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基于舌鳞癌Ｔｃａ８１１３细胞醛脱氢酶活性不同构建差异表达基因ｃＤＮＡ文库
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　　［摘要］　目的　构建舌鳞癌 Ｔｃａ８１１３细胞系中高、低醛脱氢酶活性（ｈｉｇｈ／ｌｏｗａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ，
ＡＬＤＨｈｉｇｈ／ＡＬＤＨｌｏｗ）细胞差异表达基因ｃＤＮＡ文库。方法　 用流式细胞仪检测ＡＬＤＥＦＬＵＯＲ染色的Ｔｃａ８１１３细胞中干细
胞标志物 ＡＬＤＨ的表达，并收集 ＡＬＤＨｈｉｇｈ和 ＡＬＤＨｌｏｗ细胞；用 Ｔｒｉｚｏｌ分别提取两亚群细胞的总 ＲＮＡ；用抑制性消减杂交
（ＳＳＨ）对２组ＲＮＡ进行差异基因筛选和扩增，扩增产物与ｐＭＤ１８Ｔ载体连接并转化大肠杆菌ＤＨ５α。文库扩增后，每库
随机挑取２４克隆进行酶切、测序及同源性分析。结果　 分选得到ＡＬＤＨｈｉｇｈ和ＡＬＤＨｌｏｗ两亚群细胞，其中ＡＬＤＨｈｉｇｈ细胞的
比例为２．５％；分光光度计测得ＡＬＤＨｈｉｇｈ和ＡＬＤＨｌｏｗ的ＲＮＡＤ（２６０）／Ｄ（２８０）的比值分别为１．９３和１．９２；构建了ＡＬＤＨｈｉｇｈ

和ＡＬＤＨｌｏｗ细胞差异基因ｃＤＮＡ双向文库，每个库约５００个克隆菌落，每库随机挑选２４个菌落进行ＰＣＲ分析，克隆片段均
匀分布在２００～７００ｂｐ，无假阳性克隆。测序结果经同源性比对分析和 ＰｕｂＭｅｄ检索，其中与肿瘤有关的基因有
ＳＬＣ２５Ａ１３、ＫＬＨＬ２、ＮＰＣ１、ＷＡＰＬ、ＢＡＲＤ１、Ｎｏｔｃｈ２、ＥＥＦ２Ｋ。结论　 成功构建ＡＬＤＨｈｉｇｈ和ＡＬＤＨｌｏｗ细胞差异基因ｃＤＮＡ文库。
　　［关键词］　 人舌鳞癌Ｔｃａ８１１３；抑制性消减杂交技术；ｃＤＮＡ文库；肿瘤干细胞；醛脱氢酶
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　　肿瘤干细胞理论认为，肿瘤细胞中存在一小群具
有自我更新和分化能力的细胞即肿瘤干细胞，这群细

胞可能是肿瘤发生、发展的根源［１］。最近几年的研究

发现，在骨髓［２］和脐带血［３］干细胞中高表达的醛脱氢

酶（ａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＡＬＤＨ），同时在很多肿瘤
（肝癌［４］、乳腺癌［５］、头颈部鳞癌［６－７］等）干细胞样细

胞中的表达高于在非肿瘤干细胞样细胞中的表达。根

据上述理论和发现，本实验采用在多种干细胞中高表

达的ＡＬＤＨ分选舌鳞癌Ｔｃａ８１１３细胞为 ＡＬＤＨｈｉｇｈ亚群
细胞和ＡＬＤＨｌｏｗ亚群细胞，采用抑制性消减杂交技术
（ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＳＳＨ）构建两亚群
细胞差异基因双向 ｃＤＮＡ文库，希望为研究肿瘤干细
胞基因特点以及肿瘤发生、发展机制提供帮助。

１　材料与方法

１．１　细胞
　　人舌鳞癌Ｔｃａ８１１３细胞系由重庆医科大学提供，原由上海
交通大学医学院附属第九人民医院口外肿瘤实验室惠赠；培养

液为含１０％小牛血清和双抗的 ＲＰＭＩ１６４０，在５％ＣＯ２、３７℃饱
和温度的培养箱中培养，每２天换夜、传代。

１．２　主要试剂与仪器
　　ＲＰＭＩ１６４０（ＧｉＢｃｏ／Ｂｒｌ公司），１０％小牛血清（杭州四季青
生物工程材料有限公司），２ｍｍｏｌ／ＬＬｇｌｕｔａｍｉｎｅ，１００Ｕ／ｍｌｐｅｎｉ
ｃｉｌｌｉｎ，１００ｇ／ｍｌｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ；ＡＬＤＥＦＬＵＯＲ试剂盒（ＳｔｅｍＣｅｌｌ
Ｔｅｃｎｏｌｏｇｉｅｓ，加拿大）；Ｔｒｉｚｏｌ总ＲＮＡ抽提试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ＰＣＲ
ＳｅｌｅｃｔＴＭｃＤＮＡＳｕｂｔｒａｃｔｉｏｎｋｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司）；ＴａｑＴＭ酶、ｐＭＤ１８
Ｔ载体（购自宝生物工程大连有限公司）；ＱＩＡＧＥＮⅡ Ｇｅｌ
ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ公司）；其他试剂均为进口或国产分析
纯。基因扩增仪ＡＢＩ９７００（ＡＢＩ公司），凝胶成像系统 ＧＩＳ２００８
（上海天能科技有限公司），核酸电泳仪及电泳槽（ＢＩＯＲＡＤ公
司），ＢＤＦＡＣＳＡｒｉａＢＤＦＡＣＳＡｒｉａⅡ流式细胞分选仪（Ｂｅｃｔｏｎ
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）。

１．３　Ｔｃａ８１１３细胞系中ＡＬＤＨ表达的检测
　　用含 １０％小牛血清 ＲＰＭＩ１６４０培养的对数期细胞，用
０２５％胰酶消化，培养基终止消化，离心去上清，重悬于 ＡＬＤＥ
ＦＬＵＯＲＡｓｓａｙＢｕｆｆｅｒ中，细胞计数，调整细胞浓度为１×１０６～
２×１０６／ｍｌ。从中取出０．５ｍｌ作为流式空白对照。其余做如下
操作：①准备２个１２ｍｍ×７５ｍｍ管子分别标记“ｔｅｓｔ”和“ｃｏｎ
ｔｒｏｌ”，然后在“ｔｅｓｔ”管中置入调整过的细胞悬液 ｎｍｌ（ｎ可根据
实验需要调整大小）。②加入５×ｎμｌＤＥＡＢ（ＤＥＡＢ为 ＡＬＤＥ
ＦＬＵＯＲ基质的抑制剂）试剂至“ｃｏｎｔｒｏｌ”管中，加５×ｎμｌ活化
的ＡＬＤＥＦＬＵＯＲ基质至“ｔｅｓｔ”管，混合并立刻取出 ｎ／２ｍｌ至
ＤＥＡＢ“ｃｏｎｔｒｏｌ”管中。③ 在 ３７℃水浴箱中温育“ｔｅｓｔ”管和
“ｃｏｎｔｒｏｌ”管３０～６０ｍｉｎ。④孵育之后，离心所有管子：２５０×ｇ，
５ｍｉｎ。去掉上清，０．５×ｎ／２ｍｌＡＬＤＥＦＬＵＯＲＡｓｓａｙＢｕｆｆｅｒ（ｂｕｆｆ
ｅｒ是专门设计用来防止醛脱氢酶荧光产物外排的）重悬细胞，

盖上样品的盖子，立即放在冰上；⑤流式细胞仪检测 ＡＬＤＨ表
达情况。

１．４　ＡＬＤＨｈｉｇｈ和ＡＬＤＨｌｏｗ两亚群细胞的ＦＡＣＳ分选
　　流式细胞仪检测的 ＡＬＤＨ在 Ｔｃａ８１１３细胞系中的表达结
果显示：在加入醛脱氢酶抑制剂 ＤＥＡＢ的对照组中，荧光强度
较高的ＡＬＤＨｈｉｇｈ细胞在散点图上消失，而实验组未消失。因此
确定ＡＬＤＨｈｉｇｈ与ＡＬＤＨｌｏｗ细胞在散点图上的分界线。为了分选
纯度高的 ＡＬＤＨｈｉｇｈ和 ＡＬＤＨｌｏｗ两亚群细胞，我们选取分界线两
侧分别距离分界线稍远的细胞，这样可以避免选取了位于分界

线上的醛脱氢酶表达高低不明确的细胞。将 ＡＬＤＨｈｉｇｈ与
ＡＬＤＨｌｏｗ细胞收集至ＥＰ管中，将收集到的细胞离心去掉上清
后保存于 －７０℃冰箱备用。最终要求 ＡＬＤＨｈｉｇｈ和 ＡＬＤＨｌｏｗ细
胞数量达到各约２×１０５细胞。

１．５　ＡＬＤＨｈｉｇｈ和ＡＬＤＨｌｏｗ两亚群细胞总ＲＮＡ的提取
　　将冻存的 ＡＬＤＨｈｉｇｈ和 ＡＬＤＨｌｏｗ细胞按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的
Ｔｒｉｚｏｌ说明书进行操作。并用紫外分光光度计和１％琼脂糖电
泳对总ＲＮＡ进行纯度及完整性的鉴定。

１．６　抑制性消减杂交文库的建立
　　建立消减杂交文库１和消减杂交文库２（以下简称库１、库
２），其中库１中 ＡＬＤＨｌｏｗ为实验方（ｔｅｓｔｅｒ），ＡＬＤＨｈｉｇｈ为驱动方
（ｄｒｉｖｅｒ）；库２中 ＡＬＤＨｈｉｇｈ为实验方（ｔｅｓｔｅｒ），ＡＬＤＨｌｏｗ为驱动方
（ｄｒｉｖｅｒ）。
１．６．１　抑制性消减杂交　　取 ＡＬＤＨｈｉｇｈ细胞的总 ＲＮＡ和
ＡＬＤＨｌｏｗ细胞的总 ＲＮＡ各２μｇ，进行抑制性消减杂交，参照
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司的ＰＣＲＳｅｌｅｃｔＴＭｃＤＮＡ消减试剂盒说明书并根据
实际情况做如下操作：①双链ｃＤＮＡ的合成：各取２μｇ总ＲＮＡ，
与ｃＤＮＡ合成引物（ｃＤＮＡ合成引物序列为 ５′ＴＴＴＴＧＴＡ
ＣＡＡＧＣＴＴ３０Ｎ１Ｎ３′）、５×ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＢｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰＭｉｘ、ＡＭＶ逆转
录酶混合，于４２℃空气温浴１．５ｈ，逆转录合成ｃＤＮＡ第１条链，
冰上终止反应。以第１条链为模板合成ｃＤＮＡ第２条链，然后过
柱纯化。②Ｔｅｓｔｅｒ和Ｄｒｉｖｅｒ的ｃＤＮＡ经ＲｓａⅠ酶切，用四碱基内
切酶ＲｓａⅠ对合成的双链ｃＤＮＡ分别进行酶切产生大小合适的
平头末端 ｃＤＮＡ片段。③接头连接：将 ＡＬＤＨｌｏｗ和 ＡＬＤＨｈｉｇｈ各
分成３份，其中２份分别与接头１（Ａｄａｐｔｏｒｌ）和接头 ２连接
（Ａｄａｐｔｏｒ２），第３份作为ｄｒｉｖｅｒ，其中Ａｄａｐｔｏｒｌ序列为：５′ＣＴＡ
ＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＴＣＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＣＣＧＧＧＣＡＧＧＴ３′，
３′ＧＧＣＣＣＧＴＣＣＡ５′；Ａｄａｐｔｏｒ２：５′ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴ
ＡＧＧＧＣＡＧＣＧＴＧＧＴＣＧＣＧＧＣＣＧＡＧＧＴ３′，３′ＧＣＣＧＧＣＴＣＣＡ５′。
④消减杂交反应：分别将带有接头 １和 ２的 ｃＤＮＡ与 Ｄｒｉｖｅｒ
ｃＤＮＡ混合进行第１轮杂交，然后将第１次杂交产物与过量新
的变性ＤｒｉｖｅｒｃＤＮＡ混合进行第２轮消减杂交。⑤消减杂交产
物的ＰＣＲ扩增：以第２轮消减杂交产物为模板进行ＰＣＲ扩增。
首次ＰＣＲ反应体积为５０μｌ，其中包含３５．５μｌＨ２Ｏ、５μｌＭｇＣｌ２
（ＴａＫａＲａ）、５μｌ１０ｂｕｆｆｅｒ（ＴａＫａＲａ）、１μｌｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、
１μｌＰｒｉｍｅｒ１（上游引物５０ｐｍｏｌ／μｌ）、１μｌＰｒｉｍｅｒ１（下游引物
５０ｐｍｏｌ／μｌ）、１μｌＴｅｍｐｌａｔｅ（第２轮杂交产物）、０．５μｌ（２．５Ｕ）
Ｔａｑ（５Ｕ／μｌ）。反应条件：９５℃ ２ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，６２℃ ４５ｓ，
７２℃ １ｍｉｎ，共２５个循环，其中 ＰＣＲｐｒｉｍｅｒ１序列为：５′ＣＴＡ
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ＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ３′， ５′ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴ
ＡＧＧＧＣ３′。将第１次 ＰＣＲ产物胶回收（ＱＩＡＧＥＮ胶纯化试剂
盒）。将回收后的ＤＮＡ片段进行第２次ＰＣＲ扩增，反应体系和
条件同第１次。对第１次和第２次 ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶
电泳检测并拍照。

１．６．２　ＰＣＲ产物的纯化和克隆　　将第 ２次 ＰＣＲ产物用
ＱＩＡＧＥＮ胶纯化试剂盒进行纯化，纯化后的产物与ＰＭＤ１８Ｔ载
体连接，以转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞。将转化后的大肠
杆菌涂在涂有Ｘｇａｌ和ＩＰＴＧ的含氨卞青霉素的ＬＢ９０ｍｍ平板
上，３７℃倒置培养过夜，次日观察克隆长势并拍照。用灭菌牙
签挑选出的单个克隆菌落，培养后可用甘油长期保存。

１．７　转化子鉴定
　　重组的转化子通过ＰＣＲ法进行鉴定：先从库１和库２２个
平板上用灭菌的牙签随机挑转化的单菌落各２４个，分别接种
于２ｍｌＬＢ培养基中，３７℃２００转／ｍｉｎ培养过夜，取２０μｌ菌液
离心后作为模板，以ｐｒｉｍｅｒ１为引物进行 ＰＣＲ扩增。琼脂糖凝
胶电泳鉴定大肠杆菌中有无插入片段并拍照。

１．８　测序结果的Ｂｌａｓｔ和ｐｕｐｍｅｄ分析
　　上步鉴定的４８个阳性克隆，送测序公司测序，测序后在
ＧｅｎＢａｎｋ中用 ＢＬＡＳＴ功能查找每个序列片段对应的人的
ｍＲＮＡ序列，对应的基因即是差异基因。并将差异基因在
ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｕｂｍｅｄ进行文献检索分析其功
能。

２　结果

２．１　ＡＬＤＨ在Ｔｃａ８１１３细胞系中的表达检测
　　用 Ａｌｄｅｆｌｕｏｒａｓｓａｙ和流式细胞术（ＦＡＣＳ），我们检测到

ＡＬＤＨｈｉｇｈ细胞占Ｔｃａ８１１３细胞的２．５％左右（图１中的Ｐ２区）。
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Ａ：有ＤＥＡＢ；Ｂ：无ＤＥＡＢ
Ｐ１：分选的 ＡＬＤＨｈｉｇｈ细胞；Ｐ２：检测的 ＡＬＤＨｈｉｇｈ细胞；Ｐ３：分选的
ＡＬＤＨｌｏｗ细胞

图１　舌鳞癌Ｔｃａ８１１３细胞系中ＡＬＤＨｈｉｇｈ细胞的检测

２．２　ＡＬＤＨｈｉｇｈ和ＡＬＤＨｌｏｗ两亚群细胞的ＦＡＣＳ分选
　　为了分选高纯度的ＡＬＤＨｈｉｇｈ细胞，我们选取偏右侧的荧光
强度更高的一小亚群细胞，约占１．３％，如图１中的 Ｐ１区域。
分选ＡＬＤＨｌｏｗ细胞时我们选取偏左侧荧光强度较低的一小亚群
细胞，如图１中的Ｐ３区域细胞。

２．３　总ＲＮＡ的质量分析
　　分光光度计测得 ＡＬＤＨｈｉｇｈ和 ＡＬＤＨｌｏｗ的总 ＲＮＡＤ（２６０）／

Ｄ（２８０）的比值分别为１．９３和１．９２，表明纯度良好。１％琼脂糖
凝胶，ＴＢＥ缓冲液，１２０Ｖ，２０ｍｉｎ电泳图显示质量良好（图２）。
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１：ＡＬＤＨｌｏｗ总ＲＮＡ；２：ＡＬＤＨｈｉｇｈ总ＲＮＡ

图２　总ＲＮＡ甲醛变性琼脂糖凝胶电泳结果

２．４　第１次和第２次ＰＣＲ后琼脂糖凝胶电泳鉴定
　　以ｐｒｉｍｅｒ１为引物进行２轮抑制性 ＰＣＲ扩增之后，出现从
０．１～２ｋｂ不等的弥散条带，ＰＣＲ扩增前几乎无任何条带出现，
说明抑制性ＰＣＲ扩增结果较好（图３）。
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Ｍ：标准；１：库１；２：库２

图３　第１次（Ａ）和第２次（Ｂ）ＰＣＲ电泳结果

２．５　平板中菌落生长情况
　　２个克隆平板中白色单克隆菌落分布较均匀，大小均一，菌
落饱满清晰，约５００个／板。

２．６　重组转化子的琼脂糖鉴定电泳结果
　　ＰＣＲ产物的电泳结果（图４、５）显示：克隆的片段均匀随机
分布在２００～７００ｂｐ范围，且无假阳性克隆。
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Ｍ：标准；１～２４：库１中重组ＰＭＤ１８ＴｃＤＮＡ质粒扩增产物

图４　ＰＣＲ测定差减文库１中重组ＰＭＤ１８ＴｃＤＮＡ质粒结果
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Ｍ：标准；１～２４：库２中重组ＰＭＤ１８ＴｃＤＮＡ质粒扩增产物

图５　ＰＣＲ测定差减文库２中重组ＰＭＤ１８ＴｃＤＮＡ质粒结果

２．７　测序结果及Ｂｌａｓｔ和Ｐｕｂｍｅｄ分析结果
　　测序后共得到４５个序列片段，ＢＬＡＳＴ分析后共得到１１个
同源性基因，库 ２（ＡＬＤＨｈｉｇｈ相关基因）中包括：ＳＬＣ２５Ａ１３、
ＫＬＨＬ２、ＮＰＣ１、ＥＩＤ１、ＷＡＰＡＬ、ＮＯＴＣＨ２、ＢＡＲＤ１、ＩＴＰＲ１、ＦＲＧ１；
库１（ＡＬＤＨｌｏｗ相关基因）中包括：ＥＥＦ２Ｋ和ＭＬＬ。将上述１１条
已知基因进行相关文献检索。与肿瘤发生、发展相关的基因主

要有：ＳＬＣ２５Ａ１３、ＫＬＨＬ２、ＮＰＣ１、ＷＡＰＬ、ＢＡＲＤ１、Ｎｏｔｃｈ２、ＥＥＦ２Ｋ、
ＭＬＬ。

３　讨论

　　众所周知，最近几年的研究认为肿瘤干细胞可能
是肿瘤发生、发展、转移和复发的根源，而细胞之间功

能差异的根本原因在于基因的特殊表达，所以通过寻

找肿瘤干细胞与非肿瘤干细胞间差异表达基因，我们

可以更好地了解肿瘤发展过程的分子机制。循着这一

思路，我们首先利用存在于多种干细胞的标志物对舌

鳞癌Ｔｃａ８１１３细胞系进行肿瘤干细胞样细胞和非肿瘤
干细胞样细胞分选，然后对两种细胞的ＲＮＡ进行高通
量筛选差异基因，建立差异基因文库。

　　本实验干细胞标志物的选择上，最近几年的研究
认为ＡＬＤＨ可能为头颈部鳞癌肿瘤干细胞的标志物
之一，Ｃｌａｙ等［７］从 ６例头颈部鳞癌组织中分离出
ＡＬＤＨｈｉｇｈ细胞（占细胞总数的１％～７．８％），当注射５０～
１００个 ＡＬＤＨｈｉｇｈ细胞至 ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠中即可成瘤。
然而 ｐｒｉｎｃｅ［８］等研究结果是最低 ５０００个 ＣＤ４４＋

ＣＤ２４－细 胞 可 成 瘤。这 说 明 相 对 于 ＣＤ４４［９］、
ＣＤ１３３［１０－１１］而言，ＡＬＤＨ有可能是头颈部鳞癌干细胞
更为特异有效的标志物。所以本实验采用从舌鳞癌

Ｔｃａ８１１３细胞系中分选出的 ＡＬＤＨｈｉｇｈ和 ＡＬＤＨｌｏｗ细胞
作为本实验的实验对象，对于接下来的肿瘤干细胞样

细胞与非肿瘤干细胞样细胞的差异基因分析可能更具

有代表性和意义。

　　本实验方法学的选择上，利用 ＳＳＨ技术从转录组
上建立差异基因ｃＤＮＡ文库，主要是考虑如下原因：①

ＳＳＨ技术是根据消减杂交和抑制 ＰＣＲ发展起来的一
种分离差异表达基因的新方法，具有假阳性率低、筛选

效率高、操作简单等优点，特别适用于克隆分析造成某

种特殊表型的目的基因及其功能［１２］。②目前对常见
疾病的基因研究主要从全基因组和转录组上进行，但

是除了全基因组研究费用高之外，人们还普遍意识到

很难从全基因组如此多的变异体中鉴定出真正起作用

的位点。基于这些原因，研究者认为转录组研究是全

基因组研究的一种快速廉价的替代方法，尽管这种方

法无疑将错过一部分基因，但它的优势是产生了更多

的信息，比如基因表达水平和剪接模式。美国杜克大

学医学院人类基因组变异中心以及国家癌症研究所的

研究人员将全基因组研究和转录组研究所鉴定出的变

异体进行了比较，证实了这种替代方法的可行性［１３］。

③本实验中没有采用全长基因序列而是采用 Ｒｓａ１酶
切后的ｃＤＮＡ片段进行差异基因筛选。最终获得了差
异表达基因的表达序列标签（ＥＳＴｓ），然后通过 ＢＬＡＳＴ
比对即可找到差异基因，这有助于加速研究差异表达

基因的进程。

　　本实验结果显示：①用干细胞鉴定试剂盒（ＡＬＤＥ
ＦＬＵＯＲｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ）结合流式细胞分选技术，成功检测
到舌鳞癌Ｔｃａ８１１３细胞系中２．５％的细胞为ＡＬＤＨｈｉｇｈ细
胞，且 ＡＬＤＨｈｉｇｈ亚群细胞的比例与其在头颈部鳞
癌［６－７］中的比例相一致。但为了得到纯度高的 ＡＬ
ＤＨｈｉｇｈ和ＡＬＤＨｌｏｗ细胞，我们按照如图１中的 Ｐ１和 Ｐ３
区分选。分选纯度高的ＡＬＤＨｈｉｇｈ细胞和ＡＬＤＨｌｏｗ细胞，
是成功筛选差异基因的重要前提和保障。②本实验对
２组ＲＮＡ合成的ｃＤＮＡ先进行２次消减杂交，消减掉
ＡＬＤＨｈｉｇｈ和ＡＬＤＨｌｏｗ之间的共同序列，初步富集连接接
头１和接头２的ｃＤＮＡ差异表达基因。然后进行抑制
性ＰＣＲ扩增，只有两端连接上不同接头的片段才能以
指数形式扩增，使得ＡＬＤＨｈｉｇｈ和ＡＬＤＨｌｏｗ细胞差异基因
再次富集。ＰＣＲ扩增电泳图出现从０．１～２ｋｂ不等的
弥散条带，说明ＡＬＤＨｈｉｇｈ和ＡＬＤＨｌｏｗ细胞存在基因差异
片段。本实验中我们采用 ＰＣＲｐｒｉｍｅｒ１进行了２次扩
增，而没有采用 ＮｅｓｔｅｄＰＣＲｐｒｉｍｅｒ进行扩增，是因为
第２次 ＰＣＲ不管是采用 ＮｅｓｔｅｄＰＣＲｐｒｉｍｅｒ还是 ＰＣＲ
ｐｒｉｍｅｒ１都是扩增包括部分接头在内的目的片段，两者
没有本质的区别。③从库１和库２随机挑选出２４个
克隆菌落，ＰＣＲ鉴定都有插入片段且无假阳性克隆，
这显示本文库是一个高质量文库。④肿瘤相关基因：
ＳＬＣ２５Ａ１３是线粒体转运体成员之一，关于它与肿瘤
发生的相关性目前尚无定论。Ｃｈａｎｇ等［１４］的研究证

实：编码线粒体转运体维生素 ｐ的 ＳＬＣ２５Ａ１３基因的
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突变与非病毒性肝癌有关；然而也有报道 ＳＬＣ２５Ａ１３
的突变可能不是肝癌发生的主要病因［１５］。Ｂｕ等［１６］

研究证实：过度表达的 Ｍａｙｖｅｎ（即 ＫＬＨＬ２）可能促进
肿瘤的生长。Ｄｏｒｍｅｙｅｒ等［１７］在研究人胚胎干细胞和

人胚胎性癌细胞细胞膜蛋白实验中发现 Ｗｎｔ信号通
路成员ＮＰＣ１在两者的表达量不同，而且这一基因在
胚胎干细胞自我更新和癌细胞生长过程中发挥着重要

作用，这提示该分子与干细胞的自我更新和分化能力

密切相关。Ｏｈｂａｙａｓｈｉ等［１８］研究证实：过表达的ＷＡＰＬ
可以提高染色体的不稳定性，扰乱有丝分裂和胞质分

裂，有助于肿瘤的形成。有报道 ＢＡＲＤ１可能是乳腺
癌和卵巢癌生物标志物，那么我们是否可以将 ＢＡＲＤ１
作为头颈部鳞癌的标志物，这尚需进行下一步验证。

在结直肠癌中Ｎｏｔｃｈ１和Ｎｏｔｃｈ２表达存在显著负相关性
（Ｐ＜０．０１）。Ｎｏｔｃｈ１和Ｎｏｔｃｈ２被证实与肿瘤分化、浸润
深度、淋巴结转移、远端转移、ＴＮＭ分期和生存率具有
相反的相关性，是独立且预测作用相反的预后因素

（Ｐ＜０．０１）。此外，研究还证实 Ｎｏｔｃｈ１阳性伴 Ｎｏｔｃｈ２
阴性可协同预测总生存不佳［１９］。但在本实验中我们发

现在ＡＬＤＨｈｉｇｈ细胞中Ｎｏｔｃｈ２高表达，似乎与 Ｎｏｔｃｈ２阴
性预测生存不佳相矛盾。在人胶质瘤中ＥＥＦ２Ｋ可以帮
助瘤细胞迁移和入侵，逃避失巢凋亡。这提示我们：

ＥＥＦ２Ｋ也许是一种有效的抗癌治疗的目标［２０］。大量研

究报道ＭＬＬ基因异常与白血病的发生有关。
　　本实验为进一步筛选、克隆舌鳞癌干细胞相关基
因提供了平台，也为差异基因表达谱的研究及其作用

机制奠定了良好实验基础，从而对于寻找舌鳞癌干细

胞标志物和研究肿瘤发生、发展、转移和复发过程的分

子机制具有重要意义。
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