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原位杂交检现IJ lin-4 mRNA 在 Caenorhabditis

elegans 中的表达
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(厦门大学生命科学学院，细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室，厦门 361005)

摘要 lin-4 是控制 Caenorhabditis elegans (C. elegans)幼虫发育的异时性基因，也是一种小

RNA分子(microRNA)。通过整体原位杂交检测小 RNA lin-4 在野生型和 lin-14 、 lin-28 突变体中

的区域性表达，探讨 lin-4 在 C. elegans 发育时空控制中的作用。结果表明: lin-4 mRNA在胚胎发育

的早期和中期表达，胚胎后期至L1期末没有表达，之后又持续表达，成虫中也可以检测到lin-4 mRNA

的存在。在 lin-14 和 lin-28 突变体中 ， lin-4 的表达基本与野生型一致，不受 lin-14 、 lin-28 基因突

变的影响，说明 lin-14 和 lin-28 是 lin-4 的下游基因。
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多细胞生物的发育需要细胞分裂l、细胞死亡和

细胞分化的时空一致性，各种器官的准确定位和适时

发育反映了基因活性的时间和空间性。一般说来，

在胚胎发育过程中，基因时空性表达的控制是由一些

起关键性调控作用分子的时空性造成的。

在 Caenorhabditis elegans (C. elegans)中，通过分

析幼虫各个阶段的突变体发现了一系列在虫体发育

的不同阶段进行表达的基因这些基因又称为异时性

基因，这类基因突变会引起非正常的组织产生和形态

的改变，使发育的时间顺序被破坏。目前发现的异

时性基因有 lin-4 、 lin-14 、 lin-42 、 daf-12 、 lin-28 、

let-7 等，它们形成了一个遗传调控网络，控制了c.

elegans 细胞语系发育的时序性，在虫体发育的空间

和时序表达上起着重要的调控作用，控制着发育的时

序性r 1] 0 

在这些异时性基因中，由 lin-4 、 lin-14 和 lin-28

这 3个异时性基因组成的调控网络在控制幼虫前面 3

个发育阶段中起着重要的作用[2]0 LIN-14 的活性决

定了L1期细胞的命运，在 lin-14 的突变型中，L1期

的发育事件消失了，而发生了 L2 期的早熟事件。 L2

期的特异性发育过程要求 lin-14 和 lin-28 同时有活

性。它们的功能由于 lin-4 的表达而受到抑制，决定

了后来细胞的发育命运[1]0 lin-4 作为一种 microRNA

(miRNA，即微小 RNA)，编码一段 22 nt 的小分子非编

码 RNA，它抑制了 lin-14 和 lin-28 的翻译[3]。虽然抑

制过程的详细机制还不清楚但 lin-14 和 lin-28

mRNA 的 3' 非编码区和 lin-4 的序列互补，这提示 lin-4

RNA通过和它们的mRNA结合成反式的抑制复合体

而起作用[叫。在序列缺失的 lin-4 的突变体或者 lin

M 获得功能突变体中 Ll 期幼虫发育过程出现反

复。同样，如果将 lin-28 中的 lin-4 结合序列除去，出

现 L2 期的发育迟缓现象。

目前还发现在脊椎动物中也存在着异时性基因

的同源分子[明，特别是其中的一个小 RNA分子 let-7

在小鼠和人中都找到了类似物。 lin-28 类似基因也

在小鼠的胚胎发育中起重要的作用[10]。异时性基因

功能、表达和分布以及作用机制的研究，对其他多

细胞生物发育模式的研究具有重大意义[3]。由于 lin-

4 对 C. elegans 的幼虫发育阶段过程中的更替极为重

要， lin-4 mRNA 在 C.elegans 的区域性表达尚未见报

道， lin-4 RNA 的存在和丰度直接影响着其他基因的

表达。本文报告原位杂交法检测 lin-4 在 C. elegans

发育中的分布情况。

1 材料与方法

1.1 材料

实验所用虫株由 Caenorhabditis Genetics Center 

提供。主要虫株有 N2: 野生型; DR441: lin-14(n179) 

X; MT1 524: lin-28(n719月。

反应中所用的 dNTP 、 PCR 缓冲液、 Taq 酶、
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限制性内切酶、 GeneRuler DNA Mixture ladder 和琼

脂糖购自 MBI Fermentas 公司。胶回收试剂盒购自

华舜公司。号|物由上海生工合成，引物序列分别为

lin-4F:5'-CCGAGTCTCCCTI ACTGCAA-3'; lin-4R: 5'

CCTAGGCCTTTTCCCCGAAT ACCATT-3' 0 

pBluescript II SK( +)、 E.coli DH5α感受态细胞由本

实验室提供。

1.2 方法

1.2.1 lin-4基因片段的 PCR扩增 以 C.elegans野

生型基因组 ONA 为模板，以 lin-4F 和 lin-4R 为引物，

5μ110x 反应缓冲液， 5μ1 2.5 mmol/L dNTPs, 0.25μl 

5U/μlEx T吨，加双蒸水至反应总体积为 50μ10 PCR 

反应程序为:① 95 .C 5 min,( 94 .C 40 s,( 57.9 .C 

55 s,( 72.C 1.5 min，由①到④ 37 个循环，⑤ 72 .C 

7 min，⑥保持 4 'C 。取 5μlPCR 产物电泳检查扩增

结果。

1.2.2 lin-4 基因克隆 lin-4 PCR 产物经 T4 激酶

补平后琼脂糖凝胶电泳纯化，试剂盒回收，与质粒载

体 pBluescript SKII( +)(经 SmaI 酶切、去磷酸化、琼

脂糖凝胶电泳后纯化回收)连接，转化 E.coli OH5á 。

筛选阳性克隆，提质粒， BamHl和 XhoI 酶切检验并测

序分析。

1.2.3 lin-4 cONA探针的合成和标记 以克隆好

的含有 l的-4 片段的质粒为模板， lin-4F 和 lin-4R 为引

物，进行 PCR 扩增，并电泳检验。以该 PCR 产物为

模板，分别以 lin-4F 和 lin-4R 为引物，地高辛标记的

dNTPs 为底物，进行 PCR 扩增分别合成有义链和反

义链探针。 PCR 体系为: 2.5μ110xPCR 缓冲液， 1.2 

μllin-4R 或 lin-4F 引物， 1.2μ10ig 标记dNTP， 0.5μl

模板(第→次 PCR 产物)， 0.12μ1 Taq 酶， 19.48μl 无菌

水，总体积 25μ10 探针标记完成后经斑点杂交检测

探针的有效性IIIl，分别取 1μlPCR 扩增的 F、 R探针

原液，用 5xSSC 稀释成 1∞倍、 150 倍和 2∞倍，按以

下步骤做点杂交:取一硝酸纤维素膜，在其左下方做

一切角做标记，并用铅笔均分为六小格。取上述有

义链、反义链探针各稀释液 1μ1， 100 'C变性 5 min, 

立即置于冰上。待冷却后，从左到右依次点在膜上:

有义链 1 : 100 、 1 : 150 、 1 : 200; 反义链 1 : 100 、

1 : 150 、 1 : 200，晾干。紫外线下照射 30 s，使

变性后的单链探针结合到膜上。 lxSSC 洗 2 次，每

次 10 min; PBT(含 O.I%BSA)洗 2 次，每次 10 min 。

PBT(含 O.I%BSA)封闭 30 mino 加入 1 : 2500稀释

的抗地高辛抗体，温育 30 mino PBT 洗 3 次，每次
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10 mino DETEK 洗两次，每次 5 min。加入 30μl

染色液，避光条件下染色至出现明显信号， PBT 洗 10

min 终止染色。结果显示如SSC 稀释 150 时 F 、

R 引物效果都较好。

1.2.4原位杂交 C.elegans 虫体接种于培养基，培

养 1-2 天。在解剖镜下挑取 15-20 条成熟的雌雄

同体虫体制片，原位杂交[11 ， 121。封片后，用与 CCO 连

接的 Nikon 显微镜拍照，拍摄荧光照片以确定发育时

期。

2 结果

2.1 lin-4 克隆构建

PCR 扩增获得大约 700bp 的 ONA 片段(图 1)，

克隆入 pBluescript 11 SK( + )载体后提质粒酶切鉴定

(图匀，同时进行 PCR 筛选(图匀。

2.2 原位杂交

2.2.1 lin-4 mRNA在野生型中的区域性表达 lin-

4R探针整体原位杂交结果显示，野生型(N2)从早期胚

胎到多细胞中期胚胎都染上颜色，染色率 90% 以上;

但当胚胎中出现幼虫形态至一期幼虫(L1)均无色;以

后又出现颜色，并持续表达直至成虫(图的。

lin-4 mRNA主要分布在野生型的早期胚胎和中

期胚胎细胞中(图 5A、图 5C、图 5日，当胚胎发生

形态形成时在体内的细胞质中己经检测不到 lin-4

mRNA 的存在了(图 5G)。染料中加入 OAPI 染色胚

胎细胞核，以观察胚胎的对应时期(图 5B 、图 50 、

图 5F 、图 5H) 。

在一期幼虫(L1)中也没有检测到 lin-4 mRNA 的

表达(图 6A); 四期幼虫(L4)时表达量达到顶峰，染色

较深 ， lin-4 mRNA均匀分布在除咽部、食管外的肌

肉质中(图 6C)。而在成虫中 lin-4 mRNA 主要分布

在皮层及生殖腺(图 6E、 G)，在生殖腺中表达量较高，

染色较深。荧光染料定位细胞核以确定发育时期

(图 6B 、图 60 、图 6E 、图 6F) 。

2.2.2 lin-4 mRNA 在 l切-14 、 lin-28 突变体中的区域

性表达 在 lin-14 突变体 OR441 和 lin-28 突变体

MT1524 中的原位杂交检测结果与野生型中大体相

同，图 7 为 MT1524 中期虫卵(图 7A) 、 11 幼虫(图 7C)

和成虫(图 7日的染色情况及其 OR441 成虫(图 7G)的

染色情况。表明 lin-4 mRNA 的区域性表达没有受

到 lin-14 或者 lin-28 基因突变的影响，显示 lin-14 、

lin-28 为 lin-4 的下游基因其表达对 lin-4 mRNA 的

表达基本无影响。
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(c) (0 ) 

图 5 野生型胚胎中 lin-4 mRNA 的表达

A : 两细胞胚胎 mRNA 表达; B : 两细胞细胞核荧光染色;C 八细胞胚胎 mRNA 表达; D 八细胞胚胎细胞核灾光染色;E 中期胚胎 mRNA 表

达; F : 巾期胚胎细胞核荧光染色; G : 晚期胚胎 mRNA 友达; H : 晚期胚胎细胞核荧光染已。

图 6 lin-4 mRNA 在野生型虫体中的表达

A: L1 期 mRNA 表达; B: Ll 期细胞核灾)t染包; C: L4 期 mRNA ~是达; D: L4 期细胞核尖)t染包; E 成虫 mRNA ~是达 ; F: J或.1!.细胞核荧光染

色; G : 生殖腺 mRNA 表达; H : 生殖腺细胞核荧光染巳。

图 7 lin-4 mRNA 在 lin-14 、 lin-28 突变体中的区域性表达

A: MTl 524 中期胚胎 mRNA 求达; B: MT l 5 24 中期胚胎细胞核荧光染色; C: MT l 524 L l 幼虫 mRNA 表达; D: MT l 524 Ll 幼虫细胞核荧

光染色; E : MT l 524 成虫 mRNA 表达; F : MTl 524 成虫细胞核灾)t染色; G: DR44 1 成.!.ll mRNA 农达; H : DR44 1 成虫细胞核5荧光染已 。
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Abstract lin-4 is an important heterochronic gene as well as a microRNA which plays an crucial role in 

regulating the larval stage transition in Caenorhabditis elegans (C. elegans). To determine the function of lin-4 in the 

temporal and spatial development of C.elegans, we analyzed the expression of lin-4 mRNA in wild type and mutants 

of lin-14 and lin-28 via in situ hybridization. The results showed that lin-4 mRNA presented in the early embryos of 

wild type, and could not detected in the later embryos or Ll1arvae. The level of it continued to increase through L2 

to adult worms. During subsequent stages of development, it presented in the epidermis, and also in the germiline of 

adult worms. In lin-14 and lin-28 mutants, the expression of lin-4 mRNA pattem was same as wild type which 

implied lin-14 and lin-28 was the down streamed gene of lin-4. 

Key words Caenorhabditis elegans; lin-4; lin-28; lin-14; in situ hybridization 

Recevied: September 27 , 2006 Accepted: December 6, 2006 
This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (No.30470881) 
*Corresponding author. Tel: 86-592-2181792 , Fax: 86-592-2182066 , E-mail: yryang@jingxian.xmu.edu.cn 

适用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统，使实验数据更逼真 Tel: 021-64040161 www.baolor.com 


