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　　摘　要：目的　筛选乳腺癌高表达基因，用生物信息学方法预测ＦＡＭ８３Ａ生物学功能。方法　使用肿瘤基因组解剖计划数

据库的数字基因表达演示工具，在乳腺癌组织和乳腺良性肿瘤组织中筛选差异表达的基因。生物信息学方法预测ＦＡＭ８３Ａ基因

及其编码蛋白的序列同源性、理化性质、亚细胞定位、结构和表达谱。ＲＴＰＣＲ方法测定ＦＡＭ８３Ａ在乳腺癌、乳腺纤维瘤和正常

乳腺组织中的表达。结果　筛选出差异表达基因ＦＡＭ８３Ａ。发现其有３个不同的剪接体，基因进化保守，亚细胞定位于线粒体

的可能性大。预测有ＰＫ，ＰＫＡ等磷酸化位点，ＭＡＰＫ作用识别位点，ＳＨ２、ＳＨ３，ＲＰＥＬ和 ＷＨ２结合基序。二级结构主要是α螺

旋和无规则卷曲。ＲＴＰＣＲ证实ＦＡＭ８３Ａ在乳腺癌组织中高表达，而在乳腺良性肿瘤和正常乳腺组织中均无表达。结论　

ＦＡＭ８３Ａ是一个乳腺癌高表达基因，可能作为乳腺癌分子机制研究的靶点。
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　　乳腺癌是严重威胁妇女健康的恶性肿瘤，发病率已跃居国

内妇女癌症发病首位［１］。Ｘ线片筛查受影像学特点的制约，使

很多患者失去了早期发现的机会［２］。筛查肿瘤生物标记物对

乳腺癌的早期发现具有重要意义，成为目前研究的主要焦

点［３］。随着生物数据的急剧增长和计算机技术的快速提高，生

物信息学这一新兴学科得到了前所未有的迅速发展，尤其是应

用生物信息学方法发现新基因和进行功能研究［４］。本文通过

肿瘤基因组解剖计划（ｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｎａｔｏｍｙｐｒｏｊｅｃｔ，ＣＧＡＰ）

基因表达系列分析（ＳＡＧＥ）数据库，全面分析肿瘤组织基因表

达谱，筛选新的乳腺癌高表达基因，并对其中一条功能未知的

新基因ＦＡＭ８３Ａ进行了初步的生物学分析，为进一步深入研

究该基因的生物学功能及其参与乳腺癌发生发展的分子机制

奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料　乳腺癌细胞系 ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＣＦ７来自承德

医学院中心实验室。承德医学院附属医院收集５例乳腺癌手

术切除标本（均经术后病理证实），相应的距癌灶边缘２ｃｍ以

外的癌旁组织，以及５例乳腺纤维瘤组织，各约１００ｍｇ。标本

装入无菌管内，迅速投入液氮罐内冷冻。

１．２　方法

１．２．１　差异基因的筛选　利用ＣＧＡＰ提供的ＳＡＧＥＧｅｎｉｅ数

据库，选取数字基因表达演示工具。选择乳腺癌组织和乳腺良

性肿瘤两个池，设置Ｆ值为２，即表达差异大于２倍以上；Ｑ为

０．１。差异表达的基因按差异显著性高低排序，比对出在短、长

序列标签文库中都出现的差异基因。并对其中一条功能未知

的高表达序列ＦＡＭ８３Ａ进行初步的生物信息学分析。
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１．２．２　序列比对　利用ＢＬＡＳＴ软件检索ＥＳＴ数据库、ｎｒ数

据库及ｐｒｏ数据库。将所克隆的基因核苷酸序列与ＧｅｎｅＢａｎｋ

中已知核苷酸序列进行同源性分析。氨基酸序列相似性分析

用ＮＣＢＩ／ｂｌａｓｔｐ，多序列比对和进化树分析用ｃｌｕｓｔａｌＷ。

１．２．３　理化性质和亚细胞定位　对蛋白质分子量、等电点、疏

水性 等 理 化 性 质 分 析，用 ＥｘＰＡＳｙｐｒｏｔｐａｒａｍ 工 具。用

ＰＳＯＲＴⅡ服务程序进行亚细胞定位预测。

１．２．４　蛋白质结构预测　ＥＬＭ 预测蛋白质功能性位点（ｈｔ

ｔｐ：／／ｅｌｍ．ｅｕ．ｏｒｇ／）
［５］。信号肽及剪切位点预测用ＳｉｇｎａｌＩＰ。

二级结构预测应用ＳＯＰＭＡ工具。保守结构域用 ＮＣＢＩ／ＣＤＤ

预测。

１．２．５　电子表达谱分析　以ＦＡＭ８３Ａ为关键词，通过 Ｕｎｉ

Ｇｅｎｅ库中的 ＥＳＴ表达情况分析获得ＦＡＭ８３Ａ基因电子表

达谱。

１．２．６　半定量ＲＴＰＣＲ验证性实验　ＴＲＩＺＯＬ法提取乳腺癌

细胞系、乳腺癌、癌旁、乳腺纤维瘤组织总ＲＮＡ，按逆转录试剂

盒（ＱＩＡＧＥＮ）操作步骤进行逆转录。ＰＣＲ反应体系２５μＬ，其

中包括２．５μＬｃＤＮＡ 模板，２．５μＬ１０×ＰＣＲ反应缓冲液，

０．５μＬｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶，上下游

引物各０．５μＬ。ＦＡＭ８３Ａ 上游引物为：５′ＴＡＧＡＧＧＣＡＧ

ＣＣＡＡＣＡＡＧＣＧＴＧ３′；下游引物为：５′ＣＣＴＴＴＧＧＡＡ

ＡＧＣＴＧＧＧＣＴＴＧＧＧＡＧ３′。反应条件为９４℃，１５ｓ；６０

℃，３０ｓ；７２ ℃ １ｍｉｎ，３０个循环。以甘油醛３磷酸脱氢酶

（ＧＡＰＤＨ）作为反应内参。取１０μＬＰＣＲ产物，在１％琼脂糖

凝胶上进行电泳检测。

２　结　　果

２．１　乳腺癌高表达基因的筛选　最终筛选出３３个在乳腺癌

中高表达的基因，它们多数在ＧｅｎｅＢａｎｋ中都被详细注释，并

从中选取一条功能未知的明显高表达的基因ＦＡＭ８３Ａ。选择

短标签序列搜索后结果显示，在３８个乳腺癌短序列标签文库

中，有３１个文库具有ＦＡＭ８３Ａ代表标签（ＡＴＧＴＡＣＡＧＧＴ），

共出现１５７５次。而在７个良性乳腺肿瘤短序列标签文库中，

有２个文库出现该代表标签，表达差异为７．４６倍。同时，在

２３个乳腺癌长序列标签文库中，有２０个文库具有ＦＡＭ８３Ａ

代表标签（ＡＴＧＴＡＣＡＧＧＴＴＴＧＴＡＧＣ），共出现９６４次。而在

５个良性乳腺肿瘤长序列标签文库中，只有一个文库出现该代

表标签，表达差异为３．１４倍。

２．２　ＦＡＭ８３Ａ在ＧｅｎｅＢａｎｋ中的序列比对结果及不同剪接体

组成　应用ＢＬＡＳＴ工具比对，发现共有６条序列与ＦＡＭ８３Ａ

高度同源，多为人类新 ｍＲＮＡ序列。其中发现两条序列是

ＦＡＭ８３Ａ 的转录变异体，ＧｅｎｅＢａｎｋ 登录号分别 为 ＮＭ＿

２０７００６．１和 ＮＭ＿０３２８９９．４，加上最初发现的转录变异体，

ＦＡＭ８３Ａ共有３个不同的剪接体。经对ＦＡＭ８３Ａ的多物种

氨基酸序列相似性比较，人与长臂猿、小鼠、火鸡和爪蟾的相似

性分别为９８％、８７％、６４％和４１％，可见氨基酸组成在脊椎动

物中保守性较高。各物种序列大小接近，起始氨基酸都是蛋氨

酸。基于ＦＡＭ８３Ａ多序列比对进化树分析，人和长臂猿在进

化上最为接近，在其他物种也有比较接近的进化来源。

２．３　理化性质与亚细胞定位　ＦＡＭ８３Ａ（ＡＦ４９７８０３）由３６７

个氨基酸组成，生物软件预测相对分子质量为４０６０６，等电点

为８．９７。该蛋白质的半衰期在人体网织红细胞为３０ｈ；不稳

定指数为５１．４９（＞４０考虑为不稳定），分类为不稳定蛋白质；

脂肪指数为７７．０６，平均疏水值为－０．３４６，是亲水蛋白质。根

据软件分析，预测该蛋白质在线粒体中表达的可能性稍大

（４３．５％），其次分别是细胞核（３４．８％）和细胞质（２１．７％）。

２．４　蛋白质结构　ＥＬＭ 预测发现有ＰＫ、ＰＫＡ等磷酸化位

点，ＭＡＰＫ作用识别位点，ＳＨ２、ＳＨ３，ＲＰＥＬ和 ＷＨ２结合基

序等，未发现有保守结构域存在。未预测出信号肽剪切位点。

ＳＯＰＭＡ 方法预测二级结构，发现 ＦＡＭ８３Ａ 中 α螺旋占

４３．５％，β折叠占５．７２％，延伸链和无规则卷曲结构分别占

１１．９９％和４８．５％。

２．５　ＦＡＭ８３Ａ基因表达　电子表达谱分析显示，ＦＡＭ８３Ａ基

因在部分正常组织和多种肿瘤中均有表达，见表１。

表１　　ＦＡＭ８３Ａ基因电子表达谱

组织 转录本／百万 组织 转录本／百万

口 １４７６ 头／颈癌 ７９２

喉 ４１４ 肺癌 ２０３

颈 １０３ 膀胱癌 １７１

食道 ９８ 前列腺癌 １３６

前列腺 ８９ 胰腺癌 ５７

肺 ７４ 食管肿瘤 ５７

膀胱 ６７ 白血病 ５２

骨髓 ６１ 乳腺癌 ５１

２．６　ＦＡＭ８３Ａ在乳腺癌细胞系和乳腺癌组织中的表达　ＲＴ

ＰＣＲ结果显示，ＦＡＭ８３Ａ在乳腺癌细胞系 ＭＤＡＭＢ２３１和

ＭＣＦ７中均有表达（图１Ａ）。在５例乳腺癌组织中，３例

ＦＡＭ８３Ａ高表达；而在相应的癌旁组织和乳腺纤维瘤中均不

表达，见图１Ｂ～Ｃ。

　　Ａ：在乳腺癌细胞系中表达，ａ为 ＭＤＡＭＢ２３１，ｂ为 ＭＣＦ７；Ｂ：在

５例乳腺纤维瘤中的表达；Ｃ：在５例乳腺癌及其癌旁组织中的表达；１，

３，５，７，９泳道为乳腺癌组织；２，４，６，８，１０泳道为相应的癌旁组织。

图１　　半定量ＲＴＰＣＲ检测ＦＡＭ８３Ａ基因的表达

３　讨　　论

乳腺是最常发生良、恶性肿瘤的器官，癌性增生与良性肿

瘤有着本质的不同，治疗方案也完全不同［６］。所以，在筛选乳

腺癌高表达基因时，临床工作者希望寻找在癌组织中高表达，

而在良性肿瘤组织中不表达或低表达的基因，对指导临床的诊

断和治疗更具有意义。ＣＧＡＰＳＡＧＥ数据库能够全面分析肿

瘤组织基因表达谱、寻找肿瘤特异性表达新基因［７］。在ＳＡＧＥ

文库中，本研究选择了乳腺癌和良性乳腺肿瘤两个池，提交后

看到良性乳腺肿瘤池的文库在短序列标签中有７个，长序列标

签中有５个，主要是：乳腺纤维瘤、乳腺肌上皮瘤和良性乳腺间

质瘤，并最终筛选出乳腺癌高表达基因ＦＡＭ８３Ａ。而且，半定

量ＲＴＰＣＲ结果也进一步证实了生物信息学数据库的可靠

性。该基因在乳腺癌细胞系和多例乳腺癌组织中均高表达。

目前，ＦＡＭ８３Ａ的研究很少，只是将该基因作为肿瘤生物
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学标记物用于外周血的检测［８９］，但关于该基因的功能少见文

献报道。ＥＬＭ分析提示，该蛋白质具有ＬＩＧ＿１４３３＿１，ＬＩＧ＿

１４３３＿３蛋白质配体，ｃｙｌｉｎ底物识别位点和ＰＫ、ＰＫＡ磷酸化

位点等。１４３３蛋白质是真核生物中的一类保守蛋白质家族，

它们在细胞中发挥着信号转导，细胞周期调控，凋亡和应激反

应以及肿瘤恶性转化等重要的作用，是蛋白质间相互作用的媒

介和调节者［１０］。Ｃｙｃｌｉｎ底物识别位点在ｃｙｃｌｉｎ／ＣＤＫ相互作

用蛋白质中被广泛发现。该基序在 ＣＤＫ 中的存在增加了

（ＳＴ）Ｐｘ（ＫＲ）基序的磷酸化水平。它通过ｃｙｃｌｉｎ蛋白质中的

保守区域被识别，并与ｐ２１Ｋｉｐｃｙｃｌｉｎ相似的方法结合
［１１］。ＰＫ

和ＰＫＡ磷酸化位点是信号传导调控中的常见分子结构，在细

胞增殖及细胞周期中有着广泛的调节作用［１２］。

以上分析发现，该蛋白质在进化上保守，从低等到高等动

物都有相似蛋白质的表达，是不稳定的亲水性蛋白质，可能定

位于线粒体上，有着多个功能位点和基序，提示参与信号转导

和细胞周期调控。特别要提出的是，该基因存在多个转录变异

体，表明它在生物体发育过程中的细胞增殖和凋亡的调控方面

起着重要的作用。该基因在乳腺癌中的高表达具有显著意义，

很可能是通过使细胞持续增生，控制凋亡和改变细胞周期而发

挥作用的。
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动脉损伤的应用解剖［Ｊ］．中国临床解剖学杂志，２００３，２１

（２）：１３６１３９．

［１２］ＮａｎｄａＡ，ＶｉｎｃｅｎｔＤＡ．Ｆａｒｌａｔｅｒａｌａｐｐｒｏａｃｈｔｏｉｎｔｒａｄｕｒａｌ

ｌｅｓｉｏｎｓｏｆｔｈｅｆｏｒａｍｅｎｍａｇｎｕｍｗｉｔｈｏｕｔｒｅｓｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｏｃｃｉｐｉｔａｌｃｏｎｄｙｌｅ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｕｒｇ，２００２，９６（２）：３０２３０９．

［１３］付爱军，朱军，李建珉，等．枕下极外侧入路的显微解剖研

究［Ｊ］．华北煤炭医学院学报，２０１１，１３（４）：４６４４６６．

［１４］李聪慧，叶建亚，张金峰，等．枕下极外侧入路的显微解剖

及临床应用［Ｊ］．脑与神经疾病杂志，２０１０，１８（１）：３３３５．

［１５］关靖宇，卢天舒，佟晓杰．枕下极外侧入路的解剖学量化

研究［Ｊ］．解剖科学进展，２００９，１５（４）：４０３４０７．

（收稿日期：２０１２１０１５　修回日期：２０１２１２２７）
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