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应用抑制消减杂交技术构建肝癌差异表达基因消减 cDNA文库
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　　提　要:目的　构建肝癌及癌旁肝组织差异表达基因的消减 cDNA文库。方法　采用新近建立的抑制消减杂交方法 , 以肝癌
组织及癌旁肝组织作为对比材料 ,分离肝癌组织中差异表达基因的 cDNA片段 , 将其与 T 载体进行 T/A 连接构建文库 , 将连接产物

用电穿孔法转化大肠杆菌进行文库扩增后 ,随机挑取 100个白色克隆用菌落 PCR进行鉴定。结果　扩增消减 cDNA 文库获得 3 000

余个白色阳性克隆 ,随机挑取 100 个白色克隆用 PCR进行扩增 , 95%的克隆中均有 100～ 600 bp 的插入片段 ,这些片段可能是肝癌差

异表达基因的 cDNA片段。结论　用 SSH 法及 T/A克隆技术成功构建了肝癌与癌旁肝组织差异表达基因消减 cDNA 文库 , 该消减
cDNA文库的建立为进一步筛选 、克隆肝癌差异表达的新基因奠定了基础。
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Construction of a differentially expressed genes subtracted cDNA library of human pri-
mary hepatocellular carcinoma by suppression subtractive hybridization
LI Jing , HAN Ben-li , HUANG Gui-jun , QIAN Gui-sheng , XU Xiao-xia , YANG Tong-han , LIANG Ping , CHEN Jie (Department of Hepatobi liary

Surgery , Xinqiao Hospital , Thi rd Military Medical University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To construct a differentially expressed genes subtracted cDNA library of human primary hepatocellular carcinoma(HCC)
and paracancerous liver tissues.Methods　Recently establishede new technique the suppression subtractive hybridization (SSH), to isolate the

cDNA fragments of differentially expressed genes in HCC tissue and paracancerous liver tissues.Then these cDNA fragments were directly inserted in-
to T/A cloning vector to set up the subtractive library , amplification of the library was carried out with transfomation of E.coli by high votage elec-

troperforation.One hundred positive bacteria clones were randomly picked and identified by colony PCR method.Results　The amplified library
contains more than 3000 positive bacteria clones.Random analysis of 100 clones with colony PCRmethod showed that 95% clones contained 100 ～

600 bp inserts , these inserts might be the cDNA fragments of differentially expressed genes in HCC tissue.Conclusion　A differentially expressed

genes subtracted cDNA library of human HCC and paracancerous liver tissues is constructed successfully with SSH and T/A cloning techniques.The

library is efficient and lays solid foundation for screening and cloning new and specific oncogenes or tumor suppressor genes of HCC.

　　Key words:liver neoplasm;suppression substoactive hybridiztion;library

　　原发性肝癌作为最常见的恶性肿瘤之一 ,对人类
的健康和生存构成了极大的危害。近年来的研究表
明 ,肝癌的发生是多基因参与 、多步骤改变的复杂过
程 ,其分子调控机制仍未完全阐明。本研究用抑制消
减杂交技术(Suppression subtractive hybridization ,SSH)首
次成功构建了肝癌与癌旁肝组织差异表达基因的消减

cDNA文库 ,为进一步筛选 、克隆肝癌差异表达基因奠
定了基础 。

1　材料与方法

1.1　主要材料
　　肝癌及癌旁肝组织取自一名 50 岁男性患者 , 术中切取标
本后 ,立即用预冷的 Hanks 缓冲液洗净血迹 , 于 30 min 内进行
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RNA的提取。标本经病理证实为原发性肝细胞癌。 Tripure
RNA 提取试剂购自宝灵曼公司;mRNA分离试剂盒购自 Promega

公司;抑制消减杂交试剂盒购自 Clontech 公司。

1.2　实验方法
1.2.1　肝癌及癌旁肝组织总 RNA及 mRNA分离提取　　参照

Tripure RNA提取试剂及mRNA分离试剂盒说明进行。

1.2.2　抑制消减杂交　　参照文献[ 1 , 2] 及 SSH 试剂盒说明

进行。以肝癌组织作为检测子(Tester),以癌旁肝组织作为驱赶

子(Driver)。

1.2.2.1　第一 、二链 cDNA 的合成　　取肝癌及癌旁肝组织

mRNA各 2 μg(4 μl)分别与 1μl cDNA合成引物混合 , 70 ℃温育
2 min , 加入 5×第一链缓冲液 2 μl 、dNTP 混合物(各 10 mmol/L)

1 μl 、灭菌水 1 μl 及 AMV 反转录酶(20 U/μl)1 μl , 42 ℃温育

1.5 h , 置冰上终止反应。立即在一链合成反应液中加入预冷的

灭菌水 48.4 μl 、5×第二链缓冲液 16.0 μl、dNTP 混合物 1.6 μl

及20×第二链酶混合物 4.0 μl , 混匀 , 16 ℃孵育 2 h 后各加入

2 μl(6 U)T4DNA 聚合酶 , 16 ℃反应 30 min , 终止第二链 cDNA 合

成。经酚氯仿抽提后用95%乙醇及 4 mol/ L NH4OAc进行沉淀 ,

将沉淀物溶于 50μl灭菌水中。
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1.2.2.2　ds cDNA 的酶切消化　　取 Tester及 Driver ds cDNA

各 43.5 μl , 分别用限制性内切酶 Rsa I(10 U/μl)1.5μl于 37 ℃
酶切 1.5 h。将未经酶切的 ds cDNA 2.5μl与经酶切的 ds cDNA

5 μl用 1%琼脂糖凝胶电泳进行酶切效率分析。酶切完全后将
酶切产物用 95%乙醇及 4 mol/ L NH4OAc进行沉淀 , 将沉淀物溶

于 5.5 μl灭菌水中。
1.2.2.3　Tester ds cDNA 与接头的连接　　将酶切后的 Tester

ds cDNA按 1∶6 稀释 , 分为两组 , 各加入 Tester ds cDNA 2 μl 及
T4DNA连接酶 1μl , 分别与接头 1和接头 2 各 2μl于 16 ℃反应

过夜。取 1μl用 200μl灭菌水稀释后进行连接效率分析。 接
头序列如下:

　　Adapter 1:5′-CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3′

　　 3′-GGCCCGTCCA-5′

　　Adapter 2:5′-CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3′

　　 3′-GCCGGCTCCA-5′

1.2.2.4　两轮消减杂交　　检测接头连接效率满意(>25%)

后 ,将连有不同接头的 Tester ds cDNA 各 1.5 μl 分别与 1.5 μl
Driver ds cDNA于 98 ℃加热 1.5 min ,然后于 68 ℃杂交 8 h。 混

合两份杂交样本 ,加入过量新鲜变性的 driver ds cDNA , 68 ℃杂
交过夜。加入 200μl稀释缓冲液。

1.2.2.5　两次抑制 PCR　　取 1 μl消减杂交产物用接头 1 和

接头 2的外侧序列引物(5′-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3′)进

行第一次 PCR扩增 , 循环参数为 94 ℃ 2.0 min※30 cycles:94 ℃
20 s , 64 ℃ 40 s , 72 ℃ 1.5 min※72 ℃ 10 min。 将 PCR 产物按

1∶10 稀释 , 取 1 μl用两个接头的内侧序列引物(5′-TCGAGCG-
GCCGCCCGGGCAGGT-3′及 5′-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3′)进

行第二次 PCR扩增 ,循环参数为 94 ℃ 1.0 min※15 cycles:94 ℃
20 s ,68℃30 s , 72 ℃ 1.5 min※72 ℃ 6 min。各取第一 、二次PCR

产物 10μl用 2%琼脂糖凝胶进行电泳分析。

1.2.3　消减 cDNA文库的构建　　参照文献[ 3] 进行。用 PCR

产物纯化试剂盒纯化第 2次 PCR产物 ,按摩尔比 1∶1 混合 7 μl

纯化后的 PCR产物及 1 μl pUCm-T载体(50 ng/μl), 在 1 μl T4
DNA连接酶作用下 , 16 ℃连接过夜。 -20 ℃冻存。

1.2.4　消减 cDNA文库的扩增及鉴定[ 4]　　取连接质粒1.5μl
与 50μl感受态细菌 DH5α混匀 , 用电穿孔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 ℃过夜培养。计数平板上的白色及蓝色

菌落 ,随机挑取 100 个白色菌落 ,分别接种于含氨苄青霉素(100
μg/ml)的 LB培养基中 , 37 ℃ 250 r/min 振摇培养 8 h , 各取 1 μl

菌液用接头内侧序列引物进行 PCR扩增 , 反应参数与第 2次抑

制 PCR相同 , 产物用 2%琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。

2　结果

2.1　组织总 RNA及 mRNA的分离结果

　　高质量的mRNA 是成功构建消减 cDNA 文库的先决条件。
经1%甲醛变性琼脂糖凝胶电泳分析 , 提取的 mRNA表现为>

0.5 kb 的慧尾状条带 ,主要条带在 2.0 kb 附近。mRNA的 A260/
A280≥2.0 ,说明 mRNA纯度较高。

2.2　ds cDNA的合成及酶切结果
　　经 1%琼脂糖凝胶电泳分析 , cDNA表现为>0.5 kb 的片状
条带 ,酶切后 cDNA 表现为平均大小在 0.1～ 2 kb 之间的条带 ,

说明 cDNA酶切较完全。

2.3　Tester ds cDNA与接头的连接效率分析
　　接头连接效率的高低是决定 SSH 成败的最关键环节。 利

用接头外侧序列引物 、G3PDH 3′引物及 G3PDH 5′、3′引物分别

对组织中恒定表达的看家基因 G3PDH 进行扩增 , 20 个循环后

未见产物 , 25 个循环后见明显扩增产物。两对引物对接头 1 和

接头 2 连接产物扩增所得 PCR产物经 2%琼脂糖凝胶电泳鉴

定 ,结果见接头序列引物与 G3PDH 3′引物扩增产物的灰度值较

G3PDH5′、3′引物所得产物的灰度值略低 , 二者比值均大于

80%,说明 80%以上的 cDNA 片段连上了接头 , 连接效率较高 ,

见图 1。

图 1　接头连接效率分析

Fig 1　Ligation efficiency analysis of the adaptor

Lane M:ФX174 DNA/ BsuR Ⅰ Marker;Lanes 1 and 3:PCR prod-

ucts using the PCR primer 1 and G3PDH 3′primer(Lane 1:adaptor

1;Lane 3:adaptor 2);Lanes 2 and 4:PCR products using the

G3PDH 5′́ and3′́ primer(Lane 2:adaptor 1;Lane 4:adaptor 2)

2.4　消减杂交效率分析
　　用G3PDH 基因特异性引物分别扩增两次消减杂交前后的

cDNA产物 , 结果显示 ,相同 PCR循环参数下 , 对于未经消减杂

交的 cDNA , 25 循环即可见明显产物条带 , 而经过消减杂交的

cDNA, 35 循环后方可见 PCR 产物条带 , 说明消减杂交效率较

高 ,见图 2。

图 2　消减杂交效率分析

Fig 2　Analysis of subtraction efficiency

A and B:PCR products of G3PDH using unsubtracted and subtracted

cDNA as the template.Lane M:ФX174 DNA/ BsuR Ⅰ Marker;Lanes

1 and 5:20 cycles;Lanes 2 and6:25 cycles;Lanes3 and 7:30 cy-

cles;Lanes 4 and 8:35 cycles

2.5　两次抑制PCR对消减杂交产物的特异性扩增结果
　　用接头序列的外侧引物对消减杂交产物进行扩增 , 30 循环

后见较淡的片状 PCR产物 , 位于 0.2～ 1.5 kb 之间。用接头序列
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的内侧引物对第一轮 PCR稀释产物进行扩增 , 15 循环后见 PCR

产物表现为 0.2～ 1.5之间的许多隐约可见的条带 ,见图 3。

图 3　两轮抑制 PCR扩增结果

Fig 3　PCR ampl ification of two suppression PCR

Lane M:ФX174 DNA/ BsuR Ⅰ Marker;Lane 1:First PCR product;

Lane 2:Secondary PCR product

2.6　消减 cDNA文库的构建及鉴定结果

　　150 μl电穿孔转化菌液涂布的平板上有大约 500 个白色菌

落生长 ,菌落清晰饱满 , 白色菌落占总菌落的 80%以上 , 1ml转

化菌液中应含有3 000 多个白色克隆 ,说明消减 cDNA 文库构建

成功。随机挑取的 100个克隆进行繁殖后 , 菌液 PCR检测显示

95 个克隆有 100～ 600 bp的插入片段 ,与 cDNA 酶切结果相符 ,
见图 4。

图 4　菌落 PCR筛选结果

Fig 4　Results of colony PCR ampl ification

Lane M:ФX174 DNA/ BsuR Ⅰ Marker;Lane 1～ 5:PCR products of

different clones using the nested primers of adaptors

3　讨论

　　分子遗传学的研究证实 ,肿瘤的发生 、发展往往是
由数个癌基因或抑癌基因共同参与的复杂过程。肝癌

作为恶性度较高的肿瘤 ,其发生也是多基因改变的结
果。在肝癌特异性基因的研究方面 ,由于以往所用基
因克隆技术的假阳性率高 、特异性差及步骤繁琐 ,进展
较为缓慢 。近年来 ,随着人类基因组计划的进展 ,数种
基于消减杂交策略的基因克隆技术相继问世 ,其中最

为有效的方法之一是 1996年 Diatchenko等
[ 1 , 2]
建立的

基于抑制 PCR基础上的SSH 技术 ,该技术主要通过消

减杂交将待比较双方共同的 cDNA进行消减 ,再通过
抑制 PCR技术特异性地扩增在 Tester 中特异表达的

cDNA片段 ,使其得到大量富集。通过 SSH 构建的消
减 cDNA文库具有三大突出的优点:(1)高度特异性:
该技术经过两轮消减杂交及两步抑制 PCR ,使 Tester

中代表差异表达基因的 cDNA片段得到大量扩增 ,同
时抑制了非特异性 cDNA 片段的扩增 ,使各种消减文
库的特异性得到极大地提高。Von Stein等[ 5]用转移性
和非转移性两种腺癌细胞株作比较 , 有力地证明了
SSH的真阳性率高达 94%。(2)高敏感性:cDNA消减
杂交 、mRNA差异显示等方法都有一个共同的缺点 ,即
不能分离到低丰度的差异表达基因。而 SSH 技术对
单链 tester cDNA的均等化(Normalization)过程 ,使高 、
低丰度的差异表达基因都能有效分离[ 1 ,2 ,5] 。实验证
明 ,经过一轮消减即可对稀少片段几个分子富集 1 000

～ 5 000倍 ,使低丰度的差异表达基因也能有效地克
隆。(3)高效率:一次 SSH 反应可以同时分离出成百
个差异表达的基因[ 5] ,这一优点也使 SSH 远胜于其它

差异表达基因克隆技术。SSH 虽然建立的时间不长 ,
但已经在肿瘤 、器官发育 、信号转导等方面有许多成功
应用的范例 。在肿瘤研究方面 , 1996 年 Lee 等[ 6] 用
SSH法从人转移性黑色素瘤细胞系中分离出 Kiss-1基
因。1998年 , Kuang 等[ 7]比较了乳腺癌雌激素受体阳
性细胞株和雌激素受体阴性细胞株的差异表达基因 ,
得到 18个与Genbank数据库无同源性的新的 cDNA序

列。此后 ,相继用 SSH 技术从肾细胞癌
[ 8]
、原发性直

结肠癌[ 9] 、小细胞肺癌[ 10]等肿瘤细胞中分离得到许多
新的差异表达基因 ,证明 SSH 为分离差异表达基因的

有效方法 。目前未见 SSH 在肝癌差异表达基因分离

方面的研究报道 。
　　本研究首次将 SSH 技术应用于肝癌差异表达基

因的研究 ,以肝癌组织及癌旁肝组织作为对比材料 ,经
严格检测 mRNA 分离质量 , ds cDNA 合成 、酶切 、接头
连接 ,两轮消减杂交及两次抑制 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 。最后利用 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 ,成功构建了肝癌与癌旁
肝组织差异表达基因消减 cDNA文库 。扩增文库后 ,
经过蓝白菌落初步筛选 ,随机挑取 100个白色克隆进
行繁殖。菌液 PCR结果显示 95%的克隆均有 100 ～
600 bp 的插入片段 ,说明这些克隆中均可能含有肝癌
差异表达基因的 cDNA片段 。肝癌与癌旁肝组织差异
表达基因消减 cDNA 文库的建立 ,不仅大大减少了用
Northern杂交 、RT-PCR 、DNA 测序等技术进一步筛选 、
鉴定肝癌特有基因的盲目性 ,提高了特异性 ,而且有利
于克隆出低丰度的稀有基因 ,为揭示肝癌发生 、发展的
分子机制及进一步的基因诊断 、基因治疗奠定了基础。
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文章编号:1000-5404(2001)06-0701-01 个案与短篇
慢性再生障碍性贫血患者血清干细胞因子水平测定

Determination of serum SCF level in patients with chronic aplastic anemia

宫立众1 ,张茂宏2 ,徐从高2　　(1第三军医大学附属西南医院血液内科 , 重庆 400038;2 山东医科大学附属医院血液病研究室 ,
济南 250012)

　　为了探讨干细胞因子(Stem cell factor , SCF)在再生障碍性
贫血(AA)发病中的作用及 SCF能否用于 AA 治疗的前期研究

工作的一部分 ,我们检测了 31 例初诊或治疗无效 、18 例缓解和
11 例基本治愈共 60 例慢性再生障碍性贫血(CAA)患者血清
SCF 水平 ,结果报告如下。

1　材料与方法

　　患者:60例 CAA 患者均符合诊断标准
[ 1]
。其中初诊病人

21 例 ,治疗无效 10 例 , 男 15 例 ,女 16 例 , 平均年龄 31.1 岁(12
～ 67 岁), 病程半月至 6 年;18例病人经治疗后取得缓解 , 男 10

例 ,女 8 例 ,平均年龄 29.7岁(14 ～ 63岁), 病程 2～ 10 年;11 例
病人经治疗后取得基本治愈 ,女 6 例 ,男 5 例 ,平均年龄33.7 岁
(13～ 62 岁), 病程 2～ 13年。
　　正常对照:共 30例 , 男15 例 , 女15 例 ,平均年龄 30.2 岁(13
～ 58 岁), 一个月内未服用药物 , 无家族及血液系统疾病史的体
检者。
　　标本采集:病人 2 周内未接受全血或成份输血。取空腹静
脉血 4 ml , 分离血清 , -80°C或-20°C冻存 , 待测。
　　SCF 检测:采用美国 R&D公司生产的 QuantikinTM人 SCF 免

疫检测试剂盒。检测按试剂盒说明书操作。
　　统计学方法:血清 SCF 浓度以 x±s表示 ,各组间显著性检
验采用 t检验方法。血清 SCF 浓度与性别 、年龄 、病程及疾病
严重程度(血细胞计数)之间的关系 ,用相关分析方法判断。

2　结果

　　CAA 患者血清 SCF 水平:正常对照组血清 SCF 水平为

　　作者简介:宫立众(1966-),男 ,河北省巨鹿县人 ,博士 ,主治医师 ,讲师 ,主要

从事血液内科临床及外周血干细胞移植的实验研究 ,发表论文 10

余篇。电话:(023)68755395

　　收稿日期:2000-04-13;修回日期:2000-09-29

(3 270±1 051)pg/ml , CAA 初诊及治疗无效患者 SCF 水平为

(1 736±599)pg/ml ,显著低于正常对照 , P <0.01。缓解患者为

(3 011±1 102)pg/ml ,基本治愈者为(3 159±641)pg/ml , 与正常

对照比较 ,差异无显著性(P >0.05)。

　　CAA患者 SCF水平与性别 、年龄 、病程 、疾病严重程度的关

系:正常对照和 CAA患者血清 SCF水平性别间均无显著性差异

(P >0.05)。SCF 水平与年龄 、病程 、疾病严重程度(红细胞计

数 、白细胞计数 、血小板计数)亦无显著相关(P >0.05)。

3　讨论

　　影响SCF水平的因素:影响 SCF水平的因素尚不清楚 , 其

调控机制尚待探讨。 Langley 测定了 257 例正常人血清 SCF 水

平 ,发现年龄 、性别均不影响血 SCF 水平。我们的 30 例正常对

照亦未见性别差别 ,不受年龄影响(资料略)。 CAA 患者 SCF 水

平与性别 、年龄 、病程和疾病严重程度无关。

　　30 例正常对照血清 SCF 水平为(3 270±1 051)pg/ ml , 与报

道的 3.3 ng/ml 类似[ 2] , 而与 Kojima 所报结果为(1 160±316)

pg/ ml有较大差别
[ 3]
,除了与实验方法有关外 ,尚有许多未知的

因素有待探讨。

　　SCF在 AA发病中的作用:CAA初诊时血清 SCF水平低于

正常。可能有二种原因:①因骨髓基质细胞的数量减少而造成

SCF 分泌量下降 ,推测这种情况肯定存在 ,因为体外培养 AA 患

者骨髓基质细胞克隆数比正常明显减少;②由于基质细胞质的

异常 , 即基质细胞的 SCF 基因转录和/或翻译缺陷。研究发现

AA患者的 SCF mRNA 不缺乏 ,体外培养 AA患者基质细胞也发

现其上清液中的 SCF水平正常[ 3] , 因此认为可溶性 SCF减少是

由于基质细胞数量减少所致。
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