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#摘要$
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目的
!

探讨
SC@

分枝结构特异性内切酶
.$

"

hBC$

#基因敲低细胞株及对照细胞株的差异表达基

因!用实时荧光定量
=D<

方法进行结果验证%方法
!

从
1('H

野生型及
1('HhBC$

敲低细胞株中提取

<C@+

!并反转录成
7SC@

'挑选
$%

个转录组测序中差异表达的基因!设计引物!利用
TGA<[M88,

染料法!定

量检测挑选基因的表达情况%结果
!

挑选的
$%

个差异表达基因中!成功扩增了其中
-

个基因'通过实时荧光

定量
=D<

方法对两组细胞的
-

个基因进行定量检测发现!与转录组测序结果相比较!其中有
1

个没有明显差

异!另外
2

个基因荧光定量方法的检测结果与转录组测序结果一致%结论
!

在细胞内基因表达水平检测中!为

提高转录组测序结果的可靠性!还需通过实时荧光定量
=D<

方法对其结果进一步验证%
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hBC$

$作为一个结构特异性核酸酶%除在
SC@

复制中起着至关重要的作用外%在
SC@

损伤修复过

程中也起着重要作用&

$.0

'

*目前阐述得较清楚的是在

碱基错配修复#

Q:+88O7#+#",M8

5

:#M

%

AB<

$及
=";

!

合

成错配修复通路#

!

.+8

J

98,48MM"M8!#4#,

J

%

@BB

$中的

功能&

$.2

'

*前期研究结果显示%

hBC$

纯合敲除小鼠胚

胎致死%说明
hBC$

功能的重要性&

)

'

*为研究
hBC$

在细胞代谢过程中的具体功能%研究人员往往采用转

染外源
hBC$

表达质粒或干扰
<C@

进入细胞%通过

升高或降低
hBC$

表达的方式研究
hBC$

在不同条

件下的具体功能&

-.(

'

*

转录组测序技术又称
<C@

测序#

<C@.+8

`

P8,.

7#,

J

%

<C@.T8

`

$%是指利用高通量测序技术%快速全方

位地获取在某一条件下某一物种特定组织及器官几

乎全部转录本%目前广泛应用于针对不同条件下细胞
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内基因表达水平差异的检测%从而研究条件改变引起

基因表达改变的群簇%为从分子机制上阐明细胞表型

改变的内在驱动力提供依据&

$%

'

*荧光定量
=D<

技术

自开发应用以来%因为灵敏)准确)高效)特异等特点

一直被作为对特定组织细胞中特定基因数量进行定

量的金标准%同时经常被用来验证转录组测序的结

果&

$$

'

*为全面研究
hBC$

在细胞中的具体功能%本研

究从前期
hBC$

基因敲低细胞株及对照细胞株的转

录组测序结果中筛选若干个差异表达的基因%设计引

物%利用荧光定量
=D<

技术进行结果验证%为进一步

具体分析研究转录组测序数据奠定基础*

C

!

材料与方法

C&C

!

材料

C&C&C

!

细胞株
!

人肾上皮细胞系
1('H

细胞和本实

验构建的
hBC$

敲低细胞
T[)-

*

C&C&D

!

主要仪器与试剂
!

SVBV

#高糖$培养基)胎

牛血清)胰酶均购自美国
a

L

D;",8

公司(

<C@

提取试

剂盒购自天根生化科技有限公司(

hBC$

鼠源一抗)羊

抗鼠辣根过氧化物酶#

a<=

$标记的二抗购自美国

[8,848O

公司(反转录试剂盒购自日本
H:6:<:

公司(

TGA<[M88,

荧光定量
=D<

试剂购自瑞士罗氏公司(

=D<

引物由上海生工生物工程有限公司进行合成*

@A>T48

5

Y,8=;P+

实时荧光定量
=D<

仪购自美国

@

55

;#8!A#"+

L

+489+

公司*

C&D

!

方法

C&D&C

!

细胞培养
!

1('H

细胞和
T[)-

细胞常规复苏

后%接种于
2%9F

培养瓶中%用含
$%W

胎牛血清的

SVBV

培养液%于
'-X2W DY

1

饱和湿度的培养箱

中培养*

/%W

细胞融合时%用
%&12W

胰蛋白酶消化

传代*

C&D&D

!

总
<C@

的提取
!

取对数生长期细胞%弃培养

液%磷酸盐缓冲液#

=AT

$洗
'

次%用
=AT

吹细胞%收到

$&29FB=

管中%

'%%%M

"

9#,

离心
$9#,

%弃上清液%

置于
U/%X

冰箱中或者立即实验*加入适量的
HM.

#_";

试剂%使细胞充分裂解(室温静置
29#,

后%转移

到
$&29F

离心管中(振荡器剧烈混匀
$2+

%室温放置

'9#,

(再在
0X

条件下
$%%%%M

"

9#,

离心
$29#,

(提

取上清液%在装有上清液的
B=

管中加入等体积异丙

醇溶液%充分混匀%室温静置
$2

)

1%9#,

(在
0X

条件

下
$%%%%M

"

9#,

离心
$%9#,

%离心后管底絮状沉淀即

为
<C@

*用无
<C:+8

水溶解稀释
<C@

样品%紫外

吸收法测定总
<C@

的浓度及纯度%样品
<C@1)%

,9

与
1/%,9

处吸光度#

0

$值比值#

0

1)%

"

0

1/%

$为

$&/

)

1&$

之间*变性琼脂糖凝胶电泳评估总
<C@

的完整性*

C&D&E

!

反转录合成
7SC@

!

根据反转录试剂盒说明

先配制
$%

'

F

体系!

Y;#

J

"!H1

'

F

)

!CH=1

'

F

)

<C@

0

'

F

)无
<C:+8

双蒸水#

!!a

1

Y

$

$1

'

F

*

)2 X

%

2

9#,

%冰上急冷
19#,

(取上述溶液
1%

'

F

%加入
2i

5

M#98M+7M#

5

4QPKK8M/

'

F

)

<C:+8#,3#Q#K"M$

'

F

)

=M#98M+7M#

5

41

'

F

)无
<C:+8!!a

1

Y(

'

F

%配成总体

系
0%

'

F

*

=D<

仪上设计程序!

'% X '%9#,

%

01 X

'%9#,

%

-% X $2 9#,

%

0 X $% 9#,

*所得溶液置

于
U1%X

保存*

C&D&F

!

荧光定量
=D<

表达验证

C&D&F&C

!

转录组测序
!

通过
"

;;P9#,:a#+8

`

12%%

高通

量测序平台测序%在
<C@

序列分析中%可将定位到基

因组区域的序列数量作为计算基因的表达水平*为了

解
1('H

#

D4M;

$和
1('H

的
hBC$

敲低细胞#

hBC$?S

$中

基因表达差异情况%本研究采用
<TBV

软件计算基因

表达水平%衡量基因表达水平的标准为
h=?V

值*

在构建
7SC@

文库时%

h=?V

值将随机打断的片段作

为分析单位%并把
h=?V

值作为基因在细胞中的表

达水平*

'

次独立重复实验%根据转录组测序结果找

出差异表达的基因*

C&D&F&D

!

引物设计
!

根据高通量测序结果%筛选出

$%

个预测有表达差异基因序列%利用
=M#98M

5

M89#.

8M2&%

软件进行引物设计%并经上海生工生物工程有

限公司进行合成*通过常规
=D<

反应对目的片段进

行扩增%并摸索反应最适条件*具体实验过程根据

H:6:M:=D<

试剂盒的说明书进行操作*引物信息见

表
$

*

表
$

!!

=D<

引物信息

基因 引物序列#

2ZU'Z

$ 扩增长度#

Q

5

$

TFD-@'

上游!

HH[[HHDHH[[[HHD[HD '0'

下游!

@[H@@[[D@HD@HD@[[[H

V@[BA1

上游!

@[[@DDD[@[D[@[H[H@ 122

下游!

[@@H[DD@[D@[D@[[@[

aAB$

上游!

H[H[[@[D@@[@H[@@H[H '$)

下游!

DD@@@[H[@[H@[DD@[@@H

TFD)@$$

上游!

DH[DH[@HDDHDDH[@H@D[@ 10)

下游!

[@@[DH[[H[DD[DH[HH

?<H@=$(

上游!

@HDD@HHDH@HH[DDHHD@ $12

下游!

[@HHHD@[[H[@D[[@DH

[G=D

上游!

[DH[@D[DDD@[[@@H[H ')0

下游!

HDHH[[@[[[D@[[[HDH

>H=?A

上游!

H[[H[[@H[H[DH[@[[D 020

下游!

D[@H@[[D[@HD@[[@H[HH

T=>CH$

上游!

@@H@D@D[@[H[[DHHH[@D[ '20

下游!

H[@@[@@[D@[H@@DDD@@[@H

Be@$D

上游!

D@DDH@H[DDH[H[@H[[ 10(

下游!

[[HD[D@[@[H@[@H[HH[

H@F$

上游!

[D@DDH[[HDDH[DH[@@D[ ')(

下游!

@@[@@DDD[DH[DD[@[@

C&D&F&E

!

荧光定量
=D<

!

采用
TGA<[M88,

"

法进

行荧光定量
=D<

%验证转录组测序结果的准确性*以

反转录产物
7SC@

为模板%严格按照罗氏荧光定量反
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应试剂盒说明书进行实验操作*每个模板设置
'

个

复孔%每个基因设置
'

个阴性对照%总反应体系为
1%

'

F

%反应条件!

(2X$2+

%

2-X'%+

%

-1X'%+

%

0%

个

循环*独立
'

次重复实验*荧光定量
=D<

扩增挑选

基因所用引物与表
$

引物序列相同*

C&E

!

统计学处理
!

采用
T=TT$(&%

统计软件进行统

计分析*荧光定量
=D<

结果用
[M:

5

3=:!=M#+9

软

件作图*采用##

D4

法计算基因相对表达水平%基因

的相对表达水平以
2 :̂

表示*以
!

$

%&%2

为差异有

统计学意义*

D

!

结
!!

果

D&C

!

hBC$

敲低细胞系验证
!

通过蛋白质印迹法

#

R8+48M,Q;"4

$检测
1('H

细胞和
T[)-

细胞表达

hBC$

蛋白情况%结果显示与对照
1('H

细胞相比%

T[)-

细胞的
hBC$

蛋白表达水平明显下降%见图
$

*

!!

V

!蛋白标记物

图
$

!!

hBC$

敲低细胞株
T[)-

的
hBC$

蛋白表达

D&D

!

转录组结果与分析
!

通过
"

;;P9#,:a#+8

`

12%%

高通量测序平台对
1('H

#

D4M;

$和
1('H

的
hBC$

敲

低细胞#

hBC$?S

$进行转录组测序%并从转录组测序

结果中筛选出
$%

个差异表达的基因%其表达水平见

表
1

*

表
1
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筛选基因
=D<

扩增结果
!

选取
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细胞的

7SC@

经普通
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扩增
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个基因%程序设定!

(2X

$2+

%

2-X'%+

%
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个循环*琼脂糖凝胶

电泳结果显示%

FD-@'

)

V@[BA1

)

aAB$

)

TFD)@$$

)

>H=?A

)

T=>CH

和
Be@$D

等
-

个基因都有表达%且

条带单一%见图
1
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图
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1('H

细胞中差异表达基因的
=D<

产物电泳图

D&F
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筛选基因荧光定量检测结果
!

根据转录组测序

及普通
=D<

结果%选取在两种细胞中差异表达并经

普通
=D<

扩增的条带单一的
-

个基因%通过荧光定

量
=D<

检测这
-

个基因分别在
1('H

和
T[)-

细胞中

的表达情况%每个基因的扩增进行了
'

次实验重复*

荧光定量
=D<

结果显示与转录组测序结果基本一

致*利用定量
=D<

检测方法发现
>H=?A

与
Be@$D

基因在两种细胞株中表达虽然有差异%但差异无统计

学意义#

!

&

%&%2

$%见表
'

)图
'

*

!!

"

!

!

$

%&%2

%与
D4M;

比较

图
'

!!

与
D4M;

比较
hBC$?S

荧光定量数据分析结果
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表
'

!!

与
D4M;

比较
hBC$?S

荧光定量数据分析结果

基因 变化倍数
6 !

TFD-@' U/&/% $/&%%

$

%&%$

V@[BA1 U)&%% $1&%%

$

%&%$

aAB$ U-&%% $0&%%
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TFD)@$$ U-&/% $2&%%
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!!

基因组
SC@

携带着生命近乎完整的信息%却时

刻面临着各种的损伤危险*这些致使
SC@

损伤的因

素包括来自内源的代谢产物与来自体外环境来源的

持续攻击&

$1.$'

'

*

hBC$

作为分枝结构特异性核酸酶%

在
SC@

复制冈崎片段成熟过程中起着不可替代的作

用*同时%

hBC$

在
SC@

修复通路中也具有重要作

用*

hBC$

纯合敲除小鼠模型胚胎致死*因此%为研

究
hBC$

在低表达情况下细胞内基因的表达差异%以

及所影响的细胞内代谢通路改变情况%本课题组前期

构建了
hBC$

敲低细胞株
T[)-

%并利用转录组测序

方法对
T[)-

及野生型对照细胞进行了转录组水平基

因差异表达比较%获取了大量的基因表达差异数据*

为验证转录组测序结果的可靠性%本研究采用了

目前相对灵敏)准确的荧光定量
=D<

方法*从选择

的
$%

个差异基因中%成功设计了其中
-

个基因的扩

增引物%并得到了单一可靠的
SC@

条带*荧光定量

分析结果与转录组测序结果相比较%

-

个基因的表达

差异性均为一致*然而%

>H=?A

与
Be@$D

两个基因

利用荧光定量
=D<

方法在两种细胞株中检测到表达

有差异%但差异无统计学意义#

!

&

%&%2

$%反映转录组

学数据后续定量
=D<

检验的必要性*另外检测的
2

个基因中%

TFD-@'

及
TFD)@$$

均属于可溶性载体

蛋白家族%对氨基酸的转运具有重要作用&

$0

'

*

V@.

[BA1

基因属于黑色素瘤超级家族成员%在肿瘤的发

生过程中起重要作用&

$2

'

*

aAB$

基因为血红蛋白的

一个亚基%连同以上几个基因均在
hBC$

敲低细胞株

中表达下降%说明
hBC$

的下降导致蛋白转运功能受

阻%肿瘤发生等相关基因的表达发生改变*在
hBC$

敲低细胞株中表达上调的
T=>CH$

基因属于细胞生

长因子激活物的抑制剂%具体调控机制还有待进一步

的研究&

$)

'

*

综上所述%本研究为进一步开发)分析转录组测

序结果的可行性奠定了基础%为进一步研究
hBC$

在

细胞内的代谢通路情况奠定了基础*
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