新生与成年土拨鼠肝组织中部分差异表达的基因比较分析
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【摘要】 目的  新生土拨鼠感染土拨鼠肝炎病毒后，大部分发展为慢性肝炎，而成年土拨鼠感染后则多发生急性自限性肝炎[1]。本实验目的就是寻找其肝组织中可能导致这种预后差异的关键基因。 方法  采用全基因组表达谱芯片技术，对比新生与成年小鼠肝组织基因表达差异，选取目的基因，再通过多个物种序列比对，设计简并引物，在土拨鼠肝组织cDNA中扩增对应基因，测序，再次设计引物，进行实时荧光定量PCR。 结果  与新生土拨鼠相比，成年土拨鼠肝细胞中与钙离子重吸收相关基因DNM1（Dynamin 1）、DNM3（Dynamin 3）及Prkcc（Protein kinase C，gamma）表达率明显升高，分别上升2.65±0.25倍，1.90±0.34倍，2.94±0.54倍。 结论  在钙离子重吸收通路中，以上三个在两组动物肝脏中表达差异最明显的基因，在新生组与成年组土拨鼠之间也有明显差异。此类基因造成肝细胞内钙离子浓度的差别，间接影响其中肝炎病毒的复制。这种表达差异很可能是导致两个年龄段动物感染土拨鼠肝炎病毒后转归不同的原因之一。
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To compare and analyse some parts of differently expressed genes in liver between neonatal and adult woodchucks
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【Abstract】 Objective  To search for some key genes which account for the different sequelae(chronic woodchuck hepatitis and acute self-limiting woodchuck hepatitis) of woodchuck hepatitis virus infection between neonatal and adult woodchucks.  Methods  Applying the genome-wide expression microarray, some related genes were selected. With the degenerate primers designed on the iCODEHOP from clustal of some different species, some products were amplified from the woodchuck cDNAs.  After the products sequencing done, some accurately designed primers generated from the Primer Premier 5.0, Real time quantitative PCR performed ultimately.   Results  Compare to the neonatal woodchuck, calcium reabsorption related gene, in the adult woodchuck liver cells DNM1 ( Dynamin 1 ), DNM3 ( Dynamin 3 ) and Prkcc ( Protein kinase C, gamma ) expression rate increased significantly, by 2.65± 0.25 times, 1.90 ±0.34 times, 2.94 ±0.54 times.   Conclusion   In the endocrine and other factor-regulated calcium reabsorption pathway, these three genes have the most significant changes in mice, as well as in woodchucks at the two time points. Those genes make contribute to the differential calcium concentration, and promote woodchuck hepatitis virus replication indirectly. In a word, these genes could have an effect on the sequelae of woodchuck hepatitis virus infection at different ages.               
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乙型肝炎病毒（Hepatitis B virus，HBV）是导致急性肝炎和慢性肝炎的主要病原体，而慢性肝炎又有很大比例发生肝癌。有流行病学统计指出，目前全世界携带乙肝病毒的人群超过了3.6亿，另据估计，全球曾经和正在感染乙肝病毒的人数在20亿以上。自上个世纪60年代，Blumberg等人发现并鉴定乙肝表面抗原及病毒颗粒以来，又过了半个世纪的时间，虽然已有预防性疫苗问世，但对其感染过程，治疗手段等方面的研究一直没有取得重大突破。这在很大程度上都是由于基础研究进程的缓慢，而缺少一个良好的实验动物模型正是其瓶颈所在。经过长期的探索、实践发现，土拨鼠（Marmot monex，woodchuck）因感染土拨鼠肝炎病毒（woodchuck hepatitis virus，WHV）后其发病过程、特点与人类感染乙肝病毒后具有很高的相似性脱颖而出成为了研究乙肝的一个有力工具[1]。
新生儿与成年人感染HBV后分别发展为慢性肝炎与急性肝炎，很多专家学者试图寻找造成这种转归的差异，但并未取得太大进展。土拨鼠作为一种良好的研究乙肝的动物模型，新生动物和成年动物感染WHV后也发展为慢性肝炎与急性肝炎，本文对健康的新生土拨鼠和成年土拨鼠肝组织基因表达状况进行研究，寻找可能造成这种差异的原因，同时希望能够把结果同人类的乙肝对比、联系起来，为提出更好的预防、治疗干预措施起到一些积极推动作用。
1 材料和方法
1.1 实验动物
清洁级健康成年（12w）雄性C57BL/6J小鼠、新生（1d）雄性C57BL/6J小鼠，购自军事医学科学院。健康成年（4~5y）雄性土拨鼠、新生（<3d）雄性土拨鼠，由中国医学科学院医学实验动物研究所提供。
1.2 实验方法
1.2.1 Roche-NimbleGen小鼠全基因组表达谱芯片
由上海康成生物公司提供技术服务，对新生小鼠和成年小鼠肝组织进行全基因组表达谱芯片检测。
1.2.2 简并引物设计
根据以上基因芯片检测结果数据，挑选出影响钙离子重吸收的基因中变化最为明显的3个基因，对多个物种的相应基因表达的氨基酸序列进行对比，选出保守序列，通过iCODEHOP v1.1在线设计简并引物（序列如表1所示）。
表 1  引物列表
Tab.1   Primers used in this experiment
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Fe3l Sequence

DamiF
Dam1R
Dnm3-F
DIm3R
PrkccF
PrkccR
Dnm1-F(Real-ime FCR)
Dnm1-R(Reaktime PCR)
Dnm3-F(Real-ime PCR)
Dnm3-R(Reaktime PCR)
Prkcc-F(Real-time PCR)

Prkcc-R(Real-time PCR)

‘GCAAGAAGTTGAGCGACTTYGARGARGT
TADCCNCANCACTTGGCCAGGGTCT
GCAAGAAGTTCACCGACTTYGAYGARGT
GTYTACCANGTOGTCAAGCGGCAC
GCCTGGTGCACCAGGGNATGAART
CCNACCATRITCGACGACTTGGTCG
ACCACCTTCCAGTITCC
CCGCACCAAGTTCTTC
ACCGATGGGAAAGAAC
GGTTGAAGCTCGCAAT
TCTCCTGETGGCTTAC
CACAAACACCCGACAC





1.2.3 测序
通过简并引物扩增土拨鼠组织中的对应基因片段，并将该片段回收，进行TA克隆，将产物送至中美泰和公司测序。
1.2.4 设计Real-time PCR引物，进行定量验证
根据公司测序结果，设计扩增产物为80~150bp的引物（序列如表1所示），通过Real-time PCR验证两个年龄土拨鼠肝组织中三个基因表达量的差异。  
2 结果

2.1  基因芯片差异分析结果
因为土拨鼠基因组测序工作尚未完成，所以对新生和成年小鼠的肝基因组进行表达差异分析。分别选择新生小鼠肝脏和成年小鼠肝脏，通过Roche-NimbleGen小鼠全基因组表达谱芯片检测两者肝基因组表达状况，发现与新生小鼠相比，成年小鼠肝组织表达的基因上调的有1518个，下调的基因有1822个，如图1所示。
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图1 基因芯片热图
Fig. 1 Heat Map
对以上差异表达的基因进行分析，发现其主要涵盖10条通路，见图2 。根据文献报道，肝细胞内钙离子浓度的差别，将会影响乙肝病毒的复制[12]，即当胞内钙离子浓度较高时，会促进乙肝病毒复制，反之，将不利于乙肝病毒的复制。在Pathway Analysis中，包含了与钙离子重吸收密切相关的一条通路，即endocrine and other factor-regulated calcium reabsorption pathway，如图2箭头所示。通路中共包括如下8个基因，分别为Atp1b2，Cltb，Dnm1，Dnm1l，Dnm2，Dnm3，Prkcb，Prkcc，在两个年龄动物中表达差异状况如表2所示，选择其中三个变化最为明显的基因，分别为Dnm1，Dnm3和Prkcc，进行后续试验。  
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图2   通路分析
                          Fig. 2   Pathway Analysis       
表2  12w vs 1d基因表达量升高倍数（小鼠）                                        
Tab.2  12w vs 1d genes expression elevated multiples（mouse） 
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2.2  土拨鼠对应基因表达差异分析
选定上述3个基因后，分别用3只新生土拨鼠和3只成年土拨鼠进行这3个基因的差异表达分析，选用已知土拨鼠的Gapdh作为内参，Gap-F：TCATTTGAAGGGTGGTG，Gap-R：GCTAAGCAGTTGGTGGTA，每个基因做三个复孔，重复三次，Real-time PCR结果见图3 。
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图3 实时定量PCR扩增曲线
Fig. 3 Real-time PCR amplification curve  
注（Note）：1：Prkcc-adult；2：Prkcc-neonatal；3：Dnm3-adult；4：Dnm3-neonatal；5：Dnm1-adult；6：Dnm1-neonatal；7：Gap-adult；8：Gap-neonatal；9：water-adult；10：water-neonatal
由以上差异分析结果，得到每种基因在不同年龄表达的Ct值，根据如下相对定量表达率公式，计算成年土拨鼠相对新生土拨鼠三个基因的差异表达率，结果用软件SPSS16.0进行处理（表3）。与新生土拨鼠相比，成年土拨鼠Dnm1，Dnm3，Prkcc表达率升高倍数分别为2.65±0.25倍，1.90±0.34倍，2.94±0.54倍。因此，推测这三个基因可能影响了土拨鼠肝炎病毒的复制过程。 
△△Ct=(Ct靶基因-Ct内参)成年- (Ct靶基因-Ct内参)新生
改变的倍数=2-△△Ct   
表3  成年土拨鼠对比新生土拨鼠基因表达量升高倍数
Tab. 3  Adult woodchuck vs neonatal woodchuck genes expression elevated multiples
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3 讨论
在方法学的选择上，目前，没有针对土拨鼠全基因组表达的芯片可用，小鼠和土拨鼠同属于哺乳纲，啮齿目动物，在亲缘关系上比较接近，因此，选择了小鼠全基因组表达谱芯片，对新生小鼠和成年小鼠肝组织进行差异表达基因的鉴定。全基因组表达谱芯片-NimbleGen Gene Exprssion Profiling for mouse（上海康成生物工程有限公司提供）技术已经相当成熟，并且提供商品化的服务，成为了生物、医学科学实验室的一种常用手段。差异表达基因的筛选采用经典的倍数变化（fold change，FC）分析，通过对基因芯片的ratio值进行挑选，ratio是cy3/cy5的比值，又称R/G值。一般0.5～2.0范围内的基因不存在显著表达差异，该范围之外则认为基因的表达出现显著改变。利用这个结果，再去进一步分析鉴定新生组和成年组土拨鼠肝组织中部分差异表达的基因。
在关键基因的选择上，已有多篇文献报道，肝细胞中钙离子浓度可以影响HBV的复制[3,5,10,11]，再结合小鼠全基因组表达谱芯片结果，选择与钙离子重吸收相关的一组基因，最终，选择该通路中差异表达量最为明显的三个基因（Dnm1，Dnm3以及Prkcc），在新生组与成年组土拨鼠间进行差异表达量的鉴定分析工作。通过实时定量PCR反应证实，与新生土拨鼠相比较，成年土拨鼠肝细胞中这三个基因的表达明显升高，可以推测，成年土拨鼠肝细胞中钙离子浓度将低于新生土拨鼠，这种较低浓度钙离子的环境可能不利于肝炎病毒的复制，反而有利于机体对病毒的清除；而新生组土拨鼠肝细胞中的高浓度的钙离子可以促进病毒复制，使其长期持续存在。上述三个差异表达的基因，很可能是影响土拨鼠肝炎病毒复制，进而导致两个年龄段土拨鼠感染该病毒后转归不同的原因之一。
根据上述现象和结论，我们可以选择一些新的治疗和控制乙型肝炎的靶点，通过进一步的基础研究去验证其可行性，最终对疾病的预防，治疗手段的创新、改进和完善起到一些提示作用。深入、合理地利用好这种模型，并将其成果通过比较医学的方法，应用到人类身上，为早日控制、消灭乙型肝炎、乙肝病毒做贡献。 
参考文献：
[ 1 ]    张连峰，秦川.《常见和新发传染病动物模型》[M].中国协和医科大学出版社，2012年1月，124-143. 
[ 2 ]    Boyce R，Chilana P，Rose TM. iCODEHOP: a new interactive program for designing COnsensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primers fr om multiply aligned protein sequences[J]. Nucleic Acids Res，2009，3   7(Web Server issue) ：W222-8.

[ 3 ]    Choi Y，Gyoo PS，Yoo JH，et al. Calcium ions affect the hepatitis B virus core assembly[J]. Virology, 2005. 332(1) ：454-63. 
[ 4 ]    Dandri M，Lutgehetmann M，Petersen J. Experimental models and therapeutic approaches for HBV[J]. Semin Immunopathol, 2012
[ 5 ]    Gearhart TL，Bouchard MJ. Replication of the hepatitis B virus requires a calcium-dependent HBx-induced G1 phase arrest of hepatocytes[J]. Virology，2010，407(1) ： 14-25.
[ 6 ]    Kennedy PT，Sandalova E，Foster GR，et al. Preserved T-cell functionin children and young adults with immune-tolerant chronic hepatitis B[J]. Gastroenterology，2012， 143(3) ：637-45.
[ 7 ]    Kung JW，Currie IS，Forbes SJ，et al. Liver development, regeneration, and carcinogenesis[J]. J Biomed Biotechnol，2010，2010：984248.
[ 8 ]    Lee JS，Ward WO，Knapp G，et al. Transcriptional ontogeny of the developing liver[J]. BMC Genomics，2012，13：33.
[ 9 ]    Li T，Huang J，Jiang Y，et al. Multi-stage analysis of gene expression and transcription regulation in C57/B6 mouse liver development[J].Genomics，2009，93(3)： 235-42. 
[ 10 ]   McClain SL，Clippinger AJ，Lizzano R，et al. Hepatitis B virus replication is associated with an HBx-dependent mitochondrion-regulated increase in cytosolic calcium levels[J]. J Virol，2007， 81(21)：12061-5.
[ 11 ]   Tan C，Guo H，Zheng M，et al. Involvement of mitochondrial permeability transition in hepatitis B virus replication[J]. Virus Res，2009，145(2)：307-11. 
[ 12 ]   Yang B，Bouchard MJ. The hepatitis B virus X protein elevates cytosolic calcium signals by modulating mitochondrial calcium uptake[]J. J Virol，2012， 86(1)：313-27.  
�本文选择相对定量法进行差异表达分析，对应样品上样量略有差别，可能出现目的基因表达量相似，而内参基因表达量有差异的现象。结果是根据目的基因与内参基因表达差值来计算，上述问题不会对结果产生影响。
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