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［摘　要］目的：用 ｂａｎｄ３基因的反义 ｍＲＮＡ探针进行斑马鱼全胚胎原位杂交，检测 ｂａｎｄ３基因在野生型
Ｔüｅｂｉｎｇｅｎ斑马鱼胚胎发育过程中的表达。方法：Ｔｒｉｚｏｌ法提取斑马鱼胚胎总ＲＮＡ并设计特异性引物，采用ＲＴ
ＰＣＲ法扩增ｂａｎｄ３基因ｃＤＮＡ编码区片段；通过基因重组技术构建 ＰＢＳＫｂａｎｄ３重组质粒，用 ＢａｍＨⅠ酶切得到
线性化ＰＢＳＫｂａｎｄ３；以Ｔ７ＲＮＡ聚合酶转录合成反义地高辛标记的 ｂａｎｄ３ＲＮＡ探针，用全胚胎原位杂交法检测
ｂａｎｄ３基因在斑马鱼胚胎早期的表达情况。结果：成功克隆 ｂａｎｄ３基因片段，构建 ＰＢＳＫｂａｎｄ３重组质粒；经体
外转录获得地高辛标记的反义ｂａｎｄ３ｍＲＮＡ探针，原位杂交后检测证实 ｂａｎｄ３基因在斑马鱼胚胎早期发育过程
中间细胞群（ＩＣＭ）和主动脉性腺中肾区（ＡＧＭ）呈现高表达。结论：地高辛标记的反义 ｂａｎｄ３ｍＲＮＡ探针可检
测到斑马鱼胚胎中ｂａｎｄ３基因的定位表达。
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　　ｂａｎｄ３（ａｅ１；ｓｌｃ４ａ１）编码的蛋白是表达在红细
胞膜上的主要蛋白质，这种蛋白质是红细胞膜上的

阴离子ＨＣＯ－３ 和Ｃｌ
－通道蛋白，也是 Ｓｅｒ／Ｔｈｒ激酶

的主要底物［１－３］。Ｂａｎｄ３蛋白由 ３个亚基组成 １
个是跨膜区进行氯乙烯／碳酸氢盐交换，１个是胞
质 Ｃ末端结构域和 １个胞质 Ｎ末端结构域。
Ｂａｎｄ３蛋白的胞质 Ｃ末端结构域可以结合碳酸酐
酶ＩＩ（ＣＡＩＩ），形成一个代谢通道输送ＨＣＯ－３；Ｂａｎｄ３
蛋白的胞质 Ｎ末端结构域与糖酵解酶、血红蛋白
（Ｈｂ）及高铁血色原相互作用，维持红细胞的携氧
功能以及形状［４］。已有研究发现，小鼠ｂａｎｄ３缺乏
会导致异常红系造血，严重的溶血性贫血或早死。

但是牛或斑马鱼则可以更好地耐受红细胞 ｂａｎｄ３
的缺乏［５－６］。本研究通过克隆野生型斑马鱼中的

ｂａｎｄ３基因片段，并且利用基因重组技术构建 ＰＢ
ＳＫｂａｎｄ３，单酶切线性化质粒，通过 Ｔ７ＲＮＡ聚合
酶制备地高辛标记的反义ｂａｎｄ３ｍＲＮＡ探针，检测
ｂａｎｄ３基因在斑马鱼胚胎早期的定位表达情况。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　野生型 Ｔüｅｂｉｎｇｅｎ斑马鱼品系
由上海生命科学院健康研究所刘廷析研究员馈赠，

本实验室繁殖培育。养殖条件：（２８±２）℃，带有
过滤系统的循环水系统养殖，１２ｈ／ｄ光照，予以草
履虫及虾卵饲养［７］。

１．１．２　主要实验试剂　大肠杆菌 Ｅｌｉｃｏ如 ＤＨ５α
由本课题组保存，ＰＢＳＫ质粒载体由上海生命科学
院健康研究所刘廷析馈赠，Ｔｒｉｚｏｌ试剂、逆转录试剂
Ｆｉｒｓｔ．ｓｔｒａｎｄｐｌｕｓ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，高保真ＫＯＤ
ＰｌｕｓＰＣＲ酶购自 ＴＯＹＯＢＯ公司，限制性内切酶
ＥｃｏＲＩ和ＢａｍＨＩ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶以及ＤＮＡＭａｒｋ
ｅｒ均购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，质粒小抽试剂盒、ＤＮＡ
凝胶回收试剂盒购自北京天根生化科技有限公司，

地高辛 ＲＮＡ标记和检测试剂盒以及 ＮｕｃＡｗａｙｌＭ
ＳｐｉｎＣｏｌｕｍｎｓ购自 Ａｍｂｉｏｎ公司，ＢＣＩＰ／ＮＢＴ购自
ＶＥＣＴＯＲＬａｂ。测序由北京诺赛公司进行。
１．１．３　引物　根据Ｇｅｎｂａｎｋ数据库提供的斑马鱼
ｂａｎｄ３基因全长。用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计
特异性扩增编码区片段的 ＰＣＲ引物。ＰＣＲ引物由
京诺赛生物科技有限公司合成。上游引物 Ｐ１为
５′ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＴＡＡＡＣＧＣＣＧＣＴＡＣＡＡＧＣＡＴＴＡＣＣ
３′，下游引物Ｐ２为５′ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＧＡＣＧＡＴＣＡＧＣ

ＣＡＣＡＴＧＣＣＣＡＣ３′；上游引物在起始密码 ＡＴＧ前
下游引物在终止密码 ＴＡＡ前分别加入 ＥｃｏＲＩ和
ＢａｍＨＩ酶切位点。
１．２　方法
１．２．１　斑马鱼胚胎总ＲＮＡ提取　取斑马鱼胚胎，
选取受精后０、１８、２４、３６、４８、７２、９６和１２０ｈ（ｈｏｕｒ
ｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｈｐｆ）的斑马鱼胚胎，各２０枚，加入
０１５ｍＬＴＲｌｚｏｌ试剂，充分匀浆。将斑马鱼８个时
相胚胎的ＴＲｌｚｏｌ匀浆室温放置５ｍｉｎ，４℃，１２０００ｒ／
ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ后将匀浆并成 １管，室温放置
５ｍｉｎ，然后每毫升 ＴＲＩｚｏｌ试剂加入０２ｍＬ氯仿。
剧烈振荡１５ｓ，室温放置２ｍｉｎ。４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ。转移上层水相至新的离心管中。加
入０５ｍＬ的预冷的异丙醇，室温放置１５ｍｉｎ沉淀
ＲＮＡ。４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ。弃上清。
加入 １ｍＬ７５％的乙醇。充分洗涤沉淀，４℃，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。弃上清，加入１ｍＬ预冷
的 ７５％ ＤＥＰＣ无水乙醇，４℃，７５０ｇ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清。加入１ｍＬ预冷的７５％ ＤＥＰＣ无水
乙醇，４℃，７５０ｇ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清。４℃，
７５０ｇ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。弃多余的上清液。置空气
中干燥（５～１０ｍｉｎ），沉淀溶于ＤＥＰＣ水中。
１．２．２　扩增 ｂａｎｄ３片段　参考 Ｔｈｅｒｍｏ试剂盒说
明，将总ＲＮＡ逆转录生成 ｃＤＮＡ，以此 ｃＤＮＡ第一
链作为模板．进行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应程序：
９５℃ ８ｍｉｎ（９５℃４０ｓ、５６４℃３０ｓ、６８℃３０ｓ），
３５个循环，６８℃ 延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用１５％
的琼脂糖凝胶电泳检测，按北京天根生化科技有限

公司的割胶回收试剂盒说明书操作回收３００ｂｐ左
右的目的条带。

１．２．３　ｂａｎｄ３表达载体构建及鉴定　将割胶回收
的ｂａｎｄ３ＰＣＲ产物和 ＰＢＳＫ载体分别用 ＥｃｏＲＩ和
ＢａｍＨＩ酶酶切。通过 Ｔ４连接酶将 ｂａｎｄ３和 ＰＢＳＫ
载体连接重组，并送往北京赛诺公司进行测序鉴

定。将测序正确的 ＰＢＳＫｂａｎｄ３重组质粒转化入
ＤＨ５α宿主菌。经单克筛选后挑取单克隆，并提取
质粒用ＥｃｏＲＩ、ＢａｍＨＩ进行双酶切鉴定。见图１。
１．２．４　地高辛标记的 ｂａｎｄ３基因反义 ｍＲＮＡ的
制备　将经测序和酶切鉴定正确的 ＰＢＳＫｂａｎｄ３
重组质粒经ＢａｍＨＩ酶酶切线性化之后，通过 Ｔ７反
义逆转录聚合酶制备反义 ｂａｎｄ３基因反义 ｍＲＮＡ
探针。用 ＮｕｃＡｗａｙｌＭＳｐｉｎＣｏｌｕｍｎｓ纯化吸附柱回
收Ｂａｎｄ３反义ｍＲＮＡ探针，经２％琼脂糖凝胶电泳
鉴定后于－７０℃保存备用。
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图１　构建ＰＢＳＫｂａｎｄ３重组质粒示意图
Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＰＢＳＫｂａｎｄ３

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
１．２．５　斑马鱼全胚胎原位杂交（ｗｈｏｌｅｍｏｕｎｔｉｎｓｉ
ｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＷＩＳＨ）　收集 Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ野生型斑
马鱼受精后０７５、３７５、６、９、１２、１８、２４、３０、３６、４８
和７２ｈｐｆ共１１个不同时相的胚胎，用３％多聚甲
醛固定。用ｌ×ＰＢＳＴ溶液洗去多聚甲醛，用甲醇进
行梯度脱水后，将胚胎置于６８℃杂交炉中进行预
杂交１ｈ，加人制备好的地高辛标记的 ｂａｎｄ３反义
ｍＲＮＡ探针，于６８℃杂交炉中过夜，用不同浓度的
ＳＳＣＴ将多余的探针洗去，加入地高辛抗体后过夜，
用ＭＡＢＴ将多余的抗体洗掉，加入ＢＣＩＰ／ＮＢＴ染液
对杂交胚胎进行染色，体视显微镜下观察并记录，

用固定液对杂交胚胎进行再固定并且照相。

２　结果

２．１　ｂａｎｄ３基因扩增
可见到一特异性扩增带，位于２００～５００ｂｐ，大

小与预期的３４２ｂｐ相符，见图２。

注：１为ＤＮＡＭａｋｅｒ，２为ｂａｎｄ３ＰＣＲ产物，３为空白对照

图２　ｂａｎｄ３基因扩增
Ｆｉｇ．２　ｈｏｘｄ３ｇｅｎｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．２　ＰＢＳＫｂａｎｄ３重组质粒酶切鉴定与测序
用ＥｃｏＲＩ和 ＸｂａＩ双酶切得到的 ｂａｎｄ３基因

片段约 ３００ｂｐ，与ＲＴＰＣＲ产物大小一致；另外，得
到的另１个ＤＮＡ片段约３０００ｂｐ，与ＰＢＳＫ质粒大
小一致。ＰＢＳＫｂａｎｄ３重组质粒测序与 ｂａｎｄ３基因

完全一致。见图３、图４。
２．３　地高辛标记的ｂａｎｄ３反义ｍＲＮＡ探针的制备

将经ＢａｍＨＩ单酶切的 ＰＢＳＫｂａｎｄ３重组质粒
经地高辛标记后经Ｔ７逆转录成功制备反义ｍＲＮＡ
探针，见图５。
２４　斑马鱼全胚胎原位杂交结果

Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ野生型斑马鱼１８～２４ｈｐｆ胚胎的中
中间细胞区（ＩＣＭ，蓝色箭头所示），３０～４８ｈｐｆ主
动脉性腺中肾区（ＡＧＭ，红色箭头所示）有蓝黑色
阳性杂交信号ｂａｎｄ３基因的表达。见图６。

３　讨论

本实验利用斑马鱼这种模式生物研究 ｂａｎｄ３
基因，斑马鱼具有体积小，繁殖迅速，胚胎透明，可

以实现目的基因的可失踪观察等生物学特点，是作

为研究血液疾病研究的理想模式生物［８］。

ＷＩＳＨ可以整体水平反映特定基因在胚胎发
育过程中的时空表达情况，是研究胚胎发育过程中

调控基因表达的常用技术。该技术成熟，地高辛所

标记的探针具有较高灵敏度［９－１０］，本实验通过设

计斑马鱼ｂａｎｄ３基因片段的引物，提取斑马鱼胚胎
总ＲＮＡ，成功通过 ＲＴＰＣＲ扩增出 ｂａｎｄ３基因片
段，将扩增的ｂａｎｄ３基因片段通过 Ｔ４ＤＮＡ连接酶
与载体 ＰＢＳＫ质粒进行定向重组，得到 ＰＢＳＫ
ｂａｎｄ３重组质粒，经过双酶切以及序列测定确定
ＰＢＳＫｂａｎｄ３重组质粒构建成功，并在此基础上以
ＰＢＳＫｂａｎｄ３重组质粒为模板进行 Ｔ７体外转录，得
到了片段为 ２００ｂｐ～５００ｂｐ的地高辛标记的
ｂａｎｄ３反义ｍＲＮＡ探针，并进行斑马鱼全胚胎原位
杂交技术观察ｂａｎｄ３反义ｍＲＮＡ探针在Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ
野生型斑马鱼胚胎早期发育过程中的时空表达情

况。

ｂａｎｄ３基因表达的蛋白是红细胞膜上主要的
蛋白，由３个亚基组成。是红细胞膜阴离子通道蛋
白，也是 Ｓｅｒ／Ｔｈｒ激酶的主要底物。本研究发现，
ｂａｎｄ３基因在肾脏 α闰细胞和在心肌细胞中有所
表达，说明ｂａｎｄ３基因与红系造血有关，其作用可
能是助于红细胞提高二氧化碳的运输和维持形状。

在某些导致红细胞破坏的疾病中，如地中海贫血、

遗传性球形红细胞增多症、葡萄糖６磷酸脱氢酶
缺乏症等［１１－１２］。Ｂａｎｄ３蛋白发生磷酸化的结构变
化，破坏整个红细胞膜的蛋白结构，影响红细胞的

脆性和变形能力，从而发生一系列病理反应。今后
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图３　ＰＢＳＫｂａｎｄ３重组质粒测序
Ｆｉｇ．３　ＰＢＳＫｂａｎｄ３ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

图４　ＰＢＳＫｂａｎｄ３质粒的双酶切结果
Ｆｉｇ．４　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

ｏｆＰＢＳＫｂａｎｄ３ｐｌａｓｍｉｄ

注：１、２为反义ｂａｎｄ３ｍＲＮＡ

图５　地高辛标记的反义ｂａｎｄ３ｍＲＮＡ
Ｆｉｇ．５　Ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎｌａｂｅｌｅｄａｎｔｉｓｅｎｓｅｂａｎｄ３ｍＲＮＡ
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注：蓝色箭头所示ＩＣＭ，红色箭头所示ＡＧＭ

图６　ｂａｎｄ３基因在野生型Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ斑马鱼全胚胎中的表达
Ｆｉｇ．６　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂａｎｄ３ｇｅｎｅｉｎｗｉｌｄｔｙｐｅＴｅｂｉｎｇｅｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏ

可以进一步研究 ｂａｎｄ３的表达对红细胞膜结构的
影响。
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