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摘要 目的 :研究原病基因
c一

喇及其相关基因在大民肤旅发育及细她功能完善过程中的表达
。

方法 :采用高密度寡核普

政芯片 (赶尔优` 笼芯片 )对孕 12
.

5( E l2
.

5)
、

1E 5
.

5和 E1 8
.

5
、

街生
、

成年肤旅进行基 因转录水平分析
,

并用叮
一 P c R脸证基因在大

跳肤旅不 同发育时期的表达
。

结果靡
。 一

喇基因在 E1 5
.

5
、

E1 8
.

5 较成年特异高表达
。

芯片中 。 一
二

t 转录调拉基因和信号传导通

路相关基因的表达趋势与 c 一

呱 高建相似
。

盯
一 PCR (所用引物设计区城与芯片相同 )脸证

, 。 一

met 表达趋势与芯片结果相符 ;

与芯片
c 一
二 t探针所用引物不同盯

一 P CR
,

结果却在各发育阶段呈现与芯片不同的表达趋势
。

结论 :提示 c 一 “ 比 t 可能在肤旅发

育细胞功能完善的关健阶段起调拉作用
,

参与胚胎跳旅发育中晚期细胞功能完善的信号传导过程
。

并且 。 一

树在肤珠发育中
发挥作用有可能存在不 同转录本

。 ;
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喇
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一 PC R

前言
;

腆腺起源于原始前肠内胚层的上皮细胞
。

大鼠胰腺的生

长发育过程分为胚胎 12
.

5天 ( E 12
.

5 )
、

E 15
.

5
、

E 18
.

5
、

新生几个

关键点
。

其中 E1 2
.

5 腆膝雏芽形成
.

E1 5
.

5 出现内外分泌部的

分化
,

到 E1 8
.

5 时典型的胰岛结构形成
。

多种因子参与共同

调控
,

相 关因子间相互作用影响
三,

调节器官的定向发育分

化 t ’
·

2 ]
。 。 一

耐做为一种原痛基因
,

所介导的信号传导系统在

心
、

肾
、

肌肉
、

牙齿等器官发育过程发挥重要生物学作用〔卜 6】
。

近年来已引起越来越广泛的关注奋 目前
,

对该基因在腆腺发

育过程中的作用研究较少
。

而胰腺发育不全是导致青少年糖

尿病的重要危险因素之一
。 ;

本文以 DS 大鼠为模型
,

选取 E15
.

5 天
、

E1 8
.

5 天及新生这

三个大鼠胰膝发育和细胞功能完番的关键时期
,

通过两能吮
高通盆多聚赛核昔酸芯片及肛

, PCR 技术对 c - 瓜比基因及

相关调控基因在腆腺发育中的表达做出初步分析
。

为揭示
c

一

耐基因及其相关基因在腆腺发育细胞功能完善过程中的

作用提供了一定依据
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

成年 Ds 大鼠印 只
,

雌 20 只
,

雄 40 只
,

体质盆 之刃` 左右
,

由南京医科大学动物中心提供
。

于 6 :

oo 时
,

将雌雄以 l : 2 合

笼
,

次日检测有阴栓者
,

定为受精 0
.

5 d( 功
.

5 )
,

取 E1 2
.

5
,

E1 5
.

5

和 E1 8
.

5 胚胎胰腺以及新生鼠腆腺 ; G . 心口` p M uri 二 C七

~
R月口刃A 芯片 (川尔拙州

器

公司 )
。

助哪油过公司 ~
比川挥卜r

PCR仪
,

%以而娜
n t(美国 Gi 腼 公司 )

,

朋怒呵 珑ni 儿 t (李a -

脚 )
,

盯
一 P CR 试剂盒 (介yo场 )

。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 组织取材
:

取怀有胚胎 E1 2
.

5
、

E1 5
.

5 和 E 18
.

5的母鼠
,

引颈处死
,

分离出胚胎
,

显徽解剖镜下用显徽摄子取出腆腺

后
,

迅速在液氮中冷冻
。

新生和成年鼠直接分离出腆腺7J[
。

1
.

2
.

2 腆腺发育各阶段芯片制备
:

用 T”以 耐吻卿 t提取大鼠

E1 2
.

5
、

E1 5
.

5
、

E1 8
.

5
、

新 生 和 成 年腆 膝 总 RN A
,

利用

朋阮卿浦 ` 箱 t 纯化总 RN A
。

寡核昔酸芯片分析 d 州A 表达
:

分别以 15尸邪 15
.

5 和 E1 8
.

5胰腺总 RN A 为模板合成双链 Dc
-
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N A
,

采用 B i公峨叮MT 托 gh Y id 盯M RN A TI 倒心泳示 p t l址月 i邓 称

体外转录生成生物素标记的 c RNA ; 再经纯化和片段化处理

后
,

取加邵 c RN A Ge 帐汇肠咖` 二 晓 n阅吧 RA及30 A 芯片杂交 ;

洗脱后
,

用链酶亲和素藻红蛋白进行染色扫描检侧信号; 对获

得的信号在徽阵列分析软件 (此 猫口加叮叮腼 et s 流w
aer

一5
.

0) 上进行数据分析并对样品的表达结果采用线性度量 (即目
-

吨 )的方法在样品间进行校准
。

1
.

2
.

3 叮
一 PC R 扩增

:

根据基因文库 c 一

耐 的序列
,

用 乃衡此 r

5
.

0 设计 PCR 扩增引物
。

引物 l (同成毗吮芯片引物 ) :上游

引物
: 5

` 一 CCACCCO U爪口爪口U以 C 一 3
, ,

下游引物
: 5

` -

CC花。 ℃AA C n T 双芜C找, 一 3’
,

预计扩增产物拼饰
; 引物 2

(靠近 5’ 端编码区 )
:

上游引物 : 5’ 一 C明氏沃O 〕 屺 O叼比m 留呢A

一 3
` ,

下游引物
: 5

, 一 C n l 羌G 们陷凡们从CA 一 3’
,

预计扩增产物

257 如
。

引物由江苏赛百盛基因有限公司合成
。

取 1路的 E1 5
.

5
,

E1 8
.

5
,

新生和成年四个时期 (每组 5 只 )胰腺组织总 RN A 进

行反转录
:

30 ℃ 101 1幼n ,

42 ℃ 加俪 n ,

卯℃ 5而 n ,

4℃ 5而
n ,

合成
e DNA

o

“ 一

树 的 P CR 条件
:

引物 1 :

弘℃ 5而川男℃ 别).
,

59
.

5℃ 加日 ,

74 ℃ l面
n ,

36 个循

环
。

引物 2 :

叭℃ 5而川男℃ 扣. ,

51
.

5℃ 扣. ,

74 ℃ lm ni
,

35 个循

环
。

BT
一 P CR 扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳

,

EB 染色后在紫

外光下进行观察照像
。

用捷达 50 1 系列凝胶分析软件进行凝

胶密度扫描分析
,

计算待测基因 PC R 产物各条带密度与内对

照 p一 acti 二条带密度
,

两者的比值作为待侧基因 d 州A 表达

的相对含量
。

同一条带重复侧量 3 次
。

达伯号值及趋势分析
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结果

。 一

献及其相关调控因子在大暇胶膝发育过程中的表

圈 I c 一

耐转录调控 ` 因在大吸映睐发, 各阶段襄达趋势 圈 Z c 一

耐位号传导班路相关` 因在大吸映膝发, 各阶段衰达趁势
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jc 山, 日卿m . t

2
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2 c 一
毗 t盯

一
CP R 结果比较

3 讨论

胚胎 巧
.

5 天
、

18
.

5 天及新生是大鼠腆腺发育
、

细胞功能

完善的关健时期
。

尽管腆膝的发育从 四左右就开始发生
,

且

四种内分泌激素在腆膝胚胎发育的早期就可检侧到
,

但分泌

这些激素的内分泌细胞尚不具备成熟的生物学功能
,

它们需

要经历典型腆岛的形成过程以及胚胎后期甚至出生后的进一

步成熟过程
。

典型的腆岛形成大约在 E1 7 左右开始
,

四种内



分泌细胞迁移
,

相互策集猫附形成岛样结构
,

这个过程将持续

到初生
。

多种因索共同参与相互作用
,

一

调节器官的发育分化

及功能完善.1[ 2 ]
。

本课胭组利用芯片技术研究 E1 2
.

5
、

E1 5
.

5
、

E1 8
.

5
、

新生及成年五个阶段欣膝基因表达情况
,

提取它们的

总 d 州A
,

并用基因芯片和 Irr
一 PCR的方法进行检侧

,

以证明

各时期的大暇胶膝 功丑N A 中有映岛素
、

映高血箱素
、

腆多肚的

表达 (结果未显示 )
,

提取出的组织为腆膝标本.st 9]
。

芯片结果
c 一

叫在 E1 5
.

5
、

E1 8
.

5 时芯片的信号值相对于 E1 2
.

5
,

新生及

成年特异高表达
。

并通过砂
一 代卫脸证结果与芯片一致 (图

4)
,

强烈提示 。 一

时 在大眼腆膝发育功能完警关健阶段发挥

生物调控作用
。 。 一

叫 的转录调控因子中
,

我们芯片检侧到

的在腆腺发育功能完普阶段起作用的有正向调控因子 TGF
、

孙 l
、

. . d及特殊的自身反向调控环路因子 仪触 h
。

TG F在在肾

上皮细胞可诱导
。 一

耐 的表达
,

知(l 山侧灿 叩忱过 脚众加 )

与 即. d 蛋白形成的复合体通过 TGF 共同作用参与调控
。 -

叫 的转录【刘
。

阮又可作用于助
,

从而发挥 。 一

喊 转录表

达的间接调控作用 L川
。

M
.

C ri ` 朋等在细胞水平研究发现
, 。

一

, 与 ` h所形成的是一个特殊请号调控环路
。

N吹 h的

激活后引起 。 一

州转录的下调
,

抑制
。 一

叫 信号系统功能
。

c 一

画本身又可作为
. 时山 的刺激因子

,

反过来增强 . 时山的

表达 [ ’ 2]
。

这些调控因子在 E1 5
.

5
、

E1 8乃的特异高表达
,

与
。 -

洲表达趋势一致 (图 1 )
,

旁证了 c 一

州在大鼠腆膝发育功能

完善关键阶段的调控作用
。 ;

c 一

喇属于肝细胞生长因子受体家族
,

作为一种酪氛酸

蛋白激酶受体
,

由原庙基因 。 一

献 编码
,

酪氮酸蛋白徽醉

( Tp K )在细胞的生长
,

增殖
,

分化等过穆中起重要的调节作用
。

。 一

耐 受体信号系统的激活首先是 。 二

耐上酷氮酸蛋白激醉

(P】X )徽活
,

激活的 P以 先使受体自身酪氛酸磷酸化
,

同时受

体自身酷氮酸磷酸化后进一步激活 P IX
,

P飞再激活靶蛋白上

的酷氛酸磷酸化
,

经过澡布式的磷酸化反应
,

将外界信号逐级

放大
,

最终传至细胞核内
,

导致细胞增殖
、

分化
。

据目前文献

报道 。 一

叫信号传导主要存在以下几种通路
:① 3 一礴脂酸肌

醉激醉 (户冲恤脚助画 t山
一 七
~

,

H 一
K3 )通路的激活 ; ②细

胞丝裂原活化蛋白徽醉 (面健叩即 一 以` , 的司 户叹山 七,

暇
,

M APK )通路的激活 ;③碑脂醉 C 一 : 一 碑脂陇肌醉 n 尤 一 r 一 巧 )

通路的激活 ;④麟脂醉 A2 (日 J 口)及花生四烯酸 (从 )通路的激

活〔氏 l’]
。

其信号传导通路发挥作用有组织器官特异性
。

芯片

结果显示在大良胚胎腆腺的发育过程中
, c 一

以 信号传导主

要是经过 M灿吠 和浏通路
。

而 M A PK的激活包括依赖 a8t 和

非 ast 依赖
,

芯片中并役有检侧到二的存在
,

故 c 一

叫腆旅中

激活
,

可能是非 . 途径
,

通过 P Kc 激活 M AI 狱 [.Sl ’ 6J
。

信号系

统激活后引起细胞核内一系列转录因子 。 一
俪洁匕的表达

,

控

制细胞生长及 D叫A合成
,

细胞周期素 A
,

B
,

D 和 E 等的含 t 也

发生变化
,

最终细胞进人增值期〔川
。

芯片所用探针位于 。 -

耐基因靠 3’ 端区域
,

针对该端设计引物 Irr
一代R结果与芯片

一致
。 。 一

州由于剪接位点不同
,

人上皮细胞可表达多种 c -

叫转录本
,

最终翻译成不同的 。 一

喊变异体 [.1l
。

我们针对

该基因 5
,

端区域设计引物做 叮
一 PCR

,

表达趋势与芯片完全

相反 (图 4
,

图 5)
,

初步提示
。 一

州在腆膝发育功能完善过程

中发挥作用也有可能存在不同转录本
。

综上所述
, c 一

耐在大鼠腆腺发育的关健阶段通过其信

号传导途径发挥调控作用
,

影响细胞的功能完普
。

并且在这

一过程中极有可能存在不同的转录剪切本
。

对以往研究中信

号通路对早期胚胎腆腺发育的调 控作用提出了新的补

充〔19
一

川
,

即某些生长因子介导的信号通路在腆腺发育的功能

完善阶段同样存在生物调控
。

为各种先天性腆腺发育不 良及

各种后天性的腆腺疾病尤其是精尿病的治疗提供了新的理论

依据
。 。 一 叹以在胰腺发育功能完普的细胞组织学定位及相应

分子生物学机制是我们下一步研究的课题
。

泳道 1 一 4 :
不同发育时期的腆腺 m用认 的 Rr

一

代R的扩增产物及相应的内参 (l
.

E1 5
.

5 2
.

E 18
.

5 3
.

新生 4
.

成年 )
·

纯 3 lrr
一 PCR I

翻
J I. ` d进肠即 t 户

”
姗

。 :

倾二 ~
`咧 城吸南户 ` 卜 “

.

:b p

~
at s

, .即`画 . ` 。 一

`
目他 M : M . 击e1r “ . . 1 一 4 :

R’r 一

代R 即刘击口` 口 声汕川
.

词曲
。 d (l

.

E1 5
.

5 2
.

EI 8
.

5 3
.

~ 卜” , 4
.

目日 t )

圈 4 。 一

耐映旅发, 各阶段芯片结. 与盯
一
代R《 )a结果趁势比较 圈 5 。 一

阔不同引物 IIr’
一

代 R结. 趁势比较

Fi g 4 , 、 , 时 试 Irr
一 PCR (’ ) 词 c . 比 ;

伽户 ` 。 一

耐 血州呜 d i压, , t

.峡卿 试 att l四

~
ic 山佣 l叩侧烈

Fi g S Tr 即de 砚 y J 叮
一
代 R ( b) . 日 叮

一

此 R( )a
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