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Abstract
AIM: To investigate the molecular mechanism of 
gastric carcinogenesis, screen and validate the 
genes expressed differently in gastric cancer. 

METHODS: Messenger RNA differential dis-
play polymerase chain reaction (DD-PCR) 
was employed to search differently expressed 
fragments, some of which were cloned and se-
quenced. By homologous analysis in GenBank, 
the corresponding homologous genes of those 
fragments were found. The corresponding genes 
of those differently expressed fragments were 
validated by real-time semi-quantitative and 
quantitative PCR. 

RESULTS: By DD-PCR, one expressed sequence 
tag (EST) was identified to be ATP/GTP binding 
protein 1 (A/GTPBP1) gene. The result of real-
time semi-quantitative and quantitative PCR 

showed that the expression level of A/GTPBP1 
gene in gastric cancer tissues was significantly 
higher than that in normal tissues. The open 
reading frame (ORF) of A/GTPBP1 gene, which 
encodes 1186 amino acids, was 3561-base pair 
long. The molecular weight was about 84.4 kDa. 
Protein sequence similarity analysis showed that 
A/GTPBP1 was a member of the G protein family.  

CONCLUSION: The over-expression of AGT-
PBP1 gene in gastric cancer may play an impor-
tant role in gastric carcinogenesis.  
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摘要
目的: 探讨胃癌中差异表达的基因在胃癌发
生和发展的分子机制中的作用.  

方法: 提取胃癌组织样本的总RNA, 通过荧光
差异显示技术(DD-PCR)获得胃癌样品中差异
的片段, 对这些片段进行克隆和测序. 通过在
GenBank中同源性检索, 查找与差异片段相对
应的同源基因. 利用半定量PCR及定量PCR方
法验证该基因表达的差异性.  

结果: 通过DD-PCR得到差异片段中的一个
片段对应与人AT P/G T P结合蛋白1基因(A/
GTPBP1). 半定量PCR及荧光定量PCR技术检
测结果表明, A/GTPBP1基因在胃癌组织中的
表达量高于其对应的癌旁组织. 该基因的读码
框长3561 bp, 编码1186个氨基酸, 分子质量为
84.4 kDa, 蛋白质相似性分析表明该蛋白为G
蛋白家族成员.  

结论: A/GTPBP1在胃癌组织中异常高表达, 
可能在胃癌发生过程中起调节作用. 

关键词: 荧光差异显示; 定量聚合酶链反应; 胃癌; 
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■背景资料
目前, 恶性肿瘤已
成为危害人类健
康最严重的疾病
之一 .   根据世界
卫生组织的统计, 
全球每年因为恶
性肿瘤而死亡的
人约有500余万 . 
肿瘤的预防与治
疗已成为与人类
每一个家庭都密
切相关的社会问
题. 在我国, 胃癌
仍是最为常见的
恶性肿瘤, 临床上
以内镜和病理为
主的胃癌诊断, 以
手术和药物为主
的治疗效果均不
令人满意 .  因此 , 
寻找癌组织中表
达特异的基因, 将
为癌症的早期诊
断和治疗靶基因
提供分子理论支
持. 

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪钢铁 (集团 )有
限责任公司总医
院消化内科
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0  引言

胃癌是最常见的癌症类型之一, 占癌症死因的

第2位[1-3]. 我国是世界上胃癌的高发国家之一. 
目前, 分子生物学研究已发现很多基因, 如RAS
基因家族、MYC基因家族和ERBB基因家族等

与胃癌的发生、发展有关[4-9]. 然而胃癌发生的

确切分子生物学机制仍未阐明, 寻找胃癌中新

的特异表达的基因对胃癌的基础与临床研究具

有重要意义. 
荧光差异显示技术(DD-PCR)是以多聚酶链

式反应(PCR)和聚丙烯酰胺凝胶电泳两种技术

为基础建立起来的, 具有简便、灵敏、省时等

优点, 目前广泛应用于寻找表达特异基因的研

究中[10-14]. 本实验应用DD-PCR筛选到胃癌中差

异表达的ATP/GTP结合蛋白1(A/GTPBP1)基因, 
并利用半定量PCR、荧光定量PCR等方法对该

基因的表达进行了验证, 初步认为与胃癌的发

展有关.

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌的癌组织及癌旁组织标本取自

江苏大学附属医院外科手术 .  荧光差异显示

试剂盒购于Genhunter公司, 荧光定量PCR试

剂盒购于TaKaRa公司, MMLV反转录试剂盒

购于Promega公司, RNA提取试剂TRIzol购自

Invitrogen公司. 
1.2 方法 
1.2.1 cDNA的制备: 用TRIzol提取的方法提取胃

癌及癌旁组织的总RNA, 采用GeneSpect Ⅲ测定

总RNA的浓度, 经DNase消化后用MML V反转

录得到胃癌组织及癌旁组织的cDNA.
1.2.3 DD-PCR: 3种荧光引物(FHT12 A, FHT12 G, 
FHT12 C)与20种试剂盒中的随机引物做不同组

合, 进行DD-PCR, PCR产物8 μL上样于6%的聚

丙烯酰胺凝胶, 1400 V恒压电泳5 h左右. 
1.2.4 差异片段的克隆: 差异条带经切割和处理

后作为模板, 进行二次PCR, 将产物连接于T载
体. 连接产物转化大肠杆菌DH5α, 蓝白斑筛选

阳性克隆. 阳性克隆经酶切鉴定后测序(由上海

生物工程公司完成). 

1.2.5 荧光定量PCR分析: 利用Pr imer5.0软件

设计用于定量PCR的A/GTPBP1基因引物,内
参选用人β-actin(GenBank登录号: AK225414),
检测A / G T P B P 1基因在胃癌组织、癌旁组

织中表达的差异 .  引物序列为 :  A/G T P B P1 : 
F - G C C T C C AT T C A A A G A G C C TA ,  R - 
TACGCTGGTCCACAACGAAT; 内参β-actin: 
F-GAGACCTTCAACACCCCAGCC, R-GGAGT
ACAGGTCTTTGCGGATG. 扩增片段长度分别

为300 bp和512 bp. 反应条件为94℃ 30 s, 55℃ 
30 s, 72℃ 35 s. 根据2-ΔΔCt公式计算基因相对

拷贝数, 利用SPSS13.0软件对获得的数据进行

分析. 
1.2.6 半定量PCR分析: 为了对荧光定量PCR的结

果进一步检验, 用做定量PCR的两对引物对不同

模板cDNA分别作半定量PCR, 反应条件为94℃ 
30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 35 s, 25个循环. 通过凝胶成

像系统软件对所得电泳条带进行亮度分析. 

2  结果

2.1 胃癌和癌旁组织总RNA的提取 提取的总

RNA进行凝胶电泳结果显示, 28S和18S条带较

为明显, 总RNA 的完整性和质量较好. 采用Gene 
Spect Ⅲ检测, A 260/A 280值均在1.8-2.0之间, 结果

与电泳结果一致, 达到反转录要求. 
2.2 荧光差异显示结果及阳性差异片段的筛选 
聚丙烯酰胺凝胶电泳结果发现, 胃癌和癌旁组

织中基因的表达存在差异性. 为进一步了解这

些差异片段的信息, 将差异片段切出后, 进行二

次扩增, 并对扩增到的片段进行克隆和序列分

析. 将测序获得的序列在NCBI数据库中进行比

对, 其中编号为W4的差异片段与GenBank中的

A/GTPBP1基因同源性达到99%(GenBank登录

号: AL157882). 该基因读码框为3561 bp, 编码

1186个氨基酸. 根据氨基酸序列推测其为G蛋白

家族的成员. 
2.3 荧光定量P C R分析 应用12例胃癌标本对

AGTPBP1基因在胃癌及癌旁组织的表达量进行

检测. 应用SPSS13.0软件作定量分析. 结果表明, 
AGTPBP1基因在胃癌组织中的表达量高于其

相应的癌旁组织, 其差异具统计学意义(P <0.05,  
图1).
2.4 半定量PCR分析 为进一步验证A/GTPBP1基
因在胃癌及癌旁组织中表达量的差异, 本研究

中取四例胃癌组织标本对该基因进行半定量分

析. A/GTPBP1基因在胃癌组织及癌旁组织中均

■研发前沿
幽门螺杆菌与胃
癌的发生关系极
大, 且幽门螺杆菌
分泌的毒素可导
致细胞的变化, 但
其毒素如何引起
细胞基因表达的
改变尚不清楚.
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有表达, 但在癌中的表达量高于旁组织(图2).  通
过凝胶成像系统软件对所得电泳条带进行亮度

和面积的分析, 然后用SSPS13.0软件处理, 得到

直观的图像, A/GTPBP1基因在胃癌组织中的表

达量高出癌旁组织约6倍(图2). 

3  讨论

目前, 恶性肿瘤已成为危害人类健康最严重的

疾病之一.  根据世界卫生组织的统计, 全球每年

因为恶性肿瘤而死亡的人约有500余万. 肿瘤的

预防与治疗已成为与人类每一个家庭都密切相

关的社会问题. 在我国, 胃癌仍是最为常见的恶

性肿瘤, 临床上以内镜和病理为主的胃癌诊断, 
以手术和药物为主的治疗效果均不令人满意. 
20年来的研究进展证实, 肿瘤的发生、发展与

基因的失活或高表达密切相关[4-9]. 因此, 寻找癌

组织中表达特异的基因, 将为癌症的早期诊断

和治疗靶基因提供分子理论支持. 
本研究应用mRNA差异显示技术筛选到胃

癌中高表达的基因A/GTPBP1. 在GenBank中的

同源性比较表明, 该基因位于人9号常染色体上, 
读码框长3561 bp, 编码1186个氨基酸. ATP/GTP 
结合蛋白(A/G蛋白)是细胞膜受体与选择性效

应器之间信号转导的重要蛋白质, A/G蛋白表达

水平及其活性的变化相应地调节着细胞生理、

生化及其相关基因的表达[15-16]. 肿瘤细胞具有很

强的增殖能力, 恶性肿瘤细胞对人体的破坏主

要是因为其具有高增殖力及侵润性, A/G蛋白表

达水平的增高, 可以更多地激活cAMP系统, 诱
导细胞的生长. 目前已有研究表明, 甲状腺癌组

织中存在具有活性的突变Gsα(G蛋白的一个亚

基)基因, 并认为甲状腺癌的发生可能与Gsα基
因的高表达有关[17-19]. 本研究筛选并应用多例

胃癌标本验证发现ATP/GTP结合高于其相应的

癌旁组织, 该基因的高表达可能与胃癌细胞中

cAMP系统的信号转导调控密切相关, 推测其高

表达特异性地与胃癌的发展有关. 由于A/G蛋

白包含多个亚基, 结构较复杂, 究竟是一个还是

多个亚基的高表达参与了胃癌的发生、发展及

A/GTPBP1基因在癌组织中的高表达是否具有

普遍性等均有待进一步研究. 
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图  1   A/GTPBP1基因在胃癌及癌旁组织差异表达.
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图  2  A/GTPBP1基因在胃癌组织及癌旁组织中电泳图谱. 
1a-4a: 胃癌组织中A/GTPBP1基因电泳图; 1p-4p: 癌旁组织

中A/GTPBP1基因电泳图. 
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到其他肿瘤类型
中的研究. 
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世界华人消化杂志数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1000-1500 kg, 3.5±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应考虑到个

体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位数, 故应写

成3.6±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也应补

到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 如恰等于5, 则前

一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要

小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如

1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起至1985年6月

25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 

写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:分母≤

100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间

空1/4阿拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不移行! (常务副总编辑: 张海宁 2008-03-08)


