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维甲酸诱导的人肺腺癌细胞促分化基因的克隆
`
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肿瘤分子生物学研究揭示
,

正常细胞发生恶性

转化时
,

有显性癌基因激活和抑癌基因失活
,

由于这

些遗传改变破坏了细胞增殖与分化平衡的调控机

制
,

导致癌症的发生和演进
。

大量基础和临床研究资

料还表明
,

肿瘤细胞并没有完全丢失控制正常生长

的基因
,

通过应用各种分化诱导剂
,

可望诱导肿瘤细

胞分化
,

抑制或或逆转肿瘤细胞恶性表型
。

本研究在用全反式维甲酸 ( R A )诱导人肺腺癌

细胞 G L C
一

82 分化的基础上
,

采用
c D N A 扣除杂交

策略
,

从肺腺癌细胞中克隆具有抑制肺腺癌细胞增

殖
、

诱导肺腺癌细胞向终末分化的基因
,

主要结果如

下
:

( l ) R A 对人肺腺癌细胞的分化诱导作用
:

用

10
~ ’ m ol /L R A 连续处理细胞

,

观察到 G L C
一

82 细胞

生长速度减慢
,

抑制率为 33 % ~ 55 %
,
在双层软琼脂

中形成集落的能力降低
,

抑制率为 97
.

5 %
, ’
H

一
T d R

掺入率减少 30 %~ 60 另
;
流式细胞仪检测发现细胞

D N A 合成受到抑制
,

细胞增殖被阻滞于 G
,

期
;
相差

显微镜下观察到细胞堆叠性生长情况消失
,

胞浆内

出现较多空泡
,

并逐渐衰老和凋亡
,

表明 G L C
一

82 细

胞在 R A 作用下发生了分化
,

获得了相对正常的表

型
。

(2 )定向
CD N A 文库的构建

:

用异硫氰酸肌 /盐

酸肌分级沉淀法提取细胞 m R N A
,

采用引物
一

衔接头

法合成
c D N A

,

定 向克隆进噬菌粒截体 p S P O R T I
,

分别构建了未经 R A 诱导的 iL .b G L C
一

82 和经 R A

诱导 l d 和 4 d 的 L ib
·

G L C
一
8 2

·

R A I及 L ib
·

G L C
一
8 2

·

R A 4共 3个
e
D N A 文库

,

重组子分别为 5 6 0 0 0
、
5 4 3 0 0

和 5 8 0 0 0
,

插入片段介于 0
.

5一 6
.

s k b
。

( 3 ) R A 特异性目的
e D N A 的克隆

:

用 M 1 3K O 7

辅助噬菌体转染 R A 诱导文库的转化子
,

提取单链

D N A
。

经经基磷灰石柱层析和 限制性内切酶消化除

去残存 的双链 D N A 后
,

用 1即 g 纯化 的单链重组

D N A 与转印于 A P T 滤纸上的8 0卜 g 未诱导文库的

c D N A 进行 6轮杂交
,

去除 R A 诱导的单链 D N A 中

与未诱导文库重组子相同的序列
。

以线性载体 D N A

为引物
,

应用 T aq D N A 聚合酶反应体 系将富集的

R A 特异性单链重组 D N A 转换成双链
,

转化大肠杆

菌感受态细胞
,

经菌落原位杂交差示筛选
,

获得 124

个 R A 特异性目的
。 D N A 克隆

.

(4 ) 目的
c
D N A 克隆鉴定分析

:

对所获 目的
c

-D

N A 克隆作 D N A 斑点杂交进行同源性分析
,

发现这

些
c D N A 克隆可能分属 于儿个不同类 型的基因

。

R N A N or ht er
n
杂交

、

限制性内切酶分析和部分序

列测定结果表明
,

这些基因可能是具有新意的促分

化基因
。

应用各种方法从人类恶性肿瘤和正常细胞中分

离各种癌基因
、

抑癌基因和促分化基因
,

是洞悉癌症

发生和演进的内在规律
、

探讨肿瘤细胞恶性表型抑

制或逆转的有效途径
,

并可能为分化治疗
、

基因治疗

提供理论依据
,

为人类最终攻克癌症提供有力武器
。

本文对体外诱导癌细胞分化
、

从诱导分化的肿瘤细

胞中克隆促分化基因作了一些有益的尝试
。
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