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参与小鼠神经发育的 !"#$% 基因的组织表达
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摘要：介绍了一种可能在神经发育过程中起重要调节作用的基因 +,-.% 在小鼠发育过程中的 +/01 和

蛋白质水平的表达变化。通过对新生和成年小鼠多组织免疫杂交（2345367 89:5）和反转录 ;,/（/<=;,/）

检测发现：该基因在多种组织中广泛表达，但脑部显示高表达，并且新生鼠各组织表达均高于成体。小

鼠 %%>* . 胚胎切片免疫组化实验也支持这一结果。+,-.% 在神经系统发育早期的表达暗示它可能参与

了神经系统的发育过程。
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,-.%（-:C93.=-:C9=REB%）是一个仅在脊椎动

物中存在而且相当保守的基因，其功能研究较

少。目前的研究发现其在斑马鱼（?+$#( *%*#(）

的神 经 模 式 化 过 程 中 起 到 了 正 向 的 促 进 作

用［%］；在对小鼠 @>* ( %%>* . 胚胎的整体原位杂

交结果表明，在小鼠胚胎发育的 %%>* .，其在神

经系统有特异的表达［!］。但其蛋白和 +/01 水

平的定量表达研究少见报道。

我们对新生和成年小鼠各组织的鼠 ,-.%
（+:M43=,-.%，+,-.%）表 达 进 行 了 /<=;,/ 和

2345367 Y9:5 检验。结果发现，+,-.% 表达广泛

分布于小鼠各组织，但主要集中于脑部，而且在

新生小鼠的表达明显高于成年小鼠。同时对于

小鼠 %%>* . 胚 胎 切 片 利 用 本 室 自 制 的 兔 抗

,-.% 多克隆抗体进行免疫组化染色。结果也

表明，+,-.%

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

在胚胎发育过程中集中于脑部。



说明 !"#$% 在小鼠神经的发育过程中的确可

能存在一定的作用。另外其他组织的表达变化

也提示了其对于多个系统的发育可能同样存在

调节作用。

! 材料与方法

!"! 反转录 &"’（’(#&"’） 新生一周和成年

小鼠取各主要组织于 ()*+,* ’-./-01（20341),/-0）中

匀浆；氯仿抽提法提取总 ’56；紫外分光光度

计 789::（ ;<"6=>65）定量后利用反转录酶

>?>@A（&),!-/.）将 !’56 反转录为 #756；&"’
过程利用的引物为：

!"#$%（BC DE?6"6F6(F6F""6F6"("(?GE；
$,H0 DE?(F6(("(""(""6"6"("?GE）；

!.#140（BC DE?F6""(F6"6F6"(6""("6?GE；
$,H0 DE?FF6F""6F6F"6F(66("(?GE）；

反应条件：IDJ %: !40；IKJ % !40；D9J %
!40；LMJ % !40；G: 个循环；&"’ 产物经 %NMO
琼脂糖电泳后凝胶成像仪扫描观察。

!"$ 免疫杂交（P-Q1-)0 R*,1） 取新生一周和

成年小鼠各主要组织在蛋白裂解液中匀浆。冰

上裂解 G: !40 后 %G ::: )S!40 离心 %D !40，取上

清 T 9:J保存；%MO的 U7U?&6F< 胶 %K: A 电泳

I: !40，半干法（Q-!4?$)V）M% A 转膜 D: W L: !40；

(;U?(（CX LNK (;U，:N%O (H--0 M:）漂洗 G Y %:
!40。DO脱脂奶粉（(;U?( 配制）室温封闭 M Z；

本室自制的兔抗 "#$% 多克隆抗体 % [ % D:: 结

合，KJ摇晃结合过夜；(;U?( 漂洗 G Y %: !40；山

羊抗兔辣根过氧化物酶标记二抗（中山公司）% [
G ::: 室温结合 M Z；(;U?( 漂洗 G Y %: !40；76;
试剂盒（中山公司）显色。

!"% 免 疫 组 化（ 2!!B0,Z4Q1,#Z-!4Q1)V） 鼠

%%ND $胚胎石蜡切片梯度酒精脱蜡复水；:N%
!,*S@ 的 &;U（CX LNK）洗 G Y %: !40；:NGO 的

()41,0 \?%:: 穿透 G: !40；GO双氧水 %: !40 封闭

内源性的辣根过氧化物酶；&;U 洗 G Y %: !40；

DO羊血清封闭 G: !40；加本室自制的兔抗 "#$%
多克隆抗体 % [D::，KJ过夜；&;U 洗 G Y %: !40；

山羊抗兔辣根过氧化物酶标记二抗 % [ % D:: 室

温孵育 M Z；&;U 洗 G Y D !40；76; 试剂盒镜检

显色；&;U 浸泡去除多余 76; 后梯度酒精脱水

封片；镜下观察。

$ 结 果

$"! &’()! 在新生小鼠各组织中的表达分布

兔抗 "#$% 多克隆抗体为本室自制，为了检测

其特异性，利用 C"756KN% 构建了 "#$% 的过表

达载体，并且转染 C%I 细胞。利用自制 "#$% 抗

体和抗 C"756KN% 载体自带的 !V# 标签抗体对

"#$% 抗体的特异性进行检测。结果可见，过表

达 "#$% 和正常的 C%I 细胞在利用抗 "#$% 抗体

检测时在 D: ]B 左右有单一的条带，而 !V# 抗

体检测也在 D: ]B 处有单一表达，说明抗体特

异性良好，可以用于后续实验（图 %）。

图 ! ’()! 抗体特异性的 *+,-+./ 012- 检测

3456 ! 78+(494(4-: )+-+(-42/ 29 ’()!
;/-402): 0: *+,-+./ <12-

%，GN&%I 细胞；M，KN 过表达 "#$% 的 &%I 细胞。

%，GN&%I #-**；M，KN &%I #-** H41Z "#$% ,3-)-^C)-QQ4,0_

对 于 新 生 一 周 的 小 鼠 各 主 要 组 织 检 测

!"#$% 的 !’56 表达。结果表明，!"#$% 在新

生一周各组织的表达都较广泛，大脑、小脑、眼

睛、肺、心、脾、肝、肾、肌肉都有表达，其中肺、脾

和肾的表达水平较低。

P-Q1-)0 R*,1 检验蛋白水平的表达结果表

明，新生一周小鼠该蛋白在脾脏以外的多个组

织都表达，如脑、肺、心、肾和肝脏但脑中表达显

著高于其他组织（图 M）。
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图 ! "#$% 在新生小鼠各组织中的表达

&’() ! *+,-.//’01 02 3"#$% ’1 ,0/415456 3’#.
!" 新生一周小鼠各组织中 #$%! 表达。& ’ ( 分别为大脑、小脑、眼睛、肺、心、脾、肝、肾、肌肉。

)" 新生一周小鼠各组织中 #*+,& 蛋白表达。& ’ - 分别为大脑、肺、心、肝、肾、肌肉、脾。

!./01 #*+,& #$%! 1234155678 68 37598:9:; 781 <11= 9655>15，& ? ( *141@4>#，*141@1;;>#，AB1，C>8D，E1:49，F3;118，C6G14，H6,81B，I>5+;1.

). /01 #*+,& 3479168 1234155678 68 37598:9:; 781 <11= 9655>15，& ? - *141@4>#，C>8D，E1:49，C6G14，H6,81B，I>5+;1，F3;118.

!7! 3"#$% 在成体小鼠各组织中的表达分布

成体小鼠各组织 #*+,& 的 #$%! 表达和新生

鼠相比同样表达广泛，但与新生鼠相比 #*+,&
在成体的表达明显降低。在检测的所有组织

中，在大脑、小脑、肝、肾、睾丸有较高水平的表

达；眼、肺、心、肌肉、卵巢表达水平较低；脾脏不

表达 #*+,&。J159148 @;79 检验蛋白水平结果表

明，心脏和脾脏都未检测到它的表达。而在大

脑、小脑、肺、肾、卵巢和睾丸中都表达。相比新

生小 鼠，成 体 的 #*+,& 表 达 水 平 明 显 降 低

（图 K）。

图 8 3"#$% 在成体鼠各组织中的表达

&’() 8 *+,-.//’01 02 3"#$% ’1 5$964 3’#.
!" 成体鼠各组织中 #$%! 表达。& ’ && 分别为大脑、小脑、眼睛、肺、肝、心、肾、脾、肌肉、卵巢、睾丸。

).成体鼠各组织 #*+,& 蛋白表达。& ’ &L 分别是小脑、大脑、肺、心、肝、肾、肌肉，脾、卵巢、睾丸。

!./01 #*+,& #$%! 1234155678 68 :,>;9 #6+1.& ? && *141@4>#，*141@1;;>#，AB1，C>8D，C6G14，E1:49，H6,81B，F3;118，I>5+;1，MG:4B，/15965.

). /01 #*+,& 3479168 1234155678 68 :,>;9 #6+1.& ? &L *141@1;;>#，*141@4>#，C>8D，E1:49，C6G14，H6,81B，I>5+;1，F3;118，MG:4B，/15965.

!78 小鼠胚胎组织切片中 3"#$% 的表达

&&"N , 小鼠胚胎切片组化结果（图 O）表明，胚

胎 &&"N , #*+,& 的表达主要集中在神经系统：

中脑（#6,@4:68，I)）；延 髓（#1,>;;: 7@;78D:9:，
IM）；脊髓（5368:; +74,，F*）［K］。

8 讨 论

*+,& 基因是利用差异显示技术筛选胎脑

和成年大脑差异表达基因过程中筛选出来的一

个新基因。我们利用数据库资源对该基因的同

源基因进行了生物信息学分析，发现该基因只
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在脊 椎 动 物 中 存 在 而 且 相 当 保 守。!"#$%#、
&’"#() 等于 *++, 年报道了利用显微注射的方

法研究斑马鱼 -’(. 的在胚胎发育过程中的功

能，结果发现它是作为 /01 信号通路的一个正

调节因子起作用［.］。景孝堂等于 *++2 年对小

鼠 342 5 ..42 ( 胚胎进行整体原位杂交的实验

表明，胚胎 ..42 ( %-’(. 有明显表达，且主要集

中于端脑、眼原基、间脑、中脑、菱脑、脊髓［*］。

我们对新生和成体小鼠多组织的 /671680 9:$1
及 ;<=>-; 的实验结果从转录和转译两个水平

都证明了 %-’(. 在脑部的高表达。对 ..42 (
的胚胎染色表明了其在胚胎中脑和后脑的定

位。这些实验结果从不同的侧面验证了其在神

经发育过程中可能起着重要的调节作用。

图 ! "#$%& 在小鼠胚胎神经系统中的表达

’()* ! +,-./00(12 13 "#$%& (2 "140/ /"5.61’0 2/4.78 0609/"
?：..42 ( 小鼠胚胎 .4* @ *42；A：中脑局部 .+ @ ,4,；-：中脑局部 B @ ,4,。

?：..42 ( 6%98C$ .4* @ *42；A：%#(98)#0 .+ @ ,4,；-：%#(98)#0 B @ ,4,4

DA：中脑（%#(98)#0）；DE：延髓（%6(F::) $9:$0G)1)）；!-：脊髓（7H#0): ’$8(）。

另外，-’(. 是一个具有螺旋=螺旋结构域和

I#7"6J6::6(=?K#0（ILM）结构域的蛋白［.，B］。其中

螺旋=螺旋结构域在大约 .+N的蛋白分子中都

存在，该结构域对蛋白质的组装和发挥功能非

常重要。虽然单个螺旋=螺旋结构很简单，但它

们可以平行或反向平行排列组装成不同的结

构。而且可以和其他结构域相互作用形成同源

或异源二聚体或多聚体，这些性质使它们功能

多样，参与许多重要的生命过程［2］。我们发现

对比新生和成体鼠各组织（如：肺、心、肝、肾等）

在新生阶段 %-’(. 的表达明显高于成体鼠。

这也提示 -’(. 可能参与了多个系统的发育过

程，这一观点还需要进一步的实验来验证。
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