
第１２卷第１０期
２０１０年１０月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１２Ｎｏ．１０
Ｏｃｔ．２０１０

［收稿日期］２０１０－０１－０９；［修回日期］２０１０－０２－１７
［作者简介］李守明，女，本科，副主任医师。
［通信作者］刘志勇，研究员。

论著·实验研究

应用抑制性消减杂交技术鉴定母鼠铅暴露
后代海马差异表达基因
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　　［摘　要］　目的　筛查和鉴定与铅暴露相关的海马回中差异表达基因，为鉴定学习和记忆障碍相关基因提供
理论基础。方法　母体铅暴露后子代学习记忆障碍的幼鼠脑海马提取ＲＮＡ，采用抑制性消减杂交技术，鉴定母鼠
铅暴露后代海马差异表达基因。结果　构建了１个近２００个克隆的差减文库，测序表明得到有效克隆９３个，并从
中克隆和鉴定了母鼠铅暴露致学习和记忆能力显著下降的幼鼠中的海马中差异表达的基因，共４３种不同的基因
以及４种未知功能基因。结论　 在铅暴露造成幼鼠海马中明显上调的基因包括一些已知的看家基因编码蛋白和
一些与细胞蛋白折叠、信号传导、应激响应及ＤＮＡ甲基化相关功能的蛋白。这些蛋白可能与幼鼠学习、记忆能力
的显著降低直接相关。 ［中国当代儿科杂志，２０１０，１２（１０）：８２０－８２４］
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　　学习和记忆为两种不同而又密切联系的神经生
物学活动，是大脑的重要功能。研究发现，大脑是铅

的重要靶器官之一，虽然铅转移至脑的速度比至其

他器官慢７８～８００倍，但仍有相当多的铅会通过血
脑屏障进入大脑，而且在影响学习记忆的重要中

枢—海马回的铅浓度最高。“宫内铅暴露”不但会

引起早产、低出生体重和流产、死胎等围产期病理状

态［１］，还可引起出生后儿童的智能发育障碍。回顾

性研究表明，血铅水平与智商存在负相关关系［１２］。

因此筛查和鉴定铅暴露影响的基因有助于揭示海马

回中铅易感基因，特别是学习和记忆相关基因。

本研究首次在国际上应用抑制性消减杂交

（ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＳＳＨ）技术筛选
围产期铅暴露后代大鼠和正常大鼠之间的差异表达
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基因，寻找和确定围产期铅暴露后代的障碍相关靶

标基因，从而为铅暴露影响学习和记忆提供更多的

理论依据，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　实验动物
清洁级 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）雌性大鼠 ２０只，

由上海Ｂ．Ｋ实验动物有限公司提供［生产许可证号
２００３００００２］。饲养于屏障环境中［使用许可证：
ＳＹＸＫ（赣）２００３０００３］。饲料由北京科澳协力饲料
有限公司提供［生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）２００５
０００７］；饮水经１２１℃高压灭菌３０ｍｉｎ。
１．２　仪器和试剂

低温超速离心机（德国，Ｓｉｇｍａ公司），ＴＧＬ１６Ｇ
型高速离心机，ＵＶ３００紫外分光光度计（英国），Ｂｉ
ｏｍｅｔｒａＴｌＰＣＲ仪，ＢｉＯＲＡＤ电泳仪，ＤＹＣｐ３１Ｄ型
电泳槽（北京六一仪器厂），德国 ＧＦＬ振荡水浴箱，
美国ＣｈｅｍＩｍａｇｅｒ５５００电泳凝胶成像系统，ＨＺＱ１００
振荡培养箱（哈尔滨东联电子技术公司），３７℃恒温
培养箱。

蛋白酶 Ｋ及 Ｔｒｉｓ饱和酚为 Ｓｉｇｍａ公司产品，
ＲＮＡ提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ产品，Ｐｏｌｙ（Ａ＋）
ＴｒａｃｔｍＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒为 Ｐｒｏｍｅｇａ产
品，ＰＣＲＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ为 Ｔａｋａｒａ产品，ＰＣＲＳｅｌｅｃｔ
ｃＤＮＡｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎ试剂盒为Ｃｌｏｎｔｅｃｈ产品，ｐＭＤ１８Ｔ
Ｖｅｃｔｏｒ、大肠杆菌 ＪＭ１０９、Ｘｇａｌ，ＩＰＴＧ为 Ｔａｋａｒａ产
品。醋酸铅（上海试剂四厂，批号：０３０１０７）使用前
用蒸馏水配成相应浓度备用。

１．３　实验分组
２０只雌性大鼠受孕后分为实验组和对照组

（ｎ＝１０），实验组自受孕后即给予醋酸铅每日
２４０ｍｇ／ｋｇ口服直至仔鼠断乳，共染铅 ４２ｄ。
１．４　学习记忆能力测试

采用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫法测试幼鼠学习记忆能
力［３］。在一直径为１ｍ、高０．５ｍ、水深３０ｃｍ、内壁
为黑色的圆形水池中，按空间划分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ四
个象限，将一直径为１１ｃｍ的平台固定于第Ⅰ象限，
水池水装至平台上１ｃｍ，水温控制在２２～２５℃。

定位航行试验（ｐｌａｃｅｎａｖｉｇａｔｉｏｎ）：选取２０ｄ的
幼鼠２０只（实验组，对照组各１０只）进行实验。试
验开始先将幼鼠放入水池中（不放平台）自由游泳

２ｍｉｎ，使其熟悉迷宫环境。试验共历时７ｄ，每天定
于固定时间段（ｂｌｏｃｋｓ）训练。训练开始时，将平台
置于Ⅰ象限，从池壁４个起始点的任一点将大鼠面

向池壁放入水池。自由录像记录系统记录大鼠找到

平台的时间（逃避潜伏期，ｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ）和游泳路
径，４次训练后即将大鼠分别从４个不同的起始点
（不同象限）放入水中。大鼠找到平台后或１２０ｓ内
未找到平台（潜伏期记为１２０ｓ）则由实验者将其拿
上平台，在平台上休息１５ｓ，再进行下一次试验。每
日以大鼠４次训练潜伏期的平均值做为大鼠当日的
学习成绩。

空间探索试验（ｓｐａｔｉａｌｐｒｏｂｅ）：第８天撤除原平
台，将大鼠任选１个入水点放入水中，所有大鼠必须
为同一入水点，记录大鼠在２ｍｉｎ内跨越原平台（虚
拟平台）的次数和第一次穿越该平台的时间，并记

录其在４个象限中停留的时间作为空间记忆能力。
１．５　ＳＳＨ实验方法
１．５．１　随机选取围产期实验组母鼠所生幼鼠１０只
（２０日龄，每窝１只），快速断头取脑后分离海马核
团，按 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ后，用 Ｐｏｌｙ（Ａ＋）Ｔｒａｃｔ
ｍＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍＩＩＩ试剂盒纯化 ｍＲＮＡ，通过
ＮａｎｏｄｒｏｐＮＤ１０００紫外分光光度计和１．２％琼脂糖
甲醛变性电泳对ｍＲＮＡ分别进行定量和定性分析。
于－７０℃保存。获得的ｍＲＮＡ用于构建差减文库。
１．５．２　双链 ＤＮＡ合成与 ＲｓａＩ酶切按 ＰＣＲＳｅｌｅｃｔ
ｃＤＮＡＳｕｂｔｒａｃｔｉｏｎｋｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｃａｔ．Ｎｏ．６３７４０１）试
剂盒操作手册进行。将２．５μＬ（ｌ．５μｇ）ｍＲＮＡ与
ｃＤＮＡ合成引物混合，７０℃退火结合２ｍｉｎ，在２００Ｕ
反转录酶的作用下，４２℃延伸 １．５ｈ。立刻加入
ｄＮＴＰｍｉｘ，２０×ｅｎｚｙｍｅｃｏｃｋｔａｉｌ组成 ８０μＬ反应体
系，１６℃ 孵育２ｈ后，加入６ＵＴ４ＤＮＡ聚合酶，１６℃
反应３０ｍｉｎ后，合成 ｃＤＮＡ第二链。将双链 ｃＤＮＡ
４３．５μＬ经１５ＵＲｓａＩ３７℃酶消化１．５ｈ，饱和酚∶氯
仿∶异戊醇（２５∶２４∶１）和氯仿∶异戊醇（２４∶１）各抽提
１次后，８０％乙醇沉淀酶切产物，并溶于５μＬ无菌
水中。

１．５．３　两种接头的连接及其效率分析　　实验组
ｃＤＮＡ在Ｔ４ＤＮＡ连接酶（４００Ｕ／μＬ）的作用下，分
别与接头 １和 ２Ｒ在 １６℃下连接 １７ｈ，加 １μＬ
０．２ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）终止反应，ＰＣＲ检测连
接效率，即完成ＴｅｓｔｅｒｃＤＮＡ的制备。
１．５．４　两次差减杂交　　检验实验组接头连接率
＞２５％后，将接头 １和 ２Ｒ连接的实验组 ｃＤＮＡ
１．５μＬ分别与对照组的双链 ｃＤＮＡ充分混合后，加
人１０μＬ石蜡，在６８℃下孵育９ｈ。立即将两组经
过第１次杂交的体系混合，另加９８℃１５ｍｉｎ变性的
对照组ｃＤＮＡ１μＬ６８℃孵育１８ｈ，用１００μＬ的稀
释缓冲液稀释杂交产物。

·１２８·
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１．５．５　巢式ＰＣＲ扩增　　取２μＬ稀释杂交产物，
在 ５０×ＡｄｖａｎｔａｇｅｃＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＭｉｘ的作用
下，以接头１和２Ｒ的共同内侧序列为引物，进行第
一次ＰＣＲ扩增，反应条件为 ９４℃ ２５ｓ，９４℃ ｌ０ｓ，
６６℃ ３０ｓ，７２℃ １．５ｍｉｎ，３５个循环后 ７２℃延伸
１０ｍｉｎ。取３μＬ第一次ＰＣＲ产物，用２７μＬ无菌水
稀释后，作为第２次 ＰＣＲ反应的模板，并以接头１
和２Ｒ的外侧序列引物，进行第２次ＰＣＲ扩增，反应
条件为９４℃ １０ｓ，６８℃ ３０ｓ，７２℃ １．５ｍｉｎ，２０个循
环后７２℃延伸ｌ０ｍｉｎ。
１．５．６　ｃＤＮＡ消减文库消减效率分析　　取消减
杂交的实验组的第２次 ＰＣＲ产物和未消减杂交的
实验组的第２次ＰＣＲ产物为模板，分别加入βａｃｔｉｎ
基因的上下游引物，反应体系为３０μＬ，分别在１８，
２３，２８，３３个循环结束时取５μＬＰＣＲ产物，１％琼脂
糖凝胶电泳分析消减有效率。

１．６　ｃＤＮＡ消减文库的构建
１．６．１　ＰＣＲ产物的 ＴＡ克隆　　应用 ｐＭＤ１８Ｔ
Ｖｅｃｔｏｒ试剂盒，按说明书进行。取１μＬ第２次ＰＣＲ
产物与１μＬ的ｐＭＤ１８ＴＶｅｃｔｏｒ混合，加人３μＬ无
菌水，在５μＬ连接缓冲液的作用下，１６℃循环水浴
连接１８ｈ。取５μＬ连接反应产物与１００μＬ感受态
大肠杆菌 ＪＭ１０９混合，进行转化，转化子涂布于含
１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素的 Ｘｇａｌ／ＩＰＴＧ琼脂平板上，
３７℃培养 １８ｈ，随机挑取白色克隆，分别接种于
１００μＬ／ｍＬ氨苄青霉素的ＬＢ培养基中，３７℃增菌后
９００μＬ菌液加人１００μＬ灭菌甘油，－７０℃保存，即
得到差减ｃＤＮＡ的质粒文库。
１．６．２　阳性克隆的测序与及分析　　取阳性克隆
菌液１μＬ为模板，用巢式引物 １和２Ｒ为引物，进
行ＰＣＲ扩增，１％琼脂糖凝胶电泳分析确认有插人
片断后，送上海生物工程公司以 Ｍ１３引物进行测
序。测序结果用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０分析后，在Ｇｅｎ
ｂａｎｋ中进行同源性分析。
１．７　ＲＴＰＣＲ检验差异表达的基因

将用于构建差减文库的实验组以及对照组的组

织提取总 ＲＮＡ，并逆转录得到 ｃＤＮＡ并作为 ＲＴ
ＰＣＲ的模板。用 βａｃｔｉｎ基因引物扩增逆转录合成
的ｃＤＮＡ：２５μＬ反应体系中加入１μＬ稀释的逆转
录产物为模板，按９４℃预变性１ｍｉｎ后，９４℃ １０ｓ、
５０℃ ３０ｓ、７２℃ ３０ｍｉｎ的循环参数进行ＰＣＲ。根据
条带的亮度，以确定试验组和对照组各个样品的稀

释倍数，使得ＲＴＰＣＲ时各样品的模板量基本相当。
然后用基因特异的上游和下游引物进行 ＰＣＲ，以检
测上述ＳＳＨ筛选得到的相关基因在实验组以及对

照组的组织中是否为差异表达。

１．８　统计学分析
所有数据采用 ＳＰＳＳ１１．５软件分析和处理，结

果采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，均数间比较采用
ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ进行统计处理，Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠学习记忆能力测试
２．１．１　２０日龄幼鼠的定位航行实验结果　　通过
图１可知，大鼠在孕期和哺乳期铅暴露可导致２０日
龄后代幼鼠的定位航行能力受到明显影响。随着训

练时间的增加，对照组的幼鼠逃避时间显著缩小，而

实验组幼鼠的逃避时间并没有显著的减少，与对照

组比较差异有统计学意义。
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　　图１　幼鼠的定位航行（逃避潜伏时间）实验结果　
ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１

２．１．２　２０日龄幼鼠的空间探索实验结果　　在训
练７ｄ后进行空间探索测试，发现对照组幼鼠搜寻
平台的时间明显较实验组快，在第Ⅰ象限停留的时
间比实验组要多，差异有统计学意义（图２）。穿越
平台的次数也显著高于实验组（Ｐ＜０．０１）。

!"#

$%#

&'

!

()*+

,

!

-./01*+

"

"

!##

$#

%#

&#

'#

#

*
+

!

(
)

-
"

　　图 ２　幼鼠的空间探索实验结果　ａ：与对照组比较，
Ｐ＜０．０１

２．２　总ＲＮＡ的定性和定量分析
紫外分光光度仪（ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ１０００）检测显示

实验组和对照组幼鼠海马的总 ＲＮＡ浓度分别为
１．５６μｇ／μＬ和１．４２μｇ／μＬ，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０＞１．９３。
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ＲＮＡ用１．２％琼脂糖甲醛变性电泳可见总 ＲＮＡ为
明显的２８Ｓ和１８Ｓ条带，条带亮度比值约为２∶１，
且ＲＮＡ弥散带位于０．５ｋｂ以上。表明 ＲＮＡ未被
降解，符合实验要求。

２．３　ｃＤＮＡ两端连接率检测
双链ＤＮＡ与接头连接效率的高低是决定抑制消

减杂交成败的关键步骤。双链ｃＤＮＡ的酶切片段分
别与接头１和２Ｒ连接。图３显示了检测实验组１
ｃＤＮＡ和实验２ｃＤＮＡ的接头连接效率的结果。２、４
泳道是βａｃｔｉｎ的上游和下游引物作ＰＣＲ；１、３泳道用
ａｄａｐｔｏｒ１和ａｄａｐｔｏｒ２Ｒ的共有序列的引物ＰＣＲＰｒｉｍ
ｅｒ１以及βａｃｔｉｎ的下游引物。如果接头１和２Ｒ连接
到ｃＤＮＡ上，１、３道的扩增产物将会大于２、４泳道的
扩增产物，而且亮度不小于１、３产物的２５％。从图３
可知，接头与ｃＤＮＡ的连接效率符合要求。
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　　图３　ＰＣＲ检测Ｔｅｓｔｅｒ１ｃＤＮＡ和Ｔｅｓｔｅｒ２ｃＤＮＡ接头
连接效率　（Ｍ：ＭａｒｋｅｒＩＩＩ分子量标准。１和３：用 ＰＣＲＰｒｉｍｅｒ１以
及βａｃｔｉｎ的下游引物进行 ＰＣＲ的产物；２和４：βａｃｔｉｎ的上游和下

游引物作ＰＣＲ的产物；１和２：Ｔｅｓｔｅｒ１ｃＤＮＡ为模板；３和４：Ｔｅｓｔｅｒ２

ｃＤＮＡ为模板）

２．４　差减ｃＤＮＡ文库的建立
经过两轮差减杂交以及两轮 ＰＣＲ之后，在第２

次ＰＣＲ产物中，那些在实验组与对照组中表达没有
差异基因的拷贝数已大大减少了。同样以 βａｃｔｉｎ
作检测指标，比较它们在经过差减和未经差减杂交

的ｃＤＮＡ中丰度的相差倍数，以估计差减杂交效率。
以没有经过差减的ｃＤＮＡ为模板，βａｃｔｉｎ基因在２０
个循环就可见到明显的扩增带，而在经过差减杂交

的ｃＤＮＡ中直到３５个循环后才扩增出明显带。因
此，差减杂交将免疫组中特有的 ｃＤＮＡ富集了大约
２１５倍。
２．５　差异ｃＤＮＡ片段的ＰＣＲ筛选

将差减 ｃＤＮＡ的第２次 ＰＣＲ产物与 Ｔ载体连

接，转化大肠杆菌，得到了含近２００个克隆的质粒文
库。随机挑选１００个克隆进行ＰＣＲ筛选，弃阴性克
隆和ＰＣＲ产物为多条带的克隆，得到了 ＰＣＲ产物
为单一条带并且插入 ｃＤＮＡ片段的大小在 ０．２～
１．２ｋｂ之间的有效克隆９３个。本研究筛选的基因
包括Ｐａｒｋ２、Ｍａｐ３ｋ１０、Ｎｆａｔｃ１、Ｒｕｎｘ１、Ｄｄｘ１８、Ｃｔｃｆ、
和Ｐｒｋｄｃ等。图４显示了部分ＰＣＲ筛选的结果。
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　　图４　ＰＣＲ鉴定感染组差减文库中 ｃＤＮＡ片断的大小
　（泳道１２１：从差减文库中随机调取的２１个克隆的ＰＣＲ产物；Ｍ：
ＭａｒｋｅｒＩＩＩＤＮＡｍａｒｋｅｒ）

２．６　差异ｃＤＮＡ片段的序列分析
９３个阳性克隆的序列经过 ＢＬＡＳＴＸ查询后，能

够找到同源基因片段的有８９个，未找到任何同源性
片段的有４个。这８９个能找到同源片断的克隆编
码４３种不同的基因。在已鉴定的差减文库中１４个
基因出现重复，其中重复数最多的基因是载脂蛋白

ＡＩ（ｎ＝８），以及同源性很高的未知蛋白１１个。
２．７　差异表达基因的ＲＴＰＣＲ验证

采用ＲＴＰＣＲ方法对５个已知同源的基因在实
验组和对照组的混合组织中的差异表达进行了验

证，半定量 ＲＴＰＣＲ法证明这些基因在铅暴露后的
大鼠海马组织中表达是上调的，见图５。
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　　图５　ＲＴＰＣＲ测定各基因在实验组和对照组的差异
表达情况
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３　讨论

ＳＳＨ是在代表性差异分析技术（ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎａｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＲＤＡ）的基础上结合抑制性 ＰＣＲ
和消减杂交技术发展起来的一种高效分离差异表达

基因的方法，具有特异性高、假阳性率低、操作简便、

灵敏度高等特点。ＳＳＨ能用于分析正常和异常状态
下基因的表达变化，并且可用于克隆和鉴定相关差

异基因，对于筛选和鉴定新的功能基因从而研究基

因的表达调控有着重要的意义。目前 ＳＳＨ方法在
心血管疾病、肿瘤医学和免疫学等各方面研究中被

证明具有重要的作用，应用该技术已经成功地克隆

了很多与疾病、发育相关的重要基因［５１０］。本研究

给母鼠孕期和哺乳期经铅暴露后所产子代通过

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测，学习记忆能力显著下降，进一步
采用ＳＳＨ的方法探索了母鼠铅暴露后代海马组织
中的差异表达基因。

在铅暴露造成幼鼠海马中明显上调的基因包括

一些已知的看家基因和一些与细胞生长调控密切相

关的基因如Ｍｄｎ１、Ｓｔｋ２４和Ｔａｏｋ２等，这些蛋白与细
胞蛋白折叠，调控蛋白复合体的组装，肌蛋白丝的聚

合密切相关。在差减文库中鉴定出一个基因编码金

属肽酶。推测机体在铅的作用下上调的金属肽酶表

达水平，从而增强机体对由于重金属作用导致变性

蛋白或组装不正确多肽的内切作用，发挥其抗铅污

染的作用。本研究筛选到 Ｐａｒｋ２基因，该基因在突
触传递、多巴胺的代谢和神经递质的分泌调整等方

面具有重要功能，从基因水平上说明铅暴露确实导

致学习、记忆和行为的改变。在差减文库中还鉴定

得到 Ｍａｐ３Ｋ１０、Ｎｆａｔｃ１、Ｒｕｎｘ１、Ｄｄｘ１８和 Ｐｒｋｄｃ等基
因。这些基因在海马组织中的上调说明铅在该组织

中影响广泛，因为这些基因编码了与信号传导相关

的蛋白质激酶、ＡＴＰ结合蛋白、依赖钙调蛋白的磷酸

酯酶的和磷酸转移酶等。另外，本研究在差减文库

中筛选到 Ｃｔｃｆ基因。该基因与 ＤＮＡ结合、ＤＮＡ甲
基化、应激响应以及维持ＤＮＡ甲基化有密切关系。

本实验结果表明，母鼠铅暴露影响了后代幼鼠

海马中许多跟应激反应、信号传导和蛋白翻译／折叠
相关功能的蛋白，这些蛋白可能与幼鼠学习、记忆能

力的显著降低直接相关，为今后铅暴露的信号传导

以及对学习、记忆能力的调控和影响机制打下了

基础。
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