
www.wjgnet.com

世界华人消化杂志 2006年11月8日; 14(31): 3002-3007
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH 

外源质粒DNA对小鼠肠道基因表达谱的影响

刘建文, 乐国伟, 施用晖

刘建文, 乐国伟, 施用晖, 教育部食品科学与安全重点实验
室 江南大学食品营养与安全研究所 江苏省无锡市 214036
刘建文, 分子营养学博士, 主要从事分子营养与代谢调控研究, 
现任希杰(中国)有限公司技术总监.
国家自然科学基金资助项目, No. 30270970
通讯作者: 刘建文, 200336, 上海虹桥开发区兴义路8号万都中
心610室. ljw_ftpt@yahoo.com.cn
电话:  021-52082925  传真: 021-52080290
收稿日期: 2005-03-22    接受日期: 2005-10-09

Effect of foreign plasmid DNA 
on gene expression profile of 
the intestine in mice

Jian-Wen Liu, Guo-Wei Le, Yong-Hui Shi

Jian-Wen Liu, Guo-Wei Le, Yong-Hui Shi, the Key Labo-
ratory of Food Science and Safety , Ministry of Education, 
Institute of Food Nutrition and Safety, Southern Yangtze 
University, Wuxi 214036, Jiangsu Province, China
Supported by National Natural Science Foundation of 
China, No. 30270970
Correspondence to: Dr. Jian-Wen Liu, Room 610, Maxdo 
Centre, 8 Xingyi Road, Hongqiao Development Zone, 
Shanghai 200336, China. ljw_ftpt@yahoo.com.cn
Received: 2005-03-22    AccePted: 2005-10-09 

Abstract
AIM: To explore the influence of foreign plasmid 
DNA on the intestinal gene expression profile 
after absorption via the gastrointestinal tract in 
mice.

METHODS: Balb/c mice were orally adminis-
tered with 200 μg plasmid pcDNA3 and a length 
of jejunum was isolated 4 h after oral administra-
tion. The total RNA was extracted from the in-
testine and the gene expression profile of Balb/c 
mice was analyzed using oligonucleotide array 
after oral administration of plasmid pcDNA3.

RESULTS: Among 17667 genes obtained from 
gene expression profile analysis, there were 61 
genes differentially expressed from those in 
GenBank, of which 36 genes were up-regulated 
and 25 ones were down-regulated after oral ad-
ministration of foreign plasmid DNA. The dif-
ferentially expressed genes were mainly related 
to immune response, anti-oxidation, detoxifica-
tion function, lipid metabolism, anion transport 

protein, apoptosis and signal transduction.

CONCLUSION: Foreign plasmid DNA, ad-
ministered via the gastrointestinal tract, may 
widely modulate the expression of many 
genes in the intestine in mice.
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摘要
目的: 研究外源质粒通过胃肠道途径吸收对
小鼠肠道基因表达谱的影响. 

方 法 :  给 B a l b / c 小 鼠 灌 胃 质 粒 p c D N A 3 
200 μg, 在灌胃后4 h后分离空肠一段, 提取
肠组织的总RNA. 利用寡核苷酸芯片对灌胃
质粒pcDNA3后的Balb/c小鼠肠道进行基因表
达谱研究. 

结果: 灌胃外源质粒DNA后, 所检测的1 7667
基因中有61条基因产生差异表达, 其中36条基
因表达上调, 25条基因表达下调. 这些差异表
达的基因主要涉及免疫应答、抗氧化及解毒
功能、脂质代谢、阴离子转运蛋白、细胞凋
亡及信号转导等过程.

结论: 外源质粒DNA通过胃肠道途径可广泛
调控肠道多种基因表达.
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0  引言

哺乳动物胃肠道是外源DNA进入机体的主要器

官[1-3], 质粒DNA进入肠道后能够逐渐被肠道核

酸酶降解成碎片形式[4-7]. 外源质粒DNA进入肠

■背景资料
人和动物每天都
要进食大量的食
物, 因此外源DNA
首先最有可能接
触的是胃肠道. 外
源质粒DNA进入
肠道后可激活肠
黏膜免疫细胞, 诱
导肠黏膜免疫应
答, 引起肠道生理
功能发生相应的
变化等. 我们采用
基因芯片来考察
外源质粒DNA对
肠道基因表达谱
的影响, 在基因水
平上研究外源质
粒DNA的胃肠道
代谢及对肠道的
作用机制.
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道后可能与细菌一样, 与肠道黏膜细胞存在着

一种互作关系. 肠道是机体最大的免疫器官, 集
中了体内大部分淋巴细胞, 外源质粒DNA可激

活肠黏膜免疫细胞, 诱导肠黏膜免疫应答[8-10]. 外
源质粒DNA可能进入细胞核内, 插入到哺乳动

物基因组中, 引起基因组的缺失和重排, 宿主基

因组会以改变DNA甲基化模式来抵抗外源质粒

DNA的入侵[11-18]. 外源质粒DNA进入肠道到后, 
势必会引起肠道生理功能发生相应的变化, 生理

功能本质上受基因的表达调控. 我们采用基因

芯片在mRNA水平上来考察外源质粒DNA对肠

道基因表达谱的影响, 为进一步研究外源质粒

DNA的胃肠道代谢及作用机制奠定基础. 

1  材料和方法

1.1  材料  T 7-O l i g o(d T) 15(上海博亚生物技

术有限公司), S u p e r s c r i p t Ⅱ(I n v i t r o g e n), 
D N A P o l y m e r a s e(I n v i t r o g e n),  T4 D N A 
polymerase(Invitrogen), RNeasy Mini Kit(Qiagen), 
Random Primer DNA Labeling Kit (TaKaRa, ), T7 
RiboMAX Express Large Scale RNA Production 
System(Promega), 小鼠Oligo芯片(Qiagen). 6周
龄Balbc/C♂小鼠(购自中科院上海实验动物中

心)6只, 随机分成2组, 一组为实验对照组, 灌胃

200 μL生理盐水, 另一组给小鼠灌胃1 g/L质粒

pcDNA3生理盐水溶液200 μL, 灌胃后4 h , 眼球

采血宰杀小鼠, 在超净台上迅速分离空肠一段, 
同组3只小鼠的小肠合并在一起, 置于RNAlater
中, 于4℃过夜, -20℃保存. 
1.2 方法 TRIzol试剂盒提取小鼠肠道总RNA, 
电泳及分光光度计测A260/A280以鉴定总RNA
质量. RNA定量, 反转录合成双链cDNA并进行

纯化. 用T7 RiboMAX Express Large Scale RNA 
Production System(Promega)将双链cDNA进行体

外转录合成cRNA. cRNA再次反转录成cDNA, 
Cy5-dCTP标记实验组cDNA, Cy3-dCTP标记实

验组cDNA. 标记的DNA与芯片进行杂交洗涤,  
并进行扫描. 

统计学分析 采用GenePix Pro 4.0图像分析

软件(Axon Instruments公司)对芯片图像进行分

析, 把图像信号转化为数字信号; 最后以差异为

两倍(Cy5/Cy3)的标准来确定差异表达基因, 其
中Cy5/Cy3≥2表示表达显著上调, Cy5/Cy3≤0.5
表示表达显著下调.

2  结果

小肠组织芯片杂交, 结果显示在1 7667条基因

中, 共有4196条基因表达, 其中明显差异表达的

基因有61条(图1), 表达上调36条(表1), 表达下调

25条(表2). 这些差异表达的基因主要涉及免疫

应答、肠道抗氧化及解毒功能、脂质代谢、阴

离子转运蛋白、细胞凋亡及信号转导等过程.

3  讨论

随着人类基因组计划进入后基因组时代, 研究重

点也将由基因的发现转向基因的功能. 我们发现

肠道中受外源质粒pcDNA3调控的基因有61条, 
这些基因中功能较为明确的包括与免疫应答、

肠道抗氧化及解毒、脂质代谢、离子转运、细

胞凋亡和信号转导等相关基因, 以下就外源质粒

pcDNA3调控这些基因的意义进行简要讨论. 许
多与免疫应答基因表达发生变化, 其中表达上调

的有胰腺炎蛋白(PAP)、淋巴细胞抗原6复合物

(Ly6A,Ly6F)、干扰素刺激蛋白(G1P2)、干扰素

γ诱导因子结合蛋白(IL18bp)、干扰素诱导蛋白

3(IFIT3)、黏蛋白(Mucin 3). 表达下调的有肥大

细胞蛋白酶(Mast cell protease, pseudogene 1)、
免疫球蛋白基因(CD79B)、主要组织相容性抗

原基因(H2-EB1)、热休克蛋白86、簇集蛋白、

Regenerating islet-derived 3 gamma(Reg3g). 
我们发现外源质粒D N A可上调微粒体谷

胱甘肽硫转移酶(mGST)、谷胱甘肽过氧化物

酶和金属硫蛋白2(MT)的表达. MT是富含半胱

氨酸的小分子蛋白, 有使细胞免受氧化损伤的

作用. 谷胱甘肽硫转移酶是生物体内的主要解

毒系统[19], 与许多生理及异源物质的排泄有关. 
还原型谷胱甘肽(GSH)是mGST主要作用底物. 
GSH与各种亲脂性和亲电子底物的第二相结合

反应, 包括药物, 化疗剂, 致癌物, 致突变物, 氧
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■研发前沿
生物技术的发展
为人类健康与农
业生产发展提供
了新的契机, 将质
粒DNA注射入体
内达到基因治疗
或免疫、代谢调
控目的是1990年
代才开始的一种
新技术, 显示出良
好的前景. 同时随
着转基因作物、

食品的增加, 外源
质粒DNA的胃肠
道吸收、作用及
其基因转移对人
类与动物健康可
能产生的影响, 也
值得研究者的关
注.图  1  基因芯片杂交信号散点图.
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化应激引起脂质过氧化损伤以及其他异生质

(xenobiotic)产生的各种毒性代谢产物在微粒体

上是由mGST催化解毒[20-22]. 谷胱甘肽过氧化物

酶在清除细胞内过氧化物、保护细胞免受过氧

化损伤过程中起重要作用. 谷胱甘肽过氧化物

酶活性的强弱, 直接反映机体清除自由基的能

力[23-24]. Ames(1981)[25]认为核酸及相关物质均可

作为内源自由基清除剂和抗氧化剂, 具有VC作

用, 由于其还原性大于VC, 还能避免VC氧化. 嘌
呤的代谢产物尿酸是体内一些有害活性物质的

有效清除剂, 其清除内源自由基和抗氧化的能力

最强, 在生理浓度和各种pH条件下, 具有保护红

细胞膜脂质过氧化及由过氧化损伤造成的红细胞

破裂作用. 饮水中添加DNA能提高老年小鼠血中

谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)的活性, 口服核苷

制剂能够降低体内脂质过氧化物的含量. 外源质

粒DNA在肠道中具有抗氧化酶活性, 实际上就是

有清除机体内自由基的效果. 环境和食物成分在

肠道中主要通过氧化和结合作用(conjugation)进行

脱毒[26], 因此认为外源质粒在肠道中能够增强宿

主代谢异生质(xenobiotic)和内源毒素的能力. 
我们发现肠道中与脂质代谢相关的基因表

■应用要点
外源质粒DNA引
起肠道差异表达
的基因主要涉及
免疫应答、抗氧
化及解毒功能、

脂质代谢、阴离
子转运蛋白、细
胞凋亡及信号转
导等过程. 肠道作
为抵御外源质粒
的第一道防线, 肠
道基因表达的变
化反映了肠道对
外源质粒吸收所
产生的宿主应答, 
肠道基因表达的
变化也初步反映
外源质粒DNA在
肠道的吸收机制.

→

       

表  1  质粒灌胃后4h肠道中表达上调的基因

NM_023138
NM_013867
NM_030238
BC006631
U70139
NM_010738
NM_030677
NM_019946
NM_008530
NM_010286
NM_011068
NM_015783
AK005036
AF110802

NM_008638

NM_019810
NM_011150

NM_007885

AY008277

NM_021394

NM_022331

NM_007672
NM_010501

BC013478
NM_011036
BC005552
AK002567
NM_011260
AF027131
BC007173
NM_007769
NM_007679

NM_022411

NM_011470
AK019097
AK016647

GenBank accession            Cy5/Cy3          Symbol	          基因名称

  2.0063 
  2.0245 
  2.0286 
  2.0361 
  2.0372 
  2.0667 
  2.0834 
  2.1065 
  2.1192 
  2.1292 
  2.1709 
  2.1765 
  2.2043 
  2.2327 
  
  2.3244 
  

  2.3264 
  2.3762 
  
  2.4262 
 
  2.4573 
  
  2.5322 
  
  2.7000 
  
  2.7677 
  2.9068 
  
  3.0711 
  3.1659 
  3.3969 
  3.4149 
  4.2078 
  4.5115 
  4.5371 
  4.6993 
  4.7027 
  
  5.3687 
  
  6.2025 
11.7085 
20.4069

MAP2K2
BCAR3
DNCHC1
AL022610
CCRN4L
LY6A
GPX2
MGST1
LY6F
DSIP1
PEX11A
G1P2
1300017K07RIK
IL18BP

MTHFD2

SLC5A1
LGALS3BP

SLC26A2

CLCA4

ZBP1

HERPUD1

CDR2
IFIT3

SLC30A2
PAP
ASNS
MT2
REG3G
MUC3
TPP2
DMBT1
CEBPD

SLC13A2

SPRR2D
2310057M21RIK
SLCO6C1

丝裂原激活蛋白激酶2
Breast cancer anti-estrogen resistance 3
Dynein, cytoplasmic, heavy chain 1动力蛋白
EST AA764025
Carbon catabolite repression 4 homolog (S. cerevisiae)
Lymphocyte antigen 6 complex, locus A淋巴细胞抗原, Ly 抗原
Glutathione peroxidase 2 谷胱苷肽过氧化物酶 2
Microsomal glutathione S-transferase 1微粒体谷胱苷肽S转移酶
Lymphocyte antigen 6 complex, locus F 淋巴细胞抗原,Ly 抗原
糖皮质激素诱导的氨酸拉链
过氧化物酶体生物发生因子11a
Interferon-stimulated protein (15 kDa) 干扰素刺激蛋白
RIKEN cDNA 1300017K07 gene
Interferon gamma inducing factor binding protein 干扰素γ诱导
因子结合蛋白
Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase(NAD+ dependent), 
methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase 
亚甲基四氢叶酸脱氢酶, 次甲基四氢叶酸环水解酶
Solute carrier family 5, member 1 溶质载体家族
Peptidylprolyl isomerase C-associated protein 肽基脯氨酸异
构酶C伴随蛋白
Solute carrier family 26 (sulfate transporter), member 2 溶质
载体家族
Mus musculus calcium-activated chloride channel CLCA4 
mRNA, complete cds
Tumor stroma and activated macrophage protein DLM-1 肿
瘤间质巨噬细胞蛋白
Homocysteine-inducible, endoplasmic reticulum stress-
inducible, ubiquitin-like domain member 1
Cerebellar degeneration-related 2 小脑退化基因
Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 3 干
扰素诱导蛋白
Mus musculus, clone IMAGE: 4239648, mRNA
Pancreatitis-associated protein胰腺炎相关蛋白
Asparagine synthetase天冬酰胺合成酶
Metallothionein 2金属硫蛋白2
Regenerating islet-derived 3 gamma 再生基因
Mucin 3, intestinal黏蛋白
Mus musculus, clone IMAGE:3493127, mRNA, partial cds
Crp-ductin 候选肿瘤抑制基因
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), delta CCAT增强子结合
蛋白
Solute carrier family 13 (sodium-dependent dicarboxylate 
transporter), member 2 溶质载体家族
Small proline-rich protein 2D 小脯氨酸富含蛋白
RIKEN cDNA 2310057M21 gene
RIKEN cDNA 4933404A18 gene
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达受到抑制, 包括载脂蛋白E、载脂蛋白C Ⅲ和

簇集蛋白, 说明外源质粒DNA影响肠道脂蛋白

的吸收. 簇集蛋白与HDL颗粒结合使细胞胆固

醇外流,起脂质运输作用, 并参与局部组织环境

脂质平衡, 去除细胞凋亡及损伤时过多的脂质. 
ApoE主要存在于乳糜微粒和极低密度脂蛋白以

及他们的残基和某些HDL亚型中, 作为脂蛋白的

配体发挥作用, 通过受体介导途径参与机体脂质

代谢的调节[27]. ApoE的生成与细胞内游离胆固

醇含量相关, ApoE对巨噬细胞对脂质的聚集和

动脉粥样硬化形成有关, 因此, 有人发现CpG可

影响泡沫细胞和动脉粥样硬化的形成[28]. 
我们发现外源D N A可影响一些肠道阴离

子转运蛋白的表达. 其中表达上调的有Solute 
carrier family 5, member 1、Solute carrier family 
26、Solute carrier family 13; 表达下调的有Solute 
carrier family 34、Solute carrier family 28. 质粒

pcDNA3是一种带有负电荷的阴性离子, 推测可

能Solute carrier family作为外源质粒DNA在肠道

中的转运蛋白介导质粒DNA的吸收. 这些阴离

子转运蛋白在机体代谢中也发挥重要的作用. 如
Solute carrier family 13(SLC13A2)是一种钠依赖

二羧酸协同转运蛋白, 是一类介导琥珀酸、枸橼

酸及α酮戊二酸等三羧酸循环中间产物转运的

有机阴离子转运蛋白. 在正常肾脏、脑、肝脏及

小肠等组织均有较高表达. SLC13A2可为肾脏细

胞提供能量代谢的底物、参与氨基酸及神经递

质的合成,并可能参与机体酸碱平衡的调节,与肾

结石的形成和衰老有关. 
实验发现Caspase 3表达下调. Caspases是

一种与细胞凋亡关系极为密切的一组蛋白酶. 
目前认为Caspases是细胞凋亡的执行者. 正常

情况下他是以无活性的酶原形式存在. 在某些

凋亡启动诱导因素的作用下, 在一定基因的调

节下借助于细胞膜上的某些受体蛋白质使凋

亡的信号传递至Caspases, 并使其层层激活-
“瀑布式”激活. 当Caspase3活化后可直接切

割并激活DNA断裂因子(一种45 kDa蛋白值)引
起DNA降解. 由于Caspase3能活化一种碱性核

酶, 后者能在DNA上识别一定序列并使其断裂, 
致使琼脂糖凝胶电泳时呈现梯形条带. Daniel 
Rachmilewitaz(2002)[29]发现免疫刺激DNA序列

可降低DSS诱导的结肠组织Caspase 3活性, 原
因是ISS-ODN能够活化NF-κB, 诱导Bcl-xl基因

的转录, 这些因素促成ISS-ODN活化DNA-PK, 
从而在黏膜位点抑制细胞的凋亡. 本实验发现

B

Ⅲ

Ⅲ

       

表  2  质粒灌胃后4 h肠道中表达下调的基因

X78543
NM_008339
AK008016
NM_009696
NM_011402

NM_013492
NM_007398
NM_010382

NM_007489

NM_009042
BC021548
AY030094

NM_011468
AK004658
BC007144
NM_021520
NM_019411
BC011492
M28739
NM_009825
NM_130450
NM_009810
NM_009984
NM_023114

GenBank accession       Cy5/Cy3        Symbol	            基因名称

0.0829 
0.1468 
0.1705 
0.2125 
0.2243 

0.2466 
0.2932 
0.2964 

0.3206 

0.3611 
0.3644 
0.3734 

0.3760 
0.3900 
0.4201 
0.4247 
0.4250 
0.4303 
0.4349 
0.4648 
0.4711 
0.4712 
0.4725 
0.4757 

MCPT-PS1
CD79B
2010001M09RIK
APOE
SLC34A2

CLU
ADA
H2-EB1

ARNTL

REG1
0610039P13RIK
4932416A11RIK

SPRR2A
HSPCA
PSCDBP
SLC28A2
PPP2CA
9130020G10RIK
TUBB2
SERPINH1
ELOVL6
CASP3
CTSL
APOC3

肥大细胞蛋白酶
免疫球蛋白基因
RIKEN cDNA 2010001M09 gene
Apolipoprotein E载脂蛋白E
Solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 2溶质载体
家族
Clusterin簇集蛋白
Adenosine deaminase 腺苷脱氨酶
Histocompatibility 2, class II antigen E beta主要组织相容性抗原
基因II
Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like芳烃受体核
移位因子
Regenerating islet-derived 1 再生基因
RIKEN cDNA 0610039P13 gene
Mus musculus von Willebrand factor A-related protein (Warp) 
mRNA, complete cds
富含脯氨酸小蛋白
热休克蛋白86
Expressed sequence C80816
溶质载体家族28
蛋白磷酸酯酶
RIKEN cDNA 9130020G10 gene
Tubulin, beta 2 微管蛋白
热休克蛋白47
Expressed sequence C77826
Caspase 3, apoptosis related cysteine protease
组织蛋白酶
Apolipoprotein CIII 载脂蛋白C III

■名词解释
1 谷胱甘肽硫转
移酶(mGST): 是
一类具有多种生
理功能的同功酶, 
他不仅是生物体
内一种重要的Ⅱ
相解毒酶, 而且具
有抗氧化损伤作
用.
2  丝 裂 原 激
活 蛋 白 激 酶
(MAP2K2): 是细
胞内的一类丝氨
酸 / 苏 氨 酸 蛋 白
激酶 .  研究证实 , 
MAPKs信号转导
通路存在于大多
数细胞内, 在将细
胞外刺激信号转
导至细胞及其核
内, 并引起细胞生
物学反应(如细胞
增殖、分化、转
化及凋亡等)的过
程中具有至关重
要的作用.
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Caspase3基因表达下调, 说明外源质粒DNA可抑

制肠黏膜细胞凋亡. 
我们发现丝裂原激活蛋白激酶基因

(MAP2K2)发生上调, 说明外源质粒DNA可能

通过MAPK途径激活肠黏膜细胞. 丝裂原激活

蛋白激酶(MAPK)是细胞内一类重要的信号分

子. MAPK的激活由MAPKK(又名Mek)完成, 不
同的Mek激活不同的MAPK, 而Mek 的激活需

在其Ser残基上磷酸化, 即需要MAPKKK催化激

活. MAP2KKK、MeK、MAPK 这一酶促级联

反应系统构成哺乳动物多种信号传导途径中的

共同通路, 介导了细胞生长、发育、分裂、死

亡等多种生理反应过程. 除激活NF-κB外, CpG 
DNA还可激活不同的MAPK通路. 迄今, 通过

CpG DNA刺激不同的免疫细胞, 已发现有3个
MAPK超家族成员发生磷酸化: 细胞外信号调

节蛋白激酶(extracellular-signal regulated protein 
kinase, ERK)、c-jun氨基末端激酶(JNK)和p38. 
M A P2K2催化M A P K激酶上的苏氨酸和酪氨

酸残基, 使其磷酸化, 催化ERK1和ERK2激酶. 
MAPK的活化能将细胞生长因子等丝裂原信号

传递到细胞核内诱导大多数真核细胞增生分化. 
现在已经确定哺乳动物细胞中MAPKs途径大

致分为4种: ERK1/2途径、ERK5途径、JNK途

径、p38途径. 细胞外信号调节激酶(ERK1/2)为
分裂原激活的MAPK通路, 主要介导细胞增生和

分化的信号转导[30]. 因此说明外源质粒DNA通

过ERK途径激活肠道免疫细胞. 
总之, 本研究利用基因芯片技术发现灌胃

质粒DNA 4 h后, 大量与免疫应答的基因表达发

生变化, 说明外源质粒DNA进入胃肠道后首先

引起肠道黏膜免疫应答, 质粒DNA的免疫刺激

活性主要归因于非甲基化的CpG序列, 同时肠道

的一些生理功能也发生相应的变化, 包括抗氧

化、解毒功能、脂质代谢、离子转运、细胞凋

亡及细胞转导等. 本研究为深入全面地探讨外

源质粒DNA胃肠道吸收和作用机制提供了许多

有价值的研究线索, 在此基础上对这些差异表

达基因展开研究, 可望对外源质粒DNA胃肠道

代谢机制有更深入的了解. 
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