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ＢｒｄＵ 抗体染色技术检测昆虫器官的细胞增殖∗
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摘　 要　 ＢｒｄＵ(５￣ｂｒｏｍｏ￣２′￣ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ)是一种人工合成的核苷酸类似物ꎬ常用于标记活体组织的增殖细胞ꎮ 它

的结构类似于胸腺嘧啶ꎬ在细胞分裂的 Ｓ 期ꎬ可以取代胸腺嘧啶而插入正在复制的细胞 ＤＮＡ 中ꎮ 通过免疫组化

手段ꎬ用 ＢｒｄＵ 抗体检测整合在细胞 ＤＮＡ 中的 ＢｒｄＵ 分子ꎬ可以反映出细胞周期的活力ꎬ即细胞增殖的速率ꎮ 本文

介绍一种优化的 ＢｒｄＵ 染色流程ꎬ用来标记昆虫小器官的细胞增殖速率ꎮ 通过这种技术ꎬ我们重新评估了 Ｄｐｐ 信

号通路中的转录抑制因子 Ｂｒｉｎｋｅｒ 在翅芽发育过程中调控细胞增殖的作用ꎬ发现它并不是以前所认为的在翅囊区

是一种生长抑制因子ꎮ
关键词　 昆虫发育生物学ꎬ Ｂｒｏｍｏｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ(ＢｒｄＵ)ꎬ 细胞增殖ꎬ 昆虫器官ꎬ 翅ꎬ Ｂｒｉｎｋｅｒ

Ｒｅｖｅａｌｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔ ｏｒｇａｎｓ ｂｙ
ＢｒｄＵ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ＺＨＡＮＧ Ｘｕ￣Ｂｏ　 ＳＨＥＮ Ｊｉｅ∗∗

(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ　 １００１９３ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ａ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅꎬ Ｂｒｏｍｏｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ (５￣ｂｒｏｍｏ￣２′￣ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅꎬ ＢｒｄＵ)ꎬ ｉｓ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｌｉｖｉｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｔｈｉｓ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｉｓ ａｎ ａｎａｌｏｇｕｅ ｏｆ ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ ａｎｄ ｉｓ ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｎｅｗｌｙ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ
ＤＮＡ ｏｆ Ｓ ｐｈａｓｅ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｂｅｉｎｇ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ ｆｏｒ ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ ｄｕｒｉｎｇ ＤＮＡ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＢｒｄＵ ｉｓ
ｔｈｅｎ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ ＢｒｄＵ ａｎｄ ｔｈｅｒｅｂｙ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｓ ａｎ
ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ＢｒｄＵ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｓｅｃｔ ｏｒｇａｎｓ. Ｕｓｉｎｇ ｔｈｉｓ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅꎬ ｗｅ ｒｅ￣ａｓｓｅｓｓｅｄ ｔｈｅ
ｒｏｌｅ ｏｆ ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｐｒｅｓｓｏｒꎬ Ｂｒｉｎｋｅｒꎬ ｉｎ ｔｈｅ Ｄｐｐ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｗｉｎｇ ｄｉｓｃ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. Ｗｅ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔꎬ ｃｏｎｔｒａｒｙ ｔｏ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｂｅｌｉｅｆꎬ Ｂｒｉｎｋｅｒ ｉｓ ｎｏｔ ａ ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ｗｉｎｇ ｐｏｕｃｈ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｉｎｓｅｃｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｂｒｏｍｏｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ (ＢｒｄＵ)ꎬ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｉｎｓｅｃｔ ｏｒｇａｎｓꎬ ｗｉｎｇꎬ Ｂｒｉｎｋｅｒ

∗ 资助项目:高等学校博士学科点专项科研基金资助课题新教师类(２０１００００８１２００２２)ꎮ
∗∗通讯作者ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｓｈｅｎｊｉｅ＠ ｃａｕ. ｅｄｕ. ｃｎ
收稿日期:２０１２￣１２￣０３ꎬ接受日期:２０１３￣０１￣１１

　 　 ５￣ｂｒｏｍｏ￣２′￣ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ (ＢｒｄＵ)染色是一种检

测细胞增殖速率的常用方法ꎬ广泛应用于生命科

学的诸多领域ꎮ ＢｒｄＵꎬ中文名称为 ５￣溴脱氧尿嘧

啶核苷ꎬ是一种胸腺嘧啶的类似物ꎬ该分子可以通

过与胸腺嘧啶竞争而嵌入新合成的 ＤＮＡ 分子中ꎬ
通过免疫荧光染色ꎬ 检测出细胞的分裂速率

(Ｌｅｈｎｅｒ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎮ ＢｒｄＵ 一般在细胞分裂间期

的 Ｓ 期进行标记ꎬ在这一时期ꎬ母细胞的染色质快

速复制ꎬ大量的 ＤＮＡ 分子合成ꎬＢｒｄＵ 可以在这个

期间取代胸腺嘧啶而参与 ＤＮＡ 复制(Ｋｅｅ ｅｔ ａｌ. ꎬ

２００２)ꎮ 分裂越快的组织区域所掺入的 ＢｒｄＵ 分子

越多ꎬ被染色的细胞核密度越高ꎬ染色也越鲜亮ꎮ
磷酸化的组蛋白 Ｈ３(Ｐｈｏｓｐｈｏ￣Ｈｉｓｔｏｎｅ ３ꎬＰｈ３)

抗体染色是另一种检测细胞的增殖速率的方法ꎮ
该染色标记细胞的有丝分裂期ꎬ这个时期细胞的

ＤＮＡ 正在复制ꎬ磷酸化的组蛋白 Ｐｈ３ 含量达到顶

峰ꎬ用抗 Ｐｈ３ 的抗体对细胞进行免疫荧光染色ꎬ可
以揭示细胞的增殖速率(Ｈｏｏｓｅｒ ｅｔ ａｌ. ꎬ １９９８)ꎮ 与

ＢｒｄＵ 染色相比ꎬＰｈ３ 染色流程相对比较简单ꎬ成功

的概率也高ꎮ 但由于处于分裂间期的细胞所占比
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例要远大于正值分裂期的细胞ꎬ因此 ＢｒｄＵ 染色的

密度比 Ｐｈ３ 染色大得多ꎬ能够更为精确的估计小

区域的增殖速率ꎮ
近年来ꎬ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司生产了一种类似于

ＢｒｄＵ 的试剂ꎬ５￣Ｅｔｈｙｎｙｌ￣２′￣ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ ( ＥｄＵ)ꎬ它
是一种分子更小的胸腺嘧啶核苷类似物ꎬ能够在

细胞增殖时期代替胸腺嘧啶渗入正在复制的 ＤＮＡ
分子中ꎬ通过与染料分子的共轭反应可以进行快

速的细胞增殖检测(Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１０)ꎮ 它的分子

更小ꎬ无需酸解染色质就可插入 ＤＮＡ 中ꎬ对细胞

的形貌破坏小ꎬ流程较 ＢｒｄＵ 标记更为简洁快速ꎮ
但是 ＢｒｄＵ 抗体染色作为一种经典的免疫组化反

应ꎬ二抗反应具有信号放大功能ꎬ虽然流程长ꎬ但
更为经济ꎬ目前已广为接受使用ꎬ是一种理想的研

究昆虫小器官细胞增殖特点的手段ꎮ
果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ 是生命科学研究

中的经典模式昆虫ꎬ由于其幼虫的翅芽结构相对

简单ꎬ大量的实验以果蝇翅芽为模型进行研究(张
徐波等ꎬ２０１０ꎻ刘素宁和沈杰ꎬ２０１１)ꎮ 本文以果蝇

的翅芽为例ꎬ介绍一种优化的 ＢｒｄＵ 抗体染色流

程ꎬ可以高效检测昆虫小器官的细胞增殖速率ꎮ
通过这种技术ꎬ我们重新评估了此前被认为是一

种生长抑制因子的基因 ｂｒｉｎｋｅｒ 在翅芽生长过程中

的调控细胞增殖的作用ꎮ 果蝇翅的发育过程是在

器官组织水平研究细胞增殖的一个重要模型ꎬ特
别是研究器官成形素 Ｄｐｐ 及其信号通路调控细胞

增殖机理的热点模型ꎮ Ｄｐｐ 被认为是一种生长促

进因子ꎬ它在翅芽的中心区域表达后ꎬ向翅芽两侧

运输ꎬ形成逐渐降低的连续浓度梯度ꎬ控制翅芽细

胞保 持 均 一 的 生 长 速 率 ( Ａｆｆｏｌｔｅｒ ａｎｄ Ｂａｓｌｅｒꎬ
２００７)ꎮ 如果通过表达转基因在两侧区域增加

Ｄｐｐ 分子浓度或其信号传导活力ꎬ会导致两侧区

域的 过 度 生 长 ( Ｍａｒｔｉｎ￣Ｃａｓｔｅｌｌａｎｏｓ ａｎｄ Ｅｄｇａｒꎬ
２００２)ꎮ ｂｒｉｎｋｅｒ 是 Ｄｐｐ 的靶标基因ꎬ它的表达受

Ｄｐｐ 信号传导活力的抑制ꎬ因而只在翅芽的两侧

边缘区域表达(Ｊａｚｗｉｎｓｋａ ｅｔ ａｌ. ꎬ１９９９)ꎮ 它是一种

转录抑制因子ꎬ文献报道ꎬ它介导了 Ｄｐｐ 调控细胞

增殖的过程ꎬ在翅芽的两侧区域抑制细胞增殖ꎮ
在翅芽两侧区域增加 Ｄｐｐ 分子浓度或其信号传导

活力ꎬ通过抑制了 ｂｒｉｎｋｅｒ 基因的表达ꎬ从而实现促

进细胞增殖的作用(Ｍａｒｔｉｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００４ꎻＳｃｈｗａｎｋ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２００８)ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验昆虫

果蝇 ３ 龄幼虫:野生型幼虫ꎻ在翅囊区共表达

ＧＦＰ 和 ｂｒｉｎｋｅｒ 的转基因幼虫 (基因型 ｎｕｂ￣Ｇａｌ４
ＵＡＳ￣ＧＦＰ ＵＡＳ￣ＧＦＰ ＵＡＳ￣ｂｒｉｎｋｅｒ)ꎻ在翅囊区共表

达 Ｐ３５ 和 ｂｒｉｎｋｅｒ 的转基因幼虫(基因型 ｎｕｂ￣Ｇａｌ４
ＵＡＳ￣ＧＦＰ ＵＡＳ￣Ｐ３５ ＵＡＳ￣ｂｒｉｎｋｅｒ)ꎮ

１􀆰 ２　 实验试剂

５￣溴￣２￣脱氧尿苷 ( ＢｒｄＵ)ꎬ ＡｐｐｌｉＣｈｅｍꎬ 货号

Ａ２１３９＿０００１ꎮ 一抗:小鼠抗 ＢｒｄＵ[２Ｂ１]ꎬＭＢＬꎬ货
号 ＭＩ￣１１￣３ꎻ兔抗 ＰＨ３ꎬＳｉｇｍａꎬ货号 Ｈ０４１２ꎮ 二抗:
山羊抗小鼠 ＤｙＬｉｇｈｔ５４９ꎬ Ａｇｒｉｓｅｒａꎬ 货号 ＡＳ０９ ６４０ꎻ
山羊抗兔 ＤｙＬｉｇｈｔ５４９ꎬ Ａｇｒｉｓｅｒａꎬ 货号 ＡＳ０９ ６４３ꎮ
常规试剂:Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ 细胞培养液ꎬｐＨ７􀆰 ４ 的 ＰＢＳꎬ
１０％ Ｔｒｉｔｏｎꎬ３７％甲醛ꎬ盐酸ꎬ酒精ꎮ

１􀆰 ３　 实验方法与步骤

整个流程包括活体器官在含 ＢｒｄＵ 细胞培养

液中培养ꎬ洗涤ꎬ固定ꎬ酸解ꎬ抗体染色等步骤ꎬ具
体操作流程如下:
１􀆰 ３􀆰 １　 在 Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ 细胞培养液中对果蝇幼虫进

行解剖ꎮ 推荐在直径为 ３０ ｍｍ 的细胞培养皿中解

剖ꎮ 让翅芽舒展开ꎬ去除肠子、脂肪体、腿芽、平衡

棒等遮挡物ꎬ要保证翅芽依然较牢固地连在虫体

内表皮上ꎬ以方便后续的 ２ 次解剖ꎮ 解剖速度要

尽可能快ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２ 　 配制含 ＢｒｄＵ 的细胞培养液ꎮ 由于 ＢｒｄＵ
在水中的溶解度不高ꎬ所以先将 ＢｒｄＵ 粉末溶于

８０％的酒精中ꎬ直到饱和状态ꎮ 每次所需 ＢｒｄＵ 酒

精溶液最好是新配的ꎮ 然后将 ＢｒｄＵ 溶液按 １∶ １００
的比例加入 Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ 细胞培养液开始培养翅芽ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 将 １􀆰 ３􀆰 １ 步骤中的培养液小心抽走ꎬ然后

迅速加入 １􀆰 ３􀆰 ２ 步骤中的培养液ꎮ 在 ２５℃左右室

温下将培养皿放在摇床上以较快的速度摇 (４０
ｒ􀅰ｍｉｎ － １)ꎮ培养 ４０ ~ ５０ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 接着用培养液连续洗 ２ 次ꎬ然后再用 ＰＢＳ
洗 １ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 将组织浸泡在含 ４％甲醛的 ＰＢＳ 溶液中进

行固定ꎬ时间为 １５ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 将组织转移到含 ４％甲醛ꎬ０􀆰 ６％ Ｔｒｉｔｏｎ 的

ＰＢＳ 中进行第 ２ 次固定ꎬ时间为 １５ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 在含有 ０􀆰 ３％ Ｔｒｉｔｏｎ 的 ＰＢＳ 中连续洗 ２ 次ꎬ
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每次 １０ ｍｉｎꎮ 在含有 ０􀆰 ６％ Ｔｒｉｔｏｎ 的 ＰＢＳ 中洗 ４５
ｍｉｎꎬ这一步为了增加组织的渗透性ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ８ 　 将含有 ０􀆰 ６％ Ｔｒｉｔｏｎ 的 ＰＢＳ 和 ３􀆰 ２ｍｏｌ / Ｌ 的

盐酸溶液以 １∶ １比例混合ꎮ 翅芽组织在这种酸性

溶液中进行酸解ꎬ细胞的染色质会处于松散状态ꎬ
有利于后面步骤中 ＢｒｄＵ 抗体的结合ꎮ 酸解 ３０
ｍｉｎꎮ
１􀆰 ３􀆰 ９　 在含有 ０􀆰 ３％ Ｔｒｉｔｏｎ 的 ＰＢＳ 中洗 ３ 次ꎬ每次

１０ ｍｉｎꎮ 在 ＰＢＴ 溶液中洗 ３０ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ３􀆰 １０ 　 在 ０􀆰 ５ ｍＬ 塑料管中进行一抗染色ꎮ
ＢｒｄＵ 抗体用 ＰＢＴ 稀释ꎬ比例为 １ ∶ １００ꎮ 将组织转

至含有 ２００ μＬ 的 ＢｒｄＵ 抗体溶液的塑料管中浸

泡ꎬ放在 ４℃冰箱中的小摇床上ꎬ轻摇并过夜ꎮ 回

收一抗ꎬ并且用 ＰＢＴ 将组织清洗 ４ 次ꎬ然后放在摇

床上摇 ３０ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ３􀆰 １１　 在 ０􀆰 ５ ｍＬ 塑料管中进行二抗染色ꎮ 二

抗山羊抗小鼠 ＤｙＬｉｇｈｔ５４９ 用 ＰＢＴ 稀释ꎬ比例为 １∶
２００ꎮ 轻轻吸出上一步管中的溶液ꎬ加入二抗溶

液ꎬ染色 １ ｈꎮ 染色过程遮光进行ꎮ 用 ＰＢＴ 将组织

清洗 ４ 次ꎬ然后放在摇床上摇 １ ｈꎮ 清洗过程同样

需遮光ꎮ
１􀆰 ３􀆰 １２　 ２ 次解剖ꎮ 将组织转至载玻片上ꎬ用吸水

纸将液体吸干ꎮ 滴一滴 ５０％ 的甘油ꎬ用镊子把翅

芽从组织上完整解剖下来ꎬ移除表皮组织ꎬ盖上盖

玻片ꎬ用指甲油固定封片ꎮ
１􀆰 ３􀆰 １３　 以上为 Ｂｒｄｕ 染色流程ꎮ 对于 Ｐｈ３ 抗体染

色不需要活体培养和染色质酸解ꎬ因此省去了许

多步骤ꎮ 将第一次解剖的含翅芽的虫子皮在固定

液中固定 ３０ ｍｉｎꎮ 然后用 ＰＢＴ 清洗 ４ 次ꎬ放在摇

床上摇 １ ｈꎬ就可以进行抗体染色ꎬ步骤同 １􀆰 ３􀆰 １０
~ １􀆰 ３􀆰 １２ꎮ
１􀆰 ３􀆰 １４　 在荧光显微镜上拍照分析ꎮ 文中的照片

为 ＡＭＧ ＥＶＯＳ ｆｌ 荧光显微镜和 Ｌｅｉｃａ ＴＣＳ￣ＳＰ２￣
ＡＯＢＳ 激光共聚焦显微镜拍照ꎮ

２　 结果与分析

图 １ 为成功的野生型翅芽的 ＢｒｄＵ 染色ꎮ 可

以看出ꎬ整个翅芽的细胞增殖速率是均一的ꎮ 翅

芽组织在含 ＢｒｄＵ 的细胞培养液中的培养时间要

足够长ꎬ否则 ＢｒｄＵ 未能很好的进入细胞的 ＤＮＡ
中ꎬ拍照时染色的细胞核中心发虚ꎮ 步骤 １􀆰 ３􀆰 ５ ~
１􀆰 ３􀆰 ７ 由于组织在含甲醛的溶液中浸泡ꎬ容易变

形ꎬ所以要避免清洗或转移时对组织的相互挤压ꎮ

步骤 １􀆰 ３􀆰 ８ 的盐酸可使染色质酸解ꎬ处于松散状

态ꎮ 但浓度应该很好掌握ꎬ过高组织易变形收缩ꎬ
过低则酸解不充分ꎬ从而影响染色的质量ꎮ 图 ２
中的翅芽由于盐酸酸解不够充分ꎬ导致抗体未能

很好地结合ꎮ 因此ꎬ大部分区域没有成功染色ꎮ
Ｐｈ３ 染色步骤简单ꎬ成功率也高ꎬ但与 ＢｒｄＵ 染

色相比ꎬ密度要小很多ꎮ 因此 ＢｒｄＵ 染色更能精确

地评估细胞的增殖速率ꎮ 值得注意的是ꎬＢｒｄＵ 具有

致癌性ꎬ所以使用时要特别小心ꎮ 要戴口罩和合适

的手套ꎬ防止衣服等物体对 ＢｒｄＵ 粉末的吸附ꎮ

图 １　 野生型翅芽 ＢｒｄＵ 染色

Ｆｉｇ. １　 Ｇｏｏｄ ＢｒｄＵ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ ｗｉｎｇ ｉｍａｇｉｎａｌ ｄｉｓｃ

图 ２　 染色失败的野生型翅芽

Ｆｉｇ. ２　 Ｂａｄ ＢｒｄＵ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ
ｗｉｎｇ ｉｍａｇｉｎａｌ ｄｉｓｃ

为了验证果蝇翅芽的生长调控机理ꎬ我们重
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图 ３　 野生型翅芽的 Ｐｈ３ 染色

Ｆｉｇ. ３　 ＰＨ３ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ
ｗｉｎｇ ｉｍａｇｉｎａｌ ｄｉｓｃ

复了文献中的核心实验ꎬ 在翅囊区过度表达

ｂｒｉｎｋｅｒ 基因ꎬ再通过 ＢｒｄＵ 技术ꎬ标记并揭示翅芽

细胞的增殖速率ꎮ 首先ꎬ像文献中一样ꎬ在翅囊区

表达了 ｂｒｉｎｋｅｒ 基因ꎮ 通过 ＢｒｄＵ 技术ꎬ看到了该区

域的 ＢｒｄＵ 免疫荧光在 ＧＦＰ 共表达区域变弱(图
４)ꎬ说明翅芽细胞的增殖速率下降了ꎮ 这些初步

图 ４　 共表达 ＧＦＰ(绿)和 ｂｒｉｎｋｅｒ
基因的翅芽的 ＢｒｄＵ 染色(红)

Ｆｉｇ. ４　 ＢｒｄＵ ｓｔａｉｎｉｎｇ (ｒｅｄ) ｉｎ ｗｉｎｇ ｄｉｓｃ
ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＧＦＰ (ｇｒｅｅｎ) ａｎｄ ｂｒｉｎｋｅｒ

结果和文献中的报道完全一致ꎬ但是我们仍然怀

疑ꎬ因为过表达 ｂｒｉｎｋｅｒ 会抑制 Ｄｐｐ 信号传导活力ꎬ
从而激活细胞凋亡ꎮ 上述的 ＢｒｄＵ 免疫荧光变弱

完全有可能是由于大量细胞死亡所造成的ꎮ 我们

通过观察细胞凋亡的标记物ꎬ激活态的 Ｃａｓｐａｓｅ￣３
抗体染色ꎬ发现有大量的细胞凋亡发生在 ＧＦＰ 共

表达区域(图 ５)ꎮ 这一观察支持了我们的怀疑ꎮ
为了进一步解释 Ｂｒｉｎｋｅｒ 的抑制细胞增殖的

作用是细胞凋亡的二级效应ꎬ我们共表达了抑制

细胞凋亡的杆状病毒 Ｐ３５(Ｄａｎｏｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００４)基

因ꎮ 再通过 ＢｒｄＵ 技术ꎬ看到了该区域的 ＢｒｄＵ 免

疫荧光在 ＧＦＰ 共表达区域没有变弱(图 ６)ꎬ说明

抑制细胞凋亡后ꎬＢｒｉｎｋｅｒ 不能抑制翅芽细胞的增

殖ꎮ 为了进一步验证ꎬ通过 ＰＨ３ 抗体染色ꎬ也同样

揭示了分裂细胞在 ＧＦＰ 共表达区域并没有减少

(图 ７)ꎮ 因此ꎬ前人在文献中报道的实验不够严

密ꎬ我们认为 Ｄｐｐ 的靶标基因ꎬ转录抑制因子

ｂｒｉｎｋｅｒ 基因ꎬ在翅囊区域的异位表达不是直接抑

制细胞增殖ꎬ而是引起了严重的细胞凋亡ꎮ

图 ５　 共表达 ＧＦＰ(绿)和 ｂｒｉｎｋｅｒ
基因的翅芽的 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 染色(红)

Ｆｉｇ. ５　 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｓｔａｉｎｉｎｇ(ｒｅｄ) ｉｎ ｗｉｎｇ
ｄｉｓｃ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＧＦＰ (ｇｒｅｅｎ) ａｎｄ ｂｒｉｎｋｅｒ

３　 讨论

本文介绍了在昆虫小器官上检测细胞增殖的

ＢｒｄＵ 标记优化方法ꎮ 采用这一方法ꎬ可重演经典

文献中的核心实验ꎬ通过更仔细的实验设计和观

察ꎬ发现了 Ｂｒｉｎｋｅｒ 在翅囊区域的异位表达不能直

接抑制细胞增殖ꎬ它只是引起了严重的细胞凋亡ꎮ
这一结果表明 ＤＰＰ￣Ｂｒｉｎｋｅｒ 信号通路调控翅芽细

胞生长的机理比以前认为的更加复杂ꎮ 我们未发

表的一些实验支持 Ｄｐｐ 信号传导活力在翅芽的两
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图 ６　 共表达 ＧＦＰ(绿)、Ｐ３５ 和 ｂｒｉｎｋｅｒ
基因的翅芽的 ＢｒｄＵ 染色(红)

Ｆｉｇ. ６　 ＢｒｄＵ ｓｔａｉｎｉｎｇ (ｒｅｄ) ｉｎ ｗｉｎｇ ｄｉｓｃ
ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＧＦＰ (ｇｒｅｅｎ)ꎬＰ３５ꎬａｎｄ ｂｒｉｎｋｅｒ

图 ７　 共表达 ＧＦＰ(绿)、Ｐ３５ 和
ｂｒｉｎｋｅｒ 基因的翅芽的 ＰＨ３ 染色(红)

Ｆｉｇ. ７　 ＰＨ３ ｓｔａｉｎｉｎｇ (ｒｅｄ) ｉｎ ｗｉｎｇ ｄｉｓｃ
ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＧＦＰ (ｇｒｅｅｎ)ꎬＰ３５ꎬａｎｄ ｂｒｉｎｋｅｒ

侧区域确实促进细胞增殖ꎬ但是在翅芽中间区域

其作用机理很可能完全不同ꎮ 研究表明ꎬＤｐｐ 调

控器官生长的机理是复杂的ꎬ值得继续深入系统

地研究这一问题:Ｄｐｐ 的靶标基因在翅芽的不同

区域是否以不同的方式调控生长?
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