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【摘　要】　目的　探究孕期 DEHP暴露对大鼠子代雌鼠下丘脑长链非编码 RNA (lncRNA)表达的影响,分析并预测

DEHP影响子代下丘脑Ｇ垂体Ｇ性腺轴与能量代谢的机制.方法　大鼠孕０~１８d连续灌胃染毒,子代雌鼠出生后立刻取下丘

脑组织并提取总 RNA,使用illuminaHiseq测序平台进行测序,筛选出差异表达的 mRNA和lncRNA进行 GO 与 KEGG富

集分析.利用实时荧光定量PCR检测技术验证染毒组与对照组的下丘脑细胞中差异表达的目的lncRNA.结果　通过 RNAＧ
seq测序分析,筛查到１０８条差异表达的lncRNA和３４２条差异表达的 mRNA.KEGG分析显示差异表达的lncRNA 主要富

集在雌激素信号通路、Ras信号通路信号转导和PI３KＧAkt信号通路等通路.结论　孕期 DEHP暴露后子代雌鼠下丘脑组织

存在lncRNA及 mRNA的差异表达,且差异表达的lncRNA和 mRNA功能分析结果显示产前DEHP暴露可能对子代雌鼠下

丘脑的性腺激素和能量代谢过程有影响.
【关键词】RNAＧseq;大鼠;DEHP;长链非编码 RNA;下丘脑
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DifferentialexpressionoflncRNAinthehypothalamusofoffspringfemaleratsafterDEHPuterusexposure　
YUZhen,ZHENGYuanyuan,HUANGZugui．FujianProvincialKeyLaboratoryofMedicalAnalysis,FujianAcademy
ofMedicalSciences,Fuzhou,Fujian３５０００１,China

【Abstract】　Objective　ToinvestigatetheeffectofDEHPuterusexposureontheexpressionoflncRNAinthehypothalaＧ
musofoffspringfemalerats,andtoanalyzeandpredictthemechanismbywhichDEHPaffectsthehypothalamicpituitarygoＧ
nadalaxisandenergymetabolisminoffspring．Methods　RatswereexposedtoDEHPcontinuouslybygavagefrom０to１８days
sincepregnant．ThehypothalamictissueoftheoffspringfemaleratswasimmediatelytakenafterbirthandtotalRNAwasexＧ
tracted．TheIlluminaHiseqsequencingplatformwasusedforsequencing,anddifferentiallyexpressedmRNAandlncRNAwere
screenedforGOandKEGGenrichmentanalysis．Results　Theresultsshowedthat１０８significantlydifferentiallyexpressedlnＧ
cRNAand３４２significantlydifferentiallyexpressed mRNA wereidentifiedthrough RNAＧseqsequencinganalysis．KEGG
analysisshowedthatdifferentiallyexpressedlncRNAwasmainlyenrichedinestrogensignalingpathway,Rassignalingpathway
signaltransduction,andPI３KＧAktsignalingpathway．Conclusion　TherearedifferentiallyexpressedlncRNAandmRNAinhyＧ
pothalamictissueoffemaleoffspringafterDEHPexposureduringpregnancy,andthefunctionalanalysisresultsofdifferentially
expressedlncRNAandmRNAindicatethatprenatalDEHPexposuremayaffectthegonadalhormoneandenergymetabolism
processinhypothalamusoffemaleoffspring．

【Keywords】RNAＧseq;rats;DEHP;lncRNA;hypothalamus
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　　邻苯二甲酸酯是一组工业化学品,主要用作聚氯乙烯的

增塑剂.在各种邻苯二甲酸酯中,邻苯二甲酸二 (２Ｇ乙基己

基)酯 [di (２Ｇethylhexyl)phthalate,DEHP]最为常用,
是最广泛的环境污染物之一 [１Ｇ２].DEHP用于各种产品,包

括食品包装、建筑材料、地板、玩具、医疗器械和个人护理

产品等.孕妇、儿童、新生儿等特殊人群可能接触 DEHP
的机会高于一般人群,对 DEHP的毒性作用也可能更为敏

感[３].DEHP能够穿过哺乳动物的胎盘屏障,胎儿会不断暴

露于这些化学物质中[４].目前,胎儿期间 DEHP的暴露对

健康的影响尚不明确.

DEHP具有拟雌激素和抗雄激素作用,可干扰动物生殖

系统的发育和功能[５].近年来,DEHP的暴露对能量代谢的

影响也逐步被证实.下丘脑是生殖和能量稳态的高级中枢.
本研究主要利用 RNAＧseq技术建立染毒组与对照组子代雌

鼠下丘脑RNA文库,进而获得两组 mRNA及lncRNA的转

录本及特征、分布、性质等相关数据,分析上述转录本的表

达量,获得差异表达显著的 mRNA 及lncRNA,并对差异

表达 mRNA及lncRNA 的靶基因进行功能富集分析,以期

预测出孕期染毒后子代雌鼠下丘脑差异表达 mRNA 及lnＧ
cRNA生物学过程与相关信号通路.

１　材料与方法

１􀆰１　试验试剂　DEHP和玉米油,购自上海麦克林生化科

技有限公司.DEHP染毒溶液的配制:分别取适量 DEHP,
用玉米油稀释至５０mg/mL.

１􀆰２　方法

１􀆰２􀆰１　实验动物分组及处理　SPF级 SD 大鼠 [实验动物

生产许可证号为 SCXK (沪)２０１７Ｇ０００５]饲养于福建省医

学科学研究院标准动物房 (１２h昼夜交替,环境温度 ２０~
２４℃,相对湿度约５５％),自由饮水、摄食.大鼠维持料购

自闽侯县吴氏实验动物有限公司.适应性饲养 １ 周后,按

雌∶雄＝２∶１合笼交配,次日早上８:００左右检查阴道栓.
若有阴道栓,则为受孕,此日为 G０.按体质量将获得的 １６
只孕鼠随机分为溶剂对照组 (玉米油)及５００mg/kgDEHP
染毒组,每组各８只.孕０~１８d (G０－G１８)连续灌胃染

毒,每日１次.子代大鼠出生当天,根据体质量腹腔注射相

应体积的１０％水合氯醛 (０􀆰３mL/１００g)麻醉后,迅速断

头,打开头骨,取出下丘脑后迅速放入已经标记好的冻存管

内,放入液氮速冻后移至－８０ ℃冰箱保存.一部分冻存管

及里面的标本送往晶能生物技术 (上海)有限公司进行对照

组 (n＝３)和染毒组 (n＝３)下丘脑 RNAＧreq测序;另一

部分用于下丘脑组织相关基因 mRNA 表达量的 RTＧPCR
检测.

１􀆰２􀆰２　文库构建及转录组测序　采用 TRIzol法提取子代雌

鼠下丘脑总 RNA.采用去除核糖体 RNA 的方法共构建特

异性文库并进行转录组测序 (转录组文库的构建和测序由上

海晶能生物技术有限公司完成).本实验采用illuminaHiseq
测序平台的双端测序模式对多个样本进行高通量测序,利用

Skewer软件对测序数据从３′端动态去除和接头序列片段和

低质量片段,利用FastQC软件对预处理数据进行质量控制

分析以及统计 Q２０和 Q３０的碱基比例.采用 BWA 软件将

预处理数据依次比对于rRNA 序列数据库.针对每个样本,

利用STAR软件将预处理序列与测序大鼠的参考基因组序

列进行序列比对.从 Reads比对到参考基因组的结果利用

StringTie软件基于已知转录本在基因组上位置信息文件作

为指导组装样本中的转录本,过滤表达量等于０的转录本,
分别将所有样本的StringTie组装好的转录本进行再次组装.
对StringTie组装的转录本进行一系列的筛选得到lncRNA.

１􀆰２􀆰３　差异表达 mRNA和lncRNA的筛选及功能分析　为

进一步分析孕期 DEHP暴露组和对照组下丘脑中差异表达

mRNA 和 lncRNA 的 表 达 水 平 差 异, 针 对 mRNA 和

lncRNA转录本,转录本表达量计算采用FPKM 计算度量指

标 (FPKMＧFragmentsPerKilobaseoftranscriptperMillion
fragmentsmapped).针对 mRNA 和lncRNA 转录本,利用

DESeq２软件对不同样本组之间筛选差异表达的已知转录本,
针对无重复样本的实验设计,利用 DESeq２软件对不同样本

组之间筛选差异表达的已知转录本,满足|log２FC|≥１和

P≤０􀆰０５差异表达范围筛选两组之间的差异转录本.

１􀆰２􀆰４　lncRNA 靶标基因分析　采用基于表达量相关性的

共表达分析方法来预测lncRNA调控的反式靶标基因,采用

皮尔逊相关系数且满足R２≥０􀆰９０来预测差异lncRNA 与所

有编码蛋白质 mRNA的关系对.

１􀆰２􀆰５　差异表达 mRNA及lncRNA靶基因功能富集分析　
针对目的基因集 (mRNA及lncRNA)进行基因本体 (Gene
Ontology,GO) 功 能 富 集 分 析 和 京 都 基 因 组 百 科 全 书

(KyotoEncyclopediaofGenesandGenomes,KEGG)通路

富积分析.

１􀆰２􀆰６　实时定量PCR分析　从差异表达的lncRNA中选取

９个基因进行实时定量 PCR 分析.每个样本设置３个技术

重复,采用２ＧΔΔCt法计算基因和lncRNA 的相对表达量.实

验数据分析由美国 ABI公司StepOnePlus分析软件完成.

１􀆰３　统计分析　采用SPSS２１􀆰０进行统计,对所得的实验

数据进行正态分布检验和方差齐性检验,lncRNA 在子代大

鼠雌鼠染毒组与对照组中表达量的比较使用独立样本t检

验,P＜０􀆰０５为差异具有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　染毒组与对照组lncRNA和 mRNA差异性表达分析结

果　染毒组和对照组子代雌鼠的下丘脑组织通过illumina
Hiseq测序平台测序.在|log２FC|≥１和P＜０􀆰０５差异表

达范围,利用 DESeq软件筛选出染毒组和对照组之间存在

显著差异的lncRNA 和 mRNA 转录本.染毒组与对照组相

比,有１０８条lncRNA表达显著差异,其中表达下调的lnＧ
cRNA４８条,表达上调的lncRNA６０条,无明显变化的lnＧ
cRNA５９５４条;有３４２条 mRNA表达差异显著,其中表达

上调的有１９６条,表达下调的有１４６条,表达无明显变化的

有２９４７８条.

２􀆰２　差异表达的transＧlncRNA的功能富集分析　使用 GO
富集分析差异表达的transＧlncRNA的靶基因,有９８０条 GO
条目存在显著差异,其中与生物学过程 (biologicalprocess,

BP)有关的有７６８条;与细胞组分 (cellcomponents,CC)
有关的有７８条;与分子功能 (molecularfunction,MF)有

关的有１３４条.主要包括细胞成分的生物发生、PI３K 信号

转导的调控和细胞对氧化应激的反应等.图１为排名前２０
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的显著富集的条目.
通过对差异表达transＧlncRNA 的靶基因进行 KEGG富

集分析,如图２所示,这些靶基因主要富集在 PI３KＧAkt信

号通路、谷氨酸能突触、丙酮酸代谢、Ras信号通路、细胞

衰老、酪氨酸代谢、内分泌抵抗等通路.

图１　transＧlncRNA的靶基因GO富集分析 图２　transＧlncRNA的靶基因

KEGG富集分析

２􀆰３　差异表达的 mRNA的功能富集分析　对差异表达的

mRNA进行 GO富集分析,共有８０６条 GOterm 存在显著

差异,BP有５７７条存在差异显著性;CC有７２条存在显著

差异;MF有１５７条差异显著.主要包括器官发育、细胞间

连接、视黄酸受体活性和配体门控离子通道活性等.图３为

排名前２０位显著富集的条目.
对差异表达的 mRNA进行 KEGG富集分析,如图４所

示,这些差 异 表 达 的 mRNA 主 要 富 集 在 谷 氨 酸 能 突 触、

PPAR信号通路、加压素调节的水吸收、年轻人的成熟期糖

尿病和肌萎缩性侧索硬化症 (ALS)等相关通路.

图３　mRNA的GO富集分析 图４　mRNA的KEGG富集分析
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２􀆰４　差异表达lncRNA的实时定量PCR验证结果　从差异

表达的lncRNA中选取９个基因进行实时定量 PCR 验证,
实时定量PCR结果表明９个lncRNA 在实验组与染毒组中

的表达均有差异性 (图５),且与二代测序结果所展现的上

调、下调趋势一致 (表１).

图５　差异表达lncRNA的荧光定量PCR验证结果

表１　实时定量PCR验证结果与二代测序结果

基因名称 RTＧPCR结果 二代测序结果

ENSRNOT００００００４７５４４ 上调 上调

MSTRG􀆰６３８５􀆰１ 上调 上调

MSTRG􀆰１７１９􀆰１１ 上调 上调

MSTRG􀆰２０７７􀆰１ 上调 上调

MSTRG􀆰９７４５􀆰１ 上调 上调

MSTRG􀆰３０７８􀆰１ 上调 上调

MSTRG􀆰１３００９􀆰１ 下调 下调

MSTRG􀆰９０２６􀆰１ 下调 下调

MSTRG􀆰１４０８􀆰９ 下调 下调

以上挑选出差异表达的lncRNA 基因,经 KEGG 富集

分 析 和 GO 富 集 分 析, 显 示 MSTRG􀆰１７１９􀆰１１、ENＧ
SRNOT００００００４７５４４、 MSTRG􀆰１４０８􀆰９、 MSTRG􀆰１３００９􀆰１
主要参与了甲状腺信号通路,MSTRG􀆰２０７７􀆰１参与 MAPK
信号通路,MSTRG􀆰６３８５􀆰１、MSTRG􀆰９０２６􀆰１参与PI３K 信

号 通 路, MSTRG􀆰３０７８􀆰１ 参 与 mTOR 信 号 通 路,

MSTRG􀆰９７４５􀆰１参与 AMPK 信号通路.通过文献检索发

现,上述信号通路可能参与能量代谢和性腺激素的调控.

３　讨论

本实验研究对妊娠０~１８d的大鼠使用５００mg/ (kg􀅰d)
的DEHP灌胃染毒处理,取子代雌鼠下丘脑组织利用 RNAＧ
seq测序技术,测出两组差异表达的lncRNA、mRNA,并

对其功能进行富集分析,从而预测影响下丘脑Ｇ垂体Ｇ性腺轴

及能量稳态的机制.大鼠妊娠第１４~１９天是下丘脑发育的

关键时期 (下丘脑细胞迁移和靶向定位的时期)[６],本实验

于大鼠妊娠０~１８d给予DEHP处理,覆盖了下丘脑发育的

关键时期.
通过对差异表达lncRNA 的靶基因进行功能富集分析,

筛选出的目标lncRNA ENSRNOT００００００４７５４４和lncRNA

MSTRG􀆰６３８５􀆰１在染毒组的表达均高于对照组.目前,这

两 个 lncRNA 均 未 曾 有 报 道.lncRNA ENSRNOT
００００００４７５４４基因定位于大鼠的２号染色体上 Chromosome
２:１２７,９１６,１７１Ｇ１２７,９４７,９５２碱基位点之间,全长８４５个碱

基对.该lncRNA的靶基因 GO富集分析结果显示:mRNA
处理、突触小泡、基因表达的昼夜调节、钙离子结合、活性

氧代谢过程、氧化应激诱导早衰等２５项显著富集,KEGG
富集分析结果示:甲状腺激素信号通路、催产素信号通路、

cAMP信号通路、ErbB信号通路４项显著富集,该基因的

GO富集分析与 KEGG富集分析结果提示与能量稳态及性腺

轴调控有关.lncRNA MSTRG􀆰６３８５􀆰１基因定位于大鼠２号

染色体上Chromosome２:１０,４３９,８６７Ｇ１０,４４０,１１２碱基位点

之间,碱基长度为２５３bp,该lncRNA的靶基因 GO 富集分

析结果显示:上皮细胞分化、肌肉收缩、细胞外基质结构成

分、硒结合、对有机环状化合物的细胞反应、胞外小泡、地

塞米松刺激的细胞反应等７项显著富集;KEGG富集分析显

示:磷酸肌醇代谢、磷脂酰肌醇信号系统、PI３KＧAkt信号

通路显著富集.KEGG 分析显示富集于 PI３KＧAkt信号通

路,前已述及该通路与能量代谢和生殖轴功能有关.
下丘脑被认为是控制能量稳态和生殖功能的关键大脑区

域[７Ｇ８].许多下丘脑核团都参与了这种调控过程,包括弓形

核 (ARC)、室旁核 (PVH)、下丘脑外侧 (LH)和腹内侧

核 (VMH)[８Ｇ９].生殖控制和青春期是由周围能量信号 (瘦
素、胰岛素、脂联素等)与下丘脑神经元之间的相互作用引

发的,孕期暴露环境内分泌干扰物后会改变生殖和能量稳

态[１０Ｇ１２].本实验通过对孕期暴露 DEHP 子代雌鼠下丘脑

lncRNA、mRNA的差异表达分析,发现这些差异显著富集

于能量代谢与下丘脑性腺生殖轴的信号通路及生物学功能.
既往的研究证据表明妊娠期间 DEHP暴露对F１代能量稳态

和性 腺 轴 的 调 控 产 生 影 响,但 具 体 影 响 机 制 不 是 很 明

确[２,６].下一阶段将基于本研究结果在细胞水平和动物水平

上干扰lncRNA ENSRNOT００００００４７５４４与lncRNA MSTRG．
６３８５􀆰１的表达,观察其调控的靶基因表达有无发生变化,
探究lncRNA ENSRNOT００００００４７５４４与lncRNA MSTRG．
６３８５􀆰１在 DEHP致生殖损害和代谢异常中的作用.
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􀅰基础研究􀅰

特异性靶向高转移骨肉瘤的长循环型PET探针的合成及显像

厦门大学附属第一医院核医学科 (厦门３６１００３) 　李业森

【摘　要】　目的　研究 [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１对１４３B骨肉瘤荷瘤小鼠模型的诊断效果.方法　多肽 TMTP１
(NVVRQ)对高转移性细胞有很好的靶向性,本研究利用６４Cu标记 DOTAＧEBＧTMTP１合成 [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１,
然后对１４３B骨肉瘤肝癌荷瘤小鼠进行 microPET/CT 显像,研究其对肿瘤的诊断效果.结果　 [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧ
TMTP１的放射性标记产率为 (８７􀆰３±５􀆰２)％,放化纯度大于９５􀆰０％.实验证明经过伊文思蓝 (EvansBlue)修饰后的

TMTP１,具有更高的肿瘤摄取和更长的血液半衰期,８h肿瘤摄取值可达 (６􀆰５０±０􀆰８８)％ID/g.结论　对于骨肉瘤的诊断

来说,[６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１可能是更好的PET探针,更有利于肿瘤的诊疗一体化转化应用.
【关键词】PET;骨肉瘤;[６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１;６４Cu标记
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SynthesisandimagingoflongＧcirculatingPETprobesspecificallytargetinghighlymetastaticosteosarcoma　　
LIYesen．Departmentof Nuclear Medicine,the FirstAffiliated Hospitalof Xiamen University,Xiamen,Fujian
３６１００３,China

【Abstract】　Objective　Toassessthediagnosticeffectivenessof[６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１inamousemodelof１４３B
osteosarcoma．Methods　PolypeptideTMTP１ (NVVRQ)hadgoodtargetingeffectonhighlymetastaticcells． [６４Cu]CuＧ
DOTAＧEBＧTMTP１wassynthesizedandsubsequentlyusedformicroPET/CTimaginginamousemodelof１４３Bosteosarcoma
toinvestigateitsdiagnosticperformance．Results　Theradiolabelingyieldof [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１ was (８７􀆰３±
５􀆰２)％,andtheradiochemicalpurityexceeded９５􀆰０％．TheresultsdemonstratedthatTMTP１,modifiedwithEvansBlue,exＧ
hibitedincreasedtumoruptakeandalongerbloodhalfＧlife．Tumoruptakevaluesreached(６􀆰５０±０􀆰８８)％ID/gateighthours．
Conclusion　 [６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１mayrepresentasuperiorPETprobeforthediagnosisofosteosarcoma,facilitating
theintegrationofdiagnosisandtherapyforthiscondition．

【Keywords】PET;osteosarcoma;[６４Cu]CuＧDOTAＧEBＧTMTP１;６４Culabelling

　　骨肉瘤是原发于骨的恶性肿瘤,常发生于２０岁以下的

青少年或儿童,大约有８０％患者在诊断时就存在微转移,
其中只有１０％~２０％可被影像学检测到[１].多肽 TMTP１
(NVVRQ)对高转移性细胞有很好的靶向性,我们前期合

成的[１８F]AlFＧNOTAＧGＧTMTP１可以诊断高转移性的肝癌.
本研究对 TMTP１进行改造,利用伊文思蓝 (EvansBlue)
对其进行修饰,通过６４Cu对其进行标记,研究其体内药动

学性质.

１　对象与方法

１􀆰１　动物与仪器　６只６~８周龄SPF级别雄性BALB/c裸

鼠,购于厦门大学实验动物中心,实验动物生产许可证号:

SCXK (闽 )２０１８Ｇ０００３, 实 验 动 物 质 量 合 格 证 号:

４４８２４７００００１１１５.小动物 microPET/CT (西门子Inveon);

CRCＧ２５PET放射性核素活度计 (美国 CAPINTEC．INC);

４􀆰６mm×２５０ mm NUCLEOSIL 色谱柱 (德国 MachereyＧ
Nagel);DionexUltiＧMate３０００分析型高效液相色谱仪 (赛
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