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摘要

目的：研究Ｐａｘ２及Ｓｏｘ２和Ｐｒｏｘ１在小鼠眼胚胎发育过程
中的时空表达模式及相互关系，探讨其可能的作用。

方法：取不同发育阶段的胚胎小鼠眼的中轴冰冻切片，采

用免疫荧光共标记技术，观察 Ｐａｘ２和 Ｓｏｘ２及Ｐｒｏｘ１在眼
内表达分布规律及相互关系。

结果：在胚胎期９．５ｄ（Ｅ９．５），Ｓｏｘ２表达在视泡和晶状体
板，而Ｐａｘ２表达在视泡前体细胞中，而Ｐｒｏｘ１仅在晶状体
板中弱表达。Ｅ１１．５时，Ｓｏｘ２在晶状体泡和原始视网膜
均呈阳性，而Ｐａｘ２仅在视柄和视柄邻近的腹侧视网膜及
色素上皮层内表达，Ｐｒｏｘ１主要集中在晶状体泡后壁细胞
内。到Ｅ１２．５后，Ｓｏｘ２仍广泛分布在视网膜和晶状体中，
但晶状体的表达强度明显弱于视网膜区域的表达；Ｐａｘ２
仅表达在视柄及分化形成的视神经中；而 Ｐｒｏｘ１逐渐局
限在原始晶状体纤维细胞及晶状体上皮细胞中。

结论：Ｐａｘ２和Ｓｏｘ２及Ｐｒｏｘ１参与小鼠眼的发育，它们之间
互相联系但有明显不同的时空分布特点，提示在眼的发

育中可能具有不同的功能。

关键词：眼；小鼠；发育；表达

ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２５１２３．２０１２．０５．０４

陈裕庆，刘少峰．Ｐａｘ２和 Ｓｏｘ２及 Ｐｒｏｘ１在胚胎小鼠眼发育中的
表达模式．国际眼科杂志２０１２；１２（５）：８１９８２２

０引言
视觉系统的发育是一个非常复杂的过程，由神经外

胚层、头部表皮外胚层及中胚层来源的间充质细胞分化

形成的不同结构共同组合而成。多种基因在时空上互相

协调和调控，是眼睛正常发育的关键，而转录调控是基因

表达的第一步，转录因子间的复杂结合控制特异性基因

的表达，从而决定组织器官的命运［１，２］。近年来研究表

明：Ｐｒｏｘ１和Ｐａｘ６能激活 Ｓｏｘ２基因的启动子，而 Ｓｏｘ２同
样能调节这些基因的表达，它们共同参与视觉系统正常

发育的时空调控；而 Ｐａｘ２作为 Ｐａｘ基因家族的一员，也
可能与Ｓｏｘ２和 Ｐｒｏｘ１的表达存在某种联系［３，４］。我们采

用免疫荧光共标记技术，观察小鼠眼的胚胎发育过程中

Ｐａｘ２和Ｓｏｘ２及Ｐｒｏｘ１表达的相互关系和时空变化，探讨
它们在眼的胚胎发育过程中的作用及可能机制。

１材料和方法
１．１材料　选用胚胎期９．５～１８．５ｄ（Ｅ９．５～Ｅ１８．５）的

９１８

ＩｎｔＥｙｅＳｃｉ，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．５，Ｍａｙ２０１２　 ｗｗｗ．ｉｅｓ．ｎｅｔ．ｃｎ
Ｔｅｌ：０２９８２２４５１７２　８２２１０９５６　 Ｅｍａｉｌ：ＩＪＯ．２０００＠１６３．ｃｏｍ



图１Ｐａｘ２和Ｓｏｘ２在Ｅ９．５～Ｅ１２．５时视泡中的表达模式　Ａ：Ｅ９．５；Ｂ：Ｅ１１．５；Ｃ：Ｅ１２．５。①：Ｐａｘ２；②：Ｓｏｘ２；③：Ｐａｘ２和 Ｓｏｘ２。注：
ｏｖ：视泡；ｐｌ：晶状体板；ｏｓ：视柄；ｐｒ：原始视网膜；ｌｖ：晶状体泡。标尺＝５０μｍ。

Ｃ５７ｂｌ／６孕鼠各３只（下午５∶００左右将成年Ｃ５７ｂｌ／６雌雄
鼠合笼，次日８∶００发现孕栓时为胚胎第０．５ｄ），所有实验
孕鼠均由复旦大学实验动物中心提供并具有合格证。

１．２方法
１．２．１标本制作　以甲苯噻嗪氯胺酮背部皮下注射麻醉
孕鼠后，剖腹，取出胚胎，Ｅ９．５～Ｅ１１．５取整个胚胎，
Ｅ１２５后直接断头，放入４０ｍＬ／Ｌ多聚甲醛固定，４℃保存。
１．２．２冰冻切片　固定后标本经０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗后，
梯度浸糖（１５０和３００ｇ／Ｌ蔗糖溶液）、浸胶（ＯＣＴ冰冻切片
包埋剂，不同胎龄所需时间不同）后，冰冻切片定位（从头

顶部纵向垂直切片），留取眼的中轴切片，８０℃保存。
１．２．３免疫组织化学　切片经０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗后，柠
檬酸钠液（１０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｉｔｒａｔｅ，ｐＨ＝６．０）９７℃抗原修复
１５ｍｉｎ，经０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ再次漂洗后，放入 ＰＢＳ／０．１％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００于３７℃通透４０ｍｉｎ；１０％驴血清室温下封闭
３０ｍｉｎ，加入１∶４００兔抗Ｐａｘ２（科文斯公司，美国）和１∶６００
羊抗 Ｓｏｘ２（圣克鲁斯生物技术公司，美国）或１∶６００羊抗
Ｓｏｘ２和１∶１０００兔抗 Ｐｒｏｘ１（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ，美国）。４℃过夜。
漂洗后加入１∶２００驴抗兔 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８（分子探针公
司，美国）和１∶２００驴抗羊ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄＡｆｆｉｎｉＰｕｒｅＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）
（ＪａｃｋｓｏｎＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ，美国）二抗 ，３７℃孵育１ｈ；漂洗
后，加入１∶１０００ＤＡＰＩ，室温孵育１ｈ，漂洗后抗淬灭剂（分
子探针公司，美国）封片。采用 Ｎｉｋｏｎ荧光显微镜观察，
Ａｄｏｂｅ　ＰｈｏｔｏｓｈｏｐＣＳ３．０测量图片灰度值。

统计学分析：计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１１．０

统计软件进行ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２结果
２．１Ｅ９．５～Ｅ１１．５时Ｐａｘ２和 Ｓｏｘ２及 Ｐｒｏｘ１的表达　在
Ｅ９．５时，Ｓｏｘ２在整个视泡和晶状体板均有表达（图１Ａ２），
Ｐａｘ２只表达在视泡前体细胞中（图１Ａ１），但在不同区域
它们的表达强度存在一定的差别，而 Ｐｒｏｘｌ仅在晶状体板
呈弱阳性表达。Ｐａｘ２在视泡靠近视柄的区域呈弱阳性表
达（灰度值：０．９１６±０．００４３），而在其他区域，即将来发育
为视网膜色素上皮层和凹陷形成原始视网膜的区域呈阳

性（灰度值：０．８２１±０．００６７），两者灰度值的差异具有显著
统计学意义（Ｐ＜０．０１）；而Ｓｏｘ２在视泡远端将来凹陷形成
原始视网膜区域呈强阳性（灰度值：０．７８６±００１５９），而在
将来发育为视网膜色素上皮层的区域呈弱阳性（灰度值：

０．９２６±０．００４５），两者灰度值的差异具有显著统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。随着晶状体板逐渐凹陷开始形成晶状体泡及
原始视网膜的形成，Ｓｏｘ２在晶状体板、晶状体泡及原始视
网膜区域仍然高表达（图１Ｂ２），而与之不同的是，Ｐａｘ２逐
渐限制在视柄和视柄邻近的腹侧视网膜及色素上皮层

内表达（图 １Ｂ１），而 Ｐｒｏｘ１主要表达在晶状体窝后部
（图２Ａ１）。
２．２Ｅ１２．５～Ｅ１８．５时 Ｐａｘ２和 Ｓｏｘ２及 Ｐｒｏｘ１的表达　
Ｅ１２．５后，在晶状体形成外部的上皮层和位于内部的延伸
的纤维团时，Ｓｏｘ２在晶状体泡的表达明显下调（灰度值：
０．９００±０．００９４），但在原始视网膜仍然呈强阳性（灰度值：
０．７６６±０．０１０２），两者灰度值的差异具有显著统计学意义
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图２Ｓｏｘ２和Ｐｒｏｘ１在Ｅ１１．５～Ｅ１８．５时视泡中的表达模式　Ａ：Ｅ１１．５；Ｂ：１３．５；Ｃ：Ｅ１５．５；Ｄ：Ｅ１８．５（Ｅ为 Ｄ１图局部视网膜放大
图）。①：Ｐｒｏｘ１；②：Ｓｏｘ２；③：Ｐｒｏｘ１和Ｓｏｘ２。注：ｐｃ：原始的角膜；ｐｒ：原始视网膜；ｌｖ：晶状体泡；ｐｅ：原始的晶状体上皮；ｐｆ：初级晶状体
纤维；ｅ：晶状体上皮；ｒ：视网膜；ｔ：晶状体移行区。标尺＝５０μｍ（Ａ１～Ｂ３），１００μｍ（Ｃ１～Ｄ３）。

（Ｐ＜０．０１，图 １Ｃ２）；而 Ｐａｘ２进一步局限在视柄区域
（图１Ｃ１）。随着晶状体的分化，Ｐｒｏｘ１主要表达在晶状体
泡后壁细胞（图２Ａ１），并进一步局限在原始晶状体纤维细
胞及晶状体上皮细胞核内（图２Ｂ１，Ｃ１）。

在Ｅ１６．５，Ｐｒｏｘ１开始在视网膜呈散在弱表达；一直到
Ｅ１８．５，Ｐｒｏｘ１在视网膜内仍呈散在弱表达（图 ２Ｄ１中 Ｅ
区），在晶状体内虽依然有表达，但不同部位表达强度不

同（图２Ｄ１）。在晶状体移行区（ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｚｏｎｅ）上皮细胞
内呈强阳性（灰度值：０．６７４±０．０１２７），明显高于晶状体前
壁上皮细胞（灰度值：０．８８６±０．００９１）和次级晶状体纤维
细胞（灰度值：０．９４６±０．００５６），它们灰度值的差异具有显
著统计学意义（Ｐ＜０．０１）。而与之明显不同的是，Ｅ１８．５
时Ｓｏｘ２在视网膜、晶状体上皮细胞和原始晶状体纤维细
胞均有表达，但它们的表达强度明显不同（图２Ｄ２），在视
网膜呈强阳性（灰度值：０．７９５±０．０１０３），而在晶状体上皮

细胞（灰度值：０．８９８±０．００４９）呈弱表达，在次级晶状体纤
维细胞（灰度值：０．９６９±０．００１８）内仅有微弱表达，它们灰
度值的差异具有显著统计学意义（Ｐ＜００１）。与 Ｐｒｏｘ１不
同的还有，Ｓｏｘ２在晶状体移行区的上皮细胞和晶状体前
壁上皮细胞中表达并无差别。

３讨论
视泡来源于前脑两侧的神经外胚层，随着视泡的增大

与前面的体表外胚层接近时，此处的体表外胚层增厚形成

晶状体板。随后，视泡逐渐内陷形成内外双层的视杯，外

层形成视网膜色素上皮层，内层则分化形成视网膜神经感

觉层；与此同时，晶状体板内陷，加深形成晶状体泡，逐渐

与表面外胚层完全分离分化形成晶状体［２］。

我们的研究显示，Ｐａｘ２仅仅短暂地表达在早期视泡
前体细胞中，随着视泡内陷形成内外双层的视杯时，Ｐａｘ２
表达从外侧向内侧逐渐减弱并消失，最后仅仅局限在视
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柄。Ｐａｘ２早期表达及从外向内的时间和空间上的局限
性，提示Ｐａｘ２基因在视网膜祖细胞增殖分化以及视神经
的分化形成等方面可能起着重要的作用［５．６］。在人类

Ｐａｘ２基因突变可引起视网膜缺损综合征也表明了这一
点［７］。另外，Ｐａｘ２在视网膜色素上皮层从外向内同样变
化的表达模式，表明它也可能参与了色素上皮层形成的

调控。

视网膜是由视杯内层神经上皮演化而来，渐次分化形

成视网膜节细胞、无长突细胞、双极细胞和 Ｍüｌｌｅｒ细胞。
Ｓｏｘ２和Ｐａｘ２在视泡和原始视网膜虽然有部分共同表达，
但与Ｐａｘ２早期局限短暂的表达明显不同，Ｓｏｘ２不但在早
期视泡和头部外胚层均有表达，而且在整个视网膜发育过

程中均广泛表达，提示 Ｓｏｘ２参与视觉系统早期发育中各
种细胞命运的确定及不同细胞分化的格局化和空间控制，

在眼的早期胚胎发生、视网膜祖细胞增殖分化和晶状体发

育等多种重要发育事件中都起着重要的作用［８，９］。在视网

膜前体细胞内条件性敲除 Ｓｏｘ２基因，则导致视网膜前体
细胞失去增殖分化能力［１０］，这从另一方面说明了 Ｓｏｘ２在
视网膜前体细胞增殖分化过程中的作用。另外，Ｓｏｘ２在
晶状体发育中的表达模式明显不同于视网膜，在形成外部

的上皮层和位于内部的延伸的纤维团时，Ｓｏｘ２在晶状体
的表达存在明显下调。Ｓｍｉｔｈ等［１１］在晶状体板阶段条件

敲除Ｓｏｘ２基因，发现晶状体发育停滞在视窝阶段。这些
结果均表明Ｓｏｘ２不仅参与表皮外胚层接受诱导信号向晶
状体分化的调控，而且在晶状体开始分化时同样发挥作用。

Ｐｒｏｘ１和Ｓｏｘ２虽然在晶状体同样都有表达，但与Ｓｏｘ２
明显不同的是，Ｐｒｏｘ１的表达主要与晶状体的发育形成有
关［１２］。Ｓｏｘ２和Ｐｒｏｘ１在晶状体发育形成中，既有相似但又
有区别的表达方式，表明它们晶状体的分化形成中的功能

具有一定的相关性。Ｐｒｏｘ１最初表达在晶状体板，但随着
晶状体的分化，随后集中表达在晶状体泡后壁细胞，并进

一步局限在原始晶状体纤维细胞及晶状体上皮细胞核内，

但在晶状体移行区呈强阳性表达，表明Ｐｒｏｘ１不但同 Ｓｏｘ２
一样参与晶状体形态发生，而且可能与晶状体上皮分化为

晶状体纤维的过程有关。Ｐｒｏｘ１敲除的小鼠晶状体不能发
育出纤维细胞而维持空泡状态，同样说明 Ｐｒｏｘ１基因活性
对于晶状体纤维的分化和延伸过程是必需的［１３］。

我们的结果表明：Ｐａｘ２，Ｓｏｘ２和 Ｐｒｏｘ１参与眼胚胎发
育的调控，但不同的转录因子只能在一定的时间和空间上

对视觉系统的特异细胞或组织的发育起到调控作用，它们

互相联系但又有不同的时空分布特点，提示转录因子间的

复杂结合控制着细胞分化，从而确保眼的正常发育和功能

的维持［２，１４］。胚胎发育与出生后的组织修复具有相似的

调控机制，晶状体、视网膜及视神经损伤后的再生修复过

程同样与眼的胚胎发生有着密切的关系［１５］，了解这些信

号因子构成的网络调控系统在视觉系统发育中的作用，可

能为视网膜、视神经损伤后再生修复的研究提供新的线索。
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