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摘 要
: 【目的】研究子宫肌瘤与正常子宫肌组织中的基因表达差异

,

筛选及克隆子宫肌瘤的致病相关基

因
。

[方法1应用荧光标记的 m R N A 差异显示技术
,

比较 11 例子宫肌瘤及其正常子宫肌组织基因表达的差异
,

对

获得差异片段进行克隆
、

测序及同源性分析
,

并对其中 5 条差异片段在子宫肌瘤及正常子宫肌组织中的表达情

况进行 RT
一

Pc R 分析
。

[结果 ] 差异片段 N 0
.

3
,

5
,

1 1
,

12 在子宫肌瘤正常及异常组织中的表达均存在差异
。

其中

N .o 3 差异片段在 8 例子宫肌瘤组织中有表达
,

而相应的正常组织中仅 2 例有表达
。

N O
.

5
,

1 1
,

12 差异片段在子

宫肌瘤中的表达水平高于正常子宫肌组织中的表达水平
。

【结论】在子宫肌瘤的发生和发展过程中存在多个基

因的表达异常
,

其中 d aP S基因有可能在子宫肌瘤组织中呈特异性的表达
,

ul aP 14
,

沮 aP 25
,

ul aP 26 基因在子宫肌

瘤组织中存在表达差异
,

推测这些基因有可能与子宫肌瘤的发病有关
。
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子宫肌瘤是女性生殖器官中最常见的良性肿

瘤
,

据国内统计
,

妇科住院病例中子宫肌瘤的患病

率占 3
.

3% 一
20

.

5 %
,

大约 7 0% 一
80 % 的子宫肌瘤发生

于 3 0一 5 0 岁之间 1[]
。

目前手术切除仍是子宫肌瘤的

主要治疗手段 121
。

寻找在子宫肌瘤发生发展中出现

的特异性的基因变化
,

将有可能为药物治疗的研究
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提供新靶点
。

实验证实荧光标记 m R N A 差异显示

技术可应用于子宫肌瘤的研究中 l3]
,

并已分离出在

子宫肌瘤组织中呈低表达的基因片段 l4]
,

现应用该

技术对子宫肌瘤组织与正常子宫肌组织之间的基

因表达差异状况进行研究
,

分离在子宫肌瘤组织中

呈高表达的基因片段
,

以期分离到子宫肌瘤的致病

相关基因
。

1 材料和方法

1
.

1 材 料

1
.

1
.

1 组 织来源 标本来 自 200 2 年 4 月至 2 00 4

年 2 月间于我院行手术治疗的子宫肌瘤患者 n

例
,

年龄 3 3一5 6 岁
,

平均年龄 43
.

5 岁
。

每例患者均

取手术切除的肌瘤组织及瘤旁正常组织
,

并经病理

检查证实
。

组织离体后立即在液氮中速冻
,

并置于
-

70 ℃冰箱中保存
。

一 1
.

2 试 $l] 知
2 0 1 R e a g e n t (

.

一步法总 R N A 提取

试剂 ) ( G I B C o 一B R L 公司
,

美国 )
,

F l u o r o D D a n d

H IE R O G L Y P H m R N A P r o if l e K i t ( B e e k m a n
公司

,

美

国 )
,

S u p e sr e ir p t 逆转录酶 ( G I B C O 公司
,

美国 )
,

R N a s e 一

fer
e D N a s e

( R o e h e
公司

,

美 国 )
,

d N TP
、

p e E M 一T E a s y 载体
、

及
o R 酶 ( p or m e g a

公司
,

美

国 )
,

E
.

z
.

N
.

A
.

lP
a s m i d M i n i p er p k i t ( Om e g a

公司
,

美

国 )
,

D N A 片段回收试剂盒 ( QI A G E N 公司
,

美国 )
。

1
.

1
.

3 仪 器 c en
o m yx L R侧 D N A 测序 /差异显

示 系统 及 Gen
o m yx S C伽 荧 光 图象 扫 描 系 统

( B e e k m an 公司
,

美国 )
。

1
.

2 方 法
1

.

.2 1 组 织 总 R N A 提取及 鉴 定 参 照 T IR oz l

eR ag en t 试剂盒说明书分别提取子宫肌瘤组织及正

常子宫肌组织的总 R N A
。

用 R N a s e fr e e D N a s e
清除

总 R N A 中的 D N A
,

10 泌 琼脂糖凝胶电泳检测总

R N A 质量
,

紫外分光光度计测定浓度及纯度
。

总

R N A 样品要求完全无降解
,

月
一

A ” A/ 珊 1
.

9一 .2 0
。

1
.

.2 2 荧光差异显示 引物由 B ec k m an 公司提

供
,

包括 4 个锚定引物 ( 2 2 b p ) A p Z
、

A p 6
、

A 7P
、

A P g
,

以及 3 个随机引物 ( 2 4 b p ) A R p l 7
、

A R p 18
、

A即 1 9
。

锚定引物 3
’

端带有荧光素
一 4 甲基罗丹明

(t
e tr a m e ht y lhr

o d a m i n e ,

T M R )标记
,

包含 17 个碱基的

T :

通用引物序列 ; 随机引物 5
`

端含有 16 个碱基的

M
13 通用引物序列

。

RT
一 P C R 反应体系及条件

、

测序

胶 电泳及荧光扫描仪的操作均按照使用说明书提

供的方法进行
。

1
.

.2 3 差异片段的回收及再扩增 用手术刀切取

含有明显差异的
。 D N A 条带的干胶条

,

加 50 林L

.0 s x T E 缓冲液
,

37 ℃水浴 l h
,

使 D N A 从胶中溶到

TE 缓冲液中
, 一

20 ℃保存
。

将差异片段进行再扩增
,

反应条件同第一次 P C R 扩增
。

1
.

.2 4 P C R 产物的克隆 用 D N A 片段凝胶回收试

剂盒将扩增产物回收
、

纯化
。

在 .E 。

011 X --L 1 lB u e
感

受态制备后
,

将差异片段与 p G E M一 T E as y 载体连

接转化
,

转化后 的细菌进行培养及蓝白斑筛选
,

挑

选阳性克隆
,

以碱裂解法提取重组质粒
,

经 cE
o R

酶切鉴定
。

1
.

.2 5 测序及 同源性分析 将提取的阳性克隆质

粒 D N A 纯化及测序
。

将每一序列输人 N C BI 文库

中用 B LA S T N 的
n r
及 d b es t数据库分析其同源性

。

1
.

.2 6 R T 一P C R 半定量检测 将 or 例患者的子宫

肌瘤组织及子宫正常组织提取的总 R N A 进行逆转

录
。

按序列分析结果
,

用 p ir m er p er m ie r
软件设计差

异片段的特定引物 ; 以刀一ac t in 作内部参照物
,

进行

CP R 扩增
。

P C R 产物经琼脂糖凝胶电泳检测
。

2 结 果

2
.

1 D D一 C R 显示差异条带

子宫肌瘤组织和正常子宫肌组织的
c D N A 扩

增产物中存在着 3 00
一9 00 b p 大小不等的差异片

段
,

从 12 对两两比较的变性胶中
,

按照 cD N A 条带

的灰度比大于 .2 0 或小于 .0 5 确定回收并挑选差异

条带 N o
.

2
,

3
,

5
,

1 1
,

12
,

13 进行重扩增
,

其中 N o
.

2
,

13 条带在正常子宫肌组织中高表达
,

N .o 3
,

5
,

1 1
,

12

条带在子宫肌瘤组织中高表达 (图 l)
。

.2 2 差异 cD N A 片段的再扩增

将选取的 6 条差异条带用 M 13 和竹 通用引

物进行二次 P C R 扩增
,

将扩增产物进行 10 岁L 琼

脂糖凝胶电泳观察
,

见各泳道都没有出现混杂条

带
,

分子大小与显示结果相符
。

.2 3 c D N A 片段测序及同源性分析

将 6 条
c D N A 差异条带进行克隆

,

酶切鉴定
,

测序及同源性比较
。

序列测定后采用 lB as t 软件与

G en B an k 的数据库序列进行同源性检索
,

其中差异

片段 N o
.

2 为 已知序列 H o m o s a p i e n s 。 l o n e e e R G

1 24 m R N A s e q u e n e e :序列同源性分别为 9 6%
,

其余

的为未知功能的
c D N A 序列

。
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异 其中 N .o 3 差异片段在 8 例子宫肌瘤组织中有

表达
,

而相应的正常组织中仅 2 例有 表达
,

且表达

水平较子宫肌瘤组织中的低
,

另外 2 例患者中的肌

瘤及正常子宫肌组织中均无表达 (图 2) N。
.

5
,

11
,

12 差异片段在绝多数子宫肌瘤组织及正常子宫肌

组织中均有表达
,

且在子宫肌瘤中的表达水平高于

正常子宫肌组织中的表达水平 (图 3)
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3 R T 一 P C R 检测

将 4 条未知功能的
,

且在子宫肌瘤组织 中呈高

表达的差异 片段在子宫肌瘤 中的表达状况进行

R
『

r 一 P C R 半定量验证
,

发现差异片段 N
《 ,

.

3
,

5
,

1 1
,

12 在子宫肌瘤正常及异常组织中的表达均存在差

.2 4 新的
c D N A 片段提交 C e

nB
a n k

将 发现 的 4 条新 的
( .D N A 序列 ( N .o 3

,

5
,

1 1
,

12 ) 提交 G e n B a n k
,

并已获取序列号 N 。, 3

J荞列 号为 A B 17 5 s g o
,

基 因名称
u la p s

,

定位 于 5

号染色体 ; N .o 5 序列号为 A 1B 7 5 8 9 2
,

基 因名称

ul ap l4
,

定位 于 1 号 染 色体 ; N(
,

.

1 1 序 列 号为

A B 17 5 s 9 3
,

基因名称
u l a p 2 5

,

未 知来源
; N

〔 ,
.

1 2

序列号为 A B 1 7 5 8 91
,

基因名称
u lal, 26

,

定位于染

色体 l p Z I
.

l 一 2 1
.

3
。
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3 讨 论

研究表明子宫肌瘤的发生发展受体内多种因

素影响
,

包括雌
、

孕激素及其受体
,

各种生长因子及

其受体等
,

随着分子生物学技术的发展
,

发现细胞

凋亡相关基因及抑癌基因图等与子宫肌瘤的发生及

发展存在相关性
,

但在子宫肌瘤发生发展过程中
,

仍有许多基因变化需要进行深人的研究
。

m R N A 差 异 显 示 技 术 ( m R N A d i ffe
r e n ti a l

d i s p l a y
,

m R N A D D )是 19 9 2 年 L i a n g 等 [司发展 的用

于筛选差异表达基因的一种有效的方法
,

既可 以发

现已知基因的表达差异
,

也可以发现未知基因的差

异表达
。

该项技术具有快速
、

灵敏度高
、

重复性好等

优点
,

自问世 以来 已得到广泛应用
,

在肿瘤 7[,8] 及其

他疾病 9[]的病因等方面均检测出有意义的差异表达

基因
。

aP m h cu c i an 等
` l0]应用银染法 m R N A差异显示

技术对 子宫肌瘤进行研究
`

发 现 E R G一 l (ae lr y

g r o w th r e s p o n s e l )基因 m R N A的浓度在子宫肌瘤组

织降低
,

推测该基因在子宫肌瘤的发生和发展中起

了重要的作用
。

荧光标记的 m R N A 差异显示技术

则是基于荧光素用于测序的原理
,

对原有的 m R N A

差异显示技术进行改进
,

可直接在荧光扫描仪上确

定差异条带
。

本研究表明应用荧光标记的 m R N A 差异显示

技术可进行子宫肌瘤致病相关基因的筛选 3[]
。

实验

研究发现在子宫肌瘤组织中呈低表达的 N O
.

2 差异

片 段 与 G C R G l l4 基 因 序 列 同 源性 达 % %
,

eG nB an k 检索 已 知 G C R G l l4 基 因 序列定位于

6 p 22
.

3
,

是王刚石等在进行人胃癌低表达
c D N A 片

段筛选的研究中发现
,

功能仍不清
。

研究已证实

G C R lG l4 基因在子宫肌瘤组织及正常子宫肌组织

中均可以有表达
,

且子宫肌瘤中的表达水平低于正

常子宫肌组织中的表达水平
,

表明该基因与子宫肌

瘤的发病有关冈
,

有可能在抑制正常子宫肌细胞向

子宫肌瘤细胞转化的过程中发挥作用
。

本实验进一

步研究在子宫肌瘤组 织中呈高表达的 4 条新的
e D N A 序列 ( N o

.

3
,

5
,

1 1
,

12 )
,

在 G e n B a n k 获取的序

列 号 分 别 为 A B 17 5 8 9 0
、 z

气B 17 5 8 9 2
、

A B 1 7 5 8 9 3
、

A B1 75 89 1
,

在差异显示及 R T一 P C R 实验中均证实

这 4 条基因片段在子宫肌瘤中均呈现高表达状况
。

其中定位于 5 号染色体的
u l叩 8 基因在 8 例 ( 8/ 1 0)

子宫肌瘤组织中有表达
,

而相应的正常组织中仅 2

例 ( 2/ 10) 有表达
,

且表达水平较子宫肌瘤组织中的

低
,

推测该基因有可能在子宫肌瘤组织中呈特异性

的表达
,

而子宫肌瘤是良性肿瘤
,

其特异性表达的

基因并不多见
,

该基因的深人研究将有可能为子宫

肌瘤的发病机制提供新的线索
。 u l a p l 4

, u l a p 2 5
,

ul ap 26 基因在子宫肌瘤及相应正常子宫肌组织中

均可 以有表达
,

且子宫肌瘤组织中的表达量较高
,

故推测这些基因有可能与子宫肌瘤的发病有关
,

其

基因功能的变化可能是子宫肌瘤众多发病因素中

的某个环节或是病变的结果
,

其具体功能尚需进一

步研究
。
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