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在水牛泌乳期和非泌乳期的差异表达模式!并预测其靶向调控基因及功能&本
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细胞中包装高滴度的慢病毒颗粒!用于感染水牛乳腺上皮细胞实现过表达
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!同时应用化学合成的
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的表达!反馈提高了
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水平!促进了以
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开头的脂肪酸

从头合成&表明
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对水牛乳脂肪合成有十分重要的促进作用!为揭示水牛高乳脂形成和调控机理提

供了分子依据&
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分子
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个核苷酸!由生物体自身的基因转录而成!在转

录后和转录前水平上参与基因表达的调控*
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&据

估算!

A$123

可能对所有哺乳动物的
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的

基因负责!调节多达
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的蛋白编码基因*
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通过与靶
A123

的碱基互补配对!使靶
A123

降解或者沉默从而起到调控基因表达的作用&

A$123

在细胞增殖'分化和凋亡等发育和特殊生

物过程中发挥关键作用*
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&在乳腺细胞中已经鉴定

出
A$123
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!乳腺细胞有自己专有的
A$123,

!在

小鼠和人类乳腺组织都发现特别的
A$123#AE

表

达型!人类乳腺特异信号以
0*A$1

为主要特征!而

小鼠的特异信号是以
A$1!9EW!<B

等
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个
A$1

为主

要特征*
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&大多数已发现的
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在哺乳期的表

达模式中发生变化!对泌乳性能产生影响*
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在泌乳期和干乳期存在差异表达!相比泌

乳高峰期!干乳期只有
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的
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表达!相对于

干乳期而言有
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个
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在泌乳高峰期下调

表达*
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!这些在干乳期和泌乳高峰期发生变化的

A$123

对泌乳的乳脂'乳蛋白等通路起到重要的

作用&
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是一个目前研究较多的乳腺
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和
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具有相同的成熟序列!由不同染色体加工而来!
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个内含子转录而来!据

报道
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通过作用靶基因
>!E?*

主要对小

鼠和奶山羊的乳脂代谢起重要作用*
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!本试验室
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高通量测序结果表明!

XXO!A$1!%&*!%

存在

于水牛乳腺细胞!而且在泌乳和非泌乳期差异表达!

因此选择
A$1!%&*!%

进行了深入研究&奶样自动分

析仪分析乳汁成分显示!水牛乳脂率""
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#含量为荷斯坦奶牛""
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倍!极显著高于荷斯坦奶牛的乳脂率&

为了探索水牛
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在泌乳期和非泌乳期

表达模式'靶基因及对水牛高乳脂是否有作用!本研

究通过构建慢病毒质粒感染水牛乳腺上皮细胞实现

过表达
XXO!A$1!%&*!%

!化学合成抑制剂抑制
XXO!

A$1!%&*!%

表达!对
A$1!%&*!%

的功能进行了初步

研究&
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试验材料
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所用细胞
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试验所用泌乳期和非泌乳期乳

腺组织取自南宁屠宰场&感受态细胞'
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细胞为

本实验室保存!水牛乳腺上皮细胞为本试验培养&
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在泌乳期与非泌乳期表达模式及靶向基因的初步研究
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宝生物公

司!引物合成由上海生物工程有限公司完成&
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试验方法
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序列和
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引
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去屠宰场随机选取刚屠宰的

不同水牛的乳腺组织!仔细观察不用挤压就有白色

乳汁不断渗出的乳腺组织为泌乳期样本!用力挤压

也无白色乳汁渗出的乳腺组织为非泌乳期样本!泌

乳期和非泌乳期乳腺组织各取
*

个个体样本重复!

生理盐水冲洗后!迅速用眼科手术剪从组织深处剪

取
%
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G

!放于
0AJ@a

管!马上放入液氮罐带回

实验室!

e(&i

冰箱保存!然后用剪刀取冷冻的水

牛乳腺组织大约
%&&A

G
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法提取总
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利用
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123T5EE

H

0

K

补足至
%&

*

J

&将上述混合物混匀并瞬时离心

后!放入预热好的
aS1

仪!

*<i

作用
)&A$-

!之后

加入
@?>3%

*

J

!放入
aS1

仪!

.6i

作用
%&A$-

!

终止
?2B,EP

消化(分别加入以下试剂$

%

*

JA$1!

23

特异性引物"

%&AA#9

1

J

e%

#!

%

*

J

内参
].

特

异性引物"

%&AA#9

1

J

e%

#!

)

*

J3Qb

反转录酶!

0

*

J3Qb6j[OTTE5

!

%

*

J"2>a

"

%&AA#9

1

J

e%

#&

将上述混合物轻轻混匀之后放入已经预热好的

aS1

仪!按照以下程序进行反转录$

06i%&A$-

!

)0i.&A$-

!

/6i6A$-

!

)i

终止反应&最后用

""H

0

K

稀释至
(&

'

%&&-

G

1

*

J

e%

!用于
1>!aS1

或者定量试验&

%'0'0'0

!

荧光定量
aS1

$将制备得到的
4?23

用

无
12B,E

水稀释终浓度为
%&&-

G

1

AJ

e%

!反应体

系为
0&

*

J

$

%

*

J4?23

!

%&

*

J

荧光定量试剂!

&'.

*

J

上下游引物"

%&

*

A#9

1

J

e%

#!

(')

*

J

无
123

酶

水&反应条件$

/6i%&A$-

(

/6i%6,

!

.&i

或者

66i%A$-

!此步骤进行荧光收集!

)&

个循环&每

个样品进行
*

次重复!运用
0

e

%%

SW的方法计算目的

基因的相对表达量&

].

作为
A$1!%&*!%

内参!

%

D$"D

#()

作为基因对照!检测分析
>!E?*

等基因的表

达情况&

%'0'*

!

水牛乳腺上皮细胞培养
!!

选取屠宰的新

鲜的泌乳期水牛乳腺组织块!浸泡在生理盐水中带

回实验室!用生理盐水冲洗
*

次!随后用眼科剪在组

织深处选取乳腺组织的腺泡部分!用
<6̀

酒精喷洒

消毒!转移入高抗
a[;

液中!再放进超净工作台的

培养皿中!然后用高抗
a[;

和低抗
a[;

分别清洗至

液体基本澄清!再用
<6̀

酒精消毒
*&,

!然后转移

至
0ja[;

中重复清洗
0

遍!转移到
%6AJ

管中!剪

碎到
%

'

0AA

的小块!最后用培养液润洗!用小镊

子和枪头将组织块平铺在培养皿的底部!随后倒置

于
*<i

的饱和培养箱中培养
)F

!再将培养皿正置

并补加
%AJ

的细胞培养液没过组织块!过夜后再

补加
0AJ

培养液继续培养!

0

'

*"

换液
%

次&

<"

左右成纤维细胞从组织块游离生长出来!

%0"

左右

*/%0
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乳腺上皮细胞逐渐长出!然后运用胰蛋白酶差异消

化法结合细胞贴壁速度的不同分离乳腺上皮细胞和

成纤维细胞!将混合生长至汇合的细胞用
a[;

洗
*

遍!加入
&'06̀

胰蛋白酶!

*<i

消化
*A$-

!随后用

含血清的培养液终止消化!轻轻将变圆或漂起的细

胞洗下!随后用胰蛋白酶继续消化!将消化得到的细

胞培养
0

'

*F

后!收集细胞培养液!将没有贴壁的

乳腺上皮细胞转移到另外一个培养皿继续培养!经

过
0

'

*

次纯化后!得到较为纯净的乳腺上皮细胞作

为转染细胞使用*

%)

+

&

%'0')

!

慢病毒载体骨架及质粒构建
!!

A$123,

由
a5E!A$123

剪切加工而来!

8

5E!A$123

具有茎

环结构!可以保证
A$123

的稳定性&因此构建包

含目的
A$123!%&*!%

前体
A$@Y

8

5E,,

>Q

a5E4O5,#5

的
A$123

慢病毒表达质粒
J

8

@=N!

8

5E!A$1!%&*!%

和空质粒
J

8

@=N!A$1!2S

!然后将该质粒转入感受

态细菌体内!从而使得
A$123!%&*!%

随细菌的增加

而扩增&连接转化等操作步骤见参考文献"图

%

#

*

%0

+

&

图
#

!

慢病毒载体骨架的结构

A9

B

C#

!

,-./=1:2=:1.67;.5=9491:/4.2=61

%'0'6

!

慢病毒质粒
J

8

@=N!

8

5E!A$1!%&*!%

在

0/*>

细胞中的包装和扩繁
!!

复苏的
0/*>

细胞

传代后!用
a#9

:

赖氨酸铺皿用于转染试验!然后运

用罗氏法包装和扩繁慢病毒质粒&转染后
)(F

开

始观察细胞的绿色荧光蛋白表达情况!

<0F

后待大

多数细胞呈圆形'且出现明显的葡萄串状结构时收

集病毒并测定病毒滴度&

%'0'.

!

病毒颗粒感染乳腺上皮细胞
!!

于
.&AA

培养皿中加入病毒液
%AJ

!以正常水牛乳腺上皮细

胞为对照!

)(F

后观察绿色荧光蛋白表达情况!

<0F

后收集细胞!用于
123

提取及反转录!并进行定量

分析&

%'0'<

!

A$1!%&*!%

抑制剂及转染
!!

化学合成

A$1!%&*!%

抑制剂!序列$

67!>SI>SI>]]S]>!

I>SSSI]>]S>!*7

!用于乳腺细胞的转染试验!参

照
J$

8

#!0&&&

试剂说明进行转染&

%'0'(

!

统计分析
!!

所有
_1>!aS1

结果采用

0

e

%%

SW法进行数据统计!结果重复
*

次!利用

;a;;%/'&

软件进行数据处理!分析差异显著性&

!

!

结
!

果

!C#

!

水牛
<<:LE9)L#"FL#

在泌乳期和非泌乳期乳腺

组织中的表达模式

!!

本实验室
;#9EYB

高通量测序结果表明!

XXO!

A$1!%&*!%

在泌乳期总序列标签为
()6.<&6

!在非泌

乳期总序列标签为
<..6<)/

!重叠转录区"

KVE59B

8

!

8

$-

G

W5B-,45$

8

W,

#都在内含子!其中
XXO!A$1!%&*!%

在
4F50&

)

0(.)%0<

)

0(.)%/(

)

f

上!编码基因是

@2;XWBI&&&&&&%%(/6

!前体序列为
67!S>IS!

SS>SIIS>>S>>>3S3I>IS>ISS>>I>>IS3>3!

>II3>S33IS3IS3>>I>3S3IIIS>3>I33IIS!*7

!

结合自由能为
e%%/'<0UC

1

A#9

e%

(

XXO!A$1!%&*!

0

!在
4F5%*

)

6%(*(<<(

)

6%(*((6*

)

!

上!编码基因是

@2;XWBI&&&&&&&</0&

!前体序列为
67!>>I>IS!

>>>S3IS>>S>>>3S3I>IS>ISS>>I>3I!

S3>>S3II>S33IS3IS3>>I>3S3IIIS>!

3>I333I33S!*7

! 茎 环 自 由 能 为

e%%6'%0UC

1

A#9

e%

!其成熟序 列 都 为$

67!3I!

S3IS3]]I]3S3IIIS]3]I3!*7

!

XXO!A$1!

%&*

表达有极显著差异&

因此分析了水牛
XXO!A$1!%&*!%

序列!设计了

特异性茎环反转录引物
J##

8

!1>!A$1!%&*!%

和定

量引物!在乳腺组织上反复和重复筛选到反转特异

性较好的
J##

8

!1>!A$1!%&*!%

引物和单峰且熔解

温度在
(&i

左右的熔解曲线
_1>!aS1

引物!用验

证过的引物进行后续
_1>!aS1

&结果显示!水牛

XXO!A$1!%&*!%

的相对表达量在泌乳期为非泌乳期

的
6'0/

倍!差异极显著"

>

$

&'&%

!图
0

#!说明
XXO!

A$1!%&*!%

在乳腺组织中表达模式是动态变化的!

推测
XXO!A$1!%&*!%

表达的改变可能对泌乳发挥重

要调控作用&

!C!

!

慢病毒表达载体的成功构建与包装

0'0'%

!

慢病毒载体的构建
!!

基于人免疫缺陷慢

病毒系统的载体骨架!构建了携带
XXO!A$1!%&*!%

前体序列
67!S>ISSS>SIIS>>S>>>3S3I>!

IS>ISS>>I>>IS3>3>II3>S33IS3IS3!

>>I>3S3IIIS>3>I33IIS!*7

的前体表达克

隆质粒
J

8

@=N!

8

5E!A$1!%&*!%

!大小为
(0%/X

8

!图

)/%0



!

%%

期 蔡小艳等$水牛
XXO!A$1!%&*!%

在泌乳期与非泌乳期表达模式及靶向基因的初步研究

图中所标字母相异表示差异显著"

>

$

&'&6

或
>

$

&'&%

#!

所标字母相同表示差异不显著"

>

&

&'&6

#(大写和小写字

母分别表示
&'&%

和
&'&6

水平&图
(

同

?$TTE5E-W9EWWE5,AEB-,,$

G

-$T$4B-W"$TTE5E-4EXEWDEE-WFE

G

5#O

8

,

"

>

$

&'&6#5>

$

&'&%

#!

B-",BAE9EWWE5,AEB-,-#

,$

G

-$T$4B-W"$TTE5E-4EXEWDEE-WFE

G

5#O

8

,

"

>

&

&'&6

#(

SB

8

!

$WB99EWWE5,B-"9#DE54B,E9EWWE5,AEB-,&'&%B-"&'&69EV!

E9,

!

5E,

8

E4W$VE9

:

'>FE,BAEB, $̂

G

O5E(

图
!

!

<<:LE9)L#"FL#

在泌乳期和非泌乳期的相对表达量

A9

B

C!

!

,-.1.;0=94..Y

D

1.//96567<<:LE9)L#"FL#95;02=0L

=965053565L;02=0=965

D

.1963/

*

为质粒提取后电泳鉴定结果!略大于
(&0*X

8

!说

明构建的质粒是正确的&

0'0'0

!

XXO!A$1!%&*!%

慢病毒质粒的包装和扩繁

!!

J

8

@=N!

8

5E!A$1!%&*!%

与空质粒
J

8

@=N!A$1!

2S

分 别与
21̂

"

aB4UB

G

$-

G8

9B,A$"

#和
b;b!I

Q'?23

相对分子质量标准(

%'J

8

@=N!

8

5E!A$1!2S

载

体(

0'J

8

@=N!

8

5E!A$1!%&*!%

载体

Q'?23 AB5UE5

(

%'J

8

@=N!

8

5E!A$1!2S VE4W#5

(

0'

J

8

@=N!

8

5E!A$1!%&*!%VE4W#5

图
F

!

R

D

MZ[L

D

1.LE9)L#"FL#

慢病毒质粒构建

A9

B

CF

!

865/=1:2=96567;.5=9491:/4.2=61R

D

MZ[L

D

1.LE9)L

#"FL#

"

@-VE9#

88

9B,A$"E-4#"$-

G

WFEVE,$4O9B5,W#ABW$W$,

V$5O,!I

G

9

:

4#

8

5#WE$-

#在
0/*>

细胞中进行包装!

%0

F

后换液!

)(F

观察绿色荧光蛋白发光情况&结果

显示!转染空质粒和
A$1!%&*!%

组都有绿色荧光表

达!说明病毒包装成功&与正常细胞的形态相比!感

染后细胞形态变圆'变大!并伴有典型的葡萄串状病

变结构"图
)

#&

3%

'

30

'

[%

'

[0

'

S%

'

S0

'

?%

'

?0

分别为空质粒和
8

5E!A$1!%&*!%

侵染
0/*>

细胞
)(F

后的荧光显微镜观察结果(

3%

'

[%

'

S%

'

?%

为常光下观察结果(

30

'

[0

'

S0

'

?0

分别为
3%

'

[%

'

S%

'

?%

对应的绿色荧光下观察结果

3%

!

30

!

[%

!

[0B-"S%

!

S0

!

?%

!

?0B5EWFE5E,O9W,#T#X,E5VBW$#-#T0/*>4E99,$-TE4WE",E

8

B5BWE9

:

X

:

EA

8

W

:8

9B,A$"!

J

8

@=N!A$1!2SB-"J

8

@=N!

8

5E!A$1!%&*!%BTWE5)(F

(

3%

!

[%

!

S%

!

?%B5EWFE5E,O9W,#T#X,E5VBW$#-$--BWO5E9$

G

FW

(

30

!

[0

!

S0

!

?0B5EWFE5E,O9W,#T#X,E5VBW$#-$-

G

5EE-T9O#5E,4E-4E4#55E,

8

#-"$-

G

W#3%

!

[%

!

S%

!

?%

图
%

!

慢病毒质粒侵染
!GF,

细胞
%(-

后观察包装结果

A9

B

C%

!

I02S0

B

.31./:;=/67!GF,2.;;/957.2=.3<

?

;.5=9491:/4.2=6107=.1%(-

6/%0
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!

慢病毒质粒
XXO!A$1!%&*!%

滴度测定结果

!!

在
0/*>

细胞系中感染慢病毒质粒病毒上清

液!在随机选取的
%&

个视野里测定病毒的滴度!结

果表明!空载滴度达
*')0j%&

.

â ]

1

AJ

e%

!

XXO!

A$1!%&*!%

病毒滴度为
*')<j%&

.

â ]

1

AJ

e%

"图

6

#&结果表明!

XXO!A$1!%&*!%

与对照的滴度相当!

可以进行等量病毒感染&

!CF

!

慢病毒介导
E9)L#"FL#

中的过表达结果

0'*'%

!

乳腺上皮细胞的培养
!!

采用组织块法培

养水牛乳腺上皮细胞!乳腺上皮细胞
%0"

左右逐渐

生长出来!细胞间排列紧密!呈多角形!单层紧密向

外生长!长至
%6"

左右如鹅卵石铺路"图
.

#!呈典型

的动物乳腺上皮细胞特征&

3%

'

30

'

[%

'

[0

和
S%

'

S0

'

?%

'

?0

分别为随机选取的空质粒和
8

5E!A$1!%&*!%

质粒病毒滴度感染
0/*>

细胞的测定视

野(

3%

'

[%

'

S%

'

?%

为常光下观察结果(

30

'

[0

'

S0

'和
?0

分为
3%

'

[%

'

S%

'

?%

对应的绿色荧光下观察结果

3%

!

30

!

[%

!

[0B-"S%

!

S0

!

?%

!

?0B5E"EWE4W$#-T$E9",#TV$ED,E9E4WE"5B-"#A9

:

#T0/*>4E99,$-TE4WE"X

:

EA

8

W

:8

9B,!

A$"!J

8

@=N!A$1!2SB-"J

8

@=N!

8

5E!A$1!%&*!%

!

,E

8

B5BWE9

:

(

3%

!

[%

!

S%

!

?%B5EWFE5E,O9W,#T#X,E5VBW$#-$--BWO5E

9$

G

FW

(

30

!

[0

!

S0

!

?0B5EWFE5E,O9W,#T#X,E5VBW$#-$-

G

5EE-T9O#5E,4E-4E4#55E,

8

#-"$-

G

W#3%

!

[%

!

S%

!

?%

图
'

!

病毒上清液滴度测定

A9

B

C'

!

,9=.13.=.2=96567/:

D

.150=05=67;.5=9491:/

3

和
[

为原代水牛乳腺上皮细胞从组织中生长出来(

S

和
?

为水牛乳腺上皮细胞

3B-"[B5EWFE

8

5$AB5

:

XOTTB9#ABAAB5

:

E

8

$WFE9$B94E99,T5#AABAAB5

:

W$,,OE

(

SB-"?B5EXOTTB9#ABAAB5

:

E

8

$!

WFE9$B94E99,

图
$

!

用于感染的水牛乳腺上皮细胞

A9

B

C$

!

\:770;6E0EE01

?B

;053.

D

9=-.;90;2.;;/:/.3761957.2=.3

0'*'0

!

乳腺上皮细胞的感染
!!

用
%AJ

对照和

A$1!%&*!%

病毒原液分别感染水牛乳腺上皮细胞!

体外培养
)(F

后!在显微镜下可见绿色荧光"图
<

#&

且绿色荧光发光较亮!表明
A$1!%&*!%

及空载对照

病毒颗粒已经成功地进入了水牛乳腺上皮细胞中!

并且质粒代谢产生了过量的空载和
A$1!%&*!%

!质

粒进入了工作状态!这时
EÎ a

在乳腺上皮细胞中

发出绿色荧光&

!C%

!

过表达和抑制表达
<<:LE9)L#"FL#

对水牛乳脂

合成相关基因的影响

0')'%

!

过表达和抑制表达
XXO!A$1!%&*!%

对推测

靶基因
>!E?*

的影响
!!

生物信息学预测
XXO!

./%0
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期 蔡小艳等$水牛
XXO!A$1!%&*!%

在泌乳期与非泌乳期表达模式及靶向基因的初步研究

3%

'

30

和
[%

'

[0

'

S%

'

S0

分别为空质粒和
J

8

@=N!

8

5E!A$1!%&*!%

侵染水牛乳腺上皮细胞
)(F

后的荧光显微镜观察

结果(

3%

'

[%

'

S%

为常光下观察结果(

30

'

[0

'

S0

为绿色荧光下观察结果

3%

!

30B-"[%

!

[0

!

S%

!
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8
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:
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:
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8

W

:8
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"
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8

@=N!A$1!2S

#

B-"J

8

@=N!

8

5E!A$1!%&*!%BTWE5)(F

(

3%

!

[%

!

S%B5EWFE5E,O9W,#T#X,E5VBW$#-

$--BWO5E9$

G

FW

(

30

!

[0

!

S0B5EWFE5E,O9W,#T#X,E5VBW$#-$-

G

5EE-T9O#5E,4E-4E

图
&

!

空质粒和
R

D

MZ[L

D

1.LE9)L#"FL#

过表达慢病毒质粒感染乳腺上皮细胞的结果

A9

B

C&

!

]</.140=96567<:770;6E0EE01

?B

;053.

D

9=-.;90;2.;;/957.2=.3<

?

.E

D

=

?D

;0/E93

"

R

D

MZ[LE9)L*8

#

053R

D

ML

Z[L

D

1.LE9)L#"FL#

A$1!%&*!%

的可能靶基因为
%%.&

个!其中包括

>!E?*

!得分
%).

分!根据其他物种
A$1!%&*!%

对

>!E?*

及乳脂代谢通路影响!选择
>!E?*

及乳脂

通路的相关基因进行
_1>!aS1

检测&利用化学合

成的
A$1!%&*!%

抑制剂转染水牛乳腺上皮细胞实现

抑制表达!运用慢病毒过表达载体
J

8

@=N!

8

5E!A$1!

%&*!%

感染水牛乳腺上皮细胞实现过表达
A$1!%&*!%

!

然后
_1>!aS1

检测了过表达和抑制表达
XXO!A$1!

%&*!%

对可能预测的靶向基因
>!E?*

的作用&

_1>!aS1

结果表明!过表达
A$1!%&*!%

能够

极显著降低水牛乳腺细胞
>!E?*

的表达"

>

$

&'&%

#!而
A$1!%&*!%

抑制剂极显著提高水牛乳腺细

胞
>!E?*

基因的表达"

>

$

&'&%

#!说明水牛
XXO!

A$1!%&*!%

与
>!E?*

表达量有负向调控规律!根

据慢病毒质粒过表达
A$1!%&*!%

工作原理!结合检

测过表达和抑制剂对其他基因没有显著的负向调控

规律!预测
>!E?*

为
A$1!%&*!%

的作用靶基因&

0')'0

!

水牛
A$1!%&*!%

对乳脂合成代谢通路的作

用
!!

水牛乳脂合成乳成分中需要多个基因的协调

作用来进行有效的转录'翻译和分析!涉及多个生化

途径!包括脂肪酸从头合成'甘油三脂合成'乳脂滴

合成和分泌'脂肪酸吸收'脂肪酸激活'脂解及释

放'脂肪酸氧化和脂肪酸受体等多个过程!涉及到复

杂的基因调控网络&为了探明
A$1!%&*!%

过表达对

图
(

!

过表达和抑制表达
E9)L#"FL#

对靶基因
/012F

表达的影响

A9

B

C(

!

M77.2=6764.1.Y

D

1.//053/:

DD

1.//96567E9)L#"FL#65=-..Y

D

1.//96567=01

B

.=

B

.5./012F

</%0
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水牛乳脂合成代谢通路的级联反应!检测了
(

个乳

脂代谢步骤中
00

个相关基因表达量的变化&结果

表明!过表达
A$1!%&*!%

对
H!-E

作用不显著"

>

&

&'&6

#(而过表达
A$1!%&*!%

极显著上调了
!8!8!

的表达"

>

$

&'&%

#!说明
A$1!%&*!%

主要以促进

!8!8!

开头的脂肪酸合成为主&转录因子固醇调

节元件结合蛋白
%

"

-BI6>%"

#和核受体"

A@B$

#等

是调控乳脂合成相关基因表达的重要因子&过表达

A$1!%&*!%

能够显著提高
-BI6>%"

的表达"

>

$

&'&6

#!但是对
A@B$

基因的表达水平作用不显著

"

>

&

&'&6

#!表明
A$1!%&*!%

能够通过影响靶基因

>!E?*

促进
-BI6>%"

信号通路的乳脂合成&过

表达
A$1!%&*!%

主要对脂肪酸从头合成'甘油三脂

合成'乳脂滴合成和分泌'脂肪酸吸收和脂肪酸激活

等
6

个乳脂代谢基因起作用!主要对
!8!8!

'

4>!L

'

C4!9%

和
>C?)

产生极显著的上调作用

"

>

$

&'&%

#!对
-BI6>%"

'

!CH>

'

8C*.

'

!8--%

等

基因产生显著的上调作用"

>

$

&'&6

#&

表
!

!

过表达
E9)L#"FL#

对脂肪酸通路其他相关基因表达的影响

,0<;.!

!

M77.2=6764.1.Y

D

1.//67E9)L#"FL#65=-..Y

D

1.//965676=-.11.;0=.3

B

.5./95E9;S70=E.=0<6;9/E

基因

IE-E,

:

AX#9

基因介绍

IE-E"E,45$

8

W$#-

A$1

过表达的上皮细胞

A$1!%&*!%$-TE4WE"4E99,

脂肪酸从头合成
?E-#V#TBWW

:

B4$",

:

-WFE,$,

H!-E

脂肪酸合成酶
&'))m&'0(

!8!8!

乙酰辅酶
3

羧化酶
%

*'&.m&')*

""

!8--0

短链酰基辅酶合成酶
0 %'&&m&'&/

-BI6>%"

转录因子固醇调节元件结合蛋白
% %'(.m&'*6

"

A@B$

核受体
%'06m&'0(

甘油三脂合成
>5$

G

9

:

4E5$"E,

:

-WFE,$,

-8C

短脂酰辅酶
%'%0m&'00

4>!L

甘油三酯磷酸化酰基转移酶
*'<.m&')(

""

!4>!9.

磷酸甘油酰基转移酶
%'&6m&')6

C4!9%

二酰基甘油酰基转移酶
0'**m&'&0

""

AI>.E%

脂素基因
% %'6(m%'<*

乳脂滴合成和分泌
Q$9UTBW"5#

8

9EWT#5ABW$#-B-",E45EW$#-

!CH>

脂肪分化相关蛋白
%'.%m&'*.

"

9.>)< )<U?

的尾连蛋白
%'&0m&'0.

7

69E.!%

嗜乳脂蛋白基因
%'%)m&'<(

脂肪酸吸收
B̂WW

:

B4$"O

8

WBUE

8C*.

跨膜蛋白
S?*. %'/.m&'*.

"

脂肪酸激活
B̂WW

:

B4$"B4W$VBW$#-

!8AG 3>a

柠檬酸裂解酶基因
%'&&m&'%&

!8--%

短链酰基辅酶合成酶
0 %'0&m&')*

"

>C?)

丙酮酸脱氢酶激酶
)'<)m&')6

""

脂解及释放
J$

8

#9

:

,$,B-"5E9EB,E

8>9%

肉毒碱棕榈酰转移酶
!% %'&&m&'&.

!94A

脂肪甘油三酯脂肪酶
%'&%m&'0&

脂肪酸氧化
B̂WW

:

B4$"#Y$"BW$#-

!L>?

&

单磷酸腺苷活化蛋白激酶
%'&&m&'%*

脂肪酸受体
B̂WW

:

B4$"5E4E

8

W#5

4>?)% I

蛋白偶联受体
)%

,,,

C4!9

甘油酰基转移酶
%'&&m&'&.

"

'>

$

&'&6

(
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期 蔡小艳等$水牛
XXO!A$1!%&*!%

在泌乳期与非泌乳期表达模式及靶向基因的初步研究

F

!

讨
!

论

许多
A$123

靶向乳腺细胞基因参与调控乳腺

的泌乳&比如
>'>B-BUB

等利用芯片'基因敲除和

载体构建技术揭示了
A$1!%&%B

可以调节
&

酪蛋白

表达!

A$1!%&%B

和
A$1!%//B

通过调节
8+PD0

参与

到乳腺上皮细胞的生长发育中*

%6

+

(

A$1!%0.

在乳腺

上皮细胞中靶向于孕激素受体*

%.

+

(冯丽等利用生

物信息学分析证明
9EW!<

G

靶向于
9

71

F'%

来调节鼠

乳腺上皮细胞的生长和泌乳*

%<

+

!

A$1!%*/

靶向于

4=B

基因来调节乳腺上皮细胞的泌乳*

%(

+

&在脂类

代谢过程中!

A$123

是一类重要的调控因子!

A$1!

**

能够沉默
8>9%!

"

SB5-$W$-E

8

B9A$W#

:

9W5B-,TE5!

B,E%3

#基因!降低脂肪酸
&

氧化!

A$1!%00

调节脂

类代谢相关基因的表达*

%/

+

&已有研究表明!

A$1!

23!%&*

家族的
A$1!%&*!%

位于
>!E?*

的第
6

内

含子!在泌乳中期高表达!通过靶向调控宿主基因

>!E?*

!从而调控萨能山羊的乳脂代谢!过表达

A$1!%&*

能够增加乳腺上皮细胞脂滴含量!甘油三

酸酯和脂肪酸含量!上调
>>!B"

'

C4!9%

'

!6D

8!%

'

A@B$

'

!684%

'

-BI6>%"

'

H!-E

和
!8!8!

基因的表达!而
H!-E

和
!8!8!

是
-BI6>%"

的

下游靶基因*

0&

+

&

本研究在水牛乳腺组织中测序发现了
XXO!

A$1!%&*!%

!并对其靶基因进行了定位等相关生物信

息学分析&对
A$1!%&*

在水牛乳腺上皮细胞中靶

基因的研究发现!水牛
A$1!%&*!%

与
>!E?*

的表

达量成反比!说明
A$1!%&*!%

通过调控靶基因

>!E?*

"

aB-W#WFE-BWEU$-B,E*

#来 发 挥 作 用&

>!E?*

编码一个属于泛酸激酶家族的蛋白!泛酸

激酶是一个在细菌和哺乳动物辅酶
3

的生物合成

中起着关键作用的调控酶!它催化通向普通生物合

成辅酶
3

"

S#3

#的第一个关键步骤&

>!E?*

作为

细胞内
S#3

的抑制调控剂*

0%

+

!而乙酰
S#3

是乙酸

在胞质中生成!乙酸是乳腺脂肪酸最开始合成的
)

碳单位的两个提供者之一"另一个是
XEWB!

羟丁酸#!

即乙酰
S#3

在脂肪酸合成时为碳链的延长提供碳

原子!为合成的原材料&

A$1!%&*!%

过表达降低了

靶基因
>!E?*

的表达!从而解除了
>!E?*

对乙

酰
S#3

的抑制调控作用!促进了乙酰
S#3

为脂肪

酸合成提供更多的原材料!从而促进脂肪酸的从头

合成&而从头合成脂肪酸在细胞内有
H!-E

和

!8!8!

酶两条主要途径&

;1@[a%4

和
JN1B

是

调控脂类合成的主要调节元件*

00

+

!他们通过结合

下游基因的核酸序列来启动基因的表达!并相互调

节平衡以维持细胞状态的平衡*

%&

+

&本研究表明!过

表达
A$1!%&*!%

在水牛乳腺细胞中确实促进了

!8!8!

开头的乳脂合成!并且可能是通过显著提

高
-BI6>%"

转录因子的
A123

表达水平来实现

的!因为其对
A@B$

没有呈现出类似的显著相关性

关系&其中!

A$1!%&*!%

对
>!E?*

的靶向调控作

用!过表达提高
-BI6>%"

和
!8!8!

基因的表达

结果与之前研究类似!但是本研究检测对
A@B$

表

达结果与之前研究有所不同*

0*

+

!这可能因为物种不

同导致!具体机理尚需进一步研究&过表达
A$1!

%&*!%

还 对
4>!L

'

C4!9%

'

!CH>

'

8C*.

和

>C?)

等基因产生了显著的上调作用&水牛的乳

脂含量约是奶牛的
0

倍!是否与此直接相关!是否可

以应用在提高奶牛的乳脂含量方面!还有待进一步

在奶牛活体进行研究&

XXO!A$1!%&*!%

的研究也可为其在医学上的应

用提供基础资料&

A$123,

在医学中有多重作用!

自从
%/.6

年之后就知道婴儿对乳球蛋白的不容纳

性*

0)

+导致一些婴儿对奶的过敏问题*

06

+

&

S'QE5U9

等报道了人工
A$123

在猪上具有阻止乳球蛋白表

达的作用*

0.

+

&

3'CBXE"

等通过表达
A$123!.

和

A$123!)

成功获得了生产不含乳球蛋白的转基因

牛*

0<

+

&本研究发现!

XXO!A$1!%&*!%

在水牛乳脂代

谢通路中有作用!在人类和小鼠中
A$1!%&*!%

中也

有类似作用!比如在
*>*!J%

和脂肪细胞中高富

集*

0(!0/

+

&

A$1!%&*!%

在肥胖的小鼠中表达上调!

A$1!%&*!%

是胰岛素受体的关键调控者微囊蛋白

SBVE#9$-!%

的直接靶基因&

A$1!%&*!%

失活能够上

调脂肪细胞
SBVE#9$-!%

表达且伴随胰岛素受体的稳

定性!促进胰岛素信号通路!降低脂肪细胞大小*

*&

+

&

本研究结果可为医学上揭示
XXO!A$1!%&*

作用机理

提供科学依据&

%

!

结
!

论

水牛
XXO!A$1!%&*!%

在泌乳期表达量为非泌乳

期的
6'0/

倍!差异显著"

>

$

&'&6

#(本研究成功构

建'包装和扩繁生产了滴度较高的水牛
XXO!A$1!

%&*!%

的慢病毒质粒
J

8

@=N!

8

5E!A$1!%&*!%

的病毒

颗粒(过表达和抑制表达
XXO!A$1!%&*!%

与乳腺细

胞靶基因
>!E?*

的表达量呈负相关(过表达
XXO!

A$1!%&*!%

!通过下调
>!E?*

的表达!反馈提高

//%0
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-BI6>%"

的
A123

水平!促进了
-BI6>%"

信号

通路的乳脂合成!最终促进了以
!8!8!

开头的的

脂肪酸的从头合成&

XXO!A$1!%&*!%

对水牛脂肪合

成具有十分重要的调控作用&
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