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p21基因在小鼠胚胎发育过程中的表达
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摘  要:以 E9 日龄至 E14 日龄昆明种正常小鼠胚胎为材料, 利用质粒扩增的、地高辛标记的基因探针在组织切片上进

行 DNA- mRNA分子原位杂交, 研究了 p21基因在小鼠胚胎发育过程中的表达. 结果表明: p21 基因从 E10 日开始参与小鼠

胚胎发育,其表达特异性随着胚胎发育进程逐渐增强,与它在细胞周期中的负调控作用相一致. p21 基因表达强度较稳定,

与其mRNA 稳定有关.
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小鼠的胚胎发育是一个极为特殊的分化过程,这个过程既包括细胞数目的不断增殖,也包括细胞不断

地退出细胞周期,分化为具有不同功能的终末细胞.小鼠胚胎发育过程同样受着细胞周期的调控,而且可

以设想细胞周期调控基因在胚胎发育过程中的作用与离体细胞或一般体细胞中的作用是有差异的. 一个

细胞可与其邻近细胞相互促进细胞分化和组织器官发生; 分化成熟的细胞可产生抑素抑制邻近细胞发生

同样的分化,以防止器官组织的过度发育.目前已有不少实验证明细胞周期调控基因在胚胎发育过程中的

作用与在一般体细胞中的作用不同
[ 1- 2]

.本研究以小鼠胚胎为实验材料,利用质粒扩增的、地高辛标记的

基因探针进行组织切片上的DNA- mRNA分子原位杂交, 有选择性地研究 p21基因在胚胎发育过程中转

录( mRNA合成)水平上的表达变化, 探讨小鼠胚胎发育的分子机制,为探讨 p21基因在胚胎发育中的可能

作用提供实验依据.

1  材料与方法
1. 1 材料

1. 1. 1胚胎  实验用昆明种小白鼠,购于中科院昆明动物所. 成年雌鼠 30只和成年雄鼠 10只,雌雄( 3B1)

合笼过夜. 次日早晨检查阴栓, 见有阴栓日以 0日计算胚龄.分别于第 9、第 10、第 11、第 12、第 13、第 14日

取孕鼠断颈处死,立即取出鼠胚,进行石蜡切片的固定和包埋等处理.

1. 1. 2试剂来源  地高辛检测试剂盒、地高辛标记试剂盒均购自德国Boehringer Mannheim公司, p21基因探

针重组质粒由美国冷泉港实验室 Beach教授赠送, 其他试剂和药品均为国产 A. R级或进口分装.

1. 2 方法

1. 2. 1载玻片的预处理  按文献[ 3]并稍加修改进行 洗衣粉浸泡,清水彻底清洗,烘干, 1 N HCl煮 20 min,
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四蒸水洗至 pH值为6. 5, 180 e 烘烤3 h以上. 恢复室温后,浸泡于体积分数为0. 01%的APES溶液( 3- 氨

丙基三乙氧基硅烷( APES)丙酮溶液)中 10 s,丙酮清洗 3次, 新鲜的四蒸水冲洗 1次, 空气干燥, 4 e 存放

备用.

1. 2. 2杂交前组织处理  以下各步骤直至杂交,所有的容器和称量勺、搅拌器等物品均在 160~ 180 e 烤箱

内烤 4 h.配溶液的四蒸水经高压灭菌.

在旋转式石蜡切片机上切 7 Lm 厚组织切片,用甘油蛋白粘片剂贴在预处理的载玻片上, 37 e 温育

24 h后, 室温干燥备用.杂交前石蜡切片经二甲苯脱蜡 2次, 每次 20 min, 无水乙醇洗 2次, 每次 10 min, 空

气干燥, 2 @ SSC饱和 20 min.入预杂交液.

1. 2. 3 Dig- cDNA探针的制备  含 p21基因重组质粒采用/氯化钙法0[ 4- 5]
程序操作.经宿主菌 HB101扩

增,按/碱裂解法0 [ 4- 5]
分离纯化,获得 p21质粒.

用地高辛标记试剂盒,按 PCR法标记 p21探针
[ 6]

.过程如下: 1)第 1次 PCR扩增:依次加入 2. 5 LL 5.

- 引物, 2. 5 LL 3. - 引物, 2. 5 LL 10 @ buffer, 1 LL 10 @ dNTP, 2 LL Mg
2+

, 0. 5 LL p21质粒, 0. 2 LL Tag 酶, 混

匀后设置程序 1 @ 93 e 3 min, 30 @ ( 93 e 30 s, 58 e 30 s, 72 e 1 min) , 72 e 10 min; 2)第 2次 PCR扩增:

将第1次PCR扩增产物取一半入PCR管,依次加入2. 5 LL 5. - 引物, 2. 5LL 3. - 引物, 1. 25 LL 10 @ buffer,

2 LL Mg
2+

, 2. 5 LL dUTP标记底物, 0. 2 LL Tag酶,其余程序同上.

1. 2. 4预杂交与杂交(具体杂交方法按文献[ 3] ,并稍加修改进行) .

预杂交:将预杂交液( 50%去离子甲酰胺, 5 @ SSC, 5%(wPv)的Blocking Reagent, 0. 2% SDS, 四蒸水)滴在

有杂交组织材料的载片上,约 40~ 50 LL, 42 e 孵育 4~ 5 h.

杂交:在预杂交液中加入适量的变性标记探针,探针浓度为 50 LgPL, 在 42 e 湿盒杂交过夜.

杂交后的洗片过程: 杂交后 2 @ SSC室温洗 1 h, 1 @ SSC室温洗 1 h, 0. 5 @ SSC 37 e 洗 30 min, 0. 5 @ SSC

室温洗 30 min, buffer Ñ( 0. 1 molPL tris- HCl, 150 mmolPL NaCl, pH 值 7. 5)过渡后,用封闭剂( 3%牛血清白蛋

白, 0. 3%TrironX- 100, buffer Ñ稀释)室温孵育 2 h,以消除非特异性抗原.

1. 2. 5 免疫反应及检测  抗地高辛抗体- 碱性磷酸酶交联剂( anti- digoxigenin- alkaline phosphatase, ant i-

dig- AP)用 buffer Ñ按 1B500稀释,室温孵育过夜; buffer Ñ洗 2次( 15 min @ 2) , NBT 显色液暗盒显色 6 h;

EDTA终止反应; 乙醇系列脱水,二甲苯透明,树胶封片, Olympus显微镜下观察.

2  实验结果
在小鼠不同发育时期的胚胎切片中检测到不同程度的 p21表达信号(表 1) .

  9日龄小鼠胚胎组织切片上, p21探针几乎

未检测到阳性信号.

10日龄小鼠胚胎组织切片上, p21 探针开

始检测到弱的阳性信号.

11日龄小鼠胚胎组织切片上, p21 探针检

测到的阳性信号仍然很弱,但已开始出现区域

特异性,主要分布在脑壁的部分区域及神经节

锥形等部位.

12日龄小鼠胚胎组织切片上, p21 探针检

测到的阳性信号与第 11日龄强度几乎无变化,

但区域特异性明显增强. 眼球晶状体和视网膜

的阳性信号极弱,几乎未能观察到;脑壁的阳性

信号较弱,均一散布在脑组织中;心脏中几乎

表 1  p21基因在小鼠胚胎发育过程中的表达

器官 11 日龄 12日龄 13 日龄 14日龄

眼球组织 - - + + +

脑组织 + + + +

心脏组织 - - + + +

肺组织 $ $ + + + + +

消化道 $ + + + +

脊柱 $ $ + + + + + + +

面颌骨 $ $ + + +

  注  $ ) 未观察到该组织; - ) 无表达或表达极弱; + ) 有弱表达;

+ + ) 有较强的表达; + + + ) 有强烈的表达; + + + + ) 有极强

烈的表达

未检测到阳性信号; 消化道开始有较弱的阳性信号出现在内壁细胞中;肝组织中无阳性信号存在.

13日龄小鼠胚胎组织切片上, p21探针检测到较强的阳性信号, 同时区域特异性变得更为明显. 眼球
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中开始出现阳性信号,主要分布在晶状体胞质中; 脑壁的阳性信号仍然较弱,均一散布在脑组织中;心脏有

较强的阳性信号突然出现,散布在心肌层以及由心肌层突入腔内形成的心肌小梁中;肺组织中有较弱的阳

性信号,在高倍镜下观察,阳性信号主要集中在气管、支气管分支的管腔内壁上皮细胞和管壁细胞中;消化

道的阳性信号仍然较弱, 分布在内壁细胞中; 背侧的脊柱椎体中出现大量强烈的阳性杂交信号,在高倍镜

下观察,椎体之间的分隔不明显,阳性信号分布在椎体细胞和间隔中;面颌骨、后肢芽出现较弱阳性信号;

肝组织中无阳性信号存在.

14日小鼠胚胎组织切片上, p21探针检测到强烈的阳性信号,区域特异性较第 13日龄更强. 眼球中的

阳性信号较强; 脑壁的阳性信号与第13日龄的强度相似, 稳定而均一的分布在脑组织中;心脏的阳性信号

急剧变弱, 颜色较淡;肺组织的阳性信号急剧增强,主要集中在气管、支气管分支的管腔内壁上皮细胞, 颜

色极深;消化道空腔内壁有阳性信号,在高倍镜下观察,阳性信号集中分布于内层上皮细胞;背侧的脊柱椎

体中阳性信号较第 13日龄强度更强,以颗粒状密集成团分布于椎体细胞中,椎体之间的阳性信号已经极

弱,几乎未有标记;肋骨的阳性信号也较强;面颌骨中阳性信号集结成团状,颜色较深;前、后肢芽有较弱阳

性信号存在;另有一些截面上可见脐带内层 2~ 3层细胞有阳性信号存在;肝组织中无阳性信号存在.

3  讨论
细胞周期的调控机制极其复杂,本研究仅仅只是初步探讨 p21基因在胚胎发育过程中的表达变化, 以了

解其生理功能的复杂性. p21基因主要通过两方面调控细胞周期, 一方面 p21基因与 cyclin、CDK、PCNA形成

四聚体复合物,能有效抑制多种 cyclin- CDK复合物的活性,从而引起细胞G1期阻滞而不进入S 期
[7]

, 此外

它可在CDK缺乏时借助与DNA聚合酶的亚单位 PCNA结合,使DNA的复制受阻
[ 8]

.一旦p21基因功能丧失,

可使细胞在负生长信号存在条件下继续增殖.目前已知p21作为 p53的下游效应分子,主要与辐射引起的 G1

期阻滞有关,使细胞退出细胞周期
[ 9]

,从而协调细胞周期进程,被视为细胞增殖抑制基因.

3. 1 p21基因在小鼠胚胎不同发育时期中的表达

胚胎第 9日是胚胎发育中器官原基形成时期, p21基因不表达, 说明 p21基因与第 9日龄的小鼠胚胎

发育过程无关. 从第 10日龄小鼠胚胎中检测到极弱的特异性表达信号.第 10日龄正是小鼠胚胎各器官组

织形成分化原基的时期, 同时也是细胞快速增殖的时期, p21基因作为细胞增殖抑制基因在这一时期表达

极弱,与其生物学功能一致. p21的表达信号在第 11日和第 12日较弱,可能是因为第11日和第 12日多数

器官的细胞增长较快, p21基因的弱表达有利于这些细胞的增殖. p21的表达信号在第 13日和第 14日较

强,可能是因为第 11日和第 12日胚胎器官已经基本形成, p21基因的表达有利于抑制这些细胞的增殖速

度,使细胞转入进一步的分化.

3. 2 p21基因在小鼠胚胎不同器官中的表达

p21基因在小鼠胚胎第 11日和第 12日龄眼球组织中均未表达,直到第 13日龄才出现较弱的表达信

号,说明眼球细胞在第11日和 12日龄是以细胞增殖为主,随着小鼠胚胎的发育, 眼球细胞的增殖逐渐被

抑制,转化为以分化为主.

p21基因在脑组织中的表达从第 10日就开始出现,其表达强度在第 11 ) 第 14 日变化不大, 相当稳

定,仅有区域特异性在改变.由于脑组织在小鼠胚胎中是各器官组织的控制中枢,发育地位十分重要,在早

期胚胎中脑组织就占据整个胚胎体积的一半甚至更多,因此它的发育分化需要一个相对稳定的调控.由于

脑壁在第 11日、第 12日明显增厚,脑组织室管膜层细胞分裂极多
[ 10]

, p21基因在小鼠胚胎脑组织中的作

用可能是与细胞增殖基因互相协调,进而控制脑组织有步骤地在不同区域逐渐增殖,这与 p53基因在小鼠

胚胎脑组织中的表达十分相似
[ 11]

,从而保证脑组织在小鼠胚胎发育过程中能够处于一个稳定的发育分化

环境.

p21基因在小鼠胚胎第 11日、第12日的心脏组织无表达, 阳性信号至第 13日龄时突然以较强强度出

现,在第 14日龄仍然能观察到阳性信号,说明其表达有一定的时间性, 主要集中在第 13和第 14日. 从我

们对其他细胞生长抑制基因做的实验结果来看
[ 12]

, p21基因很有可能与 p16基因起着互补的作用, 当 p16

基因表达强烈时, p21基因不表达,当 p16基因表达减弱后, p21基因开始表达, 两者共同起着抑制细胞增
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殖、促进细胞分化的作用.

p21基因在小鼠胚胎肺组织、消化道、脊柱和面颌骨中的表达基本上都发生在第 13日龄后,而且强度

在第 14日龄变得更强. 对这样的现象可以从下列两方面来解释:一是在急剧增殖的小鼠胚胎细胞中,为防

止细胞提前进入 S期, p21基因在 G1早期抑止新合成的 CDK- cyclin复合物活性, 与其他细胞增殖基因相

互协调,保证器官的程序化的发育过程;二是此时胚胎发育过程中,许多间充质细胞或新生细胞要分化为

终末细胞,由于 p21的表达对调控机体的发育分化有极其重要的作用,故 p21的表达是与细胞分化有关.

肝组织均未观察到 p21基因的表达,说明肝组织的发育与 p21基因无关.

整体而言, p21基因在小鼠胚胎发育过程中的表达强度或者比较稳定, 或者呈有规律性的增强, 这与

其mRNA在细胞周期各期相中无明显改变有关
[ 13]

.
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Study of Gene Expression of p21 with in Situ Hybridization Technique
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Abstract: Using in situ hybridization technique with dig labeled probe, the expression of p21 gene in mice. s embryo

development has been studied in this paper. The results can be summarized as follows: p21 gene does not take part in

the formation of organ primordial during the development of embryo of age 9ds. It starts to express in the embryo of age

10ds and then express stronger with the development of the embryo. It seems to suggest that p21 gene is concord with

the negative regulation of cell cycle. The little change in expression strengthen may relates with its stable mRNA.

Key words: in situ hybridization; p21; cell cycle regulation; gene expression
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