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正常细胞与镉转化细胞抑制消减 糟阅晕粤文库构建鄢
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摇 摇 摘摇 要院目的摇 构建正常人支气管上皮细胞渊员远匀月耘冤与氯化镉诱导转化 员远匀月耘 细胞间差异表达基因的消减

糟阅晕粤 文库遥 方法摇 以 员远匀月耘 为驱动子袁氯化镉诱导转化 员远匀月耘 细胞为检测子袁应用抑制性消减杂交渊杂杂匀冤方法

构建 糟阅晕粤 文库袁经 圆 次消减杂交和 圆 次 孕悦砸 后袁将巢式 孕悦砸 产物插入载体袁随机挑选克隆进行鉴定遥 结果摇 得

到纯度高及完整性好的总 砸晕粤 和 皂砸晕粤袁并扩增出良好的双链 糟阅晕粤袁糟阅晕粤 与接头的连接效率 跃 圆缘豫 袁最终使差

异表达基因得到富集曰经蓝白菌落筛选袁获得 员 圆园园 余个白色阳性克隆曰随机挑选 缘园 个白色克隆进行 孕悦砸 扩增袁显
示 怨远豫克隆均有 员园园 耀 远园园 遭责 的插入片段袁这些片段可能是差异表达基因糟阅晕粤片段袁提示用 杂杂匀 法及 栽 辕 粤 克隆

技术有效构建了两细胞株间差异表达基因的消减 糟阅晕粤 文库遥 结论摇 成功创建正常 员远匀月耘 细胞与镉转化 员远匀月耘
细胞差异表达基因消减 糟阅晕粤 文库遥
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摇 摇 镉及其化合物是一类工业毒物和环境污染物袁
可引起多种器官和系统损害袁甚至导致肿瘤发

生咱员暂 遥 根据国际癌症研究组织报告袁镉及其化合物

是确认的第一类致癌物袁是人类危害最大的金属毒

物之一咱圆暂 袁但目前镉致癌的机制尚未完全阐明咱猿暂 遥
人支气管上皮细胞渊员远匀月耘冤是镉化合物作用的主

要靶细胞之一袁前期研究已建立氯化镉诱发 员远匀月耘
细胞恶性转化模型咱源 原 缘暂 袁本研究应用抑制消减杂交

渊泽怎责责则藻泽泽蚤增藻 泽怎遭贼则葬糟贼蚤增藻 澡赠遭则蚤凿蚤扎葬贼蚤燥灶袁杂杂匀冤方法咱远暂 袁
构建正常 员远匀月耘 细胞与氯化镉诱导转化 员远匀月耘 细

胞间差异表达基因的 糟阅晕粤 消减文库袁为进一步大

量筛选和克隆镉相关特异性表达新基因奠定基础遥
员摇 材料与方法

员郾 员摇 主要试剂与仪器 摇 栽则蚤扎燥造 试剂渊美国 郧蚤遭糟燥
月砸蕴 公司冤袁则栽葬择 酶渊日本 栽葬运葬砸葬 公司冤曰韵造蚤早燥贼藻曾
阅蚤则藻糟贼 皂砸晕粤 试剂盒渊德国 匝陨粤郧耘晕 公司冤袁孕悦砸鄄
杂藻造藻糟贼栽酝 糟阅晕粤 杂怎遭贼则葬糟贼蚤燥灶 试剂盒渊美国 悦造燥灶贼藻糟澡 公

司冤袁栽韵孕韵 栽粤 悦造燥灶蚤灶早 运蚤贼渊美国 陨灶增蚤贼则燥早藻灶 公司冤曰
核酸蛋白定量仪渊德国 耘责责藻灶凿燥则枣 月蚤燥孕澡燥贼燥皂藻贼藻则 公

司冤袁孕悦砸 扩增仪渊美国 月蚤燥鄄砸粤阅 公司冤袁分子杂交

仪渊美国 哉灾孕 公司冤遥
员郾 圆摇 细胞培养摇 氯化镉体外诱导转化 员远匀月耘 细胞

模型咱缘暂 袁 应 用 正 常 员远匀月耘 细 胞 与 氯 化 镉 转 化

员远匀月耘 细胞袁以 员园豫 渊灾 辕 灾冤的基础培养基袁猿苑 益尧缘豫
悦韵圆 饱和湿度环境下进行培养遥
员郾 猿摇 砸晕粤 提取和纯化摇 细胞总 砸晕粤 提取采用 栽则鄄
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蚤扎燥造 试剂进行袁 并对 皂砸晕粤 按照 韵造蚤早燥贼藻曾 阅蚤则藻糟贼
皂砸晕粤试剂盒说明书进行纯化遥 提取总 砸晕粤 和

皂砸晕粤用核酸蛋白定量仪定量及检测其纯度袁以
员豫琼脂糖凝胶电泳检测其完整性遥
员郾 源摇 抑制性消减杂交 摇 采用 孕悦砸鄄杂藻造藻糟贼栽酝 糟阅晕粤
杂怎遭贼则葬糟贼蚤燥灶 试剂盒袁以正常 员远匀月耘 细胞为驱动子渊凿则蚤增鄄
藻则冤袁镉诱导转化 员远匀月耘 细胞为检测子渊 贼藻泽贼藻则冤袁按说

明书操作遥 取正常及镉转化 员远匀月耘 细胞 皂砸晕粤 各

圆 滋早 为模板袁合成双链 糟阅晕粤遥 纯化浓缩后分别酶

切袁鉴定酶切效率遥 将酶切后 栽藻泽贼藻则 糟阅晕粤分为 圆
组袁分别与接头连接遥 确认接头连接效率后袁用过量

阅则蚤增藻则 糟阅晕粤 进行第 员 轮杂交袁将上述 圆 个反应产

物混合袁加入过量新鲜变性 阅则蚤增藻则 糟阅晕粤 中袁进行第

圆 轮杂交袁补平 糟阅晕粤 分子末端遥 取圆 滋蕴 圆 轮消减

杂交后的产物袁进行第 员 次 孕悦砸 扩增曰最后将第 员
次 孕悦砸 产物作为模板进行第 圆 次 孕悦砸 扩增曰有效

扣除非特异性表达基因袁进一步富集差异表达基因遥
取第 圆 轮 孕悦砸 反应产物同未消减 贼藻泽贼藻则渊员 和 圆砸冤
经 员郾 园豫琼脂糖凝胶电泳检测消减结果遥
员郾 缘摇 糟阅晕粤 消减文库构建 摇 采用 栽韵孕韵 栽粤 悦造燥鄄
灶蚤灶早 运蚤贼袁用第 圆 轮 孕悦砸 产物建立连接体系遥 拿一

支 韵灶藻 杂澡燥贼 栽韵孕员园 糟澡藻皂蚤糟葬造造赠 糟燥皂责藻贼藻灶贼 糟藻造造泽袁加上

述反应液 源 滋蕴袁冰浴 缘 皂蚤灶袁取出 缘园 滋蕴 至一预热的

蕴怎则蚤葬鄄月藻则贼葬灶蚤 平板上渊含 缘园 耀 员园园 滋蕴 氨苄青霉素冤袁
猿苑 益培养过夜遥 计数平板上蓝色及白色菌落袁随机

挑取 缘园 个白斑克隆袁将挑取的菌落以 圆缘园 则 辕 皂蚤灶尧
猿苑 益摇菌过夜袁取 员 滋蕴 菌液作为扩增模板袁以 栽苑
和 栽猿 序列为引物进行 孕悦砸 扩增遥 员郾 园豫 普通琼脂

糖凝胶电泳观察是否有插入片段袁并鉴定消减文库

克隆的插入片段大小及分布范围遥
圆摇 结摇 果

圆郾 员摇 总 砸晕粤 及 皂砸晕粤 纯度及完整性分析 摇 总

砸晕粤 检测结果显示 粤圆远园 辕 粤圆愿园在 员郾 愿 耀圆郾 园曰经 员豫琼脂

糖凝胶电泳袁圆愿杂 与 员愿杂 条带亮度比值约为 圆 颐 员曰
皂砸晕粤的 员豫琼脂糖凝胶电泳结果显示为一条彗星尾

状条带袁主要集中在 园郾 缘 耀圆郾 园 噪遭袁完整性良好遥
圆郾 圆摇 双链 糟阅晕粤 生成和 砸泽葬玉酶切效率分析渊图 员冤 摇
取未消化双链 糟阅晕粤 圆郾 缘 滋蕴 和消化后双链糟阅晕粤
缘 滋蕴于 员郾 园豫 琼脂糖凝胶上作电泳分析袁结果显示

酶切前双链 糟阅晕粤 为渊园郾 缘 耀 员园冤噪遭 之间片状影袁而
经 砸泽葬玉酶切后袁糟阅晕粤 片断变小袁主要分布在 园郾 员 耀
圆郾 园 噪遭遥
圆郾 猿摇 糟阅晕粤 连接效率鉴定渊图 圆冤摇 分别以连有 粤凿葬鄄
责贼燥则员 和 粤凿葬责贼燥则圆砸 的 糟阅晕粤渊 贼藻泽贼藻则鄄员 和 贼藻泽贼藻则鄄圆砸冤为

模板袁以管家基因甘油三磷酸 郧猿孕阅匀 猿忆孕则蚤皂藻则 为一

侧引物袁以 郧猿孕阅匀 缘忆孕则蚤皂藻则 或 孕则蚤皂藻则员 为另一侧引

物袁对 郧猿孕阅匀 进行 孕悦砸 扩增遥 只有包含了 孕则蚤皂藻则员
序列的 粤凿葬责贼燥则员 和 粤凿葬责贼燥则圆砸 才能扩增 孕则蚤皂藻则员 与

郧猿孕阅匀猿忆 孕则蚤皂藻则员 之间的双链 糟阅晕粤 片段遥 结果显

示连接效率均 跃圆缘豫 袁符合理论上要求遥

摇 摇 注院员尧圆院分别为未消化尧酶切消化后 员远匀月耘 细胞双链 糟阅晕粤曰猿尧源院
分别为未消化尧酶切消化后氯化镉诱导转化 员远匀月耘 细胞双链糟阅晕粤曰
酝院阅蕴圆园园园 皂葬则噪藻则遥

图 员摇 酶切效率分析

摇 摇 注院员尧圆院用 贼藻泽贼藻则鄄员 为模板尧郧猿孕阅匀 猿忆和 孕悦砸 引物 员 和 郧猿孕阅匀 猿忆和
缘忆为引物的 孕悦砸 产物曰猿尧源院用 贼藻泽贼藻则鄄圆砸 为模板尧郧猿孕阅匀 猿忆和 孕悦砸 引物 员
和 郧猿孕阅匀 猿忆和 缘忆为引物的 孕悦砸 产物曰酝院员 园园园 遭责 阅晕粤 蕴葬凿凿藻则遥

图 圆摇 接头连接效率 员豫琼脂糖电泳图

圆郾 源摇 巢式 孕悦砸 产物鉴定渊图 猿冤 摇 经 圆 轮消减杂交

和抑制性 孕悦砸 扩增袁栽藻泽贼藻则 糟阅晕粤 中低丰度差异表

达基因得以富集袁取第 圆 轮 孕悦砸 反应产物同未消减

栽藻泽贼藻则渊员 和 圆砸冤经 员郾 园豫 琼脂糖凝胶电泳检测遥 结

果显示袁成功消减后的第 圆 轮 孕悦砸 反应产物表现为

园郾 圆 耀 员郾 缘 噪遭 之间弥散状袁与 砸泽葬玉限制性内切酶消

化双链 糟阅晕粤 产生片段大小基本一致袁比未消减

贼藻泽贼藻则 条带短袁且范围更加集中袁提示 杂杂匀 技术有较

高消减效率遥
圆郾 缘摇 消减文库质量鉴定渊图 源冤 摇 在培养平板里袁可
见多个白色和蓝色菌落生长袁以白色菌落为主袁约

窑猿员缘窑中国公共卫生 圆园员猿 年 源 月第 圆怨 卷第 源 期摇 悦澡蚤灶 允 孕怎遭造蚤糟 匀藻葬造贼澡袁粤责则 圆园员猿 灾燥造援 圆怨 晕燥援 源



员 圆园园余个袁表明消减 糟阅晕粤 文库基本构建成功遥 在

白色阳性克隆中袁随机挑选 缘园 个白色克隆袁摇菌过

夜后以 灶藻泽贼 责则蚤皂藻则员 和 灶藻泽贼 责则蚤皂藻则圆砸 为引物进行

孕悦砸 扩增袁员郾 园豫普通琼脂糖凝胶电泳观察袁文库有

源愿 个克隆均有 员园园 耀 远园园 遭责 插入片段袁阳性率为

怨远豫 袁这些片段可能是差异表达基因 糟阅晕粤 片段遥 与

糟阅晕粤 酶切片段结果相符遥

摇 摇 注院员尧猿院未消减组巢式 孕悦砸 产物曰圆尧源院消减组巢式 孕悦砸 产物曰
酝院阅蕴圆园园园 皂葬则噪藻则遥

图 猿摇 巢式 孕悦砸 产物分析

注院酝院员园园园 遭责 阅晕粤 蕴葬凿凿藻则曰员 耀 远院糟阅晕粤 插入片段 孕悦砸 产物遥
图 源摇 孕悦砸 插入片断鉴定

猿摇 讨摇 论

肿瘤的发生与发展是多因素多步骤作用过程袁
其中环境与肿瘤相关基因表达失调起着重要作

用咱苑 原 愿暂 遥 目前已知的环境致癌基因还不足以完全揭

示肿瘤发生机制袁能用于肿瘤基因治疗的基因数目

并不多遥 镉及其化合物是环境毒物和致癌物袁镉相

关基因特别是新基因探索是目前环境致癌防治研究

的热点咱愿暂 遥 杂杂匀 是抑制性 孕悦砸 与消减杂交技术相

结合袁从而更简单尧快速的分离差异基因方法遥 因假

阳性低尧高敏感性和程序相对简单袁操作简便易行等

优点而被广泛应用咱远袁怨暂 遥 本研究以正常和镉转化

员远匀月耘 细胞作为对比材料袁严格检测 皂砸晕粤 分离

质量袁糟阅晕粤 合成尧酶切尧接头连接袁圆 轮消减杂交及

圆次抑制孕悦砸等反应步骤袁使检测子渊 贼藻泽贼藻则冤与驱

动子渊凿则蚤增藻则冤中共有基因的糟阅晕粤片段得到有效消减袁
而存在于 栽藻泽贼藻则 中的特异表达基因则得到特异性扩

增袁最后利用 栽 辕 粤 克隆技术袁将特异性扩增 孕悦砸 产

物直接与 栽 载体进行连接袁并以蓝白斑菌落对消减

文库质量进行鉴定袁成功创建了镉诱导转化 员远匀月耘
细胞抑制消减 糟阅晕粤 文库遥 目前袁利用此技术来探

讨环境基因在肿瘤不同发展阶段的表达差异袁是常

用的环境毒作用和致癌基因的克隆策略袁有利于揭

示环境肿瘤发生的分子机制袁为环境相关肿瘤防治

提供更多标记物和治疗靶点咱远袁员园暂 遥 本研究方法不仅

减少了用 砸栽鄄孕悦砸尧阅晕粤 测序等技术进一步筛选尧
鉴定差异基因的盲目性袁提高特异性袁而且有利于克

隆出低丰度稀有基因遥 此方法可为环境镉毒作用相

关新基因进一步筛选和克隆提供参考袁同时也为其

他环境毒物的研究提供了新途径遥
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