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小鼠脑发育中 CDK5 mRNA表达变化的研究
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　　提　要:目的　观察周期素依赖性蛋白激酶 5(CDK5)mRNA在脑发育中的表达与分布。方法　采用胚胎期至老年期

小鼠全胚胎及脑切片的原位杂交染色。结果　①全胚胎原位杂交染色发现脑内 CDK5 mRNA从胚胎 10.5 d(E10.5)开始表

达 ,主要分布于神经上皮的套层细胞内;②脑切片的原位杂交染色观察到从 E14 到成年期脑内均见 CDK5 mRNA 阳性信

号 ,主要定位于神经元的胞浆与核周 , 于新生期前后表达达高峰;分布于包括大脑皮层 、海马 、丘脑 、下丘脑 、小脑及许多神

经核团。在老年期上述区域 CDK5表达均有减弱 ,部分区域呈阴性。 结论　表明脑内 CDK5 作用贯穿了整个脑的发育阶

段 ,且主要参与了神经系统的早期发育;成年后 CDK5 可能继续保持对某些区域中神经元的功能调节。
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　　Abstract:Objective　To investigate the expression and distribution of cyclin-dependent kinase 5(CDK5)mR-

NA in the developmental brain in mice.Methods　Embryonic to aged stage murine embryo and brain sections were

stained by whole-mount in situ hybridization technique.Results　The expression of CDK5 specific mRNA , distrib-

uted mainly in the neuroepithelial mantle layer , was detected in the brain tissue from E10.5 d by whole mount in situ

hybridization.Higher and stable levels of CDK5 mRNA were detected from E14 d to adulthood mice.The cellular lo-

cation of the CDK5 mRNA was confined to both nucleus and cytoplasm.The peak of CDK5 expression was around the

prenatal and postnatal periods.The main distribution regions of CDK5 mRNA included the cerebral cortex , hipp-

ocampus , thalamus , hypothalamus , cerebellum , and several neural nucleus masses.In the aged brains , the expres-

sion of CDK5 mRNA decreased , and some regions were negative or weakly stained.Conclusion　The results indi-

cate that the changes of CDK5 expression are parallel to the development of nervous system.CDK5 may be involved in

the whole neurodevelopmental stages of brain , especially in the early development of nervous system.CDK5 expres-

sion in the adult may be closely associated with the regulatory function of neurons in some regions.

　　Key words:cyclin-dependent kinase 5 mRNA;brain development;whole mount embryo in situ hybridization;

mouse
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kinase 5 , CDK5)作为 CDKs家族的成员之一 ,并不像其

他CDKs成员参与细胞周期的调控 ,而是参与分裂后

神经元的靶蛋白磷酸化 ,从而调节神经元的迁移 、突起

的生长
[ 1]
和轴突模式的形成 。成年动物的大脑是惟一

一个含大量 CDK5蛋白激酶活性的器官
[ 2]
。最近的研

究
[ 3]
提示 CDK5酶活性失调被证实与阿尔茨海默病

(Alzheimer' s disease , AD)的发病有关 。为了更多的了

解CDK5基因在中枢神经系统发育中的生物学功能及

病理作用 ,我们利用全胚胎及脑切片原位杂交技术观
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察了 CDK5 mRNA 在脑发育中的表达及分布规律 ,尤

其是神经胚形成这一阶段的表达变化规律 ,为进一步

认识 CDK5 的功能 、认识神经的发生与退变机制提供

实验资料 。

1　材料与方法

1.1　实验材料
1.1.1　动物　　成年昆明种小鼠 , 本校实验动物中心提供。动

物喂养在昼/夜循环为 10/24 h , 温度为 20℃左右的环境中 , 于

下午 18:00 按雌雄 1∶1 合笼 , 次日晨 8:00 取出 , 查见阴栓者定

为孕期 E0 ,出生日记为 P0 , 共选出 E10-P300 小鼠 50 只。分为

胚胎期(E10 、E14)、新生期(P0 ～ P15)、幼年期(P16～ 2 个月)、成

年期(>2个月)及老年期(>7 个月后)6 个阶段 ,每组 6 ～ 8 只。

1.1.2　主要试剂　　地高辛标记试剂盒 , 抗地高辛抗体(DIG

-AKP),显色剂 NBT BCIP均为德国 BM公司产品 , 蛋白酶 K , 20

×SSC ,正常羊血清为美国 Sigma公司产品。

1.1.3　CDK5重组质粒　　由日本Toshio Ohshima教授馈赠 , 载

体为 pBluscript Ⅱ(KS(+/ -), 插入子为人 CDK5 cDNA(2.0kb)。

含 CDK5 基因重组质粒经转化 、扩增(宿主菌 HB101)后 , 用

EcoRⅠ 、XhoⅠ线性化后 ,利用 T3 启动子 ,采用地高辛标记系统

体外转录合成 1 200 bp 的 cRNA 探针及正义 RNA 探针。

1.2　实验方法
1.2.1　全胚胎原位杂交　　参照 Hauptmann 等[ 4] 实验方法并

加以改良 , 步骤如下:E9 ～ E12 胚胎取出后用 4%多聚甲醛固

定 ,固定鼠胚用 PBT(0.1%Tween-20 溶于 PBS 中)漂洗 2 次×5

min;分别用4 ℃的 25%、50%、75%甲醇-PBT 及 100%甲醇脱

水;再用 75%、50%、25%甲醇-PBT 水化 , 6%H2O2 漂白胚胎 1

h;10 μg/ml 蛋白酶K 室温消化 15 min;2 mg ml甘氨酸漂洗 2 次

×5 min;0.2%戊二醛后固定 20 min;入杂交液于 70 ℃预杂交 2

h ,入含 5 mg L CDK5 cRNA 探针的杂交液 70 ℃过夜;用 50%甲

酰胺 、5×SSC 、1%SDS 所配制的溶液 Ⅰ漂洗2 次×30 min;用 0.5

mol L NaCl 、10 mmol L Tris·HCl(pH 7.5)、0.1%Tween-20 所配制

的溶液Ⅱ漂洗 3次×10 min;用 50%甲酰胺 、2×SSC(pH 4.5)所

配制的溶液Ⅲ漂洗 2 次×30 min;10%羊血清室温封闭 1 h , 移

入AKP标记的抗地高辛抗体(1∶1 000)中孵育1 h(37 ℃), 4℃过

夜。以 NBT BCIP(1∶80)显色液显色 , 室温 3 ～ 6 h;4%多聚甲醛

固定胚胎过夜 , PBT 漂洗后甘油透明 ,解剖显微镜下观察。

1.2.2　脑切片原位杂交(in situ hybridization , ISH)用漂浮法　　

脑组织经 4%多聚甲醛固定 、脱水后用于冰冻切片(成年脑片厚

30 μm , 胎鼠 、新生鼠片厚 60 μm)。经系列 PBS 漂洗处理后切片

在 2μl 张探针的杂交液中 42 ℃反应 20 h。杂交后切片充分漂

洗后移入碱性磷酸酶标记的抗地高辛抗体(1∶1 000)中孵育1 h

(37 ℃), 4 ℃过夜。以 NBT BCIP(1∶80)显色液显色 , 室温

3 ～ 6 h ,然后裱片 、脱水 、透明 、封片。阳性结果为紫蓝色反应

物。

1.2.3　阴性对照　　①将切片用 RNA 酶预处理后杂交;②以

不含探针的杂交缓冲液取代含 DIG-寡核苷酸探针的杂交液 , 用

含正义链探针的杂交液杂交;③以抗体稀释液代替抗 DIG-AKP

复合物。

1.2.4　全胚胎原位杂交后冰冻切片观察阳性部位　　取杂交后

的胚胎组织 30%蔗糖脱水 , OCT包埋 ,恒冷箱切片 , 片厚 20μm。

1.2.5　Pischigner尼氏小体染色　　脑切片入 Pischigner尼氏小

体染色作用液数秒钟 ,再入 4%钼酸铵水溶液固定染色数秒钟 ,

蒸馏水洗 ,脱水 、透明 、封片。阳性物为蓝色。

1.2.6　图像分析　　将 CDK5mRNA的杂交阳性信号摄入图像

分析仪 ,用“MDIO型彩色图像分析系统”软件 ,检测染色的积分

光密度值。结果用医用数理统计程序进行单因素方差分析 , 绘

制发育时间变化图。

2　结果

2.1　CDK5 mRNA在脑发育不同阶段的表达
采用全胚胎原位杂交可见从胚胎期 E10 始即有 CDK5 mR-

NA表达 , 但此时仅局限于脑泡内的神经上皮套层内(图 1);

CDK5 mRNA阳性信号在 E12 后逐渐增强 ,除脑泡组织外 ,胚体

大部分区域均可见其表达。

A:The expression of CDK5 specific mRNA detected in the cerebral vesicle

at E10.5 d by whole mount embryo in situ hybridization staining　(ISH×

1.6);B:The posi tive signal of CDK5 mRNA mainly distributed in the

neuroepithelial mantle layer of cerebral vesicle after whole mount embryo in

situ hybridization staining　(ISH×200)

图 1　小鼠 E10.5 d全胚胎原位杂交染色

Fig 1　Whole-mount in situ hybridization staining at E10.5 d mouse

　　采用脑切片原位杂交染色可见 CDK5 mRNA 表达从 E14 持

续到老年期(>7 个月), 但反应的强弱有差别。 E14 脑内的表

达尚弱;E16 后 、新生期 、成年期(>2 个月)的阳性反应较强达
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高峰;老年期表达则下降。

2.2　脑发育中 CDK5 mRNA的定位及分布
CDK5 mRNA阳性反应物为紫蓝色 , 主要定位于胞体及突

起 ,核不着色;但胚胎及新生期例外 ,核膜周围也可见阳性沉淀

物。相邻切片经尼氏染色证明为神经元。

　　大脑皮质:胚胎期 E14d 时 CDK5 mRNA 的阳性信号限于纹

状皮质的外颗粒层内;新生 、幼年 、成年期的表达范围较广(图

2),在扣带回 、颞叶呈强阳性表达 , 其余区域则见散在的阳性信

号;老年期表达下降 , 呈弱阳性。

边缘系统:胚胎期 E14 即见海马 CA1 ～ CA4 区内有 CDK5

mRNA的表达 , 但阳性细胞轮廓模糊(图 3);新生至成年期在海

马 CA1 ～ CA4 区锥体细胞层及齿状回的颗粒细胞层均见 CDK5

mRNA呈强阳性表达。老年期在 CA1 、CA3 区锥体细胞层仍见

CDK5 的阳性信号 , 但较成年期有所减弱 , CA2 区及齿状回的颗

粒细胞层阳性信号则明显减弱。各期胼胝体内均未见 CDK5

mRNA表达 , 呈阴性。

丘脑 、下丘脑:胚胎期仅见少量散在 CDK5 mRNA 阳性细

胞。新生～ 成年期阳性细胞分布较广 ,丘脑室旁核(图 4)、丘脑

腹内外侧核及丘脑外侧背核 ,下丘脑的室旁核 、室周核 、腹内侧

核呈强阳性 ,其余区域较弱。老年期则阳性细胞明显减少。

　　小脑 、脑干:胚胎至成年期 ,小脑皮质分子层及浦肯野细胞

层均见 CDK5 mRNA 强阳性表达 ,颗粒层呈弱阳性 , 小脑深白质

为阴性。出生后脑干前庭神经核 、三叉神经脊束核 、面神经核

等区域也见 CDK5 mRNA 强阳性信号。老年期小脑的分子层及

浦肯野细胞层则呈弱阳性 , 颗粒层为阴性 , 上述核团阳性信号

也减弱。

图 2　成年期 CDK5 mRNA阳性信号在皮层(←)广泛分布且表达较强　(ISH×100)

Fig 2　The extensive distribution and dense expression of CDK5 mRNA positive signal in the cerebral cortex(←)

at adult stage　(ISH ×100)

图 3　胚胎 14 d海马 CA1 、CA2区 CDK5 mRNA 阳性细胞轮廓模糊　(ISH×100)

Fig 3　Clouding contour of CDK5 mRNA positive cells in CA1 and CA2 regions of hippocampus at E14 d　(ISH ×100)

图 4　新生期可见 CDK5 mRNA强阳性信号分布于丘脑室旁核内　(ISH ×200)

Fig 4　The heavily dense signal of CDK5 mRNA in the paraventricular thalamic nuclei at the newly born stage　(ISH ×200)

3　讨论

　　既往的研究资料显示 ,CDK5存在于分裂后 、失去

增殖能力的神经元中
[ 5]
。采用基因敲除 、基因封闭等

手段的研究均提示 CDK5基因功能失活小鼠表现出以

神经系统的发育障碍为主的一系列发育缺陷
[ 6 , 7]
,故认

为CDK5主要在神经系统中起作用。目前多数研究集

中于对出生前后神经系统的观察或体外研究 , 明确

CDK5的功能作用。然而 ,CDK5 mRNA 在神经胚形成

阶段是否有表达 ,目前国内外报道尚不明确 。可能与

早期胚胎组织含水量高 、柔嫩 、切片不易成形 ,难于进

行各种染色的限制有关。全胚胎原位杂交染色技术能

通过较好地保存组织中的 RNA ,从整体上观察胚胎早

期CDK5 mRNA表达的时空分布特征 ,结果定位较直

观
[ 8]
。本实验采用此技术观察到从 E10.5 d后即出现

CDK5 mRNA的表达 ,且主要分布于脑泡内 ,阳性信号

在神经上皮的中间层细胞内清晰可见;于 E12 d后该

阳性反应逐渐增强。这一结果与 Ino 等
[ 9]
采用 North-

ern杂交分析发现CDK5 mRNA在 E12.5 d开始有表达

的结果基本相似 ,但时间上有所提前。这一差别可能

与我们所采用的技术方法 、RNA 的保存效果(有无降

解)以及动物种属等因素有关 。Geryasi 等
[ 10]
对蟾蜍的

研究就发现在胚胎的原肠胚形成阶段有 CDK5 mRNA

的表达 ,也进一步支持了本实验的结果 。

　　神经元的发生与分化在出生前及幼年期即已完

成 ,尤其在 E14至 P15这段时期 ,退出分裂周期的神经

细胞逐渐迁移到它们的终末所在地 ,神经元则出现大

量重构 ,形成神经网络及发生各种形态改变 ,同时也伴

随着神经细胞骨架分子的改变 。出生后的神经细胞生

存 、迁移及与其他细胞建立联系或轴突的再重建等 ,同

样受一些物质的诱导 、调节和控制。采用脑切片染色

后显示 ,E14d的海马锥体细胞层 、齿状回颗粒细胞层
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及小脑皮质浦肯野细胞层即见 CDK5 mRNA 的强阳性

杂交信号 , 但此时 CDK5 蛋白表达较弱;此后 CDK5

mRNA在新生鼠及成年鼠脑中表达较高 、阳性区域分

布较广 ,许多神经核团都有表达 ,同时 CDK5的蛋白表

达也显著增加;老年期 CDK5 mRNA 及蛋白表达的阳

性区域有所减少 。这一趋势提示 CDK5随时间的表达

变化是与神经元发育成熟时间表大体上是并行的 ,表

明CDK5 的作用贯穿了整个脑的发育阶段。Nikolic

等
[ 11]
用原代培养细胞研究也提示在 E17 d 、E18 d的皮

层神经元中 CDK5蛋白的表达已经很高。CDK5(- 

-)小鼠或 CDK5基因失活后小鼠 ,表现出从大脑皮质

到脑干的发育异常 ,颗粒细胞保持在分子层 ,不迁移到

颗粒细胞层;小脑蒲肯野细胞的分布也有异常等现象 ,

证明了CDK5是保障发育中神经细胞正常迁移的重要

物质之一
[ 6 , 7]
。同时 ,本实验中还观察到于 E12 d 后

CDK5的表达增高并不局限于脑内 ,在胚体其它部位也

见其表达 ,推测 CDK5不仅参与调控神经细胞的分化 ,

同时可能也参与了其他组织 、器官的发育 ,如肌组织的

发生等
[ 12]
。

此外 ,我们也观察到各个发育期 , CDK5 mRNA 的

表达在海马 、小脑 、部分神经核团等区域呈局限表达;

老年期则仅限于海马及小脑蒲肯野细胞层 ,其余脑区

表达呈现降低或不表达。此结果与我们对大鼠脑发育

的观察结果相似
[ 13]
。Delalle 等

[ 14]
认为 CDK5 p35是保

持成熟神经系统内边缘系统 ,尤其是海马中神经元具

有潜在可塑性的关键激酶 。海马是一个已确定了的与

学习记忆密切相关的脑区 ,而人思维认知的差异与海

马内神经的生长和突触的形成或丢失密切相关。最近

的研究已证实 CDK5的活性增加可上调 NMDA受体的

活性 ,NMDA受体家族在突触传递和学习记忆等 CNS

的功能活动中起了重要作用 ,因此 CDK5可能通过对

NMDA受体的调节而参与学习记忆等过程
[ 15]
。同时 ,

研究资料还显示 , β-淀粉样蛋白可诱导培养的海马神

经细胞 CDK5活性失调 ,继而导致神经细胞死亡;使用

CDK5抑制剂则可保护海马神经元抵抗死亡的发

生
[ 16]
,故认为 CDK5与神经退行性变(如 Alzheimer 病)

的发病有关。因此我们推测老年期造成神经细胞的死

亡和突触数目的减少 ,学习记忆功能的减退 ,与老年期

海马内CDK5的失调密不可分。然而 ,老年期CDK5表

达变化 、表达失调是否是正常生命过程中自然发生的

事件 ,还是受某些物质的调节 ,其启动的发生机制如

何 ,目前相关文献报道尚少。CDK5是怎样参与神经退

行性变 ,其确切的分子病理机制还有待于进一步研究。

　　(致谢:本课题得到香港中文大学医学院解剖系陈活彝教

授及其助手William 的技术指导。)
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