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应用 2)%& 表达芯片研究复方黄连

对 3%(4 鼻咽癌移植瘤基因表达的影响

王光平4，-，唐发清-，周金平/

（45 中南大学湘雅医院血液科，长沙 14...0；-5 中南大学湘雅医院中心实验室，长沙 14...0；

/5 中南大学湘雅二医院病理科，长沙 14..44）

［摘要］, 目的：研究复方黄连对鼻咽癌裸鼠移植瘤基因表达的影响。方法：培养的鼻咽癌细胞系 3%(4 细

胞接种 !678 9 3 裸鼠，待移植瘤形成后灌喂复方黄连，然后从移植瘤组织提取 :%&，经逆转录标记后的 2)%& 作为

探针，与高通量 2)%& 表达芯片杂交并用激光共聚焦扫描仪分析基因表达。通过逆转录;聚合酶链式反应（:<;
=3:）半定量技术进一步分析差异表达基因的表达。结果：复方黄连处理移植瘤裸鼠 /. > 后，移植瘤明显减小，其

抑瘤率为 -?5 @A 。同时，移植瘤组织基因表达发生显著变化。用该复方处理的 3%(4 鼻咽癌移植瘤组织有 41B
条基因表达发生改变，包括 4.- 条下调表达的基因和 1@ 条上调表达的基因。:<;=3: 半定量技术分析证实有 /
条基因为真正差异表达，它们分别是 !"#/，$B/4 和 %$&4 基因。其中，!"#/ 和 $B/4 基因表达上调，%$&4 基因

表达下调。结论：复方黄连可抑制 3%(4 鼻咽癌裸鼠移植瘤的生长并可影响其基因的表达，它对 3%(4 鼻咽癌移

植瘤的抑制作用与其调节移植瘤基因表达密切相关。

［关键词］, 基因表达；, 2)%& 芯片；, 复方黄连；, 移植瘤；, 鼻咽癌

［中图分类号］, :B/15 -, , , , ［文献标识码］, &, , , , ［文章编号］, 4...;@C-@（-../）.1;./1B;.C

!""#$% &" ’&(%)* ’+),#,*)* $&-(&.,/ &, %+# 0#,# #1(2#**)&,
), %23,*(43,%#/ %.-&2 %)**.# ), ,3*&(+325,0#34 $32$),&-3

$#44 4),# &" ’6!4 75 $869 -)$2&32235
D&%E EF6GH;IJGH4，-，<&%E K6;LJGH-，M$N" OJG;IJGH/

（4’ #()*+,-(., /0 $(-*,/1/23；-’ %(.,+*1 4*5/+*,/+3，67*.23* $/8)7,*1，%(.,+*1 9/:,; <.7=(+87,3，%;*.28;* 14...0，%;7.*；

/’ #()*+,-(., /0 >*,;/1/23，9(?/.@ 67*.23* $/8)7,*1，%(.,+*1 9/:,; <.7=(+87,3，%;*.28;* 14..44，%;7.*）

97*%23$%：, :7;#$%)<#, <P JGQRSTJH6TR TUR RVVR2T PV 3PITJS 3UJGRGSJS 2PWIPFG> PG TUR HRGR RX;
IYRSSJPG PV TY6GSI76GTR> TFWPY JG G6SPIU6YZGHR67 26Y2JGPW6 2R77 7JGR PV 3%(45 =#%+&/* , <UR 2R77S
[RYR JG\R2TR> JGTP !678 9 3 GF>R WJ2R，6G> 6VTRY TUR TY6GSI76GTR> TFWPY [6S RST687JSUR> ，TUR GF>R WJ2R
[JTU TFWPYS [RYR TYR6TR> [JTU 3PITJS 2UJGRGSJS 2PWIPFG>5 <UR GF>R WJ2R [RYR TURG ]J77R>，TFWPY
TJSSFRS [RYR JSP76TR> 6G> TUR TPT67 :%& [6S RXTY62TR>5 $Z8YJ>J^6TJPG [JTU 6 2)%& WJ2YP6YY6Z [6S 2PG;
>F2TR> FSJGH 6 IYP8R PV V7FPYRS2RGT;768R7R> 2)%& WJXTFYR TU6T [6S YRQRYSR7Z TY6GS2YJ8R> VYPW TUR :%&5
<UR HRGR RXIYRSSJPG 7RQR7 [6S 6G67Z^R> 6VTRY S26GGJGH TUR V7FPYRS2RGT JGTRGSJTZ 8Z 6 76SRY S26GGRY，6G>
VFYTURY 2PGVJYWR> 8Z :<;=3:5 >#*.4%*, &VTRY FSJGH 3PITJS 3UJGRGSJS 2PWIPFG> VPY /. >6ZS，TUR SJ^R PV
TY6GSI76GTR> TFWPYS [RYR YRW6Y]687Z YR>F2R>，6G> TUR JGUJ8JTJPG Y6TR PV TFWPY HYP[TU [6S -?5 @A 5 *G
TUR WR6GTJWR，TUR RXIYRSSJPG PV 41B HRGRS JG TUR TJSSFR PV JWI76GTR> TFWPY TYR6TR> [JTU TUR 2PWIPFG>
67TRYR>：TUR RXIYRSSJPG PV 4.- HRGRS [6S >P[G;YRHF76TR>，6G> TU6T PV 1@ HRGRS [6S FI;YRHF76TR>5 KFY;
TURYWPYR，TUR >JVVRYRGTJ67 RXIYRSSJPG PV / HRGRS [6S QRYJVJR> 8Z :<;=3:，!"#/ 6G> $B/4 HRGRS [RYR
FI;YRHF76TR>，6G> TU6T PV %$&4 [6S >P[G;YRHF76TR>5 ’&,$4.*)&,, 3PITJS 3UJGRGSJS 2PWIPFG> 26G 6V;
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& & 研究显示，黄连及其主要成分小檗碱或黄连

素可抑制胃癌、乳腺癌和结肠癌细胞的生长［>］；可

杀死 K>L 的恶性脑瘤细胞［!］。以往的工作发现，

以黄连和黄芪为主的复方黄连可抑制鼻咽癌细胞

移植瘤和复种移植瘤的生长和成癌率［#］，可使鼻咽

癌前病变和高危人群 =D 病毒抗体转阴，使鼻咽部

异型增生得到缓解，该复方对鼻咽癌高危者治疗作

用总有效率达 $#@ $IL［%］，但其详细的作用机制尤

其是分子机制尚不清楚。本研究采用高通量 )A<B
表达芯片分析复方黄连处理 ;<=> 鼻咽癌裸鼠移

植瘤后的基因表达，以探讨其作用的分子机制。

!" 材料与方法

>@ >& 实验材料& & D76: M ; 裸鼠购于中国医学科学

院动物研究所。鼻咽癌细胞系 ;<=> 购于中南大

学湘雅医学院细胞中心。NOFP >J%" 细胞培养基

购自 Q2,57 公司。N<B 提取试剂和 Q4/(0Q)02/*!
逆转录酶为 R2:)3 DNS 公司产品。T7U A<B 聚合

酶为 美 国 O035(,7 公 司 产 品。;C#?8GTO 和 ;CV?
8GTO 均为 B5(01+75 O+757)27 公司产品。高通量

)A<B 表达谱芯片 ER=;?$"Q 购于上海博星基因芯

片公司（内含 $>K! 条基因 )A<B，除 $I 个看家基

因、J 个定位基因、>! 个空白对照基因和 $ 个阴性

对照基因外，含 $"IK 条待测基因）。复方黄连制剂

“益气解毒颗粒”由川黄连、生黄芪、党参、茯苓、甘

草和白花蛇舌草组合而成。N3::2-1 Q)2(-*2’2) F38?
(6 >""" 杂交箱为 N3::2-1 Q)2(-*2’2) 公司产品，R(?
-(O2. %"""D 扫 描 仪 购 于 B.3- P-1*045(-*1 公 司。

O;N 仪为美国 O= 公司的 %$" 型 A<B 扩增仪。

>@ !& 细胞培养与接种& & 鼻咽癌细胞系 ;<=> 细

胞复苏后，加入含 >VL小牛血清的 NOFP >J%" 培养

基，于 #I W VL ;X! 培养箱培养。取 D76: M ; 裸鼠

>" 只，鼠龄 # Y % 周，体重 >I Y !! ,，饲养于经浸泡

消毒的饲养笼中。无菌饲养一周后，于前腋下接种

"@ V Z >"I 个 ;<=> 细胞（"@ V 56）以形成移植瘤。

移植瘤形成后，先用游标卡尺测量肿瘤直径的大

小，再换算成重量。将肿瘤重量相同的动物配对并

分成实验组和对照组。

>@ #& 移植瘤的处理& & 复方黄连制剂“ 益气解毒

颗粒”用无菌蒸馏水配成 >"L 的浓度过滤后，采用

灌喂法给予实验组移植瘤小鼠服用。每公斤体重

所用剂量按公式 8D [ 8B Z ND M NB Z（\B M \D）> M #［V］

换算。其中，B 和 D 分别指人和小鼠，8B 和 8D 分别

表示人和小鼠的每公斤体重剂量（5, M ],），NB 和

ND 分别表示人和小鼠的体型分数（人为 >""，小鼠

为 VK），\B 和 \D 分别表示人和小鼠的体重（],）。

每两天服用一次，连续 >V 次。对照组仅灌喂无菌

水。

>@ %& 抑瘤率的计算& & 动物处死后，取瘤组织并

称其重量，按下列公式计算抑瘤率。抑瘤率（L）[
（对照组平均瘤重 ^ 实验组平均瘤重）M 对照组平均

瘤重 Z >""L。

>@ V& 移植瘤组织的病理学分析& & 动物处死后，

取瘤组织用石蜡包埋，E= 染色，于显微镜下观察。

>@ J& 移植瘤组织 N<B 的提取与探针标记 & & 移

植瘤组 织 匀 浆 后，按 常 规 一 步 法 提 取 和 纯 化 总

N<B。用紫外分光光度计测定 N<B 的浓度和纯

度，通过琼脂糖凝胶电泳分析 N<B 的完整性。参

照 Q)+(-7 等［J］方法逆转录 V" ", 细胞总 N<B 并标

记 )A<B。用 ;C# 8GTO 标记对照组 )A<B，用 ;CV
8GTO 标记实验组 )A<B。

>@ I& 分子杂交 & & 上述制备的探针和基因芯片

KVW水浴变性 V 52- 后，于 J"W杂交 >V Y >I +。然

后于 ! Z QQ; M "@ !L QAQ，"@ > Z QQ; M "@ !L QAQ 和

"@ > Z QQ; 溶液中在 J"W温度下分别洗涤 >" 52-。

>@ $& 荧光扫描与结果分析 & & 用 R(-(O2. %"""D
扫描仪对杂交后的芯片扫描，并用 P57R(-(#@ " 软

件分析荧光强度。以管家基因的荧光信号对原始

数据进行标化处理后，计算 ;CV 荧光信号强度与

;C# 荧光信号强度比值。;CV M ;C# _ !@ " 或 ‘ "@ V

$%#
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为阳性，即认为该基因为差异表达。其中，%)* + %),
- ./ 0，表示药物处理后，该基因的表达为上调；而

%)* + %), 1 0/ *，表示药物处理后，该基因的表达为

下调。

’/ 2( 3456%3 分析( ( 总体积 ,0 !7，含 ,0 !8 总

3#$，’ 9 逆转录缓冲液，’ ::;7 + < =#46，’00 >
3#$ 酶抑制剂，?00 > @5@<A 逆转录酶和 ’*0 B:;7
随机引物（即含六核苷酸的寡核苷酸混合物）的反

应体系首先于 ,CD逆转录 ’ E。2*D，* :FG 灭活酶

后，取 * !7 反应产物用于 6%3 扩增。*0 !7 6%3 反

应体 系 包 括 ’ 9 6%3 反 应 缓 冲 液，.00 !:;7 + <
=#46，’/ * ::;7 + < @8%7.，.0 B:;7 上、下游引物和

./ * > 4HI "#$ 聚合酶。此体系 2?D 变性 * :FG
后，按表 ’ 所述条件进行扩增。扩增后，取 ’0 !7 产

物于 ’/ *J 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 并 定 量 各 条 带 的 密

度。待测基因 6%3 产物各条带密度与内对照 K$65
"L 密度的比值作为待测基因 :3#$ 表达的相对

含量。( (

表 ’( 3456%3 引物序列及反应条件

基因 ( ( ( 引物序列 扩增长度（MB） 反应条件

!"#,
*NK%%$%$%K4K4%4$%$%4,N

*N%$4K$$44%44K%$%4%$4$$%K4%$K,N
?.0 2?D * :FG，2?D ?* O，*0D *0 O，C.D ’ :FG，,0 个循环

$C,’
*N$K$K%4K%4%4KK$4$$K,N

*N4%%$K$44$$4K4%%KK$,N
,P0 2?D * :FG，2?D ?* O，*0D *0 O，C.D ’ :FG，,* 个循环

%$&’
*NKK4$%$$KKK$4%$K%44,N

*NK$$%4%%$$4%%$4%$%%,N
,?0 2?D * :FG，2?D ?* O，*0D *0 O，C.D ’ :FG，,* 个循环

’"(#$
*NK%4KK%K%4K$K4$%K4%K4,N

*N4KKK4K4%K%4K44K$$K4%,N
Q0* 2?D * :FG，2?D ?* O，**D *0 O，C.D ’ :FG，,0 个循环

!" 结" " 果

./ ’( 复方黄连对鼻咽癌移植瘤的抑瘤作用( ( 接

种鼻咽癌细胞 %#&’ , R ? 周后，SH7M + % 裸鼠开始

长出肉眼可见的肿瘤。继续饲养一周后，用复方黄

连干预。经 ,0 = 的处理，移植瘤明显缩小，抑瘤率

.2/ *J 。对移植瘤组织作石蜡切片，L& 染色后，

经光学显微镜观察显示，移植瘤均为鳞癌，但药物

处理的与未用药物处理的瘤组织病理学未见明显

改变（图 ’）。

./ .( 复方黄连对鼻咽癌移植瘤基因表达的影响(
( 用复方黄连处理 %#&’ 鼻咽癌裸鼠移植瘤后，瘤

组织的基因表达发生显著的改变，有 ’?C 条基因的

表达发生改变，为整个芯片待测基因的 ’/ PJ。其

中，表达下调的基因有 ’0. 条，为差异表达基因的

Q2/ ?J，上调表达的基因有 ?* 条，为差异表达基因

的 ,0/ QJ。经生物信息学分析，在 ’?C 条表达发生

改变的基因中包括："肿瘤基因、肿瘤抑制基因如

)*+,-，.+/ 和 BTUHUFVW UT:;X OTBBXWOO;X 0.’, 基因等。

#生长因子及其受体如 B7WF;UX;BEFG 和 WG=;UEW7FH
XW!WBU;X 基因等。$细胞周期调节基因如 %$&’ 和

%#&? 基因等。%参与凋亡调控基因如 $C,’。&
与信号转导有关的基因如 !"#, 等。’基因表达

调节因子如 123Q 和 UXHGO!XFBUF;G YH!U;X 4.3, 等。(
其它基因如 YFMX;GW!UFG 35’ 和 7T:F!HG 等。图 .$
表示复方黄连处理以及未处理的移植瘤组织杂交

荧光信号叠加结果。从图中可知，下调表达的基因

明显多于上调表达的基因。图 .S 表示处理以及未

处理的移植瘤组织芯片杂交信号强度散点图。深

红色数据点表示 Z 值与 [ 值比值在 0/ * R ./ 0 之

间，表示该基因表达无差别；黄色数据点表示比值

在 0/ * 到 ./ 0 范围之外，即该基因的表达有差别。

从图中可看出，差异表达基因明显少于非差异表达

基因。

./ ,( 3456%3 分析结果 ( ( 通过 3456%3 半定量

技术，到目前为止，在四个基因中有三个基因的表

达证实为真正差异表达。其中，!"#, 和 $C,’ 在

复方黄连处理的 %56’ 鼻咽癌移植瘤的表达为上

调（图 ,$ 和 ,S）；而 %$&’ 的表达为下调（图 ,%）。

这三个基因的表达改变与 !"#$ 表达芯片杂交结

果相一致。

2?,
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& & 图 ’& ()*’ 鼻咽癌裸鼠移植瘤组织石蜡切片 +* 染色结果示移植瘤为鳞癌（ , ’""）& & -：无菌蒸馏水处理；.：复方黄连处理

& & !"#$ ’& /01234356704 08049:6: 3; 16::<=: :=71638 ;>3? 12= 6?@4081=A 1<?3>（+* ,’""）& & -：B>=01=A C612 A6:1644=A C01=>；.：1>=01=A C612 (3@16:

(268=8:6: 73?@3<8A

图 !& ()*’ 鼻咽癌裸鼠移植瘤基因表达芯片杂交扫描结果& & -：7D)- 芯片杂交信号扫描结果；.：7D)- 芯片杂交信号强度散点图

!"#$ !& E=:<41: 3; 7D)- ?67>30>>09 0::09& & -：E=:<41 3; 7D)- ?67>30>>09 0::09 3; 6?@4081=A 1<?3>F B2= 5>==8 A31: :108A ;3> !"# :65804:，68A6701685

A3C8G>=5<401=A 5=8=:；12= >=A A31: :108A ;3> !"H :65804:，68A6701685 <@G>=5<401=A 5=8=:F .：:7011=> @431 3; 7D)- ?67>30>>09F I 0J6: @>=:=81: 12=

K04<= 3; !"# ;4<3>=:7=81 681=8:619；L 0J6: @>=:=81: 12= K04<= 3; !"H ;4<3>=:7=81 681=8:619F *072 A31 :23C: 29M>6A6N01638 :65804 3; 0 5=8= 68 7D)-

?67>30>>09F

图 #& ()*’ 鼻咽癌裸鼠移植瘤差异表达基因的 EBG/(E 分析结果

!"#$ #& E=:<41: 3; EBG/(EF & & -：O-D#；.：+P#’；(：(+Q’；D：R-/D+F ’：()*’ 7=44；!，%：1<?3> 16::<=: 1>=01=A C612 (3@16: (268=8:6: 73?G

@3<8A；#，H：1<?3> 16::<=: 1>=01=A C612 A6:1644=A C01=>；O：D)- ?34=7<40> ?0>S=> 3; ’"" M@ D)- 40AA=>
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应用 !"#$ 表达芯片研究复方黄连对 %#&’ 鼻咽癌移植瘤基因表达的影响( 王光平，等

!" 讨" " 论

应用 !"#$ 表达芯片研究发现，复方黄连干预

鼻咽癌裸鼠移植瘤后有 ’)* 条基因表达发生改变。

其中，!"#+，$*+’ 和 %$&’ 基因的表达被 ,-./%,
证实并且其基因表达的改变与 !"#$ 表达芯片杂

交结果相一致。!"#+ 基因编码产物为 0.!1" 蛋

白［*］，因而它参与细胞内 #2.!1 活化的信号传导。

另外，34* 和 -,$/5 也为复方黄连干预 %#&’ 鼻咽

癌裸鼠移植瘤差异表达的基因。/4* 为一种糖蛋

白，可调节 /6, 的功能［7］。/6, 即双链 ,#$ 活化

的蛋白激酶（89:;<=.>?@AB8 ,#$.A!?CDA?=8 3@9?=CB EC.
BA>=，/6,），它能活化 066 激酶，从而进一步活化

#2.!1［F］。-,$/5 属新近发现的肿瘤坏死因子受

体相关因子（-#2 @=!=3?9@.A>>9!CA?=8 GA!?9@，-,$2>）
成员，为 细 胞 内 信 号 传 导 联 结 蛋 白。研 究 认 为，

-,$2> 家族参与肿瘤包括鼻咽癌细胞 #2.!1 活化

的信号传导［’H，’’］。在鼻咽癌中，&1 病毒致瘤蛋白

潜伏膜蛋白 ’（ <A?=B? I=I;@AB= 3@9?=CB ’，JK/’）能

有效激活细胞 #2.!1 并随着 JK/’ 表达增加，#2.
!1 活性也呈递增趋势，而抑制 #2.!1 的活化可抑

制鼻咽癌细胞的恶性表型［’5］。因此，#2.!1 的活

化在鼻咽癌的发生发展中可能起着重要作用。复

方黄连可使鼻咽癌裸鼠移植瘤组织 !"#+ 基因的

表达增加，并可使 ’4* 和 ()"*5 基因的表达降低，

表明复方黄连对鼻咽癌裸鼠移植瘤的抑制作用可

能与其调节移植瘤组织 #2.!1 的活化相关。

$*+’（又称为 /"%")）是一种细胞核抗原，它

的过表达被认为可抑制肿瘤启动子诱导的细胞转

化，这种抑制作用是通过抑制 $/.’ 依赖的反式活

化［’+］。$/.’ 是细胞核内又一重要转录因子，通常

所说的 $/.’ 是指 L:B M 29> 组成的二聚体。29> 和

L:B 不仅与细胞增殖、转化密切相关［’)］，而且可通

过反式激活一些带有 $/.’ 结合位点促细胞转化等

基因的表达，从而参于肿瘤的发生与发展。研究认

为，$/.’ 反式激活是一些细胞癌变不可缺少的条

件，它的活化与细胞癌变高度相关［’N］。另有研究

报道，黄连素可抑制肝癌细胞 $/.’ 的活性［’4］。本

研究显示，复方黄连可上调 %#&’ 鼻咽癌裸鼠移植

瘤组织 $*+’ 基因的表达，表示复方黄连可通过调

节 $*+’ 基因的表达进而影响 $/.’ 的活化，从而成

为复方黄连抑制鼻咽癌裸鼠移植瘤生长的可能机

制之一。

%O6’ 即细胞周期“ 检 测 点”（ !P=!E39CB?）激

酶，另外，%"6) 即经复方黄连处理后 %#&’ 鼻咽癌

裸鼠移植瘤表达发生改变的基因，它们都参与细胞

周期的调控。已有研究发现，黄连素可使白血病细

胞 OJ.4H Q5 M K 期的细胞亚群数目增加，细胞周期

紊乱［’*］。复 方 黄 连 下 调 %$&’ 和 %#&) 基 因 在

%#&’ 鼻咽癌裸鼠移植瘤细胞的表达，提示复方黄

连可能通过调节细胞周期的调控而抑制移植瘤细

胞的生长。

肿瘤是一种多因素、多基因性疾病，它的发生

发展与多种基因的改变有关。中药，尤其是复方中

药其作用特点是多部位、多靶点的干预。因此，采

用常规分析单一基因表达的方法很难研究复方中

药作用的分子机制。基因表达芯片是将大量的靶

基因 !"#$ 片段有序的、高密度化点在玻璃、硅等

载体上制作而成。因而，它可以快速、高效、高通量

同时分析成千上万的基因在不同情况下的表达。

本研究显示，用基因表达芯片同时检测到 ’)* 条表

达改变的基因，例如参与细胞周期以及细胞凋亡调

控等基因，它们与肿瘤的发生发展密切相关。因

此，基因表达芯片技术是研究中药对基因表达的影

响和抗肿瘤作用分子机制探讨的有效手段。
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卵巢畸胎瘤是一种常见的卵巢肿瘤，占卵巢肿瘤的

K"] ^!"]，绝大部分为成熟畸胎瘤，小部分为未成熟畸胎

瘤。成熟畸胎瘤内任何一种或几种成份发生恶变则称为成

熟畸胎瘤恶变，恶变率约为 K] ^ #]［K］。恶变成份以鳞状

上皮最多见，占 $J]左右，其余成分恶变罕见。畸胎瘤恶变

多见于绝经后妇女［!］。部分患者有腹部包块长期存在并短

期内迅速增大的病史，本文中有 K 例患者 G 超发现右附件

包块 # 年余，入院前半月包块迅速增大。恶变早期，患者多

无特殊临床症状，如恶变扩散浸润周围脏器或者淋巴结转

移，则临床症状加重，如腹痛、腹胀、腿痛、下肢及外阴浮肿

等［#］。本文 $ 例患者均有腹痛、腹胀，其中 K 例右下肢疼痛

剧烈（每次需用“曲马多”止痛）。如恶变范围广，则可见恶

变的癌或肉瘤组织穿出囊壁侵犯周围组织，被侵组织显示

出血坏死［!］。如膀胱、直肠被侵时，患者便出现血尿、便血

等临床表现，本文有 K 例患者腹痛同时伴血尿十余天，术中

发现膀胱后壁已全部被癌组织侵犯。

畸胎瘤 恶 变 必 须 采 取 综 合 治 疗 的 方 法 才 能 提 高 疗

效［%］。基本原则为：手术治疗为主，术后辅以化疗或放疗，

手术大多采用卵巢肿瘤细胞减灭术，术后采用对生殖细胞

肿瘤敏感的化疗方案如 U>R 和 UGA（U 为长春新碱，G 为博

莱霉素，A 为顺铂）等，鳞癌变患者再辅以放疗，效果较好。

本文有 K 例患者手术较彻底，但因术后未辅以化疗，最后死

亡。发生鳞癌变的患者预后不佳，死亡率达 FJ] ^$E]［K］。

目前认为影响预后的因素有以下 % 个方面［#］：#囊壁是否

受侵犯；$与邻近器官癌性粘连程度或分离粘连时囊壁有

无破裂；%肿瘤有无淋巴或静脉侵犯；&腹水中有无瘤细

胞。

为预防畸胎瘤恶变，对于绝经后妇女的卵巢成熟畸胎

瘤应视为潜在恶性肿瘤［J］，一旦发现肿瘤，即使是良性也应

尽早切除，以免发生恶变。
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1.期刊论文 宋宝.刘杰.韩金祥.高雪芹.黄海燕.SONG Bao.LIU Jie.HAN Jin-xiang.GAO Xue-qin.HUANG Hai-yan 
应用cDNA芯片分析与食管鳞癌相关的基因表达 -临床肿瘤学杂志2005,10(4)
    目的:应用cDNA芯片技术研究食管鳞癌的异常基因表达,并对这些基因的功能进行初步分析.方法:选择382个肿瘤相关基因克隆,制备成cDNA芯片,提

取食管鳞癌组织以及相应正常食管组织RNA,反转录后标记为cDNA探针,与自行制备的cDNA芯片杂交,经扫描及分析后筛选出两种组织中差异表达基因.结

果:发现差异表达基因75个,表达上调基因44个,下调基因31个,包括癌基因、抑癌基因、细胞周期相关蛋白、粘附因子、基质金属蛋白酶、信号传导因子

、生长因子及其受体、与细胞代谢相关的酶等.结论:食管鳞癌的发生发展涉及多基因改变,cDNA芯片技术是疾病基因筛选的有效方法.

2.学位论文 裴晓俊 cDNA芯片在乳腺癌个体化治疗中作用的研究 2006
    乳腺癌辅助化疗能够降低乳腺癌患者的复发和死亡，但是绝对死亡率的减少仅为10％-12％。目前乳腺癌的治疗，临床医师均依据循证医学指南经

验用药，对于病理类型和分期以及个别乳腺癌相关基因(如：ER、PR、HER-2)相同的乳腺癌患者，均采用相同的化疗方案。但是乳腺癌是一种多种分子

改变累积的多基因疾病，表现为病人的临床异质性。因此，接受同样方案治疗却有着完全不同的预后的乳腺癌患者比比皆是。这就说明了我们目前的主

要依靠细胞形态学进行乳腺癌分类的方法不足够准确，迫切需要找到一种能够准确分类，且这种分类可以准确指导化疗方案的制定的方法。

    基因芯片的高通量、微型化、自动化的特点使其可以同时检测成千上万个基因。我们可以利用它来检测乳腺癌组织基因表达图谱，发现差异表达基

因，基因表达图谱的差异为乳腺癌的临床异质性提供了分子水平上的证据，并可以此对乳腺癌重新分类，且这种分类和患者接受某种化疗后的预后相关

，从而发现预测具体患者对于具体化疗方案敏感性的基因表达模式。

    本研究采用新辅助化疗为研究背景。行新辅助化疗不仅可以在治疗前获取乳腺癌原发肿瘤样本分析其基因表达图谱，还可以在化疗周期间获取乳腺

癌标本以检测早期基因表达变化，而且，可以通过直接监测肿瘤大小变化了解化疗疗效。新辅助化疗后的临床缓解和病理缓解状况均和患者的预后相关

。接受新辅助化疗后那些临床上肿瘤消退明显的患者预后要优于那些消退不明显或明显耐药的患者，而达到病理完全缓解(pCR)的患者，其无病生存率

(DFS)、无远处疾病生存率(DDFS)和总生存率(OS)都高于其他患者，且差别具有统计学意义。结合临床肿瘤大小变化及术后病理缓解情况评估化疗方案

疗效，探索基因表达模式同化疗疗效间的相关性，从而发现能够预测疗效的基因表达模式。总之，新辅助化疗为我们发现这一预测因子提供了理想的平

台。

    本研究就运用了基因芯片技术和新辅助化疗为平台或背景进行研究，期望本研究能为乳腺癌的个体化治疗的相关研究提供一些参考。

    目的：

    利用自制cDNA芯片检测乳腺癌新辅助化疗前后肿瘤基因表达图谱及其变化，以发现能够预测化疗疗效的基因表达图谱，指导临床医师制定更合理的

乳腺癌化疗方案，使患者可以获得最有效、最经济的治疗。

    方法：

    所有病人均在接受治疗前通过组织学证实为乳腺癌患者，在征得病人同意后对病人行三周期新辅助化疗并在化疗开始前及化疗第二周期前和术后取

肿瘤组织冻存备行基因图谱分析。

    1.摇菌、提取质粒、PCR扩增，获得肿瘤相关基因PCR产物，经纯化后点至玻片上，制备成包含5952个点阵的肿瘤相关基因cDNA芯片。

    2.提取冻存乳腺癌组织与正常乳腺组织总RNA，经反转录并标记为cDNA探针，与cDNA芯片杂交，经Scanarray4000芯片扫描仪扫描图象，应用

Quantarray3.0软件分析，得到基因表达的数据资料。应用半定量RT-PCR方法对cDNA芯片检测的某些差异表达基因的表达状况进行验证。

    结果：

    1.经实验证实，自行制备的肿瘤相关基因cDNA芯片，扫描图象信号清晰，背景信噪低，重复性好，结果理想。

    2.在乳腺癌标本中共有33个肿瘤相关基因有差异表达。

    3.用半定量RT-PCR验证了MMP9基因的表达特征与芯片检测结果基本一致。

    结论：

    1.cDNA芯片技术可以快速、系统、准确地揭示基因的表达特征，为研究乳腺癌的化疗预测因子提供了良好工具。

    2.通过研究乳腺癌组织差异表达基因与新辅助化疗疗效的相关性，为下一步建立基因预测表达谱提供了重要参考。

3.期刊论文 李崇辉.张爱群.刘巨超.臧传波.陈明易.徐迎新.黄志强 内毒素活化巨噬细胞早期和晚期基因表达的

cDNA芯片分析 -中国危重病急救医学2004,16(6)
    目的利用cDNA芯片技术分析内毒素活化的小鼠腹腔巨噬细胞早期和晚期基因表达,以更全面了解内毒素在感染、创伤反应中通过巨噬细胞介导的炎

症和免疫反应.方法以未刺激的和用1 mg/ L脂多糖(LPS)分别刺激2 h(早期)和24 h(晚期)的小鼠腹腔巨噬细胞制备33P标记的cDNA探针,并分别与小鼠

cDNA表达芯片(含1 176个已知基因)杂交.结果巨噬细胞活化早期的3倍差异表达基因为69个,其中44个上调,25个下调;巨噬细胞活化晚期的3倍差异表达

基因中有11个上调,26个下调;只有8个基因同时出现于活化早期和晚期的差异表达基因中.许多转录因子、细胞内信号转导调节蛋白、炎症细胞因子和细

胞凋亡相关基因的表达均发生了明显的调节变化.发现BTB和CNC同源1(BACH1)、早期生长反应蛋白2(EGR2)、E47反应蛋白1(EIP1)、Ngfi-A结合蛋白

2(NAB2)、成髓细胞白血病癌基因样蛋白(MYBL2)、神经纤维癌蛋白基因1(NF1)、睫状神经营养因子(CNTF)和Sema4A等一些以前未曾报道与LPS诱导的巨

噬细胞活化相关的基因.结论采用cDNA芯片技术了解内毒素诱导的巨噬细胞活化早期和晚期的综合基因表达信息,有助于更好地了解感染、创伤后细菌内

毒素诱导的炎症免疫反应.

4.学位论文 童一民 铜绿假单胞杆菌QS相关基因CDNA芯片的研制及基因差异表达的研究 2006
    绿假单胞菌(俗称绿脓杆菌，Pseudomonasaeruginosa)在自然界分布广泛，在人的正常皮肤上也有分布，是人类3大机会致病菌之一。也是院内感染

的主要病原之一。绿脓杆菌感染的治疗相对困难，其突出的主要原因是由于本菌对抗生素和消毒剂的内在耐受性。

    目前已完成基因组序列的测定，其基因组全长达6.3Mbp，这样巨大的基因组信息，可产生更多的调控各生理功能的蛋白产物，扩展了绿脓杆菌对各

种环境的适应能力。

    研究表明，绿脓杆菌细胞外毒力因子的产生并非单个细菌细胞所为而是达到一定密度的细胞群体所为：从少量细菌中分离出来的细胞外毒力因子可

激发宿主免疫反应来中和这些化合物；而整个菌群一旦达到某种密度，其毒力基因协调表达使绿脓杆菌分泌的细胞外因子达到足以克服宿主防御系统的

高水平。即使使用合适的抗生素治疗也不能阻止这一进程。因此该过程必须在毒力基因协调表达之前在早期得到阻断。这种以细胞密度依赖方式协调表

达特异性基因的现象称为法定菌数信号传感应答(quorumsensingandresponse)。绿脓杆菌通过密度感应信号系统经由高丝氨酰内酯(acyl-

homoserinelactone，acyl-HSL)信号分子来传送信息、监控细菌细胞密度从而控制其细胞外毒力因子的产生。表明了QS信号系统是绿脓杆菌的独立细胞

分化成为复杂的多细胞结构所必需的，并发现多聚磷酸激酶(polyphosphatekinase，ppk)在生物膜的形成、毒力因子的产生、绿脓杆菌的运动方式方面

起着重要的作用，说明生物膜的形成和毒力因子的产生是由某些共同的基因表达进行调控的。

    PA的主要耐药机制包括以下两个方面：(1)生物被膜(biofilm，BF)在细菌耐药方而发挥着十分重要的作用。BF状态的细菌对抗菌药物的抵抗力比浮

游状态细菌强1000倍。PA的BF耐药机制复杂，主要有以下个方而：①限制抗生素渗透。在BF状态卜细菌分泌大量细胞外多糖(EPS)基质，EPS可粘结单个

细菌而形成细菌团快，即微菌落微菌落可以由单一菌种或由多种微生物发育而成。在这些微菌落内，细菌发育成为功能上异质性的有组织群体。大量微

菌落使BF加厚，EPS的产生对BF结构的发展十分重要。已证实EPS基质对某些抗生素和杀虫药有明显的阻碍作用。目前普遍认为，PA的BF对氨基糖苷Ⅰ-

类抗生素的渗透有阻碍作用。②生长速度与代谢活性改变。BF中一些细菌处于低代谢和有限氧状态，对很多抗生素不敏感.③表型的改变。表而生长可

诱导细菌表达与浮游状态时不同的基因，诱导产生BF特异的表型。
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    (2)多药外排泵通过基因组分析.在PA中有12种耐药结节分化家族(resistance-nodulationdivisionfamilyRND)外排泵.PA产生的β-内酞胺酶(β-

lactamase)是使β-内酞胺类抗生素耐药的主要机制.

    细菌QS系统与细菌耐药的关系：(1)QS系统与BF耐药PA的QS系统对BF的形成有明显作用。(2)QS系统与多药外排泵首先，PA重要的外排泵之一MexAB-

OprM本身参与了QS系统的信号分子转运。

    (3)QS系统与β-内酞胺酶QS系统是否参与了调节β-内酞胺酶表达。

    因此，干扰QS信号系统是一个很有前景的降低细胞外毒力因子产生以及处理生物膜提高药物敏感性的途径，并且寻找其中关键的中间代谢产物的拮

抗剂将开辟新的药物研制和疾病治疗途径。而探明存在多少与细胞贴细胞信号系统相关的基因、其中有多少是生物膜的形成或毒力因子的产生所必需的

以及哪些基因对该系统的信号产生了延迟反应等问题是我们首先必须彻底解决的。

    本研究的设计基于以下考虑：利用绿脓杆菌PA01基因组研究成果，可对5，570个预测的开放阅读框架(openreadingframe，ORF)用PCR方法进行扩增

、克隆、测序，优选出与细胞贴细胞信号系统相关的关键基因，通过特异引物的设计，RCR扩增，克隆出这些基因片段，点样制备成基因芯片，可以用

于筛选药物或中草药的有效成分，找到几种可阻断信号通路、抑制毒力基因表达或生物膜形成的药物，进行临床分离菌株与PA01菌株基因表达的相似性

分析，以指导临床用药；本研究采用基因芯片技术通过检测基因表达水平来探明细胞贴细胞信号系统与毒力基因表达或生物膜形成相关的基因并筛选其

阻断药物，不但在技术上可行，而且符合绿脓杆菌的细胞贴细胞信号系统需多基因(现已知至少有39个基因)参与调节的模式。该项设计可望达到绿脓杆

菌的快速检测、发现基因功能和筛选药物之目的。

    1，QS相关基因片段的获得通过查阅国外最新相关文献，归纳总结出所有证实与QS信号系统相关的基因，利用细菌基因组测序的研究成果，确定这

些基因的序列。利用生物学软件，设计出这些基因片段的特异引物，以细菌基因组DNA为模板，PCR扩增、克隆出这些基因的片段。所得克隆测序鉴定

，确认每个所取得的克隆的实际序列。

    2，QS相关基因cDNA芯片的研制与国家人类基因组南方研究中心合作开展了“结核杆菌等致病菌耐药性变异检测DNA芯片研制和开发”工作，建立了

基因芯片研制的工作基础。利用南方研究中心的试验设备，严格按照芯片制作的步骤，制作QS信号系统相关基因的cDNA芯片。

    3，在妥布霉素药物作用下，QS相关基因表达的差异.生物被膜产生的差异.在妥布霉素的作用下，比较铜绿假单胞标准菌株PA01在不同药物作用下

的生长状况，比较在一定强度妥布霉素的作用下，PA01的QS相关基因表达的差异。数据处理分析后，观察QS相关基因中哪些基因的表达受到的抑止，哪

些基因的表达收到的激发。从而验证药物刺激对PA01的效果。

    比对在相同生长条件下细菌的不同生长时期的QS相关基因的表达差异。比较了平台期和指数期的QS相关基因的差异表达，有9个QS基因表达量显著

增加，有6个基因表达量显著下降，出现高表达的基因有：

    PA2300,PA2144,PA1216,PA1212，PA2566,PA1319,PA2564,PA3189。出现低表达的基因有：PA2250,PA0399,PA0447,PA1658，PA1669,PA1999。

    CDNA芯片是一种新的关于细菌毒力和耐药机制的研究手段，将为控制群感效应信号系统、降低细胞外毒力因子产生、处理生物膜提高药物敏感性以

及寻找新的药物奠定理论和实验基础，并为快速检测和控制铜绿假单胞菌感染提供有效措施，同时将为铜绿假单胞菌基因表达谱的建立和基因功能分析

奠定基础。在国内，首次研制出与QS相关基因的cDNA芯片，QS相关cDNA基因芯片的制备，使得可以运用基因芯片技术到研究铜绿假单胞杆菌QS系统相关

基因，比较直观的观察不同药物对基因表达调控的影响，为找到能较好抑制铜绿假单胞菌正常生长的药物研究提供新方法。

5.期刊论文 项春生.Yidong Chen.Jiang Yuan.Gerald C. Gooden.Michael L. Bittner.Paul S. Meltzer.

Jeffery M. Trent.Steve Zeichner cDNA芯片技术和病毒感染的基因表达 -科学通报1999,44(5)
    论述了最近发展的cDNA芯片技术及其在基因的发现和表达以及在疾病诊断上的应用.该技术是把cDNA的阵列由高速自动控制仪器置于玻璃片上,用标

记的探针测定互补结合的情况,可同时进行大量基因的表达和基因的发现研究.这是一个高效率和大规模的基因组分析和表达的研究技术.使用这一新技

术,发现了HIV感染期间hsp70基因表达发生的变化,传统的Northern分析证实了芯片的测定结果.综述中还包括了作者未发表的有关HIV和HHV8的研究资料

,一致说明了cDNA芯片技术对新基因的发现、疾病描述和鉴定与疾病相关基因方面的可靠性和适用性.

6.会议论文 邹飞雁.谢海龙.陈主初.余艳辉 应用cDNA芯片分析肺癌候选抑瘤基因HLCDGl转染的A549细胞基因表达

谱的改变 2003
    抽提肺腺癌细胞系A549细胞和转基因HLCDGI／A549细胞总RNA,将mRNA逆转录为cDNA,并在逆转录过程中用Cy3或Cy5进行标记,与含有3900个基因和表

达标-(EST)的表达所致A549细胞基因表达谱改变,并用Northern印迹对基因芯片杂交结果进行验证。获得差异表达基因或EST 47个,其中表达上调的有

7个,表达下调的有40个；已明确基因表达产物的上调基因有5个,下调基因有29个。涉及原癌基因和抑癌基因、DNA合成与修复、蛋白重组与翻译、发育

和代谢、细胞增殖和凋亡等。这为进一步研究HLCDGl基因在肺癌发生发展中的作用机理提供了重要分子基础。

7.学位论文 褚延广 星星草耐盐分子机理研究及相关基因的克隆 2005
    星星草是一种有较强耐盐碱能力的盐生植物，是进行植物耐盐碱机理研究的理想材料。为研究NaHCO3胁迫下星星草的耐盐机理，以

450mmol/LNaHCO3胁迫处理的星星草叶片为材料构建了cDNA文库，同时，用表达序列标签(EST)分析和cDNA表达谱芯片分析相结合的方法研究了NaHCO3和

干旱胁迫下星星草基因的表达。

    所构建cDNA初始文库的滴度为1.0×106pfu/mL，文库的重组率为95％，PCR检测显示，插入片段的平均长度为0.8kb。从文库中随机挑选3168个克隆

进行测序，共获得2972条高质量的序列；通过序列的聚类分析共将1102条序列拼接为496个contig，其余1870条序列为单一序列，共获得2366条无重复

的独立序列，它们的GenBank登录号为CN485355～CN487720。

    从2366条序列中挑选660个cDNA经PCR扩增后作靶基因点样在玻片上制成cDNA芯片。将对照、NaHCO3和干旱处理的星星草总RNA，经荧光染料Cy5-

dCTP和Cy3-dCTP标记后制成cDNA探针，与cDNA芯片进行杂交。

    2366个序列的BLASTX分析结果显示，共有1274条序列与已知基因序列高度同源，618条为与已知基因同源性较低，其余474条序列与已知基因无任何

同源性。将1274条与已知基因同源的序列按功能分为12类，其中代谢、转录调节、功能未知及细胞防御相关四类基因的表达丰度最高，分别占已分类

EST总数的18.84％、12.48％、¨.22％和9.66％。对高丰度表达基因和162条可能与耐盐相关基因的分析表明，光合作用、转录调节、转运蛋白和细胞

防御4类基因的表达丰度较高，说明光合作用、水分和离子的转运、耐盐基因的表达调控、活性氧等毒性物质的去除等过程在星星草抗盐胁迫时起到了

重要作用。cDNA芯片研究NaHCO3胁迫下星星草基因表达结果显示，共有25个基因在盐胁迫处理前后差异表达，其中17个基因在盐胁迫下表达下调，8个

基因在盐胁迫下表达上调，这些基因的功能主要涉及了信号传导与转录调控、细胞防御、细胞代谢3个方面，这些差异表达的基因可能在星星草抗盐过

程中具有重要作用。cDNA芯片研究干旱胁迫下星星草基因表达，共发现下调表达的基因24个，上调表达基因18个。差异表达基因的功能主要涉及了信号

传导、转录调控、逆境响应等方面。通过以上研究，初步建立了NaHCO3、干旱胁迫前后星星草基因的表达谱。

    植物的抗盐过程是一个复杂的多基因协同作用的体系。以上研究说明，通过EST技术和cDNA芯片分析等基因组学研究手段的应用，可有效获取盐胁

迫下星星草众多基因的表达特征信息，从而为系统阐明星星草抗盐碱分子机理奠定坚实的基础。

8.期刊论文 范保星.孙敬芬.刘庆峰.陈良安.刘又宁.王升启.吴德昌 总RNA和mRNA来源的探针与cDNA芯片杂交的差

异研究 -生物技术通讯2004,15(1)
    提取BEP2D细胞的总RNA并按两种方式进行cDNA芯片探针的标记,一种是将100μg BEP2D细胞的总RNA利用逆转录法直接标记成荧光探针,另一种是先

从100μg BEP2D细胞的总RNA中分离出mRNA,然后再标记成荧光探针.将两份标记好的探针同时与含育230个基因的cDNA芯片杂交.杂交后的芯片经

Axon4100B扫描仪扫描,发现两种方式标记探针的一致性为93.04%,并且mRNA来源探针杂交后的荧光信号值较总RNA的弱.探讨了这两种方法标记探针在基

因芯片表达谱研究中的差异性,目的是为利用这两种方法标记探针进行基因表达谱研究者提供一些依据.

9.学位论文 毛向明 基因芯片技术在成年男性精子基因表达谱研究中的应用 2005
    不孕不育是全世界关注的课题。目前每100对已婚夫妇中，就有10对夫妇存在不孕不育问题。其中男性因素占到了50％。也就是说，男性精子质量

不佳，己影响到人类的繁衍生息。

    该文把精子中具有编码功能的序列作为重点，把精子的基因表达谱作为研究对象。
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    要研究精子的基因表达，首要的问题是提取到精子中表达的RNA。精子与体细胞不同，是单倍体细胞，处于分化的终末阶段，因此，以前人们一直

认为精子中无基因表达，精子基因分子生物学的研究也一直没有深入开展。直到最近几年，KramerJ等人首先报道了在精子内检测到了RNA的表达，此后

MullerD等人先后改进了异硫氢酸胍/有机溶剂的抽提方法，并排除了各种可能造成DNA污染因素，自成人的精子中分离到了RNA，才证实了成熟精子中确

实存在RNA的表达。随着对精子分子生物学研究的不断深入，精子中有基因表达也越来越得到人们的认同，如顶体中的水解蛋白酶(透明质酸酶，顶体素

)和磷脂酶，线粒体中的琥珀酸脱氢酶，此外还有Na+、K+-ATP酶、酪氨酸蛋白激酶、尿激酶、乳酸脱氢酶等等。这些发现和认识激发了人们进一步研究

精子基因表达的浓厚兴趣。

    提取细胞或组织中的RNA，异硫氰酸胍法一直是传统而经典的方法，对大多数的细胞和组织都能得到良好的结果，但在提取精子中的RNA时，效果并

不理想。

    精子是单倍体细胞，比之体细胞，RNA的表达数相对少。作为分化末期状态细胞，RNA的表达量可能也有所降低，所以总体而言，精子中的RNA量较

正常体细胞低得多。

    针对这种特殊的实验材料，该实验对RNA的提取程序进行了探索。选择了QAGEN公司开发的、针对小样品量的RNA提取试剂盒——RNeasyMiniKit，来

提取成年男性活力正常的精子RNA，取得了良好的效果。

    对提取到的RNA在进行逆转录前需进行质量检测，以确保没有基因组DNA污染。应用常规的凝胶电泳检测提取到的少量的精子RNA，无法在电泳结果

中看到RNA中的三条核糖体RNA条带，也无法根据常规的条带间的灰度比值，来判断RNA有无降解或存在DNA污染。针对这个问题，该文应用了微流体芯片

高压凝胶电泳进行了质量检测。在极少量的上样检测中(25ng)，发现了RNA中的三个核糖体RNA条带，但与正常体细胞的RNA电泳图谱不一致。在缺乏标

准判断指标的前提下，根据重复多次(13次)的实验结果，提出了精子RNA电泳图谱的基本形状，及精子RNA质量评价的基本标准。

    进而，该文将经过质量检验的精子RNA逆转录为cDNA，应用马文丽、郑文岭教授创建的限制性显示技术，对cDNA进行了限制性酶切、加通用接头

，用通用引物进行PCR扩增，将扩增产物作为模板，3，端延伸一个碱基的通用引物为分组引物进行了十组PCR分组扩增，并将十组PCR产物转入大肠杆菌

，经涂板、挑克隆、鉴定、提取阳性质粒等操作，收集到了560个精子cDNA的片段，编号索引后-20℃保存备用。

    将质粒中保存的精子cDNA片段，根据质粒上的序列设计引物，扩增插入的精子cDNA片段。上述片段扩增芳达到足够量后(2μg)用异丙醇纯化，纯化

产物重溶于Milli-Q超纯水中，取出适量，加入50％DMSO，调整浓度为300ng/μl，在Corning的玻片上，以3-磷酸甘油醛(GAPDH)为阳性对照，HIV基因

片段为阴性对照，50％二甲基亚砜(DMSO)为空白对照，每个探针重复打印三次，制作了精子表达谱基因芯片。

    应用自制的精子cDNA芯片进行了两个方面的研究。①验证该文收集的精子cDNA探针的准确性和可信性；②对精子的基因表达进行了初步的研究。精

子样品按上述同样的方法和操作程序进行限制性显示实验操作，但在cDNA片段的两端连接上了与探针序列不一样的通用接头2，再用相应的通用引物2扩

增，避免杂交时，探针和待杂交样品间都具有大约40bp的同源性片段，从而对杂交结果的准确性造成影响。经此法制备的精子cDNA片段，用Cy3荧光物

质标记后，与36×34的芯片阵列进行了单色杂交，杂交结果证实该文收集的精子cDNA探针具有较好的准确性和可信性，可进行进一步的杂交实验和分析

。进一步收集精子样品和人的淋巴细胞，采用与单色杂交相同的方法和程序，制备了Cy3标记的精子cDNA片段和Cy5标记的人淋巴细胞cDNA片段，与

42×40的芯片阵列杂交。杂交结果提示，精子中已有大量的基因表达，并且在精子中与基因复制、转录和转录调控以及蛋白质的翻译和降解等相关的基

因表达基本属于无差异表达类型或低表达类型，而与精子发生相关的基因、精子本身的特异性抗原等基因则显著高表达，如人精子相关抗原4、精子发

生相关基因2、DAZ3基因等。与能量生成密切相关的基因，如糖酵解相关基因表达上调，而与氧化磷酸化相关的基因则表达下调，这与获能前的精子主

要依赖无氧酵解供能的生理特点相一致。此外，在表达的基因片段中，有2个探针与人直肠腺癌cDNA消减文库中的基因高度同源，但功能未知，还有一

些基因探针与NCBI的NR和EST数据库比较，都未发现有同源性片段，推测是精子中特异表达的基因，已作为新EST向GeneBank进行了提交。

    为进一步扩大研究精子细胞的基因表达谱，该研究应用了人全基因组寡核苷酸芯片(AgilentHuman1B基因芯片)，对正常的睾丸组织与射精精子，以

及正常与无活力射精精子的基因表达谱进行了研究。采用cRNA线性标记扩增技术对精子的mRNA进行线性扩增和标记。杂交后该文建立了正常精子基因表

达谱，发现在待测的21073个基因中，正常精子两次杂交共同检测到表达的基因仅有2157个，包括目前已知的与精子的发生和活力相关的基因22个。精

子基因表达谱的建立展现了经射精获得的精子内表达mRNA的全貌，为我们进一步研究精子内所进行的各种分子生物学及细胞生物学过程奠定了基础。正

常精子与正常睾丸组织分别提取总RNA，纯化为mRNA后经cRNA线性标记扩增，并与人全基因组寡核苷酸芯片杂交，结果发现正常精子相对于睾丸组织而

言共有67个基因表达上调，包括16个目前已知的与发育相关的基因，14个与精子发生、成熟及活力相关的基因等如TCFL5、HIST1H1T基因等。除此之外

，这些表达上调的基因按照功能分类，还包括14个与配子发生相关的基因，13个与蛋白代谢及修饰相关的基因，11个与核苷、核苷酸、核酸代谢相关的

基因，10个与信号转导相关的基因，8个与蛋白修饰相关的基因，6个与蛋白磷酸化相关的基因和6个与细胞内信号级联放大相关的基因等。这些基因的

筛出，为进一步研究在精子成熟过程中发挥重要作用的基因提供了依据。

    正常精子与活力不足精子的基因表达差异分析发现活力不足的精子中表达上调的基因有69个，包括目前已知的与精子发育及活力明确相关的

C1QBP、SEMG2、ABP1、SPATA5、SEMG1、USP25、CREM、GRP58、NM139073.1共9个基因。表达下调的基因有116个，包括目前已知与精子发育及活力明确

相关的基因MGC26706、CATSPER1、ODF1、PRKAR2A、ROPN1、RSHL1、CATSPER2、AF053356CDS3、TEKT3、GAPDS、TEKT2、DJ473B4共12个。筛选出的其余

的差异基因初步认为都与精子活力不足的发生有关，当然确切的结论尚需进一步的研究确定。

    综上所述，该文通过提取精子的RNA，收集精子cDNA芯片探针，自制精子cDNA表达谱芯片并进行杂交分析，以及与人全基因组寡核苷酸基因芯片的

杂交分析，充分证实了精子中有较丰富的基因表达，建立了正常精子基因表达谱，筛选出了一些与精子发育成熟高度相关的基因和一些与精子活力不足

相关的基因，为进一步建立人类正常精子的指纹图谱，在基因水平揭示影响精子质量的因素，促进人类精子功能基因的研究，做出了有益的探索。

10.期刊论文 庄远红.ZHUANG Yuan-hong cDNA芯片技术的应用 -江西教育学院学报2006,27(3)
    主要介绍cDNA芯片技术在细胞代谢、环境压力反应、新基因发现、药物筛选等领域的应用.

 
引证文献(10条)

1.陈万涛 口腔颌面-头颈鳞癌的分子生物学研究[期刊论文]-中国口腔颌面外科杂志 2008(3)

2.王光平.陈方平.付敢 鼻咽癌细胞系IκBα mRNA表达及其DNA序列分析[期刊论文]-中南大学学报（医学版）

2007(5)

3.王晓岚.肖大江.朱国臣 中药及天然药物对鼻咽癌基础药理研究进展[期刊论文]-辽宁中医药大学学报 2007(6)

4.罗彪.韦启后.梁谨.黄世庆.黄冰 小檗碱对人鼻咽癌CNE-2 细胞端粒酶活性的影响[期刊论文]-陕西医学杂志

2007(10)

5.银晖.王光平.易红.冷如意.齐振华.付敢.陈方平 重组突变型IкBαcDNA对CNE1鼻咽癌细胞凋亡的诱导作用[期

刊论文]-现代肿瘤医学 2007(4)

6.罗彪.韦启后.梁谨.黄世庆.黄冰 小檗碱对人鼻咽癌细胞生长的抑制作用[期刊论文]-右江医学 2006(4)

7.余园媛.王伯初.彭亮.王晶波.曾辰 黄连的药理研究进展[期刊论文]-重庆大学学报（自然科学版） 2006(2)

8.杨欢 黄连阿胶汤化学成分的研究及对模型大鼠尿儿茶酚胺排泄量的影响[学位论文]硕士 2005

http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e5%ba%84%e8%bf%9c%e7%ba%a2%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22ZHUANG+Yuan-hong%22+DBID%3aWF_QK
http://d.g.wanfangdata.com.cn/Periodical_jxjyxyxb200603007.aspx
http://c.g.wanfangdata.com.cn/periodical-jxjyxyxb.aspx
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e9%99%88%e4%b8%87%e6%b6%9b%22+DBID%3aWF_QK
http://d.g.wanfangdata.com.cn/Periodical_hnykdx200304008.aspx
http://c.g.wanfangdata.com.cn/periodical-zgkqhmwkzz.aspx
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e7%8e%8b%e5%85%89%e5%b9%b3%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e9%99%88%e6%96%b9%e5%b9%b3%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e4%bb%98%e6%95%a2%22+DBID%3aWF_QK
http://d.g.wanfangdata.com.cn/Periodical_hnykdx200304008.aspx
http://c.g.wanfangdata.com.cn/periodical-hnykdx.aspx
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e7%8e%8b%e6%99%93%e5%b2%9a%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e8%82%96%e5%a4%a7%e6%b1%9f%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e6%9c%b1%e5%9b%bd%e8%87%a3%22+DBID%3aWF_QK
http://d.g.wanfangdata.com.cn/Periodical_hnykdx200304008.aspx
http://c.g.wanfangdata.com.cn/periodical-lnzyxyxb.aspx
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e7%bd%97%e5%bd%aa%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e9%9f%a6%e5%90%af%e5%90%8e%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e6%a2%81%e8%b0%a8%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e9%bb%84%e4%b8%96%e5%ba%86%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e9%bb%84%e5%86%b0%22+DBID%3aWF_QK
http://d.g.wanfangdata.com.cn/Periodical_hnykdx200304008.aspx
http://c.g.wanfangdata.com.cn/periodical-sxyxzz.aspx
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e9%93%b6%e6%99%96%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e7%8e%8b%e5%85%89%e5%b9%b3%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e6%98%93%e7%ba%a2%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e5%86%b7%e5%a6%82%e6%84%8f%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e9%bd%90%e6%8c%af%e5%8d%8e%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e4%bb%98%e6%95%a2%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e9%99%88%e6%96%b9%e5%b9%b3%22+DBID%3aWF_QK
http://d.g.wanfangdata.com.cn/Periodical_hnykdx200304008.aspx
http://c.g.wanfangdata.com.cn/periodical-sxzlyx.aspx
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e7%bd%97%e5%bd%aa%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e9%9f%a6%e5%90%af%e5%90%8e%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e6%a2%81%e8%b0%a8%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e9%bb%84%e4%b8%96%e5%ba%86%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e9%bb%84%e5%86%b0%22+DBID%3aWF_QK
http://d.g.wanfangdata.com.cn/Periodical_hnykdx200304008.aspx
http://c.g.wanfangdata.com.cn/periodical-yjyx.aspx
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e4%bd%99%e5%9b%ad%e5%aa%9b%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e7%8e%8b%e4%bc%af%e5%88%9d%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e5%bd%ad%e4%ba%ae%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e7%8e%8b%e6%99%b6%e6%b3%a2%22+DBID%3aWF_QK
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e6%9b%be%e8%be%b0%22+DBID%3aWF_QK
http://d.g.wanfangdata.com.cn/Periodical_hnykdx200304008.aspx
http://c.g.wanfangdata.com.cn/periodical-cqdxxb.aspx
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e6%9d%a8%e6%ac%a2%22+DBID%3aWF_QK
http://d.g.wanfangdata.com.cn/Periodical_hnykdx200304008.aspx


9.刘书静 鼻咽癌颅内转移的证型特点及其分子基础初步研究[学位论文]博士 2005

10.王玉祥 RNA干扰细胞周期检测点激酶CHK1和CHK2表达对食管癌细胞照射后细胞周期阻滞的消除作用[学位论文

]博士 2005

 

 
本文链接：http://d.g.wanfangdata.com.cn/Periodical_hnykdx200304008.aspx

授权使用：曹周华(caozh)，授权号：852666fc-d594-4f3f-a629-9e52008b5540

下载时间：2010年12月20日

http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e5%88%98%e4%b9%a6%e9%9d%99%22+DBID%3aWF_QK
http://d.g.wanfangdata.com.cn/Periodical_hnykdx200304008.aspx
http://s.g.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e7%8e%8b%e7%8e%89%e7%a5%a5%22+DBID%3aWF_QK
http://d.g.wanfangdata.com.cn/Periodical_hnykdx200304008.aspx
http://d.g.wanfangdata.com.cn/Periodical_hnykdx200304008.aspx

