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#摘要$

"

目的
"

研究
N0/?@

生长分化因子"

N0/?@

#及其受体在不同发育期小鼠的不同组织器官中的表达情

况$方法
"

将
"%

对"雌雄各一只为一对#小鼠分为
$

组*

!

对小鼠作为成年鼠组!剩余
.

对使其交配!其中
!

只

孕鼠为胎鼠组!

!

只孕鼠为新生鼠组!

"

只孕鼠为仔鼠组$分别选取胎鼠&新生鼠&仔鼠&成年鼠的脑&肝&肾&心&

肺等全身多种组织器官制备蛋白样品!采用
;̂4<;=5K@0<

方法检测
N0/?@

及其
#

型受体激活素受体样激酶

"

8QZ

#

.

&

8QZ$

和辅助受体
*=1

A

<06"

蛋白的表达$结果
"

仅大脑&小脑&肝脏&肾脏等
$

种组织器官在小鼠个

体发育
$

个不同时期均有
N0/?@

蛋白表达!其中只有肝和肾在
$

个发育时期同时表达
N0/?@

及其受体蛋白$此

外!与胎鼠&新生鼠和仔鼠
!

个发育阶段明显不同的是!大多数成年鼠组织器官均表达
N0/?@

及其受体蛋白$

结论
"

在小鼠个体发育后期!

N0/?@

信号对肝脏和肾脏器官的生长发育可能具有一定作用$

#关键词$

"

N0/?@

信号%小鼠%个体发育%蛋白表达
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N0/?@

生长分化因子"

N0/?@

#作为转化生长因子

$

"

OYF6

$

#超家族的一员%是一种主要通过自分泌和旁

分泌经细胞膜信号转导发挥作用的细胞因子)

"

*

$经

典的
N0/?@

信号通路为两分子成熟形式
N0/?@

先形

成同源二聚体%然后与两分子
%

型受体
8*O7

%

8

或

8*O7

%

M

结合形成四聚体%再招募两分子
#

型受体

激活素受体样激酶
$

"

?C<1:15=;C;

A

<0=6@1\;\15?4;$

%

8QZ$

#或激活素受体样激酶
.

"

?C<1:15=;C;

A

<0=6@1\;

\15?4;.

%

8QZ.

#形成六聚体复合体%复合体中的
%

型

受体使
#

型受体
8QZ$

或
8QZ.

被磷酸化后激活%同

时
*=1

A

<06"

分子可能作为辅助受体参与
N0/?@

信号

转导作用)

,

*

$激活的
8QZ$

或
8QZ.

可使细胞质内

)>?/,

和
)>?/!

分子发生磷酸化后转位到细胞核以

调节靶基因表达并发挥相应生物学效应)

!

*

$

-.-"

重庆医学
,%"(

年
$

月第
$.

卷第
",

期

!

基金项目!四川省教育厅自然基金项目"

""%!,$

#&国家级大学生创新创业训练计划项目"

,%"$"%#!,%%(

%

,%"-"%#!,%%,

#&四川省科技厅
6

泸

州市
6

泸州医学院联合专项基金"

Q_6"%%

#$

"

作者简介!王轲"

"&&!'

#%在读本科%主要从事肿瘤分子生物学方面研究$

"

#

"

通信作者%
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真核生物基因普遍存在选择性剪接现象)

$

*

$基

因预测
N0/?@

分子可能有两种剪接异构体%不过目前

为止仅检测到一种剪接异构体蛋白%该剪接异构体蛋

白有前体"

E=06N0/?@

#和成熟肽"

N0/?@

#两种形式$

8QZ.

是
N0/?@

分子已知的两个
#

型受体之一%

8QZ.

通过选择性剪接可产生
$

种剪接异构体%它们

分别是!

8QZ.6"

%

8QZ.6,

%

8QZ.6!

和
8QZ.6$

)

-

*

$

8QZ$

是
N0/?@

信号通路中的另一个
#

型受体%剪接

异构体主要有
8QZ$6"

和
8QZ$6,

$

N0/?@

分子的辅

助受体
*=1

A

<06"

仅观察到一种剪接异构体蛋白$

大量研究表明
N0/?@

分子主要在动物体胚胎发

育和体轴左右不对称形成过程中发挥重要作用)

#

*

$

最近也有研究发现
N0/?@

分子在多种恶性肿瘤中高

表达%可能与肿瘤的发生和发展过程相关%并且认为

其可能是肿瘤诊断的标志分子和治疗靶点)

.6&

*

$但是

PXX+TZ88)

等)

"%

*却提出由于
N0/?@

在人肾脏组织

中有较强表达%可能并不适于作为肿瘤免疫治疗的靶

点$由于人的正常组织器官不易获取%目前还不十分

清楚
N0/?@

分子在其他正常组织器官中的表达情况%

甚至也未见
N0/?@

分子在动物组织器官中表达分布

的相关报道&此外%虽然已知
N0/?@

分子在早期胚胎

发育过程有重要作用%但是还不清楚
N0/?@

分子在个

体发育后期是否也同样发挥作用$本实验基于上述

两个问题%以小鼠为动物模型%选取胎鼠'新生鼠'仔

鼠'成年鼠
$

个不同发育时期小鼠%用
;̂4<;=5K@0<

方法检测其多种器官中
N0/?@

及其受体
8QZ.

'

8QZ$

和辅助受体
*=1

A

<06"

蛋白的表达%以探讨
N0/6

?@

及其受体在不同生长发育时期的表达情况%为进一

步研究
N0/?@

分子功能及其是否可作为肿瘤免疫治

疗靶点提供参考$

!

"

材料与方法

!2!

"

材料

!2!2!

"

实验动物
"

昆明小鼠%

-

&

#

周龄%体质量
,#

&

!%

I

%由西南医科大学实验动物中心提供$

!2!2"

"

主要仪器和试剂
"

)*+GNOV6

%

型超声细胞

粉碎机"宁波新芝公司#%

OYQ6"#7

型低温高速离心

机"珠海黑马公司#%

F0=>?&%%

系列
'(#c

立式超低

温冰箱"

OS;=>0

公司#%

L_*V6,$

系列双垂直蛋白电

泳仪"北京六一仪器厂#%

Y;@L0C̀ 7d)

R

4<;>

"

M+X6

78L

公司#$苯甲基磺酰氟"

EJ)F

#'

7+E8

裂解液均

购自碧云天研究所$

%2$-

!

>

聚偏二氟乙烯"

EWLF

#

膜"

J1@@1

A

0=;+EWP%%%"%

#'

N0/?@

"

4C6,(&"!

%

)?5<?

*=H]

公司%

"f!%%

#'

8QZ.

"

4C6"!-%%"

%

)?5<?*=H]

公

司%

"f!%%

#'

8QZ$

"

?K#$(!"

%

8KC?>

公 司%

"f

"%%%

#'

*=1

A

<06"

"

?K"&&".

%

8KC?>

公司%

"f"%%%

#'

$

6

?C<15

"

M)#%%.J

%

M10[0=@/;

公司%

"f"%%%%

#$二抗!

P7E

标 记 山 羊 抗 兔 "

M)"!,.(

%

M10[0=@/;

公 司%

"f-%%%

#%

P7E

标记山羊抗鼠"

M)",$.(

%

M10[0=@/;

公司%

"f-%%%

#$

!2"

"

方法

!2"2!

"

动物模型建立
"

从新购进的
,%

只小鼠"雌雄

各
"%

只#中选择
#

只"雌雄各
!

只#分为
!

组直接取各

组织器官提取蛋白作为成年鼠组样品%其中雌鼠只取

乳腺组织蛋白样品%其余组织器官样品均来自雄鼠$

剩下的
"$

只"雌雄各
.

只#小鼠在
,!c

环境下继续

饲养两周以保证其充分性成熟$两周后%下午
#

点左

右将剩下的
"$

只小鼠按雌雄
"f"

合为
.

笼%次日早

上将雌鼠和雄鼠分开%取
!

笼雌鼠标记为胎鼠组%

!

笼

雌鼠标记为新生鼠组%

"

笼雌鼠标记为仔鼠组后继续

饲养$将雌雄鼠分开时记为孕
%/

%饲养两周后未见

小鼠腹部明显变大者继续合笼$根据此方法%将
!

只

孕鼠在孕第
"(

天时做剖宫产%取出胎鼠并提取胎鼠

各组织器官的蛋白样品$将同一孕鼠的胎鼠组织收

集在一起作为一组样本%共收集到
!

组胎鼠组样本&

标记为新生鼠组的
!

只孕鼠正常分娩后%在小鼠出生

,2-

&

!2%/

时对新生小鼠进行解剖%取其各组织器

官%将同一胎新生鼠组织收集在一起作为一组样本%

共收集到
!

组新生鼠组织样本&标记为仔鼠组的那一

只孕鼠生产的小鼠哺乳
"(/

%将其产下的同一胎仔鼠

分为
!

组%解剖
!

组仔鼠并获得仔鼠组各组织器官蛋

白样本$每个发育阶段小鼠均有
!

组样本%分别对各

组样本进行检测%蛋白表达分布结果基本一致%选择

其中具有代表性的一组予以展示$其中由于胎鼠'新

生鼠'仔鼠个体器官很小%难以单独进行蛋白测定%因

此将同组小鼠的同种器官收集在一起进行蛋白检测%

成年鼠为单独个体蛋白检测$整个实验过程均遵循

中国科学技术委员会颁发的+实验动物管理条例,$

!2"2"

"

蛋白样品制备
"

从活体取到组织后%将其迅

速放入液氮速冻%然后将速冻的组织放入
'(%c

长期

保存$待制备蛋白样品时从
'(%c

超低温冰箱取出

需要的组织%液氮下研磨%研磨好的组织装在
"2->Q

灭菌
GE

管内$按照
%2"

I

组织加入
">Q

的
7+E8

和
"%QEJ)F

的比例加入
7+E8

和
EJ)F

并用涡旋

震荡混匀器充分震荡混匀%混匀后的混合液置于冰上

裂解
"2-S

%由于
EJ)F

在水溶液中不稳定%因此在裂

解
$%>15

左右补加一定比例的
EJ)F

$随后超声破

碎
LN8

%

$c

%

"#%%%=

(

>15

离心取上清液并按一定

比例加入
Q0?/15

I

MHBB;=

%沸水浴
->15

%分装样品%蜡

膜密封
GE

管%

',%c

保存%使用时取出融化'混匀'

低速离心即可$

!2"2#

"

;̂4<;=5K@0<

"

采用十二烷基硫酸钠
6

聚丙烯

酰胺"

)L)6E8YG

#凝胶电泳%浓缩胶浓度为
$9

%分离

胶浓度为
"%9

$湿转膜法%

,-%>8

恒流将凝胶上的

蛋白转移到
EWLF

膜上$转完膜后取出
EWLF

膜%用

OM)O

洗膜
->15

以洗去膜上的电转液%并用
-9

的

脱脂牛奶室温封闭
"S

%

$ c

孵育一抗过夜"

",

&

"#

S

#$次日回收一抗%

OM)O

洗膜
!b"%>15

%之后室温

孵育二抗
"S

%

OM)O,b->15

再
OM)"b->15

洗二

#.-"

重庆医学
,%"(

年
$

月第
$.

卷第
",

期



抗%

G*Q

发光%

`

线片暗盒曝光并用
Y;@L0C̀ 7d

)

R

4<;>

采集图像$图像采集和分析均来自于
+>?

I

;

Q?K40B<[?=;

"

M1067?/Q?K0=?<0=1;4

&

W;=4105$2%2"

#$

"

"

结
""

果

"2!

"

N0/?@

及其受体在胎鼠组织器官中的表达分布

"

取
"!

种胎鼠组织器官进行
;̂4<;=5K@0<

检测%发

现大脑'小脑'皮肤'肝'胰腺'骨骼肌和肾等多种器官

中有不同程度
E=06N0/?@

蛋白表达%其中肝脏表达最

强%大脑'小脑'胰腺'骨骼肌和肾脏表达较强%只有皮

肤有少量表达%其余
#

种胎鼠组织器官未见
N0/?@

蛋

白表达"图
"

#$在表达
N0/?@

蛋白的几种器官中%骨

骼肌有少量
N0/?@

受体
8QZ.6"

和
8QZ$6"

蛋白表

达%以及较强的辅助受体
*=1

A

<06"

蛋白表达$此外%

在胎鼠骨骼肌中还检测到
8QZ.

的剪接异构体

8QZ.6!

和
8QZ$

的剪接异构体
8QZ$6,

蛋白有较

强表达$在胎鼠肾脏'肝脏和皮肤中检测到
8QZ.6"

蛋白表达$此外%这
!

种组织器官还不同程度地表达

了
8QZ$

和
8QZ.

的其他剪接异构体%肝脏还表达了

较强的
*=1

A

<06"

蛋白$大脑'小脑'胰等组织器官虽

然表达
N0/?@

蛋白%但是未检测到
8QZ.6"

和
8QZ$6

"

蛋白表达%只是不同程度表达了
8QZ.6"

和
8QZ$6

"

以外的剪接异构体蛋白%这
!

种器官均无
*=1

A

<06"

蛋白表达$在不表达
N0/?@

的器官中%胎鼠小肠'胸

腺和心脏几乎未能检测到这几种蛋白的表达%而肺'

胃和膀胱有较强的
8QZ$6,

表达%其中肺和胃还有较

强
*=1

A

<06"

蛋白表达$

图
"

""

N0/?@

及其受体在胎鼠组织器官中的

表达分布

"2"

"

N0/?@

及其受体在新生鼠组织器官中的表达分

布
"

用
;̂4<;=5K@0<

方法共检测
"$

种新生鼠组织器

官%其中大脑'小脑'肝'肺'皮肤'胰腺'脾'骨骼肌和

心脏等
&

种器官中有不同程度的
E=06N0/?@

蛋白表

达%与胎鼠一样%肝脏有最强表达%并且还观察到少量

成熟
N0/?@

蛋白表达"图
,

#$在表达
N0/?@

蛋白的
&

种器官中%皮肤'骨骼肌'心脏和肾脏中检测到
8QZ.6

"

和
8QZ$6"

蛋白表达$在肝脏中虽高表达
N0/?@

蛋

白%但未检测到
8QZ.6"

蛋白表达%不过有较强的

8QZ$6"

和
*=1

A

<06"

蛋白表达$大脑'小脑'肺和脾
$

种器官中虽然有较强的
N0/?@

蛋白表达%但是无受体

8QZ.6"

或
8QZ$6"

蛋白表达$小肠'胃'膀胱和胸腺

$

种器官均观察到较强的受体
8QZ.6"

蛋白表达%但

是未检测
N0/?@

表达$

图
,

""

N0/?@

及其受体在新生鼠组织器官中的

表达分布

"2#

"

N0/?@

及其受体在仔鼠组织器官中的表达分布

"

在已检测的
"$

种仔鼠组织器官中%仅有大脑'小

脑'肝'脾和肾等
-

种器官中有
N0/?@

蛋白表达%可见

仔鼠表达
N0/?@

的器官明显比新生鼠更少"图
!

#$此

外%在肝和肾主要观察到的是成熟
N0/?@

蛋白而不是

前体蛋白%这也明显与胎鼠和新生鼠不同$在表达

N0/?@

蛋白的器官中%肾既表达
8QZ.6"

又表达

8QZ$6"

蛋白%并且还同时表达
*=1

A

<06"

%大脑'小脑

和肝只表达了
8QZ$6"

%而脾仅同时表达
8QZ.6"

蛋

白$其余不表达
N0/?@

蛋白的
&

种组织器官中%大

肠'小肠'胃'膀胱'骨骼肌和心脏均有受体
8QZ.6"

蛋白达$

图
!

""

N0/?@

及其受体在仔鼠组织器官中的

表达分布

"2$

"

N0/?@

及其受体在成年鼠组织器官中的表达分

布
"

$

个时期的小鼠组织器官中%成年鼠检测的器官

数量最多%并且表达模式也最丰富%特别是在检测的

所有器官中均有较强的
8QZ.6"

蛋白表达"图
$

#$在

选取的
,%

种成年鼠组织器官中%肝'大脑'小脑'脊

髓'睾丸'肺'乳腺'脾'胃'大肠'肾'心和前列腺等
"!

种器官有不同程度的
N0/?@

蛋白表达$以表达成熟

N0/?@

蛋白为主%特别在肾和心脏两种器官中高表达

成熟
N0/?@

蛋白$在表达
N0/?@

蛋白的组织器官中%

肝'小脑和脊髓同时表达了
8QZ.6"

和
8QZ$6"

及

*=1

A

<06"

蛋白$大脑'睾丸'肺'乳腺'脾'胃'大肠'肾'

心和前列腺等
"%

种表达
N0/?@

的器官同时也表达了

8QZ.6"

蛋白%大部分组织器官还表达了
*=1

A

<06"

蛋

..-"

重庆医学
,%"(

年
$

月第
$.

卷第
",

期



白%均未检测
8QZ$6"

表达$不仅所有成年鼠组织器

官表达
8QZ.6"

%而且
8QZ.

的其他剪接异构体也在

这些器官中有较强表达$但是仅有肝'胰'小脑和脊

髓等
$

种组织器官表达
8QZ$

的剪接异构体%这明显

与前面
!

个时期的表达模式不同$

图
$

""

N0/?@

及其受体在成年鼠组织器官中的

表达分布

#

"

讨
""

论

""

现有研究已知
N0/?@

分子在早期胚胎发育和体

轴左右不对称形成过程中发挥重要作用)

!

%

#

*

%但是

N0/?@

分子在个体发育后期中是否发挥作用并未见相

关报道$本研究检测了
N0/?@

及其受体蛋白在小鼠

个体发育后期的
$

个不同时期中的表达情况%以提示

其可能具有的功能$结合
$

个发育时期的结果进行

分析%发现
N0/?@

蛋白在
$

个时期的大脑'小脑'肝'

肾等
$

种组织器官中均有表达&由于受个体太小的限

制%未检测胎鼠脾脏中
N0/?@

蛋白%不过在新生鼠'仔

鼠和成年鼠
!

个时期的脾脏中均检测到
N0/?@

蛋白&

此外%除胎鼠肺中未检测到
N0/?@

蛋白外%在新生鼠'

仔鼠和成年鼠
!

个时期的肺中均检测到
N0/?@

蛋白$

如果再结合
N0/?@

受体的表达进行分析%仅仅只有肝

和肾这两种器官是既有
N0/?@

分子表达又有受体

8QZ.6"

和"或#

8QZ$6"

%以及辅助受体
*=1

A

06"

蛋白

表达$这些结果提示在已检测的多种器官中%

N0/?@

信号通路可能对小鼠肝和肾的生长发育过程有一定

作用$在大脑'小脑'脾和肺等
$

种器官发育过程中

均有
N0/?@

蛋白表达%但未检测到其受体
8QZ.6"

和

"或#

8QZ$6"

蛋白表达%这有可能
N0/?@

分子通过

8QZ.

或
8QZ$

的其他剪接异构体或者通过其他未

知
N0/?@

受体起作用$此外%只有胰腺和骨骼肌这两

种被检测的器官是在较早期的胎鼠和新生鼠阶段有

N0/?@

蛋白表达%而在后期的仔鼠和成年鼠阶段却不

表达$

关于
N0/?@

及其受体在胚胎发育过程中表达与

功能研究的文献较多%但是未检索到
N0/?@

及其受体

在个体发育后期至成年之前时基因表达和功能研究

的文献%不过已有少量文献报道了
N0/?@

及其受体在

成年动物中表达$

VP8X

等)

""

*发现
N0/?@

在草鱼的

垂体'大脑'心'肾和脾等组织器官中有少量
>7N8

表达%而在生殖腺细胞中有较强表达$

N0/?@

及其受

体还在小鼠的乳腺上皮细胞'睾丸雄性生殖细

胞)

",6"-

*

%以及成年人的胰岛和子宫内 膜 中 有 表

达)

"#6"(

*

$本实验结果发现大多数成年鼠组织器官中

均有
N0/?@

及其受体蛋白的表达$这不仅印证和进

一步丰富了现有相关文献%也提示
N0/?@

可能并不适

宜作为肿瘤免疫治疗的靶点$因为最近已有文献报

道
N0/?@

在恶性肿瘤细胞中高表达%可能与肿瘤的发

生'侵袭和转移相关)

&

*

%甚至已开发出单克隆抗体进

行治疗实验)

"&

*

$但是如果在人正常组织中存在
N0/6

?@

表达%针对
N0/?@

分子的单克隆抗体治疗很可能会

影响正常组织器官的功能$

PXX+TZ88)

等)

"%

*报道

N0/?@

蛋白在健康人肾脏组织中有较强表达%本研究

也发现在所有检测的成年鼠组织器官中肾脏有最强

的
N0/?@

蛋白表达$

本研究除检测到已知作为
N0/?@

分子受体的

8QZ.6"

和
8QZ$6"

蛋白表达外%还在不同发育时期

和不同组织器官中不同程度地检测到
8QZ.

和

8QZ$

功能未知的其他剪接异构蛋白表达$提示

8QZ.

和
8QZ$

的这些剪接异构蛋白应该在相应的

小鼠组织器官具有一定功能%具体功能有待进一步探

索$另一有趣现象是发现胎鼠和新生鼠检测到的

N0/?@

蛋白均为前体形式%而仔鼠和成年鼠的多种组

织器官中仅检测到成熟
N0/?@

蛋白$成熟
N0/?@

一

般不稳定%为什么会在这些组织器官中被大量检测到

还有待进一步研究$

综上所述%

N0/?@

分子在小鼠个体发育后期
$

个

阶段的多种组织器官中有较强表达%特别是在成年鼠

的大部分组织器官中均存在不同程度表达%提示

N0/?@

分子可能并不适合作为肿瘤免疫治疗的靶点$

N0/?@

及其受体在小鼠个体发育
$

个不同阶段的肝和

肾脏中均有表达%提示
N0/?@

信号可能对这两种器官

的生长发育有一定作用$此外%在大多数成年鼠组织

器官中有完整的
N0/?@

信号通路%说明
N0/?@

信号对

维持这些器官的功能活动应有相应作用$因此%有必

要在后续研究中进一步探究
N0/?@

信号在维持个体

发育和成年鼠组织器官中发挥作用的分子机制$
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