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外源质粒4*5对小鼠肝脏基因表达谱的影响

刘建文#!!施用晖!!!乐国伟#

!#)江南大学 教育部食品科学与安全重点实验室"江苏 无锡!#3$/%#!)江南大学 食品营养与安全
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摘!要!研究了外源质粒4*5经胃肠道吸收可能对肝脏产生的作用机制"给6,(7#8小鼠灌胃质

粒984*5/!$$!:!在灌胃后3;分离肝脏!提取肝脏的总<*5"利用寡核苷酸芯片对灌胃质粒

984*5/后的6,(7#8小鼠肝脏进行 基 因 表 达 谱 研 究"结 果 发 现#.%%3个 基 因 中!表 达 上 调#$$
条!表达下调3#条"按基因功能分类!表达上调的基因可分为免疫应答基因$转录因子基因$信号

转导基因$转运相关基因及代谢相关基因等%表达下调的基因主要为脂质代谢基因"灌胃外源质

粒4*5后!肝脏组织主要表现为急性时相反应的加强$免疫反应的活化$细胞信号通路的活化以

及脂质代谢途径的抑制"表明外源质粒4*5通过胃肠道途径可广泛调控肝脏的基因表达"
关键词!外源质粒4*5#寡核苷酸芯片#肝脏#基因表达
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!!外源质粒4*5通过胃肠道途径能够被机体吸

收!并且以碎片的形式分布于各个器官中"##$研究

发现肝脏是吸收外源质粒4*5的主要器官!质 粒

4*5可以与肝脏中非薄壁组织细胞%-’-9,MC-8;L0
Y,(8C((S&上的清道夫受体结合!从而被肝脏组织吸

收"!"3#$外 源 质 粒4*5经 胃 肠 道 途 径 吸 收 后!可

在肝脏中以 碎 片 形 式 聚 集!并 逐 渐 地 被 降 解!外 源

质粒4*5片段可能插入到肝脏基因组中!引 起 宿

主基因组 的 甲 基 化 等 不 可 预 的 后 果""!%#$因 此!外

源质粒4*5进入体内必然会引起机体在生理及代

谢上发生相应的变化!机体在代谢上的变化其本质

是由基因 表 达 调 控 的 改 变 造 成 的$肝 脏 是 哺 乳 动

物体内具有多种代谢功能的重要器官!它不仅和糖

类’脂类’蛋 白 质’维 生 素 及 激 素 的 代 谢 密 切 相 关!
而且它还是 体 内 绝 大 多 数 血 浆 蛋 白 质 合 成 和 分 泌

的场所!与非特异性防御相关的急性时相蛋白等主

要是由肝 脏 合 成 分 泌$作 者 采 用 基 因 芯 片 观 察 摄

入外 源 质 粒 4*5后 观 察 肝 组 织 基 因 表 达 谱 的 变

化!在分子水平上初步观察外源质粒4*5吸 收 后

可能引起肝组织生理上的变化$

D!材料与方法

DED!材料与试剂

J.Z[(A:’%QJ&#"(上海博亚生物技术有限公司

产品)DG9CMS8MA9N#%?-UANM’:C-&)4*5\’(LYCM0
,SC%?-UANM’:C-&)J3 4*5 9’(LYCM,SC%?-UANM’0
:C-&)<*C,SLRA-AKAN%=A,:C-&)<,-Q’Y\MAYCM
4*5>,7C(A-:KAN%J,K,<,!4,(A,-!X;A-,&)J.
<A7’R5]HW9MCSS>,M:CD8,(C<*5 \M’QG8NA’-
DLSNCY%\M’YC:,&)小鼠[(A:’芯片%=A,:C-&$

DEF!动物模型

实验采用%周龄6,(78*X雄性小鼠%购自中科

院上海实验动物中心&%只!随 机 分 成!组!一 组 为

实验对照组!灌胃!$$!>生理盐水!另一组给小鼠

灌胃#:*>质 粒984*5/溶 液!$$!>!质 粒9840
*5/为生理盐水溶解!灌胃后3;!眼球采血宰杀小

鼠!在超 净 台 上 迅 速 分 离 肝 脏!同 组/只 小 鼠 的 肝

脏合并 在 一 起!迅 速 置 于 <*5(,NCM中!于3^过

夜!Z!$^保存$

DEG!应用H’-2"芯片检测外源质粒89:对小鼠免

疫基因表达的影响

#&JMAT’(总<*5抽提试剂盒提取小鼠肝脏总

<*5!电 泳 及 分 光 光 度 计 测 !!%$*!!1$ 以 鉴 定 总

<*5质量$!&<*5定 量!反 转 录 合 成 双 链84*5
并进 行 纯 化$/&用 J. <A7’R5]HW9MCSS>,M:C

D8,(C<*5\M’QG8NA’-DLSNCY%\M’YC:,&将 双 链

84*5进行体外转录合成8<*5$3&8<*5再次反

转录成84*5!XL"0QXJ\标 记 实 验 组84*5!XL/0
QXJ\标记实验 组84*5$"&标 记 的4*5与 芯 片

进行杂 交 洗 涤!并 进 行 扫 描$%&数 据 分 析(采 用

IC-C\AW\M’3)$图像分析软件%5W’-?-SNMGYC-NS
公司&对 芯 片 图 像 进 行 分 析!把 图 像 信 号 转 化 为 数

字信号)最后以差 异 为 两 倍%XL"*XL/&的 标 准 来 确

定差异表达基 因!其 中XL"*XL/"!表 示 表 达 显 著

上调!XL"*XL/#$)"表示表达显著下调$

F!结果与讨论

FED!差异表达基因分类

对两组肝脏组织芯片杂交!杂交结果通过计算机

扫描定量$基因芯片扫描图见图#!散点图见图!)

图D!基因芯片扫描图

)-2ED!+,&%%-%2=-,0#$."(7-,$"&$$&3

图F!肝脏基因表达谱的散点图

)-2EF!+,&00.$=’"0"(’-?.$2.%..<=$.66-"%=$"(-’.

!!结果显示#.%%3个 基 因 中!一 共 有/3$$条 基

因表达!其中 明 显 差 异 表 达 的 基 因 有#3#条!表 达
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上调#$$条!表达下调3#条"对差异表达基因进行

分类!分类结果见表##表!"
表D! 灌胃质粒89:后肝脏组织中表达上调的基因

I&AED!I1.#=J$.2#’&0.*2.%.6-%01.’-?.$&(0.$"$&’&*7-%-6J

0$&0-"%

登陆号 编码蛋白 XL"$XL/

免疫应答

6X$$""2# 骨髓分化初次应答基因11 !)!"/

*R＿$$1#.% 趋化因子配体基因 #")1""

*R＿$$1!$$ 组织相容性抗原 #!)!3"

*R＿$$1"/$ 淋巴细胞抗原%复合物P !).3#

*R＿$#$./1 淋巴细胞抗原%复合物5 !)1$/

*R＿$##/#3 血清淀粉样蛋白5! /)%#!

*R＿$##/#" 血清淀粉样蛋白5/ //$)%1!

*R＿$##/#% 血清淀粉样蛋白53 !)!$3

*R＿$#".1/ 干扰素诱导蛋白 !)%21

*R＿$#./.$ 触珠蛋白 /)/".

*R＿$#11%% 趋化因子配体#/ !%)"%.

*R＿$"3$21 5J\结合4*5序列 .)"!.

转录因子

*R＿$$.%.2 增强子结合蛋白 ")%1$

*R＿$$.2!3 延长因子<*5聚合酶 !)/..

*R＿$$2%/. 5H7A-QA-:9M’NCA-! #.)"2/

*R＿$$2.#% 转录因子3 !)!#2

*R＿$$211/ 增强子结合蛋白 3)3"3

*R＿$#/./% 转录延伸因子 3)%#!

信号转导相关基因

5K$$!"%. 金属硫蛋白! 2)!##

6X$$""2# 骨髓分化初次应答基因11 !)!"/

6X$#$//3 网状激活系统同源基因家族 /)!#1

*R＿$$."/2 缓激肽受体 3)/#%

*R＿$$..$. 细胞因子信号/抑制基因 !)123

*R＿$$1/"2 白细胞介素#.受体

*R＿$$1/%! 白细胞介素#受体

*R＿$$212% 细胞因子细胞#抑制基因

@"$3#/ 磷脂酰肌醇/激酶

]"/1$! 白细胞介素%受体

与转运相关基因

5K$$32." 连接相关蛋白复合物 /)!$!

5K$$.3!3 溶质载体家族 !)$./

6X$#$//3 分类微管连接蛋白#$ /)!#1

6X$!!##3 <?KH*84*5###$$/$*#.:C-C !)..1

*R＿$"3$21 5J\结合4*5序列 .)"!1

续表#

登陆号 编码蛋白 XL"$XL/

与代谢相关基因

5K$!$3/. <?KH*84*5!/#$$"$6!$:C-C !)..2

6X$$/!/. CW9MCSSCQSC_GC-8C5?3%!3/1 !)%""

6X$$1#%! 核糖体蛋白激酶多肽/ %)%!1

6X$!!##$ 氨基乙酰丙酸合成酶 ")33"

*R＿$$1#." 颗粒体蛋白 !)%$3

*R＿$$132$ 卵磷脂胆固醇乙酰转移酶 !)$$%

*R＿$$1121 细胞色素氧化还原酶 !)3/#

*R＿$$2%/. 5H7A-QA-:9M’NCA-! #.)"2/

*R＿$#$%22 乳酸脱氢酶#!5链 !)#.$

*R＿$##!$# 蛋白质酪氨酸磷酸酶 /)$/1

*R＿$##%%3 泛素6 /)!22

*R＿$##1%1 过氧化物酶体9CM’WAS’Y,(QC(N,/ !)!"1

*R＿$#22## 色氨酸!!/0加二氧酶 !)$2$

*R＿$!#!1# 组织蛋白酶D !)%$#

*R＿$$1/3# 胰岛素样生长因子结合蛋白 .)%"3

*R＿$##".2 J08C((S9C8AOA8IJ\,SC .)/22

表F!灌胃质粒89:后肝脏组织中表达下调的基因

I&AEF!I1.*"C%J$.2#’&0.*2.%.6-%01.’-?.$&(0.$"$&’

&*7-%-60$&0-"%

登陆号 编码蛋白 XL"$XL/

代谢相关基因

乙醇代谢

56$#%!31 固醇X"脱饱和酶 $)/$/

5P$.#$%1 多巴脱羧酶 $)//$

5K$$2$1/ @4\半乳糖030差向异构酶 $)/"%

6X$#2!$. 低密度脂蛋白受体 $)/%/

*R＿$#22## JML9N’9;,-!!/0QA’WL:C-,SC !)$2$

脂质代谢

56$#%!31
SNCM’(0X"0QCS,NGM,SC%OG-:,(
H<I/!QC(N,0"0QCS,NGM,SC&
;’Y’(’:%D)8CMCUAS,C&

$)/$/

5P#!.$// 脂肪酸合成酶 $)!%"

6X$#2!$. 低密度脂蛋白 $)/%/

*R＿$$..$/ 长链脂肪酸延伸基因 $)/3%

*R＿$$1!23
;LQM’WLSNCM’AQQC;LQM’:C-,SC03!
QC(N,$"%0/07CN,羟 基 类 固 醇 脱
氢酶

$)/$1

*R＿#/$3"$
H>[&>O,YA(LYCY7CM%!C(’-0
:,NA’-’O(’-:8;,A-O,NNL,8AQS
%LC,SN&

$)!%.
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续表!

登陆号 编码蛋白 XL"!XL/

核酸代谢

5P!$#!1" NM,-SO’MYA-::M’BN;O,8N’M7CN,
#A-QG8CQNM,-S8MA9N3 $)3"!

5K$$2$1/ @4\半乳糖030差向异构酶 $)/""

*R＿$##1"$
核 受 体 家 族"-G8(C,MMC8C9N’M
SG7O,YA(L$":M’G96"YCY7CM! $)#"1

转运相关基因

6X$$1#.# <?KH*84*5X//$$$">$!:C-C $)3./

6X$#2!$. 低密度脂蛋白受体 $)/%/

6X$!#32% 5J\ 酶"5J\,SC"*,‘!K‘
NM,-S9’MNA-:",(9;,#9’(L9C9NAQC $)3!#

*R＿$$.3.3 ,_G,9’MA-1 $)!#"

*R＿$#2%1!
动 力 蛋 白 QL-CA-"8LN’9(,SYA8"
(A:;N8;,A-# $)3.%

*R＿$!#/!2 <*5鸟苷释放因子 $)3./

FEF!外源质粒89:对急性相应答的影响

灌胃质粒4*53;后"肝脏中许多与免疫应答

和应激应 答 的 基 因 表 达 发 生 上 调#包 括 趋 化 因 子

$X;CY’aA-C$X0]0XY’NAO%(A:,-Q#和8;CY’aA-C
$X0]0XY’NAO%(A:,-Q#/%"淋 巴 细 胞 抗 原 复 合 物

$>LY9;’8LNC,-NA:C-%8’Y9(CW%"白细胞介素#受

体"白细胞介素%受体"白细胞介素#.受体"生长停

滞和4*5损伤诱导蛋白$IM’BN;,MMCSN,-Q4*50
Q,Y,:C0A-QG8A7(C3":,YY,%"干 扰 素$诱 导 蛋 白

$?-NCMOCM’-",(9;,0A-QG8A7(C9M’NCA-%"血 清 淀 粉 样

蛋白$DCMGY,YL(’AQ5!"SCMGY,YL(’AQ5/"SCM0
GY,YL(’AQ53%"触珠蛋白$E,9N’:(’7A-%"磷脂酰

肌醇/激酶$\;’S9;,NAQL(A-’SAN’(/0aA-,SC%等#

!!肝 脏 急 性 时 相 反 应$58GNC9;,SCMCS9’-SC"

5\<%"是机体产生炎症应答的一种表现"5\<带来

的变化可分为血浆蛋白浓度的变化和一系列生理&
生物化学&营 养 状 态 等 的 改 变’."1(#本 实 验 发 现 血

浆淀粉样5物质&触 珠 蛋 白&胰 岛 素 样 生 长 因 子 结

合蛋白&金属硫蛋白等急性期蛋白$5\\%基因表达

发生上调"其中血清淀粉样 5物 质/显 著 上 调$变

化倍数为/$).%#血清淀粉样蛋白5是由同一簇基

因编码的一组多形性蛋白"在急性和许多慢性炎症

时"血浆D55 水 平 会 明 显 升 高’2(#金 属 硫 蛋 白!
是在白细胞介素的作用下合成的"该物质是一种生

命半衰期很短的蛋白质"能够调节肝脏与血清中锌

的浓度#其中热休克蛋白基因表达发生下调"在小

肠基因表达中也发现热休克蛋白基因表达下调"热

休 克 蛋 白 在 各 种 应 激 表 现 出 对 机 体 的 一 种 保 护 作

用’#$(#
同时"白细胞介素#受体和白细胞介素%受体

基因表达 上 调#肝 脏 急 性 炎 症 应 答 也 是 机 体 接 受

外源质粒4*5刺激产生先天性免疫应答"进 行 自

我调节的一种方式#?>0#和?>0%是调节肝脏 急 性

时相反应的 主 要 因 素"因 为 在 炎 症 反 应 中"炎 症 部

位的单 核 细 胞!巨 噬 细 胞 产 生 的 细 胞 因 子 是 5\\
的主要调 节 因 子#这 些 细 胞 因 子 统 称 为 炎 症 相 关

因子"包括?>Z%&?>0#%&J*P$&?P*&&JIP%&?>Z1
等’##(#细胞因子与其可溶性受体&受体拮抗剂及激

素等以瀑布 级 联$8,S8,QC%方 式 或 网 络$-CNB’Ma%
方式调节5\\#?>0%诱导X<\&血浆淀粉样 5 蛋

白需要?>0#或J*P$的共同参与)?>0#&J*P$和

JIP%可以 抑 制?>0%诱 导 的 纤 维 蛋 白 原 产 生’#!()

?>0%可以增加?>0#%诱导的?>0#受体表达’#!(#?>0
%刺激肝脏急性相蛋白的合成"如血清淀粉样物质"
触珠蛋白"X反应蛋白"$0抗胰凝乳蛋白酶以及纤维

蛋白原等合 成 增 加"对 肝 脏 代 谢 也 产 生 影 响"如 刺

激肝脏对氨 基 酸 的 摄 取"刺 激 金 属 硫 蛋 白 的 合 成"
诱生肝铜兰蛋白"从而促使血清铜水平升高’#/(#

FEG!外源质粒89:对脂质代谢基因的影响

肝 脏 是 机 体 主 要 代 谢 器 官"参 与 了 蛋 白 质 代

谢&糖代谢&脂 肪 代 谢 及 维 生 素 代 谢 等#本 实 验 发

现许多与 脂 质 代 谢 相 关 的 基 因 表 达 下 调#这 些 基

因主要参 与 脂 肪 酸 合 成 和 固 醇 代 谢 等#参 与 脂 质

代谢基因有 脂 肪 酸 合 成 酶&低 密 度 脂 蛋 白 受 体&羟

基固醇脱氢酶&固醇0X"0脱氢酶&长链脂肪酸延伸基

因等#脂肪酸合成酶是脂肪酸合成的一种关键酶"
它是由许多酶组成的一个复合体系"主要通过缓慢

调控来实 现 对 脂 肪 酸 合 成 的 调 节#本 实 验 发 现 低

密度脂蛋白 受 体$(Q(M%表 达 水 平 下 降"与+’’0FC’-
F’’$!$$/%’#3(采 用 >\D处 理 小 鼠 后"肝 脏 中(Q(M
Y<*5 水 平 降 低 四 倍 结 果 一 致#+’’0FC’-F’’
$!$$/%’#3(发现肝脏处于急性相反应时"其脂肪酸合

成&磷脂合成&脂肪酸氧化&胆酸合成及胆固醇合成

途径受到抑制"提示先天性免疫应答及获得性免疫

应答与肝 脏 脂 质 代 谢 存 在 着 必 然 的 联 系#在 急 性

相反应时"血 清 中 的 甘 油 三 酯 的 水 平 升 高"脂 肪 酸

合 成 等 途 径 受 到 抑 制 可 能 是 血 清 甘 油 三 酯 水 平 发

生变化的主要原因"从而导致脂肪酸摄入的下降#

FEK!对信号转导途径的影响

一些信号通路基因表达上调"包括金属硫蛋白

!&骨髓分化初次应答基$RL411%&分类微管连接蛋

白&网状激活系统同源基因家族&缓激肽受体&磷脂

/#!第#期 刘建文等!外源质粒4*5对小鼠肝脏基因表达谱的影响
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酰肌醇/激酶!细胞因子信号基因"细胞因子信号/
抑制基因和细胞因子细胞#抑制基因#以及细胞因

子基因受体基因$如白介素#.受体!白介素%受体!
白介素#受 体%肝 脏 产 生 急 性 相 应 答 及 代 谢 上 的

变化可能是通过某些信号转导途径来调节的"如/)
#所述#%

免疫和造 血 细 胞 之 间 的 相 互 通 讯 依 靠 一 种 可

溶性的细 胞 因 子 介 导%细 胞 因 子 通 过 靶 细 胞 上 的

特异性受体相互作用介导靶细胞的生长!分化和凋

谢等%目前知道细胞因子介导的信号途径有两条&
即<,S0R5\K途径和+5K0DJ5J途径%信号转导

的第一步是细胞因子与受体结合$从而触发受体二

聚化$这种二聚化是信号转导所必需%受体的二聚

化使受亚基膜内区相互靠近$从而是结合于受体亚

基膜内域的非受体型酪氨酸激酶发生相互磷酸化$
从而使相关的胞内信号分子与受体结合$并且使其

酪氨酸残基被磷酸化$接着再吸引其它信号分子与

之结合$包括一些接头分子"只具有DE!!DE/结构

域的分子#$如 此 反 复 将 信 号 转 导 下 去%信 号 分 子

的这种系列活化可激活一些转录因子$最终影响基

因转录%有 些 信 号 分 子 也 可 影 响 转 录 后 加 工 和 蛋

白质翻译%
磷脂酰肌醇/激 酶"\?/0K#是 细 胞 内 信 号 转

导系统的一条通道$是肌醇磷脂信使系统的重要组

成部分$介于细胞受体与第二信使之间的信号转导

道途径%\?/!K是 肌 醇 磷 脂 信 使 系 统 的 一 条 重 要

通道$其作用通过将第二信使前体磷酸化而转导信

息$所产生 的 第 二 信 使 可 能 参 与 的 细 胞 的 糖 代 谢!
生长分化!基因表达!细胞凋亡等过程$其上游信号

主要是一些生长因子$如HIP!?IP!神经生长因子

"*IP#等’#"(%\?/0K 可 激 活 丝) 苏 氨 酸 激 酶0
5aN’#%0#1("蛋白激酶6#$并可能级联放大下游抑癌

基因表达$达到抑制细胞凋亡目的%同时\?/0激酶

可与白细胞介素?型受体"?>0#<?#结 合$调 控?>0#
诱导的*P0’6活化%

G!小!结

灌胃外源质 粒4*5后$肝 脏 组 织 的 主 要 表 现

为急性时相 反 应 的 加 强!免 疫 反 应 的 活 化!细 胞 信

号通路的活化以及脂质代谢途径的抑制%
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7’(!8乙酰丙酮苯溶液/$78"分两次萃取除去WJ
#!$%水相转入#$$78容量瓶中"用水定容"作为

样品待测液%移取#;$78于"$78比色管中"再

按实验方法测定"结果见表#%

FCD!小麦

准确称取"<已 粉 碎 的 样 品 于 烧 杯 中"加 水#
#!78"加入*#5*9/$f*#5O(93$f*#5!9!$

d#/f#f#$混合液!$78"搅拌均匀后在室温下放

置#!F%在#%$‘浓缩至##!78"冷 却 到 室 温%
以下处理同鸡蛋样品"结果见表#%

表B!食品中硒!!"的测定结果

8&?EB!A%&’39-9L.9#’09&%*L.,"J.$-.9("$)""*9+&65’.9
#"<!<$

样品 ?J#!$测定值 平均值
?J#!$

加入量
测定值

?J#!$

回收量

回收

率!=

>?4!

=

鸡蛋 $;#.1 $;#.3 $;#.1 $;#.% $;#%2 $;#%1 $;#.3 $;# $;!.% $;#$! #$! !;%

小麦 $;$1. $;$.3 $;$1# $;$1! $;$.% $;$.! $;$.2 $;$" $;#!1 $;$32 21;$ .;!
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