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斑马鱼ｓａｔ１．ａ突变体的鉴定
万传璐１，闫一芳２，王鹏２，林宇２，曹羽２，王强２∗

（１． 安徽大学生命科学学院，合肥　 ２３０６０１； ２． 中国科学院动物研究所膜生物学国家重点实验室，北京　 １００１０１）

　 　 【摘要】 　 目的　 在我们的前期研究工作中，通过 Ｔｏｌ２ 转座子介导的插入突变，筛选到了一批组织特异性表达

绿色荧光蛋白 ＧＦＰ 的斑马鱼品系。 其中一个品系 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 的 ＧＦＰ 在神经系统中表达，但还没有鉴定到 Ｔｏｌ２
转座子插入到基因组什么位置，造成了哪个基因的突变。 本文的主要研究目标就是对这一由 Ｔｏｌ２ 转座子插入诱导

的斑马鱼突变品系进行鉴定。 方法　 使用交错式热不对称 ＰＣＲ（ ｔｈｅｒｍａｌ ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｉｎｔｅｒｌａｃｅｄ ＰＣＲ， ＴＡＩＬ⁃ＰＣＲ）鉴
定 Ｔｏｌ２ 转座子插入的基因组位置；利用原位杂交检测被突变的基因的时空表达是否与该品系 ＧＦＰ 表达具有一致

性；筛选鉴定纯合体突变体，并进一步分析该基因突变造成的发育缺陷。 结果　 在该品系中，Ｔｏｌ２ 转座子插入到了

亚精胺 ／精胺 Ｎ１⁃乙酰基转移酶 １ａ（ ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ ／ ｓｐｅｒｍｉｎｅ Ｎ１⁃ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １ａ， ｓａｔ１．ａ）的第八个内含子区域，致使

ｓａｔ１．ａ 基因转录提前终止。 我们筛选到了 ｓａｔ１．ａ 纯合突变体，但是没有检测到明显的发育缺陷。 结论　 筛选鉴定

的 Ｔｏｌ２ 转座子介导的斑马鱼 ｓａｔ１．ａ 突变体没有明显的发育缺陷，但可以作为研究神经系统发育的有力工具。
【关键词】 　 斑马鱼；Ｔｏｌ２ 转座子；ｓａｔ１．ａ；神经系统；原位杂交

【中图分类号】 Ｑ９５⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７（２０１６）０６⁃０５５１⁃０７
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５ － ４８４７􀆰 ２０１６􀆰 ０６􀆰 ００１

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｓａｔ１．ａ ｍｕｔａｎｔ
ＷＡＮ Ｃｈｕａｎ⁃ｌｕ１，ＹＡＮ Ｙｉ⁃ｆａｎｇ２，ＷＡＮＧ Ｐｅｎｇ２，ＬＩＮ Ｙｕ２，ＣＡＯ Ｙｕ２，ＷＡＮＧ Ｑｉａｎｇ２ ∗

（１． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ａｎｈｕｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ， ２３０６０１，Ｃｈｉｎａ； ２． Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｍｅｍｂｒａｎｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ，
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｚｏｏｌｏｇｙ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｂｅｉｊｉｎｇ， １００１０１）

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｉｎ ｏｕｒ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｓｔｕｄｙ， ｗｅ ｈａｄ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｖａｒｉｏｕｓ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｕｔａｎｔ ｌｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ｔｉｓｓｕｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ＧＦＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ Ｔｏｌ２ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎａｌ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｓｅ ｍｕｔａｎｔｓ，ｔｈｅ Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ ｌｉｎｅ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｅｓ ＧＦＰ ｉｎ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗｉｔｈｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｇｅｎｏｍｅ ｗｈｅｒｅ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｈａｓ ｎｏｔ ｙｅｔ ｂｅｅｎ ｉｄｅｎ⁃
ｔｉｆｉｅｄ． Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｕｔａｎｔ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｉｎｓｅｒ⁃
ｔｉｏｎ ｌｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ ｌｉｎｅ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙＴＡＩＬ⁃ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｐａｔｉａｌ ａｎｄ ｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ
ｏｆ ｔｈｅ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ． Ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｕｔａｎｔ ｏｆ Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ ｗａｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｆｏｒ ｅｘｐｌｏ⁃
ｒｉｎｇ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｄｅｆｅｃｔｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｏｌ２ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｗａｓ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ８ｔｈ ｉｎｔｒｏｎ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｓａｔ１．ａ ｇｅｎｅ， ａｎｄ ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｍａｔｅｒｎａｌ ａｎｄ ｚｙｇｏｔｉｃ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ ｗａｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ⁃
ｏｕｔ ａｐｐａｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｄｅｆｅｃｔｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｗｅ ｈａｖｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈｓａｔ１．ａ ｍｕｔａｎｔ ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｂｙ Ｔｏｌ２ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ． Ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ， ｂｕｔ ｍａｙ ｓｅｒｖｅ ａｓ ａ ｐｏｗｅｒ⁃
ｆｕｌ ｔｏｏｌ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ； Ｔｏｌ２ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ； ｓａｔ１．ａ；Ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ；ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＷＡＮＧ Ｑｉａｎｇ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｑｉａｎｇｗａｎｇ＠ ｉｏｚ． ａｃ． ｃｎ

　 　 Ｔｏｌ２ 转座子是 Ｉｎａｇａｋｉ 等［１］ 在青鳉鱼（Ｏｒｙｚｉａｓ
ｌａｔｉｐｅｓ）中发现的一种具有自主转座活性的转座子

元件，主要由末端倒位重复序列（ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｉｎｖｅｒｔｅｄ
ｒｅｐｅａｔｓ， ＴＩＲｓ）、亚末端重复序列 （ ｓｕｂｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅ⁃
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ｐｅａｔｓ， ＳＲｓ）、中间倒位重复序列（ｉｎｔｅｒｎａｌ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅ⁃
ｐｅａｔｓ， ＩＲｓ）、靶位重复序列（ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ）和
转座酶基因（ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ ｇｅｎｅ）五个部分构成。 Ｋｏｉ⁃
ｃｈｉ 等［２］在斑马鱼基因组本身没有 Ｔｏｌ２ 转座子的情

况下，使用显微注射的方法向单细胞时期的斑马鱼

胚胎中注射带有 Ｔｏｌ２ 的质粒（含有 ＴＩＲｓ 和 ＳＲｓ 序

列）和体外合成的 Ｔｏｌ２ 转座酶 ｍＲＮＡ，发现 Ｔｏｌ２ 可

以通过发生转座而整合到斑马鱼基因组中，并且能

够遗传给子代。 Ｔｏｌ２ 转座子通过“剪切⁃粘贴”机制

整合到宿主染色体上，除了需要额外生成一个 ８ ｂｐ
的靶位重复序列，基本不会引起靶位点的重排和修

饰［２］。 有报道称，Ｔｏｌ２ 转座子可携带长达 １１ ｋｂ 的外

源插入片段，而不引起其自身转座活性的降低［３］。
基于 Ｔｏｌ２ 的基因捕获技术是通过构造一个包

含外显子剪接接头、ＥＧＦＰ 编码序列及 ＳＶ４０ ｐｏｌｙＡ
序列的转座子基因捕获载体［３］，然后与体外合成的

Ｔｏｌ２ 的转座酶 ｍＲＮＡ 共注射。 转座子如果插到某

个基因的内含子中，ＥＧＦＰ 编码区与上游外显子发

生剪接，形成融合转录本，因此，ＥＧＦＰ 就会具有与

被捕获基因一致的表达谱［４］。 更为重要的是，Ｔｏｌ２
转座子在基因组的随机插入，会干扰被捕获基因的

正常剪接，致使其 ｍＲＮＡ 提前终止。 进一步通过基

因鉴定和筛选获得纯合突变体，可以用于被捕获基

因的功能研究。
脊椎动物胚胎发育过程中受到多种基因和信号

通路的参与和调控。 组织特异性表达的基因，往往

在相应组织器官形成和维持组织稳态中发挥重要作

用。 本文鉴定到由 Ｔｏｌ２ 转座子介导的基因捕获技

术捕获的 ｓａｔ１．ａ 突变体。 虽然我们没有发现 ｓａｔ１．ａ
突变体存在明显的发育缺陷，但 ｓａｔ１．ａ 在神经组织

特异表达的特点使得此突变体可以作为研究神经系

统发育的有力工具。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

本实验所用野生型斑马鱼（Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）为 ＡＢ
品系；Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 突变体是由本实验室在 ＡＢ 野

生型斑马鱼品系中经过 Ｔｏｌ２ 转座子介导的基因捕

获获得。 胚胎在 Ｈｏｌｔｆｒｅｔｅｒ 缓冲液中 ２８􀆰 ５℃培养至

所需时期［５］，斑马鱼幼鱼至成鱼养殖方法参见《Ｔｈｅ
Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ Ｂｏｏｋ》（Ｗｅｓｔｅｒｆｉｅｌｄ Ｍ，２０００） ［６］。
１􀆰 ２　 热不对称交错 ＰＣＲ（ＴＡＩＬ⁃ＰＣＲ）

ＴＡＩＬ⁃ＰＣＲ 所 需 的 基 因 组 ＤＮＡ 由 Ｔｏｌ２：

２０１４１２２１ｔ 品系 Ｆ１ 代剪尾（１ ～ ２ ｃｍ），使用快速碱

裂解法（去净水分后加入 １０ μＬ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ，
经 ９５℃裂解 ３０ ｍｉｎ，再加 １ μＬ １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃Ｃｌ 中
和）提取。 ＴＡＩＬ⁃ＰＣＲ 引物设计及实验方法参照以

前的报道［７，８］。
１􀆰 ３　 探针制备和整胚原位杂交

以受精后 ２４ ｈ 野生型胚胎基因组 ＤＮＡ（单枚胚

胎经快速碱裂解法提取）为模板，以 ｓａｔ１．ａ ＰｒｏｂｅＦ：
５’⁃ＡＡＣＡＣＣＡＣＣＴＣＣＡＴＴＧＡＧＴＴＣＴ⁃３’； ｓａｔ１． ａ Ｐｒｏｂｅ
Ｒ：５’⁃ＣＧＡＴＴＴＴＣＴＣＣＧＣＡＧＴＣＣＡＡＡＣ⁃３’为引物，使
用 ２ × Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＣＷ０６８２Ｓ，康为世纪）扩增出

目的片段，然后通过 Ｔ⁃Ａ 克隆连接到 ＥＺ⁃Ｔ 载体上。
相关质粒经线性化后，使用 ＲＮＡ 合成试剂盒 ＭＥ⁃
ＧＡｓｃｒｉｐｔ􀳏 Ｋｉｔ（ＡＭ１３３４，Ａｍｂｉｏｎ）制备反义 ＲＮＡ 探

针。 原位杂交实验操作参照以前的报道［９］。
１􀆰 ４　 ｓａｔ１．ａ 基因与 Ｔｏｌ２ 转座子连锁分析

Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系 Ｆ１ 代自交后的胚胎中分

别挑选无荧光、弱荧光、强荧光胚胎个体，经快速碱

裂解法提取基因组 ＤＮＡ。 Ｔｏｌ２ 转座子插入位点两

侧引物 ｓａｔ１．ａ Ｉｎｓｅｒｔ Ｆ１：５’⁃ＧＣＧＡＣＴＣＡＴＡＡＡＧＧＴＡ⁃
ＡＧＣＣＧＡ⁃３ ’； ｓａｔ１． ａ Ｉｎｓｅｒｔ Ｒ１： ５ ’⁃ＡＣＡＧＧ⁃
ＴＡＴＡＴＴＴＣＴＣＴＣＣＡＣＡＣＣＴＣ⁃３’； Ｔｏｉｌ３⁃３ （ ＴＡＩＬ⁃ＰＣＲ
引物）：５’⁃ＣＣＴ ＡＡＧＴＡＣＴＴＧＴＡＣＴＴＴＣＡＣＴＴＧ⁃３’。
１􀆰 ５　 体视显微镜及共聚焦显微镜拍摄

使用荧光体视显微镜（ＭＺ１０Ｆ，Ｌｅｉｃａ），选择不

同发育时期的 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系 Ｆ１ 代杂合突变

体自交及 Ｆ２ 代纯合突变体自交产生的胚胎拍摄；
用共聚焦显微镜（ＬＳＭ ５１０ ＭＥＴＡ，Ｚｅｉｓｓ），选取受精

后 ７２ ｈ Ｆ２ 代纯合突变体自交产生的胚胎活体拍

照，并以同时期杂合体胚胎为对照，比较二者神经系

统发育是否存在差异。

２　 结果

２􀆰 １　 检测 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系胚胎中 ＧＦＰ 在不同

发育时期的表达图式

在荧光体视显微镜下，选择 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品
系 Ｆ１ 代杂合突变体与野生型交配产生的有荧光的

胚胎，在 ６ 体节（６ｓｓ）、１０ 体节（１０ ｓｓ）、受精后 ２４ ｈ
（２４ ｈｐｆ）、及受精后 ４８ ｈ（４８ ｈｐｆ）等时期检测绿色荧

光蛋白的表达情况。
Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 荧光表达起始于神经系统发育

初期，６ 体节时期，我们可以看到有少量的荧光出

现，主要集中在胚胎头部（图 １⁃Ａ 和 Ａ’）；１０ 体节时

２５５
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期，发现荧光由头部沿着体轴向尾部延伸，荧光区域

进一步扩大（图 １⁃Ｂ 和 Ｂ’）；受精后 ２４ ｈ 荧光已经

扩展到整个体轴，在脑部（前脑、中脑、后脑）和脊椎

上方的主要神经系统上表达（图 １⁃Ｃ），而在脊髓中

却没有表达（图 １⁃Ｃ’）；受精后 ４８ ｈ 在脑部、咽部和

躯干处可以非常明显的看到荧光特异表达在神经组

织（图 １⁃Ｄ 和 Ｄ’）。

注：（Ａ，Ａ’）分别为 ６ 体节时期侧面观和背面观；（Ｂ，Ｂ’）分别为 １０ 体节时期侧面观和背面观；（Ｃ，Ｃ’）分别为受精

后 ２４ ｈ 的侧面观和背面观；（Ｄ）为受精后 ４８ ｈ 侧面观；（Ｄ’）为受精后 ４８ ｈ 侧面观放大图。

图 １　 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系在不同发育时期的 ＧＦＰ 表达图式

Ｎｏｔｅ： （Ａ， Ａ’） ６ ｓｏｍｉｔｅ ｓｔａｇｅ， ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｄｏｒｓａｌ ｖｉｅｗ； （Ｂ， Ｂ’） １０ ｓｏｍｉｔｅ ｓｔａｇｅ，ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｄｏｒｓａｌ ｖｉｅｗ；（Ｃ，
Ｃ’） ２４ ｈｐｆ， ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｄｏｒｓａｌ ｖｉｅｗ；（Ｄ）４８ ｈｐｆ，ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ；（Ｄ’） Ｈｉｇｈｅｒ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｄ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏｓ
ａｔ４８ ｈｐｆ，ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ．

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ＧＦＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ Ｔｏｌ２：０１４１２２１ｔ ｌｉｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

２􀆰 ２　 鉴定到 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系中 Ｔｏｌ２ 转座子捕

获到的基因为 ｓａｔ１．ａ
ＴＡＩＬ⁃ＰＣＲ 是一种染色体步移技术，利用随机简

并引物与由已知序列设计的特异引物组合进行嵌套

式 ＰＣＲ，选择性扩增出特定序列的侧翼未知序列。
根据文献报道，我们使用 ２ × Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 经

过 ３ 轮嵌套 ＰＣＲ． ，经 １％ 琼脂糖凝胶电泳，最终在

Ｔｏｌ２ ５’ ｅｎｄ 方向获得一段 ＤＮＡ 片段，以 Ｔｏｉｌ ５⁃３
（Ｔｏｌ２ 转座子 ３’端第 ３ 轮特异引物）为引物测序。
测序结果在 Ｅｎｓｅｍｂｌ 上比对，发现所得序列与 ｓａｔ１．ａ
基因的匹配相似度为 １００％ ，插入位点位于 ｓａｔ１．ａ 基

因的第 ８ 个内含子内部（图 ２⁃Ａ）。
为了进一步验证 ｓａｔ１．ａ 基因内部确实插入了

Ｔｏｌ２ 转座子，我们做了 ｓａｔ１．ａ 基因与 Ｔｏｌ２ 转座子的

基因连锁分析实验。 首先，在 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系

Ｆ１ 代杂合突变体自交产生的斑马鱼胚胎无荧光、弱
荧光和强荧光三种胚胎（图 ２⁃Ｂ），数目比例大致为

１∶ ２∶ １，符合孟德尔遗传定律。 随后，我们使用 ＰＣＲ
的方法对 ｓａｔ１．ａ 基因与 Ｔｏｌ２ 转座子的进行了连锁

分析。 预先设计的引物按 １∶ １∶ １加入 ＰＣＲ 体系， Ｉｎ⁃
ｓｅｒｔ Ｆ１ 和 Ｉｎｓｅｒｔ Ｒ１ 可以扩增出野生型片段长度约

为 ７５０ ｂｐ 的片段，Ｉｎｓｅｒｔ Ｆ１ 和 Ｔｏｉｌ３⁃３ 可以扩增出突

变型片段约 ５００ ｂｐ（图 ２⁃Ａ）。 ＰＣＲ 结果显示无荧光

的胚胎只能扩增出野生型片段，强荧光的只能扩增

到插入出突变型片段，弱荧光既可以扩增出野生型

片段也可以扩增出突变型片段（图 ３⁃Ｃ）。

３５５
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以上实验表明 Ｔｏｌ２ 转座子和 ｓａｔ１．ａ 基因在位

置上是连锁的，Ｔｏｌ２ 转座子确实是插入到 ｓａｔ１．ａ 基

因内部，而且根据 ＧＦＰ 表达的有无和强弱可以区分

野生型及杂合和纯合突变体胚胎。

注：（Ａ）Ｔｏｌ２ 转座子插入 ｓａｔ１．ａ 基因的示意图及基因连锁分析引物位置；（Ｂ）Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 系 Ｆ１ 代自交，受精后

４８ ｈ 的无荧光、弱荧光和强荧光胚胎；（Ｃ）对无荧光、弱荧光和强荧光胚胎的基因连锁分析。

图 ２　 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系中 Ｔｏｌ２ 转座子插入的基因为 ｓａｔ１．ａ
Ｎｏｔｅ： （Ａ）Ｔｈｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍ ｏｆＴｏｌ２ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏｓａｔ１．ａｇｅｎｅａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｌｏｃｉ ｗｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｌｉｎｋａｇｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ；（Ｂ）Ｔｈｅ ｎｏ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ｗｅａｋ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｓｔｒｏｎｇ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｔ ４８ｈｐｆ；（Ｃ） Ｇｅｎｅ ｌｉｎｋａｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｓａｔ１．ａ ｇｅｎｅ ａｎｄ Ｔｏｌ２ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｗｉｔｈ ｎｏ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ｗｅａｋ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｓｔｒｏｎｇ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｌｉｎｋａｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

２􀆰 ３　 ｓａｔ１．ａ 基因具有与 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系 ＧＦＰ
相似的表达图式

虽然通过基因连锁分析实验已经证明了 Ｔｏｌ２：
２０１４１２２１ｔ 品系中 Ｔｏｌ２ 转座子插入到 ｓａｔ１．ａ 基因内

部，但是 ｓａｔ１．ａ 基因的表达情况还不清楚。 我们选

择了 ６ 体节（图 ３⁃ Ａ 和 Ａ’）、１０ 体节（图 ３⁃Ｂ 和

Ｂ’）、受精后 ２４ ｈ（图 ３⁃Ｃ 和 Ｃ’）和受精后 ４８ ｈ（图
３⁃Ｄ 和 Ｄ’）的野生型胚胎，通过原位杂交技术检测

ｓａｔ１．ａ 基因的表达图式。 通过与图 １ 中 ＧＦＰ 的表达

进行 比 较， 发 现 ｓａｔ１． ａ 基 因 ｍＲＮＡ 和 Ｔｏｌ２：
２０１４１２２１ｔ 品系中 ＧＦＰ 的表达在时间和空间上具有

相似性。 例如 １０ 体节时期在头部均检测到明显的

信号（图 ３⁃Ｂ 和 Ｂ’）；受精后 ２４ ｈ，ＧＦＰ 和 ｓａｔ１． ａ
ｍＲＮＡ 主要位于正在发育的前脑、中脑、后脑以及脊

椎上方的神经组织（图 ３⁃Ｃ 和 Ｃ’）。 但两者的表达

也有明显的区别，如在 ６ 体节时期 ＧＦＰ 在头部有明

显的表达，而原位杂交显示 ｓａｔ１．ａ 在此时期表达水

平较低（图 ３⁃Ａ 和 Ａ’）；受精后 ＧＦＰ 荧光表达在从

头部到躯干部的神经组织，而原位杂交显示 ｓａｔ１．ａ
只表达在头部（图 ３⁃Ｄ 和 Ｄ’）。 ＧＦＰ 和 ｓａｔ１．ａｍＲＮＡ
表达的差异可能是 ｓａｔ１．ａ 与 ＧＦＰ 蛋白的稳定性不

同造成的。
另外，我们还通过原位杂交比较了野生型和纯

合突变体胚胎的 ｓａｔ１．ａ ｍＲＮＡ 表达情况，发现正常

的野生型胚胎可以被染色而同时期纯合突变体无法

被染色（图 ３⁃Ｅ 和 Ｆ）。 推测可能是 ｓａｔ１．ａ 纯合突变

体中由于 Ｔｏｌ２ 转座子的插入，阻断了 ｓａｔ１．ａ 基因中

插入位点下游序列的转录，而我们的设计的反义

ｍＲＮＡ 探针靶向的序列就位于这一区域。 这些实验

结果表明，Ｔｏｌ２ 插入的基因为 ｓａｔ１．ａ，造成了 ｓａｔ１．ａ
ｍＲＮＡ 转录的提前终止。
２􀆰 ４　 ｓａｔ１．ａ 突变体没有明显的发育缺陷

由于 ｓａｔ１．ａ Ｆ１ 代突变体自交产生的胚胎中，其
纯合突变体没有明显的发育缺陷。 我们推测可能有

母源的 ｓａｔ１．ａ 发挥作用。 因此，我们进一步筛选出

Ｆ２ 代纯合体。 这些 Ｆ２ 代纯合体自交产生的胚胎为

４５５
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注：（Ａ，Ａ’）分别为 ６ 体节时期侧面观和背面观；（Ｂ，Ｂ’）分别为 １０ 体节时期侧面观和背面观；（Ｃ，Ｃ’）分别为受精

后 ２４ ｈ 的侧面观和背面观；（Ｄ， Ｄ’）分别为受精后４８ ｈ 的侧面观和背面观；（Ｅ）为受精后２２ ｈ 野生型胚胎；（Ｆ）为
受精后 ２２ ｈ ｓａｔ１．ａ 纯合突变体胚胎。

图 ３　 整胚原位杂交显示 ｓａｔ１．ａ 在不同发育时期的表达图式

Ｎｏｔｅ． （Ａ， Ａ’） ６⁃ｓｏｍｉｔｅ ｓｔａｇｅ， ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｄｏｒｓａｌ ｖｉｅｗ； （Ｂ， Ｂ’） １０⁃ｓｏｍｉｔｅ ｓｔａｇｅ，ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｄｏｒｓａｌ ｖｉｅｗ；（Ｃ，
Ｃ’） ２４ ｈｐｆ， ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｄｏｒｓａｌ ｖｉｅｗ；（Ｄ，Ｄ’）４８ ｈｐｆ， ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｄｏｒｓａｌ ｖｉｅｗ；（Ｅ） ２２ ｈｐｆ， ＷＴ ｅｍｂｒｙｏ；（Ｆ）２２
ｈｐｆ ｓｔａｇｅ， ｓａｔ１．ａ ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ ｍｕｔａｎｔ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｓａｔ１．ａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

Ｆ３ 代母源合子纯合突变体。 与同一发育时期的野

生型胚胎以及杂合突变体胚胎相比，ｓａｔ１．ａ 母源合

子纯合突变体（ｍａｔｅｒｎａｌ ａｎｄ ｚｙｇｏｔｅ，ＭＺ）从形态上观

察，也没有呈现显著的发育缺陷 （图 ４⁃Ａ）。 因为

ＧＦＰ 荧光特异表达在神经系统中，所以我们进一步

检测了该纯合突变体神经系统是否存在发育缺陷。
在共聚焦显微镜 ２０ 倍物镜下观察受精后 ７２ ｈ 的母

源合子纯合突变体体和杂合突变体胚胎，发现二者

在脑部、咽部及躯干部的神经细胞在数量、分布及形

态等各个方面并没有明显的区别（图 ４⁃Ｂ）。 因此，
ｓａｔ１．ａ 突变体在早期胚胎发育过程中并没有明显的

缺陷。

３　 讨论

精脒 ／精胺 Ｎ１⁃乙酰基转移酶（ＳＡＴ 或 ＳＳＡＴ）由
ｓａｔ１ 基因编码［１０］，是多胺分解代谢途径中的限速

酶［１１］，催化精脒和精胺的乙酰化，参与调节细胞内

多胺的浓度及其转运出细胞，在维持体内多胺代谢

平衡中起着重要作用［１２］。 有报道称，ＳＳＡＴ 的过表

达可能会促进肿瘤发生［１３］，而 ＳＳＡＴ 诱导型过表达

会通过亚精胺和精胺的耗竭［１４ － １６］，触发线粒体介导

的肿瘤细胞凋亡［１７］。 ＳＳＡＴ 还可以通过多胺代谢循

５５５
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注：（Ａ）明场表型观察受精后 ４８ ｈ 的野生型、杂合突变体和母源合子纯合突变体胚胎；（Ｂ）共聚焦显微镜下观察受

精后 ７２ ｈ 的杂合突变体和母源合子纯合突变体胚胎。

图 ４　 突变体表型分析

Ｎｏｔｅ． （Ａ）Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｅｍｂｒｙｏ，ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ ｅｍｂｒｙｏ ａｎｄ ＭＺ ｍｕｔａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ ４８ ｈｐｆ ｉｎ ｂｒｉｇｈｔ⁃
ｆｉｅｌｄ；（Ｂ）Ｔｈｅ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ ａｎｄ ＭＺ ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ ｅｍｂｒｙｏ ａｔ ７２ ｈｐｆ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ

环影响成骨细胞的成骨机制和骨的重塑。 在 ＳＳＡＴ
过表达小鼠中，受损的成骨会出现皮质壁变薄和骨

小梁数量增加的现象［１８］。
ＳＳＡＴ 是脊椎动物所特有的。 与哺乳动物相比，

斑马鱼包含了 ３ 个同源基因，分别为 ｓａｔ１．ａ、ｓａｔ１．ｂ、
ｓａｔ１．ｃ［１９］。 ｓａｔ１．ａ 突变体胚胎没有明显的发育缺陷，
可能是由于斑马鱼三个 ＳＳＡＴ 基因在胚胎发育过程

中存在功能冗余性。 因此，ｓａｔ１ 基因的发育功能还

需进一步的实验验证，例如制备 ｓａｔ１．ａ、ｓａｔ１．ｂ、ｓａｔ１．ｃ
三基因敲除的突变体。 ｓａｔ１．ａ 在神经组织中特异表

达，是一个很好的分子标记，可以作为研究神经系统

发育的有力工具。
此外，在自杀死亡的抑郁症患者的大脑中，发现

额叶的部分区域 ｓａｔ１ 基因表达量降低［２０］，这种基因

表达的下调与 ｓａｔ１ 启动子区域序列插入 ／删除有

关［２１］，有研究表明，在这些自杀者的大脑中，发现有

ｍｉＲＮＡ 参与了 ｓａｔ１ 的转录后的调控［２２］。 ｓａｔ１ 参与

神经性疾病的功能与其在神经系统特异表达具有一

致性。 限于实验室的研究条件，我们并没有检测斑

马鱼 ｓａｔ１．ａ 突变体是否具有神经系统变异导致的行

为异常。
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ｂｒａｆｉｓｈ ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ． ２０１３，８（１）：ｅ５４０１７．

［２０］ 　 Ｓｅｑｕｅｉｒａ Ａ， Ｇｗａｄｒｙ ＦＧ， ＣａｓｅｒｏＲＡ Ｊｒ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ＳＳＡＴ ｂｙ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｕｉｃｉｄｅ ａｎｄ ｍａ⁃
ｊｏｒ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ａｒｃｈ Ｇｅｎ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ， ２００６， ６３：３５ － ４８．

［２１　 Ｆｉｏｒｉ ＬＭ１， Ｍｅｃｈａｗａｒ Ｎ， Ｔｕｒｅｃｋｉ Ｇ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒ⁃
ｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ ／ ｓｐｅｒｍｉｎｅ Ｎ１⁃ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｖａ⁃
ｒｉａｎｔｓ ｉｎ ｓｕｉｃｉｄｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ， ２００９ Ｓｅｐ， ６６
（５）：４６０ － ４６７．

［２２］ 　 Ｌｏｐｅｚ ＪＰ１， Ｆｉｏｒｉ ＬＭ， Ｇｒｏｓｓ ＪＡ，ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉＲＮＡｓ
ｉｎ ｐｏｌｙａｍｉｎｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｅｄ
ｓｕｉｃｉｄｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１４， １７
（１）： ２３ － ３２．

［收稿日期］ 　 ２０１６ － ０４ － ２８

７５５




