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!!$摘要%!近年来#斑马鱼凭借其体型小'繁殖力强'生长发育快'胚胎透明等独特的生物学特性#成为人

类疾病动物模型的理想选择#加之与人类眼部结构和基因的高度保守性#使斑马鱼受到眼科学和视觉科学领

域工作者的关注& 本文主要以斑马鱼模型在视觉研究中的文献为基础#对目前常用和新近发展的基因调控和

编辑技术在这一领域的应用进行综述&
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!!斑马鱼的眼部结构和基因与人类相似且高度保守#是人类

疾病动物模型的理想选择#近年来斑马鱼的眼病动物模型在眼

科学和视觉科学领域中的应用日益受到重视& 斑马鱼是一种

亚热带淡水鱼#D5U4(=(+,4U博士于 ">A0 年首次将其胚胎用作致突

变研究#奠定了斑马鱼用于人类疾病动物模型的早期基础 +"F0, &

斑马鱼每次繁殖可产卵 0## 个以上#鱼卵是体外受精#胚

胎早期呈透明状#有利于肉眼及显微镜下的观察和操作& 此外

其发育快#生长周期短#成本低廉#故成为研究遗传发育学常用

的脊椎动物模型
+"F$, & 目前#美国 b8]已资助对斑马鱼的研

究#使其成为仅次于小鼠'果蝇和线虫的常见疾病动物模型&

除上述常见的优点外#斑马鱼发育早期眼球比例较大#视

网膜及视觉发育迅速& 斑马鱼的视觉发育程度是以受精后小

时数(天数) + VKTU=( W'Y=) SK=5X4U5()(d'5(K+#VSX( WSX),进行评估

的#例如斑马鱼的视杯在 0$ VSX后形成#9# h90 VSX后胚胎视网

膜就可测到视觉及电生理反应#2 WSX后除了视杆细胞外#其他

与视觉有关的视网膜细胞也基本发育成熟#细胞的种类及神经

细胞的突触连接也基本建立& 斑马鱼早期测得的视网膜电图

(4)4;5UKU45(+K,U'&#%Ei)主要来源于视锥细胞#视杆细胞发育

成熟在 "0 h0" WSX#2# WSX后其夜视觉接近成年鱼& 与其他脊

椎类动物一样#斑马鱼视网膜主要有 1 种神经元细胞和 " 种神

经胶质细胞#而斑马鱼还有 $ 种不同的视锥细胞#包括成对的

红:绿视锥细胞'单个较长的对蓝光敏感视锥细胞和较短的对

紫外光敏感的视锥细胞
+?F1, #因此是视觉研究中常见的动物模型&

D;V&(55等 +1,
的研究提供了斑马鱼各种视网膜神经细胞出

现及分化时期的资料& ? WSX的幼鱼视觉发育已大部分成熟#可

以进行视觉行为学的测试以检测基因功能是否丧失或基因突

变是否影响到视觉系统的完整性& 视动反应 ( KS5K.(+45(;

U4=SK+=4#7kE)是一种无创性技术#可用于基因功能丧失或突

变的筛选
+9FA, & JK+,等 +>,

的研究表明#用离体的斑马鱼眼球

可记录到活体斑马鱼同样的 %Ei结果& 对斑马鱼的组织学研

究可了解基因突变:基因功能丧失是否影响与视觉有关的细胞

形态(排列及位置)或引起退行性变化#为疾病的发病机制研究
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提供依据& 组织学研究时常用塑料包埋眼球#制备 " !&超薄

切片#用甲苯胺蓝染色光学显微镜下观察一般组织学形态#然

后将塑料包埋组织块制备 ># +&厚的切片#在透射电子显微镜

下观察视网膜细胞超微结构#鉴定视网膜是否存在细胞形态改

变'层次发育缺陷'细胞器异常#进一步提供基因功能的信

息
+"#, & 斑马鱼也是一种广泛用于研究视细胞外节纤毛基因的

常见工具& 近年来#关于纤毛蛋白的质谱学研究成为研究热

点#许多视觉细胞纤毛蛋白的基因突变可引起视觉系统异常的

综合征#如多指:趾症'肾囊肿等& 相应的斑马鱼疾病模型已建

立# 例 如 CCFST +"#, ' _WCee +"", ' _WCeO +"0, ' _WCNbS +""F"$, '

CCFSN@+"?, #许多未知功能的新纤毛蛋白突变动物模型也有待

建立& 我们重点以斑马鱼模型在视觉研究中的文献为基础介

绍其在生物遗传研究中常用到的技术及手段&

E:常用网上相关资源

关于斑马鱼在生物遗传研究中常用到的技术及手段可参

考下列网上资源"(")野生型和常见突变型鱼的来源"V55S="::

d4RU'X(=V3KU,*(0)鱼的基因组和基因表达'解剖等常见信息"

V55S"::dX(+3KU,*(2)I7=的设计及定制"V55S"::***3,4+4@5KK)=3

;K&*($)转基因质粒及技术信息"V55S"::5K)0.(53,4+45(;=3T5'V3

4WT*(?)_'=> 质粒"V55S="::***3'WW,4+43KU,&

F:吗啉核酸反义核酸技术

吗啉核酸(&KUSVK)(+KK)(,K+T;)4K5(W4=#I7=)是一种化学合

成的 6bH分子类似物#大小一般为 0? RS#其核苷酸上面的吗

啉环取代了五碳糖环#同时对原有的磷酸基团也做了改变&

I7=可同 EbH互补结合#但是由于其不带有电荷#无法被核酸

酶所识别#因此这类物质在细胞内有着极强的稳定性和较小的

细胞毒性
+"1, & 此技术可以阻断功能蛋白质的转录:翻译水平"

(")翻译起始阻断!I7=与 &EbH的 ?4@Q[E(非翻译区域)和

翻译起始密码 H[i结合#使携带氨基酸的转运 EbH(5U'+=X4U

EbH#5EbH)不能结合到互补位置的 &EbH遗传密码#使蛋白

质翻译无法启动及延长#从而阻断该基因的蛋白质翻译& (0)

剪切阻断!I7=与未成熟 &EbH的剪切供点或受点结合#使其

产生包含内含子或缺少外显子的错误剪切产物#从而在氨基酸

合成时发生遗传密码框移及紊乱#合成短头或错误蛋白质而使

其功能部分或完全缺失& 两者都能实现基因转录或翻译水平

的抑制#继而达到基因功能短期丧失的目的 +"9, & I7=的对照

设计包括标准对照 (随机序列#不与任何 &EbH序列结合)和

特定基因错配对照(与设计的目的基因 &EbH? RS 以上的错配)&

实验时把设计好的 I7=稀释到不同梯度浓度#于斑马鱼

胚胎早期#一般在 " VSX内注射入胚胎卵黄囊或细胞内#然后通

过卵黄与胚胎间的胞浆流动进入到细胞内发挥阻断作用& 随

后将注射后的胚胎置于 0AB? }温箱#每日多次观察幼鱼表型

特征#多次重复实验#找出最适浓度& 然后可进行 0 类外源性
&EbH补充实验"(")注射 I7=的同时给予其他物种的野生型
&EbH!由于不同物种的核酸序列差异#I7=不与其结合#外源

性 &EbH可在细胞内翻译成蛋白质而替代被阻断的内源性蛋

白#从而实现挽救表型的目的& (0)注射 I7=的同时给予其他

物种的突变型 &EbH!如突变型 &EbH不能拯救表型#则可证

实该突变具有功能性意义
+"2, & 除此之外#采用 EbH干扰或者

F<_)"<fF':̂基因编辑的方法可进一步佐证该基因在 I7=实

验中的结果&

尽管 I7=具有上述优点#但它也有一定的局限性& (")由

于 I7=并不是在基因组水平的干预#通常其作用时间在斑马

鱼胚胎 " h2 W#从 2 h? WSX开始逐渐减弱#但这已为基因的功能

缺失型研究提供了足够的证据& (0)I7=主要通过 S?2 介导的

细胞凋亡而产生脱靶效应#因此可联合 S?2 I7=注射来阻断该

凋亡通路#从而减少脱靶效应 +"A, & (2)合成的 I7=阻断基因

功能后#并非 "##g产生期望的表现型& 这是由于体内存在类

似的功能基因或其他网络通路可替代该基因的功能#通常产生

表现型的 I7=只有 9#g hA#g (参看 i4+45KK)=#V55S"::***3

,4+4@5KK)=3;K&)& 由于专利原因#i4+4[KK)=是唯一一家合成

I7=的公司& I7=的单价已由过去的 1## 美元降到现在的 $##

美元& 由于其可重复性及多年的应用经验#I7=目前仍是不可

完全替代的基因功能验证工具&

G:致突变研究的手段

了解致突变研究的手段有助于相关疾病模型的建立#主要

有以下几种方法&

G3E:随机性致突变

G3E3E:化学性致突变:化学性致突变常用乙烷亚硝基脲(b@

45VY)@b@+(5UK=KTU4'#%bQ)作为致突变剂#造成的突变是多位点

随机性的#可以用繁殖及定位克隆发现突变的位点#但比较费

时费力
+">, &

G3E3F:插入性突变:用反转录病毒的转位子造成基因组的插

入性突变#从而导致基因功能丧失& 与化学性致突变一样#这

种致突变方法需要费时费力的定位克隆
+0#, & 由于使用的转位

子质粒的不同#插入是随机的#所以可能会影响到附近基因组

的一些功能性序列#造成脱靶效应&

G3F:转基因

转基因是用质粒的方法导入突变的基因及调控序列#主要

用于显性遗传基因突变研究& 常用 [K)0 试剂盒#采用 i'54*'Y

的技术方法来构造突变基因及附属序列
+0", & 最近#一种新型

的质粒可以定位到基因组的无功能基因组区域#从而大大减少

脱靶效应
+00, &

G3G:定位性的致突变技术(基因组编辑)

常见的定位性的致突变技术有 2 种#包括早期的锌指核酸

酶及近来的转录激活因子样效应物核酸酶和 _E8DGE@_'=> +02, &

从经济和适用的角度考虑#_'=> 近两年发展迅速#有可能取代

前 0 种技术& 本研究中主要讨论_'=>&型化脓性链球菌核酸酶&

_E8DGE@_'=> 是细菌对病毒噬菌体感染形成的一种被动免

疫& 在 0##? 年#2 个不同的实验室各自独立研究发现 _E8DGE

=S';4U序列同源于噬菌体或质粒的 6bH序列#推测此核酸序列

可能是细菌本身的免疫记忆& 在 0#"0 年#有研究发现体外组

装的导向性核糖核酸可以引导 _'=> 核酸内切酶结合并切断特
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定的 6bH序列 +0$, & 0#"2 年#有文献报道这一技术可用于细胞

的基因编辑#实现基因阻断或精确定位性突变 +0?F01, #该系统主

要有 0 个部分#即从细菌分离出来无特异的 _'=> 核酸内切酶

及有特异性结合核酸序列(0# +5)的 ;UEbH(_E8DGEEbH)& 实

际应用中#将 5U';UEbH(5U'+=@';5(Z'5(+,;UEbH)和 ;UEbH放在同

一质粒上#成为 =,EbH(=(+,)4@,T(W4EbH)#_'=> 和 =,EbH结合

成聚合体并与特异性的基因组 6bH结合& 此外#_'=> 还需辨

认 2+5GHI( SUK5K=S';4U'W<';4+5&K5(X)核酸序列 bii#从而激

活 _'=> 酶并切断 6bH的双链& 此后#主要有 0 种修复被切断

的 6bH的方法#一种是将断裂两端连接起来#常造成插入:缺

失的核酸序列突变#从而打乱基因翻译密码#或发生遗传密码

框移从而造成蛋白质功能丧失#达到敲除基因的目的& 另一种

修复的方法是细胞内 6bH重组酶以碱基配对的形式植入模板
6bH#达到引入特定突变的目的& 该方法一方面能造成植入性

基因突变#另一方面也可导入正常 6bH序列以达到纠正突变

核酸的目的#具有临床治疗的应用前途&

在 _E8DGE@_'=> 应用于斑马鱼之前#应先将细菌的 F':̂

基因进行翻译密码的优化#以利于在斑马鱼的细胞内表达 +09, &

在体外合成 _'=> &EbH以及 =,EbH#然后用显微注射技术将

它们导入单细胞期的胚胎#2 W 后斑马鱼发育成幼鱼时#提取
6bH进行突变序列的分析& 合成高质量的 EbH是下一步实验

的关键#可以用上述试剂盒内的氯化锂或用 Eb4'=YG)T=I(;UK

k(5(p8Hi%b)进行纯化#然后将 EbH储存于低温冰箱(FA# })

备用& 将 =,EbH与 _'=> &EbH混合后注射#每个胚胎使用 A# h

"0# S,=,EbH和 0?# h2?# S,_'=> &EbH进行微量注射#尽量在

单细胞胚胎期完成注射#然后置于 0AB? }温箱中孵化&

H:小结

斑马鱼是一种方便'经济'快速的眼科及视觉科学动物模

型#已积累的文献提供了关于斑马鱼的组织解剖学 +0A,
和视觉

系统的发育学信息资料*视觉行为学和视觉电生理学检测提供

了评价视功能的手段*基因组学数据库提供了各种基因的信

息*再加上各种基因致突变技术的发展#使得斑马鱼作为一种

动物模型在视觉科学研究中有着广阔的应用前景&
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