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犕犻狅狓基因在爪蟾胚胎发育中的时间和空间表达谱分析
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　　［摘要］　目的　研究肌醇加氧酶（ｍｙｏｉｎｏｓｉｔｏｌｏｘｙｇｅｎａｓｅ，Ｍｉｏｘ）基因在物种进化及爪蟾胚胎发育过程中的时间和空间

表达的分布特点。方法　利用半定量ＲＴＰＣＲ观察犕犻狅狓在爪蟾胚胎发育过程中的时间表达模式，利用整体原位杂交方法

观察犕犻狅狓在爪蟾胚胎发育过程中的空间表达模式。结果　ＲＴＰＣＲ结果显示犕犻狅狓基因在胚胎发育第２６期以前都没有表

达，至胚胎发育第２８期开始有微量表达，随着胚胎的发育其表达量逐渐增高；胚胎发育第４０期表达明显升高，第４１期时达到

最高，第４５期时表达有所下降。与胚胎发育第２８、３４期相比，第４０、４１、４５期表达上调（犘＜０．０５）；与胚胎发育第４０期相比，

第４１期表达上调（犘＜０．０５）；然而，同胚胎发育第４１期相比，第４５期表达下调（犘＜０．０５）。整体原位杂交方法发现在胚胎发

育３０期以前均没能检测到犕犻狅狓在爪蟾任何器官中的表达，从３３期开始，犕犻狅狓在爪蟾前肾有很微弱的表达，且犕犻狅狓的表达

随着发育的进展逐渐升高。整体原位杂交方法结果同ＲＴＰＣＲ结果相类似，直至第３９～４０期，犕犻狅狓的表达才明显升高，并且

在随后的时期都以同样高的水平表达。另外，犕犻狅狓基因在爪蟾胚胎发育过程中均仅仅在原肾小管表达。结论　犕犻狅狓是一

个肾脏特异性基因，对于研究肾脏发育可能提供一个特异性标记。

　　［关键词］　肌醇加氧酶；光滑爪蟾；胚胎发育；肾；表达模式
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　　肌醇加氧酶（ｍｙｏｉｎｏｓｉｔｏｌｏｘｙｇｅｎａｓｅ，Ｍｉｏｘ）最

初在大鼠肾脏提取物中发现并纯化，但从大鼠肾脏

中分离得来的 Ｍｉｏｘ蛋白并不稳定，因此关于 Ｍｉｏｘ

的机制及特性研究进展很慢。直至２０世纪８０年

代，有人用电泳分离的方法才得到纯度较高的蛋

白［１］。肌醇（ｍｙｏｉｎｏｓｉｔｏｌ，ＭＩ）是生理肌醇的异构

体，在许多组织和细胞中作为第二信使合成的前体

被使用，同时其还可以作为一种有机渗透物质参与

渗透压调节［２］。ＭＩ代谢的第一个限速步骤即是受

到 Ｍｉｏｘ加单氧酶的催化，这个过程主要在肾皮质的

近端小管发生［３］。Ｍｉｏｘ催化 ＭＩ分解的酶促反应主

要氧化裂解 ＭＩ环状分子的第６位和第１位碳原子

之间的键并产生Ｄ葡糖醛酸，Ｄ葡糖醛酸在随后的

一系列步骤中逐步分解，并最终进入磷酸戊糖途径

进行循环代谢。研究发现，犕犻狅狓在小鼠肾小管近端

小管中表达明显高于其他器官。此外，犕犻狅狓在糖尿

病并发症器官（如神经组织、视网膜等）中也有少

量表达［４７］。然而关于 Ｍｉｏｘ在胚胎发育中的作用至

今尚未见报道。本研究通过半定量反转录聚合酶链

反应（ＲＴＰＣＲ）和整胚原位杂交的方法观察 犕犻狅狓

在爪蟾胚胎发育过程中的时间和空间表达谱，为以

后研究 犕犻狅狓 在肾脏发育过程中的作用提供理论

基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　实验所需爪蟾由四川大学华西医

院遗传工程小鼠中心馈赠。ＲＴＰＣＲ试剂盒、犎犻狀ｄ

Ⅲ 和犅犪犿Ｈ Ⅰ限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶、

犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶、Ｔ３和 Ｔ７ＲＮＡ 聚合酶均购于

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。地高辛标记的 ＵＴＰ、Ａｎｔｉｄｉｇｏｘｉ

ｇｅｎｉｎＡＰ及ＰｕｒｐｌｅＡＰＳｕｂｓｔｒａｃｔ均购于Ｒｏｃｈｅ公

司。ＴＲＩｚｏｌ购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＰＣＲ引物合成和

ＤＮＡ测序均由生工生物工程（上海）股份有限公司

完成。羊抗地高辛碱性磷酸酶标记的抗体及封闭用

正常羊血清购于北京中杉金桥生物技术有限公司。

１．２　爪蟾胚胎的获取及制备　于成熟的非洲爪蟾

背部注射５００～８００ＩＵ 的人绒毛膜促性腺激素

（ＨＣＧ）促进排卵。体外受精后，胚胎用２％盐酸半

胱氨酸（ｐＨ７．８～８．０）进行脱膜，将脱膜后的胚胎培

养在０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ７．４）缓冲液中。

将用于原位杂交的胚胎固定在４％多聚甲醛中，４℃

过夜。然后将胚胎经２５％、５０％、７５％、１００％浓度的

甲醇各处理５ｍｉｎ，梯度脱水。脱水后的胚胎保存

在－２０℃的冰箱中。

１．３　ＲＴＰＣＲ检测 犕犻狅狓表达　分别收集爪蟾第

１、３、７、１１、１７、２０、２２、２６、２８、３４、３８、４０、４１、４５期共

１４个时期的胚胎，将收集的胚胎放入研钵，加入少量

液氮迅速研磨后转入１．５ ｍＬ 离心管，按５０～

１００ｍｇ组织／１ｍＬＴＲＩｚｏｌ混匀，反复吹打，室温放

置５ｍｉｎ使其充分裂解；４℃，１０００×犵离心１０ｍｉｎ；

将上清液转移到新的离心管中，加入２００μＬ氯仿，

振荡混匀，室温放置１５ｍｉｎ；４℃，１０００×犵 离心

１５ｍｉｎ；吸取上层水相至新的离心管中；加入５００μＬ

异丙醇混匀，室温放置５～１０ｍｉｎ；４℃，以不超过

１０００×犵的速度离心１０ｍｉｎ，可在管底见微小白色

沉淀，丢弃上清液；加入１ｍＬ７５％乙醇，温和振荡，

悬浮沉淀；４℃，以不超过７５００×犵 的速度离心

５ｍｉｎ，丢弃上清；重复１次；室温干燥 ＲＮＡ５～

１０ｍｉｎ，用３０μＬＤＥＰＣ水溶解沉淀，测定浓度并

于－２０℃保存。将ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，采用ＰＣＲ

扩增包含大部分编码区及部分３′端非翻译区的

犕犻狅狓基因ｃＤＮＡ序列（扩增片段长度为８９６ｂｐ）。

引物序列：上游引物５′ＧＣＡＡＧＣＴＴＧＴＧＴＴＣＡ

ＧＴＧＡＣＡＣＣＡ３′，下游引物５′ＧＣＧＧＡＴＣＣＡ

ＡＴＣＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣＴＣ３′。扩增条件：９５℃预

变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸
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１ｍｉｎ，共３５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。将扩增

产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳后，在凝胶成像系统下

观察犕犻狅狓基因在各个时期的表达情况。用ＩｍａｇｅＪ

对凝胶图像进行灰度扫描，并进行统计学分析。

ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ以后的ｃＤＮＡ产物作为阳性

对照，未反转录成ｃＤＮＡ的ＲＮＡ作为阴性对照。

１．４　胚胎整体原位杂交检测犕犻狅狓表达　将犕犻狅狓

ｃＤＮＡ的 ＰＣＲ 扩增片段克隆在 ｐＢＳＴⅡ载体的

犎犻狀ｄⅢ和犅犪犿Ｈ Ⅰ多克隆位点之间，并对重组质

粒进行测序和鉴定。重组质粒经Ｔ３ＲＮＡ聚合酶体

外转录获得反义ＲＮＡ探针，并用地高辛标记。胚胎

整体原位杂交方法参照Ｈａｒｌａｎｄ
［８］报道的方法，在５

ｍＬ玻璃小瓶中收集１５～２０个包含胚胎发育各个时

期的胚胎，将探针稀释到杂交缓冲液中，浓度为１００

ｎｇ／５００μＬ，并在６５℃水浴锅中孵育过夜。经过一系

列洗 涤 过 程，用 羊 抗 地 高 辛 碱 性 磷 酸 酶 抗 体

１∶１２０００稀释，４℃孵育过夜。用ＰｕｒｐｌｅＡＰＳｕｂ

ｓｔｒａｃｔ显色底物避光显色，待染色清晰即可停止染

色。染色后的胚胎经３０％蔗糖处理２４ｈ，使用ＯＴＣ

包埋剂包埋胚胎，进行冠状位切片，切片厚度３０μｍ。

切下来的组织转移到圆盖玻片上，放置于２４孔板

中，９０％甘油封片。在ＺＥＩＳＳＡｘｉｏＣａｍ ＭＲｃ５体视

显微镜镜下观察并拍照。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学

分析，数据以珔狓±狊表示，多组资料比较采用单因素

方差分析，两组资料比较采用狋检验。检验水准（α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　犕犻狅狓基因在爪蟾胚胎发育过程中的时间表达

模式　运用半定量ＲＴＰＣＲ检测犕犻狅狓基因在爪蟾

胚胎发育过程中的时间表达模式发现，犕犻狅狓基因在

爪蟾胚胎发育第２６期前均无表达。当胚胎发育至

第２８期开始犕犻狅狓基因有很微量表达，随着胚胎发

育的进展，胚胎发育第３４、３８期其表达水平继续轻

微上调，但是差异仍无统计学意义（犘＞０．０５）。与胚

胎发育第２８、３４期相比，第４０、４１、４５期犕犻狅狓表达

上调（犘＜０．０５）；与胚胎发育第４０期相比，第４１期

表达上调（犘＜０．０５）；然而，与胚胎发育第４１期相

比，第４５期表达下调（犘＜０．０５）。见图１。

图１　犚犜犘犆犚分析犕犻狅狓基因在爪蟾胚胎发育过程中的时间表达模式

犉犻犵．１　犜犲犿狆狅狉犪犾犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犿狔狅犻狀狅狊犻狋狅犾狅狓狔犵犲狀犪狊犲（犕犻狅狓）犵犲狀犲犱狌狉犻狀犵犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋

狅犳犡犲狀狅狆狌狊犾犪狏犲犻狊犲犿犫狉狔狅狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狋犪犵犲狊

ＯＤＣ：Ｏｒｎｉｔｈｉｎｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ；＋：Ｗｉｔｈｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ；：Ｗｉｔｈｏｕｔｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ．犘＜０．０５ｖｓｓｔａｇｅ２８ｏｒｓｔａｇｅ

３４；△犘＜０．０５ｖｓｓｔａｇｅ４０ｏｒｓｔａｇｅ４５．狀＝５０，珔狓±狊

２．２　犕犻狅狓基因在爪蟾胚胎发育过程中的空间表达

模式　运用整体原位杂交方法测犕犻狅狓基因在爪蟾

胚胎发育过程中的空间表达模式，结果（图２）发现：

胚胎发育３０期以前均未能在爪蟾的任何器官检测

到犕犻狅狓表达，从３３期开始，犕犻狅狓在爪蟾前肾有很

微弱的表达，随着胚胎发育的进展，犕犻狅狓的表达逐渐

升高。与ＲＴＰＣＲ结果相类似，直至胚胎发育第３９～

４０期，犕犻狅狓的表达达到最高，并且在随后的时期都以

同样高的水平表达。另外我们还发现，犕犻狅狓基因在

爪蟾胚胎发育过程中均仅仅在原肾小管表达。
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图２　原位杂交检测犕犻狅狓基因在爪蟾胚胎发育过程中的空间表达谱

犉犻犵．２　犛狆犪狋犻犪犾犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犿狔狅犻狀狅狊犻狋狅犾狅狓狔犵犲狀犪狊犲（犕犻狅狓）犵犲狀犲犱狌狉犻狀犵犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋

狅犳犡犲狀狅狆狌狊犾犪狏犲犻狊犲犿犫狉狔狅狊犪狊犪狀犪犾狔狕犲犱犫狔狑犺狅犾犲犿狅狌狀狋犻狀狊犻狋狌犺狔犫狉犻犱犻狕犪狋犻狅狀

ＰｉｃｔｕｒｅＱｉｓａｌａｒｇｅｒｖｅｒｓｉｏｎｏｆ犡犲狀狅狆狌狊犾犪狏犲犻狊ｈｅａｄｏｆｐｉｃｔｕｒｅＰ；ＴｈｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓｏｆｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｐｉｃｔｕｒｅＲａｎｄＳａｒｅａｌｏｎｇｔｈｅｌｉｎｅ

ｏｆｐｉｃｔｕｒｅＪａｎｄＰ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｐｔ：Ｐｒｏｎｅｐｈｒｏｓｔｕｂｕｌｅ；Ｓｔ：Ｓｔａｇｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×９０（ＡＱ），×２００（ＲＳ）

３　讨　论

前肾的发育可以分为以下几个阶段：前肾原基

的形成 （ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｎｅｐｈｒｉｃａｎｌａｇｅ，第 １２．５

期），肾发生（ｎｅｐｈｒｏｇｅｎｅｓｉｓ，第２０期），细胞定向分

化（ｃｅｌｌｕｌａｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，第２５期），器官成熟及

终末分化（ｍａｔｕｒａｔｉｏｎａｎｄｔｅｒｍｉｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，

第２９／３０～第３５／３６期），泌尿功能的形成（ｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎｏｆｅｘｃｒｅｔｏｒｙｆｕｎｃｔｉｏｎ，第４０期以后）
［９１０］。

间质上皮转化（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｒａｎｓｉ

ｔｉｏｎ，ＭＥＴ）在肾脏发育特别是肾小管发生中发挥

着重要作用。肾脏间充质细胞经过 ＭＥＴ后最终分

化形成原肾小管。转化生长因子β（ＴＧＦβ）是调节

ＭＥＴ的一个关键因子
［１１１２］。有研究发现，犕犻狅狓的

过度表达可以诱导ＴＧＦβ表达和活性的增加，间质

部分特异性标记基因如犞犻犿犲狀狋犻狀表达的增加和部

分上皮特异性标记基因如犈犮犪犱犺犲狉犻狀 表达的降

低［６］，提示 Ｍｉｏｘ发挥着抑制 ＭＥＴ过程的作用。另

一方面，Ｍｉｏｘ是催化肌醇代谢的限速酶。作为一个

渗透调节物，肌醇耗竭可以改变 Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ

酶［５］。而Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶在肾脏发育后期功能形

成阶段发挥着重要作用，它通过吸收水分及离子在

细胞内外形成电化学梯度从而维持肾脏的渗透调节

功能［１３１４］。因此我们推测 Ｍｉｏｘ在肾脏发育后期的

渗透调节中发挥着重要作用。

作为一个肾脏特异性表达基因，Ｍｉｏｘ在肾脏发

育过程中发挥的作用迄今还未见报道。我们用ＲＴ

ＰＣＲ和整胚原位杂交的方法对犕犻狅狓在胚胎发育过

程中的表达作了时间和空间上的表达谱分析。

ＲＴＰＣＲ结果显示，至胚胎发育第２６期均未检测到

犕犻狅狓基因在爪蟾胚胎中的表达；胚胎发育第２８期

犕犻狅狓在胚胎前肾有很微量表达；随着胚胎的发育

犕犻狅狓表达逐渐升高，第４１期时 犕犻狅狓表达达到顶

峰，在胚胎发育第４５期，表达明显下调。整体原位

杂交结果显示，胚胎发育第３３期才检测到犕犻狅狓表

达（这可能是因为ＲＴＰＣＲ的灵敏度优于整体原位
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杂交技术），并且犕犻狅狓在爪蟾胚胎发育过程中仅仅

在前肾小管表达。从犕犻狅狓的时间和空间表达模式

来看，犕犻狅狓基因很可能在肾脏发育的成熟及终分化

（２９／３０期到３５／３６期）阶段以及肾脏开始排泄阶段

（４０期以后）发挥着作用，然而这方面还尚未有

研究。

综上所述，本研究在肾脏发育领域观察了犕犻狅狓

的表达，分析了 犕犻狅狓在经典模式生物爪蟾胚胎发

育过程中的时间和空间表达模式，发现 犕犻狅狓在胚

胎发育过程中始终都在原肾小管表达。提示 犕犻狅狓

可能成为肾脏特别是原肾小管的一个特异性标记基

因。从犕犻狅狓的表达模式推测犕犻狅狓 基因很可能在

肾脏发育的成熟及终分化阶段以及肾脏开始排泄阶

段发挥作用。
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