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快速老化小鼠 2:F<L 海马组织中基因表达谱的研究

戴大鹏!宋晓宁!郑君德!蔡剑平

摘!要!目的!观察快速老化小鼠 /) # CF2/) $与同龄正常老化小鼠 5" # CF25" $海马组织中基因表达谱的差异"

方法!选用 "(((%()("+ 月龄的 CF2/) 小鼠!用 CF25" 作为对照组!每组各 # 只!快速处死后取海马组织提取总 5=F! 用纯化后

的总 5=F合成 G.=F并标记荧光染料!与 $+\ 小鼠寡核苷酸微阵列芯片杂交!用共聚焦扫描仪 L7 C̀GN8

@2

"&BF及 L7 C̀GN8 $<&

软件进行图像采集与数据处理!用 CF2软件分析差异表达的基因!用 2FC 系统对差异基因进行通路# ONIVZNQ$分析" 结果!正

常老化小鼠 CF25" 各月龄间表达谱差异无显著性!快速老化小鼠 CF2/) 各月龄间差异显著!两种品系小鼠的比较结果显示 "

月龄("+ 月龄基因表达差异最为显著!% 月龄无显著差异" /NIVZNQ分析结果显示 2F/B信号通路的基因表达差异最为显著"

结论!CF2/)小鼠与 CF25" 小鼠海马的基因表达存在明显的差异!以 2F/B信号通路的基因表达差异最为显著"

关键词!快速老化小鼠!基因芯片!ONIVZNQ分析

4"#"0M&-"))+%#<-%7+'")+#.;"N+&&%,(*&/)%72"#"),"#,"A(,,"'"-(."$F%/)"2:F<LC6

5#15#6!*+! .'*+ 31#'*1*+! ()!*+ M-*:!!

9#1M1#*61*+4N)!O!=P#Q'7#"'7='C&!71#"71</! G!1H1*+ ,'/61"#$?G!1H1*+ >*/"1"-"!'C&!71#"71</! D1*1/"7='C,!#$")! G!1H1*+ IJJLKJ! 9)1R

*#

:D).-(,.!@DE",.+="!@:3̀O;:R3IV34MTT3R38I3̀OR366M:8 ONII3R86:T63836G38G3NGG3;3RNI34 K:76367E6IRNM8 CF2/) N84 G:8IR:;

67E6IRNM8 CF25" M8 4MTT3R38IK:8IV NP36<F".;%$)!=M83CF2/) N84 CF25" KMG3NI"! (! %! )! "+ K:8IV NP3Z3R36NGRMTMG34 N84 $

VMOO:GNKO76:T3NGV 63IZ3R3O::;34 N6:836INRIM8P6NKO;36T:R5=F3̀IRNGIM:8<FTI3RE3M8PO7RMTM34! 6:K3I:IN;5=F6Z3R3R3S3R63IRN8[

6GRMOI34 N84 ;NE3;34 T:R:;MP:87G;3:IM43KMGR:NRRNQN8N;Q6M6ZMIV NOOR:̀MKNI3;Q$+ &&& OR:E36<FTI3RVQERM4MhNIM:8! 6;M436Z3R36GN8834

ZMIV NG:8T:GN;6GN883RL7 C̀GN8@2"&BFN84 IV34NINZ3R33̀IRNGI34 TR:KMKNP3676M8PL7 C̀GN8 $<& 6:TIZNR3<.MTT3R38IMN;;Q3̀OR36634

P3836Z3R3M438IMTM34 76M8PCF26:TIZNR3N84 ONIVZNQN8N;Q6M6ZN6O3RT:RK34 76M8P2FC O;NIT:RKZVMGV ZN6G:86IR7GI34 EQ?NOMIN;]M:

?:R<1")/'.)!XMIVM8 3NGV 67E6IRNM8! 7867O3RSM634 G;76I3RM8PN8N;Q6M6R3S3N;34 IVNICF2/) KMG36V:Z34 4MTT3R38I3̀OR366M:8 ONII3R86M8

4MTT3R38IK:8IV NP36ZV3R3N6CF25" KMG3Z3R38:I<U8 IV3N8:IV3RVN84! NIIV36NK3K:8IV NP3! CF2/) N84 CF25" KMG3NI" K:8IV
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N84 "+ K:8IV VN4 ;NRP36I4MTT3R38I;Q3̀OR36634 P3836< 8̂I3R36IM8P;Q! KMG3NI% K:8IV G:7;4 8:IE343I3GI34 VNSM8P6INIM6IMGN;;Q4MTT3R38I;Q

3̀OR36634 P3836</NIVZNQN8N;Q6M66V:Z34 IVNIK:6I:TIV3636INIM6IMGN;;Q3̀OR36634 P3836Z3R3M8S:;S34 M8 IV32F/B6MP8N;M8PONIVZNQ<

B%#,'/)+%#!H̀OR366M:8 ONII3R86:TCF2/) N84 CF25" Z3R36MP8MTMGN8I;Q4MTT3R38IM8 4MTT3R38IK:8IV NP36N84 IV3P3836M8S:;S34 M8

2F/B6MP8N;M8PONIVZNQVN4 IV3;NRP36I87KE3R6M8 N;;6INIM6IMGN;;Q3̀OR36634 P3836<

G"8 H%-$)!C3836G38G3_NGG3;3RNI34 K:763+ -383GVMO+ /NIVZNQN8N;Q6M6

!! 快速老化小鼠 CF2 # 63836G38G3NGG3;3RNI34[

K:763!CF2$ 包括 CF2/ #63836G38G3NGG3;3RNI34 _

OR:83K:763!CF2/$ 和 CF25#63836G38G3NGG3;3RNI34

_R36M6IN8IK:763!CF25$ 两种品系
,"-

" CF25表现

为正常老化!一般作为 CF2/的正常对照" 快速老化

小鼠 CF2/) 是 CF2/系中的一个亚系!主要以学习

记忆能力障碍为老化特征!其寿命约为 "+<" 个月!是

目前公认的较理想的自然衰老模型
,+!$-

" 近年来大

月龄 CF2/) 小鼠的研究表明!在 CF2/) 海马及大脑

组织内有
)

淀粉样蛋白#F

)

$前体的过表达!近来还

有报道在 CF2/) 小鼠脑组织中磷酸化的 IN7 蛋白表

达上调!CF2/) 小鼠已成为研究老年性痴呆 #又称

F;hV3MK3Ro64M63N63!F.$的理想动物模型
,(!*-

" 为了

探讨 CF2/) 小鼠与对照 CF25" 小鼠间基因表达的

差异!我们选用 "(((%()("+ 月龄的 CF2/) 小鼠与对

照组 CF25" 小鼠海马组织开展了寡核苷酸微阵列芯

片研究!通过检测 * 个时间点基因表达的差异!较系

统的比较了 CF2/) 小鼠与对照组小鼠 CF25" 间基

因表达模式的异同!为老化及老年性痴呆的发病机制

研究提供理论依据"

材料与方法

"<动物及分组'所用 CF2/) 及 CF25" 小鼠均由天津中

医药大学附属第一医院实验动物中心提供" 选取 "(((%()("+

月龄 CF2/) 小鼠每个月龄各 # 只为实验组! 相同条件的同龄

CF25" 小鼠为对照组" 两者均置于 C/Y环境中饲养' #+( J

+$ p! "+V 光照>黑暗! 'q&&NK给光"

+<方法'#"$总 5=F的提取'每个月龄 CF2/) 和 CF25"

小鼠各 # 只!快速处死后冰上迅速解剖取海马组织!每 $ 只小

鼠材料混合作为一个起始材料!利用 @RMh:;试剂#美国 LMT3I3[

GV:8:;:PM36公司$提取总 5=F!用 5=3N6QKM8M\MI#美国 gMN[

P38 公司$纯化所得 5=F" #+$基因芯片杂交'取 *

0

P纯化后

的 5=F参照文献,%!'-合成 G.=F并标记荧光染料" G.=F

经 /?5?;3N8 _7O =7G;3:COM8 \MI6#德国 2NGV3R3Q=NP3;公司$

纯化后与 $+\ 小鼠寡核苷酸微阵列芯片#北京博奥生物芯片

公司$杂交!用共聚焦扫描仪 L7 C̀GN8

@2

"&BF及其相关软件

L7 C̀GN8 $<& 进行图像采集与数据处理" #$$基因芯片数据分

析'用 CIN8T:R4 大学 CF2软件
,)-

分析扫描后的芯片数据!参数

设置为
#

+ 倍差异!Sl&<&&"!用北京博奥生物芯片公司 2FC

系统进行通路#ONIVZNQ$分析"

结!!果

"<同品系小鼠不同月龄间的基因表达模式'为研

究 CF2/) 和 CF25" 同品系不同月龄间基因表达模

式的差异!利用 CF2软件对同品系小鼠不同月龄间

的实验数据进行非监督聚类分析!结果如 "$* 页彩图

" 所示!快速老化小鼠 CF2/) 可分为两组!"(( 月龄

小鼠基因表达类似!且与 %()("+ 月龄小鼠基因表达

显著异同+对照组 CF25" 小鼠各月龄间基因表达模

式差异较小!不能明显区分为两群"

+<同月龄不同品系小鼠间的基因表达模式'为研

究 CF2/) 和 CF25" 同一月龄小鼠间基因表达模式

的差异!利用 CF2软件对同月龄的两种品系小鼠的

实验数据进行监督聚类分析!共有 +*+* 个基因在两

种小鼠间的表达差异达到显著性水平#图 "$" 进一

步分析显示!" 月龄时两种品系小鼠间的差异表达基

因数目最多!"+ 月龄次之!而 % 月龄时两者之间无显

著性差异!两种品系小鼠基因表达的整体趋势为先下

降后又上升的表达模式"

图 I6同一月龄 2:F<LO2:F1I 差异基因数目分布图

!

$<两种品系小鼠间表达差异显著的基因'各月龄

组 CF2/) 和 CF25" 海马组织中表达有显著性差异

的基因!用 2FC 系统进行通路# ONIVZNQ$分析的结果

显示!属于 2F/B信号通路 #2F/B 6MP8N;M8PONIV[

ZNQ$(刺激神经的配体受体相互作用通路 # 837R:NGI[

MS3;MPN84 _R3G3OI:RM8I3RNGIM:8$(细胞黏附因子通路

#G3;;N4V36M:8 K:;3G7;36$的差异基因最多#表 "$!各

月龄间整体表达差异最为显著的 +( 个基因见表 +"

)(+)
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表 I6同一月龄 2:F<LO2:F1I 差异

显著的基因 &(.;H(8 分析结果

信号通路 包含基因数 % T

2F/B信号通路 "' & &

刺激神经的配体受体相互作用通路 "( & &

细胞黏附因子 "$ & &

甘油磷酸酯代谢 % +<'&H_&* &

X8I信号通路 ' "<**H_&( &

黏着斑 # +<'*H_&( &

白细胞跨内皮迁移 ' $<))H_&( &

阿尔茨海默病 ( %<#(H_&( &

嘌呤代谢 % &<&&"&+' &

@细胞受体信号通路 * &<&&""") &

硒基氨基酸代谢 $ &<&&"*)" &

" 型糖尿病 ( &<&&"%(( &

牛磺酸次牛磺酸代谢 + &<&&"'+$ &

磷脂酰肌醇信号系统 ( &<&&+)++ &

磷脂酰肌醇生物合成 + &<&&$#'' &

讨!!论

对快速老化小鼠 CF2/) 的基因表达或蛋白表达

的研究是老化研究领域一个感兴趣的课题!在这一小

鼠模型的早期研究中多利用差异显示
,#-

(反转录聚

合酶链式反应#5@_/?5$

,"&-

(免疫组化
,""-

(二维蛋

白电泳
,"+-

等技术!发现了少量差异表达的基因或蛋

白" 近年来!基因芯片技术的发展使得大规模研究差

异基因成为可能!国际上开始出现对 CF2/) 小鼠的

基因芯片研究报道!但多以 ( 月和 "+ 月龄小鼠为实

验材料!未能动态反映整个发育过程中 CF2/) 小鼠

独特的基因表达模式
,"$ 0"*-

" 为此!本研究选取 "(((

%()("+ 月龄的 CF2/) 小鼠与对照 CF25" 小鼠海马

组织开展寡核苷酸微阵列芯片研究!通过检测 * 个时

间点基因表达的差异!较系统的比较了 CF2/) 小鼠

海马组织在增龄过程中的基因表达模式与正常老化

表 !6同一月龄 2:F<LO2:F1I 差异最为显著的基因列表

=?]̂登录号 CF2/)>5" 比值 基因 基因全称

=2r&""))) '#<*# ?G;"# ?V3K:\M83#?_?K:IMT$ ;MPN84 "#

=2r+&'%)+ %<$% BMT"E BM836M8 TNKM;QK3KE3R"]

=2r&&'*&# $<#% FIO%S"E+ F@/N63! DdIRN86O:RIM8P! ;Q6:6:KN;9" 67E78MI]+

=2r"(()$) $<%' CPIE 6KN;;P;7INKM83_RMGV I3IRNIRMG:O3OIM43R3O3NI#@/5$ _G:8INM8M8P! E3IN

=2r&"$#"* $<"& eTO+$) hM8GTM8P3ROR:I3M8 +$)

=2r&+"'"& "<)+ FO(6" N4NOI:R_R3;NI34 OR:I3M8 G:KO;3̀ F/_(! 6MPKN"

=2r&"'(&& "<') CV$P;$ CD$ _4:KNM8 -5]+ _;M\3$

=2r&"#'#$ "<%) @6ON8$ I3IRN6ON8M8 $

=2r&+$+'' "<*' 1NK$ 178GIM:8 N4V36M:8 K:;3G7;3$

=2r&$&+$% "<*% YE :̀$( Y_E:̀ OR:I3M8 $(

=2r&"))+( "<*( C;G+$N+ 6:;7I3GNRRM3RTNKM;Q+$ # 87G;3:EN63IRN86O:RI3R6$ ! K3KE3R+

=2r&+&&"+ "<*$ 58T"( RM8PTM8P3ROR:I3M8 "(

=2r&+%#+" "<*$ 6̂GN" MR:8 _67;T7RG;76I3RN663KE;Q" V:K:;:P# C<G3R3SM6MN3$

=2r&+("'% &<%' .RNO" .R" N66:GMNI34 OR:I3M8 " # 83PNIMS3G:TNGI:R+ N;OVN$

=2r&&)##' &<%* 5NE""E 5F]""]! K3KE3R5FC :8G:P383TNKM;Q

=2r&"&'$" &<%* eEIE'N hM8GTM8P3RN84 ]@]4:KNM8 G:8INM8M8P'N

=2r"*$*#' &<%$ @ROI" I5=FOV:6OV:IRN86T3RN63"

=2r&"%%*) &<%+ -N;I PN;NGI:63_" _OV:6OVNI37RM4Q;IRN86T3RN63

=2r&+$*+( &<%& @TOI @?Y$ #H+F$ T76M:8 ONRI83R

=2r&+#%+# &<*% YNV4+N T7KNRQ;NG3I:NG3INI3VQ4R:;N634:KNM8 G:8INM8M8P+F

c2r$*(*(% &<*$ ?NEM8" ?N;GM837RM8 EM84M8POR:I3M8 "

=2r&"""+* &<*" /;IO /V:6OV:;MOM4 IRN86T3ROR:I3M8

=2r&++(") &<($ @K7E" @RN86K3KERN83N84 7EMb7MIM8 _;M\34:KNM8 G:8INM8M8P"

=2r&&#&&$ &<++ 5NE(N 5F](F! K3KE3R5FC :8G:P383TNKM;Q

对照小鼠 CF25" 的差异" 我们的研究结果显示!

CF2/) 小鼠在不同时间点上的基因表达变化显著! %

月龄之前与之后基因表达模式明显不同!而 CF25"

小鼠的各月龄间差异相对较小#"$* 页彩图 "$"

最近!本研究小组对 CF2/) 小鼠的研究结果已

经显示!CF2/) 小鼠出现的快速老化及学习记忆能

力的显著性下降
,"%-

!同步于淀粉样前体蛋白#NKQ;:M4

OR3G7R6:ROR:I3M8!F//$表达量的显著性增加!也与

2@D+ 蛋白表达量的显著性下降同步
,"'!")-

" 我们用

免疫印迹法检测 CF2/) 小鼠海马总蛋白中 2@D+ 蛋

白的表达结果表明! 从 CF2/) 小鼠 ( 月龄开始

2@D+ 蛋白的表达量即与正常对照组呈现显著性差

)*+)
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异!由于学习记忆能力的显著减退及快速老化特征的

出现始于 ) 月龄!因此我们推测!在 F.的发病过程

中!海马神经元细胞内抗氧化机制的缺陷早于海马神

经元细胞中氧化损伤累积的增加
,"'!")-

" 本研究结果

与我们的前期研究相符!表明随着 CF2/) 小鼠快速

老化特征的出现!海马组织内基因表达模式也发生了

显著变化" 本研究结果表明!虽然在 CF2/) 小鼠的

幼年期与 CF25" 小鼠之间其行为学的表现无明显差

异!但在基因表达水平!两者之间已存在很大差异!这

种巨大差异反映出虽然两种品系小鼠具有一定的亲

缘关系!但在遗传背景上两者的差异是显著的
,"%-

"

另一方面!本研究结果也表明!随着月龄的增加!两种

品系小鼠之间基因表达的差异逐渐缩小!至 % 月龄时

两者几乎无显著性差异!但随后又随增龄而急剧增加

#图 "$!这种独特的表达模式目前尚未见报道!其生

物学意义有待进一步研究"

本研究通过对 CF2/) 及 CF25" 两种品系小鼠

不同月龄时间基因表达谱的分析!显示随月龄增加!

两种品系小鼠之间差异表达基因的数目先减少!后又

迅速增加的独特表达模式!为老化及老年性痴呆发生

机制研究提供了新的思路"
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