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不同胚期 S̀FW+小鼠眼睑组织中血清反应
因子的表达变化

宋鸿雁(李瑶(卢泽艳(吴刘成(邵义祥

(("摘要#(背景(WUR Z̀3S 角膜混浊表型的突变系) S̀FW+*小鼠具有出生眼睑闭合不全)EÒ *表型%是研
究眼睑发育机制的良好动物模型& 探讨血清反应因子)I2b*与 S̀FW+小鼠 EÒ 表型形成的关系可为人类先

天性眼睑发育缺陷产生机制的研究提供理论依据&(目的(检测 I2b在 S̀FW+小鼠胚胎眼睑发育关键时期
的表达&(方法(采用肌内注射戊巴比妥钠安乐死术%分别剖取 S̀FW+母鼠以及表型正常 S̀ 母鼠体内胚胎期
)E*KSgU =$EKRgU = 和 EKVgU = 小鼠各 L 只%分离眼睑组织%分别采用实时定量 Ŵ2法和 -#:6#5& 78+6法检测
小鼠眼睑组织中 I2b,201及其蛋白的相对表达水平& 取各胎龄的 S̀FW+小鼠和 S̀ 小鼠制作组织冰冻切
片%利用免疫荧光技术检测并比较 N 种小鼠 I2b在眼睑组织中的定位和表达强度&(结果( S̀FW+小鼠
EKSgU = 和 EKRgU = 眼睑组织中 I2b,201的相对表达水平分别为 PgMKhPgPS 和 PgNMhPgKR%明显低于 S̀ 小
鼠的 KgPQhPgKR 和 KgPKhPgPL%差异均有统计学意义)SePgPNU$PgPKR*' S̀FW+小鼠 EKSgU = 和 EKRgU = 眼睑
组织中 I2b蛋白的表达水平分别为 PgPVhPgPK 和 PgPVhPgPK%明显低于 S̀ 小鼠的 PgKNhPgPQ 和 PgKQhPgPN%
差异均有统计学意义)SePgPQS$PgPNM*'而 N 种小鼠间 EKVgU = 时眼睑组织中 I2b,201及其蛋白的表达量
差异均无统计学意义)SePgQVR$PgRRM*& 免疫荧光染色显示%I2b蛋白多表达于 S̀FW+小鼠和 S̀ 小鼠眼睑
组织的角质层细胞%但 S̀FW+小鼠眼睑角质形成细胞中 I2b蛋白表达的荧光强度明显弱于 S̀ 小鼠&(结论
(I2b在 S̀FW+小鼠眼睑组织中的表达量明显下调%I2b可能参与眼睑发育缺陷的发生过程&(

"关键词#(眼睑3生长和发育' 形态发生学' 基因突变' 血清反应因子' 眼部异常3遗传学' 角质形成
细胞' 表型' S̀FW+小鼠
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,%9#*&= S̀ ,%9#) SePgQVR% PgRRM *BH,,.&+A8.+5#:9#&9#*::*D=%:<8*D#= 6"*6I2b>*:#;<5#::#= %& 6"#
G#5*6%&+9D6#:+A#D#8%=:%& 7+6" ,%9#%7.66"#A8.+5#:9#&9#%&6#&:%6D>*:>#*G#5%& 6"#̀ SFW+,%9#B(K/&(0<)#/&)(
I2b<5+7*78D%&6#55.<6:6"#=#?#8+<%&'<5+9#::+A#D#8%= %& #*58D#,75D++À SFW+,%9#B(

!5%. 6/-*)"4 ED#8%=:3'5+>6" m =#?#8+<,#&6' J+5<"+'#&#:%:' J.6*6%+&' I#5., 5#:<+&:#A*96+5' ED#
*7&+5,*8%6D3'#&#6%9:' a#5*6%&+9D6#:' "̂#&+6D<#' J%9#% S̀FW+

((眼睑发育是一个复杂的形态发生过程%并受到多
种活性因子的调控

+K, & 初生时具有眼睑闭合不全)#D#
+<#& *67%56"%EÒ *表型的小鼠是眼睑发育研究中常
用的动物模型%国内外学者对 EÒ 表型小鼠进行研

究%发现了许多眼睑发育相关的调控因子 +N_Q, %促进了
眼睑发育调控机制研究的进展& 然而由于眼睑发育过
程非常复杂%其发育调控的机制还有待进一步研究&
WUR Z̀3S ) S̀ * 角膜混浊表型的突变系 ) WUR Z̀3SF
9+5&#*8+<*9%6D% S̀FW+*小鼠是具有 EÒ 表型的遗传性

角膜混浊突变系小鼠
+M, %该模型小鼠在胚胎 KSgU = 时

眼睑闭合缺陷%出生时即发生眼睑开裂%后逐渐发展为
角膜混浊& 前期研究发现% S̀FW+小鼠发生 4)0X_O 基
因突 变

+U, % J*<QGK 可 增 强 血 清 反 应 因 子 ) :#5.,
5#:<+&:#A*96+5%I2b*的活性%小鼠眼睑发育可能通过
J*<QGKFI2b信号通路进行调控 +N, & I2b是生物体内
广泛表达的转录因子%I2b的敲除将导致小鼠角质形
成细胞的分化异常%呈现 EÒ 表型

+S, & 本研究中比较
I2b在表型正常的 S̀ 小鼠与 S̀FW+小鼠胚胎期眼睑
组织中的表达变化%探讨 I2b在 S̀FW+小鼠眼睑发育
缺陷中的作用&

74材料与方法

7B74材料
7B7B74实验动物4 S̀ 小鼠和 S̀FW+小鼠由南通大学
实验动物中心提供%实验动物生产许可证(IW)a)苏*
NPPVFPPKP%使用许可证(Ic)a)苏* NPKNFPPQP& 将成
年 S̀FW+)雄性*小鼠与 S̀)雌性*小鼠以 K dN的比例
合笼交配%次日 V(PP 检测到阴道栓的雌鼠记为胚胎期
)#,75D+%E*PgU =& 实验动物的使用和喂养均遵循南
通大学实验动物使用管理办法&
7B7B84主要试剂及仪器42#?#561%=CJ 9/01合成试
剂盒)加拿大 b#5,#&6*:公司*'W+,<8#6#ZD:%:FJ细胞
裂解液 )瑞士 2+9"#公司 *'兔抗 I2b多克隆抗体
)/KSPRUVFPPNU%加拿大 `̀ H公司*'2/D#) VPPW-键
合山羊抗兔 H'X)4pZ*抗体)KNFUKP%美国 ZHFWO2公
司*'免疫染色封闭液 )上海碧云天生物技术有限公
司*'C5%\+8试剂$5#*8F6%,# Ŵ2引物)上海生工生物工
程有 限 公 司 *& 实 时 定 量 Ŵ2 仪 )美 国 1<<8%#=
%̀+:D:6#,:公司*'冷冻切片机 )德国徕卡仪器有限公

司*'荧光显微镜)日本奥林巴斯公司*'O/cIIEc双
色红外激光成像系统)美国 ZHFWO2公司*&
7B84方法
7B8B74实时荧光定量 Ŵ2检测小鼠眼睑组织中 I2b
,201的表达(母鼠采用肌内注射戊巴比妥钠安乐死
术%分别取 EKSgU =$EKRgU = 和 EKVgU = 的 S̀ 和 S̀F
W+胎鼠各 Q 只%分离眼睑组织%采用 C5%\+8一步法提取
总 201%进行逆转录反应%以合成的 9/01为模板扩
增目的片段& I2b上游引物为 U-FXX111WW11XX1W
1W1WCX11FQ-%下游引物为 U -F1XXC1XCCXXCX1C
XXXX11XFQ-%扩增产物长度为 KQV 7<& X1̂ /4作为
内参%上游引物为 U-FXX1XWX1X1WWWW1WC11WFQ-%
下游引物为 U-FXXWXX1X1CX1CX1WWWCFQ-%扩增产
物长度为 KQS 7<& 反应体系(9/01模板 K $8%b*:6
Ic̀ 2X5##& J*:6#5J%;KP $8%PgN $,+83Z上下游引物
各 K $8%灭菌双蒸水补足至总体积 NP $8& 反应条件(
LU o预变性 U ,%&'LU o变性 KU :'SP o退火 KU :'
RN o延伸 NP :%进行 MU 个循环& 每组做 Q 个平行样
本%每个样本重复实验 Q 次%采用 NF**W6

法进行相对定

量分析&
7B8B84-#:6#5& 78+6法检测小鼠眼睑组织中 I2b蛋白
的表达(母鼠采用肌内注射戊巴比妥钠安乐死术%分
别剖取 EKSgU =$EKRgU = 和 EKVgU = 胚胎小鼠各 Q 只%
分离眼睑组织%加入蛋白裂解液%匀浆%冰上静置 QP ,%&%
离心半径 VgQ 9,%KN PPP 53,%& 离心 U ,%&%收集上清&
配制质量分数 KNk的分离胶和质量分数 Uk的浓缩
胶%将蛋白按 UP $'上样%恒压模式进行 I/IF̂1XE电
泳分离蛋白%浓缩胶电压为 VP [%分离胶电压为 KPP [&
电泳完毕后将蛋白进行恒压转至 [̂/b膜 ) KPP [%
K "*%取 [̂/b膜于质量分数 Uk脱脂奶粉中室温封闭
N "%加入相应一抗)K dNPP*M o孵育过夜%^̀ I 漂洗 Q
次%加入红外荧光染料标记的二抗)K dNU PPP*%室温避
光孵育 K "& ^̀ I 漂洗 Q 次%取出膜后使用 O/cIIEc
双色红外激光成像仪扫描并分析图像%获得条带吸光
度)@*值&
7B8B94免疫荧光染色法检测小鼠眼睑组织中 I2b的
原位表达(母鼠采用肌内注射戊巴比妥钠安乐死术%
分别剖取 EKSgU =$EKRgU = 和 EKVgU = 胚胎小鼠各 Q
只%剪取整个头部%于质量分数 Mk多聚甲醛溶液中
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M o固定过夜'于质量分数 QPk蔗糖溶液中脱水%制备
眼睑组织冰冻切片%_VP o保存& 冰冻切片取出后于
UU o烘箱中烘干%约 MP ,%& 后取出%室温放置KP ,%&&
无水乙醇中浸泡 Q :% ^̀ I 洗涤 Q 次& 体积分数 Kk
C5%6+& )FKPP 室温孵育 KP ,%&%^̀ I 洗涤 Q 次& 用免疫
荧光封闭液室温封闭 N "& 加入相应一抗)K dUP*%置
湿盒内 M o孵育过夜%^̀ I 洗涤 Q 次& 加入相应荧光
标记的二抗)K dMPP*%置湿盒内室温避光孵育K "%^̀ I
洗涤 Q 次& 用 4+#9":6室温下染细胞核KP ,%&%^̀ I 洗
涤 Q 次%用免疫荧光封片液封片%荧光显微镜下观察并
拍照&
7B94统计学方法

采用 I ÎI KRgP 统计学软件进行统计分析& 本研
究中测量指标的数据资料经 -检验证实呈正态分布%
用"Zh7进行描述& 采用均衡分组两水平实验设计% S̀
小鼠和 S̀FW+小鼠间眼睑组织中 I2b,201相对定
量值以及蛋白表达相对灰度值的差异比较均采用独立

样本 2检验& 采用双侧检验法%SiPgPU 为差异有统计
学意义&

84结果

8B74不同胚胎时期 S̀ 小鼠和 S̀FW+小鼠眼睑组织
中 I2b,201的相对表达量

与 S̀ 小鼠相比%在 EKSgU = 和 EKRgU = 时 S̀FW+
小鼠眼睑组织中 I2b,201的相对表达量均明显下
降%差异均有统计学意义)SePgPNU$PgPKR*%在 EKVgU =
时 I2b,201表达也有下降趋势%但差异无统计学意
义)SePgQVR*)表 K*&

表 74不同胚胎时期 HM 与 HMEK/ 小鼠眼睑组织中
Z?V1?N2的相对表达量)!Q"%8E##K'*

组别
I2b,201相对表达量

EKSgU = ) &eQ* EKRgU = ) &eQ* EKVgU = ) &eQ*

S̀ 小鼠组 KgPQhPgKR KgPKhPgPL KgPPhPgPQ
S̀FW+小鼠组 PgMKhPgPS PgNMhPgKR PgRNhPgNU

2 LgMLL KPgQRV NgKVM

S PgPNU PgPKR PgQVR

(注( S̀(WUR Z̀3S' S̀FW+(WUR Z̀3S 角膜混浊表型的突变系'I2b(血清

反应因子'E(胚胎期)独立样本 2检验*

8B84不同胚胎时期 S̀ 小鼠和 S̀FW+小鼠眼睑组织
中 I2b蛋白的表达

-#:6#5& 78+6法检测结果显示%EKSgU = 和 EKRgU =
的 S̀FW+小鼠 I2b蛋白的表达条带明显弱于同龄 S̀
小鼠%但 EKVgU = 的 S̀FW+小鼠 I2b蛋白的表达条带

强度与同龄 S̀ 小鼠接近)图 K*& 在 EKSgU =$EKRgU =
时% S̀FW+小鼠眼睑组织中 I2b蛋白的相对表达量较
S̀ 小鼠显著下降%差异均有统计学意义 )SePgPQS$

PgPNM*'而在 EKVgU = 时% S̀ 小鼠与 S̀FW+小鼠间眼
睑组织中 I2b蛋白的相对表达量差异无统计学意义
)SePgRRM*)图 K%表 N*&

GAPDH

SRF

E16.5d E17.5d E18.5d
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图 745%)'%-&30/'法检测 Z?V蛋白在小鼠眼睑组织中的表达(
EKSgU = 和 EKRgU = 的 S̀FW+小鼠 I2b蛋白的表达条带明显弱于同
龄 S̀ 小鼠%而 EKVgU 时 N 种小鼠 I2b蛋白的表达强度接近(E(胚
胎期' S̀(WUR Z̀3S' S̀FW+(WUR Z̀3S 角膜混浊表型的突变系'I2b(
血清反应因子'X1̂ /4(磷酸甘油醛脱氢酶
(

表 84不同胚胎时期 HM 和 HMEK/ 小鼠
眼睑组织中 Z?V蛋白的相对表达

组别
I2b蛋白相对表达量

EKSgU = ) &eQ* EKRgU = ) &eQ* EKVgU = ) &eQ*

S̀ 小鼠组 PgKNhPgPQ PgKQhPgPN PgKPhPgPN
S̀FW+小鼠组 PgPVhPgPK PgPVhPgPK PgPLhPgPQ

2 QgSMS MgNUN PgQKM
S PgPQS PgPNM PgRRM

(注( S̀(WUR Z̀3S' S̀FW+(WUR Z̀3S 角膜混浊表型的突变系'I2b(血清

反应因子'E(胚胎期)独立样本 2检验*

8B94I2b在小鼠眼睑部位的表达分布
免疫荧光染色法检测 I2b蛋白在胎鼠眼睑组织

中的原位表达情况可见%I2b蛋白多表达于角质层%
S̀ 和 S̀FW+小鼠 I2b蛋白表达位置无差异%但 I2b
蛋白在 S̀FW+小鼠眼睑组织中的荧光信号强度明显减
弱)图 N*&

94讨论

哺乳动物的眼睑发育需经历眼睑短期闭合和打

开%涉及细胞增生$迁移和凋亡等过程%受多种生长因
子和细胞因子的调控

6R, %研究其复杂的发育调控机制
对于预防和诊断人类先天性眼睑缺陷具有重要意义&
小鼠眼睑发育具有哺乳动物眼睑发育的普遍特征%即
先融合再开放& 小鼠眼睑发育起始于 EKKgU =%并在
EKSgU = 时上下眼睑融合%眼睑闭合%出生后 KN lKM =
眼睑重新开放

6K, %胚胎期小鼠眼睑生长或融合缺陷就
会导致 EÒ 表型& 参与调控眼睑闭合的基因较多%多
种基因敲除后均表现为 EÒ 表型%如 )62%9%& !\V$
4)0X_O$4)0_̀$6\$-&$;[P等 6V_KQ, & 目前已知控制眼
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图 84免疫荧光染色法检测 Z?V蛋白在 HM 和 HMEK/ 胚胎小鼠眼睑组织中的表达
e标尺eUP $,*( S̀ 和 S̀FW+小鼠中 I2b的表达均位于眼睑组织角质形成细胞e箭
头* %N 种小鼠眼睑组织中 I2b表达位置无差异%但 I2b在 S̀FW+小鼠中的荧光信号
强度明显弱于 S̀ 小鼠( S̀(WUR Z̀3S' S̀FW+(WUR Z̀3S 角膜混浊表型突变系'I2b(血
清反应因子'J#5'#(N 种染色的叠加图
(

睑闭合的主要信号通路有转化生长因子F(e65*&:A+5,%&'
'5+>6" A*96+5F(%CXbF(* 3表皮生长因子受体通路和
CXbF%3*96%?%& 通路 +KM, %但因眼睑发育调控机制复杂%
可能存在其他信号通路& 本研究小组曾对一系列眼睑
发育相关基因进行了研究%发现 CXbF($b'AKP$I#53C"5
蛋白激酶 <FE5G 等在 S̀FW+小鼠眼睑组织中表达异
常

+KU_KR, %为进一步研究参与 S̀FW+小鼠眼睑闭合的基
因%本研究主要对 I2b在眼睑组织中的表达进行研究&

I2b是一个高度保守并广泛表达的转录因子%是
肌动蛋白细胞骨架的重要调节者%对细胞迁移$黏附和
增生非常重要

+KN, & 条件性敲除孕鼠 ;[P基因后%其
后代小鼠具有EÒ 表型%且 ;[P基因条件性敲除小鼠
的角质形成细胞分化异常%细胞黏附缺陷%紧密连接和
黏着连接的形成过程异常%bF肌动蛋白仅在基底层少
量存在而未形成网状表达%意味着细胞骨架异常 +S, &
研究表明%与肌动蛋白细胞骨架有关的许多基因都是
I2b的直接靶点%依赖 I2b的肌动蛋白细胞骨架调控
过程存在一个反馈回路%I2b缺失或减少将导致肌动
蛋白动力学和细胞迁移行为的缺陷

+KN, &
本研究小组前期的研究发现% S̀FW+小鼠眼睑角

质形成细胞中细胞骨架的异常可导致细胞迁移障

碍
+KV, & 本研究对调节细胞骨架的角质形成细胞中的

I2b进行检测%结果显示在 EKSgU = 和 EKRgU = 时%
I2b,201及其蛋白在 S̀FW+小鼠眼睑组织中的表达
均明显低于 S̀ 小鼠%组织免疫荧光结果显示 I2b在
S̀ 和 S̀FW+胚胎鼠眼睑部位的表达位置无差异%说明
S̀ 小鼠和 S̀FW+小鼠眼睑角质形成细胞对 I2b不存
在空间特异性调控的差异& 结合本研究小组前期的研
究结果%提示 I2b可能通过调控肌动蛋白细胞骨架影
响胚胎期眼睑前缘角质形成细胞的迁移%参与对小鼠

上下眼睑融合的调控%参与 S̀FW+眼睑发育
缺陷的产生过程& 然而 S̀FW+小鼠中 I2b
表达下调的原因及机制还有待进一步研究%
而一些研究中涉及的可能存在的 J*<QGKF
I2b信号通路以及与 I2b相关的其他信号
通路和调控因子是我们进一步研究的重点&
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