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倍非泌乳期丰度&本研究构建了水牛泌乳期以及非泌乳期乳腺组
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水牛作为发展中国家重要的乳'肉'役兼用畜

种!被国际粮农组织"
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#认为是最具开发潜力和

开发价值的家畜)
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&水牛奶因其脂肪'乳糖'蛋白质

和灰分的含量比普通牛奶高而备受到人们的青

睐)

0

*

!并享有,奶中之王-的美称)

*

*

&水牛奶的钙'

磷'铁和维生素含量均高于荷斯坦奶牛!其他微量元

素也比较均衡&水牛奶的脂肪球和酪蛋白胶粒都比

较大!加工干酪优势明显)

)

*

&但因产奶量和繁殖率

低!制约了其奶业发展的步伐)
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*
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"
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#是在动物和植物中发现

的一类通过转录后抑制基因表达的内源性非编码

95;

)

.!(
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&越来越多的证据表明!

6$95;

具有控制

基因表达)

/

*

!细胞分化'增殖和凋亡)

%&

*等功能!可能

对基因功能研究和疾病防治探索有重要意义&近些

年!人们在各种动物乳汁中发现了
6$95;

!由此扩

展了人们对于
6$95;

调控功能范围的理解!表明

6$95;

有可能通过哺乳从母体传递给新生儿!进

而调控新生儿发育过程中的某些关键生理生化途

径!有助于新生个体的正常发育)

%%!%0

*

&众所周知!

乳腺在发育和泌乳过程中受到激素'生长因子和一

些蛋白质严格且复杂的调控&随着生物信息学的发

展!

6$95;

以其独特的调控模式和表达特性迅速

成为生物学领域的研究热点)

%*

*

&但纵观这几年

6$95;

的研究!其主要集中于乳腺癌)

%)!%2

*

!而关于

正常生理状态的乳腺发育和泌乳研究较少)
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*

&
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由于其自身序列短'同源性高!利用传统的

克隆法'基因芯片技术等检测
6$95;

非常困难&

随着测序技术的发展!高通量测序技术相继诞生并

逐渐成熟)

%1

*

&该技术具有高通量'成本低'灵敏度

高等特点!可以获得低丰度的表达基因!不局限于已

知的基因组序列信息!适用于未知基因组序列的物

种!不需要克隆!操作简单!应用领域广)

%(

*

&目前!

高通量测序技术已成功运用于人)

%/

*

'奶牛'奶山羊

等生物
6$95;

的研究!发现奶牛中有
((2

条

Q

EB6$95;,

编码
/0%

条成熟体
6$95;,

!这些成熟

体中有
(()

条是唯一序列!并且成熟体中有
2))

条

在
0

个时期都表达&这些唯一序列中有
0(*

条已知

6$95;,

!

/.

条是与其他物种同源的
6$95;,

!还有

2&2

条新发现的
6$95;,

)

0&

*

&利用
:#@BU

测序技术

检测出山羊泌乳中期乳腺上皮细胞中
6$95;

的读

数约占小
95;,

的
)1'1d

!共鉴定出
%%)*

个
6$9!

5;,

!山羊和牛特有的
6$95;,

为
%%.

个!并发现

%1

个差异表达
6$95;,

的靶基因主要参与乳腺发

育'细胞增殖和乳脂合成等重要代谢过程)
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*

&但是

水牛乳腺组织
6$95;

测序与表达谱的相关研究

较少&

本试验通过对本地水牛泌乳期和非泌乳期乳腺

组织
6$95;

进行
:#@BU?

测序!探究乳腺特异性表

达
6$95;

!并对其进行生物信息学分析!为研究水

牛乳腺发育和泌乳提供理论参考&

.*.%
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期 蔡小艳等$水牛泌乳期与非泌乳期乳腺组织
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表达谱鉴定及差异表达分析
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材料与方法
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试验材料

从广西大学牛场随机选取
0

头健康经产水牛!

其中
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头
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岁!泌乳
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个月作为泌乳期样品来源

"
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头
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岁!非泌乳未妊娠时期作为

非泌乳期样本来源"
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#&分别从
0

头水

牛乳腺随机采集乳腺组织样品!迅速放入无
9?,B

的

冷存管中!放入液氮带回实验室转入
h(&i

超低温

冰箱中保存!用于
:#@BU?

高通量测序&

#H!

!

主要试剂$仪器和软件

%'0'%

!

主要试剂
!!

按照
K':?6OE##D

等)

00

*的方

法配 制 常 规 试 剂!以 重 蒸 水 为 溶 剂!

%2OP

%

$-0
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#为高压灭菌条件!蒸汽灭菌
0&6$-
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内切酶和
7)

连接酶"
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#(

79VG#@

'脂质

体
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S
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逆转录酶'

Q
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和荧光定量用
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YEB6$U
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公司#(
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裂解液(无特别

说明的其他生化试剂均为国产分析纯&
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!

使用仪器
!!

Z$@@$

Q

#EB

超纯水器'生化培

养箱'离心机'定量
Y49

仪"

;<V12&&

#'

>

QQ

B-"#EP

移液器'

>402&!/&

水平电泳仪'

3B@X#F0&&&

凝胶

成像系统'

Y49

仪"

;<010&

#'

<#UH-2N!4K!0W

超

净工作台'

<V8!9;X

凝胶成像系统&

%'0'*

!

主要使用软件
!!

使用到的相关分子生物

学软件有
X5;Z;5

'

aBFR#E57V

'

8\V38.'&

'

<$!

#>"$R

等&
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试验方法

%'*'%

!

组织
95;

的提取
!!

将所采集的组织在液

氮中磨碎!每
2&

'

%&&6

S

组织加入
%6\79VG#@

!用

匀浆仪进行匀浆处理&样品体积不超过
79VG#@

体

积的
%&d

!将匀浆样品在室温"

%2

'

*& i

#放置

26$-

!使核酸蛋白复合物完全分离!从上清液中提

取总
95;

!

95;

的数量和浓度用
5?-#XE#

Q

分光

光度计进行确认!只有
95;

完整指数
*

1

时方可被

用来进一步测序和
6$95;

的分离鉴定!只有完整

指数
*

(

时
95;

方可被用做
695;

测序和分析&
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测序
!!
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高通量测序属于新

一代测序方法"二代#!主要原理是合成和测序同时

进行"
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]

HB-F$-

S

O

I

,

I

-RAB,$,

#

)
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:#@BU?

测序流程$经过屏蔽适配器过滤被

E95;

'

R95;

'

695;

'

,-95;

'

,-#95;

污染的序

列!评估序列质量和计算小
95;

序列的长度分布!

干净的序列用计算机分析处理!最后!干净序列在

6$9<?,B

的
TBE,$#-%1'&

中进行比对&

:#@BU?

序列用
:8;Y

放在牛基因库中"

<R?H

)'&

#

)
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!完美匹配的序列被保留作为下一步分析对

象&为了进一步分析包含完美匹配
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序列的

95;

二级结构!提取这些序列每边的基因组侧翼

%&&

个核苷酸!用
95;P#@"

对二级结构进行预测!

用默认设置的
ZV9>;Y

计算机工具进行分析!

ZV9>;Y

是特别设计用于鉴别小
95;

文库中的

6$95;

的!能够完整分析生物种源'测序深度和

6$95;,

的结构特征!以此提高
6$95;

鉴定的敏

感性和特异性&只有完全满足以下条件的茎环发夹

结构才被认为是
6$95;

$"

%

#成熟
6$95;

必须是

在发夹前的一个臂上!缺乏大量内环或凸起("

0

#发

夹的二级结构必须稳定!混合淡化技术自由能低于

12'*2DK

+

6#@

h%

("

*

#发夹位于内含子的基因间区&

最后!在
6$9<?,B"?R?O?,B%1'&

中用
<\;:7

查询

候选
6$95;

序列!容许
0

个错配&

%'*'*

!

6$95;,

靶基因的预测
!!

在
>-,B6O@

S

B-#6BOE#C,BE

中使用查询功能将每个确认的

6$95;

定位于基因组上 "

ARR

Q

$%%

CCC'B-,B6O@'

#E

S

%

<#,

.

R?HEH,

#&靶基因的预测用
ZV9>;Y

完

成&

ZV9>;Y

的基本预测规则$"

%

#在
,95;

和靶

基因间"

3!M

计算为
&'2

错配#不大于
)

个错配(

"

0

#在
6$95;

%

R?E

S

BR"H

Q

@BU

不大于
0

个邻近错

配("

*

#在
6$95;

%

R?E

S

BR"H

Q

@BU

的
0

'

%0

位置上

没有邻近错配("

)

#在
6$95;

%

R?E

S

BR"H

Q

@BU

的

%&

'

%%

位置上没有错配("

2

#在
6$95;

%

R?E

S

BR

"H

Q

@BU

的
%

'

%0

位置上
'

0'2

个错配("

.

#

6$95;

%

R?E

S

BR"H

Q

@BU

的最小自由能应该
*

完全互补
6$95;

的最小自由能的
12d

&执行
<@?,RU

查询!用靶基因

序列和
>Z<\

数据库预测可能靶基因的功能&

%'*')

!

6$95;,

的差异表达分析
!!

为了比较泌

乳期和非泌乳期
0

个文库
6$95;

的表达差异!首

先!

6$95;,

在
0

类样品中的表达被标准化到每百

万转录本中的表达量&如果一个
6$95;

的标准化

表达"

5>

#值标准化为
&

!那么它的校正表达值为

&'&%

(如果一个
6$95;

的
5>

值在
0

个文库中都

小于
%

!用公式计算标准化表达的倍数和
H!T?@HB

&

标准化表达"

5#E6?@$GB"BU

Q

EB,,$#-

#

j

"实际

6$95;

测序序列读数%总干净序列读数#

e%&&&&&&

(

差异倍数"

W#@"FA?-

S

B

#

j@#

S

0

"泌乳期标准化

表达值%非泌乳期标准化表达值#(

1*.%
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H!T?@HB

$

D

"

Q

Y

3

#

S

4

" #

9

"

Q

Z

3

#4

Q

4

3

4

%

Z

4

" #

9

"

Q

Z

3

Z

%

#

A

"

3

'

36$-

Y

Q

#

S

+

3'3

6$-

3

S

&

D

"

3

Y

Q

#

L

"

3

*

36?U

Y

Q

#

S

+

t

3*3

6?U

D

"

3

Y

Q

#

9

和
Q

分别代表非泌乳期
,95;

文库的一个

给定
6$95;

的干净序列总读数和标准化表达水

平!

4

和
3

分别代表泌乳期
,95;

文库的一个给定

6$95;

的干净序列总读数和标准化表达水平&

%'*'2

!

6$95;,

表达簇的分级聚类
!!

YBE6HR!

Z?RE$U

软件的
YB?E,#-"$,R?-FB

)

0)

*用来执行
6$95;

表

达簇的分析!可将每个
6$95;

在这个库中的相对

克隆频率计算出来!作为序列读数的总量分流一个

特定库的每个
6$95;

的序列数量&

!

!

结
!

果

!H#

!

水牛泌乳期和非泌乳期
-70,B

表达谱分析

为了鉴定水牛泌乳期和非泌乳期差异表达的

6$95;,

!成功构建了
0

个用于
:#@BU?

高通量测序

的
,95;

文库!泌乳期和非泌乳期乳腺组织文库分

别测序获得了
%*..1%.&

和
%*%2&*0*

条
EB?",

&

将低质量的序列移除!少量标记和测序!最终获得非

泌乳期和泌乳期
%(

'

*%-R

的
%02./).1

和
%01.(%%&

条高质量
EB?",

"表
%

#&

表
#

!

两个文库序列的表达谱

.5E41#

!

PQ

N

F1AA789

N

F8:7418:A1

O

319C1;F15;A79!47EF5F71A

时期

YBE$#"

总读数

7#R?@EB?",

不同序列

X$,R$-FREB?",

百分数%
d

YBEFB-R

高质量序列

J$

S

A!

]

H?@$R

I

EB?",

百分数%
d

YBEFB-R

非泌乳期

5#-!@?FR?R$#-

总读数
7#R?@EB?", ()&/)/ %&& %02./).1 %&&

完美匹配至基因组读数

9B?",

Q

BEPBFR@

I

6?RFAB"

S

B-#6B

012/.) *0'(0 ()2.1&2 .1'0(

泌乳期

\?FR?R$#-

总读数
7#R?@EB?", /00&&2 %&& %01.(%%& %&&

完美匹配至基因组读数

9B?",

Q

BEPBFR@

I

6?RFAB"

S

B-#6B

02)%*& 01'2. 1..21)/ .&'&)

用
:8;Y0'0&?@$

S

-BE

$

:8;Y'AH

S

B!Z&!T&!E0

与牛基因组比对

;@$

S

-B"C$RAE+0#$1'10

S

B-#6BH,$-

S

:8;Y0'0&?@$

S

-BE

$

:8;Y'AH

S

B!Z&!T&!E0

!!

所有水牛基因组的测序读数长序列用
:8;Y

程序与牛基因组"

<R?H

.

)'&

#进行比对)

02

*

!结果表

明!非泌乳期文库
%02./).1

条高质量序列中有

()2.1&2

条序列与牛基因组匹配!匹配率达
.1'0(d

&

泌乳期文库
%01.(%%&

条序列中有
1..21)/

条与

牛基因组匹配 "表
0

#!匹配率为
.&'&)d

&统计显

示!水牛泌乳期和非泌乳期的
,95;

分布的宽度模

式介于
%(

'

*%-R

之间!在
00-R

达到一个高峰值&

在泌乳期乳腺组织中!

00-R

序列占总
,95;

数量

的
**')d

"图
%

#&

!H!

!

水牛乳腺组织新
-70,B

的鉴定

为了鉴定这些
,95;

是否是真正的
6$95;

!

用
ZV9>;Y

软件查阅牛基因组包括候选
6$95;

的发夹结构"水牛的基因组还未完全测序获得#!利

用
:#@BU?

深度测序从
,95;

文库来区分已知和未

知
6$95;,

&在
6$9O?,B%1'&

库 中 全 部 成 熟

6$FE#95;,

和前体
6$FE#95;,

分别是
.1.

和
..0

个!本次水牛乳腺组织测序确认的成熟
6$FE#95;,

和前体
6$FE#95;,

分别有
*2/

和
*.*

个(数据库中

共有
2&&

个
6$FE#95;

基因家族!本次水牛乳腺组

织测序获得的
6$95;,

归属
02/

个
6$95;,

家族

"表
0

#&

经过移除与蛋白质外显子编码区重叠且自由能

小于
h12'*2DK

+

6#@

h%的
6$95;,

!剩余的有新

发夹结构的
0.0

位点被认为是
6$95;

的候选基

因!其中
0*&

个
6$95;,

是水牛乳腺组织中新发现

的
6$95;,

&在新发现的候选
6$95;,

中!

*2

个新

候选
6$95;,

中可以鉴定出反义
6$95;,

!为它们

作为候选
6$95;

提供了新的证据"

6$95;

"

#&

2

个
6$95;,

被认为是水牛特有的!因为在
6$95!

;O?,B%1'&

中没有其同源序列&

(*.%
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期 蔡小艳等$水牛泌乳期与非泌乳期乳腺组织
6$95;,

表达谱鉴定及差异表达分析

图
#

!

总
A0,BA

和
!

个文库序列长度的分布和频度百分数

S7

2

H#

!

K19

2

6>;7A6F7E3678959;:F1

O

319C

@N

1FC1968:A1

O

319C1A7968654A0,BA59;6>1!47EF5F71A

表
!

!

已知
-70,B

检测分析

.5E41!

!

G98?9-7C80,B;161C6789

分类
4@?,,$P$F?R$#- <R?

"

<OH

#

全部成熟
6$FE#95;

!

7#R?@6?RHEB6$FE#95; .1.

测序确定的成熟
6$FE#95;

!

4#-P$E6B"6?RHEB6$FE#95;O

I

,B

]

HB-F$-

S

*2/

6$95;,

家族
!

6$95;,P?6$@$B, 02/

全部前体
6$FE#95;

!

7#R?@

Q

EB!6$FE#95; ..0

测序确定的前体
6$FE#95;

!

4#-P$E6B"

Q

EB!6$FE#95;O

I

,B

]

HB-F$-

S

*.*

6$95;,

家族
!

6$95;,P?6$@

I

02/

在
6$E<?,B%1'&

中有
2&&

个牛
6$FE#95;

家族

7ABEB?EB2&&OR?6$FE#95;P?6$@$B,$-6$E<?,B%1'&

!HI

!

候选
-70,BA

的第一个核苷酸偏好性分析

对所有鉴定
6$95;,

的第一个核苷酸偏好性

分析显示"图
0

#!

M

是
%/

和
02-R6$95;,2[

端最

普遍的第一核苷酸"

/)'%2d

和
/1'/&d

#&而
;

是

泌乳期乳腺组织
0&

'

0*

和
0)-R

新
6$95;,2[

端最普

遍的第一核苷酸!分别为
/.'1%d

'

2&'10d

和
.0'2%d

&

在非泌乳期乳腺组织中!

M

是
%/

"

/)'(&d

#'

02

"

/*'*2d

#和
0(-R

"

%&&d

#新
6$95;,2[

端的最

普遍第一核苷酸!而
;

是
0*

"

/)'2/d

#和
0)-R

"

/1'.0d

#新
6$95;,2[

端的最普遍第一核苷酸&

!H%

!

-70,B

在染色体上的分布

本研究分析了已知
6$95;

的染色体位点

"

<R?H)'&

为参考基因组序列#!通过
<\;:7

分析

寻找水牛已知和新的前体
6$95;,

!结果见表
*

&

发现!

.('11d

的已知
6$95;

和
()'./d

的新
6$9!

5;

位于常染色体上!成功定位于乳腺组织染色体

上的基因间隔区&已知
6$95;

主要分布在
0%

号和

`

染色体!分别为
1)

和
*1

个!占总数量"

.*2

#的

%%'.2d

和
2'(*d

!

`

染色体共有
*1

个已知
6$95;,

"表
*

#&

表
)

显示!

6$95;

主要分布在常染色体和
`

染

色体上!总
6$95;

密度为
&'&/

'

%'&2

个+

ZO

h%不

等&

0%

号染色体是
6$95;,

主要表达的染色体!分

布最多!总
6$95;,

'泌乳期表达
6$95;,

和非泌乳

期
6$95;,

分别为
%'&2

'

%'*)

和
%'*2

个+

ZO

h%

&

泌乳期和非泌乳期
6$95;,

在相同染色体上的分

布密度基本相同&

!H(

!

水牛泌乳期与非泌乳期
-70,BA

的差异表达

:#@BU?

测序方法通过测定序列频度提供了一

个检测
6$95;,

表达谱的重要方法&

0

个文库中

6$95;,

的序列频度见图
*

!基于
6$95;,

相对克

隆频度的分层表明!水牛泌乳时
6$95;

表达是不

同的&

/*.%
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图
!

!

候选
#&

"

!'96-70,BA

的第一核苷酸偏好性

S7

2

H!

!

.>1:7FA693C41867;1E75A8:6>1#&L!'96C59;7;561-70,BA

!!

在非泌乳期!

OOH!6$9!%)(?

'

OOH!@BR!1O

'

OOH!

@BR!1?

'

OOH!6$9!0%

'

OOH!6$9!%)*

'

OOH!6$9!0&&F

'

OOH!6$9!0.?

'

OOH!6$9!0&&?

和
OOH!@BR!1P

共
/

个

6$95;,

是主要表达的
6$95;,

!大于
0&&&&

个序

列!组成了总已知
6$95;

序列的
2*'(d

!表明它

们在非泌乳期组织中高丰度表达&

21

个
6$95;,

序列频度"比如
OOH!6$9!/0O

'

OOH!6$9!)0%

和
OOH!

6$9!%0/

等#较低"

%

'

序列数
'

%&

#&

在泌乳期!

1

个
6$95;,

"

OOH!@BR!1O

'

OOH!@BR!

1?

'

OOH!6$9!0.?

'

OOH!6$9!%02O

'

OOH!6$9!0%

'

OOH!

6$9!0/?

和
OOH!@BR!1F

#每个有
0&&&&

多条序列表

达!丰度较高&可见
OOH!@BR!1O

'

OOH!@BR!1?

!

6$9!0.?

和
6$9!0%

这
)

个
6$95;,

在
0

个时期均呈现高表

达&有
%0)

个
6$95;,

"比如
OOH!6$9!*)F

'

OOH!

6$9!00()F

和
OOH!6$9!*(*

#显示出较低的序列

频度"

%

%&EB?",

#&比较
0

个文库!

OOH!6$9!%)(?

'

&).%
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期 蔡小艳等$水牛泌乳期与非泌乳期乳腺组织
6$95;,

表达谱鉴定及差异表达分析

表
I

!

已知和新
-70,B

在染色体上的分布

.5E41I

!

R7A6F7E367898:V98?959;91?-70,BA79C>F8-8A8-1A

染色体

4AE#6#,#6B

染色体

大小%
ZO

:$GB#PRAB

FAE#6#,#6B

已知
6$95;,

数量%个

5H6OBE#P

D-#C-

6$95;,

泌乳期已知

6$95;,

数量%个

5H6OBE#PD-#C-

6$95;,$-

@?FR?R$#-

非泌乳期已知

6$95;,

数量%个

5H6OBE#PD-#C-

6$95;,$-

-#-!@?FR?R$#-

泌乳期新
6$95;

数量%个

5H6OBE#P

-#TB@6$95;,

$-@?FR?R$#-

非泌乳期新
6$95;,

数量%个

5H6OBE#P

-#TB@6$95;,

$--#-!@?FR?R$#-

FAE% %.) %( %0 %% )/ )/

FAE0 %)* %. 1 1 *) *)

FAE* %*& 0% %% %& ** **

FAE) %01 0( %1 %2 *( *(

FAE2 %0( )) 01 0. )/ 2&

FAE. %02 0& 2 ) 0& 00

FAE1 %%) ** 0% 0% *) *)

FAE( %%/ 0( 0& 0& 0* 0*

FAE/ %%& %% 2 2 *% *%

FAE%& %&( %& 2 2 */ */

FAE%% %%0 %. %0 %% *% *%

FAE%0 (1 %( %% %% 0. 01

FAE%* (. %* / ( *% *0

FAE%) (* %0 1 . 0. 0.

FAE%2 (. 0) %1 %2 0* 0*

FAE%. 1/ 0& %2 %2 0* 0)

FAE%1 1( ( * * 0. 0.

FAE%( .1 0) / %& %1 %1

FAE%/ .. )1 *% *% 0) 0)

FAE0& 11 %0 2 . %) %)

FAE0% 1& 1) 2. 21 *( *(

FAE00 .* 0% %* %* %. %.

FAE0* 2) %& 2 ) 0% 0%

FAE0) .. 1 ) ) %. %.

FAE02 )2 0) %& %& 2 2

FAE0. 2* %) 2 2 %/ %/

FAE01 2& 1 0 0 %( %(

FAE0( )1 . * 0 %* %)

FAE0/ 2* %0 2 2 0% 0%

M- %&2 %&*

FAÈ /& *1 *0 *0 *0 *0

7#R?@ 0.1( .*2 *() *1) (/2 /&&

M-'

未知染色体!表
)

同

M-'M-D-#C-FAE#6#,#6B

!

RAB,?6B?,7?O@B)

%).%
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!

染色体上
-70,B

的表达和密度分析

.5E41%

!

PQ

N

F1AA78993-E1F59;;19A76

@

8:-70,BA79C>F8-8A8-1

染色体

4AE#6#,#6B

泌乳期表达

6$95;,

数量%个

5H6OBE#P

BU

Q

EB,,B"

6$95;,$-

@?FR?R$#-

Q

BE$#"

非泌乳期表达

6$95;,

数量%个

5H6OBE#P

BU

Q

EB,,B"6$95;,

$--#-!@?FR?R$#-

Q

BE$#"

总
6$95;,

密度"单条

染色体每
ZO

的

前体
6$95;,

数量#%

"个+

ZO

h%

#

XB-,$R

I

P#ERABR#R?@

6$95;,

"

-H6OBE#P

Q

EB!6$95;,

Q

BEZO

#-B?FAFAE#6#,#6B

#

泌乳期表达
6$95;,

密度%"个+

ZO

h%

#

XB-,$R

I

P#ERAB

BU

Q

EB,,B"6$95;,

$-@?FR?R$#-

Q

BE$#"

非泌乳期表达

6$95;,

密度%

"个+

ZO

h%

#

XB-,$R

I

P#ERAB

BU

Q

EB,,B"6$95;,

$--#-!@?FR?R$#-

Q

BE$#"

FAE% .% .& &'%% &'*1 &'*1
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期 蔡小艳等$水牛泌乳期与非泌乳期乳腺组织
6$95;,

表达谱鉴定及差异表达分析

`

和
^

轴分别表示泌乳期和非泌乳期乳腺组织中
6$95;

的表达量&红点代表
E?R$#

$

0

的
6$95;

!绿点代表
%

%

0

%

E?R$#

%

0

的
6$95;

!蓝点代表
E?R$#

%

%

%

0

的
6$95;

&比值
j

处理的标准化表达%对照的标准化表达

7ABBU

Q

EB,,$#-@BTB@#P6$95;,$--#-!@?FR?R$#-

"

!̀?U$,

#

?-"@?FR?R$#-

"

!̂?U$,

#

Q

BE$#",$-6?66?E

IS

@?-"R$,,HB,'9B"

,

I

6O#@,EB

Q

EB,B-R6$95;,C$RAE?R$#

$

0

(

3EBB-,

I

6O#@,EB

Q

EB,B-R6$95;,C$RA%

%

0

%

E?R$#

%

0

(

<@HB,

I

6O#@,EB

Q

EB,B-R

6$95;,C$RAE?R$#

%

%

%

0'9?R$#j-#E6?@$GB"BU

Q

EB,,$#-#PRABREB?R6B-R

%

-#E6?@$GB"BU

Q

EB,,$#-#PRABF#-RE#@

图
I

!

乳腺组织泌乳期和非泌乳期
-70,B

表达

S7

2

HI

!

.>11Q

N

F1AA78941M14A8:-70,BA79-5--5F

@2

459;79989L45C65678959;45C656789

N

1F78;A

OOH!6$9!%)*

'

OOH!6$9!0&&?

'

OOH!6$9!%)%

和
OOH!

6$9!*&?!2

Q

等
6$95;,

在泌乳期的表达量降至非

泌乳期的一半以下&另外一些
6$95;,

"比如
OOH!

6$9!0.?

!

OOH!6$9!0/?

!

OOH!6$9!%02O

!

OOH!@BR!1F

和
OOH!6$9!//?

#在泌乳期的表达量
*

0

倍的非泌

乳期表达量&在
0

个时期的乳腺组织中!

*%.

个已

知
6$95;,

在整个乳腺组织持续表达!在已知这些

6$95;,

中!分别发现
%/

和
0)

个非泌乳期和泌乳

期特异表达的
6$95;,

&

!H)

!

靶基因和信号通路预测

使用
ZV9>;Y

软件对已知和新发现
6$95;

的潜在靶基因进行预测&发现了已知
6$95;

有

0).1(.

个假定的靶基因位点!乳腺组织中新发现

的
6$95;

有
0&/.22

个假定靶基因位点&利用

=>33

对
0&

个差异高表达
6$95;

的预测靶基因

进行功能分类"表
2

#&已知
6$95;

的
%&/

个预测

靶基因都被标记在
Z;Y=

信号通路!其他重要途径

有
K?D!:7;7

信号通路'促性腺激素释放激素信号

通路"

3-9J

#和胰岛素信号通路等&

I

!

讨
!

论

在人类'小鼠'山羊和牛等物种中开展了很多关

于
6$95;

的研究!但是水牛乳腺组织泌乳期和非

泌乳期
6$95;

的系统和全面研究工作还未见报

道&本研究应用
:#@BU?

测序技术对水牛泌乳期和非

泌乳期乳腺组织进行了高通量测序!得到
%*..1%.&

和
%*%2&*0*

个序列!而荷斯坦奶牛泌乳期和非泌

乳期乳腺组织高通量测序共得到
%*1%%&).

和

%1&.(&)*

个序列&长度分析结果显示!荷斯坦奶

牛小
95;

中
20'.d

为
00-R95;

)

0&

*

!而水牛
00-R

小
95;

为
**')d

!相差
%'2

倍左右!可能因为水牛

的基因组尚未公布!有些序列难以比对&大部分新

鉴定的水牛
6$95;

能够同源于物种上的已知

6$95;

!甚至有很近的关系!证明
6$95;

的是具

有进化上的保守性)

0.

*

&研究共发现
0*&

个水牛乳

腺组织新
6$95;

!有
2

个在
6$95;O?,B%1'&

中没

有同源序列!为水牛特有&

不同阶段差异
6$95;

表达模式的分析能够为

6$95;

在乳腺的生长'发育和泌乳方面的作用提供

有价值的信息&基于
:#@BU?

测序结果!不同
6$95;,

家族展示出显著的差异表达水平&例如!

OR?!@BR!1

家族在水牛泌乳期乳腺中的丰度在深度测序中从

%0EB?",

"

OR?!@BR!1?

"

#到
.(1.*EB?",

"

OR?!@BR!1O

#

不等!鉴定的
OOH!6$9!0/

家族有
OOH!6$9!0/!?

'

*).%
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表
(

!

水牛乳腺中
!"

个差异高表达
-70,BA

的靶基因在
GP**

信号通路中的富集
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SQ
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OOH!6$9!0/!O

'

OOH!6$9!0/!F

'

OOH!6$9!0/!"

和

OOH!6$9!0/!B

等
2

个成员!但
6$95;

家族中是由

其主要成员发挥调控功能的&一些在泌乳期表达量

降至非泌乳期表达量一半以下的
6$95;

!是在水牛

开始泌乳后表达改变的!可能对泌乳发挥重要调控

作 用&

OOH!6$9!%)(?

'

OOH!6$9!%)*

'

OOH!6$9!

0&&F

'

OOH!6$9!0&&?

和
OOH!@BR!1P

等为非泌乳期特

异性高表达
6$95;,

!

OOH!6$9!%02O

'

OOH!6$9!0/?

和
OOH!@BR!1F

等为泌乳期特异性高表达
6$95;,

!

对不同阶段也许起着重大调控作用&通过比较!非

)).%
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/

期 蔡小艳等$水牛泌乳期与非泌乳期乳腺组织
6$95;,

表达谱鉴定及差异表达分析

泌乳期
OOH!6$9!%)(?

'

OOH!6$9!%)*

'

OOH!6$9!0&&?

等
6$95;,

差异高表达!泌乳期
OOH!6$9!0.?

'

OOH!

6$9!0/?

'

OOH!6$9!%02O

'

OOH!@BR!1F

等
6$95;,

差

异高表达!这些特异性
6$95;,

的实际表达量及其

对水牛泌乳机制的调控作用值得进一步深入研究&

6$95;

通过调控靶基因翻译来行使功能&目

前!研究
6$95;

在正常生理条件下牛乳腺发育和

泌乳相关的报道较少&比如
6$9!%&1

被证明能够

抑制乳腺组织乳腺细胞分裂和阻滞细胞周期!与细

胞脂肪代谢有关)

01

*

&

X'Y'<?ERB@

)

0.

*研究发现!当导

管系统开始活跃生长时!

6$9!0*

在泌乳期和非泌乳

期表现出相反的表达模式&预测
6$9!0/

'

6$9!%2O

和
6$9!%&1

的靶基因
WL<

"

?̀-RA$-B"BA

I

"E#

S

B-!

?,B

#活性的增加是在乳腺的早期发育中)

0(

*

&

6$9!

%)0

'

6$9!0*

'

6$9!*1)O

'

6$9!*&?

和
6$9!01O

等通

过调节泌乳关键基因
HF4F

!从而维持乳腺腺泡的

存活'紧密连接和控制奶蛋白和乳糖的合成)

0/

*

&研

究表明!

6$9!%)%

的靶基因是
-B!B2

!

-B!B2

能作

为乳腺中泌乳和催乳激素信号转导通路上的节点而

对泌乳产生作用)

*&

*

&

6$9!%)%

'

6$9!)()

和
6$9!

2&&

通过靶向
-B!B2

和
<20

基因对调控泌乳至

关重要&本研究发现!泌乳期
OOH!6$9!%)%

表达量

下降至非泌乳期时的一半以下!对水牛泌乳至关重

要!是否也是通过
-B!B2

和
<20

基因调控泌乳来

发挥作用的有待进一步研究&另外!通过对山羊泌

乳期和非泌乳期乳腺组织进行高通量测序!得知

6$9!%&*

泌乳期表达量为非泌乳期的
)'*

倍!并通

过调控靶基因
H!92*

来调控奶山羊的乳汁分

泌)

*%

*

&

7'7?-?D?

等)

*0

*采用微阵列分析乳腺不同

发育阶段细胞中
6$95;

的表达差异!得出
6$9!

%&%

通过靶向
"+QK0

影响乳腺发育&研究表明!敲除

人正常乳腺上皮细胞的
6$9!0/?

可提高乳腺细胞的

生长速度)

**

*

!

6$9!0/?

'

6$9!0/O

'

6$9!0/F

均能提高

奶牛乳腺上皮细胞的活力!促进细胞增殖!并且对奶

牛乳腺上皮细胞
(

!

酪蛋白'甘油三酯及乳糖的分泌

均有促进作用)

*)

*

!与本研究测序发现水牛
OOH!6$9!

0/?

在泌乳期特异性高表达结果一致&本研究中!

%&/

个
6$95;,

都被标记在
Z;Y=

信号通路!这个

通路几乎在乳腺发育的每一步都发挥重要作用!其

他重要途径有
K?D!:7;7

信号通路!其与乳腺泌乳

密切相关!尤其是在催乳素 "

Y9\

#信号转导中)

*2

*

&

还有一条显著的高丰度
6$95;

靶向的通路是胰岛

素信号通路!已知其涉及乳糖代谢和奶生产

性能)

*.

*

&

%

!

结
!

论

本试验通过对水牛泌乳期和非泌乳期乳腺组织

进行高通量测序!研究其
6$95;

的表达谱&测序

获得
*2/

个物种间保守的
6$95;,

'

2

个水牛特有

的
6$95;,

!

)

个
0

个时期均高表达的
6$95;,

'

/

个非泌乳时期高丰度表达的
6$95;,

'

1

个泌乳时

期高丰度表达的
6$95;,

和
%&

个差异表达的
6$9!

5;,

&

6$95;

靶基因预测和功能分析得知!

6$9!

5;

参与乳腺发育与泌乳相关的细胞信号通路!为

进一步研究
6$95;

在乳腺发育与泌乳中的调控作

用奠定了理论基础&
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