
动物个体是由单一的受精卵经过高度有序、复

杂的分化过程形成的，而细胞分化的关键在于基因

的选择性表达。组蛋白乙酰化与去乙酰化是调控

基因表达的一种重要的表观遗传修饰方式，通过改

变组蛋白的乙酰化状态来影响基因的转录。染色

质中的组蛋白在组蛋白乙酰转移酶（histone acetyl⁃
transferase，HAT）的作用下发生乙酰化，使基因的转

录处于活跃状态；与乙酰化作用相反，组蛋白在组

蛋白去乙酰化酶（histone deacetylase，HDAC）的作用

下发生去乙酰化导致基因转录抑制。HDAC家族共

有 18个成员，分为 4类：Ⅰ类包括HDAC1、HDAC2、
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HDAC3 和 HDAC8；Ⅱ 类 包 括 HDAC4、HDAC5、
HDAC6、HDAC7、HDAC9和HDAC10；Ⅲ类与酵母的

Sir2同源，包括 SIRT1、SIRT2、SIRT3、SIRT4、SIRT5、
SIRT6 和 SIRT7；Ⅳ类包括HDAC11，其中对Ⅰ类和

Ⅱ类组蛋白去乙酰化酶研究的较多。在小鼠胚胎

中敲除HDAC1，胚胎发育滞后并伴有严重的增殖缺

陷，在胚胎期 10.5 d前死亡［1］。另外，有研究表明

HDAC1在非洲爪蛙早期发育过程中通过调节神经

胶质细胞的增殖参与中枢神经系统的形成［2-3］。上

述研究表明HDAC1可能参与胚胎早期发育的过程，

但其作用尚不完全清楚。

在早期胚胎发育过程中，一个至关重要的步骤

就是外胚层、中胚层和内胚层的分化，进而由3个胚

层分化出各种组织和器官。组蛋白去乙酰化修饰

是否参与胚层分化的过程和调节分化基因的表达

尚不清楚。曲古抑菌素A（trichostation A，TSA）是一

种广谱的抑制组蛋白去乙酰化酶的一种药物，能够

抑制Ⅰ类和Ⅱ类组蛋白去乙酰化酶的活性，并对多

种癌症的发生发展起抑制作用［4-5］。非洲爪蛙作为

一种经典的模式动物，是研究早期胚胎发育特别是

三胚层分化的良好模型，因此我们以非洲爪蛙为模

式动物，通过TSA处理胚胎抑制HDAC的活性后观

察胚胎早期发育和胚层分化的影响，从而探讨组蛋

白乙酰化修饰在胚层形成中的作用。另外，通过基

因敲降（gene knockdown）的方法来进一步探讨

HDAC1对胚层分化的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

将购买的TSA粉末（T8552，Sigma⁃Aldrich公司，

美国）溶解在二甲基亚砜（DMSO）里，配制成1 mmol/L
的母液，-20 ℃条件下避光保存。

1.2 方法

1.2.1 体外受精和胚胎培养

实验前12~14 h向雌性爪蛙的背部淋巴囊中注射

300~800 U的人绒毛膜促性腺激素（hCG）诱导其排

卵。实验前处死雄性爪蛙，分离两侧睾丸放入1×MBSH
［88 mmol/L NaCl，2.4 mmol/L NaHCO3，1 mmol/L KCl，
0.82 mmol/L MgSO4，0.41 mmol/L CaCl2，0.33 mmol/L
Ca（NO3）2，10 mmol/L HEPES，pH7.4］中，4 ℃保存。

收集卵细胞，取 1小块睾丸组织剪碎进行体外受

精，受精约30 min后，用2%半胱氨酸溶液处理去除受

精卵外的胶质膜。蒸馏水清洗几次去除半胱氨酸残

留，然后将胚胎放入0.1×MBSH中继续培养。

为了抑制胚胎内 HDAC 的活性，将 2细胞期

（st.2）或 4细胞期（st.3）的胚胎放入含有 400 nmol/L
TSA的0.1×MBSH中进行培养。因TSA溶解于DMSO
中，故用加入等体积DMSO的0.1×MBSH做为对照。

待对照组胚胎发育至原肠期（st.10.5）时，换上正常

的培养液继续培养。待胚胎发育至尾芽期时，对胚

胎的表型进行观察并拍照。

1.2.2 反义寡聚核苷酸（morpholino，MO）和显微注射

为了敲降胚胎中内源HDAC1基因的表达，通过

显微注射的方法向2细胞期或4细胞期胚胎中注射

50 ng的HDAC1 MO，该MO用于敲降HDAC1的效率

和特异性已有文献报道［2］。敲降人β⁃globin 基因的

MO 用做对照 ctrlMO。所有的 MO 都购买自美国

Gene Tools 公司，MO序列如下，ctrlMO：5′⁃CCTCT⁃
TACCTCAGTTACAATTTATA ⁃ 3′ ；HDAC1MO：5′ ⁃
TCAGCGCCATTTTCCTTCCGCGTCT⁃3′。
1.2.3 探针制备和原位杂交

pSC2+xSox2、pSC2+xSox17 和 pSC2+Xbra的质

粒分别用EcoRⅠ、ClaⅠ和 SalⅠ酶切，纯化后用T7
RNA聚合酶（（Fermentas公司，加拿大）进行转录，转

录完成后用RNA纯化试剂盒（Qiagen公司，德国）进

行纯化。

收集原肠期（st.10.5）的胚胎，固定后进行原位杂

交，原位杂交按照之前文献报道的标准步骤进行［6］。

2 结 果

2.1 TSA处理导致胚胎发育畸形

用 400 nmol/L的 TSA处理 2细胞期（st.2）的胚

胎，DMSO处理的胚胎用做对照（ctrl），结果显示，

95%的对照组胚胎发育正常，而TSA处理的胚胎中

90.32%发育缺陷（图1），表现为体轴明显变短，黏液

腺变大，神经管不闭合，造成胚胎内部组织外露。

这说明HDAC在胚胎早期发育中起作用，其活性被

抑制以后，造成胚胎发育不正常。

2.2 TSA处理影响三胚层的分化

为进一步研究HDAC对三胚层分化的影响，通

过原位杂交的方法检测 TSA处理后三胚层标记基

因的变化。结果显示，TSA处理后神经外胚层的标

记基因 Sox2以及中胚层标记基因Xbra的表达明显

下降，内胚层标记基因Sox17α的表达略有下降。这

一结果提示，HDAC的活性被抑制以后，能够影响三

胚层的分化（图2）。
2.3 HDAC1对三胚层形成的影响

为了进一步研究HDAC对三胚层分化的影响，
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图2 TSA处理对胚层分化的影响

Figure 2 Effect of TSA treatment on germ⁃layer specification

对HDAC1进行基因敲降。已有相关文献报道了

HDAC1的特异性MO，该MO的敲降效果已被验证，

注射该MO后胚胎中内源的HDAC1的表达明显下

降［2］。通过显微注射的方法，向胚胎中注射特异性

的HDAC1的MO，敲降细胞中内源的HDAC1。然后

收集原肠期的胚胎通过原位杂交检测Sox2、Xbra以
及 Sox17a的表达。结果显示敲降HDAC1后，Sox2、
Xbra的表达下降，Sox17a的表达变化不大（图 3）。

这一结果与 TSA处理后对三胚层表达变化的影响

基本一致，说明HDAC1参与了三胚层的分化，敲降

HDAC1之后胚层的分化受到影响。

2.4 敲降HDAC1能够促进 Spemann组织者中表达

的基因

TSA处理后的尾芽期胚胎表现出大黏液腺的表

型，黏液腺是胚胎最前端的结构，这提示胚胎可能

发生了前部化和背部化。在胚胎发育过程中，前部

化和背部化的发生，需要 Spemann组织者中特异性

表达的基因Goosecoid（GSC）、Chordin等的表达［7］，

DM
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TSA

cg
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A：对照组与TSA处理组胚胎发育至尾芽期（st.30）的表型（cg：
黏液腺）；B：对照组与TSA处理组中发育正常的胚胎以及发育缺陷

的胚胎占胚胎总数的百分比分析（n：胚胎总数）。

图1 TSA处理对胚胎发育的影响

Figure 1 Effect of TSA treatment on embryogenesis
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这些基因表达的产物会抑制后部化和腹部化信号

（如BMP信号、Wnt信号），从而使胚胎发生前部化

和背部化。因此进一步检测了敲降HDAC1之后对

GSC、Chordin和Wnt信号通路的配体Wnt8表达的影

响。在原肠期（st.10.5）时，GSC和Chordin特异地在

背部中胚层表达，Wnt8则在腹部中胚层表达。从胚

胎植物极观察这 3个基因的表达，结果发现敲降

HDAC1后，GSC和Chordin的表达增加而腹部化信

号Wnt8的表达下降（图 4）。因此推测 TSA对胚胎

早期发育的影响与激活组织者基因GSC、Chordin的

表达以及抑制腹部化信号Wnt8的表达有关。

3 讨 论

染色质中的组蛋白在HDAC的作用下去乙酰

化，从而使染色质的结构更加紧密，导致基因转录

的抑制。TSA属于羟肟酸类，是链霉素代谢的产物，

能够抑制Ⅰ型和Ⅱ型HDAC，进而改变组蛋白的乙

酰化水平，影响基因表达。研究发现 TSA能够促

进细胞重编程［8］，抑制细胞增殖、诱导分化和凋亡

等［9-10］，目前TSA已作为抑制癌症发生发展的一种药
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物进行临床前试验［11］。癌症的发生是细胞增殖和细

胞分化异常的结果，TSA能够影响细胞的增殖和分

化，而这种作用是通过抑制HDAC的活性来实现

的。HDAC1、HDAC2和HDAC3在非洲爪蛙神经胚

中特异性地在神经板、神经脊、神经褶和神经管中

表达［12］，并且在中枢神经系统形成的过程中参与细

胞分化［2，12］。

目前对于组蛋白去乙酰化修饰在发育早期三

胚层形成中的作用还尚未有报道，非洲爪蛙作为一

种模式生物，其受精卵直径大，便于在显微镜下进

行操作和进行药物处理，因此为了探讨HDAC在胚

胎发育中的作用，我们用HDAC抑制剂TSA处理爪

蛙胚胎。TSA处理后，导致胚胎发育异常，黏液腺增

大，体轴变短，神经管不闭合。这一结果表明在胚

胎发育早期的时候需要HDAC参与对染色质结构的

重塑从而调节基因的表达。经原位杂交检测，TSA
处理后神经外胚层的标记基因 Sox2和中胚层的标

记基因Xbra表达明显下降，而内胚层的标记基因

Sox17α的表达略有下降。这一结果说明经 TSA处

理，HDAC的活性受到抑制以后，影响了3个胚层的

分化。

对HDAC1的研究较多，在小鼠中敲除HDAC1，
胚胎在 10.5 d前死亡［1］，这一结果提示了HDAC1可
能在早期胚胎发育的过程中尤其是胚层分化中发

挥重要作用，因而敲除HDAC1之后，胚胎无法存

活。为了进一步探讨HDAC1在胚层分化中的作用，

A：原位杂交检测神经外胚层（Sox2）、中胚层（Xbra）以及内胚层（Sox17α）标记基因的表达（L：侧面观；V：植物极观）；B：ctrlMO 和

HDAC1MO中Sox2、Xbra以及Sox17α表达量正常以及下降的百分比分析（n：胚胎总数）。

图3 敲降HDAC1对胚层分化的影响

Figure 3 Effect of knockdown of HDAC1 on germ⁃layer specification
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百分比分析（n：胚胎总数）。

图4 敲降HDAC1对组织者中特异性表达基因的影响

Figure 4 Effect of knockdown of HDAC1 on specific genes expression in organizer
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通过显微注射反义寡核苷酸的方法对HDAC1进行

基因敲降，结果发现敲降HDAC1后，三胚层的分化

确实受到了影响。敲降HDAC1后，神经外胚层Sox2
和中胚层Xbra表达下降，说明HDAC1影响神经外

胚层和中胚层的分化；而内胚层Sox17α表达变化不

大，前文所述 TSA处理后 Sox17α的表达下降，推测

可能是HDAC家族的其他成员参与对 Sox17α的调

节，因而单独敲降HDAC1后对 Sox17α的表达影响

不大，具体作用机制还需要进一步探讨。在胚层分

化的过程中，Spemann组织者中特异表达的基因如

GSC、DKK1、Chordin等对背⁃腹体轴的形成起关键作

用，这些基因通过抑制腹部化信号（如Wnt、BMP、
Nodal等）来促使胚胎发生前部化和背部化。接着

进一步分析了HDAC1在背⁃腹体轴形成中的作用，

结果发现敲降HDAC1可以促进在 Spemann组织者

中特异表达的基因GSC和Chordin的表达，而对腹部

Wnt信号的配体Wnt8的表达起抑制作用。GSC和

Chordin是背部中胚层的标记基因而Wnt8是腹部中

胚层标记基因，这一结果说明HDAC1可能参与了背

⁃腹体轴的调节，同时TSA处理后胚胎发育异常，黏

液腺增大，黏液腺是胚胎最前端的组织，说明 TSA
处理后使胚胎发生前部化，而GSC和Chordin表达的

增加会促使胚胎发生前部化，这一结果为揭示TSA
处理后胚胎的表型提供了一定依据。本研究发现

HDAC参与早期胚胎发育过程中三胚层的分化，进

一步分析发现HDAC1参与调节中胚层和神经外胚

层的分化以及背⁃腹体轴的形成，该结果为了解组蛋

白乙酰化修饰在单个合子发育成一个完整有机个

体中所起的作用提供很好的借鉴。
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