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维甲酸受体在小鼠胚胎造血发育中的表达
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各基因引物序列

D'36

!

W+2#$0

%

.+>-.2"2-*0$.

X

"'/#+#'#+,-.-'<E#+>-FC;

X+2+ O1-,+1;+

`

0+2(+

&

BqH%q

'

X21YN /̂1])1*

!

M+:+1;+

!

'XXQ@XXQXQX''@XX'QQQX

QXQ'X'@@'QXQ'XQQX'XXQ@'

828W

$

/̂1])1*

!

M+:+1;+

!

QQ@QQQ@@@@@Q'QX@QXXXQ

XXX'XXX@QXXXQ'@Q'Q@Q@

828W

%

/̂1])1*

!

M+:+1;+

!

X@'XQX@XQXX'@'@'QX'

XXQ'X''X@QX@'''@QX'@Q

828W

&

/̂1])1*

!

M+:+1;+

!

XX'X@'XX@QQ@@@'QQ@X

@'QXX@QQ'Q'X'@@@X'XX'

8&05!# /̂1])1*

!

M+:+1;+

!

@'X'X'XQXXX'X'XQXQQ@@

@'@'@'X''@@''X'X'X''XX

8&05!! /̂1])1*

!

M+:+1;+

!

'Q'@QQXQ@XX'QQQ'XX'XX@Q

XXX@@Q'Q@QQ@@'''QX''@'

!!

X'OFW

!

X3

8

(+1)3*+N

8

*+H%H

J

N/;

J

N)7+*+N

8

*1/

P

+2);+

+

M'M

!

M+7-2/-()(-*1+(+

J

7/1

+

M)3*N

!

M+7-2)3*+N

8

*1/

P

+2);+

#=C

!

统计学处理
!

应用
5O55!"="

软件进行统计

学分析#各组数据均以
'

Lj(

表示#各时间点不同造

血部位基因表达量的比较采用单因素方差分析

&

/2+H])

8

'?<>'

')检验水准&

%

'为
"="B

)

7

!

结
!

果

!=#

!

R##=B

胎鼠
'X6

区的解剖过程
!

腹腔可见

$

Y

%字形串珠状子宫#约
E

!

#!

枚)显微镜下可见

此时的胚胎血液循环已经建立)子宫与胎盘相连#

Y5

包裹与卵黄动脉(脐带相连的胚体)

'X6

区为

去除背侧神经管后的下方条形组织#中空结构#背主

动脉明显)见图
#

)

!=!

!

R##=B

胎鼠
'X6

区
WHR

染色结果
!

R##=B

胎

鼠前后肢芽中间部分横断面切片中可分辨出明显的

神经管顶板(背主动脉(中肾管&

_/344-)2

管'及中肾旁

管&

6u33+1-)2

管'#背主动脉腔内可见较多的造血细

胞#且主动脉血管内皮细胞连接造血细胞&图
!

')

!=%

!

M'M;

相关基因在胎鼠
Y5

%

'X6

区%

[̂

和成

年小鼠
L6

中的表达
!

运用实时荧光定量
O@M

技

术分析小鼠胚胎
Y5

(

'X6

区(

[̂

和成年小鼠
L6

中
M'M;

不同亚型及其合成酶在时间和空间上的表

达差异#结果&图
%

'显示
828W

$

(

828W

%

(

828W

&

(

8&05!#

和
8&05!!

在这
C

种造血组织中均有表达)

图
6

!

S66Y:

胎鼠
!VB

区的解剖示意图

M+

(

6

!

G>'

(

-$0'/'#$>

)

S66Y:>$"2-!VB.-

(

+$/

'

!

'07+10;41/,)

J

1+

P

2)274+,)3+,/0;+)7##=B*)

8

;

&

R##=B

'

J

/;7(/2(+

J

7-/2

+

L

!

'2+,K1

8

/+2();+*-27N+Y5

+

@

!

'2+,K1

8

/H

+2();+*Y5]);(07)])

8

41/,7N+:-7+33-2+)17+1-+;)2*0,K-3-()3

(/1*

+

F

!

QN+/:+1)33:-+]/4)2+,K1

8

/

+

R

!

QN+0

JJ

+1)2*3/]+1

J

/17-/2;/47N++,K1

8

/]+1+1+,/:+*K

8

(077-2

P

)K/:+7N+4/1+3-,K;

)2*K+3/]7N+N-2*3-,K;);-2*-()7+*K

8

7N+1+*3-2+-2-,)

P

+@

+

^

!

QN+*/1;)3

J

/17-/2)2*)K*/,-2)37-;;0+;(3/;+7/7N+)/17)/47N+

+,K1

8

/]);1+,/:+*

#

)2*7N+'X61+

P

-/2]);-;/3)7+*=Y5

!

Y/3Z

;)(

+

'X6

!

'/17)H

P

/2)*H,+;/2+

J

N1/;=<1-

P

-2)3,)

P

2-4-()7-/2

!

k#"""

图
7

!

S66Y:

小鼠
!VB

区
JES

染色结果

M+

(

7

!

JES2#'+/+/

(

$0S66Y:>$"2-!VB.-

(

+$/

'

!

QN+0

JJ

+1)2*3/]+1

J

/17-/2;/47N++,K1

8

/]+1+1+,/:+*K

8

(077-2

P

)K/:+7N+4/1+3-,K;)2*K+3/]7N+N-2*3-,K;

+

L

!

QN+'X6

1+

P

-/2=#

!

QN+1//4

J

3)7+/42+01)370K+

+

!

!

QN+(+271)3()2)3

+

%

!

QN+)/17)

+

C

!

QN+_/344-)270K+

+

B

!

QN+6u33+1-)270K+='X6

!

'/17)H

P

/2)*H,+;/2+

J

N1/;

+

R##=B

!

R,K1

8

/2-(*)

8

##=B

!!

R#"=B'X6

区中
828W

$

(

828W

%

(

828W

&

及

8&05!#

(

8&05!!

的表达水平低于
RD=BY5

组&

1

%

"="#

'+

R##=B'X6

区中
828W

$

(

828W

%

(

828W

&

及

8&05!#

(

8&05!!

的表达较
R#"=B'X6

区升高

&

1

%

"="#

')

R#%=B

!

R#&=B [̂

内
828W

$

(

828W

%

(

828W

&

及
8&05!#

(

8&05!!

的表达水平低于
R##=B'X6

区

&

1

%

"="#

')

R#%=B

!

R#&=B [̂

内
828W

%

(

828W

&

及
8&05!#

(

8&05!!

的表达水平比较差异无统计学

意义)

828W

$

在
R#C=B [̂

中的表达高于
R#%=B

[̂

&

1

%

"="#

'和
R#&=B [̂

&

1

%

"="B

')在成年小鼠

L6

中#

828W

$

(

828W

%

(

828W

&

及
8&05!#

(

8&05!!

的表达水平均高于
R#&=B [̂

&

1

%

"="#

')

.

&C!#

.
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!"#$

年
#"

月#第
%&

卷

图
8

!

实时荧光定量
FC;

检测
;!;2

不同亚型及其合成酶的表达

M+

(

8

!

D&--Q

%

.-22+$/$0;!;2'/*+#22

)

/#&-#'2-5-.-'22-22-*3

)X

"'/#+#'#+,-;DEFC;

M'M

!

M+7-2/-()(-*1+(+

J

7/1

+

M)3*N

!

M+7-2)3*+N

8

*1/

P

+2);+

+

X'OFW

!

X3

8

(+1)3*+N

8

*+H%H

J

N/;

J

N)7+*+N

8

*1/

P

+2);+

+

Y5

!

Y/3Z;)(

+

'X6

!

'/17)H

P

/2)*H,+;/2+

J

N1/;

+

[̂

!

+̂7)33-:+1

+

L6

!

L/2+,)11/]

+

RD=BHR#&=B

!

R,K1

8

/2-(*)

8

D=BH#&=B

#

1+;

J

+(7-:+3

8

=

#

1

%

"="B

#

##

1

%

"="#=,f%

#

'

Lj(

8

!

讨
!

论

M'

是一类氧化代谢产物#在胚胎发育(器官形

成(细胞分化及免疫效应中发挥着重要的作用,

B

-

)而

M'

对胚胎造血具体机制的深入研究或许可促进血液

病学临床治疗方面的重大进展)

M'

主要通过其胞核

受体来发挥作用#目前共发现
M'M;

和维甲酸
U

受体

&

MUM;

'两大类子受体家族#每类受体家族均包括
%

(

&

和
0

%

种亚型及多种异构体,

E

-

)

M)3*N#

(

M)3*N!

和

M)3*N%

是小鼠胚胎发育时期的
M'

合成酶#其中

M)3*N!

是
M'

合成的关键酶,

D

-

)在小鸡和小鼠视网

膜发育过程中#

M)3*N!

和
M)3*N%

在视网膜色素上皮

细胞和腹侧神经视网膜中均有表达+其中#

M)3*N%

主

要分布于小鼠早期胚胎头部神经节隆起部位#在上皮

细胞中高表达#而与胚胎造血没有直接关系,

#"

-

)

小鼠胚胎造血发育表现为不同造血位点在不同

发育阶段连续发生的过程)

W5@

是存在于不同造

血组织中的始祖细胞#能增殖(分化为各系造血祖细

胞#如
@̂ 9HR

等#再进一步分化为成熟的血细胞#维

持正常的血液循环系统)文献报道#不同造血组织

来源的
@̂ 9HR

反映了
W5@

数量的变化#以便我们

更好地理解小鼠个体发育中造血系统的形成,

C

#

##

-

)

因此#本研究以既往报道的
@̂ 9HR

(原始红细胞集

落形成单位&

J

1-,-7-:++1

8

7N1/-*(/3/2

8

4/1,-2

P

(+33;

#

R1

8

OH@̂ @

'以及脾集落形成单位&

(/3/2

8

4/1,-2

P

02-7H;

J

3++2

#

@̂ 9H5

'等来解释
M'

与胚胎

造血的相关性)近年来#研究发现
M'

除参与调节

胚胎发育外#还能够调控胎鼠
R#"=B

和
R##=B

'X6

区造血的形成,

#!

-

#但目前有关
M'M;

不同亚

型及其合成酶在小鼠胚胎造血发育中的表达水平变

化规律的研究并不完整#因此#本实验进一步探讨小

鼠胚胎造血发育不同阶段
M'MH

%

(

M'MH

&

(

M'MH

0

(

M)3*N#

和
M)3*N!

的表达规律)

X/3*-+

等,

$

-研究发现
8&05!!

基因敲除导致小

鼠
RD=BY5

血管缺陷)

O)3-;

等,

#

-将
R&Y5

来源的

造血细胞接种至甲基纤维素造血分化培养基上进行

造血集落培养#收集到首个表达胚胎和成体珠蛋白

的
R1

8

OH@̂ @

#

R1

8

OH@̂ @

产生的集落由大量有核原

始红细胞组成)

R1

8

OH@̂ @

仅局限于
Y5

#到
RE=!B

时数量达到高峰#而
@̂ 9HR

产生的集落仅由少量永

久红细胞组成#到
RD=B

时数量达到高峰,

#

-

)由此说

明
Y5

短暂地参与永久造血)在本实验中#

M'M;

在

胎鼠
RD=BY5

中相对高表达#与
O)3-;

等,

#

-研究中

的造血发育中
RD=BY5

来源的
@̂ 9HR

数量峰值重

叠#推测
M'

与原始造血相关#且短暂参与永久红细

胞的形成)

到
R#"=B

和
R##=B

时#

Y5

中的
@̂ 9HR

数量明显

降低#永久造血祖细胞逐渐迁移至
'X6

区并大量增

殖(分化)

##*

后#

@̂ 9H5##

数量不断增加#

R##="

'X6

区来源的
@̂ 9H5##

对永久造血的贡献最大#是

.

EC!#

.
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第
#"

期
=

李亚梅#等
=

维甲酸受体在小鼠胚胎造血发育中的表达

迁移至循环系统中造血细胞最主要的来源,

#%

-

)在本

实验中#

R##=B'X6

区中
828W

$

(

828W

%

(

828W

&

(

8&05!#

和
8&05!!

基因一致高表达#且表达比较稳

定)此外#其在
R##=B'X6

区的表达量较
R#"=B

'X6

区升高#与文献报道的
R##="'X6

区来源的

@̂ 9H5##

对永久造血具有最大贡献,

#%

-相符合)这也

进一步验证了
M'

与胚胎早期造血密切相关#并在原

始造血和永久造血中具有重要作用)

研究发现小鼠胚胎
R#E="L6

中集落形成细胞

&

(/3/2

8

4/1,-2

P

(+33;

#

@̂ @;

'数量非常少#共约有

#"

%

#小鼠出生
C*

后#

@̂ @;

数量也仅约
#"

C

#随后

@̂ @;

数量急剧上升#直至成年小鼠水平)而小鼠胚

胎
R#E=" [̂

中
DBd

为
@̂ @;

#从出生开始#

[̂

中

@̂ @;

逐渐减少#直至不再出现)提示造血祖细胞的

扩增是有限的#

@̂ @;

并非完全从
[̂

向
L6

迁

移,

#C

-

)

W0)2

P

等,

#B

-研究发现
M'

信号通路主要成

员&包括
M'M;

(

MUM;

(

M)3*N#

和
M)3*N!

'在小鼠肝

脏发育不同时期表达#其中
M'MH

%

在
R#C=B [̂

中

高表达#

M'MH

&

在围产期表达很低#

M'MH

0

在胚胎

期几乎检测不到#出生后表达逐渐增加)本实验

R#%=B [̂

中
828W

$

(

828W

%

(

828W

&

(

8&05!#

和

8&05!!

基因表达量降低#且在
R#%=B

!

R#&=B [̂

中
828W

%

(

828W

&

(

8&05!#

和
8&05!!

基因均低表

达#样本间表达量差异无统计学意义#到成年小鼠时

L6

中的
M'

信号相关基因上调)因此#推测
M'

对

[̂

的造血形成作用较小#且
M'

并非完全影响从

[̂

向
L6

迁移的造血过程)此外#

R#C=B [̂

中

M'MH

%

表达上调#到
R#&=B

时表达下调#这正说明

了
M'MH

%

对
[̂

永久造血作用的重要性)

本实验以
M'M;

为切入点#研究
M'M;

不同亚

型
M'MH

%

(

M'MH

&

(

M'MH

0

及其合成酶
M)3*N#

和

M)3*N!

在胚胎造血不同发育阶段的表达变化#从时

间和空间角度分析了小鼠胚胎造血发育时
M'M;

对

造血形成的影响#为今后相关信号通路的分子机制

研究奠定了基础)但本研究仅是建立在对胚胎组织

特定基因
,M?'

表达水平上的分析#尚需进一步进

行细胞及分子水平的验证)
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