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小鼠胚胎腭突融合过程中ＩＲＦ６蛋白在腭突组织中表达的实验研究


周　容，陈秀娟，肖文林△，钟　凤

（青岛大学医学院附属医院口腔科，山东青岛２６６０７１）

　　摘　要：目的　观察小鼠胚胎腭突融合过程中ＩＲＦ６蛋白在腭突组织中的表达情况，探讨唇腭裂发生原因。方法　６０只

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ近交系受孕小鼠分别于妊娠第１３．０天（ＧＤ１３．０）、ＧＤ１４．０、ＧＤ１４．５及ＧＤ１５．０时断颈处死，取小鼠胚头经固定、石蜡

包埋、切片，行苏木素伊红染色及免疫组织化学检测不同胚胎发育时期的腭突组织中ＩＲＦ６蛋白的表达。结果　ＧＤ１３．０时，腭突

上皮、舌上皮可见ＩＲＦ６蛋白表达；ＧＤ１４．５时，腭突中嵴上皮接触，ＩＲＦ６蛋白的表达水平达到高峰；ＧＤ１５．０时，表达水平下降

（犘＜０．０５）。结论　ＩＲＦ６蛋白在两侧腭胚突的接触、融合期发挥调节作用。
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　　唇腭裂是一种临床常见的先天缺陷性疾病，据国内统计数

据显示，唇腭裂总体患病率为１６．６３／１００００
［１］。自２０世纪４０

年代以来，人们发现人类唇腭裂的发生有明显家族聚集性，认

为唇腭裂的发生受遗传因素影响。目前国、内外许多学者的研

究证实了唇腭裂的发病与基因密切相关。随着流行病学与分

子遗传学的发展，一些与唇腭裂发生相关的基因陆续被发现。

采用动物实验对易感基因的功能进行检测，是揭示遗传性疾病

病因和发病机制的主要方法。干扰素调节因子６（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ６，ＩＲＦ６）基因定位于１ｑ３２～４１
［２］，由１０个外

显子组成，第１、１０外显子及部分第９外显子不转译，由４６７个

氨基酸组成。研究表明人和小鼠胚胎发育期的毛囊、皮肤、生

殖器、牙蕾及腭部组织均有犐犚犉６基因的表达，与包括腭在内

的多个器官的胚胎发育有关。犐犚犉６基因是迄今发现的、最具

价值的唇腭裂发病相关基因［３］。研究证明犐犚犉６基因在两侧

腭胚突的接触期、黏附融合期发挥调节作用，犐犚犉６基因突变

将影响腭突中嵴上皮细胞的凋亡或腭中嵴上皮向间充质的转

化［４］。但腭的发育经历了生成、上抬、水平生长靠近及腭中嵴

靠近融合的过程。在此过程中ＩＲＦ６蛋白在组织中的表达情

况尚不清楚。本实验研究了Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠胚胎腭突在融合

过程中ＩＲＦ６蛋白的表达情况。为后续犐犚犉６基因参与影响腭

突融合的信号转导通路的研究打下基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂与仪器　ＩＲＦ６单克隆抗体为美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ

公司产品，辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标

记的羊抗鼠第二抗体购自武汉博士德生物工程有限公司。主

要仪器包括 ＮＵＡＩＲＥ６００Ｅ超净工作台（美国）、ＳＡＮＹＯ超低

温冰箱（日本）、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水／纯水系统（美国）、ＯＬＹＭＰＵＳ

双目手术显微镜（日本）等。

１．２　动物及取材　健康Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ近交系小鼠购自中国医学

科学院医学实验动物研究所，８～１０周龄。将小鼠于８：００ｐｍ

按雌雄２：１的比例合笼交配，第２日８：００ａｍ检查雌鼠阴道内

精液形成的阴栓，阴栓阳性者定为妊娠第０天（ｇｅｓｔａｔｉｏｎｄａｙ

０，ＧＤ０），共获得６０只受孕小鼠。将ＧＤ１３．０的Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小

鼠断颈处死，用７５％乙醇浸泡１ｍｉｎ；无菌条件下取出胚胎，眼

科剪剪下小鼠胚头，放入无菌的无钙镁磷酸盐缓冲液中，洗涤

３次。依次剪取ＧＤ１４．０、ＧＤ１４．５、ＧＤ１５．０的小鼠胚头。

１．３　苏木素伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色　不同时间段

的胚头经４％多聚甲醛固定后，常规石蜡包埋；冠状位切片，切

片厚４μｍ；常规用二甲苯脱蜡，梯度乙醇至水化；苏木素染色

１０ｍｉｎ，自来水冲洗；盐酸乙醇分化３０ｓ。１％氨水返蓝３０ｓ，

自来水冲洗１０ｍｉｎ；置于伊红液中２ｍｉｎ；常规脱水、透明、中性

树脂封固。实验重复３次。
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１．４　免疫组织化学检测　利用ＩＲＦ６单克隆抗体鉴定腭突上

皮细胞特异性抗原的表达。取ＧＤ１３．０、１４．０、１４．５、１５．０的小

鼠胚头，经４％多聚甲醛固定，石蜡切片脱蜡至水。３％Ｈ２Ｏ２

室温孵育３０ｍｉｎ，磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕ

ｔｉｏｎ，ＰＢＳ）浸泡，５ｍｉｎ×３次；正常兔血清封闭，室温孵育１ｈ，

倾去血清，勿洗；滴加适当比例稀释的第一抗体，４℃过夜，ＰＢＳ

冲洗，５ｍｉｎ×３次；滴加适当比例稀释的第二抗体，室温孵育

１ｈ，ＰＢＳ冲洗，５ｍｉｎ×３次；二氨基联苯胺（３，３′ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉ

ｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色；自来水充分冲洗，复染，封片。

１．５　阳性细胞计数　用网格测试法在高倍镜视野下计数每个

时间点标本腭突中全部间充质细胞的阳性细胞数，由此获得腭

突间充质细胞ＩＲＦ６蛋白表达的阳性指数，阳性指数＝阳性细

胞数总数／高倍镜视野内细胞总数×１００％，每例选择５个高倍

镜视野。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同胚胎发育时期的腭突位置　ＧＤ１３．０时，腭突为垂

直向生长，腭突位于舌体的两侧；ＧＤ１４．０时，腭突上抬，转为

水平方向，腭突位于舌体的上方；ＧＤ１４．５时，双侧腭突水平方

向生长接触，仍可见腭中嵴上皮；ＧＤ１５．０时，腭中嵴上皮消

失，腭突融合，见图１。

２．２　不同胚胎发育时期的腭突组织中ＩＲＦ６蛋白表达　

ＧＤ１３．０时，腭突上皮、舌上皮可见ＩＲＦ６蛋白表达；ＧＤ１４．０

时，上述部位ＩＲＦ６蛋白表达增强；ＧＤ１４．５时，腭突中嵴上皮

接触，ＩＲＦ６蛋白的表达水平达到高峰，与其他发育时期比较，

其表达水平的差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＧＤ１５．０时，腭突

融合，中嵴上皮消失，腭的鼻腔面及口腔面上皮仍可见ＩＲＦ６

蛋白表达，但表达水平下降（犘＜０．０５），见图２、表１。

　　Ａ：ＧＤ１３．０；Ｂ：ＧＤ１４．０；Ｃ：ＧＤ１４．５；Ｄ：ＧＤ１５．０。

图１　　不同胚胎发育期的腭突位置（ＨＥ染色 ×４０）

　　Ａ：ＧＤ１３．０；Ｂ：ＧＤ１４．０；Ｃ：ＧＤ１４．５，箭头所示为腭突中嵴上皮接触，ＩＲＦ６蛋白表达水平达到高峰；Ｄ：ＧＤ１５．０。

图２　　不同胚胎发育期腭突组织中ＩＲＦ６蛋白的表达（免疫组织化学×４０）。

表１　　不同胚胎发育期腭突组织ＩＲＦ６蛋白的表达

胚胎发育期 狀 阳性细胞数（个） 阳性指数

ＧＤ１３．０ １５ ３２．７±３．１ ０．３３

ＧＤ１４．０ １５ ４０．１±２．１ ０．４０

ＧＤ１４．５ １５ ４６．０±３．２ ０．４６

ＧＤ１５．０ １５ １３．５±３．５ ０．１４

３　讨　　论

犐犚犉６基因最早是在研究ＶａｎｄｅｒＷｏｕｄｅ综合征时被人们

发现的，它位于染色体１ｑ３２～４１，有１０个外显子，２个保守区，

１个侧翼（螺旋ＤＮＡ结合域）和一个被称为ＳＭＩＲ（Ｓｍａｄｉｎｔｅｒ

ｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ）的蛋白质结合域
［５６］。对于不同种族的

先天性唇腭裂患者，临床遗传学研究已经发现了多个犐犚犉６基

因的突变位点，相继有学者对此进行了不同种族和地域人群唇

腭裂（包括综合征性与非综合征性唇腭裂）的犐犚犉６基因多态

性的研究，发现突变包括无义突变、错义突变、移码突变或缺失

突变。犐犚犉１、犐犚犉２、犐犚犉３、犐犚犉４、犐犚犉５、犐犚犉７、犐犚犉８或犐犚犉９

基因敲除的小鼠表现出免疫反应缺陷，但并不发生胚胎发育畸

形。而最近发育生物学研究发现，犐犚犉６基因敲除小鼠的表型

出现包括腭裂在内的颅颜发育畸形。遗传学研究发现人类

犐犚犉６基因突变可发生ＶａｎｄｅｒＷｏｕｄｅ综合征，并且指出这是

非综合征唇腭裂发生的重要遗传因素。研究发现约１２％非综

合征唇腭裂患者与犐犚犉６基因突变有关
［３］。

在研究ＶａｎｄｅｒＷｏｕｄｅ综合征的遗传模式时人们发现，

犐犚犉６基因的蛋白结合区域２７４（Ｖ２７４Ｉ）存在一个单核苷酸多

态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）位点，该位点的变

异使其编码的氨基酸序列中异亮氨酸被缬氨酸替代。该变异

可影响基因功能，导致唇腭裂的发生［７］。多位学者陆续对意大

利、美国、比利时以及中国台湾地区人群进行研究，同样发现了

犐犚犉６ 基 因 的 多 个 ＳＮＰ 位 点 （ｒｓ２０１３１６２、ｒｓ２２３５３７５、

ｒｓ２２３５３７３、ｒｓ２２３５３７１），与非综合征性唇腭裂之间存在显著相

关性［８１１］。Ｋｎｉｇｈｔ等
［１２］研究了犐犚犉６基因在小鼠和禽类面部

发育期间的表达，他们发现在小鼠次发腭融合期间腭胚突中嵴

上皮有犐犚犉６基因的表达，同时发现敲除转化生长因子β３

（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ３，ＴＧＦβ３）基因的小鼠出现了包

括腭裂在内的多发畸形，在胚胎未融合腭胚突的中嵴上皮中

犐犚犉６基因表达下降。Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ等
［４］通过小鼠试验证实在胚
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胎上皮发育过程中，犐犚犉６基因是角质形成、细胞增殖与分化

的关键因素，与部分基因突变所致的表型有重叠现象［１３１５］。

研究还发现，在胚胎腭融合过程中，腭突中线边缘的犐犚犉６

基因均呈高水平表达［３，７］。ＧＤ１１～１４是腭突发育的关键期，

此阶段发生舌的下降、双侧腭板的上抬、粘连、融合等一系列复

杂事件，上述任一事件受到干扰，如腭突生长缺陷、腭突上抬延

迟或失败、腭突融合、腭中嵴上皮细胞死亡、间充质固化和分化

过程失败等，均会导致腭裂的发生［８］。

本研究应用Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ近交系小鼠，依次剪取 ＧＤ１３．０、

ＧＤ１４．０、ＧＤ１４．５及ＧＤ１５．０时的胚头，经免疫组织化学检测

后，用网格测试法在高倍镜视野下计数腭突中全部间充质细胞

的阳性细胞数。结果发现，ＧＤ１３．０时，腭突上皮可见ＩＲＦ６蛋

白的表达；ＧＤ１４．５时，腭突上皮中ＩＲＦ６蛋白表达达到高峰；

ＧＤ１５．０时，腭突融合后，仅在腭突的口腔面及鼻腔面的上皮

细胞中可见ＩＲＦ６蛋白表达。本研究证明了在小鼠次发腭融

合期间，ＩＲＦ６蛋白在腭中嵴上皮细胞中持续表达。在腭突融

合前的接触期，ＩＲＦ６蛋白表达水平达到高峰；在腭突融合后，

ＩＲＦ６蛋白表达水平下降。表明ＩＲＦ６蛋白在两侧腭胚突的接

触期及黏附融合期发挥调节作用，ＩＲＦ６蛋白在胚胎腭突中嵴

上皮细胞的凋亡或腭中嵴上皮向间充质的转化过程中发挥

作用。

研究通过在腭突融合过程中对ＩＲＦ６蛋白表达情况的动

态检测，证明其在腭突融合过程中具有重要作用。证实了

犐犚犉６基因是一个重要的先天性唇腭裂候选基因，犐犚犉６基因

突变可能会导致腭裂的发生，为进一步了解并明确腭裂的发生

机制提供理论依据，以后犐犚犉６基因或可作为孕前筛查的标

志，从而针对唇腭裂高危人群进行早期诊断和干预性预防，具

有重要意义。
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