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摘要　目的：制备用于检测小鼠胚胎早期Ｕｃｐ２基因表达的地高辛标记的特异性ＲＮＡ探针。方法：提
取小鼠胚胎脑组织总ＲＮＡ，设计引物，通过 ＲＴＰＣＲ方法获取 Ｕｃｐ２基因片段，将其克隆到 ｐＧＥＭＴ载

体。分别利用Ｓｐ６、Ｔ７和Ｕｃｐ２特异性引物，ＰＣＲ扩增获得转录模板，通过 Ｓｐ６及 Ｔ７ＲＮＡ聚合酶，获得地

高辛标记的正义、反义Ｕｃｐ２ＲＮＡ原位杂交探针。检测标记探针的效价后，通过全胚胎原位杂交分析制备

探针的特异性和杂交效果。结果：成功获得Ｕｃｐ２基因正义、反义探针，反义探针能高效灵敏检测到 Ｕｃｐ２

基因在小鼠胚胎Ｅｄ９．５、Ｅｄ１０．５神经系统呈现高表达，而正义探针未能检测到表达信号。结论：成功制备

了特异高效的地高辛标记Ｕｃｐ２ＲＮＡ原位杂交探针，为进一步研究Ｕｃｐ２基因在小鼠胚胎组织中的表达，

尤其在神经组织的定位奠定基础。

关键词　Ｕｃｐ２ＲＮＡ探针　全胚胎原位杂交
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　　神经管畸形（ｎｅｕｒａｌｔｕｂｅｄｅｆｅｃｔｓ，ＮＴＤｓ）是胎儿期

中枢神经系统发育异常的先天性出生缺陷，我国部分

省份发病率高达１９．９‰［１］，已经成为导致新生婴儿先

天畸形和残疾的重要原因之一。神经管闭合是精密调

控的动态过程，当受到环境或者遗传因素的影响，会引

起神经管畸形发生
［２４］。近年来研究证明，糖尿病、肥

胖及活性氧等因素是神经管畸形发生的潜在因素，而

这些因素均与解偶联蛋白 ２（ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２，

Ｕｃｐ２）有关［５６］，故 Ｕｃｐ２成为 ＮＴＤｓ的候选基因。Ｌｕｐｏ

等
［７］
和本课题组的研究均显示 Ｕｃｐ２３′非翻译区的插

入／缺失多态性可能是神经管畸形危险因素 ［８］。但是

Ｕｃｐ２与神经管畸形的具体关系尚不清楚。进一步研究
Ｕｃｐ２与 ＮＴＤｓ发生的关系及探索其中的机制，首要问

题是揭示其在神经管发育中的表达及定位。核酸探针

已被广泛用于筛选检测基因，地高辛（ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ，

ＤＩＧ）因其灵敏度高、特异性好、无放射性危害等优点近

年来成为核酸探针的常用标记物
［９］，目前还未见 ＤＩＧ

标记Ｕｃｐ２ＲＮＡ探针的相关报道。本课题利用ＲＮＡ聚

合酶在转录过程中将 ＤＩＧ１１ｄＵＴＰ掺入 ＲＮＡ产物制
备ＤＩＧ标记的Ｕｃｐ２ＲＮＡ探针，并通过全胚胎原位杂交
技术检测小鼠胚胎组织神经管发育中Ｕｃｐ２ｍＲＮＡ表达
情况确定探针的效果，此探针的成功制备将为后续研

究提供检测Ｕｃｐ２基因的高效手段。

１　材料与方法

１．１　材　料
１．１．１　动物　Ｃ５７小鼠，２０～２５ｇ体重，１２～１５周，购
自山西医科大学动物实验中心。

１．１．２　主要试剂　Ｔ７ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ＳＰ６ＲＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＤＮＡＲＮＡｌａｂｅｌｉｎｇＭｉｘ
（ＤＩＧ１１ｄＵＴＰ）购自 Ｒｏｃｈｅ公司，ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自
Ｔｉａｎｇｅｎ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　制备 ｃＤＮＡ模板　收集小鼠胚胎脑组织，Ｔｒｉｚｏｌ

试剂提取总ＲＮＡ，并用１％琼脂糖凝胶电泳检测提取总
ＲＮＡ的完整性。使用 ＴａＫａＲａ公司反转录试剂盒反转
录成ｃＤＮＡ，将反转录的 ｃＤＮＡ保存在－２０℃。
１．２．２　 Ｕｃｐ２引物设计、反转录　Ｕｃｐ２探针引物设计：

根据小鼠 Ｕｃｐ２基因的 ｃＤＮＡ序列（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｅ／２２２２８）设计引物，ＦＵＣＰ２１：ＴＴＧＧＴ
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ＴＴＣＡＡＧＧＣＣＡＣＡＧＡＴ；ＲＵＣＰ２１：ＧＡＧＡＴＴＧＧＴＡＧＧＣＡ

ＧＣＣＡＴＴ；ＦＵＣＰ２２：ＣＣＡＡＣＡＧＣＣＡＣＴＧＴＧＡＡＧＴＴ；Ｒ

ＵＣＰ２２：ＧＣＴＧＣＴＣＡＴＡＧＧＴＧＡＣＡＡＡＣＡ。预计 ＵＣＰ２

Ｆ２／Ｒ２扩增得到的探针模板长度为８５０ｂｐ。

　　巢式 ＰＣＲ反应体系如下：

　　第一轮ＰＣＲ反应：２×Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ（Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ）１０μｌ、

７μｌ超纯水、１μｌＦＵＣＰ２１和ＲＵＣＰ２１引物（５μｍｏｌ／Ｌ）

和１μｌｃＤＮＡ。

　　第二轮ＰＣＲ反应：２×Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ（Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ）１０μｌ、

７μｌ超纯水、１μｌＦＵＣＰ２２和ＲＵＣＰ２２引物（５μｍｏｌ／Ｌ）

和１μｌ第一轮 ＰＣＲ反应的产物。

　　ＰＣＲ反应条件：９５℃变性 ５ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ、５６℃

３０ｓ、７２℃１ｍｉｎ，３５个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．２．３　ＰＣＲ扩增片段克隆至 ｐＧＥＭＴＥａｓｙ载体、并转

化、表达　将 ＰＣＲ扩增的目标片段与 ｐＧＥＭＴＥａｓｙ载

体连接。连接的反应体系如下：２×ＲａｐｉｄＬｉｇａｔｉｏｎ

Ｂｕｆｆｅｒ２．５μｌ、Ｔ４连接酶 （ＴａＫａＲａ）０．５μｌ、ｐＧＥＭＴＥａｓｙ

载体（Ｐｒｏｍｅｇａ）０．５μｌ、扩增产物 １．５μｌ。室温放置１ｈ。

将５μｌ连接产物加入到 １００μｌ的感受态菌（Ｔｒａｎｓ５α）

中，冰浴３０ｍｉｎ，４２℃水浴 １ｍｉｎ，冰浴 ２ｍｉｎ，加入１２５μｌ

ＬＢ培养基，３７℃震荡培养４５ｍｉｎ。涂板，３７℃倒置培养
１２～１４ｈ。

１．２．４　阳性转化菌落测序鉴定　每个平板挑取的多

个转化菌落首先进行 ＰＣＲ鉴定。ＰＣＲ反应体系同上。

反应条件为９５℃ ２ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ、５８℃ ３０ｓ、７２℃ １ｍｉｎ

共３５个循环，７２℃延伸 １０ｍｉｎ。琼脂糖凝胶电泳鉴定

结果，阳性转化子进行测序鉴定。

１．２．５　ＤＩＧＵｃｐ２ＲＮＡ探针体外转录制备　制备探针

模板：用质粒小提试剂盒（Ｇｅｎｅｒａｙ）提取测序正确的阳

性菌液质粒，并将质粒命名为 ｐＧＥＭＴＵｃｐ２，插入方向

为 ＳＰ６方向。以 ｐＧＥＭＴＵｃｐ２作为模板进行 ＰＣＲ。

ＰＣＲ反应体系为：２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ）１０μｌ，超纯

水７μｌ、ＵＣＰ２Ｆ２、ＵＣＰ２Ｒ２１μｌ，Ｔ７（ＳＰ６）引物 １μｌ，

５μｍｏｌ／Ｌ模板１μｌ。反应条件为 ９５℃变性 ２ｍｉｎ、９４℃

３０ｓ、５８℃３０ｓ、７２℃１ｍｉｎ，循环３５次，７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲｃｌｅａｎｕｐ（Ａｘｙｇｅｎ）试剂盒收集线性化模板。

　　体外转录制备探针：使用 ＲＮＡ体外转录试剂盒
（ＭＡＸＩｓｃｒｉｐｔＳＰ６／Ｔ７，Ａｍｂｉｏｎ，ＵＳＡ）转录上述纯化后的

模板。按试剂盒说明书依次加入 １０×Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｂｕｆｆｅｒ２μｌ、１０ｍｍｏｌ／ＬＵＴＰ０．６μｌ、１０ｍｍｏｌ／ＬＣＴＰ１μｌ、

１０ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ１μｌ、１０ｍｍｏｌ／ＬＧＴＰ１μｌ、１０ｍｍｏｌ／ＬＤＩＧ

１１ＵＴＰ１μｌ、Ｔ７ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｍｉｘ（ＳＰ６／Ｔ７）２μｌ、模

板 ＤＮＡ１１．４μｌ，混匀、离心，３７℃水浴 １ｈ。接着加入
ＤＮａｓｅＩ（Ａｍｂｉｏｎ，ＵＳＡ）１μｌ，３７℃水浴１５ｍｉｎ。然后加

入３倍体积的无水乙醇（分析纯）、ＤＥＰＣ水３０μｌ和无

核酸酶的３ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠（ｐＨ５．２）５μｌ，混匀置于－８０℃

过夜。次日 ４℃ １２０００ｇ离心 ２０ｍｉｎ，弃上清，晾干沉

淀，２０μｌ无核酸酶超纯水重悬。

１．２．６　小鼠全胚胎原位杂交 Ｕｃｐ２在 Ｅ９．５、Ｅ１０．５的

表达　处死妊娠母鼠，获取 Ｅｄ９．５、Ｅｄ１０．５小鼠胚胎，

浸于ＰＢＳ配制的 ４％多聚甲醛（ＰＦＡ）中，４℃固定过

夜，按常规标准步骤操作
［１１］。对照组用正义 Ｕｃｐ２探

针，与实验组同时进行。

２　结果与分析

２．１　探针模板———重组质粒ｐＥＧＭＴＵｃｐ２鉴定
　　通过基因工程方法构建重组质粒 ｐＥＧＭＴＵｃｐ２作

为表达 ＤＩＧＵｃｐ２ＲＮＡ探针的模板，利用 ＵＣＰ２Ｆ２和
ＵＣＰ２Ｒ２引物对转化菌提取质粒进行 ＰＣＲ鉴定，结果
Ｍ为 Ｍａｒｋｅｒ（Ｔｒａｎｓ２ＫＰｌｕｓＤＮＡＭａｒｋｅｒ），泳道１～８为

引物ＵＣＰ２Ｆ２和ＵＣＰ２Ｒ２扩增结果，从图１中可以看

出，第２、４转化子为阳性克隆，在８５０ｂｐ附近呈现单一

条带，与预期结果相符。选择２泳道的阳性重组子菌

液携带的质粒进行测序分析，Ｂｌａｓｔ比对显示序列正确

无误（序列信息参见ＮＭ＿０１１６７１）。

图１　重组质粒ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（Ｔｒａｎｓ２ＫＰｌｕｓＤＮＡＭａｒｋｅｒ）；１～８：ＴｈｅＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＵＣＰ２ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

２．２　ＤＩＧＵｃｐ２ＲＮＡ探针制备
　　利用 ＳＰ６、Ｔ７ＲＮＡ聚合酶在体外转录合成掺入
ＤＩＧ１１ｄＵＴＰ的单链反义及正义 Ｕｃｐ２ＲＮＡ探针，经纯
化后进行琼脂糖凝胶电泳，结果表明探针的完整性较

好（图２），经紫外分光光度计测定ＤＩＧＵｃｐ２ＲＮＡ探针
浓度为１４８８．０３ｎｇ／μｌ（ＯＤ２６０／２８０＝１．９８）。
２．３　ＤＩＧＵｃｐ２ＲＮＡ探针全胚胎原位杂交结果
　　通过小鼠全胚胎原位杂交检测，反义探针检测到
Ｕｃｐ２在Ｅ９．５天和Ｅ１０．５天的胚胎中主要表达在脑组

６５
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图２　Ｕｃｐ２ＲＮＡ探针电泳图

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆＤＩＧＵｃｐ２

ＲＮＡｐｒｏｂｅ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（Ｔｒａｎｓ２ＫＰｌｕｓＤＮＡＭａｒｋｅｒ）；１：ＤＩＧＵｃｐ２ＲＮＡ

ｐｒｏｂｅ

织的前脑、后脑、中脑和神经管发育部位，正义探针未

能检测出Ｕｃｐ２ｍＲＮＡ的表达（图３）。

图３　ＤＩＧＵｃｐ２ＲＮＡ探针全胚胎原位杂交

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｗｈｏｌｅｅｍｂｒｙｏｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ

ｂｙＤＩＧＵｃｐ２ＲＮＡｐｒｏｂｅ

３　讨　论

　　ＮＴＤｓ是发生在中枢神经系统的严重先天性出生

缺陷，阐明其发生发展的分子机制，需要首先明确相关

基因在神经管闭合过程中的表达情况，因此原位杂交

技术在ＮＴＤｓ中显得尤为重要。全胚胎原位杂交技术

不同于一般在载片上对细胞或组织切片进行探针杂交

检测的原位杂交，而是对完整胚胎进行杂交检测，从而

在整体上观察探针的结合部位，因此核酸探针具有更

明显的优势
［１１］。核酸探针最早使用放射性同位素进行

标记，虽具有敏感性高、特异性好、分辨力强等优点，但

是制作成本高、半衰期短，而且有放射性危害，需要专

门的实验室和相应的防护措施，限制了其应用。生物

素标记探针具有高灵敏度，但是由于生物样品中常含

有内源性生物素及生物素结合蛋白，检测时会发生非

特异性结合，影响实验效果，在检测生物样品中应用受

限。地高辛标记探针检测法因具备特异性好、敏感度

高、无放射性危害、操作简便、结果稳定等优点，近年来

得到广泛应用
［１２］。

　　ＵＣＰ２属于线粒体解偶联蛋白家族，是位于线粒体

内膜上的一类载体蛋白，参与能量代谢、活性氧产生、

胰岛素分泌调节和脂肪酸代谢等功能活动
［１３１４］。本课

题组与国外同行对人群中Ｕｃｐ２３′非翻译区插入／缺失

多态性与ＮＴＤｓ的关系进行了一些研究，但是 Ｕｃｐ２在

神经管畸形发生中的作用报道不多。为此本研究以小

鼠胚胎为研究对象，设计制备了ＤＩＧ标记的 Ｕｃｐ２ＲＮＡ

探针。根据Ｕｃｐ２ｍＲＮＡ全长核苷酸序列设计引物，利

用反转录 ＰＣＲ获得 Ｕｃｐ２ｃＤＮＡ片段，通过基因工程成

功构建体外转录合成 Ｕｃｐ２ＲＮＡ探针的模板———重组

质粒ｐＥＧＭＴＵｃｐ２，经ＰＣＲ和测序鉴定表明 Ｕｃｐ２序列

正确。然后利用体外转录体系，通过ＳＰ６、Ｔ７ＲＮＡ聚合

酶转录生成 ＤＩＧ１１ｄＵＴＰ掺入的正义、反义 ＤＩＧＵｃｐ２

ＲＮＡ探针。本研究所制备的反义探针具有特异性高、

信号强等特点，能高效检测神经管发育的关键时期Ｅ９．

５ｄ、Ｅ１０．５ｄ的Ｕｃｐ２基因表达情况，正义探针无结合，可

作为阴性对照，此结果与相关文献报道一致
［１５］。

　　本研究利用地高辛标记核酸探针，成功制备了
ＤＩＧＵｃｐ２ＲＮＡ探针，有效检测胚胎神经管发育关键期
Ｕｃｐ２在前脑、后脑、间脑及神经管部位的高表达，为进

一步研究Ｕｃｐ２在ＮＴＤｓ中的作用机制提供了有力的手

段和工具。
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