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碱基切除修复基因 对小鼠胚胎神经发育的影响 *
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摘要 目的：DNA连接酶 III（DNA ligase III，Lig3）基因是碱基切除修复通路中的关键基因，在胚胎发育过程中发挥重要作用，通

过研究 Lig3基因在叶酸代谢障碍状态下的表达情况，探讨其对小鼠胚胎神经发育的影响。方法：采用无特定病原体（specific
pathogen free, SPF）级 C57BL/6J成年小鼠（8-9周，18-20 g），雌雄 1:1合笼，孕鼠随机分为实验组和对照组，孕 7.5天实验组腹腔注

射 4.5 mg/kg体重甲氨蝶呤（Methotrexate, MTX，二氢叶酸还原酶抑制剂）诱导产生叶酸代谢障碍的小鼠神经管畸形（neural tube

defects, NTDs）模型，对照组腹腔注射等体积的生理盐水。孕 10.5天体视显微镜下观察胎鼠的发育情况。同时利用 200 nM的

MTX建立叶酸代谢障碍的小鼠神经干细胞模型。在模型建立成功的基础上，应用实时荧光定量聚合酶链反应(Real time quantita-

tive PCR，RT-qPCR)及免疫印迹（Western blot）等方法研究碱基切除修复通路相关基因 Lig3的表达水平。结果：4.5 mg/kg体重

MTX处理孕鼠后胎鼠 NTDs的发生率为 31.1%（19/61），而正常对照组未见胎鼠 NTDs的发生。在体视显微镜下可见 NTDs胎鼠

神经管未闭合，而正常胎鼠发育完好。RT-qPCR检测发现叶酸代谢障碍小鼠 NTDs胚胎神经组织中 Lig3 mRNA的表达水平明显
低于对照组（P<0.05）。Western blot检测发现，与对照组相比，叶酸代谢障碍 NTDs胎鼠神经组织中 Lig3蛋白水平明显降低（P<0.
05）。同时，在MTX处理的神经干细胞中，Lig3的表达水平明显低于对照组（P<0.05）。对凋亡相关蛋白 Cleaved caspase-3进行检测

发现MTX处理后的 NTDs胎鼠神经组织及细胞模型中其表达均明显增加，表明细胞凋亡增加。结论：在叶酸代谢障碍前提下，Lig3
表达降低，DNA修复功能减弱，细胞凋亡增加，导致 NTDs的发生，为 NTDs及出生缺陷的防控提供新思路。
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Effect of Base Excision Repair-DNA ligase III on Mice Embryonic
Neural Development*

DNA ligase III (Lig3) gene as a key gene of the base excision repair pathway plays an important role in the

process of embryonic development. Here, the study was to evaluate the effect of Lig3 gene on the mice embryonic neural tube develop-

ment in the state of folate metabolism disorder. C57BL / 6J adult mice (8-9 weeks, 18-20g) with specific pathogen free (SPF)

were used. The pregnant mice were randomly divided into experimental group and control group, At 7.5 days of gestation, the experi-

mental group was intraperitoneally injected with 4.5 mg/kg methotrexate (MTX, dihydrofolate reductase inhibitor) to induce the mice

model of neural tube defects (NTDs) with folate metabolism disorder, and the control group was intraperitoneally injected with equal vol-

ume of normal saline. The development of fetal mice was observed under stereomicroscope on 10.5 days of gestation. At the same time, a

mice neural stem cell model with folate metabolism disorder was established by using 200 nM MTX. Based on the successful establish-

ment of the model, the expression level of base excision repair pathway related gene Lig3 and cleaved- caspase3 were studied by real

time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) andWestern blot. The incidence of NTDs in embryonic mice was 31.1%

(19/61) after 4.5 mg/kg body weight MTX treatment, while there was no occurrence of NTDs in normal control group. Under the stere-

omicroscope, it can be seen that the neural tube of NTDs embryonic mice were not closed, while the normal embryonic mice were well

developed. RT-qPCR showed that the expression level of Lig3 mRNA in NTDs embryonic neural tissue of mice with folate metabolism

disorder was significantly lower than that of the control group (P<0.05). Western blot showed that compared with the control group, the

level of Lig3 protein in the neural tissue of NTDs embryonic mice with folate metabolism disorder decreased significantly (P<0.05).
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Meanwhile, the expression of Lig3 in neural stem cells treated with MTX was significantly lower than that in the control group(P<0.05).
The expression of apoptosis related protein cleaved caspase-3 in NTDs embryonic mice neural tissue and cell model after MTX treatment

were increased significantly, which suggest that the apoptosis was increased. The low levels of Lig3 causes the decreased

DNA repair ability and the increased apoptosis that results in NTDs induced by folate metabolism disorder, which could offer new insight

for preventing and controlling NTDs and birth defects.

Methotrexate; Folate; Neural tube defects; DNA repair

前言

神经管畸形(neural tube defects，NTDs)是以无脑儿、脑膨

出、脊柱裂等为表型的最常见、最严重的神经系统出生缺陷性

疾病，严重影响我国和世界人口的素质[1,2]。目前，国内外学者尽

管针对 NTDs的防治进行了大量研究，但对 NTDs发病机制认

识仍存在不足，NTDs治疗效果并不满意。在临床上 3个月以上

胎龄才能对胎儿异常做出诊断，此时已经失去了 NTDs防治的

最佳时机。此外，神经损伤修复及其困难。因此，深入研究 NTDs

的发病机制，提高对 NTDs发生的分子机制认知，找出科学的

防治方法，并在神经出现不可逆损伤之前给予适当的干预治疗

极为重要，对于降低致畸率、致死率，提高人口素质具有十分重

要的意义。

碱基切除修复（base excision repair, BER）是机体内最活跃

的 DNA损伤修复途径，为哺乳动物的正常发育所必须，其功能

的缺失与神经紊乱等疾病相关[3]。有研究显示，当机体缺乏叶酸

时，BER的功能下调而使得 DNA损伤积累 [4]，而叶酸缺乏与

NTDs的发生密切相关，提示叶酸缺乏所导致的 NTDs发生可

能与 BER的功能异常相关。DNA连接酶Ⅲ基因（DNA ligase

Ⅲ，LIG3）定位于 17号染色体(17q11.2-q12)，编码一个 1009个

氨基酸残基构成的蛋白质，是 BER通路中的关键酶[5]，在肿瘤

研究中其可作为潜在治疗靶点而受到研究者的关注[6-8]。本课题

组前期在叶酸缺乏的人群样本中，采用病例 -对照的研究方法

对 Lig3基因的单核苷酸多态性进行了分析，结果研究发现
Lig3 rs1052536 SNP与 NTDs的易感性有关，其 T/T基因型可

显著增加胚胎发生脑部 NTDs的风险 [9]。提示叶酸缺乏情况

下，Lig3与 NTDs的发生密切相关，但相关研究报道较少。本

研究利用二氢叶酸还原酶抑制剂 - 甲氨蝶呤（Methotrexate,

MTX），模拟体内叶酸缺乏的内环境建立相应的小鼠 NTDs动

物模型及细胞模型。在此基础上探讨 Lig3在 NTDs发生过程

中的表达情况，为在围孕期合理增补叶酸及 NTDs个体化干预

方案的建立提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 小鼠 NTDs模型建立

无特定病原体（SPF）成年 C57BL/6J（7-8 周，18.5-20 g）小

鼠 1:1合笼过夜，第二天早 8点分笼，检查到阴栓者定为孕 0.5

天，孕 7.5天小鼠随机分为实验组和对照组，实验组孕鼠腹腔

注射 4.5 mg/kg体重的二氢叶酸还原酶抑制剂 -MTX[10]，对照组

孕鼠腹腔注射等体积的生理盐水，药物处理后，孕 10.5天解剖

胚胎统计胎鼠个数，畸形胎数，分析叶酸代谢紊乱对生长发育

的影响。

1.2 细胞培养

分离孕 13.5天小鼠胚胎神经组织，尽量去除所有血管，无

菌 PBS清洗两遍，剪碎成糜状，加入胰酶消化后，加入培养基

充分吹打至所有组织块被充分吹散后，静置沉淀，弃上清。加

入神经干培养基重悬之后接种于培养皿中，于 37℃，5% CO2培

养箱培养。细胞传至 3代进行后续实验。利用 MTT的方法对

MTX作用于细胞的最佳药物剂量进行摸索。

1.3 实时荧光定量 PCR

利用 Qiagen RNA 提取试剂盒提取组织和细胞中的总

RNA, nanodrop2000超微量分光光度计对 RNA的浓度进行测

定。将 RNA逆转成 cDNA后，进行 qPCR扩增。设定反应体系

如下：95℃, 2 min；95℃, 15 s，60℃, 30 s；72℃, 30 s，循环 40

次；采用 2-△ △ CT法计算目的基因的相对表达量。引物设计结果

如下：Lig3：上游引物 GCTTACTTGTCTGGCTCTATC，下游引

物 CAGACTGAATGTTGCCTACTC，Gapdh： 上 游 引 物

GAGATTGTTGCCATCAACGACC，下游引物 CGTTGATGA-

CAAGCTTCCCATT。

1.4 Western blot
利用试剂盒法提取组织及细胞中的总蛋白，用 BCA法检

测定蛋白浓度。配制蛋白质样品后进行十二烷基磺酸钠 -聚丙

烯酰胺凝胶电泳。电泳结束后将目的蛋白进行半干转至 PVDF

膜上。用 5%脱脂奶粉室温封闭 1 h后，4℃过夜孵育Ⅰ抗 Lig3、
cleaved caspase-3（稀释比例 1: 1000）。室温孵育Ⅱ抗（稀释比例

1:2000）2 h。将膜浸泡于显色液中显色，超灵敏化学发光成像仪

扫描分析蛋白表达情况，以 GAPDH做内参。

1.5 统计学分析

应用 SPSS20.0软件进行数据分析，数据以 x± s 表示。数
据采用独立样本 t检验分析比较两组间的差异，以 P<0.05为差
异具有统计学意义。

2 结果

2.1 MTX影响胚胎神经发育

体视显微镜下观察发现对照组正常胎鼠发育良好，外形饱

满，神经管闭合完全。实验组 NTDs胎鼠神经管未闭合，结构

紊乱，可见颅面部畸形，颅脊柱乃至全身异常以及发育迟缓

（图1）。实验组胎鼠 NTDs的发生率为 31.1%(19/61)，在对照

组中未观察到 NTDs的发生，可见吸收胎及发育迟缓（表 1）。

2.2 Lig3在 NTDs胚胎神经组织中的表达情况

对胚胎神经组织中 Lig3 的表达情况进行检测结果发现
NTDs胚胎神经组织中 Lig3 mRNA水平的表达明显低于其在
正常胚胎神经组织中的表达（P<0.05）。为了进一步验证这一结
果，在蛋白水平上对 Lig3进行了检测，结果同样发现，与对照
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图 1 MTX对小鼠胚胎的影响

Fig.1 Effect of MTX on mice embryos

Note: A: Normal embryonic mice in the control group; B, C: MTX-treated NTDs embryonic mice; The scale is 1 mm.

组相比，其蛋白表达水平明显降低（P<0.05,图 2）。

2.3 Lig3在叶酸代谢障碍的神经干细胞中的表达情况
神经干细胞正常发育是神经管闭合的关键。根据 MTT检

测结果最终确定 200 nM为MTX的最佳剂量，该剂量处理神

经干细胞 24 h后，检测 Lig3的表达情况，结果发现在叶酸代谢
紊乱的细胞模型中，Lig3的表达无论是在 mRNA水平还是在

蛋白水平均呈现明显降低（P<0.05, 图 3），这一结果与动物水

平一致。

2.4 MTX对 NTDs胚胎神经组织凋亡的影响

NTDs的发生与细胞增殖凋亡密切相关。DNA修复能力降

低可导致凋亡的发生。因此我们对 NTDs 胚胎神经组织及

MTX处理的神经干细胞中 cleaved caspase-3的表达情况进行

检测，结果发现在 NTDs胚胎神经组织和MTX处理的神经干

细胞中 cleaved caspase-3的表达较对照组均明显增加（图 4）。

图 2 Lig3在胎鼠神经组织的表达情况
Fig.2 Expression of Lig3 in embryonic neural tissues

Notes: A: the expression of Lig3 mRNA in mice embryonic neural tissue detected by RT-qPCR; B: the expression of Lig3 in mice embryonic neural

detected by western blot.

Groups Number of embryos
Normal embryos

(%)

Resorption

(%)

Abnormal embryos (%)

NTDs
Other

malformations
Growth retardation

Control 43 38（88.4） 3（7.0） 0(0.0) 0(0.0) 2(4.7)

MTX 61 12(19.7) 15(24.6) 19(31.1) 6(9.8) 9(14.8)

表 1 对照组与实验组小鼠的胚胎发育情况

Table 1 Embryonic development of mice in control group and experimental group

3 讨论

随着我国三胎政策的开放，控制出生缺陷，提高人口质量，

越来越成为民生关注的重点。神经管畸形(neural tube defects，

NTDs)作为常最常见、最严重的出生缺陷性疾病之一，严重影

响我国和世界人口素质。近几十年来国内外研究报道证实叶酸

缺乏以及叶酸代谢障碍与 NTDs的发生密切相关，且在围孕期

及孕早期坚持每天服用推荐剂量的叶酸，能够降低 50-70%

NTDs的发生[1,11-13]。但是，叶酸预防 NTDs发生的机制至今并不

清楚，而且随着关于叶酸研究的深入，有报道表明叶酸补充过
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量会增加癌症等疾病的发病风险[14,15]，也有研究者认为在食物

中强化叶酸的做法会导致机体对叶酸的摄入量增加，从而导致

后代对于一些致命性疾病的抵抗能力减弱[16]。因此，深入理解

叶酸在体内的代谢和作用机制，对正确、合理的利用叶酸预防

出生缺陷及 NTDs发生具有非常重要的意义。在前期研究中，

我们发现利用 MTX可以模拟体内叶酸缺乏的内环境，建立叶

酸缺乏引起叶酸代谢障碍的 NTDs动物模型[10,17]。在此基础上我

们也发现MTX诱导的 NTDs胎鼠中存在基因组不稳定性[17,18]，

这一结果与人群研究一致 [19,20]。推测基因组不稳定性是 NTDs

发生的重要因素。DNA 修复系统在保证 DNA 正常合成及

DNA结构稳定性中起到重要作用，是维持机体基因组稳定性

的关键角色，调控细胞增殖分化、组织器官发育[21]。因此在叶酸

缺乏的动物模型中探讨 DNA修复在 NTDs发生中作用十分必

要，可为 NTDs机制的阐明提供理论和实验依据。

在众多损伤修复通路中，碱基切除修复（base excision re-

pair, BER）通路是人类细胞多种 DNA修复机制中在重要的修

复途径之一，为哺乳动物的正常发育所必需，其功能的缺失与

神经紊乱等疾病相关[3]。有研究显示，当机体缺乏叶酸时，BER

的功能下调而使得 DNA损伤积累[4]，而叶酸缺乏与 NTDs的发

生密切相关[22]。因此，推测叶酸缺乏所导致的 NTDs发生可能

与 BER功能异常相关。脱嘌呤脱嘧啶核酸内切酶 1/氧化还原

因子 1 (apurinic/apyrimidinic endonucleasee 1/redox- factor 1，

APE1/Ref-1)是 BER途径的关键酶，可激活转录因子，如 p53，

Pax5，Pax8等，其中，已证明有些转录因子的异常与 NTDs的发

生相关，如 p53 [23]、Pax 家族 [24]。在胚胎形成早期机体需要

APE1/Ref-1基因高表达来维持 DNA修复功能以便保证包括神

经管闭合在内的相关生理过程正常进行，既往动物实验发现，

NTDs的发生存在该基因的表达异常[25]。在前期的研究中我们

也证实该基因的多态性与 NTDs的发生密切相关[26]。此外，在

碱基切除修复基因与脊柱裂的病例 -对照研究中，显示 XRCC1
基因 Arg399Gln及 hOGG1基因 Ser326Cys多态性可增加脊柱

裂的发生风险[27]。这些研究表明 BER通路与 NTDs密切相关。

本课题组前期在叶酸缺乏的人群样本中，采用病例 -对照的研

究方法对 Lig3基因的单核苷酸多态性进行了分析，结果研究
发现 Lig3 rs1052536 SNP与 NTDs的易感性有关，其 T/T基因

型可显著增加胚胎发生脑部 NTDs的风险[9]，基于此推测在叶

酸缺乏的情况下，碱基切除修复中的关键基因如 Lig3可能与
NTDs的发生密切相关。然而目前关于 Lig3与 NTDs发生关系

的报道较少，为了验证这一推测，本研究利用 MTX抑制二氢

叶酸还原酶，模拟体内叶酸缺乏的内环境，建立叶酸缺乏即叶

酸代谢障碍的 NTDs动物及细胞模型，在模型建立成功的基础

上，探讨碱基切除修复基因 Lig3的表达情况。结果发现 Lig3在
NTDs胚胎组织中明显低表达，同时在细胞水平上我们也观察

到MTX处理细胞后，Lig3呈现低表达状态。
Lig3在真核生物中是利用 ATP水解供能而将双链 DNA

一条链的切口实现封闭的一类酶，在 DNA复制、修复和重组等

过程中均发挥着重要作用[28-30]。以往研究发现，敲除 Lig3基因
具有胚胎致死性，敲除 Lig3基因的胚胎在孕 8.5天后发育出现

停滞，孕 9.5天出现大量细胞凋亡，最终胚胎死亡[31]。而在小鼠

神经系统条件性敲除 Lig3基因，其小脑明显变小，颗粒神经元
前体细胞增殖能力下降，而细胞凋亡增加，神经元的线粒体

DNA含量均出现异常和损伤[32]。这些研究表明 Lig3在胚胎发
育及胚胎神经发育中发挥重要作用。本研究在叶酸代谢障碍小

鼠 NTDs脑组织及神经干细胞中研究发现 Lig3的表达明显低
于对照组，同时也观察到凋亡增加，与之前报道一致。进一步证

实了 Lig3 在胚胎发育乃至胚胎神经发育过程中发挥重要作
用，为 Lig3作为 NTDs高危人群或易感个体的分子标志物提供

了理论依据。

综上所述，本研究通过利用 MTX 干预孕鼠，模拟体内叶

酸缺乏导致 NTDs发生的内环境，观察胎鼠的畸形情况。结果

发现MTX处理后胎鼠神经管明显未闭合，呈现 NTDs表型。在

图 3 Lig3在MTX处理后神经干细胞中的表达情况

Fig.3 The expression of Lig3 in MTX-treated neural stem cell

Notes: A: the expression of Lig3 mRNA in neural stem cell detected by RT-qPCR; B: the expression of Lig3 in neural stem cell detected by western blot.

图 4 Western blot检测 cleaved caspase-3的表达情况

Fig.4 The expression of cleaved caspase-3 detected byWestern blot
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NTDs胎鼠脑组织及相应的细胞模型中，检测到 Lig3的表达明
显降低，凋亡相关蛋白 cleaved caspase-3的表达明显增高。推测

在叶酸代谢障碍前提下，Lig3表达降低，DNA修复功能减弱，
细胞凋亡增加，导致 NTDs的发生，为出生缺陷的防控提供新

思路，同时为该基因作为 NTDs高危人群或易感个体的筛选的

分子标志物提供了理论和实验依据。
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