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非洲爪蟾在神经系统疾病研究中的应用
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摘　要：在生物医学研究领域，使用合适的动物模型研究大脑运行机制和疾病机理至关重要。作为经典的

脊椎动物模型，非洲爪蟾在研究神经环路构建和功能以及神经疾病的分子机制中具有一定优势。因为非洲

爪蟾的胚胎发育过程与人类器官形成过程相似，同时，神经系统疾病往往与神经系统功能异常和发育缺陷

有关，所以一些人类疾病在基因和形态上的功能机制可以通过非洲爪蟾的胚胎发育模型进行在体研究，且

神经前体细胞的增殖分化以及视觉刺激依赖的神经环路稳态和功能研究已经相对成熟。目前，该模型已经

在癫痫和自闭症及表观遗传调控等相关疾病的研究上得到了应用。该文将分别介绍非洲爪蟾蝌蚪模型在环

境毒物诱发疾病、神经发育障碍以及表观遗传疾病机制研究领域的最新进展。

关键词：非洲爪蟾；模式生物；发育障碍；表观遗传

中图分类号：Q423 ；Q89 ；R322.8 ；R741             文献标志码：A

Using Xenopus as an animal model to study neurological diseases
DING Nan-Ji-Sha, GAO Juan-Mei, HONG Jin-Wei, SHEN Wan-Hua*

(Zhejiang Key Laboratory of Organ Development and Regeneration, 
Hangzhou Normal University, Hangzhou 310036, China)

Abstract: It is very important to use appropriate animal models to study the mechanism of brain function and 
disease mechanism in the field of biomedical research. As a classical vertebrate animal model, Xenopus has many 
advantages in studying the construction and function of neural circuits and the molecular mechanism of neurological 
diseases. For some human diseases, the genetic and morphological mechanisms can be studied in vivo through the 
embryo development model of Xenopus which is similar to that of human beings. Furthermore, the nervous system 
diseases are often associated with abnormal functional and developmental defects of the nervous system. It is 
relatively mature for the study of proliferation and differentiation of progenitor cells and the visual experience-
dependent neural circuit homeostasis and function in the developing central nervous system. At present, the model 
has been used in epilepsy, autism, epigenetic regulation related diseases. This review will introduce the latest 
advances in the field of environmental toxicants induced diseases, neurodevelopmental disorders, and epigenetic 
diseases using Xenopus tadpole model.
Key words: Xenopus laevis; animal model; developmental disorder; epigenetics

神经元通过突触连接组成高度复杂的神经网

络，是人类感知、思想和情绪形成的基础。然而，

当大脑发育过程中出现问题就会引起发育障碍等神

经类疾病，危及人们的健康和生活。迄今为止，对

于诸如自闭症、癫痫和精神分裂症等神经发育障碍

引起的疾病还没有彻底的治愈方法，而且，这些疾

病的致病原因及机制研究还不是很清楚。因此，选

择合适的模式动物从细胞、分子、环路和行为等多

层次进行研究，可以更全面地了解相关致病基因的

功能和内在机制，从而为相关疾病的机制研究和药

物筛选提供重要参考数据。
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非洲爪蟾 (Xenopus laevis) 作为一种脊椎动物

模型，与小鼠和斑马鱼相比，在生物医学的研究上

有显著的优势。成体爪蟾的寿命可以达到 15 年。

通过注射人绒毛膜促性腺激素 (HCG) 进行体外排卵

受精，受精卵在室温条件下发育成 43 期的蝌蚪只

需要一周的时间，各器官发育过程都可以进行活体

观察；蛙卵的形态较大，适合进行显微操作和胚胎

移植。到目前为止，非洲爪蟾已被应用于 DNA 损

伤应答、细胞凋亡、免疫和炎症反应以及再生和可

塑性的研究。在神经发育的各个阶段，包括神经细

胞增殖分化、轴突生成、突触传递以及环路可塑性

等方面都进行了较为详细的研究，这对理解神经系

统疾病机制打下了坚实基础。与哺乳动物神经环路

相比，虽然蝌蚪的中枢神经系统结构相对简单，但

两者同源性强。在蝌蚪的视觉信号通路中，视网膜

神经节细胞 (RGC) 的轴突投射到视顶盖大脑对侧，

顶盖结构与哺乳动物的上丘是同源的。视网膜神经

节细胞的轴突在39期 (受精后4~5 d)投射到视顶盖，

在 44~45 期发育成完整的神经环路，并在 49 期逐

渐成熟。RGC 作为突触前神经元，通过释放谷氨酸

神经递质作用于视顶盖神经元上的 AMPA 受体和

NMDA 受体，这和大多数哺乳动物的视觉信号通路

是一样的 [1]。

非洲爪蟾的皮肤色素突变后成为白化的非洲爪

蟾 (Albino Xenopus laevis)，因为整个身体皮肤透明，

通过荧光蛋白标记的单个神经元可以直接在显微镜

下进行长期连续的神经元轴突和树突的在体成像观

察。通过细胞延时成像技术可以详细描述神经活动

影响视顶盖放射状胶质细胞的结构和功能 [2]，通过

运用三维重构软件可以活体追踪 [3] 和测量一段时间

内神经元的在体发育和可塑性变化 [4]。此外，蝌蚪

视顶盖很容易进行在体钙成像实验 [5]，甚至可以在

活体内完整地获得稳定的钙成像记录数据 [6-8]，极

大地丰富了在体研究神经细胞群体活动的研究手段。

改变蝌蚪发育过程中目的基因的表达水平主要

有两种方法：首先，通过电穿孔将 mRNA 注入早

期胚胎；其次，通过显微注射技术将吗啉寡核苷酸

(morpholino oligonucleotide, MO) 转入到发育中的蝌

蚪视顶盖大脑细胞内 [9]，进一步研究基因在生物体

内的表达和功能。此外，蝌蚪的血脑屏障通透性较

高，只需要在蝌蚪培养液中加入药物，就可以实现

对神经系统的给药 [1]，避免了哺乳动物脑室注射的

复杂过程。另外，非洲爪蟾蝌蚪体积小，可以直接

放在显微镜下进行在体电生理记录 [10]，从而研究大

脑发育过程中神经环路的形成和功能 [1]、突触的发

育和可塑性变化机制 [11]。通过相应的视觉诱导实验

检测蝌蚪行为 [12-14]，可以研究中枢神经环路的结构

和功能 [10]、定向反射 [15] 以及社会行为 [16-17]。使用

生物正交非天然氨基酸标记 (BONCAT)[13] 和荧光非

天然氨基酸标记 (FUNCAT)[18] 在体选择性标记中枢

神经系统的新生蛋白，结合蛋白测序技术筛选和可

塑性变化相关的新生蛋白。总之，非洲爪蟾作为常

用的脊椎动物模型，结合使用现代生命科学研究技

术，可以在体比较同一个体或同一细胞在刺激前后

的变化，从而在分子、细胞和行为学水平上全方位

解读实验所产生的证据，增加实验结果的灵敏性、

重复性和可靠性。

1　环境毒物对蝌蚪发育的影响

在动物发育过程中，神经环路对环境化学物质

特别敏感。例如，一定剂量的甲基汞会对胚胎的中

枢神经系统产生神经毒害作用，但是对成体的中枢

神经系统却没有影响 [19]。同样，发育中的幼体大鼠

暴露在铅环境通常会导致神经系统损伤，而成熟

的大鼠大脑暴露于相同剂量的铅环境时则不受影

响 [20]。因此，对成人中枢神经无害的化学物质可能

对发育中的大脑有害，非洲爪蟾模式动物已经成为

研究环境化合物对发育中大脑影响的理想模型。

非洲爪蟾模型常被用于测定环境化学物质的毒

性和致畸作用，在胚胎毒理学领域不断得到应用 [21]。

相关研究表明，蝌蚪到成蛙的变态完全取决于甲状

腺激素 (TH)[22]，而最常见的环境污染物就是 TH 抑

制剂，同时，它也是一类内分泌干扰剂。如果 TH
分泌在蝌蚪发育过程中被抑制，那么它的变态过程

就会停止，反之，如果蝌蚪变态前被暴露于 TH 环

境中则变态反应会提前发生 [23]。由于变态反应很明

显，因此，实验过程中可以利用这一现象去测试化

学品的毒性作用 [17]。TH 的作用对象是大脑，TH
活性的变化会导致神经系统发育缺陷 [24]，但这一过

程不如形变，如尾部缺失、肢芽形成和肺的发育等

现象明显，神经系统发育时产生的紊乱很细微，如

突触修饰、干细胞增殖分化和神经元结构功能改

变 [25]。qRT-PCR 结果表明，TH 抑制剂甲巯咪唑和

高氯酸盐会显著影响 54 期蝌蚪脑组织神经元上 TH
受体的表达水平 [26]。 cDNA 芯片和实时定量 PCR
结果表明，高氯酸盐会显著增加神经细胞 mRNA
的表达 [23]，如 β 淀粉样前体蛋白的 mRNA，是阿

尔兹海默病产生的原因之一；编码髓鞘碱性蛋白和
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髓鞘脂质蛋白的 mRNA，这两个蛋白都是产生髓鞘

和促进动作电位传导的主要组成部分。这些高氯酸

盐诱导的 mRNA 增加可能对发育中的蝌蚪大脑产

生影响，但其产生的具体机制仍不清楚。

活体成像和电生理等实验技术的应用，使蝌蚪

逐渐成为一个研究环境化学物质影响神经系统发育

的强大在体模型。例如，长期将美洲豹蛙蝌蚪视顶

盖神经元暴露在微量的铅中会减少 RGC 的轴突分

支面积以及轴突的分支数。而暴露在高浓度的铅环

境下，会减弱 RGC 轴突和树突顶盖之间的突触传

递 [20]。2012 年，非洲爪蟾模型已经被用来研究亚

致死浓度的甲基异噻唑啉酮 (MIT ；一种杀菌剂，

在洗发水等化妆品中比较常见 ) 对神经系统各方面

功能的影响 [27]。例如， MIT 暴露后的蝌蚪减少了视

顶盖依赖的视觉诱导行为，表明视神经通路中的突

触传递或视顶盖之间的突触连接自我精细修整没有

全部完成 [12]。MIT 处理后的神经元内在兴奋性和突

触强度并没有发生变化，表明慢性 MIT 处理会影

响整个神经环路，而不只是在单细胞水平。此外，

非洲爪蟾模型也被用于研究二甲苯 (PX) 对大脑发

育和视觉行为的影响 [28]。二甲苯及其衍生物是工业

中广泛使用的原料，用亚致死浓度的 PX 处理爪蟾

蝌蚪发现，随着 PX 浓度的增加，发育的畸形率显

著增加，视顶盖神经细胞凋亡的数量也急剧增加。

长期暴露在 PX 中会导致蝌蚪的逃避行为出现严重

缺陷，同时，会显著增加视顶盖中 H4K12 的乙酰

化和 H3K9 的二甲基化水平。引人注目的是，PX
和 D- 葡萄糖醛酸 (GA) 的共同孵育减少了凋亡细胞

的数量，并拯救了蝌蚪逃避行为指数的降低，抑制

了视顶盖中由 PX 引起的凋亡细胞数量增加 [28]。这

些结果表明，表观遗传调控在 PX 参与的凋亡和动

物行为中起着关键作用。总的来说，这些研究表明，

非洲爪蟾蝌蚪可以用于检测单个神经细胞结构和功

能的精细变化，也可以在神经环路和行为学水平研

究化合物对中枢神经系统的作用。这些技术具有广

泛的市场应用前景，可以用于大规模检测化合物的

毒副作用，也可以为临床和靶向药物的筛选应用提

供重要参考信息。

2　用于研究癫痫发作的蝌蚪模型

除了环境毒素外，大脑的癫痫活动特别容易影

响中枢神经环路的发育。数据表明，几种不同类型

的惊厥药，GABA 受体拮抗剂 ( 戊四唑、木防己苦

毒素和荷包牡丹碱 )、谷氨酸受体激动剂 ( 红藻氨

酸 )、毒蕈碱受体激动剂 ( 毛果芸香碱 ) 和钾离子通

道抑制剂 (4- 氨基吡啶 ) 都可以引起癫痫样行为 [29]。

具体表现为蝌蚪静止不动，而游动时速度会突然加

快，并出现头部的横向运动，最后由于单侧轴向肌

肉强烈收缩引起 C 型收缩癫痫发作行为。PTZ 处理

蝌蚪时，场电位记录视顶盖大脑，可以检测出高频

的癫痫样电活动，抗癫痫药物丙戊酸钠可以完全阻

断电活动的增加。该模型的优点是，在电生理学或

影像学实验过程中，可以用琼脂固定肌松剂处理后

的蝌蚪，从而可以在不使用麻醉剂的情况下对癫痫

的发作进行活体研究 [29]。

2011 年，Bell 等 [30] 连续两次使用 PTZ 诱导蝌

蚪癫痫发作并发现，第一次 PTZ 诱导的癫痫发作增

加了蝌蚪体内多胺的产生，从而增加抑制性递质

GABA 的产生和释放，使得蝌蚪不易发生癫痫，内

源性多胺对癫痫发作可以产生神经保护作用。此外，

把蝌蚪暴露在视觉条件刺激下，会导致视顶盖

GABA 水平的升高，这为研究 GABA 如何调节神

经环路的稳定和动态平衡提供了很好的在体动物模

型 [31]。

3　研究自闭症谱系障碍的蝌蚪模型

自闭症谱系障碍 (ASD) 是一种愈发常见的神

经系统发育障碍症，也称作“广泛性发育障碍”，

发病原因复杂，可能是由基因遗传变异或环境危害

引起的，如产前感染、激素和致畸剂暴露 [32-33]。研

究发现，40 多个基因的突变可以增加 ASD 的患病

率，但这些突变不完全是外显的，单个基因突变不

是产生 ASD 的充分因素 [34-35]。此外，自闭症的症

状不仅表现在语言、社会交往和物品依恋等高等认

知水平上，而且 ASD 的病因与神经系统功能和发

育有很大关系，包括突触可塑性变化 [36-38]、兴奋 /
抑制的平衡 [39-41]、神经环路和神经元 - 胶质细胞的

相互作用 [33]、轴突导向和树突生长改变引起的突触

连接减弱或过度增强 [42-43]。这些现象表明，ASD 可

能是发育异常引起的反应 [44]，因此，也可以使用不

能产生 ASD 的动物模型，如灵长类 [35, 45]、哺乳动

物 [43- 44]、两栖类 [46-47]、鸟类 [48] 和昆虫 [49] 来研究

ASD 的发生发展机制 [45]。

一个好的动物模型应该能在细胞和神经网络水

平观察 ASD 引起的神经发育失调变化，蝌蚪的优

点之一就是可以在单个神经元中进行基因过表达或

敲低，这样可以很容易地区分 ASD 相关基因突变

是引起细胞自主性变化还是导致神经网络水平变
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化。例如，当野生型 MeCP2 基因在非洲爪蟾视顶

盖神经元过度表达时 [50]，会造成神经元长出更少但

更长分支的树突 [51]。因此，对于非洲爪蟾、啮齿动

物以及人来说，由 MeCP2 基因突变引起的神经网

络连接变化是 ASD 大脑神经环路异常的重要原

因 [43]。这也说明非洲爪蟾和人类之间的关键转录因

子是十分保守的，通过研究非洲爪蟾的 MeCP2 基

因功能，可以进一步推测 MeCP2 基因在更高级哺

乳动物中的作用 [52]。

到目前为止，与 ASD 有关的人类基因还没有

被全部确认和研究 [53]。所有与 ASD 相关的遗传疾

病中，使用非洲爪蟾模型研究最多的一种疾病就是

与 FMR1 单一基因失活有关的脆性 X 染色体综合

征 [54]。爪蟾基因组中 fmr1 的同源基因 (fmrp 和 
fmr1p) 比人类 (FMRP、FXR1P 和 FXR2P) 少，每个

基因的亚型也更少 [55]。即便如此，人类 FMRP 蛋

白和 FXRP 蛋白的抗体也可以识别非洲爪蟾的同源

基因 [55-56]，而且，非洲爪蟾 fmrp 和 fmr1p 基因表达

敲低产生的表型可以被人类 FMRP 和 FXRP 基因过

表达所拯救 [54]。在蝌蚪的胚胎发育期，调控 FMR1
基因会扰乱蝌蚪的正常体节形成 [57]，因此，观察

FMR1 基因对人体神经环路发育影响具有非常重要

的意义。另外，神经黏附分子 neuroligins 和 neurexin
与 shank [58] 和 PSD-95 是非洲爪蟾和哺乳动物高度

同源的两类蛋白质 [59]，是和人类自闭症患者高度相

关的突变基因 [41,60]，在非洲爪蟾模式生物中都已经

进行了细致的研究。

无论是过表达或敲低 Nlg-1 的表达水平，都会

影响蝌蚪视顶盖神经元树突的发育生长，表现为视

顶盖神经元不能和 RGC 轴突建立新突触，树突丝

状伪足动态活动性增强，树突分支呈现出未成熟的

形态 [59]。此外，通过重建丝状伪足的动态变化，使

用蝌蚪活体大脑实时成像技术 [4]，并结合遗传操

作 [61] 以及电生理记录 [13-14,62]，从而全面解析目标蛋

白的作用及其对突触功能和神经网络形成的调节

机制。

我们还可以利用非洲爪蟾模型研究 ASD 大脑

和免疫激活之间的联系 [63]。尽管在 ASD 患者中观

察到了胶质细胞激活和炎性细胞因子水平的增加，

但是这些现象的因果关系仍不清楚。当蝌蚪长期暴

露于白细胞介素 (IL-1β/IL-6)或肿瘤坏死因子 (TNFα)
中时，电生理记录到视顶盖神经元的突触连接加强，

AMPA/NMDA 比例显示突触更成熟；从行为上看，

动物感觉处理异常，更容易引起 ASD 产生 [64]，这

些结果表明，免疫激活本身可以诱导 ASD 的部分

表型。

4　在表观遗传调控相关疾病中的应用

随着人口的老龄化，迟发性神经退行性疾病，

如阿尔茨海默病 (Alzheimer's disease, AD)、亨廷顿

病 (Huntington's disease, HD)、帕金森病 (Parkinson's 
disease, PD) 已经成为严重的社会问题。这类疾病的

发病机制复杂。最近研究发现，表观遗传调控在其

发生、发展过程中起作用，通过组蛋白去乙酰化酶

(HDAC) 和组蛋白乙酰化酶 (HAT) 对组蛋白进行修

饰调节基因的转录活性。一些类别的 HDAC 有希

望成为神经退行性疾病治疗的药物靶点。研究发现，

HDAC1 和 HDAC2 在爪蟾发育 34 期主要位于线粒

体和细胞核中，在进一步的大脑发育之后主要局限

于细胞核。HDAC3 在早期发育过程中广泛存在于

线粒体、细胞核和细胞质中，45 期时主要分布在细

胞核内，而 HDAC8 在视顶盖发育早期广泛分布在

线粒体、细胞核和细胞质中 [65-66]。在视顶盖发育早

期，组蛋白乙酰化酶 H4K12 的活性仍然很低。使

用广谱 HDAC 抑制剂 (TSA) 或特异性的Ⅰ型 HDAC
抑制剂 MGCD0103， 会引起 34 期线粒体的数量减

少 [67]。这些结果表明，Ⅰ型 HDACs 的亚细胞分布

与非洲爪蟾视顶盖发育之间的联系，但调节神经环

路构建和神经疾病的具体机制还不清楚。在非洲爪

蟾神经系统发育过程中，HDAC1 和 HDAC3 参与

视觉经验依赖的放射状胶质细胞增殖调控 [65-66]。在

治疗神经退行性疾病的过程中，组蛋白去乙酰化酶

抑制剂 (HDACis) 可以增强突触可塑性，改善记忆

损伤 [10]。另外，HDACis 还可以作为抗癌药物进行

研究，但是 I/II 期临床试验表明，HDAC 的非特异

性抑制将会产生多种副作用。由此，在临床上对于

HDACis 的正确使用，关键是要从 HDAC 蛋白家族

成员中找到专一性药物靶点，减少非特异性副反应。

5　结语

综上所述，这些结果充分证明了利用非洲爪蟾

蝌蚪模型可以从分子、细胞、环路和行为层面上对

神经系统功能及相关疾病进行全面的科学研究。其

在活体研究和单细胞观察方面的独特优势使非洲爪

蟾蝌蚪成为研究大脑发育过程中引起的神经系统疾

病的重要模型，但是，因为非洲爪蟾是四倍体，每

个基因有四个拷贝，与二倍体基因组相比，遗传操

作相对困难。目前，随着转基因技术的发展，转基
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因非洲爪蟾也已实现，如在视网膜神经节细胞中表

达显性抑制的 TrkB (BDNF 的受体 )[68]。然而，因

为爪蟾基因组有四份拷贝，很难完全抑制目的基因

的表达。所以，研究人员一般通过显性失活来有效

抑制内源基因的功能 [69]，但是这种操作是非特异性

的。因此，RNA 干扰 (RNAi) 和吗啉寡核苷酸已经

成为敲低非洲爪蟾目的基因的常用方法 [70-71]。从遗

传学上来讲，二倍体热带爪蟾可以成为一个更好的

脊椎动物模型，热带爪蟾更易于染色体的遗传操作。

另外，热带爪蟾拥有非洲爪蟾模型的所有优点，因

此具有更大的研究优势，是未来实验的优先选择模型。
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