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!摘要"

!

目的
!

探讨长链非编码
T>'

$

32(T>'

%在
#

:!

基因敲除小鼠睾丸中的表达及其影响睾丸发育的可能机制&

方法
!

采用
32(T>'

芯片技术#筛选野生型$

WP

%和
#

:!

基因敲除$

c@

%小鼠睾丸组织$均
, %̀

%中
32(T>'

及信使
T>'

$

,T>'

%表达谱的变化(对差异表达
32(T>'

和
,T>'

进行
X@

数据库分析及
cNXX

数据库分析#建立调控网络图(采用实

时荧光定量
\LT

$

d

TPE\LT

%验证差异表达的
32(T>'

和
,T>'

#探讨调控通路&

结果
!

$

#

%两组小鼠睾丸组织差异表达的

32(T>'

共
#H"

条#

,T>'

共
H&&

条($

!

%通过
X@

数据库分析#筛选出差异表达
32(T>'

共
#!

条#其中上调
&

条#下调
D

条($

%

%

经
cNXX

数据库进行路径分析#发现差异表达
,T>'

主要经由
L)

!Q信号'配体
E

受体相互作用等信号通路起作用($

H

%用关联

矩阵法建立了
32(T>'

和
,T>'

共表达网络图#共有
#&

个节点#

#!

条连接#包含
F

条
32(T>'

和
B

条
,T>'

(其中
A(6#

由
%

条
32(T>'

调控#

M

#

0

和
N

#

0

各由
!

条
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调控#

H8&+#
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!DH

等各由
#

条
32(T>'

调控&$
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分析结果表明#

在
#

:!

基因敲除小鼠睾丸组织中#

32(T>''E%"E\"#"#F#$%

和
-!1.&

的表达均下调$

-

$

"<"D

%&

结论
!

32(T>'

与
#

:!

基因

的晶状体外功能密切相关#其中
32(T>''E%"E\"#"#F#$%

可能通过调控下游
-!1.&,T>'

的表达影响睾丸组织细胞周期及

信号转导#进而调控睾丸发育&
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晶体蛋白$

*

Z!(1

8

;7)33-2

#

LTeZZ!

%主要在

晶状体表达#对维持晶状体的屈光度及透明性起重

要作用&有研究发现
#

:!

基因敲除$

c@

%会引起年

龄相关性白内障的发生)

#

*

&除了晶状体外#

LTeZZ!

还能在晶状体外表达并具有重要功能#如

可在视网膜'脑和睾丸组织表达)

!ED

*

&尤其令人惊奇

的是#

V),

I

-

等)

$

*研究发现#

#

:!

基因敲除小鼠在睾

丸组织中表现出形态和功能的异常#表明
#

:!

基因

可以调控小鼠睾丸发育#并对雄性小鼠的生殖产生

影响&此外#

#

:!

基因敲除后#睾丸组织精原细胞增

殖和凋亡紊乱#小鼠生精功能发生障碍#同时血清睾

酮含量下降#小鼠精子生成障碍)

&

*

(而
X)/

等)

B

*研究

发现#与野生型$

WP

%小鼠相比#

#

:!

基因敲除小鼠

中某些与细胞周期和凋亡相关的蛋白质$如
Z(3E!

'

L?cH

和
LL>?!

等%在基因水平表达量下降#提示

#

:!

基因在睾丸的发育过程中可能起重要作用#但

是具体的调控机制尚不清楚&

长链非编码
T>'

$

32(T>'

%是一类长度大于

!""

个核苷酸$

27

%'由
T>'

聚合酶
$

转录而来的'

不编码蛋白的
T>'

分子#可以调控基因转录'蛋白

质翻译'基因组
?>'

翻译后修饰)

F

*

&

V2(T>'

表

达的变化跟年龄以及人类疾病相关)

#"E#%

*

&有研究表

明
32(T>'Y@P'AT

的过表达与肝细胞癌的复发'

结直肠癌的不良预后以及胃肠道间质瘤的发生有

关)

#HE#$

*

(

32(T>'

通过定向调控下游靶基因的表达

来调节细胞功能)

#&

*

(此外#

32(T>'

在调控胚胎发

育)

#B

*

'

U

染色体失活和基因组印迹方面)

#F

*也有一定

的作用&

本研究对
#

:!

基因敲除和
WP

小鼠的睾丸组

织实施基因芯片分析#采用生物信息学方法分析其

32(T>'

及
,T>'

表达的差异(并通过实时荧光定

量
\LT

$

d

TPE\LT

%技术确认差异表达的
32(T>'

和
,T>'

#探讨在小鼠睾丸的发育过程中
32(T>'

是否调控
*

Z!

的功能#进而影响小鼠睾丸的发育&

?

!

材料和方法

#<#

!

小鼠模型的建立
!

第二军医大学长海医院中

心实验室和美国
-XPV

$

-2X+2-/0;P)1

O

+7-2

O

V)J/1)7/1

8

%实验室的
W+-W+2

O

博士合作#利用基

因同源重组技术#建立了
*

Z!

晶体蛋白
c@

的小鼠

模型#并成功在国内进行繁殖)

!"

*

&

WP

小鼠为

LD&ZV

"

L

小鼠#由第二军医大学实验动物中心

)

5LUc

$军%

!""!E"##

*提供&

#<!

!

样本准备
!

分别取
%

只
B

"

F

周大的雄性
*

Z!

晶体蛋白
c@

小鼠$

c@

组%和
%

只同龄对照的雄性

正常
WP

小鼠$

WP

组%#乙醚麻醉后采用颈椎脱臼

法将其处死#取其睾丸组织准备后续实验&

#<%

!

样品总
T>'

抽提与检测
!

取上述睾丸组织#

加入
T>'

抽提试剂
PTAb/3

$

A2:-71/

O

+2

公司%&按

照试剂说明#分别抽提两组小鼠睾丸组织的总

T>'

#然后用
>)2/?1/

I

>?E#"""

和琼脂糖凝胶电

泳检测鉴定总
T>'

的纯度及质量#合格
T>'

进一

步纯化用于芯片杂交&

#<H

!

(?>'

样品合成"标记和杂交
!

由上海敏芯信

息科技有限公司实施芯片检测及协助进行数据分

析&利用
'

O

-3+27

公司提供的试剂盒将总
T>'

合

成
(?>'

#然后用荧光标记合成
(T>'

探针#使用紫

外分光光度计检测荧光标记效率#以保证后续芯片

实验结果的可靠性&将标记的
(T>'

与
'

O

-3+27

小

鼠表达谱$

B_$"c

%芯片杂交#之后进行洗涤&芯片

结果采用
'

O

-3+27

扫描仪进行扫描#利用
K+)701+

NG71)(7-/2

进行处理分析&

#<D

!

生物学意义分析
!

采用基因本体 $

X@

#

!""

#

!""

$$$%

2

4,40,"060

27

%01

2

"%方法#从生物学

进程'细胞元件及分子功能
%

个层面对差异表达的

32(T>'

和
,T>'

进行功能生物学富集分析(然

后#利用
cNXX

通路分析工具 $

!""

#

!""

$$$%

2

4,0)4%

'#

"

O4

22

"%寻找差异
32(T>'

和
,T>'

所

属的生物学过程以及信号通路&结合统计学数据#

运用相关矩阵法构建
32(T>'E,T>'

共表达的调

控网络图&

#<$

!d

TPE\LT

!

采用
PTAb/3

试剂提取
#

:!

基因

敲除小鼠以及
WP

小鼠睾丸组织的总
T>'

#使用反

转录试剂盒$

P)c)T)

%将
T>'

反转录为
(?>'

&随

+
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基因敲除小鼠睾丸组织长链非编码
T>'

的差异性表达分析

后以此
(?>'

为模板进行
d

TPE\LT

#所用引物序列

见表
#

&使用的仪器为
d

TPE\LT

仪 $

'
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#
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O
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%#试 剂 为

5eZTEX1++2\LTc-7

$

P)c)T)

%&

d
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的反

应条件!

FDk

预变性
!,-2

(

FDk#D;

'

$"k%";

#进

行
H"

个循环&

表
?

!

荧光定量
P=<

引物序列
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统计学处理
!

采用
5\55#&<"

软件包进行统

计学分析#结果均以
&

.R(

来表示#数据经
"

检验和单

向方差分析$

'>@='

%#检验水准$

(

%为
"<"D

(筛选

差异表达
32(T>'

的阈值是倍数
%
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$
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结
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果
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!

差异表达
T>'

的双向聚类分析
!

筛选差异表

达的
32(T>'

及
,T>'

#采用软件
X+2+L30;7+1%<"

对差异
32(T>'

和
,T>'

进行系统聚类分析#上调为

红色#下调为绿色&结果如图
#

所示#差异表达

32(T>'

共
#H"

条#其中下调
BB

条'上调
D!

条(差异

表达
,T>'

共
H&&

条#其中下调
!#F

条'上调
!DB

条&

表
!

'

%

列出了部分差异表达的
32(T>'

和
,T>'

#

KL

$

)J;

%为实验组与对照组差异倍数绝对值&

图
?

!

差异
$+(<M80

和
/<M80

聚类图
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!<!

!

X@

数据库分析
!

通过
X@

数据库分析#筛选

边差异表达的
32(T>'

共
#!

条#其中上调
&

条#下

调
D

条#将差异表达的
32(T>'

和
,T>'

进行功能

注释#得到其参与的部分功能#结果表明差异

32(T>'

和
,T>'

在生物学途径'细胞元件和分子

功能中均有分布$表
H

%&特别是位于细胞质中的

-!1.&

#其在调控细胞周期'增殖及信号转导中起重

要作用&

!<%

!

cNXX

数据库分析
!

将筛选出的差异表达

,T>'

经
cNXX

数据库进行路径分析#结果发现差

异
32(T>'

和
,T>'

主要经由
L)

!Q信号'配体
E

受

体相互作用等信号通路发挥作用#如
\!1G&

(此外

Y*)(#

还在细胞周期和增殖中发挥作用&

!<H

!

32(T>'

与
,T>'

相互作用的网络图
!

用

关联矩阵法建立
32(T>'

和
,T>'

共表达网络

图&如图
!

所示#本次实验共有
#&

个节点#

#!

条

连接#

F

条
32(T>'

和
B

条
,T>'

&其中
T;3#

由

%

条
32(T>'

调控#

M

#

0

和
N

#

0

各由
!

条
32(T>'

调控#

H8&+#

'

E

#

!DH

等各由
#

条
32(T>'

调控&

!<D

!d

TPE\LT

验证差异表达的
32(T>'

和

,T>'

!

采用
d

TPE\LT

分析在
WP

和
c@

小鼠睾

丸组织中差异表达的
#"

组
32(T>'

和
,T>'

#发现

'E%"E\"#"#F#$%

和
-!1.&

在
WP

和
c@

组小鼠中

表达差异均有统计学意义$

-

$

"<"D

%&见图
%

&

表
L

!

差异
$+(<M8

和
/<M8

在
J9

分析中的表达分布情况

D"7L

!
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0'0*,-',,.#.+)'"$$

%

.5

&

#.00.-

1

.+.0'+

)4.).0)'0)'003.0*,5+"##@
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图
@

!

/<M8E$+(<M8

共表达网络图
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期
<

任含笑#等
<
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:!

基因敲除小鼠睾丸组织长链非编码
T>'

的差异性表达分析

图
B

!

8EBREPR?R?W?[B

$

8

%与
P@#5Q

$

K

%在
ZD

和
>9

小鼠中的表达水平

A'

1

B

!

H

<DEP=<"+"$

%

0'0*,8EBREPR?R?W?[B

$

8

%

"+-

P@#5Q

$

K

%

'+)4.).0)'0)'003.0*,5+"##@

1

.+.G+*(G*3)/'(.

WP

!

W-3*E7

8I

+

(

c@

!

>A@::!̂ 2/(̂/07<

"

-

$

"<"D:;WP

O

1/0

I

<

,̀ $

#

&

.R(

B

!

讨
!

论

LTeZZ!

作为一种重要的晶体蛋白#理应局限

于晶状体内发挥功能#但近年来研究发现该蛋白在

晶状体外也具有潜在的重要作用#如
*

Z!

基因敲除

小鼠在睾丸组织中显示出形态和功能的显著

异常)

&

*

&

本研究通过基因芯片分析#采用生物信息学方

法#获得差异表达的
32(T>'

和
,T>'

#随后进行

X@

数据库分析#得出这些差异
32(T>'

和
,T>'

主要分布于代谢'免疫系统'信号转导等生物学进

程'细胞元件和分子功能中(又经
cNXX

数据库分

析#得知差异
32(T>'

和
,T>'

发挥作用的主要信

号通路(用关联矩阵法建立了小鼠睾丸组织中

32(T>'

和
,T>'

共表达的网络图#得到
32(T>'

和
,T>'

的交集&众多研究表明#离子通道与雄性

哺乳动物生精及受精等生殖过程关系密切&其中

L)

!Q通道在哺乳动物精子获能和顶体反应等功能中

起重要作用)

!#

*

&综合以上信息#本研究挑选主要由

L)

!Q信号'配体
E

受体相互作用等信号通路起作用的

差异表达
32(T>'

和
,T>'

进行
d

TPE\LT

验证#

发现在
WP

组和
#

:!

基因
c@

组小鼠睾丸组织中

-!1.&

的表达差异有统计学意义&有研究证明#

-!1.&

在细胞增殖和细胞周期中起重要作用)

!!E!%

*

#

这与我们
X@

分析的生物学功能结果相匹配#表明

-!1.&

可能通过此途径影响睾丸组织的发育&根据

相互作用网络图#本研究进而验证了与
-!1.&

相关

的
32(T>'

#结果发现
32(T>''E%"E\"#"#F#$%

的

表达在两组间的差异也有统计学意义&据此推测#

#

:!

基因敲除后
32(T>' 'E%"E\"#"#F#$%

'

-!1.&

表达同步下调#可能影响睾丸组织的细胞信号转导'

细胞周期#进而影响睾丸组织发育&

近年国内外相关研究通过广泛运用
(?>'

文库

以及第二代测序等新技术#揭示了哺乳动物存在大

量
32(T>'

#提示
32(T>'

在哺乳动物的生存'发育

过程中起着重要作用&但并非所有
32(T>'

都有功

能#而仅有一小部分有生物学功能)

#!

#

!H

*

&另外#与

,-T>'

不同#

32(T>'

可以调节蛋白质表达的转录

后调控#还可以与转录激活因子或者抑制因子结合#

从而上调或下调下游基因的表达)

!D

*

&本实验初步

分析了
32(T>'

的调控途径或功能#得到如下认知!

在
WP

和
#

:!

基因敲除小鼠的睾丸组织差异表达

的
#"

组
32(T>'

和
,T>'

中#

'E%"E\"#"#F#$%

和

-!1.&

同步下调#提示
#

:!

基因敲除后#可能由于

32(T>''E%"E\"#"#F#$%

的表达量下降#进而或同

时下调了
-!1.&

的表达量#再影响小鼠睾丸组织的

细胞信号转导及细胞周期#最终影响睾丸组织发育&

上述认知还需更进一步实验以确认
#

:!

基因'

32(T>''E%"E\"#"#F#$%

'

,T>'-!1.&

以及小鼠

睾丸组织发育之间存在何种确切的依存关系#并由

此协调控制小鼠睾丸的发育进程&尽管如此#上述

现象及初步研究结果均提示#

#

:!

基因敲除后#部分

32(T>'

的确可以调控下游基因的表达#进而影响

睾丸功能&

志谢
!

感谢上海敏芯信息科技有限公司协助进

行数据分析!
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