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qPCR array检测分析 C57BL/6小鼠胚胎后肢发育基因表达谱 *
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摘要 目的：胚胎生育过程中因肢体发育异常造成的出生缺陷比率不低，其相关基因表达模式尚不明确。本实验通过建立实时定

量 PCR芯片（Real-time quantitative polymerasechain reaction array，qPCR array）检测方案，研究 C57BL/6品系小鼠后肢发育相关基

因的表达谱。方法：以同源异形盒基因家族（Hox）、Wnt5a、配对同源结构域基因（Pitx1）、成纤维生长因子（Fgf8）、音猬因子（Shh）等

小鼠肢体发育相关的重要基因制作基因检测表达谱，以 C57BL/6品系怀孕雌鼠为材料，取胚胎肢芽发育的四个关键时期（E10.5,

E11.5,E12.5,E13.5）的胎鼠后肢，利用 qPCR array方案检测表达谱中基因的相对表达水平差异。结果：通过已建立的 qPCR array检

测了 C57BL/6品系小鼠胚胎后肢发育时期 Hox家族、Wnt5a、Pitx1、Fgf8、Shh等基因的表达差异。以 E10.5为对照，检测出在后肢

发育时期基因呈三种表达模式，即 Hoxb6、Hoxb8、Hoxc8、Hoxc9、Hoxc10、Hoxd9 和 Shh 基因的表达水平呈上调；Hoxa11、

Hoxa13、Hoxc12、Hoxc13、Hoxd13等基因表达出现下调；Hoxc9、Hoxc10、Hoxc11、Hoxd9、Hoxd12、Fgf8和 Pitx1等基因的相对表

达量呈先上调后下调的曲线表达模式，且有少部分基因在小鼠后肢发育时期表达水平无明显变化。结论：Hox家族、Wnt5a、Pitx1、

Fgf8、Shh等基因在小鼠后肢发育时期表达，并且表达模式存在明显差异。
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Detecting and Analyzing Hindlimb Developmental Gene Expression Profiles
of C57BL/6 Mouse during Embryonic times by qPCR Array*

The rates of birth defects caused by abnormal limb development are not low in the process of embryo devel-

opment, however, the expression patterns of the related genes are not clear. In this study, we established a real-time quantitative poly-

merasechain reaction array method to study the expression of genes related to hind limb development in C57BL/6 mouse strains.

Hox, Wnt5a, Pitx1, Fgf8 and Shh were used to make the expression profiles of the genes related to hind limb development in mice. The

hind limbs of the fetal C57BL/6 mice were taken from the four critical stages (E10.5, E11.5, E12.5, E13.5) of embryonic limb buds de-

velopment. We detected relative genetic expression levels by the qPCR array. The expression levels of Hox, Wnt5a, Pitx1, Fgf8

and Shh were detected during the development of the C57BL/6 mouse strains hind limbs by the qPCR array. Using E10.5 as a control, we

detected that the genes presented the three expression patterns during the development of the hind limbs. The expression levels of Hoxb6,

Hoxb8, Hoxc8, Hoxc9, Hoxc10, Hoxd9 and Shh genes were up-regulated. And the expression levels of Hoxa11, Hoxa13, Hoxc12,

Hoxc13 and Hoxd13 genes were down-regulated. The relative expression levels of Hoxc9, Hoxc10, Hoxc11, Hoxd9, Hoxd12, Fgf8 and

Pitx1 genes were up-regulated and then down-regulated. And there were no significant changes in the expression levels of a small num-

ber of genes. Hox, Wnt5a, Pitx1, Fgf8 and Shh genes were expressed in the development of mice hind limbs, and their ex-

pression patterns were significantly different.
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前言

人类因肢体发育异常造成的新生儿出生缺陷比率不低，美

国疾病控制中心（CDC）调查数据显示每年的发病率约有

0.02%-0.04%[1]。哺乳动物的肢体发育涉及细胞增殖、分化、迁徙

和凋亡，Hox、Shh（Sonic hedgehog）、Fgf（fibroblast growth fac-

tor）和WNT信号通路在其中发挥重要作用。在早期肢芽发育

的时期，Shh在肢芽的后间质的极化活动区（ZPA）表达，控制未
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来肢体 A-P轴的分化，Fgf8于顶外胚层嵴（AER）产生，调控着

近 -远端肢体轴向的生长[2]。Pitx1基因在小鼠后肢有很强的表

达优势，Daniel P. Szeto等人将小鼠的 Pitx1基因敲除，发现敲

除小鼠的胫骨和腓骨出现严重畸变[3]。WNT家族中，只有Wnt5a

表达于四肢细胞凝集区，影响肢体 A-P轴的分化[4,5]。Hox基因

是生物体中一类专门调控生物形体的基因[6]，目前己鉴定的哺

乳类动物 Hox基因共有 39个，是控制胚胎发育和细胞分化的

调节基因[7]。

目前，研究基因表达差异的检测技术有 Northern 杂交、

RT-PCR技术、mRNA差异显示技术、cDNA代表性差异分析、

实时 PCR、表达谱芯片、RNA测序和 qPCR array技术等[8]。前 5

种方法精确度高，但只能针对少量基因的表达进行分析。表达

谱芯片和 RNA测序产生大量的冗赘基因数据会干扰结果分

析，从而导致结果不准确[9]。qPCR array则是一项精确度高、检

测数据量适中、操作简便的技术手段，可作为研究一组特定基

因表达的理想工具[9]。

本文利用 qPCR array技术，以四个胚胎时期（E10.5,E11.5,

E12.5,E13.5）的 C57BL/6小鼠为材料，取不同发育时期的胎鼠

后肢，建立后肢发育基因表达谱。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

实验试剂 Trizol（美国 Invitrogen）、DNase I、反转录试剂

（美国 Fermentas）、SYBR real-time PCR Premixture试剂盒（上

海惠凌生物技术有限公司）、PCR引物由苏州泓迅生物科技有

限公司设计合成。

1.2 实验动物的组织收集

实验动物选用 C57BL/6品系小鼠，购于上海斯莱克实验动

物有限责任公司，12周鼠龄，雌鼠 18~20 g，雄鼠 20~30 g。按雌

雄 1：1合笼繁殖，观察到阴栓第一天记作孕期 0.5天（E0.5）。

怀孕雌鼠分别于 E10.5、E11.5、E12.5和 E13.5天颈脱臼处

死，解剖雌鼠，截取胎鼠后肢，存于 - 80℃备用。

1.3 RNA抽提和 cDNA反转录

用 Trizol法提取胎鼠后肢的总 RNA，详细步骤按说明书

进行。使用 Nanodrop 2000c鉴定 RNA的质量和浓度。RNA经

DNase I处理后，使用美国 Fermentas反转录试剂盒逆转录合成

cDNA，操作按照说明书进行，合成后置于 -80℃备用。

1.4 基因的选定与引物设计

根据参考文献 [10-12] 和MGI小鼠基因组信息数据库（http:

//www.informatics.jax.org/）挑选了 Wnt5a、Fgf8、Shh、Pitx1 和

Hox家族等 43个基因作为检测基因，以酌-actin和 Gapdh为看

家基因设计引物序列信息来自 NCBI（http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/）。

1.5 qPCR array引物固化

将引物依顺序加入 96孔 PCR板中，放入烘箱中 65℃，30

min，设置基因阴性对照组和样本阴性对照组。qPCR array反应

体系：10 滋L定量 PCR mix，2 滋L cDNA，4.6 滋L H2O，反应条

件：95℃预变性 2 min；95℃ 15 s，62℃ 32 s，72℃ 40 s，40个

循环采用△ △ Ct法进行相对表达量。

1.6 统计学分析

qPCR array每组实验均重复 3次，用 Excel 2010软件处理

数据，所有数据采用 mean± SD表示，用 t检验法比较两个样本

均值间差异是否显著，P<0.05为差异显著，P< 0.01为差异非常

显著。

2 结果

2.1 qPCR array检测基因

检测基因是根据小鼠肢体发育相关的参考文献而选定，包

括了 Hox 家族的所有基因，肢体发育的重要基因 Shh，Fgf，

Pitx1，Wnt信号通路的Wnt5a[13-15]。小鼠肢体发育初期的肢芽主

要由顶外胚层嵴（AER），渐进带（PZ），和极性活化区（ZPA）三

部分组成。AER区是肢体生长的主要信号中心，表达一些 Fgf

家族成员基因，如 Fgf4和 Fgf8。PZ区为 AER内侧有着旺盛分

裂能力的间质细胞区域，主要由 Hoxa基因簇和 Hoxd基因簇

调控[16]。ZPA区存在于肢芽的后侧，Shh和 Bmp等基因在其中

起到表达调控作用[17]。qPCR array检测的基因参与了胚胎发育

时期多数重要的信号通路，对胚胎发育、细胞分化以及四肢生

长等起着关键的调控作用，这些基因所参与的信号通路如下表

1所示。

2.2 qPCR array评估

为了检验 qPCR array的扩增效率、重复性、特异性，对

qPCR array进行了评估实验。如图 1所示：将 cDNA模板连续

以 4倍稀释 5个浓度梯度，挑选 5个实验基因（Hoxa10, Hox-

a13, Hoxd10, Hoxd13, 茁-actin）进行检测，以 cDNA 浓度的 log

值为 Y轴，以 Ct值为 X轴绘制标准曲线，如图所示两者呈线

性关系，说明方案扩增效率高（图 1A）；所有基因的 Ct值标准

差均小于 0.4，证明方案的重复性好（图 1B）；图 1C为 qPCR ar-

ray溶解曲线图，曲线的峰单一，且不是引物二聚体；图 1D是

PCR产物的琼脂糖凝胶电泳图，条带清晰且单一，说明了方案

的特异性强。

2.3 肢体发育的四个胚胎时期

已知小鼠的肢体发育的四个胚胎时期分别是 E10.5，E11.

5，E12.5，E13.5。E10.5天，体节出现，肢芽形成[18]（图 2A）；E11.5

天，肢芽明显且独立对称的分布在身体两侧。长宽比范围从 3.5

到 5.9，没有软骨密集[19]（图 2B）；E12.5天肢芽进一步发育可分

辨出手掌部分 [18]（图 2C）；E13.5 天，手掌部分继续分化，在

Bmp2表达下调的作用下指间细胞消失，手指出现[20]（图 2D）。

2.4 qPCR array结果

利用 qPCR array 技术检测小鼠胚胎时期（E10.5，E11.5，

E12.5，E13.5）后肢的 45个基因表达情况，以胚胎 10.5天的基

表 1 检测基因参与的信号通路

Table 1 Signaling pathways involved in detected genes

Gene Pathway

Shh Hedgehog signaling pathway

Fgf8 Fgf signaling pathway

Pitx1
Gonadotropin releasing hormone receptor pathway

Angiogenesis

Wnt5a
Cadherin signaling pathway

Wnt signaling pathway
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图 1 qPCR array评估

Fig.1 Evaluation of the qPCR array

Note: Fig.A: The amplification efficiencies of Hoxa10, Hoxa13, Hoxd10, Hoxd13, and 茁-actin. The X axis is the log value of cDNA concentration. The Y

axis is the Ct value of each gene. Fig.B: Average threshold cycle value (46 genes). Fig.C: 1, 2, 3, 4 represent the dissolution curves of Hoxa10, Hoxa13,

Hoxd10, and Hoxd13, respectively. Fig.D: 1, 2, 3, 4, 5, respectively, represent the agarose gel electrophoresis bands of 茁-actin, Hoxa10, Hoxa13, Hoxd10,
and Hoxd13. M: 100bp DNA Ladder Marker

因表达量为对照，对比其他 3天基因的相对表达量水平；以

茁-actin为内参，显示其他基因的相对表达水平。利用 HemI制

图软件做出如下图 3所示的基因表达水平热图，包括了全部基

因的表达水平热图、Hox家族基因表达水平热图和其余 4个后

肢发育相关基因表达水平热图，图 3显示了在胚胎后肢发育时

期，检测基因表达水平的变化模式，即：表达水平上调、表达水

平下调和表达水平曲线变化模式。也有少部分基因的表达水平

在这四个胚胎时期的后肢中无明显差异。

图 2 四个胚胎时期小鼠解剖图

Fig.2 Anatomy of mice at four embryos

1）相对表达水平上调和下调：以胚胎 10.5天为对照，检测

到在胚胎后肢发育时，45 个基因中，Hoxb6、Hoxb8、Hoxc8、

Hoxc9、Hoxc10、Hoxd9 和 Shh 基因的表达水平呈上调的表达

模式，如图 4；而 Hoxa11、Hoxa13、Hoxc12、Hoxc13、Hoxd13 等

基因呈下调的表达模式，如图 5。

2）相对表达水平呈曲线变化模式：实验检测到 45个基因

中，某些基因在胚胎后肢发育时期的相对表达水平是呈曲线变

化的模式，即图 6所示的基因相对表达量先上调，后下调，包括

Hoxc9、Hoxc10、Hoxc11、Hoxd9、Hoxd12、Fgf8和 Pitx1等基因。

它们在胚胎肢体发育初中期（E11.5或 E12.5）其相对表达量上

调，在胚胎肢体发育的末期（E13.5）其相对表达量又降了下去，

甚至例如 Hoxc11和 Hoxd12等基因在末期，其相对表达量低

于胚胎 10.5天。

3 讨论

本研究通过引物固化的方式建立了扩增效率高、重复性

好、特异性强、稳定可靠的 qPCR array方案，不仅避免了 RNA

测序产生冗赘基因数据，导致结果不准确的干扰[21]，而且弥补

了传统 qPCR实验重复加样过程中操作繁琐、容易污染的缺

陷。但同样它也具有一定的局限性，相比于表达谱芯片和 RNA

测序，它受载体所限制，只能以 96孔板或 384孔板为载体来检

测基因表达量的变化，可检测的基因数量有限，仅适用于普通

实验室的科研操作。

Hox基因家族作为在进化世上一类高度保守的基因，主控

了脊椎动物的生长发育和细胞分化，在中枢神经系统、中轴骨、

胃肠道、尿殖管、外生殖器和肢体发育中均具有着重要的作用
[22]。本研究了小鼠后肢发育过程中 Hox基因的表达模式。从结

果中可以看出随着肢芽的发育生长（E10.5 至 E13.5），大部分

Hox基因的相对表达水平在不同胚胎时期存在明显差异，出现

上调、下调和曲线变化三种不同的表达模式。Hoxb6、Hoxb8、

Hoxc8、Hoxc9、Hoxc10、Hoxd9和 Shh基因相对表达量的上调，

表明 Hox家族中控制肢体发育的基因主要分布在后部，且上

调组中缺少了 Hoxa基因簇，下调组出现了 Hoxa11和 Hoxa13

对应了先前对 Hox基因的报道，Hoxa11和 Hoxa13调控前肢
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图 5表达水平下调的基因的相对表达量

Fig.5 Down-regulation of the relative expression of the genes

Note: E10.5 was used as the control, * P<0.05, ** P<0.01.

图 6表达水平呈曲线变化的基因的相对表达量

Fig.6 The relative expression of genes that vary in curves

Note: E10.5 was used as the control, * P<0.05, ** P<0.01.

的胫骨、腓骨和指部的发育 [7]。Hoxc9、Hoxc10、Hoxd9 和

Hoxd12呈现先上调后下降的相对表达模式，说明在肢芽发育

初期 Hox9至 Hox12基因先被激活用于调控作用。随着股骨、

胫骨和腓骨的发育完成，Hox9至 Hox12的基因调控作用减弱，

相对表达量下降，Hox13开始被激活，指导腕关节、指和趾部的

生长发育[22]。从下降组中 Hoxd13的相对表达就可以看出，其在

肢芽发育初期未被激活，表达量下调，到 E13.5脚掌发育时表

达量开始上升。Fgf8的表达量变化说明在 E10.5天 AER区的

Fgf4诱导 Fgf8分泌，Fgf8又激活 Shh，被激活的 Shh与 Hox基

因协同作用，调控指 /趾的发育[10]。

哺乳动物的肢体发育是个错综复杂的过程，直到现在我们

也尚未了解其全部的调控机制。本实验对 Hox基因三种表达

模式的研究为肢体发育研究工作开辟了新思路，也为后人的研

究工作提供了小型数据库。除此之外，实验检测的另 5个对于

肢体发育起重要调控作用的基因，它们与 Hox基因有着密切

联系，其与 Hox基因的表达调控网络尚未被完全发掘，仍有待

下一步的研究。
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