
! 引言
食管癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一!中国是世界上

食管癌发病率和死亡率最高的国家 !"#" 食管癌的发病在种族
方面有很大差异" 中国部分少数民族食管癌死亡情况的比较
统计结果表明!新疆哈萨克族食管癌最为多见!发病率高达

"$$%&’"( 万!远高于同地区其他民族的 ))%*’+( 万#其病死率
比其他少数民族地区高 )!*" 倍!比全国平均病死率高 ),*

倍!)#" 研究民族遗传背景的差异或基因多态性与肿瘤发生发
展的关系!对肿瘤发病机制的阐明和肿瘤的诊断与治疗具有
重要意义 !*-.#"

!"#$%$&’ 是凋亡抑制蛋白家族的成员 !$#!表达于大多数肿
瘤组织和胚胎组织中!而在正常组织中未见有表达" (")$&$&’
主要表达于细胞周期的 /012 期!具有抑制凋亡$调控细胞周
期的作用!并与血管形成!肿瘤的浸润$转移$耐药和放疗抗

食管癌的形成与多种基因的异常表达有关!哈萨克族食管癌的发病又有其独特的机制"克隆并研究早期相关基因的启动子区

"#$ 岛可为进一步揭示其发病机制奠定基础" 本研究构建 (")$&$&’ 基因启动子区 "#$岛真核表达载体!探讨其甲基化在新疆哈萨
克族食管癌中的作用" 通过 %&’()& *+!设计软件设计引物!采用常规 %",法从新疆哈萨克族食管癌患者的基因组 -./ 中扩增出
(")$&$&’ 基因启动子区 "#$岛!"#$岛与真核表达载体 #"/01 #&2(23)& 经 4’56!单酶切后!连接试剂盒将二者连接并转导入甲
基化酶缺陷的大肠杆菌 *+ ,-.& 7,89:; 中扩增" -./ 测序证明获得 (")$&$&’基因启动子区 "#$ 岛! 并成功克隆入真核表达载体
#"/0; #&2(23)& 中"

(")$&$&’基因#启动子区#哈萨克族食管癌#载体构建
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图 ! !"#$%$&’ 基因启动子区 "#$岛
%&’( ! (")$&$&’ ’)*)+, "#$ &,-.*/ &* #01213)0

拒等有关!"#$%!此外"鉴于 !"#$%$&’ 在肿瘤组织高表达而在成人
终末分化组织不表达的特征" 推测恶性肿瘤细胞 (")$&$&’ 的
重新表达可能与获得异常凋亡能力有关"其有望成为一种广
谱的肿瘤诊断# 治疗# 预后评价的标志物! 本研究构建了
(")$&$&’基因启动子区真核表达载体!

4 材料与方法
4(4 材料
哈萨克族食管癌基因组 &’( 为哈萨克族食管癌新鲜组

织 $新疆医科大学附属肿瘤医院胸外科提供% 提取! )*(+,
)-./.01- 质粒和大肠杆菌 *+ ,-.& 234$5, 购自 6-./178公司!
(")$&$&’启动子区引物经 91:1;8:< 检索为特异性引物$上海
生物工程有限公司合成%!

上游引物&=>?(+(+((9*++****(*99(+(*(9++*(#,>’
下游引物&=>#(+(+((9*++**+999*((*((9(9+9(#,>!
感受态试剂盒#8/)@:@A@B@:# 固体和液体 CD#6*3试剂盒

等购自上海生物工程有限公司! 限制性核酸内切酶 E@:FGGG
和 +H&’( 连接酶购于大连宝生物公司"&’( 纯化试剂盒和
质粒提取试剂盒购于 I@871: 公司!
4(! 方法
4(!(4 (")$&$&’基因启动子区的查找
从 91:1;8:< 中查找 (")$&$&’ 基因的启动子区"利用 *)9

岛序列分析软件 J10K)-@/1-筛选出富含 *)9 岛的序列!利用
J10K)-@/1- 软件检测到 (")$&$&’ 基因整个基因序列上有 = 个
*)9 岛"启动子区有一个 *)9 岛$图 4#图 L%"其中数值为基
因在染色体上的位置!

4(!(! 引物设计
用 6-@/1- =MN 软件设计引物时"选取 (")$&$&’基因启动子

区第一个 *)9岛序列作为扩增序列! 分别在上#下游引物中
引入 E@:FGGG 内切酶的识别位点"另外在两对引物前均加入 H
个保护碱基"以保证在酶切过程中获得最大的切割效率!

4(!(5 (")$&$&’基因启动子区 "#$ 岛的扩增
扩增条件 &5=! =/@:"5=! ,NO"=5! ,NO"$L! ,NO",= 个

循环’$L! PN/@:! 反应体系如下&L"6*3 /8O01- PN!C" 模板
$&’(%P!C"上游引物$PN!/.BQC%P!C"下游引物 $PN!/.BRC%
P!C"FFELS $!C!
4(!(6 用 7&*/888酶切 #"9:5 #01213)0载体和 ;"<扩增产物

P% )*(+, )-./.01-载体的酶切! 反应条件&,$!"过夜! 反
应体系&E@:FGGG P!C"PN"T ;UVV1- L!C"W1A0.- $)*(+, )-./.01-"

LNN:7R!C%=!C"FFELS PL!C!
L% 6*3 扩增产物纯化后酶切! 使用 &’( 纯化试剂盒将

6*3 扩增产物纯化 ! 酶切反应条件 &,$! "过夜 ! 反应体
系 &E@:FGGG P!C"PN"T ;UVV1- L!C"&’($L=N7R!C%$!C"FFELS
PN!C!
4(!(= 连接试剂盒
连接 (")$&$&’ 基因启动子区 *)9 岛和 )*(+, )-./.01-

载体 " 二者浓度比例为 PX""P"!过夜 ! 反应体系 &)*(+,
)-./.01- Y1A0.-$P=N:7R!C%P!C"(")$&$&’基因启动子区 *)9 岛
&’( $P=N:7R!C%"!C"PN "+H&’( C@78O1 ;UVV1- P!C"+H&’(
C@78O1$,ZR!C%P!C"FFELS P!C!
4(!(> 重组体转化 *+ ,-.& ?<4@A5感受态细菌

" *+ /-.& 23P$5, 细菌感受态的制备’# 转化’$ 液体

图 4 (")$&$&’基因的 "#$ 岛
%&’( 4 (")$&$&’ ’)*)+, "#$ &,-.*/,
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培养!! 涂布于含氨苄青霉素的 !" 培养平板上"倒置培养
过夜! " 次日用 #$% 枪尖挑取 !"培养板上的数个白色单克
隆菌落#挑取 & 个克隆菌落"命名为 ’("’)"’*"’+"’&$至含有
氨苄青霉素的 !" 液体培养基 %,-.!&"置 */!"0*-12.$3"振
荡培养过夜’

!"#"$ 质粒提取
用质粒抽提试剂盒抽提质粒#重组体&"步骤按说明书操

作’ 提取质粒浓度 -4*/#52#!"!")6-207-8(4/6’
!"#"% &’()***酶切质粒

*/!"过夜’ 电泳鉴定’

!"#"+ 菌液测序
将菌液送上海生物工程有限公司鉴定目的片段的正确性’

# 结果
#"! !"#$%$&’基因启动子区 ,-.岛的获得与鉴定
以哈萨克族食管癌组织 9:; 为模板进行 <=> 扩增"电

泳结果显示 , 条约为 +76?%大小的特异性条带#图 *&’
#"# (")$&$&’基因启动子区 ,-.岛真核表达载体的构建
提取获得的重组质粒"用 @$3ABBB 酶切后电泳"得到质粒

%=;#* %1C.CDE1 #+0,F?%& 和 #$%&’&’( 基因启动子区 =%G 岛
#+/6?%&) 条带#图 +&’

#"/ 012测序
经上海生物工程有限公司测序结果表明"重组体中克隆

序列与 #$%&’&’( 基因启动子区序列 =%G岛序列相同’

/ 讨论
食管癌的发生( 发展有多个基因分子水平表达异常"是

多个基因参与(多种因素共同作用的结果"同时还受癌基因
与抑癌基因的调控’ 寻找并研究癌变早期基因"逐步阐明致
癌机制是实现早期诊断行之有效的方法’ #$%&’&’( 基因是新

疆医科大学基础医学院科研中心食管癌课题组从 >:; 水平
和蛋白水平筛选出的与新疆哈萨克族食管癌多个高度相关

的基因之一 H7IFJ’ 研究表明"#$%&’&’(除抑制细胞凋亡和调节细
胞周期"与血管形成以及肿瘤的浸润(转移(耐药和放疗抗拒
有关外"还由于其在肿瘤细胞中的特异性分布"成为肿瘤诊
断(治疗的新靶点 H,-J’而该基因在食管癌高发民族哈萨克族病
例中的异常表达"可否作为该民族高发的易感因素还值得商
榷’ 因此"构建 #$%&’&’( 基因启动子区真核表达载体"在此基
础上研究该基因启动子区甲基化与非甲基化对该基因表达

调控的影响"可为进一步研究哈萨克族食管癌的发生发展提
供方向’

3 结论
构建了 #$%&’&’(基因启动子区真核表达载体" 为进一步

探讨 #$%&’&’(基因启动子区的甲基化与哈萨克族食管癌发生
发展的关系奠定基础’ 目前对食管癌尚未找到真正意义上的
早期诊断方法和分子标志物"更没有有效的预防措施"以外
科手术为主的综合治疗效果仍不满意"早期诊断(早期治疗
是提高治愈率和降低死亡率最有效的方法’
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