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大鼠海马发育过程中CRMPs家族mRNA的表达
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[摘要] 目的：探讨大鼠海马发育过程中坍塌反应调节蛋白(CRMPs)家族mRNA的表达规律。方法：用RT-

PCR方法检测大鼠发育不同阶段CRMPs家族mRNA的表达。结果：RT-PCR实际扩增长度与设计长度相吻合。内

参照8一actin电泳条带在发育各时期灰度无明显差异。CRMP一1 rnRNA以新生鼠和幼年鼠表达最多，成年大鼠弱表

达(P<O．05)。CRMP-2从胚胎鼠至幼年鼠呈现逐渐增加的趋势，成年鼠相对较低(P<0．05)。CRMP-3以幼鼠和

成年大鼠表达较多，其中幼鼠表达最多(P<0．05)，新生鼠表达最少(P<0．05)。CRMP-4在胎鼠、新生鼠和幼年鼠

表达量接近，成年鼠表达相对较低(P<0．05)。CRMP-5在各个阶段均呈较高表达，以新生鼠和成年鼠表达较多，其中

成年大鼠表达最多(P<o．05)，胎鼠表达最弱(尸<0．05)。结论：从胚胎期至幼年期，CPdVlPs家族除CRMP-4稳定于高

表达水平外，其余成员表达量均逐渐增多，其中CRMP-3和CRMP-5区别于其他成员，在成年期表达量继续增高。
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Expression of CRMPs family mRNA in the development of rat hippocampus
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[Abstract] Aim：To investigate the expression rule of CRMPs family mRNA in the development of rat

hippocampus．Methods：’rhe mRNA of CRMPs was detected using RT-PCR．Results：Limpid electro—

phoresis strips located in the contrived position．ne expression of p—actin was similar in all rats．ne

most expression of CRMP．1 was in neogenfic and juvenile rats，and tlle least was in adult rats(P<

O．05)．ne expression of CRMP-2 be inclined to increase graduaHy from embryonic to juvenile rats，and

the adult rats were less than t11e others(P<0．05)．Compared wi出CRMP—l and CRMP-2，iuvenile and

adult rats expressed more CRMP-3，the most was in juvenile rats(P<0．05)，but the least was in embry—

onic rats(P<0．05)．ne expression of CRMP-4 Was almost in embryonic，neogentie and juvenile rats，

but weaker expression in adult rats(P<0．05)．111e expression of CRMP-5 was more in all period and

mainly in the neogentic and adult rats，the most was in adult rats(P<0．05)，the least Was in embryonic

(P<0．05)．Conclusion：Exclusive of CRMP-4 stabilized high expression，from embryonic to juvenile，

the other members had the tendency to raise gradually．CRMP-3 and CRMP-5 kept up higher expression

in adult rats among the family．
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坍塌反应调节蛋白(eollapsin response mediator

proteins，CRMPs)家族，又称TOAD-64／Ulip-2／

DRP-2家族，包括CRMP．1，2，3，4，5共5个成员，

在中枢神经系统发育过程中高度表达，介导神经

元突起的生长过程⋯。CRMPs是Ras相似物GTP

酶(ra$homologue GTPases，Rho GTPases)的作用底

物，存在于质膜的内侧并与脂筏结构耦联，下游底

物为细胞骨架，通过调节微管的聚合和解聚，对突

起生长和塌陷等生长行为起调节作用心J。神经组

织发育及损伤后修复过程是神经网络的形成和重

塑，结构上的变化主要为突起的生长和坍塌，直至

形成稳定而精细的神经网络。CRMPs基因具有高

度的保守性”】，海马是脑组织中发育较为古老的

结构HJ，对海马CRMPs表达的研究有助于理解神

经元突起的发育过程及其神经网络形成的规律。

本研究检测大鼠海马不同发育阶段CRMPs mRNA

的表达，探讨CRMPs家族的发育规律及其与脑组

织发育的关系。

1材料和方法

1．1材料与试剂

(1)实验动物不同日龄的SPF级清洁sD大

鼠12只，购自南方医科大学实验动物中心，动物许

可证号为SCXK粤2006-0015。大鼠分期标准参照

范晓棠等(53的标准，胚胎期(E8—21 d)18 d、新生期

(Po一15 d)1 d、幼年期(P16 d一2个月)1月、成年

期(P≥2个月)3月，各期3只。

(2)主要试剂Trizol为Invitrogen公司产品；

RNA PCR Kit(MMLV)、Taq酶、EB溶液、及100 bp／

150 bp DNA Ladder Maker购自TaKaRa公司；

DMEM／F一12为Gibco公司产品；胎牛血清购自杭州

四季清公司；引物由上海生物工程技术服务有限公

司合成。

1．2方法

(1)引物设计从Pubmed的genbank提取大

鼠CRMP一1、CRMP-2、CRMP-3、CRMP-4、CRMP-5和

13-actin mRNA序列，序列号分别为NM-012932、NM

OOll05717 7NM一口12933、NM一012934 7 NM_023023，

NM-031144．以13-actin为内对照，用Primer 5．0软件

设计引物详细列序(表1)。将引物用DEPC处理水

稀释为20 i^mol，一20℃保存。

(2)总RNA提取成年鼠用体积分数为15％

水合氯醛1 mL腹腔内注射麻醉后迅速取出海马组

织，孕鼠用体积分数为15％水合氯醛腹腔内注射麻

醉后迅速取出胎鼠，新生鼠和胎鼠在体积分数为

75％酒精中浸泡1 min后迅速取出海马组织，取出

组织后用PBS液冲洗2次，然后人普通玻璃匀浆器

内并加入1 mL Trizol匀浆；入1．5 mL EP管室温放

置5 min后按每毫升Trizol加入0．2 mL氯仿剧烈震

荡lO一15 s，静置5 min；液体分层后4℃，12 000 r／

rain，离心30 rain；小心吸取上清液(约400至500

止)于另1EP管；加等体积体积分数80％的异丙
醇，轻摇，10 rain放置；4℃，12 000 r／min；离心lO

rain，弃去上清液，并重复此操作1次；沉淀用l mL

体积分数为75％冰DEPC水乙醇溶解；4℃，7 500

r／min，离心5min，弃上清液，真空抽湿20 min；将沉

淀的RNA分别溶解于20止DEPC水中。用紫外
分光光度仪测260 Bin光吸收值和260／280值进行

RNA含量和质量检验。胎鼠、新生鼠、幼年鼠、成年

鼠纯度均大于1．8，质量浓度均大于20 g／L，用

DEPC水将RNA质量浓度调整为l g／L用于实验。

(3)RT—PCR

①RT步骤：配置反转录反应液，每个样品均为

20斗L的反应体系，其中RNA模板l pL、DEPC处

理水11．5 ixL、oligo(dT)1斗L在65℃条件下反应

5 min；冰上骤冷，2 min内加入M—MLV反转录酶l

斗L、5倍RT缓冲液4斗L、dNTP 1 trL、RNase抑制剂

0．5止；按照以下反应条件扩增cDNA：42℃1 h、
99℃5min．

表1 CRMPs上下游引物序列列表
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@PCR步骤：配制PCR反应液，每个样品均为20

止的反应体系，其中10倍PCR缓冲液(含1．5 mmol

M92+)2 p,L、dNTP 2斗L、Taq酶1 ILL、双蒸水12斗L、

上游引物1斗L和下游引物1灿、cDNA 1斗L；按照下

列反应条件进行PCR反应，94℃5 min、30×(94℃

30 s、61 oC 30s、72℃1min)、72 oC 10 min。

(4)PCR产物检测PCR产物5斗L加1“L 5

倍loading缓冲液混匀后点样，质量浓度为10 mg／

mL溴化乙锭3．5斗L和体积分数为2％琼脂糖凝胶

电泳，电压100 V电泳2 min后，70 V电泳30 min后

紫外灯下观察结果。拍照后用QWin软件分析

CRMP一1、CRMP-2、CRMP-3、CRMP-4、CRMP-5和B-

actin的积分吸光度。

1．3统计学分析

以各待检物与B—actin积分吸光度的比值作为

产物的表达水平，每只大鼠重复检测3次，所得数据

用SPSS 11．5作方差分析检验显著性，P<0．05具

有统计学差异。

2 结果

2．1 大鼠海马发育各时期CRMPs mRNA的表达

大鼠发育各时期海马CRMP-l、CRMP-2、CRMP-

3、CRMP-4和CRMP-5的RT．PCR标志的电泳条带

清晰。各时期大鼠海马的mRNA通过RT—PCR获

得的产物经电泳后，在218、109、125、187、112 bp处

出现清晰的电泳条带，实际扩增长度与设计长度相

吻合，未出现与DNA相同的杂带。内参照B．actin

的PCR产物电泳条带位于272 bp，在胚胎、新生，幼

年和成年时灰度较均一，未见明显的改变(图1)。

CRMP一1的PCR产物电泳条带位于218 bp，以新生

鼠和幼年鼠表达最强，成年鼠获得的产量最少，呈低

表达状态，荧光弱(图2)。

CRMP-2的PCR产物电泳条带位于109 bp，在

胚胎、新生和幼年时期表达量呈现上升趋势，幼年鼠

表达量明显增多，成年鼠产量相对很少，呈低表达状

态(图3)。

CRMP-3的PCR产物电泳条带位于125 bp，以

幼年鼠表达最强，在胚胎、新生和幼年时期表达量也

呈现上升趋势，成年期虽有所下降，但表达量仍高于

胚胎期和新生期(图4)。

CRMP-4的PCR产物电泳条带位于187 bp，胚

胎、新生和幼年3个时期都获得较多的产物，表达

高，成年期表达量明显下降，荧光弱(图5)。

CRMP-5的PCR产物电泳条带位于112 bp，以

成年表达最多，荧光强，胚胎、新生和幼年阶段表达

量较低，其中以胚胎阶段最少(图6)。

M．100 bp ladder maker；1．胎鼠；2．新乍鼠；3．幼鼠；4．成鼠

图1大鼠海马p-actin的RT—PCR电泳结果

M．150 bp ladder maker；1．胎鼠；2．新生鼠；3．幼鼠；4．成鼠

图2大鼠海马CRMP一1的RT—PCR电泳结果

M．100 bp ladder nⅢlker；1．胎鼠；2．新生鼠；3．幼鼠；4．成鼠

图3大鼠海马CRMP．2的RT—PCR电泳结果

M．100 bp laddermaker 1．胎鼠；2．新生鼠；3．幼鼠；4．成鼠

图4大鼠海马CRMP·3的RT—PCR电泳结果

 



暨南大学学报(医学版) 第30卷

M．100 bp ladder maker；1．胎鼠；2．新生鼠；3．幼鼠；4．成鼠

图5大鼠海马CRMP-4的RT-PCR电泳结果

M．100 bp laddermaker；1．胎鼠；2．新生鼠；3．幼鼠；4．成鼠

图6大鼠海马CRMP-5的RT-PCR电泳结果

2．2大鼠海马发育各时期CRMPs mRNA表达的

定量分析

大鼠海马各个发育时期B—actin电泳条带的灰

度无明显变化，介于252．80至255．00之间；CRMP—

l mRNA的表达从胚胎至幼年阶段呈上升趋势，胚

胎期与各时期比较，有差异(P<0．05)，成年阶段明

显减少，与胚胎、新生和幼年阶段比较，差异显著(P

<0．05)；CRMP-2 mRNA的表达量从胚胎期至幼年

期逐渐增加，胚胎期与幼年期比较，差异显著(P<

0．05)，成年阶段显著减少，与胚胎、新生和幼年比

较，有统计学意义(P<0．05)；CRMP-3 mRNA的表

达从胚胎至幼年呈明显上升趋势，其中幼年阶段表

达量达到峰值，与胚胎和新生期比较，差异显著(P

<0．05)，成年阶段较幼年阶段有所下降，与胚胎和

新生期比较仍有统计学意义(P<0．05)；CRMP-4

mRNA的表达在胚胎、新生和幼年阶段无明显差异

(表2)，成年阶段表达量明显回落，与胚胎、新生和

幼年阶段比较表达量明显下降，差异显著(P<

O．05)；CRMP-5 mRNA表达从胚胎至成年阶段起伏

不定，但成年阶段表达量最多，与胚胎、新生和幼年

期比较有统计学意义(P<0．05，表2)。

表2大鼠海马发育各时期CRMPs mRNA电泳条带(i 4-$)的灰度分析

1)与胚胎比较，P<0．05；2)与新生比较，P<0．05；3)与幼年比较，P<O．05 ●

3讨论

CRMPs家族与细胞极化和突起生长有关∞o。

本实验结果显示，在胚胎至幼年阶段CRMPs各成员

均呈现较高水平的表达，除CRMP-4稳定于高表达

水平外，其余成员均具有逐渐增高的趋势，提示胚胎

至幼年阶段是神经元突起不断生长的重要时期。作

为Rho GTPases的下游信号，通过调节细胞骨架运

动调控突起生长。细胞外生长导向因子与膜受体结

合后启动CRMPs通路。川，CRMPs与未聚合的微管

蛋白二聚体结合，嵌入微管促进微管的聚合哺J，直

接调控细胞骨架的聚合。CRMP-2，3，4，5促进突起

生长，CRMP一1对突起的生长具有抑制作用一1。

CRMPs mRNA在胚胎至幼年阶段高水平表达的结

果显示，幼年阶段以前是海马神经元突起生长和

建立突触联系的活跃期；由于抑制性成员CRMP一1

有丰富表达，说明存在晚年的突起性坍塌和重塑

现象。

CRMPs家族成员在成年阶段海马组织表达也

出现分化，CRMP—l，2，4 mRNA表达明显减少，而

CRMP-3和CRMP-5增多，虽然CRMP-3低于幼年阶

段，但仍高于胚胎和新生阶段。提示CRMPs不同成
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员在海马发育的不同阶段可能担负着不同的作用。

敲除CRMPs后，神经元不能迁移到正常的位置，而

且不能形成正常投射¨引。成年阶段海马的发育已

经成熟，但是突起生长导向因子和细胞内受体后信

号分子仍然活跃，仍然存在细胞间联系的重塑和修

正，突起生长和坍塌仍未停止口川，CRMPs不同成

员功能各异，且时间上表达水平的分化提示成年阶

段神经元突起的生长仍未停止，在维持神经元及其

突起联系的可塑性中可能发挥重要作用。
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