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多疣壁虎胚胎发育过程中角蛋白的表达分析

陈铭月ꎬ王飞飞ꎬ李　 鹏ꎬ严　 洁ꎬ周开亚

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏省生物多样性与生物技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 角蛋白包括 α 角蛋白和 β 角蛋白两种类型. 迄今 α 角蛋白被发现存在于所有的脊椎动物中ꎬ而 β 角蛋

白仅存在于鸟类和爬行类表皮及其附属物中. 本研究通过同源搜索比对鉴定了多疣壁虎(Ｇｅｋｋｏ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ)的

１ 个 β 角蛋白基因:Ｇ􀆰 ｊａｐｏｎｉｃｕｓ ｃｌａｗ ｋｅｒａｔｉｎ￣ｌｉｋｅ(ＬＯＣ１０７１２１８５４)ꎬ暂命名为 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ꎬ和 １ 个 α 角蛋白基因:
Ｇ􀆰 ｊａｐｏｎｉｃｕｓ ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ２(ＫＲＴＣＡＰ２)ꎬ暂命名为 ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２. 利用荧光定量 ＰＣＲ 方法比较分析了

多疣壁虎 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 和 ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２基因在其胚胎发育过程中的 ｍＲＮＡ 表达模式. 研究结果表明ꎬ在多疣壁虎胚胎

发育的不同时期ꎬα 角蛋白基因(ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２)和 β 角蛋白基因(ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３)的表达模式不同:在趾部发育的初期ꎬ
α 角蛋白基因先表达ꎬ而 β 角蛋白基因主要在趾部发育的后期进行表达ꎬ并且在趾部形成的整个过程中ꎬβ 角蛋

白基因的表达量远远高于 α 角蛋白基因的表达量.
[关键词] 　 多疣壁虎ꎬα 角蛋白ꎬβ 角蛋白ꎬｍＲＮＡ 表达
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β￣ｋｅｒａｔｉｎ ｇｅｎｅꎬＧ􀆰 ｊａｐｏｎｉｃｕｓ ｃｌａｗ ｋｅｒａｔｉｎ￣ｌｉｋｅ(ＬＯＣ１０７１２１８５４) ｔｅｎｔａｔｉｖｅｌｙ ｎａｍｅｄ ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ ａｎｄ ｏｎｅ α￣ｋｅｒａｔｉｎ ｇｅｎｅꎬ
Ｇ􀆰 ｊａｐｏｎｉｃｕｓ ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ２(ＫＲＴＣＡＰ２) ｔｅｎｔａｔｉｖｅｌｙ ｎａｍｅｄ ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｋｅｒａｔｉｎ
ｇｅｎｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｃｋｏ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ α￣ｋｅｒａｔｉｎ ｇｅｎｅ(ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２)ａｎｄ ｔｈｅ β￣ｋｅｒａｔｉｎ ｇｅｎｅ(ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３)ｈａｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ
ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｃｋｏ. Ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｔｏｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬｔｈｅ α￣ｋｅｒａｔｉｎ ｇｅｎｅ ｉｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｆｉｒｓｔꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ β￣ｋｅｒａｔｉｎ ｇｅｎｅ ｉｓ ｍａｉｎｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｔｅｒ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｔｏｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. Ａｎｄ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｆｏｒｍａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｅꎬｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ β￣ｋｅｒａｔｉｎ ｇｅｎｅ ｉｓ ｍｕｃｈ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ α￣ｋｅｒａｔｉｎ ｇｅｎｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｇｅｋｋｏ ｊａｐｏｎｉｃｕｓꎬα￣ｋｅｒａｔｏｎꎬβ￣ｋｅｒａｔｏｎꎬｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

爬行类是体被角质鳞片、在陆地繁殖的变温羊膜动物ꎬ在脊椎动物从水栖过渡到陆地生活的演化过程

中ꎬ通过表皮角质化以防止机械损伤、紫外辐射和水分流失以及羊膜卵繁殖等获得了在陆地生存和繁殖的

能力. 爬行类表皮主要由两种角蛋白———α 角蛋白和 β 角蛋白组成[１] . 迄今ꎬβ 角蛋白仅被发现存在于鸟

类和爬行动物中[２－３]ꎬ主要构成爬行动物和鸟类的鳞片、爪以及鸟类的喙和羽毛等. β 角蛋白含有甘氨酸－
甘氨酸－半胱氨酸重复序列ꎬ形成 β 折叠结构ꎬ分子量一般为 １０ ｋＤａ~２１ ｋＤａ[４－５] . 而 α 角蛋白存在于所有

的脊椎动物中. α 角蛋白由中间丝或细胞角蛋白构成ꎬ形成 α－螺旋二级结构[６－８]ꎬ分子量一般为 ４０ ｋＤａ ~

—９９—
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６８ ｋＤａ[９] . 在爬行类的表皮中ꎬα 角蛋白和 β 角蛋白构成不同的鳞片角质层:α 角蛋白构成表皮中柔软的

α 层ꎬ这些 α 蛋白质由脂类材料包围ꎬ形成可拉伸的层ꎬ从而减少水分的损失ꎻβ 角蛋白构成了坚硬的表皮

和粘性刚毛[１０]ꎬ坚硬的表皮保护鳞片免受机械损伤ꎬ而粘性刚毛可以使得壁虎类动物在不同的物体表面

上均可运动自如[１１] . 多疣壁虎(Ｇｅｋｋｏ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ)是爬行纲、有鳞目、蜥蜴亚目、壁虎科中的一种小型夜行性

动物ꎬ在中国东部有广泛的分布. 多疣壁虎通常于每年的 ５~８ 月繁殖ꎬ年产 １~３ 窝卵ꎬ每窝一般为 ２ 枚ꎬ在
温湿度较为适合的条件下孵化成功率高[１２－１４] . 基于胚胎发育过程中头部、咽、四肢等形态变化及皮肤色素

沉积和被鳞的情况ꎬ多疣壁虎胚胎发育被分为 ４２ 个时期ꎬ３３ 期指和趾开始显现ꎬ３９ 期指、趾底部膨大ꎬ形
成单行攀瓣[１５] . 多疣壁虎的指趾上不但含有 α 角蛋白构成的柔软的 α 层ꎬ也含有 β 角蛋白构成的坚硬鳞

片ꎬ且在其趾垫上长有 β 角蛋白构成的刚毛ꎬ因此多疣壁虎的指趾部是研究角蛋白分布的理想部位. 虽然

国内外对爬行动物角蛋白已经进行了较为深入的研究ꎬ了解了其物理化学性质以及在体内的分布ꎬ但对多

疣壁虎 α 角蛋白和 β 角蛋白在其胚胎发育时期的表达模式还未见相关研究报道. 在本研究中ꎬ从多疣壁

虎全基因组中筛选获得了 α 角蛋白基因和 β 角蛋白基因ꎬ暂时命名为 ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２ 和 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ꎬ采用荧光

定量 ＰＣＲ 检测了多疣壁虎 ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２和 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３在其不同发育时期的表达模式.

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

１.１.１　 实验动物

依据南京师范大学学术委员会伦理专业委员会规定(ＳＹＸＫ(苏)２０１５－００２８)ꎬ实验所用的多疣壁虎于

２０１８ 年 ５ 月至 ８ 月捕自江苏南京旧城区附近ꎬ所捕捉的多疣壁虎多为怀卵的雌性成体ꎬ随后将其饲养于

专用网笼内(５０ ｃｍ×３０ ｃｍ×２５ ｃｍ)ꎬ饲养温度为 ２８ ℃ꎬ并在笼子内放置报纸和纸浆鸡蛋托等遮蔽物供其

躲避. 每天定时投放食物和补给水分ꎬ投食有诱捕的昆虫、人工饲养的黄粉虫和蟋蟀等ꎬ水分中添加钙粉

和维生素[１６]ꎬ投放食物时间固定在晚上ꎬ避免扰乱多疣壁虎作息ꎬ定期投放也可避免食物变质而影响壁虎

健康.
为了更好地收集多疣壁虎所产的卵并且保证卵的完整性ꎬ将快要产卵的雌性壁虎单独饲养于产卵盒

中ꎬ在产卵盒内 ６ 个平面包裹上保鲜膜ꎬ避免卵壳粘附到容器壁上收集卵时被扯碎. 产卵后 ２ ｈ 内收集

卵[１７]ꎬ用灯光检查卵的受精状况ꎬ若卵壳内有血管发育则为受精卵. 将收集的受精卵编号后置于含有孵化

基质的孵化盒中ꎬ孵化基质由干蛭石和水按质量比 １ ∶１ 配置ꎬ放置于 ２８ ℃的孵化箱中. 参考胚胎发育分期

结果[１５]ꎬ取孵化至 ３４ 期(１３ ｄ~１９ ｄ)、３６ 期(２２ ｄ~２８ ｄ)、３９ 期(３３ ｄ~４０ ｄ)、４２(４６ ｄ~５６ ｄ)期 ４ 个时期

的胚胎ꎬ观察 ４ 个时期的胚胎发育过程中指趾部的特征ꎬ然后进行后续研究(具体观察方法见 １.２.１ 多疣

壁虎胚胎指趾部观察) .
１.１.２　 主要试剂

三氯甲烷 (丁贝生物科技有限公司ꎬ中国南京)、ＲＮＡ 提取试剂盒:ＴｒａｎｓＺｏｌＴＭ ＵＰ Ｐｌｕｓ ＲＮＡ Ｋｉｔ
(ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈꎬ中国北京)、逆转录试剂盒:ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ)(ＴａＫａＲａꎬ中
国大连)、ＲＮＡ 保护试剂:ＲＮＡｌａｔｅｒ ＲＮＡ Ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ(Ｑｉａｇｅｎꎬ德国)、２ ×ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
(ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈꎬ中国北京)、Ｅａｓｙｐｕｒｅ ＰＣＲ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ(ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈꎬ中国北京)、实时荧光定量

ＰＣＲ 反应试剂盒 ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ￣ＴａｑＴＭ(ＴａＫａＲａꎬ中国大连) .
１.２　 试验方法

１.２.１　 多疣壁虎胚胎指趾部观察

取发育至 ３４ 期、３６ 期、３９ 期和 ４２ 期的卵ꎬ每个时期至少取卵 ３ 枚ꎬ在 ＰＢＳ 溶液中解剖ꎬ体视显微镜

(Ｎｉｋｏｎ ＳＭＺ１２７０)下观察胚胎指趾部的形态特征ꎬ使用 ＮＩＳ￣Ｅｌｅｍｅｎｔｓ Ｆ 软件拍照ꎬ测量记录主要的形态

特征.
１.２.２　 总 ＲＮＡ 的抽提

在无 ＲＮＡａｓｅ 环境中取多疣壁虎 ３４ 期、３６ 期、３９ 期、４２ 期胚胎趾垫部表皮ꎬ每个时期取 ３ 个样品ꎬ迅速转

移至 １.５ ｍＬ ＲＮＡａｓｅ￣ｆｒｅｅ 离心管中. 依据 ＲＮＡ 抽提相关试剂使用说明书操作提取总 ＲＮＡꎬ将获得的总 ＲＮＡ
分装ꎬ取 １ μＬ 用于浓度和纯度检测ꎬ２ μＬ 用于 ０.８％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ剩余的 ＲＮＡ 于－８０ ℃保存.

—００１—
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１.２.３　 逆转录合成 ｃＤＮＡ
本研究使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ)反转录试剂盒ꎬ对多疣壁虎 ４ 个时期的胚

胎样品 ＲＮＡ 进行反转录ꎬ整个过程于冰盒上在超净台无菌操作ꎬ依据试剂盒说明书进行反转录合成

ｃＤＮＡ. ｃＤＮＡ 反应体系:５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ( ｆｏｒ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)ꎬ４ μＬꎻＥＡＳＹ Ｄｉｌｕｔｉｏｎ( ｆｏｒ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ
ＰＣＲ)ꎬ２ μＬꎻＴｏｔａｌ ＲＮＡ(质量浓度 １００ ｎｇ / μＬ)ꎬ１ μＬꎻＲＮＡａｓｅ Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒꎬ１３ μＬꎻ总反应体积为 ２０ μＬ. 反

应条件:３７ ℃ꎬ１５ ｍｉｎꎻ８５ ℃ꎬ５ ｓ. 将合成的 ｃＤＮＡ 测浓度后用 ＲＮＡａｓｅ Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 稀释到 １００ ｎｇ / μＬꎬ分装

后储存于－２０ ℃备用.
１.２.４　 引物设计与荧光定量 ＰＣＲ 反应

表 １　 多疣壁虎 ｋｅｒａｔｉｎ 基因荧光定量表达分析所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑ￣ＰＣＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ Ｇ􀆰 ｊａｐｏｎｉｃｕｓ ｋｅｒａｔｉｎ ｇｅｎｅ

应用 引物 序列(５′→３′)

Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ ｂｅｔａ￣ａｃｔｉｎ￣Ｆ
ｂｅｔａ￣ａｃｔｉｎ￣Ｒ

５′￣ＴＴＧＴＧＡＧＧＡＴＧＣＴＧＧＡＴＧＡＧＡ￣３′
５′￣ＣＣＡＴＣＴＣＣＴＧＣＴＣＧＡＡＧＴＣＣ￣３′

ｇｅ￣ｋγｔｏａｐ２ ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２￣Ｆ
ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２￣Ｒ

５′￣ＡＴＴＧＡＴＣＣＡＣＣＧＡＧＴＣＴＧＣＧ￣３′
５′￣ＣＴＧＧＴＡＣＴＧＧＴＡＣＡＧＣＧＴＧＧ￣３′

ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３￣Ｆ
ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３￣Ｒ

５′￣ＣＴＴＧＣＧＧＴＧＴＴＧＧＡＴＣＡＴＧＣ￣３′
５′￣ＧＧＡＴＧＡＣＧＡＣＴＴＣＡＧＡＣＣＣＣ￣３′

　 　 根据多疣壁虎角蛋白基因(ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２
和 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３) 序列ꎬ采用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ
５.０( ｐｒｅｍｉｅｒꎬ加拿大) 软件设计特异性引

物. 内参特异性引物根据安乐蜥 ( Ａｎｏｌｉｓ
ｃａｒｏｌｉｎｅｎｓｉｓ)ｃＤＮＡ 文库中的 β￣ａｃｔｉｎ 基因序

列(ＡＦ１９９４８７.１)设计. 所有引物均由生工

生物工程(上海)股份有限公司合成ꎬ引物

信息见表 １.
用设计好的引物对多疣壁虎 ２ 个角蛋白基因(ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２和 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３)在其 ４ 个胚胎发育时期趾部的

ｍＲＮＡ 表达情况进行检测. 按照实时定量 ＰＣＲ 试剂盒 ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ￣ＴａｑＴＭ(Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)说明书进

行实验操作. 本试验样品和内参均进行 ２ 次生物学重复和 ３ 次技术重复ꎬ加样时在冰盒上操作ꎬ预计扩增

片段长度为 ２００ ｂｐ 左右ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 反应体系:２×ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ￣Ｔａｑꎬ１０.０ μＬꎻ上游引物和下游引

物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ各 ０.８ μＬꎻＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ＩＩ(５０×)ꎬ０.４ μＬꎻｃＤＮＡ 模板(１００ ｎｇ)ꎬ１.０ μＬꎻＤｅｉｏｎｉｚｅｄ
Ｈ２Ｏꎬ７ μＬꎻ总反应体系 ２０ μＬ. 反应程序:９５ ℃ꎬ１５ ｓꎻ然后开始 ４０ 个循环:９５ ℃ꎬ５ ｓꎻ６０ ℃ꎬ３０ ｓꎻ最后

９５ ℃ꎬ１５ ｓꎻ６０ ℃ꎬ１ ｍｉｎꎻ９５ ℃ꎬ１５ ｓ.
１.２.５　 数据处理与统计分析

导出的试验数据采用 ２－ΔΔＣｔ方法[１８]计算目的基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎬ以 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 在多疣壁虎胚

胎 ３４ 期趾部表达量为参照绘制表达量图. 使用 ＳＰＳＳ ２１.０ 软件进行单因素方差分析和 ＬＳＤ 法多重比较ꎬ
采用(平均值±标准差)表示ꎬ显著性由 ｔ检验得出ꎬ显著性水平为 α＝０.０５ꎬ不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５) .

２　 结果

２.１　 多疣壁虎 ４ 个胚胎发育时期趾部形态特征

多疣壁虎刚排出体外的受精卵胚胎一般已发育至 ２８ 期ꎬ整个胚胎可划分为 ４２ 个时期ꎬ发育至 ３４ 期五指

和五趾明显可见ꎬ本研究主要比较观察多疣壁虎胚胎的指趾部发育特征ꎬ因此取材从 ３４ 期开始. ３４ 期、
３６ 期、３９ 期和 ４２ 期各个时期趾部具有不同的发育特征.

３４ 期(图 １ ａ、ｂ)此时趾部形态清晰可见ꎬ趾间有蹼状结构ꎬ背腹面均为透明肉质结构ꎬ趾部有关节出

现ꎬ但表现不够明显(ａ 为趾部腹面ꎬｂ 为趾部背面) .
３６ 期(图 １ ｃ、ｄ)相比较 ３４ 期、３６ 期趾部形态更为完整ꎬ五趾轮廓清晰ꎬ趾间的蹼已退化ꎬ趾部骨骼逐

渐发育ꎬ关节明显可见ꎬ在趾部顶端出现爪(ｃ 为趾部腹面ꎬｄ 为趾部背面) .
３９ 期(图 １ ｅ、ｆ)趾部腹面顶端发生膨大ꎬ皮肤皱褶形成不对分的攀瓣ꎬ排列整齐ꎬ此时趾部皮肤色素

开始沉淀ꎬ趾背面鳞片因色素沉淀变得明显可见(ｅ 为趾部腹面ꎬｆ 为趾部背面) .
４２ 期(图 １ ｇ、ｈ)趾部基本发育完整ꎬ此时色素沉淀明显ꎬ背部鳞片更加清晰ꎬ形态和刚孵出的幼体类

似(ｇ 为趾部腹面ꎬｈ 为趾部背面) .
２.２　 多疣壁虎 ４ 个胚胎发育时期趾部总 ＲＮＡ 检测

４ 个时期趾部组织提取的总 ＲＮＡ 经 ０.８％琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ３４ 期、３６ 期、３９ 期和 ４２ 期的 ＲＮＡ
凝胶检测结果如图 ２ 所示ꎬ清晰可见 ２８ Ｓ 和 １８ Ｓ 的条带ꎬ且其比值接近 ２ ∶１ꎬＯＤ２６０ / ＯＤ２８０ 为 １.９０ꎬ表明

提取的 ＲＮＡ 质量较好ꎬ可用于后续逆转录合成 ｃＤＮＡ.
—１０１—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



南京师大学报(自然科学版) 第 ４２ 卷第 ２ 期(２０１９ 年)

　 　 ａ:３４ 期趾部腹面ꎻｂ:３４ 期趾部背面ꎻｃ:３６ 期趾部腹面ꎻｄ:３６ 期趾部背面ꎻｅ:３９ 期趾部腹

面ꎻｆ:３９ 期趾部背面ꎻｇ:４２ 期趾部腹面ꎻｈ:４２ 期趾部背面ꎻＮａ:趾甲ꎻｆｌ:攀瓣.
图 １　 多疣壁虎胚胎不同发育时期趾部形态

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｏｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｇ􀆰 ｊａｐｏｎｉｃｕｓ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

２.３　 ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２ 和 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 在多疣壁虎 ４ 个发育时期趾部的 ｍＲＮＡ 表达模式

采取荧光实时定量 ＰＣＲ 检测多疣壁虎 ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２、ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３基因在 ４ 个胚胎发育时期(３４ 期、３６ 期、
３９ 期、４２ 期)的 ｍＲＮＡ 表达模式ꎬ以安乐蜥 β￣ａｃｔｉｎ 基因作为内参基因ꎬ以 β￣ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３￣Ｆ / β￣ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３￣Ｒ、
α￣ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２￣Ｆ / α￣ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２￣Ｒ 为目的基因引物进行检测. 以多疣壁虎 ３４ 期的 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 基因表达量设为

参照. 结果显示ꎬｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 在 ４ 个时期表达量呈上升趋势ꎬ在 ３４、３６ 期表达量较低ꎬ在 ３９ 期相比较 ３６ 期

其表达量大量上调ꎬ在 ４２ 期表达量仍逐渐上调ꎬ到达最高值. 而 ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２ 在 ４ 个发育时期的表达量呈现

完全不同的变化趋势ꎬｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２ 在 ３４ 期表达量最高ꎬ在 ３６ 期表达量有下调趋势ꎬ而在 ３９ 期表达量又轻

微升高ꎬ随后在 ４２ 期表达量下降ꎬ总体来说ꎬｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２在 ４ 个时期呈下降趋势ꎬ并且在各个时期的表达量

差异不是特别明显(图 ３) . 从 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３、ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２ 两个基因的 ｍＲＮＡ 表达结果来看ꎬ趾部发育前期

(３４ 期和 ３６ 期)ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２表达量高于 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ꎬ而在趾部发育后期(３９ 期和 ４２ 期)ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 的表达量

显著高于 ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２的表达量.

ａ:３４ 期ꎻｂ:３６ 期ꎻｃ:３９ 期ꎻｄ:４２ 期

图 ２　 ＲＮＡ 琼脂糖凝胶电泳图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＲＮＡ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 １:３４ 期ꎻ２:３６ 期ꎻ３:３９ 期ꎻ４:４２ 期ꎬ以 ３４ 期 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 的表

达量为参照ꎬａ、ｂ、ｃ、ｄ 不同字母分别表示不同时期表达量的差

异ꎬ差异水平显著(Ｐ<０.０５) .
图 ３　 多疣壁虎 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 和 ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２ 在 ４ 个发育时期的

ｍＲＮＡ 相对表达情况

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ ａｎｄ ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２
ｉｎ ４ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｇ􀆰 ｊａｐｏｎｉｃｕｓ

３　 讨论

壁虎类动物皮肤一般由外层的表皮及内层真皮结构组成ꎬ表皮结构由外及里共 ６ 层ꎬ分别为角质层

—２０１—
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(ｏｂｅｒｈａｕｔｃｈｅｎ)、β 层(β ｌａｙｅｒ)、中间层(ｍｅｓｏｓ ｒｅｇｉｏｎ ｌａｙｅｒ)、α 层(α ｌａｙｅｒ)、空隙层( ｌａｃｕｎａｒ ｌａｙｅｒ)和透明层

(ｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒ) [１９] . β 层含有 β 角蛋白ꎬ这些角蛋白形成的坚硬表皮ꎬ可以起到机械保护作用ꎻ而 α 层含有 α
角蛋白ꎬ这些 α 角蛋白由脂类材料包围ꎬ因此 α 角质层可以有效防止水分散失. 虽然 α 角蛋白和 β 角蛋白

在爬行动物体内的分布和作用已经被广泛研究了许多年ꎬ但爬行动物 α 角蛋白和 β 角蛋白在胚胎发育阶

段的表达模式还知之甚少. 本研究中ꎬ采用荧光定量 ＰＣＲ 技术检测了多疣壁虎 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 和 ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２ 基

因在其胚胎不同发育阶段的表达模式.
根据多疣壁虎趾部发育形态特征ꎬ选取了 ３４ 期、３６ 期、３９ 期和 ４２ 期的胚胎趾部进行形态观察和

ｍＲＮＡ 表达分析. 荧光定量 ＰＣＲ 试验结果显示ꎬ从 ３４ 期到 ４２ 期ꎬｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 基因的表达量逐渐升高ꎬ在
３４ 期ꎬｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 基因表达量较低ꎬ在 ４２ 期ꎬｍＲＮＡ 表达至最高值. 在胚胎发育的 ３４ 期 ~４２ 期ꎬ多疣壁虎

趾部形态逐渐变得完整ꎬβ 角蛋白逐渐积累ꎬ形成了色素沉淀的外表皮. 结合定量 ＰＣＲ 结果和形态观察

结果可知ꎬｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 基因的表达量趋势和趾部的形态发育相吻合. 在胚胎发育的 ３９ 期ꎬ趾部形成攀瓣

(图 １ ｅ、ｆ)ꎬ而此时 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 的表达量突然升高ꎬ这与 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 基因参与攀瓣的形成是一致的. 另外有

研究表明[４]ꎬβ 角蛋白和刚毛的形成有关ꎬ虽然在胚胎的发育过程中ꎬ没有观察到刚毛结构ꎬ但是为进一步

研究刚毛形成的分子机制提供了基础. 而 ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２ 基因在胚胎发育时期呈现完全不同的表达模式ꎬ
ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２ 基因在 ３４ 期具有最高的表达量ꎬ随后在 ３６ 期表达量降低ꎬ在 ３９ 期又出现增高的趋势ꎬ在 ４２ 期

表达量出现下调ꎬ虽然在各个时期表达量各不相同ꎬ但是表达量总体稳定并且呈现下调趋势(图 ３) . 结果

表明ꎬｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２基因在趾部发育的的整个时期内表达. 由此推测ꎬ在趾部形成的早期ꎬα 角蛋白开始大量

积累形成柔软的 α 层. 随着趾部发育的逐渐完善ꎬα 层的形成趋于完整ꎬｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２ 基因的表达量逐渐

下降.
对比 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 和 ｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２基因在趾部的表达ꎬ本研究发现在多疣壁虎趾部发育的早期ꎬｇｅ￣ｋｒｔｃａｐ２

基因的表达量高于 ｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 基因的表达量ꎬ而在趾部发育后期ꎬｇｅ￣ｇｐｒｐ￣１３ 基因的表达量远远高于 ｇｅ￣
ｋｒｔｃａｐ２基因的表达量ꎬ因此推测 β 角蛋白在体内的积累可能是在 α 角蛋白积累的基础上进行的ꎬ也就是

说在胚胎发育的过程中ꎬ表皮结构的发育是由内到外进行ꎬ先形成 α 角蛋白构成的柔软表皮ꎬ然后在这层

表皮的基础上 β 角蛋白逐渐积累ꎬ形成坚硬的外表皮ꎬ起到主要的机械保护作用. 在蜥蜴尾部再生的研究

中发现ꎬ在尾部表皮的再生过程中ꎬ先形成柔软可伸展的表皮然后逐渐被不可伸展的鳞状表皮所取

代[２０] . 短吻鳄胚胎表皮相关的研究也表明ꎬ在短吻鳄表皮生成的过程中ꎬβ 角蛋白分子直接沉积在 α 角蛋

白上ꎬ而不是一开始就产生 β 角蛋白ꎬ然后与 α 角蛋白混合生长在一起[２１] . 另外有研究显示ꎬ在鳄鱼中ꎬ
胚胎表皮形成角质的过程和鸟类以及哺乳动物的角质化过程相似ꎬ都是在胚胎发育的末期形成增厚的角

质化[２２] . 这些研究结果表明ꎬ无论在爬行动物表皮再生的发育过程中ꎬ还是在胚胎期间表皮发育过程中ꎬ
都有相似的生长模式ꎬ都是先形成柔软的表皮ꎬ再形成坚硬的外表皮. 这和本研究结果相似ꎬ多疣壁虎作

为爬行类的一种ꎬ在其趾部表皮的发育过程中ꎬα 角蛋白基因先进行表达ꎬ形成柔软的表皮ꎬ然后 β 角蛋白

基因再进行表达ꎬ形成坚硬的外表皮.
荧光定量 ＰＣＲ 试验结果还显示ꎬ在整个胚胎发育的过程中ꎬβ 角蛋白基因的表达量要远远高于 α 角

蛋白基因的表达量ꎬ表明在多疣壁虎的趾部 β 角蛋白的积累多于 α 角蛋白的积累ꎬ因此 β 角蛋白是构成

多疣壁虎趾部的主要角蛋白. 之前研究表明[２１]ꎬ鸟类和爬行类皮肤附属物主要由 α 角蛋白和 β 角蛋白构

成ꎬ并且 α 角蛋白和 β 角蛋白基因的差异组合可以造成皮肤附属物的结构多样性. 在对鸡皮肤中 α 角蛋

白基因和 β 角蛋白基因的相互作用的研究中也发现ꎬα 和 β 角蛋白基因的组合有助于不同禽类皮肤附属

物的形态和结构多样性[２３] . 由此可见ꎬ在爬行动物和鸟类中ꎬα 角蛋白和 β 角蛋白基因的差异组合与皮肤

附属物的形态有关. 在多疣壁虎趾部ꎬβ 角蛋白的积累量明显多于 α 角蛋白ꎬ这可能与多疣壁虎趾垫部的

刚毛以及趾部顶端爪的形成有关. 在对壁虎表皮分化的研究中发现ꎬ再生表皮中 β 角蛋白基因的表达量

明显高于正常生长的表皮[２４] . 在本研究中ꎬβ 角蛋白基因在趾部发育的后期有很高的表达量ꎬ这些结果表

明在爬行动物表皮的生成过程中 β 角蛋白进行了大量的积累. β 角蛋白是爬行动物和鸟类特有的一种角

蛋白ꎬ而多疣壁虎趾垫部含有刚毛结构可以使多疣壁虎在墙壁上爬行自如ꎬ因此趾部 β 角蛋白大量积累

形成刚毛和爪等皮肤附属结构也是进化的结果.
本研究结果表明ꎬ多疣壁虎 α 角蛋白和 β 角蛋白基因在其胚胎发育不同时期的 ｍＲＮＡ 表达模式不
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同ꎬα 角蛋白基因主要在趾部发育前期表达ꎬβ 角蛋白基因主要在趾部发育后期表达. 并且在趾部发育的

整个过程中ꎬβ 角蛋白基因的表达量远远大于 α 角蛋白基因的表达量. 研究结果为爬行动物胚胎发育过

程中表皮发育调控基因的时空表达和刚毛形成的分子机制研究提供了基础.
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