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摘
!

要!本研究以鸡原始生殖细胞"

KS$;#S"$<9

B

8S;?899,

!

KOM,

#为材料进行
A(Q(

基因的干扰!并探究
A(Q(

和生

殖特异性标记基因
/%O

'

L$H0

和
/LO

及调控干细胞多能性转录因子基因
-+R0

'

D$)+

1

和
A+6%

间的关系(由孵

化至
%/

期的鸡胚分离出
KOM,

!经鉴定后!利用
\J4

干扰技术抑制
A(Q(

基因表达!相对实时荧光定量
KM\

检测

目的基因的表达(结果发现!体外抑制
A(Q(

后!

/%O

'

L$H0

和
D$)+

1

表达量显著增加"

A

#

&'&2

#!

A+6%

和
-+R0

表达量显著下降"

A

#

&'&2

#!

/LO

表达量变化不显著"

A

%

&'&2

#(本研究在家禽
KOM,

中建立
A(Q(

基因干扰模

型!并发现其干扰后影响生殖特异性标记基因和干性转录因子的表达!为其在生殖生物学中的功能研究提供了新

的依据(
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B

-8"R#$-R8SA8S8A(Q(

B

8-8$-?C$?U8-

V

S$;#S"$<9

B

8S; ?899,

"

KOM,

#

<-"8>

V

9#S8$R,$-R8S<?R$#-T$RC/%O

!

L$H0

!

/LO

!

-+R0

!

D$)+

1

<-"A+6%

B

8-8,'KOM,

T<,$,#9<R8"AS#;%/,R<

B

8?C$?U8-8;ZS

W

#

!

<-"<AR8S$"8-R$A$?<R$#-#AKOM,

!

T8<-<9

W

b8"8>

V

S8,!

,$#-#A/%O

!

L$H0

!

/LO

!

D$)+

1

!

-+R0<-"A+6%=-"8SRC8?#-"$R$#-#AA(Q($-R8SA8S8-?8$-

KOM,Z

W

=,$-

B

S8<9R$;8

@
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&

\J4$-R8SA8S8-?8

!!

%//3

年!

L'D$-

等首次发现了对生殖干细胞

"

O8S;9$-8,R8;?899,

!

O1M

#有自我更新作用的
KE!

_E

蛋白,

%

-

(

6'J'M#>

等证实!

KE_E

蛋白是果蝇雄

性种系中活动调控和反转录转座子基因沉默核心蛋
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A(Q(

基因突变体中!生殖细胞的维持和分化

异常!导致雄性不育暗示
A(Q(

基因在精子发生过

程中起到重要作用&敲除小鼠的
4(Q(

'

4(0(

或
4(@

Q(0

基因!都会造成精子形成受阻!诱导精子凋亡!

表现为雄性不育,

*!)

-

(最新研究表明!在青年以及成

年人睾丸生殖肿瘤"

7OM7

#

4(Q(

表达量上升!而非

精原细胞瘤中表达量变化不明显(因此!

A(Q(

基因

在睾丸生殖细胞肿瘤中扮演了癌基因的角色,

2

-

(

0&&.

年!有
2

个小组几乎同时发现能与
KE_E

蛋白

质亚家族相互结合的长度在
0)

#

*0

核苷酸的非编

码
\J4

!被称为
K$T$!$-R8S<?R$-

B

\J4

!简称
K$\!

J4,

(目前!

K$\J4,

具 体 功 能 尚 处 于 探 索 阶

段,

.!%&

-

!通过
KE_E

蛋白的研究来间接探讨
K$\J4,

功能和作用机制将成为小分子
\J4

研究的一条新

捷径(

KE_E

蛋白广泛表达于不同物种的配子形成和

发育时期!但在体外不容易获取!限制了对其功能及

其调控机制的探讨(相对于其他物种!禽类配子'胚

胎和组织的获取具有其他生物无可比拟的优越性(

目前!禽类
A(Q(

基因功能的研究国内外尚处于起

步阶段!仅
O8-5<-U

中报道了核酸序列"

O8-8E6

$

)%.(&)

#(本研究以鸡的体外
KOM,

为研究对象!构

建
A(Q(

基因的
\J4

干扰载体!沉默
A(Q(

基因后

检测生殖特异性标记基因!

/%O

"

MC$?U8-X<,<

C#;#9#

B

=8

#!

L$H0

"

6898R8"$-<b##,

V

8S;$<!9$U8

#和

/LO

"

MC$?U8-"8<"8-"C#;#9#

B

=8

#及调控干细胞

多能性及自我更新相关的重要转录因子
A+6%

"

7C8

?9<,,YKNFC#;8#"#;<$-A<;$9

W

#ARS<-,?S$

V

R$#-

A<?R#S,

#'

D$)+

1

"

J̀ !R

WV

8C#;8#Z#>

B

8-8

#'

-+R0

"

1S

W

!S89<R8"LHOZ#>0

#基因的表达!初步探究了

KE_E

蛋白基因与上述生殖和多能性相关基因的关

系!为进一步研究
A(Q(

基因的功能和调控机制奠

定了理论基础(

#

!

材料与方法

#E#

!

材料

受精蛋来自中国农业科学院家禽研究所如皋鸡

群!于
*('&c

!相对湿度为
.&f

的条件下孵化!孵

化分期按
Y'L<;Z=S

B

8S

等,

%%

-标准划分(

#E!

!

试剂

6H:H

培养基'胎牛血清 "

P51

#'鸡血清'

&a&2f 7S

WV

,$-!:674

'双抗"青链霉素#'

K51

购自

O$Z$?#

公司&鼠白血病抑制因子"

;DEP

#'人干细胞

因子"

C1MP

#'碱性成纤维生长因子"

ZPOP

#'

6H1N

购自
1$

B

;<

公司&

11:4!%

抗体'

E

B

H!PE7M

羊抗鼠

二抗购自
1<-R<MS=b

公司&丝裂霉素
M

'糖原染色试

剂盒'碱性磷酸酶染液均购自南京建成科技有限公

司&

5DNM̀ !$7

7H

498><P9=#S

$

\8" P9=#S8,?8-R

N9$

B

#

荧光素标记的阴性对照
,$\J4

'

D$

V

A8?R<;$!

-8

7H

0&&&

转染试剂'

D$

V

A8?R<;$-8

7H

\J4$H<>

转

染试剂'

N

V

R$!H:H

$

E\8"=?8"18S=; H8"$=;

购

自
E-X$RS#

B

8-

公司&细胞冻存程序降温盒购自
J<9!

B

8-8

公司&培养板'培养瓶均购自
M#S-$-

B

公司(

#EF

!

鸡
@K89

分离"培养与鉴定

%'*'%

!

饲养层细胞制备
!!

参照朱国坡等,

%0

-的方

法!使用胰酶连续消化法制备鸡胚成纤维细胞(选

取生长良好的第
*

代鸡胚胎成纤维细胞"

MC$?U8-8;!

ZS

W

#-$?A$ZS#Z9<,R

!

M:P

#!加入含有
%&

"

B

/

;D

[%丝裂

霉素
M

的
0f

鸡血清培养基培养液!置
*3c

培养箱

中温育
0C

!以
*e%&

)个/

?;

[0密度接种
%0

孔板

中!培养
0)C

待细胞完全融合后用作为饲养层细胞

备用(

%'*'0

!

KOM,

分离'培养及鉴定
!!

:674!

胰蛋白

酶法,

%*

-分离
KOM,

孵化至
%/

期的受精卵!取下生

殖腺发生部位!经过
7S

WV

,$-!:674

室温消化后!

调整细胞密度到
%&

2个/

;D

[%接种至饲养层上!

0f

鸡血清培养基常规培养
0)C

后换培养液!以后

)(C

换培养液
%

次(

KOM,

原代培养
*

#

2"

后可形

成典型的
:O

样细胞集落(因此!在接种后的
2

#

3

"

进行
KOM,

传代(糖原染色对
KOM,

集落"培养到

第
0

代#进行鉴定!碱性磷酸酶活性检测"培养到第

0

代#!胚胎阶段特异性胚胎表面抗原"

11:4!%

#检

测
KOM,

"培养到第
0

代#所处的时期&试剂盒均购

自南京建成科技有限公司!严格按照说明书进行操

作(

#E$

!

%&'&

基因干扰模型的建立

%')'%

!

,$\J4,

序列的设计合成
!!

根据
O8-!

5<-U

公 布 的 鸡
A(Q(0

基 因 的
;\J4

序 列

"

JH

+

&&%&/((20

#选择了
*

个位点"

,R8<9RC

+

%)*0

'

,R8<9RC

+

%3./

'

,R8<9RC

+

0&3&

#!分别靶向设计得到
*

套
,R8<9RC,$\J4,

$

,$\!%

'

,$\!0

和
,$\!*

!由
E-X$RS#!

B

8-

公司合成"表
%

#(通用无义序列
5DNM̀ !$7

7H

498><P9=#S

$

\8"P9=#S8,?8-RN9$

B

#

为荧光素标记

的阴性对照
,$\J4

!该序列与任何已知基因均不同

源(

03(



!

.

期 李建超等$体外抑制
A(Q(

基因对鸡原始生殖细胞相关基因表达的影响

表
#

!

H1+5L129-*>)9

序列

35C7+#

!

H+

Q

N+0=+9/JH1+5L129-*>)9

名称
J<;8

正义链%反义链
18-,8

%

4-R$!,8-,8

序列"

2d!*d

#

18

@

=8-?8

,$\!%

1

4

M44FMMFM4OFFFOMFO4FFOOFM4

FO4MM44FM4OM444MFO4OO4FFO

,$\!0

1

4

M4OFOMOFOOFFOMFMOF4MFFF44

FF444OF4MO4OM44MM4MOM4MFO

,$\!*

1

4

OOO44FOOFFM44OFOO44F44OF4

F4MFF4FFMM4MFFO44MM4FFMMM

%')'0

!

A(Q(

干扰条件的优化
!!

转染前
0)C

内

将第
0

代生长状态良好的
KOM,

细胞以
0e%&

2

个/

;D

[%的密度接种到含有饲养层的
%0

孔细胞培

养板中!更换不含抗生素的完全培养基(

分别用
E-X$RS#

B

8-

公司
D$

V

#A8?R<;$-8

7H

0&&&

和

D$

V

A8?R<;$-8

7H

\J4$H<>0

种转染试剂介导的脂质

体和转染技术进行
,$\J4

的转染(对于
,$\J4

浓度

及
D$

V

#A8?R<;$-8

7H

0&&&

%

\J4$H<>

浓度分别设置如

下不同梯度$

,$\J4

!

&

'

0&

'

2&

'

(&

V

;#9

&

D$

V

#A8?R<;$!

-87H0&&&

%

\J4$H<>

"

"

D

#$

%

'

0

'

*

"

D

(

以同期培养的
KOM,

设对照组"细胞内不加任

何处理!

,$\!5M

#!阴性
,$\J4

转染对照组"转染通

用的阴性对照
,$\J4

'

,$\!JM

#和
*

对
,$\J4

转染

组!每组重复
*

孔(按照最佳试剂条件进行转染(

分别于转染后
0)

'

)(

和
30C

收集细胞以用于
A(Q(

基因表达检测!筛选最优的干扰载体及沉默时间(

#E%

!

细胞
*>)

的提取及反转录

收集对照组及转染的
KOM,

细胞!均使用
7S!

$b#9

试剂"

E-X$RS#

B

8-

#提取总
\J4

!然后用
\J4

纯

化试剂盒"

4;Z$#-

#对提取的总
\J4

进行去
6J4

等处理!用适量的
\J<,8!AS88

水溶解!用
J<-#6S#

V

%&&&

分 光 光 度 计 "

7C8S;#

#测 定 总
\J4

的

N6

0.&-;

%

N6

0(&-;

及浓度!用
%f

变性琼脂糖凝胶电

泳检测总
\J4

完整性(合成
.&

"

D

的
?6J4

!反应

体系为
\J4

根据浓度定加入量"反转录后
?6J4

为
%&&-

B

/

"

D

[%

#用水补至
0('2

"

D

!

/

"

DN9$

B

#6R

"

%(

#!

.

"

D H$>!"J7K

!

%0

"

D2e\75=AA8S

!

%'2

"

D

抑制剂!

*'&

"

D

反转录酶(样品总
\J4

和
N9$!

B

#6R

"

%(

#在反转录前
3&c

变性
2;$-

!冰上骤冷!

后加其余试剂!混合均匀后
)0c

反应
%C

!

)0c

灭

活
%C

!于
[0&c

保存!备用(

#E&

!

抑制
%&'&

基因后目的基因的表达

挑选良好的
KOM,

细胞!分为试验组和对照组

0

组!每组
*

个重复(按照
%')'0

中建立的方法进

行转染!对照组不做任何处理(分别收集细胞!实时

定量
KM\

检测
A(Q(

基因干扰后目的基因的表达

"引物序列见表
0

#(

#EG

!

数据分析

荧光定量
KM\

数据采用
0

[

%%

MR法进行统计!采

用
4JNY4

进行单因素方差分析!两两比较采用

D16

法!显著性水准
&

h&'&2

(

!

!

结
!

果

!E#

!

@K89

的分离和鉴定

显微镜下观察!刚分离到的单个
KOM,

较体细

胞大!细胞质中含有球状的卵黄颗粒和脂滴(培养

0)C

后!可见单个
KOM

已经贴附在饲养层上!但细

胞间结合不紧密!细胞之间排列疏松'界线较明显!

呈现典型的
KOM,

特征"图
%5

#&培养
0

#

*"

左右

开始出现
KOM,

集落!隆起于饲养层上且集落数量

和组成的细胞数量不断增加(集落开始形成时!边

缘较光滑!轮廓清晰!形成典型的
KOM,

集落特征

"图
%4

#&

2"

后可见集落明显增大!呈鸟巢状!细胞

间排列紧密!很难辨认出单个细胞"图
%M

#(由于

KOM,

内含有大量的糖原颗粒!所以
K41

染色技术是

检测
KOM,

细胞的重要手段之一(鸡原代
KOM,

细胞

集落和单个
KOM

呈深红色!显阳性"图
%M

!

%6

#&将传

至
0

代的
KOM,

集落经碱性磷酸酶染色后呈棕红色!

而饲养层着浅黄色或者不着色"图
%:

!

%P

#(

胚胎阶段特异性胚胎表面抗原"

11:4!%

#检测

可以检测
KOM,

细胞所处时期(利用荧光标记的

11:4!%

抗体检测
KOM,

表面特异性抗原!在荧光显

微镜明场"图
04

!

06

#'暗场"图
05

!

0:

#和混合场

"图
0M

!

0P

#下均可见细胞形态!暗场和混合场中

KOM,

克隆表面带绿色荧光呈
11:4!%

阳性!呈典型

的
KOM,

特征!而饲养层则呈现阴性(

*3(
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!

*+57R1-A+

Q

@8*

检测
@K89

中目标基因的引物序列

35C7+!

!

@4-A+49+

Q

N+0=+9J/44+57R1-A+

Q

@8*5057

;

9-9/J154

B

+1

B

+0+9

基因
O8-8

登录号
4??8,,$#-J#'

正义链%反义链
18-,8

%

4-R$!,8-,8

序列"

2d!*d

#

18

@

=8-?8

大小%
Z

V

1$b8

"

@$"#() JH

+

0&22%(

1

4

MM4OMM47M777M77OOO74

47OMM4OOO74M477O7OO7

%)%

A(Q(0 JH

+

&&%&/((20

1

4

7M4MM7O4OM444O4M44M

7MMMO7444OO4M4O744O

%0.

/%O 45&&)(*.

1

4

MM77OM4OMM777M777O7M

OMM7M77O47OM74MMO44O

%)2

/LO GH

+

)0*&2%

1

4

M44MMOO4MM44744O47OO

7O4OMO7O7MM7M474M4OO

%(0

L$H0 JH

+

0&)0%(

1

4

MMM77744O7MMMOO77M7M

MM4M7O4OM4OMM447O744

%*/

A+6% 6̂ (.3&0)

1

4

4447O7O7O44OMMM4O7MM

OM7M7OO4OM7O44OM7O77

%0*

D$)+

1

6̂ (.3&02

1

4

M4OM4O4MM7M7MM77O4MM

77MM77O7MMM4M7M7M4MM

%(3

-+R0 62&.&*

1

4

4OOM747OOO47O47OM44O

O74OO74OOMO47MMO77M4

%.*

4'

分离
)(C

的
KOM,

&

5'

分离
0)C

的
KOM,

&

M'0

代
KOM,

的
K41

染色&

6'0

代
KOM

单个细胞
K41

染色&

:'0

代

KOM,

的
4K̀

染色&

P'0

代
KOM

单个细胞
4K̀

染色

4'KOM,<AR8S)(C?=9R=S8

&

5'KOM,<AR8S0)C?=9R=S8

&

M'K41,R<$-$-

B

#A,8?#-"

B

8-8S<R$#-?C$?U8-KOM,

&

6'K41

,R<$-$-

B

#A,8?#-"

B

8-8S<R$#-#A,$-

B

98?C$?U8-KOM

&

:'4̀ K,R<$-$-

B

#A,8?#-"

B

8-8S<R$#-#A?C$?U8-KOM,

&

P'4̀ K

,R<$-$-

B

#A,8?#-"

B

8-8S<R$#-#A,$-

B

98?C$?U8-KOM

图
#

!

@K89

的形态学鉴定及生化鉴定
!""V

S-

B

E#

!

@K89A/4

M

2/7/

B;

506C-/=2+A-=57-6+01-J-=51-/0!""V

)3(



!
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期 李建超等$体外抑制
A(Q(

基因对鸡原始生殖细胞相关基因表达的影响

4

#

M'

分别为明场'暗场和混合场中的单细胞克隆
11:4!%

免疫荧光染色 "

0&&e

#&

6

#

P'

分别为明场'暗场和混合

场中的多个克隆
11:4!%

免疫荧光染色 "

%&&e

#

4!M':>

V

S8,,$#-#A11:4!%

"

,R<

B

8!,

V

8?$A$?8;ZS

W

#-$?<-R$

B

8-,!%

#

$-KOM,=-"8S"$AA8S8-R$;<

B

8,

"

0&&e

#&

6!P':>!

V

S8,,$#-#A11:4!%

"

,R<

B

8!,

V

8?$A$?8;ZS

W

#-$?<-R$

B

8-,!%

#

$-KOM,=-"8S"$AA8S8-R$;<

B

8,

"

%&&e

#

图
!

!

@K89

的
HHI)R#

鉴定

S-

B

E!

!

IU

M

4+99-/0/JHHI)R#

%

915

B

+R9

M

+=-J-=+AC4

;

/0-=501-

B

+09R#

&

-0=2-=?+0@K89

!E!

!

9-*>)

转染条件优化结果

0'0'%

!

试剂的优化结果
!!

每孔寻找
*

个具有代

表性的视野!各观察
%&&

个细胞!计数红色荧光显色

细胞!计算转染阳性细胞率!即转染效率(转染效

率
h

转染
,$\J4

的细胞计数%全部细胞计数(荧光

显微镜下观察红色荧光信号的细胞数!发现用
D$!

V

#A8?R<;$-8

7H

0&&&

的转染试剂优于
D$

V

#A8?R<;$!

-8

7H

\J4$H<>

试剂!且相对于转染
%0

孔板而言!

,$\J4

为
2&

V

;#9

和
iD$

V

#A8?R<;$-8

7H

0&&&

为
0

"

D

时的转染效率相对较高"图
*5

!

*M

#!大于
(&f

(

在随后
A(Q(

基因
\J4

干扰试验中采用了
D$

V

#!

A8?R<;$-8

7H

0&&&

的转染试剂(

4'

对照组
KOM,

&

5'

暗场中转染的
KOM,

&

M'

混合场中转染的
KOM,

4'KOM,#A?#-RS#9

B

S#=

V

&

5'KOM,<AR8SR<-,A8?R8"$-"<SUA$89"

&

M'KOM,<AR8SR<-,A8?R8"$-;$>A$89"

图
F

!

WX-

M

/J+=15A-0+3<!"""

试剂转染
@K89#""V

S-

B

EF

!

WX-

M

/J+=15A-0+3<14509J+=1-0

B

@K89#""V

23(
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!

干扰时间的优化结果
!!

\8<9!R$;8

@

KM\

检测
A(Q(

基因表达量结果如图
)

所示!阴性
,$\!

J4

组和对照组"

,$\!JM

#相比!在
0)

'

)(

和
30C

均

差异不显著"

A

%

&'&2

#(

*

个特异性
,$\J4,

组和

阴性
,$\J4

组'对照组"

,$\!JM

#相比!

A(Q(

基因表

达量显著降低"

A

#

&'&2

#!表明
*

个特异性
,$\J4,

干扰序列均有明显的干扰作用(而干扰作用干扰时

间不同效果也有差别!在
)(C

干扰作用最强(转染

0)C

!对
A(Q(

基因的干扰作用!

,$\!%

与
,$\!0

差异

不显著"

A

%

&'&2

#(转染
)(C

!

,$\!0

与
,$\!*

干扰

作用差异不显著"

A

%

&'&2

#(转染
30C

!

*

个序列间

相比均呈现显著性差异"

A

#

&'&2

#(综合以上结

果!转染
)(C

后的
,$\!*

干扰效果最好!用于后续试

验(

字母相异表示差异显著"

A

#

&'&2

#!字母相同表示差异

不显著"

A

%

&'&2

#(下同

6$AA8S8-R98RR8S,;8<-,,$

B

-$A$?<-R"$AA8S8-?8Z8RT88-RC8

RS8<R;8-R,

"

A

#

&'&2

#!

,<;898RR8S;8<-,-#R,$

B

-$A$?<-R

"$AA8S8-?8Z8RT88-RS8<R;8-R,

"

A

%

&'&2

#

'7C8,<;8<,

Z89#T

图
$

!

荧光定量检测干扰后
%&'&

基因的表达

S-

B

E$

!

IU

M

4+99-/0/J%&'&

B

+0+5J1+4-01+4J+4+0=+C

;Q

@8*

!EF

!

应用
%&'&

基因干扰后检测目的基因的表达

用
,$\!*

序列抑制
KOM,

中的
A(Q(

基因后!转

染
)(C

!同时采用
\8<9!R$;8

@

KM\

技术检测
/%O

'

L$H0

'

/LO

及
A+6%

'

D$)+

1

'

-+R0

在
;\J4

水平

上的表达量!如图
2

所示(结果表明!与阴性对照组

"

,$\!JM

#相比!抑制
A(Q(

基因表达后!

/%O

'

L$H0

和
D$)+

1

基因表达量上升!而
A+6%

和
-+R0

基因

表达量下降且差异均具有统计学意义"

A

#

&'&2

#!

仅
/LO

基因表达量变化差异不显著"

A

#

&'&2

#(

F

!

讨
!

论

鸡
KOM,

细胞作为精原细胞和卵原细胞的祖细

胞具有全能性!可作为体外胚胎发育研究的良好模

图
%

!

%&'&

基因干扰后目的基因的表达

S-

B

E%

!

IU

M

4+99-/0/J154

B

+1

B

+0+9C

;Q

@8*5J1+4%&'&

B

+0+

-01+4J+4+0=+

型!而禽类独特的生理和发育特点使得其原始生殖

细胞"

KOM,

#在
A(Q(

基因研究中有着巨大价值(

鸡
KOM,

的鉴别主要有形态学和生化
0

种方法(鸡

KOM,

直径约
%2

#

02

"

;

!呈圆形或椭圆形!因其较

大的体积能与其他细胞明显的区分(细胞核较大直

径约为
(

#

%0

"

;

!且偏于细胞的一端!有
%

#

0

个核

仁!细胞核内缘存在少量异染色质!其余常染色质则

均匀分布,

%)!%2

-

(在已经分化的细胞中!糖原含量减

少!碱性磷酸酶活性降低(而
KOM,

细胞中糖原含

量和
4K̀

活性都保持较高的水平,

%.

-

(胚胎阶段特

异性胚胎表面抗原"

11:4,

#的表达在胚胎发育早期

受到严密的调节!当细胞分化时这些抗原的表达会

出现明显变化,

%3

-

(本研究用
:674!

胰蛋白酶法分

离鸡
KOM,

!并通过形态鉴定和糖原染色法'碱性磷

酸酶生化鉴定等方法鉴别所分离出的
KOM,

!胚胎

阶段特异性胚胎表面抗原"

11:4!%

#检测
KOM,

所

处的时期(保证了干扰试验所需的
KOM,

数量和质

量(本研究设计了
*

组干扰序列
,$\!%

'

,$\!0

和

,$\!*

!并选择了
E-X$RS#

B

8-

公司
D$

V

#A8?R<;$-8

7H

0&&&

和
D$

V

A8?R<;$-8

7H

\J4$H<>0

种转染试剂介

导的脂质体和转染技术进行
,$\J4

的转染(同时

设置了
*

个转染时间
0)

'

)(

和
30C

!检测干扰的效

果(对干扰序列干扰时间以及转染试剂进行选择保

证了转染的效果(

/%O

'

L$H0

和
/LO

三者均编码
\J4

结合蛋

白!被认为是鸡
KOM,

中表达的
*

个生殖特异性标

记基因!这
*

个基因均在生殖细胞系中特异表达!参

与生殖细胞的维持和形成及配子发生(

/%O

是

%$9$

基因的同源物!

%$9$

基因由
1'7S="$

等于

%/(.

年在果蝇中首次发现!

%$9$

属于
6:46!Z#>

家族!该家族基因编码一类
47K

依赖的
\J4

解旋

酶!因
/%O

在
KOM,

发展过程持续表达!被认为是

鸡
KOM,

起源和分化的重要分子标志,

%(

-

(

0&&/

年!

.3(
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期 李建超等$体外抑制
A(Q(

基因对鸡原始生殖细胞相关基因表达的影响

7'7C#;,#-

等应用荧光共定位和免疫共沉淀分析

等方法!发现在果蝇卵母细胞中!

KE_E

蛋白同

/%O

基因的同源基因
%$9$

之间存在相互作用,

%/

-

(

L$HB

属于
L!*

基因家族!是一个进化上高度保守

的基因(人类精子发生障碍时!睾丸中
L$HB

转录

本的数量水平显著降低!

L$HB

的
FF4

基序的多态

性会导致严重的精子生成障碍,

0&

-

(生殖细胞发育

早期
L$H0

便开始表达!被认为是减数分裂启动的

内因!并持续在减数分裂过程中表达!在精子形成过

程中起到重要作用(

L$H0

的基因突变体或者缺失

个体中!减数分裂障碍!导致雄性不育,

0%

-

(

L)5

基

因由
O'_8$"$-

B

8S

等在斑马鱼
KOM,

中获得!沉默

该基因后!斑马鱼的
KOM,

失去迁移能力并大量死

亡,

00

-

(同源基因
L)5%

突变小鼠中
KOM,

丧失!并

导致小鼠睾丸生殖细胞瘤"

78,R$?=9<S

B

8S;?899

R=;#=S

!

7OM7

#!同时部分胚胎死亡,

0*

-

(

1'4S<!

;<U$

等于
0&&3

年发现了鸡的
L)5

同源基因

/LO

!并利用原位杂交技术"

E1L

#追踪!发现
/LO

在胚盘'生殖新月区'性腺期的
KOM,

中均有表达!

因此可以作为
KOM,

起源'迁移'分化的分子标

记,

0)

-

(在本研究中!沉默
A(Q(

基因后!

KOM,

中

/%O

'

L$H0

和
/LO

的表达均产生了变化(其中!

相对于对照组!

/%O

和
L$H0

基因的表达显著升高

了!表明
A(Q(

基因表达可能和
/%O

和
L$H0

呈正

相关(而
L$H0

表达的上调意味着
A(Q$

基因和

L$H0

之间可能存在着调控关系(生殖细胞的形成

和配子的发生过程中!

A(Q(

通过直接作用也可能通

过生殖细胞形成和配子发生中某个信号通路中两者

的抑制因子间接调控两者的表达(然而!三者之间

相互关系及其相互作用机制有待于通过高通量测序

和荧光定位等方法进一步研究(本研究中!在

KOM,

中沉默
A(Q(

基因!

/LO

基因的表达并未产

生显著变化!表明
A(Q(

和
/LO

基因可能处于不同

的调控通路(

研究表明!

C"#)

'

D$)+

1

和
-+R0

能协同调控

:1

的多能性和自我更新能力!并参与多能细胞的重

新编码过程(而在鸡上不存在
C"#)

基因!

A+6%

是

其同源基因!可以作为细胞全能性的标志基因(

D$)+

1

基因有助于维持细胞的未分化状态!表达于

人类原始干细胞中!在胚胎生殖细胞和胚胎纤维瘤

细胞中也有表达!并参与核重编程启动!是调控多能

干细胞的重要转录因子(

-+R0

也是调控干细胞多

能性及自我更新的重要转录因子!且有研究表明!其

能协同
A+6%

基因调控胚胎发育中一些重要基因的

表达,

02!0.

-

(本研究发现!体外抑制
A(Q(

基因后!

KOM,

中
A+6%

'

-+R0

和
D$)+

1

基因均产生显著变

化!其中
A+6%

与
-+R0

基因相对于对照组表达量显

著下降!而
D$)+

1

基因表达量显著上升(以上结果

表明!

A(Q(

基因通过某种途径影响了
KOM,

的干性

维持(

J<-#

B

'

N?R)

和
1#>0*

个转录因子位于细胞

全能性调控网络的顶端!联合形成调节通路"自动调

节通路和反馈通路#!自动调节主要应对外界各种刺

激因素!稳定相关基因表达!而反馈调节包括正反馈

和负反馈!在保持细胞全能性!对抗分化信号能力中

发挥作用,

03!0(

-

(本研究发现!

D$)+

1

基因表达量显

著上升!与
A+6%

和
-+R0

基因表达趋势相反!可能

的原因为$一是在干细胞中!

D$)+

1

基因的表达稍

晚于
A+6%

%

C"#)

和
-+R0

!它主要在第
0

阶段内胚

层形成中起作用!而
A+6%

%

C"#)

主要是在桑椹胚和

滋养外胚层及内细胞团的形成中发挥作用&二是

D$)+

1

与
A+6%

%

C"#)

和
-+R0

基因位于不同的信

号通路中!调节方式虽然联系但并不相同!但
A(Q(

基因是如何影响
D$)+

1

和
A+6%

'

-+R0

基因以及他

们间相互作用机制还有待于进一步研究(

综上所述!目前鸡
KOM,

的研究处于起步阶段!

沉默
A(Q(

基因后影响了生殖特异性标记基因

/%O

'

L$H0

'

/LO

和调控干细胞多能性转录因子基

因
-+R0

'

D$)+

1

和
A+6%

表达情况!但仅仅体外抑

制
A(Q(

基因!虽然能证实
A(Q(

基因通过和其他基

因相互作用!在干细胞多能性维持和配子发生中起

到一定作用!但如何发挥作用!可通过高通量测序等

手段结合生物信息学构建调控网络进一步研究(

$

!

结
!

论

本试验中!首次利用
A(Q(

靶向
,$\J4,

在体外

特异性且有效抑制鸡
KOM,

中
A(Q(

基因的表达!通

过检测生殖特异性标记基因
/%O

'

L$H0

'

/LO

和

调控干细胞多能性转录因子基因
D$)+

1

'

A+6%

和

-+R0

表达情况发现
A(Q(

基因影响生殖特异性标

记基因和调控干细胞多能性转录因子基因表达!证

实
A(Q(

和生殖特异性标记基因和调控干细胞多能

性转录因子基因可能存在某种作用(
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Ê4N6

!

]::H4J4 H

!

6:JO _

!

8R<9'H#98?=9<S

?C<S<?R8S$b<R$#-#AC$T$

!

<C=;<-;8;Z8S#ARC8K$T$

B

8-8A<;$9

W

TC#,8#X8S8>

V

S8,,$#-$,?#SS89<R8"R#

,8;$-#;<,

,

Q

-

'C)"+

1

&)&

!

0&&0

!

0%

"

02

#$

*/((!*///'

,

.

-

!

4\4YEJ 4

!

O4E647]E16

!

KP:PP:\1

!

8R<9'4

-#X89?9<,,#A,;<99\J4,Z$-"R# HEDE

V

S#R8$-$-

;#=,8R8,R8,

,

Q

-

'D$#6'&

!

0&&.

!

))0

"

3&//

#$

0&*!0&3'

,

3

-

!

ON\4\64

!

14MLE64J4J64H\

!

L4JJNOQ

!

8R<9'4

B

8S;9$-8!,

V

8?$A$??9<,,#A,;<99\J4,Z$-",

;<;;<9$<-K$T$

V

S#R8$-,

,

Q

-

'D$#6'&

!

0&&.

!

))0

"

3&//

#$

%//!0&0'

,

(

-

!

O\EYJ417

!

5:I\:7:

!

_4JO]

!

8R<9'4-#X89

?9<,,#A,;<99\J4,$- ;#=,8,

V

8S;<R#

B

8-$??899,

,

Q

-

'K&)&9L&8

!

0&&.

!

0&

"

%*

#$

%3&/!%3%)'

,

/

-

!

D4FJM

!

17:N4O

!
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