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　　摘　要：目的　探讨Ｐ５７ｋｉｐ２、ＣＤＫ５在神经管发育缺陷（ＮＴＤ）发生过程中与正常组织的差异表达，为研究正常神经胚形成的

分子机制提供线索。方法　用含有１１００余个已知基因的中密度芯片比较胚胎（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ，Ｅ）９．５、１０．５ｄ正常与同期维甲酸

（ＲＡ）诱导致ＮＴＤ小鼠神经管组织的Ｐ５７ｋｉｐ２、ＣＤＫ５基因表达差异，并对芯片结果进行 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交验证。结果　通过比较

Ｐ５７ｋｉｐ２、ＣＤＫ５基因在正常Ｅ９．５ｄ与Ｅ１０．５ｄ、Ｅ９．５ｄＮＴＤ、Ｅ１０．５ｄＮＴＤ的表达差异，发现在正常神经胚形成前后Ｐ５７ｋｉｐ２、

ＣＤＫ５表达显著上调，在ＲＡ诱导致ＮＴＤ（包括Ｅ９．５ｄ与Ｅ１０．５ｄ两个时相）Ｐ５７ｋｉｐ２、ＣＤＫ５在ＲＡ作用后呈现下调趋势。结论

　Ｐ５７ｋｉｐ２、ＣＤＫ５参与了神经管发育缺陷的发生过程，为研究正常神经胚形成的分子机制提供了有益线索。
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　　神经管缺陷（ｎｅｕｒａｌｔｕｂｅｄｅｆｅｃｔｓ，ＮＴＤ），在所有的新生儿

缺陷中发病率居第一位，是在胚胎发育过程中由于神经管闭合

不全引起的一种缺陷［１］。基因芯片指将许多特定的寡核苷酸

或基因片段作为探针有规律地排列固定于支持物上，样品

ＲＮＡ经同位素或荧光标志后进行杂交，应用计算机系统对杂

交信号检测分析，从而得出相应的生物信息。基因芯片技术的

应用为在分子水平研究复杂的生理病理过程或信号通路提供

了迄今最有力的工具。由于 ＮＴＤ基因表达及调控过程复杂

多变，国内外研究较少。Ｐ５７ｋｉｐ２、蛋白激酶５（ＣＤＫ５）作为重

要的细胞周期相关因子在神经系统发育中的作用机制尚不十

分清楚。本课题组通过动物实验和基因芯片分析，比较了胚胎

９．５、１０．５ｄ正常与同期 ＮＴＤ小鼠神经管组织的 Ｐ５７ｋｉｐ２、

ＣＤＫ５的基因表达差异，并对其进行杂交验证。以求发现二者

与ＮＴＤ发生和神经胚的密切联系，并探讨其可能的分子

机制。

１　材料与方法

１．１　材料　１２０只成年昆明种小鼠，鼠龄５５～６５ｄ，体质量

２２～２８ｇ，无特异病原体，雌雄各半，由第三军医大学实验动物

中心提供（动物质量合格证号：ＳＣＸＫ（渝）２００７００３）。实验中对

动物处置方法符合动物伦理学要求。

１．２　主要实验试剂和仪器　ＴＲＩＺＯＬ试剂、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅡ逆

转录酶、ＯｌｉｇｏｄＴ１２１８ 随机引物、Ｒｎａｓｅ抑制剂购自 Ｇｉｂｃｏ

ＢＲＬ公司；维甲酸（ＲＡ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；５×缓冲液，

ｄＡＴＰ、ＤＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰ，０．１Ｍ ＤＴＴ，ＰｏｌｙｄＡ，ＹｅａｓｔｔＲ

ＮＡ，ＣｏＴ１ＤＮＡ 购自美国 Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；Ｃｙ５ｄＵＴＰ、

Ｃｙ３ｄＵＴＰ购自香港Ａｍｅｒｓｈａｍｐｈａｒｍａｃｉａ公司；３２ＰｄＣＴＰ购

自美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司；ＱＩＡｑｕｉｃｋ质粒纯化试剂盒，ＱＩＡｑｕｉｃｋ

探针纯化试剂盒购自美国 Ｇｅｎｅ公司；基因微点阵购自香港

ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ公司；１％琼脂糖甲醛变性凝胶、ＭＯＰＳ

缓冲液、１０×ＭＯＰＳ缓冲液、１０％ＳＤＳ缓冲液等溶液按《分子克
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隆》方法配制，药品试剂为国产分析纯级。基因序列购自美国

Ｉｎｃｙｔｅ公司小鼠基因文库。ＳｃａｎＡｒｒａｙ４０００芯片扫描仪购自美

国ＧｅｎｅｒａｌＳｃａｎｎｉｎｇ公司；ＳｃａｎＡｌｙｚｅ２．５１软件购自美国斯坦

福大学；ＭｉｃｒｏｃｏｎＹＭ３０为 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ产品。

１．３　方法

１．３．１　神经管发育缺陷模型建立及分组　１２０只成年昆明种

小鼠，于下午６：００按雌雄各半比例合笼，次日清晨８：００取出，

检查雌鼠阴道口有无阴栓，共获得６０只孕鼠。将有阴栓者当

日早晨８：００定为孕期第０天（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ，Ｅ０ｄ），下午４：００定

为Ｅ０．５ｄ。按Ｋｌｏｏｔｗｉｊｋ等
［２］的方法制备ＮＴＤ模型。ＲＡ处理

致ＮＴＤ小鼠ＲＡ溶于玉米油内，按５０ｍｇ／ｋｇ于孕期Ｅ７．０ｄ～

７．２５ｄ时一次性喂服孕鼠，造成 ＮＴＤ模型（ＲＡ诱导组，狀＝

３０）。同时正常对照组（狀＝３０）喂服等量玉米油。

１．３．２　标本采集　两组小鼠在孕期为 Ｅ９．５ｄ（狀＝１６）、Ｅ

１０．５ｄ（狀＝１２）时，颈椎脱臼法处死，取出孕鼠子宫并分离胎

盘、胎膜组织，在解剖显微镜下确定ＲＡ组已造成 ＮＴＤ发生。

挑选典型的异常神经管组织来进行总ＲＮＡ的分离和提取。

１．３．３　总ＲＮＡ的提取与检测　按ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司ＴＲＩＺＯＬ

试剂所提供的方法进行，分光光度仪检测 ＲＮＡ标本浓度，最

后按约３．３μｇ／μＬ的浓度进行稀释分装，每管１５μＬ（５０μｇ），

－８０℃保存。

１．３．４　基因芯片杂交与扫描分析　（１）逆转录（ＲＴ）标记反

应：Ｍｉｘ＃１（×２，两组ＲＮＡ标本），总ＲＮＡ（５０μｇ）１５μＬ，Ｏｌｉ

ｇｏｄＴ１２１８ｐｒｉｍｅｒ（０．５ｍｇ／ｍＬ）４μＬ，Ｒｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１μＬ，共

２０μＬ，混合后７０℃孵育１０ｍｉｎ，置冰上１０ｍｉｎ。Ｍｉｘ＃２：５×

缓冲液１６μＬ，１０×ｌｏｗＴｄＮＴＰｓ８μＬ，０．１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ８

μＬ，ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅡ４μＬ，共３６ｍＬＤＮＡ合成：分别加１８μＬ

ＲＴ反应体系（Ｍｉｘ＃２）到两组 Ｍｉｘ＃１，再分别在两组标本加

２μＬＣｙ３ｄＵＴＰ（正常对照组）或 Ｃｙ５ｄＵＴＰ（ＲＡ 诱导组），

４２℃孵育，２ｈ。１０ × ｌｏｗ ＴｄＮＴＰｓ：１００ ｍｍｏｌ／ＬｄＡＴＰ、

ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ各３０μＬ，１００ｍｍｏｌ／ＬｄＴＴＰ６μＬ，加ＤＥＰＣ水

５０４μＬ，混匀。（２）水解、洗涤纯化：加１０μＬ０．５ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＯＨ（含１００ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ），混匀后，６５℃孵育，１０ｍｉｎ，终

止反应；加１０μＬ０．５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ（１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，ｐＨ７．４），混

匀。将ｃｙ３和ｃｙ５标记标本混合于 ＭｉｃｒｏｃｏｎＹＭ３０管中，

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心约５ｍｉｎ，再加５００ｍＬＴＥ 缓冲液（ｐＨ

８．０），离心洗涤２次。弃洗涤液（含未反应完物质及小分子片

段等）。将ＹＭ３０管倒置于一新的ＥＰＥＮＤＯＦＦ管，低速离心

收集含ｃｙ３、ｃｙ５标记的ｃＤＮＡ片段，最后液体量约２０μＬ。（３）

芯片杂交每个杂交体系加：ＰｏｌｙｄＡ（８ｍｇ／ｍＬ），ＹｅａｓｔｔＲＮＡ

（４ｍｇ／ｍＬ），ＣｏＴ１ＤＮＡ（１０ｍｇ／ｍＬ）的等份混合物３μＬ。

２０×ＳＳＣ３μＬ，１０％ＳＤＳ０．４μＬ。总杂交液体积约２０～３０μＬ

（１ｃｍ×２ｃｍ芯片面积），１００℃变性后，混匀，小心滴在基因

芯片上，加盖片，在湿盒中６５℃孵育，１６～２４ｈ。将玻片浸于

２×ＳＳＣ，０．１％ＳＤＳ缓冲液中，３７℃１０ｍｉｎ，振荡使盖片滑落，

重复洗涤１次，１５ｍｉｎ。甩掉液体，１×ＳＳＣ洗涤，３７℃１５ｍｉｎ。

再用０．２×ＳＳＣ洗１５ｍｉｎ，室温。离心甩干玻片液体，扫描记

录。用含有１１００余个已知基因的中密度芯片，对每组标记的

ｃＤＮＡ杂交。杂交后芯片用ＳｃａｎＡｒｒａｙ４０００扫描仪扫描获取

微阵列图像，扫描图像经ＳｃａｎＡｌｙｚｅ２．５１软件分析。反复试验

３次。

１．３．５　基因表达差异的评价标准　在应用ＳｃａｎＡｌｙｚｅ软件进

行芯片数据分析处理中，基因表达改变的临界点设定为０．５与

２．０，当两组组织中基因表达的强度比值（ｃｙ５／ｃｙ３）大于２．０或

小于０．５时，即认为它们存在差异表达。图像中芯片杂交的荧

光信号ｃｙ３显示为绿色，ｃｙ５为红色，如果某一点ｃｙ５信号强于

ｃｙ３，则两种荧光信号叠加后呈红色（表达上调），反之呈绿色

（表达下降）；表达无明显差异则呈现黄色。本实验中每一对组

织的基因差异表达比较共进行３次，只有当一个基因在３次重

复实验中均出现相同趋势变化（大于２．０或小于０．５），或３次

实验中有２次出现相同趋势改变且第３次结果不矛盾时，方判

定为差异表达基因。

１．３．６　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交　为了对两组芯片杂交的可靠性进行

证实，随机选取ＤＮＡ芯片中表达上调、下调或表达变化无显

著差异的基因，进行Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交。Ｔｒｉｚｏｌ溶液提取的组织总

ＲＮＡ各约２０μｇ，经甲醛变性凝胶电泳后，毛细管法转移至尼

龙膜，８０℃烘烤固定２ｈ。将质粒扩增所得ＤＮＡ探针用３２Ｐ

ｄＣＴＰ进行随机引物标记，按 ＱＩＡｑｕｉｃｋ探针纯化试剂盒方法

进行纯化，充分洗膜后，用感光胶片进行自显影，检测 ｍＲＮＡ

的相对含量。所有样膜用ＡｃｔｉｎｃＤＮＡ探针再杂交，用作内参

照。最后进行吸光度扫描，分析杂交信号。

２　结　　果

２．１　Ｐ５７ｋｉｐ２基因在不同组间的差异　实验结果提示正常对

照组中Ｐ５７ｋｉｐ２在神经管形成前后表达显著上调（ｃｙ５／ｃｙ３＞

２．０），而在ＲＡ诱导组中，Ｐ５７ｋｉｐ２基因在Ｅ９．５ｄ，Ｅ１０．５ｄ两

个时相点呈现一致变化，Ｐ５７ｋｉｐ２在ＲＡ作用后呈现下调趋势

（ＲＡ诱导组Ｅ９．５ｄｃｙ５／ｃｙ３＜０．５；ＲＡ诱导组Ｅ１０．５ｄｃｙ５／

ｃｙ３＜０．５），见表１。

表１　　Ｐ５７ｋｉｐ２基因在不同组间的表达（狀＝３０）

组别 时间 比值（ｃｙ５／ｃｙ３） 基因表达调控

正常对照组 Ｅ９．５ｄ，Ｅ１０．５ｄ ４．３９７０ 上调

ＲＡ诱导组 Ｅ９．５ｄ ０．４３０４ 下调

Ｅ１０．５ｄ ０．４７５２ 下调

２．２　ＣＤＫ５基因在不同组间的差异　实验结果提示正常对照

组中ＣＤＫ５在神经管形成前后表达显著上调（ｃｙ５／ｃｙ３＞２．０），

而在ＲＡ诱导组，ＣＤＫ５基因在Ｅ９．５ｄ，Ｅ１０．５ｄ两个时相点呈

现一致变化，ＣＤＫ５在 ＲＡ作用后呈现下调趋势（ＲＡ诱导组

Ｅ９．５ｄｃｙ５／ｃｙ３＜０．５；ＲＡ诱导组Ｅ１０．５ｄｃｙ５／ｃｙ３＜０．５），见

表２。

表２　　ＣＤＫ５基因在不同组间的表达（狀＝３０）

组别 时间 比值（ｃｙ５／ｃｙ３） 基因表达调控

正常对照组 Ｅ９．５ｄ，Ｅ１０．５ｄ ３．４６７２ 上调

ＲＡ诱导组 Ｅ９．５ｄ ０．４３７８ 下调

Ｅ１０．５ｄ ０．３５５１ 下调

２．３　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交验证结果　为了证实芯片杂交结果的可

靠性，分别对 Ｐ５７ｋｉｐ２、ＣＤＫ５基因进行 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交验证。

验证结果提示与芯片杂交结果相同。

３　讨　　论

神经胚形成是中枢神经系统早期发育中最主要的形态学

事件。神经板准确、及时的闭合形成神经管是其正常发生的关

键。否则会导致畸形的产生，如 ＮＴＤ、脊柱裂、无脑畸形等。

神经管的形成是该过程结束的标志。体内外任何异常因素的

作用均可导致神经管缺陷的发生。众所周知，细胞周期调控和

细胞凋亡准确、有序的进行是保证神经管正常发生的关键因
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素。正常神经管关闭期间，细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子

（ＣＫＩｓ）作为重要的细胞周期抑制因子，通过抑制细胞从Ｇ１ 期

到Ｓ期的转化进入ＤＮＡ合成，从而确保蛋白质复合物的准确

组装，从而调节正常有序的细胞分化［２３］。

本课题组在前期的实验发现正常神经管形成前后及 ＲＡ

诱导产生ＮＴＤ后Ｐ５７ｋｉｐ２基因表达有明显差异，Ｐ５７ｋｉｐ２在

神经管形成前后表达显著上调，而在 ＲＡ 诱导致 ＮＴＤ中，

Ｐ５７ｋｉｐ２表达在Ｅ９．５ｄ、Ｅ１０．５ｄ两个时相点呈现一致变化，

呈现下调趋势［４］。表明在神经管关闭期间，ＲＡ 作用后，

Ｐ５７ｋｉｐ２的表达水平降低，从而促进细胞从Ｇ１ 期到Ｓ期的转

化，干扰了神经祖细胞的定向分化，致使细胞周期相关因子的

监管功能失控，导致正常细胞不能有序分化，形成发育缺陷的

神经管。提示Ｐ５７ｋｉｐ２是一种重要的细胞周期蛋白依赖性激

酶抑制因子，参与了细胞周期调控、促进凋亡、诱导分化［５］。可

能通过调控转录和翻译过程，调节细胞周期，控制细胞基因和

蛋白质的结构［６］。但在神经胚形成时期，在 ＲＡ 的干扰下

Ｐ５７ｋｉｐ２的作用途径是否发生了改变，尚需进一步探讨。

通过进一步实验课题组发现正常神经管形成前后及 ＲＡ

诱导产生ＮＴＤ后ＣＤＫ５基因表达差异明显，ＣＤＫ５在神经管

形成前后表达显著上调，而在ＲＡ诱导致ＮＴＤ中，ＣＤＫ５表达

在Ｅ９．５ｄ、Ｅ１０．５ｄ两个时相点呈现一致变化，呈现下调趋

势。ＣＤＫ５在细胞分裂中的作用尚不明确。ＣＤＫ５是ＣＤＫ的

家庭成员，是一种多功能蛋白质，在神经系统的发育和分化过

程中发挥独特的作用。研究表明，ＣＤＫ５／Ｐ３５能调节磷酸化的

微管相关蛋白，促进神经细胞的迁移、轴突生长与导向，并在神

经细胞的发育过程中起支持细胞骨架动力的作用［７］，在神经系

统发育成熟过程中扮演了重要角色，其表达随着细胞逃逸出细

胞周期而逐渐升高［８９］。Ｔｒｕｎｏｖａ等
［１０］通过敲除小鼠的ＣＤＫ５

基因获得ＮＴＤ模型，甚至出现胚胎期致使的严重缺陷，提示

ＣＤＫ５是ＣＮＳ发育必要的关键基因之一。实验结果提示ＲＡ作

用后ＣＤＫ５表达下调，推测可能通过减少ＣＤＫ５数量，降低ＣＫＩｓ

抑制因子与ＣＤＫ５的结合力，导致细胞从Ｇ１ 期到Ｓ期的转化过

程抑制减弱，使ＤＮＡ蛋白的正确组装受到干扰，从而干扰细胞

的正常有序的分化，促进了神经管的发育缺陷。目前 ＲＡ和

ＣＤＫ５之间具体作用机制的细节尚不明确，须进一步探索研究。

实验结果显示Ｐ５７ｋｉｐ２、ＣＤＫ５基因参与了ＮＴＤ的发生过

程，但对其具体作用机制尚不明确，虽然国内部分学者对其进

行了较深入的研究［１１１２］，但其作用机制的细节问题还不清楚，

需进一步研究。
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［１１］肖雁，吴昌学，黄勇，等．通复方制剂对血管性痴呆大鼠学

习记忆及胆碱酯酶活性的影响［Ｊ］．中国医院药学杂志，

２０１０，３０（８）：６２７６３０．

［１２］ＰａｒｋＤ，ＬｅｅＨＪ，ＫｉｍＳＵ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｃｈｏｌｉｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｒｅｓｔｏｒｅｃｏｇｎｉ

ｔｉｏｎｉｎｒａｔｍｏｄｅｌｏｆｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｘｐＮｅｕ

ｒｏｌ，２０１２，２３４（２）：５２１５２６．

（收稿日期：２０１３０５２７　修回日期：２０１３０６１５）

６４３３ 重庆医学２０１３年１０月第４２卷第２８期




