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"摘 要# 背景与目的!已有研究表明&N1-’&UFX)$B1UFX)%的异常表达参与了
乳腺癌的发生和发展&常起到抑癌基因或癌基因作用’ 本研究旨在探讨乳腺癌细

胞与乳腺上皮细胞 B1UFX) 的差异性表达&并预测异常表达的 B1UFX) 可能调控
的靶基因’ 方法!培养乳腺癌细胞株 N%=2I 和正常乳腺上皮细胞株 Y3Z2;""&分
别提取细胞总 UFX&并进行质检 (利用 B1UFX) 芯片技术 &检测乳腺癌细胞和正

常乳腺上皮细胞 B1UFX) 的表达& 对其表达谱进行差异性分析 ( 采用实时定量

U62[%U 进行验证 ( 运用 N1U>+,>)6>’4(./->+)[1-6>’)\TXFX2B1-’&6 软件预测
B1UFX) 可能调控的靶基因’ 结果! 从 N%=2I 细胞与 Y3Z2;"" 细胞提取到的总
UFX 纯度较高&其 D!:" ]D!9H 为 #SJH&D!:H ]D!$H 为 !SH(琼脂糖凝胶实验结果显示总
UFX完整性好’ 通过 B1UFX) 表达谱的差异性分析&获得 #I$ 个与乳腺癌相关的
B1UFX)&其中 ##$ 个表达上调&:H 个表达下调(实时定量 [%U 检测到 B1’2#9> 和
B1’2#J< 在 N%=2I 细胞中高表达(对乳腺癌细胞显著异常表达的 B1’2!HHC 进行信
息学分析 & 共筛选出 :9 个靶基因 ’ 结论! 获得了乳腺癌细胞与乳腺上皮细胞

B1UFX) 的差异表达谱& 其中部分 B1UFX) 可能通过调控其靶基因而参与乳腺癌
的发病机制’

乳腺癌细胞与乳腺上皮细胞 42’%+6<=#表达谱的
差异性分析
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张 辉!等! 乳腺癌细胞与乳腺上皮细胞 "#$%&’()* 表达谱的差异性分析

"#$%&’()*!+#’()*"是一类非编码的单链小
分子 ’()*#长度为 ,-./0 个核苷酸#由高等真核
生物基因组编码#在细胞核与细胞质中由 ’(1 聚
合酶通过序列加工而成 $2%& 与靶基因 +’(1 通过
碱基配对方式引导沉默复合体 !’(13#456$75
*#874$#49 $&+:87;# ’<=>"降解 +’(1 或阻碍其翻
译#在转录后水平调节基因的表达&目前人体中已
发现 ?@A 个 +#’(1* 分子!+#’BC*7 %787C*7 2/!-"#
预测总数约有 2 --- 种# 占人体基因总数的 /D.
EF#调控人体近三分之一基因的功能 $ / G 0 % & 这
些研究结果表明+#’(1 分子是基因调控网络中
的核心成分&
肿瘤的基本特征为细胞的失控性生长# 其发

生为一系列分子变化的结果#是肿瘤相关基因表
达失常或肿瘤抑制基因失活所致&以往一直认为
编码蛋白的癌基因和抑癌基因是肿瘤发生的原

因 $A#?%& 而随着非编码 ’(1 的发现#传统观念正被
改变&非编码 ’(1 中的成员 +#’(1 对于肿瘤的形
成起着重要的调控作用& 目前#大多数 +#’(1 的
功能尚不明确#但近期的研究表明#+#’(1 异常表
达参与了乳腺癌的发生和发展 $H#I%#并与肿瘤相关
的信号转导通路有密切联系 $@%&
本研究主要通过 +#’(1 表达谱芯片技术#检

测乳腺癌细胞和正常乳腺上皮细胞中 +#’(1* 表
达的不同#筛选出与乳腺癌相关的 +#’(1*#并预
测异常表达的 +#’(1* 可能调控的靶基因#为进一
步深入研究 +#’(1* 在乳腺癌发生和发展中的作
用提供新的线索&

! 材料与方法

!"! #$%&’ 微阵列!细胞株和主要试剂
+#’(1 表达谱芯片采用 !JC%CK8&L" 微流体芯

片# 由美国 M> =$#74$7* 生物技术公司提供#并由
该公司完成检测 & +#’(1 探针序列信息来自于
=C497% +#’BC*7 ’787C*7 NOP- 版本数据库# 包含针
对人设计的 H22 个探针#每个探针重复 A 次& 人乳
腺癌细胞株 ">Q3H 和正常乳腺上皮细胞株 RBM3
2OO 购 自 1L>> 公 司 ’’J"<32?0O 培 养 基 购 自
S#T$& 公司’胎牛血清购自 J11 公司’胰蛋白酶购

自 1+%7*$& 公司 ’L%#U&8 试剂 (VWJ> 购自 B#&V7X’
!"#"C4!"#$%&’(1 检测试剂盒及 J>’ 反应试剂
盒为 1B< 公司产品& 常规生物化学试剂购自上海
鼎国生物技术有限公司&
!"( 方法
NP/PN 细胞培养 将 ">Q3H 细胞和 RBM3NOO 细
胞用 ’J"<3N?0O 培养液 !含 NOF胎牛血清及 NOO
6 Y +M 青霉素和 2OO !9 Y +M 链霉素" 于 ZH[(AF
>\/ 饱和湿度培养箱中培养# 每 Z 5 更换培养基#
OP/AF胰蛋白酶消化传代& 取对数生长期的细胞用
于后继实验&
2P/P/ 样品总 ’(1 的提取 取 A]2-? 个细胞样
品#冷 JB= 清洗细胞 / 次#吸去 JB= 后用 L%#U&8 试
剂一步法提取总 ’(1& 将 L%#U&8 试剂收集的细胞
样品转入 2PA +M 离心管中 #2/ --- ]$ 离心 2-
+#4#收集上清至新离心管中#室温放置 A +#4#加
入 -P/ +M 氯仿 #涡旋 2A.Z- *#室温放置 Z +#4#
2/ ---]$ 离心 2A +#4#收集上清 #加两倍上清体
积的异丙醇 #G/-^沉淀过夜 #2/ ---]$ 离心 2A
+#4#去上清 #加 2 +M 含有 VWJ> 水的 HAF乙醇
!预冷"#H A--]$ 离心 A +#4# 倒尽液体# 轻微离
心 #除去管底残液 #自然干燥 Z +#4#沉淀重溶于
A- !M VWJ>)R/\&
2P/PZ 样品总 ’(1 的质量检测 用紫外分光
光度计分别测定波长为 /Z- 4+(/?- 4+(/I- 4+
处吸光度值 !% 值 "#确定总 ’(1 样品的纯度和
浓度’ 甲醛变性琼脂糖凝胶电泳检测总 ’(1 样
品中 /I= 和 2I= 的比例 # 以评估其纯度及完整
性&
2P/P0 小分子 ’(1 样品的分离与荧光标记
A !9 总 ’(1 样品通过 _"32-- !"#88#:&%7" 微离
心过滤柱得到片段小于 Z-- 4‘ 的小 ’(1& J&8a!1"
聚合酶在分离到的小 ’(1 Zb端加上 :&8a !1"尾
巴#再将一个寡聚核苷酸标记与这个 :&8a!1"尾巴
连接#用于后续的荧光标记& 在双样品实验中#用
两个不同的标记物来标记两个 ’(1 样品&
2P/PA 微阵列杂交及芯片扫描 杂交反应通过微
循环泵杂交仪器在 !JC%CK8&L" 微流体芯片上过夜&
杂交使用含有 /AF甲酰胺的 2-- !M ?]==JW 缓冲
液!-P@- +&8 Y M (C>8# ?- ++&8 Y M (C/RJ\0#? ++&8 Y M
WVL1#:R ?PI"#杂交温度 Z0^&杂交检测使用 >aZ
和 >aA 特异性荧光标记 ( 激光扫描仪 !S747J#;
0---B# "&87$68C% V7X#$7"采集杂交图像(1%%Ca3J%&
!"75#C >aT7%47‘#$*"软件对杂交图像进行数字化转

关键词 " 乳腺肿瘤 ’ ">Q3H 细胞 ’ +#’(1’ 表达谱 ’ 差异
性分析

中图分类号" ’Z@03ZZ# ’Z@0PZ# ’HZHP@ 文献标识码"1
文章编号"2---G0?Hc!/--@"-AG-0@ZG-H
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换!
!"#"$ 芯片数据处理及分析 数据处理和分析首
先是扣除背景"计算重复点平均值和标准偏差"然
后通过 %&’()) #%*+,--./’0123405 60270881*9$ 过
滤"之后进行标准化% 对于双色标记实验"将两种
检测信号的比值进行对数&-*2#$转换并计算 !/检验
的 " 值% 以 " 值:;";! 定义有意义差异性表达% 显
著差异基因筛选标准’ 模型组信号和对照组信号
比值的对数值!! 或"<!" 对数值为正表示上调"
对数值为负表示下调%
!"#"= 实时定量 >?6 验证芯片结果 采用实时定
量 >?6 技术检测本实验中筛选的乳腺癌相关
@16AB8 的表达% 应用 #$%C,9DC C1+7*6AB 检测试
剂盒"具体按说明书操作% 分别取 # 种细胞纯化后
的总 6AB 各 E; 92 进行反转录"反应体系包括’E;
92 总 6AB"!F6D 缓冲液" 5AD>8 &;"G=E @@*- H %$"
E I H!% 反转录酶"E; 9@*- H % 茎环 6D 引物和 ;"GJ
I H!% 6AB 酶抑制剂%I$ 作为内参照%反转录反应
程序’!$K G; @19"L#M G; @19"JEM E @19% 实时
定量 >?6 反应体系 &#; !%$’!"GG !% 反转录产
物"! !% #;F#$%C,9 @16AB 检测试剂盒混合液"
!; !% #$%C,9 #F通用 >?6 反应混合液%采用罗氏
%1234?.+-07 !"E 荧光定量 >?6 仪进行检测和数据
分析% 实验重复 G 次%
!"#"J 生 物 信 息 学 分 析 运 用 C16,95,(
D,7204)+,9(>1+D,7(NOBAB/@1+7*D 软件预测差异表
达 @16AB 的靶基因"取至少 G 个软件预测到的基
因 作 为 靶 基 因 % 各 软 件 的 具 体 网 址 如 下 ’
C16,95,"344P’ H H QQQ"@1+7*79,"*72 和 344P’ H H
@1+7*79,"8,9207",+"RS H ) >1+D,7" 344P’ H H P1+4,7"T1*"
9.R"05R H )D,7204)+,9" 344P’ H H QQQ"4,72048+,9"*72 H )
NOBAB/@1+7*D"344P’ H H QQQ"51,9,"P+T1"RP099"05R H %

! 结 果

!"# $%&’( 芯片样品总 &’( 的质量鉴定结果
从 C?U/= 与 VW%/!;; 细胞中提取总 6AB"用

紫外分光光度计测量 & 值" 结果显示 &#$; H&#J; !
!"X"&#$; H&#G; Y#";" 表明所提取的总 6AB 纯度较
高"没有蛋白质和 NAB 残留%

6AB 甲醛变性琼脂糖凝胶电泳结果条带清
晰" 且 #J) 条带亮度约是 !J) 的 # 倍 &图 !$"表
明所提取的总 6AB 完整性好"无降解% 质量鉴定
结果表明总 6AB 样品符合 @16AB 微阵列的质
量要求"可以进行芯片实验%

!"! 乳腺癌细胞和正常乳腺上皮细胞差异表达
$%&’(
通过对 C?U/= 细胞与 VW%/!;; 细胞 @16AB8

表达谱数据进行分析"以 VW%/!;; 细胞为对照组"
获得 !=G 个与乳腺癌相关 @16AB8 &’:;";!$"!!G
个表达上调"$; 个表达下调% 其中"@16AB 分子表
达显著上调的为 J# 个&表 !$"显著下调的为 E; 个
&表 #$%
!") 实时定量 &*+,-& 验证芯片结果
采用实时定量 6D/>?6 方法检测 @17/!XE 和

@17/!J, 的表达" 并采用 I$ 进行归一化% 将定量
>?6 结果与芯片检测结果进行比较" 芯片结果显
示’以 VW%/!;; 细胞为对照组"在 C?U/= 细胞中"
@17/!XE 与 @17/!J, 过表达倍数为 #"J$ 和 E"J=)实
时定量 >?6 结果显示 ’ 以 VW%/!;; 细胞为对照
组"在 C?U/= 细胞中"@17/!XE 与 @17/!J, 过表达倍
数分别为 G"$GZ;"!; 和 =";$Z;"LJ% @16AB 芯片与
定量 6?> 结果具有一致的趋势" 表明芯片结果具
有真实可靠性%
!./ $%0+!123 靶基因预测结果
选择乳腺癌细胞中显著上调的 @17/#;;T 进行

靶基因的预测% 通过四个靶点预测软件&C16,95,(
D,7204)+,9(>1+D,7(NOBAB/@1+7*D$ 预 测 @17/#;;T
可能的靶基因% 为了减少假阳性率"只挑选至少出
现在 G 个软件中的基因作为其可能的靶基因"结
果共筛选出 $J 个基因&表 G$%

) 讨 论

目前快速有效鉴定 @16AB8 表达的方法是检

图 ! 6AB 变性琼脂糖凝胶电泳图
U12R70 ! (-0+47*P3*70818 *[ 4*4,- 6AB

%,90 !’ C?U/= +0--8) -,90 #’ VW%/!;; +0--8"
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表 ! "#$%& 乳腺癌细胞中显著上调的 ’()*+,
-./01 2 )1’.34./05 67%31860.91: ’()*;, (< "=$%& >100,

测 %&’FG# 表达谱 # 该方法可以更好地了解
%&’FG# 的整体表达情况$ 我们以 %&’FG 芯片为
平台# 检测了乳腺癌细胞 678$9 与正常乳腺上皮
细胞 <=>$1;; 的 %&’FG# 表达谱# 发现两者之间

存在 19/ 个差异表达的 %&’FG## 其中 1/( 个
%&’FG# 为明显差异表达# 包括 2( 个表达上调的
%&’FG##.; 个表达下调的 %&’FG#$
本研究采用的是美国 >7 K3&5D35# 生物技术公

张 辉!等? 乳腺癌细胞与乳腺上皮细胞 6&3BC’FG# 表达谱的差异性分析!"#

C M Y K



!"#$%&’$(((
!"#$%&’$(()
!"#$%&’$*(+!
!"#$%&’$,-.
!"#$%&’$()/
!"#$%&’$01-
!"#$%&’$*(,
!"#$%&’$,)
!"#$%&’$*,.
!"#$%&’$)00
!"#$%&’$2.0
!"#$%&’$0-,
!"#$%&’$.(0
!"#$%&’$)0-!
!"#$%&’$)//
!"#$%&’$02(
!"#$%&’$**#
!"#$%&’$,-3$,4
!"#$%&’$)0(
!"#$%&’$*,*
!"#$%&’$.,1
!"#$%&’$..,
!"#$%&’$020
!"#$%&’$0,*
!"#$%&’$,,2$04

567$2 3899"
* 2/2
* )20

((
)2

)2-
)/*

1 21.
( ))-

1.
* 2*,

.(
),
**
)0

) .)0
).
2.

(2)
)(1
,)

- *)(
2-1
--
(,
)2

:;<$)// 3899"
(/ -*.
(/ ,,.

0,
-)

-((
(1*

(, 1//
0 1/.
(,*

(2 ,(-
().
0.

-0)
2(

1 )0.
*0

-,2
) .(*
22,
)*(

,. (-(
0 101
,.-
((-
(/(

=)>/1
=)>)0
=)>(.
=)>(2
=)>(1
=)>-)
=)>--
=)>-.
=)>-1
=)>-1
=)>1)
=(>/0
=(>)1
=(>,/
=(>,-
=(>0,
=(>0,
=(>01
=(>./
=(>.(
=(>11
=(>*2
=,>/.
=,>(1
=,>0,

!"#$%&’$-1,$04
!"#$%&’$)(0+
!"#$%&’$)*.#
!"#$%&’$201
!"#$%&’$.0-$04
!"#$%&’$,2*!
!"#$%&’$)-*!
!"#$%&’$,(,$,4
!"#$%&’$(**$04
!"#$%&’$-))!
!"#$%&’$.2)$04
!"#$%&’$02-$04
!"#$%&’$02-$,4
!"#$%&’$()1
!"#$%&’$,2.#
!"#$%&’$),-
!"#$%&’$-*0
!"#$%&’$,1(
!"#$%&’$)**#$,4
!"#$%&’$-*-
!"#$%&’$,2.3
!"#$%&’$)(2$,4
!"#$%&’$,2*
!"#$%&’$-*,!
!"#$%&’$-12+

567$2 3899"
)(1

) -).
,*,

1
,/
((

(-.
)/
-,
)*
20

00(
)0)
)*
(0
(,
))
(0
--
(1
()
).
(-
)1
1

:;<$)// 3899"
) 00)

)1 ,0)
0 (*(
))0
.-/
00.

. 22.
(*/

) (*,
.(*

( 0/2
)1 2*1
0 (1/
..*
*10
*2(
0*0

) ,)-
( ..*
( ).)
) 21)
) **/
, )(/
( ..)
) -)1

=,>0*
=,>2/
=,>20
=,>*(
=->-,
=->.2
=->2*
=->11
=->*/
=0>/.
=0>/2
=0>/*
=0>),
=0>)-
=0>,(
=0>,*
=0>2)
=0>2)
=0>*)
=.>(.
=.>,1
=.>*0
=2>/,
=2>)*
=2>-(

?@4A8""&BC 98D89
%&’EF

9BG(
!567$2 H :;<$)//"

%&’EF
?@4A8""&BC 98D89 9BG(

!567$2 H :;<$)//"

表 ! "#$%& 乳腺癌细胞中显著下调的 ’()*+,
-./01 2 )1’.34./05 6789%31:;0.<16 ’()*=, (9 ">$%& ?100,

司的 !I#A#J9BK5微流体芯片#之前已有许多采用该
公司芯片进行 %&’EF 研究的报道 $)/=)(%& 本实验的
芯片数据库为 L#CG8A %&’;#"8 ’898#"8 )/>/ 版本#
其信息量大#包括针对人成熟 %&’EF" 的 2)) 个探
针&因此本研究筛选到的差异表达的 %&’EF" 数目
较以往报道多#可以更多地了解 %&’EF" 在乳腺癌
细胞的表达情况&
国内外已有用微阵列检测乳腺癌 %&’EF" 表

达的文献报道& 如 MBA&B 等 $2%应用微阵列芯片首次

从乳腺癌组织’ 乳腺癌细胞株中筛选出异常表达
的 %&’EF" 谱# 发现有 (* 条 %&’EF" 在肿瘤中表
达失调#其中#%&’$)/+’%&’$)(0+’%&’$)-0 在乳腺
癌中显著低表达 #%&’$() 和 %&’$)00 在乳腺癌中
显著高表达& %&’$)/+ 在转移性的乳腺癌细胞中过
表达#在癌转移的过程中扮演重要的角色 $),%& 本实
验结果显示# 在 567$2 细胞中#%&’$)(0+ 呈低表
达#%&’$)/+ 呈高表达#%&’$() 和 %&’$)-0 分别表
现出上调和下调的趋势#而 %&’$)00 呈高表达& 其

他亦有与文献报道 $2%相同的结果#如 %&A$)((’%&A$
)*)’%&A$)*.$+ 等呈过表达&本文与文献$2%报道的
部分实验结果存在差异#如 %&A$)(1+’%&A$),. 在乳
腺癌组织中过表达# 而在 567$2 细胞中未检出差
异# 其原因可能是乳腺癌组织与正常乳腺细胞株
及乳腺癌细胞株中的 %&’EF" 表达本身存在一定
的差异 & 研究表明 # 即使在不同的细胞类型 #
%&’EF 的表达亦存在着差异# 同样的 %&’EF !如
%&’$)2$0’%&’$(/#" 既可以起到致癌基因作用 $)-%#
又可以起到抑癌基因作用 $)0%&
国内亦有学者运用 %&’EF 芯片技术# 筛选了

乳腺癌细胞 567$2 与乳腺上皮细胞 567$)/F 的
%&’EF" 表达谱 # 获得了 02 个与乳腺癌相关的
%&’EF"$1%& 将本实验结果与文献$1%的结果进行比
较#发现两者部分结果相同#如 %&’$-*-’%&’$(((’
%&’$(()’%&’$)(0+’%&’$()/’%&’$,) 等 在 567$2
细胞中显著性低表达 #%&’$(//+’%&’$(//#’%&’$
-(*’%&’$*,’%&’$)0#’%&’$(.+ 等在 567$2 细胞中
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表 ! 预测的 "#$%&’’( 靶基因
)*(+, - .$,/012,/ 2*$3,2 3,4,5 67 "0$%&’’8

显著性高表达!也有部分实验结果不完全一致" 分
析其原因#可能与两个研究中所采用的对照组细胞
不同有关$ 也可能因为细胞体外培养的条件有差
别$外界因素的影响较大$导致了二者之间的差异%
现有研究表明$异常表达的 !"#$%& 参与了癌

症的增殖 &’(’(浸润 &’)’(血管生成 &’*’(凋亡 &+,’及信号

转导通路 &’-’等环节% !"#$%& 与癌症的关系已成为
生命科学研究的重点$ 研究者们已经开始设想以
!"#$%& 为靶点诊断和治疗癌症% 本研究分析了乳
腺癌细胞与乳腺上皮细胞中 !"#$%& 的差异性表
达$筛选出了与乳腺癌相关的 !"#$%&$其中$过表
达的部分 !"#$%& 可能有癌基因的作用$低表达的
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部分 !"#$%& 可能有抑癌基因的作用!本研究为进
一步探索 !"#$%& 在乳腺细胞癌变分子机制中的
调控作用提供了有用的数据库! 通过文献检索"发
现本实验筛选到的大部分 !"#$%& 分子在国内外
文献报道较少或无报道! 因此"这些 !"#$%& 需要
运用生物信息学手段和分子生物学技术寻找其靶

基因" 从而明确其在乳腺癌发生发展过程中的生
物学功能!
先前的研究发现 !"#’())* 在卵巢癌#胆管癌

细胞中呈高表达 $()"(+%&本研究及廖荣霞等 $,%发现

!"-’())* 在 ./0’1 细胞中显著高表达! 因此"我们
选取 !"-’())* 进行了初步的生物信息学分析"发
现其作用靶点是与细胞增殖 ’如 .234#565$+
等 (#细胞周期调控 ’如 789( 等 (#细胞信号转导
’如 5.:#0( 等 (#抑癌基因 ’如 6##0;+#<0=2+>
等(等生物特性密切相关的基因"涉及到肿瘤发生
发展的各个方面"由此说明某些关键 !"#$%& 表达
水平的失衡可能是乳腺癌发生和发展的重要原因

之一!
目前" 我们正在对本实验中筛选到的差异表

达 !"#$%& 进行初步的功能检测! 将 !"#$%& 模拟
物’或 ?-@’!"#$% 表达载体(和阻遏物转染到乳腺
癌细胞内" 当内源性成熟 !"#$%& 被增强或抑制
后"发现肿瘤细胞的生长#增殖及细胞的形态受到
影响"表明这些 !"#$%& 在乳腺癌发生发展过程中
具有重要的生物学功能! 我们将在后续工作中继
续筛选有癌基因或抑癌基因作用的 !"#$%&"并运
用 生 物 信 息 学 手 段 和 分 子 生 物 学 技 术 寻 找

!"#$%& 的靶基因" 从而明确 !"#$%& 在癌症发生
发展过程中的生物学功能!
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