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摘  要 

神经管畸形（Neural tube defects, NTDs）是由于胚胎发育期间神经管未能

完全闭合而导致的出生缺陷，其致病原因复杂多样，受到多种遗传和环境因素

的影响。海藻糖作为一种天然双糖，能够激活细胞自噬以及调节细胞内蛋白的

分布和稳定性从而应用于多种疾病的治疗。在前期的工作中，我们发现海藻糖

具有预防和治疗神经管畸形的潜在可能性。因此在本研究中，我们在斑马鱼胚

胎中对 4 个确定的 NTDs 相关的信号通路关键基因 Vangl2、Grhl3、Wnt5a 及

Wnt3a 进行了敲低，并通过显微注射 5%海藻糖溶液的方式进行挽救，发现海藻

糖对除 Vangl2 以外的各中基因缺陷导致的 NTDs 表型均能起到一定的挽救作

用，而在 Vangl2 敲低胚胎中反而加剧了 NTDs 表型。在随后的自噬水平分析

中，我们则发现海藻糖在 Wnt5a 敲低胚胎中能激活自噬，而在 Vangl2 敲低胚胎

中却抑制了自噬作用。因此我们认为海藻糖能够通过调节细胞自噬作用的方式

对由各种原因导致的 NTDs 起到预防作用。总之，我们的研究初步证明了海藻

糖具有应用于防治多种类型的 NTDs 的潜在价值，并为进一步进行相关机理和

临床应用研究提供了一定的思路。 

 

 

关键词： 神经管畸形，海藻糖，细胞自噬，信号通路 
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Abstract 

Neural tube defects (NTDs) are a series of severe birth defects caused by the 

incomplete closure of the neural tube during embryonic development. The etiology of 

NTDs is complex, including many genes and pathways such as autophagy, apoptosis 

and signal transduction. As a natural disaccharide, trehalose can activate autophagy 

and regulate the distribution and stability of intracellular protein. Our previous study 

suggested trehalose may be promising in the prevention and treatment of NTDs. In 

this study, we knocked down four NTDs-related signaling pathway genes including 

Vangl2, Grhl3, Wnt5a and Wnt3a in zebrafish embryos by morpholinos and rescued 

them by microinjection of 5% trehalose solution. We discovered that trehalose can 

rescue NTDs caused by defects in all these morphant embryos except Vangl2-

knockdown embryos, in which trehalose even exacerbated the NTDs phenotype. Then 

we analyzed autophagy levels in these embryos and found that trehalose can activate 

autophagy in Wnt5a-knockdown embryos, but inhibit autophagy in Vangl2-

knockdown embryos. Therefore, we believe that trehalose can prevent a portion of 

NTDs by upregulating autophagy level in embryos. In conclusion, our study 

preliminarily demonstrated the potential value of trehalose in the prevention of 

various types of NTDs and provided some ideas for further related mechanism 

researches and clinical applications. 

 

 

Key words： Neural tube defects (NTDs), trehalose, autophagy, signaling pathways 

  



1 

 

一、前言 

神经管畸形（Neural tube defectes, NTDs）是一类常见的出生缺陷，主要的

类型有脊柱裂（spina bifida）和无脑畸形（anencephaly）等。在世界范围内，

新生儿 NTDs 的发病率约为 1-2‰[1]。妊娠期补服叶酸是目前最常用的一种预防

措施，可以有效减少 50-70%的 NTDs。但是随着叶酸的普及，目前仍有大量对

叶酸补服不响应的神经管畸形患儿出生。在神经管畸形的小鼠模型中，也有很

多基因敲除小鼠对补充叶酸完全不响应，例如 Axd、Ct、Grhl3、Map3K4[2], [3]

等。因此寻找叶酸之外的其他安全有效的神经管畸形预防策略，进一步降低神

经管畸形的发生率是出生缺陷领域在后叶酸时代亟待解决的关键问题。 

海藻糖是一种天然双糖，广泛存在于各物种之中，可以通过阻止蛋白质变

性的方式调节蛋白质的分布与稳定性，从而在各种压力环境下为细胞提供保护

作用。此外，海藻糖还能抑制葡萄糖转运体（glucose transporter，GLUT）对葡

萄糖的转运作用，在细胞内模拟一种低 ATP 的饥饿状态，从而激活细胞自噬

[4]。哺乳动物虽然自身不能够内源合成海藻糖，但是研究发现海藻糖的保护作

用在哺乳动物中同样有效，可以广泛应用于神经退行性疾病、感染性疾病、代

谢性疾病、衰老、癌症等多种疾病的临床治疗[5]。 

课题组在前期的工作中发现海藻糖可以以一种剂量依赖性方式挽救斑马鱼

Ambra1a (autophagy and beclin 1 regulator 1)基因敲低引起的 NTDs 表型，而且在

此过程中可以检测到自噬水平的显著变化[6]。之前也有研究者发现给予糖尿病

孕鼠口服海藻糖可以通过激活自噬、减少氧化压力和线粒体损伤从而有效降低

胚胎中神经管畸形的发生率[7]。因此海藻糖具有成为神经管畸形预防药物的潜

在可能性，但是目前还没有学者对海藻糖能否广泛适用于预防各类遗传或环境

因素引起的神经管畸形进行系统的研究。本课题拟利用斑马鱼体系进行快速、

高通量的筛选，检测和评估海藻糖在多种重要的信号通路基因表达异常引起的

神经管畸形模型中的保护效果，确定海藻糖预防神经管畸形的适用范围，进而

探讨海藻糖抑制神经管畸形发生的具体分子机理，为深入理解出生缺陷的发生

机制提供新的视角，并为海藻糖的临床应用铺平道路。 
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1.1 神经管的形成过程 

神经管是胚胎发育过程中形成的中枢神经系统的原始结构，在后续过程中

会逐渐分化为脑和脊髓。神经管的形成过程可分为初级神经管化（primary 

neurulation）和次级神经管化（secondary neurulation, SN）两个过程。初级神经

管化是指神经板（neural plate）在周围细胞的引导下，增殖内陷并最终与上胚

层细胞分离，形成中空管的过程（图 1 所示）。对于绝大多数脊椎动物来说，初

级神经管化是前部神经管形成所必需的过程。在人类胚胎发育中，初级神经管

化一般出现在受精后的第 3-4 周。而次级神经管化则发生在初级神经管化完全

结束之后，在人类胚胎发育中一般出现在受精后的第 5-6 周。在该过程中，胚

胎尾芽中的间充质干细胞分化形成神经表皮细胞，然后分散到尾芽背部，产生

围绕中央腔的神经上皮（图 1）[8]。 

 
图 1. 羊膜动物的初级神经管化与次级神经管化[9] 

羊膜动物包括哺乳动物、鸟类和爬行动物；蓝色方框内为初级神经管化的示意图，

在该过程中上皮细胞直接内陷形成中空的神经管；右侧红色方框左侧为次级神经管

化（SN）的示意图，在此过程中身体后部区域的间充质干细胞转化为神经上皮细

胞；红色方框右侧为电镜下经荧光标记的 SN 前体转化为次级神经管的过程 

 

1.2 神经管畸形及其致病原因 

神经管闭合是一个受到精细调控的动态过程，闭合过程中任何环节的异常
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都会导致闭合失败，造成不同类型的神经管畸形（Neural tube defects，

NTDs）。在哺乳动物中，初级神经管化不是一个连续的过程，而是从体轴上的

几个离散的位点开始的。在小鼠胚胎中，闭合起始位点共有 3 个，分别位于后

脑/颈椎边界（closure 1）、前脑/中脑边界（closure 2）和前脑喙端（closure 3）。

初级神经管化从以上三个位点开始，以单向或双向的方式沿体轴进行，最终在

前神经孔及后神经孔处完成闭合（图 2.a）。人类胚胎缺乏 closure 2，且 closure 

1 的位置更靠喙端（图 2.b）。初级神经管化完成后，次级神经管化从闭合的后

神经孔处开始进行。对于人类而言，closure 1 闭合失败会导致颅脊柱裂

（craniorachischisis），前神经孔闭合失败会导致无脑畸形（anencephaly），而后

神经孔闭合失败则会造成腰骶椎裂（lumbosacral spina bifida）（图 2.b）[8]。 

 

图 2. 小鼠和人类胚胎的神经管闭合过程以及导致 NTDs 的因素[8] 

(a) 小鼠胚胎神经管闭合过程；(b) 人类胚胎神经管闭合过程；图中 Closure1、

Closure2 和 Closure3 为初级神经管化的三个起始位点，而 Anterior neuropore 和

Posterior neuropore 是初级神经管最终完成闭合的位点；红色箭头指示了导致不同

类型的 NTDs 的因素 

 

神经管畸形是最为常见的出生缺陷之一。在全球范围内，新生儿 NTDs 的

发病率约为 1-2‰[1]。神经管畸形的致病原因复杂多样，如在小鼠模型中已经有

超过 300 种突变体显示出神经管闭合缺陷的表型，涉及多种细胞功能和信号通

路，包括细胞自噬作用、细胞骨架蛋白、细胞周期和神经细胞发生相关蛋白、

细胞凋亡相关蛋白、细胞表面蛋白等，以及 Notch、Wnt/PCP、Shh、TGF-

β/BMP 以及 Wnt/β-catenin 等信号通路[2]。其中，细胞自噬是指自噬体与溶酶体

融合形成自噬溶酶体从而去除不需要的细胞成分的过程，对于细胞的生存、分
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化、发育等至关重要，也是胚胎发育过程中实现快速的细胞重构的基础。在神

经管闭合期间，发育中的神经上皮会保持高水平的自噬，而自噬损伤积累到一

定的程度会导致大量神经上皮细胞凋亡，最终导致 NTDs 的发生[10]。而细胞凋

亡则是一种由基因控制的细胞程序性死亡，用于清除异常和不需要的细胞，主

要由半胱天冬酶（caspase）家族调控。细胞凋亡和自噬作用密切相关，也是神

经管发育所必需的过程，其水平过高或过低都会使神经管闭合受损，从而造成

NTDs 表型[11]。 

妊娠期补服叶酸是目前最常用的 NTDs 预防措施，可以有效减少 50-70%

的 NTDs。但是随着叶酸的普及，目前仍有大量对于叶酸补服不响应的 NTDs

患儿出生。在神经管畸形的小鼠模型中，也有很多基因敲除小鼠对补充叶酸完

全不响应，例如 Axd、Ct、Grhl3、Map3K4 等[2], [3]。因此寻找叶酸之外的其他

安全有效的神经管畸形预防策略，进一步降低 NTDs 的发生率是出生缺陷领域

在后叶酸时代亟待解决的关键问题。 

 

1.3 海藻糖与神经管畸形 

海藻糖（trehalose）是一种天然双糖，其结构如图 3 所示。海藻糖广泛存

在于各物种中，可以通过阻止蛋白质变性的方式调节蛋白质的分布与稳定性，

从而在各种压力环境下为细胞提供保护作用。此外，如图 4 所示，海藻糖还能

抑制葡萄糖转运体（glucose transporter，GLUT）对葡萄糖的转运作用，在细胞

内模拟一种低 ATP 的饥饿状态，从而启动细胞自噬[4]。哺乳动物虽然自身不能

够内源合成海藻糖，但是研究发现海藻糖的保护作用在哺乳动物中同样有效，

可以广泛应用于神经退行性疾病、感染性疾病、代谢性疾病、衰老、癌症等多

种类型的疾病的临床治疗[5]。 

 

图 3. 海藻糖分子化学结构的球棍模型[12] 
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图 4. 海藻糖对细胞自噬的促进作用[4] 

左侧为通常情况下，葡萄糖通过 GLUT 转运至胞内，并通过 TCA 循环产生 ATP，

抑制 AMPK 的活性从而抑制自噬作用的过程；而右侧则表明海藻糖能抑制 GLUT

对葡萄糖的转运作用，使得胞内 ATP 含量下降并解除对 AMPK 的抑制作用，而

AMPK 能活化 ULK1 并解除 mTOR 对 ULK1 的抑制作用，从而激活细胞自噬；此

外，海藻糖可能还会通过其它的 mTOR-independent 的通路来诱导自噬 

 

在出生缺陷领域，海藻糖的应用尚处于起步阶段。目前已有研究表明给予

糖尿病孕鼠口服海藻糖可以通过激活自噬、减少氧化压力和线粒体损伤从而有

效降低胚胎中神经管畸形的发生率[7]。在课题组前期的研究中，我们也发现 2%

海藻糖可以显著减轻斑马鱼自噬相关基因 Ambra1a-MO 敲低造成的 NTDs 表

型，而 5%海藻糖的挽救效果更好（图 5.a）。此外还发现 Ambra1a-MO 敲低的

胚胎中，LC3-II 相对 LC3-I 的表达水平显著降低，而 SQSTM1/p62 表达显著增

加，说明自噬过程受到了损害（图 5.b, c, d）。将 5%的海藻糖注射到这些敲低胚

胎中可以显著增加 LC3-II 的表达并且减少 SQSTM1/p62 的表达(图 5.b, c, d)。随

后我们将 2%或 5%的海藻糖与 250pg 人 AMBRA1 mRNA 和 Ambra1a-MO 一起

注射斑马鱼胚胎，检测海藻糖是否也能协助增强 AMBRA1 蛋白的挽救效果。

结果表明，5%海藻糖可以显著改善 WT-AMBRA1 mRNA 的挽救作用（p<0.01）

（图 5）。相关研究结果表明海藻糖可以单独或者与人 AMBRA1 mRNA 协同重
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建自噬过程，并挽救由于 Ambra1a-MO 敲低引起的斑马鱼胚胎的形态异常[6]。 

 

图 5. 海藻糖对斑马鱼胚胎神经管畸形的表型挽救与自噬水平的重建[6] 

(a) 不同浓度的海藻糖溶液对 Ambra1a-MO 敲低导致的斑马鱼胚胎神经管畸形的

表型挽救效果；(b), (c), (d) 5%海藻糖溶液重建 Ambra1a-MO 敲低导致的神经管畸

形斑马鱼胚胎中的自噬水平 

 

以往探索新的神经管畸形预防策略大多是沿袭叶酸的研究模式，试图通过

补充代谢底物或者代谢产物来预防神经管畸形的发生。例如补充甲硫氨酸在

Axd 突变体小鼠中可以降低 50%的神经管畸形发生率[13]。Ct 突变体小鼠的脊柱

裂发生率在补充肌醇之后可以下降 70-85%[14], [15]。SELH/Bc 品系的小鼠在饲喂 

Purina5001 之后露脑畸形的比例下降 55-85%[16]。课题组前期与 Richard Finnell

课题组的合作研究结果也证实补充甲酸盐后可以使得 78%的 Slc25a32 基因敲除

小鼠完成神经管闭合过程[17]。但是这些预防策略往往是针对特定的代谢通路，

而且只在少数几种小鼠神经管畸形模型中进行了验证，缺乏一种能够广泛适

用，并且经过全面评估的预防手段。 

但是海藻糖与先前的研究思路完全不同，是从调节细胞内稳态的角度出
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发。目前认为海藻糖可以作为自噬诱导因子发挥作用，而细胞凋亡与细胞自噬

密切相关，很可能也会受到海藻糖的影响。此外，海藻糖还可以调节细胞内蛋

白质的稳定性，以及通过调节内吞作用调控细胞表面蛋白质的分布[18]，因此对

于包括细胞表面受体蛋白、信号通路蛋白以及转录因子等因素导致的 NTDs 同

样也有可能会受到海藻糖的影响。 

尽管目前针对海藻糖对 NTDs 的治疗效果的研究较少，但已有大量研究表

明海藻糖可以广泛应用于多种疾病的临床治疗[5]。同时，海藻糖的安全性也在

大量研究中得到了证实。目前已有大量的小鼠和大鼠实验表明，即使摄入占食

物总量 10%的海藻糖也不会产生任何毒副作用[19]。在临床试验方面，静脉注射

90mg/ml 海藻糖的方法也已被应用于治疗 3 型脊髓小脑共济失调

（spinocerebellar ataxia type 3, SCA3）患者的二期临床实验中[5]。所以一旦证实

海藻糖能够有效抑制神各类经管畸形的发生，就可以比较迅速地完成临床转

化。 

 

1.4 研究中涉及的基因 

在本研究中，我们利用斑马鱼体系进行了快速、高通量的筛选，观察海藻

糖对于不同类型基因敲低导致的发育畸形是否具有挽救效应。课题组先前的研

究已表明海藻糖对于细胞自噬相关基因 Ambra1 敲低导致的神经管畸形具有显

著的挽救效应。而此次研究中涉及的基因则包括 Grhl3、Vangl2、Wnt5a 和

Wnt3a，它们不直接参与细胞自噬以及细胞凋亡的过程，但都是重要的信号通

路基因或转录因子基因，在神经管发育过程中起到重要的作用，其缺失或异常

在小鼠模型中均会导致 NTDs 表型。 
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二、材料与方法 

2.1 实验材料 

2.1.1 实验动物 

野生型斑马鱼（AB 品系），在标准条件、28.5℃恒温下饲养于课题组的斑

马鱼房内。 

 

2.1.2 Morpholino oligos 

MO（Morpholino oligos）是由约 25 个 Morpholino 亚基组成的短链，每个

亚基含有一个碱基、一个亚甲基吗啉环和一个二氨基磷酸酯键。作为反义寡核

苷酸，MO 能与互补 RNA 通过碱基互补配对的方式结合，从而起到调节 pre-m 

RNA 剪接、抑制 mRNA 翻译起始过程的作用。 

本研究中共用到 4 种基因的 MO，均购自 GENE TOOLS 公司。各组 MO 的

靶标及碱基序列信息如表 1 所示。 

表 1  各组 MO 的靶标及碱基序列 

MO 名称 靶标 碱基序列 分子量 

Vangl2-MO Vangl2 基因 GTACTGCGACTCGTTATCCATGTC 8070.75 

Grhl3-MO Grhl3 基因 TGAGAGCCTCAATCTCCTTGGTCAT 8410.05 

Wnt5a-MO Wnt5a 基因 ACTTCAGCTTCAGCAGCATCATAAC 8372.05 

Wnt3a-MO Wnt3a 基因 ATAGTGTTTTTACCGAACGTCCAGC 8434.07 

将各组 MO 粉末分别加入无菌 ddH2O 溶解，配置成浓度为 1mM 的储存液。 

 

2.1.3 抗体 

一抗 

rabbit anti-MAP1LC3/LC3A/B，购自 CST 公司。 

SQSTM1/p62 (D5E2) rabbit mAb，购自 CST 公司。 

anti-GAPDH monoclonal，购自 Proteintech 公司。 

二抗 

  anti-mouse immunoglobulin G，购自 Proteintech 公司。 

anti-rabbit immunoglobulin G，购自 Proteintech 公司。 



9 

 

2.1.4 实验耗材 

1mL、200μL 及 10μL 枪头，购自 Axygen 公司。 

1.5ml 及 2ml EP 管，购自 Axygen 公司。 

5ml 及 10ml 移液管，购自 Axygen 公司。 

斑马鱼胚胎培养皿，购自 Thermo 公司。 

15ml、50ml 离心管，购自 Corning 公司。 

硝酸纤维素（NC）膜，购自 Merck 公司。 

 

2.2 实验试剂 

2.2.1 斑马鱼胚胎培养液 

配制 50× E3 培养液，如表 2 所示。 

表 2  50× E3 培养液配方 

成分 加入量 

NaCl 14.69g 

KCl 0.63g 

CaCl2·2H2O 2.43g 

MgSO4·7H2O 4.06g 

加水定容至 1000 mL 

使用时，用超纯水稀释至 1×。每 10L 1× E3 加 1mL 1%的亚甲基蓝。 

 

2.2.2 斑马鱼胚胎麻醉剂 

25× Tricaine (0.4%)：将 tricaine 粉末以 0.4%的质量体积比浓度溶解于

ddH2O 中，得到 25×储备液。 

 

2.2.3 显微注射液 

按表 3 配制各组显微注射液，各组注射液的总体积均为 20μL。 
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表 3  各组显微注射液配方 

组别名称 
加入对应 MO

储存液 
MO 浓度 

加入 10%海藻

糖母液 

海藻糖

浓度 

加入

ddH2O 

Vangl2-MO 

4.31μL 4ng/2.3nL 

0 0 15.69μL 

Vangl2-MO+5% 

Trehalose 
10μL 5% 5.69μL 

Grhl3-MO 

4.14μL 4ng/2.3nL 

0 0 15.86μL 

Grhl3-MO+5% 

Trehalose 
10μL 5% 5.86μL 

Wnt5a-MO 

15.58μL 15ng/2.3nL 

0 0 4.42μL 

Wnt5a-MO+5% 

Trehalose 

0（改加 1mg

海藻糖粉末） 
5% 4.42μL 

Wnt3a-MO 

8.25μL 8ng/2.3nL 

0 0 11.75μL 

Wnt3a-MO+5% 

Trehalose 
10μL 5% 1.75μL 

 

2.2.4 蛋白样本制备所需试剂 

RIPA 裂解液（弱），购自 Roche 公司。 

蛋白酶抑制剂（Cocktail），购自 Roche 公司。 

5× SDS loading buffer，按表 3 配制。 

表 3  5× SDS loading buffer 配方 

成分 加入量 

1M Tris-HCl (pH6.8) 6mL 

1%溴酚蓝 10mL 

β-巯基乙醇 5mL 

10%SDS 20mL 

50%甘油 50mL 

加水定容至 100 mL 

混匀后分装，-20℃保存。 

 

2.2.5 Western Blot 实验所需试剂 

Acryl/Bis 30% Solution (29:1)，购自上海生工。 

Tween 20，购自上海生工。 
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脱脂奶粉，购自上海生工。 

预染蛋白标准品（10-180KDa），购自 GeneTech。 

无水乙醇及无水甲醇，购自国药试剂。 

ECL 显影液，购自 Tanon 公司。 

 

浓缩胶及 12%分离胶，按表 4 配制。配制完成后现将浓缩胶加之凝胶模具

总高度的 2/3 处，完全凝固后再用分离胶填满模具并插上梳子。 

表 4  浓缩胶及 12%分离胶配方 

名称 H2O 
30% 

Acrylamide 

1.0 M Tris-HCl 

(pH6.8) 

10% 

SDS 

10% 

(NH4)2S2O8 
TEMED 

浓缩胶 6.8mL 1.7mL 1.25mL 100μL 100μL 10μL 

12%分

离胶 
6.6mL 8.0mL 5.0mL 200μL 200μL 8μL 

 

10×电泳缓冲液及 10×转膜缓冲液，按表 5 配制。 

表 5  10×电泳缓冲液及 10×转膜缓冲液配方 

名称 Tris 甘氨酸 SDS 加 ddH2O 定容至 

10×电泳缓冲液 30.2g 187.5g 10.0g 1L 

10×转膜缓冲液 30.2g 144g 3.7g 1L 

 

10× TBS 溶液，按表 6 配制，每份总体积 1L。 

表 6  10× TBS 溶液配方 

成分 加入量 

Tris (pH7.5) 24.23g 

NaCl 80.06g 

HCl 调节 pH 至 7.6 

使用时稀释至 1×，并加入 0.1%的 TWEEN 20，得到 1× TBST 溶液。 

 

封闭液：将 2.5g 脱脂奶粉溶解于 1× TBST 溶液中并定容至 50ml，得 5%脱

脂牛奶。 
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2.3 实验仪器和设备 

仪器名称 厂商 

解剖镜（SMZ143-N2TG） Motic 

电子天平 上海精科天平厂 

移液枪 RANIN  

恒温培养箱 上海志成设备有限公司 

冰箱 海尔 

-80℃冰箱 Thermo Fisher 

电动移液器 Axygen 

电动组织研磨器 TIANGEN 

Western Blot 电泳槽 Bio-Rad 

Western Blot 转膜仪 Bio-Rad 

化学发光成像仪 Tanon 

 

2.4 实验软件 

Western Blot 成像软件：Tanon GIS。 

数据分析软件：Minitab 17、GraphPad Prism 8。 

 

2.5 实验方法 

2.5.1 收集斑马鱼胚胎 

在进行显微注射操作的前一天，将雌性和雄性野生型（AB 品系）斑马鱼

置于同一交配缸中，用挡板将两者分隔开来，每个交配缸中放置雌、雄鱼各一

条。次日上午 8:00-10:00 之间，在装配完显微注射针及注射液后，撤去挡板使

雌、雄斑马鱼进行交配。待雌鱼产卵后将鱼卵收集至培养皿内，加入适量 1× 

E3 培养液。 

 

2.5.2 斑马鱼胚胎显微注射 

将收集到的斑马鱼卵排布在注射专用平板（由琼脂糖以 1.5%的质量体积比

溶解于 1× E3 培养液，凝固后制成）上。选取 1-8 细胞期的胚胎进行显微注

射。针对每一基因，各配置三组显微注射液： 

a）WT 对照组：注射液中仅含有 ddH2O； 
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b）MO 敲降组：注射液含有特定浓度的相应基因的 MO； 

c）MO 敲降+海藻糖挽救组（含有特定浓度的 MO 及 5%海藻糖）。 

将注射液以 2.3nL 的体积注射入斑马鱼胚胎卵黄囊内。完成注射后，将胚

胎收集至培养皿中，并加入适量 1× E3 培养液，置于 28℃恒温培养箱中培养 3

天。 

 

2.5.3 3dpf 胚胎 NTDs 表型观察 

3 天后，挑除已死亡的胚胎，并对尚未破膜的胚胎进行剥除卵膜操作。在

培养液中加入约 1mL 1× Tricaine 以麻醉胚胎。在解剖镜下观察每组胚胎的畸形

程度，并拍照记录。针对每个基因的各组胚胎，分别收集 30 条胚胎于 1.5mL

离心管中，-80℃保存，用于后续的自噬水平分检测。根据畸形严重程度将胚胎

分为 Normal、Mild、Moderate、Severe 四个类型（图 6），并分别统计其数量。

对于每一基因，分别通过卡方（χ2）检验判断各组间是否存在显著差异。 

 

图 6. 3dpf 斑马鱼胚胎的畸形严重程度判断标准[6] 

 

2.5.4 蛋白样品制备 

取出-80℃保存的斑马鱼胚胎，往各离心管中加入 300μL RIPA 裂解液

（弱）（裂解液中需加入蛋白酶抑制剂，用前者将后者由 50×稀释至 1×）。将各

离心管置于冰上，使用电动组织研磨器小心研磨离心管中的胚胎，直至裂解液

中无明显颗粒，随后于冰上裂解 30min。裂解完成后，将各离心管在 4℃下

12000rpm 离心 10min。完成离心后，使用移液枪将上清液转移到干净的 1.5ml
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离心管内，随后在各离心管中加入约 60μL 5× SDS loading buffer，上下颠倒使

液体充分混合。将各离心管置于 95℃金属浴中加热 10min。 

 

2.5.5 Western Blot 

按表 4 配制 SDS-PAGE 胶。待凝胶完全凝固后，将其固定在电泳槽内，并

倒入约 1L 1×电泳缓冲液（由 10×电泳缓冲液经 ddH2O 稀释后得到），随后向样

孔中加入样品以及预染蛋白标准品，每个样孔上样 25μL。完成后打开电源，首

先在 80V 恒压下电泳 30min，随后在 120V 恒压下电泳约 90min。 

电泳结束后，将 SDS-PAGE 胶取出，弃去浓缩胶以及分离胶的边缘部分。

将胶浸泡在 1×转膜缓冲液（由 100mL 10×转膜缓冲液经过 700mL ddH2O 及

200mL 无水甲醇稀释后得到）中，并将 NC 膜浸泡于无水甲醇或无水乙醇中活

化。将转膜专用的夹子浸泡于转膜缓冲液中，黑色的一面朝下从上到下依次放

置海绵、3 层滤纸、SDS-PAGE 胶、NC 膜、三层滤纸、海绵。夹上夹子后将其

装到转膜仪中，放入电泳槽内，并在电泳槽内放入冰盒。完成后将电泳槽置于

冰上并打开电源，在 200mA 恒流下转膜 120min。 

转膜结束后，将 NC 膜取出并放入加有封闭液（5%脱脂牛奶）的盒子中，

在摇床上室温孵育 1h。封闭结束后，弃去脱脂牛奶并用 1× TBST 洗涤。将 NC

膜按照各蛋白的条带位置裁剪为 3 份，分别加入经 1× TBST 稀释的相应一抗，

在 4℃摇床上过夜孵育。 

次日，回收一抗并用 1× TBST 洗涤 NC 膜 3 次，每次 10min。随后加入由

5%脱脂牛奶稀释的对应二抗，在摇床上室温孵育 1h。完成后弃去二抗，用 1× 

TBST 洗涤 NC 膜 3 次，每次 10min。完成后将 NC 膜放置在化学发光成像仪

内，滴加 ECL 显色液并进行拍照。 
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三、研究结果 

3.1 海藻糖对各基因敲低导致的 NTDs 的表型挽救效果 

3.1.1 Grhl3 

Grhl3 (grainyhead-like transcription factor 3)是一种转录因子，能与特定 DNA

序列结合并参与 RNA 聚合酶 II 的转录调控，在脊索动物的胚胎发育、外包

（epiboly）、面部形态发生等过程中发挥作用。Grhl3 在神经管闭合的过程中是必

需的，尽管其机制尚不清楚，可能在后肠内胚层的细胞增殖中具有直接调节功能。

Grhl3 突变会抑制后肠的细胞增殖，导致胚胎腹背两侧组织生长不平衡，造成尾

区腹侧弯曲过大，从而抑制后神经孔闭合，最终导致卷尾（curly tail）畸形或脊

柱裂（图 7）[20]。在小鼠模型中，由 Grhl3 缺陷导致的 NTDs 不能被叶酸或肌醇

挽救[21]。 

 

图 7. Grhl3表达水平降低导致神经管畸形[20] 

经过 Grhl3-MO 处理后，3dpf 的斑马鱼胚胎与对照组相比畸形个体的比例极

显著上升，主要表现为 Normal 类型的减少和 Mild 类型的增多（图 8.c）。而经过

海藻糖挽救后，胚胎畸形个体比例与未经挽救的 Grhl3-MO 敲低胚胎相比呈现下

降趋势，存在极显著的统计学差异，主要表现为 Normal 类型的增多，而 Moderate

和 Severe 类型的比例则下降至与对照组较为相似的水平（图 8）。 
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图 8. 海藻糖对 Grhl3-MO 敲低导致的 NTDs 表型的挽救效应 

(a) 经 Grhl3-MO 处理后的斑马鱼胚胎在 3dpf 后的 NTDs 表型；(b) 经 Grhl3-MO

处理及海藻糖挽救后的斑马鱼胚胎在 3dpf 后的 NTDs 表型；(c) 经过不同处理后的

斑马鱼胚胎在 3dpf 后神经管异常的比例分布图；ddH2O 组为注射 ddH2O 的对照

组；ddH2O 组与 Grhl3-MO 组的卡方检验 χ2=180.278，p<0.001（以***表示）；Grhl3-

MO 组与 Grhl3-MO+5%Trehalose 组的卡方检验 χ2=44.437，p<0.001 

 

3.1.2 Wnt5a 

Wnt5a (wingless-type MMTV integration site family, member 5a)是一种分泌蛋

白，作用于 Wnt/PCP 通路（一种非经典 Wnt 信号通路）的上游，是该通路中的

重要配体，能够与 Frizzled（Fz）受体蛋白结合并活化该信号通路（图 9）。PCP

信号通路与细胞骨架的运动有关，主要调控细胞的极性和定向运动[23]。Wnt5a 缺

陷与 Robinow 综合征等疾病相关。在胚胎发育过程中，Wnt5a 是原肠作用后期后

中内胚层（posterior mesendodermal region）和外胚层区域的细胞伸长和 CE 运动

所必需的，其缺失会导致胚胎发育异常从而导致新生儿的死亡 [24]。Foxy-5 是
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Wnt5a 的激动剂，能够通过上调 Disheveled 蛋白和下游 RhoA-ROCK 信号传导激

活非经典 Wnt 信号通路，从而调节细胞骨架的运动[25]，目前主要应用于与乳腺

癌相关的研究。但是在出生缺陷领域，目前还没有任何能够挽救由 Wnt5a 缺陷导

致的 NTDs 的药物或补充剂被发现。 

 

图 9. Vangl2、Wnt5a 蛋白及 PCP 信号通路模式图[22] 

经过 Wnt5a-MO 处理后，3dpf 的斑马鱼胚胎与对照组相比畸形个体的比例

呈现上升趋势，且具有极显著的统计学差异，主要表现为 Normal 类型的减少和

Moderate 类型的增多（图 10.c）。而经过海藻糖挽救后，胚胎畸形个体比例与未

经挽救的 Wnt5a-MO 敲低胚胎相比呈现极显著的下降趋势，主要表现为 Normal

类型的增多，但 Moderate 类型与对照组相比仍然较高（图 10）。 
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图 10. 海藻糖对Wnt5a-MO 敲低导致的 NTDs 表型的挽救效应 

(a) 经 Wnt5a-MO 处理后的斑马鱼胚胎在 3dpf 后的 NTDs 表型；(b) 经 Wnt5a-MO

处理及海藻糖挽救后的斑马鱼胚胎在 3dpf 后的 NTDs 表型；(c) 经过不同处理后的

斑马鱼胚胎在 3dpf 后神经管异常的比例分布图；ddH2O 组为注射 ddH2O 的对照

组；ddH2O 组与 Wnt5a-MO 组的卡方检验 χ2=118.782，p<0.001（以***表示）；Wnt5a-

MO 组与 Wnt5a-MO+5%Trehalose 组的卡方检验 χ2=34.857，p<0.001 

 

3.1.3 Wnt3a 

Wnt3a (wingless-type MMTV integration site family, member 3A)也是一种分泌

蛋白，是经典 Wnt 信号通路（Wnt/β-catenin 通路）的主要配体，与细胞膜上的

LRP5/6 等受体结合后能抑制轴蛋白（Axin）的活性，从而解除轴蛋白对 β-catenin

的抑制作用，使细胞内 β-catenin 浓度上升并进入细胞核内。进入细胞核后，β-

cantenin 能激活 Cyclin D1 等基因，对细胞的增殖、分化、迁移等行为产生调控

作用（图 11）[26]。Wnt3a 与脊索动物胚胎发育、肛后尾形态发生、丘脑发育等过

程相关。此外，Wnt3a 在背部神经管中高度表达，与神经嵴的形成相关。当 Wnt3a 
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的活性受到抑制时，胚胎的神经嵴形成过程会受到抑制，因此 Wnt3a 在神经管的

形成过程中同样也是必不可少的[27]。与 Wnt5a 一样，目前尚未有研究发现任何

能够挽救由 Wnt3a 缺陷导致的 NTDs 的药物或补充剂。 

 

图 11. Wnt3a 蛋白及 wnt/β-catenin 信号通路模式图[26] 

经过 Wnt3a-MO 处理后，3dpf 的斑马鱼胚胎与对照组相比畸形个体的比例

呈现极显著的上升趋势，主要表现为 Normal 类型的减少和 Moderate、Severe 类

型的增多（图 12.c）。而经过海藻糖挽救后，胚胎畸形个体比例与未经挽救的

Wnt3a-MO 敲低胚胎相比呈现极显著的下降趋势，主要表现为 Mild 类型的增多

以及 Severe 类型的减少，尽管 Normal 类型的比例出现了微小幅度的下降（图

12）。 
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图 12. 海藻糖对Wnt3a-MO 敲低导致的 NTDs 表型的挽救效应 

(a) 经 Wnt3a-MO 处理后的斑马鱼胚胎在 3dpf 后的 NTDs 表型；(b) 经 Wnt3a-MO

处理及海藻糖挽救后的斑马鱼胚胎在 3dpf 后的 NTDs 表型；(c) 经过不同处理后的

斑马鱼胚胎在 3dpf 后神经管异常的比例分布图；ddH2O 组为注射 ddH2O 的对照

组；ddH2O 组与 Wnt3a-MO 组的卡方检验 χ2=157.109，p<0.001（以***表示）；Wnt3a-

MO 组与 Wnt3a-MO+5%Trehalose 组的卡方检验 χ2=57.108，p<0.001 

 

3.1.4 Vangl2 

Vangl2 (VANGL planar cell polarity protein 2)是一种四次跨膜的细胞表面受体

蛋白，也是 PCP 信号通路的重要组成部分（图 9）。在胚胎发育的过程中，神经

管的完全闭合需要神经板顶端的收缩与会聚伸展（convergent extension, CE）相

互协调，而这两者都直接受到 WNT/ PCP 通路的调节。Vangl2 缺陷与 NTDs 直

接相关，其表达不足会使得 CE 运动受阻，造成胚胎发育过程中神经板边缘隆起

形成神经褶并最终形成神经管的过程受阻，从而导致小鼠颅脊柱裂等严重的

NTDs 表型[28]。此外，Vangl2 还会与 PCP 信号通路其他基因[29]以及某些环境因
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素[30]互作导致 NTDs 表型。在小鼠模型中，由 Vangl2Lp/+突变以及糖胺聚糖的硫

酸化程度降低共同导致的 NTDs 能通过补服外源性硫酸盐进行挽救[30]。 

经过 Vangl2-MO 处理后，3dpf 的斑马鱼胚胎与对照组相比畸形个体的比例

呈现出极显著的上升趋势,主要表现为 Normal 类型的减少和 Moderate、Severe 类

型的增多（图 13.c）。而经过海藻糖挽救后，胚胎畸形个体比例与未经挽救的

Vangl2-MO 敲低胚胎相比继续上升，且存在统计学差异（图 13）。这说明海藻糖

不仅不能够挽救 Vangl2-MO 引起的发育畸形，反而有进一步加重的趋势。 

 

图 13. 海藻糖对 Vangl2-MO 敲低导致的 NTDs 表型的挽救效应 

(a) 经 Vangl2-MO 处理后的斑马鱼胚胎在 3dpf 后的 NTDs 表型；(b) 经 Vangl2-MO

处理及海藻糖挽救后的斑马鱼胚胎在 3dpf 后的 NTDs 表型；(c) 经过不同处理后的

斑马鱼胚胎在 3dpf 后神经管异常的比例分布图；ddH2O 组为注射 ddH2O 的对照

组；ddH2O 组与 Vangl2-MO 组的卡方检验 χ2=248.878，p<0.001（以***表示）；

Vangl2-MO 组与 Vangl2-MO+5%Trehalose 组的卡方检验 χ2= 9.666，p=0.022（以*表

示 sdsdp<0.05） 

3.2 海藻糖对 Wnt5a和 Vangl2敲低胚胎的自噬水平重建效果 
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由于实验进度的原因，目前仅在 Wnt5a 和 Vangl2 基因的 MO 敲降胚胎及海

藻糖挽救胚胎中得到了初步的自噬水平分析结果，还需要进一步优化条件和增加

重复次数。在 Wnt5a 基因敲降的胚胎中，海藻糖能够降低 p62 的表达水平，表明

自噬水平得到提高，与表型分析的结果相符；而对于 Vangl2 基因敲降的胚胎，

海藻糖则增强了 p62 的表达水平，说明自噬水平进一步受损，同样与表型分析的

结果相符。但是对于 LC3-I 和 LC3-II 的表达水平，在以上两种基因的敲降胚胎

中均未观察到海藻糖的明显作用（图 14）。 

 

图 14. 海藻糖对Wnt5a-MO 和 Vangl2-MO 敲低胚胎中自噬水平的挽救效应 

图中左侧文字代表相应条带（蛋白）的名称，上方文字则表示组别。其中 Wnt5a 和 Vangl2

分别表示经过对应的 MO 处理后从 3dpf 胚胎中提取的样本；Wnt5a+T 和 Vangl2+T 则分别

表示经过对应的 MO 处理及海藻糖挽救后从 3dpf 胚胎中提取的样本 
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四、讨 论 

本研究涉及的基因包括 4 种重要的信号通路基因 Vangl2、Grhl3、Wnt3a 和

Wnt5a。通过表型分析，我们发现对于这四种基因，相应的 MO 敲降均会导致

斑马鱼胚胎发生一定比例的发育畸形，而通过在相应的敲降胚胎中同时注射 5%

的海藻糖溶液能够有效地挽救由 Grhl3、Wnt3a 以及 Wnt5a 敲低导致的发育畸形

表型，与预期基本相符。但是对于 Vangl2 敲降胚胎，5%的海藻糖溶液反而进

一步加剧了发育畸形表型，与预期不符。 

海藻糖作为一种自噬激活剂，我们在前期研究中观察到其对由自噬相关基

因 Ambra1 敲低导致的 NTDs 的挽救作用是比较容易理解的。但是在本研究

中，我们发现对于与自噬和凋亡没有直接相关性的重要信号通路基因，海藻糖

的作用表现出了明显的差异。对于转录因子 Grhl3 和分泌蛋白 Wnt5a、Wnt3a，

海藻糖同样能够挽救由它们表达水平降低导致的 NTDs 表型，并且从初步实验

中也可以看到海藻糖使细胞中的 p62 表达降低，表明自噬水平发生了上升。但

是在 Wnt/PCP 信号途径中重要的膜表面受体蛋白 Vangl2 敲降胚胎中得到的实

验结果与预期相反，海藻糖不仅没能挽救 Vangl2 敲低引起的发育畸形，反而进

一步加剧了 NTDs 表型。而且从初步试验中看到 p62 的表达也呈现增加的情

况，提示自噬水平不升反降，与海藻糖的自噬激发剂的功能相悖。因此该实验

结果需要进一步的重复验证，相关的机制也还需要深入的研究。 

实际上，尽管本研究中涉及的 4 个基因都不直接参与细胞自噬的过程，但

自噬作用并不是孤立的，而是与很多其他的信号通路存在复杂多样的相互作用

关系的。相关文献表明，在本研究涉及的 4 个基因中，Vangl2、Wnt3a 和 Wnt5a

三者都与细胞自噬过程存在一定的相互作用。 

Wnt5a 蛋白所属的 PCP 信号通路与细胞骨架的运动有关[23]，而细胞骨架，

特别是肌动蛋白，在自噬体的形成和成熟的过程中是必不可少的。在自噬体形

成的初始阶段，肌动蛋白能促进自噬体前膜的形成和发育以及参与调节 ULK 

复合物的活性。而在自噬溶酶体的形成过程中，肌动蛋白则起到了促进自噬体

与溶酶体融合的作用[31]。Suborno Jati 等人的研究发现，Wnt5a 能诱导

Rac1/Disheveled 的激活以及肌动蛋白组装，从而导致 ULK1 激酶活性的提高以
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及自噬标志物 LC3BII 的积累[32]。因此在我们的研究中，海藻糖可能既能直接

激活自噬作用，又能通过提高 Wnt5a 蛋白的稳定性的方式弥补 Wnt5a 表达水平

的降低以及间接提高 Wnt5a 敲降胚胎中的自噬水平，从而对 NTDs 的表型起到

挽救的效果。 

而 Vangl2 蛋白虽然同属 PCP 信号通路，但是已有研究表明它也能够参与

除 PCP 信号通路以外的过程。Yan Gong 等人的研究发现，Vangl2 能直接与溶

酶体相关膜蛋白 2A（LAMP-2A) 结合并将其靶向降解，从而降低溶酶体数

量，调控间充质干细胞的分化[33]。因此在我们的研究中，海藻糖虽然理论上能

够直接上调 Vangl2 敲降胚胎中的自噬水平以及提高 Vangl2 蛋白的稳定性来改

善 NTDs 表型，但 Vangl2 蛋白稳定性的上升可能会反过来对敲降胚胎中的自噬

水平产生更强的抑制作用，从而在整体上下调自噬水平并使 NTDs 表型进一步

加重。 

Wnt3a 蛋白及其所属的经典 Wnt 信号通路同样与细胞自噬存在相互作用。

Kai Gao 等人的研究在大鼠模型中发现，当脊髓发生损伤时，Wnt3a 能与膜受体

LRP5/6 结合并将其磷酸化，从而通过 β-catenin 的方式抑制 mTOR 的活性，使

神经细胞中的自噬水平上升，从而抑制神经细胞凋亡并促进脊髓的损伤后修复

[34]。因此在本研究中，海藻糖对于 Wnt3a 敲降胚胎的作用可能与 Wnt5a 敲降胚

胎类似，同时通过增强 Wnt3a 蛋白的稳定性以及直接与间接重建自噬水平的方

式挽救 NTDs 表型。 

由于受疫情影响导致实验进度中途停止的原因，目前仅在 Wnt5a 和 Vangl2

基因的 MO 敲降胚胎及海藻糖挽救胚胎中进行了初步的自噬水平分析，且结果

的质量不高、缺少重复实验，因此该实验还值得进一步的优化与重复验证。同

时海藻糖在 Wnt3a 以及 Grhl3 敲降胚胎中是否也能起到重建自噬水平也值得通

过实验进行证明。此外，本研究沿用了课题组前期研究中从自噬水平的重建出

发来分析海藻糖挽救 NTDs 表型的机制，发现海藻糖同样能在这些与自噬不直

接相关的基因中提高自噬水平。但是实际上，由于这些基因的敲降可能并不会

直接导致自噬水平明显受损，因此海藻糖调节蛋白的分布与稳定性的效应可能

在这些胚胎中发挥着更重要的作用，需要进一步开展相关实验进行研究。 
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总之，我们的研究结果表明海藻糖具有预防由 Grhl3、Wnt5a 以及 Wnt3a 基

因缺陷导致的神经管畸形的潜在可行，但是对由 Vangl2 缺陷导致的 NTDs 却反

而起到了降低自噬水平并加剧症状的效果。在接下来的研究中，海藻糖预防

NTDs 的机制还值得从多个方面进一步探索，包括蛋白的分布与稳定性、细胞

凋亡等。此外，还可以进一步在小鼠或者更高级的模式动物中研究海藻糖对于

这几种基因缺陷导致的 NTDs 的防治作用，从而为海藻糖的临床应用铺平道

路。 
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对其它两个基因 Ambra1、Casp3a 敲降的胚胎的研究。生命科学学院 2018 级本

科生李霖同学也在项目的前期参与了部分实验。除了完成各自的实验任务外，

我们还多次对实验方案、实验结果进行了交流讨论。因此，两位同学对我的毕

业设计所做出的贡献同样值得感谢！ 

我的毕业设计的一部分还受到了曦源项目的支持，因此感谢曦源项目以及

AIBS II 课程的全体老师与负责人对本项目提供的经费支持以及宝贵的指导和意

见！ 
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最后，感谢我在大学四年所遇到的每一位老师与同学！在你们的陪伴下，

我度过了充实而快乐的大学四年！ 

 


