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摘!要!目的!应用 "MV e$#*方法检测人肝癌细胞株 $b#.$*P.( 基因组中乙型肝炎病毒&9BA'>N"的整合% 方法!提

取经培养扩增的人肝癌细胞株 $b#.$*P.( 基因组 >N"!根据 "MV e$#*方法经过 ) 轮 $#*反应扩增潜在的 9BA>N"和人基因

组 >N"整合片段% 琼脂糖凝胶电泳观察 $#*扩增产物片段!切取并纯化整合阳性的电泳条带!对纯化产物进行核酸测序!得到

整合片段的核苷酸序列% 结果!经琼脂糖凝胶电泳检测!用 "MV e$#*方法能够从 $b#.$*P.( 细胞株中扩增得到 5 条 9BA

>N"整合序列!经测序后与比对其中 ) 条整合序列能够定位于人染色体 &)K'%,)%"&(K%(,))"%'l%),%' =l%5,%% 结论!"MV e

$#*可以准确测定肝细胞中 9BA>N"的整合!为研究 9BA>N"在肝细胞中的整合研究提供了一个简单"经济的方法%

关键词!肝癌!"MV e$#*!乙型肝炎病毒 >N"!整合
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!!我国肝癌最主要的病因因素为乙型肝炎病毒

&9BA'感染!肝癌患者 9BA标志物阳性率达 -&<左

右
-%.

% 早在 '& 世纪 6& 年代!就有研究者发现大部分

由慢性乙型肝炎携带者发展成的肝癌的癌组织中存

在着 9BA>N"片段整合到宿主基因组的现象% 现

有研究资料显示 -&<的 9BA相关肝癌组织中都能

检测到 9BA>N"整合子存在!因而认为 9BA>N"

整合在肝癌的发病过程中扮演了重要角色
-'! ).

% 目

前已有用免疫组化法检测肝癌细胞中 9BA抗原的分

布!以核酸分子杂交等方法研究 9##患者肝细胞中

9BA>N"整合状态的报道% 另外!多种高灵敏的聚

合酶链反应 &$#*'技术也相继被应用于 9BA>N"

整合的研究!其中 "MV e$#*被认为是较为经济快捷

的 9BA>N"整合研究手段
-5! (.

% $b#.$*P.( 细胞

系又称 "MCfG2JCE细胞系!是一株能稳定持续产生

9B1"\的人肝癌细胞株% $b#.$*P.( 已成为国际上

研究 9BA"9BA与肝癌关系的一个重要实验模型
-+.

%

本课题拟采用 "MV e$#*方法以研究人肝癌细胞株

$b#.$*P.( 基因组中 9BA>N"的整合情况%

材料与方法

%,材料(人肝癌细胞株 $b#.$*P.( 为天津医科大学附属

肿瘤医院保存% 基因组 >N"提取试剂购自 $EL_C\G公司% 所

使用的 $#*仪为 $a''5& 型% 高保真长段 $#*系统 afKG2J

RI

90\U P0JCM0̂̀ 试剂盒购自 *LTUC公司!尿嘧啶糖基化酶&i>['

购自 NaB公司% "MV e$#*扩增引物合成及 9BA>N"整合

阳性的序列测序均由生工生物工程公司完成%
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',方法(&%'$b#.$*P.( 细胞基因组 >N"提取(常规培

养 $b#.$*P.( 细胞!收集 %&

3

个细胞用于基因组 >N"的提

取!按照 80WGELM基因组 >N"纯化试剂盒操作手册提取 $b#.

$*P.( 细胞的基因组 >N"% &''$#*引物设计(参照表 %

-5.

%

&)'$#*反应方法("MV e$#*反应原理参见图 %% &5'电泳观

察及阳性整合条带测序(取 (&

-

M第 ) 轮 $#*扩增产物!用

%<琼脂糖凝胶电泳!溴化乙锭染色!在短波紫外线灯下观察

扩增产物% 切取 9BA>N"整合阳性的电泳条带!将胶块送生

工生物工程公司进行测序% &('9BA>N"的整合位点分析(

测序得到阳性整合序列经美国国立生物技术信息中心 &N#4

B?'在线的 YMG1̂2 1V0̂C比对分析能够得到 9BA>N"在人

&$b#.$*P.( 细胞'基因组中的定位等相关的信息%

表 ,)引物序列

名称 引物序列&(k

'

)k' 位置&9BA' 备注

i$( #"[i[##""[i[iii[#i["#[##"""[i[#i[[["ii" "MV e1C21C

R) e(%( "ii""###i#"#i"""[##i#["i"["ij*j*##"ji[#"# "MV eG2 0̂1C21C

i$+ #""[R[RRR[#R["#[##"""[ "MV e1C21C& Ĝ\'

_0JR) "RR""###R#"#R"""[##R#[ "MV eG2 0̂1C21C& Ĝ\'

KiR$ "#"i[""##iii"####[ii[# %%)% =%%(' 9B7% &9BA7'

II)3 R[##""[R[RRR[#R["#[# %%35 =%%-) 9B7' &9BA7'

II+& #R[##["R##"R"#R[#[[""# %'(6 =%'3- 9B7) &9BA7'

V$EC)% ["[ii#ii#ii#i"[[[["##i[ ')(& =')'6 9B#% &9BATLEC'

II)% "[R[#[""R##"#"#R# ''66 =''+- 9B#' &9BATLEC'

II'( [[""[["""[""[R#"[""[[ %-36 =%-+& 9B#) &9BATLEC'

V$EC@' "#"#[[#[[i"iiii[[[[R[["[ )&5' =)&+( 9B@% &9BA@'

II'* #"[[#R#"[[[#"R"RR["#"" )&3& =)&-% 9B@' &9BA@'

I>3% j##R[#R[[R[[#R##"[RR# (( =3( 9B@) &9BA@'

!!i,JiR$,j,#或 R,*,"或 [

图 ,)&BC;%$3检测 :7e!4&整合位点原理

",含有 9BA整合子和 "MV 序列的 >N"片段!虚线箭头所示为根据

9BA>N"&9B%'序列和 "MV 序列设计的以尿嘧啶&i'替代胸腺嘧啶

&R'的引物!其中针对 "MV 序列的引物中斜线部分代表引入的标签

序列&RG\' ,B,首次 $#*之后得到引入了引物中尿嘧啶的 >N"片

段!用尿嘧啶糖基化酶&i>['将 $#*产物消化!经变性后除去 >N"

片段中含尿嘧啶的核苷酸,#,尿嘧啶糖基化酶消化后的 $#*产物!

加入针对 9BA>N"序列 9B' 和标签序列 RG\的引物!进行第 ' 轮

$#*,>,第 ' 轮 $#*产物中富集了含整合位点的目的片段!可以在

此基础上再增加一轮半巢氏 $#*!使目的片段进一步富集

!

结!!果

%,琼脂糖凝胶电泳($b#.$*P.( 细胞基因组

>N"模板经 "MV e$#*后!第 ) 轮 $#*扩增产物琼

脂糖凝胶电泳显示共得到 5 条 9BA>N"的整合阳

性的电泳条带% 其中 "MV e1C21Ce9B7引物系统

"MV e$#*扩增后得到约 '&&&YK 和 6&&YK 两条电泳

条带!"MV eG2 0̂1C21Ce9B7和 "MV eG2 0̂1C21Ce9B#

引物系统分别得到约 3&&YK 和 +&&YK 电泳条带各 %

条&图 ''%

图 *)琼脂糖凝胶电泳

""B"#道为 "MV e1C21C引物分别和 9B@"9B7"9B#配对的引

物系统的扩增产物,a"P"[道为 "MV eG2 0̂1C21C和 9B@"9B7"

9B#配对的引物系统的扩增产物,>为 >b%&&&& 核酸 IGEDCE

!

',9BA>N"的整合位点序列分析(切取 5 条

9BA>N"整合阳性的电泳条带经测序后比对分析!

发现其中 B%"P%"[% ) 条片段为包含有 9BA>N"和

人基因组 >N"序列的完整的整合片段!它们在人染

)-6)
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色体中的定位分别为 )K'%,)%"(K%(,)) 和 %'l%),%'

&表 ''!B' 片段测序后得到的序列只含有人基因组

序列!而不含有 9BA>N"的序列!应为非特异扩增

产物%

表 *)整合位点序列分析

整合片段 区带 所在基因 外显子.内含子 (k基因 )k基因 整合位点前后序列&'&YK' 测序引物

B% )K'%,)% ##>#%' 内含子 $R9%* NBa"b'

9BA( #"##"[#"##"R[#""#RRR

人( #[RR[R[R"R"##"R[RRRR

9B7)

P% (K%(,)) 非编码区 e Ra*R I?*55(3

9BA(RRR##"R[[#R[#R"[[RR[R

人( R[RR"R###"R[[["###"#

9B7)

[% %'l%),%' 非编码区 e $[B>)$% *$b'%$%&5

9BA(#"R[####"""[##"###""

人( "[#R#R[[RRRR###RRRR"R

9B#)

讨!!论

从 '& 纪 6& 年代开始有学者发现大部分由慢性

乙型肝炎携带者发展成的肝癌的癌组织中存在着

9BA>N"片段整合到宿主基因组的现象
-'.

% 现有

研究资料显示!-&<的 9BA相关肝癌组织中都能检

测到 9BA>N"整合子存在!认为 9BA>N"整合在

肝癌的发病过程中扮演了重要的角色
- -).

% 研究表明

整合的 9BA>N"与邻近的人基因组 >N"常呈多种

重排现象!包括缺失"倍增"反转录"插入"转位"重复

和染色体易位等
-3! 6.

!能导致原癌基因激活或过表

达"肿瘤抑制基因突变或失活!使细胞生长失控!逐渐

发生性恶转化!发展为肿瘤细胞
--.

%

目前在已有的 9BA>N"与人基因组 >N"整合

的研究方法中!0$#*和 @LV ÛCE2 YML̂筛选基因组文库

这两种方法都存在敏感度差"实验操作繁琐的缺

点
-)! %&.

% 近年来!全基因组深度测序&ZULMCe\C2L_C

JCCK e1ClVC2T02\'技术发展日趋成熟!其也常被用于

9BA>N"整合的相关研究!然而其高昂的费用往往

使研究者望而却步
-3! %%.

% 与上述几种研究方法相比

较!"MV e$#*方法具有操作简单"反应灵敏的特点!

且使用成本一般研究者也能够承受
-5! (.

% 因而笔者

选取了 "MV e$#*扩增 9BA>N"整合子的方法作为

研究平台!并以此为基础研究了 $b#.$*P.( 细胞基

因组中 9BA>N"的整合%

$b#.$*P.( 细胞又称肝癌亚历山大细胞 &"MCf4

G2JCETCMM1'!该细胞系能够持续合成分泌 9B1"\!常

被用于 9BA感染相关肝癌的研究!但目前对该细胞

中 9BA>N"与人基因组 >N"整合的分析相对薄

弱
-+.

% 本研究中!"MV e$#*得到了 5 条扩增序列!其

中 B%"P%"[% 为完整的整合片段,而 B' 片段序列中

只含有人基因组的序列!可能为 i>[糖基化反应不

完全导致的非特异性扩增%

片段 P% 是由 9BA9B7基因片段插入人基因组

区带 (K%(,)) 而产生!该插入片段的 (k端接近癌基因

端粒反转录酶&Ra*R'!在多个基因肝癌组织的 9BA

>N"整合分析的研究中曾重复发现此整合位点!因

而认为该整合位点可能为 9BA>N"偏好的整合*热

点+

-%'! %).

% 另外!有研究表明有该种整合的肝癌组织

中 Ra*R表达升高!而高表达的 Ra*R能够帮助稳定

基因组 >N"的端粒!从而增加了细胞的分裂活性!并

容易和其他因素一起诱使细胞癌变
-%5! %(.

% 整合片段

B% 位于人染色体区带 )K'%,)% 的癌基因 ##>#%'

中!其为一个新发现的整合位点
-%+.

% 虽然 9BA>N"

插入的位置是 ##>#%' 基因的内含子!但该种整合影

响了内含子结构!可能对 ##>#%' _*N"的剪切形成

也有一定的影响!此种整合也可能参与了 $b#.$*P.

( 肝癌细胞的形成与发展% 整合片段 [% 位于染色体

区带 %'l%),%'!位于基因组的非编码区!也是一个新

发现的整合位点!其对 $b#.$*P.( 细胞生长的影响

仍需进一步研究%

综上所述!$b#.$*P.( 细胞中确定存在 9BA整

合!9BA整合位点的分析可能对该细胞癌变的发生"

发展提供提了一定的线索!并对 9BA相关肝癌的基

础及临床研究有一定参考%
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胞层面和基因层面研究 [#P作为 ?a*( 抑制性转录

因子的作用以及其辐射敏感度对 ?a*( 基因的作用%

鉴于 ?a*( 基因的不同辐射剂量的辐射效应与辐射

后时间效应!对临床进行的肿瘤放疗剂量选择与辐射

后药物的时间选择都有一定的参考价值% 在对一些

恶性肿瘤如肝癌"宫颈癌研究中笔者都检测到辐射情

况下影响 ?a*( 基因的表达!因此在这些癌细胞中沉

默 [#P也会出现 ?a*( 基因高表达% 宫颈癌作为威

胁女性身体健康的一大恶性肿瘤!其放射治疗为较成

熟的治疗方法% 在放疗前预测放疗敏感度!制定个体

化放疗计划!观察癌细胞放射反应及判定疗效已成为

目前宫颈癌研究的主要方向% 虽然目前研究仅表明

?a*( 基因可能与细胞周期的调节"细胞凋亡研究!其

辐射后的生物学效应仍然未知!但随着关于 [#P和

?a*( 研究的进展!笔者设想可以 [#P作为一个突破

点!寻找一种可以降低 [#P表达的方式!在不必辐照

或者降低辐照情况下!通过 ?a*( 表达上调这一途径来

双效加速肿瘤细胞凋亡!而不至对正常癌旁组织造成

损伤!这可能会为临床宫颈癌的基因治疗拓宽新思路%
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ICJ A0ELM! '&%5!6+&%&' (%3)+ e%355

3 !@V2\8Q! hUC2\9! b0@! "#$%,[C2L_CeZ0JC1VEcC̀ LdECTVEEC2^
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55&3' (3+( e3+-

6 !bGV ##! @V2 R! #U02\"Q! "#$%,A0EGMeUV_G2 TU0_CE0TÊG21TE0K^
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