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摘要 目的：通过二氢叶酸还原酶（DHFR）竞争性抑制剂甲氨蝶呤（MTX）建立叶酸缺乏的神经管畸形（NTDs）动物模型。方法：本
研究用孕 7.5天 C57BL/6J小鼠，采用腹腔注射（ip）不同剂量的MTX建立叶酸代谢障碍的小鼠 NTDs模型，LC / MS / MS及酶学

方法检测胚胎组织中叶酸相关代谢产物水平及 DHFR活性。结果：最佳的致畸剂量为，MTX 4.5 mg/kg，其 NTDs发生率最高为
31.4 %。畸形的胎鼠表型多数为后脑泡未闭，且其身长（4.21± 0.76），体重（9.49± 3.48）均明显低于对照组（6.32± 0.56；22.76±
3.23）（P<0.05；P<0.05）。MTX实验组的胚胎组织中 DHFR的活性较对照组显著降低（P<0.05），5-MeTHF和 5-FoTHF的浓度和对

照组相比也明显降低（P<0.05）。结论：本研究成功的建立了叶酸缺乏的神经管畸形动物模型。
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The Establishment of Folate Deficiency-related Animol Model of Neural
Tube Defects by MTX*

To establish the animal model of neural tube defects (NTDs) by folate deficiency induced dihydrofolate

reductase (DHFR) inhibitor, methotrexate (MTX). The NTDs animal model was established by intraperitoneal injection of

different doses of MTX into pregnant C57BL/6J mice on gestational day 7.5. Folate-related metabolic products and DHFR activity in
embryo tissues were measured by using LC/MS /MS assay. MTX with the dose of 4.5 mg/kg induced the highest incidence of

NTDs (31.4%) and was considered as the optimal teratogenic dosage. Most NTDs exhibited the failure of hindbrain closure of the neural

tube and the body length (4.21± 0.76) and weight (9.49± 3.48) decreased significantly compared with that in the control group(6.32±
0.56 vs 22.76± 3.23), (P<0.05 vs P<0.05). DHFR activity and concentrations of 5-MeTHF and 5-FoTHF were obviously lower than that

in the control group after MTX treatment (P<0.05). NTDs animal model induced by folate deficiency was successfully
established.

Neural tube defects; Methotrexate; Folate deficiency

前言

叶酸缺乏与神经管畸形（Neural Tube Defects, NTDs）密切

相关。围孕期补充足够的叶酸可以预防 50 %-70 % NTDs的发

生，但叶酸缺乏与 NTDs的确切机制仍不清楚[1-4]。叶酸在体内

主要参与了一碳单位的代谢。叶酸代谢障碍及其相关代谢障

碍，会引起单核苷酸代谢和甲基化代谢发生紊乱，影响 DNA合

成、损伤修复及基因组的稳定性，继而引起细胞行为的改变，

如，增殖分化凋亡等重要生物过程发生异常，最终影响神经管

的发育 [5-8]。利用非突变小鼠通过膳食叶酸缺乏途径建立的

NTDs模型至今未见报道，因为体内存在代偿机制难以控制动

物体内叶酸的水平。通过阻断叶酸代谢途径中的特异性靶点，

可以造成叶酸代谢障碍 [9, 10]，本研究利用叶酸代谢关键酶

（DHFR）的抑制剂（MTX）阻断叶酸到二氢叶酸和四氢叶酸的

形成，干扰了叶酸的代谢，模拟了体内叶酸缺乏的内环境，从而

建立了叶酸缺乏的 NTDs 动物模型，为探讨叶酸缺乏引起
NTDs的机制提供了实验模型的基础。

1 材料与方法

1.1 动物诱导和样品
7-8周 SPF级饲养的 C57BL/6J小鼠（北京维通利华实验

动物技术有限公司,中国），当天晚上 18时以 1:1合笼过夜，第

二天早上检测到阴栓者，计为孕 0.5天。取孕 7.5天小鼠，实验

组分别腹腔注射 0.5、1.0、3.0、4.5和 6.0 mg/kg体重 MTX（Mer-
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ck，USA），正常对照组腹腔注射等量生理盐水。孕 11.5天脱颈

处死，取胚胎，观察胚胎畸形情况。用 10 %的中性福尔马林将
部分胎鼠标本固定做脑部连续切片，HE染色。分离一窝正常胚

胎的神经管组织作为正常对照样品。将获得的 NTDs胚胎的神
经管组织分离，提取 DNA储存 -70 ℃。随后在 0、4、12、24和
96小时后，分别收集最佳注射剂量的胚胎组织，每窝汇集成一

个样本观察 DHFR活性和叶酸浓度的胚胎组织进行分析。
1.2 LC / MS / MS检测胚胎组织叶酸及其相关代谢产物分析

采用已经建立的简单高效的 LC / MS / MS方法对胚胎组
织中叶酸及其相关代谢产物进行检测。用提取缓冲液稀释样品

（MES 0.05 mol/LMES，0.1 mol/L DET，1 ％ 抗坏血酸钠，pH
6.0），100℃ 15 min,36,000× g离心 15 min。37 ℃孵育 1.5小时。

将样品加热到 100 ℃ 5 min，36,000× g离心 20 min。然后将上

清液储存在 -20 ℃备用。采用 Waters ACQUITY UPLCTM

BEH C18色谱柱 (2.1× 50 mm I.D., 1.7 滋m waters , USA)，柱

温：40 ℃，样品室 4 ℃；进样体积为 5 滋L，流动相 A为 0.1%
(V/V)甲酸水，流动相 B为乙腈。设定流速为 400 滋L/min，设定

洗脱梯度为:0-1 min, 99.9 % to 99.9 % A;1-3 min 99.9 % A to 82

% A, 3-4 min 82 % A to 10 % A , 4-5 min 10 % A to 10 % A; 5-6

min, 10 % to 99.9 %.平衡时间为 1 min.，总分析时间 7 min，注

入体积为 5 ul。电喷雾离子源正离子模式(ESI+)；多反映检测
(MRM)方式；毛细管电压 3000 V；离子源温度 150 ℃；去溶剂

温度 400 ℃；碰撞气流为 0.13 mL/min.锥孔气和去溶剂气体流

速分别为 30, 900 L/h。
1.3 胚胎组织 DHFR活性检测

按照试剂盒（One Step Animal Tissue Active Protein Extrac-
tion Kit）使用说明提取胚胎组织中的总蛋白。首先称量胚胎组

织的重量，加入适量的预冷的抽提试剂（100 mg 组织 /1 ml抽

提液），转移至提前预冷的微量匀浆器中，研磨组织，将研磨好

的组织转移至 EP管，12,000 rpm 4 ℃离心 10 min，取上清。用
Bradford法测定胚胎总蛋白浓度。建立蛋白浓度标准曲线，在

每管分别加入 Bradford工作液 2.5 mL，充分混匀，于室温静置
5 min，用 Blank管调零，于 595 nm测得 A值。多次测量，取各

点的 OD595 nm均值进行作图，绘出标准曲线。检测样品，将
100 滋L待测蛋白溶液转移至离心管中，加入 2.5 mL Bradford

工作液混匀；以 Blank调零，静置 5 min后检测 OD595值，利用

已经绘制出的标准曲线的回归方程，计算蛋白质的浓度。将仪

器调至 340 nm，22 ℃，动态程序（每 15 s读取一次，共 10次）。

加 98.5 滋L Assay Buffer x1至 96孔板中然后加入样品 1.5 滋L，

混合均匀。加入 0.6 滋L NADPH溶液混匀，测试前加入 0.5 滋L

Dihydrofolic acid。在 340 nm下进行动态监测，发现吸光度值逐

渐下降，利用公式测定 DHFR活性。
1.4 统计分析

采用 SPSS16.0统计软件对其结果进行分析。应用 χ 2检

验分析各组间胎鼠 NTDs的发生率以及畸形率；当样本数量低

于 5，采用 Fisher's确切概率法进行比较分析。采用单因素的方

差分析统计方法对各组之间小鼠胚胎发育情况，即身长、体重

进行比较分析，所有数据以均数± 标准差（x ± s）表示，P<0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MTX致出生缺陷的动物模型建立
本研究利用梯度剂量试验确定 MTX 剂量在 400 mg/kg,

200 mg/kg, 100 mg/kg, 25 mg/kg小鼠胚胎的存活率为 0，吸收

胎的比率为 100 %，即 MTX剂量≥ 25 mg/kg体重，则小鼠胚胎

的致死率为 100 %。MTX剂量组为 12.5 mg/kg和 6 mg/k的胎

鼠的致死率没有统计学差异，分别为 84.4 %和 86.7 %，但在 6

mg/kg体重剂量组的畸形率为 6.7 %，MTX 为 1 mg/kg体重剂

量的存活率为 80 %，吸收胎的比率较低为 13.3 %，畸形胎的比

率不高为 6.7 %（见表 1）。因此，最佳建模的 MTX剂量应在 1

mg/kg和 6 mg/kg之间。确定最适合剂量后用 MTX 4.5 mg/kg

体重剂量，NTDs的发生率为 31.4 %，生长发育迟缓的发生率
40 %，其他的畸形如唇裂、颅面畸形的发生率为 8.6 %，吸收胎

的发生率为 20 %。不同剂量组的MTX对小鼠胚胎神经管发育

的也有不同的影响，通过对胎鼠身长和体重的测量，发现随着

MTX剂量的增加，胎鼠的身长和体重呈下降的趋势（表 2，图
1），但与正常组相比实验剂量组 0.5 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg没

有明显的统计学差异，而剂量组 4.5 mg/kg的胚鼠身长、体重有

显著降低，与正常对照组相比有明显的统计学（P＜ 0.01）。为了

验证实验的重复性，重复实验 4.5 mg/kg的致畸剂量，结果发现

批间无统计学差异（P>0.05），见表 3。

MTX

(mg/kg)

Litters

窝数(n)

Embryos

胚胎(n)

Normal

正常胚胎 n (%)

Resorption

吸收胎 n (%)

Growth retardation

发育迟缓 n (%)

NTDs

神经管畸形 n (%)

Other malformation

其他畸形 n (%)

0

0.5

1

3

4.5

6

8

8

4

6

5

4

66

52

30

35

35

33

65(98.1)

49(94.2)

24(80.0)

16(45.7)

0(0)

0(0)

1(1.9)

2(3.8)

4(13.3)

10(28.6)

7(20)

26(86.7)

0(0)

0(0)

1(3.3)

4(11.4)

14(40.0)

3(9.1)

0(0)

0(0)

1(3.3)

2(5.7)

11(31.4)

0(0)

0(0)

1§ (1.9)

0(0)

3§ (8.6)

2&; 1§ (8.6)

1&(3.0)

表 1 建立动物模型的最佳剂量摸索情况

Table 1 The results of optimum dose for the establishment of NTD model

Note:*:Facial malformation;面部畸形

§ : Craniofacial malformation;颅面畸形

&: Cleft lip唇裂
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2.2 MTX引起胚胎发育异常

观察胎鼠的大体情况，在体视显微镜下观察胎鼠的发育情

况（如图 1）。孕 11.5天的正常胎鼠（图 1A）整体外观饱满圆润，

而其头部的前、中、后脑泡均完整，可见明显的耳泡、眼泡，脊柱

的表面完整，神经管闭合完全，其尾部弯曲细长。而畸形胎鼠都

有不同程度的发育迟缓，表现为身长和体重均降低，发育迟滞，

通过身长体重外观等观察，仅相当于孕 10.5天左右胎鼠的发

育状态。在 NTDs的胎鼠中，发生率最高的是神经管未闭合（后

脑畸形）（图 1B），可见少数的神经管未闭合（全脑畸形）（图

1C）和神经管未闭合（从脑至脊柱畸形）（图 1D）。并且还观察到

了其他畸形，颅面部的畸形（图 1E）和唇裂畸形。发育障碍中发

生率最高的表型是发育迟缓的胚胎，从它们的外表看不到任何

Batch

批次

Pregnant rats

孕鼠(n)

Embryos

胎数(n)

Normal

正常胎 n (%)

Resorption

吸收胎 n (%)

NTDs

n (%)

Other malformation

其他畸形 n (%)
-value

1

2

3

5

4

4

35

32

30

0(0)

1(3.1)

0(0)

7(20)

3(9.4)

7(23.3)

8(31.4)

8(25.0)

8(26.7)

1 § ; 19 # (57.1)

20 # (62.5)

1 *;14 # (50.0)

>0.05

表 3 MTX4.5 mg/kg诱导 NTD重复实验结果

Table 3 The results of repeated experiments of NTD model establishment

Note: *：Facial malformation;面部畸形；#：growth retardation;发育迟缓；§ ：craniofacial malformation，颅面部畸形

MTX (mg/kg)
Embryos

胎数（n）

Length

体长 (mm)

Weight

体重 (mg)

0

0.5

1

3

4.5

6

29

32

30

35

35

NA

6.32± 0.56

6.58± 0.67

6.13± 0.38

5.76± 1.37

4.21± 0.76 **

NA

22.76± 3.23

21.37± 4.52

20.54± 3.13

18.63± 5.75

9.49± 3.48 **

NA

表 2 MTX对胚胎生长发育状态的影响

Table 2 The effects of MTX on development of embryos

Note: **P 0.01 compared with MTX 0 mg/kg group.

图 1 MTX引起的正常和发育异常胚胎

A图为正常的胚胎；B图为神经管未闭畸形（后脑畸形）；C图为神经管未闭畸形（全脑畸形）；D图为神经管未闭畸形（脑至脊柱畸形）；E图为颅面

部的畸形；F图为发育迟缓的畸形。

Fig.1 Morphological changes of normal and abnormal embryos on gestational day 11.5

A, normal embryo; B neural tube disclosure (hindbrain malformations); C, neural tube disclosure (the whole brain malformations); D, neural tube

disclosure (malformations from cranial to the spinal region); E, craniofacial malformation; F, growth retardation.
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2.4 MTX对胚胎叶酸相关代谢的影响
MTX干扰了叶酸的代谢，因而检测叶酸代谢通路的生化

指标，是否异常。在注射 MTX试剂后的 4 h、12 h及 96 h分别

检测实验组、对照组的胚胎组织中的 DHFR活性。与对照组相

比，注射 MTX 4h后 DHFR活性显著降低（P<0.01），而 96 h后

DHFR活性仍低于正常对照组（P<0.05）（如图 3A）。同时，用
LC/MS/MS方法检测叶酸相关代谢产物的浓度。不同时间点注

射 MTX后，胚胎组织中的总叶酸（total folate）浓度、5-MeTHF

的浓度和 5-FoTHF的浓度显著下降，而叶酸的浓度明显升高

（图 3B）。

的畸形（图 1F）。
2.3 MTX引起胚胎神经管发育异常的病理改变

进一步观察 MTX对神经上皮细胞发育的影响，在低倍镜

（50× ）下，可以看到对照组胎鼠的神经管发育良好，神经管腔
大小规则，神经上皮内、外界膜排列平整，NT周围间充质细胞

排布均匀并且密集（图 2Ac、Bc）。露脑畸形胎鼠的端脑泡虽然

已经发育形成，但其神经管腔面内外界膜排列不平整，并且管

腔壁厚薄不一；后脑的顶板并未融合，只被一层间质和羊膜包

裹（图 2，Ad、Bd）。在 200× 放大倍数下，可以观察到正常的神

经上皮细胞排列平整而且紧密，而在室管膜层可见到正处于分

裂相的神经上皮细胞。NTD的神经上皮的细胞排列较不整齐

和疏松，细胞核较小，在室管膜层却很少看到正处于分裂相的

细胞，这些病理的变化在前脑部分表现尤为明显。在高倍镜

（400×）下，可以看到正常的胎鼠的神经管的室管膜边缘整齐，

未见脱落的细胞，而 NTD神经上皮的室管膜的边缘不整齐，在

端脑处可见部分的细胞核已经发生溶解。

图 2 正常和 NTD小鼠胚胎的神经管 HE染色

A图为正常和 NTD小鼠胚胎端脑病理结果；B图为正常和 NTD小鼠胚胎后脑病理结果。从左至右放大倍数分别为 50× 、200× 、400×

Fig.2 HE staining of normal and NTD embryonic neural tube

A shows HE staining results of telencephalon from normal and NTDs murine embryos; B shows HE staining results of hindbrain from normal and NTDs

murine embryos. Magnified by 50× ,200× ,400× from left to right, respectively.
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3 讨论

叶酸在体内的生物学意义是其终产物 -四氢叶酸（THF），
它是一碳单位的载体。一碳单位还包括甲酰基（CHO），亚胺甲

基（CH=NH），甲基（CH3），次甲基（CH=），亚甲基（CH2-）和羟

甲基的（CH2OH），这些一碳单位和体内重要的代谢途径是至

关重要的，特别是参与了核酸代谢和表观遗传代谢，在单核苷

酸的合成和甲基化的生物过程中是必不可少的[7，9，11-13]。母体营

养的状态是很重要的外界环境因素，流行病学研究表明，妊娠

早期的叶酸缺乏是发生 NTDs的重要危险因子[3，4，12，14]。为了进

一步研究 NTD及其他出生缺陷的发病机制，我们需要良好的

动物模型，已经报道的动物模型多数是通过多种致畸剂等非遗

传因素及叶酸和叶酸代谢相关营养素的代谢途径中关键基因

突变致畸的动物模型[15-17]。直接干预叶酸代谢途径造成叶酸代

谢紊乱而建立 NTDs的动物模型尚未报道。因此，本研究选择

叶酸代谢途径的角度，结合小鼠神经管发育的特定时间点，用

抗叶酸代谢药 -特异性抑制 DHFR的药物 MTX，引起孕鼠体
内叶酸代谢的障碍，建立了叶酸缺乏的实验动物模型，对研究

叶酸和神经管发育的作用机制提供了重要的实验模型基础。

DHFR是叶酸代谢途径中的关键酶，可催化叶酸还原为二

氢叶酸再还原为四氢叶酸，是叶酸在体内形成活性形式的唯一

途径。MTX是 DHFR特异性的抑制剂，导致二氢叶酸不能被还
原成为有活性的四氢叶酸，从而阻断了一碳单位代谢途径。一

方面影响了核苷酸的代谢，单核苷酸不仅作为合成 DNA 和
RNA的原料，还参与了细胞内化学能载体，并且是细胞内信号

转导信使，还是一些辅酶的结构成分；另一方面阻断叶酸发育

过程不同时间点，与发育相关基因的表达具有了时空特异性。

而叶酸代谢紊乱干扰了甲基化的正常代谢，导致一些关键基因

表达异常，于此同时也干扰了蛋白质和脂类的甲基化[18-21]，并且

会引起基因组不稳定性的改变，从而导致基因水平的变化，继

图 3 叶酸相关代谢物检测结果

A图为在注射 MTX后不同的时间点，胎鼠组织的 DHFR活性。B图为注射MTX后，在不同的时间胎鼠组织中 total folate、5-MeTHF、5-FoTHF

和 folic acid含量的变化。

Fig.3 The results of folate related metabolism

Figure A shows DHFR activity in murine embryonic tissues after MTX injection in various time points; figure B shows levels of total folate, 5-MeTHF,

5-FoT and folic acid in murine embryonic tissues after MTX injection in various time points.
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而引起细胞水平，大体水平的变化。

本研究采用 DHFR的抑制剂 MTX，在神经管发育开始（胚

胎发育 E7.5），给孕鼠腹腔注射 MTX，在神经管完全闭合的
E11.5天解剖观察，发现随着 MTX剂量的增加，小鼠胚胎的身

长和体重都有下降的趋势，但当剂量增加到一定范围后，胚胎

均为吸收胎状态。实验中的最佳剂量，4.5 mg/kg体重组 NTDs

发生率为 31.4 %，生长发育迟缓发生率为 40 %，其他畸形表型

如唇裂，颅面畸形发生率 8.6 %，吸收胎发生率为 20 %；其他剂

量的畸形率均低于 4.5 mg/kg，因此我们通过剂量摸索方式，寻

到了最佳的致畸剂量。通过组织化学染色，发现露脑畸形胎鼠

的端脑泡虽然已分化发育，但其神经管的腔面不平整，管壁厚

薄不均一，后脑顶板没有融合只是被一层羊膜和间质所包裹。

而正常神经管的神经上皮细胞排列整齐紧密，在室管膜层可见

处于分裂相的细胞。NTD神经上皮细胞排列疏松，细胞核小，

室管膜层很少看到处于分裂相的细胞，这种病理变化在前脑表

现的尤为显著。在 E7.5-E11.5天小鼠神经管发育的阶段，MTX

影响了神经上皮细胞的发育，影响了神经管的正常闭合。

LC/MS/MS 检测发现孕鼠体内 DHFR 的活性明显降低（P<

0.05），胚胎组织 5-MeTHF和 5-FoTHF有活性的一碳单位水平
明显下降。说明 MTX抑制 DHFR的活性，导致叶酸代谢紊乱，

引起一碳单位代谢异常，影响了发育过程中关键基因的表达异

常，通过病理检测，发现神经上皮细胞受到影响，其可能是由于

MTX引起了细胞的增殖，分化，凋亡异常，影响了神经上皮细

胞的发育。从而引起了发育异常，尤其 NTDs，这一结果与以往

人群流调研究的结果相一致，表明怀孕期间叶酸代谢紊乱与早

产儿、低出生体重儿、胎儿生长迟缓和其他妊娠不良后果，特别

是 NTDs、唇腭裂及其颜面部等畸形的发生密切相关。

本研究利用叶酸代谢通路的特异性抑制剂成功诱导出了

NTDs的小鼠动物模型，通过剂量摸索，4.5 mg/kg为最佳畸形

剂量，才此造模的方法操作简单，实验的重复性好，致畸率较高

而且效果稳定，致死率较低。MTX通过竞争性的抑制二氢叶酸

还原酶活性，成功的阻碍了叶酸的正常代谢，模拟出与人体叶

酸缺乏造成 NTDs的发病机制相近的动物模型，为进一步研究

发育障碍，特别是 NTDs的研究，提供了重要的实验依据和理

论基础。
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