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!通过基因芯片技术筛选差异表达基因(

结果
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细胞比较!
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采用基因芯片技术对
)&;Z

,

%<6'==6!

参与的肝癌转移的差异表达基因进行细致的筛选!其最终目的是为研究

肝癌转移机制打下坚实的理论基础(
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肝癌具有隐匿性强,容易转移的特点%并且很多患者在确

诊的时候已经处于疾病的晚期%还出现了严重的肿瘤远处转移

现象%所以高度转移是肝癌的一个非常重要的生物学特征$如

果肝癌细胞发生转移%就会对后期的预后及患者的生存概率产

生非常严重的影响%是致死的主要原因'
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$作者前期的研究结

果显示%
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在肝癌组织中高表达%与肝

癌组织分化程度相关%并且能够促进肝癌细胞的增殖和转

移'
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$经过大量的研究分析发现%肝癌细胞发生侵袭及转移

的机制主要是由很多的分子和信号通路联合形成的$这些分

子的作用主要是对肝癌细胞在体内的侵袭产生促进作用%并且

在恶性循环中也发挥着至关重要的作用'
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基因芯片%又称
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芯片,生物芯片%是将大量"通常每

平方厘米点阵密度高于
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#探针分子固定于支持物上后与标

记的样品分子进行杂交%主要是对所有的探针分子发出的混杂

信号强度进行检测%然后获得相应样品分子的数量及相关的信

息等'

,

(

$本文采用基因芯片技术在人全基因组范围内检测稳

定转染
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的肝癌细胞"
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#及转染空质粒的对
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#之间基因表达谱的差异%寻找与
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#水进

行溶解处理%最后放到
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的环境中储存%以备下次使用$
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探针制备及芯片杂交
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#后%置于预杂交液芯片中杂交%温度为
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%时间

为
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生物素对
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进行标记处理后再次杂交%温度为
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$最后%将芯片从炉中取出%进行洗脱和染色处理$
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检测与分析
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首先%芯片结果采用
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进行细致的扫描%随后会获得相关基因表达的荧光信

号的强度值%然后利用内参基因信号进行检测校对$接下来荧

光信号的强度可以根据每个芯片上所检测到
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能够进行下一步的研究分析$差异基因筛选标准!倍数变化值
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技术检测差异基因在两组细胞中的表达差异%观察其检

测结果与基因芯片检测结果是否一致$利用
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自行设计引物%分别配置
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变性
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结
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总
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提取结果
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提取
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细胞总
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甲醛变性凝胶电泳检测%结果可见%细胞
8B&

电泳条带清晰%
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细胞
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比值大于
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%样品纯度,总量及完整

性均符合表达谱芯片实验要求$
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芯片杂交信号散点图
!

细胞的总
8B&

主要是利用基因

芯片技术对差异表达基因结果进行筛选%见图
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$该图中的
0

轴表示的一个样品的荧光信号强度值%

3

轴表示的是另一个样

品的荧光信号强度值$图中的所有数据点都表示芯片上的对

应的一个基因点的杂交信号%红色的标记表示
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的比率值

大于或等于
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%绿色的标记表示
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%均为表达存在差异的基因%黑色的标记表示的是
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%这说明表达几乎不存在差异$该图中的

荧光信号值在对称轴直线两侧也有少量的分布%说明存在上调

和下调基因$见图
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图
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基因芯片杂交信号散点图
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基因芯片检测结果分析
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与
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细胞相比%
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中
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条基因表达差异显著%其中上调基因
5

条%下调基因
*

条%见表
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$按照基因
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的分类信息进行研究%这些差异表

达的基因大多数都分布在一些具有黏附,凋亡及调节细胞周期

特征的细胞上%有一些还会分布在具有信号转导功能的细

胞中$
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验证结果
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检测结果显示%
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中有
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#$将
8;6V=8

检测结果

绘制成柱状图%结果表明%

8;6V=8

所测
##

条基因中有
+

条基

因的表达结果与基因芯片检测结果基本一致%超过
7"A

以上%

具有重要的参考价值%可以用于差异表达基因的筛选$

#

!

讨
!!

论

恶性肿瘤会向体内的细胞侵犯%还会对周围正常组织造成

破坏%参与血液循环%这一过程被称为侵袭$肿瘤的侵袭及转

移过程是互有关系的不同病理过程$侵袭是转移的前奏和前

,+(#

重庆医学
!"#,

年
*

月第
*(

卷第
#!

期



提%转移是侵袭的结果$肿瘤的侵袭和转移指的是癌基因,抑

癌基因参与到调节过程中并起到一定作用的复杂过程%能够调

控整个肿瘤转移过程%具体途径有!过度表达与肿瘤转移有关

系的基因以及所有相关基因产物参与其中$

0̂/KKH

等'

5

(将癌

细胞向细胞外浸润的步骤分成三大阶段!"

#

#癌细胞与纤维连

接蛋白,基质成分板层素等特异性结合%这一步骤的实现必须

有癌细胞受体分子参与)"

!

#癌细胞或其周围的间质细胞能够

与基质相连接%它们所分泌的物质可以将细胞外基质的蛋白水

解酶分解)"

$

#细胞外基质被分解以后%癌细胞可以在其中进行

移动,转移$经过研究发现%多种分子及信号通路会促进肝癌

细胞产生侵袭及转移$肝癌细胞在机体内的侵袭过程受到这

些分子的促进%这些分子还在肝癌细胞转移的恶性循环步骤中

起到相当重要的作用$所以说%将与肝癌转移有关的一些分子

筛选出来可以帮助探索肝癌的转移机制$

基因芯片技术与物理,化学,网络信息学及生物学这些高

新技术联系到一起%操作步骤为
N>B&

或上千个特异性基因

探针相杂交之后检测%然后再综合分析及判断所有基因表达的

个体,组织,病变,刺激等特异性%这是一种实验方法$此方法

利用综合,全面,系统的观点研究了生命这一现象$这一技术

能够避免出现像普通核酸印记技术这样操作复杂,不能完全自

动化的缺点%并且能够采用大规模,高通量的方式来同时分析

上千上万个基因'

7

(

$所以说%基因芯片技术比其他寻找细胞或

组织间差异表达基因的方法更好%能够将各种细胞,组织中所

有基因的表达规律,情况作出全面了解%该项技术已经成功地

应用于同时成千上万基因的表达和大规模基因的发现%以及多

态性筛查和基因组
>B&

克隆的映射%为全面理解基因功能和

基因之间的相互关系及发病机制提供依据$本研究通过提取

稳定转染
)&;Z

&

%<6'==6!

的肝癌细胞"

(%*

#及空质粒转染

的对照细胞"

@/N_

#中的总
8B&

%然后通过基因芯片技术将两

组细胞和肝癌转移相关的特异表达基因筛选出来$经过筛选

的基因一共有
##

条%其中
5

条上调基因和
*

条下调基因$这

些基因主要作用是调控细胞的分化,信号转导,酶活性及细胞

因子之间的相互作用等$将
##

条基因进行相关的
8;6V=8

反应%以确保基因芯片结果的准确性%最终的结果表明%基因芯

片的分析结果和
8;6V=8

反映实验的结果基本一致%由此可

以说明基因芯片分析结果具有较高的可信度$

根据相关的文献报道可知%基因芯片筛查出来的
##

条基

因均参与肿瘤的发生发展过程%与肿瘤的起始过程密不可分%

并在肿瘤的迁移和侵袭中起着重要作用'

+

(

$据报道%

@@V#

在甲状腺癌,口腔鳞状癌等肿瘤中高表达%并与肿瘤的发展过

程高度相关'

#"6##

(

$余海浪等'

#!

(通过研究乳腺癌转移相关的基

因表达谱%并对差异基因的相互关系进行分析%发现差异基因

编码蛋白间的相互作用主要表现在
#*

个蛋白%而
@@V#

,

@@V!

,

V;E:!

在重要的节点位置%这些差异基因主要涉及细

胞周期与增殖,细胞黏附,细胞迁移,血管形成及信号转导等生

物通路和生物过程'

#!

(

$有学者认为%

@@V

与
Ĉ _

可以相互

影响共同促进肿瘤的发生发展过程'

#$

(

$

Ĉ67

水平的高低与胃

癌等多种肿瘤具有正相关性'

#*

(

$有文献报道%

'̂ &6>8%#

的

基因多态性也与乳腺癌的进展过程具有密切关联'

#(

(

$

本研究通过基因芯片技术成功筛选出了与
)&;Z

&

%<6

'==6!

相关的肝癌转移表达基因$与转染空质粒的对照细胞

相比%这些与肿瘤转移相关的基因在稳定转染
)&;Z

&

%<6

'==6!

的肝癌细胞中明显高表达或低表达%说明它们在肝癌

转移癌变过程中与
)&;Z

&

%<6'==6!

引起的肝癌转移有着一

定的联系%其具体作用机制尚需进一步研究$下一步研究将从

基因组,蛋白质组水平上对重点基因进行检测%以确定肝癌转

移发生发展的关键性分子和治疗靶点$
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