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C-cadherin控制非洲爪蛙早期胚胎中微丝骨架的合成
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摘要      上皮细胞间形成的Adherens junctions复合物通过E-cadherin胞质区段, 经由catenin家
族蛋白介导, 与细胞中微丝骨架系统(microfilament)相互作用, 参与控制细胞极性、迁移, 发育中的

形态建成运动以及组织稳态维持等重要生命现象。多方面实验证据表明, cadherin复合物与微丝骨

架系统的相互作用是高度动态的; 作者前期的工作发现, 在非洲爪蛙早期胚胎中, 经典cadherin(C-
cadherin)在细胞膜上的表达量决定细胞中微丝骨架合成总量。该研究进一步提供实验证据, 表明

随着囊胚期细胞增殖的进行, 囊胚中期以后, 细胞表面C-cadherin逐步富集, 相应地细胞中微丝骨架

的合成量也增加。我们还通过细胞解聚, C-cadherin敲降和过量表达, 以及C-cadherin与F-actin共定

位分析等实验验证在囊胚期外胚层细胞中, 细胞膜C-cadherin表达量与细胞微丝骨架的合成量高度

正相关。
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研究论文

前言
经典钙粘连蛋白(包括E-cadherin、N-cadherin、

VE-cadherin)家族一次跨膜糖蛋白, 是上皮细胞之间

的钙离子依赖粘连受体, 在维持上皮组织完整性、

细胞极性、细胞迁移等过程中发挥重要作用[1]。经

典cadherin的功能受与其胞内区段相互作用的蛋白

质的精确调控。p120-catenin特异地结合经典cad-
herin细胞膜临近区域, 调控经典cadherin在细胞膜上

的稳定性和表达量; 而β-catenin则结合于经典cad-
herin羧基端区域, 并进一步招募α-catenin而调控cad-
herin与微丝骨架(filamentous actin cytoskeleton, 简称

F-actin)的相互作用。在成熟上皮组织中, E-cadherin
复合物在上皮细胞接触区域的顶侧聚集, 与皮层F-
actin形成稳定的相互作用, 调控上皮细胞顶侧–基底

侧极性和上皮组织的稳态发育。在上皮细胞之间形

成新生粘连结构的初始阶段, E-cadherin复合物调控

F-actin组装和动态变化, 而新合成的F-actin则促进

稳定的cadherin粘连结构形成[2-6]。因此, cadherin复
合物与F-actin的相互作用是高度动态的。

在非洲爪蛙受精卵发育至囊胚期期间, 裂球间的

粘连受母源储备的经典cadherin成员C-cadherin(又
称EP-cadherin或者XB-cadherin)的控制。囊胚期细

胞膜上C-cadherin的表达量受LPA受体等GPCR介导

的细胞信号调控, 从而决定细胞皮层F-actin的组 
装[7-9]。囊胚期细胞皮层F-actin为胚胎提供足够的

机械支撑力量, 维持胚胎的球形形状[10]。当囊胚期

F-actin的组装或者动态变化受到干扰, 胚胎无法进

行正常的形态建成运动[7-8]。原肠胚期, 各胚层开

始分化; 外胚层在腹方形成表皮、在背方分化成神

经板, 表皮和神经板中分别特异地表达E-cadherin和
N-cadherin。敲降E-cadherin或者N-cadherin均会导致

神经管闭合缺陷; 相应地, 两种上皮组织中细胞皮层

F-actin的组装量也下调[11]。这些实验结果初步揭示

了在非洲爪蛙胚胎早起发育和形态建成运动中, 经
典cadherin在细胞膜上的稳定表达与皮层F-actin的
动态组之间的调控关系。

本研究通过细胞解聚、母源基因敲降或者过量

表达等方法改变囊胚期C-cadherin在细胞膜上的表

达量, 综合运用免疫荧光、激光共聚焦显微成像等

技术揭示了囊胚形成过程中细胞膜上C-cadherin的
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表达量与皮层F-actin组装之间的高度正相关性。 

1   材料与方法
1.1  胚胎操作和动物极帽分离

通过常规体外受精方法获得足够的受精卵, 在
卵裂期, 用2% Cysteine(pH8.0)去除胶囊, 并用0.1× 
MMR进行充分清洗, 然后将胚胎培养于0.1×MMR
溶液中备用。为了进行动物极帽的分离, 将足量的

囊胚期胚胎转移到经2% Agarose铺底, 含有1×MMR
溶液(0.1 mol/L NaCl, 2.0 mmol/L KCl, 1 mmol/L MgSO4, 
2 mmol/L CaCl2, 5 mmol/L HEPES, pH7.8)的培养皿

中, 用钟表匠镊子去除胚胎的卵黄膜, 然后用解剖

针逐个分离动物极帽; 分离完毕, 用巴斯德滴管轻

轻吹洗动物极帽, 去除黏着的细胞碎片, 并将它们

转移到新鲜1×MMR中培养10~15 min。C-cadherin 
mRNA的过量表达实验中, 将500 pg合成加帽 C-
cadherin mRNA注射到2-细胞期胚胎动物极, 然
后培养到所需时期。C-cadherin mRNA合成: 用
Asp718将pCS107-Xt C-cad进行线性化, 然后纯化, 
用Ambion mMessage mMachine SP6 Kit进行体外

合成。

为了敲除母源C-cadherin, 先分离足够的第6期
成熟卵细胞, 将4~6 ng的特异反义寡核苷酸C-cad 
AS61注射到卵母细胞中, 培养36~48 h后, 用2 µmol/L
孕酮(progesterone)诱导其恢复减数分裂, 之后将不

同的处理组别进行活体染料(Bismarck brown, Nile 
blue, neutral red)标记, 通过手术将标记的对照组和

实验组卵母细胞灌注到正在产卵的雌蛙腹腔中。受

体雌蛙在手术前12 h, 经注射1 000单位人绒毛膜促

性腺激素(HCG)诱导产卵。手术前, 用0.2% MS222
将雌蛙进行深度麻醉。灌注完毕, 用丝质缝合线分

别将受体雌蛙腹壁肌肉和皮肤缝合, 然后将雌蛙放

入高盐溶液(1.2×MMR)中恢复, 大约3~4 h后, 收集

染料标记的和部分受体自身卵进行体外受精。详细

实验流程参照文献[12-13]。

C-cad AS61序列[14]: 5'-C*C*T*CTCCAGCTCCCT-
*A*C*G-3'; *代表硫代磷酸二酯键嵌合修饰。

1.2  免疫染色、F-actin染色

用FG固定液(3.7% formaldehyde, 0.25% Glutar-
aldehyde, 1×PBSTx)将动物极帽室温固定10 min, 然
后用1×PBS+0.3%Triton X-100(1×PBSTx)溶液洗涤3
次, 加入适量Alexa488-Phalloidin(5 U/mL, Molecular 

Probes, Oregon, USA), 4 ºC培养8~12 h, 然后进行激

光共聚焦显微镜观察。如果需要进行抗C-cad免疫

染色, 将经FG固定后或者经Phalloidin染色后的动

物极帽用10%正常山羊血清(NGS, 用1×PBSTx稀
释)封闭1~2 h, 然后加入含抗C-cad抗体(1:300; 6B6, 
DSHB, University of Iowa, USA)的 新 鲜10% NGS, 
4 ºC培养6~8 h, 用1×PBSTx洗涤3次, 每次30 min, 
然后加入含1:500稀释的山羊抗小鼠IgG(Cy5-GaM 
IgG, Jackson lab), 4 ºC 2 h, 然后用1×PBS清洗3次, 
每次10 min。如有必要, 可以进行Phalloidin复染。

1.3  Western blot
为了检测C-cad蛋白总量, 用50 mL 1×PBS+1% 

Triton X-100(含蛋白酶抑制剂, PIC cocktail, Roche)
将5枚胚胎进行充分裂解, 750×g离心, 去除卵黄颗粒

和脂肪, 然后取上清液加入等体积4×上样液。一抗

6B6, 1:500; 二抗GaM-HRP, 1:2 500(Jackson lab)。
1.4  激光共聚焦显微镜观察

使用Zeiss LSM 510, 低倍成像使用Fluar UV/20× 
NA0.75物镜; 高倍使用C-Apochromat 63×NA1.3水介

物镜。 

2   结果
2.1  运用囊胚期动物极外胚层组织研究微丝骨架

的合成

非洲爪蛙囊胚期胚胎外胚层组织(动物极帽)被证

明是研究微丝骨架合成机制和发育功能的优良系统。

将去胶囊(jelly coat)的受精卵培养至囊胚中期(st8.5), 
然后转移10~15枚胚胎至有琼脂糖包被的、含有等渗

透压培养溶液(1×MMR)的培养皿中, 用钟表匠镊子

剥去卵黄膜, 待其恢复5~10 min, 然后用解剖针逐一

分离动物极帽(图1A); 动物极帽的大小一般为胚胎

赤道直径的1/3左右。分离完毕, 用灭菌巴斯德滴管

轻轻吹洗动物极帽, 去掉黏着的细胞碎片, 并将它

们转移到新鲜等渗溶液中培养10~15 min, 之后, 用
甲醛/戊二醛/PBST溶液将它们置于轻轻摇动的摇床

上, 室温固定10 min, 然后用PBST溶液清洗5次, 每
次5 min; 加入Alexa488-Phalloidin(5 U/mL)染色8~ 
12 h (4 ºC); 使用PBS清洗, 3次, 每次10 min。然后进

行激光共聚焦显微镜观察记录。图1B显示一个典

型的正在愈合的动物极帽低倍物镜(20×)观察结果: 
F-actin在正在愈合的外缘、切割创面、以及细胞周

周围的合成量较高。红色箭头所示创面外缘F-actin
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呈环状结构, 即所谓“purse string”, 是富含F-actin、
actinomysin的动态结构, 正是这一结构所产生的收

缩力将致使整个动物极帽愈合成圆球状。还可以在

较高倍物镜下观察细胞皮层F-actin的组织结构、丝

状或者片状伪足结构(图1C)。
2.2  囊胚期C-cadherin的表达量与细胞中F-actin
合成量正相关

为了研究囊胚期C-cadherin和F-actin表达量变

化的相关性, 我们分别分离囊胚中期(st7.5)和晚期

(st9.75)的动物极帽, 然后按上述实验流程记录不

同发育时期动物极帽细胞中F-actin合成量的变化; 
不同的是, 我们也对一部分动物极帽单独进行抗

C-cadherin免疫染色。图2A和2B显示, 囊胚晚期动

物极帽细胞中F-actin的合成量显著高于囊胚中期的

合成量。而免疫染色的结果则显示, C-cadherin在细

胞膜上的表达量也有显著提高。为了进一步验证

这一结果, 我们还对从囊胚中期到原肠早期的整体

胚胎中C-cadherin的表达量进行了Western blot分析, 
结果(图2D)显示, 囊胚晚期(st9)和原肠早期(st10)C-
cadherin的表达总量较囊胚中期(st7-8)也显著增加。

A: 图示分离动物极帽的过程; 经Alexa488-Phalloidin染色后通过激光共聚焦显微镜获取的动物极帽内侧低倍(B)和高倍(C) F-actin成像照片。箭

头所指为purse string; 三角号所指为富含F-actin的伪足; 方括弧所指为伤愈面。

A: a schematic depiction of the procedures for detecting cortical actin of animal explants from late blastula stage (st9) Xenopus embryos; B: lower mag-
nification confocal imaging of a representative animal explant stained with Alexa488-conjugated Phalloidin showing an actin rich purse-string (indicated 
by red arrow) assembled along the outer edge of the explant. The healing edge of the explant is marked by a red bracket (scale bar=100 µm); C: high 
magnification confocal imaging showing the purse-string (red arrow) and actin-rich membrane processes (red triangles, scale bar=20 µm).

图1　使用囊胚期动物极外胚层组织研究F-actin合成

Fig.1　Analyzing cortical actin assembly using ectodermal explants of Xenous blastula 
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2.3  细胞解聚导致F-actin合成量的下降

为了研究细胞膜C-cadherin表达与细胞皮层F-
actin合成量的关系, 我们还比较了完整动物极帽细

胞与解聚动物极帽细胞中F-actin量的差异。图3A显

示, 在完成的动物极帽中, 可以观察到典型的致密细

胞皮层F-actin网络和富含F-actin的丝状或者片状伪

足结构。而当动物极帽被解聚成单个细胞, 细胞皮

层F-actin的合成量则显著下降, 而且网络结构的致

密度也下降, 细胞周围也没有伪足的形成。为了检验

解聚细胞的健康状况, 我们还在解聚培养2 h后, 向
培养液中加入钙镁离子, 观察细胞间能否重新聚集。

图3C显示, 这些培养细胞可以重新聚集, 而聚集体

中F-actin的合成量也基本恢复正常, 表明解聚细胞

中F-actin合成量的下降不是因为细胞死亡导致的。

将部分动物极帽和解聚细胞按相同条件进行

抗C-cadherin免疫染色的实验结果表明, 与完整动物

极帽中细胞(图3D)相比, 解聚细胞表面C-cadherin的
表达量显著下降, 而在胞质中则可以检测到大量的

C-cadherin阳性颗粒(图3E)。Western blot实验结果

也表明, 细胞解聚导致细胞中的C-cadherin表达总量

略有下调(图3F)。这些结果表明, 当细胞之间失去

cadherin介导粘连后, 微丝骨架的合成量和网络密度

均会下降, 至少部分原因是因为C-cadherin不能在细

胞膜上稳定地表达。

2.4  细胞膜C-cadherin与细胞皮层F-actin共定位

检测

以上结果表明, 在胚胎早期发育过程, C-cadherin
在细胞膜表面的表达量与细胞皮层F-actin的合成

量以及组织结构有密切关系, 为了进一步在囊胚期

胚胎细胞中观察C-cadherin与F-actin的共定位关系, 

A: 囊胚中期(st7.5)和囊胚晚期(st9.75)动物极帽内侧F-actin染色, scale bar=200 µm; B: 图2A所示实验F-actin合成量的定量分析结果; C: 囊胚中期

(st7.5)和囊胚晚期(st9.75)动物极帽细胞表面C-cad蛋白免疫荧光染色结果, scale bar=100 µm; D: 囊胚中期(st7)和原肠早期(st10)胚胎中C-cad蛋
白表达量Western blot分析结果。

A: F-actin staining on the inner surface of representative animal explants from blastula embryos at st7.5 and st9.75 respectively, scale bar=200 µm; B: 
quantitative measurements of pixel intensity of F-actin staining from all animal explants examined in experiments shown in A; C: immunostaining results 
comparing the expression levels of C-cadherin on the cell surfaces of animal explants from embryos at st7.5 and st9.75 respectively, scale bar=100 µm; D: 
Western blot results showing the total amount of C-cadherin increases at the mid-blastula transition(st8-9). α-Tubulin serves as a loading control.

图2　囊胚期细胞F-actin合成量与细胞膜C-cad蛋白表达量协同变化

Fig.2　The increase of cortical actin assembly at the mid-blastula transition is correlated with the increase of C-cadherin 
expression in the cell surface
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A: 完整动物极帽内侧F-actin表现为致密网络结构(箭头所

指); B: 单个解聚细胞中F-actin网络密度和总量明显降低

(三角号); C: 单细胞重聚后, F-actin的合成结构特征恢复正

常; D: 完整动物极帽C-cad免疫荧光染色; E: 解聚单细胞

C-cad免疫荧光染色; F: Western blot结果显示完整动物极

帽(lane 1)和解聚动物极帽(lane 2)中C-cadherin的表达总量; 
Scale bars=10 µm.
A: F-actin staining in intact animal explant showing the dense 
cortical actin network (indicated by red arrow); B: F-actin 
staining of dissociated cells showing the decrease of the den-
sity and total amount of cortical actin (indicated by red solid 
triangle); C: F-actin staining of reaggregates of a group of 
cells showing the density and amount of cortical actin are re-
stored; D,E: immunostaining indicating the expression levels 
of C-cadherin on the cell surfaces of an intact animal explant 
(D) and on the surfaces of dissociated cells (E); F: Western 
blot for C-cadherin in intact animal explants (lane 1) and dis-
sociated cells (lane 2). β-actin serves as a loading control. 
Scale bars=10 µm.

图3　细胞解聚导致F-actin合成量和网络密度下降

Fig.3　Cell dissociation resulted in the reduction of 
the density and the amount of cortical actin

A: 囊胚晚期动物极帽C-cad免疫荧光染色结果; B: 囊胚晚期动物极帽F-actin染色结果; C: 囊胚晚期动物极帽C-cad免疫荧光染色和F-actin染色

的重叠效果。箭号所指共染色明显区域, scale bar=20 µm。

C-cadherin (A) and F-actin (B) double staining of animal explants from st9.75 embryos showing C-cadherin and F-actin colocalize at the cell-cell con-
tact sites (C). Upper panels: en face view; lower panels: view from a gazing section. Scale bar=20 µm.

图4　C-cadherin与细胞质皮层F-actin的共定位

Fig.4　The co-localization of cortical actin and C-cadherin at the cell surface
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我们对分离培养的动物极帽进行了抗C-cadherin和
Phalloidin共染色研究, 图4A上半部分图片显示的是

动物极帽内表面C-cadherin与F-actin的共定位情形, 
在细胞接触部位, 二者的共定位非常明显。图4下半

部分显示的是激光共聚焦单张层扫的结果, 这里业

可以观察到C-cadherin与F-actin在细胞接触部位和

伪足结构中的共定位。

2.5  细胞皮层F-actin合成量对细胞膜C-cadherin
表达量的响应

微丝骨架系统对cadherin在细胞表面的稳定

表达非常重要, 因此上面的观察结果还不足以支

持cadherin可以控制F-actin合成的观点, 因此, 我们

进行了C-cadherin敲降和过量表达实验, 直接观察

C-cadherin表达量改变后, F-actin合成量的变化。为

了敲降母源C-cadherin mRNA, 我们使用已经多次验

证能够有效降解非洲爪蛙母源mRNA的反义寡核苷

酸, 并运用受体转移技术获得C-cadherin敲降胚胎。

在C-cadherin过量表达实验中, 我们将500 pg的合成

非洲爪蛙C-cadherin mRNA注射到2-细胞期动物极。

然后按上述程序, 分离囊胚晚期动物极帽, 进行抗

C-cadherin和F-actin染色。图5显示, 同来源于正常

胚胎的动物极帽(图5B)相比, 敲降母源C-cadherin(图
5A)的确导致细胞中F-actin合成量的显著下降; 而过

量表达(图5C)则显著增加了F-actin的合成量。这些

A: 敲降C-cad(C-cad K.D.)导致F-actin合成量和网络密度下降; B: 对照组; C: 过量表达C-cad(C-cad O.E.)导致F-actin合成量显著上调; Scale 
bar=10 µm。

C-cadherin(red panels) and F-actin(green panels) double staining showing that depletion of C-cadherin (A) and overexpression of C-cadherin (C) result 
in the decrease and increase, respectively of cortical actin assembly. The levels of C-cadherin on the cell surfaces and cortical actin are shown in panel B. 
Scale bar=10 µm.

图5　细胞膜C-caderin的表达量与细胞中F-actin合成量正相关

Fig.5　The amount of cortical actin assembly is proportional the levels of expression of C-cadherin on the cell surface
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结果还进一步显示了C-cadherin和F-actin的共定位

关系。

综合以上结果, 我们认为在非洲爪蛙早期发育

中, C-cadherin在细胞膜表面的表达量决定了细胞皮

层微丝骨架合成量。

3   讨论
非洲爪蛙受精卵经历12次快速的同步化、无间

期卵裂至囊胚中期, 期间细胞不具备迁移能力。囊

胚中期之后, 胚胎细胞获得迁移能力, 是原肠运动

发生的必要条件[15]。分析囊胚形成过程中cadherin
与皮层F-actin的组装之间的调控关系有助于与我们

进一步深入分析胚胎形态建成运动的遗传控制机

制。本研究提供多方面实验证据, 表明在非洲爪蛙

囊胚形成过程中, C-cadherin的表达总量和细胞膜

上C-cadherin的表达量在囊胚形成过程中均显著上

调, 相应地, 囊胚晚期细胞中皮层F-actin的组装量较

囊胚早期细胞中显著增多。运用寡核苷酸特异地敲

降母源C-cadherin的表达量, 导致囊胚晚期细胞中皮

层F-actin的组装量显著下降, 而过量表达C-cadherin
则导致囊胚晚期细胞中皮层F-actin的组装量显著增

多。在囊胚晚期动物极组织解聚试验中, 我们发现

细胞间粘连的破坏也导致细胞表面C-cadherin的表

达量下降, 而单细胞中皮层F-actin的组装量也显著

减少。在C-cadherin与F-actin双重染色实验中, 我们

发现C-cadherin与皮层F-actin在细胞接触区域显示

明显的共定位。因此, 我们认为在非洲爪蛙囊胚形

成过程中, 细胞膜表面的C-cadherin表达量与细胞皮

层F-actin的组装存在正调控关系。在分析外胚层分

化过程中E-cadherin和N-cadherin的功能中, 我们也

发现E-cadherin和N-cadherin分别控制表皮和神经上

皮细胞中F-actin的组装[11]。因此, 控制胚胎细胞皮

层F-actin的组装是经典cadherin的共性。

多种胞质蛋白可以调控cadherin在细胞表面的

稳定表达。p120-catenin通过与E-cadherin胞内区段

的细胞膜临近区域结合而稳定E-cadherin在细胞膜

上的表达, 泛素连接酶Hakai则通过泛素化E-cadher-
in胞内区段的细胞膜临近区域而促进E-cadherin的
内吞。α-catenin调控cadherin从内膜系统到细胞质

膜的分泌过程。在非洲爪蛙囊胚中的功能分析表明, 
p120 catenin不仅促进C-cadherin在细胞膜表面的稳

定表达, 而且还具有促进皮层F-actin组装的功能[7]。

p120 catenin促进F-actin在cadherin复合物周围的组

装的分子机制尚不明了。囊胚期细胞表面C-cadherin
的稳定表达也受LPA等G蛋白偶联受体(GPCR)介
导的细胞信号的调控[7-9]。敲降LPA受体等GPCR导
致皮层F-actin组装缺陷, 而过量表达C-cadherin则可

以拯救LPA受体等GPCR敲降胚胎中皮层F-actin的
组装。结合本研究的发现, 我们推测在非洲爪蛙囊

胚形成过程中, LPA受体等GPCR介导的细胞信号

通过尚不明了的机制在囊胚中期之后被激活, 促进

C-cadherin在细胞膜上的稳定表达, 进而促进皮层

F-actin的组装。C-cadherin如何通过如p120-, α-, β-, 
γ-catenin等胞质蛋白相互作用, 并接受细胞信号如小

GTP酶的调控而促进形态建成运动中胚胎细胞皮层

F-actin的动态组装, 是我们将来的工作重点。
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C-cadherin Controls Cortical F-actin Assembly in the Early Xenopus Embryo

Shi Huijuan, Zhang Yan, Tao Qinghua*
(Tsinghua University School of Life Sciences, Beijing 100084, China)

Abstract        Both classical cadherins and cortical F-actin are involved in the control of multiple aspects of 
cellular function. The dynamic interaction between cadherin complex and cortical F-actin is critical for the homeo-
stasis of epithelial tissues and the morphogenetic movements during embryogenesis. Our previous work showed 
that cadherin complex on the cell surface can actively promote cortical F-actin assembly and the expression level of 
C-cadherin on the cell surface of the primary ectoderm of Xenopus blastula determines the amount of cortical F-actin 
assembly. In this study we demonstrate that the cortical F-actin assembly is dramatically increased in the late blas-
tula compared to the early blastula, and this increase is highly correlated with the accumulation of C-cadherin on 
the cell surface during Xenopus blastula formation. By depleting the maternally stored C-cadherin and dissociating 
the animal caps at late blastula stage, we show the reduction of the expression level of C-cadherin on the cell sur-
face resulted in the decrease of cortical F-actin assembly. These results further support our hypothesis that cortical 
F-actin assembly in the early Xenopus embryo is largely controlled by the expression level of C-cadherin on the cell 
surface.  
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