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小鼠胚胎神经管发育过程中Rho A和Rac 1的表达及其意义*
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(1济宁医学院基础医学与法医学院，山东济宁272067；2济宁医学院附属第一人民医院．济宁272011)

摘要 目的 探讨Rho A、Rac 1在小鼠胚胎神经管发育过程中的作用及意义。方法 应用免疫组织化

学染色和图像分析方法，检测Rho A、Rac 1蛋白的表达，分析在不同胎龄小鼠胚胎神经管上皮及其周围间充质

的分布状况和变化规律。结果在小鼠胚胎神经管发育过程中，Rho A在胚胎神经管上皮及其周围间充质都有

表达；Rac 1仅在孕7．5d和8．5d小鼠胚胎神经管腔面表达。而在孕9．5d和10．5d，Rac 1表达是阴性的。Rho A

和Rac 1的表达都呈现规律性变化：Rho A在整个神经管发育过程中呈现逐渐下降的趋势；Rac 1仅在神经管关

闭期问表达，神经管关闭后，Rac 1的表达呈阴性。结论 Rho A和Rac 1直接或间接参与了小鼠胚胎神经管形

态构建过程，并且在神经管关闭期间起着重要的调节作用。
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The expression and significance of Rho A and Racl

in the deVelopment of mouse neural tube
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Abst腿ct：o町卯“嘴Tb explore the role and significance of Rho A and Rac l jn the development of neural

tube of the mouse embryos．Mef矗。如 Rho A and Rac l were measured using immunohistochemistry and image a一

∞lysis to analyse the distribution and changes in the epithelium of embryonic neuraltube and surrounding mesen·

chyme of mou鸵with different fetal age．ResHf招 Rho A was expressed in the epithelium of embryonic neural tube

and surrounding meSenchyme during the development of the embryonic neural tube of mice．Rac 1 was expressed

in the舱urocoel from 7．5-day to 8．5一day gestition mouSe while it was negative in the mouse embryonic neuraltube

from 9．5-day to 10．5-day gestition mou鸵．Variations of the expression of Rho A and Rac 1 were regular in the de·

velopment of embryonic neuraltube in the mouse：the expression level of Rho A啪s gradually decreasing during

the de、伦lopment of the neural tube，and Rac l was expressed in the formation of the neural tube．After the forma．

tion of the neural tube the expression of Rac 1、vas negative．C．oHcfHsfDn Rho A and Rac 1 were involved in mor．

phogenesis of embryonic neural tube directly and indirectly，and they would be the important regulator during the

neural tube formation．
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Rho家族属于小G蛋白超家族，由Rho、Rac

和cdc 42 3个亚家族，是重要的细胞内信号分

子[1]。研究表明：Rho蛋白几乎参与了所有的细胞

基础性生命活动过程并发挥着重要作用；细胞外信

号的刺激可促进Rho蛋白由无活性的GDP结合

形式转变为有活性的GTP结合形式，活性的Rho
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蛋白锚定在细胞膜上，激活多种下游效应分子，从

而调节细胞的形态、生长、运动、细胞周期和细胞内

基因转录等心]。Rho蛋白在胚胎发育、神经生长和

发育、肌肉收缩等多方面都起着重要的作用，从而

引起科学界的关注。本研究采用免疫组织化学染

色的方法，检测Rho A和Rac 1蛋白的表达，分析

其在鼠胚神经管形成过程中的分布状况及表达的

规律，以探讨两者与神经管形成的关系。
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1材辩与方涪
差异具有统计学意义-

L J标奉制鲁

健康育龄期雌性昆明小鼠30只(山东大学医

学院实验动物中心提供)。体重25～30 g-随机分为

孕7 5d组，孕8 5d组．孕9 5d组。孕10 5d组．每

组5只。雌性小鼠于傍晚与成熟雄性小鼠z：1合

笼，次日晨查见限栓者当天中午定为妊振第o 5d。

将各组孕鼠脱襄椎处死．剖开腹腔，取出于官．切取

呈结节状膨犬赴即胚胎植人部位．将含有胚胎的

小鼠子宫用4％多聚甲醛固定．梯度乙醇脱水，常

规石蜡包埋，切片．切片厚度为6pm．切片置4℃

球箱内备染。

1．2试荆

Rho A抗体由美国Novus既ol锥i龃ls公司提

供；Rac-I抗体由美国Pmte肌ech Group公司提

供，健茁察亲生物蛋白一过氧化物酶(sP)免疫组化

试剂盒、氪基联荦胺(DAB)显色试剂盘均曲干北

京中山生物公司。

L3免疫组织化学采邑

免疫组化染色采用sP i击。石蛞切片常规脱

蜡和水化后，以微波柠檬酸盐缓冲液进行抗原修

复。再依次滴加过氧化酶阻断液(室温下孵育

10⋯)、lo“非免疫性动物血清(室温下解育
10～)、第一抗体<稀释度：Rho A 1：50、Rac 1 1，

lOo)50一(4℃冰箱过夜)’生物索标记的第二扰体

‘室温下孵育lO⋯)、sA／HRP溶液(室沮下孵育
10min)，最后滴加新蚌配制的DAB显色刺显色

5min．显徽镜下观察染色。自来承冲洗、苏木索复

染、脱水、透明、中性树腔封片．

1．4姑果判断

选择已知阳性切片作为阳性对照．以Pl王s溶

液代替第一抗体作为阴性对照．Rho A、Rac l蛋白

阳性细胞可见细胞质和细胞膜显示棕黄或棕褐色。

I．5囤像分析

应用Imagep’俨Plus 5 o图像分析系境对免疫

组织化学染色标本进行图像采集，即经屏分割和滤

波处理后，分别涮各组鼠肛神经管上皮及其周围问

克质阳性细臆的平均光密班(oPt啪l den州y·0D)

值．

1。6统计学北理

所得数据咀J±j表示．用sAs软件进行单因

素方差分析(AVOV^)．组问两两比较采用q检验

对各组数据的差异性进行统计学分析tP<o．05为

2培果

2．1 Rho A在十鼠胚胎神妊管的染色蛄果

在孕7 5d和孕8．5d组．鼠肛神经管腔面和E

皮细胞胞膜上均呈强阳性着色，胞质内也有阳性颗

粒(田1)}在孕8．5d组，神经管周围同克质细胞内

也有强阳性颗粒。孕9 5d和lo 5d组，强阳性着

色部位也主要见于鼠胚神经管腔面t但是神经訾上

皮胞膜和胞质着色减弱(田2){神经管周田问充质

细胞内同样有阳性颗粒。图像分析结果显示：从孕

7 5～IO．5d组，Rho A阳性部位的平均光密度值

(()D值)呈现逐渐下降的趋势，而且组间差异具有

统计学意义(P<o．o”。见表1。

目2}I“列十nⅢ$#＆f Rho月**自(×d00

女l 4日m*#gf±＆Rh A女t女}

*目t#*镕}(r±j)

2．2 R衅I在十置神经管中的袋邑蛄果

在孕7．5d组，阳性着色部位仅见于鼠胚神经

管腔面t神经上皮的胞膜和胞质着色均为阴性(圈
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3)。在孕8．5d，Rac 1仅表达在两佣神经褶靠拢的

部位．其它部位着色均为阴性(图{)．在孕9 5d

和10．5d组．神经管腔面以爱神经上皮的其它部位

均为瞬性(圈5)。在整个神经管发育过程中．Rac

1在神经管腔面的表达也呈现一个减弱的趋势．

目3}，5d十■Ⅱ**＆t“1)Racl mt着e c×400)

口s 4 9“十tⅡm#＆f E▲JR∞ltE■*c×{00)

3讨论

神经管的形成和发育是一十极其复杂的生物

学过程。在遮一发育过程中，神经上皮细胞的增

殖．迁移、识别、牯薯和分化在时间和空删上是有序

拂调的。Rho家族蛋白作为重要的细胞内信号分

于．在诃节细胞的形态、生长，运动，细胞周期和细

胞内基西转录等方面发挥重饕作用。在神经臂形

态挎建过程中涉及细胞迁移、增越，识剐辱过程当

有Rho和Racl参与．

奉研究恶寨到RhoA和Racl在鼠胚神经管

发育过程中均呈现规雄性的变化。表明遗两种孟

白与神经管的发育均有相关性．Km05hlta N等“：

人在研究鸡胚神经管形戚过程中发现：Rho A主

要表达在神经管的腔面。本研究结果也显示．Rho

A和Rael在鼠胚神经瞥的腔面表达是最强的．但

是在神经管关闭后，两种蛋白的表达均有不同程度

的下降．说明Rho A和Rac l在神经管关flI期舟

均发挥重要的作用。其具体机制尚不完全清楚。但

是有研究表明：Rho A袁选下降会使胚胎细胞失

去运动能力”l。在{孛经管关闭期间．Rho A呈强

阳性表达，可脂与神经上皮的运动迁移有美系。当

神经管形成后．Rho A的阳性表达可能与神经上

皮细胞的增殖有关系。在我们的研究中还拉现t

RhoA不仅袁选在鼠胚神经营的腔面，在神经上

皮胞膜翔胞质中也有阳性袁选．这可能与Rho A

调节细齄迁移和增殖的机制有关系。

研究中发现tRac 1的表达有趣的是：它仅表

达在神经管关闭期间．在神经管关所后，Rac 1的

表达是阴性的，可能Rac l仅与神经营的关闭．“

及关闭过程中细胞的迁移有美系。张剑等”1在对

胚胎血管内皮细艟豹研究中发现：Rac l的表选降

低会抑制胚胎细胞的迁移。我们的研究其是表明：

Rho A和R8c I参与了神经管的形态构建过程．但

是，它们参与神经瞥形态构建过程的分子机理尚需

进一步探讨。
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