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摘　要：转录因子ＴＢＸ２０在脊椎动物心脏的腔室发育和维护中起至关重要的作用。利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统
成功制备了斑马鱼ｔｂｘ２０突变鱼系，Ｔ７Ｅ１检测结果显示Ｆ０敲除效率平均为４２．１％，测序分析Ｆ１中突变种质
遗传效率为３６．７％。Ｆ２突变体中观察到心脏突变表型：４８ｈｐｆ，心包腔肿大，静脉窦瘀血，环化异常，心脏结
构变形；３ｄｐｆ，心脏畸形拉伸成线状结构。原位杂交和ｑＲＴＰＣＲ结果显示，突变体中 ｖｍｈｃ表达上调，ａｍｈｃ和
ｍｙｌ７表达下调。成功制备了斑马鱼ｔｂｘ２０突变体，结果表明 ｔｂｘ２０纯合突变体心脏畸形，环化受到影响，为深
入探究ｔｂｘ２０在早期心脏腔室分化过程中的作用奠定了基础。
关键词：ｔｂｘ２０；斑马鱼；心脏发育；腔室分化；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
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　　脊椎动物的胚胎发育中，心脏是最早形成并
且行使功能的器官之一。心脏祖细胞最早起源

于侧板中胚层的两侧对称区域，之后它们由两边

向中间迁移，汇聚形成心管。心管由心肌层和心

内膜层构成，随后经过复杂的形态发生，包括不

对称发育、环化、多腔室结构以及瓣膜的形成，最

终形成成熟的心脏［１］。房室间隔（ａｔｒｉｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｃａｎａｌ，ＡＶＣ）的出现，是保证腔室结构正常形成的
关键［２］。在心脏生长发育这一系列复杂进程中，

环化（ｌｏｏｐｉｎｇ）阶段最为重要的步骤之一。心脏
环化的发育过程是由心管不同区域的复杂运动

所共同完成，而且这些不同的心管运动区域与心

脏腔室分化后的区域有关联性，例如：不同心脏

区域具有特异表达的分子标记以及细胞特征［３］。

Ｔｂｏｘ编码的转录因子在器官形成中具有重
要作用［４］，ＴＢＸ２０属于 Ｔｂｏｘ转录因子家族的成
员之一，在果蝇到人类的早期心脏发育调控过程

中具有高度的保守性［５］。Ｔｂｘ２０对整个心脏发育
过程和维持成体心脏功能都发挥了重要的作用，

心脏发育过程中Ｔｂｘ２０持续表达，小鼠胚胎Ｅ７．５
中Ｔｂｘ２０在生心中胚层处表达，Ｅ８．０～８．５在新

月形生心区和环化的心管处表达［６］。小鼠中

Ｔｂｘ２０促进腔室的分化、增殖［７９］和调控早期ＡＶＣ
的形成［１０］。

Ｔｂｘ２０缺失的小鼠，妊娠中期胚胎致死，心脏
发育畸形。突变表型为心脏发育异常，最初的心

室减小，环化受到阻碍，胚胎发育 Ｅ８．０～９．５，流
出道处突变表型更加明显，至 Ｅ９．５心管趋于线
性［８］，表明Ｔｂｘ２０在第一生心区（ｆｉｒｓｔｈｅａｒｔｆｉｅｌｄ，
ＦＨＦ）的心脏腔室发育中起到重要作用［１１］。在斑

马鱼中敲降（ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ，ＭＯ）ｔｂｘ２０，胚胎发育４８
ｈｐｆ，仍维持心管结构且没有出现明显的腔室分
化［１２］。而在斑马鱼ＥＮＵ造成的ｔｂｘ２０突变体中，
其心脏大小在４８ｈｐｆ明显小于野生型斑马鱼心
脏，且拉伸成线，出现心脏水肿导致胚胎死亡［１１］。

斑马鱼胚胎在发育至４８ｈｐｆ，心脏的腔室结构基
本分化形成，心室和心房在结构上呈现出完全不

同的形态［１３］。此时心室特异表达基因 ｖｅｎｔｒｉａｌ
ｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈｉａｎ（ｖｍｈｃ）和心房特异表达基因
ａｔｒｉａｌｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈｉａｎ（ａｍｈｃ）的表达分布情况
可作为心室心房表达的标志性基因，ｃａｒｄｉａｃ
ｍｙｏｓｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ２（ｃｍｌｃ２）在整个心脏的心肌细
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胞中表达［１４］。因此，ｖｍｈｃ、ａｍｈｃ和 ｃｍｌｃ２可以作
为检验ｔｂｘ２０是否影响心脏腔室分化的重要标志
性基因。

本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统［１５］，通过显

微注射技术获得斑马鱼 ｔｂｘ２０突变鱼系，内交后
代可以产生１／４纯合突变体，光镜观察突变体心
脏形态变化，结果显示突变体胚胎发育至４８ｈｐｆ，
心包腔肿大，静脉窦瘀血，环化异常，心脏结构变

形；胚胎发育至３ｄｐｆ，心脏拉伸成线状结构。通
过ｔｂｘ２０突变体的构建，进一步发现ｔｂｘ２０的突变
影响一些心脏早期腔室发育基因的表达，为探究

ｔｂｘ２０基因在早期心脏腔室分化和先天性心脏病
致病机理过程中发挥的作用提供模型。

１　材料与方法

１．１　 菌株和质粒
ｚＣａｓ９质粒来源于北京大学生命科学学院张

博教授实验室。ｇＲＮＡ质粒来源于北京大学分子
医学研究所熊敬维教授实验室。感受态细菌

ＤＨ５α购买于ＴＩＡＮＧＥＮ公司。
１．２　斑马鱼的来源与养殖条件

本实验所用野生斑马鱼均为 ＡＢ品系，养殖
水温为２８．５℃。对斑马鱼的所有处理均以科研
为目的进行养殖和使用，且按照上海海洋大学动

物伦理相关规定进行（ＩＡＣＵＣ２０１７１００９）。
１．３　ｇＲＮＡ靶点设计

利用 Ｅｎｓｅｍｂｌ（ｈｔｔｐ：／／ａｓｉａ．ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ／
ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌａｓｉａ．ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）网站获得
斑马鱼 ｔｂｘ２０基因序列，然后在 ＺｉＦｉＴ（ｈｔｔｐ：／／
ｚｉｆｉｔ．ｐａｒｔｎｅｒｓ．ｏｒｇ／ＺｉＦｉＴ／）网站上输入序列查找
ｔｂｘ２０基因ｇＲＮＡ位点，并根据靶点设计上下游引
物。靶点序列及上下游引物如表１所示。

表１　斑马鱼ｔｂｘ２０敲除靶点及引物
Ｔａｂ．１　Ｔａｒｇｅｔｓｉｔｅａｎｄｐｒｉｍｅｒｓｏｆｔｂｘ２０

ｔｂｘ２０靶点（５′３′）
ｔｂｘ２０ｔａｒｇｅｔｓｉｔｅ（５′ｔｏ３′）

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ

ＣＡＡＡＡＣＣＴＣＡＧＣＴＣＴＣＴＴＣＣ Ｆ：ＧＧＡＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡＧＡＧＣＣＡＡＲ：ＴＧＣＣＡＴＴＧＴＴＧＣＡＡＡＧＣＡＣＡ

１．４　Ｃａｓ９ｍＲＮＡ及ｇＲＮＡ制备
Ｃａｓ９质粒菌液扩摇 １６ｈ。ＴＩＡＮｐｒｅｐＲａｐｉｄ

ＭｉｎｉｐｌａｍｉｄＫｉｔ（ＴＩＡＮＧＥＮ）快速质粒小提试剂盒
抽提质粒（紫外分光光度计检测质粒的浓度及

２６０／２８０值），１５０００ｍａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ）琼脂糖凝胶

电泳检测质粒质量。Ｘｂａｌ（ＮＥＢ）线性化 Ｃａｓ９质
粒，３７℃反应２０ｍｉｎ，１％琼脂糖凝胶电泳，１１０
Ｖ，３０ ｍｉｎ。线 性 化 质 粒 用 ＤＮＡ Ｃｌｅａｎ ＆
ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒＴＭ５（ＺｙｍｏＲｅｓｅａｒｃｈ）纯化试剂盒进行
纯化，最后按照 ｍＭＥＳＳＡＧＥｍＭＡＣＨＩＮＥＴ７Ｕｌｔｒａ
（Ａｍｂｉｏｎ）试剂盒进行体外转录。ＬｉＣｌ乙醇沉淀
法纯化Ｃａｓ９ｍＲＮＡ，Ｎａｎｏｄｒｏｐ测浓度，取１μＬ产
物进行电泳检验。

ｇＲＮＡ质粒菌液扩摇 １４ｈ，ＴＩＡＮｐｒｅｐＲａｐｉｄ
ＭｉｎｉｐｌａｍｉｄＫｉｔ（ＴＩＡＮＧＥＮ）快速质粒小提试剂盒
抽提质粒（紫外分光光度计检测质粒的浓度及

２６０／２８０值）。以 ｇＲＮＡ质粒为模板使用高保真
酶ＰＣＲ扩增目的片段，２％琼脂糖凝胶电泳 １２０
Ｖ，３０ ｍｉｎ。 用 ＤＮＡ Ｃｌｅａｎ＆ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒＴＭ５
（ＺｙｍｏＲｅｓｅａｒｃｈ）纯化 ｔｂｘ２０ｇＲＮＡＰＣＲ产物，纯
化产物使用 ＭＡＸＩｓｃｒｉｐｔＴ７（Ａｍｂｉｏｎ）试剂盒进行
体外转录。ＬｉＣｌ乙醇沉淀法纯化 ｔｂｘ２０ｇＲＮＡ，测
浓度，２％琼脂糖凝胶电泳，１５０Ｖ，１０ｍｉｎ，检验
目的条带正确性。

１．５　显微注射
显微注射前一天晚上，挑选若干对雌雄亲本

进行配对并暗处理约１２ｈ，次日进行产卵交配，
收集鱼卵，一部分作为野生型对照，另一部分用

于显微注射。ｇＲＮＡ浓度为８０～１００ｎｇ／μＬ，Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ浓度为４００ｎｇ／μＬ，注射剂量为１ｎＬ／枚，
最佳注射时间为１细胞期胚胎。
１．６　Ｔ７Ｅ１酶切检测

胚胎发育至４８ｈｐｆ开始收集，５枚一组。碱
裂法提取基因组即加５０μＬ５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，９５
℃ １０ｍｉｎ，振荡；９５℃ １０ｍｉｎ，最后加１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，可于－２０℃保
存。以提取的基因组为模板，加入 ｔｂｘ２０引物进
行ＰＣＲ扩增。体系如下：反应总体积为 ２５μＬ，
内含Ｅｎｚｙｍｅｍｉｘ１２．５μＬ、正反引物各１μＬ、模板
２μＬ、ｄｄＨ２Ｏ８．５μＬ。

２％琼脂糖凝胶电泳，１２０Ｖ，３０ｍｉｎ。随后
将单一条带的ＰＣＲ产物进行Ｔ７Ｅ１（ＮＥＢ）酶切检
测。酶切体系如下：反应总体积为９．５μＬ，内含
ＰＣＲ产物５μＬ、Ｂｕｆｆｅｒ２．１μＬ、ｄｄＨ２Ｏ３．５μＬ。

反应条件：９５℃ ５ｍｉｎ，梯度降温至室温。
将Ｔ７Ｅ１酶和 Ｈ２Ｏ按 １∶１混合，然后取０．５

μＬ混合液加到上述体系，３７℃，４０ｍｉｎ。２％凝
胶电泳，１２０Ｖ，３０ｍｉｎ。Ｔ７Ｅ１酶切检测阳性的

２
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ＰＣＲ产物，选取２～３组送生物公司（上海生工）
用Ｓａｎｇｅｒ法测序进一步确定基因是否敲除成功。
将敲除成功的 ｔｂｘ２０Ｆ０斑马鱼养至成鱼，随后对
Ｆ０成鱼和同批次养至成鱼的野生型交配，产生的
胚胎在受精后４８ｈ用 Ｔ７Ｅ１酶切法检测嵌合体。
在ｔｂｘ２０Ｆ０成鱼中，共检测了３０尾鱼，其中有１１
尾鱼的后代酶切显示为嵌合体。将这些后代养

至成鱼，剪尾提取基因组，ＴＡ克隆测序分析基因
型。计算种质遗传效率，方法为检测Ｆ０成鱼中阳
性嵌合体占总检测鱼尾数的比例，本实验中为

１１／３０＝３６．７％，为种质遗传效率。
１．７　ｑＲＴＰＣＲ检测ｔｂｘ２０突变体中下游基因的
表达

将Ｆ１内交获得Ｆ２，胚胎发育３ｄｐｆ提取纯合
突变体的总ＲＮＡ，野生型作为对照。按照逆转录
试剂盒（ＴａＫａＲａＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈ
ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ）说明书将 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，以
ｃＤＮＡ为目的模板对目的基因进行扩增，基因引
物见表２。

表２　ｖｍｈｃ、ａｍｈｃ和 ｍｙｌ７ｑＲＴＰＣＲ引物
Ｔａｂ．２　ｑＲＴＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｏｆｖｍｈｃ，ａｍｈｃａｎｄ

ｍｙｌ７ｇｅｎｅｓ
基因 Ｇｅｎｅ 引物（５′３′）Ｐｒｉｍｅｒｓ（５′ｔｏ３′）

ｖｍｈｃ
Ｆ：ＴＧＴＧＣＣＴＧＡＴＣＣＡＧＡＴＧＡＡＧＡＧ
Ｒ：ＴＧＧＧＧＧＴＧＡＡＴＧＴＣＡＧＣＴＴＣＣ

ａｍｈｃ
Ｆ：ＴＣＴＧＧＧＣＴＧＴＴＴＴＧＴＧＴＣ
Ｒ：ＣＧＣＴＴＣＴＧＴＣＣＴＣＴＴＣＴＴＡＣ

ｍｙｌ７
Ｆ：ＧＡＴＣＡＧＡＡＣＣＧＧＧＡＴＧＧＡ
Ｒ：ＡＡＧＡＧＧＧＴＧＡＧＧＡＡＧＡＣＡ

　　反应体系如下：反应总体积为 １４μＬ，内含
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠＭａｓｔｅｒ１０μＬ、
ｃＤＮＡ２μＬ、Ｆ／Ｒ引物各１μＬ、ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ６
μＬ。

反应条件：９５℃，１０ｓ；６０℃，３０ｓ；４０个循
环。βａｃｔｉｎ作为内参，确定靶基因在突变体和野
生型斑马鱼中的表达。其中实验样本重复６次，
每次技术重复３次，后用２－ΔΔＣＴ分析法进行数据
分析，使用 ＳＰＳＳ软件进行单因素方差的计算与
分析，最终的柱形图用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ．５．０软件
进行绘制。

１．８　地高辛标记 ＲＮＡ探针进行斑马鱼整体原
位杂交

将Ｆ１内交获得Ｆ２，收集并固定４８ｈｐｆ胚胎，
野生型作为对照。按照 ＡｍｂｉｏｎＭＡＸＩｓｃｒｉｐｔ Ｋｉｔ

试剂盒的步骤合成地高辛（Ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ）标记探针
并执行原位杂交，主要过程如下：胚胎用４％多聚
甲醛在 ４℃固定过夜后用 ３０％、５０％、７０％和
１００％ 的乙醇溶液（ＰＢＳＴ配制）进行梯度脱水，每
级处理５ｍｉｎ。蛋白酶Ｋ（１０μｇ／ｍＬ，Ｒｏｃｈｅ）处理
１０ｍｉｎ后，将胚胎置于预杂交液６５℃孵育３ｈ，
加入探针，６５℃孵育过夜。第二天，样品经洗涤
之后，加入地高辛抗体，４℃过夜。第三天，样品
用ＮＢＴＢＣＩＰ（Ｒｏｃｈｅ）染色后，移至３％甲基纤维
素（Ｓｉｇｍａ），在显微镜（Ｚｅｉｓｓ）下观察拍照。

２　结果与分析

２．１　利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９成功构建斑马鱼 ｔｂｘ２０
基因突变体

ｔｂｘ２０基因属于Ｔｂｏｘ家族成员之一，位于１６
号染色体上，拥有一个转录本。ｔｂｘ２０共有８个外
显子，本实验中 ｇＲＮＡ设计在第一个外显子上
（图 １ａ）。在靶点上下游设计一对检测引物，扩
增片段长度为４９９ｂｐ。

（ａ）ｔｂｘ２０基因敲除靶点示意图，靶点位于第一个外显子上；

（ｂ）ｔｂｘ２０Ｆ０Ｔ７Ｅ１酶切结果；Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；ＷＴ．野生型；１、２、

３为３组平行实验；（ｃ）ｔｂｘ２０Ｆ１剪尾测序结果及峰图

（ａ）ｔｂｘ２０ｋｎｏｃｋｏｕｔｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍ，ｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｉｓｌｏｃａｔｅｄ

ｏｎｔｈｅｆｉｒｓｔｅｘｏｎ；（ｂ）Ｔ７Ｅ１ａｓｓａｙｉｎｔｂｘ２０Ｆ０；Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；ＷＴ．

ｗｉｌｄｔｙｐｅ；１，２ａｎｄ３ｍｅａｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｏｆｐａｒａｌｌｅｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ；

（ｃ）Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｉｎｔｂｘ２０Ｆ１

图１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的斑马鱼ｔｂｘ２０基因敲除
Ｆｉｇ．１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｍｅｄｉａｔｅｄｔｂｘ２０

ｋｎｏｃｋｏｕｔｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

３
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　　用２８．５℃的曝气灭菌水清洗受精卵，均匀
分布在模具中，对一细胞期受精卵进行注射，每

枚胚胎注射Ｃａｓ９ｍＲＮＡ和 ｇＲＮＡ，终浓度分别为
４００ｎｇ／μＬ和８０～１００ｎｇ／μＬ，注射剂量为１ｎＬ／
枚。显微注射４８ｈｐｆ后，随机收集３组胚胎，５枚
胚胎一组，分别标号为１、２、３。Ｔ７Ｅ１酶切检测结
果显示３组敲除效率分别为４１．６％、３６．５％和
４８．１％，平均突变效率约为４２．１％ （图１ｂ）。将
敲除成功胚胎养至成鱼剪尾测序筛选Ｆ１，共剪３０
尾鱼，其中阳性结果为１１尾，测序分析Ｆ１中突变
的种质遗传效率为３６．７％。图 １ｃ为 Ｆ１剪尾筛
选得到ｔｂｘ２０敲除成功鱼系靶位点的测序序列及
峰图，序列比对结果显示，ｔｂｘ２０敲除鱼系的突变
类型为靶点位置缺失８ｂｐ。
２．２　斑马鱼ｔｂｘ２０突变导致心脏发育异常

将Ｆ１剪尾筛出的 ｔｂｘ２０８ｂｐ突变携带者进
行内交，观察Ｆ２中ｔｂｘ２０突变体表型。结果显示：
受精后４８ｈ的胚胎中，心包腔肿大，静脉窦瘀血，
环化异常，心脏结构变形；３ｄｐｆ胚胎中，突变表型
逐渐加深，心脏拉伸成线状结构（图版Ⅰ８）。统
计突变个体数，突变体比例约占总胚胎数量的

２５％（表３），符合孟德尔遗传定律。

表３　Ｆ２表型数量统计
Ｔａｂ．３　ＣｏｕｎｔｏｆｔｈｅＦ２′ｓｐｈｅｎｏｔｙｐｅ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

胚胎总数

Ｔｈｅｔｏｔａｌ
ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆｅｍｂｒｙｏｓ

正常表型

Ｎｏｒｍａｌ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ
ｅｍｂｒｙｏｓ

突变表型

Ｍｕｔａｎｔ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ
ｅｍｂｒｙｏｓ

突变比例

Ｍｕｔａｎｔ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

１ １３２ １００ ３２ ２４．２％
２ １６５ １２３ ４２ ２５．５％
３ ８５ ６４ ２１ ２４．７％

　　进一步通过使用 ｍｙｏｓｉｎ，ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ７，
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ（ｍｙｌ７）ＥＧＦＰ标记心肌细胞对突变鱼系
心脏表型进行荧光成像，结果显示突变体心脏拉

伸成线状结构，环化异常（图版Ⅱ）。
　　对１０尾突变鱼系心脏表型进行成像，观察
到突变体心脏发育异常，胚胎在发育５ｄｐｆ开始
死亡。随后将这１０尾鱼进行 Ｔ７Ｅ１酶切检测，其
中ＷＴｌｉｋｅ表型的有７组（２、３、５、６、７、９、１０）酶切
呈现３条带，将ＷＴ、ＷＴｌｉｋｅ、ｍｕｔａｎｔ三组 ＰＣＲ产
物送测序，结果显示 ＷＴｌｉｋｅ组中均为杂合或野
生型，ｍｕｔａｎｔ组均缺失８ｂｐ（图２）。

Ｆ２突变体胚胎发育至４８ｈｐｆ、３ｄｐｆ１０尾鱼光镜表型（１、２、３、４侧面观）；１、３为野生型；２、４为突变体；５为单胚胎Ｔ７Ｅ１酶切胶图；６

为对应的单胚胎测序图

Ｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆ１０ｍｕｔａｎｔｓａｔ４８ｈｐｆａｎｄ３ｄｐｆ（１，２，３，４ｌａｔｅｒａｌｖｉｅｗ）；１，３．ｗｉｌｄｔｙｐｅ；２，４．ｍｕｔａｎｔ；５．ＴｈｅＴ７Ｅ１ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｓｉｎｇｌｅ

ｅｍｂｒｙｏ；６．ｓｉｎｇｌｅｅｍｂｒｙｏｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

图２　ｔｂｘ２０突变表型与基因型对应验证
Ｆｉｇ．２　Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｐｈｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｏｍｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｔｂｘ２０ｍｕｔａｎｔｚｅｂｒａｆｉｓｈ

２．３　ｔｂｘ２０影响心脏腔室结构的分化
ｔｂｘ２０杂合子内交获得 Ｆ２，胚胎发育４８ｈｐｆ，

分别固定收集野生型和突变体表型的胚胎。此

时的斑马鱼胚胎心房心室分化基本完成，此时

ｖｍｈｃ集中在心室高表达，ａｍｈｃ在心房表达，ｍｙｌ７
作为心脏的标记基因在整个心脏的心肌细胞中

均有表达。原位杂交结果分析显示，与野生型相

比，突变体中未检测到 ｔｂｘ２０表达（图版Ⅲ２），突

４
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变体中ｖｍｈｃ泛表达在整个心脏中（图版Ⅲ４），
且表达量增多。突变体中 ａｍｈｃ的表达减少（图
版Ⅲ６），在线性化的心脏中，在心房的表达区域
也明显缩小；而ｍｙｌ７的表达范围在野生型和突变
体中无明显差异（图版Ⅲ８），都在整个心脏中表
达，但突变体中ｍｙｌ７表达量有所降低。
２．４　ｔｂｘ２０调控ｖｍｈｃ、ａｍｈｃ和ｍｙｌ７的表达

ｔｂｘ２０基因杂合子内交获得 Ｆ２，胚胎发育 ３
ｄｐｆ提取纯合突变体的总ＲＮＡ，野生型作为对照，
荧光定量ＰＣＲ结果分析显示，与野生型（１．００）
相比，Ｆ２纯合突变体中３个基因表达水平均有变
化。在突变体中：ｖｍｈｃ基因表达上调了１９１．７％
（Ｐ＜０．０１），有统计学差异；ａｍｈｃ表达下调了
０．０６％（Ｐ＞０．０５），无统计学差异；ｍｙｌ７基因表达
下调了７１．９％（Ｐ＜０．００１），有统计学差异。见
图３。

３　讨论

心脏环化是脊椎动物早期心脏发育的重要

特征之一［１］。ＴＢＸ２０作为Ｔｂｏｘ转录因子家族中
一员，其在维持心肌细胞结构和功能中起到中心

调控作用［１６］。Ｔｂｘ２０在心脏的 ＦＨＦ和第二生心
区（ｓｅｃｏｎｄｈｅａｒｔｆｉｅｌｄ，ＳＨＦ）处均有表达，且作为
转录因子促进腔室的分化和增殖［７９］。

在小鼠中，Ｔｂｘ２０在心脏祖细胞、早期心管的
心肌细胞和形成心内膜垫的内皮细胞等处高表

达，其在心脏瓣膜的前体结构和正在形成的房室

隔膜处皆有表达［１７］。小鼠 Ｔｂｘ２０基因敲除导致
胚胎死亡同时伴随严重的心管发育不全即环化

失败。Ｔｂｘ２０敲降的小鼠表现出流出道间隔不能
正常形成和右心心室的发育不正常，其表型跟人

类的先天性心脏缺损症状类似［９］，表明其在瓣膜

的发育和促进腔室细胞的增殖和分化中扮演关

键角色。此外，非洲爪蟾 ｔｂｘ２０的敲降表现出心
脏环化失败，腔室结构不能正常形成［１８］。这些模

式动物中ｔｂｘ２０基因的敲除或者敲降，均产生心
脏环化失败、房室间隔异常的相关表型，但 ｔｂｘ２０
在影响早期心脏腔室分化方面的作用并未有深

入研究的报道。

本实验首次用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９对斑马鱼 ｔｂｘ２０
进行基因敲除，并成功获得纯合突变体。通过光

镜分析突变体心脏形态变化，观察胚胎发育至４８
ｈｐｆ，心包腔肿大，静脉窦瘀血，环化异常，心脏结

构变形；３ｄｐｆ，突变表型逐渐加深，心脏拉伸成线
状结构；该表型与小鼠 Ｔｂｘ２０缺失和斑马鱼 ＭＯ
敲降ｔｂｘ２０的表型吻合。目前对 ｔｂｘ２０的研究多
数定位在促进心脏祖细胞形成和心肌细胞增殖

方面，而对早期心脏腔室分化影响的研究较少。

已有的斑马鱼 ＭＯ敲降实验只是在 Ｆ０水平上对
ｔｂｘ２０的表型进行研究，并且 ＭＯ脱靶率相对较
高［１９］。综合以上原因，本研究采用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
技术敲除ｔｂｘ２０并获得突变鱼系，将有助于深入
挖掘其ｔｂｘ２０纯合子表型和探究其在腔室分化过
程中的作用机制。

斑马鱼心脏中，ｖｍｈｃ基因被严格地限制在心
室中表达［１４］，小鸡心房肌球蛋白重链基因

（ＡＭＨＣ１）的表达局限于形成心管的前心房部
分［１８］。地高辛原位杂交结果分析显示，ｔｂｘ２０敲
除的Ｆ２纯合突变斑马鱼胚胎（４８ｈｐｆ）中，心房特
异表达的ａｍｈｃ基因和心脏中胚层标记基因 ｍｙｌ７
的表达范围缩小，心室特异的ｖｍｈｃ基因表达与野
生型个体的表达差异明显，在整个突变体心脏中

都表达。ＬＵ等［１１］关于斑马鱼 ｔｂｘ２０突变体的研
究结果显示：正常心脏在发育至２６ｈｐｆ可逐渐形
成能够推动血液循环的原始心脏管，而在斑马鱼

ｔｂｘ２０突变体心脏祖细胞数量明显减少，且大小明
显小于野生型，其功能仅支持循环，通过对突变

体中ｔｂｘ２０的过表达实验，发现了心肌细胞的增
加进而使得突变体心脏腔室形成异常的表型得

到缓解补救。结合本实验中荧光定量实验［２０２１］

与原位杂交实验，我们发现在 ｔｂｘ２０突变体中，腔
室形成的重要标记基因表达异常。在斑马鱼已

有的ｔｂｘ２０突变体报道中，强调了其可以通过调
控心肌细胞的数量进而影响到腔室的发育，但是

没有探究在突变体中心脏形成的关键区域作用

机制。本实验通过原位杂交和荧光定量的方法，

确定了在心脏腔室形成过程中，ｔｂｘ２０的缺失，导
致了腔室的异常，为我们进一步探究早期心脏腔

室形成及分化提供了帮助。

本研究在模式动物斑马鱼中利用 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９系统，通过显微注射技术成功获得 ｔｂｘ２０基
因突变鱼系，并在突变体中观察到心脏突变表

型：胚胎发育至４８ｈｐｆ，心包腔肿大，静脉窦瘀血，
环化异常，心脏结构变形；３ｄｐｆ，突变表型逐渐加
深，心脏拉伸成线状结构。ｔｂｘ２０的突变影响了基
因ｖｍｈｃ、ａｍｈｃ和ｍｙｌ７的表达。ｔｂｘ２０突变鱼系的

５
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成功制备，为进一步深入探究 ｔｂｘ２０基因对早期 心脏发育腔室分化过程的影响奠定基础。

为有显著统计学差异Ｐ＜０．０１，为有极其显著的统计学差异Ｐ＜０．００１

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ，Ｐ＜０．０１．ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｈｉｇｈｌｙｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ，Ｐ＜０．００１

图３　ｑＲＴＰＣＲ检测 ｖｍｈｃ、ａｍｈｃ和ｍｙｌ７在ｔｂｘ２０Ｆ２突变斑马鱼（３ｄｐｆ）中的表达

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｏｆｖｍｈｃ，ａｍｈｃａｎｄｍｙｌ７ＲＮＡｉｎｔｂｘ２０ｍｕｔａｎｔｚｅｂｒａｆｉｓｈ（Ｆ２，３ｄｐｆ）ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＲＴＰＣＲ
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光镜观察Ｆ２突变体表型（侧面观，头向左）。胚胎发育４８ｈｐｆＷＴ可见正常形成的心脏，而 ｔｂｘ２０突变体中心包腔肿大，静脉窦瘀
血，环化异常，心脏结构变形；３ｄｐｆ，突变表型逐渐加深，心脏拉伸成线状结构。右图（２、４、６、８）为左图（１、３、５、７）的局部放大图；
ＷＴ．野生型；Ｖ．心室；Ａ．心房；ＶＳ．静脉窦；ＰＣ．心包腔
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图版Ⅰ　ｔｂｘ２０突变体表型
ＰｌａｔｅⅠ　Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆｔｂｘ２０

Ｆ２突变体胚胎发育至３ｄｐｆ荧光表型图（１、２、５、６侧面观；３、４、７、８腹面观）。Ｖ．心室；Ａ．心房
ＴｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆＷＴａｎｄｍｕｔａｎｔｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｍａｇｅｄｗｉｔｈｍｙｌ７：ＥＧＦＰａｔ３ｄｐｆ（１，２，５，６ｌａｔｅｒａｌｖｉｅｗ；３，４，７，８ｖｅｎｔｒａｌｖｉｅｗ）．Ｖ．ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ；
Ａ．ａｔｒｉｕｍ

图版Ⅱ　ｍｙｌ７：ＥＧＦＰ荧光观察ｔｂｘ２０突变表型
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Ｆ２突变体胚胎发育至４８ｈｐｆ原位杂交各基因表达图（腹面观，头在上）。ＷＴ．野生型；ｔｂｘ２０／．纯合突变体
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图版Ⅲ　ｔｂｘ２０突变体中靶基因的表达位点检测
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