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结肠正常黏膜和腺癌中差异表达基因的生物信息学分析
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J摘 要K 目的!系统地分析由 LLM方法获得的结肠正常黏膜和腺癌的差异表达基因N方法!构建基于 O6@<P的核

酸自动分析平台0对用 LLM方法获得的 )个文库之一的 Q%R差减文库进行分析N用半定量 SQ%TUS对部分结果进

行验证N结果!成功构建了基于 O6@<P的核酸自动分析平台0得到了 &+个 ?E@B6VG0其中与已知基因相匹配的有 &)个

(Q%R,0未与已知基因匹配或者意义未明的有 "个2部分基因的半定量 SQ%TUS发现0人胸腺素 W$(XYZY[\]̂_‘a

bcdZYâ‘e_b\$0QMf,和人乙型肝炎病毒 P抗原反式活化蛋白 "(XYZY[\]̂_‘aXeghibj\‘a\kb̂l\b_m]jYb_̂‘"0

nQT,的表达从正常黏膜/腺癌有逐步增高的趋势N结论!构建基于O6@<P的核酸自动分析平台是系统分析核酸序列

的有效方法0根据对 )个文库的系统分析结果0为进一步阐明结肠肿瘤分子机制提供了许多有价值的信息N
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结直肠癌是严重影响人类健康的常见恶性

肿瘤之一0我国的发病率正在逐渐上升0但其发
病机制尚未完全明了N大量的研究表明0大多数
结直肠癌是从正常黏膜演变为腺瘤进而发展成

腺 癌 的0即 腺 瘤 / 腺 癌 途 径 (5>=@E45%
5>=@E?5F?6@E45G=B<=@?=,N这一发展过程涉及
到多个癌基因的激活和抑癌基因的失活0并且
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认为这些基因的改变并非是按固定顺序阶段性

发生的!而是其累积作用在肿瘤的发生中起作
用的"#$%除了已知基因如 &’(!)*+,-等的作用
以外!还有许多未知基因的作用和已知基因的
未知作用有待于进一步的鉴定%因此!通过一定
的方法识别.分离和鉴定结直肠癌发生发展相
关的差异表达基因!寻找结直肠癌发生不同阶
段转变过程中的关键基因!将有助于更深入地
认识结直肠癌发生发展的机理!并为早期诊断.
治疗和预后提供依据%人们熟知的癌基因组解
剖计划/01234就是要筛选所有与癌发生.发
展相关的基因!并对正常.癌旁和癌组织的基因
特征作出综合分析%
目前用于检测差异表达基因的方法有很

多!如 5672 差 异 显 示 技 术 /5672
89::;+;<=9,> 89-&>,?*+;@;+-; =+,<-A+9&=9B<
&B>?5;+,-;AC,9<+;,A=9B<!DD6E*3064"F$!抑
制性差减杂交技术/GH&&+;--9B<-HI=+,A=9@;
C?I+989J,=9B<!GGK4"($!AD72微点阵法/AD72
59A+B,++,?-4"L$!基因表达的系列分析/G;+9,>
,<,>?-9-B:M;<;;N&+;--9B<!G21O4"’!P$等%运
用这些方法能够得到大量结直肠肿瘤差异表达

的 OGE-/ON&+;--;8G;QH;<A;E,M4!这是进行
后续研究的基础!因此!对这些数据进行系统有
效的分析显得非常重要%随着人类基因组计划
的深入进展!有关核酸.蛋白质序列以指数级增
长%国际上许多机构如美国国家生物技术信息
中心/70RS4!欧洲生物信息学研究所/ORS4等
都提供了大量的核酸和蛋白质序列信息!以及
丰富的基于互联网的生物信息学资源%如何充
分利用这些资源!避免重复劳动!可以更加快速
地对我们试验获得的 OGE数据进行高通量的
系统分析%
为此!我们通过自行构建基于 T9<HN操作

系统的核酸序列自动分析平台!对本实验室通
过 GGK方法得到的 (个结肠癌差减文库之一!
差减 E*7文库/#U’个克隆4!进行了系统地分
析%

V 材料与方法

VWV 材料 GGK研究对象来自浙江大学医学
院附属医院结肠癌患者的肿瘤组织及远端正常

黏膜!经病理诊断证实为同时患有结肠腺癌和
腺瘤%#X例结肠腺癌组织及其远端正常黏膜

/其中有 P例同时患有结肠腺癌和腺瘤的标本4
用于半定量6E*306验证%所有组织标本在术
后立即液氮冷冻!YXUZ保存%部分组织制备成
石蜡切片!常规病理确诊其病理类型%液氮冷冻
的组织用 E+9JB>/G,<MB<!GC,<MC,94一步法抽
提总 672!紫外分光光度法测定 FPU<5和

FXU<5的吸光度!只有 2FPU[2FXU在 #WX\
FWU的样本才进入下一步实验%
VW] GGK法筛选结直肠肿瘤差异表达基因和
差 减 文 库 的 建 立 所 用 的 试 剂 盒 为

0T̂ 7EO0K 公司的 306*-;>;A=D9::;+;<=9,>
GA+;;*<9<M_9=%按照试剂盒说明书进行操作%
筛选出来的差异片段与 &1O‘*EO,-?a;A=B+
/3+B5;M,!bG24连接后!转入大肠杆菌 DK’c
感受态细胞/本实验室制备4!经氨苄青霉素抗
性和 d*M,>.S3E1蓝白筛选后!加等量的甘油
保存于YXUZ"e$%其中在正向消减杂交中!以腺
癌组织 AD72为驱动者!正常组织 AD72为受
检者!构建 E*7文库f以腺瘤组织 AD72为驱
动者!正常组织 AD72为受检者!构建 2*7文
库f以腺癌组织 AD72为驱动者!腺瘤组织

AD72为受检者!构建 E*2文库%
VWg 差减文库测序 使用‘;M,R20O#UUU测
序 仪!DhO<,59AOE D?;=;+59<,=B+0?A>;
G;QH;<A9<M_9=盒!FUi>的反应体系中!引物 #
i>!DhO<,59AOEE;+59<,=B++;,M;<=&+;59N
Xi>!模板 UWF\FiM%306循环条件为 j’Z!
FU-f’UZ!#’-fPUZ!#59<f(FA?A>;-%测序操
作按 ‘;M,R20O#UUUD72分析系统所提供
的操作方法和流程%
VWk 基于 T9<HN的核酸序列自动分析平台的
构建"X$

VWkWV 微机上 T9<HN操作系统的安装及局域
网的配置l我们选择6;8K,=jWU版本的T9<HN
操作系统%计算机硬件配置为l3L#WX1R[
’#F‘RDD6FPP62‘[FUU1ReFUU63‘ SDO
硬盘%
VWkW] 系列软件的获得及安装应用l从测序
峰图到核酸序列的转换!以及序列拼接的系列
软件 3C+;8[3C+,&[0B<-;8和对本地的数据库
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进行序列相似性分析的 !"#$%软件&均可通
过 ’()*+,与相应作者联系得到-表 ./0得到软
件时&软件被打包成12*3415674186压缩包&
"+9:;操作系统下的软件大多都是未编译过
的&所以这些软件需要解压缩以后进行自行编
译0方法是<进入软件包所在的目录&右键单击

软件包&选择解压到此处&然后打开终端&在终
端中进入解压后软件所在的目录&依次输入1=
>?9@+8:3A41=)*BA41=)*BA+9C2*,,即可完成安
装过程0!"#$%软件包解压缩后即可直接使
用0将所需要使用的应用程序都放入同一个目
录 =5+9=中&以方便今后的使用0

表 D 平台的主要构成软件及其获取途径

EFGHID J*+9C?@2K*3AC?@2LAM,*2@?3)*9N2LAK*OC2?8A22LA)

软件名称 安装路径 联系作者及地址 软件功能

ML3AN =L?)A=L?K*3N=5+9= !3A92’K+98<!8AP:1K*CL+982?91AN: 可将测序所得的峰图文件批量

转换成核酸序列文件

MLN7@*C2* =L?)A=L?K*3N=5+9= !3A92’K+98<!8AP:1K*CL+982?91AN: 将核酸序列文件批量转换成

@*C2*格式

>3?CC )*2>L =L?)A=L?K*3N=5+9= QL+,R3AA9<QL8P:1K*CL+982?91AN: 去除载体序列

SAMA*2J*CBA3 =L?)A=L?K*3N=5+9= #3+*9$)+2<*C)+2P9??2B*1)521K*CL+982?91AN: 去除重复序列如 #,:等

ML3*M =L?)A=L?K*3N=5+9= QL+,R3AA9<QL8P:1K*CL+982?91AN: 完成序列拼接

5,*C2 =L?)A=L?K*3N=5+9= @2M<T9>5+19,)19+L18?U=5,*C2=A;A>:2*5,AC= 已知序列与数据库比对软件

5,*C21,+9:;12*31V

D1W1X 核酸序列数据库的获得及其格式化<
世 界 上 三 大 核 酸 序 列 数 据 库&YZ![的

RA9!*9B数据库&欧洲生物信息学研究所

-’:3?MA*9!+?+9@?3)*2+>C[9C2+2:2A&’![/所维
护的 ’J!"数据库和日本国立遗传学研究所

-\Y#\*2*!*9B?@]*M*9/的 \\!]数据库&
每天都交换数据以达到数据的及时更新和一

致&在 YZ![的 @2M上-@2M<T9>5+19,)19+L1
8?U/提供下载服务0我们用于核酸分析的数据
库 93̂ 和̂ 93̂.即是从该地址远程登录下载得
到的0
数据库在下载时都是以压缩包的形式存放

的0在解压缩之后要对其进行格式化才能够使
用&具体格式化的方法如下<_L?K*3NPCA3UA3
L?K*3N‘=L?)A=L?K*3N=5+9=@?3)*2N5(Ma(?
%(+=L?)A=b̂R!=N5=93=-=N5=93=为 93数据
库保存路径/0其中参数cdMe后的cae表示需
要格式化的序列是核酸序列f参数c(+e后为需
要格式化的文件名0
D1W1W 本地化核酸序列分析平台的使用<用

QL3AM将原始峰图文件转化成相应的质量控制
文件&用QLN7@*C2*将其转换成a*C2*格式的核
酸 序 列 文 件&用 Z3?CC )*2>L去 除 载 体&

SAMA*2J*CBA3去除重复序列0然后用QL3*M将
去除重复序列的最终序列进行拼接&对拼接得
到的 >?92+8C进行 !,*C2比对本地数据库&得到
最终的结果输出0上述步骤通过自行编写的一
个 $LA,,程序可以集合为一个命令&实现整个
过程的自动完成&无需值守0若要修改软件运行
参数或者数据库名称&只需要修改 CLA,,程序内
相应的参数和数据库路径即可0同时&编写相应
的 QA3,程序&将分析得到的结果归类汇总成表
格&可以直接在 g+9N?K操作系统的 ’;>A,方
式打开0对本实验室的 h个文库&我们的参数设
置为<数据库选择 YZ![的 93数据库中的

92̂ 4̂92̂.&+NA92+2Oiĵk&’(U*,:Al.’(.̂0
D1m 半定量 S%(QZS 以 hn8癌与相应正常
组织总 SY#为模板逆转录合成 >\Y#第 .链

-J![aA3)A92*C&"+2L:*9+*/&取 1̂7o 1̂hn,
为模板&以指数扩增期的循环数进行 QZS扩
增0以 RhQ\p作为内对照&以c特异性基因的
像素值=RhQ\p的像素值e作为标本中特异性
基因的相对表达量&比较同一病例腺癌与正常
黏膜特异性基因相对表达水平0抽取 h个感兴
趣的基因进行研究&半定量 S%(QZS所用的引
物序列见表 70结果用$Q$$.̂1̂ 统计学软件的

qrjq第 7期 谷雪梅&等1结肠正常黏膜和腺癌中差异表达基因的生物信息学分析

 



配对秩和方法进行分析!
表 " 半定量 #$%&’#所用引物序列

()*+," &-./0-1023045013106.4780

10/.%23947.7:#$%&’#

;040
49/0

<0230450=>?-./0-
@04A78=>
?-=6357
BC?D

;E&FG 10410H IJ%K’’K’K;$’’K$;’’K$’K’%EJ

947.10410H IJ%$’’K’’K’’’$;$$;’$;$K%EJ LLL

FMNO 10410H IJ%$$;’$’K$’’$KKK;$’K’%EJ

947.10410H IJ%K;K$$’’KK’$$’’$’’$%EJ OPQ

$GR 10410H IJ%$’K$$K’;K$$’;’’$;’$$%EJ

947.10410H IJ%’’$’;’$$’;’$$$$’’$%EJ STS

U$& 10410H IJ%;;’K;’K’’K;$K;$’KK%EJ

947.10410H IJ%;’’’$’’K$KK;KK’’$’%EJ OEV

;E&FGHAW:50-9W608:60%E%?8=1?8970608:6-=A04910X

FMNOHG=/=<9?.04160.=6.4910Y.=6=78:-=4.40Y7:?0ZX

$GRHG=/=<9?.041Y78:/=1.4YC079LXU$&HG=/=<9?.041

GC[KA7-941957.\9706?-=70.4O

" 结 果

"]̂ 差减文库的建立 经过 <<GY在差减 K
%_‘$%K和 $%_文库中分别筛选到大约 Laa‘
Eaa和 EIa个菌落数Y经过正向和反向的差减杂
交及 b.-739W_=-780-4cW=7dVeY取其中表达明显
有差异的克隆进行后续的研究YK%_‘$%K和 $
%_文库中分别含有 Saa‘SES和 SaI个克隆!
"]" 应用本地核酸自动分析平台对 $%_文库
的分析结果 对 $%_文库的测序结果发现除
个别空载体外Y其插入片段大小不同Y长度在

a]OfS]agC之间!将测序所得的原始峰图直
接在本地核酸自动分析平台上分析!经过去除
载 体‘重 复 序 列 和 拼 接 后Y得 到 了 SI个

5=47.A1!将这些5=47.A1与4-aaY4-aS核酸数据
库进行 c@K<$_比对Y结果见表 E!

表 h $%_差减文库搜索结果

()*+,h $808=/=W=A.59W109-58-013W71=>$%_13C7-95706W.C-9-:

’=47.A ;04049/01 K55011.=443/C0- <5=-0 0%\9W30 <./.W9-.7:

$%_

’=47.AS G=/=19?.041/#_K>=-.//34=AW=C3W.4W9/C69W.A87589.4 RSLVEQ]S POL a PQ

’=47.AO G=/=19?.0415F_KHi@jOSOQa>.1Y5W=40’N@aSQQL KkaOLPEE]S Oaa E]aal%LQ PS

’=47.AE G=/=19?.041G<&cB809718=5gOVgF9D911=5.9706?-=70.4S _m aOLTSa]O ELE E]aal%PS Saa

’=47.AL G3/9478:/=1.4C079%L/#_KY5=/?W070561 mSVVEE]S ITO 0%SIV PQ

’=47.AI
G=/=19?.041.413W.4%W.g0A-=n78>957=-C.46.4A?-=70.4V
BM;ic&VD

_m aaSIIE]S QOE a PP

’=47.AT G=/=19?.041A040>=-78:/=1.4C079%L KjOPISIQ]S TET 0%SVP PT

’=47.AV G=/=19?.041G<&cB809718=5gOVgF9D911=5.9706?-=70.4S _m aOLTSa]O ELE S]aal%PS Saa

’=47.AQ
G=/=19?.041Y<./.W9-7=.//34=AW=C3W.4W9/C69o=.4.4AEY
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’=47.AP
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LEaQLSSY/#_KY5=/?W070561

c’aaTLaO]S ESE S]aal%QO PP

’=47.ASa
G=/=19?.041cK’ 5W=40#&SS%EEI;SE>-=/ OY5=/?W070
10230450

K’aPVIaa]E EOS Q]aal%QI PO
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’=47.ASO
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’=47.ASE
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’=47.ASL
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’=47.ASI
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c’aELSLO]S SEEL a PV

"]h 半定量 #$%&’# 对 E个基因的半定量

#$%&’#验证Y发现 78:/=1.4YC079L基因在
结肠腺癌中高表达Bpqa]aIDY60.=6.4910Y
.=6=78:-=4.40Y7:?0Z基因在结肠腺癌中较远
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端正常组织表达有降低的趋势!"#$%&’()*+
,)-’./)’012(3’0.*4基因在结肠腺癌中较远端
正常组织有表达增高的趋势!但是这两者在统
计学上均无显著意义567898:;!见图 <=对 >
例同时有正常黏膜?结肠腺瘤和腺癌组织的病
例进行分析!发现这 @个基因的表达都有从正
常黏膜+腺瘤+腺癌逐步增高的趋势5图 4;=

图 A BCD4?E"F和 GEH在结肠腺癌和相应正常黏膜

中的表达情况

IJK9A L$2(0,,.3*3MBCD4!E"F )*1GEH.*’N0

-3O3* )10*3-)(-.*3P) )*1 -3((0,23*1.*&

*3(P)OPQ-3,)

RST S20-.M.- &0*0,U BCD4T "3P3 S)2.0*,

10.31.*),0! .313’NV(3*.*0!’V20 WU E"FT "3P3

S)2.0*,! ’NVP3,.*! #0’) XU GEHT "3P3 S)2.0*,

"#$%&’()*+,)-’./)’012(3’0.*4UYTZ3((0,23*1.*&

*3(P)OPQ-3,)UETZ)(-.*3P)3M-3O3*

[6\898:

图 ] BCD4?E"F和 GEH在 >例腺癌?腺瘤和相应正常

配对组织中的表达情况

IJK9] L$2(0,,.3*3MBCD4!E"F)*1GEH.*>-),0,3M

P)’-N01 -3O3* )10*3-)(-.*3P)! )10*3P) )*1

-3((0,23*1.*&*3(P)OPQ-3,)

RST S20-.M.- &0*0,U BCD4T "3P3 S)2.0*,

10.31.*),0!.313’NV(3*.*0!’V20WUE"FT"3P3S)2.0*,!

’NVP3,.*! #0’) XU GEHT "3P3 S)2.0*, "#$%&

’()*,)-’./)+’01 2(3’0.* 4U YT Z3((0,23*1.*& *3(P)O

PQ-3,)UETZ)(-.*3P)3M-3O3*

^ 讨 论

生物学及医学领域中的许多问题的产生都

与细胞之间基因的差异表达有关=目前!探索这
些差异表达的基因!仍然是研究的热点所在=现
有的多种分离差异表达基因的方法!如 BB_E
+HZ_?-BY%+_B%5代表性差异显示分析;?
-BY%微点阵法及 S%RL法等!虽然也成功地
分离了一些差异表达的基因!但都不同程度地
存在对低丰度 P_Y%富集效率低?费时费力?
假阳性率高等缺点=SS"是一种以抑制 HZ_
效应为基础的新的消减杂交技术!利用两种接
头!选择性地扩增差异表达的靶片段!抑制非靶
向片段的扩增!一般的实验室都可以开展!从而
具有简便易行?灵敏度高?重复性好等诸多优
点!具有广泛的应用前景‘ab=本实验室运用SS"
法!在结肠腺瘤和腺癌组织而非细胞系中分离
到差异表达的基因=相对于细胞系!组织还包含
了肿瘤微环境的影响!能更全面地说明问题=@
个差减文库中筛选到的差异表达基因!来自同
一患者的正常黏膜?腺瘤和腺癌之间的两两对
照!既有利于差异片段的富集!又能提高富集片
段的特异性=
对各种方法分离得到的差异表达基因片

段!首先要明确其性质!即是否属于已知基因!
位于已知基因的哪个部位=目前!广泛使用的基
因比对策略是基于 C*’0(*0’通过公共核苷酸数
据库!对筛选到的片段进行逐个比对=具体步骤
为T在 c.*13d,环境下!利用 BY%S’)(等软
件!将测序峰图文件转换成M),’)格式的序列文
件!去除载体序列=然后应用 _020)’e),f0(提
供 的 在 线 服 务 5N’’2Tg M’29&0*3P09
d),N.*&’3*901Qh_eh_020)’e),f0(9N’PO;!
去除片段中的重复序列!再逐条向 YZiC的

ij%SE主页5N’’2Tgddd9*-#.9*OP9*.N9
&3/hij%SEh选择 ij%SE*中的 *(数据库;
递交!分析其与非冗余数据库5*3*+(01Q*1)*’
1)’)#),0;中的 P_Y%h-BY%序列的相似性!
将结果保存于本地机器=有些差异序列可能属
于同一基因的不同片段位置!故对最后比对所
得的结果还需进行归类汇总=这种方法虽然简
单可行!但是如果需要分析的数据较多!过多的
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重复劳动致使效率非常低!为此"我们构建了基
于 #$%&’的核酸序列自动分析平台!

#$%&’系统与 ($%)*+,系统相比"具有更
加完善的内存管理机制-更加灵活的进程间通
信机制-更加强大的安全性-自带的强大的网络
服务器功能./01%02-(03服务器等4"在作为科
学研究使用上有着不可比拟的优势!#$%&’因
为其源代码的开放性"目前有非常多的版本可
以选择"其中当属 50)672#$%&’的使用范围
最广"所提供的软件包也是最多的!因而我们选
择 了 50)67289:!以 ;<=9>?@AB=CD@
EE5CFF5GDAC::?@HC::5;D IEJ配置的

;K机价格并不昂贵!以免费的#$%&’操作系统
和低价位的 ;K机为基础"借助 ;LM0NA;LM7NA
K*%,0)系列软件和自行编译的 ;0M1程序"利
用常用的核酸序列数据库.如 ?0%@7%O4"实现
了大批量差异基因片段从测序峰图文件到核酸

序列的转换和序列的拼接"以及序列比对等一
系列过程的全自动分析!这种方法具有很多的
优点"尤其是其数据处理的高通量和更快的处
理速度.节省网络时间4-以及对重要数据的保
密等"同时也避免了很多重复劳动!在中小型实
验室的局域网中"还可以考虑将此平台移植到
含有 #$&%’操作系统的服务器中"开通 201%02
服务"利用 #$%&’出色的多用户管理"组建小型
局域网!本实验作为服务器的 ;K机为 #$%&’
操作系统"其余台式机均为 ($%)*+C:::操作
系统"通过 =::D@交换机将这些电脑组建成局
域网"应用 /01%02程序远程登录服务器"进行

#$%&’下的数据操作和分析"还可以通过在 IJ
栏中输入服务器的 I;地址"将任意序列在本地
服务器上的核酸或者蛋白质序列数据库进行检

索"极大地扩大了序列同源性分析的自由度!
但是"利用本地 ;K机进行核酸序列自动

分析"尚存在着不足之处!世界上三大核酸数据
库.?0%@7%O"JD@#"EE@P4之间每天交换数
据"以保证能最大幅度地涵盖数据信息!而提供
下载的 QK@I的 R2N服务器上的数据库是每个
月更新一次"因此就有可能遗漏最新的发现!而
且由于各种软件算法的不同"其得出的结果也
有可能存在着一定的偏差!但是就其总体来说"
基于本地的核酸自动分析系统具有不可比拟的

高通量"高速度和保密性"而且可以推广到蛋白
质的分析范围"只要拥有普通配置的 ;K机和
能运用 #$%&’操作系统的实验室都可以开展"
非常有用!对其存在的不足"可通过结合基于

I%20M%02的核酸分析方法来弥补!
本实验室成功构建了基于 #$%&’的本地化

核酸自动分析平台"结合 SS6方法"对筛选出来
的差异表达基因进行了快速有效的分析和综合!
经过去除载体-重复序列和拼接后"分别得到了

=B个 T*%2$U,"这些 T*%2$U,经过 @#GS/比对"
发现大部分已知基因均已被报道与肿瘤发生密

切相关"还有一些基因在结肠癌的发生发展中以
前从未提及"部分基因在现有的数据库中未找到
同源匹配序列"如 T*%2$UC-T*%2$U==等!这一发
现提示了新基因存在的可能"也表明了在结肠肿
瘤发生中值得进一步探索的空间还很大!
在筛选到的已知基因中"免疫球蛋白-人类

组织相容性抗原6#G和胸腺素V<及胰岛素样
生长因子结合蛋白 H.I?W@;H4等"在差减 /
XG-/XQ文库中被同时筛选到.数据未公布4!
这些基因均已报道与肿瘤发生有密切相

关Y=:Z=<[!近年来的研究发现"上皮性肿瘤细胞
也可以表达 IU或 IU样物质"如乳腺癌细胞-结
肠癌-肝癌细胞等Y=:[!K7*等Y=B[利用减式杂交
技术"也分离到多个结肠癌负相关基因片段"对
其中一个新基因 SQKH\TEQG分析比较"发现
与 IUG=高度同源"正常黏膜中该基因的表达
远高于相应的结肠癌组织!原位杂交检测显示"
SQKH\基因的表达定位于正常黏膜上皮细胞"
而非间质的其他细胞!众所周知"在正常机体
内"免疫球蛋白是 @淋巴细胞特有的产物"机
体的其它细胞不产生 IU"并且细胞内也未发现

IU!因此"这一现象值得进一步研究]IU或IU样
物质是否的确可以由上皮细胞产生^不同的 IU
在正常黏膜上皮及相应的肿瘤中表达有何差

异^这种表达在上皮性肿瘤特别是结直肠肿瘤
的发生发展中起什么作用^在筛选到的众多基
因中"胸腺素 V<-_/;的表达经过半定量 5/
X;K5验证"发现有从正常X腺瘤X腺癌逐渐增高
的趋势!胸腺素 V<在差减 /XG-/XQ文库中被
多次筛选到!(7%U等Y=F[发现"胸腺素 V<高表
达的结肠癌细胞系 S(<>:的形态和细胞内
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!"#$%的骨架发生了改变&通过 ’("!)*+,$%的细
胞间黏附力下降-而在培养基中形成集落的能
力增强&细胞生长速率明显增加-可能与 .
("!#+%$%介导的 "(/0"基因的激活有关1这些
发现提示-胸腺素 .2可能是结肠肿瘤发生发展
中 的 一 个 晚 期 事 件1甲 状 腺 脱 碘 酶

3$4)4#*0,4%$%+-5678有 9个异构体3$:4;4,<8=
567>?567@和56791567@主要的功能是通过
对甲状腺素 A2的 BC脱碘而调节人血浆中甲状
腺素 A9的浓度-此外还参与甲状腺细胞的分
化过程1有文献报道-在垂体腺瘤中有 567酶
的异常表达-其 <DEF的表达被认为与 AGH
分泌型垂体腺瘤不受甲状腺素负反馈有关I>JK1
在差减 A(E文库中筛选到该基因-是我们首次
发现其在结肠肿瘤中差异表达1究竟是 567@
在结肠肿瘤中担任什么样的角色-它是否参与
了结肠肿瘤的进程-还是与其相似结构域的其
他基因的作用L甲状腺素的水平跟结直肠肿瘤
是否相关L这些都有待于进一步研究证明1
MAN是 @OO@年新发现的一个功能尚不清楚的
基因-有报道在正常膀胱上皮不表达-但是在大
于 9OP的膀胱肿瘤中明显高表达I>QK1该基因位
于 >R@9(@2-预测编码 @JO>个氨基酸组成的蛋
白-具体的功能未知1鉴于多数分离到的已知基
因与恶性表型间的关系-我们推测这些全新的
基因也与肿瘤的发生发展相关-需要进一步明
确的是-它们的表达是否在结肠肿瘤的进展中
起普遍的作用-可否作为有效的肿瘤标记或者
肿瘤抗原1
在过去的 BO年中-人们主要着重于单个基

因在癌与相应正常组织中的表达差异分析-很
少对癌细胞的基因表达作出综合的分析-但是
肿瘤的进展是多步骤多基因共同作用的结果1
一方面不同的癌之间有差异-另一方面-不同的
癌间又有共性的东西1在本实验中-筛选到的基
因除了一些已知的癌中高表达的基因外-还包
含一些以前从未在结肠肿瘤中发现的基因-甚
至是全新的基因-表明不同的癌的发生-可能具
有特定的模式1基因彼此间相互作用所形成的
局域网-可能既具有个体的特异性-又具有肿瘤
类型甚至细胞的特异性1系统性的分析差异表
达基因-进一步发现各种基因彼此间的关系-无

疑对肿瘤的诊断?治疗和预防都将具有十分深
远的意义和重要的开发价值1
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病理学参数间!没有发现具有统计意义的相关
性"

# 讨 论

$%&’()(*是一组与钙粘蛋白+,%-.’/)(0在
细胞膜内起作用的粘附蛋白!包括 12324等几
种"其中 35,%&’()(是原癌基因编码的蛋白质!
具有高度保守性"35,%&’()(在细胞内有两种功
能6其一是通过影响细胞的粘附性2运动性而影
响组织形态结构的发生7其二是 8(&信号通路
中的重要成分9:;"在正常上皮细胞中!35,%&’()(
的水平极低!主要分布于细胞与细胞接触间的
细胞膜上!<=$基因和+或035,%&’()(基因的突
变使得 35,%&’()(蛋白的浓度升高!并异位聚集
于细胞浆和细胞核上9>!?;"我们研究的结果表
明!在正常黏膜及癌旁黏膜中!35,%&’()(阳性
染色主要位于细胞膜!局部胞浆淡染!但在腺癌

+瘤0中!其阳性染色主要位于细胞浆!并有部分
细胞核阳性的出现!而细胞膜的阳性却明显下
降!并且膜与膜之间的连接模糊不清"这也说明
了 35,%&’()(的异常表达参与了结直肠癌的发
生过程"
通过对结果的分析!35,%&’()(在胞浆的阳

性表达率与分化程度相关!分化程度越高!其阳
性表达率越高!在高2中2低分化腺癌中!其阳性
率 分 别 为 @AAB2CDEDB2FGEGB"这 与

H%I%J%K%等9D;的研究结果一致"另外!我们还
发现!虽然腺癌的胞浆阳性率与 LMI’*分期无

显著差别!但 NO$期的阳性表达程度明显高于

<期!两者比较的差别有显著意义!提示 35
,%&’()(的表达程度与浸润深度有关!越靠近浆
膜层!其阳性表达程度越高"因此!检测 35
,%&’()(在细胞中的定位!可为患者的预后估计
提供参考"
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