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摘要    表观遗传和染色质重塑参与了胚胎形成及肿瘤发生, 乙酰化作用是调控基因转录的关

键修饰之一, 组蛋白去乙酰基酶抑制剂被视为肿瘤治疗中最有前景的药物开发目标. 然而哪些基

因在体内对乙酰化作用修饰更敏感? 这些基本问题仍未完全知晓. 以鸡胚翅芽作为实验模型, 用
HDAC 抑制剂 trichostatin A (TSA)处理翅芽, 研究翅芽发生中一系列基因对 TSA 的反应. 结果显

示, TSA (75 μmol/L)能够改变某些对翅芽发育具有重要功能的基因的表达水平, 其中 SF/HGF 和 
Twist1 基因的表达被上调; FGF8, Shh, TCF4, Myf5 及 MyoD 基因的表达被下调; 与此不同, Pax3, 
Paraxis, CREB 和 PCNA 基因的表达水平不受 TSA 作用的影响. 结果提示, 发育的鸡胚翅芽能够

作为一个便利的、供体内研究 HDACs 抑制剂对基因表达作用的模型, 有助于提高对染色质重塑

和表观遗传对基因表达的调控作用, 以及对正在开发的抗癌药物的认识.  
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染色质结构在调控编码于DNA的基因组信号的

表达中发挥重要作用, 转录后修饰在基因调控中的重

要性被越来越多的证据所证实. 抑癌基因失活、沉默

的出现常常是肿瘤发生的重要步骤之一. 染色质结构

重塑酶能够以高靶向性调节方式改变染色质的结构[1]. 
组蛋白乙酰化转移酶(histone acetyltransferases, HATs)
和组蛋白去乙酰化酶(histone deacetylases, HDACs)调
控组蛋白的乙酰化, 组蛋白乙酰化和去乙酰化对真核

细胞转录的调控具有显著作用 [2]. 我们对HDACs及
HDAC抑制剂(HDAC inhibitors)在肿瘤发生中作用的

认识日益深刻, HDAC抑制剂被认为是最具前景的肿

瘤治疗药物, 并且第 1 代HDAC抑制剂目前正处于Ⅰ/
Ⅱ期临床试验阶段. 然而, 一些基本问题还未完全明

了, 关于HDAC抑制剂在体内和体外的作用研究, 将

进一步有助于最佳临床治疗方案的设计.  
发育中的鸟类胚胎肢芽可以作为一个良好的体

内检测药物作用及副作用的动物模型. 2004 年, Tick-
le[3]首次在鸡胚肢芽的极化区域模拟信号传输, 研究

化学制剂, 将信号源定位于鸡胚翅芽前端, 形成了超

数附指, 这提供了一个极好的对极化区域进行活性

检测的例证, 并由此发现视黄酸、维生素A衍生物具

有极化活性. 发育中的肢芽常被用于脊椎动物胚胎

发生和基因表达调控机制的研究, 这不仅因为在体

内 , 肢芽便于操作 , 也是由于鸡胚一系列基因  组 , 
连同其他最近获得的新基因, 为深入探索基因和基

因功能提供了新机遇. 适用于鸡胚肢芽发育的原则

也适用于其他脊椎动物, 并且可延伸应用于临床遗

传学及药物检验[4].  
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胚胎附肢发生时, 附肢域沿着动物身体的头尾

轴, 出现于适当的时间和位置, 不久, 肢芽便从仅覆

盖着外胚层的间充质细胞群从外侧方向外突出、生 
长[5]. 有几个信号中心协调肢芽向外生长及形成, 发
育的肢芽的特殊区域, 如极化活动区(ZPA)、顶外胚

层嵴(AER)以及无嵴外胚层, 指导和协调肢芽沿前-
后轴、背-腹轴及近-远轴逐渐发育为肌肉、腱和骨等

组织[6]. 具备独特功能的不同基因具有各自的表达模

式, 一些与肢芽发育相关的基因, 包括它们的表达方

式和功能已被揭示. 其中一些基因限制性表达在肢芽

的不同部位, 如Shh表达于ZPA, FGF8 表达于AER, 
TCF4 表达在中央间充质, Pax3, Paraxis, Myf5 和MyoD
表达在肌肉前体细胞或肌肉细胞中, SF/HGF在肢芽最

初形成时非限制性表达, 以后逐渐局限于前远端区域

间质细胞. 其他基因, 如Twist1, CREB1, PCNA几乎都

非限制性地表达于发育中的肢芽中.  
Trichostatin A (TSA)是HDAC抑制剂中的一种. 

近年来的研究结果表明, TSA能抑制癌细胞的增殖, 
调控细胞周期进程, 诱导肿瘤细胞凋亡及分化[7]. 在
多细胞真核生物, 用TSA拮抗组蛋白去乙酰化, 能使

沉默基因去阻遏[8]. 在人类克隆癌细胞中, TSA增强

组蛋白乙酰化(IC50 value of approximately 0.1~0.3 
μmol/L), 并诱导细胞凋亡[9]. COX-1 启动子突变分析

提示, TSA的反应部位在邻近Sp1 结合位点[10]. TSA 
也导致胚胎组蛋白过度乙酰化 [11]. HATs促进而

HDACs抑制骨骼肌基因表达, HDAC抑制剂具有调节

骨骼肌生成的作用. HDAC仅在未分化的肌母细胞中

对肌调节蛋白MyoD和MEF2C发挥作用[12]. 然而, 在
体内器官发生中, HDAC抑制剂对与胚胎发育相关的

其他基因, 如FGF8, Shh, SF/HGF等是否产生影 响? 
这些问题尚未见报道. 为了探讨鸟类肢芽发育能否

作为一个优良的、有效的体内检测如HDAC抑制剂这

类药物的作用和副作用的动物模型 , 我们研究了

HDAC抑制剂-TSA在这个体系中对基因表达的作用, 
以期认识染色质重塑和表观遗传对基因表达的调控

作用, 并对正在开发的抗癌药物的认识提供新的依

据.  

1  材料与方法 

1.1  胚胎 

受精鸡蛋(White Leghorn)来自当地饲养场 , 在

38℃和 80%相对湿度的孵化箱内孵化 3 天以上, 胚胎

达HH16~20 期. 胚胎发育时期的判断依据Hamburger
等人[13]的分期标准.  

1.2  TSA 及 TSA 念珠制备 

Trichostatin A (TSA)是具有抗真菌特性的链霉菌

发酵产物, 是一种体内外可逆性的 HDAC 抑制剂. 本
实验所用 Trichostatin A(Sigma, USA)纯度>99%, 溶
解于二甲基亚砜(DMSO), 分装备用.  

丙烯酰胺念珠(Sigma, Germany)直径大约为 80 
μm 左右 . 由德国弗赖堡大学药物研究所 Manfred 
Jung 教授所在研究组检测该念珠吸收及释放 TSA 的

能力, 证实其能够吸收TSA, 吸收TSA的量为剂量依

赖性, 同时验证了 TSA 念珠在磷酸盐缓冲液(PBS)中
能够稳定释放 TSA.  

念珠经 PBS 缓冲处理, 将实验组使用的念珠浸

入 TSA 药液(75 μmol/L)中, 同时将对照组使用的念

珠浸入 PBS 缓冲液中, 均于 4℃下放置一夜, 待用.  

1.3  胚胎显微外科手术 

将孵化至HH16~20期鸡胚的鸡蛋开窗, 在显微镜

下, 用显微操作针撕裂卵黄膜和羊膜, 暴露手术视野.  
使用钨针在鸡胚右侧翅芽合适部位, 通过外胚

层向背侧间充质做一小切口, 用钝头钨针将念珠由

切口推至理想部位. 手术切口的位置依据要检测的

基因在翅芽表达的相应部位而定 , 如检测 MyoD, 
Myf5, Pax3, Paraxis, CREB, PCNA 和 TCF4 基因表达

胚胎, 切口位于翅芽中央部位; 检测 FGF8 和 Twist1
基因表达的胚胎, 切口靠近翅芽远端边缘; Shh 则在

翅芽后部 ZPA 区域; SF/HGF 在翅芽前远端部位.  
对于实验组胚胎, 右侧翅芽分别植入 TSA 念珠. 

对照组胚胎(与实验组胚胎为相同发育时期), 在其右

侧翅芽, 与实验组胚胎植入TSA念珠的相同部位, 植
入 PBS 念珠, 植入方法与实验组相同.  

术后, 用医用胶布封闭蛋壳窗口, 将其重新放入

孵化箱内, 根据需要再次孵化 8~24 h 后, 检查鸡胚, 
将其处死, 固定于 4%多聚甲醛固定液中, 于 4℃条件

下固定一夜. 固定后的胚胎经系列甲醇梯度脱水, 存
放于−20℃条件下以备原位杂交.  

1.4  胚胎原位杂交 

依据Nieto等人[14]描述的方法实施原位杂交实验. 
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收集实验胚胎 , 使用地高辛RNA标记试剂盒 (Boe- 
hringer, Mannheim, Germany)标记检测基因的核糖核

酸探针. 杂交的RNA探针依据下列质粒模板预备, 质
粒分别含下列基因片段 : MyoD, Myf5, FGF8, Shh, 
TCF4, Twist1, SF/HGF, Pax3, Paraxis, PCNA和CREB1. 
使用抗地高辛抗体处理胚胎, 用NBT-BCIP显色.  

1.5  组织切片 

选择部分原位杂交染色后的胚胎, 胚胎经 PBS
溶液冲洗后包埋于 3%琼脂内, 使用莱卡振动切片机

(Leica vibratome)制作切片, 切片厚度为 60~80 μm, 
振幅 6~7 档, 速度为 3~4 档, 观察切片并照像.  

2  结果与分析 

2.1  TSA 抑制与分化相关的转录因子基因 MyoD, 
Myf5 和 TCF4 在胚胎翅芽的表达 

bHLH 转录因子 MyoD, Myf5, Paraxis 和同源盒

蛋白 Pax3 均以其特殊的表达方式表达于发育的肢芽

中. MyoD 和 Myf5 表达于成肌细胞, 在体节和肢芽里

是肌肉细胞决定和分化所必需的. 然而, 在鸡胚肢芽

发育时期, 检测出 Myf5 的转录(自 HH20 期被检测到)
要早于 MyoD(自 HH22 期被检测到)的转录, MyoD 基

因在翅芽里的表达范围比 Myf5 的表达更加局限. 我
们观察到, 在念珠所在的翅芽背侧区域, 75 μmol/L 
TSA 能够强烈地抑制 MyoD 基因的表达(图 1(a), (c)
和(e)), 对 Myf5 基因的表达也显示出抑制作用, 但抑

制的程度不如对MyoD基因抑制的强烈(图 2(b)和(c)). 
对照组胚胎, 右侧翅芽内植入的 PBS 念珠, 对翅芽

MyoD 和 Myf5 基因的表达无影响(图 1(f), (h), (j); 图
2(e)和(g)). 碱性螺旋-转角-螺旋转录因子 TCF4 编码

的转录因子 4 也与肌肉的发育有关, TCF4 最早于

HH19~20 期表达于翅芽间充质, 而且 75 μmol/L TSA
对它的表达也起下调作用(图 3). 

2.2  与肌肉祖细胞相关的转录因子基因的表达或
非限制性表达基因的表达对 TSA 不敏感 

Pax3 是 PAX 基因家族中的一员, 是胚胎发育中

生肌前体细胞移行、增殖、分化及神经胚层发育的重  
 

 
 
 

图 1  右侧翅芽植入念珠后 MyoD 探针的原位杂交胚胎(HH24 期)及切片 
(a)~(e)为翅芽植入 TSA 念珠的实验组胚胎及切片, (f)~(j)为翅芽植入 PBS 念珠的对照组胚胎及切片. 黄色箭头示翅芽 MyoD 基因表达, 绿色箭头示

PBS 念珠, 红色箭头示 TSA 念珠. (a) 胚胎背侧观, 黄色箭头示左侧翅芽 MyoD 基因正常表达, 红色箭头示右侧翅芽 TSA 念珠周围缺乏 MyoD 基

因表达. (b) 头侧观无念珠的左侧翅芽, MyoD 基因正常表达于翅芽腹、背侧(黄色箭头). (c) 头侧观右侧翅芽, 红色箭头示 TSA 念珠抑制翅芽背侧

MyoD基因表达. (d) (a)中胚胎未植入念珠的左侧翅芽横切片, 箭头指示 MyoD基因正常表达于翅芽背侧和腹侧. (e) 植入 TSA 念珠的右侧翅芽横切

片, 红色箭头指示 TSA 念珠周围, 翅芽背侧区域 MyoD 基因表达缺失. (f) 右侧翅芽植入 PBS 念珠的胚胎背侧观, 绿色箭头示 PBS 念珠位于翅芽

内, 黄色箭头示 PBS 念珠不影响 MyoD 基因表达, 双侧翅芽 MyoD 基因表达无差别. (g) 头侧观无念珠的左侧翅芽, MyoD 基因正常表达于翅芽腹、

背侧(黄色箭头). (h) 头侧观右侧翅芽, 绿色箭头示 PBS念珠周围, MyoD基因正常表达于翅芽背侧和腹侧. (j) 植入 PBS念珠的右侧翅芽横切片. 与 
对侧翅芽切片(i) MyoD 基因正常表达相比, 绿色箭头指示 PBS 念珠不影响翅芽 MyoD 基因表达((a)~(c), (f)~(h)×4, (d), (e), (i), (j)×5) 
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图 2  右侧翅芽植入念珠后 Myf5 探针的原位杂交胚胎(HH24 期)及切片 
(a)~(c)为翅芽植入 TSA 念珠的实验组胚胎及切片, (d)~(g)为翅芽植入 PBS 念珠的对照组胚胎及切片. (a) 黄色箭头示无念珠的左侧(对侧)翅芽 Myf5
正常表达. (b) 红色箭头示右侧翅芽植入的 TSA 念珠区域, Myf5 基因的表达被下调. (c) 翅芽横切片, 黄色箭头示 Myf5 基因正常表达于左侧翅芽

背、腹侧区域, 红色箭头示右侧翅芽 TSA 念珠下调 Myf5 基因表达. (d) 无念珠的对侧(左侧)翅芽 Myf5 基因正常表达. (e) 绿色箭头示 PBS 念珠对

右侧翅芽 Myf5 基因表达无影响. (g) 植入 PBS 念珠的右侧翅芽横切片. 与对侧翅芽切片(f) Myf5 基因正常表达相比, 绿色箭头示 PBS 念珠不影响 
翅芽 Myf5 基因表达((a), (b), (d), (e) × 4, (c), (f), (g)×5) 

 

 
 

图 3  右侧翅芽植入 TSA 念珠后 TCF4 探针的原位杂交胚胎(HH24 期)及切片 
(a) 箭头示胚胎无念珠的左侧翅芽上 TCF4 正常表达. (b) 红色箭头示右侧翅芽 TSA 念珠下调 TCF4 基因表达. (c) 左侧翅芽横切片, 黄色箭头示

TCF4 基因正常表达于翅芽. (d) 与对侧(c) 翅芽相比, TSA 念珠对翅芽 TCF4 基因表达具有下调作用. PBS 念珠对翅芽 TCF4 基因表达无作用, 图略 
((a)和(b)×4, (c)和(d) ×5) 

 

要调控因子 , 它也参与中胚层形成早期转录调控 . 
Pax3 表达于鸡胚翅芽间充质的腹侧和背侧. Paraxis
与 Pax3 基因具有几乎相似的表达模式, 但在翅芽的

表达区域比 Pax3 更大, Pax3 和 Paraxis 基因在翅芽里

的表达都早于Myf5和MyoD. 用 75 μmol/L TSA 处理

胚胎翅芽后, MyoD 和 Myf5 基因的表达被下调, 与此

形成对照, 用同样的方式处理胚胎, TSA 对 Pax3 和

Paraxis 基因的表达无影响(图 4(b), (d), (f), (h)). 进
一步, 我们检测了 PCNA, CREB1 及 Twist1 基因对

TSA 处理的敏感性. PCNA 是 DNA 复制标志基因, 在
肢芽发育时期广泛表达. CREB1 是亮氨酸拉链家族

转录因子成员 , 非限制性表达于鸡胚肢芽 . PCNA, 
CREB1基因在翅芽的表达对 TSA药物处理均不敏感

(图 4(j), (l), (n)和(p)). 
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图 4  右侧翅芽植入 TSA 念珠后分别使用 Pax3 (a)~(d), Paraxis(e)~(h), PCNA(i)~(l)和 CREB(m)~(p)探针的原位杂交胚胎

(HH24 期)及切片 
黄色箭头示各基因表达, 红色箭头示 TSA 念珠. (a), (e), (i)和(m). 分别为胚胎 Pax3, Paraxis, PCNA, CREB 在未植入念珠的左侧翅芽正常表达. (b), 
(f), (j)和(n)红色箭头示右侧翅芽植入 TSA 念珠后, 各相关基因的表达不受影响. (d), (h), (l)和(p)与对侧(左侧)翅芽((c), (g), (k)和(o))比较, TSA 念珠

对各相关基因表达无作用((a), (b), (e), (f), (i), (j), (m)和(n)×4, (c), (d), (g), (h), (k), (l), (o)和(p)×5) 
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2.3  TSA 抑制 FGF8 和 Shh 基因在翅芽的表达, 
但 TSA 上调翅芽 Twist1 和 SF/HGF 基因的表达 

分泌的信号蛋白对肢芽的发育和形成具有重要

作用. 其中, FGF8 表达在鸡胚翅芽整个 AER 区域, 
它的时空表达方式提示其在翅芽向外生长中发挥作

用. 在移植了 75 μmol/L TSA 念珠的翅芽, FGF8 基

因的表达明显被抑制(图 5(a)); Shh 基因限制性地表达

在翅芽后部边缘区域, 它的表达也被 75 μmol/L TSA 
强烈抑制(图 5(c)); 对照组胚胎翅芽中的 PBS 念珠不

影响翅芽 FGF8 和 Shh 基因的表达(图 5(b)和(d)). 在
刚形成的翅芽里, SF/HGF 的表达几乎遍及翅芽间充

质, 随着翅芽向外生长和组织特化, SF/HGF 的表达

逐渐局限于翅芽前远端间充质, 在 HH23~24 期, 它
的表达接近翅芽前远端及前远端顶部. 我们惊讶地

发现, 75 μmol/L TSA 明显上调 SH/HGF 的表达(图 6(a)
和 (c)); 在翅芽中非限制性表达的 Twist1, 用 75 

μmol/L TSA 药物处理后 , 能够上调翅芽间充质 
Twist1 的表达(图 7). 

2.4  在鸡胚翅芽, 检测基因对 TSA(75 μmol/L)的
敏感性随基因的时空表达而不同 

在鸡胚肢芽发育时期, CREB1和 Twist1非限制性

表达; PCNA 表达于增殖细胞中. 在翅芽开始形成的

HH17 期, SF/HGF 非限制性表达, 在刚形成的翅芽里

能检测到 Pax3 及 Paraxis 基因表达于未分化细胞. 
FGF8 特异性表达于 AER, 自 HH17~18 期开始, Shh 
仅特异性表达于 ZPA. 与肌肉分化相关的基因 Myf5, 
MyoD 在大约 HH20~22 期表达增强. TCF4 与肌肉发

育相关, 在 HH19~20 期表达于翅芽中胚层. 使用药

物 TSA(75 μmol/L)处理鸡胚翅芽后 , SF/HGF 及

Twist1 两个基因被上调; FGF8, Shh, MyoD, Myf5 及

TCF4 等 5 个基因被下调, 而其他检测基因 PCNA, 
CREB, Pax3 和 Paraxis 对 75 μmol/L TSA 不敏感(表 1). 

 

 
 

图 5  右侧翅芽植入念珠后, 分别使用 FGF8((a)和(b)), Shh((c)和(d))探针实施原位杂交的胚胎(HH20 期) 
黄色箭头示基因表达, 绿色箭头示 PBS 念珠, 红色箭头示 TSA 念珠. (a) 黄色箭头示无念珠的左侧翅芽 FGF8 基因正常表达于 AER, 红色箭头示

TSA 念珠抑制右侧翅芽远端边缘 FGF8 基因表达. (b) 绿色箭头示 PBS 念珠对右侧翅芽 FGF8 基因表达无作用. (c) 红色箭头示 TSA 念珠完全抑制 
右侧翅芽后部 Shh 基因表达. (d) 绿色箭头示 PBS 念珠对右侧翅芽后端 Shh 基因表达无影响((a)~(d)×4) 

 

 
 

图 6  右侧翅芽植入 TSA 念珠后, 使用 SF/HGF 探针的原位杂交胚胎(HH23 期) 
(a) 胚胎背侧观, 注意红色箭头指示 TSA 念珠对右侧翅芽 SF/HGF 基因表达起上调作用. (b), (a)中胚胎左侧翅芽侧面观, 黄色箭头示未植入念珠的

翅芽 SF/HGF 正常表达于翅芽前远端. (c), (a)中胚胎右侧翅芽侧面观, 箭头示 TSA 念珠明显上调翅芽 SF/HGF 基因表达, 对照组 PBS 念珠对翅芽

SF/HGF 基因表达无作用, 图((a)~(c), ×4) 
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图 7  右侧翅芽植入念珠后, 使用 Twist 探针的原位杂交胚胎(HH21 期)及切片 
(a)~(d)为翅芽植入 TSA 念珠的实验组胚胎及切片, (e)~(g)为翅芽植入 PBS 念珠的对照组胚胎及切片. (a), (b)中同一胚胎未植入念珠的左侧翅芽

Twist1 正常表达. (b) 箭头示 TSA(75 μmol/L)念珠上调右侧翅芽 Twist1 基因表达. (d) 切片中红色箭头示 TSA 念珠周围, Twist1 基因表达与对侧(左
侧)翅芽(c)比较被上调. (f) 绿色箭头示, 右侧翅芽内 PBS 念珠周围 Twist1 基因表达与对侧(左侧)翅芽(e)比较无差异. (g) 翅芽横切片, 绿色箭头示 

PBS 念珠对 Twist1 基因表达无作用. ((a), (b), (e), (f)×4, (c), (d), (g)×5) 
 

表 1  被检基因在鸡胚翅芽发育中的表达 

翅芽中的基因表达a)

 基因 ID 基因 蛋白结构域 
起始期 表达的部分(HH17~22 期) TSA (75 μmol/L)

1 395941 SF/HGF PAN_APPLE, KRx4, 
Tryp_SPc HH17 期 先是整个翅芽, 然后局限于翅芽前远端间充质 增强 

2 395491 Twist1 bHLH HH17 期 整个翅芽 增强 

3 395099 CREB pKID, bZIP HH17 期 整个翅芽 无作用 

4 373984 PCNA PCNA_N, PCNA_C HH17 期 几乎整个翅芽 无作用 

5 374127 Pax3 PAX, Homeobox HH17 期 背侧和腹侧 无作用 

6 395788 Paraxis HLH HH17 期 背侧和腹侧 无作用 

7 374004 FGF8 FGF HH17 期 顶外胚层嵴 抑制 

8 395615 Shh HH-signal, Hint_N, Hint_C HH18 期 极化活性区 抑制 

9 395508 TCF4 SOX-TCF, HMG-box HH19 期 中央间充质 抑制 

10 395633 Myf5 bHLH HH20 期 背侧和腹侧 抑制 

11 374048 MyoD bHLH HH22 期 背侧和腹侧 抑制 

a) 鸡胚翅芽从 HH17 期开始发育 
 

3  结论与讨论 
具有不同表达模式的基因共同调节肢芽的发生, 

在肢芽形成和发育时期, 许多基因参与细胞增殖、分 

化、存活和凋亡的控制过程, 并进一步影响肢芽向外

生长发育. PCNA是DNA复制机制中涉及DNA延伸、

重组步骤的一个关键成分[15]. 在肢芽发育时期, 当细
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胞快速增殖时, PCNA广泛表达[16]. 非限制性表达的

基因最有可能参与细胞的生长和存活, 但是要与其

他基因相互作用才具有这一功能. CREB1 基因编码的

转录因子非限制性表达于发育的肢芽, 由于 CREB1 

参与了肌发生决定基因  Pax3, Myf5 和MyoD的诱  

导, 因此是肌肉发育所必需的[17]. Twist1 也是细胞存

活、生长和分化所必需的, 肢芽形成后, Twist1 基因功

能缺失可短时间阻止肢芽生长. 在缺乏Twist1 表达的

翅芽, FGF8 表达区域被改变, 同时伴有Shh在极化活

动区表达的中断、间充质内Pax3 活性丧失以及翅芽

组织分化为生肌组织和成骨组织能力的降低 [18]. 

SF/HGF具有多重基因功能, 是另一个对肢芽发生非

常重要的基因, 在成肌细胞迁移过程中, SF/HGF调

控生肌前体细胞从体节分离的信号[19]; SF/HGF对一

些上皮器官的发育是必不可缺的, SF/HGF缺失的小

鼠不能完成发育而死于母体子宫内[20].  

随着肢芽向外生长, 肌肉的发育成为肢芽形态

发生时期的重要事件. 肢芽内增殖的肌肉前体细胞

最初表达Pax3 和Paraxis, 随后开始Myf5 和MyoD的

表达, 并最终分化为肌纤维[21]. Myf5 能够激活MyoD
基因表达, 如果使哺乳动物各类细胞株表达Myf5 或

MyoD, 就能诱导全部的生肌分化过程[22]. 已经证实, 
Shh在肢芽发育时期能诱导或扩散肌特异基因 [23], 
Myf5 的表达通过Shh启动和激活[24], Shh和FGF8 信号

强有力地影响脊椎动物肢芽向外生长和肢芽发育模

式, 早期肢芽外胚层FGF8 失活, 引起肢芽大小的实

质性减小及延迟Shh表达[25]. Shh在肢芽后部边缘局限

性、极性化表达, 释放影响肢芽前-后轴模式形成的物

质, 参与调控与AER间的信号通路, 具有控制肢芽远

端结构的功能 [26]. 体内Shh信号由沉默的microRNA 
分子miR-196 控制在理想的水平[27]. Shh的保守顺式

作用调节子序列缺失, 导致肢芽Shh表达完全丧失和

骨骼成分退化[28]. 如果顶外胚层嵴缺乏FGF8, 可以

改变Shh基因的表达.  
表观遗传修饰是调节胚胎基因表达和早期发育

所必需的, 它对调控胚胎基因表达、细胞和特异组织

的决定发挥作用, 对其机制的认识至关重要[29]. 组蛋

白乙酰化作用或去乙酰化作用改变染色体结构, 并
且影响转录因子进入DNA. 组蛋白过度乙酰化作用

由转录因子通过HATs的募集成为激活基因启动子的

靶点. 在肌肉形成过程中 , MyoD能够募集HATs[30], 
组蛋白去乙酰化作用与转录抑制或转录调控具有功

能性联系[31]. 已经知道, TSA以MyoD的HLH域为靶

点, 通过某一未知的机制降低MyoD蛋白活性[32]. 肌
肉相关基因的表达由HATs和HDACs活性的相互拮抗

和协调作用所控制, HDACs活性是早期爪蟾胚胎肌

肉组织形成所必需的, 它显著诱导MyoD依赖的肌细

胞系, TSA选择性地阻断MyoD基因转录诱导, 抑制肌

分化[33]. 本研究中, TSA抑制鸡胚翅芽MyoD基因的

表达, 这一结果与以往研究结果相一致. TSA不抑制

爪蟾Myf5 表达[33], 与我们的实验结果不同, TSA抑制

鸡胚翅芽 Myf5 基因的表达. 虽然HDACs活性促使

MyoD肌细胞系形成的机制目前尚不清楚, 但我们的

结果显示鸡胚MyoD和Myf5基因与表观遗传信号的应

答是类似的. HDAC抑制剂TSA不刺激细胞增殖 [34], 
本实验结果支持这一论点. 本研究结果显示, 不同的

基因对TSA具有不同的敏感性 , TSA对Paraxis和 
Pax3 的表达无作用. Paraxis和Pax3 在胚胎发生中, 
是前体细胞包括肌生成前体细胞, 迁移至最终组织

目的地所必需的, 提示TSA对与肌肉祖细胞相关的转

录因子基因的表达不敏感. 组蛋白乙酰化作用是细

胞间期动态调控染色质的一个重要因子, 在有丝分

裂的染色体中, 染色质不依赖于组蛋白乙酰化作用

状态[35]. 然而, 我们的结果显示, 细胞增殖标志基因

PCNA和非限制性表达基因CREB1 对TSA均不敏感， 
提示TSA的确主要下调细胞特异性相关基因的表达. 
有证据显示TSA直接结合于HDAC9 蛋白[36], HDAC9
基因(gene source: HGNC:14065)位于染色体 7p21, 这
个基因的蛋白编码序列与组蛋白去乙酰基酶家族同

源. 有趣的是, 在人类基因组, Twist1 基因直接定位

于HDAC9 基因之后. 本研究结果显示TSA上调Twist1. 
TSA通过抑制HDAC活性, 产生过度乙酰化作用, 过
度乙酰化作用可以增加局部某些因子的浓度, 而这

些因子能够增强与相关基因启动子的信息交流, 进
而调节特定基因的活性. HDAC抑制剂对 20%已知基

因具有上调作用, 基因被上调与被下调的比率接近

1:1[37]. 本实验结果显示, 在鸡胚翅芽发育时期, 一
些特异性表达于AER或ZPA区域的基因受TSA影响明

显, Shh, FGF8基因强烈地被TSA抑制, 相反, SF/HGF
的表达部位接近AER区域, 被TSA明显上调. 我们先

前已发表的结果显示, 肢芽AER缺失, 则无SF/HGF
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表达; 切除ZPA, 导致SF/HGF在肢芽后部间质异位、

增强表达; SF/HGF过度表达, 可抑制MyoD表达 [38], 
推测TSA对翅芽基因表达模式作用的结果可能类似

于切除ZPA或SF/HGF过度表达产生的作用. 本研究

结果还提示, TSA局部应用能够干扰ZPA或AER区域

或临近部位细胞中基因表达的水平, 从而影响翅芽

正常发育.  
HDACs被视为最具前景的药物开发目标. 表观

遗传调控参与胚胎早期发育和胎儿生长, 干扰表观

遗传可以导致发育问题出现[39]. 已经发现, 表观遗传

异常是引起癌症、基因失调和小儿综合征的原因, 对
自体免疫性疾病和衰老也起作用 [40] . 使用特异的宽

带基因组甲基化数字染色体的显微照相, 在乳腺癌

的基质细胞中能观察到明显的表遗传修饰改变 [41] , 
而且用宽带基因组图谱能显示出乙酰基岛 [42] . 癌症

的发生和发展由遗传和表观遗传事件控制, 不同于

遗传改变, 表观遗传异常具有潜在的可逆性, 允许恶

性细胞群回复到正常状态. 随着众多涉及表观遗传

调节基因表达的特异性、靶向性酶类药物的出现, 表
观遗传靶向性利用作为一种有效、有价值的癌症化学

治疗和化学性预防方法涌现出来[43]. 一些HDAC抑制

剂已经进入抗癌临床试验[44], 临床实践表明, 这些制

剂通常具有较好的耐受性, 而且在一些肿瘤临床试

验中观察到具有抗癌活性[45]. TCF4 在肝脏癌细  胞
内的表达要高于其在正常肝细胞中的表达 ,  抑制 
TCF4 能够阻止肝癌细胞生长[46]. 鸡胚功能性实验证

实, 在肢芽中胚层细胞中表达的TCF4 对肌形成有重

要作用[47], 我们的结果显示TSA能下调TCF4 表达.  
HDACs影响组蛋白的乙酰化和去乙酰化作用 , 

改变染色质结构, 并强有力地影响转录调控. 有证据

表明, 组蛋白乙酰化作用不足可导致肿瘤抑制基因

表达的抑制, 在体外和癌症患者Ⅰ和Ⅱ期临床试验

中, HDAC抑制剂有效上调肿瘤抑制基因表达、阻止

肿瘤生长和诱导细胞凋亡. 由于组蛋白乙酰化作用

不足与肿瘤发生有关, 因此, 对癌症高风险或癌症前

期病人临床使用HDAC抑制剂[48]. 关于HDAC抑制剂

作用及其药效/药物动力学特性方面的研究, 将进一

步改善最佳临床治疗方案的设计. TSA能调节与细胞

存活、增殖、分化和凋亡有关的多种基因的活性, 以
时间、剂量依赖性方式, 诱导人类卵巢癌细胞迁移和

死亡[49]. 在胚胎发育中, 包括肢芽发育, 表观遗传机

制发挥重要作用, 人类胚胎来源的局限性限制了实

施研究的范围, 因而鸡胚肢芽是研究表观遗传调控

的理想体内模型. 源自于胚胎肢芽发育时期的细胞

群, 其快速增殖、迁移、分化和凋亡的潜能, 经HDAC
抑制剂处理翅芽细胞后, 一些有趣的目标基因表达

的敏感性或反应性能够方便地通过原位杂交实验检

测. 本研究中, 我们使TSA在体内作用于鸡胚翅芽, 
以探讨TSA对基因表达模式的影响.  

将受TSA影响的基因与不受TSA影响的基因进

行比较, 被下调的基因MyoD, Myf5, TCF4, FGF8 和

Shh在翅芽发育时期的表达相对较迟或更加局限于小

的区域; 非限制性表达的基因CREB和与增殖有关的

基因PCNA, 或前体细胞标志基因Pax3 及Paraxis对
TSA更加具有抵抗力 . TSA增强HDAC活动性 , 用
affymetrix microarrays分析显示, TSA参与了免疫识

别、抗病毒、细胞凋亡和基因重组的复杂过程 [50]. 
SF/HGF诱导肿瘤细胞增殖、非限制性生长和细胞周

期进程 , 我们的结果清晰地显示 , SF/HGF 明显被

TSA上调, 说明局部TSA处理能够通过 SF/HGF的功

能促使细胞迁移.  
本研究结果提示, 作为癌症治疗方法, HDAC 抑

制剂应与细胞迁移抑制剂联合使用. 结果也证明, 发
育的鸡胚翅芽能够作为一个优良的体内部分药物检

测模型. 这个模型能够用于检验一些候选药物对某

些有意义的基因, 尤其是一些癌症相关基因或在癌

症高表达基因的作用, 我们能够将它作为一个开发

新型抗癌药物体内模型的补充, 为人类战胜疾病提

供有力武器.  
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