；（２）未知基因的ＥＳＴ序
列２０条；（３）空载体序列７条；（４）８条为重复测定序
列。将未知的２９条ＥＳＴ序列登录到ＧｅｎＢａｎｋ上，
登录注册号为：ＥＢ６４３２２０～ＥＢ６４３２４８（表１、２）。
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表１　恶性转化模型中表达下调的基因

Ｔａｂ１　Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｍａｌｉｇｎａｎｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｅｌｌｍｏｄｅｌ

ＳＳＨＬｉｂｒａｒｙＮｏ ＧｅｎＢａｎｋＩＤ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

Ｄ１ ＮＭ＿００１０４０００６ Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１（ＴＣＥＲＧ１）
Ｄ４ ＡＢ２０８８２５ Ｐｏｌｙ（ｒＣ）ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２（ＰＣＢＰ２）
Ｄ６ ＥＢ６４３２２０ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ７ ＥＢ６４３２２１ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ８ ＮＭ＿００２９４８ ＨｏｍｏｓａｐｉｅｎｓｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ１５（ＲＰＬ１５）
Ｄ９ ＥＢ６４３２２２ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ１０ ＥＢ６４３２２３ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ１２ ＥＢ６４３２２４ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ１３ ＥＢ６４３２２５ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ１５ ＥＢ６４３２２６ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ１７ ＥＢ６４３２２７ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ１９ ＮＭ＿００１０４０００６ Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１（ＴＣＥＲＧ１）
Ｄ２３ ＥＢ６４３２２８ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ２４ ＥＢ６４３２２９ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ２５ ＥＢ６４３２３０ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ２６ ＥＢ６４３２３１ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ２８ ＥＢ６４３２３２ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ３０ ＥＢ６４３２３３ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ３１ ＥＢ６４３２３４ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ３５ ＥＢ６４３２３５ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ３８ ＢＣ０６４５４１ Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ２５，ｍｅｍｂｅｒ２８
Ｄ４１ ＥＢ６４３２３６ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ４２ ＥＢ６４３２３７ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ４３ ＮＭ＿００２９４８ ＨｏｍｏｓａｐｉｅｎｓｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ１５（ＲＰＬ１５）
Ｄ４６ ＥＢ６４３２３８ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄ５０ ＥＢ６４３２３９ ＵｎｋｎｏｗｎＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｅ

表２　恶性转化模型中表达上升的基因

Ｔａｂ２　Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｍａｌｉｇｎａｎｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｅｌｌｍｏｄｅｌ

ＳＳＨＬｉｂｒａｒｙＮｏ ＧｅｎＢａｎｋＩＤ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

Ｔ１ ＮＭ＿０００９８０ ＨｏｍｏｓａｐｉｅｎｓｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ１８ａ
Ｔ２ ＮＭ＿０１９５９７ ＣａｎｉｓｆａｍｉｌｉａｒｉｓｓｉｍｉｌａｒｔｏＨｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓｎｕｃｌｅａｒｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎＨ （ｈｎＲＮＰＨ）
Ｔ３ ＮＭ＿０１７６１５ Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１０ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ８６
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２．４　部分基因差异表达的验证结果　与正常代数
培养细胞相比较，辐射转化组中 ＭＹ０６、ＨＡＣＥ１、

ＺＮＦ１４３、ＨＮＲＰＨ１的表达量明显增加（与对照组相
比，转化组中的 ｍＲＮＡ 分别增加了３．４９、２９．３８、

１２．９９、５．００倍）；而ＰＣＢＰ２、ＲＰＬ１５、ＴＣＥＲＧ１的表
达量下降（与对照组相比，转化组中的 ｍＲＮＡ分别
减少了１．８９、４８．７７、１１．９５倍）；ＤＤＸ５的表达未见明
显改变。此次检测共选取了８条ＳＳＨ 实验筛选出
来的表达改变基因，其中７条基因的表达量经荧光
定量ＰＣＲ验证确实发生了改变。表明ＳＳＨ筛选出
来的差异片段绝大多数的表达确实发生了明显改

变，实验结果具有较高的可信度。

３　讨　论

　　研究表明，众多基因诸如ｐ５３、ｐ１６、ＡＭＴ、Ｒｂ、

ｈＲＡＤ５０、ｃｍｙｃ、Ｈｒａｓ、Ｒｂ等基因在辐射致癌过程
中都有参与［１３］。由于辐射诱发肿瘤的相关基因改
变谱随着种属、个体、组织类型以及诱因的不同而存
在明显的不同，在细胞恶性转化的各个时期基因的
改变也不尽相同，在某个肿瘤的发生中伴发的众多
基因的改变中，很难区别哪些基因对肿瘤的发生和
发展起重要作用，哪些是肿瘤生成过程中由于ＤＮＡ
修复异常及基因组的不稳定性引起的继发性改变；
以及尚有相当多的功能未知基因存在。这些原因使
得辐射诱发肿瘤（同样也存在于其他肿瘤发生机制
的研究中）发生机制的研究变的异常复杂。因此，迫
切需要从整体的角度全面识别正常细胞与相应恶性

转化细胞之间的差异表达基因，并寻找出功能未知
的参与细胞恶性转化过程的新基因。

　　抑制差减杂交技术（ＳＳＨ）由Ｄｉａｔｃｈｅｎｋｏ等［５］

在１９９６年建立。ＳＳＨ技术筛选差异表达基因的优
点有：（１）假阳性低：Ｖｏｎ等［６］用转移性和非转移性

两种腺癌细胞株做比较，有力地证明了ＳＳＨ的阳性
率高达９４％，并认为检测每个克隆是否为假阳性已
无必要。（２）高敏感性：ＳＳＨ 方法所做的均等化和
目标片段的富集，保证了低丰度的ｍＲＮＡ也可被检
出［６，９］。（３）速度快、效率高：程序相对简单，操作简
便易行，一次ＳＳＨ反应可同时分离上百个差异表达
基因。ＳＳＨ自从建立以来就相继有在肿瘤相关基
因研究方面的应用报道：（１）肿瘤中新的相关基因的
研究：相继用ＳＳＨ 技术从肾细胞癌［１０］、结肠癌［１１］、
肺鳞状上皮细胞肺癌［１２］等肿瘤细胞中分离得到许

多新的差异表达基因，证明ＳＳＨ确实为分离新的相
关表达基因的有效方法。（２）肿瘤发生机制方面的
研究：Ｓａｎｄｈｕ等［１３］利用ＳＳＨ 和ｃＤＮＡ微阵列技

术，观察了石棉诱导鼠发生癌变的不同阶段基因表
达谱的变化，研究发现石棉可能通过影响整合素介
导的信号传递和细胞外基质蛋白发挥致癌作用；（３）
外界因素对肿瘤细胞的作用：Ｓｅｔａ等［１４］将ＳＳＨ 和

ｃＤＮＡ微阵列相结合，筛查了缺氧前后嗜铬细胞瘤
细胞株差异表达的基因，发现缺氧时 ＭＡＰＫ磷酸
酶１的表达明显上调，部分通过ｐ３８激酶介导的通
路发挥作用。（４）癌基因的作用通路研究：Ｃｏｂｅｌｌｉｓ
等［１５］利用ＳＳＨ方法探讨癌基因ｖＨＲａｓ致甲状腺
上皮细胞恶性转化时的基因变化，发现５７个ｖＨ
Ｒａｓｓ特异性作用的靶片段。到目前为止，该方法已
相继应用在大肠癌、肺癌、前列腺癌、乳头状甲状腺
癌、食管癌、Ｂ细胞淋巴瘤、肾癌、肝癌、黑色素瘤及
肾上腺皮质腺瘤中癌基因或抑癌基因的克隆鉴定

上，并发现了一些新的候选基因。

　　尽管ＳＳＨ具有较高特异性，但与其他筛选差异
表达基因方法类似，ＳＳＨ 也存在着假阳性的问题。
为了验证差减ｃＤＮＡ文库的阳性率，对其中部分已
知基因进行实时荧光定量ＰＣＲ检验。经ＦＱＰＣＲ
检验：辐 射 转 化 组 中 ＭＹ０６、ＨＡＣＥ１、ＺＮＦ１４３、

ＨＮＲＰＨ１的表达量明显增加（与对照组相比，转化
组中的 ｍＲＮＡ 分别增加了３．４９、２９．３８、１２．９９、

５．００倍）；而ＰＣＢＰ２、ＲＰＬ１５、ＴＣＥＲＧ１的表达量下
降（与对照组相比，转化组中的 ｍＲＮＡ分别减少了

１．８９、４８．７７、１１．９５倍）。在８条进行定量的基因
中，有７条的表达发生了确定性的改变，阳性率高达

８７．５％，表明ｃＤＮＡ文库构建成功。

　　ＺＮＦ１４３是转录调控蛋白基因，包含一系列重
复的锌指结构区，与正常和转化细胞的增殖与分裂
功能有关：ＺＮＦ１４３对ＢＵＢ１Ｂ的转录具有正向调控
作用，而ＢＵＢ１Ｂ是一个重要的Ｇ２／Ｍ周期位点控制
蛋白基因，其功能丧失将导致染色体的遗传不稳定
性和非整倍体染色体产生［１６］。此外，ＺＮＦ１４３还能
够激活对ＤＮＡ损伤反应的基因表达［１７］。

　　ＴＣＥＲＧ１（ＣＡ１５０）转录延伸调节因子１ｍＲＮＡ
全长４．５ｋｂ，编码一个１０９７个氨基酸的蛋白，相对
分子质量为１５００００。ＴＣＥＲＧ１作为转录辅助激活
因子在ｍＲＮＡ转录和后期的修饰过程中起到重要
的作用［１８１９］。ＴＣＥＲＧ１与 ＲＮＡ多聚酶作用，介导

Ｔａｔ的启动活性，并能以依赖ＴＡＴＡ盒 方式调节某
些启动子，例如ＩＴＧＡ４调节的转录延长。ＨＩＶ在
机体内的高效表达依赖于ＴＣＥＲＧ１以及病毒编码
的反式作用子 Ｔａｔ的活性。ＴＣＥＲＧ１的缺失能够
抑制Ｔａｔ的反式激活作用，过表达的ＣＡ１５０突变同
样也 降 低 Ｔａｔ 介 导 的 ＨＩＶ 启 动 活 性。有 关
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ＴＣＥＲＧ１在肿瘤发生机制中的研究目前未有报道。

　　ＰＣＢＰ２的ｍＲＮＡ在人体各组织细胞中均有转
录，ＰＣＢＰ２蛋白通过其 ＫＨ（ｈｎＲＮＰＫｈｏｍｏｌｏｇｙ）
区能识别并连接到ＤＮＡ／ＲＮＡｐｏｌｙ（ｒＣ）序列，磷酸
化后结合作用降低，ＰＣＢＰ２具有蛋白翻译调节功
能［２０］。ＰＣＢＰ２介导了脊髓灰质炎病毒在细胞内的
的复制、翻译与安装［２１］。原癌基因ｃｍｙｃｍＲＮＡ的

５′端有核糖体进入结合位点，ＰＣＢＰ２与同家族成员

ＰＣＢＰ１及ｈｎＲＮＰＫ能够结合到ｃｍｙｃ的内部核糖
体进入结合位点上，体外实验显示这些Ｐｏｌｙｃ连接
蛋白在与 Ｎｒａｓ等上游蛋白共同作用下能够使ｃ
ｍｙｃ的翻译活性增加３倍以上，大多数的多发性骨
髓瘤 患 者 ｃｍｙｃ 结 合 Ｐｏｌｙｃ 连 接 蛋 白 能 力 增
加［２２２３］。有关ＰＣＢＰ２在辐射致癌中的作用研究未
见报道，其具体作用如何有待进一步的研究。
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