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犺犪狀犱２ 基因对斑马鱼胚胎发育影响的实验研究
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【摘要】　目的　观察犺犪狀犱２在斑马鱼胚胎内的表达情况，验证显微注射吗啡啉修饰的反义寡核苷酸（Ｍｏｒｐｈｏｌｉ

ｎｏｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，ＭＯ）使犺犪狀犱２表达下调的有效性。观察犺犪狀犱２表达下调后斑马鱼胚胎发育的异常表型，初

步探讨犺犪狀犱２在斑马鱼胚胎发育中的作用，为利用斑马鱼开展犺犪狀犱２的功能研究提供线索。方法　采用胚胎整

体原位杂交的方法观察犺犪狀犱２在斑马鱼胚胎内的表达情况。利用向斑马鱼受精卵显微注射 ＭＯ的方法使

犺犪狀犱２表达下调，并进行犺犪狀犱２表达下调的效率验证。将斑马鱼单细胞受精卵分为４组进行显微注射，即对照

ＭＯ（ＣｏｎＭＯ）注射组、犺犪狀犱２ＭＯ注射组、犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡ注射组和犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡ＋犺犪狀犱２ ＭＯ注射

组。在荧光显微镜下观察犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡ注射组和犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡ＋犺犪狀犱２ＭＯ注射组的荧光表达情况

以验证犺犪狀犱２表达下调的效率。在显微镜下观察犺犪狀犱２ＭＯ注射组斑马鱼胚胎的各器官发育情况并进行评定。

结果　犺犪狀犱２在斑马鱼胚胎的侧板中胚层、咽弓、心脏和鳍有较强表达。犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡ注射组在８ｈｐｆ

（ｈｏｕｒｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ）时胚胎有较强的荧光表达，而犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡ＋犺犪狀犱２ＭＯ注射组胚胎几乎无荧光

表达。与ＣｏｎＭＯ注射组相比，犺犪狀犱２ＭＯ注射组斑马鱼胚胎的心脏、血管、血细胞、鳍以及体节有明显的发育

异常。结论　向斑马鱼受精卵显微注射犺犪狀犱２ＭＯ的方法可有效的使犺犪狀犱２表达下调。犺犪狀犱２在斑马鱼胚胎

的心脏、血管、血细胞、鳍以及体节的发育过程中有重要作用。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　犺犪狀犱２；　ｚｅｂｒａｆｉｓｈ；　ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ；　ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

　　犺犪狀犱２是Ｂ族ｂＨＬＨ基因，定位于人类的５ｑ３３

染色体。近年来研究发现犺犪狀犱２对于胚胎发育十分

重要，其功能异常与人类一些先天性异常综合征相关

（如２２ｑ１１缺失综合征、ＤＧＳ综合征、ＣＡＴＣＨ２２综

合征等）［１－３］。明确犺犪狀犱２在胚胎发育过程中的作

用，对于预防和治疗先天性发育异常有重要意义。目

前已有学者在小鼠、鸡胚等模式生物中开展犺犪狀犱２的

功能研究，发现犺犪狀犱２在对于胚胎的心脏、血管发育

意义重大。但这些研究缺乏对胚胎整体发育状况的

观察，亦未就犺犪狀犱２如何调控胚胎发育开展基因水平

的进一步研究。斑马鱼是近年来新兴进行基因功能

研究的首选模式生物，已日益成为进行基因功能研究

的有利工具［４，５］。另外，斑马鱼的胚胎透明，也十分有

利于进行胚胎各系统发育的观察。目前在斑马鱼中

开展犺犪狀犱２的功能研究还为之甚少。本实验以斑马

鱼为模式生物，通过有效使犺犪狀犱２表达下调后观察胚

胎发育的异常情况而初步研究犺犪狀犱２对胚胎发育的

影响，旨在为进一步阐明犺犪狀犱２在胚胎发育中的作用

提供线索和依据。

材 料 和 方 法

实验动物　野生型斑马鱼（ＡＢ系）购自美国

Ｏｒｅｇｏｎ大学，养殖系统从美国ＡｑｕａｔｉｃＨａｂｉｔａｔｓ公

司引进。受精卵置于孵化液（６０μｇ／ｍＬ海盐）２８℃

孵化，出绒毛膜后在胚胎培养液（ｅｍｂｒｙｏｍｅｄｉｕｍ）

内养育。按照Ｋｉｍｍｅｌ等人
［６，７］描述对受精卵进行

发育阶段分期。

实验仪器　ＧＨＰ９１６０隔水式恒温培养箱、

ＯＬＹＭＰＵＳＳＺＸ１２显微镜及显微摄像系统、ＮＡＲ

ＩＳＨＩＧＥＩＭ３００显微注射仪。

吗啡啉修饰的反义核苷酸（犿狅狉狆犺狅犾犻狀狅狅犾犻犵狅狀狌

犮犾犲狅狋犻犱犲狊，犕犗）的设计与合成　犺犪狀犱２ ＭＯ以及

ＣｏｎＭＯ由美国ＧＥＮＥＴＯＯＬＳ公司设计以及合

成。犺犪狀犱２ ＭＯ：５′ＧＧＡＡＡＣＣＣＴＣＣＡＡＣＴＡ

ＡＡＣＴＣＡＴＧＧ３′，Ｃｏｎ ＭＯ：５′ＣＣＴＣＴＴＡＣＣＴ

ＣＡＧＴＴＡＣＡＡＴＴＴＡＴＡ３′，犺犪狀犱２ＭＯ以及Ｃｏｎ

ＭＯ分别溶解于３０％ Ｄａｎｉｅａｕ溶液中至４ｍｍｏｌ／

Ｌ，置于－７０℃备用。

犺犪狀犱２犌犉犘犿犚犖犃的合成　抽提４８ｈｐｆ（ｈｏｕｒｓ

ｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ）斑马鱼胚胎的总ｍＲＮＡ，经逆转

录获得全长ｃＤＮＡ。使用Ｐｉｒｍｅｒ３设计软件设计如

下引物，Ｆ：５′ＣＧＧＡＴＡＴＣＡＴＧＡＧＴＴＴＡＧＴＴＧ

ＧＡＧＧＧＴＴ３′，Ｒ：５′ＣＧＡＣＴＡＧＴＴＣＡＴＴＧＣＴ

ＴＣＡＧＴＴＣＣＡＡＴＧ３′。应用上述引物从全长ｃＤ

ＮＡ中经ＰＣＲ扩增犺犪狀犱２ｃＤＮＡ片段，并同时在扩

增的犺犪狀犱２ｃＤＮＡ片段两端引入犈犮狅Ⅴ和犛狆犲Ⅰ的

酶切位点。将扩增的犺犪狀犱２ｃＤＮＡ片段以及Ｔ７Ｔｓ

ＧＦＰ载体经犈犮狅Ⅴ和犛狆犲Ⅰ双酶切后，应用 Ｔ４

ＤＮＡ连接酶进行连接，获得含有犺犪狀犱２ｃＤＮＡ片

段的重组Ｔ７ＴｓＧＦＰ质粒。应用Ａｍｂｉｏｎ公司的

ｍＭＧＳＳＡＧＥｍＭＡＣＨＩＮＥＴ７试剂盒从重组质粒

中体外转录犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡ
［８］。定量犺犪狀犱２

ＧＦＰｍＲＮＡ 后溶于３０％ 的 Ｄａｎｉｅａｕ溶液中至

２ｍｍｏｌ／Ｌ，置于－７０℃备用。

显微注射　将－７０℃冻存的ＣｏｎＭＯ、犺犪狀犱２

ＭＯ以及犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡ稀释于３０％的Ｄａｎｉｅａｕ

溶液中。在显微镜下挑选发育至１～２个细胞期的受

精卵，按以下４组进行注射，分别注入１．５ｎＬ０．０５

ｍｍｏｌ／ＬＣｏｎＭＯ、１．５ｎＬ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ犺犪狀犱２ ＭＯ、

１．５ｎＬ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡ以及１．５ｎＬ

０．１ｍｍｏｌ／Ｌ犺犪狀犱２ＭＯ＋１．５ｎＬ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ犺犪狀犱２

ＧＦＰｍＲＮＡ。每组注射１００个受精卵。

胚胎固兰染色　将６０ｈｐｆ的胚胎去除绒毛膜，

置于固兰染液（０．６ｍｇ／ｍＬ固兰、０．０１ｍｏｌ／Ｌ醋酸

钠、０．６５％过氧化氢、４０％乙醇）中避光显色１０～１５

ｍｉｎ，放于显微镜下观察。

斑马鱼胚胎发育的观察　在显微镜下观察Ｃｏｎ

ＭＯ以及犺犪狀犱２ＭＯ注射组胚胎的心脏、鳍以及体

节的发育情况；向上述两组胚胎心脏内注射３ｎＬ荧

光素，在荧光显微镜下观察血管的发育情况；利用固

兰染色观察血红蛋白的表达情况。

结　　　果

犺犪狀犱２在斑马鱼胚胎内有较强表达　胚胎整体

原位杂交的结果显示，在胚胎发育至１８ｈｐｆ时，

犺犪狀犱２在侧板中胚层有较强表达（图１Ａ）。在２４

ｈｐｆ时，犺犪狀犱２表达于胚胎的第１～２对咽弓（图１

Ｂ，Ｃ）。当胚胎发育至３６ｈｐｆ时，犺犪狀犱２在咽弓的表

达区域扩展到第１～３对咽弓（图１Ｄ，Ｅ）。至４８

ｈｐｆ时，犺犪狀犱２不仅在整个咽弓区域有较强表达，还

表达于心脏和鳍芽（图１Ｆ，Ｇ）。
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图１　犺犪狀犱２在斑马鱼中的表达谱（原位杂交）

犉犻犵１　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犺犪狀犱２犻狀狕犲犫狉犪犳犻狊犺

（犻狀狊犻狋狌犺狔犫狉犻犱犻狕犪狋犻狅狀）

Ａ：Ｌａｔｅｒａｌｍｅｓｏｄｅｒｍ；Ｂ，Ｃ：１－２ｐｈａｒｙｎｇｅａｌａｒｃｈｅｓ，Ｄ，Ｅ：

１－３ｐｈａｒｙｎｇｅａｌａｒｃｈｅｓ；Ｆ，Ｇ：Ｔｈｅｗｈｏｌｅｐｈａｒｙｎｇｅａｌ

ａｒｃｈｅｓ，ｔｈｅｈｅａｒｔａｎｄｔｈｅｆｉｎｓ；Ａ，Ｂ，Ｄ，Ｆ：Ｌａｔｅｒａｌ

ｖｉｅｗ（ａｎｔｅｒｉｏｒｔｏｗａｒｄｓｔｈｅｌｅｆｔ）；Ｃ，Ｅ，Ｇ：Ｄｏｒｓａｌ

ｖｉｅｗ（ａｎｔｅｒｉｏｒｔｏｗａｒｄｓｔｈｅｔｏｐ）．（Ｓｃａｌｅｂａｒ：２００μｍ）

　　与犺犪狀犱２犌犉犘犿犚犖犃注射组相比，犺犪狀犱２犌犉犘

犿犚犖犃＋犺犪狀犱２犕犗注射组胚胎几乎无荧光表达　

在８ｈｐｆ时，犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡ注射组胚胎内有较

强的绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）表达（图２Ｂ），提示显微

注射的犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡ在斑马鱼体内可表达外

源性犺犪狀犱２。犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡ＋犺犪狀犱２ＭＯ注射

组胚胎内绿色荧光蛋白的表达量明显下降（图２

Ｃ），说明犺犪狀犱２ＭＯ可有效的阻断犺犪狀犱２表达，从

而绿色荧光蛋白的表达减少。

犺犪狀犱２犕犗注射组胚胎心脏和血管发育异常　

显微镜下对４８ｈｐｆ犺犪狀犱２ＭＯ注射组胚胎心脏观

察的结果发现，与ＣｏｎＭＯ注射组相比，犺犪狀犱２ ＭＯ

注射组胚胎的心室发育不良，如心室腔体积缩小、心

室搏动无力，心房略扩张（图３Ｂ）。４８ｈｐｆ犺犪狀犱２ＭＯ

注射组胚胎的心率明显减慢，心室收缩指数明显下

降，但心房收缩指数无明显差异（图４Ａ）。在６０ｈｐｆ

时，与ＣｏｎＭＯ相比，犺犪狀犱２ＭＯ注射组胚胎的心率、

心室收缩指数及心房收缩指数都不同程度的降低（图

４Ｂ）。这显示犺犪狀犱２表达下调组胚胎心脏的形态和

功能都发生了异常。在６０ｈｐｆ时在荧光显微镜下观

察血管发育情况的结果表明，ＣｏｎＭＯ注射组胚胎的

背主动脉、体轴静脉以及体节间血管显影清晰（图３

Ｃ）。与ＣｏｎＭＯ注射组相比，犺犪狀犱２ＭＯ注射组胚胎

的体节间血管显影模糊甚至缺失，但这些胚胎的背主

动脉和体轴静脉显影清晰（图３Ｄ）。

图２　显微注射犺犪狀犱２犕犗可有效阻抑犺犪狀犱２的表达

犉犻犵２　犕犻犮狉狅犻狀犼犲犮狋犻狀犵犺犪狀犱２犕犗犮犪狀犲犳犳犲犮狋犻狏犲犾狔

犻狀犺犻犫犻狋犺犪狀犱２犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

ＡａｎｄＤ：ＣｏｎＭＯｉｎｊｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ，ｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．

ＢａｎｄＥ：犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡｉｎｊｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ，

ＧＦＰｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ．ＣａｎｄＦ：犺犪狀犱２ＭＯ＋

犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡｉｎｊｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ，ｎｏ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．（Ｄ，Ｅ，Ｆ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｆｉｅｌｄ．Ａ，Ｂ，

Ｃ：Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄ．）（Ｓｃａｌｅｂａｒ：２００μｍ）

图３　犺犪狀犱２犓犇对胚胎心脏及血管发育影响的观察

犉犻犵３　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狊狅犳犺犪狀犱２犓犇狅狀狋犺犲犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋狅犳犺犲犪狉狋狊犪狀犱狏犲狊狊犲犾狊

Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ：Ｌａｔｅｒａｌｖｉｅｗ（ａｎｔｅｒｉｏｒｔｏｗａｒｄｓｔｈｅｌｅｆｔ）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎＭＯｉｎｊｅｃｔｅｄｅｍｂｒｙｏ（ＡａｎｄＣ），犺犪狀犱２

ＭＯｉｎｊｅｃｔｅｄｅｍｂｒｙｏｈａｄｏｂｖｉｏｕｓｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｉｎｈｅａｒｔ（Ｂ），ａｎｄｔｈｅｉｍａｇｅｏｆｖｅｓｓｅｌｓｗｅｒｅｎｏｔ

ｃｌｅａｒａｎｄｅｖｅｎｌｏｓｔ（Ｄ）．（ＣａｎｄＤ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｆｉｅｌｄ）（Ｓｃａｌｅｂａｒ：２００μｍ）
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图４　犺犪狀犱２犓犇对胚胎心率、犞犛犉及犃犛犉的影响

犉犻犵４　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狊狅犳犺犪狀犱２犓犇狅狀狋犺犲犎犚，犞犛犉犪狀犱犃犛犉

Ａ：４８ｈｐｆ；Ｂ：６０ｈｐｆ

图５　犺犪狀犱２犓犇导致胚胎体内血红蛋白含量减少

犉犻犵５　犜犺犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀狅犳犺犲犿狅犵犾狅犫犻狀狑犪狊

狉犲犱狌犮犲犱犻狀犺犪狀犱２犓犇犲犿犫狉狅狔狊

（Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ）（Ｓｃａｌｅｂａｒ：２００μｍ）

　　犺犪狀犱２犕犗注射组胚胎血细胞内血红蛋白生成

明显减少　通过固兰染色观察４８ｈｐｆ胚胎内血红

蛋白含量的结果表明：与ＣｏｎＭＯ注射组相比，

犺犪狀犱２ＭＯ注射组胚胎体内的血红蛋白含量明显下

降（图５）。这提示犺犪狀犱２ＭＯ注射组胚胎造血干细

胞向红细胞分化的过程可能受到干扰。

犺犪狀犱２犕犗注射组胚胎体节和鳍发育异常　与

ＣｏｎＭＯ注射组相比，６０ｈｐｆ犺犪狀犱２ＭＯ注射组胚

图６　犺犪狀犱２犓犇对胚胎鳍及体节发育影响的观察

犉犻犵６　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狊狅犳犺犪狀犱２犓犇狅狀狋犺犲犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋狅犳犳犻狀狊犪狀犱狊狅犿犻狋犲狊

ＡａｎｄＢ：Ｄｏｒｓａｌｖｉｅｗ（ａｎｔｅｒｉｏｒｔｏｗａｒｄｓｔｈｅｔｏｐ）．ＣａｎｄＤ：Ｌａｔｅｒａｌｖｉｅｗ（ａｎｔｅｒｉｏｒｔｏｗａｒｄｓｔｈｅｌｅｆｔ）．Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ犺犪狀犱２

ＭＯｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｙｓｐｌａｓｉａｏｆｆｉｎｓａｎｄｔｈｅｃｈｅｖｒｏｎｓｈａｐｅｄｓｏｍｉｔｅｓｗｉｔｈａｎａｎｇｌｅｏｆ１２０°，ｗｈｉｌｅｔｈａｔａｎｇｌｅｉｎ

ＣｏｎＭＯｉｎｊｅｃｔｅｄｅｍｂｒｙｏｗａｓ９０°．（Ｓｃａｌｅｂａｒ：２００μｍ）

胎的鳍发育延迟并有明显畸形（图６Ｂ）；体节明显

短小，体节各分节的长度缩短，角度增大（图６Ｄ）。

讨　　　论

目前许多研究都表明犺犪狀犱２与胚胎发育密切

相关。在人类中，犺犪狀犱２与犜犅犡１和犈犖犇１之间有

相互作用，与人类ＤＧＳ的发病有关
［３］。犝犉犇１犔是

人类２２ｑ１１缺失综合征的候选基因，其定位于人类

２２ｑ１１染色体，犺犪狀犱２ 可犝犉犇１犔 功能而与人类

２２ｑ１１缺失综合征有关联
［１］。另有在鸡胚和鼠胚中

的研究表明，犺犪狀犱２ 在胚胎心脏
［９，１０］、血管［１１］、肢

体［１２－１４］等发育过程中扮演重要角色，但犺犪狀犱２如

何调节这些器官发育的机制尚未明了。在斑马鱼

中，犺犪狀犱２ 在原肠胚形成后即表达于侧板中胚

层［１５］，是胚胎发育过程中的早期表达基因。我们的

实验中发现犺犪狀犱２不仅在胚胎发育早期在侧板中

胚层有较强表达，随着胚胎发育时间的推移，还表达

于胚胎的咽弓、心脏和鳍芽。犺犪狀犱２通过参与多种

信号通路以及与其他基因之间通过复杂的相互作用

参与调节胚胎不同器官和系统的发育。本研究旨在

通过有效ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ犺犪狀犱２后，观察斑马鱼胚胎

发育的异常表型，为在斑马鱼中开展犺犪狀犱２的功能

研究提供线索。
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近年来利用模式生物斑马鱼，借助显微注射吗

啡啉修饰反义寡核苷酸的方法已被证实是一种简

单、有效的阻抑目的基因功能的方法［１６］。吗啡啉修

饰的反义寡核苷酸可在靶基因的翻译起始位点

ＡＴＧ附近有效的阻断靶基因的翻译从而阻断靶基

因的表达。由于斑马鱼体外受精，容易获得受精卵

并进行显微注射操作，因此利用模式生物斑马鱼借

助显微注射吗啡啉修饰反义寡核苷酸而阻断目的基

因功能的方法已被国内外许多科研机构所采用。在

实验中，我们通过显微注射犺犪狀犱２ ＭＯ的方法来

ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ犺犪狀犱２，并进行了效率验证。我们向受

精卵显微注射体外合成的犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡ可以

在受精卵内同时表达犺犪狀犱２和荧光蛋白。若犺犪狀犱２

ＭＯ可以有效的阻断犺犪狀犱２的表达，则显微注射的

犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡ的表达也会被犺犪狀犱２ ＭＯ阻

断，从而造成荧光蛋白的生成减少。在实验中我们

发现与犺犪狀犱２ＧＦＰｍＲＮＡ 注射组相比，犺犪狀犱２

ＧＦＰｍＲＮＡ＋犺犪狀犱２ ＭＯ注射组胚胎几乎无荧光

表达，说明犺犪狀犱２ ＭＯ 可以高效的ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ

犺犪狀犱２。在进行了犺犪狀犱２ ＭＯ的效率验证后，我们

观察了犺犪狀犱２ＭＯ注射组胚胎的发育情况。

与ＣｏｎＭＯ注射组相比，犺犪狀犱２ＭＯ注射组的

胚胎存在心脏、血管、血细胞、鳍以及体节的发育异

常，这说明犺犪狀犱２在上述器官的发育和分化过程中

扮演重要角色。与在斑马鱼中开展其他基因功能研

究时所观察到的异常表型相比，犺犪狀犱２ＭＯ注射组

胚胎上述各器官的异常表型又具有特征性，犺犪狀犱２

ＭＯ注射组胚胎的心室发育异常程度大于心房、背

主动脉的发育未受到干扰，血细胞生成减少，体节间

血管的发育明显异常、体节发育的异常以短小为主，

伴有单个体节“Ｖ”字型角度的增大。这些特异的表

型提示我们犺犪狀犱２在斑马鱼胚胎发育过程中有独

特的作用，在后续的研究中，我们将利用先进的分子

生物学技术逐步阐明犺犪狀犱２在斑马鱼胚胎发育中

扮演的特殊角色。
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