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肌醇依赖性激酶 渊蚤灶燥泽蚤贼燥造 则藻择怎蚤则蚤灶早 藻灶扎赠皂藻袁
陨砸耘冤员琢 是一种玉型跨膜蛋白激酶 辕 砸晕粤 酶袁定位于

内质网遥 在感受到内质网应激信号后袁发生二聚化袁
激活其 砸晕粤 酶活性袁进而剪接尧激活下游分子 载原盒
结合蛋白 员渊载鄄遭燥曾 遭蚤灶凿蚤灶早 责则燥贼藻蚤灶 员袁载月孕员冤咱员暂遥 载月孕员
作为转录因子继续激活其下游基因从而缓解内质网

应激 咱圆暂遥 在胰岛细胞中袁陨砸耘员琢 还可以不依赖于

载月孕员 而直接降解胰岛素 皂砸晕粤咱猿暂遥 陨砸耘员琢 广泛存在

于胚胎及成年组织袁高表达于胰腺和胎盘咱源暂遥 陨砸耘员琢
缺陷小鼠胚胎发育中胎盘形成受到抑制咱源暂袁血糖升

高袁胰腺导管形态异常咱缘暂曰非洲爪蟾 陨砸耘员琢 表达于早

期胰腺原基咱远暂袁提示 陨砸耘员琢 可能影响胰腺发育袁但目

前未见相关报道遥
非洲爪蟾胰腺发育与哺乳动物类似袁 起源于前

肠内胚层袁经历了胰腺前体细胞形成阶段和内尧外分

泌细胞分化阶段遥 早期胰腺前体细胞表达 责凿曾员 和

责源愿袁而胰岛素渊蚤灶泽怎造蚤灶冤尧胰高血糖素渊早造怎糟葬早燥灶冤和淀

陨砸耘员琢 影响非洲爪蟾胰腺发育

李昕昕袁冯娇娇袁殷晨阳袁徐校佩袁王璐璐袁郭 静袁王学军袁王 宁袁袁 栎鄢

渊南京医科大学生化与分子生物学系袁江苏 南京 圆员园园圆怨冤

咱摘 要暂 目的院探讨肌醇依赖性激酶 员琢渊蚤灶燥泽蚤贼燥造 则藻择怎蚤则蚤灶早 藻灶扎赠皂藻 员琢袁陨砸耘员琢冤对非洲爪蟾胰腺发育的影响遥 方法院通过显微注

射基因特异性反义寡核苷酸实现基因敲降曰 利用整体胚胎原位杂交方法检测基因表达遥 结果院陨砸耘员琢 表达于爪蟾发育中的胰

腺曰利用基因特异性反义寡核苷酸敲降 陨砸耘员琢 后袁非洲爪蟾肠道明显异常袁胰腺内外分泌标志性基因胰岛素尧淀粉酶表达显著

减少曰 胰腺前体细胞的标志基因 责凿曾员 和 责源愿 表达明显减少曰 敲降 陨砸耘员琢 下游基因 载原盒结合蛋白 员 渊载鄄遭燥曾 遭蚤灶凿蚤灶早 责则燥贼藻蚤灶 员袁
载月孕员冤后袁非洲爪蟾的胰岛素尧淀粉酶表达也明显减少遥 结论院陨砸耘员琢 影响非洲爪蟾胰腺发育袁可能通过 载月孕员 发挥作用遥
咱关键词暂 肌醇依赖性激酶 员琢曰非洲爪蟾曰胰腺发育
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栽澡藻 藻枣枣藻糟贼泽 燥枣 陨砸耘员琢 燥灶 责葬灶糟则藻葬泽 凿藻增藻造燥责皂藻灶贼 蚤灶 载藻灶燥责怎泽 造葬藻增蚤藻泽
蕴陨 载蚤灶鄄曾蚤灶袁云耘晕郧 允蚤葬燥鄄躁蚤葬燥袁再陨晕 悦澡藻灶鄄赠葬灶早袁载哉 载蚤葬燥鄄责藻蚤袁宰粤晕郧 蕴怎鄄造怎袁郧哉韵 允蚤灶早袁宰粤晕郧 载怎藻鄄躁怎灶袁宰粤晕郧
晕蚤灶早袁再哉粤晕 蕴蚤鄢
渊阅藻责葬则贼皂藻灶贼 燥枣 月蚤燥糟澡藻皂蚤泽贼则赠 葬灶凿 酝燥造藻糟怎造葬则 月蚤燥造燥早赠袁晕允酝哉袁晕葬灶躁蚤灶早 圆员园园圆怨袁悦澡蚤灶葬冤
咱Abstract暂 Objective院栽燥 蚤灶增藻泽贼蚤早葬贼藻 贼澡藻 藻枣枣藻糟贼泽 燥枣 蚤灶燥泽蚤贼燥造 则藻择怎蚤则蚤灶早 藻灶扎赠皂藻 员琢 渊陨砸耘员琢冤 燥灶 责葬灶糟则藻葬泽 凿藻增藻造燥责皂藻灶贼 燥枣 载藻灶燥责怎泽
造葬藻增蚤藻泽援 酝藻贼澡燥凿泽院栽澡藻 早藻灶藻鄄泽责藻糟蚤枣蚤糟 葬灶贼蚤泽藻灶泽藻 燥造蚤早燥灶怎糟造藻燥贼蚤凿藻泽袁皂燥则责澡燥造蚤灶燥 渊酝韵冤泽袁憎藻则藻 皂蚤糟则燥蚤灶躁藻糟贼藻凿 贼燥 噪灶燥糟噪凿燥憎灶 陨砸耘员琢 葬灶凿
载月孕员援 栽澡藻 憎澡燥造藻 皂燥怎灶贼 蚤灶 泽蚤贼怎 澡赠遭则蚤凿蚤扎葬贼蚤燥灶 燥枣 载藻灶燥责怎泽 藻皂遭则赠燥泽 憎葬泽 怎泽藻凿 贼燥 凿藻贼藻糟贼 贼澡藻 早藻灶藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶援 砸藻泽怎造贼泽院陨砸耘员琢 憎葬泽
藻曾责则藻泽泽藻凿 蚤灶 凿藻增藻造燥责蚤灶早 责葬灶糟则藻葬泽 蚤灶 载藻灶燥责怎泽援 栽澡藻则藻 憎藻则藻 泽藻则蚤燥怎泽 凿藻枣藻糟贼泽 蚤灶 早怎贼 凿藻增藻造燥责皂藻灶贼 燥遭泽藻则增藻凿 蚤灶 陨砸耘员琢 噪灶燥糟噪凿燥憎灶 藻皂遭则赠燥泽
燥枣 载藻灶燥责怎泽援 栽澡藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 贼澡藻 藻灶凿燥糟则蚤灶藻 皂葬则噪藻则 早藻灶藻渊蚤灶泽怎造蚤灶冤 葬灶凿 贼澡藻 藻曾燥糟则蚤灶藻 责葬灶糟则藻葬泽 皂葬则噪藻则 早藻灶藻渊葬皂赠造葬泽藻冤 憎葬泽 怎灶凿藻贼藻糟贼葬遭造藻
凿怎则蚤灶早 贼葬凿责燥造藻 泽贼葬早藻泽 燥枣 凿藻增藻造燥责皂藻灶贼 蚤灶 陨砸耘员琢 噪灶燥糟噪凿燥憎灶 藻皂遭则赠燥泽 糟燥皂责葬则藻凿 贼燥 贼澡藻 糟燥灶贼则燥造 藻皂遭则赠燥泽援 栽澡藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 贼澡藻 责葬灶糟则藻葬泽
责则燥早藻灶蚤贼燥则 糟藻造造 皂葬则噪藻则 早藻灶藻泽 渊责凿曾员 葬灶凿 责源愿冤 憎葬泽 则藻责则藻泽泽藻凿 泽蚤早灶蚤枣蚤糟葬灶贼造赠援 粤灶凿 葬枣贼藻则 噪灶燥糟噪凿燥憎灶 燥枣 载月孕员袁贼澡藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 蚤灶泽怎造蚤灶 葬灶凿
葬皂赠造葬泽藻 凿藻糟则藻葬泽藻凿 泽蚤早灶蚤枣蚤糟葬灶贼造赠 葬灶凿 糟葬灶爷贼 遭藻 凿藻贼藻糟贼葬遭造藻援 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶院陨砸耘员琢 责造葬赠泽 葬灶 藻泽泽藻灶贼蚤葬造 则燥造藻 蚤灶 责葬灶糟则藻葬泽 凿藻增藻造燥责皂藻灶贼 燥枣
载藻灶燥责怎泽 葬灶凿 皂葬赠 遭藻 贼澡则燥怎早澡 载月孕员 凿藻责藻灶凿藻灶贼 责葬贼澡憎葬赠援
咱Key words暂 蚤灶燥泽蚤贼燥造 则藻择怎蚤则蚤灶早 藻灶扎赠皂藻鄄员琢曰载藻灶燥责怎泽 造葬藻增蚤藻泽曰责葬灶糟则藻葬泽 凿藻增藻造燥责皂藻灶贼
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粉酶渊葬皂赠造葬泽藻冤等表达则标志着胰腺内外分泌部的

分化咱苑暂遥 非洲爪蟾受精卵体积较大袁易通过显微注射

进行基因功能研究曰胚胎在体外发育袁可以实时观察

发育中的表型变化遥 本研究利用非洲爪蟾作为模式

动物袁利用显微注射特异性反义寡核苷酸吗啉低聚

物渊皂燥则责澡燥造蚤灶燥袁酝韵冤封闭基因表达袁研究 陨砸耘员琢 在

胰腺发育中的作用遥
员 材料和方法

员援员 材料

员援员援员 主要试剂

人绒毛膜促性腺激素 渊澡怎皂葬灶 糟澡燥则蚤燥灶蚤糟 早燥鄄
灶葬凿燥贼则燥责蚤灶袁澡悦郧冤尧半胱氨酸渊美国 杂蚤早皂葬 公司冤曰限制

性核酸内切酶尧阅晕葬泽藻玉渊立陶宛 云藻则皂藻灶贼葬泽藻 公司冤曰
砸晕粤 纯化试剂盒 砸晕藻葬泽赠 噪蚤贼 渊德国 匝蚤葬早藻灶 公司冤曰
凿蚤早鄄哉栽孕尧葬灶贼蚤鄄阅陨郧鄄粤孕 和 月酝 责怎则责造藻 渊美国 砸燥糟澡藻 公

司冤遥
员援员援圆 反义寡核苷酸 酝韵

由美国 郧藻灶藻 栽燥燥造泽 公司合成遥 根据 陨砸耘员琢 缘忆端
序列设计特异性封闭 陨砸耘员琢 的 酝韵袁 命名为 陨砸耘员琢
酝韵袁 其序列为院缘忆鄄粤粤郧粤郧粤粤悦悦郧悦悦粤郧粤郧郧悦郧悦鄄
悦粤栽郧栽鄄猿忆咱愿暂曰 特异性封闭 载月孕员 的 载月孕员 酝韵 序列

为院缘忆鄄郧粤悦粤栽悦栽郧郧郧悦悦栽郧悦栽悦悦栽郧悦栽郧悦粤鄄猿忆咱远暂遥
员援圆 方法

员援圆援员 胚胎操作

于实验前 员圆 澡 注射 猿园园耀远园园 哉 澡悦郧 诱导雌性

个体排卵袁 收集卵细胞进行体外受精袁猿园 皂蚤灶 后以

圆豫半胱氨酸渊责匀愿援圆冤去除受精卵外的胶囊袁在 园援员伊
酝月杂匀 缓冲液 渊含 愿援愿 皂皂燥造 辕 蕴 晕葬悦造袁园援圆源 皂皂燥 造 辕 蕴
晕葬匀悦韵猿袁 园援员 皂皂燥造 辕 蕴 运悦造袁 园援园愿圆 皂皂燥造 辕 蕴 酝早杂韵源袁

园援园源员 皂皂燥造 辕蕴 悦葬悦造圆袁园援园猿猿 皂皂燥造 辕蕴 悦葬 渊晕韵猿冤圆袁员 皂皂燥造 辕 蕴
匀藻责藻泽袁责匀苑援源冤 中培养至相应发育阶段遥 胚胎的分期

依照 晕蚤藻怎憎噪燥燥责 和 云葬遭藻则 分期咱怨暂遥
员援圆援圆 显微注射

待受精卵分裂至四细胞期袁 选择生长状态良好

的胚胎袁 将 缘园 灶早 陨砸耘员琢 酝韵 或 缘园 灶早 载月孕员 酝韵 注

射入 源 个细胞中袁 之后于培养箱中培养至所需发育

阶段袁用于观察表型及基因表达分析遥
员援圆援猿 探针制备

将 责阅则蚤增藻鄄陨砸耘员琢 以 匀蚤灶凿芋酶切袁栽苑 砸晕粤 聚合

酶进行体外转录曰责郧耘酝鄄栽鄄耘葬泽赠鄄责凿曾员 以 杂葬造玉 酶切袁
栽苑 砸晕粤 聚合酶进行体外转录曰孕栽云员鄄责源愿 以 杂葬糟域酶

切袁栽苑 砸晕粤 聚合酶进行体外转录曰责悦砸杂糟则蚤责贼鄄蚤灶泽怎造蚤灶
以 耘糟燥砸玉酶切袁栽猿 砸晕粤 聚合酶进行体外转录曰
责悦砸杂糟则蚤责贼鄄葬皂赠造葬泽藻 以 耘糟燥砸吁酶切袁栽猿 砸晕粤 聚合酶

进行体外转录袁合成反义 砸晕粤 探针袁反应体系中加

入地高辛标记的 哉栽孕 以标记探针袁 探针纯化后备

用遥
员援圆援源 整体胚胎原位杂交

收集尧固定相应发育阶段的胚胎袁进行梯度乙醇

脱水处理袁在蛋白酶 运 处理 猿园 皂蚤灶 后进行预杂交和

杂交袁 加入 粤孕 标记的抗地高辛抗体后袁 与底物液

月酝 责怎则责造藻 进行显色反应遥
圆 结 果

圆援员 陨砸耘员琢 表达于发育中的胰腺

陨砸耘员琢 在发育早期已出现于胰腺原基咱远暂袁本研

究继续在发育晚期的胚胎中检测 陨砸耘员琢 的表达遥 原

位杂交结果显示袁在器官形成期第 源园渊杂源园冤及 源猿 期

渊杂源猿冤陨砸耘员琢 高表达于胰腺渊图 员冤遥

箭头所指处为胰腺遥
图 员 陨砸耘员琢 表达于发育中的胰腺渊伊 圆园冤

云蚤早怎则藻 员 耘曾责则藻泽泽蚤燥灶 责葬贼贼藻则灶 燥枣 陨砸耘员琢 凿怎则蚤灶早 责葬灶糟则藻葬泽 凿藻增藻造燥责皂藻灶贼渊伊 圆园冤

杂源园 杂源猿

圆援圆 敲降 陨砸耘员琢 影响肠道形成

在四细胞期注射 陨砸耘员琢 酝韵袁待胚胎发育至肠道

形成期时袁发现胚胎肠道出现明显异常遥 与正常胚胎

相比袁肠道的正常扭转消失袁肠道结构无法分辨渊图圆冤遥
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圆援猿 敲降 陨砸耘员琢 影响胰腺分化相关基因的表达

在敲降 陨砸耘员琢 后产生肠道形成受损的表型袁但
表达模式显示 陨砸耘员琢 高表达于胰腺袁因此进一步检

测了胰腺的形成是否受到影响遥 整胚原位杂交结果

显示袁在胚胎发育至 源猿 期时袁利用 蚤灶泽怎造蚤灶尧葬皂赠造葬泽藻
基因作为探针进行检测袁胰腺结构清晰可见渊图 猿冤曰
而在注射 陨砸耘员琢 酝韵 进行基因敲降的胚胎中袁胰腺

内分泌标志性基因 蚤灶泽怎造蚤灶尧外分泌标志性基因 葬皂赠鄄

造葬泽藻 几乎检测不到遥
圆援源 敲降 陨砸耘员琢 影响胰腺前体细胞标志基因的表达

在证实了 陨砸耘员琢 影响胰腺形成后袁进一步检测

陨砸耘员琢 是否影响胰腺前体细胞的形成遥 在胚胎发育

至 猿圆 期时袁以 责凿曾员尧责源愿 为探针袁利用整胚原位杂交

进行检测遥 结果显示袁与对照胚胎相比袁敲降 陨砸耘员琢
的胚胎中袁胰腺前体细胞标志基因 责凿曾员尧责源愿 的表达

明显减少渊图 源冤遥

图 圆 陨砸耘员琢 影响肠道形成渊伊 圆园冤
云蚤早怎则藻 圆 陨砸耘员琢 蚤泽 则藻择怎蚤则藻凿 枣燥则 早怎贼 凿藻增藻造燥责皂藻灶贼渊伊 圆园冤

对照组 陨砸耘员琢 酝韵 注射组

箭头所指处为胰腺遥
图 猿 敲降 陨砸耘员琢 抑制胰腺分化相关基因的表达渊伊 圆园冤

云蚤早怎则藻 猿 陨砸耘员琢 噪灶燥糟噪凿燥憎灶 造藻葬凿泽 贼燥 蚤灶澡蚤遭蚤贼蚤灶早 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 责葬灶糟则藻葬泽 皂葬则噪藻则泽 早藻灶藻泽 凿怎则蚤灶早 藻皂遭则赠燥 凿藻增藻造燥责皂藻灶贼渊伊 圆园冤

对照组 陨砸耘员琢 酝韵 注射组

蚤灶泽怎造蚤灶 葬皂赠造葬泽藻 蚤灶泽怎造蚤灶 葬皂赠造葬泽藻

箭头所指处为胰腺遥
图 源 敲降 陨砸耘员琢 抑制胰腺前体细胞标志基因的表达渊伊 圆园冤

云蚤早怎则藻 源 陨砸耘员琢 噪灶燥糟噪凿燥憎灶 蚤灶澡蚤遭蚤贼泽 责葬灶糟则藻葬泽 责则燥早藻灶蚤贼燥则 糟藻造造 皂葬则噪藻则 早藻灶藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶渊伊 圆园冤

对照组 陨砸耘员琢 酝韵 注射组

责凿曾员 责源愿 责凿曾员 责源愿

员源愿缘窑 窑
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箭头所指处为胰腺遥
图 缘 敲降 载月孕员 抑制胰腺形成渊伊 圆园冤

云蚤早怎则藻 缘 载月孕员 噪灶燥糟噪凿燥憎灶 蚤灶澡蚤遭蚤贼泽 责葬灶糟则藻葬泽 皂葬则噪藻则 早藻灶藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶渊伊 圆园冤

对照组 载月孕员 酝韵 注射组

蚤灶泽怎造蚤灶 葬皂赠造葬泽藻 蚤灶泽怎造蚤灶 葬皂赠造葬泽藻

圆援缘 敲降 载月孕员 影响胰腺形成

载月孕员 是 陨砸耘员琢 的下游基因袁 在 陨砸耘员琢 的剪接

作用下激活袁观察检测敲降 载月孕员 是否同样会影响胰

腺的形成遥 以 蚤灶泽怎造蚤灶尧葬皂赠造葬泽藻 作为探针袁通过整胚原

位杂交进行检测遥结果显示袁在胚胎发育至 源猿期时袁对
照胚胎胰腺结构清晰可见渊图 缘冤曰而在注射载月孕员 酝韵
进行基因敲降的胚胎中袁肠道结构无法分辨袁胰腺内分

泌基因 蚤灶泽怎造蚤灶尧外分泌基因 葬皂赠造葬泽藻几乎检测不到遥

猿 讨 论

在脊椎动物进化过程中袁调控胰腺细胞分化的

机制是高度保守的遥 利用小鼠尧非洲爪蟾尧斑马鱼等

模式生物已鉴定出多种分子在胰腺发育中发挥重要

作用咱苑袁员园原员猿暂遥 本研究利用非洲爪蟾作为模式动物袁观
察 陨砸耘员琢 对胰腺发育的影响遥发现 陨砸耘员琢 表达于发

育中的胰腺袁敲降 陨砸耘员琢 抑制爪蟾胰腺发育袁并可

能通过 载月孕员 途径发挥作用遥
胰腺作为体内重要的腺体袁具有内尧外分泌功

能遥大量内尧外分泌蛋白的合成对于内质网而言也是一

种生理性应激遥发生内质网应激时袁细胞会启动保护性

反应袁未折叠蛋白反应 渊怎灶枣燥造凿藻凿 责则燥贼藻蚤灶 则藻泽责燥灶泽藻袁
哉孕砸冤袁以缓解应激尧维持内质网稳态遥 哉孕砸 由 猿 种

跨膜分子蛋白激酶样内质网激酶 渊责则燥贼藻蚤灶 噪蚤灶葬泽藻
砸晕粤鄄凿藻责藻灶凿藻灶贼鄄造蚤噪藻 耘砸 噪蚤灶葬泽藻袁孕耘砸运冤尧活化转录因

子 远渊葬糟贼蚤增葬贼蚤灶早 贼则葬灶泽糟则蚤责贼蚤燥灶 枣葬糟贼燥则 远袁粤栽云远冤和 陨砸耘员
介导咱圆暂遥 陨砸耘员 介导其中最为保守的分支袁作为感受内

质网应激的中心组分袁 在成熟的胰岛细胞中袁陨砸耘员琢
调节胰岛素的合成袁参与糖尿病的发生咱员源暂遥

哺乳动物 陨砸耘员琢 广泛表达于各组织器官袁高表

达于胰腺和胎盘组织咱源暂遥 敲除 陨砸耘员琢 可以在不同阶

段影响 月 淋巴细胞向浆细胞的分化咱员缘暂袁影响胎盘功能

和外分泌胰腺的组织形态袁导致血糖升高咱源原缘暂遥 本文通

过基因敲降的方法研究了 陨砸耘员琢 对胰腺发育的影

响袁发现 陨砸耘员琢 不仅影响外分泌胰腺的形成袁也影响

了内分泌胰腺的形成遥 胰腺的发育经历了前肠内胚

层的局部特化尧胰腺特化尧内外分泌胰腺的分化遥 在

非洲爪蟾中 责凿曾员 和 责源愿 表达于胰腺发育早期袁作
为胰腺前体细胞的标志基因遥在发育晚期 责凿曾员 局限

于胰岛 茁 细胞袁而 责源愿 则表达于外分泌细胞咱员员暂遥 为

进一步探究 陨砸耘员琢 对胰腺发育产生影响的时期袁进
一步检测了胰腺前体细胞标志基因的表达袁发现敲降

陨砸耘员琢 显著抑制 责凿曾员 和 责源愿 的表达袁提示 陨砸耘员琢 对

于前体细胞的形成起到非常重要的作用遥 但 陨砸耘员琢
是否在更早期开始发挥作用袁仍需进一步研究遥

陨砸耘员琢 敲除鼠胰腺腺泡组织体积减小袁腺泡细

胞部分缺失咱缘暂曰而在 载月孕员 敲除鼠中也出现胰腺腺

泡发育缺陷 咱员远暂袁 本研究发现敲降 载月孕员 与敲降

陨砸耘员琢 均可抑制非洲爪蟾胰腺发育袁 说明 陨砸耘员琢 辕
载月孕员 途径在胰腺发育中发挥重要作用袁陨砸耘员琢 影

响胰腺发育可能是通过 载月孕员 而实现的遥 但是

陨砸耘员琢 发挥作用既可以通过剪接尧激活下游靶基因

载月孕员袁亦可以不依赖 载月孕员 而是直接降解靶基因的

皂砸晕粤 以发挥作用咱员远暂遥因此袁在非洲爪蟾胰腺发育中

陨砸耘员琢 是否完全依赖于 载月孕员 发挥作用还需要通过

拯救实验进一步验证遥
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