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　　摘要：原钙黏蛋白（ｐｒｏｔｏｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｐｃｄｈ）基因簇由紧密相连的３个基因簇（Ｐｃｄｈα、Ｐｃｄｈβ和 Ｐｃｄｈγ）组成，其中 α、β
基因簇包含可变区外显子（Ｃ型和非Ｃ型）和恒定区外显子。这种独特的基因排列方式使Ｐｃｄｈ基因簇具有产生单细
胞分子多样性的潜能。目前，在单细胞水平有关Ｐｃｄｈ基因簇转录表达的研究较少。为了探索单细胞 Ｐｃｄｈ基因簇的
转录表达模式，利用显微操作系统并结合ＲＴ－ＰＣＲ方法，在单细胞水平分析了小鼠大脑皮层和人类神经母细胞瘤细
胞系ＳＫ－Ｎ－ＳＨ的Ｐｃｄｈα和Ｐｃｄｈβ基因簇表达模式。研究发现Ｐｃｄｈα和Ｐｃｄｈγ的Ｃ型和非Ｃ型亚型均是随机表达，
每个单细胞表达不同组合的若干个Ｐｃｄｈ基因簇亚型。本研究表明，在小鼠大脑皮层及人类神经母细胞瘤的单个细胞
中，Ｐｃｄｈ基因簇的转录表达都能够产生单细胞表面分子多样性。这为进一步揭示神经元中 Ｐｃｄｈ基因簇表达调控的
分子机理及其在大脑神经回路中的功能奠定理论基础。
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　　哺乳动物的神经系统中含有上亿个神经元，这些神经元
通过突触结构形成复杂而有序的信号通讯网络，不同神经元

之间是如何有效地相互识别，进而相互连接，形成复杂的神经

环路，这一直都是神经科学领域亟待解决的重要基础性课题。

有研究提出每个神经元都含有其特异性的身份识别标

签［１－２］，这些标签具有分子多样性，可以用来区别于其他神经

元，指导不同神经元之间特异性识别，保证神经环路的正确形

成。在哺乳动物系统中，何种蛋白能够产生单细胞的分子多

样性呢？近年来，在脊椎动物中所独有的、进化过程中高度保

守的原钙黏蛋白基因簇引起了人们的关注。原钙黏蛋白基因

簇由３个串联排列的基因簇 Ｐｃｄｈ（α、β和 γ）组成，其中
Ｐｃｄｈα和Ｐｃｄｈγ基因簇包含Ｃ型和非Ｃ型可变外显子组成的
可变区以及３个恒定区外显子组成的恒定区［３－４］（图１）。小
鼠Ｐｃｄｈα基因簇可变区包含１２个非 Ｃ型可变外显子（α１～
α１２）和２个Ｃ型可变外显子（αｃ１～αｃ２），小鼠Ｐｃｄｈγ基因簇
可变区包含１９个非Ｃ型可变外显子（γａ１～γａ１２，γｂ１～γｂ８，
但没有γｂ３）和３个Ｃ型可变外显子（γｃ３～γｃ５）（图１－Ａ）；
人的Ｐｃｄｈα基因簇可变区包含 １３个非 Ｃ型可变外显子
（α１～α１３）和２个 Ｃ型可变外显子（αｃ１～αｃ２），人的 Ｐｃｄｈγ
基因簇可变区包含 １９个非 Ｃ型可变外显子（γａ１～γａ１２，
γｂ１～γｂ７）和３个 Ｃ型可变外显子（γｃ３～γｃ５）（图 １－Ｂ）。
在转录时，通过启动子选择和顺式可变剪接作用，使可变区外

显子与３个恒定区外显子相连，最终形成由可变区外显子编
码的胞外结构域（含有６个胞外结构域，即ＥＣ１～ＥＣ６）、跨膜
结构域和恒定区外显子编码的胞内结构域组成的原钙黏蛋白

分子［５－６］（图１）。因此，不同可变外显子形成不同原钙黏蛋
白的组合具有产生单细胞多样性的潜能。

Ｙａｇｉ等对 Ｐ２１小鼠蒲肯野细胞 Ｐｃｄｈ基因簇的表达模式
进行了研究，认为Ｐｃｄｈα和Ｐｃｄｈγ基因簇Ｃ型亚型组成型表
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达，即每个单细胞都表达 Ｃ型亚型，而非 Ｃ型亚型随机表
达［７－９］。这为单细胞 Ｐｃｄｈ基因簇表达的分子多样性提供了
初步的证据，但这种表达模式的发现只是基于小鼠一个发育

时期和一种细胞类型的研究，其普遍性有待验证。在小鼠大

脑皮层细胞中Ｐｃｄｈ基因簇以怎样的模式表达，是否具有多样
性，目前还不清楚。另外，有研究表明，在人神经母细胞瘤细

胞系ＳＫ－Ｎ－ＳＨ中 Ｐｃｄｈα和 Ｐｃｄｈγ基因簇表达特定亚型的
组合［１０］，那么在单细胞水平，每个ＳＫ－Ｎ－ＳＨ细胞是否都表
达这些特定亚型的组合，单细胞 Ｐｃｄｈα和 Ｐｃｄｈγ基因簇的转
录表达是否具有多样性，尚不清楚。

通过转录分析手段如逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）［１１］的方法
可以得到细胞中基因表达的信息，常规的ＲＴ－ＰＣＲ方法至少
需要上万个细胞。这种群体细胞转录分析方法得到的是一群

细胞基因表达的综合信息，但是无法知道单细胞内基因表达

的情况以及单细胞间基因表达的差异。只有将单细胞技术

（单细胞显微操作技术等）与转录分析技术结合，将ＲＴ－ＰＣＲ
等转录分析方法直接应用于单个细胞的研究，才能揭示单个

细胞中基因表达的真实情况，才能比较不同细胞间基因表达

的差异［１２］。

本研究利用根据Ｓｍａｒｔ－Ｓｅｑ２［１３］的部分步骤改进而来的
单细胞ＲＴ－ＰＣＲ的方法探索了 Ｐ０小鼠大脑皮层细胞和
ＳＫ－Ｎ－ＳＨ细胞系原钙黏蛋白基因簇 Ｐｃｄｈα和 Ｐｃｄｈγ的表
达模式，发现所有亚型的转录表达都是随机的，不同单细胞随

机表达不同亚型的组合，从而赋予单个细胞原钙黏蛋白基因

簇表达的分子多样性，为原钙黏蛋白作为神经元特异性身份

识别标签参与神经回路的形成提供了新的证据，为进一步揭

示单个神经元中原钙黏蛋白基因簇表达的分子机理奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　小鼠与细胞系　小鼠为 Ｂ６野生型小鼠，购于南京大
学模式动物研究所；ＳＫ－Ｎ－ＳＨ细胞系为人神经母细胞瘤细
胞系，购于上海细胞库。

１．１．２　试验试剂　１×ＴｒｙｐＬＥＥｘｐｒｅｓｓｅｎｚｙｍｅ，ｎｏｐｈｅｎｏｌｒｅｄ
（１２６０４－０２１）购于 Ｇｉｂｃｏ公司；ＴｒｉｔｏｎＸ－１００（Ｔ９２８４）购于
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司；ｄＮＴＰＭｉｘ（Ｒ０１９２）购于 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；
５×Ｆｉｒｓｔ－ｓｔｒａｎｄｂｕｆｆｅｒ（１８０６４－０１４）购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＴＴ
（１８０６４－０１４）购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅡ逆转录酶
（１８０６４－０１４）购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；重组核酸酶抑制剂
（２３１３Ａ）购于 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司；Ｂｅｔａｉｎｅ（６１９６２）购于 Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ公司；ＭｇＣｌ２（Ｍ８２６６）购于 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司；
ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ（ＫＯＤ－４０１）购于 ＴＯＹＯＢＯ公司；ＴａｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＢＳ９２９８）购于 ＢＢＩ公司；ＦＢＳ（１００９９－１４１）购于
Ｇｉｂｃｏ公司；ＤＭＥＭ／ＨｉｇｈＧｌｕｃｏｓｅ（ＳＨ３０２４３．０１Ｂ）购于Ｔｈｅｒｍｏ
公司；Ｐａｐａｉｎ（Ｐ４７５２－５０ＭＧ）、ＤＮａｓｅⅠ（ＤＮ２５－１０ＭＧ）购于
Ｓｉｇｍａ公司。
１．１．３　实验仪器　Ｌａｓｅｒｂａｓｅｄｍｉｃｒｏｐｉｐｅｔｔｅｐｕｌｌｅｒ系统（美国
ＳｕｔｔｅｒＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ公司）；ＸｅｎｏｗｏｒｋｓＴＭ Ｍｉｃｒｏｍａｎｉｐｕｌａｔｏｒ（美国
ＳｕｔｔｅｒＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ公司）；ＭｉｎｉＶｏｒｔｅｘｅｒ（８２０１９－１７０）美国
ＶＷＲ公司；ＬｅｉｃａＭｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ（德国Ｌｅｉｃａ公司）；５８１０Ｒ离心
机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＰＣＲ仪（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公
司）；电泳仪（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；Ｆｏｒｍａ９０２超低温冰箱
（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＦｏｒｍａｓｅｒｉｅｓⅡ细胞培养箱（美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
１．１．４　引物　本研究所用引物（表１）均由生工生物工程（上
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表１　本研究所用引物

引物名称 引物序列（５′－３′）
ｍＰｃｄｈα特异性逆转录引物（ｍＡＲＴ） ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴＡＣＧＡＧＣＴＧＡＡＧＴＴＡＣＡＣＡＣＣＣＴＴＣ
ｍＰｃｄｈγ特异性逆转录引物（ｍＧＲＴ） ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴＡＣＡＧＡＡＡＴＧＧＣＡＣＣＴＧＧＴＡＡＧＧ
ｈＰｃｄｈα特异性逆转录引物（ｈＡＲＴ） ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴＡＣＧＡＧＧＡＧＡＡＡＧＧＡＡＡＣＴＴＧＧＧＴＣ
ｈＰｃｄｈγ特异性逆转录引物（ｈＧＲＴ） ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴＡＣＣＴＧＡＣＴＧＧＧＣＡＣＴＴＧＴＴＴＣＴＧ
模板转换引物（Ｔｅｍｐｌａｔｅ－ｓｗｉｔｃｈｉｎｇｏｌｉｇｏ）［１３］ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴＡＣＡＴｒＧｒＧ＋Ｇ
ＰＣＲ预扩增引物（ＩＳＰＣＲｏｌｉｇｏ）［１３］： ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧ
人和小鼠Ｐｃｄｈα、γ亚型特异性引物 见参考文献［５，１０］

海）股份有限公司合成。

１．２　方法
１．２．１　细胞系的单细胞悬浮液制备　于长满有ＳＫ－Ｎ－ＳＨ
细胞系的６０ｍｍ培养皿中，弃培养基；加入２ｍＬ３７℃ＰＢＳ溶
液，然后去除ＰＢＳ；加入１ｍＬ３７℃胰蛋白酶消化３ｍｉｎ；加入
１ｍＬ３７℃培养基终止消化，用移液枪轻轻吹打细胞；取
２００μＬ细胞液于 １５ｍＬ离心管中，再加入 １ｍＬ培养基和
１ｍＬ胰蛋白酶溶液进行稀释，置于冰上待用。
１．２．２　小鼠大脑皮层的酶消化分离溶液的制备　称量１ｍｇ
木瓜蛋白酶于 １．５ｍＬ离心管中，加入 １ｍＬＤＭＥＭ－Ｈｉｇｈ
Ｇｌｕｃｏｓｅ培养基和１μＬ１ｍｇ／ｍＬＤＮａｓｅⅠ并混匀，置于３７℃
水浴锅中待用。

１．２．３　小鼠大脑皮层的单细胞悬浮液制备　使用高压灭菌
后的外科手术器械取下Ｐ０时期的小鼠大脑，置于冰浴 ＤＭＥＭ－
ＨｉｇｈＧｌｕｃｏｓｅ培养基中；用尖细的镊子取少量大脑皮层放入
酶消化分离溶液中，３７℃消化１５ｍｉｎ；除去上层液体，加入
１ｍＬＤＭＥＭ－ＨｉｇｈＧｌｕｃｏｓｅ和 ＦＢＳ的混合液（９∶１）清洗，用
移液枪吹散细胞；并使用１００μｍ孔隙滤膜过滤；４００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ除去上层液体，加入１ｍＬＤＭＥＭ－ＨｉｇｈＧｌｕｃｏｓｅ和
ＦＢＳ的混合液，重悬细胞，置于冰上待用。
１．２．４　单细胞的挑取与裂解　准备工作：（１）单细胞裂解缓
冲液的配制：将０．２％体积分数的 ＴｒｉｔｏｎＸ－１００溶液、ＲＮＡ
酶抑制剂和ＤＴＴ（１００μｍｏｌ／Ｌ）按９５∶５∶１的比例混合，并充
分混匀。（２）１０μｍｏｌ／Ｌ特异性逆转录引物（表１）溶液的配
制：将１０μＬ１００μｍｏｌ／Ｌ的特异性逆转录引物溶液和９０μＬ
无核酸酶超纯水充分混匀。（３）单细胞裂解混合液的配制：
将单细胞裂解缓冲液、特异性逆转录引物溶液和１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｍｉｘ溶液按２∶１∶１的比例充分混合均匀。

操作步骤：将单细胞悬液与台盼蓝按９∶１比例混合，并
充分混匀；取１００μＬ上述混合液涂在载玻片上，置显微镜下，
静置１ｍｉｎ；在显微镜下用毛细玻璃移液管吸取单个细胞（图
２－ｃ）；将吸入的单细胞吹出（伴随有 ０．３μＬ液体）至含有
４μＬ的单细胞裂解混合液ＰＣＲ管的盖子中（图２－ｄ）；将含
有单细胞的盖子盖回 ＰＣＲ管，立即涡旋并放置于冰上；
１７０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｓ；将样品放置在７２℃水浴锅中恒温加
热３ｍｉｎ后，瞬时离心并立即置于冰上。
１．２．５　单细胞样品逆转录反应　解冻逆转录反应各试剂，并
混匀；混合以下组分：０．２５μＬ重组 ＲＮＡ酶抑制剂
（４０Ｕ／μＬ），２．００μＬＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅡ ｆｉｒｓｔ－ｓｔｒａｎｄｂｕｆｆｅｒ（５×），
０．５μＬＤＴＴ（１００ｍｍｏｌ／Ｌ），２．００μＬＢｅｔａｉｎｅ（５ｍｏｌ／Ｌ），
０．０６μＬＭｇＣｌ２（１ｍｏｌ／Ｌ），０．１０μＬＴＳＯ（１００μｍｏｌ／Ｌ），
０．２９μＬＮｕｃｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅｗａｔｅｒ，０．５０μＬＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅡ逆转录酶

（２００Ｕ／μＬ）；将混合组分加入到单细胞样品中，并混匀；离心
７００ｒ／ｍｉｎ１０ｓ并立即放置冰上；设置以下反应参数进行逆转
录：４２℃９０ｍｉｎ；５０℃ ２ｍｉｎ，４２℃ ２ｍｉｎ，１０个循环；７０℃
１５ｍｉｎ。　
１．２．６　单细胞样品ＰＣＲ预扩增反应　依次向ＰＣＲ试管中加
入以下组分并充分混匀，２．５μＬＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ聚合酶
１０×ＰＣＲ缓冲液，２．５μＬ２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，０．２５μＬＩＳＰＣＲ
ｐｒｉｍｅｒｓ（１０ｍｏｌ／Ｌ），９．２５μＬ无核酸酶的超纯水，０．５μＬ
ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ聚合酶；加１５μＬＰＣＲ预扩增反应的混合液
于单细胞样品中，使最终反应体系为 ２５μＬ，充分混匀，以
７００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｓ并置于冰上；ＰＣＲ反应参数：９８℃３ｍｉｎ；
９８℃ ２０ｓ，６７℃１５ｓ，７２℃ ４ｍｉｎ，３０个循环；７２℃ ５ｍｉｎ。
１．２．７　单细胞 Ｐｃｄｈ基因簇亚型特异性 ＰＣＲ　于 ＰＣＲ管中
加入１μＬ稀释了２倍的 ＰＣＲ预扩增反应产物，并向 ＰＣＲ管
中依次加入以下组分：５μＬＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，０．４μＬＰｒｉｍ
ｅｒＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ），０．４μＬＰｒｉｍｅｒＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ），３．２μＬ去离
子水；ＰＣＲ反应参数：９４℃４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃
４０ｓ，３５个循环；７２℃７ｍｉｎ；琼脂糖凝胶电泳，根据Ｐｃｄｈα和
Ｐｃｄｈγ各亚型对应条带的有无来判断亚型是否表达。

２　结果与分析

２．１　小鼠大脑皮层单细胞Ｐｃｄｈα基因簇的转录分析
首先，取Ｐ０时期小鼠大脑皮层，通过普通ＲＴ－ＰＣＲ和琼

脂糖凝胶电泳分析大脑皮层群体细胞中Ｐｃｄｈα各个亚型的表
达情况。由图３可知，在群体细胞水平上，大脑皮层细胞表达
所有的Ｐｃｄｈα亚型。
　　图４为单细胞ＲＴ－ＰＣＲ分析Ｐ０小鼠大脑皮层Ｐｃｄｈα亚
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型表达的结果。由图４可知，所有细胞都表达Ｐｃｄｈα，但并不
是每个细胞都表达Ｃ型亚型，如有６个细胞表达αｃ２，有１个
细胞表达αｃ１。在非Ｃ型亚型中，有的非 Ｃ型亚型没有被检
测到表达，如α１、α６，有的非Ｃ型亚型在３个细胞中被检测到
表达，如 α７、α１１等，因此，表达不同亚型的细胞个数不同。
由图４纵向看，每个细胞表达不同的 Ｐｃｄｈα亚型组合，如２＃
表达α４和α８的组合，１４＃表达α２、α５和αｃ２的组合。

　　以上结果表明，在Ｐ０小鼠的大脑皮层单细胞中，ＰｃｄｈαＣ
型亚型（αｃ１和 αｃ２）和非 Ｃ型亚型的表达是随机的，单细胞
随机选择表达这些亚型的组合，单细胞间 Ｐｃｄｈα的表达具有
多样性。

２．２　小鼠大脑皮层单细胞Ｐｃｄｈγ基因簇的转录分析
由图５可知，群体细胞水平上，Ｐ０小鼠大脑皮层细胞表

达所有Ｐｃｄｈγ亚型的组合。

　　图６为１４个（１＃～１４＃）小鼠（Ｐ０）大脑皮层单细胞Ｐｃｄｈγ
各个亚型表达的情况。每个细胞都表达Ｐｃｄｈγ，７１％（１０／１４）
的细胞表达Ｃ型亚型γｃ３，只有２１％（３／１４）的细胞表达γｃ４，
这批细胞中没有检测到表达 γｃ５的细胞，ＰｃｄｈγＣ型亚型
（γｃ３、γｃ４和γｃ５）是随机表达的。另外，表达不同非Ｃ型亚型

的细胞个数差异很大，有的非Ｃ型亚型不表达，如γａ８、γｂ５等
等，而有的非Ｃ型亚型在多个细胞中被检测到表达，如有６个
细胞表达γａ１１。不同单细胞间表达 γ亚型的种类数也相差
很大，有的细胞表达１～２种 Ｐｃｄｈγ亚型，如１２＃只表达 γｂ４，
６＃只表达γｂ２和γｃ３，而有的细胞表达５种Ｐｃｄｈγ亚型组合，
如３＃表达 γａ３、γａ４、γａ６、γａ１１和 γｃ３的组合，４＃表达 γａ４、
γｂ２、γａ７、γａ１２和γｃ３的组合。

　　综合以上结果分析，小鼠（Ｐ０）的大脑皮层单细胞 Ｐｃｄｈγ
亚型的表达是随机的，每个细胞随机选择表达不同的 Ｐｃｄｈγ
亚型组合，单细胞Ｐｃｄｈγ的表达具有多样性。
２．３　ＳＫ－Ｎ－ＳＨ细胞系中单细胞Ｐｃｄｈα基因簇的转录分析

ＳＫ－Ｎ－ＳＨ是人神经母细胞瘤细胞系，以往研究表明，
在群体细胞水平，该细胞系 Ｐｃｄｈα基因簇表达 α４、α８、α１２、
αｃ１和αｃ２等５种亚型［１０］。

　　如图７所示，这批细胞中只有α４、α１２和αｃ２被检测到表
达，只有６个细胞被检测到表达 Ｐｃｄｈα，由图７可知，４＃、１０＃
和１５＃都只表达 α１２，１１＃和１８＃都只表达 Ｐｃｄｈα４，１３＃只表达
Ｐｃｄｈαｃ２。结果表明，并不是每个 ＳＫ－Ｎ－ＳＨ细胞都表达一
样的Ｐｃｄｈα特定亚型组合，单细胞Ｐｃｄｈα的表达具有多样性。
２．４　ＳＫ－Ｎ－ＳＨ细胞系中单细胞Ｐｃｄｈγ基因簇的转录分析

前期研究表明，在群体细胞水平上，ＳＫ－Ｎ－ＳＨ细胞系
Ｐｃｄｈγ基因簇表达 γｂ１、γａ４、γｂ２、γｂ３、γａ７、γｂ５、γａ９、γａ１０、
γｂ７、γｃ３、γｃ４和γｃ５等１２种亚型［１０］。由于 Ｐｃｄｈγ基因簇结
构的独特性［３］，笔者推测，每个 ＳＫ－Ｎ－ＳＨ细胞随机表达
Ｐｃｄｈ基因簇的亚型，每个细胞表达不一样的 Ｐｃｄｈγ亚型组
合。由于细胞群体的Ｐｃｄｈ基因簇表达是所有单细胞Ｐｃｄｈ基
因簇综合表达的结果，群体细胞稳定表达特定亚型的组合。

　　如图８所示，用单细胞 ＲＴ－ＰＣＲ的方法全面分析了３６
个ＳＫ－Ｎ－ＳＨ单细胞（图８Ａ，１＃～２０＃；图８Ｂ，２１＃～３６＃）所
有Ｐｃｄｈγ亚型表达的情况，每个 ＳＫ－Ｎ－ＳＨ细胞都会表达
Ｐｃｄｈγ，９４％（３４／３６）的细胞表达 Ｃ型亚型 Ｐｃｄｈγｃ３，表达
Ｐｃｄｈγｃ４和Ｐｃｄｈγｃ５的细胞分别占细胞总数的８％（３／３６）和
４４％（１６／３６）。在非Ｃ型亚型中，有的非 Ｃ型亚型没有被检
测到表达，如γａ３等；有的非 Ｃ型亚型在大部分细胞中被检
测到表达，如γｂ７。从纵向看图８，并不是所有细胞都表达相
同的特定某些Ｐｃｄｈγ亚型组合，有的细胞表达亚型的种类多，
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如３＃表达γａ４、γｂ２、γａ７、γｂ７、γｃ３和 γｃ５的组合，有的细胞表
达亚型的种类少，如１９＃表达γａ７和γｂ７，２９＃表达γｂ７和γｃ３，
３２＃表达γａ７和γｃ３。

以上结果分析表明，在 ＳＫ－Ｎ－ＳＨ细胞系单细胞中，
Ｐｃｄｈγ亚型的表达是随机的，有的亚型表达几率大，有的亚型
表达的几率小，不同ＳＫ－Ｎ－ＳＨ单细胞表达不同的Ｐｃｄｈγ亚
型组合，单细胞Ｐｃｄｈγ的表达具有多样性。

３　结论与讨论

哺乳动物的神经系统由数以亿计的神经元组成，神经元

之间通过多样而特异的突触连接用以交流和传递信息。原钙

黏蛋白可能在复杂的神经系统中扮演重要角色，如原钙黏蛋

白介导树突的自我回避［１４］，决定神经元的存活［１５－１６］，调控树

突的形成与发育［１７－１８］，指导突触的发育［１９－２０］等等。有研究

认为每个神经元的表面都有其自身特异性的身份识别标签，

这些标签具有分子多样性的特征，用以指导不同神经元间特

异性识别［１－２］。而原钙黏蛋白基因簇独特的排列方式及其在

中枢神经系统的特异性表达［３－４］表明其在神经元中具有产生

原钙黏蛋白分子多样性的潜能，可能作为神经元的身份识别

标签参与到神经回路的形成中。但哺乳动物许多神经元（如

大脑皮层细胞等）中的原钙黏蛋白基因簇表达是否真的都具

有分子多样性，这还不清楚。

前人对小鼠（Ｐ２１）蒲肯野细胞原钙黏蛋白基因簇的表达
模式进行了研究，为神经元产生原钙黏蛋白的分子多样性提

供了直接的试验证据。Ｙａｇｉ等基于小鼠（Ｐ２１）蒲肯野细胞的
研究提出了原钙黏蛋白基因簇独特的表达模式，认为原钙黏

蛋白基因簇的Ｃ型亚型组成型表达，即每个神经元都表达 Ｃ

型亚型，而其他非Ｃ型亚型随机性表达［９］。但小鼠（Ｐ２１）蒲
肯野细胞Ｐｃｄｈ基因簇的这种表达模式是否具有普遍性，并且
在小鼠大脑皮层中Ｐｃｄｈ基因簇的转录表达是否具有多样性，
目前仍不清楚。另外，有关研究表明，ＳＫ－Ｎ－ＳＨ细胞系会
稳定表达某些特定亚型的组合［１０］。但在单细胞水平，每个

ＳＫ－Ｎ－ＳＨ细胞是否都表达这些特定亚型的组合，Ｐｃｄｈ基
因簇的转录表达是否具有多样性，这还尚未清楚。

常规的基因表达的转录分析是利用逆转录 ＰＣＲ［１１］或
ＲＮＡ－Ｓｅｑ［２１］的方法从群体细胞水平分析群体细胞基因表达
的综合情况，但这样得到的结果是所有细胞基因表达的平均

水平，没法得到单个细胞中各基因表达的情况，没法区分单细

胞间基因表达的差异，因此，只有将基因转录分析方法直接运

用于单个细胞，才能揭示单个细胞中基因表达的信息，才能比

较单细胞间基因表达的差异。

本研究通过单细胞ＲＴ－ＰＣＲ的方法分析了小鼠（Ｐ０）大
脑皮层和ＳＫ－Ｎ－ＳＨ单细胞中原钙黏蛋白基因簇的表达模
式，发现 Ｃ型和非 Ｃ型亚型的表达均是随机的，每个神经元
随机选择表达不同的原钙黏蛋白基因簇亚型组合，Ｐｃｄｈ基因
簇的转录表达在单细胞中具有多样性。原钙黏蛋白基因簇转

录表达的多样性为其作为神经元身份识别标签参与神经回路

的形成提供了新的证据，也为进一步从单细胞水平研究原钙

黏蛋白基因簇转录表达多样性的分子机理奠定了基础。有研

究表明，在双相情感障碍和自闭症等多种精神类疾病中，均伴

随有神经回路形成缺陷［２２－２３］，本研究也为系统理解精神类疾

病的发病机制提供理论参考。

近年来，随着单细胞检测技术的不断发展，人们可以将转

录组高通量测序（ＲＮＡ－Ｓｅｑ）技术运用于单细胞的研究，各
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种单细胞 ＲＮＡ－Ｓｅｑ技术相继涌现，如 ｓｃＲＮＡ－Ｓｅｑ［２４］、
Ｓｍａｒｔ－Ｓｅｑ［２５］、Ｓｍａｒｔ－Ｓｅｑ２［１３，２６］等等，各种单细胞转录组高
通量测序技术形式各异，但本质上都是为了更加真实全面地

得到单细胞中转录组的全部信息。因此，将来可以在已有研

究的基础上利用单细胞 ＲＮＡ－Ｓｅｑ技术，对各个发育阶段小
鼠大脑皮层单细胞和神经系统其他组织的单细胞进行高通量

测序，不仅可以获得各种细胞中原钙黏蛋白基因簇表达的亚

型种类，还可以获得各亚型的表达水平，从而更进一步地揭示

原钙黏蛋白基因簇表达的分子多样性，还可以进一步研究单

细胞原钙黏蛋白基因簇组合型的表达模式是否受时空调控，

为原钙黏蛋白作为神经元特异性身份识别标签参与神经回路

的形成提供更多的证据。
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