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转录因子 !"# 在小鼠胚胎组织中的分布

钟善传，罗* 雪，陈兴书，蔡其燕，姚忠祥* * （第三军医大学基础医学部组织学与胚胎学教研室，重庆市神经科学研究所，重
庆 %"""(’）

* * 摘* 要：目的* 观察转录因子 +,&在小鼠胚胎发育过程中的时空分布规律。方法* 利用-./0.12 3450技术检测 +,& 在
小鼠胚胎 +’6 $ 7 +!86 $ 的表达强度；利用免疫组化技术观察 +,& 在胚胎发育不同时期各组织器官中的分布。结果
!-./0.12 3450：+’6 $未检测到明显的阳性蛋白条带，+)6 $ 7 +!$6 $ 在相对分子质量为 %! 9 !"(处检测到清晰的 +,& 蛋白条
带，表达水平从 +)6 $ 7 +!&6 $ 逐渐增强，+!(6 $ 之后逐渐减弱，至 +!:6 $ 消失。"免疫组化：在胚胎不同时期，+,& 蛋白在
中后脑交界部、;<0=>.囊周围、下颌弓、视交叉、嗅球、椎间盘、轴旁肌和一些间充质组织中都有不同程度的表达。结论
+,& 蛋白可能参与了神经系统、骨骼肌、椎间盘和一些间充质组织的发育与分化。
* * 关键词：+2?1<@4.A#&；胚胎发育
* * 中图法分类号：;#((&；;(&)6 !；;()%6 & * * * 文献标识码：B
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* * +,&（+2?1<@4.A#&）蛋白是同源盒蛋白转录因子
+,（+2?1<@4.A）在脊椎动物中的 ! 个亚型，它含 ! 段由
:" 个氨基酸组成的结构和功能高度保守的同源结构
域。!)&) 年，+>.1在黑腹果蝇的自发突变中首次发现
+,基因。在脊椎动物中，除了在斑马鱼中存在 % 种同
系物外，普遍存在 & 种 +, 的同系物，即 +,! 和
+,&［!］。有研究表明，基因敲除使小鼠 +,& 无效突变
可导致小脑发育过程中分叶的缺陷，造成小脑裂的缺
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失，说明 +,& 参与了小脑发育过程位置信息的调
节［&］。+,& 转录因子是一种可溶性的分泌蛋白，可分
泌到其靶细胞或细胞间质中，以发挥转录调节作用。

有研究者通过体外实验发现 +,& 对非洲蟾蜍的视网
膜具有轴突导向的作用［(］。+,& 蛋白的生物学功能
不断得到揭示，而它在胚胎发育过程中的完整分布情

况却尚少见有报道。本研究应用特异的 +,& 多克隆
抗体，通过 -./0.12 3450 和免疫组化技术观察 +,& 在
小鼠胚胎发育过程中的时空表达规律，初步探讨 +,&
蛋白的分布与其功能的关系，为深入研究 +,& 在胚胎
发育过程中的作用提供形态学依据。

;< 材料与方法

!6 !* 实验材料
!6 !6 !* 实验动物和标本采集* * 成年昆明种小鼠（由本校实
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验动物中心提供）。将成年昆明种小鼠于 ’(：)) 按雌雄 ’* ’比
例合笼，次日 (：)) 检查有阴栓者记为当天中午胚胎 )# + ,（-./
0123456 ,72 )# +，$)# +）。在孕期为 $(# +（! 8 9）、$9# +（! 8 ’+）、
$’)# +（! 8 ’’）、$’’# +（! 8 ’!）、$’&# +（! 8 ’+）、$’!# +（ ! 8
’)）、$’:# +（! 8 ’’）、$’+# +（ ! 8 ’&）、$’;# +（ ! 8 ’!）、$’<# +
（! 8 ’)）时，引颈处死孕鼠，在解剖显微镜下剥离胎盘和胎膜组
织，获得各阶段的鼠胚。

’# ’# &" 主要试剂" " 山羊抗 $%& 多抗（=74>7 ?1@A），生物素化
兔抗山羊（北京中杉），=BC? 试剂盒（博士德），DEF 标记兔抗
山羊（?G-.5634），EBFH裂解液和 FI=J（上海申能博彩），分子
量标准（赛百盛）。

’# ’# !" 主要设备" " K-L>-14 0M3>实验设备为 C53/E7, 公司产
品，显微照相系统为 NM2.O@L产品。

’# &" 实验方法
’# &# ’ " K-L>-14 0M3> " " 提取全胚胎组织蛋白样品，在 ’&P
=Q=/FBR$凝胶中进行电泳分离后，将蛋白质转移至 %? 膜。
%?膜在含 +P脱脂奶粉的 SC=S 缓冲液中室温封闭 & G，依次
加入一抗（’* !))），!< T孵育 & G 后，: T过夜；辣根过氧化物
酶标记兔抗山羊二抗（’* ’ )))），!< T孵育 & G；QBC显色；C53/
E7,图像采集系统采集结果。
’# &# &" 免疫组化" " 对 $9# + U $’<# + 小鼠胚胎进行 ’( !.全
胚胎矢状连续冰冻切片，抗 $%&（’* ’))）行 =BC? 法免疫组织
化学染色。对照实验用 FC=代替一抗。

!" 结果

&# ’" $%& 在小鼠胚胎不同发育阶段的表达
" " 从小鼠胚胎不同发育阶段提取总蛋白进行 K-L>-14 0M3>，结
果显示，在胚胎 $9# + 开始检测到 $%& 蛋白的表达，并且表达强

度持续上升，到 $’&# + 和 $’!# + 时最强，$’:# + 之后逐渐减弱，
至 $’;# + 时已检测不到（图 ’）。

! " # $ % & ’ ( )
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’：$(# +；&：$9# +；!：$’)# +；:：$’’# +；+：$’&# +；;：$’!# +；
<：$’:V +；(：$’+# +；9：$’;# +
图 #" $%! 在小鼠胚胎不同发育阶段表达量的变化

&# &" $%& 在小鼠胚胎发育过程中的分布
&# &# ’" $%& 在神经系统的分布 " " $9# + 时首先在 E7>GW- 囊
形成的部位检测到 $%& 的表达，至 $’&# + 时表达最强，阳性表
达主要集中在 E7>GW-囊后壁，尤其是后壁的顶部和底部，在前
壁上皮的喙侧间充质组织中也见较强阳性表达（图 &B）。
$’’# + U $’!# +，中后脑交界的狭部（图 &C）、视交叉（图 &?）和
嗅球部位均检测到不同程度的表达，其中 $’’# + 表达最强。
&# &# &" $%& 在骨骼肌组织中的分布 " " $’&# + U $’:# +，$%&
在轴旁肌组织中有很强的表达。高倍镜下可见阳性细胞多呈

圆形或椭圆形，有些可见到突起，细胞质呈强阳性，细胞核淡染

（图 &Q）；苏木精复染后，可见发育中的骨骼肌细胞核呈扁椭圆
形，说明阳性细胞并非骨骼肌细胞本身，并且 $%& 主要表达于
细胞质和细胞外间质中。另外，$’’# + U $’!# +，下颌弓骨骼肌
组织中也检测到散在的阳性细胞。

&# &# !" $%& 在椎间盘中的分布" " $’’# + U $’+# +，可见局限
于椎间盘 $%& 的阳性分布，其中 $’&# +,表达最强，阳性颗粒细
小密集，而在椎体中并无表达（图 &$）。
&# &# :" $%& 在间充质中的分布" " $’&# + U $’!# +，连于腹后
壁的背系膜部位的间充质组织中检测到大片的阳性分布；而颜

面部的间充质组织在 $’’# + U $’:# + 检测到 $%& 蛋白的分布
（图 &J）。

!! !" !#

!$!% !&
B：E7>GW-囊（$’&# +，X ’))）；C：中后脑交界部（$’’# +，X ’))）；?：视交叉部位（$’’# +，X ’))）；Q：轴旁肌组织（$’&# +，X :))）；
$：椎间盘（$’&# +，X ’))）；J：颜面部间充质（$’&# +，X ’))）

图 !" $%! 在小鼠胚胎不同组织中的分布"（=BC?）
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!" 讨论

! ! 胚胎生长发育是一个非常复杂的生物学事件，在
整个过程中受到多种因素严格的调控［"］。#$% 蛋白
是由 #$% 基因编码的一类同源盒蛋白，它含 & 个功能
序列，分别命名为 #’( ) #’&。其中 #’" 为 ( 段由 *+
个氨基酸组成的结构和功能高度保守的同源结构域，

它由 , 个 !螺旋组成，其中第 , 个 ! 螺旋能结合到双
链 -$. 大沟的特异序列上，从而发挥转录调控作用。
同源结构域是主要的功能域，它存在 ( 段内摄序列和
( 段分泌序列，决定 #$% 蛋白的内摄和分泌［&］。通过
近年的研究，#$% 的生物学功能已不断得到阐明，包括
突触选择、轴突导向等；并且证实它还与一些疾病相

关，如帕金森病；另外，#$% 还被认为是自闭症和乳腺
癌的候选基因。

! ! 我们通过 /012034 5672实验，在小鼠 #89 & ) #(&9 &
都检测到 #$% 蛋白的表达。表达强度从 #8: & )
#(%: & 逐渐增强，之后逐渐减弱，其中 #((9 & ) #("9 &
表达较强，而此时正是体节发育分化、器官逐渐形成发

育的时期，提示 #$% 可能参与了体节的发育分化和一
些器官形成的调节。

! ! 在 #$% 的分布方面，有研究者通过原位杂交首先
在胚胎第 ; 天（#;9 +）& 体节期的神经褶前端中检测到
表达，随后在 #89 + ) #(%9 & 的中后脑交界部以及
#(&: & 的脑垂体周围检测到表达，因此认为 #$% 是小
鼠发育早期中后脑分界的 ( 个标记［*］。也有研究者通
过转基因小鼠技术证实了 #$% 增强子能在中后脑交
界部和下颌弓指导 6<=> 蛋白的表达［?］。而我们通过
免疫组化观察到 #$% 蛋白并不仅仅存在于这些部位，
在视交叉、嗅球、轴旁肌组织、椎间盘和一些间充质组

织中都有不同程度的表达。这说明 #$% 蛋白的分布
情况远较其 @A$.的表达情况复杂，可能与 #$% 蛋白
功能的复杂性有关。#$% 蛋白能被细胞分泌和内
摄［&］，因此 #$% 蛋白与 @A$.分布的区别可能是由于
#$% 蛋白在执行其功能时被分泌到特定的部位并被靶
细胞内摄所致。而转基因小鼠中检测的是 #$% 增强
子指导 6<=>蛋白合成的部位，并不能反映 #$% 作为一
个功能蛋白在体内的真实分布情况。

! ! 不同胚龄的免疫组化结果显示，#$% 蛋白在不同
组织发育过程中的分布强度随时间变化的规律并不一

致。在中后脑交界部、视交叉和嗅球部位，#((9 & 时
#$% 蛋白的分布最强，随后逐渐减弱，至 #("9 & 时已
基本检测不到；在 A<2BC0 囊周围、轴旁肌组织、下颌
弓、椎间盘和一些间充质组织中，#((9 & 时 #$% 蛋白

表达还较弱，到 #(%9 & 和 #(,9 & 时 #$% 蛋白表达最
强，到 #("9 & 时 #$% 除在轴旁肌组织中表达还相对较
强外，在其他组织中急剧减弱甚至消失。#$% 蛋白的
分布规律说明它与这些组织的生长发育可能存在密切

的关系。有学者认为 #$% 参与了胚胎发育过程中神
经系统喙尾（.DE）轴的分化，对中后脑的发育分化起
着重要作用［;］。本实验结果也支持这个观点，因中枢

神经系统发育相对较肌组织早，所以在 #(,9 & 时的分
布已经降至很弱；A<2BC0 囊是腺垂体的前体，#$% 可
能参与了诱导神经垂体和腺垂体的形成；轴旁肌组织

和椎间盘都来源于体节的分化，而 #(%9 & 和 #(,9 & 正
是体节发育趋于完全，骨骼和肌肉不断形成的时期，说

明 #$% 可能参与了它们的发育、分化。但具体的功能
还有待进一步的研究。

! ! 综上所述，#$% 作为一个分泌型的多功能转录因
子，它在胚胎发育过程中的时空特异性分布非常复杂，

这种复杂分布很可能是为了适应其功能的需要。#$%
是通过什么机制对胚胎发育进行调控目前尚不清楚，

本实验阐明了 #$% 蛋白在正常小鼠胚胎体内的分布
情况，为进一步明确 #$% 在胚胎发育过程中的功能提
供了形态学依据。
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