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斑马鱼 ｍｃｍ５ 基因的表达分析及在体节发生中的功能
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　 　 【摘要】 　 目的　 细胞周期因子 ＭＣＭ５ 在 ＤＮＡ 复制起始中起着关键性作用，并参与基因转录调控，但其在胚

胎发育中的作用鲜有报道。 本文首先研究 ｍｃｍ５ 在斑马鱼胚胎发育过程中的表达模式，然后对 ｍｃｍ５ 在斑马鱼体

节发生中的作用进行研究。 方法　 通过原位杂交的方法分析 ｍｃｍ５ 在斑马鱼发育早期的表达谱， 然后运用 ＭＯ 注

射的方法敲降 ｍｃｍ５ 功能，并结合原位杂交的方法分析 ｍｃｍ５ 在体节发生中的作用。 结果　 整胚原位杂交实验显

示，ＭＣＭ５ 为母源性因子。 在胚胎 １ 细胞期到体节发生早期，ｍｃｍ５ 呈广泛表达；从胚胎发育 ４ 体节开始，ｍｃｍ５ 开始

在尾牙、体节、头部区域呈现特异性表达，暗示其可能参与了体节发生的调控。 在 ｍｃｍ５ 功能敲降时，活体胚胎除体

轴变短、眼睛变小以外无明显畸形。 但原位杂交实验显示体节发生相关标记性基因表达减弱，表明 ｍｃｍ５ 可能参与

了体节发生的调控。 结论　 在斑马鱼早期发育中 ｍｃｍ５ 参与了体节发生的调控。
【关键词】 　 ｍｃｍ５；体节发生；斑马鱼

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１８） １０⁃０００８⁃０７
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１８􀆰 １０􀆰 ００２

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｃｍ５ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｏｌｅ ｉｎ ｓｏｍｉｔｏｇｅｎｅｓｉｓ

ＺＨＡＮＧ Ｙｕ１， ＷＵ Ｙｏｎｇｍｅｉ２， ＬＩＵ Ｍｉｎ１， ＨＵＡＮＧ Ｓｉｚｈｏｕ２∗

（１． Ｂａｓｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｈｏｏｌ， Ｃｈｅｎｇｄｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１０５００， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ Ｋｅｙ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｎａｔｏｍｙ ａｎｄ Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｍｂｒｙｏｌｏｇｙ； Ｂａｓｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｈｏｏｌ，

Ｃｈｅｎｇｄｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１０５００）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ＭＣＭ５ ｐｌａｙｓ ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｌｓｏ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｉｔｓ ｒｏｌｅ ｉｎ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｓ ｌａｒｇｅｌｙ ｕｎｋｎｏｗｎ． Ｔｈｅ ａｉｍｓ ｏｆ
ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗｅｒｅ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｍｃｍ５ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｎｄ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｉｔｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｓｏｍｉｔｏｇｅｎｅｓｉｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｆｉｒｓｔ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｍｃｍ５ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｗｈｏｌｅ⁃ｍｏｕｎｔ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｄｕｒｉｎｇ ｅａｒｌｙ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ． Ｔｈｅｎ， ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏｓ （ＭＯｓ） ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｅｍｂｒｙｏｓ ｔｏ ｄｉｓｔｕｒｂ
Ｍｃｍ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｅｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｏｍｉｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＭＣＭ５ ｉｓ ａ ｍａｔｅｒｎａｌ ｆａｃｔｏｒ
ｔｈａｔ ｉｓ ｕｂｉｑｕｉｔｏｕｓｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｏｎｅ⁃ｃｅｌｌ ｔｏ ｅａｒｌｙ⁃ｓｏｍｉｔｅ ｓｔａｇｅ． ｍｃｍ５ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ａｒｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔａｉｌｂｕｄ， ｓｏｍｉｔｅ，
ａｎｄ ｈｅａｄ ａｔ ｌａｔｅｒ ｓｔａｇｅｓ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｙ ｔｈａｔ ｍｃｍ５ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓｏｍｉｔｏｇｅｎｅｓｉｓ． ｍｃｍ５ ｍｏｒｐｈａｎｔｓ
ｅｘｈｉｂｉｔ ａ ｓｈｏｒｔｅｎｅｄ ａｎｔｅｒｉｏｒ⁃ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ａｘｉｓ ａｎｄ ｓｍａｌｌｅｒ ｅｙｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｍｂｒｙｏｓ． Ｉｎ ｓｉｔｕ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｓｏｍｅ ｇｅｎｅｓ ｃｒｕｃｉａｌ ｆｏｒ ｓｏｍｉｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｒｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｓｏｍｉｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ｗｈｅｎ ｍｃｍ ５ ｉｓ ｄｅｐｌｅｔｅｄ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ｍｃｍ５ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｓｏｍｉｔｏｇｅｎｅｓｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｍｃｍ５； ｓｏｍｉｔｏｇｅｎｅｓｉｓ； ｚｅｂｒａｆｉｓｈ



　 　 在胚胎发育中受精卵从单细胞到完整生命体，
经过了一个极其复杂而漫长的发育过程。 在此过

程中细胞进行细胞分裂的同时也在发生命运决定，
细胞分裂和细胞分化各自相互独立却又互为偶

联［１］。 Ｇｅｍ 最早是在非洲爪蟾中被发现参与细胞

周期中 ＤＮＡ 复制调控［２］，随后被发现分别参与了神

经［３ － ４］、眼睛［５］、血液［６］、癌症等发生的调控，并被

证明在调控细胞周期和细胞分化中起到了不可取

代的作用［１，７］，这充分表明细胞周期因子不仅参与

了细胞周期的精细调控，同时也作为一重要调控因

子参与了胚胎发育的细胞命运决定过程。 ＭＣＭ５ 是

ＤＮＡ 复制起始复合体中 ＭＣＭ２⁃７ 复合小体的重要

因子，在几乎所有真核生物细胞中都存在［８ － ９］，对
ＤＮＡ 复制的起始和延伸起着重要的作用。 ＭＣＭ５
在细胞中的数量极为丰富，其数量也远远超过了任

何情况下起始 ＤＮＡ 复制所必须［１０］，这便暗示了

ＭＣＭ５ 可能拥有 Ｇｅｍ 相似的功能，参与到了细胞命

运分化决定的过程中。 部分报道表明 ＭＣＭ５ 参与

了细胞命运的决定和组织器官的发育［７，１１ － １２］，但这

些都与细胞周期的停止和细胞凋亡相关［１１］，而鲜有

ＭＣＭ５ 作为调控因子直接参与了胚胎各组织器官发

育的特异性调控。
近年来，ＭＣＭ５ 在部分研究中已被证实参与了

基因转录调控，暗示 ＭＣＭ５ 可能会作为转录调控因

子直接参与胚胎各组织器官的发育调控。 运用染

色质免疫共沉实验分析复制起始位点与 ＭＣＭ５ 复

合体数量关系时，发现在复制起始位点以外的地方

存在许多 ＭＣＭ５ 结合的染色质位点［１３］。 这些位点

可能与 ＭＣＭ５ 结合，调控特定基因的转录。 在果蝇

Ｓ２ 细胞中将 ＭＣＭ５ 量降低 ９５％ 后，正常生存环境

下 Ｓ２ 细胞 ＤＮＡ 复制和细胞周期进程仍不受影

响［１４］，这更提示 ＭＣＭ５ 可能还参与到基因转录调控

中。 另外，在大鼠成纤维细胞［１５］ 及免疫细胞［１６］ 中

发现 ＭＣＭ５ 直接或间接参与基因转录调控；在细胞

缺氧情况下 ＭＣＭ５ 与其他 ＭＣＭ 家族成员形成转录

抑制复合体，直接与 ＨＩＦ１ 结合而抑制 ＨＩＦ１ 的转录

活性［１７］。 以上信息表明 ＭＣＭ５ 的确参与了基因转

录调控，同时也暗示了在胚胎发育中 ＭＣＭ５ 可能通

过特定基因的转录调控参与了组织器官的发育调

控。 ＭＣＭ５ 少有被报道参与胚胎发育组织器官的发

育调控，部分缘于在哺乳动物中重要细胞周期因子

ＭＣＭ５ 突变将导致胚胎在囊胚期死亡［１８］。 在斑马

鱼中可以成功的将目的基因进行敲降并在体外实

时观察胚胎发育的情况，这为本课题组研究 ＭＣＭ５
在胚胎发育中的功能提供了便利。

体节是沿胚胎前后轴空间顺序形成一定数目

的重复性结构，是轴旁中胚层（ｐｒｅｓｏｍｉｔｅ ｍｅｓｏｄｅｒｍ）
细胞通过边缘间充质细胞角质化（ＭＥＴ）以后形成

的细胞团［１９］，他们最后将形成骨骼、肌肉等组织。
体节发生在不同模式动物中其分子调控机制存在

一定的差异，但从形态发生上看，各个模式动物具

有较高的共性。 首先是轴旁中胚层的形成，然后沿

体轴从前到后轴旁中胚层细胞以次周期性的形成

体节，同时伴随前后轴后端按照一定的速度向后生

长延伸，以使新的 ＰＳＭ 产生［１９］。 从机制上看分析，
调控体节发生的细胞及分子调控机制在不同物种

中存在高度的保守性：Ｎｏｔｃｈ 及 Ｗｎｔ 信号通路决定

了体节发生的周期性及体节极性；而 Ｆｇｆ 信号通路

决定了体节发生的大小［２０］。 三者在胚胎发育早期

共同调控了体节的正常发生。
本研究课题组运用原位杂交及 ＭＯ 敲降技术，

发现 ＭＣＭ５ 参与了体节发生的调控。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

野生型斑马鱼为 ＡＢ 品系。 按照 ３Ｒ 原则及动

物喂养及使用伦理要求，斑马鱼在标准养殖条件下

维持和喂养（２８℃；ｐＨ ＝７􀆰 ２）。
１􀆰 ２　 主要试剂

ＰＣＲ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ （ Ｄ６４９２⁃０１， Ｑｉａｇｅｎ ）； Ｒｅ⁃
ｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ （ ＃ Ｋ１６２２， Ｔｈｅｒｍｏ）； ｍＭＥＳＳＡＧＥ
ｍＭＡＣＨＩＮＥ （ ＡＭ１３４０， Ａｍｂｉｏｎ）； Ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ 购自

Ｇｅｎｅ Ｔｏｏｌｓ 公司（ｍｃｍ５ＭＯ：５⁃ＡＴＡＧＴＴＴＣＧＡＴＡＡＧＴ
ＧＣＴＧＴＣＧＡＴＧ⁃３；ｐ５３ＭＯ：５⁃ＧＣＧＣＣＡＴＴＧＣＴＴＴＧＣＡＡ
ＧＡＡＴＴＧ⁃３）；Ｔ４ 连接酶购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；Ｑ５ 高

保真酶、限制性内切酶购自 ＮＥＢ 公司；原位杂交相

关的试剂主要购自 Ｒｏｃｈｅ 公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 胚胎注射

ｍｃｍ５ＭＯ 细胞注射：将 ＭＯ 从 － ８０℃冰箱拿出后

室温下融化，放入 ６５℃恒温加热 ５ ｍｉｎ 让沉淀溶解，
离心。 吸取上清ＭＯ 将其稀释成工作浓度（３００ ｕｍｏｌ ／ Ｌ），
在胚胎 １ ～ ４ 细胞时期进行胚胎注射。

ＥＧＦＰ ｍＲＮＡ 注射：将制备好的 ｍＲＮＡ 分装，取
出部分用 ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ 水稀释为 ３０ ｎｇ ／ ｕＬ 备用。 胚胎

在 １ ～ ４ 细胞期注射注射卵黄。
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１􀆰 ３􀆰 ２　 整胚原位杂交

胚胎成长至所需时期，４％ ＰＦＡ 固定 ２４ ｈ 后剥

膜过度到无水甲醇中脱水，于 － ２０℃保存待用。 原

位杂交按照已报道方法进行［７］。

注：Ａ⁃Ｃ：在 １０ｈｐｆ（ｈｏｕｒｓ ｐｏｓｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ）前 ｍｃｍ５ 广泛表达于胚胎中所有细胞；Ｄ⁃Ｆ：在体节发生期，ｍｃｍ５ 在

头部、尾牙、新生体节等处高表达；Ｇ：在第 ４ 天部分表达也与胸腺细胞特异重合（箭头）。

图 １　 ｍｃｍ５ 在斑马鱼发育早期的表达模式

Ｎｏｔｅ． Ａ⁃Ｃ： ｍｃｍ５ ｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｂｅｆｏｒｅ １０ ｈｐｆ． ｍｃｍ５ ｉｓ ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ ｉｎ ｈｅａｄ． Ｄ⁃Ｆ： Ｔａｉｌｂｕｄ ａｎｄ ｎｅｗ
ｆｏｒｍｅｄ ｓｏｍｉｔｅ． Ｇ： Ｉｎ ｄａｙ４， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｃｍ５ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｏｖｅｒｌａｐｐｅｓｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｙｍｏｃｙｔｅ （ａｒｒｏｗ ｈｅａｄ） ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｍｃｍ５ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

１􀆰 ３􀆰 ３　 ＥＧＦＰ ｍＲＮＡ 的合成及原位杂交 ＲＮＡ 探针

的合成

限制性内切酶将质粒 ＤＮＡ 线性化，酶切过夜，
用 ＤＮＡ 快速纯化回收试剂盒回收线性化 ＤＮＡ 模

板，用 ｍＭｅｓｓａｇｅｍＭａｃｈｉｎｅ 试剂盒体外转录合成

ｍＲＮＡ；然后利用酚氯仿抽提回收 ｍＲＮＡ，异丙醇沉

淀。 测定 ｍＲＮＡ 的浓度，分装并放置于 － ８０℃保存

待用。
使用 ＤＩＧ ＲＮＡ Ｌａｂｅｌｉｎｇ Ｋｉｔ（ＳＰ６ ／ Ｔ７）试剂盒体

外转录合成地高辛标记的原位杂交 ＲＮＡ 探针，然后

通过 ＲＮＡ 纯化试剂盒纯化回收，检测浓度并 － ２０℃
保存待用。

２　 结果

２􀆰 １　 ｍｃｍ５ 在斑马鱼胚胎发育早期的表达模式

在研究 ｍｃｍ５ 在胚胎发育中的具体作用前，首
先运用原位杂交方法检测其在早期胚胎中的表达

模式。 研究发现 ｍｃｍ５ 是母源性表达因子，在胚胎

发育 ２ 细胞及 １２８ 细胞时呈高表达（图 １Ａ，Ｂ），在
原肠运动及以前在胚胎中呈广泛性表达 （图 １Ａ⁃
Ｃ）。 从体节发生早期开始表达出现特异性，从 １０
体节开始 ｍｃｍ５ 在头部、尾牙、侧板中胚层及新生体

节（箭头）处等高表达（图 １Ｄ⁃Ｆ）。 在第 ４ 天，ｍｃｍ５
被发现在胸腺等处集中表达（图 １Ｇ，箭头所指）。
以上数据表明 ｍｃｍ５ 在胚胎发育早期可能参与了体

节发生的调控。
２􀆰 ２　 ｍｃｍ５ ＭＯ 的设计及功能验证

为研究 ｍｃｍ５ 在斑马鱼胚胎发育中的作用，本
课题组合成 ｍｃｍ５ＭＯ 以特异的阻断胚胎内源性
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注：Ａ：图中所示为 ｍｃｍ５ ＣＤｓ 区域 ５′ 端部分非翻译序列及 ＭＯ 设计序列。 Ｂ⁃Ｃ：ｍｃｍ５ＭＯ 功能验证。 在 ＥＧＦＰ 序列上游添加一段与 ｍｃｍ５ＭＯ
互为匹配的核酸序列，将整个序列克隆到 ｐＣＳ２ ＋ 载体中（Ｂ）并制备 ＥＧＦＰ ｍＲＮＡ。 ＥＧＦＰ ｍＲＮＡ 单独注射 ＥＧＦＰ． Ｃ：ｍＲＮＡ 与 ｍｃｍ５ＭＯ 共注

射实验显示 ｍｃｍ５ＭＯ 能很好的抑制 ＥＧＦＰ ｍＲＮＡ 的翻译。

图 ２　 ｍｃｍ５ＭＯ 的设计及功能验证

Ｎｏｔｅ． Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ５′ ＵＴＲ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆ ｍｃｍ５ ＣＤｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｃｍ５ ＭＯ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ． Ｂ， Ｃ： Ｅｘａｍｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｍｃｍ５ ＭＯ． Ａｎ
ｍｃｍ５ ＭＯ ｍａｔｃｈｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ＥＧＦＰ ｃｏｄｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｒｅｇｉｏｎ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒ ｐＣＳ２ ＋ （Ｂ）； ｔｈｅｎ， ＥＧＦＰ
ｍＲＮＡ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ． Ｃ： ＥＧＦＰ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｆｏｒ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥＧＦＰ ｍＲＮＡ； ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｇｒｅａｔｌｙ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｅｍｂｒｙｏｓ ｃｏ⁃ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥＧＦＰ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｍｃｍ５ ＭＯ， ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｍｃｍ５ ＭＯ ｗｏｒｋｅｄ ｗｅｌｌ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ｍｃｍ５ ＭＯ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

ｍｃｍ５ ｍＲＮＡ 的 翻 译 （ 图 ２Ａ ）。 同 时 为 了 研 究

ｍｃｍ５ＭＯ 是否工作， 本课题组构建了体外转录

ＥＧＦＰ ｍＲＮＡ 的载体（图 ２Ｂ）。 在该载体中于 ＥＧＦＰ
编码区的上游添加了与 ｍｃｍ５ＭＯ 完全匹配的 ＤＮＡ
序列，这样设计并体外转录所获得的 ＥＧＦＰ ｍＲＮＡ
可以很好的与 ｍｃｍ５ＭＯ 结合（图 ２Ｂ）。 理论上如果

ｍｃｍ５ＭＯ 工作良好将会有效的抑制 ＥＧＦＰ 的翻译，
进而间接表明 ｍｃｍ５ＭＯ 在体内能很好的抑制内源

性 ｍｃｍ５ ｍＲＮＡ 的翻译。 结果表明，当单独注射

ＥＧＦＰ ｍＲＮＡ 时，在胚胎发育到第 ３６ 小时仍然有较

高量 ＥＧＦＰ 存在；而在共注射 ｍｃｍ５ＭＯ 和 ＥＧＦＰ
ｍＲＮＡ 的胚胎中，ＥＧＦＰ 的量明显降低（图 ２Ｃ）。 同

时本课题组也发现，ｍｃｍ５ 敲降的胚胎外观上无明

显表型（图 ２Ｃ）。 以上实验间接表明体外合成的

ｍｃｍ５ＭＯ 能较好的抑制内源性 ｍｃｍ５ｍＮＡ 的翻译。
２􀆰 ３　 ｍｃｍ５ 参与了体节发生的调控

　 　 由于 ＭＣＭ５ 是 ＤＮＡ 复制重要调控因子，ＭＣＭ５
功能敲降可能会导致细胞凋亡发生，从而影响

ＭＣＭ５ 功能敲降后表型的观察。 为研究 ＭＣＭ５ 功能

敲降后胚胎特异性表型，本课题组在胚胎中共注射

ｍｃｍ５ ＭＯ 及 ｐ５３ＭＯ 以敲降 ＭＣＭ５ 的功能，然后分

析胚胎表型。 结果发现，在胚胎共注射 ｐ５３ＭＯ 及

ｍｃｍ５ＭＯ 后后， 胚胎体轴变短且眼睛变小 （ 图

３ＡＢ），但胚胎无明显外观上的差异（图 ３Ａ）。 进一

步分析 ｍｃｍ５ 是否参与了心脏、血管等的发育调控。
结果表明在 ｍｃｍ５ 功能敲降后心脏和血管的发育无

明显缺陷（图 ３Ｄ⁃Ｅ）。 为验证 ｍｃｍ５ＭＯ 功能敲降的

特异性，分析是否 ｍｃｍ５ ｍＲＮＡ 可以回救 ｍｃｍ５ ＭＯ
注射所导致的眼睛变小、体轴变短的外观缺陷。 结

果显示 ｍｃｍ５ ｍＲＮＡ 能较好的回救 ｍｃｍ５ ＭＯ 注射

所致的胚胎变短、眼睛变小的表型（图 ３Ｃ），表明

ｍｃｍ５ ＭＯ 的特异性作用。
由于 ｍｃｍ５ ｍＲＮＡ 在体节发生时于轴旁中胚层

及新生体节中高表达（图 １），暗示 ｍｃｍ５ 可能参与

了体节发生的调控。 活体胚观察表明在 ｍｃｍ５ 功能

敲降及对照组胚胎之间，体节形成无明显的形态学

差异（图 ４Ａ）。 为进一步研究 ｍｃｍ５ 是否参与了体

节发生，在 ＭＣＭ５ 功能敲降的胚胎发育到 １０ 体节

左右本课题组运用原位杂交的方法分别检查体节

发生相关基因的表达（图 ３Ｂ⁃Ｅ）。 与对照组相比，
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注：Ａ⁃Ｃ：ｍｃｍ５ 调控了眼睛及体长的发育。 与对照组相比，在注射 ｍｃｍ５ＭＯ 后胚胎体轴变短（Ｂ），眼睛变小（Ｃ，箭头所示）。 注射 ｍｃｍ５
ｍＲＮＡ 回了 ｍｃｍ５ＭＯ 注射所导致的表型（Ｃ）。 Ｄ⁃Ｅ：ｍｃｍ５ＭＯ 注射并未导致心脏和血管发育的缺陷（红色箭头为血管；白色箭头为心

脏）。

图 ３　 ｍｃｍ５ 功能降低使胚胎变短及眼睛变小

Ｎｏｔｅ． Ａ⁃Ｃ： ｍｃｍ５ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｂｏｄｙ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｅｙｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｃｍ５ ＭＯ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｓｈｏｒｔｅｒ
ｂｏｄｙ ｌｅｎｇｔｈ （Ｂ） ａｎｄ ｓｍａｌｌｅｒ ｅｙｅｓ （Ｃ， ａｒｒｏｗ）． Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｃｍ５ ｍＲＮＡ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｒｅｓｃｕｅｄ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｃｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｃｍ５ ＭＯ （Ｃ）．
Ｄ， Ｅ： ｍｃｍ５ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｄｉｄ ｎｏｔ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎ ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｄｅｆｅｃｔｓ （ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌ； ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｈｅａｒｔ）．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｃｍ５ ｌｅｄ ｔｏ ｓｈｏｒｔｅｒ ｂｏｄｙ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｓｍａｌｌｅｒ ｅｙｅｓ

Ｎｏｔｃｈ 信号通路配体 ｄｅｌｔａ Ｄ，ｄｅｌｔａ Ｃ 表达明显降低

（图 ４Ｂ⁃Ｃ），并且在已经形成的体节中，ｄｅｌｔａ Ｃ 的表

达也明显降低 （图 ４Ｃ 虚线半括号所示），表明

ＭＣＭ５ 可能通过 Ｎｏｔｃｈ 信号通路参与体节发生。 为

进一步确认 ｍｃｍ５ 在体节发生中的作用，在 ｍｃｍ５ 功

能敲降后分析振荡基因 ｈｅｒ１ 及体节极性基因 ｍｅｓｐｂ
的表达。 与对照组相比，虽然 ｈｅｒ１ 的表达降低，但
其振荡表达模式并没受到影响（图 ４Ｄ）；但极性基

因 ｍｅｓｐｂ 表达明显降低，表达模式改变（图 ４Ｅ）。 以

上数据表明 ＭＣＭ５ 功能降低导致了 Ｎｏｔｃｈ 信号活性

降低及体节极性缺陷。

３　 讨论

ＭＣＭ５ 是 ＤＮＡ 复制所必须的细胞周期因子，除
调控细胞周期外，ＭＣＭ５ 被发现在多种肿瘤中高表

达，且被作为癌症发生的标记基因。 但是 ＭＣＭ５ 在

胚胎发育中的作用鲜有报道。 本研究通过研究

ｍｃｍ５ 在斑马鱼中的表达模式，发现在发育早期

ｍｃｍ５ 于尾牙、轴旁中胚层及新生体节中表达，推测

其可能参与了体节发生的调控。 进一步研究发现，
在 ＭＣＭ５ 功能降低后虽然体节外观上无明显缺陷，
但是体节标记性基因 ｄｅｌｔａＤ 等表达受阻，且体节极

性基因 ｍｅｓｐｂ 从野生型中的 ２ 条变为 １ 条，表明

ＭＣＭ５ 参与了体节发生的调控。
Ｎｏｔｃｈ 信号通路是体节发生的重要调控因子，

众多 Ｎｏｔｃｈ 信号通路分子突变直接导致了体节震荡

基因 ｄｅｌｔａＣ、ｈｅｒ１ 等的震荡表达模式紊乱，同时使得

体节发生缺陷。 在 ＭＣＭ５ 功能降低时，本课题组虽

然发现 Ｎｏｔｃｈ 信号通路 ｄｅｌｔａＤ 表达降低，但是并未

发现震荡基因的震荡表达模式变化，这暗示在体节

发生过程中，震荡基因的震荡表达模式不仅仅受

Ｎｏｔｃｈ 信号通路调控，同时也说明 Ｎｏｔｃｈ 信号通路活

性要降低到一定程度才可使得震荡基因的震荡表

达模式受损。 虽然 ＭＣＭ５ 功能降低后震荡基因震

荡表达模式没受影响，但体节极性基因 ｍｅｓｐｂ 表达

模式变化，说明 ｍｃｍ５ 以一种较为复杂的方式调控
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注：Ａ：与对照组胚胎相比，ｍｃｍ５ 和 ｐ５３ 功能敲降的胚胎体轴变短，眼睛变小。 Ｂ⁃Ｅ：体节发生相关

基因表达变化。 Ｎｏｔｃｈ 信号通路配体 ｄｅｌｔａＤ 表达降低（Ｂ），振荡基因 ｄｅｌｔａＣ 和 ｈｅｒ１ 表达降低（Ｃ，
Ｄ），体节极性基因 ｍｅｓｐｂ 从两条变成一条（Ｅ）。

图 ４　 ｍｃｍ５ 参与体节发生相关基因的调控

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｍｂｒｙｏｓ， ｔｈｅ ＡＰ ａｘｉｓ ｗａｓ ｓｈｏｒｔｅｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｙｅｓ ｗｅｒｅ ｓｍａｌｌｅｒ ｉｎ ｍｃｍ５
ａｎｄ ｐ５３ ｄｏｕｂｌｅ ｍｏｒｐｈａｎｔｓ． Ｂ⁃Ｅ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｓｏｍｉｔｏｇｅｎｅｓｉｓ． ｄｅｌｔａＤ， ｔｈｅ Ｎｏｔｃｈ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ， ｗａｓ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｂ）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｓｃｉｌｌａｔｏｒｓ ｄｅｌｔａＣ ａｎｄ ｈｅｒ１ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｉｎ ｍｃｍ５ ａｎｄ ｐ５３ ｄｏｕｂｌｅ ｍｏｒｐｈａｎｔｓ （ Ｃ， Ｄ）． Ｏｎｌｙ ｏｎｅ ｓｔｒｉｐｅ ｏｆ ｍｅｓｐｂ ｗａｓ ｍａｉｎｔａｉｎｅｄ ｉｎ ｍｏｒｐｈａｎｔｓ，
ｗｈｉｌｅ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｔｗｏ ｓｔｒｉｐｅｓ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｍｂｒｙｏｓ （Ｅ）．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ｍｃｍ５ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｓｏｍｉｔｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

了体节的发生。 在体节发生中 ｍｃｍ５ 以何种方式调

控了 Ｎｏｔｃｈ 信号通路活性及体节极性，有待进一步

研究。
本课题组以往研究表明在原肠运动时 ｍｃｍ５ 调

控了中内胚层细胞间的剥离［７］，本研究又揭示了

ｍｃｍ５ 在体节发生中的作用，但 ｍｃｍ５ 在胚胎早期发

生中的功能研究还远未结束。 从前言分析中可知

ＭＣＭ５ 在细胞中的表达量远大于细胞周期中 ＤＮＡ
复制所必须，作为转录调控因子的作用也被证明。
本研究原位杂交实验显示 ｍｃｍ５ ｍＲＮＡ 在尾牙、头
部等其他组织也搞表达，进一步说明 ｍｃｍ５ 可能还

通过特定的方式参与了发育过程的其他活动。 因

此 ｍｃｍ５ 在体节发生及其他组织器官发育中的作用

及机制有待进一步研究。
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［２０］ 　 Ｍａｒｏｔｏ Ｍ， Ｂｏｎｅ ＲＡ， Ｄａｌｅ ＪＫ． Ｓｏｍｉｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ． ２０１２， １３９（１４）：２４５３ － ２４５６．

〔收稿日期〕２０１８ － ０４ － ２３

４１ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 １０ 月第 ２８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． １０


