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［摘要］ 采用抑制性差减杂交方法，分别从经重力环境改变适应性锻炼（实验组）和未经重力环境改变适应性

锻炼（驱动组）的两组 +,大鼠的淋巴细胞中分别提取 -./和 0-./，并经逆转录酶合成 123,./，经 !"# "酶切

后将实验组 3,./分为 !组，分别与两种不同的接头衔接，再与驱动组 3,./进行 !次消减杂交及 !次抑制性

45-，将产物与 6 7 /载体连接构建 3,./消减文库，并转染大肠杆菌进行文库扩增 ’随机挑选 8"个克隆，通过斑

点杂交，初步筛选出 !"个阳性克隆 ’

［关键词］ 抑制性差减杂交；重力环境；基因克隆

［中图分类号］9&8)；［文献标识码］/；［文章编号］#""#!$*#*（!""#）"$!""8!!"*

! 引言
重力既是人类在地球表面生活与劳动过程中无时不在、而又无法摆脱的力学环境，也是迄

今人类尚不够了解的一种环境因素 ’长期在太空中飞行的人员，其组织、器官、生理及功能在不
同程度上均发生了一定的改变 ’模拟失重实验显示，心脏尺寸减小，心肌有明显的萎缩性改变，
心率失常［#］，血液流变性降低［!］’重力环境的改变可使细胞基质之间及相邻细胞之间粘附的力
量发生改变，并导致细胞内骨架的改变和重塑，从而使细胞形态、骨架和基质的机械性能发生

相应的变化［(］’
:;<=2等［$］通过对在失重环境中培养的淋巴细胞进行观察，发现在此环境中生长 $ >后，即

有 ,./聚集等细胞凋亡的表现，且随着时间的延长，与凋亡有关的 ?@2 7 /4A B # 蛋白表达增
高，推测淋巴细胞在失重环境下的增殖延缓与凋亡，是由于细胞内微管结构异常与某些基因的

异常表达所导致的 ’ C@D等［)］通过 45-法检测微卫星 ,./序列时发现，当重力环境的改变超
过 &! >，就可检测出基因突变的发生，而且在 E #8F 环境下，这种改变就变得非常明显 ’
GHHD2IJ@［*］对内皮细胞 /$(#进行观察，发现在失重环境下，表皮生长因子（KF?）诱导的 3 B LH2
和 3 B MND基因表达量明显降低；K22;J等［&］研究表明，在异常重力环境条件下，肌肉中某些基因
在 0-./水平有变化 ’在 "F值暴露 % 1之后，在指长伸肌和比目鱼肌中检测到有 *种基因，其
0-./水平均发生了不同程度的变化，其增长幅度从 !(O P ##""O不等 ’这说明，重力环境的
改变对某些基因的表达有影响 ’
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! 材料与方法

!"! 实验材料
!"!"! 菌株

! " #$%& #$!%& 空军总医院分子生物学研究中心自藏 ’
! ’! ’( 限制酶、工具酶、)*+相对分子量标准及试剂盒

,-. )*+ /012345-64、!)*+ 7 ’&() " $-5845等购自华美公司 ’ 9012+,5-:; <26;43 !%%%试剂盒
购自 95034=-公司，抑制性差减杂交试剂盒购自 >10?;4:@公司，)A(%%%、#B!CD 7 ’*+ "、/EF$ G
,载体克隆试剂盒购自 ,-H-I-公司 ’
! ’! ’J 引物
实验中所用引物均为试剂盒所提供（引物序列略），包括 :)*+合成引物、两个接头 +K-/;05

!和 +K-/;05 (（两个接头外侧 ((个碱基序列一样，内侧序列不一样），两套巢式 9>I引物（9>I
引物 !与两个接头的外侧 ((个碱基序列一致，?46;4K引物 !、(分别与两个接头的内侧序列一
样），接头效率鉴定引物 EJ9)L MN引物、EJ9)L JN引物、9>I 引物 !（EJ9)L MN和 EJ9)L JN两条
引物是根据管家基因 EJ9)L的序列设计的特异性引物，9>I引物 !为两个接头引物的外侧同
源区域）’
! ’! ’D 药品及主要试剂
淋巴细胞分离液购自经科公司，,IOPQA、)F9>购自 <R=3-公司，O9,E、B G E-1购自 EOS>Q

公司，其它试剂均为进口或国产分析纯试剂 ’
!"# 实验方法
! ’( ’! 样本的处理
将健康成年雄性的 <)大鼠 (%只体质量为（(%% T (%）=，随机分为 (组，一组为实验组，另

一组为驱动组 ’将实验组大鼠在 U VE的状态下（实验用航空离心机），每天曝露 J% 3R?，期间每
隔 !%3R?休息 J3R?’驱动组正常饲养 ’实验期间所有动物置同一室内饲养，每日进食量 (% =左
右，自由饮水，室温（(! T D）W，光照 !( @（C X%% Y !& X%%）’实验共进行 !% K，挑选实验组中 D个适
应状态较好的个体，驱动组中随机挑选 D个个体，活体静脉取血 M Y !%3A’
! ’( ’( 淋巴细胞的分离
采用淋巴细胞分离液分离淋巴细胞 ’

! ’( ’J 细胞总 I*+的提取
采用 ,IOPQA试剂从淋巴细胞中提取 I*+’紫外分光光度计上测定核酸 (Z% ?3和 (V% ?3

处的吸收值，,-(Z% . ,-(V% [ ! ’V，可以认为样品较纯，没有蛋白质的污染 ’根据 ! ,-(Z% \ D%$= 7
3A计算核酸浓度 ’
! ’( ’D 3I*+的分离
分别混合实验组和驱动组的 I*+，参照 95034=-公司 9012+,5-:; <26;43 !%%%试剂盒说明书

进行 ’紫外分光光度计上测定核酸 (Z% ?3和 (V% ?3处的吸收值，,-(Z% 7 ,-(V% [ ! ’ V，可以认为
样品较纯，没有蛋白质的污染 ’根据 ! ,-(Z% \ D%$= 7 3A计算核酸浓度 ’
! ’( ’M 抑制性差减杂交
按 >10?;4:@公司的抑制性差减杂交试剂盒说明书推荐的条件进行逆转录反应 ’
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! "# "$ "! 双链 %&’(（)*%&’(）合成
取将实验组和驱动组个体的 +,-.（(）/ 0’( 1!2（#!3）和 %&’(合成引物 !!2，在 (45逆转

录酶（#667）及 )’8+作用下 1#9延伸 :6 ;<=后立即加入 &’(聚合酶 >、!"#$% &、’ ( )*+,?&’(
连接酶、)’8+组成总体积为 @6!2的反应体系，!A9孵育 # B后加入 A7 81&’(聚合酶，!A9再
反应 C6;<=后合成 )*%&’("
! "# "$ "# 接头的连接
将合成的 )*%&’( 1C"$!2经 !$7 !$# "在 CD9酶切反应 $ B"以实验组为试验方，驱动组

为参照方，试验方 )*%&’(以 ! EA稀释后，分为 #组，各 #!2，分别与 F)FGH,I -、#（接头 !、#）连接，
!A9反应 !# B后进行连接效率检测 "
! "# "$ "C 两次消减杂交及两次抑制性 +J0
在鉴定连接效率满意（ K #$L）后，将连接有 F)FGH,I -和 F)FGH,I #的试验方 )* %&’( !"$!2

分别与 ! "$!2参照方 )* %&’(在 A@9下杂交 @B后，立即将经过第一次消减杂交的两组体系混
合，另加新变性的参照方 %&’(，A@9杂交 !# B，稀释 "取 !!2稀释（! E #66）后的第二次杂交后产
物，在 $6 M F)NF=HF3O P-O= 8FQ聚合酶作用下，以 F)FGH,I !及 F)FGH,I #的外侧序列分别为 $’及 C’
引物，进行第 !次 +J0扩增，取第一次 +J0产物 !!2，以 F)FGH,I -及 F)FGH,I #的内侧序列分别
为 $’及 C’的巢式 +J0引物，进行第二次 +J0扩增，并进行 +J0产物消减效率检测（将未经抑
制消减的实验组 %&’(同时进行 +J0对照）"
! "# "$ "1 消减产物克隆至 GRS4?8载体
为了使 +J0产物具有更多的 (尾，提高效率，采用聚合反应 "首先 :$9加热上述 #$!2的

二次 +J0产物 #6 ;<=，然后向其内加入 D " $!2 #6!;,- T 2的 )(8+贮存液和 $7的 8FQ 酶，于
D69温育 !$;<="将添加 (尾的 +J0产物与 GRS4?8载体 19过夜连接；连接产物转化入 ’ (
-*+, &U$!，CD9培养过夜 "
! "# "$ "$ !互补现象鉴定重组子转化
将长有菌落的平板于 19放置 # B，利用#互补现象挑选阳性克隆 "选取白色阳性重组子菌

落，用无菌牙签分别挑取，画线接种于固体培养基上，CD9培养过夜，保存菌种 "
! "# "$ "A 斑点杂交鉴定
扩增后 %&’(消减文库包含约数千个白色克隆和蓝色克隆 "随机挑取 @6个白色克隆，用

GRS4 V 8载体的通用引物 W+A和 8D为引物，进行阳性重组子菌落 +J0扩增 "将 +J0扩增片段
经碱变性处理后，取 $6 X !66 =3点于尼龙膜上，将膜进行变性及复性后，室温晾干 " @69烘烤 #
B，室温真空保存备用 "将 #组 ;0’(经反转录，分别获得的 %&’(作为探针，分别进行斑点杂
交 "采用随机引物标记法对探针进行同位素#V C#+进行标记 "滤膜按 6 " # ;2 T %;# 的量加入杂

交液，置于 A$9水浴预杂交 C6;<="将C#+标记的双链 %&’(探针经变性后，加入到预杂交液中，
置 A$9水浴轻摇杂交过夜（!A X #1个 B）" V D69显影 1@ B"

! 结果

!"# 总 $%&与 ’$%&的定性定量分析
紫外分光检测显示提取 # 组总 0’(和 G,-.（(）/ 0’( 吸光度 .#A6 T吸光度 .#@6 K !Y:6，

!Y6L琼脂糖凝胶电泳见：总 0’( 可清晰见 #@*、!@* 和 $* 三条带，且中间可清晰见弥散的
;0’(；;0’(为 K 6"$PZ清晰慧尾片状条带 "结果见图 !、图 # "证明总 0’(和 ;0’(质优量足 "
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!—"：实验组； #—$：驱动组

图 ! 总 "#$琼脂糖凝胶电泳图

%：!&’( ) !"#$ "； !：实验组； *：驱动组

图 % &"#$琼脂糖凝胶电泳图

%’% ()*+#$两端连接效率检测
将连接有 +,+-./0 1和 +,+-./0 *的两组 ,23&’(分别

用 456&75’、456&7 #’引物及以 456&75’引物和接头
部分序列为 #’引物的 689 引物 ! 进行 5: 个循环的
689扩增，产物用 * ;:<琼脂糖凝胶电泳鉴定 ;结果见
图 5 ;显示两组 ,23&’(连接效率均 = #:<，即 #:<以上 ,2 3&’(已与接头连接 ;

%：#> !?" 7+@ "；!：连有接头 !的 3&’(
（引物：456&75A引物和 989引物 !）；*：

连有接头 !的 3&’(（引物：456&75A引物

和 456&7#A引物）；5：连有接头 *的 3&’(
（引物：456&75A引物和 989引物 !）；"：

连有接头 *的 3&’(（引物：456&75A引物

和 456&7#A引物）

图 , 接头连接效率分析

%’, 差异片段的克隆
将 689二次反应产物，经 B" 连接酶的作用下，克隆至 -4C% D B载体中 ;通过转化至 % &

’()" &7#$，过夜培养后，可见培养基上，生长的菌落很多，可见转化效率很高，从而可以保证较
多的 3&’(差异库克隆至载体中了 ;通过$互补现象，初步进行阳性克隆的鉴定，发现白色菌
落斑较多，达到 E:<以上，说明连接效率较高 ;
%’- 差异片段阳性克隆的鉴定
随机挑取 $:个白色克隆，经 689鉴定后，每个克隆均载有单一片段，平均 *:: F #:: G-;进

一步进行阳性克隆的鉴定 ;

!：以实验组 3&’(为探针进行的斑点杂交；

*：以驱动组 3&’(为探针进行的斑点杂交

图 - 斑点杂交结果

%’. 克隆的斑点杂交鉴定
在白色克隆中随机挑选 $:个克隆，以通用引物 H6E和 B?为引物，经过 689，将 689产物

与实验组和驱动组的 3&’(分别进行杂交 ;找出 *:个阳性克
隆，结果见图 " ;
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! 讨论

!""#年 #月，$%&’()*+公司、加州大学旧金山分校和俄罗斯科学院合作研究提出了一种简
便而高效的寻找差异基因的新方法，即抑制性差减杂交法（,-../)001&’ 0-2(/3*(14) +52/16173(1&’，
,,8）［9］，它是继 ::法和 ;:<法之后，又一新的表型克隆方法 =该方法是以抑制 >$;为基础的
*:?< 消减杂交方法 = ,,8与以往寻找新基因的方法相比较具有很大的优势：!因其两步杂交
和两步 >$;，最大的限度的降低了假阳性率；"具有高度敏感性的特点，它的均等化和目的片
段的富集，保证了低丰度的 @;?<也有被检测到的可能；#在一次 ,,8反应中，就可以同时分
离出成百个差异表达的基因，远胜于 ::法或 ;:<法 =因此，尽管 ,,8法产生时间较晚，但已
获得了广泛的应用 = :13(*+)’A&等［"］用此法建立了一个人的睾丸特异性 *:?<文库，并筛选了
人类 B染色体的粘粒文库并寻找同源序列 = C&’等［"］利用该法比较了两个高、低转移癌细胞系
D0.EF G <,HI和 D0.EF G !<,，并分离出与转移表型相关的基因 =
重力环境的改变对人体组织结构、细胞功能有着诸多影响，而个体对重力环境改变的适应

能力也各不相同 =一般人持续暴露在 J K L MN7环境下达到 !M L OP 0时，即可出现心率失常、黑
视、晕厥等表现；而经过适应性强化训练的飞行员，最高可耐受高达 J " L !PN7的过载 =这种个
体间的差异可能与基因结构或基因选择性表达相关，结果造成了个体对重力环境改变的适应

能力及耐受限度的不同 =
我们应用抑制性消减杂交方法，经严格检验成功地用 ,:大鼠的淋巴细胞构建了高特异

性的重力相关 *:?<消减文库 =随机挑选 9P个克隆，通过斑点杂交，初步筛选出 OP个阳性克
隆 =
很多证据均表明：重力环境的改变对基因的表达具有影响作用是显而易见的，同时认为，

基因表达的改变可能是机体对重力环境改变的一种适应性反应 =因此，寻找与此相关的基因，
探明其作用机理，就可探究造成个体间表型差异的遗传原因，从分子水平研究如何提高人体对

非正常重力环境的适应能力，将成为航空医学领域的新突破，可为航空生物动力学及航空医学

的研究及发展提供一种新的研究途径 =
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