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　　斑马鱼（ｚｅｂｒａｆｉｓｈ）是一种热带硬骨鱼，目前作
为研究造血系统、胚胎发生以及器官形成过程的一

种脊椎动物模型［１］。斑马鱼的显著特点是在体外

排卵受精，形成的胚胎是透明的，所以在显微镜下

可以观察整个器官的形成过程，可以直接观察脉管

系统循环通路［２］。斑马鱼基因组测序工程研究结

果显示，其基因与人类基因保守度约８５％，从而使
得斑马鱼逐渐成为连接非脊椎动物（果蝇、线虫

等）和哺乳动物（小鼠）的“桥梁”，越来越受到科研

者的关注［３］。在过去二十多年里，大量前期的基

因筛查已经产生了成千上万的突变体，关于伴有造

血缺陷的斑马鱼的研究加深了对造血系统发育及

功能的认识。斑马鱼作为一种理想的人类血液疾

病研究的动物模型，是以其造血系统与人类造血系

统在进化上高度保守性为前提的［４］。研究发现，

斑马鱼造血系统的形成，包括红系、髓系、淋系及巨

核系为主的造血系统，其相关的转录因子及信号转

导通路同人类有高度的同源性，这些特点使斑马鱼

在人类造血系统和血液疾病的研究中有着更加广

泛的应用。由于斑马鱼早期出现血液循环时胚胎

透明，可用显微镜直接观察循环细胞的数量和形

态，这一优势极大地方便了突变体的筛选。目前对

红系造血疾病尤其是贫血症的研究比较深入，已经

建立不少疾病模型，如：地中海贫血模型、由 Ａ
ＬＡＳ２基因突变导致的先天性铁粒幼红细胞性贫
血模型等。因此本文就斑马鱼的造血发育过程以

及斑马鱼突变体在人类造血系统疾病的应用综述

如下。

１　哺乳动物相关造血

在脊椎动物早期胚胎发育过程中，其造血细胞

来源于自我更新的多能干细胞，造血组织和血管系

统起源于腹部的中胚层区域。在哺乳动物中，原

始造血第一个波峰开始于在原肠胚时期，细胞内陷

穿过原始线条并迁移到卵黄囊，卵黄囊是红系造血

主要区域［５］，也有少量的巨核样吞噬细胞和髓系

细胞。胚胎期的红细胞具有特定的形态，主要产生

胚胎期血红蛋白，在造血岛中同时也发现血细胞和

血管细胞，推测两者是由共同的前体细胞成血管干

细胞（ｈｅｍａｎｇｉｏｂｌａｓｔ）发育而来的，这种成血管干细
胞可产生两种红细胞类型［６］。胚胎期除了卵黄囊

造血外，大多数脊椎动物背部肠系膜（即主动脉—

性腺—中肾区，ａｏｒｔａｇｏｎａｄｍｅｓｏｎｅｐｈｒｏｓ，ＡＧＭ）也
是胚胎时期主要定向造血区，随后胎肝造血，最后

骨髓造血，骨髓是成熟个体的造血部位。

实验证明，共同参与原始造血和定向造血的转

录因子有 ｇａｔａ１、ｇａｔａ２、ｌｍｏ２、ＴＧＦβ和 ｓｃｌ，ｇａｔａ１
在哺乳动物的红细胞和巨核细胞中表达，是红细胞

系统发育所必需的重要转录因子［７］；另外，单独参

与哺乳动物定向造血的转录因子还包括ｍｙｂ、ｃｂ
ｆａ２、ｃｂｆｂ和ｅｋｌｆ等。
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２　斑马鱼的造血系统

２．１　斑马鱼的原始造血
哺乳动物和鸟类的原始造血主要发生在胚外

卵黄囊血岛中，主要生成红细胞。斑马鱼的原始造

血主要发生在胚外的两个区域，第一个区域在脊索

和躯干中胚层之间，称为中间细胞群或肾节（ｉｎｔｅｒ
ｍｅｄｉａｔｅｃｅｌｌｍａｓｓ，ＩＣＭ），第二个区域位于胚胎前部
的侧板中胚层［８］，目前认为，斑马鱼原始红细胞生

成的部位主要在ＩＣＭ，而原始造血的第二个区域则
是产生巨噬细胞的主要场所。斑马鱼的中间细胞

群呈带状结构，起源于腹侧及外侧中胚层其功能类

似于哺乳动物胚胎时期卵黄囊的血岛，这也是将斑

马鱼作为研究人类造血功能及血液疾病模型的原

因之一。斑马鱼胚胎的中间细胞群中含有的原始

造血细胞的前体（如 ｓｃｌ、ｈｈｅｘ、ｌｍｏ２和 ｒｕｎｘ１等因
子 ）分布于前面的躯干区及后部的造血岛两个区

域，后者稍后形成尾部的腹侧区，后部的造血岛的

细胞较迟进入血循环，它标志着原始造血的结束；

而斑马鱼胚胎侧板中胚层是早期巨噬细胞及其它

髓系细胞前体的起源区。斑马鱼的血液循环在受

精后２４ｈ开始。
在斑马鱼原始造血时期，有一些重要的转录因

子参与了原始造血过程。例如在原始祖系造血时

期，目前被鉴定表达的转录因子包括 ｓｃｌ、ｇａｔａ１、
ｆｌｉ１、ｇａｔａ２、ｂｂｅｘ、ｌｍｏ２和ｔｉｆ１ｒ等。其中，ｓｃｌ基因编
码的ｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ转录因子大约在胚胎受精１０ｈ
后在中胚层后部表达，它的表达标志着原始造血干

细胞（ＨＳＣｓ）和血管前体（即成血管细胞）的形成；
ｇａｔａ１是已经分离到的原始红细胞生成的关键转
录因子，它在斑马鱼胚胎的中胚层外侧胚盘的两侧

表达，然后逐渐向胚层的中间移行形成 ＩＣＭ或肾
节［９］。斑马鱼早期的髓系造血和红系定向造血在

解剖位置上是分开的，分别是位于前侧和尾侧的

中胚层。研究已经确定的与胚胎期髓系发育有关

的转录因子有ｐｕ．１、ｍｐｏ、Ｌｐｌａｓｔｉｎ等，ｐｕ．１在斑马
鱼胚胎受精１６～３０ｈ时的造血前体细胞中表达，
而之后的胚胎则不表达［１０］。这些表达 ｐｕ．１的细
胞随后也可以表达转录因子 ｓｃｌ、ｌｍｏ２和 ｇａｔａ２，这
与哺乳动物中发现的一样，表明斑马鱼 ｐｕ．１是早
期造血干细胞向髓系分化所必需的［１１］。经过双色

原位杂交证实，斑马鱼中不存在共同表达 ｍｐｏ和
Ｌｐｌａｓｔｉｎ的细胞，ｍｐｏ只在中性粒细胞中表达，而

Ｌｐｌａｓｔｉｎ标记仅显示在巨噬细胞／单核细胞。
２．２　斑马鱼的定向（成体）造血

定向或成体造血提供给生物体长期的 ＨＳＣ，
这些多能 ＨＳＣ具有无限的自我更新能力，并且能
生成所有成熟的造血谱系［１１］。研究证明，斑马鱼

的背主动脉处也有类似 ＡＧＭ的功能。斑马鱼胚
胎受精２４～４８ｈ，当ｇａｔａ１，ｇａｔａ２和ｓｃｌ表达时，可
以发现ｃｍｙｂ和ｒｕｎｘ１也在ＡＧＭ表达，而ｒｕｎｘ１是
ＡＧＭ和ＨＳＣ形成的一个必要的转录因子，同时，
其他转录因子如 ｃｍｙｂ、ｉｋａｒｏｓ、ｌｍｏ２和 ｓｃｌ也在
ＡＧＭ表达［８，１１］；大约在受精４～５ｄ后，当终生的成
体造血机制已经建立起来时，血液的形成部位转移

到肾脏。ＡＧＭ祖系被认为是成体 ＨＳＣ的前体（母
体），这些成体ＨＳＣ最终种植到肾脏和骨髓。

近几年的研究表明，哺乳动物的成体造血也可

以在卵黄囊和胚盘中存在，并且认为出现在 ＡＧＭ
和ＨＳＣ的形成之前，或者伴随 ＨＳＣ一起出现［１２］。

一些文献报道，这些哺乳动物组织中共同标记成体

ＨＳＣ和原始祖细胞的是一个整联蛋白—ＣＤ４１分
子。在胚胎期９５ｄ以前，ＣＤ４１＋的卵黄囊细胞产
生多个髓样细胞和红细胞系谱，但是没有生成淋巴

细胞的潜能。在胚胎时期１０５ｄ的时候，利用纯
化的卵黄囊细胞通过结合 ＣＤ４１＋ｃＫｉｔ＋ＣＤ４５－表
达获得相同的结果［１３］。此外，在 ｇａｔａ１启动子的
对照之下，通过对表达 ＧＦＰ的转基因老鼠的研究
显示，从胚胎时期７５ｄ的卵黄囊提纯的 ｇａｔａ１细
胞能产生粒细胞、单核细胞、巨噬细胞和红细胞。

从这些结果表明，定向造血过程中，卵黄囊中的红

髓祖细胞在 ＨＳＣ产生之前就已经出现了［１４］。斑

马鱼胚胎与哺乳动物胚胎造血组织结构、造血时

相、转录因子表达的相似性表明研究斑马鱼造血功

能形成及机制有利于特别是对人类血液疾病的研

究。

３　斑马鱼突变体与人类血液系统疾病

３．１　斑马鱼突变体的制备
Ｓｔｒｅｉｓｉｎｇｅｒ等在１９７０年首先实现斑马鱼的单

倍体培育，建立了第一个用紫外线突变的突变

体［１５］。随着纯合子培养技术的成熟和广泛高效的

突变剂 ＥＮＵ（ＮｅｔｈｙｌＮｎｉｔｒｏｓｏｕｒｅａ，Ｎ乙基Ｎ亚硝
基脲）的出现位，位于Ｔｕｂｉｎｇｅｎ和Ｂｏｓｔｏｎ等地的几
个实验室自１９９３年就已经开始对斑马鱼进行了
ＥＮＵ大规模系统突变筛选和建库工作，已取得可
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喜的成绩。现在致斑马鱼突变的方法主要有乙基

亚硝脲（ＮｅｔｈｙｌＮｎｉｔｒｏｓｏｕｒｅａ，ＥＮＵ）化学诱导、ｒ或
Ｘ射线照射及插入诱变等。ＥＮＵ是一种 ＤＮＡ烃
基化试剂，在生殖细胞减数分裂前可以诱导碱基对

的替换，这种诱导产生的突变率为０１％ ～０２％，
累及的是单个基因。实验方法为：将成体雄性斑马

鱼暴露于突变剂 ＥＮＵ中，然后用这些已经诱导处
理的雄鱼和正常的雌鱼交配得Ｆ１，杂合子Ｆ１子代
再与野生型交配产生Ｆ２，Ｆ２代家族的５０％由于特
殊的突变而形成杂合子，而５０％仍是野生型。当
两个杂合子 Ｆ２代杂交后，结果 Ｆ３代中有２５％是
野生型鱼，５０％是杂合子鱼，２５％是伴有特殊突变
表型的杂合子突变鱼。其次，典型的 ｒ射线照射产
生的突变率高达１％，突变类型包括点突变到染色
体大片段的缺失或染色体的重排。插入诱变，即以

逆转录病毒为载体，用显微注射法将目的基因片段

导入斑马鱼的受精卵中整合到基因组，干扰正常基

因的表达，其产生的突变率低于 ＥＮＵ化学诱导法
的９０％。产生高效率的突变是进行大规模突变筛
选的前提，尽管ｒ射线照射产生的突变率是化学诱
导法的１０倍，但由于其突变常累及多个基因，突变
的表型通常是若干个基因功能改变的共同结果，不

利于进行致突变基因的功能分析［１６］。因此，ＥＮＵ
化学诱导法成为诱导斑马鱼突变的最主要的方

法［１７］。

３．２　斑马鱼突变体在人类血液系统疾病的研究应用
斑马鱼有许多的有利因素，这些有利因素使这

种生物模型特别适合于造血方面的研究［１８］。斑马

鱼是体外受精，胚胎是透明的，便于观察和操作；且

因血红蛋白是红色的，由贫血所致的突变体可用肉

眼观察［１９］。在斑马鱼胚胎发育的早期，能通过氧

的被动扩散呼吸，其存活无需功能性的造血组织和

心血管系统的存在。因此，在早期可与死胚胎分辨

开来，这有利于进行早期造血和心血管系统缺陷的

研究［２０］。目前，两次大规模的化学突变筛选已获

得５００多个与斑马鱼早期发育有关的突变体，其中
有５０个突变体与造血系统有关。首先通过肉眼观
察是否有血循环存在或血液颜色是否改变，然后用

细胞的形态学特征，对造血系统分子标记物进行原

位杂交法分析其表达谱及缺陷基因可对这些突变

体进行鉴定。这些造血系统分子标记物包括转录

因子：ｇａｔａ１和ｓｃｌ。这些突变体包括：ＨＳＣ、增殖与
分化、低色素（红细胞染色过浅）及卟啉症样等突

变类型 。这些突变体主要表现为红系发育的缺

陷，仅有少数影响到髓系的发育［２１］。

目前，在斑马鱼动物模型上所完成的基因突变

中，大多数突变是影响了斑马鱼 ＩＣＭ造血晚期红
细胞的生成［２２］。其中与 ＨＳＣ的形成或维持有关
的突变体有 ｃｌｏｃｈｅ（ｃｌｏ）、ｓｐａｄｅｔａｉｌ（ｓｐｔ）、ｋｕｇｇｅｌｉｇ、
ｂｌｏｏｄｌｅｓｓ和 ｍｏｏｎｓｈｉｎｅ，这些突变体在血液循环开
始时血细胞就严重减少或完全缺失。Ｃｌｏｃｈｅ（ｃｌｏ）
是起源于印尼鱼场半野生（杂合子）斑马鱼的自发

突变，以血液和血管细胞严重缺失为特征的 ｃｌｏｃｈｅ
（ｃｌｏ）突变体，由于心内膜的缺失而导致其心脏的
心房变大。一些研究表明 ｃｌｏｃｈｅ（ｃｌｏ）基因包括
ｓｃｌ、ｌｍｏ２、ｇａｔａ２、ｒｕｎｘ１、ｆｌｉｌａ、ｆｌｋ１可能对 ＨＳＣ和成
血管细胞的形成和维持是有影响的，所以 ｃｌｏｃｈｅ
（ｃｌｏ）突变体被广泛用于 ＨＳＣ和成血管细胞基因
方面的研究［２３］。Ｓｐａｄｅｔａｉｌ（ｓｐｔ）突变体是由于编码
Ｔｂｏｘ转录因子ｔｂｘ１６的缺失而引起的，它同ｃｌｏｃｈｅ
（ｃｌｏ）突变体一样，ｓｐａｄｅｔａｉｌ（ｓｐｔ）的原始造血和定
向造血均受影响。此外，ｋｕｇｇｅｌｉｇ突变体以短尾和
简化的卵黄管扩张为特征，其外形保持球状。

Ｂｌｏｏｄｌｅｓｓ在胚胎受精开始的４ｄ内，表现为严重的
贫血，但在青春期及成鱼期可以完全恢复。

对斑马鱼的研究也加深对贫血突变体的了

解［２４］。例如，伴有进行性贫血的突变体在正常血

细胞发育受精最初２ｄ后被鉴定有缺陷，这种缺陷
导致血细胞数量的减少。这些突变体包括：ｃａｂｅｒ
ｎｅｔ（ｃａｂ）、ｃｂａｂｌｉｓ（ｃｂａ）、ｇｒｅｎａｃｂｅ（ｇｒｅ）、ｍｅｒｌｏｔ
（ｍｏｔ）、ｒｉｅｓｌｉｎｇ（ｒｉｓ）、ｒｅｔｓｉｎａ（ｒｅｔ）、ｔｂｕｎｄｅｒｂｉｒｄ
（ｔｂｒ），它们最初的造血功能都是正常的，能正常的
表达 ｇａｔａ１，典型的表现是红色的血液，并且在最
初几天内很难与同属性的野生型相区别；大约在受

精２～４ｄ时它们出现贫血，表明这些突变体影响
了红细胞的膨胀或成熟红细胞的稳定性。在受精

２４ｈ时，ｍｏｔ／ｃｂａ的纯合子也能正常表达ｇａｔａ１、ｓｃｌ
和胚胎的珠蛋白，这暗示当红细胞生成没有受损

时，这些异常的成熟红细胞就会发生溶血。Ｍｏｔ／
ｃｂａ成体纯合子红细胞有奇异的薄膜凸起和渗透
脆性的增加，这表明了人类溶血性贫血是由渗透脆

性的增加所引起。事实上，利用位置的克隆和候选

基因的克隆方法证明 ｍｏｔ和 ｃｂａ突变是位于编码
红细胞蛋白４．１的基因座上，这种红细胞与膜收缩
蛋白结合并固定膜收缩蛋白———肌动蛋白细胞支

架到红细胞薄膜上，人类红细胞蛋白４１缺乏会导
致遗传性椭圆形红细胞增多症。ｒｉｓ突变体在受精
４ｄ时其纯合子伴有严重的贫血，形态上，这种 ｒｉｓ
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红细胞是伴有巨大核的异常细胞，并且这类细胞是

类似于人类遗传性椭圆形红细胞增多症所观察到

的细胞，这种病是由人类 β膜收缩蛋白突变所引
起。成体ｒｉｓ突变体斑马鱼在肾节观察到祖系造血
数量的增加，这类似于伴有遗传性椭圆形红细胞增

多症的人类骨髓中祖系红细胞数量的增加。与

ｍｏｔ／ｃｂａ及ｒｉｓ突变体一样，斑马鱼突变体 ｒｅｔ大约
在受精４ｄ后即在成体造血开始后不久开始出现
贫血；与其它伴有膜蛋白异常的突变体不同的是，

ｒｅｔ突变体中成熟红细胞的循环在幼红细胞阶段就
停止了，并且有相当大的比例（大约２７％）有两个
细胞核，这表明存在细胞分裂缺陷。这个表型与人

类已知的先天性红细胞生成不良性贫血Ⅱ的表型
是一样的。此外，已经发现的引起贫血的还有血红

蛋白过少的突变体，其包括 ｃｂａｒｄｏｎｎａｙ（ｃｄｙ）、ｃｂｉ
ａｎｔｉ（ｃｉａ）、ｆｒａｓｃａｔｉ（ｆｒｓ）、ｇａｖｉ（ｇａｖ）、ｍｏｎｔａｌｃｉｎｏ
（ｍｎｔ）、ｓａｕｔｅｒｎｅｓ（ｓａｕ）、ｓｂｉｒａｚ（ｒｉｒ）、ｗｅｉｓｓｂｅｒｂｓｔ
（ｗｅｂ）和ｚｉｎｆａｎｄｅｌ（ｚｉｎ）。其中，斑马鱼 ｓａｕ突变体
由于原始红细胞异常分化导致胚胎在受精２ｄ后
第十因子和β珠蛋白的减少，这种ｓａｕ血红蛋白过
少的突变体模仿的是人类疾病先天性铁贫血（ｈｕ
ｍａｎｄｉｓｅａｓｅｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｓｉｄｅｒｏｂｌａｓｔｉｃａｎｅｍｉａ）。突变
体ｚｉｎｆａｎｄｅｌ（ｚｉｎ）是斑马鱼地中海贫血的模型，但
因为斑马鱼α珠蛋白和β珠蛋白位于同一条染色
体上，与人类珠蛋白基因不同，ｚｉｎ可能与人类典型
的地中海贫血稍有不同，典型的人类地中海贫血珠

蛋白表达是不平衡。ｗｅｉｓｓｂｅｒｂｓｔ（ｗｅｂ）、ｃｂｉａｎｔｉ
（ｃｉａ）和ｃｂａｒｄｏｎｎａｙ（ｃｄｙ）一样都是由于铁新陈代
谢缺陷而引起的贫血。这些突变体对深入研究铁

代谢、血红素代谢及血红蛋白的调节和合成提供了

重要模型。

所谓光敏感性血细胞突变体，就是当血循环中

的红细胞暴露在管线之下时，光敏感性血细胞突变

体的红细胞能自发荧光和细胞溶解，这个表型类似

于人类先天性红细胞卟啉病。例如，这些光敏感性

血细胞突变体包括ｄｒａｃｕｌａ（ｄｒｃ）、ｄｅｓｍｏｄｉｕｓ（ｄｓｍ）、
ｆｒｅｉｘｉｎｅｔ（ｆｒｘ）和 ｙｑｕｅｍ（ｙｑｅ），突变体 ｄｒａｃｕｌａ（ｄｒｃ）
表现为光依赖性的红细细溶血，是由于 ｆｅｒｒｏｃｈｅ
ｌａｔａｓｅ基因在剪接位点Ｇ—Ｔ的改变产生终止密码
突变所致。突变体 ｙｑｕｅｍ（ｙｑｅ）导致卟啉症的特
点是在紫外光下自发荧光，当其暴露在灯光下时有

红细胞的光挥发作用。利用卟啉和酶的测定法证

明，ｙｑｅ是由于血红素合成的一个酶即尿卟啉酶原
脱羧酶（ｕｒｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＵＲＯＤ）缺

陷引起［２５］。

４　展望

模式生物体是全面准确解释基因功能的有效

手段，被广泛应用于未知基因的功能和人类疾病的

动物模型的研究。２０多年以来，斑马鱼从玻璃缸
里的观赏宠物鱼逐渐发展为实验中研究遗传与发

育的热门理想生物模型。它遗传的多样性以及基

因功能在硬骨鱼和哺乳动物上的高度保守的特性

使其很适合用于研究造血发育与造血系统疾

病［２６］。相信在未来的科研工作中，通过对生物体

表型变化（突变体 ）的分析，可在动物整体、细胞

或分子水平认识基因的功能；并且随着基因组技术

的完善，加上斑马鱼众多有利于基因组功能研究的

特点，以斑马鱼为模式生物体对未知基因的功能和

人类疾病机制的研究有诱人的应用前景。
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《贵阳医学院学报》更名启事

经国家新闻出版广电总局（新广出审［２０１６］２６７号）批准，原《贵阳医学院学
报》于２０１６年第６期更名为《贵州医科大学学报》，主管、主办单位变更为贵州医科
大学，出版单位变更为《贵州医科大学学报》编辑部（为贵州医科大学内设机构）。

其他登记项目不变。

特此公告

《贵州医科大学学报》编辑部

９４７

　７期 夏海雄等　斑马鱼造血系统发育与人类血液系统疾病研究进展


