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!基础研究!

硫化镍转化人支气管上皮细胞

基因差异表达芯片的研究

宾晓农!吕嘉春!谭敏!纪卫东!陈家堃

!摘要"!背景与目的!近年研究发现硫化镍"!"##可引起人支气管上皮细胞"$%&’()*+(,$"’-./"0$.-"’-
,.--$12345#发生恶性转化及转化细胞致 癌 性$其 机 制 可 能 与 !"#引 起 基 因 突 变%多 种 转 录 因 子 的 异 常 表 达

有关&为此$本研究利 用 !"#恶 性 转 化 的 体 外 培 养 细 胞 模 型$用,6!7微 阵 列 技 术 研 究 经 !"#转 化 后 的

12345细胞基因的差异表达$从基因组水平探讨!"#所致细胞恶变的 相 关 基 因 差 异 改 变&方 法!分 别 提 取

12345和经!"#单独处 理 发 生 转 化 的 !"#812345细 胞 的 总 9!7$逆 转 录 合 成,6!7并 以:;<8=:>?和

:;@8=:>?荧光素分别标记制作探针&探针混合后与含ABBB个人类基因的芯片杂交&以#,’(7**’;ABBB扫

描仪扫描芯片$以C.(?"D?*+<EB软件分析荧光信号$然后对差异表达的基因进行生物学信息分析&结果!
!"#812345细胞 样 本 与12345 细 胞 样 本 比 较$呈 现 差 异 表 达 的 基 因 有1@1个"<EFGH#$其 中G1个

"@<E2AH#上调$FB个"A2E<2H#下调&结论!!"#的转化作 用 与 应 激 反 应 基 因%免 疫 相 关 基 因%6!7合 成 和

修复基因%代谢相关基因%原癌基因和抑癌基因等多类基因的异常表达有关&
!关键词"!硫化镍!!人支气管上皮细胞!!基因芯片
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<I1FB2@1#%广东 省 自 然 科 学 基 金"JBB11B@A#%广 东 省 科 学 技 术 项 目

"JBBJ4<B1BA#%广东省社会发展领域 科 技 计 划 项 目"JBBA81<I8AF#和 广

东省医学科学技术研究基金项目"4JBBJB@G%4JBB1BF@#资助

作者单位(@1B1GJ!广州医学院化学致癌研究所"宾晓农%吕嘉春%纪卫
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!!金 属 毒 物 镍 及 其 化 合 物 广 泛 地 存 在 于 自 然 环 境

中$人类在生活和生产过程中过量接触会对机体产生

不良影响并具有潜在致癌性$是国际公认的人类化学

致癌物&人们曾对镍及其化合物的毒性及致癌机制作

了大量的研究$取得了一定的成果&随着分子生物技

术的广泛应用$在此方面的研究更加深入&近几年来
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对金属毒物硫化镍!!"#"在分子毒理方面开展的一些

研究工作发现#!"#可引起人支气管上皮细胞!$%&’(
)*+(,$"’-./"0$.-"’-,.--#12345"发生恶性转化#其恶

性转化细胞可致小鼠成瘤#机制可能与!"#引起基因

突变$6!7高度甲基化$特异性抑制组蛋白乙酰化$改
变多种转录 因 子 的 表 达 等 有 关%此 外#!"#还 可 抑 制

6!7损伤修复而促进细胞癌变&1’(由于 !"#致癌的

机制复杂&J’#所致恶性转化细胞在分子水平变化较多

且显著#本研究利用!"#恶性转化的体外培养细胞模

型#用基因表达谱芯片从基因组水平探讨!"#所致细

胞恶变的相关基因变化#为阐述!"#致癌的分子机制

提供资料(

0!材料与方法

0E0!转化 细 胞 模 型 构 建!人 支 气 管 上 皮12345细

胞株来自美国加利福尼 亚 大 学 心 血 管 研 究 所#!"#为

#"N&’公司产品(12345细胞以 Z5Z 培养基培养#
至细胞处于对数生长期后#加入终浓度为BE@"&+-)U
的!"#(!"#作用时间为JA$#每隔1B天处理1次#共
处理A次(细胞培养至第J@代#经细胞形态学观察$

:+(7凝集实验$软 琼 脂 集 落 形 成 率 分 析 及 裸 鼠 成 瘤

性实验#证实!"#诱导的细胞转化具有恶性转化的性

质#以 此 为 实 验 组 !!"#812345"(以 同 步 培 养 的

12345 细 胞 培 养 至 第 J@ 代 的 细 胞 为 对 照 组

!12345"(以实 验 组$对 照 组 传 至 第J@代 细 胞 作 为

基因分析的样品来源(

0EC!表达谱芯片!芯片由上海联合基因科技!集团"
有限 公 司 制 备#芯 片 型 号 3AB#(该 芯 片 包 括 离 子 通

道和运输蛋白基因#细胞周期蛋白基因#细胞骨架和运

动蛋白基因#6!7合成$修复蛋白基因#细胞受体$细

胞信号和传递蛋白基因#发育相关基因#原癌基因和抑

癌基因#细胞凋亡和应激反应蛋白基因#以及免疫相关

基因共ABBB个靶基因(另外芯片上还设有作阳性对

照的管家基因以及作阴性对照的水稻 VJ9!7基因$

3:Y外壳蛋白基因共@2个及空白点样点AB个#用以

监控芯片杂交数据的可靠性(本研究选用J张芯片对

细胞,6!7样本同时作平行分析(

0ED!9!7抽提及探针标记!用>*"R+-试剂!O(L"0*+8
N.(公司"按说明书方法分别抽提J组细胞样品的总

9!7(9!7 样 本 的 X6J2B)X6JGB 为JEB#JE1#总

9!7JB[电 泳 图 谱 有 清 晰 的JG#$1G#条 带#亮 度 比

约为J\1#且FB[水 浴 保 温1$后 的 电 泳 图 谱 无 变

化#说明9!7纯度合格#无降解(按芯片杂交试剂盒

!上 海 联 合 基 因 公 司 产 品"提 供 的 方 法#取2B"N总

9!7用于逆转录合成,6!7#逆转录,6!7链合成中

掺入荧光标 记=:>?标 记 制 作,6!7探 针(以:;<8
=:>?标记对照组!12345",6!7#以:;@8=:>?标记

实验组!!"#812345",6!7(使 用6!7纯 化 柱 纯 化

6!7(

0EE!预 杂 交$杂 交 及 洗 片!预 杂 交 液I@[变 性

J&"(#将待预杂交的玻璃芯片I@[变 性<BK后 放 入

无水乙醇中<BK#晾干(已变性的预杂交液加到 玻 片

上#AJ[预杂交2$(将探针在I@[水浴中变性J&"(
后迅速置于 冰 上(预 杂 交 过 的 玻 片 于I@[水 浴 中 变

性<BK后浸入无水乙醇<BK(将探针加在芯片上#用

盖玻片封片后置于密封舱#在杂交箱内AJ[杂交12$#
去盖玻片后用2B[的BE@H的洗片试剂1$JH的洗片

试剂J及@H的 洗 片 试 剂<逐 次 洗 涤1B&"(#再 用

BE@H的洗涤液1冲洗玻片#晾干后扫描(

0EF!扫描与分析!用#,’(7**’;ABBB扫描仪扫描分

析#观察杂交结果#采用AB个管家基因作阳性对照基

因!内参照"#对:;<和:;@的原始提取信号进行均衡

和修正(用 C.(?"D?*+<EB图 像 处 理 软 件 分 析:;<
和:;@两种荧 光 信 号 的 强 度 和 比 值(先 将 所 有 数 据

以前 景 值 与 背 景 值 相 减#得 出:;<$:;@标 记 的 强 度

值#将:;@小于JBB的强度值以JBB取代(根据总数

为(的有效基因!K.-.,0.=]1#:;<$:;@值两者皆大于

JBB或其一大于GBB#9"]:;@):;<在BE1#1B间"的

9"]:;@):;<的自然对数值9"*]O(!9""#算出9"*的

平均值9*#均一化系数!6]5̂ ?!9*"(将所有数据

项的:;<标记 强 度 乘 以 均 一 化 系 数!!6"#得 出 调 整

后的:;<#(将所有:;<# 小于JBB的强度值以JBB取

代(再计算所有基因调整后的9’0"+值!:;@):;<#"#
以9’0"+值$J或%BE@为 基 因 表 达 差 异 的 判 断 标 准

!上海博星基因芯片公司筛选标准"(

C!结果

CE0!差异表达基因的筛选!本芯片上设有的作阳性

对照的管家 基 因 以 及 作 阴 性 对 照 的 水 稻 VJ9!7基

因$3:Y外壳蛋白基因共@2个及空白点样点AB个#
用以监控芯片杂交数据的可靠性(本研究选用的J张

芯片 杂 交 时#阴 性 对 照 的 水 稻 VJ9!7 基 因G个$

3:Y外壳蛋白基因G个及空白点样点AB个的杂交信

号均很低#证实本数据是可靠的(筛选出第1张芯片

中9’0"+$J或%BE@的数据项共有1G2个#第J张芯

片共有12F个#将这J张芯片中都出现差异表达的数

据项筛 出#共1@1项#占ABBB种 人 类 基 因 的<EFGH(
这些数据所代表的基因在与两种探针杂交时表现出较
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大的差异!上下调趋势一致!且有较好的代表性"以J
张芯片中的相应基因的9’0"+值计算每一基因的平均

9’0"+值!最小的为BE1B@!最大的为GE<<2"表达上调

#平均9’0"+$J$的有G1个基因#@<E2AH$!表达下调

#平均9’0"+%BE@$的有FB个基因#A2E<2H$"差异表

达显著的基因列于表1%J及双色荧光标记叠加图#图

1$%杂交信号强度散点图#图J$"

表0!硫化镍转化人支气管上皮细胞!"#812345表达显著增高的基因#平均9’0"+$J!共G1条$

G/;0!V/8*.N%-’0.=N.(.K"(!"#812345

C.(4’(P＿"= !!!!’&.+M"=.(0"M".=N.(.’(=M%(,0"+(
9’0"++M:;@&:;<

#!"#812345&12345$

_,1 ,8&;,&癌基因 JE<@J
Z<1A2G *’K8-"P./*+0."(&97#癌基因 2EG21
7TBBF111 Z6ZJ8-"P./@<8)"(="(N/*+0."(#Z6Z^$&癌基因 Z6ZJ @E<I1
YB1@1J :.--%-’*+(,+N.(.,8M+K&癌基因 AEJBA
7UB<1JG1 #"&"-’*0+Z+%K.‘(08A&癌基因 @E<A1
V1G2F1 #0’0J&#>7>&癌基因 <EJ1@
3%&+*M1J aO77BBJ@&癌基因 <EI<1
3K%2JI2J O(082&癌基因 JE22@
3%&K’0)1’ Z79&#796!7)"(="(N/*+0."(##7>41$&癌基因 JE@<A
3K&/J1$+& 3+&+-+N+%K0+&+%K.?J1&癌基因 JE@1F
6GF2G@ aO77BJAAN.(.&癌基因 JE1AF
3%&,-P1’ ,-P1&癌基因 JEB22
!Z＿BB2B<@ :6:AJ8)"(="(N/*+0."(P"(’K.).0’&细胞周期调控 JEFF@
V<FBJJ :;,-"(8=./.(=.(0P"(’K.A#:6aA$&细胞周期调控 @E<B1
7TB1@@IJ :=,F#:6:F$&细胞周期调控 <EBB<
7TB12@GJ :$.,P/+"(0P"(’K.:$P1#:3a1$&细胞周期调控 <EABJ
!Z＿BB2BBF b"(,M"(N.*/*+0."(J12#b!TJ12$&细胞周期调控 JEA<2
bJJ@<< 7Ua81&生长因子受体!细胞增殖 <EAGF
!Z＿BBB@GJ #.,*.0.=/$+K/$+/*+0."(1##??1$&与细胞增殖有关 AE<GJ
74B11@<F Z5CTA&Z5CTG&内皮生长因子 <E1GA
!Z＿BB1A<1 5*;0$*+,;0.&.&)*’(./*+0."(&红细胞膜蛋白 JEB22
F̂B<J2 Z’,Z’*,PK&K"N(’-0*’(K=%,0"+(细胞增殖 JEG<1
2̂GJFF >;*+K"(./$+K/$’0’K.&酪氨酸磷酸#酯$酶!细胞增殖信号传导 FEIF2
3K%1JF2F Z"0+N.("(=%,.=(%,-.’*+*/$’(*.,./0+*促有丝分裂核受体 <EBJ@
7)B1<<GJ 6V#?2&细胞增殖 JE2GG
3K&,/BF Z.&)*’(.,+M’,0+*/*+0."(&膜共同因子蛋白 JE2<I
3KK0+&’0BF 3%&’()’(=FEJ)K0+&’0"(&红细胞表面蛋白带 JE122
$K)&AB 5D0*’,.--%-’*&’0*"D/*+0."(4Z8AB&细胞外骨架蛋白 JEFBI
3VZO!>4@7 O(0.N*"().0’8@K%)%("0&整合素).0’8@亚基 JEB@F
ÎJ1B2 4-.+&;,"($;=*+-’K.&博莱霉素水解酶!耐药 @E<@G
3%&L"&< Y"&.(0"(#3%Y"&<$&长柔素 <EAAF
3%&/*/ ?*"+(/*+0."(#?*?$&感染素蛋白 JEJI<
U1B<<< !.%*+.(=+,*"(.8K/.,"M",/*+0."(7#!#?$&神经内分泌 AEFBB
B̂AFA1 ?C?(.%*+.(=+,*"(.&’*P.*/*+0."(&神经内分泌 JE<1<
!Z＿BB21G< !.%*+0.(K"(#!>#$&神经内分泌!肿瘤高表达 <EBB@
Z1@@1G 08?7&组织型纤维蛋白溶酶原!肿瘤转移 <E2@A
1̂AAJB ?*+8’-/$’810;/.<,+--’N.(&胶原蛋白!与肿瘤转移相关 2EJJG
WB<A2A :+--’N.(’-/$’8J&胶原蛋白!与肿瘤转移相关 @EBBA
VJ11JG U%&",’(&与肿瘤增殖%转移相关 <EBAJ
Z11<1< 7-/$’8J8&’,*+N-+)%-"(&巨球蛋白!与肿瘤转移相关 <E1BF
^ZBGAIG1 U’&"("(*.,./0+*&与肿瘤转移相关的基因 JEBB<
V@A@@I .OT</AB&翻译抑制因子!肺癌高表达 AE<B<
6G2<JJ :’-&.N"(&组织蛋白酶 JEB@I
#FIGI@ :’0$./K"(XJ’$%&’(!K/-..((&组织蛋白酶#肿瘤转移有关$ JEB@I
3K0%&/ >*’(K-’0"+(’--;,+(0*+--.=0%&+*/*+0."(&肿瘤蛋白翻译控制 <E2F1
@̂F@AG !8,’=$.*"(&钙粘蛋白!信号传导!与肿瘤转移相关 2EAA@
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续表1

C.(4’(P＿"= !!!!’&.+M"=.(0"M".=N.(.’(=M%(,0"+(
9’0"++M:;@!:;<

"!"#812345!12345#

3K&’+/1A Z+(+’&"(.+D"=’K.0;/.7"1A#!7型单氨氧化酶 JE11J
3K%BGBIJ 3"K0’&"(.!8&.0$;-0*’(KM.*’K."3!Z>#!组氨酸!8甲基转移酶 JE1@G
7MB<G22J <S1<).0’81$A8N’-’,0+K;-0*’(KM.*’K.!<S1<).0’半乳糖苷转移酶 JEFIJ
3K%BI@1B C-;,;-809!7K;(0$.0’K.!甘氨酰09!7合成酶 JEIAJ
3K(&0=, !768依赖亚甲基四氢叶酸脱氢酶环式水解酶!代谢 AEI@J
3%&,)K’ :;K0’0$"+("(.).0’8K;(0$’K.":4##!丙氨酸丁氨酸硫醚).0’合成酶 FE<AI
!Z＿BBAGF< 4:UJ8’KK+,"’0.=’0$’(+N.(.@"47C@#!凋亡抑制 2EJB1
7TB1FIG2 #79?1!凋亡相关分泌蛋白$抗细胞凋亡 <EGI2
#F<@I1 33:?7FG$+&+-+N!Y6V?1!氧化还原激活 <EBBG
61<A<@ ?OC8T"/$+K/$’0"=;-8"(+K"0+-8N-;,’(,-’KKT#!细胞因子 AEJB1
7TB<BAJG U%(N0;/.8$,.--&.&)*’(.$>1’8J!肺$型细胞相关蛋白 JE11F
ZIB2@F >%&+*’(0"N.("U2#!肿瘤抗原 GE<<2
F̂IJ<A 9")+K+&’-/*+0."(U11!UJ2!<J!UI!A1核醣体蛋白 <E112
7TB2@<GI >.0*’K/’(!5>8A!!5>82 AEJB1
_BB@B< a.*’0"(1I!角蛋白1I <EJJA
Ĝ22I< 3.L"(-"P./*+0."(!与肿瘤相关 2EF<J
!Z＿BB@<A2 3.’0K$+,PFBP6!热应激蛋白FB AE<B1
3%&IJF’ O(0.*M.*+(8"(=%,")-./*+0."(I8JF!干扰素可诱导蛋白 JE<FA
7MB21J21 b"(,M"(N.*/*+0."("Z4UU#!锌指蛋白 JEIIA
3KK1BB/,) :’-,"%&8)"(="(N/*+0."(#1BB?!钙结合蛋白#1BB FEB12
3%&*’)2’ C>?8)"(="(N/*+0."("9742#!C>?结合蛋白 JEGGG
3K%@IGFF U+Q8Z*C>?8)"(="(N/*+0."("974<1#!小C>?结合蛋白 AEI2B
3K/’)/"" ?+-;’=.(;-’0.)"(="(N/*+0."(%!聚腺甘酸结合蛋白 JEJAA
7MBJI<A2 :$-+*"=.,$’((.-/*+0."(<":U:!<#!氯离子通道蛋白 JEBBI
3K-"/,* U"/+,+*0"(!钙结合蛋白"肿瘤标记# JEB<J
3%&N*/F@ Z"0+,$+(=*"’-3#?F@!线粒体 3#?F@ JEBA2
3K1G= O(0.*M.*+(8"(=%,")-.N.(.M’&"-;!干扰诱导基因 JEBI1
3K&"0N Z"0+,$+(=*"’-6!7!线粒体6!7 <E<2@
3K%@F2I< >TOO6K%)%("0K>7TJB’(=>7T1@!转录因子 JE<JI
3VZO#CT<7 >*’(K,*"/0"+(M’,0+*O#CT8<!转录因子O#CT< JE1J<
7MB2F1FB 7-/$’.(=+K%-M"(.!’-/$’巯基基因 JEBI<
3K%IJB1A 6.M.,0"L.&’*"(.*0*’(K/+K+(3K&’*J!转座子缺失 JEJ<2
C1G<<F #>#N.(+&",!序列标记位点 JE@<@
3K%GBFAF :7C3<!转录 JEB<2
7MBFB21A JAF<J%(P(+Q(!未知基因 JEB@J

图0!实验组与对照组细胞样本双色荧光标记叠加图

H.(0!>$.J8=;.K,’(("(N*.K%-0K+M&.*N.="&’N.+M$;)*"="R"(NK"N8

(’-K+M:;<812345’(=:;@8!"#812345+(N.(.,$"/

:+-+*+MK/+0K"(&.*N.="&’N.K$+Q.=.D/*.KK"+(K0’0%K+MN.(.K%%/8

*.N%-’0"+("*.=#$=+Q(8*.N%-’0"+( "N*..(#$(+,$’(N."(.D/*.KK"+(
";.--+Q#

图C!实验组与对照组细胞样本杂交信号强度散点图

H.(C!>$.K,’00.*/-+0+M$;)*"="R"(NK"N(’-K+M="MM.*.(0"’--;.D/*.KK.=

N.(.K).0Q..(12345’(=!"#812345+(N.(.,$"/

:;@8!"#812345"_8’D.K#!:;<812345 "̂8’D.K#K,’00.*/-+0%>$.*.=

K/+0KK$+Q.=%(="MM.*.(0"’--;.D/*.KK.=N.(.K$0$.;.--+QK/+0KK$+Q.=

="MM.*.(0"’--;.D/*.KK.=N.(.K
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表C!硫化镍转化人支气管上皮细胞!"#812345表达显著降低的基因!平均 9’0"+%BE@"共FB条#

G/;C!6+Q(8*.N%-’0.=N.(.K"(!"#812345

C.(4’(P＿"= !!!!’&.+M"=.(0"M".=N.(.’(=M%(,0"+(
9’0"++M:;@$:;<

!!"#812345$12345#

UA1GFB 9.0"(+)-’K0+&’K%K,./0")"-"0;/*+0."(!941#$抑癌基因94 BEABJ
V@B@<A 49:7J$乳腺癌易感基因 BE1IG
WB<B2G 6!T1@@J!-%(N#$,$*+&+K+&.</$染色体<?"#:U:易缺乏 BE<JA
74B1F<2< T*"RR-.=81$卷曲蛋白"‘(0抑制物"抑制细胞增殖 BE1B@
7TB<FIGI #>7>"($")"0+*8J$#>7>抑制基因"抑制细胞增殖 BEA2B
74BJB<1@ 6",PP+/M81!$=PP81#$‘(0信号抑制物 BEJB1
VAGA<2 T*’N"-.^&.(0’-*.0’*=’0"+(/*+0."(TZ9J/$脆性^综合征 BEA@1
:’L.+-$K< :’L.+-"(81N.(.$肿瘤抑制基因!信号传导蛋白# BEJ1J
7MBA<F<< 6.’0$.MM.,0+*=+&’"(8,+(0’"("(N$死亡效应子功能域 BEJIB
7M1JAAAB Z7C50%&+*’(0"N.(61!Z7C5861#$肿瘤抗原 Z7C5861 BEA<F
3K%JJ<2A :;,-"(41N.(."/*+&+0.**.N"+($细胞周期素41调控启动区 BEA12
!Z＿BBJA<I Z#3<$6!7错配修复基因 BEAA1
V1G<BB 6’&’N.8K/.,"M",6!7)"(="(N$6!7损伤结合蛋白 BEA1<
6J1J<@ 339J<7/*+0."("̂?:$6!7切除修复基因 BE<<1
!Z＿BB@F<J 976@B$6!7断裂修复基因 BE<1J
3K*’=J T-’/.(=+(%,-.’K.81$核酸内切酶1 BEABG
3K%<IG1F 4-++&%KK;(=*+&./*+0."(!4UZ#$6!7切除修复基因 BEA1B
_BF@I@ >TOO3$转录因子"6!7修复 BEJJ1
V<JIG2 .̂*+=.*&’/"N&.(0+K%&N*+%/5$̂ ?56!7切除修复 BE<I2
7WB1BBA2 9$+N%’("(.(%,-.+0"=.8.D,$’(N.M’,0+*$与6!7修复有关 BE<B1
!Z＿BB<<2J V*’,"-86!7N-;,+K;-’K.!V!C#$6!7碱基切除修复 BEJG2
!Z＿BB2@I2 ?+-;&.*’K.0$.0’!?XUc#$聚合酶>"与6!7修复有关 BEA<G
!Z＿BB@A<1 9̂::J$6!7修复基因 BEAG<
!Z＿BB2FI< 7(0"+D"=’(0/*+0."(1!7X?1#$抗氧化蛋白 BE11@
V1JAFJ C-%0’0$"+(.#80*’(KM.*’K.!C#>/$"#$C#> BE1<A
!Z＿BB1@1J C#>7A$C#>家族 BE<B2
7TBA<1B@ C-%0’0$"+(.#80*’(KM.*’K.&%<!C#>Z<#$C#>家族 BE<JF
!Z＿BBFB@F b‘1B"(0.*’,0+*!b‘O!>#$着丝粒组分 BE<BF
!Z＿BBJJ1J O(0.N*"().0’A)"(="(N/*+0."(!O>C4A4?#$4.0’整合素 BEAG2
7TBFB2BB 4.0’80%)%-"($微管蛋白 BE<<<
7MB@I211 !%,-.’*&’0*"D/*+0."(!9?$4!!9?4#$核蛋白骨架 BEA@1
3K%<21GG :-’0$*"(’KK.&)-;/*+0."(@B!7?@B#$内涵素安装蛋白 BEAGB
!Z＿BB2<GG >’0"(0.*’,0"L./*+0."(!>O?2B#$诱导凋亡 BEJJF
3K0K,JJ >#:8JJ$诱导凋亡"抑制细胞增殖 BEJ<G
VGJGJG 70’D"’0.-’(N".,0’K"’!7>Z#$细胞周期调节"诱导凋亡 BE<J1
7TB<FAAG C9_894?$9!7转录和结构稳定基因 BE1IB
@̂@@AA >954/*+0."($核因子 BEA@2
WBAGBI :;0+K+-",’=.(;-’0.P"(’K.!7a1# BE<<I
Z2IBA< Z768<$与调节!T8P’//’4有关 BE<12
!Z＿BB22BI Z7?<aJ$Z7?a信号传导 BEA<F
7MBBAF11 #"N(’-*.,+N("0"+(/’*0",-.K%)%("0I!#9?I#$信号识别 BEAG@
!Z＿BB1<B1 :+*./*+&+0.*.-.&.(0)"(="(N/*+0."(!:X?54)#$核蛋白 BEAB1
Z@IA2@ >%&+*(.,*+K"KM’,0+*’-/$’"(=%,")-./*+0."($>!T诱导基因 BE<<B
@̂IGIJ OT!8"(=%,")-.N’&&’J$干扰素诱导基因 BEJIA
3%&J2K/K/ J2#/*+0.’K+&.K%)%("0/IF$>!T受体相关蛋白 BE<<1
U1I1G@ !’0%*’-P"--.*,.--.($’(,"(NM’,0+*$!a细胞增强因子 BEAB<
7)BB1GFJ U.%,"(.R"//.*).’*"(NP"(’K.$亮氨酸链激酶 BEJ2A
7TBJBB<G !76?8=./.(=.(0"K+,"0*’0.=.$;=*+N.(’K.!O63#$代谢 BEJGF
ZJ<11A :’-,"%&87>?’K.!3a1#$钙7>?酶 BEA<G
V1AIFB 3%&’(*")+K+&’-/*+0."(#@$核糖体蛋白 BEJBF
7TBFB@AG J8+D+N-%0’*’0.,’**".*/*+0."($代谢 BE<<1
U12GAJ V)"S%"(+-,;0+,$*+&.8,*.=%,0’K.$与线粒体呼吸链有关 BE<2F
U<FI<2 Z"0+,$+(=*"’-.-+(N’0"+(M’,0+*>K$线粒体翻译延伸因子 BE<G1
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续表J

C.(4’(P＿"= !!!!’&.+M"=.(0"M".=N.(.’(=M%(,0"+(
9’0"++M:;@!:;<

"!"#812345!12345#

VJF2AI 4>CJ!抗细胞增殖家族$信号传导 BEJ<@
7TBAAI@G !763!线粒体呼吸链 BE<<B
3%&.(+’ 7-/$’.(+-’K.!’-/$’8磷酸丙酮酸水化酶 BEAFI
3%&$&N,+’ <8$;=*+D;8<8&.0$;-N-%0’*;-,+.(R;&.7*.=%,0’K.!<羟8<甲基戊二酰辅酶7还原酶 BE<1@
B̂JF21 T")*+(.,0"("T!/*.,%*K+*#!粘连蛋白 BE<@B
74BB@BAF #3<)"(="(N!非受体结合蛋白$与细胞生长调节有关 BEAGJ
7M1J@BIG 3#?:B<F/*+0."(!热休克蛋白 BEA21
7TBI1A<< :;,-"(5J!细胞周期素5J$影响细胞有丝分裂 BEAA@
7MBBAF11 >Q+8/+*./+0’KK"%&,$’((.->?a:1!双微孔钾离子通道 BE<A@
!Z＿BBAAGB T%,+K;-0*’(KM.*’K.G"TV>G#!墨角藻糖基乳糖 BEAAF
!Z＿BBAAB< 6.’M(.KK$=+&"(’(0@"6T!7@#!听力损伤易感基因 BEA1B
7TBBFGF1 >+*K"(7"6_>1#!与脊柱炎有关的易感基因 BEJ1A
7TBB22J1 5&)*;+(",-%(N/*+0."("3V5U#!胚肺蛋白 BE11G
3K*(’K&M #&/*+0."(T!小核糖核蛋白家族T$参与肿瘤免疫 BEAII
7aBBB@2B TUWJB@@<M"K$,-+(.a7>11GB2$$"N$-;K"&"-’*0+ F̂I@<@3 BEAA<
3K%G1BBA C>JA!"C>JA#!与抑制肿瘤转移有关 BEJFB
3K0%))J 4.0’JN.(.!).0’8J基因$与白介素82有关 BEJFJ

CEC!差异表达基因的生物功能分析!对1@1个差异

表达的基因逐 个 在C.(4’(P及 其 他 相 关 数 据 库 中 进

行检索$根据其功能进行分类"表<#%

表D!硫化镍转化人支气管上皮细胞!"#812345差异表达基因的功能分类

G/;D!:-’KK"M;+MM%(,0"+(M+*0$.="MM.*.(0"’--;.D/*.KK.=N.(.K"(!"#812345

!?+0.(0"’-N.(.M%(,0"+(
6"MM.*.(0"’--;

.D/*.KK.=N.(.K

6+Q(8*.N%-’0.=

N.(.K

V/8*.N%-’0.=

N.(.K
?*+8+(,+N.(.’(=0%&+*K%//*.KK+*N.(. J< 11 1J
O+(,$’((.-’(=0*’(K/+*0/*+0."( J 1 1
:.--,;,-./*+0."( I A @
:;0+KP.-.0+(’(=&+L.&.(0/*+0."( I @ A
7/+/0+K"K’(=K0*.KK*.K/+(K./*+0."( @ < J
6!7K;(0$.K"K$*./’"*’(=*.,+&)"(’0"+( G A A
6!7)"(="(N$0*’(K,*"/0"+(’(=0*’(K,*"/0"+(M’,0+*K JF 2 J1
:.--%-’**.,./0+* 1G 1B G
O&&%(.*.-’0.=N.(. G @ <
:.--K"N(’-’(=0*’(K=%,0"+(/*+0."( I 2 <
Z.0’)+-"K&N.(. 12 1B 2
?*+0."(0*’(K-’0"+(’(=K;(0$.K"K*.-’0.=N.(. 1< J 11
6.L.-+/&.(0*.-’0.=N.(. A < 1
>+0’- 1@1 FB G1

D!讨论

肿瘤作为一种复杂的多基因疾病$用单基因的特

征是难于解释肿瘤的全部发病机制的&<’$因此$从多基

因的角度探讨基因的变化规律是当前研究肿瘤发病机

制的关键切入点%细胞内拥有大量的基因$基因与基

因之间存在激活与抑制的平衡$肿瘤的发生就是基因

失平衡的结果%通过检测基因的表达状态可以了解基

因的功能状况$但检测基因表达水平的传统方法敏感

度不够高"如!+*0$.*()-+0#$每次仅能检测单个或几

个基因的表达"如9>8?:9#$有的还须大规模测序"如

#7C5#等%而新近发展起来的,6!7微矩阵基因芯

片$不但可高敏感度地定量(定性检测基因表达水平$
而且可同时研究同一组织或不同组织中成千上万个基

因的表达&A$@’$突 破 了 仅 能 检 测 单 个 或 几 个 基 因 表 达

水平的局限性%
化学物致癌作用同样不是单一基因的行为$而是

涉及到多种基因的变化$因此近年来的研究认为$化学
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物所致肿瘤同样是多基因综合作用的结果!在用致癌

物诱导细胞基因改变方面"_.等#@$研究了四价铬诱导

肺7@AI细胞的基 因 表 达 谱"发 现 铬 可 诱 导1@B条 基

因表 达 增 高"FB条 基 因 表 达 降 低!b$’+等#2$用 石 棉

诱导人支气 管 上 皮 细 胞45?J6转 化"比 较 转 化 细 胞

与正常细胞"发现1@条表达差异基因!范保星等#F$用

2B个肺癌相关 基 因 制 成 芯 片 对 人 支 气 管 上 皮 恶 性 转

化细胞模型45?J6的基因表达进行了检测!本研究

通过对 !"#诱 导 的 恶 性 转 化 细 胞%正 常12345细 胞

基因的表达谱差异筛选"发现1@1条基因呈差异表达

&<EFGH’"其中G1条基因在!"#诱导的恶性转化细胞

中表达增高&JEBJH’"FB条基因在恶性转化细胞中表

达下降&1EF@H’!从上述芯片的基因表达谱可知"致

癌物诱导恶 性 转 化 的 基 因 表 达 谱 上 有 差 异 的 基 因%
@H"说明少数基因的异常就可导致癌变的发生!

对本表达谱差异表达基因的分析显示"硫化镍转

化人支气管上皮细胞涉及相关基因数较多"包括原癌

基因和抑癌基因"细胞周期相关基因"6!7合成(修复

基因"6!7结合(转录基因"细胞信号和传递相关基因

以及代谢基因等!对大多数类别的基因"既有上调"又
有下调"可见其转化活性是对各类基因协调作用的结

果!我们认为基因芯片技术在筛选化学物转化细胞导

致相关基因的改变上"具有高通量(高敏感(快速等特

点"对化学物在细胞(分子毒作用和致癌机制的研究中

意义重大!有研究报道了硫化镍转化人支气管上皮细

胞所致基因表达改变与其致细胞转化机制的联系#G$!
通过对本表达谱差异表达基因的部分生物功能分析"
观察到原癌基因表达上调有1J条"抑癌基因表达下调

11条"它们的改变从分子机制角度推测是均有利于细

胞的恶性转变与肿瘤的发生(发展!此外"其余有关基

因的变化亦从基因组水平提示"探讨!"#所致细胞恶

变的相关基因变化可从硫化镍转化人支气管上皮细胞

模型&!"#812345’研究入手"也为阐述!"#及重金属

类化合物致 癌 的 分 子 机 制 提 供 了 重 要 数 据 与 研 究 方

法!有关更多更详细的基因表达谱差异表达基因生物

信息学分析"尚待进一步的研究!
志谢!基因芯片检测由上海博星基因芯片公司完成"特此

致谢！
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