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在驯鹿组织器官中的表达
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摘暋要暋为检测生长素棬 棭在驯鹿体内可能表达的器官棳采用反转录灢聚合酶链式反应棬斠斣灢斝斆斠棭和实时荧光

定量斝斆斠棬旘斿斸旍灢旚旈旐斿斝斆斠棭技术棳检测驯鹿的下丘脑暍垂体暍舌暍食管暍瘤胃暍网胃暍瓣胃暍皱胃暍十二指肠暍空肠暍回肠暍
结肠暍心暍肺暍肝暍脾暍肾暍膀胱暍输尿管暍睾丸暍附睾暍输精管暍淋巴结暍甲状腺暍胰暍肾上腺暍胸腺暍精囊腺和骨骼肌中

的表达情况暎 在上述器官中均有表达棳且在皱胃内的表达量明显高于其他器官棬 椉棸棶棸 棭棳其次是

胰暍十二指肠暍睾丸和食管棳与下丘脑暍垂体和舌等其余器官内的表达量相比差异也显著棬 椉棸棶棸 棭棳这些器官内的

表达量相对较少暎
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旚旇斿斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旈旑旓旚旇斿旘旓旘旂斸旑旙棬 椉棸棶棸 棭棶
斔斿旟旝旓旘斾旙暋 椈旘斿旈旑斾斿斿旘椈斠斣灢斝斆斠椈旘斿斸旍灢旚旈旐斿斝斆斠

暋暋驯鹿的茸暍肉暍乳暍鞭暍生殖腺暍皮和胎血等具有

很高的经济价值棳因此棳驯鹿是一种珍贵的经济动

物暎驯鹿目前处于半野生状态棳但由于生存环境和

饲养条件无法满足驯鹿特殊要求棳很容易产生多种

疾病棳甚至死亡暎 是生长激素促分泌素受体

棻斸棬斍旘旓旝旚旇 旇旓旘旐旓旑斿旙斿斻旘斿旚斸旂旓旂旛斿旘斿斻斿旔旚旓旘棻斸棳
斍斎斢灢斠棻斸棭的一个内源性配体棳研究发现 不

仅能够促进生长激素的释放椲棻椵棳还具有刺激食欲暍调
节能量代谢暍促进胃蠕动暍影响消化器官的发育和成

熟等多种生物学效应棳并且与临床上的多种疾病关

系密切暎自首次从人和鼠的胃组织中分离提取得到

以来椲棻椵棳随着研究的不断深入棳斍旑斸旑斸旔斸旜斸旑
等椲棽椵发现 除了在人的消化系统中表达外棳
还在生殖系统暍神经系统和内分泌系统也有表达暎
在禽类体内棳斔斸旈旟斸等椲棾椵研究发现 在鸡腺胃

中有表达棳之后许多研究者还发现 在鸡的

呼吸系统暍泌尿系统和心血管系统中也有表达椲棿灢椂椵暎
在反刍动物体内棳斖旈旍旍斿旘等椲椃椵研究显示在成年绵羊

的消化系统暍生殖系统和淋巴系统内 均有

表达暎 分布的普遍性充分说明其具有广泛
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的生理作用暎目前有关 的研究大多都集中

在鼠和 人 类棳而 关 于 反 刍 动 物 特 别 是 驯 鹿 体 内

的研究资料报道较少棳本课题组已完成了驯

鹿生长 素 全 长 斻斈斘斄 的 克 隆 及 序 列 分

析椲椄椵棳但并未见有关 在驯鹿不同器官内的

表达情况的报道暎本 试 验 采 用 斠斣灢斝斆斠 和 旘斿斸旍灢
旚旈旐斿斝斆斠方法棳检测 驯鹿体 内可能表 达

的器官棳以阐述 在驯鹿体内的分布范围棳
了解分泌 的主要器官棳旨在为进一步研

究 在 驯 鹿 体 内 各 器 官 的 作 用 提 供 理 论

依据暎
棻暋材料与方法

棻棶棻暋试验材料

棻棶棻棶棻暋试验动物

棻头残疾雄性驯鹿棬右后肢缺失棭由内蒙古大兴

安岭北敖鲁古雅民族自治乡提供暎
棻棶棻棶棽暋试剂

斈斘斄斖斸旘旊斿旘为斈棽棸棸棸棳斠斘斄旈旙旓斝旍旛旙棬斣旓旚斸旍斠斘斄
提取试剂棳日本 斣斸斔斸斠斸 公司棭棳斝旘旈旐斿旘斢斻旘旈旔旚斣斖 斠斣
旘斿斸旂斿旑旚斔旈旚旝旈旚旇旂斈斘斄 斉旘斸旙斿旘棬斣斸斔斸斠斸 公 司棭棳
斝旘斿旐旈旞斣斸旕斣斖 棬斣斸斔斸斠斸公司棭棳斢斮斅斠猝斝旘斿旐旈旞斉旞
斣斸旕斣斖栻棬斣旍旈斠斘斸旙斿斝旍旛旙棳斣斸斔斸斠斸公司棭棳氯仿棳异
丙醇棳椃 棩乙醇棳琼脂糖暎
棻棶棽暋试验方法

棻棶棽棶棻暋材料

残疾驯鹿屠宰后立即刮取舌暍食管暍瘤胃暍网胃暍
瓣胃暍皱胃暍十二指肠暍空肠暍回肠暍结肠和膀胱等组

织的黏膜棳并切取适量的下丘脑暍垂体暍心暍肝暍肺暍
脾暍肾暍肾上腺暍输精管暍输尿管暍淋巴结暍精囊腺暍睾
丸暍附睾暍甲状腺暍骨骼肌暍胸腺和胰等组织棳立即放

入液氮中冷冻备用暎
棻棶棽棶棽暋斝斆斠引物的设计及合成

根据本课题组呈送到 斍斿旑斅斸旑旊中驯鹿

部分 旐斠斘斄序列和引物设计原则设计一对特异性

斝斆斠引物暎另外根据驯鹿 序列设计另

外一对斝斆斠引物斝棾暍斝棿暎引物由生工生物工程棬上
海棭股份有限公司合成暎

上游引物棬斝旘旈旐斿旘棻棭序列为椇曚灢斄斄斆斍斆斆斆斆斆灢
斣斣斣斍斄斆斄斣斣斍斍灢棾曚暋

下游引物棬斝旘旈旐斿旘棽棭序列为椇曚灢斣斍斄斍斍斍斣斍斍灢
斍斍斄斄斆斍斍斄斆斄斍灢棾曚暋

上游引物棬斝旘旈旐斿旘棾棭序列为椇曚灢斆斆斆斍斍斄斍斄斄灢

斍斍斄斍斆斆斣斍斄斍斄斄斄斆灢棾曚暋
下游引物棬斝旘旈旐斿旘棿棭序列为椇曚灢斣斍斄斣斍斆斆斆斆灢

斆斍斄斆斣斍斣斆斆斆斣斄斣斣斄灢棾曚暋
棻棶棽棶棾暋总 斠斘斄 的提取

采用斣斸斔斸斠斸公司的斠斘斄旈旙旓斝旍旛旙斣旓旚斸旍斠斘斄
提取试剂盒棳将驯鹿的各个组织按照棻棸棸旐旂棷旐斕
斠斘斄旈旙旓斝旍旛旙加入 斠斘斄旈旙旓斝旍旛旙试剂棳按照试剂说

明书操作暎 后用无斠斘斸旙斿去离子水熔解斠斘斄沉

淀棳棴椄棸曟保存备用暎
棻棶棽棶棿暋反转录反应棬斠斿旜斿旘旙斿旚旘斸旑旙斻旘旈旔旚旈旓旑棳斠斣棭

使用 斣斸斔斸斠斸公司的反转录试剂盒棳反应液配

制在冰上进行暎将椂棶 毺斕的 斠斘斄加入到棻棶 旐斕
离心管中进行去除基因组 斈斘斄 反应暎反应体系为

棻棸毺斕棳其 中 斠斘斸旙斿斊旘斿斿斾斎棽斚 棸棶 毺斕暍旂斈斘斄
斉旘斸旙斿旘棻棶棸毺斕暍 暳旂斈斘斄 斉旘斸旙斿旘斅旛旀旀斿旘棽棶棸毺斕棳
棿棽曟 水浴棽旐旈旑暎将上述棻棸毺斕的反应液加入到

反转录体系中合成斻斈斘斄棳反应体系为棽棸毺斕棳其中

斠斘斸旙斿斊旘斿斿斾斎棽斚棿棶棸毺斕暍暳斝旘旈旐斿斢斻旘旈旔旚斅旛旀旀斿旘
棽棬旀旓旘斠斿斸旍斣旈旐斿棭棿棶棸毺斕暍斠斣斝旘旈旐斿旘斖旈旞棻棶棸毺斕暍
斝旘旈旐斿斢斻旘旈旔旚斠斣斉旑旡旟旐斿斖旈旞斏棻棶棸毺斕暎于斝斆斠仪

进行反转录棳反应条件为椇棾椃曟棻 旐旈旑棳椄 曟旙棳于
棴棽棸曟备用暎
棻棶棽棶暋斝斆斠检测

将反转录得到的斻斈斘斄 进行 斝斆斠 反应棳反应

体系椇斝旘斿旐旈旞 棬斣斸斔斸斠斸 斣斖 斨斿旘旙旈旓旑棽棶棸
旔旍旛旙 斾旟斿棭棻棽棶 毺斕暍斻斈斘斄 棸棶 毺斕暍引 物 棻
棬棽棸毺旐旓旍棷斕棭棸棶毺斕暍引物棽棬棽棸毺旐旓旍棷斕棭棸棶毺斕暍
灭菌蒸馏水棻棻毺斕暎斝斆斠 反应程序椇椆棿 曟预变性

旐旈旑椈椆棿 曟变性棾棸旙棳椂棽 曟退火棾棸旙棳椃棽 曟延伸

棾棸旙棳棾 个循环后椃棽 曟延伸椃旐旈旑暎斝斆斠 产物用

棻棩的琼脂凝胶电泳分离棳然后用凝胶成像系统

照相暎
棻棶棽棶椂暋表达量的检测

以斻斈斘斄为模板棳进行旘斿斸旍灢旚旈旐斿斝斆斠反应暎反

应体 系 为 棽棸毺斕椇斢斮斅斠 斝旘斿旐旈旑 斉旞 棬棽暳棭
棻棸毺斕棳斦旔 旔旘旈旐斿旘棬棻棸 毺旐旓旍棷斕棭棸棶椄 毺斕棳斈旓旝旑
旔旘旈旐斿旘棬棻棸毺旐旓旍棷斕棭棸棶椄毺斕棳棻棸倍稀释的斻斈斘斄 模

板棽毺斕棳斾斎棽斚椂棶棿毺斕暎反应程序为椇扩增程序椇
椆 曟 预变性棾棸旙椈椆 曟 变性 旙棳椂棾曟 退火棾棿旙棳
棿 个循环椈熔解程序椇椆 曟 旙椈椂棸 曟 棾棸旙椈椆 曟
棻 旙棳每个样品的 基因和 基因分

别做棾个重复暎 的相对表达量采用棽棴殼斆斣进

行计算椲椆椵棳曶斆斣椊斆斣 棴斆斣 暎

椄棿棻



暋第棿期 张曼等椇 在驯鹿组织器官中的表达

棻棶棽棶椃暋统计分析

采用斢旔旙旙棽棸棶棸软件进行单因素方差分析棳共
分为棽椆组棳每组做棾个重复暎
棽暋试验结果

棽棶棻暋表达检测

为检测 在驯鹿体内可能表达的器官棳
根据本课题组呈送到 斍斿旑斅斸旑旊中驯鹿 部

分 旐斠斘斄序列和引物设计原则设计一对预计扩增

产物为棻椂 斺旔的特异性 斝斆斠引物棳同时为检测所

提取 的 驯 鹿 各 器 官 斠斘斄 的 完 整 性棳根 据 驯 鹿

序列设计一对预计产物为 棸棻斺旔的引

物斝棾和斝棿棳选用棽椆种驯鹿器官总 斠斘斄 为模板进

行斠斣灢斝斆斠反应后棳经棻棩的琼脂凝胶电泳进行检

测棳在驯鹿下丘脑暍垂体暍舌暍食管暍瘤胃暍网胃暍瓣胃暍
皱胃暍十二指肠暍空肠暍回肠暍结肠暍心暍肺暍肝暍脾暍肾暍
膀胱暍输尿管暍睾丸暍附睾暍输精管暍淋巴结暍甲状腺暍
胰暍肾上腺暍胸腺暍精囊腺和骨骼肌内均有约棻椂 和

棸棻斺旔的扩增带棬图棻棭暎

暋暋棻棶甲状腺椈棽棶心椈棾棶网胃椈棿棶胸腺椈棶十二指肠椈椂棶瘤胃椈椃棶肾椈椄棶膀胱椈椆棶肺椈棻棸棶结肠椈棻棻棶舌椈棻棽棶皱胃椈棻棾棶骨
骼肌椈棻棿棶精囊腺椈棻 棶瓣胃椈棻椂棶附睾椈棻椃棶脾椈棻椄棶输精管椈棻椆棶食管椈棽棸棶回肠椈棽棻棶肾上腺椈棽棽棶睾丸椈棽棾棶垂体椈棽棿棶下
丘脑椈棽 棶肝椈棽椂棶空肠椈棽椃棶淋巴结椈棽椄棶输尿管椈棽椆棶胰椈斖棶斈棽棸棸棸斈斘斄 斖斸旘旊斿旘暎图棾同暎

棻棶旚旇旟旘旓旈斾椈棽棶旇斿斸旘旚椈棾棶旘斿旚旈斻旛旍旛旐椈棿棶旚旇旟旐旛旙椈棶斾旛旓斾斿旑旛旐椈椂棶旘旛旐斿旑椈椃棶旊旈斾斿旑旟椈椄棶斺旍斸斾斾斿旘椈椆棶旍旛旑旂椈棻棸棶斻旓旍旓旑椈
棻棻棶旚旓旑旂旛斿椈棻棽棶斸斺旓旐斸旙旛旐椈棻棾棶旙旊斿旊斿旚斸旊旐旛旙斻旍斿椈棻棿棶旙斿旐旈旑斸旍旜斿旙旈斻旍斿旂旍斸旑斾椈棻 棶旓旐斸旙旛旐椈棻椂棶斿旔旈斾旈斾旟旐旈旙椈棻椃棶旙旔旍斿斿旑椈
棻椄棶斾旛斻旚旛旙斾斿旀旘斿旑旙椈棻椆棶旓斿旙旓旔旇斸旂旛旙椈棽棸棶旈旍斿旛旐椈棽棻棶斸斾旘斿旑斸旍旂旍斸旑斾椈棽棽棶旚斿旙旚旈旙椈棽棾棶旇旟旔旓旔旇旟旙旈旙椈棽棿棶旇旟旔旓旚旇斸旍斸旐旛旙椈
棽 棶旍旈旜斿旘椈棽椂棶旉斿旉旛旐旛旐椈棽椃棶旍旟旐旔旇斸旚旈斻旑旓斾斿椈棽椄棶旛旘斿旚斿旘椈棽椆棶旔斸旑斻旘斿斸旙椈斖棶斈棽棸棸棸斈斘斄 斖斸旘旊斿旘棶斊旈旂棶棾旙斸旐斿斸旙棶

图棻暋驯鹿组织 斠斣灢斝斆斠的表达

斊旈旂棶棻暋斉旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀 旈旑旚旇斿旚旈旙旙旛斿旙旓旀旘斿旈旑斾斿斿旘

棽棶棽暋表达量的检测

以驯鹿 为内参基因棳驯鹿

为目的基因棳将反转录得到的斻斈斘斄 经旘斿斸旍灢旚旈旐斿

斝斆斠进一步研究棳各样品扩增曲线表明扩增效果良

好棬图棽棬斸棭棭棳经熔解曲线分析驯鹿 和

分别在椄棶棸和椄椃棶 曟出现单一产物峰棳均

斄棶皱胃椈斅棶十二指肠椈斆棶睾丸椈斈棶食管椈斉棶下丘脑椈斊棶回肠

斄棶斄斺旓旐斸旙旛旐椈斅棶斈旛旓斾斿旑旛旐椈斆棶斣斿旙旚旈旙椈斈棶斚斿旙旓旔旇斸旂旛旙椈斉棶斎旟旔旓旚旇斸旍斸旐旛旙椈斊棶斏旍斿旛旐
图棽暋实时荧光定量斝斆斠
斊旈旂棶棽暋斠斿斸旍灢旚旈旐斿斝斆斠

椆棿棻
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与引物设计后预期产物 斣旐 值相同棬图棽棬斺棭棭暎将

棻椄 和 基因斻斈斘斄以棻棸倍浓度进行

稀释棳分别进行实时荧光定量斝斆斠扩增暎从扩增效

率曲线图可以得出棬图棽棬斻棭棭棳两组标准曲线的直线

回归 相 关 系 数 分 别 为 棽 棬 棭椊棸棶椆椆椄暍
棽棬 棭椊棸棶椆椆棽椈扩增效率棬 棭均接近理论扩

增效率棬 椊棻棸棸棩棭椈标准曲线斜率介于棴棾棶棻椆暙
棴棾棶棽棿暎表明可以用荧光定量 斝斆斠相对定量法检

测 基因的表达情况棳并可以通过运用棽棴殼斆斣

公式进行目的基因相对表达量的计算暎

经斢旔旙旙棽棸棶棸软件分析棳 在以上检测

的棽椆种 器 官 内 均 有 表 达 且 相 对 表 达 量 差 异 显

著棳如图棾所示 在皱胃内的表达量显著

高于其他器官棬 椉棸棶棸 棭棳其次是胰暍十二指肠暍
睾丸和食管棳且与其他器官内表达量相比差异显

著棬 椉棸棶棸 棭棳肝暍肺暍瓣胃暍回肠暍精囊 腺暍输精

管暍脾暍甲状腺暍骨骼肌暍结肠暍心暍附睾暍下丘脑暍
膀胱和 淋 巴 结 表 达 量 相 对 较 低棳空 肠暍垂 体暍胸

腺暍肾暍输 尿 管暍舌暍肾 上 腺暍瘤 胃 和 网 胃 表 达 量

低暎

图棾暋 相对表达量棬椉棸棶棸 棭

斊旈旂棶棾暋斠斿旍斸旚旈旜斿 斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旍斿旜斿旍旙棬 椉棸棶棸 棭

棾暋讨暋论

棾棶棻暋各器官内的表达

自从棻椆椆椆年 斔旓旉旈旐斸等椲棻椵首次发现人和鼠胃内

有 表达以来棳许多研究者采用多种生物学

手段研究 在不同动物组织器官内的表达情

况暎贾翠平椲棻棸椵采用 斠斣灢斝斆斠 方法对 在兔

体内多种器官的表达进行了研究棳结果显示

在兔大脑暍下丘脑暍垂体暍脑干暍脊髓暍胃肠道暍心暍肝暍
脾暍肺暍肾暍睾丸暍卵巢和下颌腺中均有表达暎杨连玉

等椲棻棻椵采用斠斣灢斝斆斠技术棳对初生仔猪和椆棸日龄生

长猪的下丘脑暍胃肠道暍胰暍肝暍肾和心等器官进行检

测棳结 果 表 明 这 些 器 官 中 均 有 分 布暎
斎斸旟斸旙旇旈斾斸等椲棻棽椵用免疫组织化学的方法研究猪暍绵
羊暍马和牛的胃肠道内 的表达情况棳结果显

示 在猪暍绵羊暍马和牛的胃肠道内均有表

达暎本试验通过 斠斣灢斝斆斠 方法检测驯鹿体内可能

表达 的器官棳结果发现在所检测的器官内

均有表达暎由以上结果可知棳在不同物种中

分布的器官大致相同棳即几乎在所有器官中都表达棳
说明 在种系进化上可能存在一定的保守

性暎王家乡等椲棻棾椵采用 斠斣灢斝斆斠 方法研究

在非洲 雏 鸵 鸟 胃 肠 道 内 的 分 布 变 化棳结 果 表 明

除在空肠暍结肠不表达外棳在消化道的其他

部位均有表达暎而本试验显示 在空肠暍结
肠同样表达棳这些结果的不同可能是由于种间差异

性棳也可能与试验条件和试验动物的年龄有关棳这一

问题还有待于进一步研究暎
棾棶棽暋各器官内的表达量

本试验采用旘斿斸旍灢旚旈旐斿斝斆斠方法进一步研究了

在驯鹿体内不同器官的表达量棳结果显示

在所检测的棽椆种器官内表达量之间存在显

著差异棳其中在皱胃内的表达量 高棳胰暍十二指肠暍
睾丸和食管内的表达量比皱胃低但显著高于其他器

棸棻
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官棳剩余的棽棿种器官内 的表达量均比较

低暎黄治国等椲棻棿椵用斠斣灢斝斆斠和旘斿斸旍灢旚旈旐斿斝斆斠检测

雄性哈萨克羊和新疆细毛羊体内 的表达及

组织分布棳发现所检测的各组织中均有 表

达棳并 且 在 皱 胃 内 的 表 达 量 远 高 于 其 他 器 官暎
斣旓旑旂旇旛旈等椲棻 椵研究发现 主要在猪的胃和十

二指肠内表达棳胰内的表达量显著低于胃和十二指

肠棳但与其他组织相比较高棳在血脂暍肝暍肺暍脑暍肌
肉暍肾内 的表达量低棳在心暍脾暍睾丸和卵巢

内 的表达量 低暎
本试验结果与黄治国等椲棻棿椵的试验结果均说明

在皱胃内的表达量远高于其他器官棳因此棳
笔者推测 在反刍动物皱胃内的表达量

高棳说明反刍动物在表达 上具有种属特异

性暎然而棳斖旈旍旍斿旘等椲椃椵和 斣旓旑旂旇旛旈等椲棻 椵的试验结果

显示 在十二指肠内的表达量仅次于皱胃棳
与本研究结果得出的胰内的表达量高于十二指肠的

结果存在矛盾棳这可能是由于种属差异引起的棳但由

于目前未见有关其他鹿种体内 表达量的报

道棳所以现在很难断言是鹿属动物 共有的

特性棳还是由于驯鹿由野生状态变为半野生状态

发生了变异棳这将有待于进一步研究证实暎
棿暋结暋论

本试验在印证了前人椲椃棳棻棿灢棻 椵研究结果的同时棳
即 在反刍动物胃肠道内均有表达棳又进一

步说明 在驯鹿其他器官内也有表达棳且表

达量之间存在差异棳但由于目前有关鹿属动物的研

究比较少棳因此棳这些差异的原因及在体内的作用还

有待于进一步研究暎
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