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摘　要：验证了一种简便易行的斑马鱼性腺体表注射方法。首先解剖１０条成年斑马鱼，精确测量并勾画出
性腺的综合体表投影；然后注射阿尔新蓝染料确定注射路径和范围；再分别注射葡聚糖德克萨斯红和 Ｓｏｘ９ａ
ｍｙｃ过表达质粒与脂质体转染试剂混合物，４８ｈ后分别用荧光显微镜和免疫印迹法检测荧光分布和融合基因
表达。根据雄性斑马鱼平均体长、体宽和性腺的平均长宽，确定注射点位于斑马鱼胸鳍上端水平线与腹鳍前

端竖直线相交处向上０．１ｃｍ处。注射４８ｈ后，发现阿尔新蓝和葡聚糖德克萨斯红多存在于性腺内部，部分
标记了周围器官边缘部位；证实Ｓｏｘ９ａｍｙｃ蛋白在卵巢中大量表达。结果表明建立的斑马鱼性腺体表投影体
侧注射方法有效可行，为以后斑马鱼的体内基因调控研究提供了简便易行的给药途径。
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　　性别分化能决定生物发育成雄性或者雌性
的进程。在脊椎动物，性别分化简单地分为两个

阶段。在初级阶段，性腺分化成既不是精巢也不

是卵巢的阶段，这个阶段不受某个关键基因的调

控；在性成熟阶段，由于某个环境因素或多个基

因的作用，性腺开始形成特定的性状［１］。

过去十年，斑马鱼作为多种实验的载体已经

成为一种具有很高研究价值的模型［２３］，它具有

一些哺乳类和无脊椎动物的优点。斑马鱼的生

殖间隔很短，同时可以产生大量的后代并进行筛

选工作；有着先天和适应性的免疫系统；在进化

上更趋近于哺乳动物，和一些哺乳动物比如人类

和小鼠具有同源基因［４］。

斑马鱼类在性别分化的过程中展现出一定

的可塑性，同时有着很强的调节机制［５］。在幼鱼

时期，所有单独的个体会首先发育成一种包含未

成熟卵母细胞的未分化的类卵巢性腺，在２０～３０
天时，大约一半斑马鱼个体中未成熟的卵母细胞

会发育成卵巢，而剩下的个体中，未成熟的卵母

细胞凋亡并且发育出精巢的形态学特性［６］。

许多文献报道了 Ｓｏｘ９基因是脊椎动物性腺
分化的关键基因［７９］，在斑马鱼性腺分化过程中，

ＦＳＨ凭借第二信息因子ｃＡＭＰ以及多种激酶调控
Ｓｏｘ９基因和ＡＭＨ。Ｓｏｘ９基因表达调控使类卵巢
性腺分化形成精巢和卵巢［６］，Ｓｏｘ９有两种不同的
转录本 Ｓｏｘ９ａ和 Ｓｏｘ９ｂ。１７天时，部分斑马鱼性
腺中 Ｓｏｘ９ａ与 Ｃｙｐ１９ａ１ａ共同作用于类卵巢，第
２１～２５天 时 Ｓｏｘ９ａ激 活 ＡＭＨ，ＡＭＨ 抑 制
Ｃｙｐ１９ａ１ａ的表达，从而卵母细胞凋亡然后形成精
细胞；另一部分斑马鱼性腺中 Ｓｏｘ９ｂ与 Ｃｙｐ１９ａ１ａ
共同作用使类卵巢性腺向成熟卵巢方向发展［１０］。

而Ｓｏｘ９ａ表达于斑马鱼的脑部、肌肉、精巢和鱼
鳍，在成熟卵巢中不表达。

斑马鱼作为模式生物因个体太小，体内性腺

用药十分困难。显微注射作为在生物研究中的

一种常用的技术，尽管在斑马鱼腹部注射和鱼卵

注射中广泛应用［１１１２］，也比斑马鱼卵和胚胎的浸

泡效果好得多［１３］。但目前没有成熟的斑马鱼体

内性器官给药的报道。本文试图建立一种简便

的斑马鱼性腺体表投影给药途径。
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１　材料与方法

１．１　实验材料和试剂与仪器
ＡＢ品系为本实验室自养的成年斑马鱼（ＭＳ

２２２１００×麻醉剂，阿尔辛蓝染料，葡聚糖德克萨
斯红荧光染料和ｌｉｐｏｈｉｇｈ脂质体高效转染试剂均
购置于上海生工生物技术公司）。试剂与仪器包

括毛 细 吸 管 ｇｌａｓｓｃａｐｉｌｌａｒｙ（Ｗｏｒｌｄ Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，美国）、显微注射仪 ＰＶ８３０Ｐｎｅｕｍａｔｉｃ
ＰｉｃｏＰｕｍｐＴＭ（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）、荧光显微镜 ＳｔｅＲＥＯ
ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＶ１２（ＣａｒｌＺｅｉｓｓ，德国）、ＡｎｔｉＳｏｘ９ａ抗体
（Ａｂｃａｍ，ＨＫ）和 ａｎｔｉｍｙｃ抗体（北京全式基因生
物技术公司）。

１．２　实验方法
１．２．１　外源基因的准备

Ｓｏｘ９ａｍｙｃ质粒由实验室制备。简言之，将
Ｓｏｘ９ａ基因编码区ＣＤＳ的全长序列插入到 Ｍ２表
达载体（ｐＥａｓｙｂｌｕｎｔＭ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｋｉｔＣＭ２１１０１，
北京全式基因生物公司）中，ＰＣＲ扩增和测序验
证Ｓｏｘ９ａ为正向插入并与 Ｍｙｃ标签蛋白编码框
正确连接。

１．２．２　注射设备的准备
使用拉针仪将毛细玻璃管拉成合适大小的

注射针，使用镊子将针尖开口，调节注射设备的

气压，使内外气压达到平衡。

１．２．３　斑马鱼解剖和雄性斑马鱼模式图绘制
在解剖镜下对成年斑马鱼进行解剖，了解斑

马鱼内脏结构，量取斑马鱼体长和体内器官并拍

摄照片，用 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ测量照片中斑马鱼重要内
脏的比例，并根据体长计算出各个距离的实际长

度，绘制雄性斑马鱼模式图。

１．２．４　阿尔辛蓝染料显微注射
对镊子、剪刀用酒精进行消毒，将装液后的

针头的游离端安在连接器上，然后旋紧连接器以

固定针头。在带有刻度的载玻片中央滴加一滴油

滴，用镊子夹断部分针尖，将染料注射进油滴，观

察单次注射量并进行相应调整，把１００×ＭＳ２２２
与水按１∶５０比例混合，将待注射的斑马鱼转移
至烧杯，当斑马鱼鳃翕动缓慢，身体被镊子触碰

反应微弱时转移至注射台，在斑马鱼头部滴加烧

杯中的麻醉剂。用有凹槽的泡沫板放置被麻醉

的斑马鱼，根据模式图大致确定性腺位置，用镊

子拔去该部位的鳞片，用剪刀或小刀刮开一个小

口，再用镊子或剪刀将小口扩大至１～２ｍｍ，找到
性腺，注意不要用力过大以免挤压内脏影响斑马

鱼注射后的存活。将针头扎入性腺，踩下踏板注

射阿尔辛蓝染料１μＬ。注意不要针头扎得过深
以免刺破鱼鳔导致斑马鱼死亡。

１．２．５　外源基因注射
将浓度为４５０ｎｇ／μＬ质粒Ｓｏｘ９ａ与葡聚糖德

克萨斯红染料和 ｌｉｐｏｈｉｇｈ脂质体转染试剂按照
２∶１∶２的比例混匀，按照上述方法分别注入２μＬ
到成年雌鱼与雄鱼的体内，根据斑马鱼细胞转染

质粒后在４８ｈ后蛋白表达量最高，因此尝试２ｄ
后解剖斑马鱼，并使用荧光显微镜对性腺部分拍

照观察。

　　解剖注射２ｄ后的斑马鱼性腺，提取蛋白，并
进行ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验验证蛋白表达［１４１５］。

２　结果

２．１　雄性斑马鱼模式图
对１０条成年斑马鱼进行解剖，并对体长和

体内主要器官，特别是性腺大小进行测量，计算

平均值并确定性腺的相对位置。因为卵巢体积

较大，精巢则相对偏小，因此主要对精巢的位置

进行分析计算。雄性斑马鱼平均体长（３．８７±
０．１０）ｃｍ，宽（０．７６±０．０５）ｃｍ。经过解剖观察，
性腺位于斑马鱼体侧皮肤下中间位置，为图１中
Ｔ所标注器官，平均长度为（０．８２±０．０６）ｃｍ，宽
（０．１５±０．０２）ｃｍ。注射位点的体表投影位置应
位于胸鳍上端水平线与腹鳍前端竖直线交叉处

（红色虚线）上方约０．１ｃｍ处，图１中红点标注
体外投影显微注射进针位置，相比细小精巢，卵

巢体积大，采用精巢注射途径也十分有效。

图１　雄性斑马鱼精巢相对位置及体外注射进针位置
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍａｌｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｇｏｎａｄａｎｄｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｎｅｅｄｌｅｉｎｖｉｔｒｏ

Ｔ．精巢；Ｋ．肾脏；ｂ．鱼鳔；Ｓ．胃；Ｌ．肝；Ｉ．肠；Ｈ．心脏

Ｔ．ｔｅｓｔｉｓ；Ｋ．ｋｉｄｎｅｙ；ｂ．ｓｗｉｍｍｉｎｇｂｌａｄｄｅｒ；Ｓ．ｓｔｏｍａｃｈ；Ｌ．

ｌｉｖｅｒ；Ｉ．ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ；Ｈ．ｈｅａｒｔ
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２．２　阿尔新蓝性腺注射实验
为了证明注射试剂能够作用整个性腺，按照

解剖实验结果对雌性成年斑马鱼进行染料注射，

蓝色物质为阿尔新蓝染料。如图２，４８ｈ后解剖
观察，结果发现在注射位点周围聚集有部分阿尔

新蓝染料，多数已经扩散并包围整个卵巢。精巢

不同于卵巢，因为体积较小，阿尔新蓝渗透到精

巢和鱼鳔。说明注射试剂会随着时间弥散至整

个性腺。

图２　阿尔新蓝染料注射性腺示意图
Ｆｉｇ．２　Ａｌｃｉａｎｂｌｕｅｄｙｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｇｏｎａｄ

（ａ）阿尔新蓝注射卵巢示意图；（ｂ）阿尔新蓝注射精巢示意图

（ａ）Ａｌｃｉａｎｂｌｕｅｄｙｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｏｖａｒｙ；（ｂ）Ａｌｃｉａｎｂｌｕｅｄｙｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｔｅｓｔｉｓ

２．３　外源基因注射荧光实验图
为了确认混合试剂进入性腺，在外源基因注

射后观察斑马鱼性腺中葡聚糖德克萨斯红荧光

标记的细胞。图版所示在外源基因注射４８ｈ后，
在卵巢和精巢的注射位点都出现了红色荧光，并

且在精巢下部和卵巢间隙也出现红色荧光，证明

混合试剂已经扩散至整个性腺。精巢因为体积

较小的缘故，荧光部分标记了性腺四周部分器

官。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
相对未注射实验组，Ｓｏｘ９ａ蛋白在成熟卵巢

中不表达。Ｍｙｃ蛋白为所构建 Ｍ２表达载体上的
标签蛋白，结果显示抗 Ｍｙｃ抗体识别 Ｓｏｘ９ａＭｙｃ
融合蛋白（大小为１１０ｋｕ），而抗 Ｓｏｘ９ａ抗体识别
Ｓｏｘ９ａＭｙｃ（１１０ｋｕ）。未注射卵巢在１１０ｋｕ位置
并不显示表达Ｓｏｘ９ａＭＹＣ蛋白，可以证明外源基
因注射的卵巢同时表达Ｓｏｘ９ａＭｙｃ蛋白（图３）。

３　讨论

体外注射一直被运用进行多种实验，有文章

报道成功使用体外注射 Ｃａｓ９／ｇＲＮＡ到斑马鱼卵

的方法来进行基因编辑［１６］和注射 ＴＡＬＥＮｍＲＮＡ
到有爪蟾蜍卵母细胞进行基因敲降［１７］的实验。

有研究显示，相比浸泡实验斑马鱼胚胎在迟钝爱

德华菌病原体浸泡实验中感染率在２５％ ～７５％
之间，而注射实验感染率为１００％，因此浸泡实验
具有局限性，注射实验则相比更具有优势［１８］。

本实验是为了研究斑马鱼活体外源基因性

腺注射方法的可行性。不同于以上体外注射实

验，此实验首先检验了外源基因能否准确注射进

入并作用整个斑马鱼性腺，其次验证了外源基因

能否在斑马鱼性腺内顺利表达。为了建立斑马

鱼体外性腺定点注射方法，首先采用解剖的方法

获取斑马鱼相应器官的位置和比例，然后绘制草

图与成年斑马鱼按照比例进行比对，确定性腺定

点注射的位置位于胸鳍上端水平线与腹鳍前端

竖直线交叉处上方约０．１ｃｍ处。体外注射斑马
鱼外源基因混合物，荧光结果表明注射位置正

确，并大部分位于相应器官内，然后采取 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ的方法验证外源基因的表达。如果进行多点
注射，则以图１所示位置为中心，水平线向右旋
转１５°前后０．１ｃｍ位置进行注射。
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图版　外源基因注射到性腺的荧光观察
Ｐｌａｔｅ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓｇｅｎｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｉｎｔｏｇｏｎａｄ

１．外源基因注射精巢的荧光标记；２．外源基因注射精巢的常光观察；３．外源基因注射卵巢的荧光标记；４．外源基因注射卵巢的常光观

察

１．Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓｇｅｎｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｉｎｔｏｔｅｓｔｉｓ；２．Ｌｉｇｈｔｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓｇｅｎｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｉｎｔｏｔｅｓｔｉｓ；３．Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
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　　虽然此方法还有许多改进地方，体外注射的
效果因实验者熟练程度与手法而有差异，但可以

为斑马鱼体外给药途径，同时也为体内研究斑马

鱼性腺转化过程中基因调控提供了方便。
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