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摘要　 目的　 探讨羊毛固醇合成酶（ＬＳＳ）基因功能异常及

胆固醇水平变化对大脑功能分子水平的影响。 方法　 通过

ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 分析 ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）小鼠及野生型（ＷＴ）Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小

鼠基因的表达，ＫＥＧＧ 富集分析差异基因涉及的信号通路。
用实时定量 ＰＣＲ 以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测差异基因的表达。
结果　 通过 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 分析，ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）杂合敲除导致小鼠

大脑中 ３２０ 个基因表达出现变化，其中上调基因 １４５ 个，下
调 １７５ 个，ＫＥＧＧ 富集分析差异基因涉及神经活化的受体与

配体通路、河马信号途径及谷氨酸能突触途径。 实时定量

ＰＣＲ 分析结果显示 ＣＣＫＢＲ 与 Ｈｔｒ５ｂ 分别出现上调。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果显示 ＣＣＫＢＲ 基因在 ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）小鼠全脑组织总

蛋白中明显高表达。 结论　 ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）杂合敲除会影响小

鼠大脑功能及行为。
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　 　 胆固醇是哺乳动物细胞中重要的脂质分子，可
以调节生物膜的流动性［１］。 胆固醇在体内可以转

化成类固醇激素、胆汁酸和氧化固醇调控机体的生

长发育等生理过程。 胆固醇代谢异常参与了动脉粥

样硬化、癌症、阿尔茨海默病和其他神经退行性疾病

的发生发展。 羊毛固醇合成酶（ ｌａｎｏｓｔｅｒｏｌ ｓｙｎｔｈａｓｅ，
ＬＳＳ）催化（Ｓ）⁃２，３⁃氧化喹烯环化合成羊甾醇形成甾

醇核的反应［２］。 Ｍｏｒｉ ｅｔ ａｌ［３］证实 ＬＳＳ 基因的错义突

变可导致先天性白内障。 羊毛固醇转化为胆固醇有

两种途径：Ｂｌｏｃｈ 途径和 Ｋａｎｄｕｔｓｃｈ Ｒｕｓｓｅｌｌ 途径。 在

小鼠中，Ｂｌｏｃｈ 途径介导了睾丸、脾脏和肾上腺中

９０％或更多的胆固醇生物合成，而大脑 ７０％ 以上的

胆固醇生物合成来自脑星型胶质细胞［４］。 该研究

通过 ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）小鼠与野生型（ｗｉｄｅ ｔｙｐｅ，ＷＴ）小
鼠全脑基因表达谱分析，经过数据筛选和基因表达

谱的聚类分析，找出差异表达基因，为进一步研究胆

固醇代谢对动物行为学的影响及在神经系统疾病中

的作用奠定基础。

１　 材料与方法

１． １ 　 实验动物 　 委托南京生物医药研究所构建

ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）小鼠，回交繁殖，取 ８ 周龄 ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）
雌鼠及 ＷＴ 雌鼠全脑组织委托华大基因公司进行

ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 分析（ｎ ＝ ３），同时取全脑组织进行实时定

量荧光 ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析。 动物实验方案符

合安徽医科大学动物伦理委员会相关规定。
１． ２　 试剂　 裂解液 ＲＩＰＡ、ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ（５ × ）、Ｔｒｉｚｏｌ、
蛋白预染 Ｍａｒｋ 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司；Ｔｒｉｓ、甘氨酸、ＳＤＳ 购自上海生物工程有限公司；
Ｔｗｅｅｎ⁃２０ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；抗体稀释液购自美

国 ＴＯＹＯＢＯ 公司；１０ × Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ、 ＤＬ２０００ ＤＮＡ
Ｌａｄｄｅｒ 购自美国 ＴＡＫＡＲＡ 公司；蛋白胨、琼脂粉、蛋
白胨购自美国 ＯＸＯＩＤ 公司；ＥＢ 购自赛百盛基因技

术有限公司；鼠尾基因鉴定试剂盒购自上海碧云天

生物有限公司。
１． ３　 小鼠基因组 ＤＮＡ 提取　 剪取小鼠尾尖 ３ ～ ５
ｍｍ 放入 １. ５ ｍｌ ＥＰ 管中，实验试剂按照比例将 ＤＮＡ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ 和 Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ 充分混匀，取 ０. ５
ｍｌ 消化液加入 ＥＰ 管中，５５ ℃，３ ～ ５ ｈ。 １５ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心，１０ ｍｉｎ。 取上清液 ０. ４ ｍｌ，加入异丙醇，上
下颠倒 １０ 次，４ ℃，１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心，５ ｍｉｎ。 去上

清，滤纸吸干，加入 ７０％ 乙醇溶液，将管底沉淀弹

起，洗涤。 离心，去上清液，空气干燥 ５ ～ １０ ｍｉｎ，加
入 １ × ＴＥ 约 １００ μｌ，震荡 ３０ ｍｉｎ，于 ４ ℃保存。 具体

方法按试剂盒说明书操作。
１． ４　 ＰＣＲ 扩增反应　 ＰＣＲ 是以单链 ＤＮＡ 为模板，
４ 种 ｄＮＴＰ 为底物，在有引物存在的情况下，进行互

补链的延伸，反复的循环能使模板 ＤＮＡ 得到极大的

扩增。 于离心管中，加入 Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ （ ＴａＫａＲａＴａｑ
Ｖｅｒｓｉｏｎ ２. ０ Ｐｌｕｓ ｄｙｅ） １５ μｌ、Ｒ 引物 １ μｌ 孔 ＤＮＡ 模

板 １ μｌ、Ｆ 引物 １ μｌ、加入双蒸水补足至 ３０ μｌ。 在
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Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶的催化下，以 ｄＮＴＰ 为原料，引物沿

５′→３′方向延伸，形成新的 ＤＮＡ 片段，如此重复改

变温度，使目的基因得以迅速扩增。 引物是由南京

大学南京生物医药研究所设计，由生工生物工程

（上海）股份有限公司合成，ＬＳＳ 基因引物分别是

ＡＣＣＴＧＧＧＣＧＧＡＧＴＣＴＡＡＧＧＡＡＧ （ 上 游 ） 和 ＡＡＧ⁃
ＧＣＴＣＴＣＣＡＣＴＧＴＴＴＣＡＧＡＧＣＴ（下游）。
１． ５　 琼脂糖凝胶电泳和基因型结果判断　 取 ０. ２４
ｇ 琼脂糖加入 ２５ ｍｌ １ × ＴＡＥ 电泳缓冲液中，加热至

完全溶解，稍冷却至不烫手，加入 ２ μｌ ＥＢ，上样

ＤＮＡ 样本 ５ μｌ，电泳电压 ９０ Ｖ，时间 ９０ ｍｉｎ，于化学

发光凝胶成像系统中拍照观察。 扩增产物长度为

３２８ ｂｐ 左右条带为 ＷＴ 小鼠；扩增产物有 ２８２ ｂｐ 和

３２８ ｂｐ 两条电泳条带则为杂合敲除 小 鼠 ＬＳＳ
（ ＋ ／ － ）。
１． ６　 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 分析　 取 ８ 周龄 ＬＳＳ 敲除（ ＋ ／ － ）
小鼠与 ＷＴ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌鼠各 ３ 只，水合氯醛麻醉处

死，取全脑，提取总 ＲＮＡ，委托华大基因公司进行

ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 分析。
１． ７　 实时定量荧光 ＰＣＲ 分析　 取小鼠尾部组织，
提取和反转录 ＲＮＡ，ＰＣＲ 扩增。 配置 ＰＣＲ 反应液，
冰上操作。 考虑到加样误差，ＰＣＲ 反应液应比实际

需要多配置一些体积。 将配完的反应液分装至反应

板或微量离心管中。 盖上管盖，确保封严。 为避免

干扰 ＰＣＲ 仪读取荧光信号，应谨慎选择在反应板或

离心管上标记的位置，使用离心机高速瞬离。 将反

应板放入实时定量荧光 ＰＣＲ 扩增仪中。 根据说明

书设定反应程序。 反应结束后确认扩增曲线和融解

曲线。 导出、拷贝数据，计算、统计结果。 结果以

２ － ΔΔＣｔ方法计算。
１． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测脑组织中 ＬＳＳ 蛋白的表达

　 取全脑组织置于离心管中，加入裂解液和蛋白酶

抑制剂，匀浆机破碎组织，提取全脑组织总蛋白。 用

蛋白浓度测定试剂（ＢＣＡ 法）进行蛋白定量，取蛋白

样品加入上样缓冲液，煮沸。 保存于 － ２０ ℃冰箱。
配置 １０％聚丙烯酰胺凝胶，蛋白样品上样，电泳 １ ｈ
后转膜，转膜后牛奶封闭，一抗（１ ∶ １ ０００） ４ ℃过

夜，次日用 １ × ＴＢＳ⁃Ｔ 洗膜 ３ 次，加二抗室温 ２ ｈ，１ ×
ＴＢＳ⁃Ｔ 洗膜 ３ 次。 ＥＣＬ 化学发光试剂进行显影，软
件测定吸光度值以计算蛋白表达。
１． ９　 基因表达谱分析技术 　 以 ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄ ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ）为引物反转录合成 ｃＤＮＡ，用限制性内切酶酶

切。 通过链霉抗生物素蛋白珠收集 ｃＤＮＡ ３′端部

分。 对每一个 ｍＲＮＡ 只收集其 ｐｏｌｙＡ 尾与最近的酶

切位点之间的片段。 将 ｃＤＮＡ 等分为 Ａ 和 Ｂ 两部

分，分别连接接头 Ａ 或接头 Ｂ。 接头的结构为引物

Ａ ／ Ｂ 序列 ＋ 标签酶识别位点 ＋ 锚定酶识别位点。
用标签酶酶切产生连有接头的短 ｃＤＮＡ 片段（约 ９
～ １０ 碱基），混合并连接两个 ｃＤＮＡ 池的短 ｃＤＮＡ
片段，构成双标签后，用引物 Ａ 和 Ｂ 扩增。
１． １０　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２４. ０ 软件以及 Ｒ 软

件对数据进行统计分析、制图，数据用 �ｘ ± ｓ 表示，两
组比较采用 ｔ 检验。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １ 　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠基因型鉴定 　 ＬＳＳ 敲除（ ＋ ／
－ ）小鼠回交繁殖的子代 ８ 周龄雌鼠，剪尾提取基

因组 ＤＮＡ、ＰＣＲ 及琼脂糖电泳分析结果见图 １。 ＬＳＳ
敲除（ ＋ ／ － ）小鼠的 ＰＣＲ 扩增产物为两条带，大小

分别为 ２８２ ｂｐ 和 ３２８ ｂｐ，而 ＷＴ 小鼠仅一条带为

３２８ ｂｐ。 图 １ 中 ３、４、７、１０ 号为 ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）小鼠，
而 ２、６、８ 及 １１ ～ １８ 号为 ＷＴ 小鼠；１、５、９ 号小鼠需

重新鉴定。

图 １　 小鼠基因型鉴定 ＰＣＲ 扩增产物琼脂糖电泳结果

　 　 Ｍ：ＤＮＡ 标准分子量；１ ～ １８：１８ 只小鼠基因组 ＤＮＡ ＰＣＲ 扩增产

物琼脂糖电泳

２． ２ 　 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 分析结果 　 选取 ８ 周龄 ＬＳＳ 敲除

（ ＋ ／ － ）小鼠及 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠各 ３ 只，取全脑提取

总 ＲＮＡ 进行 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 分析。 结果发现两组间存在

３２０ 个差异基因（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ２，其中上调基因

１４５ 个，下调 １７５ 个。 使用 Ｒ 软件中的 ｐｈｙｐｅｒ 函数

进行富集分析，计算 Ｐ 值，然后对 Ｐ 值进行 ＦＤＲ 校

正得到 Ｑ 值， Ｑ ≤０. ０５ 的功能视为显著富集。
ＫＥＧＧ 通路富集及网络互作分析发现，差异基因表

达与神经活化的受体与配体通路（１６ 个基因）、河马

信号途经（７ 个基因）及谷氨酸能突触途径（９ 个基

因）有关，见图 ３、４。
２． ３　 实时定量荧光 ＰＣＲ 技术分析 ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）及
ＷＴ 小鼠全脑 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 　 为了进一步验证 ＲＮＡ⁃
Ｓｅｑ分析的结果，本实验通过实时定量荧光ＰＣＲ技
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图 ２　 ＬＳＳ 敲除（ ＋ ／ － ）小鼠及 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠差异表达基因热图

　 　 纵轴为样本的 ｌｏｇ２（表达量值 ＋ １），横轴为基因；色块的颜色越

红表达量越高，颜色越蓝，表达量越低；ＷＴ 小鼠：Ｗ２５、Ｗ３９、Ｗ４２；
ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）小鼠：Ｋ３５、Ｋ５１、Ｋ５２

图 ３　 差异基因 ＫＥＧＧ 富集结果

　 　 横轴为富集比例；纵轴为 ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙ；气泡的大小表示注释

到某个 ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙ 上的基因数目，颜色代表富集显著性值

图 ４　 差异表达基因网络互作图

　 　 不同形状表示不同的内容（节点，ｎｏｄｅ），方块表示 ＫＥＧＧ Ｐａｔｈ⁃

ｗａｙ，圆形表示 ｍＲＮＡ；颜色和大小都表示与该节点连接的基因或转

录本数；颜色越深、方块越大，表示与该节点连接的基因或转录本越

多

术分析 ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）小鼠及 ＷＴ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠全脑

ｍＲＮＡ，结果提示，与 ＷＴ 小鼠比较，ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）小

鼠中 ＣＣＫＢＲ 与 Ｈｔｒ５ｂ 的表达分别上调约 ８ 倍及 ６
倍， 而 Ｇｒｉ２ｃ、Ｄｒｄ２、Ｇｒｍ４ 及 Ａｄｏｒａ２ｄ 表达均下调，这
些基因中大部分与情绪相关，提示其可能影响小鼠

的情绪，见图 ５。

图 ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析结果

红色代表上调的基因，绿色代表下调的基因

２． ４　 ＣＣＫＢＲ 基因在 ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）小鼠脑中高表达

　 选取 ８ 周龄 ＷＴ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠及 ＬＳＳ 敲除（ ＋ ／
－ ）小鼠各 ３ 只，分别提取小鼠全脑组织总蛋白，
ＣＣＫＢＲ 基因在 ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）小鼠中明显高表达，见
图 ６。 总 ＥＲＫ 无变化，ｐ⁃ＥＲＫ 在 ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）组表

达较高，总 ＡＫＴ 在 ＬＳＳ（ ＋ ／ － ）组表达较低。

图 ６　 小鼠全脑组织 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果

ＫＯ：ＬＳＳ 敲除（ ＋ ／ － ）小鼠；ＷＴ：野生小鼠
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３　 讨论

　 　 胆固醇代谢对大脑功能影响十分重要，胆固醇

合成的 ＬＳＳ，其催化环氧鲨烯环化成第 １ 个固醇类

化合物———羊毛固醇，因此，ＬＳＳ 是胆固醇合成过程

中的关键酶之一［５］。 通过 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 分析 ＬＳＳ 敲除

（ ＋ ／ － ）小鼠及 ＷＴ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠差异表达基因提

示：ＬＳＳ 杂合敲除，导致了小鼠大脑中 ３２０ 个基因表

达发生改变，其中上调基因 １４５ 个，下调 １７５ 个，这
些差异基因涉及了神经活化的受体与配体通路、河
马信号通路及谷氨酸能突触相关通路，提示 ＬＳＳ 杂

合敲除可能影响小鼠大脑功能及行为。
　 　 胆固醇对脑功能的影响至今在动物模型及人类

临床研究中没有取得一致的结果，有研究［６］ 提示高

胆固醇饮食损害动物及人的学习记忆能力，而有研

究［７］却取得了相反的结果。 由于血脑屏障的关系，
血液中的胆固醇并不能进入大脑，大脑中的胆固醇

主要由脑星型胶质细胞合成［８ － ９］。 本研究建立的

ＬＳＳ 杂合敲除小鼠模型，理论上会导致大脑胆固醇

合成的减少，有助于探讨胆固醇对大脑功能的影响，
但 ＬＳＳ 杂合敲除理论上还导致了羊毛固醇及其下游

产物的减少，而这些中间产物对大脑的功能也有一

定影响，因此，ＬＳＳ 杂合敲除对脑功能的影响可能不

仅仅能用胆固醇的减少来解释，这是本模型在研究

胆固醇对大脑功能影响的不足之处。 研究［１０ － １１］ 表

明人类 ＬＳＳ 基因突变导致白内障、少毛症等疾病，通
常伴有智力障碍，提示 ＬＳＳ 基因突变影响大脑功能。
本研究发现 ＬＳＳ 杂合敲除导致了大脑中 ３２０ 个表达

差异基因，这些基因与大脑的神经信号通路有关。
荧光定量 ＰＣＲ 验证发现与情绪有关基因表达显著

升高。 其中 ＣＣＫＢＲ 表达显著上调，该受体活化参

与调节多种神经生物学过程，包括：焦虑、痛觉、突触

传递等活动［１２］，同时全脑中 ＡＫＴ 与 ＥＲＫ 活化成相

反趋势，研究表明 ＥＲＫ 活化促进神经元的分化，而
ＡＫＴ 活化诱导神经元祖细胞增长和存活，提示这两

条信号途径对神经细胞生理功能均具有重要作

用［１３］，但 ＣＣＫＢＲ 上调与 ＡＫＴ 及 ＥＲＫ 信号通路的

关系等分子机制有待进一步研究。
　 　 本研究仅分析了 ＬＳＳ 杂合敲除导致小鼠大脑差

异表达基因及其通路分析，给出了 ＬＳＳ 基因功能异

常及胆固醇水平变化可能影响大脑功能的分子水平

的初步证据，下一步需要重点探讨其中一些重要的

基因对小鼠行为学的影响，并阐明 ＬＳＳ 杂合敲除及

胆固醇水平变化对大脑功能影响的分子机制，为人

类疾病如阿尔茨海默病等发病机制的研究提供帮

助。
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不同暴露方式下利奈唑胺联合磷霉素
对金黄色葡萄球菌抗菌效应研究

张贵军１，黄　 宏１，沈陈林１，刘艳艳２，谢　 娜１，江丽芳１，李家斌２，黄晓晖１

摘要　 目的　 体外以金黄色葡萄球菌为受试菌，研究利奈唑

胺联合磷霉素在不同暴露顺序、间隔下对抗菌后效应（ＰＡＥ）
和 ２４ ｈ 杀菌的影响。 方法　 测定利奈唑胺和磷霉素单独或

同时暴露于金黄色葡萄球菌 １ ｈ 的 ＰＡＥ。 分别在利奈唑胺

诱导 ＰＡＥ 的起始期（Ｔｂ）、中间期（Ｔｍ）和结束期（Ｔｅ）给予

磷霉素暴露 １ ｈ 测定 ＰＡＥ；调整给药顺序，即先暴露磷霉素

后利奈唑胺，重复上述操作测定 ＰＡＥ。 ２４ ｈ 杀菌实验分 ３ 种

暴露方式，即同时暴露、先暴露利奈唑胺 １ ｈ 后联合磷霉素

以及先暴露磷霉素 １ ｈ 后联合利奈唑胺绘制杀菌曲线。 结

果　 相较于单药 ＰＡＥ［利奈唑胺（１. ２ ± ０. １） ｈ，磷霉素（１. ６
± ０. １） ｈ］，两药同时暴露 ＰＡＥ 为（２. ９ ± ０. １）ｈ，二者联合为

２０２１ － １２ － ２６ 接收
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相加效应。 利奈唑胺 ＰＡＥ 相下，磷霉素的 ＰＡＥ 明显减小甚

至消失（Ｔｂ 时 － ０. ３ ｈ、Ｔｍ 时 ０ ｈ、Ｔｅ 时 ０. ９ ｈ），提示产生了

拮抗作用，并且越是在利奈唑胺 ＰＡＥ 早期拮抗作用越明显；
磷霉素 ＰＡＥ 相下，利奈唑胺的 ＰＡＥ 均无明显变化（Ｔｂ 时 １. ２
ｈ、Ｔｍ 时 １. ４ ｈ、Ｔｅ 时 １. ３ ｈ），二者仍然表现为非时间依赖型

的相加效应。 ２４ ｈ 杀菌实验中，给药 ４ ｈ 出现抗菌效应的分

化，持续到 ２４ ｈ，先暴露磷霉素的抗菌效应明显强于（相差 １
ｌｏｇ１０）先暴露利奈唑胺和同时暴露方式，而后二者的抗菌效

应相似。 结论　 利奈唑胺联合磷霉素对金黄色葡萄球菌的

药效学行为受到药物暴露方式的影响，先暴露磷霉素的方式

而不是同时暴露可能是更优的给药方案。 因此，暴露方式可

能是该抗菌联合在临床实践中不可忽视的重要因素之一。
关键词　 暴露方式；利奈唑胺；磷霉素；金黄色葡萄球菌；抗
菌联合
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　 　 抗菌药物联合体外研究中绝大部分在实验设计

时通常是以药物同时暴露于受试菌的方式进
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