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人尿嘧啶糖基化酶 !"#$的克隆及其在食管鳞癌组织中的检测
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摘 要 尿嘧啶糖基化酶是碱基切除修复过程的起始酶，对于维护基因稳定具有重要意义。在不同组织及不同细

胞周期中，该酶的表达水平存在差异。通过反转录 EFG克隆了人尿嘧啶糖基化酶的 DH+I编码序列，进一步以克
隆所得的已知 J+K基因拷贝数的重组质粒作为定量标准，通过实时荧光定量 G73EFG测定了食管癌病人手术切除
组织中尿嘧啶糖基化酶的 0G+I水平，探讨了尿嘧啶糖基化酶表达水平与食管癌之间的联系。

关键词 尿嘧啶糖基化酶，定量 EFG，食管鳞癌
中图分类号 L58# 文献标识码 I 文章编号 !%%%3&%4!（$%%&）%#3%#4!3%#

尿嘧啶 +糖基化酶（J2:D=) +3M)ND(@N):@-，J+K；
<F&O$O$O&。或称为尿嘧啶 H+I 糖基化酶，C2:D=)
H+I3M)ND(@N):@-，JHK。本文统一简称为 J+K。）可
以起始碱基切除修复，从而在体内识别并切除 H+I
分子中最常见的异常碱基尿嘧啶，防止基因突变的

出现［!］。

人类的细胞核和线粒体中都存在着 J+K，二者
都是由 345 基因编码，只是由不同的启动子起始转
录并通过不同方式加工拼接从而产生了两种形式的

产物。J+K在线粒体中的形式 J+K!含 &%6个氨基
酸残基，在核中的形式 J+K$含 &!&个氨基酸残基。
研究表明 J+K!与 J+K$只是 +端的几十个残基不
同，F端的 $4"个残基，其中包括末端 $$%个残基的
催化活性区，则完全相同［$］。已经证实，+端序列的
不同决定了两者转运途径和作用部位的不同［&］。

J+K在正常人体细胞内的表达量约 !58%%% P
$%%%%（个分子Q细胞）［6］，J+K! 和 J+K$ 的表达相对
独立且分别受到多种因素（包括组织水平、转录水平

和细胞周期）的调控［#，4］。检测发现：J+K! 在已检
测的所有组织中都有表达，而 J+K$ 的表达仅限于
能够增殖的组织，如睾丸、胎盘和胸腺等。

基于 J+K$的表达特点以及基因组自稳定机制
和防癌抗癌的紧密关系［5 R "］，本实验以实时荧光定

量 G73EFG为手段，从定量检测的要求出发，克隆了
J+K$的 DH+I编码序列（并以异源表达和序列测定
等方式检验了克隆效果），以此重组质粒作为定量标

准，并采用合成的特异性引物，检测了食管癌病人不

同类型手术切除组织中 J+K$（下文中 J+K 均指
J+K$）0G+I水平，并探讨了 J+K表达与食管癌之
间存在的联系。

% 材料和方法

%&% 材料
%&%&% 细胞、菌种及质粒：人绒癌 S<K3& 细胞由中
国科学院动物研究所计划生育与生殖生物学国家重

点实验室提供；大肠杆菌 HT#!为本实验室保存；
.<7$!3:载体为本实验室保存。
%&%&’ 主要试剂：72=U()、反转录酶 ,,"为 K=1D( 公
司产品；限制酶、连接酶为华美公司产品；7:> 酶为
E2(0-M:公司产品；质粒提取试剂盒为天为时代公司
产品；V=MW/DND)-2 G+I扩增试剂盒 ,XYG K2--? #为
G(DW-公司产品；其他化学试剂均为国产分析纯。
%&%&( 引物：根据报道的 WJ+K DH+I 序列合成克
隆引物［!%］，并在两个引物的 #Z 端分别引入 60(G#、
7+,#位点（E2=0-2!和 E2=0-2$）。根据 ,XYG K2--?#
试剂盒对引物的特殊要求（扩增片段长度不得超过



!""#$），参考 %&’(克隆测序结果，针对保守序列合
成检测引物（)*+,-*.和 )*+,-*/）。

)*+,-* 0：121((332(31(321122(1((1(214
2323(2（画线部分为 !"#5!位点）

)*+,-* 6：121321(232(2(123223322(132(4
(3（画线部分为 $%&!位点）

)*+,-* .：(31(321122(1((1(212323(2
)*+,-* /：((2322221231(113123323322(

!"!"# 食管鳞癌组织标本：食管癌新鲜配对手术标
本取自中国医学科学院肿瘤医院，经资深病理医生

诊断为食管鳞癌。标本一经分离，迅速清洗。同一

手术标本，分别取癌组织和远端切缘的正常食管粘

膜共 07对。
!"$ 方法
!"$"! 总 5’( 提取：细胞总 5’( 的提取按 3*+89:
使用说明操作。

!"$"$ %&’(克隆与载体构建：反转录按 ;;"使用
说明操作，取 0#< 所得 %&’( 作为模板进行扩增，
)25反应溶液按 3=> 酶使用说明配制，引物为
)*+,-*0和 )*+,-*6，反应程序为 ?/@6,+A 变性，?/@
0 ,+A，B"@0 ,+A，C6@0 ,+A共 /"循环，C6@退火 0"
,+A。!"#5!、$%&!酶切 )25产物及 $D3460= 载体
后低熔点琼脂糖凝胶电泳，分别回收目标条带，连接

后产物转化 &E!$感受态细胞。
!"$"% 诱导表达：质粒转化 F<60（&D.）感受态细
胞，涂含有 (,$* 的 <F平板，.C@培养 06G后挑取单
菌落接种于 !,< <F（(,$*）液体培养基，.C@ 6""
*H,+A过夜培养后，按 6I接种量转接于 !",< <F培
养基，.C@培养至 ’(B"" J "K/ L "K!，加入 M)31至终
浓度 0""#,9:H<，继续诱导培养 .G 后终止。分别回
收菌体及上清。另取部分菌体超声破碎后回收沉

淀，即为包涵体蛋白。

!"$"# 质粒提取与定量：转化子接种至 <F培养基，
.C@ 6""*H,+A过夜，质粒提取按天为时代质粒提取
试剂盒使用说明操作，0K!,< 菌液提取产物溶于
!"#<双蒸水。紫外分光光度计测定 6B"A,处吸收，
按 ’( 值 0相当于 !"#NH,<双链 &’(，确定质粒浓
度；根据载体序列及插入片段测序结果计算出重组

质粒分子量；结合质粒浓度及分子量确定质粒溶液

摩尔浓度，则每摩尔质粒相当于 6摩尔的扩增模板。
根据上述计算结果，结合实际需要，以不同比例稀释

该溶液，所取得的各摩尔浓度的质粒溶液即为 )25
反应的定量标准。

!"$"& 样品处理：每个样本为 0,< 3*+89: 含 0"",N

组织，)9:OP*9A 微量匀浆器处理 0!Q暂停 !Q，重复处
理 B次，提取操作按 3*+89: 使用说明，最后均溶于
0"#< &D)2处理水。
!"$"’ 实时荧光定量检测：按 59%G- <+NGP%O%:-*操作
说明进行。<+NGP%O%:-* 是一种特殊的 )25 仪，反应
在特制的透明毛细玻璃管中完成，加热装置产生的

热量由鼓风机传给毛细管。由于毛细管比表面积

大，再加上风热变温迅速，反应体系的温度控制效率

比传统 )25 高出很多，升温降温都可以在瞬间完
成，因此扩增过程中的每个循环只需数秒。荧光信

号来自反应过程中使用的特殊染料 ;RF5 1*--A !，
该染料具有类似于 DF 的插入双链 &’( 内部的特
性，一旦与 &’(结合，该染料可以在激发光照射下
发出特定波长的荧光，这种荧光信号的强弱与双链

的生成成正比，在每个循环的末期检测该信号便可

实时监控 )25产物的生成，将荧光信号强弱对循环
数作图，所得图线为典型的 )25产物生成图。图形
中反应体系对数增长期出现时刻所对应的循环数数

值记为 ) P（) P值由监控计算机根据图线切线斜率
的变化情况，通过逆推加以确定，该值可以直接从结

果数据中读出，若荧光强弱没有明显对数变化则检

测不到 ) P）。监控计算机对定量标准的拷贝数（已
知）取对数，所得数值作为数据点的纵坐标，该定量

标准对应反应体系的 ) P 值（实测）作为横坐标，每
个定量标准的扩增结果描为一个点，各个定量标准

对应的数据点均沿直线分布，该直线即为定量所用

的标准曲线。根据标准曲线，结合各个检测反应的

) P值便可确定各循环体系中初始模板拷贝数。其
中，由于反应的特殊性，扩增片段的大小不宜超过

!""#$，故所用引物为 )*+,-*.和 )*+,-*/，反应程序如
下（见表 0）。

$ 结 果

$"! 尿嘧啶糖基化酶 ()*+的克隆及鉴定
利用 3*+89:提取 SD14.细胞的总 5’(，琼脂糖凝

胶电泳可见明显的 67Q、07Q 条带，以 534)25 所得
%&’(为模板，以 )*+,-*0和 )*+,-*6扩增得到大小约
?/"#$的条带（图 0），与预期值相符，克隆到 $D3604=
载体上构建得重组质粒 $T’1，限制性酶切产物经
琼脂糖电泳可见插入片段，)25鉴定结果也符合理
论预期，序列测定结果与文献报道相符。在大肠杆

菌 F<60中诱导表达该蛋白，;&;4)(1D分析可见大
小约 .?U&的特征条带（图 6），与文献报道的 T’1蛋
白大小相符［6］。培养液上清与超声破碎后所得沉淀
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表 ! "#$%&’(’)*+检测程序
,-.)* ! ,%* -/0)#1#’-&#23 0+2’*45+* 21 "#$%&’(’)*+

!"#$ %&’()*&+$"+,( -#(’".&’"+,( /0$1+2+*’"+,( 3,,1+(4

35*1#) 6 6 78 6

!#40#(" 9/ 9/ !#4:6 !#4:; !#4:< 9/

%#0$#&’".&# "’&4#")=> 88 ?8 ?8 @A B; <A

C(*.D’"+,( "+0#（0+(：)） 6A：AA AA：<A AA：AA AA：6A AA：6< AA：<A

%#0$#&’".&# "&’()+"+,( &’"#=（>=)） ;A ;A ;A ;A ;A ;A

9/：9," /E’+1’D1# !#4 6：!#40#(" F(#（-#(’".&’"+,(） !#4 ;：!#40#(" %G,（/((#’1+(4） !#4 <：!#40#(" %H&##（I1,(4’"+,(）

的对比表明，表达蛋白主要以包涵体形式存在。

图 6 J9K L9/ L%MN3L产物的琼脂糖凝胶电泳
O+4:6 /4’&,)# 4#1 #1#*"&,$H,&#)+) ,2

J9K L9/ L%MN3L $&,P.*")

图 ; 诱导表达产物的 !-!MN/KI
O+4:; !-!MN/KI ,2 "H# +(P.*"+E# #Q$&#))+,( $&,P.*")

R’&S#&：N&,"#+( R,1#*.1’& T#+4H" R’&S#&

6 : !.$#&(’"’(" ,2 +(P.*#P $J9K=UV;6（-I<）

;: N&#*+$+"’"’"#) ,2 +(P.*#P $J9K=UV;6（-I<）’2"#& .1"&’),(+* "&#’"0#("

< : C(P.*#P $J9K=UV;6（-I<）

7 : $J9K=UV;6（-I<）G+"H,." +(P.*"+,(

8 : UV;6（-I<）G+"H,." +(P.*"+,(

676 样品检测
以一系列等比稀释的 J9K模板（克隆所得重组

质粒）溶液作为定量标准，其拷贝数为理论计算值

（表 ;）。部分癌组织样本（样品 6MW）检测结果见图
<，图中每一条曲线代表一个毛细管反应体系内荧光
光强的变化，该光强变化与双链生成成正比。如果

N3L扩增成功，则代表双链合成的纵坐标数值会随
着时间推移而变化，图形上表现为图线高度随时间

变化具有明显对数增长期的曲线，该反应即为阳性

反应，表明检出了 J9K 0L9/。与之相应，如果扩增
失败，则纵坐标数值保持不变，图形上表现为无明显

增长的接近水平的直线，该反应即为阴性反应。为

了确定阳性反应的确源于 J9K 0L9/，对总 L9/反
转录所得 *-9/经特异性引物 N3L扩增后所得产物
进行了序列测定，测序结果证明了 J9K 0L9/的存
在。将各个反应结果与定量标准反应结果所得的标

准曲线（文中未给出）对照之后，可以计算出每个阳

性反应体系内初始模板浓度（表 ;）。阴性反应由于
检测不到 ! "值，无法推算拷贝数。

图 < 标准及部分样本扩增结果
O+4:< %H# ’0$1+2+*’"+,( &#).1") ,2 )"’(P’&P) ’(P )’0$1#)

癌旁组织中未发现阳性结果，故无 ! "值，其检
测结果未列入表中。

用普通琼脂糖凝胶电泳检测阳性反应样本 N3L
所得结果，可以看到清晰的大小约 <AAD$的条带，与
设计引物时预计的条带大小相符（图 7）。对该 N3L
条带测序表明扩增所得片段确系 J9K保守序列。
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表 ! 标准及癌组织样本扩增结果
"#$%& ! "’& #()%*+*,#-*./ 0&12%-1 .+ 1-#/3#031

#/3 ,#/,&0 -*112& 1#()%&1
!"#$%&’!(")*"+* ,-./(/0& !( 12#3&+ -4 5-$/&.
!(")*"+* 6 !(")*"+* 789:6 6 ; 6<=

!(")*"+* 8 !(")*"+* 8>97= 6 ; 6<:

!(")*"+* 7 !(")*"+* 8:9<= 6 ; 6<?

!(")*"+* = !(")*"+* 869@= 6 ; 6<A

!"#$%& 6 B 7:9<= 896A6 ; 6<7

!"#$%& 8 B 7?9=6 >9<?7 ; 6<8

!"#$%& 7 B 779@6 =9A7: ; 6<7

!"#$%& = B 7@9<8 798?A ; 6<8

!"#$%& : B 7?9<6 696A7 ; 6<7

!"#$%& ? B 78988 698>6 ; 6<=

!"#$%& A C C C C C
!"#$%& @ C C C C C
!"#$%& > B 769?= 69@@A> ; 6<=

!"#$%& 6< B 7697< 897=<7 ; 6<=

!"#$%& 66 B 769@> 69?686 ; 6<=

!"#$%& 68 C C C C C
!"#$%& 67 B 7<9@< 798<>@ ; 6<=

!"#$%& 6= B 769>< 69?<6> ; 6<=

!"#$%& 6: C C C C C
!"#$%& 6? B 769?: 69@A?< ; 6<=

!"#$%& 6A C C C C C
!"#$%& 6@ B 7<9>@ 89@?=A ; 6<=

图 = 实时荧光定量 DEF,GD产物的琼脂糖凝胶电泳
H/IJ= KI"+-.& I&% &%&5(+-$L-+&./. -4 M2")(/("(/0& DEF,GD $+-*25(.

全部样本检测结果统计如下（表 7）：

表 4 全部样本检测结果统计
"#$%& 4 "’& 1-#-*1-*,#% 0&12%-1 ./ #()%*+*,#-*./ .+ -*112& 1#()%&1

N+-2$ 12#3&+ -4
."#$%&.

12#3&+ -4
$-./(/0&

,-./(/0&
+"(&

G")5&+ (/..2&. 6@ 67 A8988O
K*P"5&)( (/..2&. 6@ < <

统计数据表明食管鳞癌组织与正常食管上皮间

的检测结果存在明显差异。经独立性检验，!
8
5 Q

!
8
<9<6，说明 R1N的 #D1K表达水平与癌组织的存在
与否有着非常密切的关系。

4 讨 论
本实验的目的是通过实时荧光定量 ,GD 的方

法，检测 R1N #D1K 在癌组织与非癌组织中的水
平，为了能够得到客观精确的检测结果，有两个问题

值得重视：69 定量标准的选择与制备；89 被测样品
的处理。

定量 ,GD要做到精确定量，就必须找到合适的
定量标准。实验中通过反转录 ,GD的方式克隆得
到重组质粒。用该克隆产物作为标准，具有以下优

点：重组质粒保存容易，制备方便，质粒性质稳定。

从本次检测看来，实验中检出的平均拷贝数偏高，且

没有较低拷贝数的结果检出，原因就可能在于质粒

定量方法不够完善，导致检测结果存在系统偏差。

虽然从数量级和检出率的对比上已经可以明显看出

各组别样品之间的显著差异，但若能采取更加精确

的质粒定量方法，本检测方法的精确度和重复性会

有进一步的提高。

样品处理是本实验的另一个重要环节。D1K
提取的成功与否直接影响实验结果。在处理手术切

除组织样本的过程中，我们先后使用了液氮冷冻手

工研磨与微量匀浆器处理两种方法，电泳结果表明

液氮研磨法在防止 D1K降解上的效果不如微量匀
浆法，这可能与研磨过程耗时较长，且无法避免摩擦

产热有关，此外器具处理、作业环境等因素也都可能

导致 D1K降解。微量匀浆法虽然也存在仪器运转
发热的问题，但是由于匀浆过程中，样品一直在 E+F
/S-%溶液中浸泡，而 E+/S-%可以抑制 D1K的降解，故
D1K受到了较好的保护。且微量匀浆的作业环境
密闭（在微量离心管中），使用的器具也较少，因此

D1K降解程度低。
从实验结果来看，食管鳞癌组织中 R1N #D1K

水平与正常食管上皮间存在明显区别，独立性检验

也表明癌症与 R1N表达之间的确存在着相当密切
的关系。最直接的可能性是：作为分裂旺盛的组织，

癌组织的细胞分生过程也伴随着较高水平的碱基切

除修复活动，从而需要大量的 R1N来参与反应，导
致了 R1N水平的提高，然而究竟是何种信号机制启
动了 R1N转录目前尚不清楚，这个问题很可能成为
进一步研究的重点；与之相应，正常食管上皮组织的

检测结果显示 R1N #D1K水平很低，这就提示我们
R1N的转录具有高度的时空特异性，这种特异性使
得 R1N表达水平有可能作为食管鳞癌辅助诊断的
候选指标之一。

作为一种新的检测方法，实时荧光定量 ,GD具
有反应时间短、监测直观、分辨率高、结果处理简便

等优点。这使得本方法在医疗诊断上具有非常广阔
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的应用前景。由于仪器和试剂的特殊性，实时荧光

定量 !"#的最适扩增条件不同于普通 !"# 反应。
实验表明，与常规 !"#条件相比适当提高反应体系
中的镁离子浓度能够有效的增强反应的分辨率。

在今后的研究中，一方面可扩大样本数量，拓展

样本范围；另一方面，如果能够通过免疫组化的方法

明确 $%&在癌组织或其他典型分生组织中的时空
表达规律，就有可能为研究 $%&的表达调控与肿瘤
发生发展机制等问题提供新的切入点和思考方向。

这些都有待于进一步的工作来深入研究和继续探讨。
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RVRR期 鲍洪波等：人尿嘧啶糖基化酶 7N%)的克隆及其在食管鳞癌组织中的检测


