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摘　要：鱼类侧线系统源自胚胎期的侧线基板，侧线基板的特化受到多种信号的综合作用。利用转基因斑马
鱼ｈｓｐ：ｗｎｔ８ａｅｇｆｐ和ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐ，增强或抑制Ｗｎｔ信号，通过ＹＯＰＲＯ１染色和毛细胞计数，研究斑马鱼中
Ｗｎｔ信号对侧线系统发育的影响。热激诱导Ｄｋｋ１过表达后，斑马鱼侧线系统的神经丘不能形成。碱性磷酸
酶染色和整体原位杂交结果表明：Ｗｎｔ信号是神经丘毛细胞前体细胞以及侧线基板标记基因Ｅｙａ１和Ｓｉｘ２ｂ表
达所必需的。综上结果：Ｗｎｔ信号可能通过调控侧线基板形成影响斑马鱼的侧线发育。
关键词：斑马鱼；侧线基板；毛细胞；Ｗｎｔ信号
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　　侧线系统是鱼类和两栖类体表一种重要的
感觉系统，有感觉水流、水压、水温、微弱电场变

化的功能［１３］，对鱼类的摄食、避敌、生殖、集群、

洄游等行为有着非常重要的作用［４７］。斑马鱼的

侧线系统由一系列分散的神经丘构成，包括前侧

线系统（ＡＬＬ）和后侧线系统（ＰＬＬ）［８］。侧线系统
起源于头部神经基板中的侧线基板［９］。Ｓｉｘ１／２，
Ｓｉｘ４／５和Ｅｙａ１基因可作为头部神经基板和侧线
神经丘前体细胞的标记基因［９］。在小鼠内耳毛

细胞分化中Ｅｙａ１Ｓｉｘ１通过激活Ａｔｏｈ１ａ表达促进
毛细胞的分化［１０］，Ｅｙａ１和 Ｓｉｘ１／２在斑马鱼内耳
和神经丘发育的过程中也是必需的［１１１２］。近期

的研究表明：侧线系统的发育受到 Ｗｎｔ等信号的
调控［１３］，但具体的调控机制尚未完全阐明。

Ｗｎｔ信号通路是一条非常保守的信号转导途
径，广泛存在于所有动物中，对胚胎的早期发育、

组织器官发生、组织再生以及其他生理过程起着

非常重要的作用［１４］。Ｗｎｔ信号也参与后侧线原
基的迁移和次级神经丘形成［１５１６］。Ｗｎｔ８是经典
Ｗｎｔ信号途径的一类配体，可通过 βｃａｔｅｎｉｎ调控

下游基因转录。Ｗｎｔ８参与胚胎背腹轴的建立，
促进侧中胚层的发育［１７］。Ｄｋｋ（Ｄｉｃｋｋｏｐｆ）是 Ｗｎｔ
信号通路中重要的拮抗因子之一，能够特异地抑

制经典Ｗｎｔ信号通路［１８］。本研究将利用转基因

斑马鱼操控经典Ｗｎｔ信号，研究Ｗｎｔ信号对侧线
基板和神经丘前体细胞的影响。

１　材料与方法

１．１　实验材料
本实验所用 ＡＢ品系斑马鱼，ｈｓｐ：ｗｎｔ８ａｅｇｆｐ

和ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐ转基因斑马鱼［１９］均养在循环养

殖系统中（上海海圣生物设备有限公司）。养殖

系统水温维持在２８．５℃，按１４ｈ／１０ｈ的光暗周
期，每天早晚各喂食一次卤虫。胚胎饲养于灭菌

后的胚胎水（６３ｍｇ／ＬＣａＳＯ４、１０ｍｇ／ＬＭｇＳＯ４、４
ｍｇ／ＬＫＣｌ、１．１ｍｇ／ＬＮａＨ２ＰＯ４、０．０１ｍｇ／Ｌ亚甲基
蓝）中，胚胎发育分期参照 ＫＩＭＭＥＬ等［２０］。ＹＯ
ＰＲＯ１购自 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＮＢＴ和 ＢＣＩＰ购自
Ｒｏｃｈｅ。
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１．２　热激处理胚胎
ＡＢ品系斑马鱼分别与 ｈｓｐ：ｗｎｔ８ａｅｇｆｐ和

ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐ转基因斑马鱼杂交。将所得的部
分胚胎在５ｈｐｆ热激１ｈ，发现胚胎分别表现出头
部化和尾部化的缺陷表型，这表明 ｈｓｐ：ｗｎｔ８ａ和
ｈｓｐ：ｄｋｋ１两个转基因鱼热激处理后确实过表达
了 Ｗｔ８ａ和 Ｄｋｋ１蛋白。当胚胎发育至 １７ｈｐｆ
（ｈｏｕｒｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ）时，将胚胎等分为实验组
和对照组，各５４条。实验组胚胎３９℃热激１ｈ，
然后放回２８．５℃培养箱继续培养；对照组胚胎
持续培养在２８．５℃温箱中。
１．３　ＹＯＰＲＯ１染色

用新鲜的胚胎水稀释配制 ２μｍｏｌ／ＬＹＯ
ＰＲＯ１染色工作液，将发育至３ｄｐｆ的胚胎放入
染色液中，避光染色１ｈ。染色后的胚胎，先用胚
胎水清洗两遍，然后转移至 ＭＳ２２２（０．１ｍｇ／ｍＬ）
中麻醉５ｍｉｎ。将其转移到平底的９６孔板中，每
个孔中放入一个胚胎，仅留少量胚胎水，并使胚

胎侧向铺于板底以便观察。在荧光倒置显微镜

（ＡｘｉｏＯｂｓｅｒｖｅｒＺ１）下进行神经丘和毛细胞计数
并拍照。

１．４　碱性磷酸酶染色
胚胎经 ４％ ＰＦＡ（用 ＰＢＳ配制）室温固定 １

ｈ，然后用 ＰＢＳ洗涤３次，再用３％ Ｈ２Ｏ２室温强
光下使胚胎脱色完全。用 ＰＢＳ洗涤胚胎５ｍｉｎ，
再用显色缓冲液洗涤胚胎３次，每次５ｍｉｎ。最后
将胚胎浸没于含 ＮＢＴ和 ＢＣＩＰ的显色液中，避光
染色 １０～１５ｍｉｎ。待胚胎显色完成后，用 ４％
ＰＦＡ终止显色反应，再用 ＰＢＳ洗涤胚胎２～３次。
最后将胚胎浸于１００％甘油中用于观察拍照。
１．５　整体原位杂交

利用ＮＣＢＩ网站上 ＰｒｉｍｅｒＢＬＡＳＴ设计 Ｓｉｘ２ｂ
和Ｅｙａ１特异性引物（包含部分编码序列），见表
１。以斑马鱼３０ｈｐｆ胚胎ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增
得到目的基因的片段，纯化并连接 ｐＢＳＫ＋载体，
转化后送至生工生物工程（上海）有限公司测序

鉴定，得到阳性克隆。以含有 Ｓｉｘ２ｂ和 Ｅｙａ１特异
性片段的质粒载体线性化后作为模板，使用 Ｔ７
ＲＮＡ聚合酶合成带地高辛标记的反义 ＲＮＡ探
针。具体的原位杂交和显色过程参照文献［２１］
进行。

２　结果与分析

２．１　ＹＯＰＲＯ１染色标记神经丘毛细胞
ＹＯＰＲＯ１是一种细胞核染料，能特异性进

入毛细胞。在１７ｈｐｆ（侧线基板形成期）对转基
因斑马鱼 ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐ热激处理１ｈ，待胚胎发
育至３ｄｐｆ时，用 ＹＯＰＲＯ１染色后，荧光显微镜
下对斑马鱼后侧线系统神经丘的毛细胞进行计

数，同时以 ＡＢ野生型斑马鱼作为阴性对照。结
果显示：未进行热激处理的ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐ转基因
斑马鱼后侧线系统神经丘数目为８．７５±０．６８，神
经丘毛细胞数为２０．５６±２．３９；热激处理后ｈｓｐ：
ｄｋｋ１ｅｇｆｐ转基因斑马鱼中后侧线系统中未检测
到毛细胞，而热激后的 ＡＢ鱼与未热激的 ＡＢ鱼
毛细胞数量无显著变化，可见热激处理本身对毛

细胞的损伤有限（图版Ⅰ、表２）。这表明经过热
激处理诱导 Ｄｋｋ１过表达，导致斑马鱼后侧线神
经丘的毛细胞无法正常发育，即侧线基板形成期

的Ｗｎｔ信号对斑马鱼后侧线神经丘毛细胞的发
育是必需的。

表１　实验所使用的引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄ
ｆｏｒａｌｌｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

ＷＩＳＨ引物
ＰｒｉｍｅｒｆｏｒＷＩＳＨ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｓｉｘ２ｂＦｏｒｗａｒｄ ＴＧＣＣＡＧＡＴＧＧＴＣＧＴＡＴＡＴＧＧＴＧ
Ｓｉｘ２ｂＲｅｖｅｒｓｅ ＡＧＧＣＧＡＡＡＴＣＣＡＣＴＴＧＧＧＡＡ
Ｅｙａ１Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＡＣＣＴＴＧＡＧＣＧＣＧＴＧＴＴＣＡＴＴＴＧ
Ｅｙａ１Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＴＧＣＧＡＧＣＡＧＡＡＡＴＴＧＡＡＧＣＣＣＴＧ

表２　后侧线系统神经丘毛细胞数目
Ｔａｂ．２　Ｈａｉｒｃｅｌｌｓｉｎｎｅｕｒｏｍａｓｔｓ
ｏｆｔｈｅｐｏｓｔｅｒｉｏｒｌａｔｅｒａｌｌｉｎｅ

无热激ＮｏＨｅａｔＳｈｏｃｋ 热激ＨｅａｔＳｈｏｃｋ

神经丘Ｎｅｕｒｏｍａｓｔｓ ８．７５±０．６８ 未检测到

毛细胞Ｈａｉｒｃｅｌｌ ２０．５６±２．３９ 未检测到

２．２　Ｗｎｔ信号通路调控斑马鱼侧线系统发育
碱性磷酸酶是多潜能干细胞的重要标记，也

可以用于标记斑马鱼神经丘的前体细胞［２２］。

在胚胎发育至１７ｈｐｆ时，热激处理诱导Ｄｋｋ１
过表达，待仔鱼发育至３ｄｐｆ时，进行碱性磷酸酶
染色。结果显示：未经热激的ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐ转基
因斑马鱼神经丘处出现碱性磷酸酶信号；Ｄｋｋ１过
表达后，斑马鱼侧线神经丘中的碱性磷酸酶信号

减弱，且神经丘数量减少（图１）。这表明：Ｗｎｔ信
号是斑马鱼侧线神经丘的前体细胞形成所必需
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的。

为检测 Ｗｎｔ信号对斑马鱼侧线神经丘前体
细胞形成是否具有充分性作用，在胚胎发育至１７
ｈｐｆ时，热激处理诱导 Ｗｎｔ８ａ过表达，于３ｄｐｆ时
取仔鱼利用碱性磷酸酶染色检测神经丘前体细

胞情况。结果显示：未经热激的 ｈｓｐ：ｗｎｔ８ａｅｇｆｐ

转基因斑马鱼（对照组）神经丘处检测到较强的

碱性磷酸酶信号；经热激的 ｈｓｐ：ｗｎｔ８ａｅｇｆｐ转基
因斑马鱼侧线神经丘中碱性磷酸酶信号相对于

对照组显著减弱（图 ２）。由此可见，过表达
Ｗｎｔ８ａ并不能促进斑马鱼神经丘前体细胞的形
成，反而抑制前体细胞的形成。

图１　Ｄｋｋ１过表达对神经丘前体细胞的影响
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＤｋｋ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｓｏｆｎｅｕｒｏｍａｓｔｓ

（ａ）未经热激的ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐ转基因斑马鱼，神经丘的碱性磷酸酶染色；（ｂ）于１７ｈｐｆ热激诱导Ｄｋｋ１过表达后，神经丘的碱性磷酸
酶染色

（ａ）ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｗｉｔｈｏｕｔｈｅａｔｉｎｇｓｈｏｃｋ，ｔｈｅｎｅｕｒｏｍａｓｔｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＮＢＴ／ＢＣＩＰ；（ｂ）Ｔｈｅｈａｉｒｃｅｌｌｓｏｆｎｅｕｒｏｍａｓｔ
ｏｆｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｈｅａｔｅｄａｔ１７ｈｐｆｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＮＢＴ／ＢＣＩＰ

图２　Ｗｎｔ８ａ过表达对神经丘前体细胞的影响
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＷｎｔ８ａｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｓｏｆｎｅｕｒｏｍａｓｔｓ

（ａ）未经热激的ｈｓｐ：ｗｎｔ８ａｅｇｆｐ转基因斑马鱼，神经丘前体细胞的碱性磷酸酶染色；（ｂ）热激诱导Ｗｎｔ８ａ过表达后，神经丘前体细胞
的碱性磷酸酶染色

（ａ）ｈｓｐ：ｗｎｔ８ａｅｇｆｐｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｗｉｔｈｏｕｔｈｅａｔｉｎｇｓｈｏｃｋ，ｔｈｅｎｅｕｒｏｍａｓｔｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＮＢＴ／ＢＣＩＰ；（ｂ）Ｔｈｅｈａｉｒｃｅｌｌｓｏｆｎｅｕｒｏｍａｓｔ
ｏｆｈｓｐ：ｗｎｔ８ａｅｇｆｐｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｈｅａｔｅｄａｔ１７ｈｐｆｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＮＢＴ／ＢＣＩＰ

２．３　Ｗｎｔ信号对Ｅｙａ１和Ｓｉｘ２ｂ的表达调控
既然 Ｗｎｔ信号参与斑马鱼侧线神经丘前体

细胞的调控，Ｓｉｘ２ｂ和 Ｅｙａ１表达于神经基板和神
经丘的前体细胞，参与毛细胞前体细胞的形成。

因此，推测Ｗｎｔ信号是否通过对Ｓｉｘ２ｂ和Ｅｙａ１基
因的表达调控参与侧线发育。通过整体原位杂

交技术检测了在 Ｗｎｔ８ａ和 Ｄｋｋ１过表达后，斑马
鱼胚胎中侧线神经丘前体细胞标记基因 Ｓｉｘ２ｂ和
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Ｅｙａ１在斑马鱼神经丘中表达量的变化。实验结
果显示：未经热激的ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐ转基因斑马鱼
胚胎中，Ｓｉｘ２ｂ和Ｅｙａ１集中在２８ｈｐｆ和３６ｈｐｆ时
神经丘和迁移的侧线原基中表达，４８ｈｐｆ时 Ｓｉｘ２ｂ
和Ｅｙａ１在神经丘中表达；热激诱导 Ｄｋｋ１的过表
达后，在２８ｈｐｆ、３６ｈｐｆ、４８ｈｐｆ时未检测到Ｓｉｘ２ｂ和
Ｅｙａ１在迁移的侧线原基和神经丘处的表达（图版
Ⅱ）。结果表明 Ｄｋｋ１过表达抑制 Ｓｉｘ２ｂ和 Ｅｙａ１
在斑马鱼迁移的侧线原基和神经丘处表达。

对照组即未经热激的 ｈｓｐ：ｗｎｔ８ａｅｇｆｐ转基因
斑马鱼中，２８ｈｐｆ和３６ｈｐｆ时 Ｓｉｘ２ｂ和 Ｅｙａ１在神
经丘和迁移的侧线原基中表达，４８ｈｐｆ时Ｓｉｘ２ｂ和
Ｅｙａ１在神经丘中表达；热激诱导Ｗｎｔ８ａ的过表达
后，在２８ｈｐｆ、３６ｈｐｆ、４８ｈｐｆ时侧线原基和神经丘
处未检测到 Ｓｉｘ２ｂ和 Ｅｙａ１的表达（图版Ⅲ）。结
果表明Ｗｎｔ８ａ过表达抑制 Ｓｉｘ２ｂ和 Ｅｙａ１在斑马
鱼迁移的侧线原基和神经丘处表达。

３　讨论

在侧线基板形成期抑制 Ｗｎｔ信号（Ｄｋｋ１过
表达）导致神经丘发育受阻。碱性磷酸酶染色，

结合Ｓｉｘ２ｂ和 Ｅｙａ１的表达变化表明：Ｗｎｔ信号可
能通过抑制神经丘前体细胞中的 Ｅｙａ１和 Ｓｉｘ２ｂ
表达，使前体细胞无法正常发育，进而导致神经

丘发育缺陷。此发现与斑马鱼Ｌｅｆ１突变体（经典
Ｗｎｔ信号的直接靶基因）中的表型类似（后侧线
原基迁移受阻，缺少尾部神经丘），且Ｌｅｆ１突变体
的侧线缺陷表型也是由后侧线原基中增殖细胞

数量下降产生的［１５，２３］。这表明 Ｗｎｔ信号确实是
侧线神经丘前体细胞正常发育所必需。

低等脊椎动物的侧线系统与内耳和鳃上结

构均发育起源于后部基板［９］。在两栖类中，发现

Ｗｎｔ信号可促进后部基板标记基因的表达［２４］，在

斑马鱼中尽管Ｗｎｔ信号是耳基板诱导所必需的，
但是在鸡胚中异位表达 Ｗｎｔ不能充分诱导耳基
板形成［２５２６］。这和在斑马鱼侧线系统中观察的

结果相似，在基板形成期异位表达Ｗｎｔ８ａ，神经丘
前体细胞，以及Ｅｙａ１和Ｓｉｘ２ｂ基因的表达均受到
抑制。推测在头部神经基板的诱导形成过程中，

受到多个不同胚胎结构发出的动态信号，综合作

用于基板区。而单纯异位表达 Ｗｎｔ信号，并不能
特异性增强侧线基板中的 Ｗｎｔ信号，而是造成所
有胚胎组织的Ｗｎｔ信号均上调，因此造成侧线的

发育受到抑制。
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２３５（６）：１５７８１５８８．
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（１．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＭａｒｉｎｅＢｉｏｓｙｓｔｅｍａｎｄＮｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＭａｒｉｎｅＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　
２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＮａｔｉｏｎａｌＤｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＦｉｓｈｅｒｉｅｓＳｃｉｅｎｃｅＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；３．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒＭａｒｉｎｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓａｔＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｍｉｎｉｓｔｒｙｏｆ
ＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；４．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＥｘｐｌｏｒａｔｉｏｎａｎｄＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃ
Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｌａｔｅｒａｌｌｉｎｅｓｙｓｔｅｍｏｒｉｇｉｎａｔｅｓｆｒｏｍｔｈｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｌａｔｅｒａｌｌｉｎｅｐｌａｃｏｄｅ．Ｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ｌａｔｅｒａｌｌｉｎｅｐｌａｃｏｄｅｒｅｑｕｉｒｅｓｔｈｅｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｏｎｏｆａｖａｒｉｅｔｙｏｆｓｉｇｎａｌｉｎｇｓ．ＩｎｏｒｄｅｒｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｒｏｌｅｏｆＷｎｔ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｈｅｌａｔｅｒａｌｌｉｎｅｓｙｓｔｅｍｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ，ｗｅｍｏｄｕｌａｔｅｄｔｈｅＷｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｂｙｈｅａｔｉｎｇ
ｓｈｏｃｋｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈ，ｈｓｐ：Ｗｎｔ８ａｅｇｆｐａｎｄｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐ，ａｎｄｅｖａｌｕａｔｅｄｔｈｅｈａｉｒｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒ
ｂｙＹＯＰＲＯ１ｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｗｅｆｏｕｎｄｔｈａｔｈａｉｒｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｚｅｂｒａｆｉｓｈｌａｔｅｒａｌｌｉｎｅｓｙｓｔｅｍｃａｎｎｏｔｆｏｒｍｎｏｒｍａｌｌｙａｆｔｅｒ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤｋｋ１．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｗｅｆｏｕｎｄＷｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｗａｓａｌｓｏｎｅｃｅｓｓａｒｙｆｏｒｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｕｓｉｎｇａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｏｆＥｙａ１ａｎｄＳｉｘ２ｂ．Ｉｎｓｕｍｍａｒｙ，Ｗｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ａｆｆｅｃｔｓｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｌａｔｅｒａｌｌｉｎｅｓｙｓｔｅｍｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｌａｔｅｒａｌｌｉｎｅｐｌａｃｏｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｚｅｂｒａｆｉｓｈ；ｌａｔｅｒａｌｌｉｎｅｐｌａｃｏｄｅ；ｈａｉｒｃｅｌｌ；Ｗｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
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１期 葛玲玲，等：斑马鱼中Ｗｎｔ信号通过调控侧线基板形成影响侧线发育机制

图版Ⅰ　Ｄｋｋ１过表达对神经丘毛细胞的影响
ＰｌａｔｅⅠ　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＤｋｋ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｈａｉｒｃｅｌｌｉｎｎｅｕｒｏｍａｓｔ

１．未经热激的ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐ转基因斑马鱼，神经丘毛细胞的ＹＯＰＲＯ１染色；２．于１７ｈｐｆ热激诱导 Ｄｋｋ１过表达后，神经丘毛细

胞的ＹＯＰＲＯ１染色；３．未经热激的野生型斑马鱼 ＡＢ，神经丘毛细胞 ＹＯＰＲＯ１染色；４．于１７ｈｐｆ热激后，神经丘毛细胞 ＹＯ

ＰＲＯ１染色

１．ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｗｉｔｈｏｕｔｈｅａｔｉｎｇｓｈｏｃｋ，ｔｈｅｈａｉｒｃｅｌｌｓｏｆｎｅｕｒｏｍａｓｔｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＹＯＰＲＯ１；２．Ｔｈｅｈａｉｒｃｅｌｌｓｏｆ

ｎｅｕｒｏｍａｓｔｏｆｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｈｅａｔｅｄａｔ１７ｈｐｆｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｂｙＹＯＰＲＯ１；３．ＡＢｗｉｌｄｔｙｐｅｚｅｂｒａｆｉｓｈｗｉｔｈｏｕｔｈｅａｔｉｎｇ

ｓｈｏｃｋ，ｔｈｅｈａｉｒｃｅｌｌｓｏｆｎｅｕｒｏｍａｓｔｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＹＯＰＲＯ１；４．ＴｈｅｈａｉｒｃｅｌｌｓｏｆｎｅｕｒｏｍａｓｔｏｆＡＢｗｉｌｄｔｙｐｅｚｅｂｒａｆｉｓｈｈｅａｔｅｄａｔ１７ｈｐｆ

ｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｂｙＹＯＰＲＯ１
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图版Ⅱ　整体原位杂交分析毛细胞相关基因Ｓｉｘ２ｂ和Ｅｙａ１
在ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐ转基因斑马鱼胚胎不同发育阶段的表达

ＰｌａｔｅⅡ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｈａｉｒｃｅｌｌｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓＳｉｘ２ｂ
ａｎｄＥｙａ１ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐ

１３．未经热激的ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐ转基因斑马鱼，Ｓｉｘ２ｂ基因分别在２８ｈｐｆ、３６ｈｐｆ、４８ｈｐｆ时的表达；４６．于１７ｈｐｆ热激诱导Ｄｋｋ１过表

达后，Ｓｉｘ２ｂ基因分别在２８ｈｐｆ、３６ｈｐｆ、４８ｈｐｆ时的表达；７９．未经热激的ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐ转基因斑马鱼，Ｅｙａ１基因分别在２８ｈｐｆ、３６

ｈｐｆ、４８ｈｐｆ时的表达；１０１２．于１７ｈｐｆ热激诱导Ｄｋｋ１过表达后，Ｅｙａ１基因分别在２８ｈｐｆ、３６ｈｐｆ、４８ｈｐｆ时的表达

１３．ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｗｉｔｈｏｕｔｈｅａｔｉｎｇｓｈｏｃｋ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｇｅｎｅＳｉｘ２ｂａｔｔｈｅｓｔａｇｅｏｆ２８ｈｐｆ，３６ｈｐｆａｎｄ４８

ｈｐｆ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；４６．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｇｅｎｅＳｉｘ２ｂａｔｔｈｅｓｔａｇｅｏｆ２８ｈｐｆ，３６ｈｐｆａｎｄ４８ｈｐｆｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｈｅａｔｅｄａｔ１７ｈｐｆ；７９．ｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｗｉｔｈｏｕｔｈｅａｔｉｎｇｓｈｏｃｋ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｇｅｎｅＥｙａ１ａｔ

ｔｈｅｓｔａｇｅｏｆ２８ｈｐｆ，３６ｈｐｆａｎｄ４８ｈｐｆ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；１０１２．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｇｅｎｅＥｙａ１ａｔｔｈｅｓｔａｇｅｏｆ２８ｈｐｆ，３６ｈｐｆａｎｄ４８ｈｐｆ

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｓｐ：ｄｋｋ１ｅｇｆｐｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｈｅａｔｅｄａｔ１７ｈｐｆ
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１期 葛玲玲，等：斑马鱼中Ｗｎｔ信号通过调控侧线基板形成影响侧线发育机制

图版Ⅲ　整体原位杂交分析毛细胞相关基因Ｓｉｘ２ｂ和Ｅｙａ１
在ｈｓｐ：ｗｎｔ８ａｅｇｆｐ转基因斑马鱼胚胎不同发育阶段的表达

ＰｌａｔｅⅢ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｈａｉｒｃｅｌｌｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓＳｉｘ２ｂａｎｄ
Ｅｙａ１ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｚｅｂｒａｆｉｓｈｈｓｐ：ｗｎｔ８ａｅｇｆｐ

１３．未经热激的ｈｓｐ：ｗｎｔ８ａｅｇｆｐ转基因斑马鱼，Ｓｉｘ２ｂ基因分别在２８ｈｐｆ、３６ｈｐｆ、４８ｈｐｆ时的表达；４６．于１７ｈｐｆ热激诱导Ｄｋｋ１过

表达后，Ｓｉｘ２ｂ基因分别在２８ｈｐｆ、３６ｈｐｆ、４８ｈｐｆ时的表达；７９．未经热激的ｈｓｐ：ｗｎｔ８ａｅｇｆｐ转基因斑马鱼，Ｅｙａ１基因分别在２８ｈｐｆ、
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