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摘 要

奶牛乳腺炎是奶牛最常见的高发疾病，造成严重的经济损失，长期困扰世界奶牛业发

展。奶牛乳腺炎主要由病原菌侵入乳腺组织而造成乳腺内的感染，链球菌即是其中主要的

致病菌之一。链球菌属革兰氏阳性菌，呈球形或卵圆形，多数呈链状或成对生长。无乳链

球菌在奶牛乳腺的感染率可达11％。43％，感染后奶牛乳腺的自愈率较低。尽管抗生素是目

前治疗乳腺炎的有效手段，但无乳链球菌对青霉素G、阿莫西林、氨苄青霉素等的耐药率

己达50％．100％。解决这一问题需要深入研究病原菌的致病机理和机体免疫应答机制，为

寻找新的防控乳腺炎的方法提供理论基础。

microRNA(miRNA)是一类长约22个核苷酸的单链非编码RNA，miRNA可调控超过

60％的编码蛋白基因，涉及细胞的生长、增殖、凋亡及免疫调控等生命活动过程。利用

miRNA表达的特异性，寻找乳腺组织在炎症免疫应答过程中差异表达的miRNAs，有助于

从分子水平上了解机体免疫应答的机理，为防控乳腺炎提供新的思路。本研究通过人工诱

导方式建立奶牛无乳链球菌型乳腺炎模型，采用Affymetrix牛全基因组芯片技术获得链球

菌型乳腺炎乳腺组织的差异表达基因，筛选与免疫相关的通路。同时采用Solexa高通量深

度测序技术构建两组小RNA文库，分析链球菌组差异表达的miRNAs，对miRNAs的预测

靶基因进行GO和KEGG分析。综合分析结果，确定进一步研究mlR．122是否通过靶向

EPO而调控JAK．STAT通路。将miR．122在乳腺上皮细胞过表达和抑制表达后，采用实时

荧光定量技术检测其对靶基因EPO及其JAK．STAT通路的相关基因EPOR、JAK2、STAT5A、

STAT5B、Bcl-2表达的影响，再用双荧光素酶报告基因系统验证miR-122对EPO 3'UTR的

靶向调控作用。本研究得到的结果如下：

(1)奶牛链球菌型乳腺炎模型的建立

链球菌人工诱24h后，试验乳区出现明显的乳腺炎临床症状：红肿、发热，触痛，产

奶量减少，奶中有絮状物，SCC急剧上升，超过200万个／mL。石蜡组织切片显示病理变

化：乳腺组织结构松散，乳腺间质发生水肿，细胞间连接空隙增大，乳腺上皮细胞萎缩，

腺泡腔变大，乳腺腔内可见脱落的乳腺上皮细胞、多形核中性粒细胞、巨噬细胞等聚集。

结合临床症状表现和实验室指标检测结果确定构建奶牛链球菌型乳腺炎成功。

(2)奶牛链球菌型乳腺炎乳腺组织基因表达特征

Affymetrix基因芯片结果显示共有差异表达显著基因136个，包括78个表达上调基因

和58个表达下调基因。在这些基因中，18个表达上调的基因CD3Z SDC4,CDH5、APLNR,

HTR2B、ACTN2、CACNAlA、CD55、DCPlA、ELM01、GALNTL4、GANO{、HTR2B、110C514818、
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NOTCH2、VWF、PROSl、ITGB4和11个表达下调的基因EPO、CYPEF3、ABCAl2、CCLl7、

LIPG、JAGl、RPSl5、TAF4B、C4BPB、XRCC3、邢r富集到38条通路，其中与免疫相

关的通路有13条，如JAK—STAT、细胞因子与因子受体作用、造血细胞谱系通路、Notch

信号通路等。

(3)奶牛链球菌型乳腺炎组织的miRNA表达谱分析

miRNA表达谱分析显示，链球菌组和对照组分别得到18，535，913和20，847，000条干净

序列。链球菌组共有373个的已知和399个新的mlRNA，对照组有358个己知和232个新

的miRNA。差异表达显著的miRNA共35个，其中表达上调miRNAl0个(mig．122、miR．223、

miR一1 6a、miR一2284k、mlR一2484、mlR一45 1、miR一383、miR一486、mlR一2332、miR一326)，

表达下调miRNA25个(miR．378b、miR．145、miR．136、miR．26a、miR．33a、m1R．335、mlR．3660、

miR。146a和miR．206等)。35个差异表达miRNAs共预测到18，801个靶基因，靶基因位点

数82，832。GO分析表明预测靶基因的分子功能涉及生物过程的主要富集在刺激应答、信

号、生物调节过程、细胞死亡、免疫过程上；涉及分子功能的主要富集在结合和转导上。

KEGG分析显示其主要富集于与免疫相关的通路如RIG．样受体信号通路、细胞质DNA感

受通路、Notch信号通路等。

(4)mmqZ2靶向EPO 3'UTR的验证

EPO为miR．122的预测靶基因，利用pmiR．RB．REPO灯1MVector成功构建出EPO

3叮JTR野生型载体和突变型载体，与miR．122mimic共转染293T细胞，利用双荧光素酶报

告基因系统证实miR．122与EPO 3'UTR存在作用靶位点(ACACTCC)，表明mlR．122靶向

调控凹D的表达。

(5)奶牛原代乳腺上皮细胞的培养及转染条件确定

纯化的奶牛原代乳腺上皮细胞，聚集成岛屿状生长，具有典型的铺路石和鹅卵石形状，

细胞生长曲线呈“S”形，符合一般细胞生长的规律。实时荧光定量法检测到乳腺上皮细胞成

功表达B酪蛋白mRNA，表明此方法获得的乳腺上皮细胞可用于后续的实验研究。经不同

转染浓度与转染试剂用量的组合试验，最终确定细胞转染条件为转染浓度100nM，转染试

剂1¨L(96孔板)。

(6)miR-122过表达和抑制表达对EPO及JAK-STAT通路基因表达影响

将miR．122 mimic转染入奶牛乳腺上皮细胞48h后，miR．122表达量显著升高，显著

降低EPO表达量， JAg．．STAT通路基因中EPOR、JAK2、STAT5A、STAT5B和Bc厶2的表

达量均下调，且Bel-2下调显著。miR．122 inhibitor转染入奶牛乳腺上皮细胞48h后，EPO、

EPOR、JAK2、STAT5A表达量上调、STAT5B表达量显著上调。

关键词：奶牛；链球菌；乳腺炎；基因；microRNA；miR．122；EPO；JAK．STAT通路
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Abstract

Mastitis is the most common disease in dairy COWS．It casues serious economic losses as well

as troubls long—term developments of the dairy industry all over the world．Mastitis was mainly

caused by pathogenic bacteria invaded into the mammary gland tissue．Streptococcus is one of

the main pathogenic bacteria．Streptococcus is Gram—positive bacterium with shape of spherical

or oval and it grows in chains or pairs．Streptococcus agalactiae@agalactiae)causes

subclinical mastiffs from 1 1％to 43％in dairy COWS．Daffy COWS have low resistance and

self-cure ration to this infection．Antibiotics are often used to treat mastitis．However

S．agalactiae has drug resistance from 50％to 1 00％for Penicillin G，Amoxicillin，Ampicillm，

and SO on．Understanding the pathophysiological process and the host immune response to

masfitis in mammary tissue are very important for developing new strategies to control or

prevent mastitis．

MicroRNA(miRNA)is a kind of single stranded non—coding RNA about 22 oligonucleotIdes．

M1RNA Can regulate more than 60％of the encoding protein genes involved in cell growth，

proliferation，apoptosis，and immune response and SO on．The characteristics of miRNAs

expression are tissue specificity and time—series．Studying the differentially expressed miRNAs in

mammary gland tissue during the process of immune response will help to understand the

mechanism of the body’S immune response on the molecular level and provid ne—w methods to

control mastiffs．In this study,we constructed dairy COWS’S．agalactiae mastitis model，used

Affymetrix gene chip to get differentially expressed genes and then analyzed pathways related to

immune．At the same time，we used Solexa sequenceing technology to establish two small RNA

libraries and analyze differentially expressed miNRAs．Potential target genes of these

differentially expressed miRNAs were analyzed by GO and KEGG pathways．According to the

analytical results of the two expression profiles，we adopted double luciferase reporter gene

system to validate the relationship of miR一1 22 and EPO．Then we transfected miR一1 22 mimic

and miR-1 22 inhibitor into mammary epithelial cells and measured the expreesion of EPO and

genes involved in JAK—STAT signal pathway by real-time fluorescence quantitative technique．

The research results were shown as following：

(1)Induction of S．agalactiae—type mastitis
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Twenty-four hours following the S agalactiae challenge，the test udders exhibited clinical

symptoms including redness，swelhng，pyrexia，hardness and pain．The milk SCC of the test

quarters increased rapidly(>2，000，000 cells／lnl)．In contrast，the SCC froll'l the control udders

was nomal．The bacteria detected in the test milk samples were only&agalactiae．Furthermore，

the biopsy of the infected mammary gland tissues stained with haematoxylin and eosln was

demonstrated pathological changes compared with the contr01．Obvious lesions appeared in the

infected udders，the mesenchyme was swollen，parts of the lumen were atrophied，the mammary

epithelial cells were loosely connected，and the intercellular gap was increased．Desquamated

mammary epithelial cells，polymorpholmclear neutrophils，macrophages，Iymphocytes and other

inflammatory cells were concentrated in the lumen．A11 these results showed that S agalactiae

mastiffs was induced successfully．

(2)Expression proffies of genes from bovine mammary glands in response to&

agalactiae—induced mastitis

Affymetrix gene microarray results showed a total of 1 3 6 significant differentially expressed

genes were identified in the test group compared to the control group，includmg 78 up—regulated

genes and 58 down—regulated genes．Among these genes，1 8 up—regulated genes including CD34,

SDC4,CDH5,APLNR．HTR2B．ACTN2．CACNAlA。CD55,DcPiA，ELM01．GALNTL4．

GAN01，HTR2B,LOC514818,NOTCH2，嘲PROSl，ITGB4 and 1 1 down—regulated genes
including EPo。CYPEF3．ABCAl2．CCLl7,LIPG．JAGl．RPsl5．TAF4B,C4BPB,XRCC3 and

FST were involved in 3 8 pathways，including 1 3 immune related pathways such as JAK-STAT,

Cytokine—cytokine receptor interaction，Complement and coagulation cascades，Hematopoietic

cell lineage，Notch signal pathway and SO on．

(3)Expression profiles of miRNAs from bovine mammary glands in response to&

agalactiae—induced mastitis

The miRNA expression profile resluts showed that a total of 1 8，53 5，9 1 3 and 20，847，000

effective reads were obtained from the test and control groups，respectively．In total，3 73 known

and 3 99 novel miRNAs were detected in the test group，and 3 5 8 known and 23 2 novel miRNAs

were uncovered in the control group．A total of 35 differentially expressed miRNAs were

identified in the test group compared to the control group，including 1 0 up—regulated

miRNAs(miR-122，miR一223，miR一16a，miR-2284k，miR一2484，miR一451，miR-383，miR-486，

miR一2332，miR-326)and 25 down—regulated miRNAs(miR一378b，miR-145，miR-136，miR一26a，

miR-33a，miR-335，miR-3660，miR-146a and miR一206，etc)．The RNAhybfid software predicted
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1 8，801 targets genes of these 35 miRNAs．Furthermore，GO analysis demonstrated that target

genes’moleculre functions were focused on stimulate response，signal，biological regulation，cell

killing and immune．KEGG analysis demonstrated that the predicted targets were enriched in

several immune response and signal transduction pathways，including the RIG—I—like receptor

signalling pathway,cytosolic DNA sensingpathway and Notch signal pathway．

(4)Validation of miR-122 targetingEPO 3'UTR

According to the result that EPO was the predicted target gene of miR．122，wild and mutant

seqences of bovine EPO gene 3'UTR were inserted into the pmiR．RB．REPORTTM vector．miR

-122 mimic with wild or mutant veter were transfected into 293T cells．The two reporter genes

expression levels were tested using the ELISA instrument．The results showed that EPO gene

was the target gene ofmiR-122 and the targeted sequence was ACACTCC．

(5)Construction of Bovine Primary Mammary Epithelial Cells Culture and determined

transfection conditions

Purified primary mammary gland epithelial cells formed island-like and grew with typical

type of slabstone and cobblestone．Primary mammary gland epithelial cells growth curve was“S’’

shape and consistened with general rule of cell growth．Mammary epithelial cells expressed

13-casein mRNA successfully．The final transfection condiffffon were 1 00nM FM．siRNA witll

lgL transfection reagent for 96一well plates．

(6)Effect of miR-122 on EPO and JAK-STAT pathway genes expression

Transfection of the miR一122 mimic into the bovine mammary epithelial cells increased

miR-122 expression significantly while reduced EPO expression significantly．The expression of

EPOR，JAK2，STAT5A，STAT5B，involved in JAK-STAT pathway,were down．regulated．Bcl-2，

as the down’stream gene of STAT5，its expression was down-regulated significantly．However,

transfection of miR-1 22 inhibitor into the bovine mammary epithelial"cells，STAT5B expression

increased significantly and EPO,EPOR,JAK2,STAT5A expression increased．

Keywords：daffy cow；&agalactiae；mastiffs；genes；miRNA；miR．1 22；EPO；JAK-STAT

pathway

万方数据



VI 扬州I大学博士学位论文

万方数据



蒲俊华奶牛链球菌型乳腺炎乳腺基因表达与microRNA分析及miR．122对EPO等靶向调控VII

目录

摘要⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．I

Absl】：act⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．Ill

缩略词索引表⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯Ⅵ

目录⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯一VⅡ

第一章文献综述⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．1

前言⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．1一fjU吾⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．

1奶牛乳腺炎的研究进展⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯1

1．1奶牛乳腺炎的致病因素⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．1

1．2奶牛乳腺炎的类型及特征⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．1

1．3奶牛乳腺炎的诊断⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．2

1．3．1临床诊断⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯2

1．3．2实验室诊断⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯2

1．4奶牛乳腺炎对奶牛业的影响⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．3

1．5奶牛乳腺的防御反应⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯4

1．6奶牛乳腺炎的治疗⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．4

1．6．1抗生素及中草药⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯4

1．6．2抗性基因⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯5

1．7链球菌型乳腺炎研究进展⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．5

1．7．1链球菌简介⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯5

1．7．2链球菌型乳腺炎⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯6

1．7．3链球菌型乳腺炎动物模型⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯6

2 miRNA的研究进展⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．6

2．1 miRNA的生物学合成⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．6

2。2 miRNA的作用机制⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．7

万方数据



扬州I大学博士学位论文

2．3 miRNA的鉴定⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．8

2．4 miRNA的功能研究⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．8

2．4．1 miRNA靶基因的预测⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯一8

2．4．2 miRNA靶基因的验证⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯一9

2．5 miRNA与乳腺炎⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯10

2．6 miR一122⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．⋯⋯⋯⋯．⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯10

3 JAK-STAT信号通路⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．11

3．1 JAK．STAT通路简介⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．11

3．2 JAK．STAT通路与免疫调节⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．12

3．3 miRNA与JAK．STAT通路⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯12

3．4 EPO与JAK．STAT通路⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯13

4原代乳腺上皮细胞培养研究进展⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯14

4．1原代乳腺上皮细胞培养概述⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯14

4．2原代乳腺上皮细胞培养方法比较⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯14

5本研究的目的与意义⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯14

参考文献⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．15

第二章 奶牛链球菌型乳腺炎乳腺组织基因表达分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯24

1材料与方法⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯24

1．1试验动物⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯24

1．2菌种复苏⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯24

1．3主要试剂与仪器设备⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯24

1．4奶牛链球菌型乳腺炎模型的建立⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯25

1．5组织样品的采集⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯25

1．6样品芯片分析前处理⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．25

1．6．1总RNA的提取⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．25

万方数据



蒲俊华奶牛链球菌型乳腺炎乳腺基因表达与microRNA分析及miR-122对EPO等靶向调控Ix

1．6．2总RNA的纯化⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．26

1．6．3 cDNA第一链和第二链一步法合成⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．26

1．6．4荧光标记cRNA合成与纯化⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．26

1．6．5 cRNA样品片段化和芯片杂交、洗涤及扫描⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．27

1．6．6表达谱芯片数据分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．27

2结果⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯27

2．1奶牛链球菌型乳腺炎模型建立⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯27

2．2样品总RNA质控⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．28

2．3基因芯片杂交扫描⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯28

2．4基因芯片数据处理⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯29

2．5差异表达基因⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯30

2．6差异表达基因KEGG分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯34

3讨{仑⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯36

3．1奶牛链球菌型乳腺炎模型的建立⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯36

3．2基因芯片差异表达基因与奶牛乳腺炎的相关研究⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯37

4小结⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．：⋯⋯．37

参考文献⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．38

第三章奶牛链球菌型乳腺炎乳腺组织microRNA表达分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯40

1材料和方法⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯40

1．1试验动物及链球菌型乳腺炎诱导⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯40

1．2样品采集及总RNA的提取与纯化⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯40

1．3 Solexa测序构建小RNA文库⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯40

1．4测序结果生物信息学分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯41

1．4．1小RNA长度分布⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．42

1．4．2样品间小RNA公共及特有序列分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．42

万方数据



X 扬州大学博士学位论文

1．4．3小RNA序列比对注释⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．42

1．4．4己知miRNA鉴定与新的miRNA预测⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯42

1．4．5 miRNA差异分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯43

1．4．6 miRNA靶基因预测分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯43

1．4．7 GO富集分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯43

1．4．8 KEGG通路分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯一44

1．5部分差异表达miRNA荧光定量验证⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．44

1．5．1 mlRNA反转录为cDNA⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．44

1．5．2荧光定量反应⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．45

2结果⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯45

2．1数据处理及长度分布⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯一45

2．2样品间小RNA公共及特有序列分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．47

2．3小RNA序列比对注释⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．48

2．4候选miRNA的预测⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．50

2．5 miRNA的差异分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯50

2．6 miRNA荧光定量验证⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯53

2．7对已知差异miRNA的靶基因预测及GO分析和KEGG分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯53

3讨{仑⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯55

4小结⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯56

参考文献⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．56

第四章Bta．miR．122靶向EPO的双荧光素酶验证⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯60

1材料与方法⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯60

1．1主要仪器、试剂和材料⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯60

1．2牛EPO基因野生型重组载体构建⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．61

1．2．1奶牛乳腺组织RNA的提取⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．61

万方数据



蒲俊华奶牛链球菌型乳腺炎乳腺基因表达与mlcroRNA分析及miR-122对EPO等靶向调控xI

1．2．2 EPO基因3'UTR片段的PCR扩增及纯化⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯61

1．2．3 PCR产物的双酶切及回收纯化与连接⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．63

1．2．4转化⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯63

1．2．5菌落PCR鉴定⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．63

1．2．6 PCR产物测序⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．64

1．3牛EPO基因突变型载体构建⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．64

1．3．1突变分段PCR⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．64

1．3．2突变两段拼接⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．64

1．3．3拼接后PCR双酶切、回收纯化及连接⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯一65

1．3．4菌落扩大培养提取质粒⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯65

1．4 293T细胞转染⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯65

1．5数据处理和分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯66

2结果与分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯66

2．1 EPO基因3'UTR PCR扩增⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯66

2．2菌落PCR产物电泳结果⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．67

2．3阳性克隆测序结果⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．-⋯⋯⋯．67

2．4野生型载体突变⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯68

2．5 miR．122与EPO 3'UTR靶位点双荧光素酶报告基因的检测结果⋯⋯⋯⋯⋯⋯68

3讨{仓⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．69

3．1 miRNA靶基因的预测与鉴定⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯69

3．2 miR-122靶向调控EPO基因⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯70

4小结⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯70

参考文献⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．70

第五章 奶牛原代乳腺上皮细胞培养方法的建立及细胞转染条件的优化⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯72

1材料与方法⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯72

万方数据



XII 扬州大学博士学位论文

1．1主要仪器设备与试剂⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯72

1．2奶牛乳腺上皮细胞原代培养⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯73

1．3乳腺上皮细胞的纯化与传代⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯73

1．4乳腺上皮细胞形态观察⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯73

1．5乳腺上皮细胞的生长计数⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯73

1．6乳腺上皮细胞的冻存与复苏⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯74

1．7乳腺上皮细胞D酪蛋白基[N(CSN2)表达检测⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯74

1．8转染条件的优化⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯76

2结果⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯76

2．1乳腺上皮细胞原代培养⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯76

2．2乳腺上皮细胞形态观察⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯78

2．3乳腺上皮细胞生长曲线⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯78

2．4 D酪蛋白基因(CSN2)荧光定量产物电泳结果⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．79

2．5不同转染浓度和转染试剂量组合的转染效果比较⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯79

3{寸{仑⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯80

3．1乳腺上皮细胞体外培养⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯80

3．2细胞转染影响因素⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯82

4小结⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯82

参考文献⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．83

第六章miR．122过表达和抑制表达对EPO及JAK．STAT通路部分基因的表达影响⋯．．85

1材料与方法⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯85

1．1仪器与试剂⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯85

1．2 miR．122 mimic和miR．122 inhibitor转染细胞⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯85

1．3乳腺上皮细胞转染miR．122mimic后miR。122的表达检测⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．86

1．3．1细胞miRNA的反转录⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．86

万方数据



蒲俊华奶牛链球菌型乳腺炎乳腺基因表达与mlcroRNA分析及mlR-122对EPO等靶向调控XIII

1．3．2 mlR．122的表达实时荧光定量反应⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯86

1．4 EPO、EPOR、JAK2、STAT5A、STAT5B、Bcl-2基因的实时荧光定量反应⋯⋯87

1．5数据处理和分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯87

2结果与分析⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯87

2．1乳腺上皮细胞转染mimic后miR．122的表达变化⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯87

2．2 miR．122过表达对EPO及JAK-STAT通路基因EPOR、JAK2、STAT5A、STAT5B、

Bcl一2表达的影响⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．88

2．3 miR．122抑制表达对EPO及JAK-STAT通路基因EPOR、JAK2、STAT5A、STAT5B、

Bcl．2表达的影响⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．89

3讨{仓⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯89

3．1 JAK．STAT通路与乳腺的关系⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．89

3．2 JAK．STAT通路基因与免疫的关系⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．89

3．3 miRNA与JAK．STAT通路的调控关系⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯90

3．4 miR．122靶向调控JAK．STAT通路的意义⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．90

4小结⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯91

参考文献⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．91

第七章全文结论及创新点⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯94

1结{念⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯94

2创新点⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯94

致谢⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．95

博士期间发表论文⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯96

扬州大学学位论文原创性声明和版权使用授权书⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯97

万方数据



蒲俊华奶牛链球菌型乳腺炎乳腺基因表达与microRNA分析及mlR-122对EPO等靶向调控 1

第一章文献综述帚一早义陬综殓
-▲_‘___●一

刖吾

奶牛乳腺炎是奶牛乳腺组织对因感染、外伤或某些化学刺激而出现的炎症反应状态，

以促进伤口愈合和恢复乳腺正常功能。奶牛乳腺炎是奶牛最常见的高发疾病，也是长期困

扰世界奶牛业发展的重要疾病【l圳。据世界奶业协会统计，目前全世界约有2．2亿头奶牛，

其中约有30％的奶牛患有乳腺炎[3]。Gunawardana等调查发现在Sn Lanka的中心省份的牛

场，临床和亚临床的乳腺炎流行率达48％，与此前调查发现的亚洲南部和东南部的情况相

似[4]。我国奶牛乳腺炎发病率为20％～70％，每年因乳腺炎所造成的经济损失超过了50亿

元[5]；在美国超过1／3的奶牛受到乳腺炎影响，每年的经济损失超过20亿美元[6]；在印度

每年仅临床乳腺炎的损失就超过0．48亿卢比r7]；奶牛乳腺炎在世界范围内造成的经济损失

每年高达350亿美元【8J。鉴于奶牛乳腺炎对奶牛产业造成重大经济损失的影响，奶牛乳腺

炎依然是当前研究的重点和热点。

1奶牛乳腺炎的研究进展

1．1奶牛乳腺炎的致病因素

奶牛乳腺炎的致病因素较多，包括病原菌、遗传、胎次、泌乳、饲养管理(营养、环境)

等都可导致乳腺炎，但最主要的还是病原菌因素，包括细菌、酵母、真菌和藻类在内的至

少有137种病原菌能够引起奶牛乳腺炎，基本覆盖了微生物系统发育谱[9]。病原体的种类

和其毒力因素是影响奶牛乳腺内感染(intramammary infection，IgI)结果的最重要的一个因

素[1 01。这些病原菌按其传染方式和场所分为接触传染性病原菌和环境性病原菌两类。接触

传染性病原菌主要生活和繁殖在牛乳腺表面和乳腺内，在挤奶时通过挤奶员的手、毛巾、

挤奶器具等的接触而在奶牛个体间传播。这类病原菌主要有无乳链球菌，停乳链球菌和金

黄色葡萄球菌，占整个乳腺炎发病率的80％～90％t11]。环境病原菌主要在奶牛养殖厂周围

环境中的粪便、污水、泥土等中生活和繁殖。当奶牛接触到这些物质时引发感染而发病。

这类病原菌主要有大肠杆菌、乳房链球菌和化脓性棒状杆菌等。此外一些真菌如念珠球菌、

酵母样牙状菌和胞浆菌等和病毒也能引起乳腺炎。

1．2奶牛乳腺炎的类型及特征

根据乳腺炎发病的临床症状程度分为临床乳腺炎和亚临床乳腺炎[12】。临床乳腺炎根据

发病的程度分为急性乳腺炎和慢性乳腺炎。革兰氏阴性菌如大肠杆菌，常造成牛乳腺的急

性炎症反应和严重的临床症状。急性临床乳腺炎临床可见发病乳腺红肿、发热、肿块和触
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痛。急性乳腺炎治疗不彻底或是隐性乳腺炎长期未治愈可转为慢性乳腺炎。患病奶牛所产

乳汁体细胞数急剧增加，这是临床型乳腺炎典型的特征，基于此特征有人把乳腺炎定义为

感染乳腺乳汁中的白细胞计数显著增加的一种疾病。亚临床乳腺炎的临床症状不明显，肉

眼无可见的红肿等临床症状，但乳汁中体细胞数显著增加。革兰氏阳性细菌如金黄色葡萄

球菌和停乳链球菌，造成的乳腺炎症状较轻，往往是亚临床乳腺炎[13．14】。

1．3奶牛乳腺炎的诊断

1．3．1临床诊断

患临床性乳腺炎的奶牛，一般表现出一些共性特征：精神不振，易焦躁或嗜睡，食欲

下降，采食量减少[12]。患病乳区可见显著病理变化：乳头外观红肿、发热、乳腺触摸有硬

块，奶牛拒绝触摸；产奶量减少，乳道泌乳不畅，乳汁颜色发黄，无奶香味。根据临床症

状变化，可以准确诊断奶牛是否患临床性病乳腺炎，继而采取相应的治疗或其他措施。

1．3．2实验室诊断

亚临床(隐性)乳腺炎的临床特征不明显，不能依靠临床特征观察确诊，需要通过实验

室技术手段加以明确。亚临床乳腺炎的奶牛所产乳汁在体细胞数[151、理化性质(pH、电导

率等1表现出差异‘16J 71，通过测定这些指标，与正常指标相l：l：lilJ可确定是否是亚临床乳腺炎。

(1)体细胞数测定(somatic celt count，scc)

牛奶体细胞数是指每毫升牛奶中的细胞总数，牛奶中含有的细胞多数是白细胞，通常

由巨噬细胞、淋巴细胞、多形核嗜中性白细胞(polymorphonuclear leukocyte，PMN)和少量

乳腺组织上皮细胞等组成，约占牛体细胞数的95％。体细胞的组成比例和数值变化反映了

牛奶质量及奶牛的健康状况[18]。PMN在健康奶牛所产的牛乳中一般为1％～11％，而在乳腺

炎奶牛乳汁中可急剧升高至90％以上。体细胞数的增加与奶牛乳腺炎发病关系密切，健康

奶牛的乳汁体细胞数一般为20～30万个／mL，患隐性乳腺炎奶牛所产牛奶体细胞数一般大

于50万个／1nL[15J61。多个国家以体细胞数作为划分牛奶质量的标准。欧盟、澳大利亚和新

西兰要求生乳SCC低于40万个／mL，美国农业部规定SCC大于75万个／mL的生乳不得用

于加工市售乳品如巴氏奶等。国标《食品安全国家标准生乳》(GB 19301．2010)对SCC未

作规定，国内几家乳品加工企业收购的生乳要求SCC低于60万个／mL[19】。

SCC常用的测定方法包括直接法和间接法。直接法主要是人工或电子显微镜检法：取

一定量的奶样，加入显色剂，涂抹玻片再人工或仪器显微镜计数。间接法最早是由Schalm

于1957年提出的加州细胞数测定法(California mastiffs test，CMT)[201，其原理是利用牛奶

中的体细胞在碱性(氢氧化钠，NaOH)条件下，与表面活性剂如十二烷基磺酸钠发生反应，

体细胞被破坏，释放DNA，产生沉淀或形成凝胶，且体细胞数越多，沉淀或凝胶越大。而
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后在CMT方法的基础上，发展出BMT(Beijing masfitis test，北京乳房炎检测法)口11、

SMT(Shanghai mastitis test，上海乳房炎检测法)[221、HMT(Hangzhou mastiffs test，杭州乳房

炎检测法)等‘231。间接法测定SCC方便快捷，适用现场和实验室检测，应用范围较广泛。

(2)理化指标测定

pH：正常乳汁呈微酸性，pH在6．5～6．8，发生乳腺炎的乳汁pH升高，原因在于炎症

改变了毛细血管的通透性，使得血液成分进入乳汁中，改变了乳汁pH，使其向血液pH(7．4)

靠拢[161。

电导率(electrical conductivity,EC)：正常乳汁中含有Na+、C1一、HC03-等离子，发生乳

腺炎时乳汁中的离子浓度增加，从而引起EC增加。有研究认为EC与SCC间有正相关性，

并建立两者问的拟合曲线关系，相关性可达0．9334[1’71。

酶和蛋白：乳腺炎的发生导致乳中相关酶的活性增大，如乳酸脱氢酶、乳酸过氧化物

酶、碱性磷酸酶等，同时一些蛋白如热休克蛋白含量发生变化。测定相关的酶活和蛋白的

含量即可对乳腺炎做出评定【241。

(3)病原微生物检测

利用细菌培养方法取奶样进行接种、分离、鉴定单个菌落，一直是检测乳中病原菌的

标准方法。分子生物学技术的兴起和快速发展推动了PCR技术在微生物检测的应用，并建

立了相应的检测标准，全自动微生物鉴定仪的出现和应用丰富了微生物的检测手段[2 5l。

1．4奶牛乳腺炎对奶牛业的影响

乳腺炎对奶牛产业的影响包括：(1)奶牛产奶量的下降，包括患病奶牛产奶量的直接减

少和治疗期间的弃奶。奶牛乳腺炎可造成奶牛第一个泌乳期产奶量下降9％，第二个泌乳

期产奶量减少达11％[26]；患病奶牛在治疗前后的一段时间内所产的牛奶因奶品质的降低，

不能加工使用，只能弃去。(2)牛奶品质的降低。乳腺炎对乳品质的影响主要是改变乳汁颜

色、气味和乳中营养成分的比例。乳腺炎乳汁外观呈现黄色或血色，无天然乳香味而代之

以异味，奶液分布不均或出现絮状或凝固块。乳腺炎奶的乳脂率降低并含有大量游离脂肪

酸，不饱和脂肪酸的百分比低于正常乳，导致产生脂肪氧化味、涩味、苦味等不良气味。

相对于健康奶牛所产的牛奶呈弱酸性，乳腺炎牛奶大多呈碱性。正常奶中的体细胞数一般

低于1x105个／mL，而乳腺炎奶中的体细胞数显著增加，一般大于5x105个／mL，增加的体

细胞以中性粒细胞为主。隐性乳腺炎虽临床症状不明显，但奶品质的降低对后续奶制品的

加工有影响。(3)奶牛提前淘汰。患病奶牛因治疗费用增加和易复发乳腺炎等因素，往往被

提前淘汰，以减少经济损失。据统计在美国、芬兰、挪威和瑞典因乳腺炎和乳腺健康问题

而淘汰的奶牛占淘汰奶牛的26．5％、35％、19％乘1 22％【2 71。
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1．5奶牛乳腺的防御反应

外界病原微生物侵入奶牛乳腺主要通过乳头的损伤处侵入乳腺，造成乳腺内的感染，

或在挤奶操作过程中因多余空气吸入挤奶器，将存在于奶中或是乳头末端的病原菌(金葡菌

和链球菌等)带入乳头管和乳池而导致乳腺的感染。此外病原微生物也可经血液循环侵入乳

腺而造成感染。病原菌侵入乳腺后在乳头管内层或下部的乳腺组织内增殖，并从感染区域

向乳管内排出，随入侵的深入继而感染其它乳腺部位。

乳腺的乳头管是乳腺防御病原菌的第一道防线[281。在非挤奶期，乳头管的括约肌处于

紧闭状态，阻挡病原菌的入侵。乳头管黏膜的角化上皮细胞和黏膜可分泌溶菌霉素和具有

杀菌作用的角蛋白，其内部由抗菌脂类和蛋白质组成的防护体系，乳头管的近端可产生局

部抗体和淋巴因子。但当乳头管受损伤时，乳头管处于开放或半开放状态，为病原菌的长

驱直入留下了可乘之机。

当病原菌侵入乳腺组织，通过产生内毒素而破坏乳腺组织，引起泌乳细胞水肿、死亡。

乳腺在受到病原菌的刺激后，释放多种活性物质，吸引血液中的白细胞游走到乳汁中。嗜

中性粒细胞首先穿过实质组织游走至乳头远端，与乳头管的防御功能相互协作，角蛋白将

细菌粘附，体液免疫因子抑制细菌活性，而后被嗜中性粒细吞噬和杀灭。同时血液中的液

体和凝集因子渗入感染乳腺，稀释细菌毒素，修复受损组织，产生炎症反应[29-30】。

在炎症反应中，乳腺免疫系统被激活以消灭病原体。乳腺防御系统包括结构上的，细

胞的和可溶性因子协调参与，对调控乳腺对感染的抗性和易感性是至关重要的。发生乳腺

炎后，奶中的体细胞数(中性粒细胞)增加。一些因子也能增强吞噬细菌的能力。而一些细

菌也能调节乳腺免疫系统细胞中细胞因子的产物，这些产物调节宿主的自然免疫应答。病

原菌和上皮细胞、内皮细胞、乳腺免疫系统细胞的互作关系复杂。因此，研究和明确乳腺

对不同病原体的自然和适应性免疫应答的特点对了解乳腺炎的病理学，制定有效的治疗和

控制乳腺炎的措施是不可缺少的。

1．6奶牛乳腺炎的治疗

1．6．1抗生素及中草药

奶牛乳腺炎在世界范围内都是高发性的，即使牛群制定了乳腺炎的防控计划，也往往

防不胜防。一般地对由细菌引起的奶牛乳腺炎的治疗，抗生素具有良好的疗效。但长期使

用抗生素，一方面抗生素容易在牛奶中残留，另一方面耐药菌株逐渐增多，如使用青霉素

治疗，最初仅产生8％的耐药菌株，但随使用时间的增加，耐药菌株己达77％，如果这种

状况不改变，再继续使用青霉素将完全失去效果[311。鉴于抗生素的残留和耐药性，利用中

草药来治疗乳腺炎是一种改良措施。具有抗菌、抗炎、消肿等功效的中草药如王不留行、
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当归、川芎、蒲公英、川红花、白术、金银花等是常选用的中草药，通过不同组方筛选出

治疗效果好的中草药配比[32-33]。随着化学分析技术的进步，己开始对中草药中的有效成分

提取和验证其对乳腺炎的治疗效果，如从蒲公英中提取的蒲公英甾醇作为蒲公英中重要的

有效成分之一，已被证实具有抗炎、抗菌、抗肿瘤作用，通过抑制LPS诱导的炎性细胞因

子分泌及NF—rd3、MAPKs信号通路激活来发挥其抗炎作用[341。绿原酸通过对TLR4和NF。KB

信号通路的激活的抑制作用，实现对LPS诱发的小鼠乳腺炎损伤的保护作用[35]。尽管中草

药及其有效成分对乳腺炎有一定的疗效，但中草药的成分复杂，治疗机理未完全明确，对

奶牛及乳品的影响还有待于进一步研究。

1．6．2抗性基因

近十几年来，利用基因芯片技术和转录组测序开展乳腺对炎症的免疫应答机制研究，

寻找和筛选具有抗乳腺炎的基因是寻找新的治疗和控制乳腺炎的方法之一。Im等人利用乳

腺上皮细胞系Mac．T细胞，经LTA和PGN(金葡菌细胞壁成分)处理后检测基因表达谱变化，

一共检测到2019个差异表达基因，其中上调基因801个，与炎症介导相关的基因有14个，

如CTGT、CCDC-80、CSRP-2、PC．印、TGF-夕2、TF-4、LMO一4，与细胞内分子信号通路

相关的基因有22个，与转录因子相关基因15个；下调基因1208个，与炎症相关的基因

中有17个，如GPNMB、MMP-1、CD36、CCR7、RENBP、MMP-9、CEACAMl、ILl3RA[36J。

Xiu等分别用金葡菌、大肠杆菌和肺炎克雷伯菌感染原代乳腺上皮细胞(pBMECs)，采用转

录测序方法研究发现差异表达的基因主要集中在氧化磷酸化、NOD样受体信号通路及细胞

凋亡，跟免疫相关可作为抗性的基因包括NRFl、IL8、CXCL5、PDCD2L、RAB3A、RABlB

等[371。Moyes等利用基因芯片研究链球菌型乳腺炎的免疫应答机制，确定2，102个基因差

异表达，1,082个基因上调，主要参与免疫应答反应，如／L6、孙四、IL8、ILIO、SELL、

LYZ初SAA3{381。

1．7链球菌型乳腺炎研究进展

1．7．1链球菌简介

链球菌属革兰氏阳性菌，呈球形或卵圆形，直径0．6～1．Op．m，多数呈链状排列，短者

4～8个细菌组成，长者有20～30个细菌组成。链的长短与菌种及生长环境有关，在液体培

养基中形成链状排列比在固体培养基中形成的链长。奶牛上引发乳腺炎的链球菌主要是无

乳链球菌(Streptococcus agalactiae，&agalactiae)、停乳链球菌(Streptococcus dysgalactiae，

&瓣肠c砌0和乳房链球菌(Streptococcus uberis，&甜6P，脚三种[39。401。
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1．7．2链球菌型乳腺炎

链球菌是导致慢性乳腺炎的第一大致病菌，发病率约占95％，无乳链球菌是链球菌型

乳腺炎的常见和主要的致病菌，可导致11％～43％的感染率【4142]。李宏胜等指出，在我国因

无乳链球菌引起的奶牛乳房炎发病率高达20％～40％[431。布日额等从内蒙古自治区东部乳

腺炎奶中分离鉴定出无乳链球菌约占总样品的50％[441。王洪海等调查发现大庆地区隐性乳

腺炎奶的发病率为55％，分离出的病原菌无乳链球菌占14％[45]。奶牛乳腺感染无乳链球菌

后的自愈率不高[46|，因此无乳链球菌在奶牛乳房炎的病原菌中占有重要的地位。

1．7．3链球菌型乳腺炎动物模型

利用试验动物建立某种疾病的模型，是研究疾病发生的过程和变化的常用工具。乳腺

炎动物模型最早由Chandle在1970年建立小鼠的金黄色葡萄球菌模型，并于次年开展了青

霉素治疗乳腺炎的疗效试验[47】。此后多位研究人员采用这种方法对乳腺炎致病机理和治疗

预防展开了研究，金葡菌型乳腺炎模型是目前研究相对较多的。张宝君等[481、朱立力等[491、

王亨等[501、Fu等【511建立小鼠或大鼠的乳腺炎模型；张静等利用从乳腺炎奶中分离出的金

黄色葡萄球菌，人工诱导BALB／c小鼠乳腺炎，构建小鼠乳腺炎模型[521。牟珊等建立奶山

羊乳腺炎模型[53]；Yamada等[541、袁峥嵘‘551、李锐冈建立奶牛的金葡菌乳腺炎模型。相

比而言，链球菌型乳腺炎研究的较少，如伦艳霞等从隐性乳腺炎奶牛的奶样中分离无乳链

球菌人工诱发BALB／c小鼠乳腺炎，建立小鼠乳腺炎模型[57]。

2 miRNA的研究进展

miRNA是一类短链非编码RNA，长约22个核苷酸，在转录后通过影响mRNAs的稳

定性和翻译来调节多细胞生物的基因表达。大量的研究表明miRNA在哺乳动物上可调节

约60％的蛋白编码基因，广泛参与细胞的生理过程如生长、增殖、分化、凋亡和病理过程

如癌症、病毒感染等。

2．1 miRNA的生物学合成

1993年Lee等首次在线虫中克隆1in．4基因，并发现1in-4并不编码蛋白，而是产生一

种小RNA分子，与其靶基因1in．14 mRNA反义互补，最终导致1in．14蛋白质合成减少[58]。

2000年，发现第二个miRNA即1et．7，并证实其抑制相关发育基因的翻译，参与调控线虫

发育[591。自此miRNA引发了研究的热潮，随着高通量测序技术的进步和生物信息学分析

方法的发展，新的miRNA不断被发现，miRNA的数量快速增加，目前miRbase数据库

(htip：／／www．miRbase．or90(miRbas Release 21"July 3，2014)中确定的包括人、鼠、牛等在内
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超过200个物种的miRNA 28，645条，与牛相关的有1,628条，匹配茎环结构的有808条，

成熟miRNA793条。

miRNA的生物合成过程如图1．1所示[6‘卜删：(1)细胞核内的RNA聚合酶II转录形成多

聚腺：苷初级转录物(pri．miRNAs)，由Drosha核糖核酸酶III剪切形成70nt茎环发夹结构的

miRNA前体(pre．miRNAs)；(2)Exportin一5蛋白将pre-miRNA转至核外，由Dicer核糖核酸

酶切除茎环，形成双链RNA，在解旋酶作用下分开，形成成熟miRNA和反义miRNA；(3)

成熟miRNA与RNA诱导沉默复合物(RNA induced silencingcomplex，RISC)中的配体

Argonaute(Ago)家族蛋白偶联，成为特异性决定子，miRNAs引导Ago蛋白借助互补位点

靶向mRNAs，降解mRNA或抑制mRNA的翻译。

—燃__瞄舻叫．一掣雌_—每r叫—舀舻_—岁’一、—卅≯’一Ⅷ—眷’一。—．t—

N。。。一 。。墨Z!笼o
(：y‘。p。887” ／拦xl。》$Rmn(；￥一p

'_r E㈣t。。8，⋯⋯⋯。t。
1r-，——r，’、rtl，——、 ： 譬：：；、≮’：；譬：，：徽；‰⋯。’’ui眷点磊爿意。以、

。怒二鬻僦㈣≯ 一一112)；”,C：鬣t≥N一∥、n?≮=o茹裂；：o笔：搿紫 ”““”’“。‘?1：z窃一一芦，、p，
·Zr“}⋯，l⋯Ⅷ 一镰一汝

图1—1 miRNA生物合成途径(Roslan et al，201 11

Fig．1—1 miRNA biogenesis pathway(Roslan et al，201 1)

2．2 miRNA的作用机制

大量的研究表明，miRNA通过碱基互补方式与靶基因mRNA配对使mRNA降解或抑

制mRNA的翻译[6孓68】。两种作用方式的差别在于，靶基因的抑制表达是通过互补序列的完

全匹配引发靶基因mRNA降解，减少靶基因的生成量，而翻译抑制并不影响靶基因的

mRNA的表达量，而是影响mRNA翻译为蛋白质，导致蛋白表达水平的降低。植物miRNA

与其靶基因完全互补配对发挥降解靶基因mRNA作用。动物miRNA与靶基因mRNA并不

完全配对，miRNA5’端存在2．8个核苷酸的种子序列，通过种子序列与靶基因mRNA互补，

允许错配，miRNA下调基因的表达主要是翻译抑制，使mRNA脱腺苷化和降解，或是使

mRNA断裂(较少)[681。Guo等对比蛋白生成总体效率与mRNA表达量时发现，因miRNA

下调mRNA的表达对蛋白质合成的减少的贡献最多可占84％，认为miRNA降低靶基因的
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表达是减少蛋白合成的主要原因[691。miRNA发挥作用的关键足与靶基因的靶位点结合，

从而调控靶基因的表达或翻译。大多数的研究认为靶基因的靶位点一般位于其3，端非编码

区(Untrmlslatlon Region，uTR)，也有研究发现靶基因靶位点也可能存在于mRNA 5'UTR，

甚至在编码区上，也存在靶位点。Orom等研究发现miR．10a作用于核糖体核蛋白mRNA

的5'UTR，并促进其翻译[70]。Tay等发现在大鼠的Nanog基因和Oct4基因的CDS中分别

存在6个和3个miR．470的结合位点，前者同时还存在2个miR．296的结合位点，这些

miRNAs在结合位点形成碱基互补配对，可调控大鼠的胚胎干细胞的分化[71]。

2．3 miRNA的鉴定

包括liM在内的早期发现和确定的大部分miRNA，是借助克隆技术测序后鉴定的f721。

此种方法通过构建cDNA文库后进行PCR扩增，用载体连接PCR扩增产物后测序，结果

精确，可区分单个碱基差异，尤其适用于区分同家族的miRNA。缺点是易漏掉低表达量的

miRNA。

大量新的miRNA的发现与生物技术的进步密切相关，基因芯片技术和高通量测序技

术是两种主要的新型技术。基因芯片技术是将经设计特殊的探针与核酸序列杂交，通过激

光扫描或荧光检测探针的杂交信号强度变化定量分析基因表达量的变化。基因芯片的灵敏

度很高，可达到1：100，000，差异表达超过2倍的基因都可分辨出【73]。美国Affymetrix公司

在1989年研制出第一块原位合成的基因芯片，5年之后推出第一块商业化的基因芯片，自

此基因芯片技术快速发展，目前已实现对低分子量目的片段检测，并可区分单个碱基差异

[741。应用基因芯片技术已获得多物种、多组织、多生理及多疾病状况下差异表达的基因和

miRNAs[75-771。高通量测序技术是在克隆测序的基础上结合生物信息学分析的技术，与基

因芯片相比，无需载体扩增，并可通过聚合酶或连接酶进行体外合成测序，易于发现新的

miRNA，灵敏度很高，对低表达的miRNA也能测到。近年应用的Solexa新一代测序技术

即是基于HiSeq高通量测序技术的小RNA数字化分析，采用边合成边测序(sequencing by

synthesis，SBS)，可减少因二级结构造成的一段区域的缺失。并具有所需样品量少，高通

量，高精确性，简单易操作的自动化平台和功能强大等特点，一次性获得数百万条小分子

RNA序列，能够快速全面地鉴定该物种在该状态下的小分子RNA并发现新的小分子RNA，

构建样品之间的小分子RNA差异表达谱，为小分子RNA功能研究提供有力工具[74,78】。

2．4 miRNA的功能研究

2．4．1 miRNA靶基因的预测

miRNA是小片段的RNA，加之不完全与靶基因序列互补，在已知众多物种全基因的

基础上，寻找miRNA的靶基因及其靶位点并不是一件容易的事。根据mIRNA的作用特点，
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运用不同的靶基因预测方法预测靶基因的靶位点缩小了靶基因的寻找范围。目前靶基因的

预测遵循的原理主要是(1)序列互补性：位于miRNA 5’端的种子序列(第2．8nt)与靶基因

3’UTR可形成互补配对是所有miRNA靶基因预测的最重要因素【661。(2)热动力学因素：

miRNA与靶基因形成的配对的自由能越低，其配对的可能性越大【791。除此之外，还可结

合利用miRNA序列的保守性及其它因素：序列保守性，miRNA结合位点在多个物种之间

如果具有保守性，则该位点更可能为miRNA的靶位点；UTR碱基分布，miRNA结合位点

在UTR区的位置和相应位置的碱基分布同样影响miRNA与靶基因位点的结合和RISC的

效率。基于上述原理开发的用于miRNA靶基因预测的软件种类较多，常用的包括

TargetScan，RNAhybrid等可进行在线预测[79蜘】。

2．4．2 miRNA靶基因的验证

对miRNA功能的研究根据其调控的机制不同，使用验证也分为两个方面：对于mRNA

降解的机制，降解产物可以被逆转录、克隆和测序，并且以推测裂解位点为末端的降解产

物占大多数，综合这些实验结果就可确认该mRNA就是相应miRNA降解的靶mRNA；对于

翻译抑制机制，需要采用报告基因分析系统，预测的基因的miRNA互补位点被融合到报告

基因的37UTR区，在相应miRNA存在和不存在的情形下观察报告基因表达情况，异源报告

基因分析的阳性结果提示miRNA调控所需的互补元件确实存在于预测基因的mRNA上，再

结合相应miRNA和其互补位点的进化保守性可初步推断该基因是否为miRNA的靶基因[81]。

miRNA的过表达研究的方法包括(1)瞬时转染化学合成的前体分子，即将化学合成的

mlRNA mimics(模拟物)，导入细胞后获得特异miRNA的过表达。此种方法可有效进行

miRNA的分子机制及其功能的研究，但因其分子量小，半衰期短，不适用于进行长效功能

研究；(2)非病毒载体瞬时表达载体。通过构建特异miRNA重组质粒，瞬时转染细胞而获得

过表达方法，此种方法可获得长期高效表达，但对于转染效率低的细胞系或原代培养细胞

不适用；(3)腺病毒过表达，其优势在于克服非病毒载体的缺点；(4)逆转录病毒过表达，其

优势在于可感染静止细胞及不产生嵌合。

miRNA的表达抑制研究方法从非基因水平上可以通过化学合成miRNA抑制剂，即合成

的寡核苷酸分子与特异miRNA序列互补，经过多种方法加以修饰以稳定其在细胞水平或体

内水平的活性，特异性与成熟miRNA分子退火，诱导其降解或形成双链，阻遏其功能的发

挥，且这种作用不可逆。从基因水平上可特异针对miRNA成熟及作用机制，采用Dicer酶抑

制、调控位点突变及基因敲除等方法【6¨。
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利用上述miRNA的研究方法，一些在人、小鼠、牛等的先天和适应性免疫调控中起关

键作用的miRNAs已经得到确认。Williams等研究表明miR．146a通过靶向噘体关联因子
6(TRAF6)矛[]白介素受体关联酶I(IRAKl)N揲m菌感染的先天性免疫反应[82]。Cui等报道石首

鱼在感染鳗弧菌后，miR．122通过靶向TLRl4而参与调控Toll样受体信号通路‘831。

2．5 miRNA与乳腺炎

miRNA的表达具有时空性，组织特异性。在生物体正常的生理过程中maRNA参与调控

细胞的生命周期，促进生物体正常的生长发育，如最早发现的Lin-4R口参与调控线虫发育。

乳腺作为哺乳动物重要的组织器官，除具有合成和分泌乳汁的生理功能外，还具有防御病

原菌的重要功能。乳腺在受到病原菌的入侵而产生免疫应答反应，在此种状况下，乳腺内

的miRNAs表达出现差异，不论是表达上调或下调，这些差异表达的miRNA很可能参与机

体的免疫调节过程。Jin等体外试验表明乳腺上皮细胞感染Escherichia eoli隰Coli)后5个

miRNAs(bta-miR．1 84、miR．24．3p、miR．148、miR．486和1et．7a．5p)表达上调，而感染

Staphylococcus aureu@aureus)4-J"miRNAs(bta-miR一2339、miR一499、miR一23a和miR-99b)

表达上调[84]。Dilda等研究表明单核细胞感染脂多糖(1ipolysaccharide，LPS)and&aureus

enterotoxin B后，5个与炎症相关miRNAs(miR．9、miR．125b、miR．155、miR．146a矛HmiR．223)

表达上调[851。候钦雷研究表明患乳房炎奶牛的乳腺组织中miR．296、miR．2430和miR．671

的表达上调，与靶基因BDL4-D复H2剪切体的表达变化一致，提示其对奶牛乳房炎有重要调

控作用[86]。Chen等发现miR．16和miR．223对NF．rd3通路有调节作用，可以作为奶牛乳腺炎

的预测分子标记[871。这些研究都证表日．,qmiRNAs在牛的免疫调控中起到关键性作用，因此

研究探索那些在乳腺炎感染过程中产生适应性变化的miRNA可以帮助我们对乳腺组织感

染炎症反应有更深入的理解。

2．6 mill-122

miR．122是一个在脊椎动物上非常保守的miRNA，最初通过克隆在老鼠上确认。

miR．122在肝脏表达较多，研究表明miR．122对肝脏的生理学功能如应激反应和脂肪代谢

等有重要调控的作用[88。89]。近年研究发现miR．122在人的癌症中发挥抑制肿瘤作用。Bai

等发现miR．122可抑制在各种癌症中癌细胞的生成有重要的作用的ADAMl0和SRF的表

达[90]，而miR．122在初级肝细胞癌(hepatocellular carcinomas，HCCs)qh常被抑制。Ma等研

究发现miR．122过表达后通过降低Bcl．W和／或细胞周期蛋白Cychn GI(CCNGI)的表达而

诱导细胞凋亡和细胞周期的阻滞[911。
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miR．122除了对肝癌有抑制作用外，对乳腺癌也发挥抑癌作用。Wang等报道miR．122

通过调节靶基因IGFlAR抑制乳腺癌中细胞增殖和肿瘤的形成[921。过表达miR．122后显著

减少IGFIAR表达，抑制细胞生长和细胞周期过程，将IGFlAR沉默后导致显著的细胞生

长抑制和受阻，与过表达miR．122效果一致。而将IGFlR过表达则可解除miR．122的这种

抑制作用。同时验证P13CG(P13K家族成员)为miR．122的靶基因，miR-122是P13K／Akt

通路的关键调节因子，因此miR．122作为肿瘤抑制因子是通过靶向IGFlR调节

P13K／Akt／mTOR／p70S6K通路而在抑制肿瘤发生过程中发挥作用的。

牛miR．122位于24号染色体上。miR-122与牛的相关研究较少，仅见有Kasimamckam

等研究报道在患子宫炎奶牛血清中miR-122表达显著下调[931。

3 JAK-STAT信号通路

3．1 JAK-STAT通路简介

酪氨酸蛋白激酶．信号传导和转录激活因子({a11us kinase—signal transducers and activators

of transcription，JAK．STAT)通路是由Dar-nell等发现的一条新的快速将细胞外信号传递到

细胞核内的信号通路，如图1．2所示[94拼]。JAK-STAT信号通路主要包括3部分：(1)细胞

因子或生长因子受体，如EPO、IL等；(2)酪氨酸激酶(Jalaus kinase，JA目，是一类蛋白酪

氨酸激酶，包括。励K，、JAK2、JAK3和tryrosme kinase(2Tx2)，为重要的信号传递分子。

它与GH,红细胞生成素、催乳素、白细胞介素池．3、尼。5)、粒．巨噬系集落刺激因子、Y．

干扰素(Y．interferon，?-IFN)等物质细胞内的信号传递有关。(3)信号转导和转录激活因子

(signal transducers and activators oftranscription，STAr)，包括7种形式：STATl．4、STAT5A、

STAT5B和STAT6。STAT是核内转录因子，但在静息细胞中，存在于胞浆。其中STAT5是

在乳腺组织中第一个确定的STATs家族成员，STAT5A与STAT5B的氨基酸序列两者有90％

以上的同源性。STAT5在乳腺的增殖、分化，并在维持泌乳方面发挥重要作用，其中

STAT5A(90％)介导的信号转导途径在妊娠期参与乳腺上皮细胞的分化、维持乳腺上皮细胞

的生存，在泌乳期参与乳蛋白的合成。

JAK．STAT通路的激活从肽配体(细胞因子等)与其跨膜受体结合开始。受体形成二聚体

并交叉激活受体相关的删K激酶，随即磷酸化受体尾部的酪氨酸残基，这些磷酸化的酪氨

酸残基的功能是作为细胞质STAT蛋白潜在的识别位点。磷酸化的STAT蛋白通过

Src．homology2(SH2)结构域。磷酸．酪氨酸的互作并移位到细胞核中，作为转录激活子诱导表

达靶基因，最终引发生物学效应。
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图1-2 JAK-STAT信号通路(Ivashkiv，2004)

Fig．1-2 JAK-STAT signal pathway(Ivashkiv，2004)

3．2 JAK-STAT通路与免疫调节

JAK．STAT信号通路调节核与细胞表面受体间的信号传导。JAK的激活刺激细胞增殖、

分化、迁移和凋亡，这些细胞活动对维持造血、免疫发育、乳腺发育和泌乳、脂肪分化、

第二性征发育和其它生理过程是非常关键的。可预见的是，减弱JAK-STAT通路活性的变

异将影响这些生理过程㈨。相反，组成性的激活或是调控JAK．STAT通路的失败将可能造

成炎症、红细胞增多、巨畸症和白血病M。／L一6刺激引发JAK-STAT的快速磷酸化，而JAK

的抑制剂则可阻止／L．6诱导的JAK．STAT3的激活。通过抑制JAK．STAT通路的活性，有

效改善急性胰腺炎(acute pancreatitis，AP)预后，因而可将抑制／L。6调节的促炎信号通路作

为抗炎治疗措施【98]。在大鼠痛风性关节炎模型中，利用中药复方铁锁痛风汤下调JAK．STAT

炎症信号通路中的JAK2表达量，可以减轻大鼠的关节肿胀程度，以及关节软骨、软组织

的炎症程度【99J。

3．3 miRNA与JAK．STAT通路

近年研究表明多种miRNA通过调控靶基因的表达而参与JAK．STAT通路的调节。

miR．155在JAK．STATl／2信号通路中具有重要的作用，STAT／作为促凋亡因子和抗感染因

子受到干扰素调控。在肝癌细胞中，miR．155表达量增加，上调干扰素介导的抗病毒基因

能够增强细胞的抗感染能力[1001。miR．155在细胞中还可直接作用于细胞因子信号抑制蛋白

1(suppressor of cytokine signaling l，SOCS J『1。SOCSl是JAK—STAT信号通路的抑制因子之

一，可抑制JAK蛋白磷酸化和延迟STAT蛋白激活。在HepG2细胞中，过表达miR．155

显著抑制SOCSl，进而抑制了乙肝病毒(hepatitis B virus，HBV)基因组的感染，使细胞具有

明显的抗感染效果【10¨。除miR．155外，miR．221／222同样靶向调控STATl／2[102】。miR．125b
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对JAK-STAT通路的调控作用并不一致，miR．125b在骨肉瘤中通过直接靶向STAT3，抑制

肿瘤细胞的增殖与迁移，然而miR．125b在胶质瘤中作用于STAT3激活抑制蛋白，从而增

加STAT3的表达，促进癌症细胞的增殖[1031。miR．34a可通过ERK和STAT5通路发挥抑癌

作用[1041。在骨肉瘤细胞osteosarcoma(OS．732)中，HNF4G是mxR．122的靶基因，miR．122

过表达后抑制HNF4G而使P13K／AKT、JAK／STAT和Notch通路失活，抑制细胞增殖、迁

移，促进细胞凋亡【10 5|。

3．4口D基因与JAK。STAT的关系

EPO(Erythropoietin，促红细胞生成素)，最初由Reissman在1950年利用连体鼠试验在

鼠血液循环中发现EPO，其作用是刺激骨髓红细胞增生。EPO早期的研究集中在治疗与贫

血、低氧等相关的疾病上[106]。近年的研究发现，除造血组织和细胞外，很多组织如肝脏、

子宫、神经系统、内皮细胞等也表达EPO及EPO受体(EPOR)，EPO的作用也不仅仅局限

于造血功能。EPO同TNF(tumournecrosis factor，肿瘤坏死因子)一样在自然免疫应答中有

重要的作用[107J。

在自然免疫中，机体通过模式分子识别外来入侵的病原体等生物，机体为消灭病原体，

采取“焦土”政策，将机体感染附近正常的细胞一起杀死，某些情况下这种“损害”远大于入

侵的部位，而EPO可以阻止这种损害。在很多动物损伤模型中，EPO在与自然免疫相关

的组织处发挥防御保护作用。这些组织包括眼睛，肾脏，外周神经，脊髓和皮肤。不同组

织发生损伤后，EPO的保护作用失效时间依组织不同而不同，肾脏6h，大脑9h，心脏16h，

脊髓72h[1061。Sasaki等发现，大脑能够产生少量的EPO，在脑部受到损伤时保护神经细胞，

进一步发现脑部直接注射rhEPO可以进一步减少损伤体积[1081。

EPO的功能需通过EPOR的激活实现，EPO与EPOR结合后，将与受体相连的JAK2

磷酸化激活，继而引发下游信号通路。与JAK2相连的信号通路包括JAK-STAT、

JAK．P13K(磷脂酰肌醇．3．激酶)、JAK．ERKs(胞外信号调节激酶．1，2)、JAK2．Ras．MAPK(有

丝分裂原活化蛋白激酶)等【109。1101。姚胜研究表明大鼠在烫伤后合并感染金葡菌脓毒症的早

期，机体的肝、肾等组织的STdT3快速活化，激活JAK．STAT通路。注射JAK2特异性抑

制剂和STAT3磷酸化抑制剂，各组织中STAT3活性不同程度降低，细胞因子及其蛋白表达

也随之减少，肝功能得到改善，证实抑制JAK／STAT通路的活化可以减轻机体的局部组织

的炎症反应，保护脏器功能[111]。
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4原代乳腺上皮细胞培养研究进展

4．1原代乳腺上皮细胞培养概述

细胞是除病毒、类病毒和阮粒等外的生物体的基本结构和功能单位。细胞培养是指利

用动物组织或细胞，在体外通过建立或模拟体内细胞生长所需的生理环境(适宜的pH、营

养物质等)，促使细胞生长繁殖的方式。奶牛乳腺上皮细胞既是泌乳细胞，具有合成和分泌

乳汁的生理功能，同时又是重要的免疫调节细胞，建立具有正常生理功能的乳腺原代上皮

细胞的体外培养方法，对于研究乳汁的合成与分泌和乳腺的免疫应答机制是非常必要的，

一度成为研究的热点[112J。乳腺上皮细胞的原代培养成功始于上世纪五十年代。Lasfargues

等在1957年利用胶原酶将小鼠乳腺细胞从乳腺组织中消化分离出来，首次实现了乳腺细

胞的直接培养[113]。1961年Ebmer等首次培养出了牛乳腺细胞，但其易受成纤维细胞影响，

传代次数有限[114]。1983年Schmid等利用传代乳腺细胞单克隆的方法最先建立牛乳腺细胞

系BMGE，但没有对这些细胞系的生理功能进行检验[115]。此后经过30多年的发展，乳腺

上皮细胞的体外培养己向永生化的方向发展[11 61。

4．2原代乳腺上皮细胞培养方法比较

目前原代乳腺上皮细胞的培养方法比较成熟，主要有三种方式：酶消化法、组织块法

和乳汁分离法[11。71。在实践中运用较多的是前两种方法。酶消化法和组织块法都是采用新鲜

乳腺组织，清洗消毒后除去结缔组织，将乳腺组织剪碎至小于lmm3的肉糜状，酶消化法

采用胶原酶、胰蛋白酶等消化肉糜状的组织块，将细胞游离出，再将消化液过滤，离心后

得到的细胞进行接种培养和纯化。胰酶消化法对胰酶浓度和消化时间要求严格，不易培养

成功。组织块法对操作要求相对简单，但培养纯化乳腺上皮细胞时间较长，耗时耗力。

5本研究的目的与意义

奶牛乳腺炎一直是困扰奶牛养殖业的难题和研究的重点。目前针对奶牛乳腺炎的常规

药物治疗易产生药物残留和耐药性的问题，深入研究病原菌致病机理及机体免疫应答机制，

是开发各类新的治疗和预防乳腺炎的方法的理论基础。

链球菌乳腺炎在奶牛乳腺炎中占有一定的比例，但链球菌在奶牛上的致病机制并未完

全阐述清楚，本研究期望在此方面做一些基础研究工作。通过诱导奶牛链球菌型乳腺炎，

获得机体在免疫应答过程中产生的差异表达基因和miRNA，借助生物信息分析技术，筛选

出与链球菌感染免疫相关的基因、miRNA和免疫调控的通路。阐明在链球菌引发乳腺感染

的过程中，机体的相关免疫应答机制：机体如何调控基因和miRNA的表达，miRNA如何通
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过调控靶基因而参与哪些免疫相关通路应答。本研究结果将有助于了解奶牛乳腺组织对链

球菌感染的免疫应答机制，并为预防和治疗奶牛乳腺炎提供新的思路和策略。
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第二章奶牛链球菌型乳腺炎乳腺组织基因表达分析

随人类基因组和其它生物基因组的测序完成，对基因的研究重点从结构转向功能。自

上世纪末出现的基因芯片技术得到广泛的应用。基因芯片将物种基因核酸分子固定在载体

上，通过与样品核酸分子的杂交，可同时检测大量基因的表达。基因芯片技术的应用为研

究不同基因在特定情况下的表达提供了极大的便利[1‘31。

奶牛乳腺炎主要是由病原菌侵入乳腺并定植，继而引发乳腺感染，不同病原菌引发的

免疫应答存在差异[4】。本研究将在建立人工诱导的奶牛链球菌型乳腺炎模型上，利用

Afifymetrix牛基因组芯片技术获得链球菌型乳腺炎乳腺组织的基因表达谱，结合生物信息

分析技术寻找差异表达的基因，并对其进行KEGG分析，筛选与免疫相关的基因及其通路，

为后续研究提供研究基础。

1材料与方法

1．1试验动物

选择3头体况正常、乳房发育良好的中国荷斯坦奶牛，无乳腺炎病史及治疗用药。处

于第一胎次泌乳中期，各乳区奶样体细胞数SCC<10万／mL，无细菌感染。试验在扬州郊

区某奶牛养殖场进行，试验奶牛按常规饲养和管理，隔离观察7天后进行试验。

1．2菌种复苏

无乳链球菌假agalactiae；简称链球菌，ATCCl3813)由扬州大学兽医学院药理与毒理

实验室惠赠。

链球菌接种于100 mLTodd．Hewitt(改良罗氏培养基)肉汤中，置37。C生化培养箱复苏6

小时。用无菌哺乳动物林格氏溶液将肉汤培养物稀释为1 x106 CFU／mL链球菌悬液。奶样

的链球菌检测参照《中华人民共和国国家标准食品卫生微生物学检验溶血性链球菌检验

fGB／T 4789．1 1．2003)))标准进行。

1．3主要试剂与仪器设备

主要试剂：miRVanaTM RNA Isolation Kit(Applied Biosystem p／n AMl556)、Lowinput

Quick-Amp Labeling Kit，one—color(24×)(5190一2305)，Gene Expression Wash Pack(5188—5327)，

Gene Expression Hybridization iv,at f5188-4242)，RNA Spike In Kit，one—color(5188—5282)，

Package 20 backings，8 HD arrays per slide(G2534—60015)，Package 20 backings，4 HI)arrays

per slide(G2534-60012)，QIAGEN RNeasy⑧Mini Kit Qiagen(74106)，Chip Agilent
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仪器设备：牛奶体细胞快速检测仪扫描仪(scc一100，)、(Agilent，G2505C)、杂交炉

(Agilent，G2545A)、Agilent Bioanalyzer 2100、NanoDrop(Thermo，2000)、PCR仪(ABI，

9700)、离心机(EppendorL 541 8)、浓缩仪(Eppendorf,5301)、离心机(其林贝尔，LX．200／300)、

振荡器(其林贝尔，GL．88B)磁力搅拌器(其林贝尔，GL．3250B)金属浴(博日，HB．100／

CHB-100)

1．4奶牛链球菌型乳腺炎模型的建立

每头奶牛选取两个乳区，一个为对照乳区，一个为试验乳区。各乳区在下午5时挤奶

后消毒，利用通乳针将5mL 1 X 106 CFU／mL链球菌悬液经乳头管一次性注入奶牛乳腺内，

对照乳区注入相同体积的灭菌PBS溶液(Phosphate．buffered saline，磷酸盐缓冲溶液)，试验

乳区分组见表2．1。

表2—1奶牛乳腺接种链球菌悬液及PBS溶液分区表

Table 2—1 InJectlon udders ofX agalactiae and PBS

1．5组织样品的采集

链球菌导入乳腺后24小时后，检测各乳区牛奶体细胞数和细菌数，结合临床症状观

察，确定奶牛乳腺炎模型构建成功后，无菌操作采集奶牛的乳腺组织(>1 g)，分取一部分立

刻放入液氮罐中带回实验室，随即转入．70。C冰箱备用，剩余乳腺组织用福尔马林溶液固定

后按常规石蜡组织切片方法制备切片。

1．6样品芯片分析前处理

1．6．1总砌妊的提取

按照miRVanaTM RNA Isolation Kit(Applied Biosystem p／n AMl556)试剂盒的方法，操

作提取乳腺组织样的总RNA，具体步骤如下：

(1)取O．19乳腺组织与lmL lysis／binding buffer匀浆混匀，加入0．1mL Homogenate

additive涡旋混匀，置冰上1 0rain；

(2)混合液加lmL acid—phen01．chloroform，涡旋60s，10，0009离心5mm，取上清。

(3)上清液中按体积比1：1．25加入无水乙醇，涡旋混匀，反复过纯化柱，终体积小于

7009L，10，0009离心15s。

(4)纯化柱加入350此wash 1，离心5．10s，清洗纯化拄，10，0009离心15s，弃去滤液。
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(5)加DNase I 1 0旺和Buffer RDD70此入膜_L(QIAGEN#79254)，室温放置1 5min。

(6)DH入350此wash 1，离心5—10s，清洗纯化拄，10，0009离心15s，弃过滤液。

(7)依次加入500此wash 2、wash3，离心5—10 S，清洗纯化柱，10，0009离心15s后弃

去滤液，再继续离心lrmn。

(8)在新的收集管中将离心柱放入，加入95。C预热的Elutlon Solution 1009L或

nudease—free水，室温12，0009，离心20-30s，管中液体即为提取的Total RNA，置．70。C保

存。

1．6．2总RNA的纯化

按照QIAGEN RNeasy⑧Kit试剂盒方法纯化总RNA，并检测RNA质量(Agilent 2 1 00

Bioanalyzer，Agilent Technologies，Palo Alto，CA)。具体操作步骤如下：

(1)取总RNA_<0．1mg溶于100 gL RNase free水中，加入350此Buffer RLT并充分混匀。

(2)加入250此无水乙醇，充分混匀。

(3)将上述混合溶液转入RNeasy mini柱子(置于2 mL离心管)，80009以上离心30s，

弃去滤液。

(4)移取500 IxL Buffer RPE转入RNeasy mini柱子内，80009以上离心洗涤30s，弃去

滤液，重复洗涤一次。RNeasy mini柱子转入1．5ml Eppendorf新管中。

(5)移取40此RNase free的水，80009以上离心洗脱lmin，重复离心洗涤一次，合并

滤液。

1．6．3 cDNA第一链和第二链一步法合成

(1)移取0．299总RNA、5ng polyA共2．59L于0．2ml离心管中，加入29L SpikeMix，

0．8旺T7 Promoter Primer，65。C保温反应1 0 rain，冰浴5 min。

(2)配置cDNA合成体系：取29L 5 xFirst Strand Buffer(80。C预热3．4 min)，1皿0．1M

DTT，0．5“L lOmM Dntp mix，1．29LAffinityScript Rnase Block Mix于(1)中冰浴的RNA中，

混匀后离心。PCR反应条件设置为：40。C 2h，70。C 1 5min，冰上静置5rain。

1．6．4荧光标记cRNA合成与纯化

(1)荧光标记cRNA合成：在1．6．3 cDNA液中加入6pLTranscriptionmix混匀，40。C

静置2h。(Transcription mix体系：3．29L 5xTranscription buffer，0．24肛L T7 RNA Polymerase

Blend O．69L 0．1M DTT，1pL NTP mix，0．219LCy3一CTP，，0．75此1-120)

(2)荧光标记cRNA纯化：用QIAGEN RNeasy⑧Mini Kit进行纯化。

万方数据
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cRNA合成溶液中加入84I，tL RNase free水与35％L Buffer RLT混合均匀，再加入

250I，tL无水乙醇，混匀，全部转入RNeasy柱子内(置于2mL离心管内)，>80009离心15．30s，

弃滤液；吸取500“tL BufferRPE到RNeasymini柱子内(置于新的2mL离心管内)，>80009

离心洗涤15．30s，弃滤液，重复洗涤离心一次，更换RNeasy mini柱子套管；加入30I-tL RNase

free水，静置1rain后，>80009离心洗脱lmin，重复一次。

1．6．5 cRNA样品片段化和芯片杂交、洗涤及扫描

(1)cRNA样品片段化：：取1．65pg cRNA，11旺10xBlocking Agent，加水至52．8皿，加入

2．2／xL 25 xFragmentation Buffer，混匀，60。C温水浴30mm，冰浴lmin；加入55}，tL 2x GEx

Hybridization Buffer混匀。

(2)芯片杂交：芯片上样，65 oC 17 h，以10rpm滚动杂交。

(3)洗涤：杂交结束，将芯片转入洗液1中lmin，再转入洗液2中，lmm(37。C)。

(4)扫描：采用Agilent扫描仪，自动以100％币N 10％PMT方式各扫描一次，分辨率为

5 btm，合并两次扫描结果。

1．6．6表达谱芯片数据分析

实验所采用的芯片为牛基因组芯片Agilent(4*44K，Design ID：023647)。用GeneChip

Scanner3000扫描芯片结果，用Feature Extraction软件(versionl0．7．1．1，Agilent Technologies)

读取芯片原始数据，运用GeneSpring Software(12．5 Agilent)quantile方法标准化芯片原始数据。

T检验法筛选差异表达基因，利用在线数据库KEGG对差异表达基因做pathway分析。

2结果

2．1奶牛链球菌型乳腺炎模型建立

链球菌导入乳腺24h后，各试验乳区乳腺外观红肿、触痛，发热，体温明显上升，产

奶量减少，奶中有絮状物，SCC急剧上升，超过200万个／mL(仪器测定最大值)；各对照乳

区乳腺外观正常，奶样无明显变化。细菌学检测结果表明试验组有链球菌的生长，无其他

杂菌生长；对照组无链球菌和杂菌生长。石蜡组织切片经HE染色后，对照组乳腺组织结

构完整，乳腺上皮细胞排列整齐(图2．1 A)；而试验组乳腺组织显示明显的病理变化：乳腺

组织结构松散，乳腺间质发生水肿，细胞间连接空隙增大，乳腺上皮细胞萎缩，腺泡腔变

大，乳腺腔内可见脱落的乳腺上皮细胞、多形核中性粒细胞、巨噬细胞、淋巴细胞等炎性

细胞集结团聚(图2．1 B)。上述试验结果表明成功诱导奶牛乳腺组织链球菌型乳腺炎。

万方数据
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图2．1乳腺组织切片(400x)

(A．对照组乳腺组织：乳腺组织结构完整；B链球菌组乳腺组织：乳腺组织结构松散，乳腺上皮细胞

萎缩，腔内可见团聚物)

Fig．2-1 HE staining ofmammary glands tissue(400 x)

(A．control mammary gland tissue：normal mammary,integrated structure；B．infected S agalactiae mammary

gland tissue：mammary epithelial cells connect loosely,intercellular gaps increase)

2．2样品总RNA质控

样品总RNA纯化后经Agilent Bioanalyzer 21 00检测，RNA的浓度在O．0509Ltg／gL

～O．406999／I．tL之间，A260／A280为2．06-2．1 2，RIN>_7．0，浓度、纯度及完整度均相对较高，

可用于后续的实验操作【51。

2．3基因芯片杂交扫描

芯片杂交后扫描得到的荧光强度如图2．2所示，图2．2 D、E、F为试验组，图2—2 A、

B、C为对照组。一般地荧光强度图可反映芯片杂交的情况，亮度越高，越清晰，越致密

均匀，说明杂交的状况越好。图2．2表明各样品间的亮度、均匀性相接近，芯片杂交效果

较好。
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2．4基因芯片数据处理

图2．2基因芯片表达谱信息

(对照：ABC；链球组：DEF)

Fig．2-2 microarray expression information

(Control：ABC；S．agalactiae：DEF)

基因芯片原始数据经GeneSpring软件标准化后，转化为l092并绘制散点图(图2．3)，图

中每一个点代表了芯片上的探针点。由图2—3可知，标准化数据大部分集中在对角线上，无

偏态或分散现象，少部分点分布在对角线两侧绿色线2_#1-，表明大多数探针点在两张芯片

中的信号值差异在1倍左右，少部分探针点的信号值差异大于2倍。
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图2-3基因芯片数据归一化后散点图

Fig．2—3 Scatter plot ofnormalized microarray data

2．5差异表达基因

利用T检验法筛选出链球菌和对照组间差异表达的基因共136个(FC>2，P<O．05)，包

括78个表达上调的基因和58个表达下调的基因(表2．2)。PSORSlC2基因上调表达最多，

比对照组上调近11倍，一些与免疫相关的基因如CD34、CD55、聊陌、ITGAl、CDH5、

CDHl3等上调表达，而另外一些基因如EPO、CCLl7、C4BPB等表达下调。

表2．2基因芯片差异表达的基因列表

Table 2-2 Differential expression genes list of microarray
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2．6差异表达基因KEGG分析

利用KEGG数据库对差异表达基因进行的pathway分析表明，29个表达差异显著的基

因共涉及38条pathway(表2．3)，其中部分通路与免疫相关，如补体及凝血级联反应、造血

谱系、趋化因子信号通路、JAK-STAT信号通路、Notch信号通路等。

表2—3差异表达基因通路

Table 2-3 Pathways of differential genes
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3讨论

3．1奶牛链球菌型乳腺炎模型的建立

在当今奶牛养殖业中，奶牛乳腺炎造成严重的经济损失【6。71。奶牛乳腺炎有多种因素可

导致其发生，但以病原微生物感染为主要因素，链球菌、金色葡萄球菌和大肠杆菌这三种

病原菌占全部感染的70％～90％[8。9]。与其他哺乳类动物相比，奶牛乳腺组织在泌乳期分泌

大量的富含营养和抗病物质的乳汁提供给新生动物，因而对病原菌更敏感【_71。奶牛乳腺炎

的治疗和防控依然目前研究的重点，清楚地了解乳腺炎的发病机制，才能制定相应的对策

解决难题。

随现代生物技术的发展，利用实验动物建立乳腺炎疾病模型，研究其发病原因及机体

的免疫应答成为一种有效的研究手段。小鼠作为一种良好的试验素材被广泛采用，如伦艳

霞等[101、张静等[111分别利用从乳腺炎奶中分离到的无乳链球菌和金黄色葡萄球菌感染小

鼠，各自建立BALB／c小鼠乳腺炎。利用小鼠建立的乳腺炎病理模型是一种经济且便于管

理的研究模式，但不可忽视的是小鼠与奶牛的存在种间差异，且在诱发小鼠乳腺炎的过程

中，操作不当容易对小鼠乳腺组织造成人为的损伤，不能完全真实模拟奶牛乳腺炎的自然

发病机制[1 21。而少数直接利用奶牛诱导乳腺炎的研究多集中在金黄色葡萄球菌型乳腺炎，

如袁峥嵘等‘131、刘利等‘141的研究报道。利用链球菌直接诱导奶牛乳腺炎的研究很少，本

试验中建立的链球菌型乳腺炎模型，为深入了解链球菌对奶牛乳腺的致病机制和乳腺的免

疫应答机理提供研究平台。多数研究表明病原菌在诱导乳腺炎的24h左右，乳腺炎的临床

症状表现明显，奶中体细胞数急剧升至最高值，这与本试验中所观察到临床症状相符。结

合乳腺组织病理检查结果可以明确本试验中构建的链球菌型乳腺炎是有效的，反映了乳腺

组织受到病原菌侵袭后做出的免疫应答，为后续的研究奠定了良好的工作基础。
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3．2基因芯片差异表达基因与奶牛乳腺炎的相关研究

基因芯片技术是近年来应用较广泛的分子生物学技术，通过样品核酸与固定在固相载

体上的核酸探针杂交，经放射自显影或荧光扫描显示，一次性获得大量的生物学信息。进

一步对生物学信息进行分析，从差异表达的基因中筛选出感兴趣的基因，进而对其功能展

开深入研究。Swanson等用包含22，000个基因探针的牛基因芯片，从感染乳房链球菌乳腺

组织中筛选出2,200个差异表达超过1．5倍的基因，表达上调最高的基因如补体成分3、儿．JD、

IL，6等与免疫反应、程序死亡和氧化应激相关，表达下调的基因涉及脂质代谢和细胞死亡

的[1 51。Moyes等对感染乳房链球菌的乳腺组织，采用基因芯片发现2，102个差异表达的基

因，上调的基因主要参与免疫反应，如ZL6,刀＼氓皿＆ILIO,SELL，LYZ和SAA3等，下调的

基因与牛奶脂肪的合成相关如LPINl，ⅡE CD36,和BTNlAl。乳腺内感染激活尼．JD和

ZL一6信号通路，下调LXR／RXR和PPARa／RXRa信号通路[1 6|。调控网络分析表明n万正

调控与免疫系统功能相关的基因，而负调控与脂质代谢相关如的基因GPAM,SCD，FABP4,

CD36,和凹E和抗氧化基因SODl。袁峥嵘采用牛Affymetrix基因芯片从感染金葡菌乳腺

组织中，筛选到305个差异表达的基因，其中有27个差异表达基因包括IL8、TLR4、、TLR2、

CXCLl0、CXCL5、CACNA2D1、CCL2、SOS2等的基因涉及9条与免疫相关的通路，包括

TOLL样受体信号通路、MAPK信号通路、趋化因子信号通路等，这些差异基因可作为奶

牛乳腺炎抗性研究的候选基因加以进一步研究[13]。

本试验中共筛选到136个差异表达显著的基因，包括78个上调表达的基因和58个下

调表达的基因。在这些差异基因中包括CCLl7、EPO、CD34、CD35、朋陋、CDH5、JAGl、

CACNAl等在内的29个基因共涉及38条通路，与免疫相关的通路有13条，其中部分通路

与袁峥嵘的试验结果相同，如造血细胞谱系、MAPK信号通路、细胞因子与细胞因子相互

作用、趋化因子信号转导通路。这说明不同病原菌诱导的乳腺免疫应答有相似之处，也有

病原菌的特异性引起的免疫应答差异性。而本试验中的富集的JAK．STAT信号通路引起我

们的关注。JAK．STAT通路是一条将胞外信号快速传递到胞内的信号通路。多数研究表明

JAK．STAT通路与乳腺的关系密切，对乳汁的合成有重要的作用，而关于JAK．STAT通路

与乳腺免疫的关系的研究并不多见，近年有研究者发现在金葡菌乳腺炎中STAT5基因表达

下调，提出可将其作为奶牛乳腺炎的抗性候选基因。对JAK．STAT在乳腺免疫应答中的作

用机制我们将深入探讨。

4小结

利用基因芯片技术，获得奶牛链球菌型乳腺炎乳腺组织的全基因表达谱，经生物信息

学技术分析，共筛选出136个差异表达显著的基因，包括78个上调表达的基因和58个下
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调表达的基因。KEGG分析确定29个差异基因涉及38条pathway，部分通路与免疫过程

相关如JAK-STAT通路，可做进一步的深入研究。
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第三章奶牛链球菌型乳腺炎乳腺组织mieroRNA表达分析

microRNA(miRNA)是一类进化上高度保守的小分子非编码RNA，长度约为22个单核

糖核苷酸，由生物体自身的基因组转录产生，具有转录后调控基因表达的功能。miRNA在

哺乳动物上可调节约60％的蛋白编码基因，广泛参与机体多种生理过程如细胞的生长、增

殖、分化及细胞的凋亡和病理过程如细菌病毒的感染、癌症等[1。4]。近年来随着高通量测序、

基因芯片技术及生物信息学技术等的快速发展[51，许多新的miRNA不断被发现[6-81，其可

能的生物学功能不断被确认。乳腺作为哺乳动物重要的组织器官，具有重要的生理功能，

许多研究者对此展开了相关的研究工作，相继发现新的miRNA，如Li等在奶牛乳腺组织

中找到56个在泌乳期差异表达的miRNA，96条新的miRNAr9]；Gu等发现3个新的miRNA，

经克隆测序后发现13个高表达的mxRNA中有10个在乳腺组织中差异表达[101；李文清报

道mlR．145是乳腺组织特有的miRNA[11】。上述研究表明越来越多的miRNAs在乳腺组织

不断被发现。

乳腺炎主要是由病原体侵入乳腺组织内的而导致的一种持续性的炎症反应，链球菌即

是主要的病原菌之一，由链球菌引发乳腺炎占慢性乳腺炎的95％[12】。鉴于抗生素治疗乳腺

炎带来的药物残留和耐药性问题，有必要寻找新的防控乳腺炎的方法。利用miRNA的表

达特异性，寻找到链球菌型乳腺炎感染过程中奶牛乳腺产生的适应性变化的miRNA，可以

帮助我们更好地理解乳腺组织的炎症应答机制[13]。

本章主要内容是在建立人工诱导的链球菌型乳腺炎的基础上，构建健康乳腺组织和感

染链球菌的乳腺组织的两个小RNA文库，通过生物信息学分析，筛选出差异表达的

miRNAs，并对差异表达的miRNAs预测靶基因做GO和KEGG分析，试验结果为揭示奶

牛乳房炎的调控机制提供实验基础。

1材料和方法

1．1试验动物及奶牛链球菌型乳腺炎诱导

见第二章1．1．1．2、1．4。

1．2样品采集及总RNA的提取与纯化

见第二章1．5．1．6．2。

1-3 Solexa测序小RNA文库构建

纯化后的每个样品取599总RNA制备小RNA文库，送至上海欧易生物公司进行小

RNA深度测序并建库。具体过程为：
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(1)用凝胶电泳将样品RNA中分子量在18．30个核苷酸分离出来；

(2)对这部分序列分别在3’羟基端和5’磷酸端连接适配体，在Truncated T4．RNA连接酶

的作用下延伸；

(3)利用Real．time引物将RNA反转录为单链cDNA；

(4)再同时用上下游接头特异引物扩增反转录产物；

(5)将PCR产物纯化后采用illumination Hiseq2500测序平台单端50bp的测序模式进行

高通量测序(图3．1)。

Small RmA
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Length

18-30nt

38—50nt

62。75 nt

Ready for High-throughput Sequenclng

图3-1小INA测序流程

Fig．3-1 Small RNA sequencing experiment process

1．4测序结果生物信息学分析

对测序获得的原始数据进行去除接头、污染序列及低质量reads的处理，并统计sRNA

的长度分布，分析样品间的公共及特有序列。通过与Rfam及Genbank数据库的比对，鉴

定rRNA、tRNA、snRNA等非编码RNA。通过与miRNA数据库(miRBase)中指定范围的

miRNA进行比对，鉴定样品中的已知miRNA，与重复序列的比对，鉴定与重复序列相关

的sRNA。再利用MiReap对没有注释的sRNAs进行预测新的miRNA。对己知miRNA进

行差异分析，对差异己知miRNA进行靶基因预测及预测靶基因的GO富集和KEGG通路

分析。
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1．4．1小RNA长度分布

测序的原始结果包含插入片段过长的序列、低质量序列、polyA序列和小片段序列等，

筛除上述片段后的序列称为干净序列(clean reads)，后续的信息学分析均在此基础上进行。

小RNA的长度区间一般为18-30nt，通过小RNA长度分布的峰值来判断小RNA的种类，

miRNA集中在21或22nt，siRNA集中在24nt，piRNA集中在28—30nt。

1．4．2样品间小RNA公共及特有序列分析

统计分析两样品间的公共序列与特有序列的种类及数量(分别用unique与total表示)，。

对不同处理的样品进行小RNA公共及特有序列分析帮助判断样品测序的整体性是否一致，

若样品间小RNA序列在种类上差异较大，而公共部分的序列表达比较集中，则说明不同

样品在测序整体上的一致性是比较好的。

1．4．3小RNA序列比对注释

经过上述处理的clean reads与Genbank、Rfam数据库进行比对。选取Genbmlk database

(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov)与Rfam database 1 0．1(http：／／rfam．xfam．or90中的rRNA，scRNA，

snoRNA，snRNA，tRNA来注释测序得到的小RNA序列，尽可能的发现并去除其中可能的

rRNA，scRNA，snoRNA。将所有sRNAs与各类RNA的比对、注释情况进行总结。在以上

各注释信息中，有可能存在一个sRNA同时比对上两种不同的注释信息的情况。为了使每

个unique sRNA有唯一的注释，按照genbank>Rfam>known miRNA的优先级顺序将sRNA

比对注释，用unarm表示没有比上任何注释信息的sRNAs。

一1．4．4已知miRNA鉴定与新的miRNA预测

miRNA前体(pre．miRNA)经Dicer酶切后发育为成熟体，酶切位点的特异性使得成熟

miRNA序列存在一定的特点，如首位碱基对于碱基U具有很强的偏向性；2"--4号位碱基

一般缺少u；此外miRNA成熟体序列受酶切位点等因素影响，两端会有不同程度的碱基

增减，因此在计算miRNA表达时综合考虑这些因素。

miRNA的鉴定是将测序序列与本物种miRBasel 8．0(http：／／www．miRbase．or90数据库进

行比对的结果来分析的，综合分析前体与成熟体两方面的比对情况从而得到该物种miRNA

的表达结果。比对的原则如下：(1)序列完全比对前体序列；(2)在满足条件(1)的基础上允

许序列与成熟体不完全比对，但至少有16个碱基的完全覆盖。同时满足上述条件的序列

的表达量之和统计为该miRNA的表达量[141。
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1．4．5 miRNA差异分析

判断在样品间的表达量是否有显著性差异，并分别用l092．ratio和Scatter plot图比较两者

(1)将样品(control和treatment)归一化到同一个量级。

归一化的表达量(Normalized expression，NE)--miRNA表达量(reads count)／样品总表达量

(reads count)*1 06

(2)使用标准化后的结果统计fold_change和P-value及做图。

变化倍数(Fold_change)=l092(S．agalactiae-NE／Contr01．N勘

C(y≤V～Ix)=∑p(yx)x,／Jnlgl

P(xly)=(等’：ii：誊。。y≥y—llx，：Y嘉。yJx，
Nl和X表示对一个给定的miRNA在对照组的干净序列数总读数和归一化的表达量。

N2和y表示一个给定的miRNA在链球菌组的干净序列数总读数和归一化的表达量[15]。

1．4．6靶基因预测分析

与植物mlRNA与靶基因完全配对的情况不同，动物miRNA与其靶基因是不完全结合

配对，因此在利用靶基因预测软件RNAhybrid进行预测时，在结果上对于种子序列区域的

比对做了限定：miRNA序列5、端开始1．9nt的碱基处不允许错配，但允许G．U配对，同时

1．4．7 GO富集分析

Gene Ontology(简称GO)，基因本体，是一个国际标准化的基因功能分类体系，提供

了一套动态更新的标准词汇表(controlled vocabulary)来全面描述生物体中基因和基因产物

的属性。GO总共有三个ontology，分别描述基因的分子功能(molecular function，MF)、所

处的细胞位置(cellular component，cc)、参与的生物过程(biological process，BP)。

首先把所有候选靶基因向Gene Ontology数据库(http：／／www．geneontology．org／)的各个term
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映射，并计算映射到每个term的含有的靶基因数目，应用超几何检验，找出在候选靶基因

中显著富集的GO条目(与整个参考基因背景相比)，计算公式为：

p一1号俐臀)P=卜∑等产“ l』V l
／--0 h j

公式中，N：所有基因中具有GO注释的基因数量；n：N中被预测为候选靶基因的数

量；M：所有基因中注释为某特定GO tema的基因数目；m：注释为某特定GO term的候

选靶基因数量。P．value经Bonferrom校正后，设阈值为corrected P．value<0．05，满足阈值

条件的GO term则为在候选靶基因中显著富集的GO term。

1．4．8 KEGG通路分析

在生物体内，不同基因相互协调行使其生物学功能，rd!GG(通路的主要公共数据库)

提供的pathway(通_路)的分析有助于进一步了解基因的生物学功能。通路的显著性富集分析

以KEGG中的通路为单位，应用超几何检验，找出在候选靶基因中显著性富集的通路(与

整个参考基因相比较)[16]。计算公式同GO分析，公式中N指所有基因中具有通路注释的

基因数量；n指N中的候选靶基因的数量；M指所有基因中注释为某特定通路的基因数量；

m指注释为该特定通路的候选靶基因数目。以FDR<0．05的通路为显著富集。通路显著性

富集分析可明确候选靶基因参与哪些生化代谢途径与信号转导等途径。

1．5部分差异表达miRNA荧光定量验证

1．5．1 miRNA反转录为cDNA

按照miRcute mlRNA First—Strand cDNA Synthesis Kit(Tiangen)试剂盒方法，将miRNA

逆转录为cDNA，操作步骤如下：

(1)在冰上预冷的RNase—Free反应管中加入29L 10xPolymerase Buffer，4 IxL 5xr ATP

Solution，0．4[xL E．coli Poly(A)Polymerase(5U／}tL)，29L总RNA(1 0pg／gL一1 gg／gL)，

RNase．Free ddH20补充至20此。瞬时离心后在37。C反应60 rnin。

(2)取(1)反应液2¨L，加入10xRTPrimer和IOxRT Buffer各29L，Super Pure dNTPs lgL，

RNasin(40U／gL)lgL，Quant RTase 0．5¨L，RNase—Free ddH20 11．59L，混匀，短暂离心后
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1．5．2荧光定量反应

试剂盒为mlRcute miRNA qPCR Detection kit(SYBR Green，Tlangen)，采用SYBR green

法来检测成熟miRNA的表达量。miRNA引物包括上游特异性引物f表3．1，上海生工生物

技术有限公司合成)和下游通用引物(试剂盒中自带)。以bta．18s作为内参，ABI 7500

Real．Time PCR仪进行PCR反应。反应体系(209L)：1 0 gL 2xmiRcute miRNA Premix，0．49L

上游引物，0．49L下游引物，1．6 gL 50xROX Reference Dye，2 gL cDNA，补dH20至20“L。

反应条件设置：第一步940C 2min，第二步940C 20s，600C 34s，40个循环。试验设3个重

复，采用2一△△Q法计算miRNA相对表达量【17-1 91。

表3-1 qRT-PCR引物序列
Table 3-1 Primer sequences for qRT-PCR

2结果

miRNA名称

mlRNAname

引物序列(5 7一一3’)

Primer sequences(5’⋯⋯3’)

bta．mlR一136 CACTCCCTTTGTTTTGATGATGG

bta．miR．343 1 CCTCAGTCAGCCTTGTGGArGT

bta—mlR-3 660 CCGACTGACAGGAGAGCArlTTA

bta—miR-378b CC』虹TCGGAACCTCCACTTG

bta．mlR一1 6a CGTAGCAGCTC(nA A ATpdTGGTGA

bta．miR．223 CCTGTCAGTTTGTCA A ATACCCCA

bta．mtR-45 1

bta-mlR．383

bta一18s(F)

bta一18s(R)

CGCA A ACCGTTACCATTACTGAGT

CA("灯CAGAAGGTGATTGTGGCTA

CACCGAGGATGAGGTGGA

TATTGGCGTGGATTCTGC

2．1数据处理及长度分布

健康组测序获得的total reads为21．29M，其中21．25M为测序质量较高的，将这部分

序列经过去接头和污染后得到20．85M的干净序N(clean reads)，占高质量序列的98．09％(表

3。2)。大部分的序列长度集中在20nt．23nt，其中长度分布峰值在2Int，占49．32％(图3-2A)。

链球菌组测序获得total reads为19．14M，其中19．09M为测序质量较高的，经处理后干净

序列数量为18．54M(clean reads)，占高质量序列的97．08％(表3．2)。其中长度分布峰值在2Int，

占35．69％(图3-2B)。
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表3-2小RNAs测序数据质量

Table 3-2 Summary of small RNAs sequencing data in two groups

注：1。高质量：测序序列1．30个碱基不含N，质量值低于lO的位点不超过4个，且质量值低于13的

位点不超过6个的片段；2．干净序列：高质量读数去除接头、污染后得到的序列数。

Note：1．high—quality：Number ofhigh quality reads with no N，no more than 4 bases whose qualtiy score is

lower than 10 and no more than 6 bases whose quality score is lower than 13：3 7adapter null：Nulnber ofreads

with IlO 3’adapto；；2．clean—reads：Number of clean reads after adaptors and contaminant are removed which

are used in the following analysis．
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图3-2小RNAs在样品间的长度分布

Fig．3-2 Small RNAs length distribution of two groups

2．2样品间小RNA公共及特有序列分析

由图3．3可知：两组小RNA种类数为1，098，917，小RNA总数和为13，1 15，640。两组共有的

小RAN种类数为130，336，占总数的11．86％；共有的小RAN总数为12，156，904，占总数的90．62％。

健康组特有的／J',RNA利P类数为282，007，占总数的25．66％；特有的d、RNA总数351，023，占总

数的2．62％。链球菌组特有的小RNA种类数为686，574，占总数的62．48％。特有的d、RNA总数

907，713，占总数的6．77％。数据表明两组样品的测序的一致性较好。

A：Venn chart for uniq—sRNAs B：Venn chart for total-s_RNAs

图3-3样品公共和特有小RNAs

Fig．3-3 Common and specific sequences between two groups
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2．3小RNA序列比对注释

链球菌组d'RNAf中类和数量分别有29．67％和70．32％匹配至lJGenome数据库中，而对照

组中d、RNA种类和数量匹配至lJGenome数据库中的分别是25．95％和72．48％(表3．3)。小RNA

的注释按照Genbank>Rfam>known miRNA的顺序依次匹配(表3．4，表3．5)。通过与牛miRbase

数据库进行比对分析，综合前体和成熟体两方面比对情况得至IJmiRNA的表达情况(表3．6)，

健康组中有358个miRNA、53个mlRNA．5p、51个miRNA．3p、以及488个miRNA前体被发现，

并且匹配上miRNA前体的小RNA种类有8，066种，共计14，380，650条reads匹配上miRNA前体。

链球菌组有373个miRNA、59个miRNA．5p、59个miRNA．3p、以及517个miRNA前体被发现，

并且匹配上miRNA前体的d、RNA种类有10，376种，共计17，703，700条reads匹配上miRNA前

体。

在健康组d"RNA总量上(Total sRNAs)miRNA主要部分(70．31％)，但在小I矾A种类上

(Unique sRNAs)miRNA所占比例较小(1．71％)，绝大部分是未注释的d',RNA(89．39％)。链球

菌组小RNA总量上(Total sRNAs)miRNA占66．59％。d"RNA种类上(Unique sRNAs)miRNA所

占比例为1．07％，未注释的d"RNA占90．62％(表3．7)。

表3-3小RNAs匹配Oenome的统计

Tabel 3-3 Summary of small RNAs sequencing data matched to Genome

表3—4小RNAs匹配Genbank的统计

Tabel 3—4 Summary of small RNAs sequencing data matched to Genbank
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表3．5小RNA匹配Rfam的统计

Tabel 3-5 Summary of small RNAsequencing data matched to Rfam

表3-6对照组与链球菌组已知miRNA的鉴定统计

Table 3-6 Summary ofknown mIRNAm S．agalactiae and control groups
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表3．7小RNA的分类注释

Table 3-7 Distribution of small RNAs among dxfferent categories in control group and s．agalacttae group

2．4候选m i RNA的预测

利用miRNA预测软件MiReap(http：／／sourceforge．net／projects／miReap／)对未注释到任何

数据库的但可以比对到基因组的序列、比对到内含子区域的序列以及比对到外显子反义链

的数据进行分析，得到候选的miRNA。本次实验中在健康组预测了232种候选miRNA，

总表达量10，063，而链球菌组预测了399种候选miRNA，总表达量14，127(表3．8)。

表3-8新miRNA前体表达预测统计

Table 3-8 Novel miRNA prediction

2．5 m i RNA的差异分析

图3．4直观显示的健康组与链球菌组差异miPdXTA散点分布，红色为表达上调差异显

著的miRNA，绿色为表达下调差异显著的miRNA，中间蓝色的是表达无显著差异的miRNA。

两组表达有显著差异的miRNA数量并不多，绝大多数是无显著差异的miNRAs。由表3-9

可见链球菌组和健康组之间共有35条miRNA差异表达显著，其中包括miR-223、miR．16a

在内的10条miRNA表达上调，而包括miR．145、miR-26等15条miRNA表达下调(P<O．01，

l092>1)。
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图3-4差异表达的已知miRNA散点图

(红色点代表miRNA表达量ratio(S．agalactiae／contr01)>2，蓝色点代表miRNA表达量1／2<ratio<2绿色点代

表miRNA表达量ratio<l／21

Fig．3-4 Different expressions ofknown miRNAs between control group and Streptococcus group(red points

represent miRNAs with FC(fold change)>2，blue points represent miRNAs with 1／2<FC<2，and green points

represent miRNAs with FC Sl／21

表3-9两组间差异表达显著miRNAs

Table 3-9 Differentially expression known miRNAs in the control and S．agalactiae groups
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注：a：std：样品中归一化的mlRNA表达水平；

b：变化倍数(1092*／*)：miRNA在组间表达变化倍数；

Note：a：std：Nonnalised expression level of the miRNA in a sample；

b：Fold change(1092丰产)：Fold change in the mlRNA expression in the pair of smnples；
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2．6 miRNA荧光定量验证

图3．5显示从差异表达显著的miRNAs中，选择的8个miRNA荧光定量表达结果。图

中可见bta．miR．136、一378b、．3431、．3660表达量减少，而bta-miR．16a、．451、．383、-223

表达增加，与Solexa测序结果相比，它们的表达趋势一致，这表明Solexa的测序结果是可

靠的。

o
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眩刁qRT—PCR

母囝miRNA?SEQ

图3—5部分mlRNAs表达荧光定量结果与测序结果比较

Fig 3-5 Compare the results ofmlRNAs qPCR with solexa sequencing

2．7对已知差异miRNA的靶基因预测及GO分析和KEGG分析

利用RNAhybfid软件对筛选出的差异表达35个miRNAs进行靶基因预测，共得到

18，801个靶基因，靶基因位点数82，832。对预测到的靶基因进行GO分析(图3．6)，发现这

些预测靶基因的分子功能涉及生物过程的主要富集在刺激应答、信号、生物调节、细胞死

亡、免疫过程上；涉及分子功能的主要富集在结合和转导上。KEGG分析显示其主要富集

于与免疫相关的通路如RIG．样受体信号通路、细胞质DNA感受通路、Notch信号通路等

上(表3．10)。

cols笛．IQ)(山。人!_PIo叱《Z叱一E

爨莨詈z笙E

万方数据



54 扬州I大学博士学位论文
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图3-6基因富集分析

Fig．3-6 Gene ontology enrichment analyze

表3．10通路注释

Table 3—1 0 Pathway annotation

万方数据



蒲俊华奶牛链球菌型乳腺炎乳腺基因表达与microRNA分析及miR．122对EPO等靶向调控 55

3讨论

miI斟√诳维持细胞的稳定性方面发挥重要的作用，miRNA通过与RNA诱导的沉默复合

物的的蛋白偶联，结合靶基因mRNA的3’非编码区，阻止所结合的mRNA的翻译或直接降

解靶mRNA。miRNA差异表达引起其对靶基因表达的调控，进而引起蛋白表达和功能的变

化。任何异常表达的miRNA都与一些疾病的状况相关[701，其中某些miRNA可作为分子生物

标志物，用于识别生物学通道，从而有助于疾病的诊断，确定疾病的活跃性以及药物治疗

的效果[211。研究了解乳腺组织应对乳腺炎免疫而产生的适应性改变的miRNA，对于阐述

miRNA调节乳腺免疫应答的机制并提出适当的控制乳腺炎的策略是非常必要的。

在本研究中，共发现35个差异表达显著f筝JmiRNA，包括10个上调表达的咖I矾A和25

个下调表达的miRNA。在这些差异表达显著miRNA中，miR．223的表达上调倍数最高

(FC=2．86)。Li等实验性金色葡萄球菌感染乳腺组织的结果表明，miR．223表达上调

(FC=4．88)口21。miR．223的预测靶基因分析表明，miR．223对免疫系统、内分泌系统有抑制作

用，女[]mlR．223负调控中性粒细胞的增殖和分化，减少延长因子E2F1的表达来限制细胞的

周期循环【23‘241。而研究证实的miR．223的靶基因GZMB，IKKa，R口H，和s尉乃与炎症和感

染相关【251。本研究中所列出的miR．223的部分靶基因参与链球菌诱导的乳腺炎的免疫通路

中，miR．223有可能成为乳腺炎的一个候选生物标志物。与miR．223相似，miR．16也参与炎

症反应。相关的研究表明miR．16a的一个重要功能是维持和调节细胞内炎症介质的水平[26]，

虫I]miR．16调节巨噬细胞的极化，炎症因子和NF．kB信号通路[2。71，在牛乳腺炎中1mR．16a上调

白细胞介素IL．6，IL一8和尼一JD的表达[281。

miR．122在几种癌症中如干细胞癌、非小细胞肺癌和膀胱癌以及骨瘤癌中表达量降低

[291，而将miR．122过表达后显著减少了癌细胞的增殖、迁移和入侵，促进细胞凋亡[30]。

miR．122通过靶向调控靶基因的表达而发挥其抑制细胞增殖作用，如在乳腺癌细胞中，将

miR．122过表达，miR．122特异性显著降低靶基因IGFlR的表达，IGFlR的下调表达抑制细

胞生长和循环过程，而将ZGFlF过表达则解除了miR．122的抑制作用[311。

miR．136在三阴性乳腺癌中表达下调，下调量与世界卫生组织定级的肿瘤级别呈负相

关，而其靶基因RASAL2过表达，且表达量与病理级别呈正相关。在体外培养的乳腺癌细胞

中，将RASAL2过表达挽救了miR-136调控的抑制肿瘤的入侵和转移[321。miR．136在人的胶

质瘤中调节两个确定的抗细胞凋亡的基因AEG-1和Bcl-2[33】。在本研究中我们发现CD93是

miR．136的一个预测靶基因，而CD93是细胞表面的糖蛋白，主要调节吞噬、炎症和细胞粘

附[34】。miR．136是否通过靶向CD93而在奶牛乳腺炎中发挥调控作用还有待进一步探明。

miR．3660在本研究中表达下调，但其功能并不清楚。我们发现所魄miR．3660的一个
预测靶基因。跚F蜀黾一种非共价结合在血浆中的糖蛋白和凝血因子的化合物。而近年有研
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究表明所阡通过负调节血管生成和细胞凋亡而展示出其抗肿瘤的作用[3 51。KEGG通路分析

表明所阡参与补体级联通路、EcM受体互作通路，这些通路都与免疫系统、信号分子互作

和细胞集落相关。

另外一些miRNA如miR-335、．378等与脂肪代谢和脂肪细胞分化相关‘36‘37]。机体的免

疫应答涉及多种物质的代谢和信号通路，[]止LmlRNA调控展现出多面性。

4小结

通过构建比较链球菌型乳腺炎乳腺组织和健康乳腺组织的小RNA文库，发现35个差

异表达显著的mlRNA，其中10个miRNAs表达显著上调，15个miRNAs表达显著下调。

通过生物学信息分析，35个maRNAs共预测到18，801个靶基因，并富集到与免疫相关的

通路。
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第四章Bta．miR．122靶向EPO的双荧光素酶验证

miRNA是一类非编码的短链RNA，长约18．23个单核苷酸，通过与靶基因的3’UTR

的靶位点结合，直接降解或抑制靶基因的翻译来实现对靶基因的调控【卜21。在植物上成熟的

miRNA与靶基因3'UTR的靶序列高度匹配，直接降解靶基因mRNA；而在动物上miRNA

通过6．8个核苷酸的种子序列与靶基因3'UTR的靶序列完全匹配，以抑制mRNA的翻译

为主要调控方式。miRNA在人或哺乳动物上可调控超过60％的基因，涉及机体生长发育、

细胞增殖及凋亡、免疫应答等生命过程，调控范围非常广泛【3】。研究mlRNA的功能一般是

通过分子克隆或高通量测序技术，发现生命代谢过程中发生变化的miRNA，继而利用生物

信息学技术分析筛选mlRNA的预测靶基因，最终通过实验手段验证miRNA是否与靶基因

mRNA3，UTR存在作用的靶位点，从而阐明miRNA的功能。miRNA与预测靶基因的靶位

点的结合常利用双荧光素酶报告基因系统来检测验证[4]。将miRNA目标靶基因的3'UTR

序列连接在报告基因下游，构建重组载体，而后将重组载体与miRNA共转入细胞中，通

过检测荧光素酶荧光值的变化来判断两者间是否存在作用靶位点。

在前面的转录组学信息分析研究工作中，我们发现miR．122表达上调，而EPO表达

下调，利用TargetScan在线分析发现，EPO为bta．miR．122的预测靶基因，在EPO 3'UTR

端存在与mlR．122结合的靶位点。为验证两者是否存在作用靶位点，我们采用以萤火虫荧

光素酶作报告基因，海肾荧光素酶作校正基因的双荧光素酶系统来进行验证，以确定EPO

是否为bta-miR．122靶基因。

1材料与方法

1．1主要仪器、试剂和材料

仪器：PCR仪(Bio．aAD)、离心机(湖南湘仪)、恒温振荡器(上海精宏)、C02培养箱(150i，

Thermo赛默飞世尔科技(中国)有限公司，中国)、酶标仪(Infinite M200 PRO，TECAN，瑞

士1。

试剂：蛋白胨(tryptone，OXOID，英国)、酵母提取物(yeast extract，OXOID，英国)、

限制性内切酶(XhoI，NotI，Thermo，美国)、质粒小提试剂盒(TIANprep Mini Plasmid Kit，

天根，北京)Phusion DNA聚合酶(Thermo，美国)、琼脂糖(BioWest，西班牙)DNA纯化回

收试剂盒(Universal DNA Purification Kit，天根，北京)、连接反应液(Then：no，美IN)、普通

DNA聚合酶(Thermo，美国)、DH5a感受态细胞(天根，北京)、氨苄青霉素(Amplicillin sigma，

万方数据



蒲俊华奶牛链球菌型乳腺炎乳腺基因表达与microRNA分析及miR．122对EPO等靶向调控 61

美国)、DMEM(Gibco，美国)、胰酶(Gibco，美国)、LipofectamineTM 2000(Invitrogen，美国)、

Dual-Glo⑧Luciferase Assay System(E2920，Promega，美国)

材料：293T细胞系，由扬州大学兽医学院天然免疫信号、感染与免疫研究室提供。

1．2牛EPO基因野生型重组载体构建

根据NCBI数据库中对牛EPO基因3’UTR序列(XM 015460412．1)及载体序列进行分

析，而后利用XhoI、NotI两个限制性内切酶将目的基因片段克隆到

pmiR．RB—REPORTllMVector中，载体图谱如图4．1所示：

图4-1 pmiR．RB．REPORTTM载体结构

F培4-1 pmiR．RB．REPORTTM Vector

1．2．1奶牛乳腺组织RNA的提取

取泌乳中期的奶牛乳腺组织，参考第二章1．6的方法，进行总RNA的提取并反转录为

cDNA。

1．2．2 EPO基因3’UTR片段的PCR扩增及纯化

根据牛EPO 3'UTR序列，结合TargetScan预测的bta．miR．122与牛EPO基因的结合靶

位点(图4．2)，设计PCR扩增引物(表4．1)，引物由苏州金唯智生物科技有限公司合成。按

表4．2配制PCR反应液，进行PCR扩增预测靶位点两端的序列，引物扩增总长度为584bp。

加横线处分别为XhoI，NotI酶切位点序列，之前序列为保护碱基。
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Position 127．133 Of EPO 3’UTR 5。

bta．miR．1 22

⋯CAGCCUGUCCCACGG一一ACACUCCA⋯
ll I l|I l||I

3。 GUUUGUGGUAACAGUGUGAGGU

图4-2 miR．122与EPO 3'UTR预测作用靶位点

Fig．4-2 miR-1 22 target predicted location of EPO 3'UTR

表4．1 EPO 37UTR PCR引物序列

Table 4—1 EPO 3'UTR PCR primes sequences

基因名称 引物(5’～⋯3’)

Gene name Prime sequences(5’⋯⋯3’)

EP0 3UTR F

EP0 3UTR R

EPO mut F

GGCGGCTCGAGGACAGGTGACCTGGTGCTA

AATGCGGCCGCAGACCAAGAGCCAGGTTGT

TCCCACGGTGTGAGGAGGGCCAGCGGTAACATC

EPO——mut R CTGGCCCTCCTCACACCGTGGGACAGGCTGGCA

表4．2 PCR反应体系

Table 4-2 PCR reaction system

试剂 体积(此)

Reagent Volume(LtL)

5 xPhusion Bufrer

2．5 mM dNTPmix

上游引物(10 gM)

下游引物(10 p．M)

Phusion DNA聚合酶(2 U／gL)

DNA模板(约100 ng)

灭菌水

6

2．4

1

1

0．3

l

补足30

反应条件为：98。C 2min预变性，循环内98。C 10s变性，从65。C每个循环降1。C退火，

72。C延伸20s，10个循环；再98。C lOs变性，60。C退火，72。C延伸20s，进行15个循环；

PCR反应循环后72。C继续延伸3min，然后4。C保存。

PCR反应结束，取5 gLPCR产物进行1．5％琼脂糖电泳分析。切胶回收目的DNA片

段，按照凝胶纯化试剂盒说明书进行纯化产物。
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1．2．3 PCR产物的双酶切及回收纯化与连接

用XhoI、NotI酶对上述纯化产物和载体进行双酶切，酶切反应体系如下表：

表4．3酶切反应体系

Table 4—3 PCR reaction system

试剂

Reagent

体积(皿)

Volume(gL)

10xH缓冲液 4

DNA 约2 gg

XhoI(10U／“L) 1

NotI(10 U／止) 1

灭菌去离子水 补足40

反应条件37。C，4小时。酶切后回收纯化酶切产物。按照纯化试剂盒说明书进行纯化

产物，按表4—4连接反应体系配制溶液，16。C连接30min。

表4-4连接反应体系

Table 4—4 PCR reaction system

试剂

Reagent

体积(gL)

Volume(IlL)

目的片段DNA

载体

solution I快速连接液

灭菌去离子水

2f约150ng)

O．5(约50ng)

5

补足10

1．2．4转化

具体操作步骤如下：

(1)取连接产物10 gL加到100旺DH5a感受态细胞中混匀，冰浴30min。

(2)将上述转化液置于42。c水浴90s，取出后立即置于冰浴中放置2-3min。

(3)向其中加入900皿37。C预热的LB(不含抗生素)培养基，150 rpm，37。C振荡培养

45rain。

(4)2500 rpm离心5mln，将上清液吸走，留100皿混匀菌液，加到含Amp抗生素LB

固体琼脂培养基上(抗生素浓度100肛g／mL)，用无菌的弯头玻棒轻轻的将细胞均匀涂开。待

平板表面干燥后，倒置平板，37。C培养12．16小时。

1．2．5菌落PCR鉴定

挑取5个上述平板上的单菌落，溶到3此水中，取0．59L做模板，进行PCR反应。按
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表4．5配制反应体系溶液，反应条件为：95。C 3min预变性，循环内95。C 30s变性，56。c

退火，72。C延伸lmin；20个循环；PCR反应循环后72。C继续延伸3min，40C保存。PCR

反应结束，取5 gL PCR产物进行1．5％琼脂糖电泳。

表4．5 PCR反应体系

Table 4—5 PCR reaction system

试剂

Reagent

体积(皿)

Volume(txL)

1 0xTaq buffer

MGCl2(25 mM)

dNTPmax

上游引物(10 ON)

下游引物(10州)

Taq DNA聚合酶(2．5 U／皿)

DNA模板

灭菌水

1

1．6

1

0．5

0．5

0．3

o．5(约100 ng)

补足10

1．2．6 PCR产物测序

将阳性的克隆送测序公司测序进一步鉴定(广州市锐博生物科技有限公司)。

1．3牛EPO基因突变载体构建

利用PCR突变的方法，在野生型载体基础上，设计突变引物将靶序列ACACTCC突

变为TGTGAGG(表4．1)。

1．3．1突变分段PCR

以野生型载体为模板，分别扩增含突变序列的两段序列。反应体系设计为30 gL总体

系，配制体系及反应条件同1．2．2。

1．3．2突变两段拼接

按表4-6配制反应溶液。
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表4—6反应体系

Table 4—6 PCR reaction system

试剂

Reagent

体积(gL)

Volume(I．tL)

纯化产物

5 xPhusion buffer

2．5 mM dNTP mix

Phusion DNA聚合酶(2 U／皿)

灭菌水

l

’

0．8

0．1

补足10

反应条件：98。C 2min预变性，循环内98。C 10s变性，从600C每个循环降1。C退火，72。C

延伸30s，7个循环；再980C 10s变性，55。C退火，72。C延伸30s，进行10个循环；PCR

反应循环后720C继续延伸3min，然后4。C保存。

1．3．3拼接后PCR、双酶切、回收纯化及连接

PCR反应体系及后续操作步骤同1．2．3．1．2．5。

1．3．4菌落扩大培养提取质粒

挑取上述平板上的单菌落，接种到含Amp抗生素(抗生素浓度100 gg／mL)的4mL LB

液体培养基中，于220 rpm摇床培养12小时后提取质粒，并送测序公司测定序列鉴定。

1．4 293T细胞转染

将构建的EPO YUTR载体质粒与miR．122mimic共转染293T细胞，试验分为4组，

每组设3个重复：

Bta-miR．122 mimic NC“妒D WT(野生型载体)

Bta-miR．122 mimic+EPD WT(野生型载体)

Bta-miR．122 mimic NC“沪D MUT(突变型载体)

Bta．miR．1 22 mimic+EPO M-t：T(突变型载体)

具体操作步骤如下：

(1)293T细胞常规培养于37。C，5％的C02的条件下。

(2)取对数生长期的293T细胞，以2x105细胞／孔细胞密度接种于96孔板中，每孔加

OPTI．MEM细胞培养液1 009L，于37。C培养箱中培养24h。

(3)取9．5[aL OPTI．MEM培养基稀释0．59Lbta-miR-122 mimics(浓度109M)或mimic

NC(10“M)，12．51xL OPTI—MEM培养基稀释2．5pL靶基因3'UTR双报告基因载体或突

变载体(100ng／肛L)，24．759L OPTI．MEM培养基稀释0．259L LipofectamineTM 2000试剂，

5min后三者混合，共501．tL，轻轻摇匀，静置20min。
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(4)将上述混合液加入细胞前，每孔去除50pL培养基，而后加入混合液，使最终每孔

体积仍为100pL。其中mimic及mimic NC转染浓度均为50nM，质粒总量为250n∥

孔，每组设3个复孔。370C培养6h后，再补加100pL新鲜培养基。

(5)检测荧光前，将试剂盒的Luciferase底物与Luciferase buffer在室温平衡后混匀后分

装，．800C贮存，使用前室温平衡；stop＆GLo buffer单独分装后．80。C贮存，使用前室

温平衡将两者混合均匀，现配现用。

(6)转染48h后吸出培养基， 以60 pL／：fLD[I入1x PBS，并加入Luciferase底物60pL／

孔，振荡10min，用酶标仪测定萤火虫荧光值。

(7)加入60pL Stop reagent混合液，振荡1 0min，测定海肾荧光值。

(8)计算(6)与(7)的荧光比值。

1．5数据处理和分析

利用生物统计软件SPSSl6．0进行T检验，结果以平均数土标准误(Mean+SE)表示。

2结果与分析

2．1 EPO基因3'UTR PCR扩增

EPO基因的3'UTR片段为584bp，由图4．3可见EPO基因3'UTR扩增后产物的电泳

条带与目的条带大小相符合。

750b1)

500bp
584bp

图4．3 EPO基因3'UTR PCR扩增产物电泳条带

(备注： M：Marker，D2000)

Fig．4—3 PCR production eletrophoretogram ofEPO 3'UTR

(Note： M：Marker,D2000)
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2．2菌落PCR产物电泳结果

挑选的5个阳性克隆菌落，用载体上游和载体下游引物PCR扩增的条带理论大小为

800bp左右，由图4-4可见5个阳性克隆菌落PCR产物电泳条带清晰，并与目的条带预期

大小相符合。

1000bp

750bp

图4_4 EPO基因3'UTR重组载体菌液PCR扩增产物电泳条带

(备注： M：Marker，D2000)

Fig．4-4 PCR production electrophoretogram of EPO 3'UTR

recombinant vector bacteria solution

(Note： M：Marker,D2000 1

2．3阳性克隆测序结果

EPD基因野生型载体阳性克隆由广州锐博生物科技有限公司测序，结果如下(加黑划

线标注为插入序列，两边为载体序YO)：

CGTTAAGGGAGGCAAGCCCGACGTCGTCCAGATTGTCCGCAACTACAACGCCTACCT

TCGGGCCAGCGACGATCTGCCTAAGATGTTCATCGAGTCCGACCCTGGGTTCTTTTCC

AACGCTATTGTCGAGGGAGCTAAGAAGTTCCCTf气ACACCGAGTTCGTGAAGGTGAAG

GGCCTCCACTTCAGCCAGGAGGACGCTCCAGATGAAATGGGTAAGTACATCAAGAGC

TTCGTGGAGCGCGTGCTGAAGAACGAGCAGTAATTCTAGGCGATCGCTCGAGGACAG

GTGACCTGGTGCTATCACCCCGGGCACGTCCACCATCTCGCTCACCATCACTGCCTGC

GCCATGCCTTCCACGCCGCCACTCCCAACCCCTGTCGACGGGCCACCAGCTCAGTGC

CAGCCTGTCCCACGGACACTCCAGGGCCAGCGGTAACATCTCAGGGGCTAGAGGA△

CTGTCCAGAGCTCAACTCAGATCT久AGGATGTCACAGGGCCAGTCTGAGGCCCCA√冬△

GCTGGAGGAATTCAGAGTTCAACCTAAACTTGGGGGCAGCACCATGCTGCAGA—GAC
ACTGAGACTCATCTTGGCATGCTGCCCAGCCGCAGTGCCGGGACCAGCTGGAGGATG

GATACCTCCTTTTACATGTACCAAACAGGGACAGGATGGACTGGAGAATTTAGGGGG
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AGGAGGGTGGTGGGAGCCATGA AGATGGAATGGGGGCTGGCCCCTGATTCTCACTGG

GTCCAAGTCTTGTGTATTTTTCAACCTCACTGGCAAGAACTGAAACCACAACCTGGC

TCTTGGTCTGCGGCCGCTGGCCGCAATA AAATATCTTTATTTTCATTACATCTGTGTGTT

GGTTTTTTGTGTGAGGArCTAAATGAGTCTTCGGACCTCGCGGGGGCCGCTTAAGCG

GTGGTTAGGGTTTGTCTGACGCGGGGGGAGGGGGAAGGAACGAAACACTCTCATTC

GGAGGCGGC

将插入序列与Genbank数据库中牛EPO基因3'UTR比对，结果一致，表明成功构建

出EPO基因3'UTR野生型载体。

2．4野生型载体突变

构建的EPO基因3'UTR突变序列测序结果显示：靶序列ACACTCC己突变为

TGTGAGG，成功构建出EPO基因3'UTR突变型载体。

CnGCTcAGTGcc矗6CC TGTCCC；,cGG篆￡矗￡王‘e矗6GGOCAGcGGT¨“cnTC TC自GGGGCT矗G^6G矗矗cTG rcCl G—

EpO，配疆

Ep0．氛IUl、

图4—5 EPO 3'UTR野生型载体与突变型载体序列比对

Fig．4-5 Compare sequence ofEPO 3'UTR WT and MUT

2．5 miR．122与EPO 3'UTR靶位点双荧光素酶报告基因的检测结果

bta-miR-122靶向EPO的双荧光素酶报告基因检测结果如图4-6所示，bta．miR．122野

生型载体质粒和bta．miR．122 mimic共转染与其阴性对照相比，显著降低荧光素酶的表达量，

其荧光素酶的表达量仅为阴性对照组荧光素酶表达量的68％(P<0．01)；而EPO突变型载体

质粒和bta-miR．122共转染与其阴性对照相比，荧光素酶表达量无显著差异(P>0．05)。这一
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结果表明bta-miR．122与EPO的3'UTR存在结合靶位点，通过与靶位点的结合调控EPO

基因的表达。

3讨论

铲

图4-6 rmR．122靶向EPO的验证

Fig．4-6 Valldahon ofmiR-122 targeting EPO

3．1 rrfiRNA靶基因的预测与鉴定

miRNA以碱基互补的方式与靶基因mRNA配对直接降解mRNA或抑制mRNA的翻

译，确定两者的关系的重点是找到作用的靶位点。经典的研究认为靶位点一般位于靶基因

的mRNA3'UTR，但有研究证明靶位点也可以位于靶基因mRNA 5'UTR端，甚至可以位于

mRNA的编码区【5’71。miRNA的靶基因预测主要通过一些软件如TargetScan、RNAhybfid

等来寻找筛选[8401。本研究利用TargetScan在线预测bta-miR．122靶基因，bta．miR．122的

种子序列UGUGAGG与牛EPO基因mRNA 3'UTR 127．133bp间的序列ACACUCC匹配，

结合miR．122上调表达与EPO下调表达关系，初步确定EPO为miR．122的预测靶基因。

由于在动物上大多数的miRNA与靶基因mRNA是不完全匹配，要验证miRNA的靶基因

非常复杂。目前唯一能够验证序列作为miRNA直接目标的工具，是基于报告基因携带候选

序列的系统n川。双荧光素酶报告基因检测系统方法是鉴定miRNA与靶基因作用的靶位点最

常用的方法。荧光素酶是理想的报告基因，因为哺乳动物细胞中不含内源性萤光素酶，一

旦转录完成无需翻译后的修饰，立刻就生成功能性的萤光素酶n2】。萤火虫荧光素酶是大小

为61kDa的单亚基蛋白，作为报告基因，而海肾荧光素酶是36kDa单亚基蛋白，作为内参

校正基因。当萤火虫荧光素酶的的活性完成测量后，萤火虫荧光在淬灭的同时激活海肾荧

1

1o==o三比
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光素酶的发射，通过两者荧光值比值的变化，确定miRNA对预测靶基因是否存在作用靶位

点。一般地认为野生型载体荧光值下调30％以上，表明miRNA对靶基因有调控作用m3。

3．2 miR．122靶向调控EPO基因

本研究采用双荧光素酶报告基因检测系统验证了EPO基因为miR一122的靶基因。EPO

是促红细胞生成素，除了促红细胞生成的作用外，近年研究发现EPO同册一样为自然免
疫的主要参与调节者，具有抗炎、保护神经系统等作用n卜坫3。EPO是JAK—STAT通路的激活

因子，JAK—STAT通路的异常激活常常与疾病相关。在许多肿瘤细胞内7AK—STAT通路处于

激活状态，癌症细胞借由JAK—STAT通路的激活而增殖分化癌细胞，抑制JAN—STAT通路则

可以减少细胞的增殖口铲”3。而在一些炎症反应的疾病中，抑制JAK—STAT通路可以减轻炎症

反应n8|。在奶牛乳腺炎的免疫应答过程是否存在miR．122通过靶向EPO而调控JAK-STAT

通路还需要通过实验进一步验证。

4小结

通过构建EPO 3'UTR野生型载体和突变型载体，与miR．122mimic共转染293T细胞，

利用双荧光素酶报告基因系统证实miR．122与EPO 3'UTR存在结合靶位点，miR．122靶向

调控EPO的表达。
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第五章奶牛原代乳腺上皮细胞培养方法的建立及细胞转

染条件的优化

奶牛乳腺炎是一种乳腺实质组织的炎症反应，包括三个阶段：病原菌入侵、感染和炎

症。乳腺上皮细胞抵抗病原菌入侵乳腺，激发奶牛乳腺炎的自然免疫应答，并参与调控病

程发展【1-3】。奶牛原代乳腺上皮细胞具有二倍体遗传特性，接近体内生长状况，并具有乳腺

细胞的生理功能，是研究乳腺炎发病机制及调控的理想模型[4]。乳腺上皮细胞体外培养在

人和鼠上研究的较多，在其他物种包括牛羊上研究相对较少。目前乳腺上皮细胞的体外培

养主要是利用新鲜乳腺组织，也有一些研究采用乳汁‘53或是尝试采用冻存乳腺组织[61为培

养原材料，多采用胰酶消化法或组织块法进行细胞培养【71。胰酶消化法对胰酶浓度和消化

时间要求严格，不易培养成功[81。组织块法对操作要求相对简单，但培养纯化乳腺上皮细

胞时间较长，耗时耗力。一些外源性的激素如氢化可的松或细胞因子可以调节细胞的生长

和增殖。本章研究内容主要是利用体外培养方式建立原代乳腺上皮细胞模型，摸索细胞转

染条件，为后续的miR．122是否通过调控EPO对JAK-STAT通路产生影响提供素材和实

验基础。

1材料与方法

1．1主要仪器设备与试剂

仪器设备：倒置显微镜(上海帝伦光学仪器公司，XSP．37Xt3)、荧光显微镜(德国莱卡)

控温C02培养箱(Thermo，150i)、荧光定量PCR仪(美国Life公司，ABl7500)，超净工作

台(苏州净化)、台式离心机(上海卢湘仪器公司，TDZ6B，ws)、水浴锅(Thermo)、高压灭菌

锅。

主要试剂：DMEM／F12培养基(Gibco：c11330500BT)、胎牛血清(FBS：10437．028)、

0．25％Trypsin．EDTA(Gibco：25200-056)、青霉素-链霉素(碧云天：C0222)、杜氏磷酸盐缓

冲液DPBS(碧云天：C0221D)、两性霉素B(Sigma-319A0524)、催乳素(prolactin，PRL，Sigma：

L6520)、胰岛素样转铁蛋白硒(insulin like trmasferrin selenium，ITS，Gibco：51500．056)、表皮

生长因子(epidermis growth factor,EGF,Sigma：AF一100-15)、氢化可的松(hydrocortisone，Hd，

Sigma：H0135)、二甲亚砜(dimethyl sglfoxide，DMSO，Sigma：D2650)、Trizol(Invitrogen：

Rl l 00)、cDNA试剂盒(Takara：RR047A)、qRT-PCR试剂盒(Takara：RRS20A)、FAM-siRNA

上海吉玛)、riboFECTTM CP Transfection Kit(广州锐博：C10511．05)

基础全培养基： DMEM／F12+10％FBS+2x双抗+2．5“g／mL两性霉素B
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改进全培养基：基础培养基+0．5 I上g／mL Hd+1 gg／mL PRL+1O ng／mL EGF+I I．tg／mL ITS

冻存液：90％基础全培养基+10％DMSO，4：C预冷。

1．2奶牛乳腺上皮细胞原代培养

健康无乳腺炎的泌乳期奶牛屠宰后立即剖取新鲜大块乳腺组织(>10cm3)，置冰上带回

实验室。75％酒精清洗去除乳腺组织表面血液等物质，置磁盘上，剪取中间一小块乳腺组

织(1．2cm3)，放入75％酒精中转入超净台，取出乳腺组织块放入DPBS(含5x双抗)溶液中。

用镊子固定组织块，眼科手术剪剪取腺泡颗粒，放入含DPBS溶液小烧杯中。去除结缔组

织和脂肪组织，清洗腺泡，并将其剪碎至肉糜状。转入离心管中，1000 r／min，离心5mm，

去除上清。加入5mL DPBS，混匀后离心并去除上清，如此重复3．5次，再将DPBS换为

DMEM／F12培养基，混匀，离心，去除上清。沉淀加入全培养基或改进培养基lmL混匀

为混悬液，滴加转入25mL培养瓶，倒置放入培养箱，4．6h后待组织块贴壁后轻轻翻转培

养瓶以防止组织块漂浮，继续培养，24h后补加培养基。

1．3乳腺上皮细胞的纯化与传代

乳腺上皮细胞纯化：待乳腺上皮细胞大量长出后，利用乳腺上皮细胞与成纤维细胞对

胰蛋白酶消化的敏感性不同将乳腺上皮细胞分离纯化。具体操作：倾去原培养液，加入PBS

2mL清洗细胞1．2遍，倾去PBS。再加入lmL 0．25％Trypsin．EDTA(37。C水浴预热)，置培

养箱消化1-2min，显微镜下观察成纤维细胞皱缩、发亮，而乳腺上皮细胞还未或少部分(连

片边缘)皱缩、发亮时，迅速加入5 mL全培养液终止消化。吸出培养液，在原瓶中加入5 mL

全培养液，继续培养。如此重复2．3次，可得到纯的乳腺上皮细胞。

乳腺上皮细胞传代：操作过程同细胞纯化，将纯化后的乳腺上皮细胞消化后吹打成细

胞悬液，经细胞计数后分2．3瓶并补加培养液培养。

1．4乳腺上皮细胞形态观察

在原代乳腺上皮细胞培养纯化及传代过程中将细胞培养瓶置于显微镜下观察细胞形态

和生长增殖变化。在细胞培养初期重点观察成纤维细胞与乳腺上皮细胞迁出状态，在细胞

消化过程中根据细胞形态变化决定消化时间长短，在细胞纯化和传代时根据乳腺上皮细胞

的形态判断细胞生长的状态，进而传代分瓶。

1．5乳腺上皮细胞的生长计数

以O．25×104个细胞／TL接种12孔板，共接种24孔。连续8天，每天取3孔细胞用胰

蛋白酶消化制备单细胞悬液。取100¨L细胞悬液与100}，tL 0．4％台盼蓝溶液(1：1)混匀，利用
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血细胞计数板(25×16)进行细胞计数，计取四角和中间共5方格内细胞个数(细胞压线则计

左不计右，计上不计下)，按下述公式计算细胞数，并绘制生长曲线。

计数公式：细胞数N=(80小格细胞数／80)×400×2 X 104

1．6乳腺上皮细胞的冻存与复苏

细胞冻存：按细胞传代方法制备细胞悬液后转入离心管，以1500 r／min转速，离心3min，

去除上清液并加入lmL存液，混匀，转入冻存管，标记，棉花包裹，并按4。C 40rain，．200C

60min，．80。C程序逐步降温冻存细胞。

细胞复苏：细胞从．800C冰箱取出，迅速放入37。C水浴并晃动冻存管，在1-2min内解

冻细胞。75％酒精擦拭冻存管，转入超净台，吸出冻存液，转入离心管，以1500 r／min转

速离心3min，弃上清，加5mL培养基悬浮细胞，随即转入培养瓶培养。

1．7乳腺上皮细胞p酪蛋白基因(CSN2)表达检测

(1)按Trizol试剂盒说明书提取乳腺上皮细胞总RNA，具体步骤如下：

①PBS清洗细胞2遍，加lmLTrizol室温裂解细胞10mm，转入1．5mL离心管；

②加氯仿0．2mL，剧烈摇振30s，室温放置2．3 min；

③4*C 120009离，t3 10min，吸取上层水相，转移至另一EP管；

④加0．5 mL异丙醇，上下颠倒混匀，室温放置10 min；

⑤4。C12000 g离心5min，弃上清；

⑥加75％乙醇lmL，摇振，充分洗涤沉淀，4。C 12000 g，离心5min；

⑦弃上清，沉淀自然干燥，沉淀重悬于DEPC水中溶解。

取I}tLRNA溶解液测定OD260／280值和浓度值，另取49L用1％琼脂糖凝胶电泳检测

RNA质量。

(2)按cDNA试剂盒说明书将总RNA反转录为cDNA，具体步骤如下：

①按表5．1反应体系配制反应液。

表5-1基因组DNA的去除反应

Table 5．1 Genome DNA eraser reaction

试剂

Reagent

体积(“L)

Volume(gL)

5xgDNA Eraser Buffer

gDNA Eraser

Total RNA

RNase Free dH20

2

1

1000ng

补加至10

混合反应液置于PCR仪，42。C孵育5min，40C保存。
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②按表5．2配制反转录溶液。

表5-2反转录反应体系

Table 5-2 Reverse transcription reaction

试剂

Reagent

体积(rm)

Volume(I，tL)

5xPrime Script Buffer 2(for Real Time)

PrimeScript RT Enzyme M ix I

混合反应液

RNase Free dH20

4

1

10

补加至20

将上述混合液标记为②，置于PCR仪上，37。C 15rain，85。C 5s，获得cDNA第一链，

4。C保存或．20。C长期保存。

(3)按qRT-PCR试剂盒说明书检测CSN2基因表达量。

根据Genbank上牛CSN2的序列，设计荧光定量反应引物。牛CSN2基因和内参∥一actin

基因引物序列【9]见表5-3(上海生工合成)。

表5-3 CSN2与fl-actin基因qRT-PCR引物
Table 5-3 Pruner of CSN2 and fl-actm for qRT-PCR

qRT-PCR反应采用20[．tL体系，按表5—4配制反应溶液。

表5-4 qRT-PCR反应体系

Table 5-4 qRT-PCR reaction system

试剂

Reagent

体积(¨L)

Volume(IrtL)

SYBR Premix Ex TaqⅡ

ROX Reference DyeII

上游引物(109mol／L)

下游引物(1 09mol／L)

cDNA模板

10

0．4

0．8

0．8

2

dH20 6

荧光定量产物用2％琼脂糖凝胶进行电泳。
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1．8转染条件的优化

使用荧光标记的siRNA(FAM．siRNA)检测转染效率。转染前一天按1 x l 04／孔细胞密度

铺96孔板，转染前细胞密度为50％．80％。转染设5组：非转染对照，50nMsiRNA+I．0此

转染试剂，50nMsiRNA+I．5此转染试剂100nMsiRNA+I．01．tL转染试剂，100nMsiRNA+1．59L

转染试剂。对每一个转染样品，按下述步骤操作：

(1)稀释siRNA：用30此1 xriboFECTTMCP Buffer稀释slRNA，轻轻混匀。

(2)制备混合液：加入39L riboFECPCP Reagent，轻轻吹打混匀，室温孵育15min后
加入到细胞培养板中，轻轻混匀。

(3)t,5培养板放入培养箱中37。C，5％C02培养。

培养48h后荧光显微镜观察转染效果。

2结果

2．1原代乳腺上皮细胞培养

乳腺组织贴壁培养第3天，采用改进培养基培养，组织块周围可见细长树杈状的成纤

维细胞游离出(图5．1A，箭头所示)，随后成纤维细胞数量显著增加(图5．1B、图5。1C)。第

6～8天乳腺上皮细胞迁出增多，呈典型的铺路石状，形如多边形，并形成一道与成纤维细

胞界限分明的分界线f图5．1D)。利用成纤维细胞与乳腺上皮细胞对胰蛋白酶敏感性的差异，

消化细胞，进行乳腺上皮细胞的分离纯化(图5．1E)。初次纯化后，集结成岛屿状生长的乳

腺上皮细胞周围混杂少量的成纤维细胞生长(图5．IF)。经过2～3次纯化操作，基本去除成

纤维细胞，视野中可见成片生长的乳腺上皮细胞。而采用基础培养基(对照组)的组织块在

第5天才有成纤维细胞迁出(图5．1G，箭头所示)。随后迁出的乳腺上皮细胞生长缓慢，在

培养至第10天进行第一次纯化，纯化后乳腺上皮细胞数量不多，且夹杂较多的成纤维细

胞(图5．1H)。对比整个培养过程，在常规培养基的基础上添加表皮生长因子、氢化可的松、

胰岛素转铁蛋白硒、催乳素后，成纤维细胞从组织块周围迁出的时间较常规培养基方法的

时间早两天，之后迁出的乳腺上皮细胞生长旺盛，数量多，缩短了乳腺上皮细胞纯化时间，

为后续试验的开展节省时间。
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A．C：成纤维细胞；D：乳腺上皮细胞与成纤维细胞混合生长；E：消化后开始皱缩成圆形的乳腺上皮

细胞；F：岛屿状的乳腺上皮细胞与少量的成纤维细胞；G：第5天成纤维细胞(对照)：H：初次纯化的

乳腺上皮细胞夹杂成纤维细胞(对照)

A．C：Fibroblasts：D：Mammary epithelial cells and fibroblasts；E：Mammary epithelial
cells shrinking into

round：F：Mammary epithelial cells island．1ike and
few fibroblasts；G：Fibroblasts at 5“1 day(contr01)；

H：Purified mammary epithelial cells with矗broblasts(contr01)

图5．1原代乳腺上皮细胞培养(100x)

Fig．5．1 Primary mammary epithelial cell culture(1 00×)
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2．2乳腺上皮细胞形态观察

纯化后的乳腺上皮细胞在显微镜下可观察到典型的形态结构。集聚成岛屿状生长是乳

腺上皮细胞显著的特点(图5-eA)。在乳腺上皮细胞的生长和传代的过程中还可观察到其他

的形状，如鹅卵石状(图5-2B)币D铺路石状(图5-2C)，细胞内可见细胞核。当乳腺上皮细胞

培养时间延长可观察到空泡圆顶状(图5-2D)。当乳腺上皮细胞经冻存复苏后生长迅速，呈

不规则的多边形(图5-2E)。

A B

D E

C

A：岛屿状的乳腺上皮细胞；B：鹅卵石状的乳腺上皮细胞；c：铺路石状的乳腺上皮细胞；D：空泡圆

顶状的乳腺上皮细胞；E：不规则多边形的乳腺上皮细胞；

A：Mammary epithelial cells like island：B：Mammary epithelial cells like cobblestone：C：Mammary epithelial

cells like slabstone；D：Mammary epithelial cells like cavity doom：E：Irregular polygon；

图5—2乳腺上皮细胞形态(100×)

Fig．5-2 Cellular morphology ofmammary epithelial cells(100×)

2．3乳腺上皮细胞生长曲线

经过连续8天细胞计数，乳腺上皮细胞的数量增长规律如图5．3所示。由图可见，乳

腺上皮细胞的增长呈S形曲线，开始的1—3天，增长缓慢，3—5天急速增长，6．8天增长处

于平缓期。

万方数据



培养时间 cuRuretime／d

图5-3奶牛原代乳腺上皮细胞生长曲线

Fig．5-3 Growth curve ofbovine mammary epithelial cells

2．4 p酪蛋白基N(CSN2)荧光定量产物电泳结果

图5．4可见，CSN2基因荧光定 产物经2％琼脂糖凝胶电泳，条带大小与01物产物大

小相符(伽：106 bp；fl—actin：116 bp)，表明运用本组织块法培养的奶牛乳腺上皮原代细胞分
泌表达CSN2，具有乳腺上皮细胞的特征，可用于开展相关的试验研究。

图5—4 CSN2基因荧光定量产物电泳图

F培5—4 CSN2 gene qRT-PCR production electrophoresis graph

(注：M：marker；1，2：fl-actin；3，4：CSN2)

(Note：M：marker；1,2：fl—actin；3，4j CSN2)

2．5不同转染浓度和转染试剂量组合的转染效果比较

经荧光显微镜观测，由图5-5可见转染效率以1 00nMsiRNA+1．0儿L转染试剂组合

效果为佳。

^毛P

x)=o≥『Jo

clE：c=ou

赢、凝熏

量
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A未转染对照(白光) B未转染对照(荧光)

C转染50nM+1．OMI D转染50nM+1．5uL

E转染100nM+1．0laL F转染100nM+1．5uL

A Untransfection control(white light) B Untransfection control(fluorescence)
C Transfection 50nM+1．0UL D Transfection 50nM+1．5txL

E Transfection 1 00nM+1．0pL F Transfection 1 00nM+1．5pL

图5．5不同转染组合的转染效率

Fig．5—5 Transfection efficiency ofdifferent combination of siRNA and transfection reagent

3讨论

3．1乳腺上皮细胞体外培养

对一些在机体中起关键作用的细胞，利用体外培养的方式研究阐明其发挥生理功能的

生物学和细胞学的机理极其重要[10]。奶牛乳腺上皮细胞具有泌乳与防御病原菌的重要生理

和免疫调节的功能，利用体外培养方式研究和阐明其生理和免疫调节的功能和机制是重要

的研究方法【1卜12J。一般多采用胰酶消化法或组织块法进行原代细胞培养。两种培养方法相

比较而言，用胰酶消化法培养细胞迁出时间短，但胰酶消化对膜蛋白有损伤，破坏细胞间

的信号传递，进而影响细胞功能。用组织块法培养避免了胰酶对细胞的损害，对细胞的活

性和功能影响小，利于后续试验的开展。但组织块法时间较胰酶消化法时间长，一般培养
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5～6 d成纤维细胞迁出，培养10 d乳腺上皮细胞迁出[131，中间经历成纤维细胞与乳腺上皮

细胞混合生长的阶段。因而在组织块法培养过程中，乳腺上皮细胞的形态观察尤为重要。

利用乳腺上皮细胞与成纤维细胞在形态上的显著差别区分两者，是纯化乳腺上皮细胞的基

础。乳腺上皮细胞在不同的生长时期具有不同的形态，通过观察细胞形态可以判断细胞的

生长状态。在本试验中观察到在细胞生长旺盛期，乳腺上皮细胞间排列紧密，呈现典型的

铺路石和鹅卵石形状，细胞核可见，这与大多数的乳腺上皮细胞培养试验过程中对乳腺上

皮细胞的描述相一致；而一些非典型的乳腺上皮细胞形态还包括长形、蜂窝状、圆顶型u引、

大饼形、腺体形[14]等。在本试验中还观察到随乳腺上皮细胞的培养时间延长，出现了拉网、

空泡等形态。乳腺上皮细胞可多次传代，有研究表明当乳腺上皮细胞传至20代时仍具有

生物学功能，未发生细胞转化【l5l，但随细胞传代的增加，乳腺上皮细胞的生长速度减慢，

形态发生改变，处于分化状态[131。近年有研究者尝试对乳腺上皮细胞过表达一些原癌基因

或转染病毒蛋白SV40大T抗原方法使其发生永生化[16。1。71，从而具有无限增殖的特性，解

决原代乳腺上皮细胞难以长期培养的难点。但原代乳腺上皮细胞接近体内细胞生长的状况，

以此为研究模型更接近于体内的真实情况，这也是原代乳腺上皮细胞的优势所在。

乳腺上皮细胞在动物体内依靠多种物质如激素、细胞因子等维持和调节正常的生理结

构和功能，而在体外培养过程中为维持其正常的结构和生理功能需要有相关因子和激素的

参与[18。20]。胰岛素是细胞周期的主要外源性调节因子，能维持正常细胞周期，促使细胞由

G期进入s期，促进细胞分裂，同时胰岛素通过配体约束力和自动磷酸化诱导，促进胰岛

素受体蛋白位点的生成，激活胰岛素亚基受体I，从而促进乳腺上皮细胞乳汁的生物合成。

氢化可的松促进细胞的贴壁和伸展。表皮生长因子刺激多种组织来源的上皮类细胞生长和

增殖。催乳素促进乳腺上皮细胞乳汁的分泌和细胞极性的形成。确定乳腺上皮细胞的生理

功能主要涉及其乳蛋白基因的表达和合成分泌能力。牛乳蛋白主要是酪蛋白、血清蛋白和

免疫球蛋白，其中酪蛋白占80％以上，且是乳腺上皮细胞特有表达的蛋白，而13酪蛋白占

酪蛋白的36％以上，且含量稳定，因而可利用实时荧光定量PCR检测B．酪蛋白mRNA的

表达量来鉴定乳腺上皮细胞[2¨。本试验在常规培养基中添加上述几种物质后，与常规培养

基相比缩短了乳腺上皮细胞迁出时间，细胞生长状态良好，增殖快，并成功表达B酪蛋白

基因，表明这些物质可促进原代乳腺上皮细胞的培养，为后续的相关研究工作建立了良好

的试验模型。

影响乳腺上皮细胞培养成功的因素很多，优良的培养原材料和正确的操作是培养成功

的关键。处于泌乳中期的健康乳腺组织是良好的乳腺上皮细胞的来源。用组织法培养初期

要注意防止组织块漂浮，可适当延长组织块倒置贴壁时间，6．8 h都可以，在翻转为正常培

养方式和补加培养基时要轻拿轻放培养瓶，防止培养瓶晃动导致组织块脱落。在传代、冻
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存细胞过程中，消化细胞时要注意观察细胞消化状态，防止消化过度或消化不足。前者，

细胞受损严重，若传代则分瓶后细胞团聚较多，不易贴壁，若冻存则细胞复苏后活力受损，

不易贴壁，死细胞较多。后者消化时间过短，细胞不易消化下来，需要增加消化次数和反

复吹打细胞，使其从细胞壁上脱落。在整个细胞培养过程中还要注意防止细胞受到污染。

良好的操作习惯可降低细胞污染的概率，有助于细胞培养成功。

3．2细胞转染影响因素

原代细胞培养方法的建立为miRNA的功能研究提供了基础。目前miRNA功能研究常

采用瞬时转染mIRNA的模拟物(mimic)或抑制物(inhibitor) 方法。细胞转染效率的高低对

miRNA功能研究的影响较大。影响细胞转染的因素较多，细胞接种密度、转染试剂、核酸

浓度等都会影响转染效率。转染前细胞的铺板密度依据细胞的生长快慢而定，一般要保证

在转染前细胞密度能达到50％．80％，降低转染试剂对细胞的影响。外源基因转入真核细胞

常用的方法是用病毒载体和非病毒载体[221。病毒载体常采用腺病毒载体，转染效率高，同

时对安全性要求高。常用的非病毒载体方法包括脂质体法、磷酸钙沉淀法、电穿孔法[231。

这三种方法各有优缺点：(1)电穿孔法是利用外加电场使细胞质膜结构发生变化，形成孔隙

通道将外源基因转入细胞内。此法需借助仪器操作完成，细胞致死率高，DNA和细胞用量

大，并且要优化实验参数；(2)磷酸钙法操作简便，但不适用于原代及悬浮培养细胞，且转

染率低，重复性差；(3)阳离子性的脂质体法是利用阳离子脂质体表面带正电荷，通过静电

作用将核酸分子包裹入内，形成复合体，同时被表面带负电荷的细胞膜吸附，借助膜的融

合或细胞的内吞作用或直接渗透作用，将核酸分子转入细胞，释放入细胞质中，再进一步

进入核内转录、表达。此法适用性广，转染效率高，重复性好，但对DNA的质量要求高，

转染效果随细胞类型变化大，综合比较几种方法，本试验采用脂质体法转染细胞，且选用

的转染试剂在血清存在条件下不影响转染效率，避免无血清条件对细胞生长产生的不利影

响。

4小结

本研究运用组织块法成功培养奶牛原代乳腺上皮细胞，并在常规培养基DMEM／F12

中添加10％胎牛血清的基础上，补加胰岛素样转铁蛋白硒、催乳素、氢化可的松和表皮生

长因子，促进原代乳腺上皮细胞的生长和增殖，缩短纯化乳腺上皮细胞培养时间。乳腺上

皮细胞转染以转染浓度100nM加1旺的转染试齐U(96孔板)效果为佳。
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第六章miR-122过表达和抑制表达对EPO及JAK-STAT通

路部分基因的表达影响

酪氨酸蛋白激酶．信号传导和转录激活因子0anus kinase-signal transducers and activators

oflranscription，JAK．STAT)通路，是一条可以将细胞外信号快速传递到细胞核的信号通路。

JAK-STAT通路介导许多细胞因子在细胞内信号传导，涉及许多生命活动过程如细胞增殖

分化、凋亡、炎症、免疫等[1‘31。EPD(促红细胞生成素)是重要的细胞因子，可激活JAK．STAT

通路，调节细胞免疫过程‘45]。Usman研究表明在患乳腺炎奶牛的乳腺中JAK2、STAT5A、

STAT5B表达下调，提示其可能在乳腺炎的调节中有关键作用[6]。有研究报道调控miR．122

表达影响EPO的表达[7]。在前面的研究中我们己证实bta-miR．122与牛EPO 3'UTR存在作

用靶位点，但miR．122是否通过靶向调控EPO而引起JAK-STAT通路基因表达改变还未

见有相关的研究报道。鉴于此，我们将miR-122在奶牛乳腺上皮细胞过表达和抑制表达后，

检测EPO及JAK-STAT通路相关基因EPOR、JAK2、STAT5A、STAT5B、Bcl-2的表达水平，

以明确miR．122对EPO及JAK．STAT通路相关基因表达产生的影响。

1材料与方法

1-1仪器与试剂

部分仪器与试剂见第四、五章。

miRNA反转录试剂盒(MiR．XTM miRNA First．Strand Synthesis kit，Takara：6383 13)、

1．2 miR．122 mimic和miR．122inhibitor转染细胞

根据上一章FAM．siRNA细胞转染效率的试验结果，确定miR．122 mimic和inhibitor转

染浓度为100riM，转染试剂量确定为3．0}tL(六孔板)转染细胞。接种前一天细胞铺板，转染

前细胞密度为50％．80％。对每一个转染样品，按下述步骤操作。

(1)稀释bta．miR．122 mimic：用30“L 1 X riboFECT咖CP Buffer稀释1．25“L 20p．M mimic

储存液，轻轻混匀。

f2)$1j备混合液：加入3肛LriboFECTTMcp Reagent轻轻吹打混匀，室温孵育15rain以上。

(3)将上述混合液加入到细胞培养基中，轻轻混匀。将培养板放入培养箱中37。C，5％C02

培养48h。

miR．122 inhibitor转染乳腺上皮细胞同上述操作步骤。
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1．3乳腺上皮细胞转染miR．122 mimic后miR-122的表达检测

1．3．1细胞miRNA的反转录

乳腺上皮细胞转染mlR．122mimic和inhibitor 48h后，按照第五章1．7 Tfizol法提取细

胞总RNA，按MiR．XTM miRNA FirstStrand Synthesis and SYBR⑧qRT-PCR试剂盒说明书

反转录mmroRNA，在0．2mL RNase．free管中按表6-1反应体系配制反应溶液：

表6-1 mlRNA反转录反应体系

Table 6-1 mlRNA reverse transcriptional reaction system

试剂

Reagent

体积(肛L)

Volume(¨L)

mRQ Buffer(2x)

RNA sample(0．25-8“曲

mRQ Enzyme

Tbtal

5

3．75

1．25

10

混合反应液置于PCR仪，37。C孵育1h，85。C，5min灭酶活，反应结束，补加90此ddH20

至100]xL，混合均匀，．20。C保存，待荧光定量反应。

1．3．2 miR-122的表达实时荧光定量反应

参考miRBase数据库中bta-miR．122的序列，设计miR．122上游引物，引物序列为

TGGAGTGTGACAATGGTGTTTG，由上海生工合成，下游引物为通用引物。以U6做内

参，按下表6．2反应体系配制反应溶液。PCR反应条件：95。C 30 s；94。C 15 S，60。C 34 S，

进行40个循环；溶解曲线950C 15 S，60。C 60 S，95。C 15 S。

表6-2内参U6 qRT-PCR反应体系

Table 6．2 Internal reference U6 qRT-PCR reaction system

试剂

Reagent

体积(uL)

Volume(“L)

d(m20

SYBR Advantage Prenux(2X)

ROX Dye(50x)

mlRNA-spemfic Pnmer(10 gM)／U6 Forward Pnmer(109M)

mRQ 3’Primer／U6 Reverse Primer(10 uM)

cDNA

1btal

5

5

5

5

0

5

9

Ⅲ

¨

"

”

加

巧
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1．4 EPO．EPOR．JAK2．STAT5A。STAT5B．Bel-2基因的实时荧光定量反应

按第5章1．7提取乳腺上皮细胞总RNA并反转录为cDNA，进行qRT-PCR反应。根

据NCBI上牛EPO、CD59、EPOR、JAK2、STAT5A、STAT5B、Bcl一2基因的序列，设计引

物，引物序列见表6．3，由上海生工合成。

表6-3基因引物序列表

Table 6-3 Gene primer sequence last

1．5数据处理和分析

利用生物统计软件SPSS 1 6．0进行T检验，结果以平均数士标准误(Mean：6SD)表示。

2结果与分析

2．1乳腺上皮细胞转染miR．122 mimic后miR．122的表达变化

由图6—1可见，100nM的miR-122 mimic转染入乳腺上皮细胞后，提取细胞总RNA，将

miRNA反转录后，与mimic阴性对照相比，miR-122的量上调超过二百倍，差异极显著，

表明miR一122 mimic成功转入乳腺上皮细胞中。
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图6．2显示，miR-122过表达后，与阴性对照相比EPO表达量极显著下降，JAK-STAT

通路基因EPOR、JAK2、STAT5A、STAT5B、BcL2表达量均下调，且BcL2的表达量显著

下调，表明miR．122的过表达抑制EPO及JAK-STAT通路的基因的表达。
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2．3 miR．122抑制表达对EPO及JAK．STAT通路基因EPOR．JAK2．STAT5A．

STAT5B．Bcl-2表达的影响

图6—3显示，将miR一122抑制表达后，与阴性对照相比，EPO,EPOR、力蚴、STAT5A、

STATSB表达量均上调，且STAT5B的表达量上调达到显著水平。

3讨论

0

葶萨≯，≯’

圃inhibitorNC
囡inhibitor

图6—3 mxR-122抑制表达对EPO、EPOR、JAK2、STAT5A、

STAT5B和BcL2表达的影响

Fig．6-3 Effecfion of miR-1 22 inhibited—expression on EPO、EPOR、JAK2、

STAT5A、STAT5B and BcL2 expression

3．1 JAK．STAT通路与乳腺的关系

JAK-STAT通路在乳腺组织中对乳汁的合成有重要的作用[8．101。JAK．STAT通路基因中

STAT5在乳腺上皮细胞中特异表达，在其他类型的上皮细胞如胰腺上皮细胞中处于缺乏状

态。STAT5对乳腺的正常发育与乳汁分泌功能的关系十分密切，STAT5在泌乳期的表达量

较高，而在其他时期表达量较低【111。

3．2 JAK．STAT通路基因与免疫的关系

近年的研究表明JAK．STAT通路与细胞免疫关系密切。当STAT5被异常活化时，通过

调控下游靶基因cyclin D1、c—myc、Bcl-2等的表达，改变细胞周期进程，阻断细胞凋亡过

程，诱导细胞的癌性转化【l21。姚胜研究表明大鼠在烫伤后合并感染金葡菌脓毒症的早期，

机体的肝、肾等组织的STAT3快速活化，激活JAK．STAT通路。注射JAK2特异性抑制剂

和STAT3磷酸化抑制剂，各组织中STAT3活性不同程度降低，细胞因子及其蛋白表达也随

Co一价们DLQ)(U
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之减少，肝功能得到改善，证实抑制JAK／STAT通路的活化可以减轻机体的局部组织的炎

症反应，保护脏器功能【l 31。

袁峥嵘从金葡菌型乳腺炎奶牛的基因表达谱中发现STAT5A基因表达下调，随后利用

Western Blot技术检测发现STAT5A蛋白表达量显著低于正常组，这一结果从蛋白质水平

上印证了基因芯片结果的正确性[14]。Usman等研究发现与健康牛相比，患乳房炎牛的

JAK．STAT通路基因JAK2、STAT5A、STAT5B表达下调，通过关联分析表明与血清细胞因

子和奶牛乳房炎显著相关，可作为奶牛乳房炎抗性的候选基因【6J。赵静等整合分析5套公

开发表的大肠杆菌感染奶牛乳腺上皮细胞的表达谱芯片数据，发现显著下调的通路主要与

免疫系统、传染性疾病和信号转导相关，其中含JAK．STAT信号转导通路，而JAK-STAT

通路在免疫反应过程中的下调可以减缓炎症【l 5|。

3．3 miRNA与JAK—STAT通路的调控关系

JAK-STAT信号通路的激活和抑制受到多因素的调节，如SOCS3是JAK．STAT信号通

路上JAK、STilT基因的抑制剂，通过直接抑制JAK、STAT的表达而下调JAK．STAT通路u 0|。

近年研究发现一些miRNA与JAK．STAT通路存在互调关系，mlRNA通过直接靶向

JAK-STAT信号通路基因而调控JAK．STAT通路。李洪伟等报道，TNF-a和STAT3是miR．9a

和miR．21的预测靶基因，幼年特发性关节炎患者外周血单核细胞中miR．9a和miR．21的

表达量显著降低，TNF-a和STAT3的表达量显著升高，JAK．STAT通路被激活[1。71。Wu等

研究发现miR．124的上调表达显著抑制STAT3、pSTAT3和下游基因Bcl-2和Cyclin D的表

达，减弱细胞的侵袭或恶性增生，诱导细胞G0／G1期阻滞，并促进细胞凋亡[18]。Sfickel等

报道miR．146在干细胞移植后的树突状细胞中通过靶向JAK／STAT信号减少MHC-ll的表

达[19]。miR．155在幼年脓毒症小鼠肝脏抑制表达，下调小鼠JAK-STAT信号通路，减轻肝

脏损伤【20]。Kong研究发现在人骨瘤细胞中，miR．122的过表达显著下调p-P13K，p-AKT,

p-JAKl，p．STAT3，Jagged．1，Notchl蛋白表达，从而抑制P13K／AKT,JAK／STAT and Notch通

路[21]。

3．4 miR．122靶向调控JAK．STAT通路的意义

本研究中miR．122在乳腺上皮细胞内的过表达引起EPO表达量显著下调，而

JAK．STAT通路上EPOR、JAK2、STAT5A、STAT5B的表达量均呈下调趋势，下游基因Bcl-2

的表达量显著下调。Bel．2是B淋巴瘤．2基因，是Bel家族基因中具有抗细胞凋亡作用的

基因，Bcl-2基因表达量的下调意味着细胞凋亡增加。这与前面试验中在显微镜下观察到的

攻毒24h后的乳腺组织出现的病理结构变化结果相一致：乳腺组织结构松散，乳腺间质发

生水肿，细胞问连接空隙增大，乳腺上皮细胞萎缩，腺泡腔变大。Cui等[22]发现在人翼状
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胬肉病症中miR-122表达显著下调，而在上皮细胞表层的抗细胞凋亡基因Bcl-w表达显著

上调，体外翼状胬肉细胞体外培养证实miR．122特异性结合Bcl—w的mRNA，用TNFa处

理细胞，抑制了miR-122的表达减少细胞的凋亡，并且这种作用可通过特异性的siRNA抑

制Bcl-w的表达而消除。

奶牛乳腺在受到链球菌侵入乳腺的刺激引发感染后，释放多种活性物质，吸引血液中

的白细胞(嗜中性粒细胞，P心)游走到乳汁中，发挥致炎作用。而乳腺内PMN的清除是炎

症反应消退的必要条件，PMN的延时凋亡和清除将释放较多的内毒素，加重局部乳腺组织

的损害乜3J。在奶牛链球菌型乳腺炎发展过程中，miR-122上调表达，抑制EPO表达减少，

通过JAK—STAT通路的信号传导减少，引起下游基因BcJ-2基因的表达量显著下调。Bcl-2

是抗细胞凋亡基因，其表达量减少，引起抑制细胞凋亡的作用减弱而促进细胞凋亡，这可

能有助于调控乳腺内PMN的清除，促进炎症的消退。

4小结

miR．122在奶牛乳腺上皮细胞过表达，显著降低EPO表达量，JAK．STAT通路中EPOR、

JAK2、STAT5A、STAT5B的表达量均下调，BcL2显著下调。mxR．122抑制表达后，EPO

及JAK-STAT通路中EPOR、JAK2、STAT5A的表达量上调，STAT5B表达量显著上调。
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第七章全文结论及创新点

1结论

(1)通过牛全基因组芯片筛选，共发现差异表达的基因136个，上调表达基因78个，下调

表达基因58个。KEGG分析共有29个显著差异基因涉及38条通路，包括与免疫相关的

通路JAK-STAT、HMC、Notch信号通路。

(2)Solexa深度测序获得miRNA表达谱，共筛选出35个差异表达的miRNA，其中上调表

达miRNA 10个，下调表达miRNA 25个。35个差异miRNAs共预测到18801个靶基因，

靶基因位点数82832。GO分析表明靶基因主要富集在调控细胞、结合、催化活性和免疫过

程上，KEGG分析显示其主要富集于与免疫相关的通路如RIG一样受体信号通路、细胞质

DNA感受通路和Notch信号通路等。

(3)Bta—miR-122靶向调控牛EPO基因，作用靶位点位于EPO 3'UTR的127．133bp间，序列

为ACACTCC。bta．miR．122在乳腺上皮细胞过表达，显著下调EPO表达量，继而下调

JAK—STAT通路相关基因EPOR、JAK2、STAT5A、STAT5B表达量，引起JAK-STAT通路下

游基因Bcl-2表达量显著下降，可能对乳腺炎症反应中PMN的凋亡消除有积极的作用，从

而减轻炎症反应。

2创新点

(1)本研究从转录组学对链球菌感染奶牛乳腺的机体免疫应答的分子机制进行了研究。采用

Affymemx基因芯片技术和Solexa测序技术分别获得链球菌型乳腺炎乳腺组织的基因表达

谱和microRNA表达谱，发现136个差异表达基因和35个差异表达miRNA。

(2)N用双荧光素酶报告基因系统证实EPO为miR．122的靶基因，作用靶位点位于EPO

3'UTR的127．133bp间，序列为ACACTCC。miR．122靶向调控EPO引起JAK．STAT通

路在奶牛乳腺炎中下调，Bcl-2表达下调，促进细胞凋亡，可能对乳腺炎症反应中PMN的

凋亡消除有积极的作用，提示可进一步深入研究JAK．STAT通路在奶牛乳腺炎的调控作用。
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