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肿瘤是多种基因(癌基因和抑癌基因)调控异 

常的综合结果。分离、鉴定这些基因对于理解肿瘤 

发生发展的分子生物学基础具有非常重要的意 

义。多年来．递减式杂交(Subtractive hybridiza． 

tion)是主要依赖的方法。虽然已分离了一些重要 

的肿瘤相关基 因．由于其每次只能发现相关细胞 

株系中一种基因的表达异常．以及繁琐耗时等问 

题．使它的应用受到极大的限制“ 一。 

Liang和Pardee于1992年提出，在理论上每 

个细胞仅有15 96的基因表达，大约有15000种 

mRNA(~使核糖核酸)，这些表达的基因决定生物 

的发育和分化过程．当肿瘤形成，无论是单基因突 

变或多基因异常．均有基因表达的改变。而每一个 

mRNA分 子可被 逆转录并 通过 聚合 酶链 反 

应(PCR)扩增。基于这个假设，他们创建了用随机 

引物来扩增克隆表达差异的mRNA技术(mRNA 

Differential Display)．简称差异显示技术 (Dif- 

ferential Display) “ ． 

1 差异显示技术“ 棚 

1．1 引物设置 

每一对引物均有一定的概率分离一定数量的 

互补脱氧核糖核酸(cDNA)靶序列。下游引物为 

5 一T~,MN(5 TTTTTTTTTTTMN)，Tl 2固定 

于m_RNA 3 末端的聚腺苷酸(Poly A tail)．2个 

碱基MN(M代表G、A、C．N可以是任何一种核苷 

酸)具有十二种组合形式．将总cDNA分为亚片段 

以表示相应的mRNA种类。上游引物由寡核苷酸 

1O聚体构成，为随机的碱基序列．能从聚腺苷酸端 

退火于cDNA的任意位置，丛而扩增得到不同大小 

的PCR产物(100—500bp)。一对引物大约可产生50 

· 勰 · 

／ 

-- 100~cDNA片段。 

1．2 RNA逆转录台成cDNA 

采用一步RNA抽提法(Current Protocols in 

Moleculor Biology Supplement 14 4．2．4 细 

胞或组织中提取总RNA．用无RNA酶的DNA酶 

消化去除RNA标本 中微量柯染的脱氧核糖核 

酸(DNA)。 

在gOgl的逆转录反应体系中古0．2 g RNA． 

2．5 M的5 一T】lMN引物，2O M的dNTP和300 

单位MMLV逆转录酶。35℃反应60min，95℃孵育 

5rain中止反应。合成的cDNA贮存于一7O℃。 

1．3 mRNA的差异显示 

以10ng cDNA作为横板．加人0．5pM上游引 

物．2．5,aM下 游 引 物，2 pMdNTP，0．5“M 

一  B]d 和1个单位Tag DNA聚合酶。94℃变 

性30s，40℃退火Imin，72℃延{~3Os．重复4o％循 

环．再72℃保持5rain。用6 的变性聚丙烯酰胺凝 

胶电泳分离PCR产物，放射自显影展示表达差异 

的mRNAs(I~cDNAs)。 ． 

1．4 cDNA的再扩增、克鹰及DNA序列分析 

将相应于放射 自显影位置，具有意义的聚丙 

烯酰胺凝胶条带切下后，放AlOO／fl~蒸水中室温 

孵育10rain．加热至100℃15rain。洗脱的cDNA用 

相应的引物对，同样的PCR反应条件重新扩增，然 

后克隆于质粒载体(PCRⅡ)，转染细胞，酶切分析 

以及阳性插人质粒DNA的核酸序列分析。获得的 

cDNA克隆可作为探针用于N0rthem杂交印证差 

异表达的基因或直接用于cDNA文库的筛选。 

2 差异显示技术的应用 

理论计算与实验结果证实，差异显示技术几 

乎可以展示一个细胞全部基因的表达形式，并能 
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同时比较分析不同种细胞／组织或 同种细胞在不 

同条件下表达差异的基因．即可以同时寻找两类 

基因．如癌基因和抑癌基因(图1)“ 。因此．在人类 

肿瘤柑关基因的研究中已成为一种有效的重要方 

法。 

Liang等首先应用差异显示技术筛选乳腺癌 

的相关基因。8O对引物逆转录扩增展示正常上皮 

细胞和乳腺癌细胞的mRNAs．多数区带是相同 

的，约1％的cDNAs表达差异．为可能的候选肿瘤 

相关基因 。~ Sager等对比分析了来 自同一病 

人 的二个 细胞株 ．发现一个抑癌基 因 一6一 

integrin 。 

Salesiotis等通过差异显示比较 胃癌细胞 

株(RF-)和转移性胃癌细胞株 Ft·)．获得5个阳性 

cDNA克隆，其中OSCP(Dligomycin sensitivity 

conferral protein)参与能量代谢．编码线粒体 

ATP合成酶复合体的亚单位．在转移性胃癌细胞 

株中高表达 。 

在肝癌相关基因的研究中．Nasim报道，从人 

肝癌组织 中获得一个癌基 因integrin alpha 

6mRNA，该基因在5O 的人肝癌组织标本中过度 

表达 ．结合临床资料分析 ．integrin alpha 6 

mRNA多出现于Edmondson和Steiner~级差的 

肝癌患者，提示该基因可能是一个预后不良的监 

测指标 。而另一名学者wu则从正常肝组织中分 

离出一个基因MPL(mitochondrial proteoplipid)． 
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圉1 差异显示技术(A)与递增式杂交(B)的简易图示 

差异显示可以同时展示可能的抑癌基因(丢失的正常eDNA片段)和癌基因(异常的肿瘤cDNA)．遵域式杂交只能拽出肿唐 

独特的mRNA，而对丢失的正常mRNA信息不能同时获得。尚若要丁解正常细胞与肿唐细胞之问的mRNA的差异表达．必 

顽复杂￡述步骤．反转录肿瘤RNA为cDNA．再与正常RNA杂交反应作分析比较． 。 
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DNA和氨基酸序列分析显示与中心线粒体脂蛋白 

的羧基端氨基酸有73 的同源性 ，由于在肝癌细 

胞株 Hep3B中低 表达 ，被认为是 可能的抑癌基 

因． 

另外．在卵巢癌，前列腺癌，癌变与细胞凋亡 

等方面的研究也相继有许多报道“ 。 

3 差异显示技术的评价 

差异显示技术是研究真核细胞相关株系分化 

过程，或园受感染及外来刺激等情况下基因表达 

改变的一种有效手段。与传统的递减式杂交相 

比(参见图)．该方法快速，能在短期内得到cDNA 

克J蟹．使原来2个月的工作综短至l周左右；灵敏，比 

递减式杂交灵敏50倍 ．而且能同时证明和分离不 

同种细胞基因表达的改变 。该技术巳成为众多前 

沿研究项目包括癌变、病毒感染．基因治疗，爱滋 

病防治．衰老机理，人类基因组研究等多种领域所 

采用的方法。 

但是．假阳性的问题在应用中应该引起高度 

重视(即杂交实验印证表达差异的cDNA克隆，往 

往得不到预期的杂交信号)。。其产生的可能原因有： 

RNA标本中有微量DNA的污染，区带压缩造成人 

为的假象．小分子(300bp)cDNA片段常靠近 

mRNA 3 末端不翻译的区域，被测标本中相应 

mRNA的含量甚微，低于检测范围等．通过重复实 

验或双份样品展示差异表达的cDNA片段．用非变 

性聚丙烯酰胺凝胶代替测序凝胶作 电林分离．克 

隆前先进行亲和捕捉筛选预定的有意义的cDNA 

· 90· 

片段．延长随机引物，高温低电压长胶缓慢电 

林(Beckman会议资料)可减少假阳性的出现 ” 

综上所述，差异显示技术是90年代发展起来 

的PCR介导的分离基因表达异常的新方法，在分 

子生物学领域具有广泛的应用前景．在实践中．该 ． 

技术将得到不断的改进与完善。 · 
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