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摘要 原钙黏附蛋白 18b(Protocadherin18b，Pcdh18b)属于钙黏附蛋白家族成员．为了研究 pcdh18b基因抑制对斑马鱼神经系
统发育的影响，针对 pcdh18b的翻译起始位点设计一个吗啡啉修饰的反义寡核苷酸抑制其表达，在斑马鱼受精卵一到二细胞
期注射并且验证其有效性．注射后用原位杂交和吖啶橙染色检测神经系统的表型和标志基因的表达． pcdh18b下调使神经前
体细胞的标志基因 neurog1、神经元标志基因 elavl3和神经胶质细胞标志基因 gfap的表达均出现下调，中后脑边界的标志基
因 pax2a和 wnt1表达减弱并出现神经管分叉现象，同时与后脑分节相关的基因 krox20表达减少．吖啶橙染色显示 pcdh18b
下调后斑马鱼中脑、后脑及中后脑边界细胞凋亡增多．这些结果表明 pcdh18b抑制导致了斑马鱼神经系统发育的异常．
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钙黏附蛋白家族(cadherin family)为一类钙离子
依赖型黏附分子，均为单链跨膜糖蛋白，主要参与

介导特定组织或器官同型细胞间黏附，对胚胎发育

中的细胞识别、迁移、通讯和组织分化及中枢神经

系统中神经回路的形成具有重要作用[1-2]．它们由

一个含 5个串联重复单位(每个重复单位约 100个
氨基酸)的胞外结构域、一个跨膜结构域和一个很
保守的胞内结构域(约 200个氨基酸)构成[3]．根据

它们的胞外结构域和胞内结构域的不同，将钙黏附

蛋白家族分为 4 类 : 经典的钙黏附蛋白 (classical
cadherins)、桥粒钙黏附蛋白(desmosomal cadherins)、
钙黏附蛋白相关蛋白(cadherin-related proteins)和原
钙黏附蛋白(protocadherins，Pcdh)[4]．

原钙黏附蛋白是一种具有新特性的钙黏蛋白，

是钙黏蛋白超家族中一个最大的亚族．目前为止，

在哺乳动物中发现有 60余种原钙黏附蛋白[5]．原

钙黏附蛋白同样也具有三个结构域，但胞外结构域

一般有 5个以上串联重复单位组成，另外其胞外结
构域并不直接与 茁-连环蛋白(茁-catenin)相互作用，
这与经典的钙黏附蛋白不相同 [6-8]．有研究表明，

原钙黏附蛋白在神经元发育和突触形成中有重要的

作用[9-10]．

原钙黏附蛋白 18(protocadherin18，Pcdh18)主
要表达于小鼠的前脑与后脑的脑室管膜区、嗅泡、

大脑皮层、丘脑及小脑中[11-12]．哺乳动物宫内发育

不便于对活体神经系统的研究和观察．斑马鱼是近

年来出现的一种良好的模式生物，体外受精，体外

发育，一次产卵较多，此外斑马鱼胚胎发育期，通

体透明，便于形态学检测和发育过程观察，所以利

用斑马鱼研究 pcdh18基因对神经系统发育的影响
具有独特的优势．斑马鱼 Pcdh18 包含两个成员
Pcdh18a和 Pcdh18b，两者蛋白质同源性 70%，但
它们的表达模式并不完全相同．在斑马鱼发育过程

中 Pcdh18a主要表达于中枢神经系统，包括端脑、
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间脑、顶盖、后脑、脊索以及鳃弓等处，Pcdh18a
的主要作用是参与斑马鱼体轴和神经管形成、鳃弓

发育等过程．Pcdh18b主要表达于斑马鱼的神经管
和中枢神经系统，但是其在神经系统发育中的具体

作用及其分子机制尚不清楚[13]．本文利用吗啡啉类

似物修饰的反义寡核苷酸全胚胎显微注射的方法，

建立了 pcdh18b基因抑制的斑马鱼模型，同时还利
用胚胎整体 RNA原位杂交和吖啶橙染色等方法首
次证实了 pcdh18b 抑制后斑马鱼神经系统的发育
情况，以及相关标志基因的表达情况，为 pcdh18b
对神经系统发育影响的相关机制研究提供了重要

基础．

1 材料和方法

1援1 实验动物

斑马鱼(AB系)喂养方案根据 Westerfield的方
法进行[14]，照明 14 h黑暗 10 h交替，雌雄两组分
别饲育．定时喂以鱼饵外加咸水丰年虫(Artemien，
Salina)，直到雌雄体发育到可以产卵后，把一雌三
雄放在装有产孵箱的水族箱内，次日清晨 6∶00～
8∶00产卵．收集鱼卵培养于 28℃培养液，根据形
态特征区分发育阶段[15]．

1援2 显微注射

为了有效地抑制 protocadherin18b 基因表达，
我们针对 pcdh18bmRNA翻译起始位点设计了一条
吗啡啉修饰的反义寡核苷酸(Morpholino-modified
antisense oligonucleotides)“pcdh18b-MO”5忆 GTT-
GTTCCCATATTTGAAGACGTGC 3忆，一条标准对
照为 5忆 CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA 3忆
(均购于 Gene Tools，LLC)．稀释在 Danieau's溶液
中后，在一到二细胞期的野生型胚胎中注射，注射

量为每个胚胎 0.25～5 ng．为了验证吗啡啉抑制
pcdh18b 表达的有效性，我们构建了 pcdh18b-
EGFP的融合质粒，把一段 271 bp pcdh18b的基因
片段融入 pEGFP-N1载体，其中包括 218 bp 5忆 UTR
和其附近编码区域编码起始 21个氨基酸．为了进
一步验证吗啡啉抑制 pcdh18b表达的有效性，体外
转录了 pcdh18mRNA．pcdh18b基因体外合成步骤
包括 RT-PCR扩增、双酶切、亚克隆和体外转录．
从 24hpf 斑马鱼胚胎抽提 RNA，由高保真性
PrimeSTAR誖 HS DNA Polymerase (TaKaRa 公司 )
PCR扩增得到含有整个可读框的 PCR产物，引物
序列为 5忆GTTGGATCCTCAAATATGGGAACAA-

C TAAG 3忆 和 5忆 ACGGAATTCTCCACTCTC -
ATAAATAATAATAAA 3忆(下画线碱基为酶切位
点)，将 PCR产物克隆到 pcDNA3载体中构建重组
质粒 pcDNA3-pcdh18b，用于转录正义加帽的
mRNA，转录所用的试剂为 mMessage Machine T7
试剂盒(Ambion公司)．
1援3 整体原位杂交

取不同发育时期的胚胎，用 1 伊 PBST溶液洗
去多余的甲醇溶液，蛋白酶 K消化，将胚胎置于
65℃水浴进行预杂交 3 h，然后加入所合成的反义
RNA探针 65℃水浴杂交过夜．多余的探针用 0.2 伊
SSC 溶液洗去，加入 anti-Dig-AP (购于 Roche 公
司)与反义 RNA探针结合过夜．未结合的抗体用
1 伊PBST溶液洗去，再加入 BCIP/NBT/NTMT溶液
显色 30 min，迅速用 1 伊 PBST溶液洗去多余的显
色液，在显微镜下观察并记录结果[16]．

1援4 形态学观察

在 Olympus解剖显微镜下观察斑马鱼胚胎发
育的全过程，并进行活体摄影．在各观察时点计数

胚胎存活情况及畸胎数，观察胚胎发育及神经系统

情况．

1援5 吖啶橙染色

吖啶橙(acridine orange)染色用于检测细胞凋
亡，将胚胎去除卵膜(chorion)，置于吖啶橙染液(将
吖啶橙溶于 PBS中，终浓度 2 mg/L, pH 7.1)中 1 h,
PBS清洗 2遍，在荧光显微镜下，选用波长大于
515 nm的激发光光源观察结果．

2 结果与分析

2援1 pcdh18b的表达抑制对斑马鱼脑部形态的影响
注射吗啡啉修饰的反义寡核苷酸是一种已经建

立的良好的干扰目标 mRNA翻译的方法[17]．为了

研究 pcdh18b基因对斑马鱼神经系统发育的影响，
我们设计了一个吗啡啉修饰的反义寡核苷酸干扰

pcdh18b翻译起始位点，用 pcdh18b-MO注射斑马
鱼胚胎，结果显示注射后胚胎脑部明显畸形．

con-MO注射组和未经注射的野生型(WT)组的表型
基本一致，因此后续所有实验仅设置了 con-MO注
射组作为对照．为了验证吗啡啉修饰的反义寡核苷

酸的有效性，将其与编码 pcdh18b-EGFP融合蛋白
的 pcdh18b-EGFP DNA 共 注 射 ， 结 果 显 示

pcdh18b-MO 抑制了 pcdh18b-EGFP 融合蛋白的表
达(图 1, n > 100)，从而也验证了 pcdh18b-MO能够
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Fig. 2 Knockdown of pcdh18b affects midbrain，
hindbrain and midbrain鄄hindbrain boundary

(a, a忆) 5ng con-MO injected embryos. (b, b忆) 5ng pcdh18b-MO injected
embryos. (c, c忆)5ng pcdh18b-MO and 200pg pcdh18b-mRNA. (a, b, c)
Lateral view. (a忆 , b忆 , c忆 ) Dorsal view. At 28hpf, hindbrain and
midbrain-hindbrain boundary are obscure in pcdh18b morphant in b, b忆.
hb: Hindbrain; hbv: Hindbrain ventricle; mhb: Midbrain-hindbrain
boundary; mb: Midbrain.

2援2 pcdh18b的表达抑制对斑马鱼神经系统发育
的影响

pcdh18b基因表达抑制后斑马鱼脑部畸形可能
由神经组织发育异常所导致．为了验证这个推测，

我们利用胚胎整体 RNA原位杂交的方法检测了神
经系统相关标志分子： neurog1、 elavl3、gfap、
pax2a、 wnt1、 krox20 在受精卵发育过程中
18hpf，24hpf和 30hpf的表达情况．

neurog1是神经前体细胞的标志，在胚胎受精
24 h后主要分布于前脑、中脑、后脑、脊髓、耳部
和鳃背基板处[18]．pcdh18b基因下调组的 18hpf胚
胎与对照组相比，neurog1在前脑、中脑、后脑表
达均减弱．pcdh18b基因下调组的 24hpf胚胎与对
照组相比，neurog1在中脑及后脑的表达均明显减
少，在前脑及其他部位中无显著变化(图 3)．
为了进一步研究 pcdh18b下调后神经细胞分化

情况，我们检测了 elavl3、 gfap 的表达情况．
elavl3是最早期的神经元标志物之一，在神经系统
广泛表达，是神经元决定的标志[19-20]．gfap为神经
胶质细胞的标志，胚胎受精 12h 后在脑中表达，
15h 后至成鱼在神经胶质细胞中持续表达 [21]．

pcdh18b基因下调组的 18hpf和 30hpf胚胎中 elavl3
和 gfap在中脑和后脑的表达均显著减少，中后脑

The total number of embryos (n) was scored at 30hpf, and phenotypes were separated into three categories: normal, abnormal (showing brain

irregularly shaped, hindbrain obscure and hindbrain ventricle enlarged) and death.

Fig. 1 Effect of pcdh18b expression down regulation
(a) Wild-Type. (b) Coinjection of 5 ng con-MO with the 150 pg pcdh18b-
EGFP DNA produced green fluorescence. (c) Coinjection of 5 ng
pcdh18b-MO with the 150 pg pcdh18b-EGFP DNA inhibited production
of the pcdh18b-EGFP fusion production.

有效抑制内源性 pcdh18b的表达．在注射后发现，
受精 28 h后 pcdh18b抑制的斑马鱼胚胎与对照组
相比后脑室变大、后脑结构模糊、中脑与后脑边界

松散、甚至消失(表 1，图 2a，a忆，b，b忆)．我们构
建了体外 pcdh18-mRNA 转录体系，得到了包括
pcdh18b-CDS全长的体外转录mRNA．与 pcdh18b-
MO共注射后，表型检验结果显示，其可以部分补
救 pcdh18b下调造成的表型缺陷(表 1，图 2c，c忆)，
同时也验证了 pcdh18b-MO的有效性和特异性．

Table 1 Phenotypes of wild鄄type embryos injected with pcdh18b鄄MO，standard control鄄MO and mRNA

MO (injected) n
Phenotypes

Normal Abnormal Death

2.5 ng pcdh18b-MO 161 67(42%) 77(48%) 17(10%)

5 ng pcdh18b-MO 186 50(27%) 111(60%) 25(13%)

5 ng control MO 124 118(95%) 1(1%) 5(4%)

5 ng pcdh18b-MO + 200 pg mRNA 154 123(80%) 23(15%) 8(5%)

(a) (b) (c)
WT

pcdh18b-EGFP+
con-MO

pcdh18b-EGFP+
pcdh18b-MO

(a) (a忆)

(b) (b忆)

(c) (c忆)

con-MO28hpf

pcdh18b-MO

pcdh18b-MO+mRNA

hb
hbv

mhb
mb
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Fig. 5 Knockdown of pcdh18b reduces neuroglia cells
(a, a忆, c, c忆) 5 ng con-MO injected embryos. (b, b忆, d, d忆) 5 ng pcdh18b-MO injected embryos. (a, b, c, d) Lateral view. (a忆, b忆, c忆, d忆) Dorsal view. At

18hpf and 30hpf, the number of neuroglia cells was also considerably reduced in the midbrain and hindbrain of the pcdh18b-MO morphant.

Fig. 4 Knockdown of pcdh18b reduces neurons
(a, a忆, c, c忆) 5 ng con-MO injected embryos. (b, b忆, d, d忆) 5 ng pcdh18b-MO injected embryos. (a, b, c, d) Lateral view. (a忆, b忆, c忆, d忆) Dorsal view. At

18hpf and 30hpf, the number of neurons was also significantly decreased in the midbrain and hindbrain of the pcdh18b-MO morphant.

边界模糊甚至消失(图 4 和图 5)．根据标记分子
neurog1、elavl3、gfap在 pcdh18b基因下调组胚胎

中的表达情况，我们得出结论：pcdh18b基因下调
后导致胚胎中脑、后脑及中后脑边界形成异常．

Fig. 3 Knockdown of pcdh18b decreases neurog1 expression
(a, a忆, c, c忆) 5 ng con-MO injected embryos. (b, b忆, d, d忆) 5 ng pcdh18b-MO injected embryos. (a, b, c, d) Lateral view. (a忆, b忆, c忆, d忆) Dorsal view. At

18hpf and 24hpf, in situ hybridization showed that pcdh18b-MO caused severe loss of neurog1 in the embryonic midbrain and hindbrain.

(a) (a忆) (c) (c忆)

(b) (b忆) (d) (d忆)

neurog1

con-MO18hpf con-MO24hpf

pcdh18b-MO pcdh18b-MO

neurog1

neurog1

neurog1

(a) (a忆) (c) (c忆)

(b) (b忆) (d) (d忆)

elav13

con-MO18hpf con-MO30hpf

pcdh18b-MO pcdh18b-MO

elav13

elav13

elav13

(a) (a忆) (c) (c忆)

(b) (b忆) (d) (d忆)

gfap

con-MO18hpf con-MO30hpf

pcdh18b-MO pcdh18b-MO

gfap

gfap

gfap
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Fig. 7 Knockdown of pcdh18b diminishes krox20
expression in the rhombomeres(r) r3 and r5

(a, a忆) 5 ng con-MO injected embryos. (b, b忆) 5 ng pcdh18b-MO injected
embryos. (a, b) Lateral view. (a忆, b忆) Dorsal view. At 30hpf, the number
of krox20-positive cells within the pcdh18b-MO morphant r3 and r5
was eminently diminished.

krox20是参与后脑发育的重要基因，是后脑
沿前后轴分化成 7个菱脑节的关键因子．30hpf野
生型胚胎中 krox20分布于第三及第五菱脑节 [25]．

在 pcdh18b下调组的 30hpf胚胎中，krox20在第三
和第五菱脑节的表达明显减弱(图 7)．
2援3 pcdh18b的表达抑制促进神经细胞的凋亡

pax2a 和 wnt1均有促进细胞增殖抑制凋亡的
作用，pcdh18b下调后两者在中脑及后脑中的表达
均减少，这提示抑制 pcdh18b基因后可能促进了中
脑和后脑神经细胞的凋亡．吖啶橙染色显示

pcdh18b下调组 30hpf胚胎与对照组相比，整个中
枢神经系统凋亡细胞明显增加，尤其是中脑、后脑

及中后脑边界最为显著(图 8)．

Fig. 6 Knockdown of pcdh18b lessons expression of pax2a and wnt1 in midbrain and hindbrain
(a, a忆, c, c忆) 5 ng con-MO injected embryos. (b, b忆, d, d忆) 5 ng pcdh18b-MO injected embryos. (a, b, c, d) Lateral view. (a忆, b忆, c忆, d忆) Dorsal view. Neural

tube duplications and loss of hindbrain segmentation were exhibited in the pcdh18b-MO injected embryos at 30hpf.

为了进一步证明 pcdh18b基因抑制后对胚胎中
后脑及其边界的影响，我们检测了 pax2a、wnt1、
krox20 标记分子的表达情况．pax2a 为核转录因
子，属于配对盒基因家族成员，pax2a是早期参与
中后脑边界发育的基因，它促进中后脑边界的形

成[22]．pax2a基因缺失的胚胎中后脑边界上的细胞
无法正常分化并且细胞凋亡增多，最终导致中后脑

边界缺失[23]．胚胎受精 28～30 h后，pax2a主要在
野生型胚胎后脑、中后脑边界、眼茎、耳泡、脊髓

中间神经元等区域表达．wntl基因是果蝇Wingless
(wg)基因在脊椎动物中的同源基因，wnt1诱导了

中脑前体尾部细胞过度增殖，缩短细胞周期，增强

了细胞的增殖能力，在中脑和后脑的发育过程中调

节特异前体细胞的数量，保持中后脑区域正常的组

织形态[24]．wnt1在 30hpf野生型胚胎中主要表达于
背侧神经节、中后脑边界前部、脊髓．pcdh18b基
因下调组的 30hpf胚胎与对照组相比 wnt1和 pax2a
在中脑后脑的表达均减少，并且中后脑边界处出现

分叉，提示神经管发育出现异常．同时，wnt1在 7
个菱脑节的表达明显消失，说明 pcdh18b基因下调
后影响了菱脑节的形成(图 6)．
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(d) (d忆)
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wnt1(a) (a忆)

(b) (b忆)
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pcdh18b-MO

pax2a

(a) (a忆)

(b) (b忆)con-MO30hpf

pcdh18b-MO

r5
r3

krox20

krox20
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Fig. 8 Apoptosis in the brain of pcdh18b鄄MO morphant
(a, a忆) 5 ng con-MO injected embryos. (b, b忆) 5 ng pcdh18b-MO injected

embryos. (a, b) Lateral view. (a忆 , b忆 ) Dorsal view. At 30hpf, large

number of acridine orange stained cells are detected in midbrain,

hindbrain and midbrain-hindbrain boundary of pcdh18-MO injected

embryos in (b) and (b忆) that are sparse in the control embryos.

3 讨 论

神经系统发育是脊椎动物发育过程中最复杂次

序最严谨的事件之一．脊椎动物中枢神经系统

(central nervous system，CNS)含有许多不同类型的
神经细胞(神经元和神经胶质细胞)，其形成机制受
到细胞内在因子与细胞外环境的严密调控，近年

来发现有许多细胞内和细胞外的信号分子参与调

控[26-28]．脊椎动物中脑及后脑的发育受到中后脑边

界即称为中后脑边界组织者区域的严格调控，参与

这些调控的主要有转录因子 Engrailed、Pax、Otx、
Gbx和分泌蛋白Wnt、Fgf等，它们均在中后脑边
界处有表达[29]．

斑马鱼 Pcdh18属于 啄2-pcdh亚家族，包括两
个成员 Pcdh18a 与 Pcdh18b，两者蛋白质序列有
70%的一致性， pcdh18b 的表达模式和作用与
pcdh18a 并不相同．利用吗啡啉下调 pcdh18a 后，
斑马鱼胚胎出现发育延迟，体轴变短，细胞死亡和

剂量依赖性胚胎死亡，pcdh18a过表达后则出现孵
化腺(hatching gland)位置异常，神经管短而宽，同
时咽弓发育也发生异常[30]．本文利用了模式生物斑

马鱼，研究下调 pcdh18b基因后对斑马鱼神经系统
发育的影响．研究发现，pcdh18b基因在中枢神经
系统有广泛的表达，在后脑的表达呈现和菱脑一样

的分节现象，下调 pcdh18b后发现脑部各类神经细
胞明显减少，中后脑边界不清晰甚至消失，神经管

发育异常出现了分叉现象．这些表明 pcdh18b参与

了神经细胞的发育以及中后脑边界区域细胞正确的

迁移定位．pcdh18a与 pcdh18b二者均参与了中枢
神经系统的发育，但是作用部位和方式并不完全一

致． 同时，仍有很多问题尚待进一步研究，

pcdh18b在神经细胞和中后脑发育过程中的具体分
子机制，pcdh18b与相关转录因子之间的关系，它
们之间如何互相作用参与调控中后脑边界组织者的

发生．
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