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Sonic Hedgehog过表达下调后脑五羟色胺能神经元数量 *
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摘要 目的：本研究主要是探索高浓度的 Shh对后脑 5-HT神经元数量的影响。方法：通过免疫荧光和原位杂交手段检测 Shh在脑

干的表达情况。离体培养 5-HT神经元，用不同浓度 Shh蛋白处理，观察 5-HT神经元的数量变化以及对轴突的影响。通过胚胎宫

内电转，检测 Shh过表达后脑 5-HT神经元的数量变化。结果：Shh在脑干 5-HT神经元分布区域内表达。离体培养的 5-HT神经

元，250 ng/mL的 Shh蛋白处理后神经元数量为 41.25± 0.52(n=4，P=0.0218)，与对照组 35± 1.21(n=4)相比，神经元数量上调。相

反，1250 ng/mL的 Shh蛋白处理后神经元数量为 7.5± 0.43(n=4，P<0.0001)，与对照组相比，神经元数量极显著下降。250 ng/mL的

Shh蛋白处理后 5-HT神经元轴突长度为 1.08± 0.05 (n=4，P=0.7555)，与对照组 1± 0.01(n=4)相比，轴突长度没有显著性差异。然

而 1250 ng/mL的 Shh蛋白处理后 5-HT神经元轴突长度为 0.44± 0.03 (n=4，P=0.0014)，与对照组相比，轴突长度极显著缩短。胚

胎宫内电转 pIRES-Shh-EGFP和 pIRES-EGFP，观察到 Shh过表达缝核上行 5-HT神经元数量为 147± 54.2 (n=4，P=0.0053)，相较

于对照组 459± 49.0 (n=4)，神经元数量极显著下降。同样地，Shh过表达缝核下行 5-HT神经元数量为 187± 18.4 (n=4，P=0.0001)，

相较于对照组 411± 17.3(n=4)，神经元数量也发生了极显著下降。结论：Shh过表达对 5-HT神经元的发育有负向的调控作用，主

要表现在引起后脑缝核 5-HT神经元数量减少。
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Sonic Hedgehog Overexpression Down-Regulates 5-hydroxytryptamine
Neurons Number in Hindbrain*

The aim of this study was to explore the effect of high concentration of Sonic Hedgehog (Shh) on 5-hydrox-

ytryptamine (5-HT) neurons number in hindbrain. Immunofluorescence and in situ hybridization were performed to detect the

expression of Shh in brainstem. Cultured 5-HT neurons were treated with different Shh gradients, to observe the change of neurons number

and effect on axons. The change of 5-HT neurons number was detected through Shh overexpression by in utero electroporation.

Shh was expressed in brainstem where 5-HT neurons distributed. In vitro cultured 5-HT neurons, treated with 250 ng/mL Shh protein,

neurons number was 41.25± 0.52 (n=4, P=0.0218), and comparing to control groups 35± 1.21 (n=4), there was an increase of neurons

number. In contrast, treated with 1250 ng/mL Shh protein, neurons number was 7.5± 0.43 (n=4, P<0.0001), and there was an significant

reduction of neurons number comparing to control groups. Besides, treated with 250 ng/ml Shh protein, the length of 5-HT axons was

1.08± 0.05(n=4, P=0.7555), and comparing to control groups 1± 0.01(n=4), there was no detectable effect on the axon length. However,

treated with 1250 ng/mL Shh protein, the length of 5-HT axons was 0.44± 0.03(n=4, P=0.0014), if compared to control groups, the axon

length was remarkably shortened. In utero electroporation with pIRES-Shh-EGFP and pIRES-EGFP, observed the number of ascending

5-HT neurons in raphe nuclei was 147± 54.2 (n=4, P=0.0053) through Shh overexpression, and neurons number decreased notably com-

paring to control groups 459± 49.0(n=4). Similarly, the number of 5-HT neurons in raphe nuclei was 187± 18.4(n=4, P=0.0001) through

Shh overexpression, and comparing to control groups 411± 17.3 (n=4), neurons number remarkably reduced. Shh overex-

pression negatively regulated the development of 5-HT neurons, and mainly reflected in leading to the reduction of 5-HT neurons in

raphe nuclei of hindbrain.
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前言

五羟色胺能 (5-hydroxytryptamine，5-HT) 神经元胚胎期

10.5天(E10.5)出现在小鼠后脑，分别包括位于喙端的 B4-B9以

及位于尾端的 B1-B3共九个核团 [1-3]。在早期的研究中，报道

5-HT参与调控了饮食，睡眠和情绪等行为和生理过程[3]，甚至

与自闭症和焦虑症等精神类疾病的发生相关[4-6]。Sonic Hedge-

hog(Shh)由脊索和位于腹侧中线的底板分泌产生，并决定着底

板和腹侧最初的神经发生[7,8]。此外，Shh还与神经系统的发育

紧密相关。Shh参与了小脑颗粒神经元前体细胞的增殖[9]。在中

脑，Shh抑制了底板多巴胺能神经元前体细胞的增殖[10]。并且，

在 Gli2-/-突变的 E12.5小鼠中，观察到 5-HT神经元的数量减

少达到了 50%[11]。我们已经了解到 Shh信号通路被抑制引起

5-HT神经元数量减少，但 Shh信号通路过度激活对后脑 5-HT

神经元数量是否存在影响，目前还不清楚。本研究计划通过不

同浓度 Shh蛋白处理离体培养 5-HT神经元和宫内电转过表

达 Shh探究高浓度 Shh对后脑 5-HT神经元数量的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 实验动物为 CD1 E12.5孕鼠，饲养于苏州大

学 SPF实验动物中心。动物的使用和处理均严格按照苏州大学

实验动物管理中心所制定的标准执行。

1.1.2 实验材料 抗体 Goat GFP，Rabbit 488和 Rabbit cy3来

自英国 Abcam公司。抗体 Goat 488来自美国 Life公司。抗体

Goat 5-HT，Rabbit 5-HT和 Rabbit Shh 来自美国 Santa Cruz 公

司。抗体 Goat cy3来自美国 Invitrogen公司。抗体 Rabbit Tuj1

来自美国Millipore公司。Neurobasal和 0.25%胰酶(TE)来自美

国 Gibco公司。双抗(PS)和谷氨酰胺来自美国 Sigma公司。B27

和实验一次性耗材来自美国 Thermo公司。DAPI来自中国江

苏南通碧云天生物技术公司。电穿孔仪(BTX ECM830)来自美

国 BTX公司。

1.2 方法

1.2.1 原位杂交 合成地高辛标记的 Shh特异性的 RNA探针
[12]。分离 E12.5小鼠大脑 4% PFA固定。切片厚度 30 滋m，晾干
后 4% PFA进行后固定。原位杂交的实验操作按照文献的描述

进行[13]。

1.2.2 神经元培养 分离 E12.5 小鼠缝核组织，1:1 加入

0.25% TE 和 1× PBS各 1 mL，37℃水浴消化 15 min。加入 2

mL DMEM终止消化，并吹打均匀。1000 rpm离心 5 min，去上

清，并重复一次。加入 2 mL含 2% B27，0.5% PS，0.25%谷氨酰

胺的神经元培养基，吹打均匀并计数。浓度 1× 106/mL的细胞

液，每孔 0.5 mL接种至 24孔板，37℃、5% CO2培养 36 h，12 h

更换一次培养基。

1.2.3 神经元免疫荧光染色 4% PFA常温固定 15 min，PHT

常温通透 30 min。一抗 Goat 5-HT和 Rabbit Tuj1 4℃孵育过夜。

二抗 Goat 488，Rabbit cy3和 DAPI 4℃孵育过夜。1× PBS 漂

洗，封片。

1.2.4 胚胎宫内电转 准备浓度为 1.25 滋g/滋L的 Shh表达质

粒 pIRES-Shh-EGFP 和空载质粒 pIRES-EGFP 溶液，加入

0.05% Fast green混匀，吸入微量注射器冰上放置备用。用镊子

固定 E12.5小鼠头端，缝核部位注射 1 滋L质粒溶液，停 30 s后

轻轻拔出。调试好的钳式电极轻轻夹住胚胎大脑两侧，补充适

量生理盐水，5个电子脉冲(30 V，50 ms)以 1 s的间隔电转两次
[12,14,15]。为保证存活率，每只孕鼠电转胚胎不应超过 4只。胚胎放

回孕鼠腹部，补充足够生理盐水，缝合孕鼠腹部，2天后取材。

1.2.5 组织切片免疫荧光染色 OCT 包埋的电转 pIRES-

Shh-EGFP或 pIRES-EGFP的 E14.5脑干组织，以及 E12.5脑干

组织，切片厚度均为 30 滋m。切片常温晾干 1 h，4 % PFA后固

定 10 min，PHT 常温通透 30 min。E14.5 组织切片一抗 Goat

GFP和 Rabbit 5-HT 4℃孵育过夜。E12.5组织切片一抗 Rabbit

Shh和 Goat 5-HT 4℃孵育过夜。E14.5组织切片二抗 Goat 488，

Rabbit cy3和 DAPI 4℃孵育过夜。E12.5组织切片二抗 Rabbit

488，Goat cy3和 DAPI 4℃孵育过夜。1× PBS漂洗，晾干，封片。

1.2.6 统计方法 两组实验数据之间的比较用双尾 T 检验

(two-tailed Student's t-test)。多组数据之间的比较用单因素方差

分析(One-way ANOVA)。用 Image Lab和 Graph pad prism6进

行实验数据的分析和统计。实验数据以均值± 标准误(mean ±

S.E.M)表示，P<0.05认为具有统计学意义。

2 结果

2.1 Shh在 E12.5小鼠脑干的表达

为了清楚 Shh对小鼠缝核核团发育的影响，我们首先通过

原位杂交和免疫荧光染色的手段检测了 Shh在 E12.5小鼠脑

干的表达。缝核核团分布在脑干，发育成熟后分别往大脑和脊

髓投射轴突(Fig. 1A)。原位杂交的结果观察到 Shh在 E12.5小

鼠脑干表达(Fig. 1B)。免疫荧光染色观察到 Shh主要表达在腹

侧中线，大量 5-HT神经元分布的区域(Fig. 1C)。Shh与 5-HT

神经元均分布在腹侧中线，提示我们 Shh可能对 5-HT神经元

的发育存在一定影响。

2.2 高浓度的 Shh影响离体培养的 5-HT神经元发育

2.2.1 高浓度的 Shh 诱导离体培养的 5-HT 神经元数量减少

我们分离 E12.5小鼠后脑 5-HT神经元进行离体培养。为了进

一步验证 Shh对 5-HT神经元发育的影响，我们分别给予离体

培养的 5-HT神经元 0 ng/mL，250 ng/mL和 1250 ng/mL的 Shh

蛋白刺激[16]。24 h后通过 5-HT，Tuj1和 DAPI三种抗体共染，统

计三种浓度的 Shh蛋白处理后 5-HT神经元的数量 (Fig. 2A)。

统计结果显示 250 ng/mL的 Shh蛋白处理后 5-HT神经元的数

量为 41.25± 0.52 (n=4，P=0.0218)，与空白对照 35± 1.21 (n=4)

相比数量小幅度上调。1250 ng/mL的 Shh蛋白处理后 5-HT神

经元的数量为 7.5± 0.43 (n=4，P<0.0001)，与前两者相比均发生

极显著下降(Fig. 2B)。

2.2.2 高浓度的 Shh引起离体培养的 5-HT神经元轴突缩短

250 ng/mL 的 Shh 蛋白处理后 5-HT 神经元的轴突长度为

1.08± 0.05 (n=4，P=0.7555)，与空白对照 1± 0.01 (n=4)相比轴

突长度不存在显著性差异。相反，1250 ng/mL的 Shh蛋白处理

后 5-HT神经元的轴突长度为 0.44± 0.03 (n=4，P=0.0014)，相

较于空白对照轴突极显著缩短(Fig. 2C)。

我们的实验结果说明高浓度的 Shh抑制 5-HT 神经元的

发育。
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2.3 E12.5小鼠宫内过表达 Shh引起 5-HT神经元数量减少

在离体培养 5-HT神经元的实验中，我们已经发现高浓度

的 Shh促进神经元的死亡。为了进一步证实我们的猜想，接下

来 我 们 通 过 E12.5 小 鼠 宫 内 电 转 Shh 表 达 质 粒

pIRES-Shh-EGFP或空载质粒 pIRES-EGFP观察 Shh过表达是

否对缝核 5-HT神经元数量造成影响(Fig. 3A)。分离 E14.5小鼠

脑干进行矢状面和冠状面切片，通过 5-HT和 GFP两种抗体共

染，观察缝核上下行 5-HT神经元的数量变化(Fig. 3B，C)。缝核

上行的 5-HT神经元数量的统计结果显示，电转 pIRES-EGFP

的 对 照 组 ， 神 经 元 数 量 为 459 ± 49.0 (n=4)； 电 转

pIRES-Shh-EGFP 的实验组，神经元数量为 147± 54.2 (n=4，

P=0.0053) (Fig. 3D)。缝核下行的 5-HT神经元数量的统计结果

显示，电转 pIRES-EGFP的对照组，神经元数量为 411± 17.3

(n=4)；电转 pIRES-Shh-EGFP的实验组，神经元数量为 187±

18.4 (n=4，P=0.0001) (Fig. 3E)。我们的实验结果说明 Shh过表

达引起缝核 5-HT神经元数量极显著下降。

3 讨论

我们的实验结果观察到 Shh 过表达引起缝核 5-HT 神经

元的数量极显著的下降。但是更下游的机制，目前还不清楚。有

文献报道，Sfrp是 Shh信号通路的靶标分子[17]，异常表达的 Shh

诱导 Sfrp在发育的神经管表达[18]。同时 Sfrp作为Wnt信号通

路的经典抑制分子[19-21]。并且，在发育小鼠的中胚层，Shh通过

诱导 Sfrp蛋白表达抑制了Wnt信号通路的活性[17]。于是我们

提出猜想，Shh、Sfrp和Wnt可能共同参与了对缝核 5-HT神经

元数量的调控。5-HT神经元数量的减少，一方面可能与过表达

的 Shh抑制Wnt信号通路引起细胞死亡有关，但具体内容需

要我们将来进一步的研究证明。此外，有文献报道，Shh能够促

进 5-HT和多巴胺能(dopamine，DA)神经元前体细胞的分化和

成熟[16,22]。250 ng/mL的 Shh蛋白处理后，离体培养的 DA神经

元数量明显上调[16]。同样地，250 ng/mL的 Shh蛋白处理后，我

们观察到离体培养的 5-HT神经元数量上调。根据过去的研究

和我们目前的进展，我们提出高浓度的 Shh可能抑制了 5-HT

神经元前体细胞的分化，造成 5-HT神经元数量减少。但更多的

证据需要进一步研究发现。

过去的研究已经证明 Shh是多种神经元的轴突导向分子。

体外培养的中脑组织，发现 Shh能够吸引多巴胺能神经元的轴

突，并决定其轴突投射的多样性[23]。此外，Shh调控着皮质脊髓

束轴突和穿过中线之后的联合神经元的轴突投射[18,24,25]。视网膜

神经节细胞的轴突投射也与 Shh存在必然联系[26,27]。甚至，Shh

还参与了脊髓中 5-HT神经元的轴突投射[12]。

在我们的实验中，高浓度 Shh处理后，观察到离体培养的

5-HT神经元轴突缩短。同样地，胚胎宫内电转后，我们也观察

到 Shh过表达对 5-HT神经元轴突的发育存在影响，但实验结

果并没有离体培养时显著，我们猜想可能的原因是电转效率不

够高。至于过表达的 Shh如何影响缝核 5-HT神经元的轴突，

以及可能存在的机制，我们还不清楚，需要将来进一步的深入

研究。

我们通过构建质粒进行胚胎宫内电转的方式观察到了过

表达的 Shh引起缝核 5-HT神经元数量减少。首先，解决了胚

胎早期电转难以存活的科学难题；其次，为大家研究 Shh对缝

核 5-HT神经元数量影响提供了新的实验方法。

图 1 Shh在 E12.5小鼠脑干的表达

Fig.1 Shh was expressed in E12.5 mouse brainstem

(A) Diagram of the location of raphe nuclei in brain stem and directions of axons pathfinding. (B) Using in situ detected the expression of Shh in E12.5

hindbrain. (C) Co-stained with Shh (green), 5-HT (red) and DAPI (blue), to detect the expression of Shh and location of 5-HT neurons in brainstem. Scale

bars: (C) 20 滋m.
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图 2 离体培养的 5-HT神经元用不同浓度 Shh蛋白处理

Fig. 2 Cultured 5-HT neurons treated with different Shh protein gradients

(A) Cultured 5-HT neurons respectively treated with 0 ng/mL, 250 ng/mL

or 1250 ng/mL Shh protein. Then neurons were stained with 5-HT (green),

Tuj1 (red) and DAPI (blue) to outline 5-HT neurons. (B) Quantification of

the number of 5-HT neurons treated with different Shh protein.

(C) Quantification of the length of 5-HT axons treated with different Shh

protein. Two-tailed student's t-test was used for statistical analysis. Scale

bars: (A) 20 滋m.

图 3 Shh过表达导致后脑 5-HT神经元数量减少

Fig.3 Shh overexpression resulted in reduce of 5-HT neurons number in

hindbrain

(A) Diagram of the location of raphe nuclei in brainstem and plasmid

injection method. (B-C) E12.5 mouse were electroporated with

pIRES-EGFP or pIRES-Shh-EGFP plasmid, then co-immunostaining with

5-HT (red) and GFP (green) antibodies to detect the change of 5-HT

neurons number in brainstem. White arrows indicate the area of 5-HT

neurons number reduced. (D-E) Quantification of the number of 5-HT

neurons in brainstem, including pIRES-EGFP groups and

pIRES-Shh-EGFP groups. One-way ANOVE was used for statistical

analysis. Scale bar: (B-C) 50 滋m.
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