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应用大规模测序技术和生物信息学研究造血干／祖细胞

的基因表达及新基因的识别和克隆

吴济生 茅 矛 付 刚 周 隽 张庆华 顾 健
黄秋花 沈 宇 俞亚萍 徐淑华 王亚新 陈 竺

（上海第二医科大学附属瑞金医院．卫生部和上海市人类基因组研究重点实验室 上海 200025)

摘 要 从新生儿脐血和成人骨髓中分选出造血干／祖细胞（HSC / HPC)，构建成cDNA文库，对其进

行大规模表达序列标签(EST)测序，通过生物信息学等手段分析基因表达谱，并进行新基因的全长

cDNA克隆。在所测的10 512条可分析EST序列中，有9 866条来自脐血CD34+细胞，其中4 697条

(47.6%）为已知基因，2 603条（26.4%）为已知 EST, 1 415条（14.3%）代表未知 EST。在己知基因中．

8.2％基因与造血相关，22.7％涉及细胞代谢、结构和迁移，13.0％与细胞分裂和防御相关，26.2％与

RNA、蛋白质的合成相关，10.6％和细胞信号传递有关。对一些已知和未知的EST，综合测序、生物信

息学等方法，进行全长克隆，已获得23个新基因的全长cDNA,
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Abstract Hematopoietic stem/ progenitor cells were isolated from umbilical cord blood and adult bone

marrow, and sub异ct to cDNA library construction. The gene expression pattern in CD34'cells and the

identification and cloning of novel genes were performed by sequencing ESTs and analyzing them with the

tools of bioinformatics. Among the obtained 10 512 ESTs which could be further analyzed, 9,866 were

from umbilical cord blood where 4 697(67.6%) were known genes, 2 603(26.4%) were known SSTs and 1

415(14.3%) represented novel ESTs. Within the identified genes, 8.2% was involved in hematopoiesis,

22.7% was associated with cell metabolism, structure and mobility, 13.0% was linked to cell division and

defence, 26.2% was related to RNA protein synthesis and 10.6% was related with cell signal

transduction. In parallel, we developed an efficient working system combining sequencing, bioinformatics,

etc. and obtained 23 full-length cDNAs from both known and novel ESTs identified in this work.
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大规模测序技术是刚兴起的一项技术，一般年测序达100万碱基对以上〔’〕。就基因识别而言，方法有基因组
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DNA测序和源于mRNA的cDNA测序。为获知整个人类基因的状况，基因组测序是一种非常有效的策略，但

必须辅以有效的计算机和软件及昂贵的测序费用；后者，因长度一般为500--8 000 by，故易于克隆和测定，但

因某些基因表达的特异性或低表达，难免造成遗漏。目前，要多、快、好、省地识别和克隆新基因，cDNA测

序可能是一条捷径。此外，生物信息学在大规模测序中起着极为重要的作用，它可将未知基因和已知基因进行同

源性比较，从而推测未知基因的可能功能，并可利用电脑对DNA序列进行查询、组装、翻译甚至研究高级结

构

造血干细胞（HSC）是造血组织中一类既能自我更新、又能分化为各类终末血细胞的细胞(2)。造血干／祖细

胞的增殖、分化所形成的血细胞动态平衡过程，即为造血的过程。CD34抗原在干细胞为强阳性，在早期祖细胞

仍为阳性，可持续到晚期祖细胞c 3)。约1.5％的骨髓单核细胞（MNC)表达CD34，而CD34＋细胞群中90％以上

为祖细胞〔3气 通常采用CD34+CD38-in-, CD34+CD33-HLADR＿参数抗原精选干细胞和祖细胞〔’6)。造血系

统不仅发挥着重要的生理功能，而且在不同发育阶段基因表达亦有差异。它对细胞的分化、增殖和凋亡的精细调

控使之成为研究发育调控和细胞分化的良好材料，同时造血生长因子在整个生物技术和生物制药工程中又处于中

心位置，因此研究造血系统对整个生物医学工程来说是相当重要的。鉴于HSCs在整个造血系统中的重要地位、

我们以不同发育阶段（胎儿和成人）的造血干／祖细胞(CD34+细胞）和造血干细胞(CD34+/ CD38-（细胞）研究其基

因表达

1材 料 和 方 法

取新鲜脐血（共643例，约 15L，来自上海市五所医院产房）与成人骨髓（共 16例、约2.6升，来自正常献髓

者），抗凝后 Ficoll分离出单个核细胞，以抗 CD34抗体标记后经 MACS和 FACS分选出 CD34+ ' CD38-（与

CD34+i CD38十两细胞群，用TRIZOLLS试剂（GIBCO）抽提总RNA。因RNA总量较少，选用CLONTECH的

试剂作RT/ PCR扩增得到cDNA，加装衔接子，再与ZAPII载体（Strantagene公司）相连，分别构建成脐血和

成人骨髓CD3旷细胞的cDNA文库。在辅助噬菌体帮助下进一步环化、包装、裂解，再感染SOLR细胞

(Stratagene)，作in vivo excision、用含IPTG和x-gal的氨节平板鉴定，挑选白色菌落，扩增后提取质粒 测序

反应用PE公司的Dye-Primer试剂，在9600 PCR (Perkin Elmer）上进行延伸反应，产物乙醇沉淀后，由ABI

PRISM 377 DNA自动测序仪（Perkin Elmer）进行测序，通过Power Macintosh 7200/ 90(Apple）计算机控制，并

用Data Collection. DNA Sequencing Analysis和Factura (Perkin Elmer）等软件先对原始数据进行记录、收集、
形成数据库、分析并读出其碱基组成，再经Factur“去除载体和模糊序烈。清晰序列输到SUN工作站（(Enter-
prise 150）进行同源性分析。1作站数据库为GenBank Release 100.0和EMBL．Release 50.0等，含30万条基因
和76万条EST序列，所用的GCG软件包可对序列进行编辑、比较、装军和搜索：所测序列先用FastA软件和
自己的数据库进行比较，筛掉冗余或有部分重叠的序列，再用Blast软件与一你nEMBL进行比较，丫般与已知基
因有95％以上同源性的序列即为已知基因。较低或无同源性的片段再与一EST库进行比较，同上标准筛出已知

EST,最后所剩即是可能的未知基因，再根据与其相关的基因的同源性和功能及其全长大小（((3夕kb),挑选序列进
行全长实验并明确其功能。 ＿

2结 果 与 讨 论 一 ．

经MACS分选后富集了CD34十细胞，纯度达95％一99，再经FACS分选，纯度可达99·表1示分选
前后克隆形成率的变化，证明细胞功能仍然完好，RNA抽提量为：脐血CD34+细胞：238.7lig; CD34十／CD38-
细胞二0.3<<g；骨髓CD34＋细胞：158.8pg; CD34+/ CD38一细胞：0.3tig。共构建了脐血CD34+, CD34+/ CD38-

细胞和成人骨髓CD34十细胞三个cDNA文库。滴度测定：一般在I护一l Obpfu / Ug；重组效率：蓝白噬菌斑比例

在 1:1左右，即重组子占50%；插人长度见表 2所示。截止到 1997年 12月 10日，已测了 13 669条 ES丁。有

10 512条EST可作进一步分析，其中，9 866条来自脐血CD34+细胞，646条来自骨髓CD34+细胞。在来自脐
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血的EST中，4 697条（47.6%）序列代表已知基因，2 603条（26.4%）代表已知EST, 1 415条（14.3%）代表了未知

基因。已知基因按其细胞生物学功能分为：(1)造血；(2)细胞分裂；(3)细胞信号传导／联系；(4)细胞结构22迁移；

(5）细胞／机体防御；(6)基因／蛋白表达；(7)代谢；(8)功能不明。从其分布来看，造血相关基因占总数的8.2%.

35.7％与基础能量代谢、细胞结构、细胞分裂相关，26.2％与 RNA、蛋白的合成相关，另有 10.6％与细胞信号

传递相关。并已获得 23个全长cDNA克隆，其中部分全新的人类新基因的功能也已明确，如人类ABC(ATP

Binding Cassette）转运体基因。

表 1 MACS分选前后集落形成率比较

CFU-GM (unit/ 104) CFU-E (unit/ 104) CFU-MK (unit／104)

单核细胞

CD34＋细胞
CD34+细胞富集倍数

12.2

512

42

9.6

252

26

6.8

208

31

表2 随机克隆的插入片段长度分布

插人片段长度（kb) 脐血CD34＋细胞文库（％） 骨髓CD34＋细胞文库（%)

＜ 0.5

0.5- 1.0

1.0- 2力

2.0- 3.0

47

18

24

11

28

44

28

大规模测序各步骤是紧密相连的，任何一环出现问题都会影响结果，必须对整个流程进行严密质量监控 因

此，材料必须来源于健康人体，在离体后 4小时内即进行分选。检测滴度、重组效率和插人长度来保证文库质

量 滴度低表明插人序列和载体连接时出现问题，重组率较低可能是由于插人片段较短引起。随机挑选克隆，

PCR扩增后，通过琼脂糖凝胶电泳检测插人片段长度．所抽质粒，以超螺旋多者为佳，RNA和基因组DNA的

污染应少或无。所测序列，峰形应尖且高度适中，重叠区少，若模板纯度不高，会致背景信号复杂，影响分析

测序结果中ACTG比例应维持在一定水平，如某一碱基含量明显减少，可能在测序反应中有加样错误。数据经

Factura处理后、再人为去除长度小于100bp或未读出比例大于3％的序列。

PCR方法建库对 RNA需要量少，一般纳克量即可，文库含较高比例的全长cDNA，且消除了基因组和

poly(A)RNA的污染，可省去mRNA纯化的步骤，但在一定程度上会影响基因表达丰度的代表性，扩增时，循

环数越多，越易导致一些非特异性的扩增。文库的污染有二基因组 DNA、线粒体DNA和核糖体 RNA。基因

组的污染多为Alu，且所得EST和已知Alu的同源性均达70%--90%。在体外，Alu可由RNA polUl转录、经

自身引物反转录成cDNA，再插人到基因组DNA中，这可能是造成其冗余度（(Redundency)较高的原因〔’〕 冗

余序列是指插入外源cDNA片段完全一致的序列，不包括来源于同一基因而有部分重叠的序列。冗余度较高原

因有：属高表达基因，如一些管家基因、PCR人为导致和invivo excision所致‘冗余度随invivo excision的时间

延长而提高，因为 invivo excision即有减切的过程，又有复制的过程，时间过长势必造成复制过度而冗余度增

加 冗余度以每次in vivo excision后测定的前 150条序列中每条序列出现的平均次数来计算。in vivo excision的

时间为2.5, 2.0及 1.5小时的时候，冗余度分别为5.5. 1.8和 1.2,

就库的整体情况，造血特异基因在已知基因中所占比例并不高，而一些管家基因，包括核糖体蛋白、组蛋白

及与代谢相关的酶等有较高表达，它们在所有组织细胞中表达可能都较高，这无益于本研究。表3为所测！0512

条序列的总体评价。

由于才刚起步，所获信息尤其是与造血相关的信息还不多，但通过已做的工作，一套稳定的大规模测序体系

已经建立起来，造血干／祖细胞基因表达的轮廓也初步被勾画出来，近二十多个全长 cDNA已被克隆，相信随

着工作的进一步深人，越来越多有意义的基因会被我们所获取．
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表 3 文库质A的评估（基于1 492条cDNA序列）

序 列 克隆数 含 量（％） 序 列 克隆数 含 量（％）

细菌DNA

Alu顺序

线粒体DNA
核糖体RNA

0

36

53

18

0

2.4

3.6

1.2

无插人片段克隆

短插人片段克隆
有用序列
无用序列

16

54

1198

294

1.1

3.6

80.3

19.7
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中国人群5-轻色胺2A受体基因中T102C多态性

与精神分裂症的联系①

李 胜1)顾牛范2)冯国郑2）刘万清1)沈 韬1)贺 林1,3)
(1中国科学院上海生命科学研究中心、上海 200031)

(2上海市精神卫生中心 上海 200030) (3中国科学院上海脑研究所．上海 200031)

摘 要 在研究5-经色胺2A受体基因多态性与精神分裂症的关联分析中，调查了202例精神分裂症患者及

202例正常对照。各相匹配组间比较未发现基因型和等位基因频率的显著性差异。结果提示，在中国人群中

5-经色胺2A受体的静态T102C突变与精神分裂症之间不存在关联。

关键词 5-经色胺2A受体基因多态性，精神分裂症
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Analysis of Association Between T102C Polymorphism in the Serotonin

2A Receptor Gene and Schizophrenia in Chinese Population

LI Sheng') GU Niufan'̀) FENG Guoyin2) LIU Wanging') SHEN Tao" HE Lin'};'
(1 Shanghai Research Center of Life Science, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031)

①本课题研究得到了中国科学院及上海市科委的经费支助。




