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猫视神经慢性损伤相关差异表达基因消减ｃＤＮＡ文库的构建
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［摘要］　目的：构建猫视神经慢性损伤相关差异表达基因消减ｃＤＮＡ文库。方法：１５只成年家猫随机分为正常对照组、视神

经压迫４周组和视神经压迫８周组（ｎ＝５），压迫４周组和压迫８周组猫利用球囊植入法建立慢性视神经损伤模型。取各组动

物视神经，ＴＲＩｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，ＳＭＡＲＴ技术合成ｃＤＮＡ，随后利用抑制消减杂交方法分离受压４周和８周视神经中差异表

达基因的ｃＤＮＡ片段，将其与Ｔ载体进行Ｔ／Ａ连接构建文库，将连接产物用氯化钙转化法转化大肠杆菌进行文库扩增和蓝白

斑筛选，随机挑取３００个白色克隆进行菌落ＰＣＲ鉴定。结果：菌落ＰＣＲ扩增显示每个文库８０％的克隆中均有２００～８００ｂｐ

的插入片段。结论：成功构建猫视神经慢性损伤相关差异表达基因消减ｃＤＮＡ文库，为进一步筛选、克隆慢性视神经损伤相

关差异表达基因奠定了基础。
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　　临床上慢性视神经损伤多由鞍区及眼眶肿瘤慢
性压迫所致，病变晚期患者常出现视力严重下降甚
至失明，但损伤的具体分子机制仍不明确。我们的
前期研究［１］应用球囊植入法建立了猫慢性视神经损

伤模型，并对其病理生理变化进行了初步观察，发现
视神经慢性受压后不仅在损伤局部发生了显著的病

理改变，而且受压周围视神经、视网膜和外侧膝状体
也发生了明显的病理变化，且这种病理变化与视觉
功能的损伤相一致。由此表明，视神经慢性受压后
视觉功能的改变不能仅归因于直接的机械性损伤，
还可能与受压视神经内发生的基因表达变化密切相

关。因此，本研究在前期研究的基础上利用抑制消
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减杂交（ＳＳＨ）技术构建猫视神经慢性损伤相关差异
表达基因消减ｃＤＮＡ文库，为进一步筛选、克隆慢性
视神经损伤相关差异表达基因奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，

ｃＤＮＡ 合成试剂盒和抑制消减杂交试剂盒购自

Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司。

１．２　实验动物及分组　成年健康家猫１５只，雌雄不

限，体质量２．５～３．５ｋｇ。检查双眼屈光间质清，瞳孔

等大等圆，对光反应好，眼底无异常。随机分为３组：

正常对照组、视神经压迫４周组和视神经压迫８周

组。后２组参照文献［１］制备慢性视神经损伤模型：质

量分数为３％戊巴比妥钠，３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉动

物后，开颅暴露颅内段视神经和视交叉，植入球囊并

用造影剂充盈。术后注意观察动物生命体征和神经

系统功能缺损情况。每组动物在预定时间追加造影

剂，术后行头颅ＣＴ扫描以确定球囊无异位和泄漏。

１．３　标本取材和ＲＮＡ提取　动物深度麻醉后，在

显微镜下开颅取出双侧视神经，立即放入液氮内保

存备用。采用ＴＲＩｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，用ｌ％甲醛变

性琼脂糖凝胶电泳分析其纯度，使用紫外分光光度

计测定其浓度和Ｄ２６０／Ｄ２８０值。

１．４　ＳＭＡＲＴ 技术合成ｃＤＮＡ　参照 ＳＭＡＲＴ

ＰＣＲｃＤＮＡ合成试剂盒说明书进行。

１．４．１　第一链ｃＤＮＡ 的合成　取各组视神经总

ＲＮＡ各１００ｎｇ分别与１μｌ３′ＳＭＡＲＴＣＤＳ引物Ⅱ
Ａ（１２μｍｏｌ／Ｌ）和ＳＭＡＲＴ引物Ⅱ Ａ （１２μｍｏｌ／Ｌ）

混合，７２℃孵育２ｍｉｎ。再加入２μｌ５×第一链缓冲

液、１μｌＤＴＴ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）、１μｌｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／

Ｌ）混合物和１μｌ逆转录酶。４２℃孵育１ｈ。用４０μｌ
的ＴＥ缓冲液稀释后７２℃加热７ｍｉｎ终止反应。

１．４．２　应用ＬＤＰＣＲ合成第二链　取上述第一链

ｃＤＮＡ产物分别至３个０．５ｍｌ的ＰＣＲ管，每管１

μｌ，每一个反应管中加入９９μｌ配置好的ＰＣＲ反应

液。从各自的３个管中取出１管进行ＰＣＲ条件优

化。ＰＣＲ反应条件为９５℃１ｍｉｎ后，９５℃１５ｓ，６５℃

３０ｓ，６８℃６ｍｉｎ，２４个循环。分别在１５、１８、２１和２４
个循环各取１５μｌ产物进行琼脂糖凝胶电泳，根据结

果来决定最佳循环数。然后用最佳循环数对各自剩

余２管进行ＰＣＲ，其产物就是第二链ｃＤＮＡ。用层

析柱对第二链ｃＤＮＡ纯化后溶解于７５μｌ１×ＴＮＥ
缓冲液中。

１．５　抑制消减杂交　参照文献［２３］及ＳＳＨ 试剂盒

说明书进行。用正常组视神经作为驱动子（Ｄｒｉｖｅｒ）

分别与视神经压迫４周组及８周组视神经（Ｔｅｓｔｅｒ）

杂交得到正向文库，然后再用４周组和８周组Ｄｒｉｖ

ｅｒ与正常组Ｔｅｓｔｅｒ杂交得到反向文库。

１．５．１　ＲｓａⅠ 酶消化　取Ｔｅｓｔｅｒ及Ｄｒｉｖｅｒ的双链

ｃＤＮＡ各４３．５μｌ，分别用限制性内切酶ＲｓａⅠ （１０

ｕ／μｌ）１．５μｌ于３７℃酶切１．５ｈ。将未经酶切的双链

ｃＤＮＡ１０μｌ与经酶切的双链ｃＤＮＡ１０μｌ用１．５％
琼脂糖凝胶电泳进行酶切效率分析。酶切完全后将

酶切产物进行纯化处理。

１．５．２　接头连接及连接效率检测　将酶切后的

Ｔｅｓｔｅｒ双链ｃＤＮＡ１６稀释，分为２组，各加入

Ｔｅｓｔｅｒ双链ｃＤＮＡ２μｌ及Ｔ４ＤＮＡ连接酶１μｌ，分

别与接头１和接头２Ｒ各２μｌ于１６℃反应过夜。取

１μｌ上述反应液进行连接效率分析。

１．５．３　两轮消减杂交　确定接头连接效率大于

２５％后，将连有不同接头的 Ｔｅｓｔｅｒ双链ｃＤＮＡ 各

１．５μｌ分别与１．５μｌＤｒｉｖｅｒ双链ｃＤＮＡ和１μｌ４×
杂交缓冲液混合，９８℃加热１．５ｍｉｎ，然后于６８℃杂

交８ｈ。混合２份杂交样本，加入过量新鲜变性的

Ｄｒｉｖｅｒ双链ｃＤＮＡ，６８℃杂交过夜，加入２００μｌ稀释

缓冲液。

１．５．４　两轮ＰＣＲ扩增　取１μｌ消减杂交产物用接

头１和接头２Ｒ的外侧序列引物进行第一次ＰＣＲ扩

增，２７个循环。将ＰＣＲ产物按１１０稀释，取１μｌ
用两个接头的巢式ＰＣＲ引物进行第２次ＰＣＲ扩

增，１２个循环。分别取第１、２次ＰＣＲ产物１０μｌ用

２％琼脂糖／ＥＢ凝胶进行电泳分析。

１．６　消减ｃＤＮＡ文库的构建　将第２次ＰＣＲ产物

纯化，取２μｌ纯化后的ＰＣＲ产物和１μｌｐＭＤ１８Ｔ
载体混合，在１μｌＴ４ＤＮＡ连接酶作用下，１６℃反应

３０ｍｉｎ。

１．７　消减ｃＤＮＡ文库的扩增及鉴定　取连接质粒

１０μｌ与ＤＨ５α感受态细菌混匀，用氯化钙法将质粒

导入大肠杆菌。取１５０μｌ细菌培养液均匀涂布于含

Ｘｇａｌ／ＩＰＴＧ的氨苄青霉素琼脂培养板上，３７℃培养

过夜。待菌落显色完全，随机挑取５０个白色菌落接

种到ＬＢ／Ａｍｐ液体培养基中，２５０次／ｍｉｎ摇菌８ｈ；

重复上述操作，再次转化感受态细胞，随机挑取５０
个白色菌落，直至每个库得到３００个菌落为止。各

取１μｌ菌液用巢式引物进行ＰＣＲ扩增，反应参数与
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第２轮ＰＣＲ扩增相同，产物用２％琼脂糖／ＥＢ凝胶

电泳进行鉴定。

２　结　果

２．１　总ＲＮＡ提取结果的分析　总ＲＮＡ电泳结果

显示提取的总ＲＮＡ在２８Ｓ、１８Ｓ有明显的亮带，且

２８Ｓ条带的亮度几乎是１８Ｓ的２倍，说明总ＲＮＡ没

有降解，提取完整（图１）。紫外分光光度计测定结

果显示总ＲＮＡ的Ｄ２６０／Ｄ２８０＞１．９０，纯度符合实验

要求（表１）。

图１　总ＲＮＡ电泳图

Ｆｉｇ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｔａｌＲＮＡ
１：ＴｏｔａｌＲＮＡｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：ＴｏｔａｌＲＮＡｏｆｔｈｅ４ｗｃｏｍ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ；３：ＴｏｔａｌＲＮＡｏｆｔｈｅ８ｗｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ

表１　总ＲＮＡ浓度及Ｄ２６０／Ｄ２８０测定结果

Ｔａｂ１　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄＤ２６０／Ｄ２８０ｖａｌｕｅｏｆｔｈｅｔｏｔａｌＲＮＡ

Ｇｒｏｕｐ Ｄ２６０ Ｄ２８０ Ｄ２６０／Ｄ２８０ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ρＢ／μｇ·μｌ－１

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．３１２ ０．１６２ １．９２ ０．６２４
４ｗｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ０．２８５ ０．１４５ １．９６ ０．５７０
８ｗｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ０．３１２ ０．１５７ １．９８ ０．６２４

２．２　双链ｃＤＮＡ的合成及ＲｓａⅠ酶切结果　ＲｓａⅠ
是一种四碱基内切酶，其识别序列ＧＣＡＴ在核酸序
列中普遍存在，经过酶切后的ｃＤＮＡ片段长度将变
短，分布范围缩小。本实验酶切鉴定结果（图２）显
示：与酶切前比较，酶切后的ｃＤＮＡ片段明显变短，
聚集于１００～２０００ｂｐ。结果提示酶切完全。

图２　双链ｃＤＮＡ的ＲｓａⅠ酶切鉴定图

Ｆｉｇ２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｈｅｃＤＮＡｂｅｆｏｒｅａｎｄ

ａｆｔｅｒＲｓａⅠｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１，３，５：ＢｅｆｏｒｅＲｓａⅠｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；２，４，６：Ａｆ

ｔｅｒＲｓａⅠｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２．３　接头连接效率分析　ＲｓａⅠ接头连接效率检测

是根据看家基因 Ｇ３ＰＤＨ 大量存在的事实，分别使

用Ｇ３ＰＤＨ 自身和对应于接头的３′和５′引物扩增

Ｇ３ＰＤＨ基因片段，对比这两种不同引物在相同的循

环参数下扩增效率的差别。由于接头的连接效率直

接影响以此为模板的３′和５′引物扩增效率，因此３′
和５′引物扩增效率可以间接反应接头连接效率。

ＰＣＲ结果用琼脂糖凝胶电泳分析，如果两种引物的

ＰＣＲ产物亮度接近，表明接头连接效率较高。研究

结果表明：采用接头３′和５′引物的ＰＣＲ产物超过采

用Ｇ３ＰＤＨ自身引物的产物的２５％，表明接头连接

成功（图３）。

图３　接头连接效率鉴定图

Ｆｉｇ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｇａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎａｌｙｓｉｓ
１，５：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｕｓｉｎｇＴｅｓｔｅｒ（Ａｄａｐｔｏｒ１ｌｉｇａｔｅｄ）ａｓｔｈｅｔｅｍｐｌａｔｅ

ａｎｄｔｈｅＧ３ＰＤＨ３′ＰｒｉｍｅｒａｎｄＰＣＲＰｒｉｍｅｒ１；２，６：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｕ

ｓｉｎｇＴｅｓｔｅｒ（Ａｄａｐｔｏｒ１ｌｉｇａｔｅｄ）ａｓｔｈｅｔｅｍｐｌａｔｅ，ａｎｄｔｈｅＧ３ＰＤＨ３′

ａｎｄ５′Ｐｒｉｍｅｒｓ；３，７：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｕｓｉｎｇＴｅｓｔｅｒ（Ａｄａｐｔｏｒ２Ｒｌｉｇａ

ｔｅｄ）ａｓｔｈｅｔｅｍｐｌａｔｅ，ａｎｄｔｈｅＧ３ＰＤＨ３′ＰｒｉｍｅｒａｎｄＰＣＲＰｒｉｍｅｒ１；

４，８：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｕｓｉｎｇＴｅｓｔｅｒ（Ａｄａｐｔｏｒ２Ｒｌｉｇａｔｅｄ）ａｓｔｈｅｔｅｍ

ｐｌａｔｅ，ａｎｄｔｈｅＧ３ＰＤＨ３′ａｎｄ５′Ｐｒｉｍｅｒｓ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

２．４　第二次ＰＣＲ产物分析　第二次ＰＣＲ产物表
现为一片亮度呈正态分布的图片，５００～２０００ｂｐ范
围，看家基因得到有效消减（图４）。

图４　第二次ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ４　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｈｅｓｅｃｏｎｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆ４ｗｆｏｒｗａｒｄｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ；２：ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆ８ｗｆｏｒｗａｒｄｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ；３：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃ

ｔｉｏｎｏｆ４ｗｒｅｖｅｒｓｅｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ；４：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆ

８ｗｒｅｖｅｒｓｅｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

２．５　消减效率分析　消减杂交效率检测是根据同



第５期．吕立权，等．猫视神经慢性损伤相关差异表达基因消减ｃＤＮＡ文库的构建 ·５５３　　 ·

时存在于 Ｔｅｓｔｅｒ和 Ｄｒｉｖｅｒ中的看家基因 Ｇ３ＰＤＨ
在杂交过程中理论上被消减，在随后的ＰＣＲ过程中
被抑制，得不到扩增的事实。使用 Ｇ３ＰＤＨ 自身引
物，分别以消减前后的产物为模板，扩增Ｇ３ＰＤＨ基

因片段。通过对比在相同循环参数下扩增效率的差
异，判断类似 Ｇ３ＰＤＨ 的共同序列是否被有效消减
和抑制。结果表明消减后产物看家基因得到有效抑
制（图５）。

图５　消减效率分析结果

Ｆｉｇ５　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
１４：ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｂｅｆｏｒｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ；５８：ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓａｆｔｅｒｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

２．６　消减ｃＤＮＡ文库的扩增及鉴定结果　电泳结
果显示约８０％的白斑细菌均成功扩增出目的片段，

说明转化效率较高，经ＰＣＲ扩增得到的目的片段分
布于２００～８００ｂｐ（图６）。

图６　消减文库ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ６　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｌｉｂｒａｒｉｅｓ
Ａ：ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆ４ｗｆｏｒｗａｒｄｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｌｉｂｒａｒｉｅｓ；Ｂ：ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆ４ｗｒｅｖｅｒｓｅｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｌｉｂｒａｒｉｅｓ；Ｃ：ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆ８ｗｆｏｒｗａｒｄｓｕｂｔｒａｃ

ｔｉｖｅｌｉｂｒａｒｉｅｓ；Ｄ：ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆ８ｗｒｅｖｅｒｓｅｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｌｉｂｒａｒｉｅｓ

３　讨　论

　　慢性视神经损伤是神经外科和眼科的常见疾

病，主要见于垂体腺瘤、颅咽管瘤、鞍结节脑膜瘤、蝶

骨嵴内侧脑膜瘤和眶内肿瘤等。虽然早期切除占位

病变，患者的视力视野可有不同程度的恢复，但是仍

有不少患者的视觉功能得不到良好恢复，严重影响

了患者的生活质量。到目前为止，国内外对慢性视

神经损伤病理机制的认识明显不足，相关研究报道

还很缺乏，揭示慢性视神经损伤发生的分子机制，将

有助于找到治疗该疾病的有效方法。本研究利用抑

制杂交消减技术成功构建了视神经慢性受压后差异

表达基因文库，为进一步阐明慢性视神经损伤的分

子机制奠定基础。

　　随着分子生物学相关技术的发展，越来越多的

技术应用于高通量分析和分离差异表达基因［４］。其

中微阵列（ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）和基因芯片（ｇｅｎｅｃｈｉｐ）技术

是当前应用最为广泛的，但由于没有现成可利用的

芯片，二者对非模式动物并不十分适合。除此之外，

目前尚有其他几种方法可用于基因表达谱的研究，
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主要包括：ｃＤＮＡ 消减杂交（ｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉ

ｚａｔｉｏｎ）技术、ｍＲＮＡ差异显示（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｄｉｓｐｌａｙ，

ＤＤ）技术、代表性差异分析（ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎａｌｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＲＤＡ）技术以及抑制消减杂交（ＳＳＨ）

技术。ｃＤＮＡ消减杂交、ＲＤＡ以及 ｍＲＮＡ差异显

示等方法都有一个共同的缺点，即不能有效分离获

得低丰度的差异表达基因，而抑制消减杂交技术却

对高、低丰度的差异表达基因均能有效分离［５６］。除

此之外，ＳＳＨ方法还具有快速、简便易行、所需 ｍＲ

ＮＡ量较少以及假阳性率低、重复性好等优点。

ＳＳＨ方法正是凭借这些优点而成为分离差异表达

基因的有力工具，获得了广泛的应用［７８］。尽管通过

ＳＳＨ方法获得的只是部分ｃＤＮＡ片段，但这些片段

长度（２００～８００ｂｐ）已足以用来进行同源性比较和

对其编码蛋白的基序（ｍｏｔｉｆ）进行预测分析，其还可

作为探针用来钓取相应的全长基因。此外，ＳＳＨ 方

法可以与基因芯片等高通量表达分析技术相联合，

利用获得的克隆制备基因芯片，从而可以有针对性

地对差异表达基因进行定量自动分析［９］。　　　

　　基于ＳＳＨ在分离差异表达基因方面的优势，本

研究选择该方法对正常视神经和受压４周和８周视

神经之间差异表达基因进行比较和分离。通过

ＲＮＡ提取，双链ｃＤＮＡ合成、酶切、接头连接，两轮

消减杂交及２次抑制ＰＣＲ等反应步骤，使Ｔｅｓｔｅｒ与

Ｄｒｉｖｅｒ中共有基因的ｃＤＮＡ片段得到有效消减，而

存在于Ｔｅｓｔｅｒ中的特异表达基因则得到特异性扩

增。利用Ｔ／Ａ克隆技术，将特异性扩增的ＰＣＲ产

物直接与Ｔ载体进行连接，成功构建了猫视神经慢

性受压后差异表达基因的消减ｃＤＮＡ文库。扩增文

库后，经过初步蓝白斑筛选，菌液ＰＣＲ结果显示约

８０％的克隆中有２００～８００ｂｐ的插入片段。结果说

明这些克隆中均可能含有慢性视神经损伤相关差异

表达基因的ｃＤＮＡ 片段。进一步分析这些ｃＤＮＡ
片段，利用其钓取全长基因，可能为揭示慢性视神经

损伤的分子机制及治疗奠定基础。
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