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基因芯片分析!"#刺激后小鼠多潜能分化干细胞 $%&’()’ * + 的差异基因表达

朱+ 丹!，谢+ 鹏!，康+ 权&，黄+ 文!，曾志磊!，牟+ 君!，魏有东!，陈+ 晓!，彭+ 丹!，刘庆军! + + （重庆医科大学：!附
属第一医院神经内科，重庆 %"""!)，&附属儿童医院小儿外科，重庆 %"""!%）

+ + 摘+ 要：目的+ 探讨 ,-.信号传导系统对诱导干细胞向神经系统分化的基因表达的影响。方法+ 采用最新的含有
&& """ 多个已知基因及 /01克隆的小鼠基因芯片 2(%34&，检测了 ,-.刺激后的小鼠多潜能分化干细胞 5*6!"1! 7 & 中目
标基因表达的变化，并进行实时定量 859，验证了基因芯片结果。结果+ ,-. 刺激后小鼠多潜能分化干细胞 5*6!"1! 7 &
中,-.信号传导系统各主要组成基因表达有不同程度增加；对干细胞向神经系统发育有潜在调节作用的基因表达也有增
加或减少。结论+ 表达谱芯片分析成功筛选出 ,-.刺激引起表达改变且可能与神经发生有关的基因。
+ + 关键词：,-. 信号传导系统；神经系统发育；基因芯片；干细胞
+ + 中图法分类号：9*&:; &；9*:%#**；9*:%; *+ + + 文献标识码：3

,-.//"0"1 2033/./"#45 /67./88/2 1/"/8 93 :9;8/ 8#/: -/448 $%&’()’ * + <3#/. !"#%=
<2/"9>0.;8 0"3/-#09"：< ./8;4# ?0#@ -AB= :0-.9<..<5 <88<5
<62 =>-!，?@/ 8A-B!，C3DE FG>-&，623DE ,A-!，</DE <HI#JAI!，K2 LG-!，,/@ MNG#ON-B!，56/D ?I>N!，
8/DE =>-!，P@2 FI-B#QG-!

（ ! =AR>S.TA-. NU DAGSNJNBV，1HA WISX. 3UUIJI>.AO 6NXRI.>J，5HN-BYI-B %"""!)；&=AR>S.TA-. NU 8AOI>.SIZ
0GSBASV，5HIJOSA-’X 6NXRI.>J，5HN-BYI-B KAOIZ>J 2-I4ASXI.V，5HN-BYI-B %"""!%，5HI->）

+ + =C8#.<-#：!"#$%&’($ + 1N A[RJNSA .HA AUUAZ. NU ,-. XIB->JI-B R>.H\>V N- -AGS>J OIUUASA-.I>.IN- NU X.AT
ZAJJX; )$&*+,-+ KGJ.IRJA .>SBA. BA-AX \ASA >->JV]AO I- TNGXA X.AT ZAJJX 5*6!"1! 7 & ^V TNGXA BA-A ZHIR
2(%34&，> -N4AJ TIZSN>SS>V RNXXAXXAO N4AS && """ .>SBA. BA-AX; 9A>J .ITA 859 \>X >RRJIAO UNS .HA 4>JIO>.IN-
NU TIZSN>SS>V SAXGJ.; .$-/0&-+ 1HA A[RSAXXIN- NU T>QNS ZNTRN-A-.X NU ,-. XIB->JI-B R>.H\>V \>X I-ZSA>XAO .N
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UGJJV，.HA A[RSAXXIN- NU \HIZH \ASA SABGJ>.AO ^V ,-. I- TNGXA X.AT ZAJJX 5*6!"1! 7 &;
+ + D/5 ?9.28：,-. XIB->JI-B R>.H\>V；-AGSNBA-AXIX；TIZSN>SS>V；X.AT ZAJJ

+ + ,-.信号传导系统是调控细胞生长增殖的关键途
径，可以通过复杂的信号传递通路调控胚胎的早期发

育，而且对细胞的分化、增殖及生长也有重要的调节作

用［!］。近年来，,-.信号系统在哺乳动物神经系统中
的调控作用已受到广泛关注，但其对干细胞分化有无

影响及其可能的作用机制目前仍然不清楚。Z=D3 芯
片技术为研究 ,-. 信号传导系统在神经系统发育过
程中的基因表达谱及各阶段的关键基因提供了强有力

的工具。本研究采用目前最新的 Z=D3表达阵列技术，
对,-.刺激下的小鼠多潜能分化干细胞 5*6!"1! 7 & 中
&& """ 多个基因表达的变化情况进行检测，并对 ,-.
信号传导系统调控小鼠多潜能分化干细胞分化成神经
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细胞的可能机制进行了初步探讨。

’E 材料与方法

!; !+ 材料
+ + 小鼠多潜能分化细胞 5*6!"! 7 &，购自 3155，美国芝加哥
大学分子肿瘤研究室保存；含 ,-.*3 的重组腺病毒（3O$#
,-.*3，含绿色荧光蛋白 EW8）及 EW8 病毒（3O$#EW8，作为对
照）由重庆医科大学附属儿童医院外科研究室惠赠；细胞培养

相关试剂及总 9D3 提取试剂 1SI]NJ 均购自 @-4I.SNBA- 公司；含
约&& """个已知基因及 /01 克隆的鼠基因芯片 2(%34& 购自
3UUVTA.SI[，由美国芝加哥大学遗传研究室提供。

!; &+ 方法
!; &; !+ 3O$#,-.*3 及 3O$#EW8 感染小鼠多潜能分化干细胞
5*6!"! 7 &+ + 小鼠多潜能分化细胞 5*6!"! 7 & 培养于含 !"‘
胎牛血清，!‘ 8a0，!‘ P#EPG 的 aK/K 培养液中，*( b、$‘
5c&条件下培养至细胞 $"‘ d ("‘ 融合状态下加入 3O$#
,-.*3及 3O$#EW8 病毒各 !" !J，*( b、$‘ 5c&条件下培养

*" H，荧光显微镜下观察感染效率。
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!$ .$ .# /01提取、纯度及完整性测定# # 病毒感染后 )+ 2，用
/01收集试剂盒提取 %&’)1组及 345 组细胞总 /01，按说明
书操作；/01 样品于 67(8910 多功能分光光度计行纯度分
析；9:5; - 4<=>?@AB2CAB 琼脂糖凝胶检验 .D、!D;条带完整性。
!$ .$ )# 基因芯片杂交及杂交图像分析# # 常规方法逆转录标
记 EF01探针并纯化，采用小鼠基因芯片（G"H 1I.）与合成的
EF01进行杂交；基因芯片杂交结果的图像及数据分析采用 1JK
JC>B’=LM 9LE=<?==?C ;NL’B OB=PL<& Q$ +（91; Q$ +）软件。以上基
因芯片杂交分析由美国芝加哥大学遗传研究室完成。

!$ .$ H# 实时定量 5(/（/B?@K,L>B 5(/）证实基因芯片结果 #
# 选取基因芯片结果中结缔组织生长因子（ E<&&BE’LIB ’LPPNB
R=<S’2 J?E’<=，(,34）和富含半胱氨酸蛋白 T!（ ?&RL<RB&LE J?E’<=
ECP’BL&BK=LE2 T!，(C=T! - ((0!）. 个基因进行实时定量 5(/ 分
析。以 %&’)1组及 345 组细胞总 /01 的 EF01 为模板，设计
并合成两基因的引物，进行实时定量 5(/扩增。(C=T! - ((0! 基
因上游引物：QUK331,311,33,3((,,3(K)U，下游引物：QUK3,(K
(1(1,(13((((,,3K)U，扩增产物为鼠 (C=T! - ((0! 基因 )U端
约 !.+ VW 的片段。根据 /B?@K,L>B 5(/ 反应试剂盒 FC&?><
;X6/ 3=BB& Y5(/ ZL’（9[ /BPB?=E2 \&E）说明书操作。反应条件：
]H ^ . >L&；]. ^ .+ P，Q" ^ )+ P，". ^ .+ P，共 )+次循环。

!" 结果

.$ !# 1AQK%&’)1及 1AQK345病毒感染效率
# # 1AQK%&’)1及 1AQK345病毒感染 ()*!+! - . 细胞后，在荧
光显微镜下观察，计算其感染复数（9:\）为 ! _ Q，细胞感染率
均达到 ]+‘以上，见图 !。

!! !"
1：1AK345；6：1AK%&’)?

图 #" $%&’()*+$及 $%&’,-.病毒感染 /+0#1# 2 !
细胞"（荧光显微镜 a H+）

.$ .# 细胞总 /01纯度、完整性测定
# # 样本 /01 的 !（.T+）- !（.D+）比值为 !$ D _ .$ +。提取的
总 /01经 9:5; - 4<=>?@AB2CAB 琼脂糖凝胶电泳后可看到清晰
的 !D;和 .D;条带，二者含量比值为 .b !，提示 /01没有降解，
完整性良好。
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!"#$

!!#$

!：345；.：%&’)1
图 !" 34$电泳结果

.$ )# 基因芯片杂交分析结果

.$ )$ !# %&’信号传导系统相关基因表达结果# # %&’信号传
导系统自身组成基因如 4=Lcc@BA、6B’?K(?’B&L&、d/5Q、FLP2BIK
B@@BA、1ML&等在 %&’刺激下基因表达的改变见图 )。
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!：(?’B&L& VB’?；.：4=Lcc@BA "；)：4=Lcc@BA !；H：d/5Q；Q：FLP2BIK
B@@BA；T：1ML&；"：3;8)K6B’?；D：(K>CE；]：1Z’
图 +" ()*刺激后()*信号系统组成基因表达变化

.$ )$ .# %&’信号传导系统刺激后神经系统发育相关基因表达
变化# # %&’刺激后，与神经系统发育相关基因均有不同程度
改变。与 345组相比，表达改变最为明显的基因见表 !。

表 #" ()*刺激后表达变化程度较大的部分神经发育相关基因

基因名称 缩写 改变倍数

?=C@K2CA=<E?=V<& =BEBW’<= 12= .T$ !!. D)
E?A2B=L& !" (A2!" .Q$ DD. ".
W=<’B?PB，PB=L&B，!! 5=PP!! !D$ ))D ])
W@?P>L&<RB& ?E’LI?’<= 5@?’ T$ ]))Q )]
’<@@<LAK@LZB ,@@ T$ .)! !)D
;d\,. ;@L’. Q$ ."" )+!
&NE@B?= W=<’BL& ! 0NW=! H$ DDH .H!
W@?’B@B’KAB=LIBA R=<S’2 J?E’<=，( 5ARJE H$ ).. ]DH
’N><= &BE=<PLP J?E’<= L&ANEBA W=<’BL& T ,&JLWT H$ .HT D!]
’LR2’ eN&E’L<& W=<’BL& ! ,eW H$ !HD .].
cL&E JL&RB= W=<’BL& f1(! f?E! g !T$ +]Q T
EB=N@<W@?P>L& (W g!)$ Q"Q "
>B>V=?&B >B’?@@< B&A<WBW’LA?PB 9>B g]$ T"! Q
ZL’ @LR?&A 8L’@ g D$ +"! D
PBE=B’BA J=Lcc@BAK=B@?’BA PBYNB&EB W=<’BL& . ;J=W. g "$ H)Q ]!
?&RL<W<LB’L& 1RW’ g "$ .!! QT
PBE=B’BA W2<PW2<W=<’BL& ! ;WW! g H$ "+. +!
=N&’ =B@?’BA ’=?&PE=LW’L<& J?E’<= ! /N&M! g H$ TT] .)
B?=@C 6KEB@@ J?E’<= 7VJ g H$ HH] .T
’=?&PE=LW’L<& J?E’<= ) ,EJ) g .$ T!] DD

.$ H# /B?@K,L>B 5(/证实基因芯片结果
# # 随机选取基因芯片结果中 (,34 和 ((0! 进行实时定量
5(/分析。两基因在芯片结果中表达分别上调约 !) 倍及 H
倍。实时定量 5(/结果显示两基因表达上调约 !T 倍及 T 倍，
与基因芯片结果基本一致。

+" 讨论

# # 基因芯片具有高通量的特点，适用于分析人类基
因组计划的海量基因序列信息［.］。基因表达谱芯片

技术是通过将大量的基因特异的探针或其 EF01片段
固定在一块固相载体上，与待测样品杂交后用激光共

Q+T!



聚焦荧光检测系统进行扫描、检测，获得大量有价值的

生命信息。本研究采用最新 !"#$ 表达阵列技术，使
用含有 %% &&& 多个已知基因及 ’() 克隆的小鼠基因
芯片 *+,$-%，检测了 ./0 信号传导系统表达增强时
其对干细胞向神经系统分化基因的影响。

1 1 ./0信号传导系统对哺乳类神经系统发生具有决
定性的调控作用［2，,］。./0信号途径组成成分直接调
控端脑的形成，以及在脑发育过程中前脑的形成［3］。

!4!506/7/能控制神经前体细胞的生长以及细胞增殖
与分化的平衡［8］，9:2、;<=8 等可诱导神经嵴的发生，
干扰它们的表达也同样影响神经嵴的正常发育分

化［+］。而目前关于 9>7::?6@+、9>7::?6@A、;<=3 等 ./0
系统组成基因在神经系统发育中的作用研究很少，与

干细胞向神经系统分化的关系待进一步研究。本实验

利用基因芯片技术对 ./0 刺激鼠多能干细胞后 ./0
信号途径的成分检测结果发现 ./0 信号途径的许多
成分均有明显的表达上调，如 !4!506/7/、9>7::?6@+、9>7:4
:?6@A、;<=3、"7BC6-6??6@、$D7/ 和 E(F42! 等，提示 ./0
刺激可激活 ./0信号途径，可能在干细胞的增殖分化
过程中起作用。

1 1 ./0信号系统激活的下游目标基因是否对神经系
统的发育有重要作用也开始逐渐成为研究的对象，

GH>7IJ!C7等［K］发现 ./0 信号途径也可以通过保护蛋
白激酶 L（$M0）来促进神经细胞细胞的分化和存活。
本实验结果显示，./0刺激后，其下游基因的表达有不
同程度的改变，其中包含很多与神经系统有关的基因，

涉及神经系统发育、神经元存活、神经毒性等方面。

1 1 基因芯片结果分析显示，5>N?4CN@>H!5>OH/ 受体
（5>N?4CN@>H!5>OH/ >6!6P0H>，$C>），钙粘蛋白 A+（!5@C6>7/
A+）和丝氨酸蛋白酶 AA（P>H065B6 B6>7/6 AA）等基因表
达增加较多。$C>可参与介导 )Q"" 导致的与认知及
运动障碍有关的神经行为异常的神经毒性作用［R］；

!5@C6>7/ A+ 干扰船坞蛋白 Q5B4介导的信号合成，并在
小脑神经发育颗粒细胞表面信号合成中扮演一定角

色［A&］。=>H065B6 B6>7/6 AA 是一种组织激肽释放酶，能
附着于激肽原底物，产生有效扩张血管的激肽。在缺

血性脑卒中导致的脑损伤中可起到抗炎抗氧化保护作

用，与减少神经胶质细胞凋亡，炎症细胞浸润，促进血

管发生及神经发生有关［AA］。表达下调较明显的基因

有锌指蛋白 A（ :7/! S7/I6> P>H067/，T$QA），铜蓝蛋白
（!6>J?HP?5BU7/，QP），膜金属肽内切酶（U6UO>5/6 U604
5??H6/@HP6P07@5B6）等。T$QA 在胚胎发育的神经外胚
层及中胚层的发育中扮演着重要角色［A%］。QP 是人体
重要的亚铁氧化酶，在脑内铜蓝蛋白有促进脑神经细

胞铁的释放和摄取作用，维持神经元正常活性；脑内

QP表达异常可能与某些神经退行性疾病有关［A2］。膜

金属肽内切酶可编码、转录与学习记忆、血管发生及神

经发生有关基因［A,］。

1 1 我们的结果表明细胞内./0蛋白的表达可对./0
信号系统的相关基因进行调控，引起的生物过程涉及

神经系统发育、神经元存活、神经毒性等生物过程。本

结果为深入了解./0信号系统的生物学功能、对细胞
内复杂的信号通路的调节及其在神经分化机制等研究

中提供了重要的线索。
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（编辑1 陈聪连）

8&8A 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 第 1 三 1 军 1 医 1 大 1 学 1 学 1 报 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 第 2&卷


