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TCDD诱导胎鼠腭裂的实验研究进展 

王 晨，袁心刚，傅跃先 

(重庆医科大学附属儿童医院烧伤整形科、儿童发育疾病研究教育部重点实验室、重庆市儿科学重点实验室、 

重庆市儿童发育重大疾病诊治与预防国际科技合作基地，重庆 400014) 

【摘 要】目的：总结归纳2，3，7，8一四氯二苯二嗯英(2，3，7，8-tetrachlorodibenzo—P—dioxin，TCDD)诱导胎鼠腭裂的实验研究现 

状。为深人探讨TCDD致胎鼠腭裂的发生机制提供新的思路。方法：通过中国知网、NCBI等国内外文献库检索“TCDD”“腭裂”等 

关键词，搜集已有文献资料。结果：目前的资料显示，可以通过约20 I~g／kg剂量的TCDD给予孕第9～14天的小鼠单次灌胃建立 

稳定的胎鼠腭裂模型。在此基础上发现，TCDD诱导不涉及腭突体积变化，主要通过抑制腭突接触融合而发挥致腭裂效应。对于 

发育中的腭组织细胞。TCDD能改变一系列调节细胞增殖、分化、凋亡的生长因子及其受体的表达，主要包括表皮细胞生长因子 

(epidermal growth factor，EGF)、转化生长因子(transforming growth factor，TGF)、芳香烃受体(aryl hydrocarbon receptor，AhR)。这 

些分子的表达变化尚存在争议。腭融合过程中发挥关键作用的腭中缝上皮细胞(medial edge epithelium，MEE)，其细胞命运转归 

尚未阐明。结论：TCDD诱导胎鼠腭裂的体内实验基础相对完善。腭发育调控机制纷繁复杂，注重器官发育的时空动态性对于进 

一 步研究至关重要。腭器官离体培养将是重要的体外实验环节。实验技术和条件的变革对于本领域的研究进展显得愈加迫切。 
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Experimental research progress on murine cleft palate induced 

by 2，3，7，8一tetraChlOrOdibenzO—p—dioxin 

Wang Chen，Yuan Xingang，Fu Yuexian 

(Department ofBurn and Plastic Surgery，the Children’s Hospital，Chongqing Medical University；Ministry of 

Education Key Laboratory ofChild Development and Disorders；Key Laboratory ofPediatrics in Chongqing； 

Chongqing International Science and Technology Cooperation Centerfor Child Development and Disorders) 

【Abstract]Objective：To summarize the experimental research progress on murine cleft palate induced by 2，3，7，8-tetrachlorodibenzo— 

p-dioxin(TCDD)and to provide new thoughts for further mechanisms in TCDD—induced muriue cleft palate．Methods：Literatures 

from domestic and foreign database including CNKI and NCB1 were reviewed，searching the keywords of“cleft palate”“TCDD”，etc． 

Results：Data up t．11 now showed that a stable fetal cleft palate model could be established by treating pregnant mice with a single 

oral administration of approximate 20~g／kg of TCDD from gestation day 9 to 14． Palate size altering was not involved in this mode1． 

TCDD inhibited palate contact and fusion to induce fetal cleft palate．TCDD altered the expression of a series of growth factors and 

receptors including epidermal growth factor(EGF)，transforming growth factor(TGF)and aryl hydrocarbon receptor(AhR)which 

could regulate cell proliferation，differentiation and apoptosis in palate tissue．Expression alterations of these molecules were still 

controversia1．The cell fate of medial edge epithelium(MEE)which was vital to palate fusion was still not clear．Conclusion：The basis 

of studies in vivo on TCDD-induced fetal cleft palate is comparatively refined．Regulation mechanisms in palatal development are 
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complicated．It is crucial to notice the space-time dynamics in 

organgenesis in further research．Culture of palate organ will be 

an important part of studies in vitro．Revolution of experimental 

technique and condition appears even more necessary an d ur- 

gent for research progress in this field． 

【Key words]2，3，7，8～tetrachlrudibenzo—P—dioxin；fetal mice； 

cleft palate model 
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腭裂是一种严重的颅颌面部出生缺陷。目前其 

病因的主流解释是“阈值学说”，认为妊娠期遗传因 

子与环境因子交互作用超过一定阈值而造成胚胎 

腭发育障碍，但具体的发病机制尚未阐明。我国作 

为腭裂高发区，近年来腭裂发病率呈现上升趋势， 
一 定程度上与城市化伴随的环境污染加重相关。2， 

3，7，8一四氯二苯二恶英(2，3，7，8-tetrachlorodiben— 

ZO—P—dioxin．TCDD)是一种广泛存在且性质稳定的 

环境毒物，易于蓄积而产生胚胎致畸效应。过去数 

十年，国内外学者通过TCDD建立了胎鼠腭裂模型， 

在与糖皮质激素药物(glucocorticoid．GC)和维生素 

A类似物建立的胎鼠腭裂模型的比较中．发现了 

TCDD致腭裂的独特之处。然而目前TCDD诱导的 

胎鼠腭裂实验研究不断趋缓，研究热度不断下降。 

本文通过检索已有的TCDD致胎鼠腭裂模型的实 

验研究文献 ．分析实验进展趋缓的原因并提出有价 

值的研究方向，将有利于腭裂动物模型实验研究的 

进一步开展，深入了解先天性腭裂的发病机制。 

l TCDD诱发胎鼠腭裂的特点 

小鼠胚胎腭发育与人类有着很高的相似性 ，并且小鼠繁 

殖能力强 、胚胎期短，因而小鼠最常被用于腭裂建模 ，其主要 

品系有 C57BL／6J、C57BL／6N、A／J、ICR等．以及它们的突变系 

和杂交系。 

TCDD是多氯联苯化合物及其类似物中毒性最大的一 

种，具有最强的致腭裂能力。其致畸作用有着显著的时间窗， 

这个时间窗与器官发育关键时期密切相关。以 C57BL／6J小 

鼠为例，在腭突融合前，即妊娠第 9～14天(gestation day 9～ 

14，GD9～14)给药均能诱导腭裂发生。 

TCDD主要经皮肤黏膜接触摄取 ，随血液分布至靶器官， 

能通过胎盘传递给子代。鉴于其化学性质稳定又具有亲脂 

性，因而将其溶于玉米油等无毒油性介质后，给予明确孕期 

的孕鼠灌胃是建立胎鼠腭裂模型的理想方法。 

相同条件(品系、给药时间、给药途径)下 ，胎鼠腭裂模型 

呈现一定范围内的剂量依赖效应 ，即给药越多 。腭裂发生率 

越高。药物诱导的半数有效剂量ED 的单位以mg／kg计，数 

值为 1-500，属临床用量。TCDD的毒性远大于药物，ED 的 

单位以txg／kg计，数值约为20t”。相对而言，TCDD诱导腭裂 

的剂量范围狭窄，并且高剂量下有明显的胚胎致死性，因而 

剂量控制应更为严格。 

2 TCDD所致胎腭的组织形态学变化 

腭组织大体经过腭突垂直生长、舌下降、腭旋转抬升、腭 

水平再定位、腭突水平生长、腭突接触、腭突融合等一系列连 

贯的动态过程才能形成正常的腭器官，此过程中任意一阶段 

出现异常均会导致腭裂。相关的细胞学改变主要涉及胎鼠腭 

间充质细胞(murine embryonic palate mesenchyme，MEPM)、 

腭中缝上皮细胞(medial edge epithelium，MEE)。 

TCDD诱发的腭裂，其腭突大小与对照组没有差异，而氢 

化可的松诱发的腭裂呈现出一种小体积的腭突改变[21。有趣 

的是 ，维甲酸在不同给药时间产生的腭裂形态不同：GD10诱 

导时形成小体积 的腭 突。GD12诱导时形成正常大小的腭 

突13]。尽管最终以腭突间隙为共同腭裂表型．但腭突形态学的 

差异提示不同化学物质诱导的腭裂机制并不相同。 

MEPM的增殖与腭突的生长相关 ，曲安奈德能抑制大鼠 

MEPM的增殖[41，这可能是糖皮质激素诱导产生小体积腭突 

的细胞基础。地塞米松给药处理的大鼠胚胎表现出上皮细胞 

体积增大并大量脱屑。随后紊乱的细胞层以角蛋白样特征 

沉积[51；曲安奈德诱导大鼠MEE向复层鳞状上皮分化，这些 

复层鳞状 MEE细胞部分相互融合 。这些证据均显示当腭突 

初步接触时，糖皮质激素能抑制 MEE细胞凋亡 ，并使其异常 

分化从而导致腭裂。 

维甲酸诱导的腭突双相改变分别涉及的是：GD10处理 

组，腭问充质产生了类似糖皮质激素诱导的生长抑制，MEE细 

胞并未凋亡而分化成了一种复层鳞状 口腔样上皮细胞 ： 

GD12处理组，并不产生生长抑制 ，但 MEE细胞分化成一种 

假复层纤毛鼻腔样上皮细胞 。维甲酸通过调控控制细胞周 

期的分子改变细胞增殖，通过调控p38MAPK信号调控凋亡 。 

进一步的MEE细胞行为研究显示：腭突融合期间．仅在接触 

后的前段区域的 MEE细胞会发生凋亡 ，腭突接触对于有效 

激活 MEE凋亡是必要的。外源性全反式维甲酸增加了与接 

触无关的MEE凋亡 ，进而影响腭突粘附，因而形成腭裂 

与糖皮质激素诱发的小腭突及维甲酸诱导的双相腭突 

改变不同的是，TCDD诱导并不涉及腭突生长受限．但能抑制 

MEE细胞凋亡，并使其分化为 口腔样上皮细胞121。融合期间 

MEE电镜观察显示 ：对照组细胞膨大、有丝状伪足：而TCDD 

组丝状伪足减少或消失 1，且细胞都是扁平的、没有明确边 

界。异常的MEE形态变化促使腭突融合失败，这与腭突在 

GD15接触融合却又在 GD16分离的组织形态改变一致[91。双 

侧腭突融合期间，MEE自鼻腔面至口腔面产生了不同的转 

归，部分相互接触后凋亡，部分分化为鼻腔样上皮细胞 、口腔 

样上皮细胞或 MEPM。这些变化过程转瞬即逝，而 MEE占整 

个腭组织细胞总数的比例不足 1％。因此 ，实际观察 MEE的 

动态变化存在相当大的困难。学界对于 MEE的融合期转归 

也尚无定论 

3 TCDD诱发胎鼠腭裂的机制探索 

腭发育过程中一系列生长因子及受体的动态变化及调 

控机制是腭裂病因学研究的主要方向之一。这些生长 子在 

小鼠胚胎发育中发挥重要作用，能调节增殖、分化。共同参与 

腭发育过程中一系列重大的细胞事件，包括MEE增殖的终止。 
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MEPM细胞外基质蛋白的合成，MEE的凋亡和 MEE向MEPM 

的转化。 

Pratt㈣推测．TCDD与糖皮质激素诱导产生不同腭突表 

型的原因是：糖皮质激素受体在MEPM中更占优势，而TCDD 

作用的受体在MEE中更占优势。糖皮质激素通过抑制MEPM 

生长而发挥致畸作用，而TCDD则改变MEE分化。它们的分 

子基础是．相对于正常腭发育时表皮细胞生长因子(epidermal 

growth factor，EGF)、表皮细胞生长因子受体(epidermal growth 

factor receptor，EGFR)、转化生长因子一131(transforming growth 

factor一131，TGF—B1)、转化生长因子一132(transforming growth 

factor一132，TGF一132)的表达出现差异目。 

对于维甲酸诱导的双相腭突形态来说，其成因可能是 

GD10和 GD12的转化生长因子--a(transforming growth facto卜 

，TGF—d)、TGF一131的差异表达_l1]。正常发育的MEE在腭突 

融合阶段 EGF下降，随后发生凋亡；然而此时维甲酸却使其 

维持与EGFR结合的EGF表达蚴，这可能是维甲酸诱导的腭 

突不能融合的分子机制。TCDD与维甲酸联合诱导时同样表 

现出了双相腭突表型．GD10联合应用时产生与单独维甲酸 

诱导类似的表型，GD12联合应用时产生与单独TCDD诱导 

类似的表型；TCDD能降低上皮和间充质细胞EGF、TGF— 、 

TGF～131的表达 ．GD10联合应用产生的小腭突可能是这些 

生长因子大幅下降所致 。此外，维甲酸诱发的腭裂还与维 

甲酸受体相关 51。 

TCDD与氢化可的松联合诱导的实验发现 ．单独应用 

TCDD使芳香烃受体 (aryl hydrocarbon receptor，AhR)下调而 

糖皮质激素受体(glucocorticoid receptor，GR)上调，单独应用 

氢化可的松使GR下调、AhR上调，联合应用时均上调；单独 

诱导时。腭裂发生率均较低．联合应用则能显著提升腭裂发 

生率『l61。随后的研究显示，TCDD对胎鼠腭发育的影响似乎取 

决于反式维甲酸信号通路，该信号通路能控制AhR表达ml。 

这些证据显示．TCDD与糖皮质激素以及维甲酸在受体信号 

通路上存在一定的交叉部分。生长因子基因敲除实验发现： 

EGF能促进 TCDD诱导的腭裂，而TGF—d不能嗍；也有结果 

显示，虽然 EGF敲除能降低腭裂发生率，但EGF和 TGF— 

双敲除后在高剂量(50、100、150 txg／kg)TCDD诱导下较野生 

型提高了腭裂发生率『191，故不能认为EGF是TCDD诱导腭裂 

的促进因素。体外腭培养模型发现，加入转化生长因子一B3 

(transforming growth factor-133，TGF一133)可以防止 TCDD诱导 

的丝状伪足减少，并完全阻止TCDD诱导的腭突不融合[81。也 

有结果表明，高剂量 TCDD暴露下的胎鼠腭组织在 GD14．5 

(融合期间)表达出较正常显著升高的TGF一133m，因而TGF— 

B3的作用也存在争议。 

4 TCDD致胎鼠腭裂作用的增强与拮抗 

糖皮质激素、维甲酸等具有明确致腭裂作用的物质能增 

强TCDD的致腭裂能力。此外，还存在一些本身并不致畸却 

能加强TCDD致畸作用的因素。例如，单独应用甲状腺素T3／ 

T4会产生极低的腭裂发生率。但当它们中的任一种与TCDD 

联合应用时可以产生较单独应用TCDD更高的腭裂发生率_2l】， 

提示TCDD致畸陛也受体内其他激素的影响。 

多种因素均能在一定程度上拮抗胚胎致畸性 。但都不完 

全。其中某些拮抗效应针对的是腭裂病因中的已知机制，一 

定程度上也验证了这些机制。例如：d一萘黄酮(alpha—naph— 

thoflavone)m}与白藜芦醇(resveratro1)[251可能通过抑制AhR而 

发挥拮抗 TCDD的致畸作用。叶酸 5 ms／ks能拮抗 TCDD 24 

Ixg／kg的致腭裂效应[1】，这可能与甲基基团的体内代谢相关。 

5 结论与讨论 

体外腭器官培养实验显示[241，小鼠胚胎腭器官形成发生 

在GD14前后。GD13及之前是腭融合前期，双侧腭突经历一 

个细胞增生、体积增大的变化；GD13—14是腭融合期，双侧腭 

突接触并相互融合形成腭中缝；GD15～17是腭融合后期，融 

合的腭继续生长并矿化。前期体内实验[251提示TCDD主要通 

过破坏腭融合而产生腭裂表型，说明双侧腭突的MEE接触 

是受到干扰的，而此后MEE的转归包括凋亡、分化目前尚无 

定论。双侧腭突形态大小与正常发育的腭突等同，说明腭组 

织细胞的增生并未受到明显影响。TCDD、糖皮质激素、维甲 

酸等这些能明确诱发胎鼠腭裂的化学物质在腭裂发病上存 

在共通性，体内物质代谢研究能为这种共通性提供线索。 

腭融合是一个短暂而又复杂的过程，涉及许多分子信号 

的精密调控，在整个腭器官形成中构成时空特异的表达。融 

合前、融合中、融合后，某些信号分子表达并不一致，并且在 

不同的腭组织细胞中、细胞外基质中表达也有差异，这是因 

为它们有自己固定的表达模式。TCDD等致畸物质正是通过 

破坏这些时空特异的表达模式而阻碍腭的正常发育过程。因 

而不能在研究单一信号分子时只定位于单一的位置、单一的 

时间点。体内外实验、特别是体内实验，目前尚不能很好地分 

离不同类型的腭组织细胞，因而阻碍了研究的进展。表观遗 

传调控研究，包括DNA甲基化、组蛋白乙酰化[25-20-3等，能为这 
一 动态过程的时空特异性提供 良好的解释，但 目前研究水平 

仍较浅，需要在染色体、基因定位的维度对特定信号分子的 

表达模式变化深入研究。 

就目前的资料而言．虽然腭器官培养的实验技术基本完 

善，但尚未见TCDD诱导胎鼠腭器官培养的报道。体内实验 

相对于体外实验而言会受到包括孕鼠状态等不可控因素的 

干扰，并且单一胎腭一旦离体就失去了连续动态观察的可能。 

因此，在分子信号通路、拮抗机制的研究中，体外实验有着 

“先天优势”。由于腭融合期的腭组织细胞处于一个非常活跃 

且不稳定的状态，尚无商品化的细胞产品可以用于实验研究。 

动物胚胎来源的腭组织细胞中，MEE的比例经分离后不能 

达到细胞总数的 1％，通过原代培养的方式研究 TCDD对 

MEE的影响具有一定难度。因此，将融合前的腭器官作为整 

体进行离体培养，通过TCDD诱导成模将是体外实验的重要 

环节。此外，人类胚胎用于实验研究不得不面对伦理困境，同 
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时缺乏人源性腭组织细胞的验证也阻碍了动物实验研究结 

果向临床应用转化。因此。实验技术和条件的变革对于本领 

域的研究进展显得愈加迫切。 
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