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Non-muscle Myosin II-A调节斑马鱼胚胎发育

过程中肠内分泌细胞的极化
袁  玮1  浦  超2  Rupesh Puri2  石运伟1  王  新1  李石营1  刘  东1*

(1南通大学江苏省神经再生重点实验室, 南通 226001; 2南通大学医学院, 南通 226001)

摘要      胃肠道上皮由包括肠内分泌细胞在内的多种细胞类型组成 , 其中肠内分泌细胞占胃

肠道上皮细胞总量的1%左右。在哺乳动物胚胎发育过程中 , 肠内分泌细胞位于深层组织 , 因此很

难观察和研究。到目前为止 , 参与调节肠内分泌细胞形成和更新的分子调控机制仍然很不清楚。

Tg(nkx2.2a:mEGFP)转基因斑马鱼品系中GFP表达在发育过程中的肠内分泌细胞 , 并且在胚胎期斑

马鱼通体透明, 因此Tg(nkx2.2a:mEGFP)为研究胚胎发育过程中肠内分泌细胞的形成过程及其分子

调控提供了良好的模型。该研究发现, 斑马鱼肠内分泌细胞形成的关键阶段为受精后48~72 h(hour 
past fertilization, hpf), 而极化的关键时期为60~72 hpf。斑马鱼中Non-muscle Myosin II-A(NM II-A)
对应的两个基因myh9a和myh9b在肠内分泌细胞极化关键阶段的肠上皮表达。在60~70 hpf, 利用

不同浓度的NM II功能特异性的抑制剂blebbistatin处理Tg(nkx2.2a:mEGFP)斑马鱼胚胎 , 结果显示 : 
blebbistatin可抑制肠内分泌细胞的极化 , 并呈现剂量依赖性 , 随着blebbistatin浓度的增加极化细胞

的比例越来越低; 提示NM II-A调节斑马鱼胚胎发育过程中肠内分泌细胞的极化。

关键词      NM II-A; 肠内分泌细胞; blebbistatin; 极化; 斑马鱼

Non-muscle Myosin II-A Is Required for the Polarization of Developing 
Enteroendocrine Cells in Zebrafish Embryos

Yuan Wei1, Pu Chao2, Rupesh Puri2, Shi Yunwei1, Wang Xin1, Li Shiying1, Liu Dong1*
(1Jangsu Key Laboratory of Neuroregeneration, Nantong University, Nantong 226001, China; 

2Medical School of Nantong University, Nantong 226001, China)

Abstract       The epithelium of the gastrointestinal tract comprises multiple cell types, including the enteroen-
docrine cells, which constitute 1% of the total epithelial cell population. Intestinal enteroendocrine cells are not 
clustered together but spread as single cell throughout the intestinal tract. The deep internal position of the develop-
ing digestive system has made morphological analysis of this organ relatively difficult, particularly at early stages 
of development. Up to date, the regulation of enteroendocrine cells polarization remains poorly understood. In Tg 
(nkx2.2a:mEGFP) line, the regulatory elements of the nkx2.2a gene drive strong GFP expression in enteroendocrine 
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cells. Additionally, zebrafish embryos are transparent. Therefore, this line appears to be a good model for study of 
intestinal enteroendocrine cell development. Here we found that 48~72 h past fertilization (hpf) is an important 
stage for enteroendocrine cells formation, and 60~72 hpf is an important stage for its polarization. Non-muscle My-
osin II-A (NM II-A) gene myh9a and myh9b were expressed in intestinal epithelium during a time window encom-
passing enteroendocrine cells polarization. Blocking the function of NM II-A by blebbistatin impaired polarization 
of enteroendocrine cells at a dose-dependent manner. This result suggests that NM II-A is required for the polariza-
tion of developing enteroendocrine cells in zebrafish embryos

Keywords        Non-muscle Myosin II-A; enteroendocrine cells; blebbistatin; polarization; zebrafish

脊椎动物复杂的胃肠道上皮由内胚层的一个

薄层细胞发育而来。胃肠道上皮是一个充满活力

并能自我更新的组织系统 , 其形成和更新的过程包

含了大量的细胞行为。肠道上皮包含有多种快速

增殖的未分化和已分化的细胞系 , 这些细胞能特

异地执行消化、吸收、保护和内分泌功能。哺乳

动物小肠上皮内环境稳定是通过干细胞自我更新、

增殖、定向分化、迁移和死亡来维持的[1-2]。哺乳

动物的小肠祖细胞进行一系列的细胞命运决定 , 从
而产生肠细胞、杯状细胞、肠内分泌细胞和潘氏

细胞。肠内分泌细胞在胃肠道占上皮细胞总量的1%
左右 [2], 是胃肠道和胰腺中一类特殊的内分泌细胞 , 
与其他内分泌细胞不同之处不仅在于它是单一分

散的细胞 , 而且其寿命非常有限 , 只有短短的几天

到一个星期。在成年哺乳动物中肠内分泌细胞和

其他胃肠道上皮细胞一样连续不断地从肠黏膜隐

窝的干细胞分化[3]。同时它是体内数量最多的分泌

细胞 , 胃肠道的肠内分泌细胞共同构成最大的内分

泌器官。它们响应各种胃肠刺激后分泌激素 , 并将

激素释放到血液中来产生效应或传输给肠神经系统

以激活神经反应[4-5]。肠内分泌细胞分布在肠上皮并

且数量远远超过吸收细胞和杯状细胞 , 位于深层位

置很难去观察和研究。到目前为止 , 参与其形成和

更新的分子调控机制仍然很不清楚。

近年来 , 斑马鱼在胃肠道发育以及相关研究上

的应用促进了我们对这些机制的理解。斑马鱼作为

广泛使用的模式动物归功于多种原因 , 包括其有很

强的繁殖能力、可体外受精以及胚胎的光学透明度

便于活体成像等 [6-8]。尽管发育中消化系统所处的

深层次的内部位置使这个器官的形态分析比较困

难, 但是斑马鱼组织特异性表达绿色荧光蛋白(green 
fluorescent protein, GFP)的转基因品系改变了这种

情况 [9-10]。特别有趣的是 , Tg(nkx2.2a:mEGFP)品系

中GFP不仅表达于大脑、背侧神经管、发育中的胰

腺 , 而且在发育过程中的肠内分泌细胞也有强烈的

表达 [11-13]。因此 , Tg(nkx2.2a:mEGFP)为研究胚胎发

育过程中肠内分泌细胞的形成过程及其分子调控提

供了良好的模型。

Non-muscle Myosin II(NM II)是一类多亚基蛋

白质 , 用来命名由myh9、myh10、myh14这三个基

因表达的非肌源性肌球蛋白重链 (nonmuscle myosin 
heavy chains, NMHCs), 分别叫做NM II-A(Myh9)、
NM II-B(Myh10)、NM II-C(Myh14)[14-17]。在斑马鱼

中 , NM II-A(myh9)存在两个拷贝 , 分别为myh9a和
myh9b[18]。这三类NM II亚型具有非常相似的分子

结构 , 一个NM II亚型包含两类结构区域 , 一个是N-
末端具有MgATPase活性和肌动蛋白结合活性的球

形头部 , 另一个是C-末端α-螺旋卷曲的介导纤维交

联的尾部[19]。NM II的每种亚型都是一个六聚体, 包
括两条重链 (230 kDa)、两条调控NM II活性的调节

轻链RLCs(regulatory light chains)(20 kDa)及两条稳

定重链结构的必需轻链ELCs(essential light chains)
(17 kDa)。NM II可以可逆性地结合肌动蛋白纤维 , 
水解ATP, 被肌动蛋白激活后可将化学能转变为机

械力和运动 [14,20]。肌球蛋白是一个基于肌动蛋白的

分子马达家族, 可以通过水解ATP产生物理推力, 在
细胞内运输不同的货物。而这三类NM II也是如此 , 
在很多需要力和移动的基本细胞进程中扮演重要的

角色 , 如细胞迁移、细胞和细胞间的黏附、细胞形

态的改变等 [21-22]。此外 , 通过blebbistatin介导的NM 
II功能抑制等实验证明 , 在体内 (in vivo)和体外 (in 
vitro) NM II还调控细胞的极性[22-25]。我们在前期工

作中发现 , NM II在斑马鱼发育中的肠上皮表达 , 且
斑马鱼肠内分泌细胞的形成和极化发生在NM II-A
表达的阶段。因此, 我们假设NM II-A参与调控肠内

分泌细胞的极化 , 本研究利用blebbistatin介导的NM 
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II-A功能抑制来验证这一假设。

1   材料与方法
1.1   斑马鱼

AB系斑马鱼和Tg(nkx2.2a:mEGFP)转基因斑马

鱼系喂养和杂交方案严格按照文献 [18]中的描述进

行。收集鱼卵, 培养于28.5 °C系统水中, 根据形态特

征区分发育阶段 [26]。用来原位杂交的斑马鱼胚胎在

4%多聚甲醛中室温下2 h或者4 °C过夜固定, 之后用

PBST(phosphate-buffered saline Tween-20)清洗, 甲醇

脱水后20 °C储存备用。

1.2   整体原位杂交 
取斑马鱼早期不同发育阶段的胚胎 , 用PBST

溶液洗去多余的甲醇溶液 ,  蛋白酶 K消化 ,  将胚

胎进行预杂交 3 h, 然后加入所合成的反义 RNA
探针杂交过夜。多余的探针用 0.2×SSC溶液洗

去 , 加入 anti-Dig-AP(购于Roche公司 )与反义RNA
探针结合过夜。未结合的抗体用 1×PBST溶液洗

去 , 再加入BCIP/NBT/NTMT溶液显色 30 min, 迅
速用 PBST溶液洗去多余的显色液 ,  显微镜下观

察并记录。用来制作myh9a(NM_001098177.2)、
myh9b(XM_001920063.3)、myh10(XM_686375)探针

所用的PCR引物在我们之前的研究中已有报道[18], 制
作myh14(XM_005157931.1)探针1(861 bp)的PCR引
物序列为 : 正向引物 : 5′-AAG GCA AAA GCT GTT 
CTG GA-3′; 反向引物: 5′-GCG AAG CTG CTT ATT 
GGT TC-3′。探针2(767 bp)的PCR引物序列为: 正向

引物: 5′-CAT CAG CGT GCT GGA GTT TA-3′; 反向

引物: 5′-AAC TCA CCG GTC CAC TGT TC-3′。
1.3   显微成像

不同发育阶段的Tg(nkx2.2a:mEGFP)斑马鱼胚

胎用E3/0.16 mg/mL tricaine(Ms-222)/1% 1-phenyl-
2-thiourea(Sigma公司)麻醉后 , 包埋到1%的低熔点

琼脂糖里面(UltraPure™ Low Melting Point Agarose, 
Invitrogen)。用Leica SP5(Leica Microsystems)激光

共聚焦显微20×镜头成像, 用Leica LAS AF lite(Leica 
Microsystems)和 Imaris软件进行图像处理。原位杂

交结果用Olympus DP71 CCD在Olympus MVX10体
视显微镜观察和成像。

1.4   Blebbistatin处理

Blebbistatin(Sigma公司)先溶解到DMSO中制

成10 mmol/L储存液 , 然后用E3培养液稀释至不同

的浓度 , 从 2.5~30 μmol/L, 每 2.5 μmol/L为一个单

位。在细胞六孔板每个孔中加入 5 mL blebbistatin
工作液 , 28.5 °C预温20 min后 , 在每个孔中加入刚

发育至 60 hpf的10条斑马鱼胚胎。将胚胎放置在

28.5 °C培养箱中培育, 待斑马鱼胚胎发育至70 hpf时
停止处理, 将胚胎转入E3中观察和成像分析。

1.5   统计分析

每次实验均选取相同背景的6对斑马鱼进行交

配。在每对斑马鱼的所产胚胎中随机选取5枚, 共约

30枚胚胎进行后续的观察和计数。统计方法选用配

对T检验, 数据以均数±标准差表示, 实验重复4次。

2   结果
2.1   斑马鱼肠内分泌细胞的形成和极化

据报道 , 在26~30 hpf斑马鱼内胚层的一个连续

排列的薄层细胞于卵黄囊的上表面位于胚胎中线的

位置形成原始的肠结构。30~52 hpf是斑马鱼肠道开

始并逐渐腔化的关键时期 , 而52~76 hpf是肠上皮极

化的关键时期 [13]。为了研究肠内分泌细胞极化过程

的分子调控机制 , 首先需要清楚地了解其形成和极

化的过程。我们利用激光共聚焦显微成像技术分析

了肠内分泌细胞在极化前和极化后的形态 (图 1)和
形成过程 (图 2)。细胞极化与未极化形态上的区别

在于: 未极化的细胞为球形, 极化的细胞会在原来形

态的基础上拉伸出一条细长的尾巴 , 出现类似蝌蚪

形的两极明显变化 , 并且极化后的细胞排列有规律 , 
细胞细长的部分指向消化道腔。在分析过程中 , 每
个时间点我们选取了大约30枚胚胎进行统计分析。

其中, 未极化的肠内分泌细胞从约48 hpf起在肠道的

后部泄殖孔的位置开始形成 , 此时这类细胞大约有

30个左右聚集在一起并且没有极化发生 , 细胞呈圆

形(图2A和图2A’)。到60 hpf肠内分泌细胞逐渐分散

在整个肠道 , 数量大约50~60个 , 此时一部分细胞开

始极化 (图2B和图2B’)。到3 dpf后肠内分泌细胞数

量增加到约200个 , 大部分已经发生极化 (图2C和图

2C’)。因此 , 斑马鱼胚胎在受精后48~72 hpf为肠内

分泌细胞形成的关键阶段 , 60~72 hpf为肠内分泌细

胞极化的关键阶段。到 4 dpf肠内分泌细胞增加到

大约300个(图2D和图2D’), 而7 dpf增加到大约500个
(图2E和图2E’)。
2.2   NM II在斑马鱼胚胎的肠上皮表达

为了研究NM II是否参与斑马鱼肠内分泌细胞
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的极化调控 , 首先我们利用全胚胎的RNA原位杂交

技术系统分析了myh9a、myh9b、myh10和myh14在
斑马鱼胚胎发育中的肠上皮的表达情况。根据结果

2.1, 斑马鱼肠内分泌细胞形成和极化的关键阶段为

48~72 hpf, 在48和72 hpf的原位杂交试验中没有检

测到myh10和myh14的表达信号 (图3C、图3C’、图

3D、图3D’、图3G和图3H)。此外 , 也没有检测到

myh9a在48 hpf斑马鱼胚胎肠上皮的杂交信号(图3A
和图3A’); 但是myh9b在48 hpf的斑马鱼胚胎肠上皮

表达。到72 hpf, myh9a和myh9b都在斑马鱼胚胎肠

上皮表达 (图3E和图3F)。这些结果与小鼠内的研究

结果一致, 即在小鼠胚胎期NM II-A也在小肠上皮高

表达[27]。

2.3   Blebbistatin抑制肠内分泌细胞的极化

Blebbistatin是特异性抑制NM II功能的小分子

化合物。研究结果2.1显示, 60~72 hpf为肠内分泌细

胞极化的关键阶段。因此 , 我们选择在60~70 hpf用
不同浓度梯度的blebbistatin来处理胚胎。实验结果

显示 , blebbistatin抑制肠内分泌细胞的极化 , 且随

着浓度的增加, 极化细胞的比例越来越低(图4)。在

0 μmol/L处理组 , 约95%的肠内分泌细胞发生极化

(图4A和图4E); 在2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 μmol/L处理

组 , 分别约为88%、40%、20%、15%、5%的肠内

图2  激光共聚焦显微成像分析斑马鱼肠内分泌细胞的形成和极化过程(左栏: 150×; 右栏: 200×)
Fig.2  The formation and polarization of enteroendocrine cells analyzed by confocal microscope imaging

 (left column: 150×; right column: 200×)
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E’

48 hpf

60 hpf

3 hpf

4 hpf

7 hpf

A

B
Polarization

A: 绿色荧光蛋白标记斑马鱼肠内分泌细胞的细胞膜。红色箭头指

示未极化细胞, 蓝色箭头指示开始极化的细胞, 白色箭头指示极化细

胞(200×); B: 极化中肠内分泌细胞的形态(300×)。
A: the enteroendocrine cells membrane was labeled by GFP. Red arrow-
heads indicated unpolarized cells, blue arrowheads indicated polarizing 
cells and white arrowheads indicated polarized cells (200×); B: the mor-
phology of polarizing cells (300×).

图1  激光共聚焦显微镜下斑马鱼肠内分泌细胞的形态

Fig.1  The morphology of enteroendocrine cells by confocal 
microscope imaging
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图3    整体原位杂交分析myh9a、myh9b、myh10和myh14在肠道上皮细胞的表达(A~H: 60×; A’~D’: 100×)
Fig.3     The expression of myh9a, myh9b, myh10 and myh14 in intestinal epithelium analyzed by 

whole-mount in situ hybridization (A~H: 60×; A’~D’: 100×)

48 hpf 72 hpf

A

B

C

D

A’

B’

C’

D’

E

F

G

H

myh9a

myh9b

myh10

myh14

A C

B D

E

5 μmol/L

0 μmol/L

10 μmol/L

7.5 μmol/L

Blebbistatin treatment

 Concentration of blebbistatin (μmol/L)

Blebbistatin treatment

0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 20.0 25.0

120
100
80
60
40
20
0

N
o.

 o
f p

ol
ar

iz
ed

/
no

. o
f t

ot
al

 c
el

ls
 (%

)

A: 0 μmol/L处理组约95%的肠内分泌细胞发生极化(200×); B: 5 μmol/L处理组约40%的肠内分泌细胞发生极化(200×); C: 7.5 μmol/L处理组约20%的

肠内分泌细胞发生极化(200×); D: 10 μmol/L处理组约15%的肠内分泌细胞发生极化(200×); E: 不同浓度处理组的肠内分泌细胞极化比例的统计。

A: in 0 μmol/L of blebbistatin treatment group, around 95% enteroendocrine cells polarized (200×); B: in 5 μmol/L of blebbistatin treatment group, 
around 40% cells polarized (200×); C: in 7.5 μmol/L of blebbistatin treatment group, around 20% cells polarized (200×); D: in 10 μmol/L of blebbista-
tin treatment group, around 15% cells polarized (200×); E: the statistics of polarized cells in groups treated with blebbistatin at different concentrations.

图4   通过blebbistatin抑制NM II的功能影响肠内分泌细胞的极化呈现剂量依赖效应

Fig.4  Blocking the function of NM II by blebbistatin impaired polarization of enteroendocrine cells at a dose-dependent manner
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分泌细胞发生极化(图4B~图4E); 15 μmol/L处理组

约2%发生极化 ; 20 μmol/L和25 μmol/L处理组未观

察到肠内分泌细胞发生极化。

3   讨论
本研究中 ,  我们发现斑马鱼肠内分泌细胞

形成的关键阶段为 48~72 hpf; 极化的关键时期为

60~72 hpf。在斑马鱼中NM II有三个亚型, 其中NM 
II-A(Myh9)存在两个拷贝[18], 其对应的基因分别为

myh9a、myh9b、myh10和myh14。我们发现 , myh9a
和myh9b在肠内分泌细胞极化的关键阶段的肠上皮

表达 , 提示其可能参与调控肠内分泌细胞的极化过

程。在60~70 hpf利用不同浓度的NM II功能特异性

抑制剂blebbistatin处理Tg(nkx2.2a:mEGFP)斑马鱼胚

胎 , 发现blebbistatin可抑制肠内分泌细胞的极化 , 并
呈现剂量依赖效应。

NM II三类亚型的氨基酸序列高度同源 [28], 也
表现出一些相同的生物化学特性 , 但是他们在细胞

水平以及整体水平又表现出不同的定位和功能特

性 [14-15,20]。报道显示 , NM II参与调控一系列的细胞

行为 , 包括细胞迁移、细胞间的黏附、细胞形态的

改变[21]。也有研究表明, NM II参与调节上皮细胞的

形态形成 [22]。此外 , 通过blebbistatin介导的NM II功
能抑制等实验证明 , NM II在体内 (in vivo)和体外 (in 
vitro)还调控一些细胞的极性[22-25,29], 如肺上皮细胞

等。本研究结果显示, NM II-A参与了斑马鱼肠内分

泌细胞极化的调控。该研究结果进一步证实了NM 
II家族蛋白参与调控细胞的极化过程。在小鼠胚胎

发育的E16.5, NM II-A表达在肠上皮细胞 , 提示NM 
II-A可能也参与调控肠内分泌细胞的极化 , 显示了

其功能在脊椎动物进化过程中的保守性。此外 , 在
小鼠胚胎中NM II-C表达在小肠上皮的顶膜上; 在斑

马鱼5 dpf, 我们也发现了myh14基因表达在肠上皮

(数据未显示 ), 但是 , 时间点不在胚胎期肠内分泌细

胞极化的关键阶段, 提示NM II-C不参与胚胎期肠内

分泌细胞的极化过程 , 但可能参与肠上皮细胞极性

的维持或其他功能。在将来的工作中 , 可以进一步

条件性敲除小鼠胚胎肠内分泌细胞中的NM II-A, 通
过遗传学方法来验证NM II-A在肠内分泌细胞极化

过程中的调控作用。本文为进一步分析NM II家族

在肠上皮内分泌细胞相关疾病中的功能提供了参考

依据。
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