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摘　要：利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术构建感紫光短波视蛋白（ｓｈｏｒｔｗａｖｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅ１，ｓｗｓ１）基因缺失的斑
马鱼突变品系ｓｗｓ１／。检测紫光照射后野生型ＡＢ品系和 ｓｗｓ１／突变品系在背腹皮肤中黑色素细胞的数量、
黑色素合成相关基因ｐｏｍｃ和ａｓｉｐ、视黄酸合成相关基因ｒａｌｄｈ２和ｒａｌｄｈ３的表达量。结果显示：在紫光照射６０
和１００ｄ后，ｓｗｓ１／斑马鱼背部皮肤黑色素细胞数量显著少于野生型斑马鱼 （Ｐ＜０．０５）；实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｑＲＴＰＣＲ）检测发现，ｐｏｍｃ基因在紫光照射１００ｄ的 ｓｗｓ１／斑马鱼背部皮肤中的表达量显著低于野生型，
ｒａｌｄｈ２在紫光照射１００ｄ的 ｓｗｓ１／斑马鱼背部皮肤中的表达量显著低于野生型。研究表明，紫光可能通过
ＳＷＳ１影响背部皮肤ｒａｌｄｈ２的表达从而影响视黄酸的合成，再通过影响 ｐｏｍｃ的表达调控黑色素细胞的形成。
研究结果为分析紫光基因调控鱼类皮肤黑色素细胞形成的分子机制提供了基础。

关键词：斑马鱼；感紫光短波视蛋白基因；黑色素细胞；紫光；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
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　　为了适应环境中的光线，鱼类在生长发育过
程中形成了背部颜色深腹部颜色浅的隐蔽伪装

色（ｃｏｕｎｔｅｒｓｈａｄｉｎｇ）［１３］。生活在不同水环境中的
鱼类，其体色存在较大的差别。决定这一现象的

主要成因是鱼类皮肤上的色素细胞吸收射入水

体中的特定波长的光线，同时反射其他波长的光

线。最终的体色由色素细胞的数目、所处位置和

细胞内色素颗粒的形态等共同呈现。

鱼类的光感受器为视蛋白，主要由５种视蛋
白基因编码，分别为视紫红质（Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ，ｒｈ１）基
因、感绿光的敏感视蛋白（Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎｌｉｋｅｏｐｓｉｎ，
ｒｈ２）基因、中长波敏感视蛋白（Ｍｉｄｄｌｅ／Ｌｏｎｇ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓｅｎｓｉｔｉｖｅｏｐｓｉｎ，ｍ／ｌｗｓ）基因、感紫光／
紫外光的短波敏感视蛋白（Ｓｈｏｒｔｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｏｐｓｉｎ，ｓｗｓ１）基因和感蓝光的短波敏感视
蛋白（ｓｗｓ１ｌｉｋｅｏｐｓｉｎ，ｓｗｓ２）基因［４］。研究表明，

各种感光的视蛋白基因除了在鱼类的眼睛中表

达外，在一些鱼类的仔稚鱼或成鱼的皮肤中也有

表达［５］，这说明硬骨鱼类的皮肤具有接收光线的

作用。

硬骨鱼类的隐蔽伪装色是其背腹部黑色素

细胞数量差异显著的外在体现［６１１］。研究表明，

高 强 度 的 紫 外 光 照 射 白 鲑 （Ｃｏｒｅｇｏｎｕｓ
ｌａｖａｒｅｔｕｓ）［５］、真鲷 （Ｐａｇｒｕｓｍａｊｏｒ）［１２］或 虹 鳟
（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）［１３］会使鱼类皮肤变黑，这
可能是由于黑色素细胞密度增加或者黑色素细

胞扩散导致的，说明紫光／紫外光是影响鱼类皮
肤黑色素细胞分布、增殖的一个重要因素。但对

于紫光／紫外光是否通过ｓｗｓ１基因对鱼类皮肤的
黑色素细胞数量产生影响的研究还较少。

ｐｏｍｃ和ａｓｉｐ１都是与黑色素细胞产生相关的
基因。前阿黑皮素（ｐｒｏｏｐｉｏｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ，Ｐｏｍｃ）
是编码促肾上腺皮质激素（Ａｃｔｈ）、黑色素细胞刺
激激素（Ｍｓｈ）等的前体蛋白［１４］。在泥鳅中，高水

平的 αＭｓｈ促进皮肤黑色素分泌的增加而形成
黑斑［１５］。ＫＡＮＧ等［１６］研究发现，ｐｏｍｃ基因可能
参与养殖牙鲆在避光环境中出现无眼侧黑化的

现象。Ｐｏｍｃ及其衍生的 Ｍｓｈ也与条斑星鲽的色
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素调节以及无眼侧黑化相关［１７２０］。刺鼠信号蛋

白（ａｇｏｕｔｉｓｉｇｎａｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，Ａｓｉｐ１）是 Ａｇｏｕｔｉ信号
蛋白家族成员之一，通过与 αＭｓｈ竞争性结合
Ｍｃ１ｒ（Ｍｅｌａｎａｃｏｒｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ１）的方式调控黑色素
生成［２１］。ＶＲＩＥＬＩＮＧ等［２２］发现 ａｓｉｐ的不同转录
本调控小鼠背部黑色毛发和腹部白色毛发的形

成。在灵长类中，其毛发颜色和腹部颜色被认为

与ａｓｉｐ基因的表达有关［２３］。视黄醛脱氢酶基因

（Ｒｅｔｉｎａｌｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ｒａｌｄｈｓ）是与视黄酸合成
相关的重要基因，能够促进小鼠胚胎黑色素细胞

的形成［２４］，也可以在光诱导后生成异构化９顺式
视黄醛与ＵＶＡ结合诱导人体皮肤黑色素细胞产
生黑色素［２５］。斑马鱼中只有 ｒａｌｄｈ２和 ｒａｌｄｈ３这
２个基因，ｒａｌｄｈ１缺失［２６］。

本研究构建感紫光短波视蛋白 ｓｗｓ１基因纯
合缺失斑马鱼品系，探究ｓｗｓ１基因在紫光照射中
对斑马鱼黑色素细胞形成的作用，以及与黑色素

细胞形成相关的ｐｏｍｃ、ａｓｉｐ１、ｒａｌｄｈｓ的表达水平变
化。研究结果为紫光／紫外光通过 ｓｗｓ１基因对鱼
类皮肤的黑色素细胞数量产生影响提供理论依

据，能更好地解释光线调控鱼类隐蔽伪装色的形

成机制。

１　材料与方法

１．１　ｓｗｓ１基因敲除
１．１．１　感紫光短波视蛋白ｓｗｓ１靶点设计

在 ＵＣＳＣ（ＴｈｅＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣａｌｉｆｏｒｎｉａＳａｎｔａ
Ｃｒｕｚ） ＧｅｎｏｍｅＢｒｏｗｓｅｒ（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．
ｅｄｕ／）网站上设计斑马鱼感紫光短波视蛋白 ｓｗｓ１
基因的敲除靶点。靶点包含 ２０个碱基，序列为
５′ＧＧＡＣＴＣＴＧＡＣＴＣＧＧＣＣＴＧＣＴ３′。由于本实验
所用的ｓｇＲＮＡ（ｓｉｎｇｌｅｇｕｉｄｅＲＮＡ，向导ＲＮＡ）体外
转录采用了 Ｔ７启动子，所以要求靶点 ５′端为
ＧＧ。紧邻靶点的３′端的碱基序列为 ＮＧＧ（Ｎ为
任意碱基，表１）。
１．１．２　ｓｇＲＮＡ的合成

通过生工生物合成靶点上游引物 ｓｗｓ１
ｓｇＲＮＡＦ，在靶点的５′端加上 Ｔ７启动子序列５′
ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡ３′，在靶点的 ３′端加上

与 基 因 组 互 补 的 序 列 ５′
ＧＣＴＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ３′，下 游 引 物
ｓｗｓ１ｓｇＲＮＡＲ为通用引物（表１）。通过 ＰＣＲ合
成带有Ｔ７启动子和基因组的ｓｇＲＮＡ靶点。配置
２０μＬ体系：２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、ｓｗｓ１
ｓｇＲＮＡＦ／Ｒ各１．５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ７μＬ。ＰＣＲ反应步
骤和条件为９８℃变性２ｍｉｎ，５０℃退火１０ｍｉｎ，
７２℃延伸 １０ｍｉｎ。利用 ＨｉＳｃｒｉｂｅＴＭ Ｔ７Ｑｕｉｃｋ
（ＮＥＢ）试剂盒对ＰＣＲ产物进行体外转录后，通过
ＲＮＡ Ｃｌｅａｎ ＆ ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒＴＭ２５ （ＺＹＭＯ
ＲＥＳＥＡＲＣＨ）试剂盒纯化。经１％琼脂糖凝胶电
泳检测 ｓｇＲＮＡ的质量后，用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００测定
浓度及ＯＤ２６０／ＯＤ２８０，将样品保存于－８０℃备用。
１．１．３　Ｃａｓ９ｍＲＮＡ合成

采用的质粒为 Ｔ３质粒 ｐＴ３ＴＳｎＣａｓ９ｎ，具有
氨苄抗性，长度为７３３０ｂｐ。通过酶切手段将质
粒线性化后，用 ＰＣＲＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒进行
纯化。接着通过 ｍＭＥＳＳＡＧＥｍＭＡＣＨＩＮＥＴＭＴ３
试剂盒将线性化的质粒进行体外转录后，用 ＲＮＡ
Ｃｌｅａｎ＆ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒＴＭ２５（ＺＹＭＯＲＥＳＥＡＲＣＨ）试
剂盒纯化转录得到的 Ｃａｓ９ｍＲＮＡ，测浓度后保存
于－８０℃备用。
１．１．４　显微注射及基因敲除有效性检测

将ｓｇＲＮＡ和Ｃａｓ９ｍＲＮＡ混合后注射到野生
型ＡＢ品系斑马鱼Ⅰ细胞期的胚胎中。在注射后
６、１２以及２４ｈ时剔除死卵，显微注射后胚胎成
活率为７０％。使用碱裂解法提取基因组 ＤＮＡ。
选取受精后４８ｈ胚胎或者少许尾鳍，加入１０μＬ
５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液９５℃裂解１０ｍｉｎ，加入１
μＬ１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ中和后即为所需的斑马鱼基因组
ＤＮＡ。在ＮＣＢＩ上设计靶点特异性引物 ｓｗｓ１Ｆ／Ｒ
（表１）对模板 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ，配置２５μＬ体系，
其中２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ、ＤＮＡ１μＬ、
ｓｗｓ１Ｆ１μＬ、ｓｗｓ１Ｒ１μＬ、ｄｄＨ２Ｏ补齐至２５μＬ。
ＰＣＲ反应步骤及条件为９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，
６０℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。
得到的ＰＣＲ产物送往生工生物有限公司测序，如
果在靶点附近有杂峰出现，说明ｓｇＲＮＡ有效。

２
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表１　ｓｇＲＮＡ合成和ＰＣＲ所用引物
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒｓｇＲＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
长度

Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
退火温度

Ｔｍ／℃

ｓｗｓ１ｓｇＲＮＡＦ

ｓｗｓ１ｓｇＲＮＡＲ

ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＡＣＴＣＴＧＡＣＴＣＧ
ＧＣＣＴＧＣＴＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ

ＡＡＡＡＧＣＡＣＣＧＡＣＴＣＧＧＴＧＣＣＡＣＴＴＴＴＴＣＡＡ
ＧＴＴＧＡＴＡＡＣＧＧＡＣＴＡＧＣＣＴＴＡＴＴＴＴＡＡＣＴＴ

ＧＣＴＡＴＴＴＣＴＡＧＣＴＣＴＡＡＡＡＣ

１１７ ６０

ｓｗｓ１Ｆ
ｓｗｓ１Ｒ

ＣＡＣＧＣＡＧＧＡＧＣＴＣＴＴＴＧＡＧＡ
ＴＧＧＡＣＧＣＡＣＡＧＡＴＣＴＡＡＡＡＣＧＡ ３１７ ６０

ｐｏｍｃＦ
ｐｏｍｃＲ

ＧＣＣＣＣＴＧＡＡＣＡＧＡＴＡＧＡＧＣＣ
ＣＴＴＧＡＴＧＧＧＴＣＴＧＣＧＴＴＴＧＣ １１４ ６０

ａｓｉｐＦ
ａｓｉｐＲ

ＣＡＴＧＣＣＡＡＴＧＧＡＧＧＡＡＣＡＧＣ
ＧＣＡＣＡＣＡＧＴＴＣＧＧＣＧＧＡＧ １９４ ６０

ｒａｌｄｈ２Ｆ
ｒａｌｄｈ２Ｒ

ＧＡＧＡＧＧＴＧＡＡＧＡＡＣＧＡＣＣＣＧ
ＧＧＴＴＧＴＡＣＧＴＧＧＧＧＡＡＧＡＣＣ １５０ ６０

ｒａｌｄｈ３Ｆ
ｒａｌｄｈ３Ｒ

ＣＡＣＧＴＡＣＡＴＣＡＣＡＣＧＧＡＣＣＡ
ＣＴＧＣＡＣＡＡＣＣＡＣＣＡＡＡＣＴＣＣ １１１ ６０

βａｃｔｉｎＦ
βａｃｔｉｎＲ

ＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡＡＧ
ＣＣＴＣＴＧＧＡＣＡＡＣＧＧＡＡＣＣＴＣＴ １６１ ６０

注：下划线标注的序列为ｓｗｓ１基因的特异性靶点序列。
Ｎｏｔｅｓ：Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅｆｏｒｓｗｓ１ｇｅｎｅ．

１．１．５　分子克隆和序列比对
将ＰＣＲ产物进行胶回收处理、连接和转化。

通过蓝白斑筛选后，挑取目的片段条带大小的单

克隆菌落送到生工生物有限公司进行测序。将

测得的序列在 ＮＣＢＩ中进行 Ｂｌａｓｔ，分析在靶点位
置突变的碱基数目和类型，选取非３倍数的样本
进行杂交传代，得到ｓｗｓ１／纯合突变斑马鱼品系。
１．２　紫光照射实验

将饲养至孵化后１５ｄ的野生型 ＡＢ品系斑
马鱼和ｓｗｓ１／纯合突变品系斑马鱼置于避光实验
架上，在顶部安置紫光灯。设置３个对照组及３
个实验组，每组的鱼缸内放置２０尾仔鱼，早晚投
喂两次，定时换水。通过调节鱼缸和灯管的位

置，保持水面光照的强度为（２０００±１００）ｌｘ。
１．３　黑色素细胞统计分析

紫光照射６０和１００ｄ时于对照组和实验组
分别取３０尾鱼，在尼康体视显微镜１１．２５×视野
下进行拍照，统计斑马鱼背腹部各６处（图１，箭
头所指部位分别为背部和腹部从头到尾的１／４、
１／２和３／４处）皮肤１ｃｍ２面积中黑色素细胞的
数量。所有数据采用平均值 ±标准差表示。采
用ＳＰＳＳ２２．０软件对实验数据进行统计分析，用ｔ
检验（ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓａｍｐｌｅｓｔｔｅｓｔ）进行差异显著性
分析，当Ｐ＜０．０５为差异显著。

图１　黑色素细胞计数部位
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｕｎｔｉｎｇｓｉｔｅｏｆｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓ

１．４　基因表达量分析
１．４．１　ＲＮＡ提取与ｃＤＮＡ的合成

紫光照射１００ｄ后，利用Ｔｒｉｚｏｌ法提取ＡＢ野
生型斑马鱼和 ｓｗｓ１／纯合斑马鱼（ｎ＝３）背部皮
肤的和腹部皮肤ＲＮＡ。通过１％琼脂糖凝胶电泳
检测ＲＮＡ的质量，用Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００测定ＲＮＡ浓
度，使用 ＭＭＬＶ反转录试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ）将
ＲＮＡ反转成 ｃＤＮＡ，反转录所用 ＲＮＡ的量为
１μｇ。将得到的ｃＤＮＡ分装保存于－８０℃。
１．４．２　实时荧光定量ＰＣＲ

在 ＮＣＢＩ上设计各基因（ｐｏｍｃ／ａｓｉｐ１／ｒａｌｄｈ２／
ｒａｌｄｈ３／βａｃｔｉｎ）实时荧光定量 ｑＲＴＰＣＲ的引物
（表１）。采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染料法检测各基因表
达情况，以βａｃｔｉｎ为内参基因，设置３个重复组。
在避光低温环境下配置２０μＬ体系。样品加入量
如下：ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ；Ｆｏｒｗａｒｄ
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Ｐｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．４μＬ；ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（１０
μｍｏｌ／Ｌ）０．４μＬ；ｃＤＮＡ１μＬ；ｄｄＨ２Ｏ８．２μＬ。
扩增程序采用３步法：９５℃ ３０ｓ；９５℃ １０ｓ，６０
℃ ２０ｓ，７２℃２０ｓ，循环数为４０；９５℃１５ｓ；６０℃
１ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ；６０℃１５ｓ。使用 ＡＢＩ７５００
ｓｏｆｔｗａｒｅ分析溶解曲线和 Ｃｔ值，相对表达量的计
算采用２－ΔΔＣｔ法。统计分析使用ＳＰＳＳ软件，采用
单因素方差分析比较各基因的背腹表达差异，当

Ｐ＜０．０５时差异显著。

２　结果与分析

２．１　斑马鱼ｓｗｓ１／品系构建
用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９敲除斑马鱼感紫光视蛋白

ｓｗｓ１基因后，对突变序列进行鉴定分析，发现在
靶序列附近出现４ｂｐ的碱基缺失。测序结果如
图２所示。经过杂交得到ｓｗｓ１／纯合敲除品系斑
马鱼。

图２　ｓｗｓ１基因敲除检测结果
Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｓｗｓ１ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔ

２．２　紫光照射下 ＷＴ和 ｓｗｓ１／斑马鱼黑色素细
胞数量差异

在紫光照射６０和１００ｄ时，ＷＴ和 ｓｗｓ１／斑
马鱼背腹部皮肤见图版。背部皮肤黑色素广泛

分布，而腹部皮肤几乎没有黑色素细胞分布。对

黑色素数量进一步统计分析发现，在紫光照射６０
和１００ｄ时，ＷＴ和ｓｗｓ１／这２组斑马鱼的背部皮
肤黑色素细胞数量显著多于腹部皮肤（图３）。对
ＷＴ和ｓｗｓ１／这２组斑马鱼的背部皮肤黑色素细
胞数量进行比较发现，ｓｗｓ１基因被敲除之后，背
部黑色素细胞的数量显著降低（图３）。
２．３　紫光照射下背腹皮肤ｐｏｍｃ和ａｓｉｐ１基因的
表达

在紫光照射１００ｄ后，对野生型 ＡＢ品系斑
马鱼和ｓｗｓ１／纯合品系斑马鱼背腹部皮肤的ｐｏｍｃ

和ａｓｉｐ１基因表达量进行比较（图４），结果显示：
野生型斑马鱼背部皮肤 ｐｏｍｃ的表达量高于腹部
且差异极显著 （Ｐ＜０．０１），而 ｐｏｍｃ基因在
ｓｗｓ１／突变体斑马鱼背腹部之间的表达无显著差
异。ｐｏｍｃ基因在野生型背部皮肤中的表达量显
著高于ｓｗｓ１／突变体背部皮肤中的表达量（Ｐ＜
０．０５）。此外，对２种斑马鱼背腹部皮肤 ｐｏｍｃ的
表达水平差异进行比较分析发现，与野生型相

比，ｓｗｓ１／突变体中 ｐｏｍｃ基因表达下调的程度极
其显著（Ｐ＜０．０１）。ａｓｉｐ１基因在野生型斑马鱼
和ｓｗｓ１／斑马鱼突变体背、腹部皮肤中的表达量
均无显著差异。背部皮肤中 ａｓｉｐ１的表达量在野
生型与ｓｗｓ１／突变型中也无显著差异。对２种斑
马鱼背腹部皮肤 ａｓｉｐ１的表达差量进行比较，发
现２种品系间并没有显著差异。

４
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１．照射６０ｄ时野生型斑马鱼背部皮肤；２．照射６０ｄ时ｓｗｓ１／斑马鱼背部皮肤；３．照射１００ｄ时野生型斑马鱼背部皮肤；４．照射

１００ｄ时ｓｗｓ１／斑马鱼背部皮肤；５．照射６０ｄ时野生型斑马鱼腹部皮肤；６．照射６０ｄ时ｓｗｓ１／斑马鱼腹部皮肤；７．照射１００ｄ时野

生型斑马鱼腹部皮肤；８．照射１００ｄ时ｓｗｓ１／斑马鱼腹部皮肤。箭头指向黑色素细胞，标尺＝２００μｍ。

１．ＴｈｅｄｏｒｓａｌｓｋｉｎｉｎＷＴａｆｔｅｒ６０ｄａｙｓｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；２．ｔｈｅｄｏｒｓａｌｓｋｉｎｉｎｓｗｓ１／ａｆｔｅｒ６０ｄａｙｓｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；３．ｔｈｅｄｏｒｓａｌｓｋｉｎｉｎＷＴａｆｔｅｒ１００

ｄａｙｓｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；４．ｔｈｅｄｏｒｓａｌｓｋｉｎｉｎｓｗｓ１／ａｆｔｅｒ１００ｄａｙｓｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；５．ｔｈｅｖｅｎｔｒａｌｓｋｉｎｉｎＷＴａｆｔｅｒ６０ｄａｙｓｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；６．ｔｈｅｖｅｎｔｒａｌｓｋｉｎ

ｉｎｓｗｓ１／ａｆｔｅｒ６０ｄａｙｓｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；７．ｔｈｅｖｅｎｔｒａｌｓｋｉｎｉｎＷＴａｆｔｅｒ１００ｄａｙｓｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；８．ｔｈｅｖｅｎｔｒａｌｓｋｉｎｉｎｓｗｓ１／ａｆｔｅｒ１００ｄａｙｓ

ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ．Ａｒｒｏｗｓｐｏｉｎｔｔｏｍｅｌａｎｏｃｙｔｅ．Ｂａｒ＝２００μｍ．

图版　紫光照射６０和１００ｄ时斑马鱼皮肤黑色素细胞形成情况
Ｐｌａｔｅ　Ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｓｋｉｎａｆｔｅｒ６０ａｎｄ１００ｄａｙｓｏｆＵＶｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

柱状图上方含“”代表差异极显著（Ｐ＜０．０００１）。

Ｔｈｅ“”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０００１）．

图３　黑色素细胞数量的差异分析
Ｆｉｇ．３　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓ

２．４　紫光照射下背腹部皮肤ｒａｌｄｈ２和ｒａｌｄｈ３基
因的表达

在紫光照射１００ｄ时，对野生型 ＡＢ品系斑
马鱼和 ｓｗｓ１／纯合品系斑马鱼背腹部皮肤的
ｒａｌｄｈ２和ｒａｌｄｈ３基因进行表达差异分析（图５）。
结果表明，野生型背部皮肤 ｒａｌｄｈ２的表达量高于
腹部且差异显著（Ｐ＜０．０５），ｓｗｓ１／斑马鱼突变
体中ｒａｌｄｈ２的表达量腹部高于背部且差异极显

著（Ｐ＜０．０１）。ｒａｌｄｈ２的表达量在野生型背部极
显著高于ｓｗｓ１／突变体背部（Ｐ＜０．０１）。此外，
对两种斑马鱼背腹部皮肤 ｒａｌｄｈ２的表达差量进
行比较发现，与野生型相比，ｓｗｓ１／突变体表达下
调的程度极其显著（Ｐ＜０．００１）。对两种品系斑
马鱼背腹部皮肤中的 ｒａｌｄｈ３基因进行差异分析。
结果显示，两种品系各自背腹部皮肤间 ｒａｌｄｈ３的
表达量均无显著差异，背部皮肤中 ｒａｌｄｈ３的表达
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量在野生型和 ｓｗｓ１／突变型之间也没有显著差
异。对２种斑马鱼背腹部皮肤 ｒａｌｄｈ３的表达差

量进行比较，发现２种品系间没有显著差异。

柱状图上方含“”代表差异显著（Ｐ＜０．０５），“”代表差异极显著（Ｐ＜０．０１），背部腹部表示基因在背部皮肤中的表达量腹

部皮肤中的表达量。

Ｔｈｅ“”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），“”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｖｅｒｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜

０．０１），ＤＶｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｄｏｒｓａｌｓｋｉｎｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｖｅｎｔｒａｌｓｋｉｎ．

图４　ｐｏｍｃ和ａｓｉｐ１基因在野生型和ｓｗｓ１／突变型斑马鱼背部、腹部皮肤中表达情况

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｏｍｃａｎｄａｓｉｐ１ｉｎｔｈｅｄｏｒｓｕｍａｎｄｖｅｎｔｅｒｓｋｉｎｓｏｆＷＴａｎｄｓｗｓ１／ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

３　讨论

斑马鱼的体色呈现典型的中上层硬骨鱼类

背腹轴的色素模式，即背部体色深腹部体色浅。

而这种色素模式的形成，可能与其生存的水层所

接受到的光线种类及强度有关［２７］。紫光／紫外光
可以促进皮肤黑色素的合成［２８］。在鱼类中，用高

强度的ＵＶＢ照射刚孵化的白鲑稚鱼，２周之后
其皮肤黑色素细胞的浓度明显增加［５］。另外，与

生活在有阴影的环境和自然环境中的同类相比，

长期暴露在光照下的成年真鲷表现出皮肤亮度

下降的特点，并且皮肤上黑色素细胞的密度增

加［１２］。将虹鳟置于ＵＶＢ辐射环境下４８ｈ后，虹
鳟皮肤中黑色素细胞会表现出扩散行为从而导

致皮肤变黑［１３］。利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因敲除技
术构建 ｓｗｓ１／斑马鱼突变体，紫光照射后分析发
现，ｓｗｓ１基因敲除后，斑马鱼背部皮肤的黑色素
细胞数量极显著降低，导致其背腹轴的隐蔽伪装

色的作用也显著减弱。本研究表明，紫光可能通

过感紫光视蛋白 ｓｗｓ１基因促进斑马鱼皮肤黑色
素细胞的形成，当感紫光视蛋白 ｓｗｓ１基因被敲除
后，斑马鱼黑色素细胞的形成受到了显著影响。
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柱状图上方含“”代表差异显著（Ｐ＜０．０５），“”代表差异极显著（Ｐ＜０．０１），背部腹部表示基因在背部皮肤中的表达量腹

部皮肤中的表达量。

Ｔｈｅ“”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），“”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｖｅｒｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜

０．０１），ＤＶｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｄｏｒｓａｌｓｋｉｎｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｖｅｎｔｒａｌｓｋｉｎ．

图５　ｒａｌｄｈ２和ｒａｌｄｈ３基因在野生型和ｓｗｓ１／突变型斑马鱼背部、腹部皮肤中表达情况

Ｆｉｇ．５　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒａｌｄｈ２ａｎｄｒａｌｄｈ３ｉｎｔｈｅｄｏｒｓｕｍａｎｄｖｅｎｔｅｒｓｋｉｎｓｏｆＷＴａｎｄｓｗｓ１／ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

　　当ＳＷＳ１接收到紫光后，其调控黑色素细胞
形成的下游分子机制还不清楚。在牙鲆的蓝光

照射实验中发现，背部接收到蓝光照射的牙鲆其

上侧面皮肤中催化合成９顺视黄酸的视黄醛脱
氢酶Ⅲ型（ａｌｄｈ１ａ３／ｒａｌｄｈ３）基因的表达量要显著
高于下侧面，并且上侧面的视黄酸浓度也要高于

下侧面。同时，通过在牙鲆下侧面皮肤注射９顺
视黄酸，发现下侧面皮肤黑色素细胞的数量也会

显著增加，说明牙鲆皮肤上的感蓝光视蛋白基因

ｓｗｓ２在接收到蓝光后，通过促进 ｒａｌｄｈ３基因的表
达诱导皮肤大量合成９顺视黄酸，从而促进黑色
素细胞的形成［２９］。视黄醛脱氢酶 ｒａｌｄｈｓ基因家
族能够将视黄醛氧化为视黄酸，从而调控视黄酸

的分泌。在小鼠体内 ｒａｌｄｈ２可能参与全反式视
黄酸的合成［３０］。在斑马鱼中，紫光是否以相似的

机制，通过ｓｗｓ１基因影响视黄醛脱氢酶（ｒａｌｄｈｓ）
基因的表达，进而影响视黄酸合成，最后调控斑

马鱼黑色素细胞的形成？在本研究中，当 ｓｗｓ１基
因被敲除后，斑马鱼皮肤无法接收到紫光，导致

ｒａｌｄｈ２的表达量明显降低，进而影响了黑色素细
胞的形成，而 ｒａｌｄｈ３基因在每种鱼背腹部之间的
表达上均未有显著差异，说明紫光对黑色素细胞

的影响是通过调控 ｒａｌｄｈ２基因的表达进而调控
视黄酸的浓度来完成的。

Ｐｏｍｃ所衍生的多种激素，如 Ａｃｔｈ、Ｍｓｈ等能
够通过影响黑色素颗粒的存在形态影响鱼类的

体色。ＰＯＭＣ经内源性蛋白水解后生成的αＭＳＨ
刺激黑色素细胞，使酪氨酸转化成黑色素，同时

能刺激黑色素细胞树突的形成，并通过树突与周

围角质细胞的连接转运黑色素颗粒，从而导致体

色变深［３１］。在对马来西亚红罗非鱼体色与背景

色关系研究的过程中，ＷＡＮＧ等［３２］发现在黑色背

景下罗非鱼脑垂体中ｐｏｍｃＲＮＡ表达的水平要显
著高于白色背景下的罗非鱼。这些研究表明
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ｐｏｍｃ基因的表达量与黑色素细胞的形成有关。
在本研究中，ｐｏｍｃ基因在野生型斑马鱼背部的表
达量显著高于腹部，而在缺失 ｓｗｓ１基因的斑马鱼
中ｐｏｍｃ基因表达量在背腹之间没有显著差异。
同时，ｐｏｍｃ的表达量在 ｓｗｓ１／突变体背部的表达
量显著下降。这说明 ｓｗｓ１基因接收到紫光后能
促进ｐｏｍｃ基因的表达，进而部分影响黑色素细
胞的形成。

此外，斑马鱼的背腹轴隐蔽伪装色还部分取

决于 ａｓｉｐ１基因的表达。腹部高表达的 ａｓｉｐ１能
通过抑制腹部皮肤黑色素细胞的分化影响色素

细胞的分化平衡［３３］。在ａｓｉｐ１基因纯合敲除的斑
马鱼中，其腹部黑色素细胞和黄色素细胞的数量

增加而虹彩细胞的色素减少，整体呈现与背部相

似的色素分布模式［３４］。在本研究中，野生型斑马

鱼和 ｓｗｓ１／突变体背腹部皮肤 ａｓｉｐ１的表达差量
也没有显著差异。推测 ａｓｉｐ１基因没有参与到紫
光通过ｓｗｓ１基因调控鱼类黑色素细胞的形成通
路中，ａｓｉｐ１基因可能参与到其他光调控黑色素细
胞的形成通路中。

综上，本研究首次在斑马鱼中敲除了感紫光

短波视蛋白 ｓｗｓ１基因，发现 ｓｗｓ１基因缺失会显
著影响黑色素细胞的数量，显著影响黑色素合成

基因ｐｏｍｃ和视黄酸合成相关基因 ｒａｌｄｈ２的基因
表达量。研究结果表明，紫光可能通过 ｓｗｓ１影响
背部皮肤 ｒａｌｄｈ２的表达量从而影响视黄酸的合
成，最终通过影响 ｐｏｍｃ的表达调控黑色素细胞
的形成，进而影响鱼类的隐蔽伪装色。研究结果

为分析紫光调控鱼类皮肤黑色素细胞形成的分

子机制提供了基础。
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