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摘要　　小鼠睾丸生殖细胞瘤(testicular ge rm cel l tumour , TGCT)易感基因 Dnd1 属于 RNA 结

合蛋白基因家族成员.Dnd1 在进化中具有保守性 , Dnd1 缺乏导致小鼠原始生殖细胞(primordial

germ cell , PGC)的丧失 、 TGCT 的发生和部分胚胎死亡 , 但 Dnd1 作用机制还未明了.利用酵母

双杂交系统 , 构建小鼠 Dnd1 基因诱饵载体 pDBLeu-Dnd1 , 筛选 10.5 d的小鼠胚胎 cDNA 文库 ,

成功筛选到 4个与 Dnd1相互作用蛋白 , 其中之一为原癌基因 Jun 蛋白;进一步的酵母双杂交实验

和 GST pull dow n 实验再次确认 Dnd1与 Jun蛋白之间的相互作用.研究发现 Dnd1新的相互作用

蛋白 , 这为探明其信号传导通路及 Dnd1 致病机制研究建立了基础.

关键词　　酵母双杂交系统　Dnd1　蛋白质相互作用　睾丸生殖细胞瘤

　　睾丸生殖细胞瘤(te sticular germ cell tumour ,

TGCT)好发于 15—30 岁的青年男性 , 占 20—40

岁年龄段的男性恶性肿瘤的 60%, 在全球过去的 40

年内发病率已经翻番 , 目前仍呈增长趋势[ 1 , 2] .在我

国目前还没有系统的流行病学研究报告.TGCT 在

组织学上分为精原细胞瘤和非精原细胞瘤 , 后者包

括胚胎瘤 、绒毛膜上皮癌 、卵黄囊肿瘤等多种病理

类型.TGCT 起源于原位癌细胞(carcinoma in situ ,

CIS), 也就是转化的原始生殖细胞(primordial germ

cell , PGC)[ 3 , 4] .与一般的人群相比 , 兄弟和父子患

病的相对危险多达 8—10 倍 , 明显高于其他肿瘤(大

多数的肿瘤只有 2—4 倍).部分患者有明显的家族

史 , 而且主要在青少年和青年期发病 , 强烈提示

TGCT 的遗传倾向[ 3-6] .

我们的前期工作用位置克隆和转基因等方法 ,

于 2005 年克隆了小鼠 TGCT 的易感基因 Dnd1 ,

该基因位于染色体 18 B2 区域 , 基因 cDNA 全长

为 1825 bp , 包括 3个外显子 , 分别为 1—72 , 73—

987 以及 988 —1804位碱基 , 编码 340个氨基酸残

基 , 分子质量为 37.5 ku.Dnd1 具有一个保守的

RNA 识别结构域(RNA recognition mo tif , RRM),

因此 Dnd1 属于 RNA 结合蛋白家族成员.Dnd1 基

因在进化中具有保守性 , 人和小鼠 Dnd1 具有完全

相同的 RRM
[ 7]
.Dnd1 基因在成年小鼠的睾丸和心

脏中表达 , 在肺 、 肌肉 、肝脏 、 脾脏 、 脑 、 肾脏组

织中未检测到表达.Dnd1 与斑马鱼和小鼠的 PGC

的存活有关 , Dnd1 缺乏导致小鼠 PGC 的丧失 、

TGCT 的发生和部分胚胎死亡
[ 7 , 8]

.最近研究表

明 , Dnd1 蛋白结合在 mRNAs 上通过抑制 miR-

NAs与其靶标位点相互作用 , 从而阻碍人类和斑

马鱼 PGC 中的几种 miRNAs 的功能[ 9] .人 Dnd1

基因位于染色体 5q31 , 细胞遗传学研究表明这个
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区域以及 5q33 的缺失与人的 TGCT 发生有

关
[ 10 , 11]

, 这提示 Dnd1 基因与人 TGCT 可能存在

重要的关系.为了进一步研究小鼠 Dnd1 蛋白的功

能 , 实验以 Dnd1 蛋白为诱饵 , 利用酵母双杂交系

统筛选小鼠 10.5 d胚胎 cDNA 文库 , 以期获得与

Dnd1 蛋白相互作用的分子 , 为探明 Dnd1 基因信

号传导通路及其在男性不育和 TGCT 发生中的分

子机制研究建立基础.

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　质粒载体 、菌株 、 文库　酵母双杂交系统

为 ProQuestTM Two-Hybrid Sy stem , 购自 Gibco-

BRL 公司.该系统的酵母菌株是 MaV203.诱饵质

粒载体是 pDBLeu , 猎物质粒载体是 pPC86.载体

pQE-N 3 、 pG EX-4T-2 为本室保存.pMD18-T 载体

购自 TaKaRa 公司.大肠杆菌 E.col i DH5α、 E.

col i DH10B 和 BL21 为本室保存.小鼠 10.5 d胚胎

cDNA 文库购自 GibcoBRL 公司.

1.1.2　酶 、 抗体 、 试剂 　限制性内切酶 Sal Ⅰ ,

NotⅠ , Pvu Ⅱ 和 T4 DNA 连接酶均购自 New

Eng land Biolabs 公司.Taq DNA 聚合酶 、 质粒

DNA 提取与回收试剂盒均购自 Qiagen 公司.PCR

试剂盒购自 TaKaRa公司.鲑鱼精 DNA 为 Invit ro-

gen公司产品.X-gal为 Clontech公司产品.3A T ,

LiAc , DMSO , PEG3350 及酸处理的玻璃珠为 Sig-

ma 公司产品.酵母培养基为英格兰 OXOID 产品.

His单克隆抗体为 Pharmacia 公司产品.其他为本

室保存.

1.2　方法

1.2.1　诱饵质粒的构建 、自身激活与毒性检测　根据

GenBank中小鼠 Dnd1 序列 , 设计 Dnd1 编码区序

列的特异性引物并分别引入相应酶切位点:上游引

物 5′- CGCGTCGACCCAA TAT TTCCAGA TG-

GTCTCC-3′, 下划线表示 SalⅠ酶切位点;下游

引物:5′- TA TGCGGCCGCTCACTGCT TAAC-

CA TAG TACC-3′, 下划线表示 Not Ⅰ酶切位点.

PCR法从小鼠 10.5 d 胚胎 cDNA 文库扩增 Dnd1

基因编码区全序列 , 将纯化后的 PCR 产物克隆至

pMD18-T 载体 , 酶切验证及测序正确后 , 将重组

质粒 pMD18-T -Dnd1 和 pDBLeu 载体分别经

SalⅠ 、 NotⅠ内切酶处理 , 将得到的 Dnd1 基因片

段与 pDBLeu 载体连接构建诱饵质粒 pDBLeu-

Dnd1.经 SalⅠ , NotⅠ及 Pvu Ⅱ内切酶酶切和测

序验证.融合区域的通读框经序列分析正确后 , 采

用 PEG/ LiA c法将该诱饵质粒 pDBLeu-Dnd1 转

化酵母菌株 MaV203 , 并采用 β-半乳糖苷酶滤纸

显色法检测其自身激活活性;观察缺陷培养平板上

酵母菌 MaV203(pDBLeu)和 MaV203 (pDBLeu-

Dnd1)的颜色 、 形状 、生长状态 , 并比较表达 BD

-Dnd1 融合蛋白的酵母菌生长速度与仅表达 BD

多肽的酵母菌的生长速度的差异等指标检测毒性.

1.2.2　酵母双杂交筛选 Dnd1相互作用蛋白　采用

PEG/LiAc 方法将诱饵质粒 pDBLeu-Dnd1 和构建

在 pPC86 载体上的小鼠 10.5 d 胚胎 cDNA 文库质

粒共转化酵母菌株 MaV203.小鼠 10.5 d 胚胎 cD-

NA 文库(250μg)与鲑鱼精 DNA(20μg)混合后再

加入新鲜制备的 MaV203(pDBLeu-Dnd1)感受态

细胞(8mL)、 1×PEG3350/ LiAc 溶液(6 mL), 30℃

200 r/min 震荡孵育 30min 后 , 加入 7 mL DMSO ,

轻轻颠倒混匀 , 42℃ 水浴热休克 15 min , 冰浴

5min , 离心后的菌体重悬于 15 mL 1×T E/LiAc 溶

液中 , 涂布于 15 cm SC-Leu-Try-His+3A T 平板

上 , 30℃恒温培养 6 —8 d.将第一轮的阳性克隆分

别划线至 SC-Leu-T ry -Ura 平板上及 SC-Leu-

Trp-His-Ura+3AT 营养缺陷平板上 , 并进行第二 、

三轮筛选.

1.2.3　β-半乳糖苷酶活性检测　将酵母克隆依次

点至 Whatman 滤纸上 , 30℃培养 1 d , 液氮中冻融 2

次 , 每次 l5 s.恢复至室温后将长有酵母菌的滤纸小

心置于浸有分析液[ 10mL Z Buffer(Na2HPO4 ·7H2O

16.1 g/L , NaH2 PO 4 ·H 2O 5.5 g/ L , KCl 0.75 g/L ,

MgSO4 ·7H 2O 0.246 g/ L , 60μL β-巯基乙醇 , 10mg

X-gal)]的 Whatman 滤纸上 , 30℃孵育 , 观察克隆

呈现蓝色的时间 , 时间为 30min—24h.

1.2.4　阳性克隆文库质粒的自身激活检测及转回

验证　选取阳性克隆转化子接种于 SC-Leu-T rp
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液体培养基 , 30℃培养过夜 , 用苯酚/氯仿/异戊醇

抽提酵母质粒 , 转化大肠杆菌 DH5α, 转化产物涂布

于 LB Ampr平板;提取大肠杆菌质粒 , 并与诱饵质

粒共同转化酵母 MaV203 感受态细胞 , 转化产物涂

布于 SC-Leu-T ry 营养缺陷平板上 , 待克隆长出后

再用 β -半乳糖苷酶滤纸法检测各转化子的 LacZ

表型.

1.2.5　阳性酵母克隆的鉴定与分析　采用电穿孔

转化法将酵母菌阳性克隆文库质粒转化宿主菌 E.

col i DH10B 感受态细胞 , 转化产物涂布于 Amp
r
LB

平板 , 挑取单克隆在液体培基中扩增后 , 提取文库

质粒 DNA.以制备好的阳性文库质粒为模板 , 使用

系统提供的 pPC86 载体的测序引物 , PCR 法扩增

pPC86-Library 中插入片段 , 确定插入片段大小.

将转回验证仍为阳性克隆质粒测序 , 对所测得的序

列在 NCBI 上进行同源性搜索 , 得到可能与诱饵蛋

白 Dnd1 相互作用的因子.pPC86-Library 质粒的

测序引物为:正向引物:5
,
-TATAACGCG T TT-

GGAATCACT - 3 , , 反 向 引 物:5 , - GTA-

AA T TTCTGGCAAGG TAGAC-3 , .

1.2.6　GST pull-down 实验　构建 His-Dnd1 和

GST -Jun 融合蛋白表达质粒并分别转化 BL21 感

受态细胞 , IPTG 诱导融合蛋白表达.大量表达后 ,

低速离心收集菌体 , 适量细菌裂解液(含 100 mg/L

PM SF)重悬 , 冰浴超声破碎.高速离心后 , His-

Dnd1 取沉淀 , 该融合蛋白以包涵体形式存在 , 而

GST -Jun 取上清.前者经 8mol/ L 尿素变性缓冲液

溶解及复性液后得到 His-Dnd1 融合蛋白 , 后者加

适量谷胱甘肽琼脂糖珠结合经洗脱后得到纯化的

GST -Jun 融合蛋白.在 1.5mL 离心管中混合 4 g

HIS-Dnd1 融合蛋白及适量 GST -Jun 融合蛋白 、

作为对照的 GST 接头蛋白 , 1×PBS 缓冲液补足体

积到 1mL , 4℃摇动 4h 后 , 加入谷胱甘肽琼脂糖珠

4℃摇动 1 h.4℃2000 rpm 离心 1 min 去上清 , 用

含 0.1% Triton X-100的 PBS 缓冲液洗涤 4 次 ,

每次 10m in.离心后用适量上样缓冲液重悬 , 105℃

处理 10 min , SDS -PAGE 电泳后 , 进行 Western

blo t 分析.

2　结果

2.1　诱饵质粒 pDBLeu—Dnd1 的构建 、 鉴定 、 及

其自激活作用和毒性检测

重组诱饵质粒 pDBLeu-Dnd1经 SalⅠ和NotⅠ双酶

切后 , 酶切产物中应有 1 kb 左右的条带(1023 bp),

这是插入的编码区序列;重组诱饵质粒 pDBLeu -

Dnd1中有 4个 PvuⅡ酶切位点 , 载体和插入片段各有

两个 , 经 PvuⅡ单酶切后产物中应有 4 条特征性条带

为 615 , 772 , 3951和 5588 bp(图 1(a)).结果显示与

预期值大小一致 , 证实重组质粒 pEGFP-Dnd1中插入

的 Dnd1基因片段大小及方向均正确(图 1(a)).将酶

切鉴定正确的质粒 pDBLeu-Dnd1进行测序 , 测序结

果表明插入序列和 ORF 正确(结果未显示), 诱饵质

粒 pDBLeu—Dnd1 构建成功.在将成功构建的 pD-

BLeu —Dnd1转入酵母菌感受态细胞 MaV203 , 并涂

布于相应的营养缺陷培养平板上 , β-半乳糖苷酶滤

纸法检测 , 结果显示诱饵质粒 pDBLeu—Dnd1自身不

能激活下游报告基因 LacZ 的转录(图 1(b)).将诱饵

质粒 pDBLeu—Dnd1和空载体 pDBLeu分别转化酵母

菌 MaV203感受态细胞后 , 酵母菌 MaV203(pDBLeu)

和 MaV203(pDBLeu —Dnd1)在 SC-Leu平板中生长状

态良好 , 在颜色 、数量 、 菌落形态上没有明显差别 ,

在液体培养基中的增值速度也近乎一致(结果未显

示), 说明 pDBLeu —Dnd1 对 MaV203无明显毒性.

以上结果表明 , pDBLeu—Dnd1 适用于酵母双杂交系

统筛选文库相互作用蛋白.

图 1　诱饵质粒 pDBLeu-Dnd1 酶切鉴定与自身激活检测

(a)酶切鉴定 M:DNA 标准(DL2000);1 诱饵载体 pDBLeu-

Dnd1;2 pDBLeu-Dnd1双酶切产物;3 pDBLeu—Dnd1经 PvuⅡ单

酶切产物;(b)自身激活检测 , C 和 D 阳性对照;1 MaV203

(pDBLeu)(pPC86)阴性对照;2 MaV203(pDBLeu—Dnd1)(pPC86)
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2.2　与 Dnd1相互作用蛋白的小鼠胚胎 cDNA文库

筛选

小鼠 胚 胎 cDNA 文 库 质 粒 转 化 酵母 菌

MaV203(pDBLeu-Dnd1)感受态细胞 , 并涂布于

15 cmSC-Leu-T ry -His+3A T 营养缺陷平板 ,

经 30℃恒温培养 6 d后 , 有白色克隆长出 , 分别编

号 , 至第 15 d时 , 共计 172个克隆.按照前述方法

逐一将已长出的直径大于 2 mm 的菌落再次划线至

15 cmSC-Leu-Try -Ura营养缺陷培养板 , 经过

3轮筛选 , 最终鉴定出 8个与 Dnd1 有相互作用的

阳性克隆(图 2).

图2　第3轮筛选(15-cmSC-Leu-Try-His+30mM3AT)

中的阳性克隆

C , D:阳性对照菌株;pD+pP:MaV203(pDBLeu)(pPC86)阴性对

照;pD-Dnd1+pP:M aV203(pDBLeu-Dnd1)(pPC86)阴性对照;

阳性克隆序号(2-1 , 3-1 , 4-1 , 7-2 , 11-4 , 12-1 , U2 , U3)

2.3　阳性克隆的 PCR 鉴定 、 自身激活检测和转回

验证

以制备好的 8 个文库质粒 pPC86-Library 为模

板 , 使用 pPC86载体的测序引物扩增得到文库质粒

pPC86-Library 中的插入片段 , 确定了插入片段大小

的同时也检测了质粒的纯度(图 3).用 β-半乳糖苷

酶滤纸法检测阳性克隆文库质粒自身激活 , 结果显

示 8个阳性克隆的文库质粒均不能自身激活 LacZ

的转录(图 4(a)).将 8个文库质粒与 pDBLeu-Dnd1

共同转化酵母菌 MaV203 感受态细胞 , 结果显示 β

-半乳糖苷酶活性为阳性 , 从而确定为阳性克隆

(图 4(b)).将得到的 8 个阳性克隆质粒 , 利用

pPC86引物进行测序后 , 对测序结果首先利用 NC-

BI 的在线工具 Vecto rscreen分析并除去目的片段两

端所含的部分载体序列 , 然后将余下的目的基因利

用序列比对工具 BLAS Tn对其进行相似性比较 、比

对并归纳整理 , 结果证实 8 个阳性文库 DNA 分别

为 4 个基因 , 其中之一是 Jun 癌基因.

2.4　Dnd1 蛋白与 Jun 蛋白之间的在酵母中的相互

作用

为了进一步验证 Dnd1 蛋白与 Jun 蛋白之间的

相互作用 , 我们将 Jun全长编码序列构建到酵母表

达载体 pPC86上 , 经酶切鉴定和序列分析成功构建

pPC86—Jun(结果略).将 pPC86—Jun 质粒与 pD-

BLeu —Dnd1质粒共同转化酵母菌 MaV203感受态

细胞 , β-半乳糖苷酶滤纸显色法分析结果显示 ,

pDBLeu —Dnd1 和 pPC86 —Jun 的相互作用结果为

阳性(图 5).
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图 5　pDBLeu-Dnd1 和 pPC86-Jun在酵母

双杂交系统中的验证

C , D , G:系统提供的阳性对照酵母菌;E:pDBLeu+

pPC86-Jun 自激活阴性对照;F:pDBLeu-Dnd1+

pPC86-Jun 阳性结果;H:pDBLeu+pPC86 阴性对

照;I:pDBLeu-Dnd1+pPC86阴性对照

2.5　Dnd1蛋白与 Jun蛋白之间的体外相互作用

成功构建 His-Dnd1 和 GST-Jun 融合蛋白表达

质粒(结果略);将大肠杆菌中表达 、 纯化得到

的His-Dnd 1融合蛋白分别GST -Jun融合蛋白

与 GST 接头蛋白混合进行体外 GST-pull dow n 实

验.结合产物洗脱珠子后 , 经过变性及 SDS-PAG E

电泳 , His-Dnd1 蛋白和 GST-Jun 蛋白分开 , 用 His

单克隆抗体进行 Western blot 检测(His-Dnd1 蛋

白).结果显示 His-Dnd1 能够与 GST-Jun结合 , 但

不能与 GST 蛋白结合(图 6), 阳性对照是 His-

Dnd1 融合蛋白(Input).这一结果表明 Dnd1 与

c-Jun 能够在体外发生特异性的相互作用 , 而与单

纯的 GST 无结合作用.

图 6　Dnd1 和 Jun 蛋白的 GST-pull down 实验

M:蛋白质标准分子量;1 His-Dnd1 直接点样作为阳性对照;2

GST-Jun 和 His-Dnd1混合经GST 特异性结合珠子沉淀;3 GST 和

His-Dnd1 混合经 GST 特异性结合珠子沉淀 , 作为阴性对照

3　讨论

细胞内或细胞间的生物学事件最终要靠蛋白质

间的相互作用来完成 , 能够直接相互作用的蛋白质

在功能上往往密切相关 , 因此蛋白质相互作用的研

究是认识基因功能的一个重要途径.酵母双杂交系

统以其简便 、灵敏 、 高效等特点之前已被广泛应用

于生物学研究的各个领域 , 如细胞信号转导 、细胞

周期调控 、 基因转录和翻译调控等.

Dnd1 属于 RNA 结合蛋白基因家族成员 , 目前

已经明确 RNA 结合蛋白参与 RNA 剪接 、 多聚腺

苷化作用 、 序列编辑 、 RNA 转运 、维持 RNA 的稳

定和降解 、细胞内定位和翻译控制等 RNA 代谢的

各个方面[ 12-14] , RNA 结合蛋白与男性不育密切相

关
[ 15]
, 在肿瘤发生中具有重要作用

[ 16]
.Dnd1 基因

RNA 识别结构域的点突变(C※T)引入了一个终止

密码子 , 这个具有 RNA 识别元件的蛋白质变成了

一个截尾蛋白(t runcted pro tein)从而导致它本身失

活 , 造成小鼠胚胎发育中 PGC 大量丧失 、 TGCT

的发生和部分胚胎死亡.转基因研究表明 Dnd1 具

有抑制肿瘤生长和逆转 PGC 缺失等重要的生物学

功能
[ 7]
.细胞遗传学研究也提示 Dnd1 基因与人

TGCT 可能存在重要的关系.但易感基因 Dnd1 在

TGCT 发生中的分子机制目前尚不明确 , 作为了解

其致瘤机制的第一步 , 需要找到与它相互作用的蛋

白 , 通过了解这些蛋白质的功能探明其信号传导通

路及 Dnd1 基因的在 TGCT 发生中的分子机制.最

近有研究用免疫共沉淀技术发现 Dnd1 与另一个

RNA 结合蛋白家族成员 Apobec3 相互作用 , 但

Dnd1-Apobec3 相互作用的功能还未阐明 , 根据

Dnd1和 Apobec3 都分别能结合在 mRNA s 上抑制

miRNAs 与其靶标位点相互作用 , 从而推测 Dnd1

可能通过与 Apobec3 相互作用调节 miRNAs 介导

mRNA 上的抑制可能是维持 PGC 存活和防止

TGCT 的发生的一个重要机制
[ 9 , 17 , 18]

.

本研究首先成功地构建诱饵质粒 pDBLeu-

Dnd1 , 诱饵质粒 pDBLeu-Dnd1 的质控结果表明

pDBLeu-Dnd1 的对报告基因无自身激活作用和对宿

主菌 MaV203 无毒性作用.以 Dnd1 为诱饵蛋白 ,

利用酵母双杂交系统筛选小鼠 10.5 d 胚胎 cDNA

文库成功筛选到 4 个与 Dnd1 相互作用蛋白 , 其中

之一为原癌基因 Jun , 再次的酵母双杂交和 GST

pull dow n 实验进一步确认了 Dnd1和 Jun蛋白之间

的相互作用.Jun原癌基因属于 bZIP 家族核内转录
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因子成员之一 , 可以结合在许多基因的启动子上参

与基因转录的调控.其蛋白编码产物能通过亮氨酸

拉链形成同源二聚体或与 A P-1 家族其他成员形成

异源二聚体 , 与某些基因的 DNA 区域特异结合以

凋控下游基因的转录活性 , 参与细胞增殖 、 分化 、

凋亡等过程 , 在胚胎的发育 、 机体免疫系统功能的

调节中发挥作用
[ 19-21]

.大量研究工作证实 , 原癌基

因参与了精子发生的过程 , 但对其明确的分子作用

机制还缺乏统一而系统的认识.如原癌基因启动精

子发生的具体信号传导途径 、原癌基因之间或与其

他基因相互作用在精子发生中的作用目前远未阐

明
[ 22-26]

.Jun 蛋白定位于精原细胞 、 初级精母细胞

和次级精母细胞的胞质内 , 细胞核内也有表达.通

过对小鼠精子发生周期中 c-Jun 在 mRNA 和蛋白

质水平的研究发现 , c-Jun 参与生精上皮更替特定时

期生精细胞增殖和分化的转录调控
[ 27-29]

.因此 Jun

与 Dnd1之间的相互作用提示具有抑瘤特性的 Dnd1

可能作为 Jun 蛋白的负调控因子与其正调控因子共

同调节 Jun 的转录或表达 , 从而通过 Jun 信号通路

来调节生精细胞的増殖和分化;若细胞中 Dnd1 基

因发生突变或者缺失 , 减弱或失去了这种调节作用 ,

就可能导致生精细胞的过度増殖以及向癌细胞转

化 , 最终导致睾丸生殖细胞瘤的发生.Dnd1 转基因

则可能通过恢复 Dnd1 对 Jun 的正常调控 , 恢复生

精细胞的増殖和分化动态平衡 , 从而逆转 PGC 缺失

和抑制肿瘤生长.

综上所述 , 利用酵母双杂交系统成功筛选到

Dnd1 新的互作蛋白—原癌基因 Jun 蛋白.进一步

的酵母双杂交实验和 GST pull dow n 实验再次确认

Dnd1与 Jun蛋白之间的相互作用.接下来我们还将

用免疫共沉淀 、 荧光共定位 、染色质免疫共沉淀及

报告基因分析等系列技术来证明 Dnd1 和 Jun 生理

上的结合与功能上的联系 , 并进一步明确 Dnd1-Jun

相互作用与睾丸生殖细胞瘤发生的关系 , 为明确

Dnd1的信号传导通路及其 Dnd1突变导致睾丸生殖

细胞瘤发生的分子机制建立基础。
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