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摘　要：利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术在斑马鱼中构建了可稳定遗传的生长抑素（ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ，ＳＳＴ）基因
（ｓｓｔ１）突变体鱼系。通过比较６ｄｐｆ（ｄａｙｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｄｐｆ）的ｓｓｔ１／突变体和野生型仔鱼转录组，发现ｓｓｔ１／

突变体相关生化过程和信号通路发生了显著变化。相比野生型，ｓｓｔ１／突变体仔鱼中有３５４个基因显著上调，
５０４个基因显著下调。ＧＯ（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ）富集分析表明，大部分差异基因与氨基酸和蛋白质生物合成相关。
ＫＥＧＧ（ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ）通路富集显示代谢通路、氨基酸合成、氨基酰基ｔＲＮＡ合成、核
糖体合成和ｒＲＮＡ加工相关通路表达增强。结果表明，ｓｓｔ１／突变体蛋白质生物合成和代谢过程更加活跃。
ＲＴｑＰＣＲ验证结果显示，随机选取的１０个基因 ｍＲＮＡ表达变化趋势与转录组测序结果一致，说明转录组测
序结果真实可靠。６月龄突变体体质量、体长和野生型相比并无显著差异。本研究结果为进一步挖掘生长抑
素基因家族的潜在功能奠定基础。

关键词：Ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ１；斑马鱼；代谢；蛋白质合成
中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　生长抑素（ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ，ＳＳＴ），又名生长激素
抑制激素，最初在绵羊的下丘脑中分离得到，因

其具有抑制垂体生长激素（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨ）
的分泌作用而得名［１］。生长抑素广泛表达于中

枢与外周神经系统、胰腺、胃肠道、唾液腺、甲状

腺、肾脏、前列腺、胎盘、血管、淋巴和免疫相关组

织［２］。在哺乳动物中，生长抑素具有抑制生长激

素分泌和细胞增殖，抑制胃酸、胰腺分泌与胃肠

道蠕动，调控学习和记忆等多种功能［３］。

脊椎动物基因组中存在 ６个生长抑素基因
（ｓｓｔ１ｓｓｔ６），在进化过程中，哺乳动物仅保留了２
种生 长 抑 素 基 因，ｓｓｔ１和 ｓｓｔ２（Ｃｏｒｔｉｓｔａｔｉｎ，
ＣＳＴ）［４５］。在 哺 乳 动 物 中，生 长 抑 素 前 体
（ｐｒｅｐｒｏｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ，ＰＰＳＳ）可以通过蛋白水解酶
在不同组织中水解产生２种活性多肽（ＳＳＴ１４和
ＳＳＴ２８）。ＳＳＴ２８是一种 ＳＳＴ１４氨基端延长多

肽，在肠道中被发现，相较于ＳＳＴ１４更为活跃［６］。

在硬骨鱼类中，基因组的额外加倍导致多个生长

抑素基因的存在。研究人员已在斑马鱼基因组

中发现６个生长抑素基因（ｓｓｔ１ｓｓｔ６）。ｓｓｔ１基因
编码ＰＰＳＳ１前体，水解产生 ＳＳＴ１４肽，最为古老
保守，普遍存在于所有脊椎动物中［１，７］。ｓｓｔ２和
ｓｓｔ５是在第２轮脊椎动物基因组加倍过程中产生
的，ｓｓｔ４是硬骨鱼类特有的，在第３轮基因组加倍
过程中产生，而 ｓｓｔ３和 ｓｓｔ６分别由 ｓｓｔ１和 ｓｓｔ２串
联复制产生［８］。这就导致在鱼类中除了 ＳＳＴ１４
和ＳＳＴ２８，还存在 ＳＳＴ２２和 ＳＳＴ２５等多种形式
多肽［９］。

不同生长抑素多肽生物学功能可能不同，它

们可以结合不同的生长抑素受体（ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ｓｓｔｒ），通过抑制Ｃａ２＋和Ｋ＋离子通道、环
磷酸腺苷／蛋白激酶 Ａ（ｃＡＭＰ／ＰＫＡ）、丝裂原活
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化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）、磷酸化酶 Ｃ／肌醇三磷酸腺
苷（ＰＬＣ／ＩＰ３）等途径发挥功能［１０］。例如，金鱼

（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）ＳＳＴ１４通过影响 Ｃａ２＋信号进
而抑制ｃＡＭＰ依赖的生长激素的分泌［１１］。点带

石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓｃｏｉｏｉｄｅｓ）［１２］中，ＳＳＴ１４通过
ＰＬＣ／ＩＰ／ＰＫＣ和ＡＣ／ｃＡＭＰ／ＰＫＡ途径抑制生长激
素的分泌。

目前为止，尽管生长抑素功能在鱼类中的报

道很多，多数研究利用 ＳＳ合成多肽或者抑制剂
刺激下获得。由于鱼类中多种形式生长抑素多

肽存在，可能导致合成多肽刺激过程中特异性不

佳，实验结果并不准确。在斑马鱼中存在全部６
个生长抑素基因，并且精准的基因编辑系统成熟

高效，这使得斑马鱼成为研究 ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ家族基
因功能与进化关系的理想模型［１３］。本课题组已

系统性地敲除 ｓｓｔ１ｓｓｔ６，已有研究［１４］表明：ｓｓｔ４参
与斑马鱼生长调控，并影响生殖系统的发育。本

研究以最古老与保守的 ｓｓｔ１基因为切入点，利用
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术构建可稳定遗传的
突变体鱼系，旨在挖掘更多ｓｓｔ基因功能。使用受
精后６ｄｓｓｔ１突变体仔鱼与野生型进行转录组测
序比较分析，发现 ｓｓｔ１纯合突变体中蛋白质生物
合成和代谢过程更加活跃，为进一步挖掘生长抑

素在斑马鱼早期发育中的潜在功能指明了方向。

１　材料与方法

１．１　试验动物来源与饲养
使用的野生型斑马鱼为 ＡＢ品系，购买于中

国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞

生物学研究所。斑马鱼均按照上海海洋大学动

物伦理委员会要求处理，按照斑马鱼养殖标准饲

养。试验所用鱼均等密度养殖于循环养殖系统

（ＡｑｕａｎｅｅｒｉｎｇＩｎｃ，ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ），水温保持
在２７～２８℃，ｐＨ７．０～８．０，盐度０．２５～０．７５，氨
氮及硝态氮质量浓度小于２００ｍｇ／Ｌ，光照采取１４
ｈ照明（光照强度：５４～３２４ｌｘ）和１０ｈ黑暗。斑
马鱼受精卵使用灭菌养殖水培养，并存放于２８．５
℃的培养箱中进行孵化。
１．２　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９构建ｓｓｔ１突变体
１．２．１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９靶点设计

利用Ｅｎｓｅｍｂｌｇｅｎｏｍｅｂｒｏｗｅｒ数据库（ｈｔｔｐ：／／
ａｓｉａ．ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ） 分 析 ｓｓｔ１
（ＥＮＳＤＡＲＴ００００００５９７９１．４）基因外显子、内含子

与起始密码子位点。使用 ｈｔｔｐ：／／ｚｉｆｉｔ．ｐａｒｔｎｅｒｓ．
ｏｒｇ／ＺｉＦｉＴ／ＣｈｏｉｃｅＭｅｎｕ．ａｓｐｘ网站预测 Ｃａｓ９蛋白
靶点，ｓｓｔ１基因敲除靶点选择在第 １个外显子，
ＡＴＧ后９５ｂｐ处。利用 ＮＣＢＩ网站检测靶点特异
性。

根据靶点位置设计ＰＣＲ检测引物，检测引物
设计还需满足：上下游引物与靶点之间的距离大

于１００ｂｐ，并且上游引物到靶点的距离和下游引
物到靶点的距离之间的差大于１００ｂｐ，便于后续
电泳检测。ｓｓｔ１检测引物扩增片段为 ４８０ｂｐ，
ＰＣＲ扩增为单一条带，引物序列见表１。

表１　ｓｓｔ１引物信息
Ｔａｂ．１　ｓｓｔ１ｐｒｉｍｅｒｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因

Ｇｅｎｅ
名称

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
引物序列（５′３′）
Ｐｒｉｍｅｒ（５′３′）

ｓｓｔ１

ｓｓｔ１Ｆ ＣＡＣＣＴＣＣＧＧＴＡＧＧＡＴＴＣＡＣＧ
ｓｓｔ１Ｒ ＴＧＴＣＣＧＴＧＧＴＣＣＴＧＡＡＡＴＣＧ

Ｔ７ｓｓｔ１ｓｆｄ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡｔａｒｇｅｔ
ＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ

ｔｒａｃｒｅｖ ＡＡＡＡＡＡＡＧＣＡＣＣＧＡＣＴＣＧＧＴＧＣＣＡＣ

１．２．２　ｇＲＮＡ制备
以ｐＵＣ１９ｓｃａｆｆｏｌｄｐｌａｓｍｉｄ质粒为模板（北京

大学分子医学研究所熊敬维教授实验室赠予），

使用含有Ｔ７启动子序列、ｓｓｔ１基因 ｇＲＮＡ靶点和
ｓｃａｆｆｏｌｄ特异性上游引物（Ｔ７ｓｓｔ１ｓｆｄ）和下游通用
引物（ｔｒａｃｒｅｖ）进行 ＰＣＲ扩增（表１）。ＰＣＲ反应
体系：ＨＩＦｅｎｚｙｍｅＭｉｘ２５μＬ，上下游引物各 １
μＬ，ｐＵＣ１９ｓｃａｆｆｏｌｄｐｌａｓｍｉｄ质 粒 １００ｎｇ，用
ｄｄＨ２Ｏ补足５０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９８℃ 预变性
３ｍｉｎ；９８℃变性３０ｓ，６５℃退火１５ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，反应３５个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。使
用 ＤＮＡＣｌｅａｎ＆Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ５（ＺｙｍｏＲｅｓｅａｒｃｈ，
Ｄ４０１４）试剂盒纯化 ＰＣＲ产物。以纯化产物为模
板，使用ＭＡＸＩｓｃｒｉｐｔｔ Ｔ７ｉｎｖｉｔｒｏＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ
试剂盒进行体外转录，合成 ｓｓｔ１ｇＲＮＡ。利用 Ｌｉｃｌ
沉淀法纯化 ｓｓｔ１ｇＲＮＡ，使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００测定
ｇＲＮＡ含量和 ＯＤ值，２％琼脂糖凝胶电泳检测
ｇＲＮＡ质量。
１．２．３　显微注射

将１ｎＬ含有１００ｐｇｇＲＮＡ和３００ｐｇｃａｓ９蛋
白（购于南京金斯瑞生物技术有限公司）混合物

注射到１细胞期斑马鱼胚胎动物极中，共注射
２００枚胚胎，并保留未注射的野生型斑马鱼胚胎
作对照。注射４８ｈ后取胚胎（２５枚，５枚／管）用

８７７
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碱裂解法提取基因组。具体步骤：将５枚胚胎置
于１．５ｍＬ离心管中，加入５０μＬ５０ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＮａＯＨ，充分振荡，９５℃变性２０ｍｉｎ，加入５μＬ１
ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心 ６ｍｉｎ。取 ２
μＬＤＮＡ上清液为模板，使用靶点检测引物进行
ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ，９５
℃ ３０ｓ，５８℃ 退火，７２℃１ｍｉｎ延伸，３０个循环，
７２℃最后延伸５ｍｉｎ。然后用Ｔ７核酸内切酶（Ｔ７
ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅⅠ，Ｔ７Ｅ１）检测靶点敲除效率，反应
体系：ＰＣＲ产物 ７μＬ，Ｂｕｆｆｅｒ２１．１μＬ，ＤＥＰＣ水
添加至１０μＬ。加入０．２５μＬＴ７Ｅ１酶，３７℃孵育
４５ｍｉｎ。２％琼脂糖凝胶１２０Ｖ电泳２５ｍｉｎ。将
Ｔ７Ｅ１酶切检测阳性的ＰＣＲ产物送至生工生物工
程（上海）股份有限公司进行测序验证，利用

ｃｈｒｏｍａｓ软件分析靶点是否敲除成功。将 Ｔ７Ｅ１
酶切检测和测序为阳性的培养至成鱼，进行基因

型鉴定与传代。

１．２．４　ｓｓｔ１基因打靶Ｆ１突变类型鉴定
将阳性Ｆ０与野生型外交产生的Ｆ１鱼系养至

３月龄，剪取３月龄 Ｆ１尾鳍，使用碱裂解法提取
基因组，使用靶点检测引物进行 ＰＣＲ扩增，通过
Ｔ７Ｅ１酶切检测阳性产物克隆至 ｐＭＤ１９Ｔ载体进
行测序，通过 ＳｅｒｉａｌＣｌｏｎｅｒ软件序列比对确定 Ｆ１
代突变类型。

１．３　总ＲＮＡ提取和转录组测序
将有义突变 Ｆ１内交后获取 Ｆ２鱼系，通过

Ｔ７Ｅ１酶切测序鉴定基因型，获得 Ｆ２纯合突变体
与野生型。将Ｆ２鱼系养至性成熟后，分别通过纯
合突变体与野生型鱼系内交获得 Ｆ３胚胎。将 Ｆ３
胚胎放置于２８．５℃培养箱孵化至受精后６ｄ仔
鱼。每管分别取１５尾野生型和纯合突变体仔鱼
冻存于液氮中进行总 ＲＮＡ提取，步骤：每管加入
１ｍＬＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）匀浆，加入２００
μＬ氯仿，使用异丙醇沉淀，７５％乙醇洗涤，最后
溶于无 ＲＮＡ酶的水中。共提取 ５管野生型总
ＲＮＡ和４管突变体总ＲＮＡ。使用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００
（Ｔｈｅｒｍｏ，ＵＳＡ）检测每个样品中总ＲＮＡ的含量及
ＯＤ值，利用２％琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ质
量。利用安捷伦 ２１００生物分析仪（Ａｇｉｌｅｎｔ，Ｓａｎ
Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）检 测 质 量。使 用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
（Ｖａｚｙｍｅ，＃ＮＲ６０３）ＶＡＨＴＳｓｔｒａｎｄｅｄｍＲＮＡｓｅｑ

ＬｉｂｒａｒｙＰｒｅｐＫｉｔ制备测序文库，并使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＨｉｓｅｑＸＴｅｎ（ＡｎｎｏｒｏａｄＧｅｎｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，上海，中
国）测序。

１．４　生物信息学分析
使用Ｔｒｉｍ＿ｇａｌｏｒｅｗｒａｐｐｅｒｓｃｒｉｐｔｖｅｒｓｉｏｎ０．３．３

（Ｋｒｕｅｇｅｒ，２０１５， ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．
ｂａｂｒａｈａｍ．ａｃ．ｕｋ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｔｒｉｍ＿ｇａｌｏｒｅ）对原始读长
进行质量控制和编辑，生成简单的可描述性统计

学及可编辑的读长。通过 Ｇａｌａｘｙ［１５］分析平台调
用ＲＮＡｓｅｑ比对软件 ＨＩＳＡＴｖ２．１．０版本［１６］，将

剪切和过滤后的序列映射到斑马鱼参考基因组

（ｚｆｉｓｈ＿ＧＲＣｚ１１）。使用 ＥｎｓｅｍｂｌＧｅｎｏｍｅＢｒｏｗｓｅｒ
（ｈｔｔｐ：／／ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ）下载相关文件和各自的注
释文件（．ｇｔｆ）。使用 Ｓｔｒｉｎｇｔｉｅｖｅｒｓｉｏｎ１．３．６组装
转录本和基因转录本丰度评估［１７］，使用 ＤｅＳＥＱ２
ｖｅｒｓｉｏｎ２．１１．４０．６建立差异表达基因［１８］，差异表

达基因阈值为矫正后 Ｐ＜０．０５。使用 Ｇ．
ｐｒｏｆｉｌｅｒ［１９］进行 ＧＯ（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ）、ＫＥＧＧ（ｋｙｏｔｏ
ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ）和Ｒｅａｃｔｏｍｅ通
路富集，使用ＲｅＶｉＧＯ除去冗余的 ＧＯ注释，并对
ＧＯ注释进行归纳［２０］，使用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ进行结果展
示［２１］。

１．５　荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）
分别取 ３组野生型和 ３组突变体仔鱼（６

ｄｐｆ）提取总 ＲＮＡ。使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｎｔ
ｋｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒
（ＴａＫａＲａ，ＲＲ０４７Ａ）将 ＲＮＡ（１μｇ）反转录成
ｃＤＮＡ，并保存于 －８０℃冰箱。使用 ｈｔｔｐｓ：／／
ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ网站设计 ＲＴ
ｑＰＣＲ引物，所有引物检测效率均为 ９０％ ～
１０５％，引物序列见表２。以ｃＤＮＡ为模板，βａｃｔｉｎ
为内参进行荧光定量检测。ＲＴｑＰＣＲ反应体系：
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＭａｓｔｅｒ１０μＬ，
ｃＤＮＡ１μＬ，上下游引物各１μＬ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ
补充体系至２０μＬ。反应条件为９５℃，１０ｓ；６０
℃，３０ｓ；４０个循环。荧光定量数据采用 ２!ΔΔＣＴ

（Ｌｉｖａｋ）法进行计算，试验结果用平均值 ±标准
误（Ｍｅａｎ±ＳＥ）表示，利用Ｐｒｉｓｍ６．０作图，对需要
比较显著性差异的数据进行 ｔ检验，Ｐ＜０．０５时
有显著性差异。
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表２　ＲＴｑＰＣＲ引物信息
Ｔａｂ．２　ＲＴｑＰＣＲｐｒｉｍｅｒｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因

Ｇｅｎｅ
名称

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
引物序列（５′３′）
Ｐｒｉｍｅｒ（５′３′）

ｎｕｐｒ１
Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＧＡＡＧＡＧＧＣＧＣＡＴＴＡＣＧＡＣＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＡＡＴＧＧＣＧＡＴＴＣＧＴＧＴＴＣＡＧＧ

ｐｈｂ２ｂ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＧＣＡＧＧＴＧＣＡＣＴＣＧＣＴＴＡＴＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＧＡＣＧＧＴＡＴＣＴＡＡＣＴＧＧＡＣＣＣ

ａｔｆ７ｂ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＴＧＡＣＴＣＣＴＣＣＣＣＴＣＣＡＧＡＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＧＴＡＧＧＧＧＴＧＧＡＡＣＴＴＧＣＴＧ

ｓｔａｕ１
Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＡＧＴＧＡＡＧＡＡＧＧＡＣＣＡＧＣＣＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＧＡＧＡＧＴＴＧＴＴＴＧＧＧＣＧＡＧＡ

ａｒｌ３
Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＴＧＧＧＡＴＡＴＴＧＧＴＧＧＴＣＡＧＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＡＡＴＣＧＴＴＴＧＣＧＧＴＣＴＧＣＡＣ

ｔｏｍｍ７０ａ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＣＧＧＴＧＣＧＡＣＡＡＡＴＣＣＡＧＡＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＡＴＡＧＧＣＣＧＡＴＧＧＣＴＴＣＴＧＴＡ

ｗｗｃ３
Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＴＧＴＡＴＧＡＣＣＡＧＣＡＧＧＴＧＧＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＣＴＴＧＧＣＡＴＴＧＡＧＡＧＣＣＴＣＣ

ｊａｋ１
Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＣＡＣＣＧＡＧＧＧＡＡＣＡＣＣＴＣＴＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＣＡＴＴＣＣＣＡＡＧＣＡＣＴＣＧＴＴＣ

ｐｆｄｎ５
Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＡＣＧＣＡＡＡＡＴＣＧＡＣＴＴＣＣＴＴＡＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＴＧＴＧＡＴＧＣＣＴＧＴＴＧＡＣＴＧＴＧ

ｔｔｃ４
Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＴＧＴＡＣＡＣＣＡＡＣＣＧＴＧＣＡＧＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＧＣＴＴＴＡＴＴＧＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＴ

βａｃｔｉｎ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＴＧＧＡＴＧＡＧＧＡＡＡＴＣＧＣＴＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＴＧＣＣＡＡＣＣＡＴＣＡＣＴＣＣＣＴＧ

２　结果

２．１　ｓｓｔ１突变体构建
根据ｓｓｔ１基因组序列，在第一外显子上设计

了ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统靶向位点，靶点长度为 ２０
ｂｐ，靶点序列信息如图１ａ。将ｇＲＮＡ与Ｃａｓ９蛋白
共同注射到１细胞期的野生型斑马鱼胚胎中，使
用Ｔ７Ｅ１酶对４８ｈｐｆ胚胎进行酶切检测（图１ｃ），
同时对ＰＣＲ产物测序验证，发现在靶点处出现乱
峰（图１ｄ），表明ｓｓｔ１ｇＲＮＡ成功编辑靶位点。将
阳性Ｆ０与野生型外交产生 Ｆ１杂合子鱼系，获得
缺失７ｂｐ和１０ｂｐ两种移码突变（图１ｂ），致使转
录提前终止（图２）。Ｆ１内交后的鱼系混合养殖，
避免养殖密度与喂食对试验结果造成影响。将６
ｄｐｆＦ３野生型和突变体仔鱼进行转录组分析。
２．２　转录组序列质量分析

对６ｄｐｆｓｓｔ１／突变体和野生型仔鱼转录组测
序分析，共产生１７４８４９１７４个原始读长（野生型
平均２１１４８５５１个，突变体平均１７２７６６０５个），
去除 低 质 量、Ｎｓ和 接 头 污 染 序 列，得 到
１７０６２５８８４个高质量读长，Ｑ３０为９５％（表３）。

（ａ）ｓｓｔ１基因第一个外显子上的靶点序列；（ｂ）野生型和ｓｓｔ１／ＤＮＡ序列信息，突变体１：－７ｂｐ，突变体２：－１０ｂｐ；（ｃ）Ｔ７Ｅ１酶切检
测；（ｄ）测序图谱。
（ａ）Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｅｘｏｎ１ｏｆｓｓｔ１ｇｅｎｅ；（ｂ）ＴｈｅＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｓｓｔ１／，ｗｈｉｃｈｓｈｏｗｓｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ
ｄｅｌｅｔｅｄ７ｂｐｉｎｍｕｔａｎｔ１ａｎｄｄｅｌｅｔｅｄ１０ｂｐｉｎｍｕｔａｎｔ２；（ｃ）Ｔ７Ｅ１ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；（ｄ）Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｍａｐ．

图１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９构建斑马鱼ｓｓｔ１突变体
Ｆｉｇ．１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｍｅｄｉａｔｅｄｓｓｔ１ｍｕｔａｎｔｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

０８７



５期 赵文婷，等：ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ１基因突变斑马鱼仔鱼转录组分析

“”代表终止密码子；蓝色方框代表与野生型相比，突变体缺失碱基；红色方框代表终止密码子。

“”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓａｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｃｏｄｏｎ；Ｂｌｕｅｂｏｘｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｄｅｌｅｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂａｓｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅ；Ｒｅｄｂｏｘｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅ

ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｃｏｄｏｎ．

图２　野生型和ｓｓｔ１／突变体氨基酸比对

Ｆｉｇ．２　Ａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｓｓｔ１／ｍｕｔａｎｔ

表３　野生型和ｓｓｔ１／突变体转录组序列信息
Ｔａｂ．３　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｓｓｔ１／ｍｕｔａｎｔ

转录组序列信息

Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
野生型

ＡｖｅｒａｇｅＷＴ
突变体

ＡｖｅｒａｇｅＭＴ
原始序列数 Ｒａｗｒｅａｄｓｎｕｍｂｅｒ ２．１１×１０７±２．６０×１０６ １．７３×１０７±１．０４×１０６

高质量序列数 Ｃｌｅａｎｒｅａｄｓｎｕｍｂｅｒ ２．０６×１０７±２．５６×１０６ １．６９×１０７±９．８×１０５

高质量序列百分比 Ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ／％ ９７．００±０．４６ ９８．００±０．２６
低质量序列数 Ｌｏｗｑｕａｌｉｔｙｒｅａｄｓｎｕｍｂｅｒ ６．８２×１０４±５．９４×１０３ ６．０８×１０４±２．１８×１０４

Ｎｓ序列数量 Ｎｓｒｅａｄｓｎｕｍｂｅｒ ７．４８×１０３±１．４６×１０３ ５．６５×１０３±１．９６×１０３

污染序列数 Ａｄａｐｔｅｒｐｏｌｌｕｔｅｄｒｅａｄｓｎｕｍｂｅｒ ４．８０×１０５±９．２２×１０４ ３．０２×１０５±４．８５×１０４

原始序列中质量大于３０的碱基数比例 ＲａｗＱ３０ｂａｓｅｓ／％ ９４．００±０．０７ ９４．００±０．１１
高质量序列中质量大于３０的碱基数比例 ＣｌｅａｎＱ３０ｂａｓｅｓ／％ ９５．００±０．０６ ９５．００±０．１１

注：数值以“平均值±标准差”表示。
Ｎｏｔｅｓ：Ｖａｌｕｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ“Ｍｅａｎ±ＳＤ”．

２．３　差异表达基因
基于基因表达数据主成分和相关性分析表

明，ｓｓｔ１／突变体和野生型样本之间出现明显分
离，同一组样本之间呈现高相关性（图３）。比较
分析后发现，ｓｓｔ１／突变体与野生型之间共有８５８
个差异表达基因，其中，３５４个基因表达显著上
调，５０４个基因表达显著下调。表达差异最显著
的１０个基因，包括４个显著上调的基因：核蛋白
１（ｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ｎｕｐｒ１）、蛋白磷酸酶２磷酸酶
激 活 剂 （ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ２ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ，ｐｔｐａ）、抗增殖蛋白 ２ｂ（ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２ｂ，
ｐｈｂ２ｂ）、锌指蛋白５１８Ａ（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ５１８Ａ，
ｚｎｆ５１８ａ）。６个显著下调的基因：ＷＷＣ家族成员
３（ＷＷＣｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ３，ｗｗｃ３）、四肽重复结构

域４（ｔｅｔｒａｔｒｉｃｏｐｅｐｔｉｄｅｒｅｐｅａｔｄｏｍａｉｎ４，ｔｔｃ４）、非编
码 ＲＮＡ（ＬＯＣ１００５３５１７０）、ＰＰＦＩＡ结合蛋白 １ｂ
（ＰＰＦＩＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｂ，ｐｐｆｉｂｐ１ｂ）、线粒体外膜
７０同 系 物 Ａ 移 位 酶 （ｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅｏｆｏｕｔｅｒ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅ７０ｈｏｍｏｌｏｇＡ，ｔｏｍｍ７０ａ）
和１个未知蛋白的编码基因（ｓｉ：ｃｈ２１１２８１ｌ２４．３）
（表 ４）。突 变 体 中 有 ２个 与 ＳＳＴＧＨＩＧＦ
（ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ）轴相关的显著下调差异基因，为胰岛素样
生长因子结合蛋白 １ａ（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ａ，ｉｇｆｂｐ１ａ）和胰岛素样生长因子
结合蛋白 ５ａ（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ５ａ，ｉｇｆｂｐ５ａ）。
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（ａ）野生型和ｓｓｔ１／突变体转录组主成分分析，两组间沿ＰＣ１分离；（ｂ）野生型和 ｓｓｔ１／突变体样本间相关性，颜色越深表明样本间

的相关性越高。

（ａ）Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｓｓｔ１／ｍｕｔａｎｔｓｈｏｗｉｎｇｓｅｐａｒａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓａｌｏｎｇ

ＰＣ１；（ｂ）Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｄｉｓｔａｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｓｓｔ１／ｍｕｔａｎｔｓａｍｐｌｅｓ，ａｎｄａｄａｒｋｅｒｃｏｌｏｕｒｉｎｄｉｃａｔｅｓａｈｉｇｈｅｒｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

ｓａｍｐｌｅｓ．

图３　测序数据总结
Ｆｉｇ．３　Ｓｕｍｍａｒｙｏｆｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｄａｔａｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ

表４　突变体比野生型表达差异最显著的１０个基因
Ｔａｂ．４　Ｔｏｐｔｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｍｕｔａｎｔｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅ

斑马鱼基因ＩＤ
ＺｅｂｒａｆｉｓｈＧｅｎｅＩＤ

对数值

ｌｏｇ２（ＦＣ）
校正Ｐ
ＡｄｊｕｓｔｅｄＰ

描述

Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｎｕｐｒ１＿１ ３．９７ ２．９６×１０－４２ ｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎ１
ｐｐｐ２ｒ４＿２ ３．７８ １．１４×１０－４０ ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ２ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｃｔｉｖａｔｏｒ
ｐｈｂ２ｂ ３．７６ １．３８×１０－４０ ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２ｂ
ｓｉ：ｃｈ２１１２１４ｅ３．５＿１ ３．６１ ４．８６×１０－３５ ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ５１８Ａ
ｓｉ：ｃｈ２１１２８１ｌ２４．３ －３．４８ １．２８×１０－３５ ｕｎｋｎｏｗｎｐｒｅｄｉｃｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｗｗｃ３＿１ －３．５５ ４．２７×１０－３３ ＷＷＣｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ３
ｔｔｃ４＿１ －３．８２ ５．０８×１０－４０ ｔｅｔｒａｔｒｉｃｏｐｅｐｔｉｄｅｒｅｐｅａｔｄｏｍａｉｎ４
ＬＯＣ１００５３５１７０ －３．８９ １．５４×１０－３９ ａｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ
ｐｐｆｉｂｐ１ｂ －４．６７ ７．９４×１０－６６ ＰＰＦＩＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｂ
ｔｏｍｍ７０ａ＿１ －５．９０ １．０３×１０－１２４ ｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅｏｆｏｕｔｅｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅ７０ｈｏｍｏｌｏｇＡ

２．４　ＧＯ（Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ）富集
与野生型相比，ｓｓｔ１／突变体中发现４３个显

著性ＧＯ富集，大部分属于生物学过程范畴，许多
与氨基酸和蛋白质的生物合成有关。例如“细胞

氨基酸代谢过程”、“羧酸代谢过程”、“用于蛋白

质翻译的ｔＲＮＡ氨基酰基化作用”、“酮酸代谢过
程”、“ｔＲＮＡ氨基酰基化过程”（图４，表５）。在分

子功能方面，蛋白质生物合成过程高度表达，如

“连接酶活性”、“氨基酰基ｔＲＮＡ连接酶活性”、
“碳氧键形成的连接酶活性”、“作用于 ｔＲＮＡ的
催化活性”（图５）。细胞组分差异分析主要集中
在细胞核中，如“核仁”、“前核糖体”，再次表明了

活跃的蛋白质生物合成过程。

２８７
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散点视图将ＧＯ术语可视化到一个“语义空间”中，其中相似的术语放在更靠近的位置。圆形颜色反映在Ｇ：ｐｒｏｆｉｌｅｒ中获得的Ｐ，大
小反映了ＵｎｉＰｒｏｔＧＯＡ数据库中ＧＯ术语的通用性（圆形越大通用性越强）。
ＴｈｅｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｖｉｅｗｖｉｓｕａｌｉｚｅｓｔｈｅＧＯｔｅｒｍｓｉｎａ“ｓｅｍａｎｔｉｃｓｐａｃｅ”ｗｈｅｒｅｔｈｅｍｏｒｅｓｉｍｉｌａｒｔｅｒｍｓａｒｅｐｏｓｉｔｉｏｎｅｄｃｌｏｓｅｒｔｏｇｅｔｈｅｒ．Ｔｈｅｃｏｌｏｕｒｏｆ
ｔｈｅｂｕｂｂｌｅｒｅｆｌｅｃｔｓｔｈｅＰｖａｌｕｅｏｂｔａｉｎｅｄｉｎｔｈｅＧ：ｐｒｏｆｉｌｅｒ，ｗｈｉｌｅｉｔｓｓｉｚｅｒｅｆｌｅｃｔｓｔｈｅｇｅｎｅｒａｌｉｔｙｏｆｔｈｅＧＯｔｅｒｍｉｎｔｈｅＵｎｉＰｒｏｔＧＯＡｄａｔａｂａｓｅ
（ｂｕｂｂｌｅｓｏｆｍｏｒｅｇｅｎｅｒａｌｔｅｒｍｓａｒｅｌａｒｇｅｒ）．

图４　ｓｓｔ１／突变体相对野生型生物学过程ＧＯ富集
Ｆｉｇ．４　ＥｎｒｉｃｈｅｄＧＯＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｃｅｓｓｉｎｓｓｔ１／ｍｕｔａｎｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅ

表５　ｓｓｔ１／突变体相对野生型差异表达基因富集程度最高的ＫＥＧＧ和 Ｒｅａｃｔｏｍｅ通路
Ｔａｂ．５　ＥｎｒｉｃｈｅｄＫＥＧＧａｎｄＲｅａｃｔｏｍｅｐａｔｈｗａｙｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ

ｗｉｔｈｈｉｇｈｅｓｔｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｉｎｓｓｔ１／ｍｕｔａｎｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅ
项目 Ｉｔｅｍ 序列号 ＩＤ 校正ＰＣｏｒｒｅｃｔｅｄＰ

ＫＥＧＧ
氨酰ｔＲＮＡ合成 ＡｍｉｎｏａｃｙｌｔＲＮＡｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｄｒｅ００９７０ １．９０×１０－１１

丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢 Ａｌａｎｉｎｅ，ａｓｐａｒｔａｔｅａｎｄｇｌｕｔａｍａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｄｒｅ００２５０ ８．６５×１０－５

氨基酸合成 Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓ ｄｒｅ０１２３０ １．１８×１０－３

代谢途径 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓ ｄｒｅ０１１００ ４．９９×１０－３

类固醇合成 Ｓｔｅｒｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｄｒｅ００１００ ３．７６×１０－２

精氨酸合成 Ａｒｇｉｎｉｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｄｒｅ００２２０ ３．７６×１０－２

真核生物核糖体合成 Ｒｉｂｏｓｏｍｅｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ ｄｒｅ０３００８ ４．６１×１０－２

Ｒｅａｃｔｏｍｅ
细胞核和细胞液ｒＲＮＡ加工 ｒＲＮＡＰｒｏｃｅｓｓｉｎｇｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓａｎｄｃｙｔｏｓｏｌ ＲＤＲＥ８８６８７７３ ４．４５×１０－４

ｒＲＮＡ加工 ｒＲＮＡｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ＲＤＲＥ７２３１２ ４．４５×１０－４

细胞核和细胞液主要ｒＲＮＡ加工途径ＭａｊｏｒｐａｔｈｗａｙｏｆｒＲＮＡｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｏｌｕｓ
ａｎｄｃｙｔｏｓｏｌ ＲＤＲＥ６７９１２２６ ４．４５×１０－４
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散点视图将ＧＯ术语可视化到一个“语义空间”中，其中相似的术语放在更靠近的位置。圆形颜色反映在Ｇ：ｐｒｏｆｉｌｅｒ中获得的Ｐ，大

小反映了ＵｎｉＰｒｏｔＧＯＡ数据库中ＧＯ术语的通用性（圆形越大通用性越强）。

ＴｈｅｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｖｉｅｗｖｉｓｕａｌｉｚｅｓｔｈｅＧＯｔｅｒｍｓｉｎａ“ｓｅｍａｎｔｉｃｓｐａｃｅ”ｗｈｅｒｅｔｈｅｍｏｒｅｓｉｍｉｌａｒｔｅｒｍｓａｒｅｐｏｓｉｔｉｏｎｅｄｃｌｏｓｅｒｔｏｇｅｔｈｅｒ．Ｔｈｅｃｏｌｏｕｒｏｆ

ｔｈｅｂｕｂｂｌｅｒｅｆｌｅｃｔｓｔｈｅＰｖａｌｕｅｏｂｔａｉｎｅｄｉｎｔｈｅＧ：ｐｒｏｆｉｌｅｒ，ｗｈｉｌｅｉｔｓｓｉｚｅｒｅｆｌｅｃｔｓｔｈｅｇｅｎｅｒａｌｉｔｙｏｆｔｈｅＧＯｔｅｒｍｉｎｔｈｅＵｎｉＰｒｏｔＧＯＡｄａｔａｂａｓｅ

（ｂｕｂｂｌｅｓｏｆｍｏｒｅｇｅｎｅｒａｌｔｅｒｍｓａｒｅｌａｒｇｅｒ）．

图５　ｓｓｔ１／突变体相对野生型分子功能ＧＯ富集
Ｆｉｇ．５　ＥｎｒｉｃｈｅｄＧＯＭｏｌｅｃｕｌａｒＦｕｎｃｔｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｏｆ

ｓｓｔ１／ｍｕｔａｎｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅ

２．５　ＫＥＧＧ（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓ）与Ｒｅａｃｔｏｍｅ通路分析

ＫＥＧＧ通路富集分析显示，差异基因主要与
代谢通路、生物合成和氨基酸合成过程相关，包

括“氨酰ｔＲＮＡ生物合成”、“代谢通路”、“氨基酸
生物合成”、“丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢”、

“精氨酸生物合成”和“真核生物核糖体合成”。

其中富集程度最高的 Ｒｅａｃｔｏｍｅ通路与核糖体
ＲＮＡ加工相关（表５）。

２．６　荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）验证
为验证转录组结果，分别随机选取５个显著

上调和下调的差异表达基因进行ＲＴｑＰＣＲ验证。
ＲＴｑＰＣＲ验证结果（图 ６）显示，与野生型相比，
突变体中 ｎｕｐｒ１、ｐｈｂ２ｂ、ａｔｆ７ｂ、ｓｔａｕ１、ａｒｌ３基因
ｍＲＮＡ表达水平上调，ｔｏｍｍ７０ａ、ｗｗｃ３、ｊａｋ１、
ｐｆｄｎ５、ｔｔｃ４基因 ｍＲＮＡ表达水平下调，其变化趋
势与转录组测序分析结果一致。
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Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０００１具有显著统计学差异，无显著性差异未显示。

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０００１ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ，ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｎｏｔ

ｓｈｏｗｎ．

图６　野生型和突变体相关基因表达量变化
Ｆｉｇ．６　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｎｔ

２．７　６月龄野生型和突变体体质量体长分析
转录组结果表明，与野生型相比，突变体中

发现了两个显著下调的 ｉｇｆ（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ｉｇｆ）结合蛋白差异表达基因 ｉｇｆｂｐ１ａ和

ｉｇｆｂｐ５ａ。ｉｇｆ是调节鱼类生长的关键因子，因此对
６月龄野生型和突变体体质量及体长进行分析，
结果发现，与野生型相比，突变体体长略微降低，

体质量略微升高，但均无显著性差异（图７）。

图７　６月龄野生型和突变体体质量体长分析（ｎ＝１５）
Ｆｉｇ．７　Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈａｎｄｂｏｄｙｍａｓｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆ６ｍｏｎｔｈｏｌｄｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｎｔｆｉｓｈ（ｎ＝１５）
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３　讨论

ｓｓｔ１基因突变导致６ｄｐｆ仔鱼的基因表达谱
发生显著变化，改变了多种生物学进程和生化途

径，其中大量的差异表达基因与代谢相关，尤其

是蛋白质的生物合成。与野生型相比，ｓｓｔ１／突变
体中出现８５８个差异表达基因，且有５８％的基因
表达下调。与野生型相比，ｓｓｔ１／突变体表达差异
最大的１０个基因中，有４个基因显著上调，其中
一些与细胞周期调节相关，例如核蛋白１（ｎｕｃｌｅａｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ１，ｎｕｐｒ１）［２２］、蛋白磷酸酶２磷酸酶激活剂
（ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ２ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｏｒ，
ｐｔｐａ）［２３］、抗 增 殖 蛋 白 ２ｂ（ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ ２ｂ，
ｐｈｂ２ｂ）［２４］。这表明ｓｓｔ１基因缺失后，生长抑素对
生长的抑制作用降低，细胞分裂活动增强。下调

基因进一步验证了这一结论，包括抑制细胞增殖

和促进细胞凋亡基因（ＷＷＣｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ３，
ｗｗｃ３）［２５］、细 胞 周 期 和 肿 瘤 抑 制 因 子
（ｔｅｔｒａｔｒｉｃｏｐｅｐｔｉｄｅｒｅｐｅａｔｄｏｍａｉｎ４，ｔｔｃ４）［２６］。有研
究［２７］表明，ｎｕｐｒ１基因的缺失可以防止葡萄糖耐
受不良，并且幼年 ｓｓｔ１缺失小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）
的糖耐受能力低于成年小鼠［２８］。

ＧＯ富集分析表明，ｓｓｔ１／突变体与野生型相
比，连接酶活性、ｔＲＮＡ合成活性、氨基酸、蛋白质
和核糖体代谢过程以及核仁和前核糖体的细胞

定位等方面高度富集，这在ＫＥＧＧ和Ｒｅａｃｔｏｍｅ通
路富集中得到进一步证实，例如ｔＲＮＡ生物合成、
氨基酸生物合成和核糖体合成与ｒＲＮＡ加工出现
高度富集。

研究结果表明，ｓｓｔ１／突变体代谢通路高度富
集，这一发现与在鱼类中生长抑素刺激脂肪降解

和碳水化合物分解的研究一致［２９］。例如，在大鼠

（Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）和虹鳟鱼中，生长抑素的灌注
引起肝脏三酰甘油脂肪酶活性的变化，进而导致

血浆脂肪酸水平的改变［３０３１］。生长抑素在小鼠

脑脂质代谢中起着重要的作用，可降低 ｃＡＭＰ
（ｃｙｃｌｉｃａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ）和甘油三酯脂
肪酶的含量［３２］。除此之外，生长抑素类似物对内

脏血流和葡萄糖稳态也具有重要影响［３３］。

生长激素（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨ）主要通过
ＩＧＦ（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＩＧＦ）调节鱼类肌肉
生长［３４］。本研究结果与已有鱼类中 ＳＳＴ调节
ＧＨＩＧＦ轴的观点一致［３５］。然而与野生型相比，

突变体中只发现了２个显著下调的 ＩＧＦ结合蛋
白差异表达基因 ｉｇｆｂｐ１ａ和 ｉｇｆｂｐ５ａ。ＩＧＦ结合球
蛋白结合 ＩＧＦ后，具有增加半衰期，调节与不同
组织受体的结合，抑制有丝分裂、分化和存活等

功能［３６］。但是本研究没有发现ＧＨ的差异表达，
对６月龄野生型和ｓｓｔ１突变体体质量体长分析初
步结果显示，野生型和 ｓｓｔ１突变体体质量和体长
之间并无显著差异（图７）。但是之前的报道［１４］

表明，ｓｓｔ４基因缺失显著增加４５ｄｐｆ、５０ｄｐｆ和５５
ｄｐｆ突变体的体质量及体长。这表明其他 ｓｓｔ基
因可能在斑马鱼生长中发挥着特有的作用。最

后，与野生型相比，在突变体中没有发现任何 ｓｓｔ１
转录本的差异表达，表明不存在 ｓｓｔ１基因的反馈
调节机制。

综上所述，ｓｓｔ１基因突变导致 ＳＳＴ１蛋白失
活，导致６ｄｐｆ斑马鱼仔鱼基因表达发生显著变
化。ｓｓｔ１基因突变显著改变了代谢基因，特别是
与氨基酸、ｔＲＮＡ和核糖体生物合成相关基因的
变化，但是活跃的蛋白质合成过程并未引起６月
龄野生型和ｓｓｔ１突变体体质量体长的变化，这为
进一步筛选ｓｓｔ基因在斑马鱼生长中的特定功能
提供参考。并且ｓｓｔ１基因缺失导致代谢过程更加
活跃，尤其是蛋白质合成。这将为研究 ｓｓｔ１基因
在代谢中功能提供参考，为进一步解析生长抑素

基因家族在鱼类中的功能奠定基础。
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