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大鼠肝相 BERJI-2 肝癌 5 kb BamHI DNA 

片段的克隆及其转录研究*

叶 锋"

(中间科学院， 七 i海细胞生物学研究所 )

巳有文献报告才t:"r ~如，转录产物主l细胞核、 ‘

质间的选挥机运村机制的失控， 与细胞癌变有

关。如i与大鼠丹|细胞相比 ， 太鼠肝癌细胞有更

多的与}t(复顺序 DNA 咒补的细胞 核 RNA 出

现在细胞质中 [ 1 - 7]。本实验室曾用饱和杂交实

验证明与中度重复顺序 DNA J} 补i'{j fHi )]包恢

RNA 的顺序复杂性 tt，肝细 胞减少 60 . 0% ，

RNAI纠细胞核 (!íP目 )jU )!J~' 内的运抖， 肝癌细胞

刊于正常肝细胞[ 81 。 本文川在大鼠肝平11 肝 癌

BERH-2DNA rj: 与细胞核 RNA 杂交有 i:~ ;-;' [9] 

的 ::; kb BamHl 电复顺序 DNA )\ '段 ill .fJ 丁克

i吃.进一步以分;: I ~ ! :iI , ',; ;\" fll ' DNA (['， 1 克 l空 白~}ì:、

pL5 B- 4, 半~ ! 米 ':: 1 肝癌 DNA 的了E院民l' ~:1r~.、 pH

G B-L In 插入 j 1 段为怀钊 ， 比较它们 !'!':J传承

j"二 tbJ (l j、 鼠正 ;i ; .~肝 Hi !fF涵细胞核丰i1 JIT! i . ~1 分布的

变化。结果=Bî:习气抖转录jh:4勿在正 'Þf~ 肝细胞核、

hJ~ 1'1斗的Q1H 性届转特征 ， 在 !i干 ;后;细胞中发二七变

异。

材料 和方 法

一、实验材料

It: '1;-:; 大 Pr， ill' t以白 3 个月左右的 Wi star 7、;鼠， 饥

饿过夜@

移植性大Iftl肝癌 BERH-2，是本:所用二乙基亚硝

胶诱发的 Wistar k r!:l)京发 '~I: )FF 脐移植到刚断奶的

Wistar 大鼠)i盯空kk株ïfõJA:i 川 v T纠 I 'l r，'~ 1. 0 - l :~ 天 职肿

瘤块， 去除;坏死组织。

二、核酸抽提

1. 大分子 DNA :tI\!捉 : 根据 Gross-Bellard ~军 力

T:É( l ll J ，略有改变。 DNA .j气'品统 O. :l %隙 )J旨糖凝胶电

泳鉴定， 分子最大于 T，DNA(160 kb肘 。

2. RNA 的分离 :

~l tI )1包核 RNA 平11 细胞』立 RNA trl! t足 I ':-，J 讪 [ 12j o

t聚i核蛋白 i* RNA nli {;H!iJ采用胶糖也应:梯 j支离

心法分离乡驳核蛮 l':J í卒 l13 ! - HJ从乡唯妆页哇!你抽j是多

驳核蛋白{ι RNAω

rRNA (t'J1ì!l 1!哇 !可 lìíï l 14 I 0 

poly A+ 核 RNA Tli poly A - 核 RNA)Jj oligo(dT )

纤维素(水所产品 ) I奴 15f;11~t分离 ， 方法间的 1 1 5 1 。

所有采用的 RNA 样品均绕过 1 %戎 1. 1 % 惊脂糖

l疑 !1\C iË!. n~中全测， 无限Ul降解。 poly A ' 核 RNA ， ({生有

· 硕士学位论文，指导教师张玉矶。本讯也得到]
中科院科学基金资助 、 11 1科院上海分院青年科
技工作鼓励基金的部分资助。 tJUUl 、 þ怀孙↑自
协助工作， 孙兰英提供 BERH-2 肝癌材刺 ， 恃
此致谢。

川 圳工作单位 : >'， 1王l科学院上海坐物工程实验

洼地。
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与 28 s, 18 s , 4 s 相应的荧光条山。 polyA - 核 RNA

则呈现有明显的可 288 ， 18 s, 11 s 才tl }i:;;: (I忡'二光条带。

三、 5 kb BamHI 片段的克隆与筛选

1. 5 kb BamHI 片段的分离 、 纯化: 100μg 大 鼠

肝或肝癌 BERH-2 大分子 DNA，用 300 单 位 BamHI

酶 (Bio-La b 产品 ) 3 7 "C酶 切 6 - 8 小时， 0.7 % 珠脂

糖i疑胶 ， 4 V /cm 电泳 6 小时 。 切下 5 kb 区条带， 电

Ì;}， jjt:脱fti合正丁陪-QN+注[川去除E寄(，~旨糖。

2. DNA 片段连接[ 1 7 ]: 0.5 问 脱，磷 BamHI 酶切

PBR 322 DNA (Bio-Lab 产品)加 ]μE 分离的分子量约 。

为 5 kb 的 BamHI DNA 片段 ，加 20 单位 飞DNA 连接

酶(生物物理所产品 )， 16-20 .C连接 8 小时， 反应休

积为 30μ1.

3. Hb 101 菌的 CaC12/RbCl 处理 . 转化及抗菌素

筛选 g 方法!Jil-文献 [ I7J 。 挑取抗青霉素、 ~1四坏素敏感

的菌落， 扩增后加 15 %甘油，一 8 0 .C保存茵株。

i 四、 DNA 探针的制备

碱法制备重组质粒DNA [ 川， 经 BamHJ酶切后电

泳分离插入片段。 用切口翻译标记注标记探针r 17J ~ 

五、核酸分子杂交

1. 菌落原位杂交。 方怯见文/献 [17J。杂交膜依次

在 2 x SSC--0.5% SDS 室温洗涤 4 次 ， 每次 5 分钟F

0. 1 x SSC- 0. 5% SDS 6 8 .C洗涤 30-45 分钟。烘干，

[E X 光片， 曝光。

2. DNA SOllthern EIl迹杂交 z 基本参照 SOllt-

hern 法 (18J 0 

3. RNA 点杂交 2 参照 Thomas 法 [ 19J 。 硝酸纤维，

东膜(氏工!~~产品 ， 孔径 。 .2 2 则在重~(~水浸润后， 浸

于 20 x SSC 中， 然后铺到点样苦苦上。 4 样品配制 在 6x

SSC 中。在水泵抽气下， 各取 10μ1 样品点到 j民上。

待样品完全抽完， 将膜揭下， 宗温使干， 再 80"C烘

2-3 小时。 加入?只杂交液 ， 42 .C 'fR 杂交 6 -10 小

时。加入探针， 杂交 24→28小时。杂交脱用 2 x SSC-

0. 5% SDS室温 |二·漂洗 4 次 ， 每次 5 分钟 I 0.1 xSSC-

0.5 %SDS, 50 .C浮，洗 2 次 ， 每次 20 分钟 I 0. 1 x SSC 

室温漂洗 5 分钟， 使干后j王X光片， 曝光。

结 ι 果

5 kb Bam HI DNA 片段的克障、筛选

和鉴定

用电泳洗脱结合正丁醇-QN+时IJ 备的夫
鼠肝和肝癌 DNA 的分子量 约为 5Kb 的 Bam

GJ ì 

由 1 5 kb-BamHI 片段的电泳鉴定

(1) 大鼠肝 DNA Bam HI 酶切
(2) BERH-2 DNA 5 kb 片段
(3) 大鼠肝 DNA 5 kb 片段
(4)λDNA BamHI 酶切

HI 片段 ， 电泳鉴定结果见图 1 。

;向市JJ备的 DNA 片段插入到 PBR 322 DNA 

的 BamHI 位点，转化 Hb101 菌， 经抗菌素筛

选。用犬鼠肝 DNA 片段连接构建的重组质粒

转化 HB 101 菌后，筛选得抗青霉素，对四环素

敏感菌落 200 只， 结i号为 pL 5B 1-200。用大

鼠肝癌片段连接构建的重组质粒转 化 HB 101 

菌，筛选得抗青霉素 、 对四环素敏感菌落 145

只 ， 编号为 pH 5 B-1- pH 5 B一14 5 。

挑选 pL 5 B- L1, pL 5 B斗， pH 5B一 1 ， pH 

5 B:-2 4 个克阿菌扩增， 扣1提质粒 DNAo . pL 5 

B-4 DNA 军! I pH 5 B一 1 DNA 月'1 BamHI 酶切后

电泳， 以 λDNA f;;] Hind m 酶切片段为片段大

小标准， 检测插入片段的大小，如图 2 a 所示 。

将重组质粒 DNA 月] BamHI 酶 切后 ， 拉~ Sout­

hern ì去印迹到峭酸纤挫京膜上，与 32p 标记的

5 Kb Bam HI 片段杂交 ， 杂交放射白显影因谱

见图 2 b。酶切结果不口 Southern 杂交结果证实

此 4 个重组质粒 DNA 中插入有大鼠肝或肝癌

DNA J'r-段 ， 插入)"'1 '段分别称为 L 5 B-4 , L 5 B-

5, H 5 B- l 军口 H 5 B-2。

另 外， 将大鼠肝和肝癌大分子 DNA 用

BamHI 全酶 切后，印迹到硝酸纤维素 膜上，

以 32p 标记 的 L 5 B-4 l丁I H5B-l DNA 片段为

探针进行杂交。 有 克隆片段来源的 5 Kb 处显

示出强的杂交带。

二二、 L 5 B-4 和 H 5 B-1 DNA 片段的转录

产物在大鼠肝和肝癌细胞中的公布
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b 

因 2 克战片段的鉴定

a. 重组质和DNABamHI酶 l刀电i'ì:因。 ì. DNAHind

E 酶!)]片段作片段大小标准
b. 32p- 5kb Bam HI 片段 1:; BamHI 酶 i刀京去Él民

粒 DNA i't'']杂交图。

IG 

1 
~ I:~ 

lfi 

4 

μ吕

a 

h 、

图 3 克隆片段传:荼产物在肝和肝癌细胞中

分布的比辍(点杂交)

a. L:; B- -1 DNA 转录产物的分布

b. H 5 B-l DNA 转;jt产物的分布

L: 肝 H: JllJ;f.i 
1. 总 RNA 2. i核 RNA 3. ij但月~ RNA

4. 多架中与 π .: (11才二 RNA 5. rRNA G. polyA ­
核 RNA ';. poly A+核 RNA(3μg )

JiJ RNA 点杂交法 ， 以 L G .3-4 平11 H 5 B-;- l, 

克l在 DNA 片段为药、针，比较它们的转录产物

在大鼠肝平I!肝癌细胞中的分布。女fl 因 3 结果提

/T' 。

L 5B- -1 和 H GB-l DNA 片段探针与细胞

总 RNA、细胞 核 RNA 以及细胞质 RNA 点

斗队 1 0/') 1也

句'国
u. , • 

.[1腐!ff 100 ~‘ 
NA 

藏少

- 10。地

固4. ， L 5 8-4 DNA 转录产物在肝和肝痛
各 RNA ~Il给中相对量的比较

杂交的杂交行为相近似。其在细胞核中的转录

产物相对含量，正常府高于肝癌细胞，其在细胞

质 RNA 中的转录产物相对含量，则是肝癌高

于肝细胞。

~.细胞核 RNA 分为 poJy A 今 中主 RNA 幸fl

poly A-核 RNA 两部分F 从，~、胆质 RNA 中分

出多?在拉去白件 RNA， 才杜二蛋白 件 RNA。 以

L 5B-斗4 DNA _F'严只片1:「:f4段为 J探习东:浮汗刑号专钊+ ，

细胞不同 RNA ~细日分中的相对分不才布「百f蛊 。 其结果

是 : ~.5B-4 DNA) ; 段转示r 物 {i: poly A +杉:

RNA 中的相对量高于 polyA- {玄 RNA。其转

录产牧!在正常肝 poly A-核 RNA 中的 i相对量

高于肝痞 细胞 的 poly A- 核 RNA o L 5B-4 

DNA .r'î段的转录产物在肝癌细胞多聚核蛋白

体 RNA 中的相对置，比在正常阳细胞相应组

分、审高 。 但无论是在肝癌细胞 rRNA ， 还是在
正常肝细胞 rRNA 中， 均几乎测 不到 L 5 B- 4 

DNA 片段的转录产物的存在 。

将 L5B-4 DNA 片段转录产物在大 鼠肝

和 JJ下脑细胞各 RNA 组分中分布的放射 自显影

囚 ， m CS-900 蒂层色谱仪扫梢 ， 比较正常肝

和肝脑细胞间的相对量，以在正常肝中的相对

量为 100% ， 其结果是z 在总细胞 RNA、胞质

RNA 在l 多聚核蛋白 体 RNA l=f:J L 5 B-4 DNA 

转录产物相对量，肝癌细胞比正常肝细胞分别
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高 59% ， 25% 和 60% ; 而在总细胞核 RNA 、

polyA '核 RNA 丰fl poly A -核 RNA 中， 肝癌

细胞比正如肝细胞分别 减少 65% ， 37% 平1 1

73% 。

讨 论

Tv:们克陆的大鼠 肝与 大 鼠移植 性 肝癌

BERH- 2 DN A FI<J分子量大小约为 5 kb，的 Bam

H J'片段， 是大鼠肝及肝 癌 DNA 经 BamHI 酶

切后电泳， EB 染色 !i止示最明显!把;一条荧光带 ，

我们称之为 Bam 5 族重复顺序。根据其在基

因经l叶1 月r 1茧的百分数;在算 ， 此约 5 'kb Bam HI 

荧光fij ft 基因织中约有 2--4 X 10 1 挎贝 。

从克隆之一{白 pL5 B- ,1 DNA 分肖 jiH 入 )Ji­

t~ L 5 B斗， 以此(作'1-'二为扫探:争钊针1-ι主与j RNA 足忌虫、;i，5J

指出， L 5 B一 ! DNA 片段的转景:产物分布于细

胞核内多于f! 细胞 !贝 i气。向τ细胞核 |忖 其转录产

物由 poly A +RNA -JII poly A - RNA iU!浅 ，

前者多于后右。 在细胞质内， L 5 B- 4 DNAH 

段转录了a 物主要分布号:多聚核握自体 RNA中，

而tl : rRNA !:-1 1 ft无其转录产物1'j{_1存 在 。 Nort­

hern EjJ迹杂交 !'I<J 初步结果(待发表资料) 也表明

L 5 B - /j DNA tji 钊 与多聚核蛋白体 RNA 1斗 I(i~

18 S 和128 S 两条最呐!泣的 RNA 带 无 杂 交反

应。比较大鼠 IJ{ 平I I Jlf癌细胞 rj-I L 5 B-1 DNA Jt 

段的转录产物i ü0相对 分 布置 结别为， {[细胞

核 RNA 巾 ， n干多于肝癌i {J 细胞j页中 ， 则)jf

癌多于肝。 Northern [:j J迹杂交结果的进 一步分

析指出， 币二 Jll癌细)J包JI!:l 内 L 5 B- 4 DNA 片段

的转录产q?u主安分布于多聚帧蛋白 体 RNA 中

介于 1 8 S 丰114 S RNA flÏ] U0小分子量 RNA 部

分(待发表资料_ ) 。实验结果Jjt示， 在肝癌细胞

中， L 5 B- ll DN A )川变的转录产物由细胞核向

细胞民内的运转发 生.了 改 变。至于 L 5 B- 4 

DNA 片段 l'l'j 转址 j:' : 物 ú: JH 癌细胞中显示的核

质问边r~t七届转机fkl]改变的可能意义还有待进

一步探讨。，

才、.~ '!J: rj;; ， 主 间nJ l ，'d相膜恼改分子杂交实

验(1 2) 、 ý0~:i : 朵朵: ~~U~l:川 观 察 到与主旨: YJ: )i~( 比

DNA 互补的 RNA，肝癌细胞核比正 '市)j干细胞

该低p 在肝癌细胞质中则比ïE'品_ )j干细胞质高 。

本文则用克隆技术， 从大鼠)j干丰11 肝癌 盐 IJ~组

DNA 中筛选到的克隆片段 L 5 B-4 丰[] H 5 B-l , 

其转录产，物在 Ill1富细胞中具有核质/lIJ J.主择性转

运失调特征， 为深入研究癌变孙子机l1i11flJ重复

顺芹的功能提供了一个实验系统。

摘 要

本文克隆了大鼠肝 Hî肝 癌 BERH-2 DNA 

的分子大小约为 5 kb 的 BamHI 片段 (Barn 5 族

重复顺序)。从筛选出的克降巾取一个来 向)]干癌

细胞基因组 DNA 的克隆片段 H5B一1 和!来自

肝细胞基因组 DNA 克隆片 段 L5 B-4 做进一

步分析研究。采用 RNA 点杂交浩对 L 5 B- -1 

DNA 片段的转录产物在细胞核、 质问 分布的

研究结果表明 : L 5 B- ,j DNA 片段转求产物在

肝癌细胞的总核 RNA ， polyA + 核 RNA 丰[1 poly 

A-核 RNA rr1的相对量， 比正前JFF细胞的相应

RNA 细分低， 在肝癌细胞的 总胞民 RNA 和l

多 ~f，t 1去蛋 白体 RNA 中的相对量，则比正 常肝

细Jjl:i(;~ +i !应 RNA 组分i旬， 其 4专 -')町、::f如在 poly

A+核 RNA 1!1 的丰H kJ 含量高于其他 ~fB )1包 RNA

组分， 几乎不存在于 rRNA 巾 。 ~:'l 用大鼠月-1不n

肝癌总 RNA 进行 RNA 点杂交比较 时 其转录

产物在肝癌细胞中的相对-含量则高于 iE'Tt'; )F!二 。

结果提示 ， L 5 B- 4 DNA 片段的转求 j" r: 物从

细胞核向细胞质内转述 ， 肝癌细胞明显高于正

常肝细胞。以 H G B- l DNA 片段代替 L 5 B- 4 

DNA 片段进行 RNA 点杂交 ， 得近似的 杂交

放射自显影图 ii~ 。
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ii黯 751 培养的心肌绍 陀 fj号 影自白宫
" { t! 

、，
‘ .if'; t'台荣 李全风 f冬利 家 }，;'!.~. "11{_- 东 ， 1?" 字1':.

(F('j ;;j) ìßiltd毛

" r; 

i 微 11 51:: ;~.~ l;r~ :(:1: *ft { 1~内是---- : f1-;ï非:芮 只怕'扩f.氧

化剂，元1;脱甘!比过氧化lEf[f !<.' f ! r分之一， II七Õ8

能írv:rJJ:. :~寺扭过氧化物在手lìJ lL} !-:~J 蓄积 9 何事 细胞

免受损伤 [ 1 ~ 3 J 。 近年*扣坦白白在1 i哺乳动物细胞

中陆续发3)~了多种含曰，j 抖'l f32 括:1店 斗主 酸 ( se一

t R N A) , :)1: fiF il~ 这 T:iJ se.-tRNA y.，才旦旦2 1U 使按

;J苦 j;~改 (mRN，A)到译蛋白B;i，" (fj过巴只有特异的

促进作用 [8]ô se-tRNA 去白质古成中的作用

越采越引起人úll不J茧视。

木文利用小;'f.ý腹取得的 4 个月人胚、 轩生

大~IVf口胚胎/卜 f~~ ) !~， J1;~: , :1tl ~. ;. '-f J已、 p，n.iltl胞 、 组织

和1{在古节二 ，观察: (丁) 1ir!i ←竹马if fr!iJ Li人旺心肌

细胞的影响; ( 2 ) f:~刊 i- )L~;l~~ 1 币i ~~:: ( ~l'干丙基写 上

腺素 'jLl 去'[13 ~圭肾 '主阻素 )性t肌扎i伪Ø': I 保 护'作

用 ， > (:3 ) lìiti jì J 脑引起的;L、肌细N1Rt叫fi二L氧化511

伤的保护作用。 :

f\ 材 料白为洁自

心 flfLtuiJJtl 从 :J\校 i:f.1 JiJ!， 二r1r:产利得到rg .ilt' 

, 
回
霄

, . 

平'!描，{il:. l új 士、剖腹快，出 (:; (1 ，1 个月 7午在「阶)[ ， !i 例 ;' \取材时

)jil心'U!J亿尖叫i o J[{ J50;:飞出 '七 1 … 1 日的 飞Yi~tar 新

生 J;;:K i. 'l>Jl.It"片、j 人 ，)H~*d *斤 :'，1 : )二武心 :lLtI~.; 枚:. Rurt 法I 飞l ，

用 。 . :::5% 1民歪 }匀即， (，l;J'j rcOl:25 0 ) ìì~ 1L ， . j l,,; lof./mJ 的

~m)j也;农l之 斗过生 :".r J 亏打开气 ， ;~'i <C τ rJ-l J~~'汗。 每 2 日
J飞 I

更挨门大j已 }~~'W ~、-;~: ) t~ 、!il;~~ :i~. l: 飞，集心肌

flB)]包。

心以 j几L巴凹T引! 箩织:巳1i伫j川??J牛ιf- : 1取pk: ; -f干"干i卡、叫吐咄rÆ吆怡j正￡ιf台台钊削i .川川i川川i川i

f生tι)六k: II，μb以LJC巳!、♂♂矶月序朋q ， !!~6卒 :~.~! J n"n3 左右， '载于斗.，豆、瓶壁， 室

i姐且下:放尖:泞rt!./々2 0 扑钊1川町J，'，丁l巾:口r川1干忖.斗悄i

用传斗速圭 1η2 {次欠 /兰f必;tI 的将i妙鼓少皮:)进」立t行 t淀笔坊梓:1'阶市养 ， 效果吏好。

胚胎/.i\鼠心脏拾古培养z 骂飞(!zl l(;，:[ 'J (; '- [ 7 日的昆

Ij;~t曰j'达 20J-~ ， ~I ;"HYi 切J]- j'L;li灯 l i!jL jiiUJ\LA ‘取出心目上

以 Hal郎 i碎石ti创i l肘 ， F1':: .=~;心缸，、|寸主i;坚份赃 。品1jj i三

玩?♂用 卡丘行心~rr t}1 't1 辽:JFf2j 。 忽 创 8 --~O 只胚胎斗、
Ff!. Á(J心朋JU:z牙 ! 个 Jl~'[养狼L r[ 。 , 

yft 二字?条 : Jrl Eagle M巳M ( 口 水 ) , ,<, ::0 % )liì !l li!l 
i育 ( r;古尔滨兽医lOr;，';-:所 ) 。 如j;1养的是人)]f心J.ìJ L 细胞~~
纪织， 则加JH J 5%人五lLm l二i 蛋白(四班才门 'AY规·地ltj~

曾 !刀.，飞归岳飞柯 :~:lt~二企 ~Jf Jì.打河町 ) .1 ~3 (; 年宽 .H; 号&
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