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室间隔缺损 !"#$下游相关基因的初步研究
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摘 要 了解 ABC#在心脏发育中的作用，探索室间隔缺损的特异相关基因及其信号传导途径。应用!/,DE/EF1G
)(6 H系统，建立了心脏 ABC#基因敲除小鼠模型，利用 HEI选择性 @:+A差异显示法和基因芯片扫描（I+A 89@F(-F/
F-.）的方法，比较对照组和试验组 8I+A 表达水平，筛选 ABC# 下游基因。对照组的 8I+A 来自!/,DE/EF1J G K

ABC#5G J的 !!*&L小鼠胚胎心脏，试验组的 8I+A来自!/,DE EF1J G K ABC#5G K 的 !!* &L小鼠胚胎心脏。心脏特异的
ABC#基因敲除后，血小板激活因子乙酰水解酶及转录因子 H-6/2等基因的表达水平下降，"亚类 !M/#/#蛋白及蛋白
酪氨酸激酶等基因的表达水平上调。血小板激活因子乙酰水解酶及转录因子 H-6/2等基因可能是 ABC#重要的下
游基因，与室间隔缺损的形成有关；"亚类 !M/#/#蛋白及蛋白酪氨酸激酶等基因是骨形态形成蛋白信号传导途径的
调控因子。
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室间隔缺损是一种常见的先天性心脏病，至今

对其致病因素及发病机理仍然知之甚少。近几年

来，国内外学者十分关注心脏发育的调控基因，尤其

是与室间隔缺损相关的基因。P@>)-;<1 等学者发
现，骨形态形成蛋白（Q(;1 8(FR>(<1;1?9@ RF(?19;，
Q,H）和骨形态形成蛋白受体 SA（I1@1R?(F SA (T U(;1
8(FR>(<1;1?9@ RF(?19;，又名 ABC#）是转化生长因子
（0F-;VT(F89;< <F(W?> T-@?(F/"，0X5/"）超家族成员，在
心肌细胞分化、心脏发育过程中起重要作用［! K #］。

Q1>F9;<1F利用小鼠进行 ABC# 基因敲除实验，发现
ABC#基因敲除的纯合子小鼠死于原胚胎形成早期
（7-F). <-V?FY)-?9(;）［M］。!""& 年，P@>;19L1F 等报道，应
用心脏器官特异性基因敲除系统（!/,DE EF1G)(6 H
系统），进行心脏 ABC#基因敲除实验，发现 ABC#基
因敲除的纯合子小鼠死于胚胎发育中期，心脏发育

但伴有心内膜垫和肌小梁发育不全、室间隔缺

损［& K 3］。ABC#不是心脏特异性基因，为此，我们应
用!/,DE/EF1G)(6 H 系统，建立了心脏特异的 ABC#
基因敲除小鼠模型，同时利用 HEI选择性 @:+A差
异显示法和基因芯片扫描（,9@F(-FF-.）的方法，探索

与室间隔缺损相关的 ABC#下游基因及其信号传递
途径。

% 材料和方法

%&% 动物
由 ,9@>-1) :* P@>;19L1F教授提供，!/,DE/EF1J G K

ABC#J G K E&4小鼠（含!肌球蛋白重链启动子启动
的 EF1重组酶转基因杂合子即 ABC#基因敲除杂合
子小鼠）和 ABC#5G5E&4小鼠（在 ABC#基因第 $个外
显子两端插入 )(6H序列）两者交配，可得到 ABC#基
因敲除的纯合子（!/,DE/EF1J G K ABC#5G K）和杂合子

（!/,DE/EF1J G K ABC#5G J）小鼠胚胎。

% ’( 总 )*! 和 +)*!的提取
收集试验组和对照组的 !! * & L的胚胎心脏，用

总 I+A 和 8I+A试剂盒（美国加利福尼亚州 ’-)1;/
@9(市 NSAX7+公司）提取总 I+A和纯化 8I+A。
% ’$ 用 ,-) 选择性 ./*! 差异显示法比较两组
+)*!表达水平
试验组的 8I+A来自!/,DE/EF1J G K ABC#5G K 的

!! * & L小鼠胚胎心脏，对照组的 8I+A来自!/,DE/



!"#$ % & ’()*+% $ 的 ,, - . / 小鼠胚胎心脏。以 012’
为模板逆转录合成 342’。运用 5!1 选择性 342’
差异显示试剂盒（美国加利福尼亚州 56786798 市
!78:9#3;公司），根据该公司提供的使用方法［<］，获得
一些基因的克隆。有的仅在试验组表达，而在对照

组不表达；另一些克隆正好相反。

! "# 基因芯片扫描［$］

用含小鼠 =. >>> 个基因的基因芯片（德国生
产），比较上述两组小鼠胚胎心脏总 12’表达水平。
试验组总 12’来自 ,, - ./的!?@A!?!"#$ % & ’()*+% &

小鼠胚胎心脏，对照组总 12’来自 ,, - ./的!?@A!
!"#$ % & ’()*+% $小鼠胚胎心脏。

! "% 实时定量 &’()*&［+ , !-］

定量 1B?5!1试剂盒 B6C @6: D:# E9#F 5!1 38"#
购自美国加利福尼亚州 +8E9#"市 5#"GH:?I70#"公司。
每个 5!1反应中加入 ,>>:J总 12’，在 KLM条件下
逆转录 *>0H:合成第一链 342’，然后以该 342’为
模板进行 5!1，每种 12’做 *复孔。初始变性条件
为 N.M、,>0H:；5!1扩增时，N.M变性 ,.E，O>M退火
$ 延伸 ,0H:，循环 K> 次。5!1 结束后，用 ’PQ
51QR@ <<>>序列检测仪（5#"GH:?I70#"，+8E9#"，加利
福尼亚州，美国）定量检测 1B?5!1产物。转录因子
56S?L的荧光素探针序列是：.T⋯ O+’@ BUB !!!
!’U BUB !’U !B! !’B !’’ !’ B’@1’⋯*T。56S?L
的正向引物序列是：.T⋯!’U ’’U U!U BBB UBU
’!’ ’BU ’⋯*T。56S?L 的逆向引物序列是：.T⋯
U!’ !BB BUU B!! UU’ BU’ BB⋯*T。定量 1B?5!1
内对照为基因 *OPK，荧光素探针序列是：.T⋯O+’@
!!’ UU! BBB UUU !’B !’! !’! U B’@1’⋯*T。
*OPK的正向引物序列是：.T⋯UU’ !!! U’U ’’U
’!! B!! BB⋯*T，*OPK 逆向引物序列是：.T⋯B!’
’BU UBU !!B !BU U’U ’BB⋯*T。

. 结 果

. "! 制备心脏 /012基因敲除小鼠
雌性!?@A!?!"#$ % & ’()$ % & 小鼠和雄性 ’()*+%+

小鼠交配，获得!?@A!?!"#$ % & ’()*+% & 和!?@A!?
!"#$ % & ’()*+% $的小鼠胚胎，如图 ,所示。
. ". )*&选择性 345/差异显示法分析 /012下
游候选基因

血小板激活因子乙酰水解酶等基因在!?@A!?
!"#$ % & ’()*+% &小鼠胚胎心脏中表达下调（表 ,），"亚

图 , 小鼠心脏 ’()*基因敲除示意图
+HJ-, RG#93; 06F 8V 36"/H63?EF#3HVH3 /#7#9H8: 8V ’()* J#:#

!’()* J#:# E#CW#:3#；"’()* J#:# G:83G?8W9；

—#—78S 5 R#CW#:3#

类 ,K?*?*蛋白等基因表达上调（表 =）。

表 ! /012下游部分基因表达下调（345/ 差异显示法）

’6789 ! ’:9 ;<=>?@A96B C9>9? <D /012 ;<=>(A9CE86@9; 7F

)*&(?9893@ 345/ ?E7@A63@G<>

260# 8V J#:# 260# 8V 378:#

5769#7#9?639HX69H:J V6398" 63#9Y7;Y/"876E# 1?4,=

169 9#E9HE?EF#3HVH3 V6":#EY7 FY"8F;8EF;69# EY:9;#96E# 1?PK

@!@ F"89#H: 1?4,

IRB 1?’L

IRB 1?P=

表 . /012下游部分基因表达上调（345/ 差异显示法）

’6789 . ’:9 ;<=>?@A96B C9>9? <D /012 EH(A9CE86@9;

7F )*&(?9893@ 345/ ?E7@A63@G<>

260# 8V J#:# 260# 8V 378:#

,K?*?* F"89#H: Z#96 EWZ9YF# +?’L

R#"H:#%9;"#8:H:# F"89#H: F;8EF;696E# 9YF# , 67F;6 +?’,

5;8EF;87HF6E# !?67F;6 +?UK

1#9H:8Z76E9806?ZH:/H:J F"89#H: +?A=

1WX P 7HG# F"89#H: = +?’=

IRB +?A.

. "2 基因芯片扫描的方法分析 /012下游候选基
因

比较!?@A!?!"#$ % & ’()*+% & 小鼠（试验组）和!?
@A!?!"#$ % & ’()*+% $小鼠（对照组）=.>>> 个基因的
表达水平，依据基因表达水平增加或减少 =倍以上
者判定为候选基因。按此标准分析，试验组小鼠胚

胎心脏中有 ,=个基因表达下调（表 *），,O个基因表
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达上调（表 !）。

表 ! "#$!下游部分候选基因表达下调（基因芯片扫描法）
%&’() ! %*) +,-./01)&2 3).)/ ,4 "#$!

+,-.51)36(&0)+ ’7 2891,&11&7

"#$% &’ (%)% *&+, ,&-)./%(0+#1%,

23&(+&45) !6 78

9#:.; < 7=

9>&?@>&+#$4#) AB7A

C45D0515).E&)F0(#15)( G)H3$% G8 !7!

I5)( J5)K *5)(%/ @/&1%5) ! 7=

L 9/&1%5).E&0@+%, I%K%@1&/ < 7<

M%&:3K315,5)% N5)#?% ! 7B

9#?$5)&(%) OK15P#1&/ Q)>5451&/ ! 7A

I#4AA4 87=

R&:.S 7< ! 7B

T/#)?K/5@15&) ’#K1&/ QQ*!?040)51 8 7=

20?K0+0? L/&-1>U,5’’%/%)15#15&) ’#K1&/ A 8 7=

表 : "#$!下游部分候选基因表达上调（基因芯片扫描法）
%&’() : %*) +,-./01)&2 3).)/ ,4 "#$!

6;51)36(&0)+ ’7 2891,&11&7

"#$% &’ (%)% *&+, 0@./%(0+#1%,

I#?.I%+#1%, @/&1%5) I#4.<4 = 7B

G9V ; @/&1%5) 8 7!

O 9/&1%5).T3/&?5)% N5)#?% &’ 1>% *&K#+ O,>%?5&)

N5)#?% ?04’#$5+3
< 7!

L#+%K15).W ! 7W

N.(+3@5K#) ! 7=

X"T.8 9/&1%5) 9/%K0/?&/ ! 7<

9+#Y&(+&45) ! 78

G@5,%/$#+ L/&-1> *#K1&/ I%K%@1&/ N5)#?% V04.

?1/#1%
! 7B

Q)1%/’%/&) I%(0+#1&/3 *#K1&/ A < 7=

2,$8 87<

I#?./%+#1%, @/&1%5) IOEA 87B

I#?./%+#1%, @/&1%5)（N/%P.A） 87S

T/#)?K/5@15&)#+ #K15P#1&/ *G6< 87<

V0@@/%??&/ &’ 2Q*8 201#15&)? 8 7<

G+&)(#15&) *#K1&/ A Z" !7B

I%(0+#1&/ &’ L.@/&1%5) ?5()#+5)( A6 AS 78

< =: >%5?@>确认候选基因
用等量试验组和对照组总 I"O 逆转录成

KM"O，利用每个基因特异的 9EI引物进行 9EI 扩
增，比较 9EI产物量，内对照为 LO9MR基因。结果
表明：试验组血小板激活因子乙酰水解酶（9+#1%+%1.
#K15P#15)( ’#K1&/ #K%13+>3,/&+#?%，9O*）在第 8A 个 9EI
周期、转录因子 9#:.;在第 8=个 9EI周期的 9EI产
物明显低于对照组，说明试验组中这些基因表达水

平下调（图 8），而试验组!亚类 A!.S.S 蛋白在第 8S
个 9EI周期、蛋白酪氨酸激酶在第 8A个 9EI周期
的 9EI产物明显高于对照组，说明试验组中这些基
因表达水平上调（图 S）。

图 8 试验组和对照组中 9#:.;、

9O*和 LO9MR基因的表达

*5(78 T>% 9#:.;，9O* #), LO9MR (%)%? %:@/%??5&) +%P%+

5) 1%?1 #), K&)1/&+ (/&0@

E/%[ U Z，O\NS*U Z 5? )#$%, 1%?1 (/&0@；

E/%[ U Z，O\NS*U [ 5? )#$%, K&)1/&+ (/&0@

图 S 试验组和对照组中 A!.S.S、

9TN和 LO9MR基因的表达

*5(7S T>% A!.S.S、9TN #), LO9MR (%)%? %:@/%??5&) +%P%+

5) 1%?1 #), K&)1/&+ (/&0@

E/%[ U Z，O\NS*U Z 5? )#$%, 1%?1 (/&0@；

E/%[ U Z，O\NS*U [ 5? )#$%, K&)1/&+ (/&0@
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! "# 实时定量 $%&’($
采用定量 !"#$%!方法分析小鼠转录因子 $&’#(

基因表达。结果显示，内对照 )*+,基因的表达水平
在两组间无显著差异，试验组小鼠 $&’#( 基因表达
明显低于对照组（! - ./..0）（图 ,）。

图 , 采用定量 !"#$%!的方法比较转录

因子 1&’#(基因表达水平

234/, %561&78 9:8 $&’#( 48;8 8’178<<35; =8>8=

?<3;4 @?&;939&93>8 !"#$%!
0AB:398 C5=57 C5=?6;< <:5D 9:8 E&9& F756

!#GH% %78 I J K LMN) 2J I 63C8；

OA+=&CP C5=57 C5=?6;< <:5D 9:8 E&9& F756

!#GH% %78 I J K LMN) 2J K 63C8；

)A)*+, 3< & @?&;939&93>8 !"#$%! 3;987;&= C5;975= 48;8

) 讨 论
骨形态形成蛋白（+G$）是属于转化生长因子"

（"Q2#"）超家族成员中的一种分泌型的信号分子。
它们的生理功能包括细胞的增殖、分化、凋亡和组

织、器官的形态形成。+G$是通过结合骨形态形成
蛋白受体复合体（这复合体是由受体 R和受体 RR组
成）执行其功能的。LMN)是一种骨形态形成蛋白受
体 RL。近几年国内外学者十分关注骨形态形成蛋
白受体 RL（LMN)）基因在心脏发育过程中的作用。
心脏特异的!#GH%被用作为 %78重组酶的启动子，
并被使用在 %78 I =5’ $ 系统，创建了心脏特异的
LMN) 基因敲除的小鼠模型。初步结果显示 LMN)
基因与心脏室间隔缺损密切相关。LMN)是上游的
信号传递分子，LMN) 基因在多种组织和脏器中表
达，尤其是心脏。利用 $%!选择性 CSTL差异显示
法和基因芯片扫描方法，初步获得一些候选基因，它

们位于 LMN)基因下游。LMN)基因敲除后，这些基
因表达水平下调或上调，如血小板激活因子乙酰水

解酶及转录因子 $&’#(等基因表达水平明显降低，"
亚型 0,#)#)蛋白及蛋白酪氨酸激酶等基因表达水平
显著升高。$%!选择性 CSTL差异法和基因芯片扫
描的方法是目前世界上最先进、最快捷的比较两组

基因库基因差异表达的方法，但由于存在一些操作

误差和对表达水平很低的基因的敏感性不够，这两

种方法仍有一定的假阳性和假阴性。所以，!"#$%!
和定量 !"#$%!被用于排除一些假阳性候选基因。
这些被证实的候选基因在心脏的表达部位、表达时

间以及相互之间的调控机理还不清楚，有待于进一

步研究。
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