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ｃｄｈ５ｍＲＮＡ在野生型斑马鱼胚胎发育过程中的表达
模式
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［摘　要］目的：探讨ｃｄｈ５ｍＲＮＡ在野生型斑马鱼胚胎期发育过程中的表达模式。方法：收取ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ野生
型斑马鱼多个发育时间节点的胚胎，提取其总ＲＮＡ，体外逆转录后ＲＴＰＣＲ扩增ｃｄｈ５基因片段，将ｃｄｈ５基因片
段插入ｐＣＳ２＋质粒载体中，挑选阳性单克隆菌落，通过双酶切、测序等方法鉴定 ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５重组质粒；重组质粒
单酶切后用Ｔ３ＲＮＡ体外转录体系制备地高辛标记的ｃｄｈ５基因的反义ｍＲＮＡ探针，对斑马鱼全胚胎进行原位杂
交，显微镜下观察各发育节点胚胎ｃｄｈ５ｍＲＮＡ杂交信号并拍照。结果：构建并鉴定了ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５重组质粒，各
发育节点胚胎经全胚胎原位杂交后发现在ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ野生型斑马鱼胚胎发育至３７～１２ｈｐｆ时 ｃｄｈ５ｍＲＮＡ呈低
丰度泛在表达，１８～３６ｈｐｆ时在后脑及血管处表达、在造血系统高表达，４８ｈｐｆ后仅在脑部和血管处低表达。结
论：在野生型斑马鱼胚胎期发育过程中可以检测到 ｃｄｈ５ｍＲＮＡ在后脑和血管处有表达，并且在造血组织高
表达。

［关键词］斑马鱼；胚胎发育；ｃｄｈ５基因；基因表达；遗传载体；全胚胎原位杂交
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　　ｃｄｈ５在胚胎发育早期成体血管发生、血管重
塑、内皮连接及血管通透性调节等过程中有重要的

作用［１－３］，同时在胚胎期造血发育过程中也有重要

作用［４－６］。目前对 ｃｄｈ５的研究中，多采取的是断
面研究的方法，不能系统地展示 ｃｄｈ５基因在急剧
变化的发育过程中的表达模式，而基因的正常表达

模式是研究基因功能的基础，因此研究 ｃｄｈ５基因
的正常表达模式就显得很有必要。由于大的模式

生物多为体内受精、宫内发育，给持续、系统地观察

胚胎期基因的变化情况带来了很多的限制［７］。本

研究以野生型斑马鱼胚胎作为研究对象，利用其体

外受精、宫外发育且系统发育高度保守的特性［８］，

通过全胚胎原位杂交技术（ｗｈｏｌｅｍｏｕｎｔｉｎｓｉｔｕｈｙ
ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＷＩＳＨ）检测 ｃｄｈ５基因在 ｔǘｅｂｉｎｇｅｎ野
生型斑马鱼胚胎早期发育过程中的表达，获得

ｃｄｈ５ｍＲＮＡ的表达谱，探究 ｃｄｈ５ｍＲＮＡ的表达模
式，为探讨 ｃｄｈ５基因在斑马鱼血管发生、发育及早
期造血发育中的作用提供基因表达谱参照。

１　材料和方法

１１　材料
１１１　实验动物　野生型 ｔǘｅｂｉｎｇｅｎ斑马鱼系养
殖在恒温（２８±０５）℃的循环水系统，光照时间
１４ｈ／ｄ，斑马鱼胚胎由课题组自行繁育。
１１２　实验试剂　ｐＣＳ２＋真核生物表达质粒和
ＤＨ５α工程菌株由贵州医科大学组织工程与干细
胞实验中心保存，Ｔｒｉｚｏｌ试剂、逆转录试剂 ｆｉｒｓｔ
ｓｔｒａｎｄｐｌｕｓｋｉｔ购于 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，小提质粒试剂
盒购于Ａｘｙｒｅｎ公司，ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ购于北京天根生物公司，ＰＣＲ引物由上海
捷瑞生物有限公司合成，ＥｃｏＲ１和 Ｘｂａ１内切酶、
Ｔ４连接酶均购于ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，ＫＯＤＤＮＡ聚合酶
购于ＴＯＹＯＢＯ公司，地高辛ＲＮＡ标记和检测试剂

盒及 ＮｕｃＡｗａｙＴＭ ＳｐｉｎＣｏｌｕｍｎｓ购自 Ａｍｂｉｏｎ公司，
ＢＣＩＰ／ＮＢＴ购自ＶＥＣＴＯＲＬａｂ。
１２　实验方法　
１２１　野生型斑马鱼总ＲＮＡ的提取及 ｃｄｈ５基因
克隆　以受精后小时数（ｈｏｕｒｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，
ｈｐｆ）作为斑马鱼胚胎发育时点的单位。收集 Ｔｕｅ
ｂｉｎｇｅｎ野生型斑马鱼０７５、３７５、９、１２、１８、３０、３６、
４８、７２ｈｐｆ多个时相点的胚胎，每个时相点取５枚，
置于１５ｍＬ的Ｅｐｐ管中，加入Ｔｒｉｚｏｌ１ｍＬ充分匀
浆处理，提取其总 ＲＮＡ、按 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ１１１Ｆｉｒｓｔ
ＳｔｒａｎｄＳｙｓｔｈｃｓｉｓＳｙｓｔｅｍｋｉｔ试剂盒步骤进行反转录。
根据斑马鱼ｃｄｈ５的基因序列（ＮＭ＿００１００３９８３１），
用ｐｒｉｍｅｒ５０软件自行设计引物，同时引入 ＥｃｏＲ１
以及 ＸｂａⅠ酶切位点以及保护碱基，ｃｄｈ５基因上游
引物为５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＴＴＣＣＡＡＴＣＡＧＧＧＡＡＡＡＣＧＡＣ
３′，下游引物为５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＣＡＧＣＴＴＴＧＣＡＡＧＧＡ
ＣＡＡＣＡＡ３′，由上海捷瑞生物有限公司合成。以逆
转录得到的ｃＤＮＡ为模板，进行ｃｄｈ５的ＲＴＰＣＲ扩
增，扩增条件为９４℃预变性２ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ、
５５℃退火３０ｓ、６８℃延伸２ｍｉｎ，共３０个循环，最
后６８℃后延伸１０ｍｉｎ，产物大小为３７８ｂｐ，１％琼
脂糖凝胶电泳鉴定，电泳鉴定完毕后将目的条带割

胶回收备用。

１２２　 ｐＣＳ２＋－ｃｄｈ５重组质粒的构建与鉴定　将
ｃｄｈ５基因的 ＲＴＰＣＲ产物和 ｐＣＳ２＋质粒 ＥｃｏＲＩ和
ＸｂａＩ双酶切，１％琼脂糖凝胶电泳后割胶回收，用
Ｔ４酶连接回收的酶切片段，将连接产物运用钙转
法转入ＥｃｏｌｉＤＨ５α感受态菌中，经氨苄抗性筛选
出阳性克隆并扩增后，运用碱裂解法提取 ｐＣＳ２＋
ｃｄｈ５重组质粒。鉴定 ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５重组质粒，（１）
酶切，用 ＸｂａⅠ单酶切或 ＥｃｏＲＩ及 ＸｂａＩ双酶切
ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５重组质粒，通过琼脂糖凝胶电泳，判断
酶切产物大小；（２）菌落 ＰＣＲ，ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５重组质
粒转染大肠杆菌，ＰＣＲ扩增后行琼脂糖凝胶电泳，
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判断扩增产物大小；（３）序列测定，将重组质粒送
至北京诺赛生物技术公司进行序列测定，得到测定

序列后进行序列比对。

１２３　ｃｄｈ５反义 ｍＲＮＡ探针制备　将 ｐＣＳ２＋
ｃｄｈ５重组质粒用ＥｃｏＲＩ酶切，ＤＮＡ纯化试剂盒割
胶回收得到线性化的 ＤＮＡ片段。以线性化的
ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５ＤＮＡ片段为模板，以地高辛标记的寡
核苷酸为原料，经 Ｔ３ＲＮＡ体外转录体系转录得到
的ｃｄｈ５反义 ｍＲＮＡ探针；用 ＮｕｃＡｗａｙＴＭ ＳｐｉｎＣｏｌ
ｕｍｎｓ纯化吸附柱回收ｃｄｈ５反义 ｍＲＮＡ探针，经琼
脂糖凝胶电泳鉴定，分装后于－７０℃保存备用。
１２４　野生型斑马鱼胚胎原位杂交　选取０７５、
３７、６、９、１２、１８、２４、３０、３６、４８及７２ｈｐｆ的 Ｔｕｅｂｉｎ
ｇｅｎ野生型斑马鱼胚胎进行ＷＩＳＨ，首先用ｌ×ＰＢＳＴ
溶液洗去固定液，不同浓度的甲醇进行梯度脱水

后，胚胎６８℃预杂交１ｈ，加入ｃｄｈ５反义ｍＲＮＡ探
针，于６８℃杂交过夜，不同浓度的含吐温２０的柠
檬酸钠与氯化钠缓冲液洗去过多的探针，加入地高

辛抗体后过夜，含吐温的马来酸缓冲液（ＭＡＢＴ）洗
去过多的抗体，加入 ＢＣＩＰ／ＮＢＴ染液进行染色，用
固定液对杂交胚胎进行固定并照相，记录结果。

２　结果

２１　ｃｄｈ５基因片段 ＲＴＰＣＲ扩增
以收集的斑马鱼胚胎总 ＲＮＡ为模板，体外逆

转录得到 ｃＤＮＡ，ＲＴＰＣＲ扩增后经琼脂糖凝胶电
泳分析显示，在对应泳道可见一清晰的条带，大小

与预期 ３７８ｂｐ相符。见图１。

注：１为ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，２为ｃｄｈ５ＰＣＲ产物，３为空白对照。

图１　ｃｄｈ５基因 ＲＴＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳结果
Ｆｉｇ．１　ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｄｈ５ｇｅｎｅ

２２　ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５重组质粒酶切鉴定
ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５重组质粒经 ＸｂａⅠ单酶切及 Ｘｂａ

Ⅰ和ＥｃｏＲⅠ双酶切鉴定，琼脂糖凝胶电泳显示，在
ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５和 ｐＣＳ２＋泳道均可见一条带，大小约

４１００ｂｐ，在 ｃｄｈ５基因片段及ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５ＸｂａⅠ和
ＥｃｏＲⅠ双酶切泳道均可见约３７８ｂｐ大小的条带，
与目的基因条带相符，表明目的基因 ｃｄｈ５ＤＮＡ片
段成功插入ｐＣＳ２＋载体中。见图２。

注：１为ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，２为ｃｄｈ５ＰＣＲ产物，３为ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５

双酶切产物，４为ｐＣＳ２＋酶切产物，５为空白对照。

图２　ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５重组质粒ＥｃｏＲⅠ、ＸｂａⅠ
双酶切产物琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ．２　ＤｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＣＳ２＋ｃｄｈ５
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｂｙＥｃｏＲⅠ ａｎｄＸｂａⅠ

２３　ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５重组质粒菌落 ＰＣＲ鉴定
以 ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５重组质粒转染后菌液为模板，

ＰＣＲ扩增产物经琼脂糖凝胶电泳进行鉴定，电泳
结果显示，对应泳道可见约３７８ｂｐ大小的特异性
扩增条带，与预期相符，表明 ｃｄｈ５基因片段成功插
入了 ｐＣＳ２＋质粒中。见图３。

注：１为ＤＮＡＭａｋｅｒ，２为重组质粒 ＰＣＲ产物，３为空白对照。

图３　ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５重组质粒菌落
ＰＣＲ琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ．３　ＣｏｌｏｎｙＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄｐＣＳ２＋ｃｄｈ５

２４　ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５重组质粒测序鉴定
ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５重组质粒 ＤＮＡ经序列测序，将测

序结果在Ｇｅｎｂａｎｋ中进行比对，证实得到的序列与
ｃｄｈ５基因序列完全一致。见图４。
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图４　ｐＣＳ２＋ｃｄｈ５重组质粒测序结果
Ｆｉｇ．４　ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＣＳ２＋ｃｄｈ５

２５　野生型斑马鱼 ｃｄｈ５基因 ｍＲＮＡ全胚胎原位
杂交

野生型斑马鱼ｃｄｈ５ｍＲＮＡ原位杂交结果显示，
０７５ｈｐｆ的胚胎未见阳性杂交信号，３７～１２ｈｐｆ的
胚胎可见 ｃｄｈ５ｍＲＮＡ无特异性表达，１８～３６ｈｐｆ
的胚胎ｃｄｈ５ｍＲＮＡ开始在血管和脑部高表达，特
别是胚胎造血组织高表达，在１８～２４ｈｐｆ胚胎造血

组织的中间细胞群、１８～３６ｈｐｆ胚胎尾部血岛、３０
～３６ｈｐｆ胚胎主动脉性腺中肾区及２４～７２ｈｐｆ胚
胎的脑部组织中均可以观察到 ｄｈ５ｍＲＮＡ阳性杂
交信号。提示在野生型斑马鱼胚胎发育过程中，

ｃｄｈ５ｍＲＮＡ除在脑部和血管表达外，在造血组织
中表达量亦较高，１８ｈｐｆ已有明显表达，３０ｈｐｆ为
其表达高峰，后逐渐减少。见图５。

注：Ａ～Ｋ示０．７５～７２ｈｐｆ，红色箭头所指为中间细胞群，蓝色箭头所指为主动脉－性腺－中肾区，
绿色箭头所指为尾部血岛，黄色箭头所指为脑部。

图５　０７５～７２ｈｐｆ野生型斑马鱼胚胎ｃｄｈ５ｍＲＮＡ全胚胎原位杂交结果
Ｆｉｇ．５　Ｗｈｏｌｅｍｏｕｎｔｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｕｓｉｎｇａｎｔｉｓｅｎｓｅｃｄｈ５ｍＲＮＡｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｕｒｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ
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３　讨论

模式生物斑马鱼作为桥梁模式生物，具有体外

受精、宫外发育、胚胎早期通体透明等特点，这些重

要特征为研究生物体胚胎早期的生长发育以及组

织器官的发生、发育提供了便利条件，可以对活体

胚胎发育情况进行系统的、连续的观察和科学研

究，是发育生物学和遗传学等学科极为理想的模式

生物［９－１０］。ＷＩＳＨ利用灵敏度较高的探针进行标
记，技术简单可靠性高，可以反映在胚胎发育整体

水平中基因表达的三维时空性，被用于替代免疫组

织化学研究和基于基因表达的胚胎期发育调控

研究。

１９９０年在禽类研究中首先发现 ｃｄｈ５（ＣＤ１４４、
ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ），随后在人和小鼠的血管内皮细胞也
发现了 ｃｄｈ５的存在，ｃｄｈ５在进化中是高度保守
的［１１－１２］。ｃｄｈ５是一种跨膜蛋白，其胞外氨基端与
相邻血管内皮细胞上ｃｄｈ５同型胞外结构域互相黏
附，胞内梭基端与膜内蛋白 Ｐ１２０、斑珠蛋白（ｐｌａｋｏ
ｇｌｏｂｉｎ）及ｃａｔｅｎｉｎ结合，可在所有类型的血管内
皮细胞中持续表达，一定程度上具有血管内皮特异

性。通过介导细胞间的黏附连接在胚胎发育早期

阶段的血管发生和重塑过程中起关键作用［１３－１４］。

已有研究发现成血管细胞（ｆｌｋ１＋ｃｄｈ５－）和已
经定向了的内皮细胞（ｆｌｋ１＋ｃｄｈ５＋）都具有分化成
造血干细胞（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＨＳＣ）的能力，
而 ｆｌｋ１＋Ｃｄｈ５＋的内皮细胞被认为是 ＨＳＣ的直接
来源［１５］。在体外培养时ｃｄｈ５＋的细胞也可以发育

为各系的造血细胞，体内的研究也发现 ｃｄｈ５＋的细
胞在体内可以发育成 ＨＳＣ，并可以迁移到胎肝、骨
髓等造血组织中［１６－１８］。通过对免疫缺陷小鼠进行

细胞移植的相关研究表明，ｃｄｈ５＋的细胞群比
ｃｄｈ５－细胞群显示了更加出色的自我更新、增殖及
分化潜能［１９－２０］。

本实验提取了不同发育节点 Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ野生
型斑马鱼胚胎总ＲＮＡ，通过ｃｄｈ５基因特异性引物，
扩增出了 ｃｄｈ５基因特异性的 ＤＮＡ片段，通过酶
切、连接、转化、质粒提取等环节，得到了 ｐＣＳ２＋
ｃｄｈ５重组质粒；将重组质粒进行双酶切、质粒菌落
ＰＣＲ及序列测定等方法鉴定，所得到的基因序列
与ｃｄｈ５基因序列完全一致；制备了 ｃｄｈ５基因特异
性片段地高辛标记的反义ｍＲＮＡ探针，用ＷＩＳＨ检
测，结果表明 ｃｄｈ５ｍＲＮＡ除在后脑和血管处表达

外，在造血组织高表达，３０ｈｐｆ为其表达高峰，后逐
渐减少。

综上所述，本研究明确了野生型斑马鱼 ｃｄｈ５
ｍＲＮＡ的表达模式，为研究 ｃｄｈ５ｍＲＮＡ表达模式
提供了参照，同时为研究 ｃｄｈ５在胚胎期发育调控
中的作用提供支撑。但是 ｍＲＮＡ的表达模式并不
能完全代表蛋白质的表达模式，利用带标记的

ｃｄｈ５抗体示踪其表达情况将更为精确，但是目前
尚未见斑马鱼 ｃｄｈ５抗体的相关报道，因此斑马鱼
ｃｄｈ５ｍＲＮＡ的表达模式研究在目前就非常必要。
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ａｌ．ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄＡＣＥｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｍａｒｋｓｈｉｇｈｌｙｐｒｏ
ｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓｉｎｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｌｉｖｅｒ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌｓａｎｄＤｅｖｅｌｐｍｅｎｔ，２０１９，２８（３）：１６５
－１８５．

［６］ＰＡＤＲＯＮＢＡＲＴＨＥＬ，ＴＥＭＩＮＯＳ，ＶＩＬＬＡＤＥＬＣＡＭＰＯ
Ｃ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎａｌａｎａｌｙｓｉｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓｈｅｍｏｇｅｎｉｃｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ
ａｓｔｈｅｓｏｕｒｃｅｏｆｔｈｅｂｌｏｏｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｏｍｍｏｎｌｉｎｅａｇｅｉｎ
ｔｈｅｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２０１４，１２４（１６）：２５２３
－２５３２．

［７］ＧＡＲＣＩＡＬＯＰＥＺＪＰ，ＶＩＬＯＳＣ，ＦＥＩＪＯＯＣＧ．Ｚｅ
ｂｒａｆｉｓｈ，ａｍｏｄｅｌｔｏｄｅｖｅｌｏｐｎａｎｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓｔｈａｔｃｏｎｔｒｏｌ
ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｒｅｓｐｏｎｓｅｄｕｒｉｎｇｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＣｏｎｔｒｏｌｌｅｄＲｅｌｅａｓｅ，２０１９，３１３：１４－２３．

［８］ＳＡＳＩＮＥＪＰ，ＹＥＯＫＴ，ＣＨＵＴＥＴＥＪＰ．Ｃｏｎｃｉｓｅｒｅｖｉｅｗ：
ｐａｒａｃｒｉｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆｖａｓｃｕｌａｒｎｉｃｈｅｃｅｌｌｓｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｆａｔｅ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌｓＴｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１７，６（２）：４８２－４８９．

５４２１

　１１期 吴西军等　ｃｄｈ５ｍＲＮＡ在野生型斑马鱼胚胎发育过程中的表达模式



［９］ＹＡＮＧＦ，ＨＵＨ，ＬＩＵＹ，ｅｔａｌ．Ｃｕｌ４ａｐｒｏｍｏｔｅｓｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｐｒｉｍｉｔｉｖｅｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｓｉｓｖｉａｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｓｃｌａｎｄｇａｔａ１ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈ＆Ｄｉｓｅａｓｅ，２０１９，１０（６）：３８８．

［１０］ＫＥＲＳＴＩＮＨ，ＭＡＴＴＨＥＷ Ｄ，ＣＬＡＲＫ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｚｅ
ｂｒａｆｉｓｈｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｔｏ
ｔｈｅｈｕｍａｎｇｅｎｏｍｅ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１３，４９６（７４４６）：４９８
－５０３．

［１１］ＨＵＺ，ＷＵＹ，ＺＨＯＵＭ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｐｏｒｔｅｒ
ｈＥＳＣｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＥＧＦＰａｔｔｈｅＣＤ１４４ｌｏｃｕｓｔｏｆａｃｉｌｉｔａｔｅ
ｔｈｅｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＧｒｏｗｔｈ＆
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，２０１８，６０（４）：２０５－２１５．

［１２］ＳＷＡＩＮＡ，ＩＮＯＵＥＴ，ＴＡＮＫＳ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｒｉｎｓｉｃａｎｄｅｘ
ｔｒｉｎｓｉｃｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍａｍｍａｌｉａｎｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｓｉｓｉｎｔｈｅｆｅｔａｌ
ｌｉｖｅｒ［Ｊ］．ＨｉｓｔｏｌＨｉｓｔｏｐａｔｈｏｌ，２０１４，２９（９）：１０７７－１０８２．

［１３］ＧＩＡＮＮＯＴＴＡＭ，ＴＲＡＮＩＭ，ＤＥＪＡＮＡＥ．ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ
ａｎｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌａｄｈｅｒｅｎｓｊｕｎｃｔｉｏｎｓ：ａｃｔｉｖｅｇｕａｒｄｉａｎｓｏｆ
ｖａｓｃｕｌａｒｉｎｔｅｇｒｉｔｙ［Ｊ］．ＤｅｖｅｌｐｍｅｎｔＣｅｌｌ，２０１３，２６（５）：
４４１－４５４．

［１４］ＤＡＲＴＣＨＮ，ＳＣＨＵＬＴＥＤ，ＨＡＧＥＲＬＩＮＧＲ，ｅｔａｌ．Ｆｕ
ｓｉｎｇＶＥＣａｄｈｅｒｉｎｔｏＣａｔｅｎｉｎｉｍｐａｉｒｓｆｅｔａｌｌｉｖｅｒｈｅｍａｔｏ
ｐｏｉｅｓｉｓａｎｄｌｙｍｐｈｂｕｔｎｏｔｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒａｎｄＣｅｌｌｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０１４，３４（９）：１６３４－１６４８．

［１５］ＵＥＮＩＳＨＩＧＩ，ＪＵＮＧＨＳ，ＫＵＭＡＲＡ．ＮＯＴＣＨｓｉｇｎａ

ｌｉｎｇｓｐｅｃｉｆｉｅｓａｒｔｅｒｉａｌｔｙｐｅｄｅｆｉｎｉｔｉｖｅｈｅｍｏｇｅｎｉｃｅｎｄｏｔｈｅｌｉ
ｕｍｆｒｏｍｈｕｍａｎｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＣｏｍ
ｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０１８，９（１）：１８２８．

［１６］ＺＯＶＥＩＮＡＣ，ＨＯＦＭＡＮＮＪＪ，ＬＹＮＣＨＭ，ｅｔａｌ．Ｆａｔｅ
ｔｒａｃｉｎｇｒｅｖｅａｌｓｔｈｅｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｏｒｉｇｉｎｏｆｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ
Ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＳｔｅｍＣｅｌｌ，２００８，３（６）：６２５－６３６．

［１７］ＳＬＵＫＶＩＮＩＮＩＩ．Ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇｈｕｍａｎｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ：ｅｘｐｌｏｒｉｎｇｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｔｏｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｔｒａｎ
ｓｉｔｉｏｎａｓａｐｏｒｔａｌｆｏｒｓｔｅｍｎｅｓｓａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦｅｂｓＬｅｔ
ｔｅｒｓ，２０１６，５９０（２２）：４１２６－４１４３．

［１８］ＢＬＡＳＥＲＢＷ，ＺｏｎＬＩ．ＭａｋｉｎｇＨＳＣｓｉｎｖｉｔｒｏ：ｄｏｎ＇ｔｆｏｒ
ｇｅｔｔｈｅｈｅｍｏｇｅｎｉｃｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２０１８，１３２
（１３）：１３７２－１３７８．

［１９］ＬＩＨ，ＳＨＩＸ，ＬＩＵＪ，ｅｔａ１．ＴｈｅｓｏｌｕｂｌｅｆｒａｇｍｅｎｔｏｆＶＥ
ｃａｄａｅｒｉｎｉｎｌａｌｂｉｔｓａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙｒｅｄｕｃｉｎｇｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｔｕｂｅｃａｐｉｌｌａｒｙｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ
ＧｅｎｅＴｈｅｒａｐｙ，２０１０，１７：７００－７０７．

［２０］ＯＴＴＥＲＳＢＡＣＨＫ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｔｏｈａｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｔｒａｎｓｉ
ｔｉｏｎ：ａｎｕｐｄａｔｅｏｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｍａｋｉｎｇｂｌｏｏｄ［Ｊ］．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｃａｌＳｏｃｉｅｔｙＴｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ，２０１９，４７（２）：５９１－６０１．

（２０１９－０９－０６收稿，２０１９－１０－２１修回）
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