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白血病细胞多药耐药是导致化疗效果减低或治疗无效的

主要原因#而耐药基因过度表达是肿瘤细胞形成耐药性的基

础)研究白血病耐药细胞基因表达的差异#可获知细胞出现表

型差异的原因#提供复杂生命过程的基本信息'
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)本研究采用

抑制性差减杂交$
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&技术构建非耐药白血病细胞株
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与耐药细胞株
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差异表达基因的
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文库'
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筛选白血病耐药基因#揭示白血病多药耐药的形成机制奠定

基础)
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材料与方法
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细胞株
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由大连医科大学血液检验

研究所惠赠#耐药细胞株
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购自天津血液病研究所)
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培养基中#
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换液
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使细胞维持对数生长)
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细胞株定期采用阿霉素冲
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作为模板#逆转录合成
+,)*

#

-.(

反应条件!

3" ^ '

L;=

#

7"^"L;=

)为获得较高浓度产物和确认最佳
-.(

产

物#进行一系列
-.(

扩增#以电泳结果确认最佳产物)
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物经热转化大肠埃希菌后涂布平板#
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培养过夜%挑选单克

隆菌落筛选阳性克隆%提取阳性克隆菌落质粒#由宝生物工程

$大连&有限公司进行测序%采用
]A=APG=T

数据库对测序结果

进行比对分析#确认差减杂交文库是否构建成功)
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次的反应产物各
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进行
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琼脂糖凝胶电

泳$见图
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&#确认最佳循环次数为
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次)
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合成产
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!
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细胞
+,)*

合成产物%
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!
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!小鼠
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合成

产物)

图
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反应产物电泳结果
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采用限制性内切酶
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对
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产物进行酶切#产生末端平头的片段)将未酶切和酶切的产物

各
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"
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进行
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琼脂糖凝胶电泳$见图
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酶切产物%
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!小鼠
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未

酶切产物%
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!小鼠
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酶切产物)

图
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酶切产物电泳结果
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!

!

?A<6AD!>!-.(

产物$小鼠&%

"

!

]'-,̀ 'U-D;LAD-.(

产物$小鼠&%
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分子标记物)

图
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连接反应
-.(

产物电泳结果
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酶切产物%
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产物$
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图
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检测反应
-.(

产物电泳结果

B#C
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连接反应
!

.@=6D@/

组和检测组标本分别连接不同的

+,)*GJG

C

6@D

$即
GJG

C

6@D!

和
GJG

C

6@D"(
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GJG
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6@D

的末端无

磷酸基团#仅有
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6@D

的
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条链与
+,)*$U

末端相连#
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和
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6@D"(

具有不同的序列#因此当残留末端被补平

后#可同时与
"

个不同的
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引物进行退火连接反应)为检

测连接效率#将产物各
$

"

[

进行
!4

琼脂糖凝胶电泳$见图
'
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&)电泳结果表明连接效率大于
"$4

#符合后续实验要求)

B#D
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-.(

扩增
!

在第
!

次
-.(

扩增中#两端连接有不同
GJG>

C

6@D

的差异表达序列能够进行指数扩增#仅有一端连接
GJG

C

>

6@D

或两端连接同一
GJG

C

6@D

形成发卡结构时#只能进行线性扩

增#没有引物结合位点则不能进行扩增)第
!

次
-.(

产物琼

脂糖凝胶电泳结果$见图
$

&显示#
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组与
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组杂交
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产物大小分别为
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&%%K
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)第
!

次
-.(

扩增产物丰度
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阳性克隆筛选及确认
!

挑选
"7

个单克隆菌落进行阳性

克隆筛选#质粒测序结果显示#在
!$

个具有插入片段的阳性克

隆中共有
""%

个差异基因)经
]A=APG=T

数据库比对分析#选

出覆盖率
&%4

和相似度
&14

以上的差异基因
!""

个#舍去
&1

个覆盖率和相似度较小的差异基因)在选出的
!""

个差异基

因中#包括
'7

个线粒体相关基因*

!%

个甘油三磷酸脱氢酶基

因*

7

个核糖体基因*

'

个支原体基因*

3

个血红蛋白$

P̀\!

&基

因*

!

个凝血因子
.

基因*

!

个热休克因子结合蛋白
!

$

_̀P-!

&

基因和
2"

个未知基因)

C

!

讨
!!

论

!!

肿瘤细胞耐药基因的存在不但影响化疗效果#也影响患者

预后)耐药基因的表达是肿瘤细胞产生多药耐药性的分子基

础)因此#鉴定耐药细胞和非耐药细胞间的差异基因是阐明耐

药性发生机制的重要手段)本研究选用遗传背景相同的非耐

药
O$2"

细胞与
O$2"

"

,aX

耐药细胞#经
__̀

筛选得到相关

差异基因#部分差异基因具有生物学功能#在肿瘤细胞产生耐

药性方面具有更大的作用)

较高浓度水平的
+,)*

是顺利完成
__̀

实验的必备条

件#而本研究中的限制性酶切产物电泳结果显示#逆转录合成

的
O$2"

"

,aX

和
O$2"

细胞
+,)*

水平无法满足
__̀

实验的

要求)因此#本研究采用
-.(

扩增富集的方法使
+,)*

水平

达到
'%%=

H

"

"

[

)此外#本研究将
+,)*

合成条件分别设定为

!$

*

!1

*

"!

*

"7

*

"3

次循环#合成产物电泳结果显示
!$

次循环得

到的
+,)*

产物浓度水平最高#为最佳循环次数)而在选择

阳性对照时#最初选择了可应用于
__̀

实验的小鼠总
()*

#

但
-.(.

产物电泳图显示实验结果不理想#推测原因可能是受

到种系同源性因素的影响)因此#本研究选用人骨骼肌细胞

+,)*

作为阳性对照)

在应用
__̀

技术后#本研究选择
"7

个单克隆菌落进行质

粒测序#在
!$

个有插入片段的阳性克隆中共获得
""%

个差异

基因)经
]A=APG=T

比对分析#选出覆盖率为
&%4

和相似度

为
&14

以上差异基因
!""

个#其中线粒体相关基因共
'7

个#

包括
""

个线粒体基因*

!!

个人类离子细胞内通道蛋白

$

.[Y."

&基因*

!

个电位依赖性离子通道
'

$

V,*.'

&基因)线

粒体基因在多药耐药肿瘤细胞和非耐药肿瘤细胞间呈明显的

差异表达#提示线粒体基因的表达可能与肿瘤细胞产生多药耐

药性密切相关)

电位依赖性离子通道$

V,*.

&也称线粒体穿孔蛋白#在线

粒体外膜中表达水平较高#

V,*.'

是
V,*.

的
'

种异构体之

一)线粒体可感受细胞能量代谢水平的变化#进而影响核基因

的表达'

'

(

)有研究证实#离子通道尤其是
V,*.

参与了肿瘤

细胞的演化#在调节细胞周期方面具有重要作用'

7

(

)因此#

V,*.

是近年来外源化学物所致细胞凋亡机制研究领域的热

点之一)

V,*.

基因表达水平增高或降低均影响线粒体功

能#与细胞生存及凋亡密切相关'

$

(

)肿瘤细胞膜上也分布着不

同类型的离子通道#并与肿瘤的发生*发展密切相关#其中

V,*.

基因的表达与肿瘤的形成有关#但与白血病细胞多药

耐药性的相关性研究未见报道)本研究证实
V,*.'

基因可

能在白血病细胞产生多药耐药性方面具有一定的作用#但具体

作用机制有待进一步研究证实)

核糖体蛋白
_7>X

基因亦为耐药与非耐药白血病细胞差异

基因之一)核糖体参与基因的复制*转录#具有调控机体发育

等功能#与正常细胞的恶性转化及肿瘤细胞产生耐药性密切相

关)本研究也筛选出具有差异表达的
'

个支原体基因#分别是

支原体基因
Z\(

*

027

*

-]!1

)支原体基因的高表达可能引起

肿瘤细胞生物学行为的改变#提示支原体基因的异常表达与肿

瘤的发生有潜在的相关性)

此外#

!%

个甘油三磷酸脱氢酶基因*

!

个凝血因子
.

基因*

3

个
P̀\!

基因*

!

个
_̀P-!

基因和
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知基因也是差异表达基因#可能在白血病细胞产生耐药性方面

具有一定的作用)

_̀P-!

可结合热休克蛋白
3%

$

_̀-3%

&基因

启动子#减弱或阻止
_̀-3%

基因的转录)

_̀P-!

是线粒体的

/分子伴侣0之一#但与白血病细胞多药耐药性的相关性研究未

见报道)本研究结果显示#

_̀P-!

基因与
V,*.'

基因都可

能参与了白血病多药耐药的形成#具体作用机制有待进一步研

究证实)笔者推测#

_̀P-!

基因的差异表达可能是调控

V,*.

基因参与肿瘤细胞产生耐药性的关键因素)

V,*.'

基因启动子区可能含有热休克元件$

_̀\

&#

_̀P-!

通过与

_̀\

的结合调控
V,*.

基因的表达'

2>3

(

)

综上所述#本研究采用
__̀

技术成功构建了
O$2"

"

,aX

细胞与
O$2"

细胞的差异表达基因#且多数差异表达基因为线

粒体相关基因#提示线粒体基因的表达在白血病细胞产生耐药

性方面具有关键作用)本研究也筛选出一些罕见报道的基因#

如
_̀P-!

基因)这些具有调控作用的基因在白血病细胞产

生耐药性中的作用更应值得注意#其与线粒体相关基因的关系

值得深入研究和分析)
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