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Noggin mRNA与 BMP4 mRNA在不同发育年龄大鼠海马与大脑皮层的表达
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　　提　要:目的　观察不同发育年龄大鼠前皮质与海马内 noggin mRNA与 BMP4 mRNA表达的变化特点。方法　应用

RT-PCR技术进行半定量分析 。结果　在大鼠前皮质 , noggin mRNA的表达在 P1W 明显降低 , BMP4 mRNA 在 P1M、P3M 呈高

表达。而在大鼠海马 , noggin mRNA的表达在胚胎期(E13、E16)表达最高 , 随着发育的进行逐渐降低;BMP4 在不同发育阶

段大鼠海马内的表达模式和 noggin 相反 , 即在胚胎期及新生期呈弱阳性表达 ,生后 1 周表达开始升高 , 生后 2周明显升高 ,

并维持这一较高水平 ,在生后 18 月大鼠仍维持较高的水平。结论　Noggin mRNA 与 BMP4 mRNA 在不同发育年龄大鼠的

海马与前皮质均有表达 ,表达水平与发育年龄密切相关。Noggin 基因与 BMP4 基因与海马及皮层的发育密切相关。
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Expressions of noggin mRNA and BMP4 mRNA in rat frontal cortex and hippocampus

during different developmental stages
FAN Xiao-tang , CAI Wen-qin , XUHai-wei , YANG Zhong , ZHANG Jin-hai(Department of Neurobiology , Third Military Medical U-
niversity , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the expression changes of noggin mRNA and BMP4 mRNA in the hippocam-

pus and frontal cortex of rats at different stages.Methods　The expressions of noggin mRNA and BMP4 mRNA were

analyzed by the method of reverse transcriptase polymerase chain reaction(RT-PCR).Results　It was revealed that

the level of noggin mRNA in the frontal cortex decreased significantly in P1W rats but high level of BMP4mRNA was

detected in P1M and P3M rats.The expressions of noggin mRNA and BMP4 mRNA in the hippocampus showed the

opposite expression pattern.The peak of noggin mRNA expression in the hippocampus was found in E13 and E16

rats.The expression of noggin mRNA decreased gradually but that of BMP4 mRNA in hippocampus increased gradu-

ally during the developmental stage.The peak of the expression of BMP4mRNA was found in P1M rats.Conclusion

　There are expressions of noggin mRNA and BMP4 mRNA in the frontal cortex and hippocampus in rats at different

developmental stages.The expression level is closely correlated with the developmental age.This indicates that nog-

gin and BMP4 play important roles in the development of rat frontal cortex and hippocampus.
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　　大量的研究表明:骨形成蛋白-4(Bone morphogenet-

ic protem-4 , BMP4)在中枢神经系统(Central nervous sys-

tem , CNS)的作用与 BMP4形成的浓度梯度及拮抗剂

(Noggin与 chordin)的浓度梯度有关。局部的配体与拮

抗剂的浓度决定了 BMP 信号的梯度。Shou的研究发

现 , BMPs对嗅球的神经发生具有抑制与促进两种作

用 ,低浓度的 BMP4促进神经发生 ,高浓度的 BMP4抑

制神经发生 。BMPs的作用与配体(Noggin)的特性 ,配
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体的浓度有关[ 1] 。

　　海马和前皮质与学习记忆等脑的高级功能有关 ,

亦是在动物及人类被证实在成年仍能观察到有神经发

生的重要脑区
[ 2 ,3]

。应用 RT-PCR技术对不同发育年

龄大鼠海马与前皮质内 noggin mRNA 与 BMP4 mRNA

水平进行半定量分析将为进一步研究 noggin与 BMP4

与海马与前皮质发育的相关性提供实验依据 。

1　材料与方法

1.1　实验分组
　　Wistar大鼠40只,体质量 200～ 300 g(由本校实验动物中心提

供),雌雄分笼饲养数日,合笼后至检出阴栓为胚胎0 d(E0),出生时
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为P0,分别取 E13、E16、生后1、2、3周(记作P1W , P2W和P3W)和生

后1、3、18月(P1M ,P3M和 P18M)共8组 ,每组取大鼠 5只。

1.2　主要试剂
　　Mu-MLv反转录试剂盒(MBI Fermentas), Taq 酶(Promega), dNTP

(Promega), RNA酶抑制剂, Oligo-p(dT)均为上海Sangon产品。

1.3　RT-PCR
　　将大鼠直接断头后 , 在冰台上分离出大脑皮层与海马 , 每

组的每一大鼠各取 10 mg组织共 50 mg放入 Tripure液中作为 1

组 ,抽提总 RNA按文献[ 4] 方法进行 , 用 1μg RNA加 20μl的反

应液(50 mmol/L KCl , 3 mmol/ L MgCl2 , 10 mmol/ L Tris-HCl pH 8.

3 , 1 mmol/L DTT , 5μmol/L随机引物 , 500μmol/L 4 种 dNTPS , 26

U RNASin , 8 U M-MLV 反转录酶), 37 ℃ 1 h 后 , 100 ℃加热 5

min使逆转录酶失活。通过网站(www.genome.wi.mit.edu)

提供的引物设计程序(Primer 3.0), 设计 PCR 引物。 Noggin 上

游:5′-GCCAACATTATCTGCACATCAGAC-3′, 下游:5′-TACT-

GAATGGTTATCCACGCACAC -3′。GAPDH 上游:5′-GTGATGCTG-

GTGCTGAGTATGTC-3′下游:5′-CAGTCTTCTGAGTGGCAGTGATG-

3′。BMP4 上游:5′-TGGACACCTCATCACACGACTA-3′下游:5′-

GCGACGGCAGTTCTTATTCTTC-3′PCR的反应总体积为 30 μl , 含

上述逆转录反应液 2 μl , 200 μmol/L dNTPs , 10×Buffer 2.5 μl ,

96.6 ℃ 3 min 预变性后 , 94 ℃ 60 s , 55 ℃ 60 s , 72 ℃ 60 s 循环

30 次 ,反应产物置 2%琼脂糖凝胶电泳 , 摄片 ,扫描半定量。

2　结果

2.1　不同发育阶段大鼠前皮质 noggin mRNA 与 BMP4

mRNA的变化
　　Noggin 基因在大鼠胚胎期(E13～ E16)前皮层内呈中等强

度表达 ,生后 1 周表达水平降至最低 , 生后 2 周表达开始升高 ,

并维持这一水平 , 见图 1。而 BMP4 在整个发育期均有较强的

表达 , 组间差异不明显 , 并在生后的 P3W、P1M 达到峰值 , 在

P18M大鼠仍维持一较高的水平 , 见图 2。

1～ 8:E13 , E16 , P1W , P2W , P3W , P1M , P3M , P18M;M:Marker

图 1　不同年龄的大鼠大脑前皮层内 noggin表达情况

Fig 1　Noggin mRNA level in the frontal cortex of the rats

in different developmental stages

1～ 8:E13 , E16 , P1W , P2W , P3W , P1M , P3M , P18M;M:Marker

图 2　不同年龄的大鼠大脑前皮层内 BMP4表达情况

Fig 2　BMP4 mRNA level in the frontal cortex of the rats in

different developmental stages

2.2　不同发育阶段大鼠海马 noggin mRNA 与 BMP4

mRNA的变化

　　Noggin 基因在胚胎期(E13 ～ E16)大鼠海马表达最高 ,生后

1 周表达明显降低 ,而生后 2 周 noggin 基因表达开始升高并在

生后 3 周达到生后表达的峰值 , 生后 1 个月维持这一较高水

平 、生后 3 个月 noggin 基因表达降低;18 个月龄组明显降低 , 见

图3。而 BMP4基因在大鼠海马内的表达刚好相反 , 在胚胎期

及新生期 BMP4在海马内呈弱阳性表达 , 生后 1 周 BMP4 表达

开始升高 ,生后 2 周明显升高 ,并维持这一较高水平 , 在老年大

鼠仍维持较高的水平 ,见图 4。

1～ 8:E13 , E16 , P1W , P2W , P3W , P1M , P3M , P18M;M:Marker

图 3　不同年龄的大鼠大脑海马内 noggin表达情况

Fig 3　Noggin mRNA level in the hippocampus of the rats in

different developmental stages
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1～ 8:E13 , E16 , P1W , P2W , P3W , P1M , P3M , P18M;M:Marker

图 4　不同年龄的大鼠大脑海马内 BMP4表达情况

Fig 4　BMP4 mRNA level in the hippocampus of the rats in

different developmental stages

3　讨论

　　近年来 ,PCR逐渐代替 Northern检测 mRNA 的表

达。在 mRNA表达量低时 Northern 无法检测 ,PCR的

扩增可使灵敏度增高。同时 ,由于内参照与外参照的

应用 ,使 PCR的半定量为大家所接受 。本实验运用

RT-PCR技术对 noggin与 BMP4 基因在不同发育阶段

大鼠前皮质与海马的表达进行了半定量研究 。由于是

对同一样本的 noggin mRNA 与 BMP4 mRNA水平的检

测 ,因而能够较准确反映不同发育阶段大鼠前皮质与

海马内 noggin mRNA与 BMP4 mRNA的相对含量 。

　　Harland研究证实 noggin 拮抗 BMP4作用呈剂量依

赖性 ,16 nmol/L noggin蛋白能够抑制 0.1 pmol/L到6.66

nmol/L BMP4 的活性;420 pmol/L BMP4 与160 pmol/L

noggin(38% of 420 pmol/L)共同孵育 ,则 BMP4的活性

被抑制39%,而 830 pmol/L BMP4与 160 pmol/L noggin

(19% of 830 pmol/L)共同孵育能够抑制 16%的活性。

Noggin剂量与抑制 BMP4作用的线性量效关系 ,亦表

明两种蛋白存在直接作用[ 5] 。

　　RT-PCR结果显示:noggin 在前皮质的表达主要表

现为生后 1 周明显降低 , 而其他阶段差异不显著。

BMP4在前皮质的表达特点为生后 3周至生后 1个月

有一明显的高峰期。二者在海马的表达与大鼠发育年

龄密切相关 ,其中 noggin 基因在胚胎期(E13 ～ E16)的

表达最强 ,生后 1 周组明显降低 ,而生后 2 周开始升

高 ,生后 18 月 noggin 在海马的表达降至最低点。而

BMP4在海马的表达则呈现相反的趋势 , 即在胚胎期

海马 BMP4表达水平极低 ,生后开始升高 ,在成年则达

到表达峰值。比较不同发育阶段大鼠前皮质与海马内

noggin与 BMP4 的相对含量 , 可发现前皮质内 BMP4

mRNA在不同发育年龄大鼠内含量差异不大 ,但在

P1W大鼠前皮质内 noggin基因的表达水平降至最低 ,

而此时却为 BMP4相对含量最高的阶段 。

　　众所周知 ,海马齿回颗粒细胞的发生时间为 E10

～ P20。此时也是 noggin 基因的表达高峰 ,而 BMP4的

表达则最低 ,因而 noggin 蛋白能够明显抑制 BMP4的

作用 ,这与此期海马内颗粒细胞的大量产生是一致的。

有证据显示 ,在 P20至成年阶段齿回能产生颗粒细胞 ,

然而这种产生新生细胞的能力和胚胎期及新生期相

比 ,数量明显减少[ 6] 。与此相对应的是 ,此时 noggin

mRNA水平较胚胎期明显降低 ,而 BMP4 mRNA的量则

达到峰值 ,并且此时 BMP 受体亦有较高水平的表达。

BMP的浓度梯度由 BMP 、拮抗剂与受体共同决定的 ,

这一阶段 BMP4与受体的作用相对较强 ,与此期神经

发生能力相对减弱是吻合的。与此一致的是对成年室

下区的研究 ,从胚胎至成年的整个发育期 , noggin 与

BMP4均有表达 ,且 noggin与 BMP4之间的平衡对室下

区神经干细胞的增殖 、分化及新生神经元的存活均有

重要调控作用[ 7] 。由此推测 noggin与 BMP4在不同发

育阶段大鼠海马内的含量波动 ,可能对胚胎期和成年

期海马的神经发生调控起重要作用 。
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