
·基础研究·

心血管发育相关基因 ｍｐｘ在斑马鱼早期胚胎发育中
的表达
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［摘　要］目的：探讨斑马鱼体内髓样特异性过氧化物酶（ｍｐｘ）在胚胎发育过程中的表达模式。方法：按 Ｔｒ
ｉｚｏｌ法提取斑马鱼总ＲＮＡ后逆转录成ｃＤＮＡ，再以ｃＤＮＡ为模板ＲＴＰＣＲ扩增ｍｐｘ基因片段；用基因重组技术构
建ｐＣＳ２＋ｍｐｘ重组质粒后将质粒酶切线性化，Ｔ３聚合酶制备 ｍｐｘ反义 ＲＮＡ探针，用全胚胎原位杂交检测 ｍｐｘ
基因的表达。结果：成功构建了ｐＣＳ２＋ｍｐｘ重组质粒，原位杂交结果显示在２４ｈｐｆ，ｍｐｘ基因在斑马鱼胚胎中间
细胞团表达；从２４ｈｐｆ开始，ｍｐｘ基因在斑马鱼胚胎卵黄囊表面、心脏和轴向脉管系统中高表达，一直持续到
７２ｈｐｆ；尤其是在７２ｈｐｆ，ｍｐｘ基因在整个胚胎头部、卵黄囊表面、尾部中弥散表达。结论：ｍｐｘ基因在斑马鱼心
血管系统发育的时间和部位中都有表达，ｍｐｘ基因可能参与调控斑马鱼心血管系统发育。

［关键词］斑马鱼；心血管疾病；早期胚胎发育；ｍｐｘ基因；全胚胎原位杂交；心血管
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　　髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）是髓
系细胞的特异性标志物，主要由中性粒细胞以及单

核细胞分泌 ［１－２］。随着对 ＭＰＯ的深入研究，发现
ＭＰＯ涉及多种疾病进程。既往国内外研究证实，
ＭＰＯ与心血管疾病（ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ，ＣＶＤ）
的发生有关［３－４］，髓样特异性过氧化物酶ｍｐｘ基因
是斑马鱼中最接近哺乳动物 ＭＰＯ基因的同源
物［５］。基于斑马鱼胚胎通体透明、体外受精、发育

迅速等优势，本研究以斑马鱼为实验动物开展相关

实验研究，旨在探讨斑马鱼 ｍｐｘ在胚胎发育过程
中的表达，为进一步探索 ｍｐｘ与 ＣＶＤ的关系及开
发治疗ＣＶＤ的新药奠定基础。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　实验动物　野生型斑马鱼由本课题组实验
中心饲养：２８℃循环水中养殖，幼鱼和成鱼分别以
草履虫和丰年虾喂养，光照 １２ｈ／ｄ，收集受精后
０７５ｈ、３７ｈ、６ｈ、９ｈ、１２ｈ、１８ｈ、２４ｈ、３０ｈ、３６ｈ、
４８ｈ、７２ｈ（ｈｏｕｒｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｈｐｆ）共１１个时相
的胚胎，用于提取总ＲＮＡ和原位杂交。
１１２　主要实验试剂　限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ、
ＸｈｏⅠ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、Ｔｒｉｚｏｌ、ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎ
ｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂均购自 Ｔｈｅｒｍｏ公司，ＫＯＤＰｌｕｓＰＣＲ
酶购自Ｔｏｙｏｂｏ公司，Ｔ３聚合酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，
Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，地高辛 ＲＮＡ
和ＮｕｃＡｗａｙＴＭ ＳｐｉｎＣｏｌｕｍｎｓ均购自 Ａｍｂｉｏｎ公司，
ＢＣＩＰ／ＮＢＴ试剂盒购自 ＶＥＣＴＯＲＬａｂ公司，Ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｓｅＫ购自Ｓｉｇｍａ公司，酵母提取物和氨卞青霉素
均购自素索莱宝生物科技公司。

１２　方法
１２１　斑马鱼总 ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ的合成　收
集０７５ｈ、３７ｈ、６ｈ、９ｈ、１２ｈ、１８ｈ、２４ｈ、３０ｈ、
３６ｈ、４８ｈ、７２ｈｐｆ共１１个时相的斑马鱼胚胎，每个
时相２５枚置于１５ｍＬ的 Ｅｐ管中，按 Ｔｒｉｚｏｌ法提
取总ＲＮＡ，然后用ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试
剂盒按说明书将ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ后于－２０℃
保存备用。

１２２　ｍｐｘ基因片段克隆　用 ＮＣＢＩ查询 ｍｐｘ基
因的全长ｃＤＮＡ，根据 ｍｐｘ全长 ｃＤＮＡ设计 ｍｐｘ基
因引物序列，ｍｐｘＲ：５′ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＣＣＴＣＡＡＣＧＡ
ＣＡＧＣＡＣＴＣＴＧＡ３′，ｍｐｘＦ：５′ＴＣＧＣＴＣＧＡＧＴＡＣＴＣ
ＣＡＧＧＴＡＧＧＧＴＴＧＡＧＣＡ３′，该引物含有 ＨｉｎｄⅢ和
ＸｈｏⅠ酶切位点。ＰＣＲ扩增程序为：９４℃ ２ｍｉｎ，
（９４℃ １５ｓ、６１℃ ３０ｓ、６８℃ １ｍｉｎ）３６次循环，
６８℃ １０ｍｉｎ。将扩增的目的条带割胶回收。
１２３　ｐＣＳ２＋ｍｐｘ探针质粒构建及鉴定　用
ＨｉｎｄⅢ和ＸｈｏⅠ酶将 ＰＣＲ扩增的 ｍｐｘ产物和载
体ｐＣＳ２＋进行双酶切，电泳分析双酶切产物并割胶
回收。将酶切后的 ｍｐｘ基因 ＰＣＲ产物和载体
ｐＣＳ２＋用Ｔ４连接酶进行连接、连接产物进行转化，
通过ＡＭＰ抗性进行筛选，长菌后挑单克隆用于菌
落ｍｐｘ基因 ＲＴＰＣＲ鉴定，并通过试剂盒抽提
ｐＣＳ２＋ｍｐｘ探针质粒；再将获得的 ｐＣＳ２＋ｍｐｘ探
针质粒用ＨｉｎｄＩＩＩ和ＸｈｏＩ酶进行双酶切鉴定，且送
诺赛基因公司进行测序鉴定。

１２４　地高辛标记的 ｍｐｘ基因反义 ｍＲＮＡ的制
备　用ＨｉｎｄⅢＩ将ｐＣＳ２＋ｍｐｘ质粒酶切线性化并
回收，再以线性化的 ｐＣＳ２＋ｍｐｘ质粒为模板，加入
地高辛标记的寡核苷酸用 Ｔ３聚合酶合成 ｍｐｘ探
针并回收，电泳鉴定后保存在－７０℃。
１２５　斑马鱼全胚胎原位杂交（ｗｈｏｌｅｍｏｕｎｔｉｎｓｉ
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ｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＷＩＳＨ）　洗涤和脱水：将不同时相
的胚胎从４℃冰箱取出并用１×ＰＢＳＴ进行洗涤，
再用１×ＰＢＳＴ配置的不同浓度的甲醇将胚胎进行
梯度脱水处理。预杂交：加入 １ｍＬ预杂交液于
６８℃预杂交１５ｍｉｎ，去掉预杂交液，加入０３ｍＬ
杂交液于６８℃预杂交１ｈ。杂交：加入３００ｎｇ探
针于６８℃杂交过夜。洗涤：去掉杂交液后用不同
浓度 ＳＳＣＴ进行洗涤。封闭：用阻滞液封闭 ２ｈ。
孵抗体：于阻滞液中加入为１∶５０００（体积比）地高
辛抗体，于冷库中４℃孵育过夜。洗涤：用 ＭＡＢＴ
进行洗涤。染色：用ＢＣＩＰ／ＮＢＴ染液室温进行染色
约４ｈ，边染色边观察并记录。终止染色和拍照：染
色完毕后，用１×ＰＢＳＴ洗去染液终止染色，并用体
视显微镜进行拍照。

２　结果

２１　ｍｐｘ基因扩增结果
ｍｐｘ基因扩增结果得到一条单一的位于 １００

～２００ｂｐ的电泳条带，大小跟设计的 ｍｐｘ目的片
段１７３ｂｐ相符（图 １），说明 ｍｐｘ基因片段扩增
成功。

注：Ｍ为ＤＮＡｍａｒｋｅｒⅠ，１为ｍｐｘＲＴＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔ，２为Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ。

图１　ｍｐｘ基因 ＲＴＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳结果
Ｆｉｇ．１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｍｐｘｇｅｎｅ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＲＴＰＣＲ

２２　酶切鉴定结果
ｐＣＳ２＋ｍｐｘ双酶切后得到两个条带，一条位于

１００～２００ｂｐ，这与目的片段 ｍｐｘ基因的１７３ｂｐ大
小是一致的；另外一条约４０１６ｂｐ，这与 ｐＣＳ２＋载
体ＨｉｎｄⅢ、ＸｈｏＩ双酶切产物的电泳结果一致（图
２）。说明ｐＣＳ２＋ｍｐｘ探针质粒构建成功。
２３　ｐＣＳ２＋ｍｐｘ重组质粒菌落ＲＴＰＣＲ鉴定结果

ｐＣＳ２＋ｍｐｘ重组质粒经菌落 ＲＴＰＣＲ得到的
条带与设计的ｍｐｘ目的片段一致（图３）。

注：Ｍ为ＤＮＡｍａｒｋｅｒⅢ，１为ｐＣＳ２＋，２为ｐＣＳ２＋ｍｐｘ，
３为ｍｐｘＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ，４为Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ。

图２　ｐＣＳ２＋ｍｐｘ重组质粒ＨｉｎｄⅢ、ＸｈｏⅠ
双酶切产物的琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ．２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ
ｐＣＳ２＋ｍｐｘｂｙＨｉｎｄⅢ ａｎｄＸｈｏⅠ

注：Ｍ为ＤＮＡｍａｒｋｅｒⅠ，１为ｍｐｘＲＴＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔ，２为Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ。

图３　ｐＣＳ２＋ｍｐｘ重组质粒菌落ＲＴＰＣＲ
产物的琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ．３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ
ｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｌｏｎｙｆｏｒｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｐＣＳ２＋ｍｐｘ

２４　ｐＣＳ２＋ｍｐｘ重组质粒测序结果
通过氨苄抗性筛选的 ｐＣＳ２＋ｍｐｘ重组质粒经

测序结果如图４，经 ＮＣＢＩ检索对比发现与 ｍｐｘ基
因一致。说明ｐＣＳ２＋ｍｐｘ探针质粒构建正确。
２５　ｍｐｘ基因的斑马鱼全胚胎原位杂交结果
结果显示在１８ｈｐｆ前的斑马鱼胚胎中无明显

阳性信号表达，在２４ｈｐｆ，斑马鱼胚胎中间细胞团
有较弱的蓝紫色阳性信号表达；从２４ｈｐｆ开始一直
持续到７２ｈｐｆ，在斑马鱼胚胎卵黄囊表面、心脏和
轴向脉管系统中出现较强的的蓝紫色阳性信号表

达；尤其是在 ７２ｈｐｆ，在整个胚胎头部、卵黄囊表
面、尾部中均有弥散的蓝紫色阳性信号表达（图

５）。说明ｍｐｘ基因在斑马鱼胚胎１８ｈｐｆ以后开始
表达，并且主要在心血管系统中高表达。
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图４　ｐＣＳ２＋ｍｐｘ重组质粒测序结果
Ｆｉｇ．４　Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｐＣＳ２＋ｍｐｘｂｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

注：红色箭头所示心脏，蓝色箭头所示轴向脉管系统，

黑色箭头所示中间细胞团。

图５　ｍｐｘ基因的斑马鱼全胚胎
原位杂交结果（４０×）

Ｆｉｇ．５　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｍｐｘｇｅｎｅｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｅｍｂｒｙｏｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓａｆｔｅｒｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｕｓｉｎｇ
ｗｈｏｌｅｍｏｕｎｔｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（４０×）

３　讨论

ＭＰＯ是血红素过氧化物酶超家族的主要成
员，主要表达于中性粒细胞、单核细胞［６］。人 ＭＰＯ
是一种同源二聚体蛋白，其质量大小为１４６ｋＤａ，
主要由两个结构完全相同但功能相互独立的 ７３
ｋＤａ的蛋白质所构成。人类ｍｐｏ基因位于１７号染
色体，由１２个外显子和１１个内含子构成，大小约
１１ｋｂ。ＭＰＯ在血液中水平升高与炎症和氧化应激
增加有关［７－８］，并且国内外研究表明 ＭＰＯ与 ＣＶＤ
（包括冠状动脉疾病、动脉高压、肺动脉高压、心肌

缺血再灌注相关损伤、中风、心律失常和静脉血栓

形成等）之间存在联系［９－１３］，ＭＰＯ升高可能意味
着ＣＶＤ的风险增加［１４］。斑马鱼相比于其它模式

生物具有胚胎通体透明、体外受精、发育迅速等用

于ＶＣＤ研究和开发心血管新药的优势［１５］，因此本

研究以斑马鱼为实验动物开展相关研究。

ｍｐｘ基因是斑马鱼中最接近哺乳动物ＭＰＯ基
因的同源物。成年斑马鱼体内主要包括嗜异性粒

细胞（即中性粒细胞）和较稀有的嗜酸性粒细胞这

两种粒细胞。ｍｐｘ基因主要表达在斑马鱼的中性
粒细胞，并且斑马鱼中性粒细胞的发生发展及功能

活性与哺乳动物中性粒细胞类似［１６］。因此，本研

究主要探讨斑马鱼 ｍｐｘ基因的具体表达模式，以
期为进一步探索 ｍｐｘ与 ＣＶＤ的关系和开发治疗
ＣＶＤ的新药奠定基础。本课题首先通过设计 ｍｐｘ
基因引物成功扩增出 ｍｐｘ基因片段，并通过基因
重组技术构建 ｐＣＳ２＋ｍｐｘ重组质粒，经菌落 ｍｐｘ
基因ＲＴＰＣＲ、双酶切和测序鉴定 ｐＣＳ２＋ｍｐｘ质粒
构建成功。然后，以 ｐＣＳ２＋ｍｐｘ质粒为模板用 Ｔ３
聚合酶成功制备了 ｍｐｘ反义 ＲＮＡ探针。最后，用
全胚胎原位杂交技术检测了斑马鱼 ｍｐｘ在胚胎发
育中的具体表达情况。

原位杂交结果显示，ｍｐｘ基因在１８ｈｐｆ前的斑
马鱼胚胎中无明显表达，提示 ｍｐｘ基因在斑马鱼
胚胎中１８ｈｐｆ前可能不表达或者表达量较少以致
于用全胚胎原位杂交技术无法检测出。在２４ｈｐｆ，
ｍｐｘ基因在斑马鱼胚胎中间细胞团中低表达，这与
中性粒细胞产生的位置一致［１７］。斑马鱼心血管系

统由静脉窦、心房、心室和动脉球等结构组成，斑马

鱼的心血管发育速度较快，心肌在２２ｈｐｆ即开始
收缩，２４ｈｐｆ产生心跳，４８ｈｐｆ心血管系统发育基
本完成［１８－１９］。在２２ｈｐｆ时，原始心管能够产生有
节奏的蠕动波，在大约３３ｈｐｆ原始心管心管发育成
Ｓ形构型并分化成心房和心室时，这些蠕动波转化
为规律协调的收缩［２０－２１］。本研究发现，ｍｐｘ基因
２４～７２ｈｐｆ在斑马鱼卵黄囊表面及心脏高表达，这
与斑马鱼心脏发育的主要部位和时间相吻合，提示

ｍｐｘ基因可能参与调控斑马鱼心脏的发育。血管
是所有器官功能和发育的基本组成部分，具有不同

的大小和特殊的反应性，这取决于它们的功能和它

们所连接的器官［２２］。斑马鱼血管发育始于内皮祖

细胞从中胚层迁移形成原始主动脉和主要静脉而

形成简单的循环，在２４ｈｐｆ后，建立主要的轴向血
管［２３－２４］。到７２ｈｐｆ时，主要的轴向血管通过背腹
对齐的节间动脉和节间静脉相连，随后产生两个单

独的背侧纵向吻合血管以连接躯干每侧的节间血

管［２５－２６］。本研究发现，从２４ｈｐｆ开始斑马鱼 ｍｐｘ
基因在卵黄囊表面和轴向脉管系统中高表达，一直

持续到７２ｈｐｆ，这与斑马鱼早期胚胎血管发育的时
间和部位一致，尤其是在７２ｈｐｆ，ｍｐｘ基因在整个
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斑马鱼胚胎头部、卵黄囊表面、尾部中弥散表达，这

与血管是所有器官和组织的基本组成部分的特点

相吻合，提示 ｍｐｘ基因可能与斑马鱼血管的发育
相关。

综上所述，本研究通过构建 ｐＣＳ２＋ｍｐｘ质粒
制备ｍｐｘ反义ＲＮＡ探针，并以ｍｐｘ反义ＲＮＡ探针
进行全胚胎原位杂交技术证实，ｍｐｘ基因在斑马鱼
的心血管系统发育的时间和部位中都有表达，提示

ｍｐｘ基因可能参与调控斑马鱼心血管系统发育，但
具体机制有待进一步研究。
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