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树鼩中 ＡＰＰ 基因特征描述及可变剪接体的分型鉴定
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中国医学科学院医学生物学研究所实验树鼩标准化与应用研究省创新团队，昆明　 ６５０１１８）

　 　 【摘要】 　 目的　 区分并鉴定树鼩中 ＡＰＰ 基因 ｍＲＮＡ 的多种可变剪接体，对 ＡＰＰ 基因特征进行描述，并确定

其在各组织中的表达分布。 方法　 参考已知人的和树鼩基因组预测的 ＡＰＰ 基因序列，设计树鼩 ＡＰＰ 基因 ｍＲＮＡ
剪切体外显子的共同特异性引物。 分别从树鼩不同组织中提取总 ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ，利用高保真酶扩增目的剪

切体 ＤＮＡ。 根据 ＰＣＲ 扩增产物电泳条带的有无和大小初步判断剪接体的型别，最后将 ＰＣＲ 产物胶回收进行测序

鉴定，对获得的基因进行特征描述，并结合定量 ＰＣＲ 的结果确定了各剪接体在不同组织中分布情况。 结果　 结果

表明树鼩 ＡＰＰ 剪接体的全长为 ３５１４ ｂｐ，有一个 １０９ ｂｐ 的 ５’⁃ＵＴＲ，１０９２ｂｐ 的 ３’⁃ＵＴＰ。 ＡＰＰ 基因在调查的 ９ 个物种

中高度同源保守，显示树鼩与灵长类存在一个较近的亲缘关系。 通过三维建模获得了树鼩和人的 ＡＰＰ 基因共同拥

有的 ４ 个结构域。 同时确认这 ４ 种通过外显子跳跃产生的 ＡＰＰ 可变剪接体在不同组织中的分布和表达。 ４ 种检测

到的剪接体 ＡＰＰ７７０，ＡＰＰ６９５，ＡＰＰ７５１，ＡＰＰ６７７ 均表达于肺、肾和肠，表达量最高的是肺、肌肉和睾丸。 结论　 对树鼩

ＡＰＰ 基因可变剪接体的表达研究，有助于推动树鼩作为阿尔茨海默病模型深入研究疾病的发生机制和药物研发。
【关键词】 　 树鼩；ＡＰＰ 基因；可变剪接体；阿尔茨海默病模型
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　 　 淀粉样前体蛋白 （ ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＡＰＰ）是中枢神经系统广泛表达的跨膜蛋白。 它是

阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ）病理改变

老年斑的主要成分 β 淀粉蛋白（ ａｍｙｌｏｉｄ ｂｅｔａ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ， Ａβ）的前体蛋白。 Ａβ 聚集形成的寡聚体具有

神经毒性，被认为是 ＡＤ 的主要病理机制，这些过量

产生的 Ａβ 主要来源于 ＡＰＰ 的异常裂解，因此，ＡＰＰ
一直被认为是是阿尔兹海默病 ＡＤ 形成和发展的关

键因素［１］。 在人体内，已经发现 １０ 种 ＡＰＰ 基因的

转录物，它们主要由三个不同的外显子（外显子 ２、
７、８、１５）经可变剪接所产生。 ＡＰＰ 的表达非常广

泛，可存在于几乎所有的神经元和非神经元组织。
但是，各种转录物的表达方式显示一定的细胞和组

织特异性。 如含有 Ｋｕｎｉｔｚ 型蛋白酶抑制剂（Ｋｕｎｉｔｚ
ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ， ＫＰＩ）序列的 ＡＰＰ７５１ 和 ＡＰＰ７７０
主要表达于非神经元组织，而不含 ＫＰＩ 序列的

ＡＰＰ６９５ 则主要表达于神经元。 另外，在脑发育、成
熟过程及部分 ＡＤ 病人，剪接形式也可发生变化［２］。

ＡＰＰ 基因的序列、结构对 Ａβ 的聚集有重要的

作用，基于人基因组中发现的家族性 ＡＰＰ 基因突变

而建立的转基因小鼠由于能够过表达 ＡＰＰ 基因，从
而造成 Ａβ 的聚集沉淀，形成类似人 ＡＤ 中最主要的

病理特征—老年斑（ ｓｅｎｉｌｅ ｐｌａｑｕｅｓ， ＳＰ），是现在研

究 ＡＤ 的重要动物模型。 Ａβ 形成年龄依赖性的 ＳＰ
并在脑相关区域聚集沉淀，这种现象在许多的哺乳

动物中都有发现，包括熊、牛、狗、猫和所有的非人灵

长类［３， ４］。 在这些动物中 Ａβ 的序列与人类完全一

致，但目前为止，尚未在大、小鼠中发现类似的 ＳＰ
存在，这很可能是因为大、小鼠 Ａβ 在序列与人有 ３
个氨基酸序列的差异导致 Ａβ 无法聚集形成 ＳＰ。

树鼩属于介于灵长目与食虫目之间的独立阶

元—攀鼩目树鼩科，与啮齿类相比，树鼩更接近非人

灵长类和人类。 现在世界上许多国家已经开展了树

鼩实验动物方面的研究，并取得了丰硕的成果［５］。
树鼩是公认的近视模型动物［６］，又因其大脑发达，
多用于神经系统的研究及神经系统疾病模型的复

制，如脑血管病［７］、抑郁症［８］、老年痴呆［９］ 等，２０１２
年，Ｙａｍａｓｈｉｔａ 等［１０］ 的报道支持了猕猴和树鼩均有

这种人类老年痴呆症病理样的老年斑。 从基因序列

上来说，Ｐａｗｌｉｋ 等［４］ 早在 １９９９ 年便对脑中的 ＡＰＰ
基因序列进行了测定，获得了 ＡＰＰ 一个可变剪接体

的序列信息，结果发现和人的同源性大于大小鼠，并
且 Ａβ 序列也和人类的完全一致。 综上，树鼩有可

能是创建人类老年痴呆症模型的理想动物。
通过鸟枪测序法获得的树鼩基因组序列中，对

树鼩的 ＡＰＰ 基因及可变剪接体进行了预测，依据测

序结果与人相应序列的比对，预测得到树鼩可能存

在 ６ 种剪接体［１１］，不排除这些潜在的剪接体有些可

能实际上并不存在以及有其他剪接体存在的可能。
鉴于 ＡＰＰ 基因在 ＡＤ 中的重要作用及树鼩在阿尔兹

海默症模型的应用，弄清树鼩 ＡＰＰ 基因的所有剪接

体的类型及在不同组织的表达差异、表达模式，对今

后阿尔兹海默症树鼩动物模型创制和疾病发生机理

研究具有重要意义。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料及分析软件

滇西亚种雄性树鼩（Ｔｕｐａｉａ ｂｅｌａｎｇｅｒｉ），由中国

医学科学院医学生物学研究所树鼩种质资源中心

【ＳＣＸＫ（滇）Ｋ２０１３ － ０００１】提供。 ＴＲＩｚｏｌ 试剂、逆转

录试剂盒、Ｐｒｉｍｅｒ⁃Ｓｔａｒ ＤＮＡ 聚合酶、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ
２０００ 购自 ＴａＫａＲａ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司（大连，中国）；
胶回收试剂盒购自 Ｔｉａｎｇｅｎ 公司（北京，中国）。 利

用生物信息学软件 ＤＮＡｍａｎ 进行比对分析，利用生

物信息学软件 Ｍｅｇａ７ 绘制系统进化树。 利用 Ｓｗｉｓｓ
Ｍｏｄｅｌ 工作站进行三维建模，并用 Ｐｙｍｏｌ 显示。
１􀆰 ２　 分子生物学方法

１􀆰 ２􀆰 １　 引物设计

通过在 ＰｕｂＭｅｄ 上查询已知人的 （基因 ＩＤ：
３５１） 和 预 测 的 树 鼩 ＡＰＰ 基 因 序 列 （ 基 因 ＩＤ：
１０２４８９２８０，ＫＦ４７９２２８􀆰 ２），根据此设计出共同的特

异性引物。 利用电泳区分出不同长度的剪接体，胶
回收后测序确定其分型。
１􀆰 ２􀆰 ２　 总 ＲＮＡ 的提取

树鼩组织 ＲＮＡ 的提取和定量。 精确称量

１００ ｍｇ树鼩各组织，加入 １ ｍＬ 预冷的 ＴＲＩｚｏｌ 提取
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液，使用超声粉碎的方法将组织充分裂解，其余步骤

按 ＴＲＩｚｏｌ 试剂说明书进行。 所提取的 ＲＮＡ 溶解于

ＤＥＰＣ 处理水中。 采用紫外分光光度法定量。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＲＮＡ 反转录

为 ｃＤＮＡ 利用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法扩增 ＡＰＰ ｃＤＮＡ，逆
转录反应按试剂盒中的说明书进行。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＰＣＲ 扩增

以 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）为引物，逆转录合成 ｃＤＮＡ，之后

以此为模板，进行 ＰＣＲ 扩增。 在反应体系中先将模

板于 ９５℃变性 ５ ｍｉｎ，循环参数：９４℃３０ ｓ，５５℃４５ ｓ，
７２℃ １ ｍｉｎ，３５ 个循环，７２℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。 ＡＰＰ 上

游： ＧＴＧＣＣＣＡＣＴＧＡＣＧＧＣＡＡＴ， ＡＰＰ 下 游： ＧＣＴＣ⁃
ＣＴＣＣＡＧＧＧＡＴＧＴＡＴＴＴＡＴＴ。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＰＣＲ 的产物回收

扩增产物的胶回收用 １􀆰 ０％ 琼脂糖凝胶电泳，
紫外灯下检查 ＰＣＲ 产物。 之后将 ＰＣＲ 条带用手术

刀小心割取，按照胶回收试剂盒说明书分步回收

ＰＣＲ 产物。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＰＣＲ 测序

产物测序将电泳后回收的 ＰＣＲ 产物送上海生

工公司测序，检测 ＰＣＲ 产物的正确性。
１􀆰 ２􀆰 ７　 总 ＡＰＰ 剪接体定量 ＰＣＲ

反应混合液为 ２ × ｑＰＣＲ 预混液 １０ μＬ，上下游

引物各 ０􀆰 ４ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ７􀆰 ２ μＬ，模板 ２ μＬ。 引物见

表 １。 ＰＣＲ 循环条件为保持 ３ ｍｉｎ ９５℃ （９５℃、７ ｓ，
５７℃、１０ ｓ，７２℃、１５ ｓ）４５ 个循环。 ＡＰＰ 定量上游：
ＧＡＡＧＣＣＡＡＣＣＡＡＣＣＡＧＴＧＡＣ，ＡＰＰ 定量下游：ＣＴＡ⁃
ＡＧＣＡＧＣＧＧＴＡＧＧＧＡＡＴＧ，ＧＤＰＨ 定量上游：ＣＣＡＴ⁃
ＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＣＧＡＧ， ＧＤＰＨ 定 量 下 游：
ＣＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧＧＧＴＧＴＣＧ。

２　 结果

２􀆰 １　 ＡＰＰ７７０ 核酸序列和推导的氨基酸序列

树鼩的 ＡＰＰ 基因由 １８ 个外显子构成。 测序结

果表明树鼩 ＡＰＰ 剪接体的全长为 ３５１４ ｂｐ，有一个

１０９ ｂｐ 的 ５’⁃ＵＴＲ，１０９２ ｂｐ 的 ３’⁃ＵＴＰ。 三个潜在的

ＡＡＴＡＡＡ 聚腺苷酸化信号位于多聚 Ａβ 尾巴上游

处。 在推测的树鼩 ＡＰＰ 基因氨基酸产物中，在 Ｎ 端

携带有一个 １９ 氨基酸残基的信号肽（图 １）。

图 １　 树鼩 ＡＰＰ 基因的核酸序列和推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ． １　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＡＰＰ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｔｕｐａｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

２􀆰 ２　 ＡＰＰ 基因的进化分析

为评价 ＡＰＰ 蛋白的进化保守性，与其他物种

（人、食蟹猴、大鼠、小鼠、猪、狗、黑猩猩、兔）的氨基

酸序列的比对分析。 显示，ＡＰＰ 基因在调查的 ９ 个

物种中高度同源保守，有一个 １７ 个氨基酸的信号肽

序列，同源性很高。 树鼩与人的 ＡＰＰ 氨基酸序列有

９７􀆰 ３％的一致性，仅有 ２０ 个氨基酸序列不同，并且

大部分差异氨基酸位于蛋白末端序列（图 ２）。 树鼩

与人（Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ）、食蟹猴（Ｍａｃａｃａ ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ）、
大鼠 （ Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）、小鼠 （Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ）、猪

４３１



中国实验动物学报 ２０１７ 年 ４ 月第 ２５ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ａｐｒｉｌ ２０１７，Ｖｏｌ． ２５ Ｎｏ． ２

（Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ）、狗（Ｃａｎｉｓ ｌｕｐｕｓ）、黑猩猩（Ｐａｎ ｔｒｏｇｌｏ⁃
ｄｙｔｅｓ）、兔（Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ）的同源相似性分别

为 ９７􀆰 ３％ 、９７􀆰 ３％ 、９７􀆰 ４％ 、９７􀆰 １％ 、９７􀆰 ９％ 、９７􀆰 ４％ 、
９７􀆰 ４％ 、９７􀆰 １％ 。

在基于核酸序列和氨基酸序列构建的 ＮＪ 进化树

中，观察到一个与基于已知序列和基因组序列获得的

进化树相同的聚类模式，树鼩与灵长类显示出一个较

近的亲缘关系（图 ３），获得的进化结果稳定可靠。

图 ２　 树鼩与其他亲缘较近的 ８ 种脊椎动物 ＡＰＰ 氨基酸序列的比对结果

Ｆｉｇ． ２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＡＰＰ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ９ ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ３　 分别基于氨基酸序列（Ａ）、核酸序列（Ｂ）的进化树

Ｆｉｇ． ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＩＬ７ ｇｅｎｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （Ａ） ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （Ｂ）

２􀆰 ３　 树鼩 ＡＰＰ 蛋白与人 ＡＰＰ 蛋白三维结构比对

通过三维建模，树鼩和人的 ＡＰＰ 基因分别有 ４
个结构域：半胱氨酸丰富的球状区 Ｅ１；ＫＰＩ 区；α 螺

旋丰富的 Ｅ２ 区，包含了一部分的 Ａβ，延伸至跨膜

区；跨膜区和 Ｃ 末端信号转导区。 １２ 个差异氨基酸

位于无规则卷曲中，８ 个差异氨基酸位于 Ｅ１ 区和

ＫＰＩ 区中，而 Ｅ２ 区和跨膜信号区高度同源保守，没
有差异氨基酸，可能和维持功能相关（图 ４）。
２􀆰 ４　 ＡＰＰ 基因 ｍＲＮＡ 各种剪接体的序列比对

为确认树鼩中所有的 ＡＰＰ 基因的可变剪接体，

我们对从不同组织中获得的总 ＲＮＡ 中的大量 ｃＤ⁃
ＮＡ 克隆进行测序，除了以上提到的完整的典型的

ＡＰＰ７７０ 剪接体，我们还确认了其他 ３ 种不同的 ＡＰＰ
基因可变剪接体 （图 ５，基因 ＩＤ 号：ＫＹ３９９７６８ ～
ＫＹ３９９７７１）。 通过序列间的比对确认了这 ４ 种通过

外显子跳跃产生的 ＡＰＰ 可变剪接体，包括 ＡＰＰ７７０，
ＡＰＰ６９５，ＡＰＰ７５１，ＡＰＰ６７７ 四种。
２􀆰 ５　 ＡＰＰ ｍＲＮＡ 和各可变剪接体的表达模式

定量 ＰＣＲ 的方法确认了 ＡＰＰ 所有剪接体在

１０ 个树鼩不同组织中的表达情况，４ 种剪接体均
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表达于肺、肾和肠，ＡＰＰ６９５ 和 ＡＰＰ６７７ 在心脏、肝、
脾、肌肉、肾上腺中共表达，ＡＰＰ７５１ 和 ＡＰＰ６９５ 在

大脑、小脑、海马和睾丸中共表达，睾丸中还表

达 ＡＰＰ６７７，脊髓中单独表达 ＡＰＰ６９５，脂肪中单

独表 达 ＡＰＰ７７０， ＡＰＰ７７０ 主 要 在 肌 肉 中 分 布

（图 ６） 。

图 ４　 树鼩（Ａ）和人（Ｂ）的 ＡＰＰ 蛋白三维建模

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＡＰＰ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ （Ａ） ａｎｄ ｈｕｍａｎｓ （Ｂ）

图 ５　 树鼩 ＡＰＰ 基因 ｍＲＮＡ 及其可变剪接体的示意图

Ｆｉｇ． ５　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＡＰＰ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｉｔｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ

注：Ａ：大脑；Ｂ：小脑；Ｃ：海马；Ｄ：脊髓；Ｅ：心脏；Ｆ：肝；Ｇ：脾；Ｈ：肺；Ｉ：肾；Ｊ：肌肉；Ｋ：肾上腺；Ｌ：肠；Ｍ：睾丸；Ｎ：脂肪。

图 ６　 树鼩 ＡＰＰ 基因在不同组织的分布（左）及相对表达量（右）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｂｒａｉｎ；Ｂ． Ｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍ；Ｃ． Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；Ｄ． Ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ；Ｅ． Ｈｅａｒｔ；Ｆ． Ｌｉｖｅｒ；Ｇ． Ｓｐｌｅｅｎ；
Ｈ． Ｌｕｎｇ；Ｉ． Ｋｉｄｎｅｙ；Ｊ． Ｍｕｓｃｌｅ；Ｋ． Ａｄｒｅｎａｌ ｇｌａｎｄ；Ｌ． Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；Ｍ． Ｔｅｓｔｉｓ；Ｎ． Ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ．

Ｆｉｇ． ６　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＡＰＰ（ｌｅｆｔ）ａｎｄ ｉｔｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ（ｒｉｇｈｔ）
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３　 讨论

ＡＰＰ 具有促进细胞增生和神经营养因子的作

用，在细胞膜上是一种跨膜糖蛋白，通过与细胞膜外

基质的相互作用介导神经细胞之间的粘附，增加神

经突触之间的联系及突触可塑性。 ＡＰＰ 可能通过作

用于细胞表面的特异受体来刺激轴突的发生和生

长，ＡＰＰ 通过蛋白酶剪切后产生的 Ａβ，长久以来一

直被认为是导致 ＡＤ 产生的最根本原因。 因此，影
响 ＡＰＰ 剪切的重要因素（包括 ＡＰＰ 基因的结构、基
因的序列和突变、可变剪接体的存在形式和分布）
一直是研究的热点［１２， １３］，目前，人［１４］、大鼠［１５］、小
鼠［１６］等物种中的 ＡＰＰ 基因及所有的可变剪接体都

已经有报道，而被认为是理想痴呆模型动物的树鼩

的 ＡＰＰ 基因仅有其中的一种剪接体 ＡＰＰ６９５ 有报

道，以及鸟枪法测序预测获得的六种可变剪接体，这
些信息还远远不够。

因此，本研究旨在区分并鉴定树鼩 ＡＰＰ ｍＲＮＡ
的所有可变剪接体，在对这一与 ＡＤ 疾病发生和进

展密切相关的关键分子的基因进行特征描述的基础

上，再结合可变剪接体的分布情况进一步调查 ＡＰＰ
基因在不同组织中的表达量。 本研究首次获得了

ＡＰＰ 最长的可变剪接体 ＡＰＰ７７０ 的分子序列，并通

过 ｂｌａｓｔ 获得的同源性最高的 ９ 种物种中进行序列

比对分析，结果表明，树鼩特异的氨基酸有 ５ 个，分
别是第 １２ 位的 Ｖ、 １９３ 位的 Ｎ、 ２５４ 位的 Ａ、 ３０１ 位

的 Ｑ、 ３５４ 位的 Ｗ。 有趣的是，Ｎ 末端的序列同源性

较低，而 Ｃ 末端的长达 １４３ 氨基酸的序列以及 Ａ 基

的序列与人的完全一致。
在基于核酸序列和氨基酸序列构建的 ＮＪ 进化

树中，发现一个与基于已知序列和基因组序列获得

的进化树相同的聚类模式，树鼩与猪和狗更为接近，
在进化上处于同一分支，而人、黑猩猩和猴最为接

近，在进化上处于同一分支，大小鼠和兔最为接近，
在进化上处于同一分支，树鼩与灵长类显示出一个

较近的亲缘关系（图 ３），获得的进化结果稳定可靠。
通过三维建模，树鼩和人的 ＡＰＰ 基因三维结构

非常类似，分别有 ４ 个结构域：半胱氨酸丰富的球状

区 Ｅ１；ＫＰＩ 区；α 螺旋丰富的 Ｅ２ 区，包含了一部分

的 Ａβ，延伸至跨膜区；跨膜区和 Ｃ 末端信号转导

区。 共 ２０ 个的差异氨基酸中，１２ 个差异氨基酸位

于无规则卷曲中，８ 个差异氨基酸位于 Ｅ１ 区和和

ＫＰＩ 区中，而 Ｅ２ 区和跨膜信号区高度同源保守，没
有差异氨基酸，可能和维持功能相关，这个区域中有

与 ＡＤ 发病最为相关的 Ａβ 分子编码区，可以看到，

此次测序的结果与之前的一样，树鼩的 Ａβ 序列与

人的完全一致，而大小鼠存在 ３ 个氨基酸的差异，这
可能与老年树鼩脑中可以形成 ＳＰ 有关。

为确认树鼩中所有的 ＡＰＰ 基因的可变剪接体，
对从不同组织中获得的总 ＲＮＡ 中的大量 ｃＤＮＡ 克

隆进行测序，除了以上提到的完整的典型的 ＡＰＰ７７０
剪接体，还确认了其他 ３ 种不同的 ＡＰＰ 基因可变剪

接体（图 ４，基因 ＩＤ 号：ＫＹ３９９７６８ ～ ＫＹ３９９７７１）。 同

时确认了这 ４ 种通过外显子跳跃产生的 ＡＰＰ 可变

剪接体在不同组织中的分布（图 ５），包括 ＡＰＰ７７０、
ＡＰＰ６９５、ＡＰＰ７５１、ＡＰＰ６７７ 四种。 在之前公布的树鼩

基因组序列中，预测获得了 ６ 种可变剪接体，排除了

由于技术限制未能测到的 ３５ 个氨基酸的 Ｎ 末端和

一个 ５４４ 位点的 ＦＦＦ 序列检测为 ＳＬＳＬ 而多一个氨

基酸 之 外， 预 测 得 到 的 其 实 为： 所 有 外 显 子

（ＡＰＰ７７０），缺外显子 ８（ＡＰＰ７５１），７ 和 ８（ＡＰＰ６９５），
８ 和 １５ （ ＡＰＰ７３３ ）， ７、 ８ 和 １５ （ ＡＰＰ６７７ ）， １５
（ＡＰＰ７５２）六种类似人的可变剪接体，经过实验检

测，仅验证了四种的存在，没有 ＡＰＰ７３３ 和 ＡＰＰ７５２
的存在。

ＡＰＰ 剪接体的分布有组织特异性，４ 种剪接体

均表达的是肺、肾和肠，ＡＰＰ６９５ 和 ＡＰＰ６７７ 在心脏、
肝、脾、肌肉、肾上腺中共表达，ＡＰＰ７５１ 和 ＡＰＰ６９５
在大脑、小脑、海马和睾丸中共表达，睾丸中还表达

ＡＰＰ６７７，脊髓中单独表达 ＡＰＰ６９５，脂肪中单独表达

ＡＰＰ７７０。 选择性剪切得到的可变剪接体通常具有

组织特异性，并在特定组织和发育阶段起着关键作

用，本研究结果和之前的结果类似，ＡＰＰ６９５ 主要在

脑中分布，但肌肉中未检测到 ＡＰＰ７７０ 的存在可能

是受到了技术的限制。 其表现的共表达方式也很可

能与功能相关。 同时，通过定量 ＰＣＲ 确定表达量最

高的是肺、肌肉和睾丸，大脑、小脑和脊髓等神经组

织中表达量中等。
总之，本研究首次确认了树鼩 ＡＰＰ 基因的可变

剪接体的分型和表达模式，提示树鼩有可能是作为

神经系统疾病的理想动物。
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［Ｊ］ ． Ｊ Ｍｅｄ Ｐｒｉｍａｔｏｌ， ２０１２，４１（３）： １４７ － １５７．
［１１］ 　 Ｆａｎ Ｙ， Ｙｕ Ｄ， Ｙａｏ ＹＧ． Ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｄａｔａｂａｓｅ （ＴｒｅｅｓｈｒｅｗＤＢ）： ａ

ｇｅｎｏｍｉｃ ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ｂａｓｅ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉ
Ｒｅｐ， ２０１４，４： ７１４５．

［１２］ 　 Ｎｉｃｏｌａｓ Ｇ， Ｃｈａｒｂｏｎｎｉｅｒ Ｃ， Ｃａｍｐｉｏｎ Ｄ． Ｆｒｏｍ ｃｏｍｍｏｎ ｔｏ ｒａｒｅ
ｖａｒｉａｎｔｓ： ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ［ Ｊ］ ． Ｈｕｍ
Ｈｅｒｅｄ， ２０１６， ８１（３）： １２９ － １４１．

［１３］ 　 Ｔｃｗ Ｊ， Ｇｏａｔｅ ＡＭ． Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｂｅｔａ⁃ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ ］ ． Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂ Ｐｅｒｓｐｅｃｔ Ｍｅｄ，
２０１６， ａ０２４５３９．

［１４］ 　 Ｃｕｃｃａｒｏ ＭＬ， Ｃａｒｎｅｙ ＲＭ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＳＯＲＬ１ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ
ｅａｒｌｙ⁃ ａｎｄ ｌａｔｅ⁃ｏｎｓｅｔ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ ］ ． Ｎｅｕｒｏｌ Ｇｅｎｅｔ，
２０１６，２（６）： ｅ１１６．

［１５］ 　 Ｓａｎｄｂｒｉｎｋ Ｒ， Ｍａｓｔｅｒｓ ＣＬ， Ｂｅｙｒｅｕｔｈｅｒ Ｋ． Ｂｅｔａ Ａ４⁃ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｍＲＮＡ ｉｓｏｆｏｒｍｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｘｏｎ １５ ａｒｅ ｕｂｉｑｕｉｔｏｕｓｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｒａｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｂｒａｉｎ， ｂｕｔ ｎｏｔ ｉｎ ｎｅｕｒｏｎｓ［Ｊ］ ．
Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， １９９４，２６９（２）： １５１０ － １５１７．

［１６］ 　 Ｉｚｕｍｉ Ｒ， Ｙａｍａｄａ Ｔ， Ｙｏｓｈｉｋａｉ Ｓ，ｅｔ ａｌ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇ⁃
ｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ
ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ⁃ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅ ｉｎ ｍｏｕｓｅ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅ， １９９２，１１２
（２）： １８９ － １９５．

［收稿日期］ 　 ２０１７ － ０１ － ０４

２５１




