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荧光差异显示 !"#克隆大鼠脑缺血相关基因 $%&&’()’

臧林泉，银 巍，皮荣标，邱鹏新，苏兴文，颜光美

（中山大学基础医学院药理教研室，广东 广州 "@##A#）

摘 要：【目的】研究大鼠急性局灶性脑缺血时缺血组织与非缺血组织中基因表达的差异，克隆出与脑缺血

相关的基因。【方法】应用荧光差异显示 U>3（6== U>3）从同一例大鼠大脑皮层缺血组织和非缺血组织中筛选
出有表达差异的基因片段，经反向 *’-VSW-N X(’V杂交，将杂交阳性的片段且经 39:U>3反复验证，选取差异明显
的片段进行克隆测序D 经生物信息学分析处理，选取同源性低的 ;79片段 3C，利用 T=*4"Y端快速扩增 U>3（"Z
34>;法）进行基因全长的克隆。【结果】利用 "Z 34>;法成功地克隆 ;79片段 3C至编码区，扩增并获取全
长 $ A!@ X[及完整的可读框 .136/，39:U>3及 *’-VSW-N X(’V印迹结果证实了克隆的结果，同源性分析发现该基
因 136与人大脑中已知的 H<44#!A#基因高度同源，同源性 BC\，编码 @CC 个氨基酸，为结构及功能未明确蛋
白质，该基因定位于大鼠第 @@号染色体长臂 . @@P) @% /。【结论】应用荧光差异显示 U>3成功地自大鼠体内克隆
到与人 H<44#!A#相似的基因，其在大鼠急性局灶性脑缺血中明显上调，该蛋白质结构及功能均未见报道及研
究，其显著地差异表达提示其在脑缺血病理过程中具有重要作用。
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差异显示技术广泛应用于多种组织中 51;L
的差异表达 7 J K。该方法具有高效、安全、快速、灵敏、

可靠等优点。我们使用此种方法用来筛选与急性局

灶性脑缺血过程中相关差异表达的基因。中风与其

他原因引起的急性局灶性脑缺血是目前威胁人类

生命健康的重大疾病之一。各种病因引起的急性局

灶性脑缺血，其病理生理过程均有共同的表现，缺

血缺氧及再灌注引起的脑细胞调亡是一个多步骤、

多因素、序贯的复杂过程，涉及到多种基因及其产

物的相互作用，多种信号通路相互调节和拮抗，深

入了解急性脑缺血发生过程中的分子机制对于提

高病人生存水平，推动脑缺血的预防和治疗的研究

是十分必要的。

J 材料和方法

JM J 动物模型的制备
取每只体质量为 CFD I C"D 6雄性大鼠 JD 只，

用 JDD 6 N O的水合氯醛 P 5O N Q6腹腔注射麻醉，尼
龙线栓塞大脑中动脉 ?@L0RA。动物手术苏醒后，
以出现 ST’(&’氏症（眼裂变小），提尾左前肢内收
屈曲或爬行时向左侧划圈者为手术成功的标志，CD
6 N O CB PB F=氯化三苯基四氮唑（)’$-4&(.+ )&)’*UT+$V
24+T’$#&B WW0）染色证实模型成功 7 C K，将动物放置在

有保暖措施的环境 ? PH X DY F A Z中，待缺血 JCD
5$( 后取脑组织进行液氮贮存或者立即用 [(>$)’T=
6&(公司的 W’$UT+ 1;L抽提试剂盒提取缺血和非缺
血组织的 1;L。
JY C *+,-差异显示
采用 \&(T5.] S[^1R\</S 51;L /’T%$+& _$)

进行荧光差异显示逆转录聚合酶链反应 ? ‘aa
1W=/01A，包括 JC个 Pb锚定引物和 CD个 Fb端随机
引物及用四甲基罗丹明 ? W@1A 标记的另一套相同
的 JC个 Pc 端锚定引物，包括：!缺血区和非缺血
区组织中 1;L提取；" 1;L质量鉴定；#逆转录
反应（1W）；$聚丙烯酰胺 PDDD d高压电泳；% /01
切胶回收差异条带；& WL克隆；’测序等。
JY P 反向 ,%&./"&0 12%.
以 (PC/=#0W/ ?北京亚辉生物工程公司 A 作为

反应底物，利用反转录酶将 1;L样品反转录成带

(PC/ 标记的 2a;L，胶回收试剂盒纯化探针。分别
与缺血与非缺血脑组织所提取的 1;L样品进行杂
交，常规方法进行预杂交、杂交、曝光（Pe 4）显影定
影，并行灰度分析。

JY E 34,-56端快速扩增 756+-89:法
采用 W*Q*’*公司的 Fb1L0^试剂盒，1L0^是

基于 /01技术，由已知部分 2a;L顺序进行 /01
扩增来获得完整 2a;L Fb和 Pb端的方法 7 P K。由于

^9W? &]-’&,,$T( ,&fV&(2& )*6 A 片段是从 Pb端反转录
得到的，故仅利用 Fb1L0^克隆未知全长即可得到
未知基因全长，首先利用基因特异性引物和 [(>$)=
’T6&( 公司的 9V-&’,0’$-) )反转录酶将总 1;L 反
转录成 2a;L，用 1;L连接酶将其连接环化，再利
用已知序列设计的两对 /01 引物进行巢式 /01
?(&,) /01A 扩增，即可扩增出未知片段部分，将克
隆出的片段测序，1W=/01 和 ;T’)4&’( 3+T) 确认
1L0^结果。
JY F +;<=8+
应用 1L0^扩增出的可读框 ?R1‘A 序列 ? EDe

3- A设计上下游引物 ‘和 1，!=*2)$( ?CFD 3- A作为参
照，随机选取 e只雄性大鼠进行线栓法制作局灶性
脑缺血模型，将缺血及非缺血区反转录得到的 2a=
;L作为 /01反应模板，/01参数为 !E Z B F 5$(g
!E Z B PD ,g FD Z B PD ,g HC Z B J 5$(g PD个循环；
HC Z B JD 5$(g 取 F *O /01产物在 JF 6 N O琼脂糖
凝胶电泳，对 _[LLDC"D和 !=*2)$(的 1W=/01产物
进行灰度扫描，计算二者条带体积 ?条带面积乘以
条带图像灰阶强度值 A 比值。
JY e ,%&./"&0 杂交

;T’)4&’( 3+T)试验采用 1T24&公司的 a;L 9)*’)
a[\ O*3&+$(6 _$) )标记和显色。以克隆出片段的
R1‘为模板，以地高新标记的 #:W/作为荧光标记
物，按照试剂盒说明标记 2a;L探针，常规方法进
行预杂交、杂交、显色。

JY H 序列同源性分析
输入 ;0h[（4))-G N N iiiY (23$Y (+5Y ($4Y 6T>）

的核酸库，用 h+*,)(软件与 (’B #h^9W数据库比较，
寻找感兴趣的 ^9W,，判断基因的同源性及其特性，
再在 :($\&(&中查找相应的定位信息。
JY " >+?识别及编码氨基酸的相似性分析
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图 ! 大鼠脑缺血相关基因 "## $%&差异部分图谱
"’() ! $*+,’*- .*/ 01 "## $%& ’2 &*, 3+*’2 ’4567.’*
,-. -/0- .123.44/56 57 %8 /6 /49-.:/;< =< >56 /49-.:/;? %< ’4-.:/;

图 8 大鼠脑缺血相关基因反向 90+,67+2 3-0, 杂交结果分
析

"’(: 8 ;67 +74<-,4 *2*-=4’4 01 +7>7+47 90+,67+2 3-0, ’2 +*,
3+*’2 ’4567.’*

@6 A-. B.7AC ,-. 656 /49-.:/; -DE3/F/G.F 3.4HBA4 /4 5EA;/6.F 735:

235E. 4D6A-.4/G.F 735: :%>( 57 656 /49-.:/; ;3.;? 56 A-. 3/0-AC ,-.

/49-.:/; -DE3/F/G.F 3.4HBA4 /4 5EA;/6.F 735: 235E. 4D6A-.4/G.F 735:

:%>( 57 /49-.:/; ;3.;

对 %($I扩增出的序列进行 @%J识别，将其
编码的氨基酸序列利用 KB;4A 数据库（-AA2C L L
MMM< 69E/< 6B:< 6/-< 05N L KB;4A L KB;4A2）进行相似性
分析以初步了解所克隆基因的功能，使用 O>(4A;3P
KB59Q（-AA2C L L MMM< EB59Q4< 7-.3.< 530）和 #3.F/9A#35R
A./6（-AA2C L L 9HE/9< E/59< 95BH:E/;< .FH L 22）对所克
隆基因可能存在的结构域及可能的蛋白质结构进

行预测。

* 结 果

*< S &9?含量及纯度
从缺血区脑组织中提取的 %>( 含量为 *< TU

!0 L !=? 其 (*8) L *+)比值为 S< !8。非缺血区（正
常）%>(含量为 U< US!0 L !=? 其 (*8) L *+)比值为
S< !*。通过琼脂糖凝胶电泳鉴定 *+V 和 S+V4 处
%>(比值为 * W S。检测结果表明所提取的 %>(含
量较高，并且没有 %>(降解。
*< * .&9?差异显示结果
反应产物行高分辨率变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳，经激光扫描后得到差异表达图谱。从图上我们

按照左右灰度比大于 *< )或小于 )< T扣胶回收，共
扣胶 *X条；再扩增后电泳验证共得到差异条带 *X
条，其中在缺血侧上调表达的有 SX条。经过筛选、
测序行序列分析后，得到 ST个序列（含两个相同序
列，%S)与 %SX），其中 U个为低同源性序列，S*个
为已知序列。%8为低同源性序列之一，其在缺血区
和非缺血区中差异显著，在缺血区条带 %中明显
上调表达，在非缺血区中基本看不到条带 Y图 S Z。

*< U 反向 90+,67+2杂交结果
图 *是反向 >53A-.36杂交的结果，左边是非缺

血侧的 :%>(合成的探针杂交的结果；右边是缺
血侧的 :%>(合成的探针杂交的。%>(上样量和
探针量均为相同剂量且缺血侧与非缺血侧样本均

来自同一动物，从图中可见P %8两个点均可见阳
性杂交斑点，且缺血区斑点信号强度高于非缺血区

信号，表明 %8为阳性片段，且在急性缺血中上调
表达，验证了差异显示的结果。

*< [ @A&?%B全长克隆
根据 T\%($I的原理，利用已知的 IV,片段设

计出片段特异性的 %,引物和两对 #$%引物，提取
缺血区总 %>(，经反转录后进行环化，再进行两轮
#$%反应（巢式 #$%），两轮反应均分别以上、下游
单边引物和空白模板作为对照排除假阳性扩增和

非特异性扩增，结果测序，待完全找到引物及重叠

片段之后，制备 O>(探针进行 >53A-.36 EB5A杂交分
析，确定片段大小，若未得到全长，继续在获得片段

的 T\端设计引物进行新一轮的扩增直至得到全长，
结果得到 [ +*S E2的片段。与 >53A-.36 EB5A杂交信
号基本一致。同源性检索分析发现与从人大脑克隆

出的 &’(()*+)基因相似，同源性高达 !+]，开放
阅码框含 S88个氨基酸，但是其结构和功能尚未明
了。对 &’(()*+)所编码的氨基酸序列进行功能预
测，2354/A.软件提示 &’(()*+)末尾第 SST ^ SU[氨

第 * 期
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图 ! 大鼠脑缺血相关基因 "#$$%&’% ()*+,(
-./0 ! ()*+,( (12345 67 "#$$%&’% .8 (95 :;9.8 .2<=1>.9

#$ %&’ ()*+,*- .)/, !$ 01’’"23" 4/ /5/ 4678,(4) *)9 :*)4/-

.)/, 2$ !;)794/ :)/< 4/ /5/ 4678,(4) *)9 :*)4/- .)/, =$ 01;

’’"23" 4/ 4678,(4) *)9 :*)4/- .)/, >$ !;)794/ 4/ 4678,(4) *)9 :*)4/

?5(@)*, 5A 4678,(4) )/< /5/;4678,(4) B498 69C<,/9 9,69，! D "E """ !3F " G "E ""!

表 ! HF 与 !;)794/ HI;J?H扩增产物的灰度扫描体积比值

I):K, ! I8, L5KC(, *)945 5A HF )/< !;)794/ :)/< 4/ HI;J?H

= 讨 论

大量研究表明，脑缺血后差异表达的基因参与

脑缺血损伤过程并起到一定的关键作用。研究脑缺

血后基因差异的表达可以探明缺血后脑或神经元

损伤的机理，而且可能为预防和治疗缺血性脑疾病

开辟一条新途径。基因的差异表达可以通过简单的

成熟技术鉴定，如 &5*98,*/杂交、HI;J?H、原位杂
交等。这类技术只适用于特异的有限的已知基因，

不适合研究大量起关键作用的未知基因。随着分子

生物学技术发展，对于脑缺血基因差异表达谱分析

可采用近年来发展成熟的新方法，如消减文库 M消

减杂交法（6C:9*)794L, K4:*)*4,6 M 6C:9*)794/, 8N;
:*4<4O)945/）、代表性差异分析法（*,@*,6,/9)945/)K
<4AA,*,/94)K )/)KN646）P 差异显示（<4AA,*,/94)K <46;
@K)N）、%&’芯片（%&’ 784@）等。使用这些技术不仅
可以研究已知的基因，而且可以发现未知的基因。

荧光差异显示 J?H方法具有高效、安全、快速、灵
敏、可靠等优点，可以高效地克隆出不同病理生理

条件下差异表达的基因。但是 (H&’差异显示方
法有假阳性率较高的特点 Q > R，为克服这些缺点，我

们采用反向 &598,*/ 杂交确定阳性片段，多次
HI;J?H对阳性片段进行再验证其在缺血与非缺血
侧的差异表达，基本排除了假阳性差异片段和片段

假性差异表达的可能性，经克隆测序后将同源性低

中山大学学报 S医学科学版 T 第 2U 卷

基酸和 !!V;!23氨基酸为跨膜区，且在 !!3 W !=2))
处为螺旋状二级结构。

2E U ?6;5=1;8 :465杂交
&5*98,*/ :K59 杂交表明我们克隆的大鼠 01;

’’"23"分子为 > 32! :@，与 H’?X获得的序列基
本一致，图 =。

2E F ()*+,(

以克隆 YHZ长度为模板设计出一对引物，以
!;)794/作为参照，随机选取 F只大鼠制作急性局灶
性脑缺血模型，结果可见缺血区与非缺血区差异有

统计学意义，进一步证实了差异显示的结果图 >。
01’’"23"与 !;)794/ HI;J?H扩增条带的灰度扫描
体积比值 S[HF M ((= M [ !;)794/ M ((= T 见表 !，!检
验显示其差异有统计学意义（ " G "E ""!）。
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图 @ 大鼠脑缺血相关基因 ?6;5=1;8 :465分析

-./0 @ ?6;5=1;8 :465 9894A2.2 .8 ;95 :;9.8 .2<=1>.9
&5*98,*/ ^K59 )/)KN646 B)6 @,*A5*(,< 4/ 7,*,:*)K 4678,(4) )*,)P

B8478 685B6 5/KN 5/, 6@,74A47 :)/< S> 32! :@ :)/< 4/ HF K)/, T E I846

*,6CK9 75/A5*(,< 98, ACKK K,/_98 5A 98, _,/, B, _59 46 > 32! :@ S# K)/, 46

()+,* T



!"!臧林泉，等 # 荧光差异显示 $%&克隆大鼠脑缺血相关基因 ’())"*+"

的片段 &,利用 -.&)%/再进行全长克隆。
结果我们成功地克隆了该基因，其结果经

01234526 7813证实，含有完整的 9&:，同源性分析发
现其与人大脑中克隆出的 ’())"*+" 基因高度同
源。该基因定位于大鼠第 !! 号染色体长臂
!!;< !=，蛋白质结构及功能预测表明该蛋白质具有
一跨膜区，且本区域附近同时也富含螺旋状二级结

构，表明其为一重要的结构域，其功能可能与生物

膜转运通道或者膜上受体有关，氨基酸同源性分析

表明 ’())"*+" 编码的蛋白质与已知蛋白质未见
同源性，为未知蛋白质，其结构及功能尚待研究阐

明。总之，大鼠体内 ’())"*+"表达的蛋白质可能
为胞膜上一新的蛋白质，它在胞浆中以何种形式存

在及作为胞膜一种受体怎样传递信号及传递何种

信号尚待深入研究。

生物信息学分析研究还发现，’())"*+"在人
体内有两条 >&0)序列，其长度分别为 , ?"? 7@
和 , +=A 7@；也定位于第 !!号染色体。大鼠体内
与 ’())"*+" 同源性在 ?-B以上的 >&0)序列有
+条之多，分子大小分别为 ! CC-、* ,,"、* ,AC、
= *A=、C ",+、C !=A、, =*? 7@，我们克隆的片段大小
为 C +*! 7@，它们在 -.端和蛋白质编码区一致性很
好，=.端差异却很明显，说明蛋白质的编码序列可
能具有高度的保守性，这与多基因家族的特点相吻

合 D -E , F。我们自大鼠体内克隆得到的 ’())"*+"基
因就可能是某种多基因家族中的一个成员。

&)%/技术的主要优点是快速、灵敏，短时间
内即可获得新基因的 GH0)全长，如果一个基因是
多基因家族的成员，用基因特异性引物（IJ$）可能
同时扩增几个高度同源的 GH0)KDA F。但是，我们是
从 =. 端 设 计 引 物 进 行 &)%/ 扩 增 ， =.LM&
NO632P6K8P35Q 25RS16T很少含有内含子和如编码区内
的保守序列，更能确确地代表基因 D + F，在进行

&)%/时从缺血区脑组织中仅扩增出一条产物，还
是有相当高的特异性的。尽管如此，&)%/方法扩
增的片段受到反转录阶段的影响比较大，反转录长

度不同就得到不同长度的 GH0)，&)%/扩增出的
片段长度也不等。使用高保真、高效地扩增长片段

的逆转录酶就显得十分重要，在本实验中，我们采

用 (6U1321R56公司的 JO@52K %2S@3 !反转录出的产

物进行 &)%/扩增，一次就可以扩增出 *< C V7的
片段，最多经过 ! W =次 &)%/扩增即可得到目的
片段。

我们现在正进行其正义表达载体及 &0)S 表
达载体的构建，导入原代培养的大鼠皮层和小脑颗

粒细胞中，观察对由于缺氧、谷氨酸兴奋性和低钾

诱导神经细胞凋亡后的影响，检测 ’())"*+"被阻
断后对细胞生长表形的影响，纯化 ’())"*" 蛋白
质制备单抗，检测其在神经组织中的蛋白质水平的

表达和定位情况。
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