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【摘要】背景与目的：研究热休克蛋白 4/基因 2 K8E> 9K(=X :7(>8D; 4/ L8;8 ! &’()* 5在小鼠胚胎腭、前肢正常和异常发育过程中的
表达情况。 材料与方法：将受孕后 Y6Z小鼠随机分为实验组和对照组 .组，每组各 4-只，于孕 */ <2L89>E>D(;E% <E& */，B[*/5，分别经
口一次给予实验组孕鼠 P/ IL O XL的全反式视黄酸，对照组孕鼠给予等体积的大豆油，并分别于 B[** \ B[*P取 .组胎鼠的前肢，于
B[*G \ B[*0取 .组胎鼠的腭，利用实时荧光定量 ]6Z检测 &’()*的表达丰度。 结果：&’()*在正常、异常肢和腭中均有表达。对照
肢的表达丰度在 B[*-和出生前呈高表达，而实验肢的表达在各胚龄无明显差异 2 3 ^ /) /G5；实验肢 &’()*在 B[** \ B[*P的表达水
平高于同一胚龄的对照肢 2 3 _ /) /G5。在正常腭中，&’()*恒定表达，在异常腭中，&’()*的表达随胚龄增大而降低；在 B[*G \ B[*0的
表达丰度为实验腭低于同胚龄的对照腭 2 3 _ /) /G5。 结论：全反式视黄酸所致的短肢中，&’()*的表达呈应激性升高；而在异常腭
中，&’()*的表达受到抑制。
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近年来，热休克蛋白 2 K8E> 9K(=X :7(>8D;9 ! @9:95 在
生殖发育中的作用受到人们的重视，被认为是细胞与生

物体形态发育的伴侣，与胚胎的正常生长发育和畸形的

发生都有密切的关系 d* e。@9:4/是一种高亲和性、高密度
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的脂多糖结合蛋白，主要定位于线粒体和细胞质中 ’( )，

能促进蛋白的折叠、组装和转运，具有 *+,-./活性，对
*+,有高度亲和力，许多应激原可以诱导其表达 ’0 )，它

在所有的原核和真核细胞中均存在，是细胞最保守的保

护机制之一。但目前有关 1.2.在胚胎发育过程中的表
达研究还很少。本室以往的研究表明，在孕期第 #3 4给
予小鼠全反式视黄酸 5 -66789-:. 9/8;:<;= -=;4 ! >*?可诱导
胎鼠腭裂和双前肢短肢畸形，发生率几乎 #33@ ’% )。由于

该模型具有异常表型明确、相对单一、发生率高等特点，

因此非常适宜用于肢或腭发育的研究。本研究利用 >*
诱导的双前肢短肢发育异常和腭裂模型，研究了 &’()*
在小鼠腭和肢正常与异常发生过程中的表达情况。

! 材料与方法
!" ! 主要仪器和试剂
解剖显微镜 5A+B70型，重庆光学仪器厂 ?，高速冷

冻离心机 51C>DBC EF%33，德国 C,CGHI>J 公司 ?，
K;<L2/=M;:; 型核酸 N 蛋白分析仪 5日本岛津公司 ?，
&$331+型高通量荧光定量 ,O>仪 5美国 *KP公司 ?。
全反式视黄酸 5美国 L;QM-公司 ?，+9;R<6总 >G*提

取试剂盒 5美国 P:S;89<Q/:公司 ?，逆转录试剂盒 5美国
,9<M/Q- 公司 ?，LTK> U;8 5英国 *KQ/:/ 公司 ?，基因
&’()* 和内参照!+,-./0 的荧光定量 ,O>引物均由上海
博亚公司合成 5引物序列见表 #?，其余试剂均为国产分
析纯。

!" # 实验动物及样品收集
PO> 小鼠 5上海必凯实验动物有限公司提供 ?，

V W #3周龄，雌鼠体重 (X W 03 Q，雄鼠体重 03 W 0X Q。适
应性饲养 # 周后，雌、雄按 ( Y #的比例合笼交配，查到
阴栓之日为孕期 5 Q/.8-8;<:-6 4-Z ! [H? 第 3 45[H3?，并
将孕鼠随机分为实验组和对照组，每组各 \%只。将 >*
用大豆油为溶剂配制成混悬液，浓度为 V MQ N M6，于
[H#3经口给予实验组孕鼠 >*混悬液，给药体积为 3] #
M6 N #3 Q体重，对照组给予同样体积的大豆油。分别于
[H## W [H#V将实验组和对照组孕鼠颈椎脱臼处死，每
次 V只，剖取子宫，肉眼检查妊娠情况，从子宫内取出胎
鼠，每窝取 #只胎鼠用于实验，解剖显微镜下分离其前
肢，用同样方法取得 [H#X W [H#&对照组和实验组胎鼠
的腭，迅速用液氮冷冻保存。

!" $ 正常及异常腭的 %&染色
参照文献 ’ X)提供的方法。取腭组织，经固定后，常

规石蜡包埋，%!M切片；切片常规用二甲苯脱蜡，经各
级乙醇至水洗；苏木素染色 X M;:，自来水冲洗，盐酸乙
醇分化 03 .；自来水浸泡 #X M;:或温水 5约 X3 ^ ? X
M;:；置伊红液 ( M;:；常规脱水，透明，封片。

!" ’ 总 ()*提取、实时荧光定量 +,(及其数据
分析

将收集的对照、实验组的肢和腭用 +9;R<6裂解，按
试剂盒的说明提取总 >G*，溶于无核酸酶水中。取约
#!Q总 >G*进行逆转录，合成 =HG*，反应体系和反应
条件均参照试剂盒的说明。具体操作如下：取约 #!Q总
>G*于 C,管，加无 >G*酶水至 X!6体积，&3 ^温浴 X

M;:，迅速冰浴 X M;:以上，短暂离心，置冰上；取无 >G*
酶水 0] &!6，X _ ‘abb/9%] 3!6，DQO6( %] V!6，4G+, #] 3
!6，重组 >G*酶抑制剂 3] X!6，>+酶 #] 3!6于上述装
有 >G*的 C,管中，置 (X ^ X M;:，再 %( ^\3 M;:，
&3 ^ #X M;:，即得所需 =HG*，置于 c (3 ^保存。
将所得 =HG*进行 ,O>扩增反应，反应体系如下：

LTK> ‘abb/9 (] X!6，=HG* 3] X!6，上游引物 3] 0!6，下
游引物 3] 0!6，D;6; d水 \] %!6。反应条件为：$X ^
#X M;:，$X ^ X .，\3 ^ # M;:5 %3个循环 ?。1.2\3和
内参照"7-=8;:的反应体系和反应条件完全一致，1.2\3、

"7-=8;:的产物分别为 XV ‘2和 %XV ‘2。
根据文献 ’ \)提供的方法，分别用 c##O8 作图、

( c##O85假定实时荧光定量 ,O>的扩增效率为 (] 3? 列表
来表示 1.2\3的相对定量。

!" - 统计学方法
采用 L,LL#3] 3统计软件，数据用 12 e ’ 表示，应用

方差分析法统计分析所有结果。

# 结 果
#" ! 胎鼠腭裂和短肢发生情况及正常肢和短肢

的形态学比较

实验组在 [H#X以后，所有胎鼠均观察到腭裂及短
肢发生；在 [H## W [H#%，尚不能辨别胎鼠肢和腭外观
畸形。图 #显示，给予 >*后，于 [H#\胎鼠体形和对照
组相比无明显差异，但双前肢有明显的短肢发生。

#" # 光镜下正常腭及腭裂的比较
图 (显示，于 [H#X正常腭双侧腭突发生接触、融

! " # $

[/:/. J<9f-94 29;M/9 ./ga/:=/. >/S/9./ 29;M/9 ./ga/:=/.
&’()*

!+,-./0
XhO*+O[[**[OO*++[[+O*+**0h
Xh [+OOO+[+*+[OO+O+[[+O0h

XhO[+[O++*[*[O++O+OO[+O*0h
Xh [[+O+++*O[[*+[+O**O[0h

表 + ,-./0及!123456的7#’18!#引物序列
’29:; + 8<5=;<- >? ,-./0 26@ !123456 ?>< 7#’18!#
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图 + ,-+.正常肢 /右 0和短肢 /左 0胎鼠
123456 + )7486 69:5;78 <2=> ?759@A B756A29:8/523>=0 @?C 8>75=
B756A29: 9@AB759@=27?8/A6B=0@= ,-+.

! " # $

合，但在中线处可见一明显的腭突中嵴上皮缝。腭裂的

腭突由于双侧腭突体积较小，不能达到中线处进行接

触、融合，双侧腭突之间有一明显的空隙。

!" # !"#$%在正常和异常肢中表达丰度的比较
表 .显示，在 /0** 1 /0*2，&’()*在对照和实验肢

中均有表达。对照肢的表达丰度在 /0*-和出生前呈高
表达，而实验肢的表达在各胚龄间的差异无统计学意义

3 + 4 5) 567。实验肢 &’()*的表达水平高于同一胚龄的
对照肢 3 + 8 5) 567。

!" $ !"#$%在正常和异常腭中表达丰度的比较
图 9显示，在正常腭中，&’()*恒定表达；在异常腭

中，&’()*的表达有随胚龄增大而降低的趋势。&’()*在
/0*6 1 /0*:的表达丰度为实验腭低于同胚龄的对照
腭 3 + 8 5) 567。

# 讨 论
本研究分别于 /0** 1 /0*2 观察了胎鼠前肢，

/0*6 1 /0*:观察了胎鼠腭组织中 &’()*的表达情况。
尽管在 /0** 1 /0*-，从外形上尚不能完全辨别胎鼠肢
和腭有无畸形，但根据本研究室以往的研究结果 ;<所
致腭裂的发生率几乎为 *55= ! 短前肢畸形的发生率与
腭裂几乎完全一致。本研究实验组在 /0*6以后，所有
胎鼠均观察到腭裂及短肢发生，由此推测 /0** 1 /0*-
肢和腭畸形的发生率应近似 *55=。

>?@A5作为热休克蛋白家族中重要的一员，已成为
研究的热点。然而，以往的研究主要侧重于 >?@A5及其
基因在免疫方面的作用，而对 >?@A5在哺乳动物胚胎、
胎仔及新生幼仔发育过程中的表达研究得极少。

正常条件下，>?@A5 以稳定状态存在于细胞质和线
粒体基质中；应激条件下，>?@A5 迅速从胞质中转移到
线粒体基质以修复线粒体基质中的变性蛋白 B. C。已知在

体外应激 3如冷、热、外源化学物、缺血、缺氧等的作用 7
和体内病理生理应激 3如组织创伤 ! 微生物感染等 7 条
件下，热休克蛋白表达明显增加。在本研究中，&’()*在
正常及异常肢、腭中均有表达。但经口给予实验组孕鼠

;<混悬液后，实验肢 &’()*的表达水平高于同一胚龄

图 D ,-+E正常腭 /"0及腭裂 /F0小鼠腭突
123456 D G@A@=2?6 H57I68868 7B ?759@A H@A@=68/"0@?C IA6B= H@A@=68/F0@= ,-+E

图 J 实验腭和对照腭中 K8H.L表达丰度
123456 J (MH568827? A6N6A 7B !"#$% 2? =>6 I7?=57A H@A@=68 @?C =>6
=56@=96?= H@A@=68 O!79H@56C <2=> I7?=57A P!& Q LO LE

DEFG&( HIJ K(LMG(% %NEF? OGJHMEJLM %NEF?
/0**
/0*.
/0*9
/0*-
/0*6
/0*A
/0*:
/0*2

5) *2.+- P 5) 5.:A*
5) *:5A- P 5) 5.*A.
5) *2*5A P 5) 5*-A5
5) 9*.-- P 5) 56-.5
5) *+5** P 5) 59+-.
5) *A+25 P 5) 59.*9
5) 92A:* P 5) 5659*
5) -29:. P 5) 59-.6

5) A9++9 P 5) 5+-95H

5) A5.*9 P 5) 5.*:-H

5) :5.99 P 5) 595*5H

5) A2++5 P 5) 59A:5H

5) :++-+ P 5) *6595H

5) A.592 P 5) 5:9+-H

5) 2+2+: P 5) *6A-5H

5) +:A:2 P 5) *A9.5H

K(E@HGJQ RNMS MSJ T(LMG(% %NEF? (U MSJ ?HEJ JEFG&( HIJ ! H V + 8 5) 56)

’@:A6 D (MH568827? 7B !"#$% 2? =>6 I7?=57A A29:8 @?C =>6 =56@=96?=
A29:8/’ R S0

表 D K8H.L在对照和实验肢中的表达 / ’ R S0

论 著
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的对照肢 ’见表 ()，提示 *+可诱导 &’()*在肢异常发
育时的表达，由此推测，该基因在 *+所致的异常肢中
主要表现为应激保护作用。

由于小鼠的腭在 ,-#%. / 0 ,-#1. /是发育高峰期，
因此，我们选取 ,-#/ 0 ,-#&小鼠的腭来研究。&’()*在
正常和异常腭发育中的表达模式明显不同，且在

,-#/ 0 ,-#& 的表达丰度为实验组低于对照组
’ + 2 3. 3/)，提示 &’()*可能在 *+诱导的腭异常发育
中受到抑制，且与腭异常发育有关并可能在腭发育时起

特殊的作用。

本研究尚不能阐明 &’()* 在 *+引起的小鼠短肢
和腭裂模型中所起作用的具体机制。因此，在以后的研

究中，需要通过原位杂交的方法对 &’()*在胎鼠肢和腭
中的表达进行精确定位；利用蛋白印迹、免疫组化等手

段研究 45613在小鼠腭和肢正常与异常发生过程中的
表达情况；并将 &’()* 与其它发育有关的基因联系起
来，以阐明其在胎鼠肢和腭发育过程中的作用机制。
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召开中国环境诱变剂学会第五届会员代表大会暨第十三届学术交流会会议通知 ’第二轮 )

中国环境诱变剂学会决定在 (33&年 ##月 (日 0 1日在广州市召开我会第五届全国会员代表大会暨第十三届全国学术交流会。
会议有关内容如下：

#. 中国环境诱变剂学会第五届全国会员代表大会进行换届，选举产生新一届的理事会和学会领导机构。
(. 中国环境诱变剂学会第十三届全国学术交流会同时举行，会议邀请国内有关知名专家和院士就本领域范围内的热点问题和

最新进展做大会演讲。大会征集学术论文：

!环境中致癌物、生殖毒物、致突变物等方面研究的新进展、新方法、新规范。

"环境因素致肿瘤的分子机理与毒理基因组学研究。

#食品、药品、化妆品、农药和化学品等有关物质的安全性和有效性评价。

$相关的临床和基础研究的其它试验方法、检测报告、试验研究和综述性论文。
论文 ’限 % 333字 )或摘要 ’限 ;33字 )应为尚未发表过的研究成果。写作格式要求：必须用 IHNQ?5?S> a?QE 软件录入，宋体，行间距 ((

磅，顺序为：题目 ’三号字加粗 )，作者、单位、摘要或全文 ’均小四号字 )。稿件以 VBCHJ的附件形式发送给中国环境诱变剂学会办公室。
会议设青年优秀论文奖。评选条件为：%3岁以下 ’ #$1&年以后出生 )，我学会会员 ’注明会员证号 )，尚未公开发表过的论文全文 ’限

% 333字 )，写作格式要求同上一致，同时邮寄纸质全文一篇 ’首页右上角注明青年优秀论文评选 )。
接受论文及摘要的截止日期为 (33&年 ;月 #3日。论文及摘要将全部刊登在我学会主办的《中国肿瘤基础与临床》杂志第三、四

期。论文及摘要恕不退还，请作者自留底稿。获得青年优秀论文奖的将进行大会报告并推荐我学会《癌变·畸变·突变》杂志优先刊

出。欢迎踊跃投稿。

:. 会议收取注册费 1/3元 b人，本学会会员报到时凭本人会员证收取注册费 133元 b人，本会学生会员报到时凭本人会员证和学
生证收取注册费 /33元 b人 ’不包括礼品 )。

%. 会议食宿自理，提供标准间 #13元 b间；还有价格优惠的 :人或 %人间。
/. 会议期间，于 ##月 /日学会免费组织肇庆一日游，包括著名风景区七星岩、鼎湖山景区。
1. 学会委托旅游公司于 ##月 1日 0 $日自费报名四天三夜香港、澳门游，优惠全包参考价格 # %;3元左右，’根据季节变化价格

有所浮动 )，行程附后。会议报到时在大厅设台咨询、登记。
&. 会议回执邮寄或 VBCHJ返回，截止日期 (33&年 $月 (3日。第三轮通知将根据回执地址在 #3月上旬发给每位参会代表。
;. 会议联系人：刀京晶，电话 T ’ 3#3) ;(::/&/%!VBCHJ T HCRB5‘NGc#1:. N?B 通信地址：#333;: 北京市海淀区学院路 :;号 北京

大学医学部公卫学院 中国环境诱变剂学会办公室收

咨询联系人：林飞，电话：3#3 < 1&3$//&1，V < BCHJ T JHGSRHYdcPC@?? . N?B.NG
中国环境诱变剂学会

(33&年 1月 #%日

论 著


