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大剂量辐射诱导 IEC-6细胞差异表达基因消减 cDNA文库的构建
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　　提　要:目的　克隆和鉴定大剂量辐射前后大鼠空肠上皮细胞 IEC-6差异表达基因 , 为探索肠上皮细胞辐射损伤修

复的分子机制提供线索。方法　IEC-6细胞经 35 Gyγ射线照射后由抑制性消减杂交(SSH)方法和 T/A 克隆技术进行差异

表达基因消减 cDNA文库的构建 ,用反向 Northern杂交法对库中的 EST序列进行筛选 ,挑取阳性克隆测序 ,和 GenBank 比对

后挑选有限克隆进行正向Northern 杂交进行验证。结果　扩增消减杂交 cDNA 文库得到约2 000 个克隆 ,随机选取 96 个白

色克隆进行 PCR扩增 , 用反向 Northern杂交法对库中的 EST片段进行筛选得到 15 个阳性克隆 , 代表 12 个基因的转录产

物 ,部分基因功能已经明确 , 涉及细胞骨架 、细胞应激 、细胞周期 、信号转导等多方面 ,另外还获得一新的 cDNA序列。结论

　SSH 法建立了 IEC-6 细胞差异表达基因消减 cDNA 文库 ,一次获得多条差异显示 EST片段 , 基因种类涉及细胞骨架 , 细胞

应激 、细胞周期 、信号转导等多方面 ,这些基因可能在肠上皮细胞的辐射损伤反应中起重要作用。
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Construction of subtractive cDNA library for differentially expressed genes in rat

intestinal epithelial cells exposed to high-dose radiation by suppression subtractive hy-
bridization
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　　Abstract:Objective　To clone and identify the differentially expressed genes of rat intestinal epithelial cell
line (IEC-6)before and after exposure to high-dose radiation so as to provide proof for the investigation of the molec-

ular mechanisms in the repair of radiation damage of intestinal epithelial cells.Methods　A subtractive cDNA li-
brary for differentially expressed genes was constructed by suppression subtractive hybridization (SSH)and T/A
cloning technique after IEC-6 cells were exposed to radiation at the dose of 35Gy γray.The expressed sequence tag

(EST)library was screened by reverse Northern hybridization.Positive clones were sequenced and the similarity was
searched against the DNA database in GenBank.Limited clones were identified by Northern hybridization.Results　

More than 2 000 white clones were harvested after the library amplification.Ninety-six of them were randomly picked
out for PCR amplification , and 15 positive clones which corresponded to 12 individual genes were identified by re-

verse Northern hybridization.These genes were involved in cell skeleton , cell stress , cell cycle control , and signal
transduction , etc.In addition , a novel cDNA sequence was also obtained.Conclusion　A subtractive cDNA library

for differentially expressed genes in IEC-6 cells exposed to the radiation at the dose of 35 Gyγray has been success-
fully constructed with SSH and T/A clone techniques.Several positive ESTs which correspond to genes involving in

cell skeleton , cell stress , cell cycle control , and signal transduction are identified.These genes may play important
roles in the process of the damage and repair of the intestinal epithelial cells exposed to radiation.
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　　小肠上皮细胞是辐射敏感细胞 。细胞接受电离辐

射后 ,某些基因表达会上调或者下调 ,实现对细胞辐射

反应分子调控[ 1 ,2] 。对这些差异表达基因功能群体表

达谱的改变以及个体表达差异在整个细胞辐射反应中

的贡献进行研究 ,不仅有助于系统了解细胞辐射反应

分子调控网络 ,也为干预细胞的损伤修复途径提供线
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索和基础 。抑制消减杂交法是一种简便而高效的寻找

差异表达基因的新方法[ 3 ,4] 。该方法通过减数杂交和

差异基因均衡化 ,可使低丰度的差异mRNA得以显现 。

本研究探讨利用抑制消减杂交法构建大剂量辐射前后

大鼠空肠上皮细胞 IEC-6差异表达基因的消减 cDNA

文库 。

1　材料与方法

1.1　细胞培养
　　大鼠空肠上皮细胞株 IEC-6(本所由美国波士顿综合医院

引进),培养至对数增长期 , 分为照射组和对照组 , 60Co 为辐射

源 , 35 Gy一次性照射 , 照射距离0.9 m ,照射剂量率为 4.375 Gy/

min ,照后继续培养 24 h。

1.2　总 RNA分离

　　照射组和对照组 IEC-6 细胞 , 用Tripure 试剂(Roch), 提取细

胞总 RNA。操作按提供手册进行。通过紫外分光光度仪检测和

1%琼脂糖甲醛变性凝胶电泳对总 RNA进行定量定性分析。

1.3　抑制消减杂交
　　照射组 IEC-6 来源总 RNA 为实验方(tester), 对照组 IEC-6

来源总 RNA 为驱动方(driver),参照 Clontech 公司产品 SMARTTM

PCR DNA Synthesis Kit以及 PCR-SelectTM cDNA Subtraction Kit 说明

书进行操作。

1.3.1　双链 cDNA 的合成　　用 MuMLV 反转录酶合成 cDNA

第一链 , 并使其 3′末端合成 SMARTⅡ Oligo 序列的互补序列。

再通过Advantage 2 Polymerase Mix 以确定最佳循环数的 LDPCR

方法合成双链 cDNA。反应终止后用酚氯仿法纯化 cDNA。

1.3.2　Rsa Ⅰ酶切　　RsaⅠ酶切实验方和驱动方 cDNA ,产生

大小合适的平头末端 cDNA 片段 , 酚氯仿法纯化后 , 各自溶于

5.5 μl水中。

1.3.3　连接接头　　取 1μl实验方 cDNA ,加入 5μl无菌水 , 均

分成两份 ,分别与接头 1 和接头 2R连接反应;杂交反应:

1.3.4　两次杂交　　连接上接头 1 和接头 2R的实验方 cDNA

分别与过量的驱动方 cDNA变性 、退火 、杂交8 h , 使实验方中差

异表达基因的目标 cDNA 得到大量富集 , 然后让两份杂交反应

液同时和快速加入的新变性驱动方 cDNA 混合 , 再次杂交过夜

后加入 200μl稀释液 , 作为 PCR模板。

1.3.5　PCR反应　　取 1 μl模板 cDNA , 在 PCR反应体系中先

填平接头粘末端 , 用接头外侧引物进行第 1 轮 PCR , 再用内侧

巢式引物进行第 2轮 PCR扩增 ,此时获得差异显示 EST片段。

1.4　消减 cDNA文库的构建

　　PCR纯化试剂盒(clontech)纯化第 2次 PCR产物 ,取 1μl(90

ng)和 pGEM®-T easy Vector 1 μl(50 ng)混合 , 在 1 μl T4 连接酶

的作用下 4 ℃16 h。 -20 ℃保存。

1.5　消减 cDNA文库的扩增和鉴定
　　乙醇沉淀法纯化连接产物 , 取 1μl稀释液和 30μl感受态

大肠杆菌 DH5α混匀 , 电穿孔法转化细菌 , X-gal/ IPTG 蓝白筛

选 ,挑取白色菌落接种于 96 孔板 ,每孔盛有含氨苄青霉素的 LB

培养基 100μl ,过夜摇菌后 ,取 1 μl菌液作模板用接头内侧序列

巢式引物进行PCR扩增 , 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定插入片段大

小。将具有插入片段的阳性克隆编号保存。

1.6　反向 Northern杂交

　　用 PCR法扩增插入 cDNA 片段 , 碱变性后 , 点样于尼龙膜

上 ,用紫外交联法固定 , 32P-dCTP 随机引物法标记 cDNA 探针 ,

经纯化后与膜进行杂交 ,放射自显影法显示差异片段。Northern

杂交操作参照文献[ 5] 介绍的方法。

2　结果

2.1　总 RNA的提取

　　IEC-6 细胞中提取的总 RNA 溶于 DEPC 水中 , 其紫外吸光

度值比值 A260/ A280为 1.85 ～ 2.1 , 表明所提总 RNA 纯度较好。

总 RNA经甲醛变性琼脂糖凝胶电泳 , 可见 28、18 S rRNA 对应的

条带及 5S rRNA 小分子对应的微弱条带 ,说明所提总 RNA较完

整无明显降解。受辐射动物来源的总 RNA将在抑制消减杂交

(SSH)中作为实验方 ,而未受辐射的对照组动物来源总 RNA 将

为驱动方。

2.2　抑制消减杂交(SSH)
2.2.1　SMART　　cDNA 合成方法指数扩增实验方 、驱动方

cDNA双链。实验方 、驱动方总 RNA 各 1 μg反转录成 cDNA , 进

而PCR扩增 , 15 ～ 24循环数 cDNA处于指数扩增(图1),因此选

择 PCR循环数为 21 ,如此获得实验方 、驱动方大于 2 μg的双链

cDNA。

1-5:LD PCR products of the driver cDNA synthesis , cycle numbers 15 ,

18 , 21, 24 , and 27;1′-5′:LD PCRproducts of the tester cDNA synthe-

sis , cycle numbers 15 , 18, 21 , 24, and 27;M:DL15 000+DL2 000

marker

图 1　Smart cDNA合成中 PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳

Fig 1　Agarose gel electrophoresis of the PCR products in Smart

cDNA synthesis

2.2.2　双链 cDNA 反转录和 Rsa Ⅰ酶切效率的分析　　Tester

和 Driver双链 cDNA , 经 Rsa Ⅰ酶切 3 h后 , 于 1%的琼脂糖/EtBr

凝胶上电泳分析酶切效果 , 结果表明酶切后片段大小分布在

(0.1～ 2.5)×103(图 2), 较未经酶切是 Smear 条带发光中心明

显前移 ,说明酶切较完全。
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M:DL15 000+DL2 000 marker;1:Driver ds cDNA before RsaⅠ diges-

tion;2:Driver after Rsa Ⅰ digestion;3:Tester ds cDNA before Rsa Ⅰ

digestion;4:Tester af ter RsaⅠ digestion

图 2　实验方和驱动方双链 cDNA Rsa Ⅰ酶切结果

Fig 2　Tester and driver ds cDNA synthesis before and after RsaⅠ digestion

2.2.3　消减效率的分析　　与不同接头连接的实验方 cDNA

酶切片段与驱动方 cDNA 酶切片段进行两次消减杂交:利用与

接头序列互补的引物对杂交产物进行两次 PCR扩增 ,连有两种

接头 、并被驱动方 cDNA 酶切片段消减杂交的实验方 cDNA 片

段被有效扩增 , 得到消减杂交产物 , 从而使大剂量辐射后 IEC-6

细胞中表达上调的差异表达 EST序列得到富集 。PCR 扩增消

减产物与未消减对照中的看家基因 G3PDH 对比发现前者在 28

个循环才有明显扩增产物 , 而后者在 18 个循环左右就有明显

的G3PDH 扩增产物出现 ,表明实验方 、驱动方的共有序列被有

效消减(图 3)。

M:DL2000 marker;1-4:G3PDH products from the subtracted sample ,

cycle numbers:18, 23 , 28 , and 33;5-8:G3PDH products from the un-

subtracted sample , cycle number:18, 23 , 28 , and 33

图 3　PCR扩增看家基因 G3PDH分析消减效率

Fig 3　Reduction of G3PDH abundance by PCR-select subtraction

2.3　克隆到pGEM
®
-T easy质粒中差异片段的PCR扩增

　　消减杂效产物克隆到 pGEM®-T easy 质粒中, 挑取 96克隆

进行 PCR扩增 ,扩增阳性率为96%以上 ,插入的差异片段大小为

250～ 1 500 bp ,与酶切和第 2 次PCR产物的结果相符(图 4)。

M:DL2 000 marker;1-24:PCR products of different clones using the

nested primers of adaptors

图 4　菌落 PCR筛选结果

Fig 4　Resul ts of colony by PCR amplification

2.4　反向 Northern杂交初筛结果

　　初筛鉴定选用向 Northern 杂交方法 , PCR扩增转化克隆中

重组粒的插入片段 cDNA , 用打点转印法 , 同样的样品 cDNA 制

作两套膜 , 分别用正常及辐射细胞 cDNA 探针 , 进行杂交 , 信号

有差异的即为辐射诱导 ST片段。一共在 160 个克隆中找到 90

个信号有显差别的 cDNA克隆 , 继续进一步的测序工作。

2.5　Northern杂交鉴定
　　以A10 号(未知功能的 EST 序列)为模板标记探针 ,与固定

于膜上的离体和在体的正常和受照细胞总 RNA 进行 Northern

印迹杂交。图 5显示 , 基因 A10 在离体受照 IEC-6 细胞所表达

水平升高 ,在离体正常对照 IEC-6 细胞表达弱 ,在体洗脱细胞来

源的 RNA 泳道上未见明显阳性条带。

1:Total RNA from the intestinal epithelium of the irradiated rat;2:Total

RNA from the intestinal epithelium of the normal rat;3:Total RNA from

the irradiated IEC-6;4:Total RNA from the normal IEC-6;5:The plas-

mid of the T/A clone of the A10EST.a:Elect rophoretic map of total RNA

on formaldehyde/ agarose/ EtBr gel;b:A10 probe hybridizedwith the nylon

membrane containing immobilized RNA;c:G3PDH probe hybridized with

the same nylon membrane from A10-stripped probe

图 5　克隆 A10的正向Northern杂交结果

Fig 5　Identification of clone A10 by Northern hybridization
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3　讨论

　　抑制性消减杂交法是近两年来兴起的通过差异表

达寻找重要功能基因的新方法 , 它通过单链 Tester

cDNA的消减均等化 ,以及两轮抑制性 PCR使高低丰度

的差异表达基因能有效的进行分离 ,而且可同时得到

多条片段 ,通过 T/A 克隆建立差异显示 EST 文库 ,从

而方便以后的筛选 、鉴定等研究工作 ,这些都是其它分

离差异基因方法(如 mRNA差异显示法等)所不具备的

优势[ 6] 。从mRNA水平研究差异表达基因实验中较关

键的步骤是总 RNA和 mRNA的分离纯化 ,由于 SSH需

要大量完整性好 ,高浓度的 mRNA ,这不仅需要足量

(毫克级)的总 RNA ,费时费力 ,而且重复困难 ,低丰度

mRNA损失大 。作者采用 SMART cDNA合成的方法对

由少量(1μg)总 RNA合成的第一链 cDNA进行指数扩

增循环数 PCR ,采用循环数监控得方法保持所得 cDNA

的代表性
[ 7]
。通过抑制消减杂交(SSH)和 T/A 克隆等

技术 ,构建了大剂量照射后大鼠空肠上皮细胞株(IEC-

6)差异表达基因的消减 cDNA文库 ,采用正向消减和

反向消减的 PCR产物为探针进行了反向 Northern 筛

选 ,根据相同拷贝克隆的不同得曝光点吸光度值差异

挑选了15个阳性克隆进行测序 ,将测序结果和基因库

进行比对 ,有 14个序列和已知的人类 、小鼠和大鼠的

mRNA序列有95%以上的同源性匹配 ,其中包含 cDNA

已经克隆但功能未知的基因 ,另一个为未克隆的 EST

序列 。基因种类涉及细胞骨架 ,细胞应激 、细胞周期 、

信号转导等多方面。

　　靶学说认为辐射生物效应是由于电离粒子包括电

磁波击中了某些分子或细胞内的特定结构(靶)的结

果。γ射线电离辐射对细胞的作用中 ,基因组 DNA 和

生物膜是主要的生物效应靶。电离辐射后的 DNA可

以表现为碱基损伤 、糖基破坏 、DNA 断裂 、交联等多种

复杂变化 ,影响染色体 、染色质的结构和功能 ,并影响

到DNA的复制 、转录等方方面面 。电离辐射对生物膜

的影响包括膜脂质的过氧化 ,蛋白质和糖的辐解 ,导致

生物膜的微粘度 ,流动性 、脆性 、通透性等物理化学因

素的改变 ,对膜的转运功能 、信号传递 、膜蛋白和膜结

合蛋白的生物功能等产生直接影响 ,使内膜系统的细

胞器如细胞核 、线粒体 、内质网 、细胞骨架和细胞连接

等出现可逆或不可逆的结构和功能的损伤。这些靶分

子 、靶器官的直接和间接损伤可以作为信号分子 ,通过

转录和转录后机制 ,诱导一系列基因表达和生化级联

反应 ,呈现出辐射损伤和修复两方面的抗衡 ,最终引起

细胞结构和功能的改变 ,导致细胞凋亡 、修复 、存活 、转

化等改变[ 2] 。

　　小肠上皮的辐射损伤反应的表现和机制都十分复

杂[ 8] 。隐窝区未分化的 、具有再生能力的细胞是辐射

损伤的主要靶细胞 。但是局限范围内(从隐窝纵轴第

4 、5个细胞到第 15 、16个细胞)的细胞辐射敏感性却不

同 ,很小的剂量(1 ～ 5 cGy),很短的时间(几小时)就能

引起部分细胞的凋亡细胞 。凋亡在一定剂量范围(0.1

～ 1Gy)内呈线性增长 ,高于此剂量(1 ～ 15 Gy)呈现平

台期 ,提示隐窝干细胞对辐射的反应有差异 ,存在高度

辐射敏感的细胞 。它们是隐窝中最初级的干细胞群还

是次级的子代细胞 ,还是两者都有 ,仍不能定论。因此

肠上皮隐窝具有一定辐射抗性的 ,有克隆形成能力的

干细胞的凋亡 、存活是胃肠综合征发病 、转归的关

键
[ 9 ,10]

。隐窝干细胞相对于其它组织来说 ,位置相对

明确 ,但是没有明确的分子标记 ,进行分选富集十分困

难。所以对组成单一的隐窝干细胞进行辐射诱导的差

异表达基因分析还面临很多技术障碍。离体的大鼠空

肠上皮细胞株来源于小肠隐窝 ,具有肠上皮细胞的特

性 ,如有微绒毛 ,有相似的细胞因子表达谱等等 ,虽然

缺乏肠道微环境的刺激 ,会有辐射敏感性增强等多种

生物学性状的改变 ,但在一定程度上可以模仿在体细

胞的辐射反应。较大剂量(35 Gy)的辐射对离体的肠

上皮细胞具有明显的损伤效应[ 11 , 12] 。我们通过倒置

显微镜观察 ,流式细胞仪检测 , TUNLE试验和克隆形

成试验等多种手段(本研究所未发表数据)认识到细胞

可表现为坏死 、凋亡 、细胞周期阻滞 、细胞应激 、细胞损

伤修复等多方面。大剂量辐射(35Gy)诱导 IEC-6细胞

差异表达基因的筛选的实验结果也初步说明了这一问

题。在应激环境下 HSP70诱导性的表达增高 ,提高细

胞应付非折叠或变性蛋白增高等多种情况的能力 。它

可以在 caspase 和非 caspase 依赖性的细胞凋亡中通过

影响凋亡相关的线粒体事件的上游和下游事件来抑制

凋亡的发生[ 13] 。CDC42是 GTP 结合蛋白 Ras超家族

(Rho亚家族)的一员 ,是影响多种生物学反应的分子

开关 。可以在细胞内运输中 ,如受体内吞水平 、高尔基

体转运水平发挥作用[ 14] 。另外还包括细胞骨架分子

moesin 、生长因子 kit ligand 等。这些分子在肠上皮细

胞的离体在体辐射反应模型中的作用还需进一步的验

证 、研究。

　　作者对实验结果中有一条和已经克隆但功能未知

的基因的mRNA 序列有 90%以上的同源性的 EST 序

列进行正向 Northern验证 ,结果显示其分子量大小和

已报道的未知功能基因不一致 ,一个是 3×103 左右 ,

一个大于 10×103 ,另外在离体照射的细胞株中有表

达 ,但是在体提取的肠上皮细胞中却没有。分析认为 ,

IEC-6是隐窝来源的细胞 ,而洗脱法获得的在体肠上皮

细胞以柱状细胞和杯状细胞等绒毛细胞为主 ,具有增
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殖能力的隐窝细胞数量较少 ,因此其 RNA在洗脱细胞

总 RNA只占很小一部分 ,以致不能由 Northern 检测到

靶基因的表达 ,提示此基因为隐窝细胞特异表达。动

物肠道隐窝细胞对射线的细胞毒作用十分敏感 ,而绒

毛分化成熟细胞辐射敏感性不高 ,在隐窝受损 ,细胞增

殖抑制时 ,仍能维持一定的吸收分泌功能。此 EST 代

表的基因可能在隐窝细胞特异表达 ,并具有辐射诱导

的特性 ,其在隐窝干细胞的数目维持 、增殖分化和辐射

敏感性中的意义如何 ,有待进一步研究 。

　　作者应用 SSH 法建立了 IEC-6细胞差异表达基因

消减 cDNA文库 ,一次获得多条差异显示 EST 片段 ,对

库中基因的研究目的更为明确 ,为下一步进行肠上皮

细胞辐射损伤修复的分子机制研究提供了更多的靶

点。本实验只进行了一个剂量 、一个时相点的诱导库

的建立 ,今后将继续对所克隆基因的功能研究 ,并且对

其他剂量和时相点反应和在体分离辐照前后的隐窝细

胞等方面进行探索。
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12例乳糜腹水的病因分析

Analysis of the causes of chylous ascites in 12 cases

何治军 ,吴　涛 ,周子成　　(第三军医大学西南医院全军消化内科中心 , 重庆 400038)

1　临床资料

　　一般资料:12 例患者均由实验室检查确诊为真性乳糜腹水

(乳糜试验及苏丹Ⅲ染色均阳性), 其中男性 8 例 ,女性 4 例 , 男

女之比为2∶1 , 年龄 25～ 63 岁 ,平均为 51 岁 ,病程 3 个月～ 2年 ,

平均为 9个月。

　　临床表现:12 例均有腹胀痛 , 乏力 10 例 , 纳差 8 例 , 腹泻

　　作者简介:何治军(1966-),男 ,重庆市人 ,主治医师 ,现在重庆市第五人民医

院内一科。电话:(023)62879457

　　收稿日期:2003-04-28;修回日期:2003-08-20

4 例 ,厌油 7 例 ,活动后气促 、呼吸困难 7 例 , 双下肢浮肿 5 例 ,

发热 5例 , 合并右侧胸水 1例。

　　腹水检查:12例腹水外观均为黄白色乳糜状。乳糜试验阳

性。苏丹Ⅲ染色阳性。腹水比重 1.010 ～ 1.026。蛋白定量为

2.4 ～ 38 g/L , ≥25 g/ L 9 例。细胞总数(1.92 ～ 4.2)×109/ L。 其

中3 例腹水甘油三酯分别为 3.81、2.82、3.31 mmol/L , 腹水胆固

醇为 0.6、0.82 、0.96 mmol/ L。

　　病因诊断:12例中肝硬变 6例 , 原发性肝癌 3 例 , 结核性腹

膜炎 2例 , 肾病综合征 1例。

　　治疗:12 例患者均针对原发病 ,予低脂饮食 、间断输注白蛋
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