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［摘　要］目的：探究 ｐ２１基因在斑马鱼早期发育过程中的表达。方法：Ｔｒｉｚｏｌ法提取野生型斑马鱼胚胎总
ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ法扩增ｐ２１基因片段，与ｐＣＳ２＋载体重组构建ｐ２１ｐＣＳ２＋重组质粒，以Ｔ３ＲＮＡ聚合酶制备地高辛
标记的反义ｍＲＮＡ探针，通过斑马鱼全胚胎原位杂交检测 ｐ２１基因在野生型斑马鱼胚胎早期发育过程中的表
达。结果：成功构建了ｐ２１ｐＣＳ２＋重组质粒，并制备反义 ｍＲＮＡ探针；原位杂交结果显示野生型斑马鱼０５～
１８ｈｐｆ的胚胎均未发现ｐ２１基因阳性杂交信号，２４～３６ｈｐｆ胚胎可在脊索部位观察到阳性信号，４８～７２ｈｐｆ胚胎
可在头部胸腺附近观察到阳性信号，表达量均较低。结论：成功制备了 ｐ２１ｐＣＳ２＋重组质粒及斑马鱼 ｐ２１基因
反义ｍＲＮＡ探针，ｐ２１基因在野生型斑马鱼胚胎不同发育时相中表达水平不同。
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　　ｐ２１基因表达产物是细胞周期的一种抑制因
子，是细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子 ＣＫＩ中
细胞因子诱导的蛋白／激酶相互作用蛋白 Ｃｉｐ／Ｋｉｐ
（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ／ｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｃｉｐ／Ｋｉｐ）家族的一员。当在细胞接受到接触抑
制、ＤＮＡ损伤、低氧及某些细胞因子等信号后产生
Ｐ２１基因表达产物，参与细胞的生长、分化、衰老及
死亡过程，同时 Ｐ２１基因表达产物又与肿瘤发生
密切相关，在细胞的生理、病理过程中发挥重要作

用［１－３］。斑马鱼作为一种新兴的模式生物，具有成

鱼体积小，适宜在较小空间里大量养殖，生命力强，

成熟周期短，繁殖能力强，在体外受精发育，胚胎透

明，便于在四维领域即其前后、上下、左右及时间上

进行观察，可进行高通量基因筛查，全基因组测序

工作已完成等优点。同时斑马鱼与哺乳动物在分

子途径调控造血上高度保守，提供了几乎与哺乳动

物和其他高级脊椎动物一致的造血系统［４］。因

此，利用斑马鱼作为模式生物来研究造血系统功能

和疾病有着广阔的前景。本实验以斑马鱼为对象，

构建ｐ２１ｐＣＳ２＋重组质粒，制备 ｐ２１反义 ｍＲＮＡ探
针，以全胚胎原位杂交法观察斑马鱼胚胎发育中

ｐ２１的表达情况，为下一步以斑马鱼作为模型研究
ｐ２１奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料
Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ品系斑马鱼参照 Ｗｅｓｔｅｒｆｉｅｌｄ［５］方法

养殖在 ２８．５℃的循环水系统中。根据 Ｋｉｍｍｅｌ
等［６］文献中提供的斑马鱼生长发育图谱，区分其

发育阶段，收集时相为受精后０７５ｈ（０７５ｈｏｕｒｓ
ｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｈｐｆ）、３７ｈｐｆ、６ｈｐｆ、１２ｈｐｆ、１８ｈｐｆ、
２４ｈｐｆ、３０ｈｐｆ、３６ｈｐｆ、４８ｈｐｆ以及７２ｈｐｆ。
１２　方法
１２１　获取ｐ２１ｃＤＮＡ　收集野生型斑马鱼胚胎，
每个时相 １０枚，用 Ｔｒｉｚｏｌ方法提取总 ＲＮＡ，使用
Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ公司 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎ
ｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ试剂盒反转录获取ｐ２１ｃＤＮＡ，操作
按说明书。

１２２　体外克隆 ｐ２１　根据 ＮＣＢＩ数据提供的斑
马鱼ｐ２１基因全长ｃＤＮＡ，设计引物序列ｐ２１Ｆ，５′
ＣＣＡＴＣＧＡＴＧＧＣＡＧＣＴＣＴＴＧＣＡＧＡＡＧＣＴＣ３′；ｐ２１
Ｒ，５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＣＴＧＧＣＣＧＧＡＴＴＴＧＣＧＣＧＧ３′；引
物序列包含 ＣｌａⅠ、ＸｂａⅠ酶切位点。利用 ＫＯＤ

ｐｌｕｓ扩增ｐ２１基因，为保证 ＰＣＲ产物的特异性，将
上述体系以降落ＰＣＲ法完成体外扩增。ＰＣＲ程序
如下：９４℃ ８ｍｉｎ，９４℃ ４０ｓ，６８℃ ３０ｓ，７２℃
６０ｓ，以后每２个循环降低退火温度１℃至退火温
度降至６０℃，９４℃４０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃６０ｓ（２０
个循环），７２℃ １０ｍｉｎ。
１２３　构建 ｐ２１ｐＣＳ２＋重组质粒　将 ｐＣＳ２＋质粒
及ｐ２１基因的ＰＣＲ产物分别用 ＣｌａⅠ、ＸｂａⅠ双酶
切，酶切后进行电泳分析，回收目的条带，将回收的

经酶切的ｐＣＳ２＋质粒及ｐ２１基因 ＰＣＲ产物进行连
接。将连接产物转入 ＥｃｏｌｉＤＨ５α感受态菌，通过
ＡＭＰ抗性筛选，挑选阳性克隆，扩增后用 Ａｘｙｇｅｎ
质粒小抽试剂盒抽提ｐ２１ｐＣＳ２＋重组质粒。
１２４　ｐ２１ｐＣＳ２＋重组质粒鉴定　 以ＣｌａⅠ及Ｘｂａ
Ⅰ双酶切ｐ２１ｐＣＳ２＋重组质粒，通过琼脂糖电泳判
断酶切产物大小，鉴定是否有插入序列 ＤＮＡ及
ｐＣＳ２＋质粒 ＤＮＡ。并将 ｐ２１ｐＣＳ２＋重组质粒委托
北京诺赛基因公司进行测序。

１２５　制备 ｐ２１基因反义 ｍＲＮＡ探针　将 ｐ２１
ｐＣＳ２＋重组质粒用 ＣｌａⅠ单酶切进行质粒 ＤＮＡ线
性化，将线性化 ｐ２１ｐＣＳ２＋重组质粒加入地高辛标
记的寡核苷酸，利用Ｔ３ＲＮＡ聚合酶完成体外转录，
得到地高辛标记的 ｐ２１基因反义 ｍＲＮＡ探针，置
于－７０℃保存备用。
１２６　斑马鱼 ｐ２１全胚胎原位杂交　分别收集
０７５～７２ｈｐｆ时相的野生型斑马鱼胚胎，去除卵
膜，４％多聚甲醛（ＰＦＡ）固定２４ｈ，用１×ＰＢＳＴ洗３
次，然后依次用２５％甲醇（ＰＢＳ）、５０％甲醇（ＰＢＳ）、
７５％甲醇（ＰＢＳ）和１００％甲醇洗涤，－２０℃保存过
夜。体视显微镜下挑选已脱水的完整胚胎，每个时

相挑选２０～３０枚，依次用７５％甲醇（ＰＢＳＴ）、５０％
甲醇（ＰＢＳＴ）、２５％甲醇（ＰＢＳＴ）溶液洗涤 １次。
２４ｈｐｆ之后的斑马鱼胚胎需用蛋白酶 Ｋ处理，以利
于探针渗透。将胚胎移入６８℃杂交炉，加入预热
的预杂交液 ＨＹＢ（－），１５ｍｉｎ。吸出 ＨＹＢ（－），
加入 ＨＹＢ（＋），６８℃ １ｈ；再加入地高辛标记的
ｐ２１反义ｍＲＮＡ探针，６８℃过夜。在杂交炉中，用
５０％甲酰胺（２×ＳＳＣＴ）１ｍＬ洗涤两次，每次６８℃
３０ｍｉｎ。再用 ２×ＳＳＣＴ１ｍＬ洗涤 １次，６８℃
１５ｍｉｎ。最后用０２×ＳＳＣＴ１ｍＬ洗涤两次，每次
６８℃ ３０ｍｉｎ。将胚胎移至十二孔板中，用 ＭＡＢＴ
２５ｍＬ洗３次，每次室温轻摇５ｍｉｎ。加入阻滞液
２５ｍＬ于室温下轻摇１ｈ。加入抗地高辛抗体至
终浓度为１∶５０００，４℃轻摇过夜。吸去抗体，用阻

６６７

贵 州 医 科 大 学 学 报　 ４１卷　



滞液 ｌｍｌ洗涤１次，室温轻摇３０ｍｉｎ，再用 ＭＡＢＴ
２ｍＬ洗涤两次，室温轻摇１ｈ及３０ｍｉｎ，用染色缓
冲液洗涤３次。加入ＮＢＴ／ＢＣＩＰ染液染色，并在体
视显微镜下观察，直至染色成功。将胚胎用 １×
ＰＢＳＴ洗涤后，用４％的多聚甲醛固定，４℃保存，在
体视显微镜（ＮｉｋｏｎＳＭＺ１５０）下拍照。

２　结果

２１　重组质粒 ｐ２１ｐＣＳ２＋及反义 ｐ２１基因反义
ｍＲＮＡ探针

ＰＣＲ产物经凝胶电泳分析显示５００ｂｐ附近可
见一特异扩增带，大小与预期５２５ｂｐ结果相符（图
１）；重组质粒ｐ２１ｐＣＳ２＋电泳结果显示，在４０００ｂｐ
附近可见两条条带，５２５ｂｐ附近可见１条条带（图
２），提示重组质粒构建成功。ｐ２１基因反义 ｍＲＮＡ
探针电泳结果显示，在５００ｂｐ位置有明显条带，重
组质粒测序结果通过 Ｇｅｎｂａｎｋ比对显示与所需
ｐ２１基因片段完全一致，提示 ｐ２１基因反义 ｍＲＮＡ
探针制备成功（图３、图４）。
２２　ｐ２１基因在野生型斑马鱼全胚胎原位杂交结果

０７５～１８ｈｐｆ胚胎未见 ｐ２１基因阳性杂交信
号（图５Ａ－Ｆ），２４～３６ｈｐｆ胚胎部分脊索可观察
到ｐ２１基因阳性杂交信号（图５Ｇ－Ｉ红色箭头所
示），但表达量并不高；４８～７２ｈｐｆ胚胎在头部可见
阳性信号（图５Ｊ－Ｋ绿色箭头所示），两侧对称出
现。０７５～７２ｈｐｆ在斑马鱼胚胎造血区如ＩＣＭ区、
ＡＧＭ区未观察到阳性杂交信号，提示野生型斑马
鱼造血系统无ｐ２１基因表达或 ｐ２１基因表达极低
（图５）。

注：１为ＤＮＡｍａｒｋｅｒⅢ，２为ＰＣＲ产物，
３为ＧＡＰＤＨ，４为空白对照

图１　ｐ２１基因ＰＣＲ扩增产物电泳
Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐ２１

注：１为ＤＮＡｍａｒｋｅｒⅢ，２为Ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｅｄｐ２１ｐＣＳ２＋，

３为Ｌｉｎｅａｒｉｔｙｐ２１ｐＣＳ２＋，４为Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ

ｐｌａｓｍｉｄｐＣＳ２＋，５为空白对照

图２　ｐ２１ｐＣＳ２＋限制性内切酶酶切鉴定
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓｄｉｇｅｓｔｐ２１ｐＣＳ２＋

ｗｉｔｈＣｌａⅠａｎｄＸｂａⅠ

注：１为ＤＮＡｍａｒｋｅｒⅣ，２和３为反义ｐ２１
ｍＲＮＡ探针，４为空白对照

图３　ｐ２１基因反义ｍＲＮＡ探针电泳
Ｆｉｇ．３　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｈｅａｎｔｉｓｅｎｓｅ

ｐ２１ｍＲＮＡｐｒｏｂｅ

３　讨论

ｐ２１基因最初是通过酵母双杂交及消减杂交
等方法得到，主要参与 ＤＮＡ损伤的细胞应答反
应［７－８］。Ｈａｒｐｅｅｒ等在研究 ＣＤＫ２的调节蛋白时发
现，ｐ２１作为 ＣＤＫ２及其他 ＣＤＫ的抑制物，在细胞
分裂过程中起着关卡作用［９］。Ｖｏｇｅｌｓｔｅｉｎ等在寻找
受ｐ５３转录调控的基因中发现了ｐ２１基因，将其称
为 ＷＡＦｌ（ｗｉｌｄｔｙｐｅｐ５３ａｃｔｉｖａｔｅｄｆｒａｇｍｅｎｔ１），将其
导入肿瘤细胞时，可发现其与ｐ５３有同样的抑瘤效
应［１０］。目前，有关 ｐ２１基因的结构功能的认识逐
渐增多，许多研究表明其与细胞终末分化、损伤、衰

老有着重要的功能意义，并参与癌症的发生［１１－１３］。

因此对ｐ２１基因相关功能的研究可能成为治疗癌
症的新靶点。

ｐ２１基因最核心的功能是其参与调节细胞周
期的功能，可影响细胞的自我更新、分裂、分化及凋

亡等。当ＤＮＡ损伤时，一系列蛋白激酶被激活、核
苷酸的耗竭、氧供不足和过剩等可激活ｐ５３，ｐ２１基
因编码区上游２４ｋｂ和约８ｋｂ处有２个ｐ５３共有
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图４　ｐ２１ｐＣＳ２＋重组质粒测序
Ｆｉｇ．４　ＤＮＡＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｏｆｐ２１ｐＣＳ２＋

注：红色箭头为脊索，绿色箭头为胸腺

图５　ｐ２１基因在野生型斑马鱼胚胎发育过程中的表达
Ｆｉｇ．５　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ２１ｇｅｎｅｉｎｗｉｌｄｔｙｐｅｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｓ

的结合区，因而ｐ５３基因激活会导致其靶基因 ｐ２１
基因的迅速转录。转录出的 ｐ２１蛋白可与 ＣＤＫ２
等因子结合，抑制其活性，使受到损伤的细胞停滞

于Ｇ１期，不能进一步进行 ＤＮＡ复制和有丝分裂，
从而使受损的细胞有充分的时间修复，不能修复

的则发生凋亡［１０，１４］。研究发现，在血清供给量不

足、接触性抑制和衰老等条件下，通过肿瘤坏死因

子、组织型纤溶酶原激活剂等因素的作用，ｐ２１基
因可以快速发生反应，使受损的细胞发生细胞周期

阻滞，在正常组织细胞的发育、分化中非依赖 ｐ５３
途径的ｐ２１基因的调节同样存在［１５］。ｐ２１基因可
以与增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉ
ｇｅｎ，ＰＣＮＡ）相互作用，在 Ｓ期发生 ＤＮＡ损伤，通
过ｐ２１Ｃ端竞争性抑制ＤＮＡ聚合酶和ＰＣＮＡ的结
合，阻断ＰＣＮＡ活化 ＤＮＡ聚合酶的活性从而抑制

ＤＮＡ的合成，使细胞周期停滞 ［１６］。

目前斑马鱼作为一种模式生物已广泛应用于

各种疾病的研究。对致癌化合物引起的斑马鱼肿

瘤的研究显示，其在基因组学及组织病理等方面与

人类肿瘤高度相似［１７－１８］。２００３年，Ｌａｎｇｅｎａｕ
等［１９］创建了首个斑马鱼白血病模型，并且将该白

血病模型斑马鱼的血细胞转入亚致死量射线照射

过的野生型斑马鱼，同样可以引起白血病症状，这

进一步引起了通过斑马鱼来研究造血系统疾病的

热潮。ｐ２１基因是一个高度保守的基因，在氨基酸
水平上人的 ｐ２１基因与斑马鱼有８７％的同源性。
因此本研究选择斑马鱼为模式生物，有利于对 ｐ２１
基因的功能的研究，也是国内外首次报道ｐ２１基因
在野生斑马鱼中的表达情况。

在本研究中，通过对野生型斑马鱼胚胎进行全
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胚胎原位杂交，在胚胎发育早期（０７５～１８ｈｐｆ）未
观察到 ｐ２１基因表达，ｐ２１基因为细胞周期中与
Ｇ１／Ｓ检查点相关的关键调节因子，与细胞增殖的
机制相关；当有错误的 ＤＮＡ复制时，ｐ２１基因表达
增加，限制细胞周期的进程，使其进行ＤＮＡ修复后
再继续分裂。故对此推测在细胞增殖受阻的部位

ｐ２１基因呈高表达，而在细胞分裂、分化旺盛的部
位其表达降低，早期斑马鱼胚胎生长发育旺盛，细

胞大量分化，所以 ｐ２１基因表达量低，通过原位杂
交方法不能观测到其表达，但具体机制有待于进一

步的研究。２４～３６ｈｐｆ胚胎可在脊椎部位观察到
阳性信号，表明ｐ２１基因与斑马鱼早期胚胎发育过
程中可能与神经系统发育相关。４８～７２ｈｐｆ胚胎
可在头部观察到阳性信号，两侧对称出现，考虑该

部位为胸腺。下一步可通过胸腺发育相关的基因

进行进一步认证ｐ２１是否在斑马鱼胸腺内表达，利
用斑马鱼优势模式生物，可能揭示 Ｔ细胞的发生
和分化与ｐ２１的关系。
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　７期 宋　锦等　ｐ２１基因在野生型斑马鱼胚胎发育过程中的表达


