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摇 摇 摘要:摇 本研究旨在鉴定抗苗勒氏管激素受体 2(AMHR2)一种新的转录本,确定其在大鼠组织中的表达情况。
采用 TRIzol 法提取组织总 RNA;运用 RT鄄PCR 和克隆测序技术分析 AMHR2 基因的可变剪接体及其在大鼠各组织

器官中的表达差异,同时利用 NCBI ORF Finder 识别剪接体序列阅读框,运用 ExPASy鄄ProtParam 和 Conserved do鄄
mains 软件分别预测剪接体氨基酸构成及其性质和剪接体保守序列。 AMHR2鄄SV1 是 AMHR2 的一种新型转录本,命
名为 AMHR2鄄splice variant(AMHR2鄄SV1),与 AMHR2 参考序列比较,缺失第 10 外显子 137 bp。 利用 NCBI ORF Find鄄
er 和 ExPASy鄄ProtParam,预测 AMHR2鄄SV1 编码 429 个氨基酸残基,其编码的蛋白质分子量为45 990. 7。 Conserved
domains 在线软件分析表明:AMHR2鄄SV1 蛋白序列比完整 AMHR2 蛋白序列缺少 128 个氨基酸,丝氨酸 /苏氨酸蛋

白激酶结构域不完整。 检测结果表明,大鼠组织中均存在 AMHR2 和 AMHR2鄄SV1 两个转录本。 在肝、脾、肺、肾、肾
上腺和子宫组织中 AMHR2 表达量均高于 AMHR2鄄SV1,差异达到显著水平;两种转录本在不同组织中表达趋势相

同,卵巢中表达量最高,心脏中次之,其他组织表达量均显著低于卵巢和心脏。
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AMHR2鄄SV1, a novel transcript of AMHR2 and its expression in rat
tissues
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摇 摇 Abstract:摇 A splice variant of anti鄄M俟llerian hormone receptor 2 (AMHR2), AMHR2鄄splice variant(AMHR2鄄SV1),
was identified by RT鄄PCR and sequencing techniques. AMHR2鄄SV1 contains on open reading frame of 76-1 365 bp, enco鄄
ding 429 amino acids. Sequence alignment revealed an exon 10(137 bp) deletion in AMHR2鄄SV1. Protein AMHR2鄄SV1
has a molecular mass of 45 990. 7. Compared to the protein sequence of AMHR2, the protein sequence of AMHR2鄄SV1
missed 128 amino acids, and lost part of the serine / threonine kinase domain. Both AMHR2 and AMHR2鄄SV1 transcripts
were detected in most rat tissues and organs, and the mRNA for the spliced variant was relatively less abundant than AM鄄

HR2 mRNA in liver, spleen, lung kidney, adrenal and
uterus. AMHR2 and AMHR2鄄SV1 presented the highest
expressions in ovary, the moderate expression in heart and
the lowest in other tissues and organs.
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摇 摇 抗苗勒氏管激素域型受体( anti鄄m俟llerian hor鄄
mone receptor 域, AMHR2 ), 也叫苗勒管抑制物

(m俟llerian inhibiting substance type域receptor, MIS域
R),属于转化生长因子 茁域型受体(T茁R域)之一,最
初分别由 di Clemente N 和 Baarends 等所在的两个

实验室用不同的方法于 1994 年克隆获得[1鄄2]。 随

后,Imbeaud 等分离出人类抗苗勒氏管激素域型受

体基因,定位于 12 号染色体,由 11 个外显子组成,
主要编码三个功能区:胞外区(第 1 ~ 3 外显子)、疏
水跨膜区(第 4 外显子)和胞内区(第 5 ~ 11 外显

子),属于跨膜丝氨酸 /苏氨酸受体激酶,在抗苗勒

氏管激素受体靶器官特异性表达,即苗勒氏管[3鄄4]。
最新研究结果表明[5],在哺乳动物、鱼类和家禽中

都成功克隆出 AMHR2 基因,而且在人、兔子、大鼠

和小鼠中都发现 AMHR2 存在可变剪接体。 其中小

鼠中发现 AMHR2 两种新可变剪接体,与参考序列

比对,胞内结构域部分片段缺失,对抗苗勒氏管激素

信号转导发挥抑制作用[6]。 同时在兔中也发现存

在不同的可变剪接体,但并未做相关的功能和结构

分析[2]。
有文献报道 TGF鄄茁 ( Transforming growth fac鄄

tor鄄茁)信号通路的异常与肿瘤的发生、发展及转

移等密切相关 [7鄄9] 。 作为一个肿瘤抑制通路,通
路中任意元件的异常都可以引起信号转导紊乱,
都可能使细胞逃避 TGF鄄茁 介导的生长抑制效应,
导致肿瘤发生。 在 TGF鄄茁 诱导的信号转导中,
T茁R域胞内段激酶区的缺失可阻断 TGF鄄茁 的生长

抑制作用,但其促纤维化作用则不受影响,说明

T茁R域激酶区是介导TGF鄄茁的生长抑制作用所必

需的 [10] 。
在本试验中,我们鉴定了大鼠 AMHR2 基因一

种新的可变剪接体及其在不同组织中的表达,并对

其进行了生物信息学和功能预测分析。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

1. 1. 1摇 样品采集摇 取 21 d 大鼠心、肝、脾、肺、肾、
肾上腺、子宫和卵巢组织样品(n=3),-80 益液氮中

保存备用。
1. 1. 2摇 主要试剂摇 琼脂糖由上海生工生物工程技

术服务有限公司提供;AXYGEN DNA 凝胶回收试剂

盒购自美国 Axygen 公司;反转录试剂盒、实时荧光

定量试剂盒(TaKaRa)购自大连宝生物工程有限公

司。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 引物设计与合成 摇 根据 NCBI 中提交的大

鼠 AMHR2 基 因 mRNA 序 列 ( GenBank NO. NM
030998. 1 ) 和 茁鄄actin 基因 mRNA 序列 ( GenBank
NO. NM_031144. 3),利用 Primer Premier 5. 0 软件

设计引物并由上海英骏生物技术工程有限公司合

成。
1. 2. 2摇 RNA 提取及反转录摇 根据 Trizol 试剂盒说

明书提取大鼠心、肝、脾、肺、肾、肾上腺、子宫和卵巢

组织总 RNA,0郾 01 g / ml琼脂糖凝胶电泳检测 RNA
完整性,紫外分光光度计测定浓度后,参照 Takara
反转录试剂盒说明书合成第 1 链 cDNA,-20 益保存

备用。
1. 2. 3摇 大鼠 AMHR2 基因可变剪接体的鉴定摇 根据

大鼠 AMHR2 基因 mRNA 参考序列(GenBank NO.
NM 030998. 1)设计 3 对引物,分别命名为 1F / R、
2F / R、3F / R(表 1)。 以合成的大鼠卵巢组织 cDNA
为模板扩增 AMHR2 基因的编码区,同时以 茁鄄actin
为内参基因。 PCR 反应体系为 20 滋l:包括2伊Taq
PCR Master Mix 10 滋l,10 滋mol / L上下游引物各 0郾 5
滋l,100 ng / 滋l cDNA 模板 1 滋l,ddH2O 8 滋l。 PCR 反

应条件:95 益预变性 5 min;95 益变性 30 s,退火 30
s,72 益延伸 36 s,35 个循环,退火温度见表 1;最后

72 益,7 min,4 益保存。 PCR 产物经 0郾 01 g / ml琼脂

糖凝胶电泳检测后,用 Axygen 凝胶回收试剂盒回收

特异性目的片段,将目的片段连接到 pEASY鄄T3 载

体(北京全式金生物技术有限公司生产),转化到

Escherichia coli DH5琢 感受态细胞中。 菌液经 PCR
鉴定阳性单克隆,送上海英俊生物技术有限公司测

序,测序结果用 DNAMAN 进行比对分析。
1 . 2 . 4 摇 生 物 信 息 学 分 析 摇 使 用 DNAman 和

DNAstar 对剪接体核酸和蛋白序列进行拼接、比
对和分析;剪接体序列阅读框架的识别运用 NC鄄
BI 中的 ORF Finder( http: / / www. nc bi. nlm. nih.
gov / projects / gorf / )软件;剪接体氨基酸构成及性

质 预 测 运 用 ExPASy鄄ProtParam 软 件 ( http: / /
www. expasy. ch / tools / protpa ram. html) ;剪接体

保守结构域预测运用 Conserved domains 软件( ht鄄
tp: / / www. ncbi. nlm. nih. gov / Structure / cdd /
wrpsb. cgi) 。
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表 1摇 目的基因 AMHR2 和内参基因 茁鄄actin 的 PCR 引物序列

Table 1摇 The primer sequences of target gene AMHR2 and reference gene 茁鄄actin

引物 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 序列(5忆寅3忆) 退火温度
(益)

产物长度
(bp) 扩增区域

1F / R GAAGCGTTGACGAGGGTAGC / TGACCCACCTTGCACTCTAC 60. 0 597 5忆UTR / exon5

2F / R CTGTAGAGTGCAAGGTGGGTC / GCCAGGGAGTACCAAGGCAA 64. 0 560 Exon5 / exon8

3F / R GCCTTGCCTTGGTACTCCC / AACAGTGGCACTTACAGGCT 60. 0 642 Exon8 / exon11

4F / R GGCTTATGAGGCAGAACTGGG / AGCCACCTGAGGATAAGCCA 60. 0 229 Exon10 / exon11

5F / R TGCCTTGGCCCCTACTCAAC / GGTCCAGGCCTCAAATCGGA 60. 0 198 Exon8 / exon11

茁鄄actin CACCCGCGAGTACAACCTTC / CCCATACCCACCATCACACC 60. 4 207

1. 2. 5摇 AMHR2 及其剪接体组织表达普分析摇 根据

大鼠 AMHR2 基因 mRNA 参考序列(GenBank NO.
NM 030998. 1)设计特异性引物 4F / R 和 5F / R(引物

位置见图 1),分别定量参考序列和新转录本,以 茁鄄
actin 为内参基因,引物序列见表 1。 通过 RT鄄PCR
和 Real鄄timeRT鄄PCR 技术分别检测可变剪接体的组

织分布和相对表达量。 RT鄄PCR 反应体系为:模板

cDNA 1 滋l,2伊PremixTM Taq 10 滋l,上下游引物各 0郾 5
滋l,灭菌蒸馏水 8 滋l。 反应程序:95 益 预变性 5
min;95 益变性 30 s,退火 30 s,72 益延伸 12 s,35 个

循环,退火温度见表 1;最后 72 益,7 min,4 益保存。
Real鄄time RT鄄PCR 反应体系为:模板 cDNA 2 滋l,2伊
SYBR Premix Ex Taq 10 滋l,上下游引物各 0郾 4 滋l,
ROX 0郾 4 滋l,灭菌蒸馏水 6郾 8 滋l。 反应程序:95 益
预变性 30 s;95 益变性 5 s,60 益退火 34 s,40 个循

环;溶解曲线:95 益 15 s,60 益上升至 95 益。 采用

2-驻驻Ct 法, 计 算 公 式: 相 对 基 因 表 达 量 =
2-(驻Ct样品-驻Ct对照)。
1. 2. 6 摇 数据统计与分析 摇 将所得数据经 Excel
2003 初步处理之后,采用 SPSS19. 0 进行单因素方

差分析(one鄄way ANOVA)和独立样本 t 检验( inde鄄
pendent鄄samples t鄄test)。

2摇 结 果

2. 1摇 大鼠 AMHR2 可变剪接体的鉴定

大鼠 AMHR2 有 11 个外显子组成,编码蛋白由

557 个氨基酸组成。 本试验检测到 1 个新的转录

本,命名为 AMHR2鄄SV1。 通过序列比对发现,AM鄄
HR2鄄SV1 是缺失第 10 外显子(137 bp)的新转录本

(图 1,GenBank No. KJ923229)。

箭头所指为引物位置。
图 1摇 大鼠 AMHR2 基因结构和可变剪接示意图

Fig. 1摇 Diagram depicting the genomic structure and splice variant of rat AMHR2 gene

2. 2摇 大鼠 AMHR2 基因在不同组织的表达

用 RT鄄PCR 和 Real鄄Time PCR 方法分析了 AM鄄
HR2 基因参考转录本和新转录本 AMHR2鄄SV1 在大

鼠心、肝、脾、肺、肾、肾上腺、子宫和卵巢组织中的表
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达。 结果显示,在检测的大鼠组织中均存在 AMHR2
和 AMHR2鄄SV1 两个转录本(图 2);在肝、脾、肺、肾、
肾上 腺 和 子 宫 组 织 中 AMHR2 表 达 量 均 高 于

AMHR2鄄SV1,差异达到显著水平;两种转录本在不同

组织中表达趋势相同,卵巢中表达量最高,心脏中次

之,其他组织表达量均显著低于卵巢和心脏(表 2)。

图中 1鄄8 泳道分别是心、肝、脾、肺、肾、肾上腺、子宫、卵巢。
图 2摇 大鼠 AMHR2 基因不同转录本在各个组织中的 RT鄄PCR 电泳结果

Fig. 2摇 Expressions of AMHR2 and AMHR2鄄SV1 in different tissues and organs detected by RT鄄PCR

表 2摇 大鼠 mRNA 在不同组织中的相对表达量

Table 2摇 The relative expression of mRNA in different tissues of rat

转录本
组织

心 肝 脾 肺 肾 肾上腺 子宫 卵巢

AMHR2 0. 220 0依
0. 050 0b

0. 028 0依
0. 005 4c

0. 015 0依
0. 001 3c

0. 031 0依
0. 006 0c

0. 055 0依
0. 006 3c

0. 110 0依
0. 009 1c

0. 077 0依
0. 003 1c

1. 260 0依
0. 042 0a

AMHR2鄄SV1 0. 350 0依
0. 057 0b

0. 007 2依
0. 000 9d

0. 004 0依
0. 000 4d

0. 007 4依
0. 001 6d

0. 021 0依
0. 000 1d

0. 028 0依
0. 001 8c

0. 023 0依
0. 000 8d

1. 070 0依
0. 095 0a

同一行中不同小写字母表示不同组织中表达量差异显著。

2. 3摇 AMHR2 和 AMHR2鄄SV1 的生物信息学预测

利用 ORF Finder ( http: / / www. ncbi. nlm. nih.
gov / projects / gorf / )在线软件预测发现,大鼠 AM鄄
HR2鄄SV1 转录本的开放阅读框为76 ~ 1 365 bp,编码

429 个氨基酸,通过序列比对发现,AMHR2鄄SV1 是缺

失第 10 外显子(137 bp)。 利用 ORF finder 工具在

线翻译新转录本序列,发现由于外显子缺失导致终

止密码子提前出现,翻译提前终止,AMHR2鄄SV1 蛋

白序列比完整 AMHR2 蛋白序列缺少 128 个氨基酸

(图 3)。
摇 摇 ExPASy鄄ProtParam tool ( http: / / www. expasy.
ch / tools / protparam. html)软件分析结果表明剪接

体 AMHR2鄄SV1 蛋白的分子量为45 990. 7,等电点

为 5郾 89;预测剪接体 AMHR2鄄SV1 蛋白的不稳定

系数( Instability index)为 49郾 40( >40 为不稳定蛋

白);氨基酸残基亲疏水性总和( Grand average of
hydropathicity)是-0郾 106,表明该蛋白质具有亲水

性,且不稳定。

3摇 讨 论

mRNA 前体的选择性剪接可以改变编码区

序列,产生多种蛋白质,从而改变基因的功能。
据报道,脊椎动物中可变剪接被认为是蛋白质

多样 性 和 基 因 表 达 复 杂 程 度 产 生 的 重 要 原

因 [11鄄12] 。
早在 1994 年,di Clemente N 等以兔子胚胎卵巢

DNA 文库为模版成功克隆出 AMHR2 基因,并发现

其有两种不同的转录本,但并未对其信号转导特征

和表达模式进行研究[1]。 而最新研究结果发现,小
鼠 AMHR2 存在两种可变剪接体(Amhr2驻2 和 Am鄄
hr2驻9 / 10),对 AMH 信号转导有明显的负性抑制作

用[10],其中 Amhr2驻9 / 10 由于第 9、10 外显子缺失,
导致胞内激酶结构域部分缺失。 本试验发现一个新

的 AMHR2 转录本,并将其命名为 AMHR2鄄SV1,Gen鄄
Bank 登录号为 KJ923229。 分析 AMHR2 和 AMHR2鄄
SV1 两种转录本在大鼠各组织的表达情况,发现在
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大鼠组织中(包括心、肝、脾、肺、肾、肾上腺、子宫和

卵巢)均检测到 AMHR2 和 AMHR2鄄SV1 两种转录本,
且除心脏组织以外,AMHR2 表达量均高于 AMHR2鄄

SV1;此外,两种转录本在不同组织中表达趋势相

同,卵巢表达量最高,心脏次之,其他组织表达量均

显著低于卵巢和心脏。

图 3摇 AMHR2 参考转录本与 AMHR2鄄SV1 蛋白序列比对结果(A)及蛋白结构示意图(B)
Fig. 3摇 Alignment of predicted amino acid sequence of AMHR2鄄reference protein and AMHR2鄄SV1(A) and their sketch maps of the pro鄄

teins(B)

摇 摇 与 AMHR2 相比,AMHR2鄄SV1 转录本实质上是

一种截短型的 AMHR2,由于选择性剪接导致终止密

码子提前出现,其编码 429 个氨基酸残基。 运用

Conserved domains 在线软件分析剪接体 AMHR2鄄
SV1 蛋白的保守结构发现:与 AMHR2 相比,AM鄄
HR2鄄SV1 蛋白胞内结构域变短,没有完整的胞内丝

氨酸 /苏氨酸受体结构域。

TGF鄄茁 家族通过与具有丝氨酸 /苏氨酸激酶活

性的细胞表面受体结合而引发细胞效应。 细胞的恶

性转化常与 TGF鄄茁 受体的表达降低或失活密切相

关[13]。 有研究者发现在头颈部鳞状细胞癌细胞株

的细胞膜上 T茁R域丝氨酸 /苏氨酸激酶中高度保守

的欲亚区内第 526(谷氨酸寅谷氨酰胺)号残基的错

义突变(E526Q),明显降低了丝氨酸鄄苏氨酸激酶的
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活性,从而阻断了 TGF鄄茁 的信号转导,阻断了对细

胞的生长抑制作用[14]。 眼睛黑色素瘤研究中,存在

3p22 的杂合性丢失和 T茁R域表达丢失[15]。 胃癌中

存在的 DNA 错配修复系统不完善,经常发生复制错

误,基因不稳定性与位于 T茁R域第三外显子的一个

10 碱基对的聚腺嘌呤序列发生移码突变,产生一个

截短型的受体,此受体缺乏丝氨酸 /苏氨酸激酶结构

域[16]。
AMH 蛋白通过与 T茁R玉和 T茁R域复合物结合

发挥生物学效应[17鄄19],是为数不多的抑制卵泡发育

的卵巢局部调控因子之一[20]。 AMHR2 胞浆区内丝

氨酸 /苏氨酸蛋白激酶结构域,具有丝氨酸 /苏氨酸

蛋白激酶的活性,受体激活后作用于下游信号转导

分子 Smad 中介蛋白形成异源寡聚体将 AMH 信号

转导至核内,进而核内 Samd 寡聚体作为转录因子

直接与 DNA 作用,或与其他转录因子及活化因子相

互作用,对 AMH 信号的转录产生应答,调节相应靶

基因的转录,从而控制靶器官组织细胞的生长、分
化、凋亡,以表现不同的生物学效应[21鄄24]。 对河豚

(红鳍东方鲀)SD 基因位点的连锁和关联映射分析

发现该基因存在一个 SNP(C / G)位点,该位点突变

改变了 AMHR2 丝氨酸 /苏氨酸激酶区内第 384 个

氨基酸残基(组氨酸寅天冬氨酸),从而决定了河豚

的性别分化[25]。 AMHR2 跨膜结构域与胞内结构域

位点突变会导致男性持续性苗勒管综合征[26];同
时,有研究结果表明,AMHR2 多态性在多囊卵巢综

合征患者中发生的比率要高于普通患者,而卵巢

AMH 升高是多囊卵巢综合征发生的重要原因,因
此,AMHR2 基因多态性是否会影响 AMH 信号转导

和卵巢功能,以及对治疗多囊卵巢综合征、卵巢癌等

妇科癌症的临床意义显得越来越重要。
新转录本 AMHR2鄄SV1 是否会对 AMH 信号

转导产生抑制作用,还有待进一步研究。 在后期

的试验中,可以通过构建 AMHR2鄄SV1 表达载体,
进一步确定 AMHR2鄄SV1 编码蛋白的生物学效

应,同时对可变剪接体产生的机制做进一步的深

入研究。
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