
书书书

ＦＬＡＳＨ基因在野生型斑马鱼早期表达以及与 ＨｏｘＢ４
基因的关系
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［摘　要］目的：观测ＦＬＡＳＨ基因在Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ野生型斑马鱼胚胎早期的表达及与ＨｏｘＢ４基因的关系。方法：
以ＨｏｘＢ４转基因斑马鱼系为研究对象，分为实验组、实验对照组和空白对照组，实验组为ＨｏｘＢ４转基因斑马鱼系
与Ｃｒｅ鱼系交配所得的过表达ＨｏｘＢ４的带有ＥＧＦＰ荧光的胚胎（Ｔｇ：Ｌｍｏ２Ｃｒｅ，Ｌｍｏ２ＬＤＥＬＨｏｘｂ４ＥＧＦＰ），实验对
照组为ＥＧＦＰ转基因斑马鱼系与Ｃｒｅ鱼系交配所得的表达ＥＧＦＰ荧光的胚胎（Ｔｇ：Ｌｍｏ２Ｃｒｅ，Ｌｍｏ２ＬＤＥＬＥＧＦＰ），
空白对照组为 Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ野生型斑马鱼的胚胎；采用 ＦＬＡＳＨ反义 ｍＲＮＡ探针做原位杂交并观察其表达。结果：
观察到Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ组中３７、９～２４ｈｐｆ的神经外侧板、头部和脊索及１８～３０ｈｐｆ的原肾管可见黑色的阳性杂交信
号，３６ｈｐｆ后未见；１８～７２ｈｐｆ的空白对照组与实验对照组间ＦＬＡＳＨ表达水平无差异，实验组１８～３０ｈｐｆ神经系
统、造血系统ＦＬＡＳＨ的表达下调。结论：ＦＬＡＳＨ基因可能是ＨｏｘＢ４基因的下游靶基因。
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　　Ｈｏｘｂ４被认为是造血发育的重要调节因子［１］。

本课题组前期通过建立可示踪的造血干细胞自我

更新的斑马鱼模型［２］，在斑马鱼体内特异性过表

达Ｈｏｘｂ４基因，研究发现 ＨｏｘＢ４与增殖和凋亡相
关，能够在体内外促进造血干细胞（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ
ｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＨＳＣ）扩增，增加了 ＨＳＣ自我更新的机
率，但又不影响 ＨＳＣ分化成正常的成熟的各系血
细胞［３－４］。ＦＬＡＳＨ基因是一个高度保守的基因，其
表达产物广泛分布于多种生物细胞中，具有半胱天

冬酶催化活性、与死亡受体结合调节细胞凋亡，有

转录抑制作用。人ＦＬＳＡＨ基因与斑马鱼ＦＬＡＳＨ基
因同源性超过８０％，在爪蟾的神经系统中 ＦＬＡＳＨ
基因可能是ＨｏｘＢ４的下游靶基因［５－７］，遂推测在造

血系统中，ＨｏｘＢ４是否有可能通过 ＦＬＡＳＨ基因实
现对 ＨＳＣ调控。故本实验研究通过了解 ＦＬＡＳＨ
基因在野生型斑马鱼胚胎发育过程中表达、以及在

Ｈｏｘｂ４基因异位表达时相与组织的变化，初步分析
ＦＬＡＳＨ基因作为Ｈｏｘｂ４基因下游靶基因的可能性。

１　材料与方法

１１　实验动物
Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ野生型斑马鱼由本实验室繁殖培

育，转基因斑马鱼系 ｚＬｍｏ２Ｃｒｅ、ｚＬｍｏ２ＬＤＥＬＥＧＦＰ
及ｚＬｍｏ２ＬＤＥＬＨｏｘＢ４ＥＧＦＰ均由本实验小组前期
建系［７］，实验动物养殖在带有过滤消毒系统及（２８
±２）℃恒温的循环水系统中，光照时间 １２ｈ／ｄ。
待斑马鱼发育至性成熟，按雌雄１∶２的比例配对，
在次日０５ｈ后收集胚胎，并置于２８℃生化培养
箱培养，根据斑马鱼生长发育图谱分别收集各时相

斑马鱼胚胎。以ＨｏｘＢ４转基因斑马鱼系为研究对
象，分为实验组、实验对照组和空白对照组，实验组

为ＨｏｘＢ４转基因斑马鱼系与 Ｃｒｅ鱼系交配所得的
过表达 ＨｏｘＢ４的带有 ＥＧＦＰ荧光的胚胎（Ｔｇ：
Ｌｍｏ２Ｃｒｅ，Ｌｍｏ２ＬＤＥＬＨｏｘｂ４ＥＧＦＰ），实验对照组
为ＥＧＦＰ转基因斑马鱼系与 Ｃｒｅ鱼系交配所得的
表达 ＥＧＦＰ荧光的胚胎（Ｔｇ：Ｌｍｏ２Ｃｒｅ，Ｌｍｏ２
ＬＤＥＬＥＧＦＰ），空白对照组为 Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ野生型斑
马鱼的胚胎。ＦＬＡＳＨ基因反义 ｍＲＮＡ探针由本课

题组前期制备，并于－８０℃储存。
１２　全胚胎原位杂交

收集３组０７５～７２ｈｐｆ的胚胎进行原位杂交，
用１×ＰＢＳＴ溶液洗去固定液，甲醇梯度脱水，用
ＰｒｏｔｅａｓｅＫ使胚胎通透，将胚胎置于６８℃杂交炉中
进行预杂交 １ｈ，加入制备好的地高辛标记的
ＦＬＡＳＨ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
辛标记的抗体后过夜，用 ＭＡＢＴ将多余的探针洗
掉；加入 ＢＣＩＰ／ＮＢＴ染液对杂交胚胎进行染色，在
体视显微镜下观察并记录结果后，用固定液对杂交

胚胎进行再固定并且照相。

２　结果

２１　ＦＬＡＳＨ基因在 Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ野生型斑马鱼全胚
胎原位杂交结果

在Ｔｕｂｉｎｇｅｎ野生型斑马鱼３７、９、１２ｈｐｆ的脊
索和神经外侧板，１８～３０ｈｐｆ的头部、部分的脊索
及造血区域可观察到ＦＬＡＳＨ基因黑色阳性杂交信
号，但与神经系统表达相比，ＦＬＡＳＨ基因在造血区
域表达是比较低的，０７５、３６ｈｐｆ后未见 ＦＬＡＳＨ基
因在 Ｔｕｂｉｎｇｅｎ野生型斑马鱼体内明显表达，由此
可见ＦＬＡＳＨ基因在 Ｔｕｂｉｎｇｅｎ野生型斑马鱼神经系
统中是高表达的，而在造血系统中是低表达（图１）。
２２　ＦＬＡＳＨ基因在３组不同品系的１８、２４ｈｐｆ斑
马鱼全胚胎原位杂交结果

从杂交结果来看，空白对照组与实验对照组

（ＴＧ：ｚＬｍｏ２Ｃｒｅ，ＴＧ：ｚＬｍｏ２ＬＤＥＬＥＧＦＰ）在 １８～
２４ｈｐｆ未见明显差别、而 ＦＬＡＳＨ基因在实验组
（ＴＧ：ｚＬｍｏ２Ｃｒｅ，ＴＧ：ｚＬｍｏ２ＬＤＥＬＨｏｘＢ４ＥＧＦＰ）１８
～２４ｈｐｆ胚胎中的神经系统和原肾管的表达较空
白对照组１８～２４ｈｐｆ胚胎及实验对照组（ＴＧ：ｚＬ
ｍｏ２Ｃｒｅ，ＴＧ：ｚＬｍｏ２ＬＤＥＬＥＧＦＰ）１８～２４ｈｐｆ的胚
胎明显减弱（图２）。
２３　ＦＬＡＳＨ基因在３组不同品系的３０、３６ｈｐｆ斑
马鱼全胚胎原位杂交结果

空白对照组与实验对照组（ＴＧ：ｚＬｍｏ２Ｃｒｅ，
ＴＧ：ｚＬｍｏ２ＬＤＥＬＥＧＦＰ）在３０～３６ｈｐｆ未见明显差
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注：Ｎ为脊索，Ｐ为原肾管，绿箭头所示在ＦＬＡＳＨ神经系统的表达信号，红箭头所示ＦＬＡＳＨ在造血系统的表达信号

图１　ＦＬＡＳＨ基因在Ｔｕｂｉｎｇｅｎ野生型斑马鱼全时相胚胎原位杂交结果
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆＦＬＡＳＨｇｅｎｅｉｎ０．７５～７２ｈｐｆｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏ

注：Ｎ为脊索，Ｐ为原肾管，绿箭头所示ＦＬＡＳＨ在神经系统的表达信号，红箭头所示ＦＬＡＳＨ在造血系统的表达信号

图２　 ＦＬＡＳＨ基因在３组不同品系的１８、２４ｈｐｆ斑马鱼全胚胎原位杂交结果
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆＦＬＡＳＨｇｅｎｅｉｎ１８ｈｐｆ，２４ｈｐｆｏｆｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙｐｅｓｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏ

别、而 ＦＬＡＳＨ基因在实验组（ＴＧ：ｚＬｍｏ２Ｃｒｅ，ＴＧ：
ｚＬｍｏ２ＬＤＥＬＨｏｘＢ４ＥＧＦＰ）３０ｈｐｆ胚胎中的神经系
统和原肾管的表达较空白对照组３０ｈｐｆ胚胎及实
验对照组（ＴＧ：ｚＬｍｏ２Ｃｒｅ，ＴＧ：ｚＬｍｏ２ＬＤＥＬＥＧＦＰ）
３０ｈｐｆ的胚胎明显减弱。ＦＬＡＳＨ基因在实验组
（ＴＧ：ｚＬｍｏ２Ｃｒｅ，ＴＧ：ｚＬｍｏ２ＬＤＥＬＨｏｘＢ４ＥＧＦＰ）

３０ｈｐｆ胚胎中未见明显表达，而在３６ｈｐｆ后各组之间
未见明显差别，ＦＬＡＳＨ基因也未见明显表达（图３）。
２４　ＦＬＡＳＨ基因在３组不同品系的４８ｈｐｆ、７２ｈｐｆ
斑马鱼全胚胎原位杂交结果

从图４可以观察：在４８～７２ｈｐｆ各组之间未见
明显差别，ＦＬＡＳＨ基因也未见明显表达。
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注：Ｎ为脊索，Ｐ为原肾管，绿箭头所示ＦＬＡＳＨ在神经系统的表达信号，红箭头所示ＦＬＡＳＨ在造血系统的表达信号

图３　ＦＬＡＳＨ基因在３组不同品系的３０ｈｐｆ、３６ｈｐｆ斑马鱼全胚胎原位杂交结果
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆＦＬＡＳＨｇｅｎｅｉｎ３０ｈｐｆ，３６ｈｐｆｏｆｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙｐｅｓｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏ

图４　ＦＬＡＳＨ基因在３组不同品系的４８、７２ｈｐｆ斑马鱼全胚胎原位杂交结果
Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆＦＬＡＳＨｇｅｎｅｉｎ４８ｈｐｆ、７２ｈｐｆｏｆｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙｐｅｓｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏ
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３　讨论

斑马鱼作为一种新兴的动物模型是研究基因

功能的有效载体，相比较于其他模式生物，其优势

在于体外受精，生殖周期短、生殖能力强、高产卵量、

体积小、发育快且胚胎透明，经济适用等优点，并且

发现斑马鱼基因与人类基因保守度约８５％［８－１０］。

ＦＬＡＳＨ基因作为一种促凋亡基因，是 Ｆａｓｃａｓｐａｓｅ８
凋亡通路中的一个组成部分，起传导信号的作

用［１１－１２］。本实验对 ＦＬＡＳＨ在斑马鱼胚胎发育早
期的原位杂交结果显示，早在斑马鱼胚胎的３７ｈｐｆ
就能观察到杂交信号，揭示 ＦＬＡＳＨ可能参与了胚
系细胞的自我更新；而６ｈｐｆ未见表达的具体原因
尚不清楚，可能与母体基因表达开始减少，自体基

因开始表达有关。３７、９～１２ｈｐｆ观察到ＦＬＡＳＨ基
因脊索和神经外侧板、１８～３０ｈｐｆ的头部，部分的
脊索及造血区域可观察到ＦＬＡＳＨ基因黑色阳性杂
交信号，斑马鱼胚胎至９ｈｐｆ时，是脊索、肌肉及后
脑特异性神经系统发育的关键时期，１２ｈｐｆ是原始
造血形成的关键时期，１８ｈｐｆ是原始造血的高峰时
期，而斑马鱼２４ｈｐｆ后，主要的组织器官原基已形
成，各个脑室、血细胞、体节等均清楚可见，３０ｈｐｆ时
原始造血基本停止。３６ｈｐｆ后未见 ＦＬＡＳＨ明显表
达，表明ＦＬＡＳＨ在神经系统发生、成熟，原始造血
等早期胚胎发育过程中可能发挥重要作用。异位

表达 Ｈｏｘｂ４能加强 ＨＳＣ的自我更新和增殖的能
力，而且未导致血液系统的恶性肿瘤［１３－１５］，本实验

室前期的实验结果也证明了这一点［７］。据文献报

道在爪蟾神经系统中ＦＬＡＳＨ基因是ＨｏｘＢ４的下游
靶基因［４］，遂推测在造血系统中，ＨｏｘＢ４是有可能
通过ＦＬＡＳＨ基因实现对 ＨＳＣ的调控的。本实验
利用本课题组前期制备并保存完好的 ＦＬＡＳＨ基因
反义ｍＲＮＡ探针［１６］，通过斑马鱼全胚胎原位杂交

技术观察ＦＬＡＳＨ基因在斑马鱼的神经系统和造血
系统的表达情况。本研究结果显示实验组（ＴＧ：ｚＬ
ｍｏ２Ｃｒｅ，ＴＧ：ｚＬｍｏ２ＬＤＥＬＨｏｘＢ４ＥＧＦＰ）１８～３０ｈｐｆ
与空白对照组相比较，在神经系统和造血系统表达

发生了下调，而 ３６ｈｐｆ后未见 ＦＬＡＳＨ基因明显表
达。实验对照组（ＴＧ：ｚＬｍｏ２Ｃｒｅ，ＴＧ：ｚＬｍｏ２ＬＤＥＬ
ＥＧＦＰ）ＦＬＡＳＨ基因表达与空白对照组未见明显差
异，而 １８ｈｐｆ是斑马鱼原始造血的高峰时期，
３０ｈｐｆ斑马鱼原始造血基本停止，故本研究推测
ＦＬＡＳＨ基因在斑马鱼胚胎神经系统早期和原始造

血过程中发挥了重要作用，并且在 ＨｏｘＢ４异位表
达转基因鱼系中ＦＬＡＳＨ基因在神经系统和造血系
统中的表达发生了下调，在神经系统和造血系统在

早期发育的过程中，存在大量的细胞凋亡和分化，

ＦＬＡＳＨ基因作为促凋亡基因参与了这一过程，结
合ＨｏｘＢ４基因与ＦＬＡＳＨ基因都分别在神经系统中
高表达，在造血系统中低表达，故推测在ＨＳＣ经原
肾管迁移到成体造血器官的过程中，异位表达

ＨｏｘＢ４基因可能导致了 ＦＬＡＳＨ基因在斑马鱼体内
的表达水平发生了下调，可能减少了 ＨＳＣ的凋亡
数目，从而可能使ＨＳＣ的生存时间发生了延长。
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