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摘　要：斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）转录因子ｈｏｘｂ４ａ在心脏中的功能未见研究报道，为了阐明ｈｏｘｂ４ａ在心脏发育中
的作用，利用基因沉默技术和ｍＲＮＡ基因过表达方法，分别在斑马鱼中敲降和过表达 ｈｏｘｂ４ａ基因，发现抑制
或过表达ｈｏｘｂ４ａ的胚胎在第３天出现心包腔肿大、心脏环化异常的表型。通过原位杂交技术对野生型及
ｈｏｘｂ４ａ敲降胚胎进行心肌特异基因的原位杂交染色比较，测量结果显示 ｈｏｘｂ４ａ敲降胚胎的心脏环化角度增
大。接着利用转基因鱼系，发现敲降ｈｏｘｂ４ａ后的胚胎存在鳃弓异常、心内膜畸形的表型。进一步使用 ｑＰＣＲ
检测ｈｏｘｂ４ａ沉默后心脏相关基因的表达量变化，结果显示 ｈｏｘｂ４ａ敲降后，多数心脏发育关键基因出现显著
性下调，而调控心脏腔室分化的关键基因 ｎｐｐａ明显上调。研究表明斑马鱼 ｈｏｘｂ４ａ沉默会导致心脏结构畸
形、环化异常，并且调控了早期心脏发育基因的变化。研究发现 ｈｏｘｂ４ａ在斑马鱼早期心脏发育中发挥了作
用，并通过原位杂交及ｑＰＣＲ结果初步探索ｈｏｘｂ４ａ调控心脏腔室的分化及心脏环化过程，深化人们对心脏发
育调控网络的认识。
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　　斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）早期胚胎透明［１］，其循

环系统与包括人类在内的其他脊椎动物发育相

似［２］，因而斑马鱼是研究心血管遗传学和基因功

能的优势模型［３］。斑马鱼心脏起源于侧板中胚

层两侧的心脏原基［４］，然后延伸形成心管（ｈｅａｒｔ
ｔｕｂｅ）［５］。胚胎在受精后 ２４小时（２４ｈｏｕｒｓｐｏｓｔ
ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｈｐｆ）形成一个没有瓣膜（ｌｅａｆｌｅｔｓ）的
原始线状心管结构［６］。在３６～４８ｈｐｆ时的心脏
环化过程中，心脏腔体开始形成［７］，这一阶段对

内外因素非常敏感［８］。接着在１００ｈｐｆ后，心脏
在房室管（ＡＶｃａｎａｌ，ＡＶＣ）形成一个瓣膜［９］。心

脏环化是必要且高度保守的形态发生过程，将脊

椎动物心脏管的不同区域置于它们最终的位置。

此外，在鸟类和哺乳动物中，心脏神经嵴细胞

（ｃａｒｄｉａｃｎｅｕｒａｌｃｒｅｓｔｃｅｌｌｓ，ｃＮＣＣｓ）参与心脏流出
道（ｏｕｔｆｌｏｗｔｒａｃｔ，ＯＦＴ）的形成，并产生 ＯＦＴ远端
周围的平滑肌细胞［１０］。

心脏发育是一个复杂而周密的过程，并且受

到遗传因素的严格调控，包括诸多与形态发生相

关的基因。其中，Ｈｏｘ转录因子在脊椎动物早期
发育过程中起着重要作用［１１］。Ｈｏｘ基因编码一
类包含同源结构域的转录因子家族，几乎在所有

真核细胞中都存在［１２］。其中，Ｈｏｘ基因在影响神
经嵴细胞分化能力方面起着重要作用［１３］。通过

影响神经嵴细胞的分化，几种 Ｈｏｘ蛋白和共结合
因子被认为对咽弓动脉和心脏的发育具有重要

意义［１１］。Ｈｏｘ基因的表达谱具有时空共线性的
特点，即位于基因组上 ３′端的基因表达区域靠近
躯体的头部，且表达时间比 ５′端的基因早［１４］。

心脏作为躯体前部的器官，也可能受到前端 Ｈｏｘ
基因的影响。ＭＡＫＫＩ等［１５］在小鼠中发现，

Ｈｏｘａ１缺失会导致晚期胚胎心脏流出道和大动脉
畸形。斑马鱼 ｈｏｘｂ５ｂ的基因敲降会导致心脏房
室分化异常，心房数量增加，心房变大［１６］。
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ｈｏｘｂ４ａ基因仅在造血功能方面有少量研究［１７］，与

心脏发育的关系未见报道。

为了研究 ｈｏｘｂ４ａ在斑马鱼胚胎发育中的作
用，本文首先使用基因沉默技术对ｈｏｘｂ４ａ进行敲
降，发现ｈｏｘｂ４ａ在３ｄｐｆ时出现心包腔肿大、心脏
环化异常的表型，进而利用 ｑＰＣＲ检测心脏相关
基因在ｈｏｘｂ４ａ沉默后的表达量变化。ｑＰＣＲ结果
显示，敲降ｈｏｘｂ４ａ后，第一心域、第二心域和心脏
神经嵴细胞的部分关键基因均出现显著性表达

量下调，为深入发掘ｈｏｘｂ４ａ在心脏发育中的调控
机理提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　斑马鱼鱼系的来源与养殖

所用野生型斑马鱼均为ＡＢ品系。转基因野
生型斑马鱼Ｔｇ（ｍｙｌ７ＧＦＰ）和 Ｔｇ（ｋｄｒｌＧＦＰ）为北
京大学张博教授惠赠。本实验对斑马鱼的养殖

和科研技术处理，均按照上海海洋大学动物伦理

相关规定进行（ＩＡＣＵＣＳＨＯＵＤＷ２０２１０４２）。
斑马鱼养殖在循环水系统中，循环水经过紫

外消毒和曝气处理，水温 ２８．５℃，ｐＨ为 ７．０～
８．０。斑马鱼产卵在配鱼缸中进行，胚胎收集后养
殖在纯净水中，于 ２８．５℃恒温箱中培养，并保持

每天换水。一般在受精后第３天开始破膜，到第
５天投喂草履虫，第２０天开始少量投喂卤虫，持
续喂养至第３０天，可将幼鱼放到循环水系统中
养殖。雄鱼和雌鱼交配后产生的Ⅰ细胞期受精
卵用于显微注射。

１．１．２　质粒与载体来源
ｐＸＴ７质粒由北京大学张博教授惠赠，过表

达载体ｈｏｘｂ４ａＣＤＳｐＸＴ７由本实验室克隆构建。
１．１．３　仪器和试剂

本实验所用仪器包括ＰＣＲ仪（Ｂｉｏｒａｄ，美国，
Ｃ１０００Ｔｏｕｃｈ）、荧光定量 ＰＣＲ仪（Ｒｏｃｈｅ，德国，
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ）、正置荧光显微镜（ＺＥＩＳＳ，德国，
ＡｘｉｏＩｍａｇｅｒ２）。

实验所用试剂主要包括体外转录试剂盒

（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，美国 ）、ＦａｓｔＳｔａｒｔＴＭ通用 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ预混液（Ｒｏｃｈｅ，德国）、ＮＢＴ／ＢＣＩＰ即用型显
色液（Ｒｏｃｈｅ，德国）。
１．２　实验方法
１．２．１　整体胚胎原位杂交

在斑马鱼基因编码区（ＣＤＳ）跨内含子的区
域设计探针引物，在下游引物前加上 Ｔ７启动子。
以野生型斑马鱼的 ｃＤＮＡ为模板 ＰＣＲ，ＰＣＲ产物
纯化之后准备进行体外转录，合成整体胚胎原位

杂交所需的探针（表１）。

表１　探针引物序列
Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｏｂｅｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒｓ 序列（５′３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）

ｈｏｘｂ４ａＦ ＣＣＴＡＡＧＴＴＴＣＣＡＣＣＣＴＧＣＧＡ
ｈｏｘｂ４ａＲ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＴＧＧＴＣＡＴＣＡＧＴＧＧＡＧＧＧＣＴＡ
ｍｙｌ７Ｆ ＴＴＧＧＣＴＧＣＡＴＡＧＡＴＣＡＧＡＡＣＣ
ｍｙｌ７Ｒ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＧＣＴＧＣＴＧＡＴＧＴＧＡＡＴＧＴＴＧＡＡＣ

注：下划线为Ｔ７启动子序列。

Ｎｏｔｅｓ：ＴｈｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｉｓｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＴ７ｐｒｏｍｏｔｅｒ．

　　第一步将斑马鱼胚胎固定。若要收集超过
４８ｈｐｆ的胚胎，需要在 ２４ｈｐｆ时加入 ＰＴＵ（１苯
基２硫脲）抑制斑马鱼生长黑色素。收集胚胎到
１．５ｍＬ离心管中，尽量吸去离心管中的养殖水，
然后加入 １ｍＬ４％多聚甲醛，４℃摇床过夜。第
２天用 １×ＰＢＳＴ清洗 ２次，每次 ５ｍｉｎ，然后用
体积分数为３０％、５０％、７０％、１００％的乙醇依次
进行脱水。用体积分数为 ７０％、５０％、３０％的乙
醇依次复水，然后在 ＰＢＳＴ中洗２次，每次５ｍｉｎ。

使用１０μｇ／ｍＬ蛋白酶 Ｋ（Ｒｏｃｈｅ，德国）处理 ２０
ｍｉｎ后，置于不加探针的杂交液中，放入 ６５℃杂
交炉中孵育 ４～５ｈ，然后加入含有１ｎｇ／μＬ探针
的杂交液，在杂交炉中杂交过夜。杂交配制 ５％
羔羊血清和２ｍｇ／ｍＬＢＳＡ的封闭液，加入离心管
中在室温下对胚胎进行封闭 ３～４ｈ。封闭结束
后，按体积比１∶５０００的比例加入抗地高辛的抗
体，在４℃的摇床过夜。用 ＰＢＳＴ室温清洗６次，
每次 １５ｍｉｎ。ＳｔａｉｎｉｎｇＢｕｆｆｅｒ洗５ｍｉｎ。然后开始

３４３１
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准备显色，每个样品中加入 １ｍＬ的 ＮＢＴ／ＢＣＩＰ，
铝箔纸包裹以避光显色，其阳性信号呈蓝色。信

号强度、角度等数据通过 ＩｍａｇｅＪ软件测量。测
量标准：以流出道中点作为起点，以房室间隔中

点作为终点，两者之间距离作为心室长度。以房

室间隔中点作为起点，以流入道中点作为终点，

经过两点组成的直线与心室线段的夹角作为心

脏环化倾角。

１．２．２　基因敲降
从ＧｅｎｅＴｏｏｌｓ公司订购ｈｏｘｂ４ａ基因的反义核

酸，将其溶解于 ＲＮａｓｅｆｒｅｅ的水中使其终浓度为
１ｍｍｏｌ／Ｌ。所用的 ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ（ＭＯ）序列为
ｈｏｘｂ４ａ： ５′ＡＧＣＴＧＣＡＣＴＴＡＣＣＧＡＴＧＴＴＴＡＣＧＴＧ
３′。其中，ｈｏｘｂ４ａＭＯ所用注射质量浓度为８ｎｇ／
胚胎，每枚胚胎注射量为１ｎＬ。

１．２．３　基因过表达
首先克隆ｈｏｘｂ４ａ的编码区（ＣＤＳ），并连接到

斑马鱼中可表达的 ｐＸＴ７质粒载体中，测序正确
后，在 ３７℃摇菌扩大培养。使用快速小提质粒
试剂盒提取基因过表达质粒，并使用紫外分光光

度计测得质粒的质量浓度。使用ＸｂａⅠ酶将过表
达质粒线性化以便用于转录。纯合后的线性质

粒片段通过 ＭｍｅｓｓａｇｅｍＭＡＣＨＩＮＥＴ７Ｕｌｔｒａ试剂
盒体外转录合成ｈｏｘｂ４ａ的ｍＲＮＡ，整个过程保证
ＲＮａｓｅｆｒｅｅ。ｈｏｘｂ４ａｍＲＮＡ所用注射质量浓度为
２０ｐｇ／胚胎，每枚胚胎注射量为 １ｎＬ。
１．２．４　ｑＰＣＲ检测基因表达量变化

采用 Ｒｏｃｈｅ ４８０进行 ｑＰＣＲ检测基因表达
量变化。相对表达量采用２－ΔΔＣｔ，利用 ＧｒａｐｈＰａｄ
６．０进行数据作图和显著性差异分析。

表２　ｑＰＣＲ引物序列
Ｔａｂ．２　ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆｑＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

基因号

ＧｅｎｅＩＤ
基因名称

Ｇｅｎｅｓ
正向引物序列（５′３′）
Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒｓ（５′３′）

反向引物序列（５′３′）
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒｓ（５′３′）

５７９３４ βａｃｔｉｎ ＴＴＣＣＴＴＣＣＴＧＧＧＴＡＴＧＧＡＡＴＣ ＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧ
３２１４４２ ｎｐｐａ ＡＴＴＡＴＧＡＡＧＡＣＡＧＣＡＡＣＡＣＣ ＧＴＣＡＡＡＴＣＣＡＴＣＣＧＡＧＧＧ
３０２５３ ｔｂｘ２ｂ ＧＣＧＡＡＣＣＡＡＣＡＡＣＴＧＧＣＡＧＡＧＡＴＧ ＧＴＣＣＴＣＡＣＴＣＣＴＣＧＡＣＣＴＧＡＡＴＧＧ
３００７１ ｔｂｘ５ａ ＣＧＧＣＧＴＴＴＣＣＡＧＣＡＣＡＴＣＴＣＡ ＡＣＡＣＴＣＧＴＣＣＴＣＣＡＣＴＴＴＣＣＴＣＴＴ
３０６９６ ｎｋｘ２．５ ＴＣＣＡＡＣＣＴＴＣＡＣＡＧＴＣＣＡＡＣＡＧＣＡＡ ＴＣＡＣＣＡＡＧＣＴＣＴＧＡＴＧＣＣＡＴＧＴＡＧＴ
３０４８３ ｇａｔａ４ ＣＧＣＡＣＴＴＣＧＡＣＡＧＣＴＣＣＧＴＡＣＴ ＡＧＴＣＣＡＣＡＧＧＣＡＴＴＧＣＡＣＡＧＧＴＡＡ
５８１５０ ｈａｎｄ２ ＧＡＣＧＣＣＡＡＡＧＡＡＧＡＡＡＧＧＣＧ ＴＣＡＧＣＴＣＣＡＡＴＧＣＣＣＡＡＡＣＡ
５７９３６ ｔｂｘ２０ ＴＣＴＣＣＡＴＡＧＣＣＧＣＡＣＴＣＡＴＧＴＣＡＡ ＴＧＣＴＧＡＡＧＴＣＧＣＴＧＴＧＧＧＴＣＴＣ
３０６１２ ｂｍｐ４ ＡＧＣＣＧＡＴＣＡＴＣＴＣＡＡＣＴＣＣＡＣＣＡＡ ＴＣＡＧＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＣＣＧＴＴＴＣ
３６８２０６ ｔｂｘ１ ＡＧＣＡＧＧＣＧＡＧＡＡＴＡＴＧＡＣＣＧＴＧＡＣ ＧＴＣＧＡＧＧＣＧＡＡＧＴＴＣＧＴＧＡＧＧＴ
３０５３８ ｆｇｆ８ａ ＧＴＧＣＡＡＧＴＴＣＴＧＧＣＣＡＡＣＡＡＧ ＣＴＴＧＣＣＡＡＴＣＡＧＴＴＴＣＣＣＣＣ
３０１４７ ｉｓｌｅｔ１ ＧＴＣＴＧＡＣＡＴＧＧＧＡＧＡＧＣＡＡＣＡ ＴＧＣＡＧＧＡＣＴＣＧＴＣＣＡＧＡＡＡＣ

１．２．５　显微镜成像
胚胎用 ２％的甲基纤维素固定，利用 Ｚｅｉｓｓ

ＡｘｉｏＩｍａｇｅｒＭ２正置荧光显微镜成像。目镜倍
数：１×，物镜放大倍数：１０×。

２　结果

２．１　斑马鱼胚胎发育过程ｈｏｘｂ４ａ基因的表达
利用原位杂交技术，对ｈｏｘｂ４ａ在野生型胚胎

中多个时期进行表达定位。实验发现２４ｈｐｆ时，
ｈｏｘｂ４ａ表达在后脑、脊髓、神经管位置。４８ｈｐｆ和
７２ｈｐｆ时，ｈｏｘｂ４ａ的表达均集中在后脑和鳃弓
（图１）。从４８ｈｐｆ到７２ｈｐｆ可以观察到：ｈｏｘｂ４ａ

在鳃弓的表达范围扩大、表达量增强；在后脑的

表达范围缩小、表达量降低。

２．２　斑马鱼ｈｏｘｂ４ａ基因敲降导致心脏结构异常
敲降ｈｏｘｂ４ａ基因后，７２ｈｐｆ光镜下观察斑马

鱼胚胎的心包腔开始肿大（图版Ⅰ）。后续使用
ｍｙｌ７（心肌细胞标记的探针）对３ｄｐｆ的斑马鱼胚
胎进行原位杂交，发现敲降 ｈｏｘｂ４ａ后，心脏无法
正常环化，且心房和心室的腔室缩小（图 ２）。
ｈｏｘｂ４ａ基因ｍＲＮＡ过表达的斑马鱼胚胎，在７２
ｈｐｆ心脏环化异常，心房和心室紧缩的表型见图
版Ⅰ。
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ＰＰＡ．后鳃弓；ＰＡ．鳃弓；ＳＣ．脊髓 ；Ｈ．后脑。
ＰＰＡ．ｐｏｓｔｅｒｉｏｒｐｈａｒｙｎｇｅａｌａｒｃｈ；ＰＡ．ｐｈａｒｙｎｇｅａｌａｒｃｈ；ＳＣ．ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ；Ｈ．ｈｉｎｄｂｒａｉｎ．

图１　斑马鱼ｈｏｘｂ４ａ基因在野生型胚胎２４ｈｐｆ、４８ｈｐｆ和７２ｈｐｆ时的原位杂交表达图
Ｆｉｇ．１　ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｍａｐｏｆｈｏｘｂ４ａｉｎｗｉｌｄｔｙｐｅｅｍｂｒｙｏｓａｔ２４ｈｐｆ，４８ｈｐｆａｎｄ７２ｈｐｆ

２．３　斑马鱼 ｈｏｘｂ４ａ基因敲降导致心脏环化异
常表型

整体胚胎原位杂交检测显示，７２ｈｐｆ时，野
生型对照组的心室心房环化角度为８９°～９６°，而
敲降斑马鱼ｈｏｘｂ４ａ基因后，心室心房环化倾角均
为９９°～１２６°，总体明显增大（Ｐ＜０．０５），但心室
长度未表现明显异常（Ｐ＞０．０５）。见图２ｂ。
２．４　ｈｏｘｂ４ａ基因敲降导致鳃弓和心内膜异常

为了进一步分析 ｈｏｘｂ４ａ基因沉默后的心脏
表型，利用血管内皮及心内膜特异性标记基因

ｋｄｒｌ的转基因鱼系对ｍｏｒｐｈａｎｔ进行对比观察。结
果显示：７２ｈｐｆ时，相比于野生型对照组，注射了
８ｎｇｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ的ｈｏｘｂ４ａｍｏｒｐｈａｎｔ胚胎出现鳃弓
缢缩、心内膜外缘形态畸形（图版Ⅱ）。
２．５　斑马鱼 ｈｏｘｂ４ａ基因沉默后导致多个心脏
相关基因表达下调

利用 ｑＰＣＲ探究 ｈｏｘｂ４ａ调控的心脏相关下
游基因，发现腔室分化关键基因 ｎｐｐａ上调（Ｐ＜
０．０５），房室间隔形成关键基因 ｔｂｘ２ｂ下调（Ｐ＜
０．０５），腔室形成激活因子 ｔｂｘ２０下调（Ｐ＜
０．０５），神经嵴关键基因ｉｓｌｅｔ１下调（Ｐ＜０．０５），见
图３。

３　讨论

３．１　ｈｏｘｂ４ａ影响心脏环化的发育
心脏环化是个复杂的过程。在斑马鱼中抑

制心脏神经嵴细胞会导致心脏环化受损［１８］。小

鼠中，ｐＳＨＦ（ｐｏｓｔｅｒｉｏｒＳＨＦ）的部分细胞决定了心
脏的环化方式［１９］，其 ＳＨＦ衍生物的损失会导致
心脏环化失败［２０］。综上所述，ＦＨＦ、ＳＨＦ、ｃＮＣＣｓ

均参与心脏环化。本文中利用基因敲降与过表

达实验，均证实ｈｏｘｂ４ａ的异常表达会导致心脏环
化异常，并且 ｈｏｘｂ４ａ可能以基因剂量依赖性方
式［２１］调节心脏发育［２２］。结合 ｑＰＣＲ结果显示，
当斑马鱼ｈｏｘｂ４ａ沉默时，各心脏谱系中部分基因
均受到影响，其中，ｔｂｘ２０、ｔｂｘ２ｂ显著下调，ｎｐｐａ明
显上调。在小鼠中，ＧＡＶＲＩＬＯＶ等［２３］发现 Ｔｂｘ２０
突变可导致心脏环化失败、房室分化异常。２００２
年，ＨＡＢＥＴＳ等［２４］报道了在人类和大鼠的心脏发

育过程中，ＮＰＰＡ基因的表达是心脏腔室形成的
首要标志之一，且小鼠中Ｔｂｘ２可抑制Ｎｐｐａ活性。
因此，猜测斑马鱼中 ｈｏｘｂ４ａ基因沉默后的 ｔｂｘ２ｂ
表达下调是引起 ｎｐｐａ上调的原因。总体上，
ｔｂｘ２０、ｔｂｘ２ｂ和ｎｐｐａ的表达量变化可能是导致心
脏环化异常的因素之一。

３．２　ｈｏｘｂ４ａ参与心脏发育的方式
２０１５年，ＣＡＶＡＮＡＵＧＨ等以神经嵴转基因

斑马鱼进行谱系追踪，发现神经嵴在两个不同的

发育阶段均参与了心脏的发生。神经嵴细胞通

过第１和第２鳃弓（ｐｈａｒｙｎｇｅａｌａｒｃｈｅｓ，ＰＡ）迁移进
入心管参与心肌的发生。直到５０ｈｐｆ时，第二波
神经嵴细胞开始沿鳃弓迁移至心脏并参与心脏

形态发生，而 ｈｏｘ基因在神经嵴细胞分化迁移规
范上起着重要作用［２５］。本研究显示，ｈｏｘｂ４ａ在
４８ｈｐｆ至７２ｈｐｆ内在鳃弓处存在持续高表达的现
象（图１）。通过转基因鱼系结果，ｈｏｘｂ４ａ基因敲
降后会导致鳃弓异常表型（图版Ⅱ）。同时，根据
ｑＰＣＲ数据（图３），作为心脏神经嵴细胞的标记
基因，ｉｓｌｅｔ１的表达量在 ｈｏｘｂ４ａ沉默后显著下调。
综上所述，猜测ｈｏｘｂ４ａ可能通过影响神经嵴细胞
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参与斑马鱼心脏发育。

１３．３ｄｐｆ时，野生型对照组、敲降组（注射了８ｎｇｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）、过表达组（注射了２０ｐｇｈｏｘｂ４ａｍＲＮＡ）胚胎光镜图（侧面观，头在
左），红色箭头指示心脏部位。４６．在转基因斑马鱼系Ｔｇ（ｍｙｌ７：ＧＦＰ）（心肌细胞被ＧＦＰ标记）背景下，野生型对照组、敲降组（注
射了８ｎｇｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）、过表达组（注射了２０ｐｇｈｏｘｂ４ａｍＲＮＡ）胚胎在３ｄｐｆ时的荧光光镜图片（侧面观，头在左）。７９．在转基因斑
马鱼系 Ｔｇ（ｍｙｌ７：ＧＦＰ）背景下，野生型对照组、敲降组（注射了８ｎｇｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）、过表达组（注射了２０ｐｇｈｏｘｂ４ａｍＲＮＡ）胚胎在 ３
ｄｐｆ时期的荧光光镜图片（腹面观，头在上）。
１３．Ａｔ３ｄｐｆ，ｔｈｅｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｅｓｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｇｒｏｕｐ（ｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ８ｎｇｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）ａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ（ｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ２０ｐｇｈｏｘｂ４ａｍＲＮＡ）ｅｍｂｒｙｏｓ（ｓｉｄｅｖｉｅｗｗｉｔｈｈｅａｄｏｎｔｈｅｌｅｆｔ），ｗｉｔｈｒｅｄａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈｅｈｅａｒｔｓｉｔｅ．４６．Ｉｎｔｈｅ
ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｌｉｎｅＴＧ（ｍｙｌ７：ＧＦＰ）（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｌａｂｅｌｅｄｗｉｔｈＧＦＰ），ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｓｏｆｗｉｌｄ
ｔｙｐｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｇｒｏｕｐ（ｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ８ｎｇｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）ａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ２０ｐｇｈｏｘｂ４ａｍＲＮＡ）
ｅｍｂｒｙｏｓａｔ３ｄｐｆ（ｓｉｄｅｖｉｅｗ，ｈｅａｄｏｎｔｈｅｌｅｆｔ）．７９．ＩｎｔｈｅｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｌｉｎｅＴｇ（ｍｙｌ７：ＧＦＰ），ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
ｉｍａｇｅｓｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｇｒｏｕｐ（ｉｎｊｅｃｔｅｄ８ｎｇｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）ａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｉｎｊｅｃｔｅｄ２０ｐｇｈｏｘｂ４ａｍＲＮＡ）
ｅｍｂｒｙｏｓａｔ３ｄｐｆ（ｖｅｎｔｒａｌｖｉｅｗｗｉｔｈｈｅａｄｏｎｔｏｐ）．

图版Ⅰ　斑马鱼ｈｏｘｂ４ａ异常表达会导致心脏发育畸形
ＰｌａｔｅⅠ　Ｚｅｂｒａｆｉｓｈｈｏｘｂ４ａｍｉｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅａｄｉｎｇｔｏａｂｎｏｒｍａｌｃａｒｄｉａｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
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（ａ）７２ｈｐｆ时，野生型对照组、敲降组（注射了８ｎｇｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ实验组）胚胎原位杂交表达图（腹面观，头在上），棕色线段指示在环化
角度。（ｂ）野生型对照组、注射了８ｎｇｈｏｘｂ４ａｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ实验组心脏环化角度、心室长度差异，黄色线段指示心室长度。．Ｐ＜
０．０５；．Ｐ＜０．０１。
（ａ）Ａｔ７２ｈｐｆ，ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｍａｐｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｇｒｏｕｐ（ｉｎｊｅｃｔｅｄ８ｎｇｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）ｅｍｂｒｙｏｓ
（ｖｅｎｔｒａｌｖｉｅｗｗｉｔｈｈｅａｄｏｎｔｏｐ），Ｔｈｅｂｒｏｗｎｌｉｎｅｓｅｇｍｅｎｔｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅａｎｇｌｅｏｆｌｏｏｐｉｎｇ．（ｂ）Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｌｏｏｐｉｎｇ
ａｎｇｌｅａｎｄｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｌｅｎｇｔｈｂｅｔｗｅｅｎｗｉｌｄｔｙｐｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｙｅｌｌｏｗｌｉｎｅｓｅｇｍｅｎｔｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｌｅｎｇｔｈｏｆｔｈｅ
ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ．．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１。

图２　心肌标记基因原位杂交观察ｈｏｘｂ４ａｍｏｒｐｈａｎｔ表型
Ｆｉｇ．２　ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｍａｒｋｅｒｇｅｎｅｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆｈｏｘｂ４ａｍｏｒｐｈａｎｔ

　　本文通过基因沉默和 ｍＲＮＡ基因过表达技
术，高效快速地在斑马鱼 Ｆ０探索了 ｈｏｘｂ４ａ的功
能，并未改变其基因型，发现 ｈｏｘｂ４ａ基因的敲低
或过表达均会在斑马鱼胚胎发育至３ｄｐｆ时产生
心脏环化失败的异常表型，表明ｈｏｘｂ４ａ基因在调
控心脏早期发育中发挥作用。本研究进一步通

过原位杂交和 ｑＰＣＲ技术对 ｈｏｘｂ４ａ基因敲低胚
胎进行分析，发现ｈｏｘｂ４ａ可能通过影响心脏神经

嵴基因ｉｓｌｅｔ１参与心脏调控，进而干预腔室分化
基因ｎｐｐａ和心脏环化相关基因 ｔｂｘ２０、ｔｂｘ２ｂ的表
达，最终导致了心脏发育的畸形。本研究为进一

步通过 ＣＲＩＳＰＲ技术敲除 ｈｏｘｂ４ａ研究其在心脏
发育中的作用奠定了良好的基础，为挖掘 ｈｏｘｂ４ａ
基因调控心脏发育的机制及加深对心脏调控网

络的认识都具有重要意义。
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１２．３ｄｐｆ时，在转基因斑马鱼系 Ｔｇ（ｋｄｒｌ：ＧＦＰ）背景下，野生型对照组、敲降组（注射了８ｎｇｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）胚胎的荧光光镜图片（腹
面观，头在上），白色箭头指示鳃弓部位。３４．３ｄｐｆ时，在转基因斑马鱼系 Ｔｇ（ｋｄｒｌ：ＧＦＰ）背景下，野生型对照组、敲降组（注射了
８ｎｇｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）胚胎的荧光光镜图片（腹面观，头在上），黄色箭头指示心内膜部位。ＰＡ．鳃弓；Ｖ．心室；Ａ．心房。
１２．Ａｔ３ｄｐｆ，ｕｎｄｅｒｔｈｅｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｌｉｎｅＴｇ（ｋｄｒｌ：ＧＦＰ），ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｓｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐａｎｄｋｎｏｃｋｄｏｗｎｇｒｏｕｐ（ｉｎｊｅｃｔｅｄ８ｎｇｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）ｅｍｂｒｙｏｓ（ｖｅｎｔｒａｌｖｉｅｗｗｉｔｈｈｅａｄｏｎｔｈｅｔｏｐ），ｔｈｅｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅ
ｐｈａｒｙｎｇｅａｌａｒｃｈ．３４．Ａｔ３ｄｐｆ，ｕｎｄｅｒｔｈｅｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｌｉｎｅＴｇ（ｋｄｒｌ：ＧＦＰ），ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｓｏｆ
ｗｉｌｄｔｙｐｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｋｎｏｃｋｄｏｗｎｇｒｏｕｐ（ｉｎｊｅｃｔｅｄ８ｎｇｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）ｅｍｂｒｙｏｓ（ｖｅｎｔｒａｌｖｉｅｗｗｉｔｈｈｅａｄｏｎｔｈｅｔｏｐ），ｔｈｅｙｅｌｌｏｗａｒｒｏｗ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｅｎｄｏｃａｒｄｉｕｍ．ＰＡ．ｐｈａｒｙｎｇｅａｌａｒｃｈ；Ｖ．ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ；Ａ．ａｔｒｉｕｍ．

图版Ⅱ　斑马鱼ｈｏｘｂ４ａ基因沉默会导致鳃弓和心内膜畸形
ＰｌａｔｅⅡ　Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆｈｏｘｂ４ａｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｌｅａｄｉｎｇｔｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌａｒｃｈａｎｄｅｎｄｏｃａｒｄｉａｌｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ

为有显著性差异，Ｐ＜０．０５，３组独立生物学重复实验（ｎ＝３）。
 Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｏｆｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｐｅａｔｅｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ（ｎ＝３）．

图３　心脏相关基因在ｈｏｘｂ４ａｍｏｒｐｈａｎｔ中的表达量变化
Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｅａｒｔｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｈｏｘｂ４ａｍｏｒｐｈａｎｔ
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