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摘　要：建立肌型糖原磷酸化酶基因ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ突变体斑马鱼疾病模型，对人类ＰＹＧＭ基因突变导致的
糖原贮积症Ⅴ型（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｔｏｒａｇｅｄｉｓｅａｓｅｔｙｐｅⅤ，ＧＳＤⅤ）的研究具有重要意义。利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术成功
敲除了斑马鱼 ｐｙｇｍａ和 ｐｙｇｍｂ基因，分别获得 ｐｙｇｍａ（－１１ｂｐ）／和 ｐｙｇｍａ（＋１４ｂｐ）／两种纯合突变体，以及
ｐｙｇｍｂ（＋１ｂｐ）／和ｐｙｇｍｂ（－２ｂｐ）／两种纯合突变体。过碘酸希夫糖原染色（ｐｅｒｉｏｄｉｃａｃｉｄＳｃｈｉｆｆｓｔａｉｎ）实验显示
ｐｙｇｍａ／和ｐｙｇｍｂ／纯合突变体心脏和肌肉组织出现明显的糖原累积。对野生型斑马鱼１５个早期发育时间点
以及１２个成鱼组织中ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ基因表达分析显示，ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ早期发育阶段表达模式相似，从２４
ｈｐｆ到１２５ｈｐｆ，两基因表达量总体呈上升趋势，且ｐｙｇｍｂ的上升幅度大于ｐｙｇｍａ的上升幅度。在检测的１２个
组织中，ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ只在少数几个组织中有明显表达。ｐｙｇｍａ在肌肉组织中表达最高，其次为心脏和皮
肤组织；ｐｙｇｍｂ在心脏、脑、眼睛３个组织中高表达，在肌肉组织中也有表达，但表达量相对较低。斑马鱼
ｐｙｇｍａ／和ｐｙｇｍｂ／突变体具有ＧＳＤⅤ病肌肉糖原累积的典型特征，该疾病模型的建立为进一步研究糖原贮积
症的发病进程、详细机制和药物筛选等治疗策略提供基础数据。

关键词：斑马鱼；肌型糖元磷酸化酶；糖原贮积症Ｖ型；基因敲除；疾病模型
中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　糖原是一种高分子量多糖物质，在动物组织
中作为葡萄糖的储藏库用于能量代谢，对于生命

活动的维持具有重要作用［１］。糖原磷酸化酶

（ｇｌｙｃｏｇｅｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ，ＧＰ）是糖原分解过程中
的限速酶，主要作用是将糖原水解成１磷酸葡萄
糖，继而转化成６磷酸葡萄糖，再经过糖酵解过
程转化为丙酮酸，在有氧情况下，丙酮酸进入柠

檬酸循环，产生大量三磷酸腺苷 （ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）［２］，为机体提供大量能量。糖
原磷酸化酶是一种大分子蛋白聚合体，其活化状

态时的结构为两个相同的亚单位形成的二聚体，

并具备多个功能结构域，包括催化域、糖原结合

域、变构域和丝氨酸残基磷酸化域。在人体，糖

原磷酸化酶具有 ３种亚型，即肝型（ｌｉｖｅｒｔｙｐｅ
ｇｌｙｃｏｇｅｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ，ＰＹＧＬ）、脑型（ｂｒａｉｎｔｙｐｅ

ｇｌｙｃｏｇｅｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ，ＰＹＧＢ）和肌型糖原磷酸
化 酶 （ｍｕｓｃｌｅｔｙｐｅ ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ，
ＰＹＧＭ）［３］。

糖原贮积症（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｔｏｒａｇｅｄｉｓｅａｓｅ，ＧＳＤ）
是一组遗传性糖原代谢障碍引起的疾病［４］，主要

涉及心脏、肝脏、肌肉和脑中糖原代谢异常［５］。

糖原贮积症有很多类型，其中Ⅰ、Ⅲ、Ⅵ和Ⅸ型以
肝脏病变为主，Ⅱ、Ⅴ和Ⅶ型以肌肉组织受损为
主［４５］。ＧＳＤⅤ型又名ＭｃＡｒｄｌｅ氏病，该病的致病
原因是肌型糖元磷酸化酶 ＰＹＧＭ缺乏导致糖原
大量累积在肌纤维内［５６］，该病的主要临床特征

为运动耐受不良［７］，在严重的病例中，可伴有横

纹肌溶解、肌红蛋白尿和致命的肾功能衰竭的表

型［８］。患有ＭｃＡｒｄｌｅ氏病的老年患者由于缺乏锻
炼，也更容易受到Ⅱ型糖尿病和心脏病等继发性
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病症的影响［９］。

动物疾病模型的构建对于在生理学、病理学

和治疗学方面开展疾病研究具有重要意义。目

前，ＮＯＧＡＬＥＳＧＡＤＥＡ等［１０］通过将携带突变位点

的Ｐｙｇｍ（Ｒ５０Ｘ）敲入小鼠体内，造成小鼠体内糖
原磷酸化酶遭到破坏，成功构建了 ＭｃＡｒｄｌｅ氏病
小鼠模型；纯合突变体小鼠活检实验显示肌肉中

有大量糖原累积，行为学实验测试显示，纯合突

变体小鼠运动能力很差，体内出现高尿酸血症，

这些特征与人类ＭｃＡｒｄｌｅ氏病患者特征一致［１０］。

斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）因其具有生殖周期短、
产卵量大、胚胎透明、养殖成本低等优点，已经成

为现代遗传学和发育生物学研究的重要模式动

物。近年来，斑马鱼也被广泛应用于人类疾病模

型构建和药物筛选平台，已成为继小鼠之后的另

一种重要的动物疾病模型［１１１２］。ＭｃＡｒｄｌｅ氏病致
病基因ＰＹＧＭ在斑马鱼中有２个同源基因，分别
是ｐｙｇｍａ和 ｐｙｇｍｂ，其编码的蛋白与人类 ＰＹＧＭ
蛋白相似性高达９０％以上，因此斑马鱼 ＭｃＡｒｄｌｅ
氏病模型可能与小鼠疾病模型的表型相似，但又

可能存在差别。利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术成功构
建了斑马鱼 ｐｙｇｍａ和 ｐｙｇｍｂ纯合突变体，表型分
析证实突变体具有糖原贮积症肌肉糖原累积的

典型特征。该疾病模型的建立，为糖原贮积症的

发病进程、详细机制和药物筛选等治疗策略提供

基础数据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
野生型斑马鱼ＡＢ品系购自中国科学院生物

化学与细胞生物学研究所斑马鱼平台。ｇＲＮＡ质
粒由北京大学分子医学研究所熊敬维教授惠赠；

ＤＨ５α菌株购自天根生化科技（北京）有限公司；
ｇＲＮＡ体外转录试剂盒 ＭＡＸＩｓｃｒｉｐｔ Ｔ７ｉｎＶｉｔｒｏ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ（ＡＭ１３１４）购自 Ａｍｂｉｏｎ公司；
Ｃａｓ９蛋白 ＮＬＳＣａｓ９ＮＬＳ（Ｚ０３３８９１００）购自金斯
瑞生物科技公司；ＤＮＡＣｌｅａｎ＆Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ５
（Ｄ４０１４）购自 ＺｙｍｏＲｅｓｅａｒｃｈ公司；Ｐｈｕｓｉｏｎ
ＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｍ０５３１Ｌ）和 Ｔ７
ＥｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅⅠ（Ｍ０３０２Ｌ）购自 ＮＥＢ公司；２×
ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒＰＡＧＥ（ＡＳ１１２）购自
北京全式金生物技术有限公司；ＴＲＩｚｏｌ（１５５９６
０１８）购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司；反 转 录 试 剂 盒

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ
（ＲＲ０４７Ａ）购自 ＴａＫａＲａ公司；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ Ｍａｓｔｅｒ（Ｒｏｃｈｅ，０４８８７３５２００１）和
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０Ⅱ（Ｒｏｃｈｅ）实时荧光定量 ＰＣＲ
系统均购自罗氏公司；糖原 ＰＡＳ染色液试剂盒
（Ｇ１２８１）购自北京索莱宝生物科技有限公司。
１．２　方法
１．２．１　基因敲除靶点设计及ｇＲＮＡ合成

从 Ｅｎｓｅｍｂｌ数据库 （ｈｔｔｐ：／／ａｓｉａ．ｅｎｓｅｍｂｌ．
ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）获得斑马鱼ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ基因
组序列。ｐｙｇｍａ基因包含２０个外显子，ｐｙｇｍｂ基
因包含２１个外显子。靶点位置选择尽量位于靠
近起始密码子的外显子序列，通过 ｚｉｆｉｔ网站
（ｈｔｔｐ：／／ｚｉｆｉｔ．ｐａｒｔｎｅｒｓ．ｏｒｇ／ＺｉＦｉＴ／）查找靶点，靶点
序列通过 ＮＣＢＩ网站与斑马鱼基因组序列进行
ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．
ｃｇｉ）比对，确定靶点的特异性。

利用Ｔ７启动子合成靶点 ｇＲＮＡ。分别利用
ｐｙｇｍａ上游引物：ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＡＣＴ
ＧＧＣＴＧＣＣＴＡＣＧＧＴＴＡＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ，
ｐｙｇｍｂ上游引物：ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＴＣＧ
ＣＧＧＡＣＧＧＴＧＴＧＣＧＣＣＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧ
Ｃ（下划线碱基为靶点序列）和下游通用引物：５′
ＡＡＡＡＡＡＡＧＣＡＣＣＧＡＣＴＣＧＧＴＧＣＣＡＣ３′扩增 ｇＲＮＡ
质粒，然后利用 ＰＣＲ产物作为模板，体外转录合
成ｇＲＮＡ。
１．２．２　显微注射制备基因敲除Ｆ０嵌合体

首先，进行亲本纯合子筛选。选取生长良好

的性成熟野生型ＡＢ品系斑马鱼雌雄各１０尾，剪
取尾鳍碱裂解法提取基因组ＤＮＡ，利用靶点上下
游引物（表１）扩增获得ＰＣＲ产物，并送至生工生
物有限公司进行测序。如果所有个体 ＰＣＲ产物
序列一致，则认为该亲本为纯合子，其胚胎可以

用于显微注射。

其次，对受精卵进行显微注射并检测基因敲

除效率。注射液 Ｃａｓ９蛋白质量浓度为 ８００ｎｇ／
μＬ，ｇＲＮＡ质量浓度为１００ｎｇ／μＬ，注射剂量为１
ｎＬ。将已注射和阴性对照胚胎置于２８．５℃培养
箱中进行孵化，并定期换水。取注射后 ２ｄｐｆ
（ｄａｙｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ）的胚胎（５枚胚胎／管，３
管）进行敲除效率检测。向每管样品中加入 ５０
μＬ５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，９５℃加热１０ｍｉｎ，涡旋振
荡；重复加热振荡；加入 ５μＬｐＨ８．０，１ｍｏｌ／Ｌ

２１
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ＴｒｉｓＨＣｌ，１００００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，上清即为基因
组。根据表１所列引物进行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反
应体系包括２．０μＬＤＮＡ模板，１．０μＬ上游引物，
１．０μＬ下游引物，８．５μＬｄｄＨ２Ｏ，１２．５μＬ２×
ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒＰＡＧＥ。ＰＣＲ反应程
序：９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃４０ｓ，
共３３个循环；７２℃ ５ｍｉｎ。

利用Ｔ７Ｅ１酶切法和测序法进行基因敲除效
率检测。将 ＰＣＲ产物进行 Ｔ７Ｅ１酶切检测，计算

基因编辑效率［１３］，具体公式如下：

Ｅ＝ １－ １－ ｂ＋ｃ
槡( )ａ＋ｂ＋ｃ

×１００ （１）

式中：Ｅ为基因编辑效率，％；ａ为未切开电泳条
带的灰度值，ｂ和 ｃ分别为切开电泳条带的灰度
值。

将酶切成功的 ＰＣＲ产物测序，若敲除成功，
靶点附近及其以后出现套峰。将敲除成功的 Ｆ０
嵌合体胚胎饲养至性成熟。

表１　靶点及检测引物序列信息
Ｔａｂ．１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｓａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｎｇｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因

Ｇｅｎｅ
靶点（５′３′）

ＴａｒｇｅｔＳｉｔｅ（５′３′）
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓ
长度

Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

ｐｙｇｍａ ＧＧＡＣＴＧＧＣＴＧＣＣＴＡＣＧＧＴＴＡ Ｆ：ＣＴＴＴＡＧＡＡＣＴＴＴＣＣＡＣＡＧＧＣＡＴ
Ｒ：ＴＧＣＴＡＣＡＧＴＡＴＣＡＡＴＧＧＴＡＡＴＧ ３９４

ｐｙｇｍｂ ＧＧＴＣＧＣＧＧＡＣＧＧＴＧＴＧＣＧＣＣ Ｆ：ＴＧＡＣＧＧＡＣＣＡＡＧＡＧＡＡＧＡＧＧＡ
Ｒ：ＧＣＡＧＴＣＴＴＣＣＧＡＡＣＣＡＣＡＡＧＴ ４４４

１．２．３　纯合突变体的筛选及表型分析
将性成熟的Ｆ０嵌合体与显微注射时留作对

照的野生型成鱼外交获得Ｆ１，然后进行基因突变
类型的筛选，Ｆ１包含多种突变类型。待 Ｆ１长大
后，剪取尾鳍提取基因组，进行 ＰＣＲ扩增和产物
Ｔ７Ｅ１酶切。酶切成功的 ＰＣＲ产物纯化后进行
ＴＡ克隆，每尾Ｆ１挑选５个单克隆进行测序，确定
基因突变类型。

将相同突变类型的Ｆ１杂合子成鱼分别内交，
获得不同突变类型的Ｆ２。对 Ｆ２成鱼剪尾鳍提取
基因组，同基因编辑效率检测方法，进行 ＰＣＲ扩
增和产物Ｔ７Ｅ１酶切检测。ＰＣＲ产物切开对应的
个体为杂合子；ＰＣＲ产物未切开对应的个体为
ＷＴ或突变体纯合子，通过 ＰＣＲ产物测序及序列
比对，确定 Ｆ２为 ＷＴ或纯合突变体。Ｆ２纯合突
变体可以继续内交获得Ｆ３，观察表型。
１．２．４　ｐｙｇｍａ和 ｐｙｇｍｂ纯合突变体糖原累积情
况检测

通过ＰＡＳ染色法（ｐｅｒｉｏｄｉｃａｃｉｄＳｃｈｉｆｆｓｔａｉｎ）
检测糖原在组织中的累积情况。分别收集野生

型、ｐｙｇｍａ／和ｐｙｇｍｂ／成鱼的心脏和肌肉组织，用
体积分数为１０％的甲醛固定液固定２４ｈ后进行
常规石蜡切片。ＰＡＳ染色步骤按照试剂盒使用
说明操作。染色封片后，在光学显微镜下观察并

拍照。

１．２．５　ｐｙｇｍａ和 ｐｙｇｍｂ在不同发育时期和成鱼
不同组织的表达

对ｐｙｇｍａ和 ｐｙｇｍｂ基因在早期不同发育时
期和成鱼不同组织的表达水平进行检测。选取斑

马鱼１５个早期发育时间点［１细胞期（１ｃｅｌｌ），４细
胞期（４ｃｅｌｌ），１６细胞期（１６ｃｅｌｌ），１ｋ细胞期（１ｋ
ｃｅｌｌ），球形期（ｓｐｈｅｒｅｓｔａｇｅ），胚盾期（ｓｈｉｅｌｄｓｔａｇｅ），
尾芽期（ｂｕｄｓｔａｇｅ），１２ｈｐｆ（ｈｏｕｒｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，
ｈｐｆ），２４ｈｐｆ，３６ｈｐｆ，４８ｈｐｆ，６０ｈｐｆ，７２ｈｐｆ，１００
ｈｐｆ和１２５ｈｐｆ］，每个时期的胚胎取３组生物学重
复。选取野生斑马鱼成鱼的１２个组织，分别为心
脏（ｈｅａｒｔ）、肌肉（ｍｕｓｃｌｅ）、皮肤（ｓｋｉｎ）、脾脏
（ｓｌｐｅｅｎ）、脑（ｂｒａｉｎ）、鳃（ｇｉｌｌ）、肠（ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ）、肾脏
（ｋｉｄｎｅｙ）、卵巢（ｏｖａｒｙ）、精巢（ｔｅｓｔｉｓ）、眼睛（ｅｙｅ）
和肝脏（ｌｉｖｅｒ），每个组织取３个生物学重复。所
有样品采用ＴＲＩｚｏｌ法提取总ＲＮＡ。

使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ试剂盒进行总ＲＮＡ反转录，获得ｃＤＮＡ；使
用 ＮＣＢＩ在线程序（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｉｍｅｒｂｌａｓｔ／）设 计 ｐｙｇｍａ和 ｐｙｇｍｂ
ｑＲＴＰＣＲ引物（表２），使用罗氏 ＳＹＢＲ／Ｇｒｅｅｎ和
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０Ⅱ 实时荧光定量 ＰＣＲ系统进
行荧光定量检测。以斑马鱼 βａｃｔｉｎ基因作为内
参对照，使用２－ΔΔＣｔ法计算基因相对表达量，使用
软件Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ５绘制柱状图。
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２　结果

２．１　ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ基因序列分析及敲除靶点
设计

在ｐｙｇｍａ基因的第４个外显子上设计１个正
向靶点（图１ａ），在ｐｙｇｍｂ基因的第１个外显子上
设计１个反向靶点（图１ｂ），并将斑马鱼ｐｙｇｍａ和
ｐｙｇｍｂ基因编码蛋白序列与小鼠 ｐｙｇｍ以及人类
ＰＹＧＭ基因编码蛋白序列进行相似性分析。结果
显示，ＰＹＧＭ蛋白在人类、小鼠和斑马鱼中高度保
守（图１ｃ），斑马鱼 Ｐｙｇｍａ与小鼠和人类 ＰＹＧＭ
蛋白的序列相似性都是９３％，斑马鱼Ｐｙｇｍｂ与小
鼠和人类ＰＹＧＭ蛋白相似性都是９２％。

表２　ｑＲＴＰＣＲ引物序列
Ｔａｂ．２　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｑＲＴＰＣＲ

基因

Ｇｅｎｅ
引物

Ｐｒｉｍｅｒ
长度

Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

ｐｙｇｍａ Ｆ：ＡＴＧＣＴＧＡＴＧＣＡＣＣＡＣＧＡＣＡＧ
Ｒ：ＴＣＡＣＧＧＧＣＡＴＡＣＴＧＧＧＡＧＡＴ １７９

ｐｙｇｍｂ Ｆ：ＧＡＴＴＡＡＣＡＧＡＣＧＴＣＡＴＡＴＧＧ
Ｒ：ＣＡＴＧＴＧＡＧＣＣＡＡＣＧＡＴＧＣＡＧ １３７

βａｃｔｉｎ
Ｆ：ＡＴＧＧＡＴＧＡＧＧＡＡＡＴＣＧＣＴＧ
Ｒ：ＡＴＧＣＣＡＡＣＣＡＴＣＡＣＴＣＣＣＴＧ １４０

２．２　Ｆ０嵌合体制备及基因敲除效率检测
对显微注射的５枚混合胚胎 Ｆ０嵌合体基因

敲除效率进行了Ｔ７Ｅ１酶切检测。根据酶切片段
条带的灰度值，利用公式计算得出 ｐｙｇｍａ基因３
组平行实验的敲除效率分别为４２．９％、５１．４％和
５４．３％（图２ａ）；ｐｙｇｍｂ基因３组平行实验的敲除
效率分别为１１．３％、５．５％和１５．５％（图２ｂ）。将
酶切成功对应的ＰＣＲ产物进行测序，发现在靶点
附近及其后出现套峰现象，表明基因编辑成功

（图２ｃ，ｄ）。
２．３　基因敲除纯合突变体Ｆ２的筛选

突变可遗传的 Ｆ０嵌合体与野生型外交获得
的后代Ｆ１生长至合适大小，通过 Ｔ７Ｅ１酶切检测
方法筛选杂合子Ｆ１。在５２尾ｐｙｇｍａＦ１中筛选到
３１尾杂合子（图３ａ），在５４尾ｐｙｇｍｂＦ１中筛选到
２２尾杂合子（图３ｂ）。Ｆ１杂合子基因组 ＰＣＲ产
物通过ＴＡ克隆测序检测，ｐｙｇｍａ筛选出２种有
效突变类型（图３ｃ），ｐｙｇｍｂ也筛选出２种有效突
变类型（图３ｄ）。

分别将 ｐｙｇｍａ两种突变类型（－１１ｂｐ和
＋１４ｂｐ）和 ｐｙｇｍｂ两种突变类型（＋１ｂｐ和

－２ｂｐ）Ｆ１内交获得Ｆ２。待Ｆ２长至２个月大小，
对其剪尾进行基因型鉴定，并对Ｆ２个体基因型和
数目进行统计分析，具体基因型及其数目见表３。

ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ基因最长转录本编码的氨基
酸数目为８４２。ｐｙｇｍａ／的两种突变类型：－１１ｂｐ
和＋１４ｂｐ分别编码的氨基酸长度为１５１和２１８。
ｐｙｇｍｂ／的两种突变类型：＋１ｂｐ和 －２ｂｐ分别编
码的氨基酸长度为１２６和１２５。

表３　ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ不同基因型Ｆ２个体数目统计
Ｔａｂ．３　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｐｙｇｍａａｎｄｐｙｇｍｂＦ２
基因

Ｇｅｎｅ
基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ
野生型

ＷｉｌｄＴｙｐｅ
杂合子

Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ
纯合子

Ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ

ｐｙｇｍａ
－１１ｂｐ １４ ２５ １５
＋１４ｂｐ ８ １９ ９

ｐｙｇｍｂ
＋１ｂｐ １２ ４７ ２６
－２ｂｐ １６ １１ ９

２．４　纯合子Ｆ２及其后代Ｆ３表型分析
与野生型相比，ｐｙｇｍａ和 ｐｙｇｍｂ两种突变类

型的Ｆ２纯合子在生长发育过程中未发现异常表
型。ｐｙｇｍａ／和ｐｙｇｍｂ／Ｆ２自交后代Ｆ３发育正常
无异样。

利用 ＰＡＳ糖原染色法对野生型、ｐｙｇｍａ／和
ｐｙｇｍｂ／斑马鱼心脏和肌肉组织中糖原含量进行
检测，结果显示：与野生型相比较，ｐｙｇｍａ／和
ｐｙｇｍｂ／的心脏和肌肉组织中出现明显的糖原累
积（图版）。

２．５　ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ早期发育时期表达谱和成
鱼组织表达谱

对野生型斑马鱼１５个早期发育时期和成鱼
１２个组织 ｐｙｇｍａ和 ｐｙｇｍｂ基因表达进行定量分
析。早期发育时期基因表达分析结果显示：

ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ斑马鱼早期发育阶段表达模式相
似，ｐｙｇｍａ在２４ｈｐｆ前几乎不表达，ｐｙｇｍｂ表达稍
早一些，在胚盾期（ｓｈｉｅｌｄｓｔａｇｅ）开始表达；从２４
ｈｐｆ到１２５ｈｐｆ，两基因表达量总体呈上升趋势（图
４ａ，ｂ），且ｐｙｇｍｂ的上升幅度大于 ｐｙｇｍａ的上升
幅度，ｐｙｇｍｂ的表达量高于ｐｙｇｍａ。

斑马鱼成鱼组织基因表达分析结果显示，在

检测的１２个组织中，ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ只在少数几
个组织中有明显表达。ｐｙｇｍａ在斑马鱼肌肉组织
中表达最高，其次为心脏和皮肤组织，在眼睛中也

有表达（图４ｃ）；ｐｙｇｍｂ在心脏、脑、眼睛这３个组
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（ａ）ｐｙｇｍａ基因结构及其敲除靶点的序列和位置；（ｂ）ｐｙｇｍｂ基因结构及其敲除靶点的序列和位置；（ｃ）人类、小鼠和斑马鱼之间

ＰＹＧＭ蛋白序列相似性比对。红色方框表示Ｃａｓ蛋白识别的ＰＡＭ（ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒａｄｊａｃｅｎｔｍｏｔｉｆ）区。

（ａ）Ｔｈｅｇｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐｙｇｍａａｎｄｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｉｔｅ；（ｂ）Ｔｈｅｇｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐｙｇｍｂａｎｄｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄ

ｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｉｔｅ；（ｃ）ＴｈｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＰＹＧＭｂｅｔｗｅｅｎｈｕｍａｎ，ｍｏｕｓｅ，ａｎｄｚｅｂｒａｆｉｓｈ．Ｔｈｅｒｅｄｂｏｘｉｎｄｉｃａｔｅｓ

ｔｈｅＣａｓ９ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄＰＡＭｒｅｇｉｏｎ．

图１　斑马鱼ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ基因敲除靶点示意图及编码蛋白序列相似性分析
Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｓｏｆｐｙｇｍａａｎｄｐｙｇｍｂａｎｄ

ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＰＹＧＭ ｂｅｔｗｅｅｎｈｕｍａｎ，ｍｏｕｓｅａｎｄｚｅｂｒａｆｉｓｈ
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（ａ）Ｔ７Ｅ１酶切法检测ｐｙｇｍａ基因编辑效率；（ｂ）Ｔ７Ｅ１酶切法检测ｐｙｇｍｂ基因编辑效率；（ｃ）Ｓａｎｇｅｒ测序法检测ｐｙｇｍａ基因编辑

成功；（ｄ）Ｓａｎｇｅｒ测序法检测ｐｙｇｍｂ基因编辑成功；方框中的碱基分别代表靶点和Ｃａｓ蛋白识别的位点。

（ａ）ＴｈｅｇｅｎｅｅｄｉｔｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｐｙｇｍａｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴ７Ｅ１ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；（ｂ）ＴｈｅｇｅｎｅｅｄｉｔｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｐｙｇｍｂｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴ７Ｅ１

ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；（ｃ）ＴｈｅｇｅｎｅｅｄｉｔｉｎｇｏｆｐｙｇｍａｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＳａｎｇｅｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；（ｄ）ＴｈｅｇｅｎｅｅｄｉｔｉｎｇｏｆｐｙｇｍｂｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＳａｎｇｅｒ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；ＴｈｅｂａｓｅｓｉｎｔｈｅｂｌａｃｋｂｏｘｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｓａｎｄＰＡＭｓｉｔｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图２　斑马鱼ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ基因敲除Ｔ７Ｅ１酶切检测和Ｓａｎｇｅｒ测序法检测
Ｆｉｇ．２　ＧｅｎｅｅｄｉｔｉｎｇｏｆｐｙｇｍａａｎｄｐｙｇｍｂｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈＴ７Ｅ１

ｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄＳａｎｇｅｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

织中高表达，在脑组织中表达含量最高；在肌肉

组织中也有表达，但表达量相对较低（图４ｄ）。

３　讨论
糖原贮积症是一组单基因遗传病，基因突变

导致其编码的糖原转化相关酶缺陷，代谢底物堆

积、供能障碍继而引发多器官受累的代谢性疾

病。１９２８年首次报道［１４］，发病率在 １／２００００～
１／４３０００［１５］；根据缺陷酶的种类不同，目前发现
的糖原贮积症类型已经超过１６型［１６］。以骨骼肌

损害受累为主的称为肌糖原贮积症，主要包括Ⅱ
型、Ⅲ型、Ⅴ型和Ⅶ型等，其中以Ⅴ型最为常见。
１９５１年苏格兰医生 ＢｒｉａｎＭｃＡｒｄｌｅ首次报道糖原
贮积症Ⅴ型疾病，因此该病也常称为 ＭｃＡｒｄｌｅ氏
病，该病是肌型磷酸化酶 ＰＹＧＭ基因突变导致
的［１７］。目前，全世界范围内有大量关于该基因遗

传突变的报道；迄今为止已报道１４７个致病性突
变和３９个多态性位点；外显子１和１７是 ＰＹＧＭ
基因的突变热点区域，５０％的突变是错义突变；
其中ｃ．１４８Ｃ＞Ｔ（通常称为 ｐ．Ｒ５０Ｘ）是大多数研
究人群中最常见的突变，占报道突变人群的比例

高达３１％～８１％［１８］。

动物疾病模型对于疾病在生理学、病理学和

治疗学方面开展研究具有重要意义。在家畜群

体中发现自然发生的 ＭｃＡｒｄｌｅ病动物模型，１９９５
年在夏洛莱牛中发现了该病的第一个动物模

型［１９］，此后又在美利奴绵羊［２０］中报道了该病的

动物模型。ＮＯＧＡＬＥＳＧＡＤＥＡ等［１０，１７］将携带

ＭｃＡｒｄｌｅ氏病最常见突变位点的 Ｐｙｇｍ（Ｒ５０Ｘ）敲
入小鼠体内，成功地构建了第一个人工 ＭｃＡｒｄｌｅ
氏病动物模型。尽管自然发生的牛羊疾病模型

都很好地模拟了人类疾病的表型，但由于其体形
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较大，很多实验操作困难；人工构建的小鼠模型

不仅模拟了人类疾病的表型，也较好地解决了实

验操作的困难。

斑马鱼因其具有生殖周期短、产卵量大、胚

胎透明、养殖成本低等优点，已经成为现代遗传

学和发育生物学研究的重要模式动物。近年来，

斑马鱼也被广泛应用于人类疾病模型构建和药

物筛选。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑系统目前可用
于多种基因组的编辑，已在实验动物中构建出大

量疾病模型，包括癌症模型［２１］、神经疾病模型［２２］、

（ａ）Ｔ７Ｅ１酶切法筛选ｐｙｇｍａ的Ｆ１杂合子；（ｂ）Ｔ７Ｅ１酶切法筛选ｐｙｇｍｂ的Ｆ１杂合子；（ｃ）Ｓａｎｇｅｒ法测序确定ｐｙｇｍａ的Ｆ１杂合子
突变类型；（ｄ）Ｓａｎｇｅｒ法测序确定ｐｙｇｍｂ的Ｆ１杂合子突变类型；（ｅ）ｐｙｇｍａ突变基因编码截短蛋白；（ｆ）ｐｙｇｍｂ突变基因编码截短
蛋白。

（ａ）Ｔ７Ｅ１ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｐｙｇｍａＦ１ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅｓ；（ｂ）Ｔ７Ｅ１ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｐｙｇｍｂＦ１ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅｓ；（ｃ）Ｔｈｅｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅｏｆｐｙｇｍａｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙＳａｎｇｅｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；（ｄ）ＴｈｅｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅｏｆｐｙｇｍｂｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＳａｎｇｅｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；（ｅ）Ｔｈｅｔｒｕｎｃａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｗｏｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅｓｏｆ
ｐｙｇｍａｇｅｎｅ；（ｆ）Ｔｈｅｔｒｕｎｃａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｗｏｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅｓｏｆｐｙｇｍｂｇｅｎｅ．

图３　斑马鱼ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ突变体Ｆ１筛选及突变类型确定
Ｆｉｇ．３　ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓＦ１ｏｆｐｙｇｍａａｎｄｐｙｇｍｂａｎｄ
ｔｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅｓａｎｄｔｒｕｎｃａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

心血管疾病模型［２３］和传染性疾病模型等［２４］。目

前，ＭｃＡｒｄｌｅ氏病还没有满意的治疗方法，因此利
用斑马鱼疾病模型作为一个良好的疾病模型和

药物筛选模型，为该病的治疗提供新的策略。

ＭｃＡｒｄｌｅ氏病致病基因 ＰＹＧＭ在斑马鱼中有
两个同源基因，分别是ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ，其编码的
蛋白与人类 ＰＹＧＭ蛋白相似性分别是 ９３％和
９２％（图１ｃ），因此，斑马鱼 ｐｙｇｍａ和 ｐｙｇｍｂ突变
体能很好地模拟人类 ＰＹＧＭ基因突变导致的
ＭｃＡｒｄｌｅ疾病。笔者分别在 ｐｙｇｍａ和 ｐｙｇｍｂ的第
４个和第１个外显子上设计靶点（图１ａ，ｂ），利用
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术成功敲除了斑马鱼 ｐｙｇｍａ和
ｐｙｇｍｂ 基 因。 在 获 得 的 ｐｙｇｍａ（－１１ｂｐ）／ 和

ｐｙｇｍａ（＋１４ｂｐ）／两种纯合突变体中，突变基因编码
的截短蛋白长度分别为１５１和２１８个氨基酸（图
３ｅ）；在 ｐｙｇｍｂ（＋１ｂｐ）／和 ｐｙｇｍｂ（－２ｂｐ）／纯合突变体
中，突变基因编码的截短蛋白长度分别为１２６和
１２５个氨基酸（图３ｆ）；与 ＮＯＧＡＬＥＳＧＡＤＥＡ等构
建的Ｐｙｇｍ（Ｒ５０Ｘ）基因敲入小鼠模型截短蛋白
长度５０个氨基酸相比，笔者构建的斑马鱼突变
体中截短蛋白长度更长一些，但是截短蛋白也完

全缺失了蛋白的结构功能域。

ＰＡＳ糖原染色结果显示，ｐｙｇｍａ／和 ｐｙｇｍｂ／

纯合突变体心脏和肌肉组织糖原累积明显增多，

这与ＭｃＡｒｄｌｅ氏病患者肌肉活检典型症状相一
致，与小鼠模型的 ＰＡＳ染色体结果也一致［１０］。
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编码肌型糖原磷酸化酶 ＰＹＧＭ基因在人和小鼠
中只有１个拷贝，在斑马鱼中有２个拷贝 ｐｙｇｍａ
和ｐｙｇｍｂ，且两者都在心脏和肌肉中高表达（图
４ｃ，ｄ）；在小鼠模型中，杂合突变体未出现
ＭｃＡｒｄｌｅ氏病肌肉糖原累积症状［１０］，而斑马鱼中

不论是ｐｙｇｍａ／纯合突变体，还是 ｐｙｇｍｂ／纯合突

变体在心脏和肌肉中都出现糖原累积的症状，可

能的原因是一个基因突变导致的代谢异常并不

能由另一个基因通过调控代谢进行补偿。下一

步，将检测斑马鱼单基因杂合子和双突变体心脏

和肌肉糖原的累积情况。

（ａ，ｂ）ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ在野生型斑马鱼１５个早期发育时期的表达模式；（ｃ，ｄ）ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ在野生斑马鱼成鱼１２个组织中的表
达模式。

（ａ，ｂ）Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｐｙｇｍａａｎｄｐｙｇｍｂｉｎｅａｒｌｙｅｍｂｒｙｏｓａｎｄｌａｒｖａｅａｔ１５ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｇｅｓ；（ｃ，ｄ）Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆ
ｐｙｇｍａａｎｄｐｙｇｍｂｉｎ１２ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｄｕｌｔｔｉｓｓｕｅｓ．

图４　ｐｙｇｍａ和ｐｙｇｍｂ基因在野生型斑马鱼胚胎和幼鱼时期表达谱和成鱼组织表达谱
Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｐｙｇｍａａｎｄｐｙｇｍｂｉｎｅｍｂｒｙｏｓａｎｄ

ｌａｒｖａｅａｔｅａｒｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓａｎｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｄｕｌｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆＷＴｚｅｂｒａｆｉｓｈ

　　除肌肉糖原累积的典型症状外，ＭｃＡｒｄｌｅ氏
病的病患和小鼠模型都具有早期疲劳、肌肉僵硬

和挛缩等运动不耐受现象，有时伴有明显的肌肉

损伤或横纹肌溶解导致肌间蛋白如肌酸激酶

（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＣＫ）流出至血液［２５］。下一步，

将对斑马鱼模型进行行为学研究和蛋白酶检测，

以进一步确定斑马鱼模型与人类患者和小鼠模

型的异同。
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ｗｉｔｈＭｃＡｒｄｌｅｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｂｒａｉｎ，２０１２，１３５（７）：２０４８

２０５７．

［１１］　李辉辉，黄萍，董巍，等．斑马鱼研究走向生物医学［Ｊ］．

遗传，２０１３，３５（４）：４１０４２０．

ＬＩＨＨ，ＨＵＡＮＧＰ，ＤＯＮＧＷ，ｅｔａｌ．Ａｂｒｉｅｆｈｉｓｔｏｒｙｏｆ

ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｒｅｓｅａｒｃｈ：ｔｏｗａｒｄ ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ［Ｊ］． Ｈｅｒｅｄｉｔａｓ

（Ｂｅｉｊｉｎｇ），２０１３，３５（４）：４１０４２０．

［１２］　ＢＯＯＴＯＲＡＢＩＦ，ＭＡＮＯＵＣＨＥＨＲＩＨ，ＣＨＡＮＧＩＺＩＲ，ｅｔａｌ．

Ｚｅｂｒａｆｉｓｈａｓａｍｏｄｅｌｏｒｇａｎｉｓｍｆｏｒｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｄｒｕｇｓ

ｆｏｒｓｋｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１７，１８（７）：１５５０．

［１３］　ＺＥＴＳＣＨＥＢ，ＧＯＯＴＥＮＢＥＲＧＪＳ，ＡＢＵＤＡＹＹＥＨＯＯ，ｅｔ

ａｌ．Ｃｐｆ１ｉｓａｓｉｎｇｌｅＲＮＡｇｕｉｄｅｄｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｏｆａｃｌａｓｓ２

ＣＲＩＳＰＲＣａｓｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１５，１６３（３）：７５９７７１．

［１４］　ＶＡＮＣＲＥＶＥＬＤＳ．Ｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｃｏｕｒｓｅｏｆｇｌｙｃｏｇｅｎｄｉｓｅａｓｅ

［Ｊ］．ＣａｎａｄｉａｎＭｅｄｉｃａｌＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎＪｏｕｒｎａｌ，１９６３，８８（１）：

１１５．

［１５］　?ＺＥＮＨ．Ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｔｏｒａｇｅｄｉｓｅａｓｅｓ：ｎｅｗｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ［Ｊ］．

ＷｏｒｌｄＪｏｕｒｎａｌｏｆＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，２００７，１３（１８）：２５４１

２５５３．

［１６］　ＫＡＮＵＮＧＯＳ，ＷＥＬＬＳＫ，ＴＲＩＢＥＴＴＴ，ｅｔａｌ．Ｇｌｙｃｏｇｅｎ

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍａｎｄｇｌｙｃｏｇｅｎｓｔｏｒａｇｅｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．Ａｎｎａｌｓｏｆ

ＴｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１８，６（２４）：４７４．

［１７］　ＮＯＧＡＬＥＳＧＡＤＥＡＧ，ＳＡＮＴＡＬＬＡＡ，ＢＲＵＬＬＡ，ｅｔａｌ．

ＴｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｏｍｉｃｓｏｆＭｃＡｒｄｌｅｄｉｓｅａｓｅ—ｇｅｎｅｓ，ｅｎｚｙｍｅｓ，

ｍｏｄｅｌｓ， ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＩｎｈｅｒｉｔｅｄＭｅｔａｂｏｌｉｃＤｉｓｅａｓｅ，２０１５，３８（２）：２２１２３０．

［１８］　ＮＯＧＡＬＥＳＧＡＤＥＡＧ，ＢＲＵＬＬＡ，ＳＡＮＴＡＬＬＡＡ，ｅｔａｌ．

ＭｃＡｒｄｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ： ｕｐｄａｔｅ ｏｆ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓｉｎｔｈｅＰＹＧＭ ｇｅｎｅ［Ｊ］．ＨｕｍａｎＭｕｔａｔｉｏｎ，

２０１５，３６（７）：６６９６７８．

［１９］　ＡＮＧＥＬＯＳＳ，ＶＡＬＢＥＲＧＳＪ，ＳＭＩＴＨＢＰ，ｅｔａｌ．Ｍｙｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ

ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｈａｂｄｏｍｙｏｌｙｓｉｓａｎｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅ

ｉｎｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎ６ｒｅｌａｔｅｄＣｈａｒｏｌａｉｓｃａｔｔｌｅ［Ｊ］．Ｍｕｓｃｌｅ＆

Ｎｅｒｖｅ，１９９５，１８（７）：７３６７４０．

［２０］　ＴＡＮＰ，ＡＬＬＥＮＪＧ，ＷＩＬＴＯＮＳＤ，ｅｔａｌ．Ａｓｐｌｉｃｅｓｉｔｅｍｕｔａｔｉｏｎ

ｃａｕｓｉｎｇｏｖｉｎｅＭｃＡｒｄｌｅ’ｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｍｕｓｃｕｌａｒ

Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ，１９９７，７（５）：３３６３４２．

［２１］　ＴＯＲＲＥＳＲＵＩＺＲ，ＲＯＤＲＩＧＵＥＺＰＥＲＡＬＥＳＳ．ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９：

ａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｔｏｏｌｆｏｒｃａｎｃｅｒｍｏｄｅｌｌｉｎｇ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１５，１６（９）：２２１５１２２１６８．

［２２］　ＺＨＵＰ，ＷＵＦＲ，ＭＯＳＥＮＳＯＮＪ，ｅｔａｌ．ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９

ｍｅｄｉａｔｅｄｇｅｎｏｍｅｅｄｉｔｉｎｇｃｏｒｒｅｃｔｓｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎｍｕｔａｔｉｏｎｉｎ

ｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓｉｎａｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｏｆｍｕｓｃｌｅ

ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＴｈｅｒａｐｙＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓ，２０１７，７：

３１４１．

［２３］　ＣＨＡＤＷＩＣＫＡＣ，ＭＵＳＵＮＵＲＵＫ．Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａ

ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ［Ｊ］． Ｃｕｒｒｅｎｔ

ＡｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓＲｅｐｏｒｔｓ，２０１７，１９（７）：３２．

［２４］　刘赛宝，李亚芳，王辉，等．利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术构建

流感病毒高产细胞系ＭＤＣＫＴｐｌ２／［Ｊ］．中国生物工程杂

志，２０１９，３９（１）：４６５４．

ＬＩＵＳＢ，ＬＩＹＦ，ＷＡＮＧＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌｕｅｎｚａ

ｖｉｒｕｓｈｉｇｈｐｒｏｄｕｃｉｎｇｃｅｌｌｌｉｎｅＭＤＣＫＴｐｌ２／ｗｉｔｈＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９［Ｊ］．ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１９，３９（１）：４６５４．

［２５］　ＢＲＵＬＬＡ，ＤＥＬＵＮＡＮ，ＢＬＡＮＣＯＧＲＡＵＡ，ｅｔａｌ．Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ

ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｍｙｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ：ｉｎｓｉｇｈｔｓｆｒｏｍ

ｔｈｅＭｃＡｒｄｌｅｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，

２０１５，５９３（１２）：２６９３２７０６．
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Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｄｉｓｅａｓｅｍｏｄｅｌｏｆｇｌｙｃｏｇｅｎ
ｓｔｏｒａｇｅｄｉｓｅａｓｅｔｙｐｅⅤ

ＨＵＡＮＧＪｉａｏ１，２，３，ＨＵＯＪｉｎｑｉａｎ１，２，３，ＬＩＵＪｉａｏ１，２，３，ＺＵＹａｏ１，２，３，ＺＨＡＮＧＱｉｎｇｈｕａ１，２，３，ＬＩＷｅｉｍｉｎｇ４，ＲＥＮ
Ｊｉａｎｆｅｎｇ１，２，３

（１．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒＭａｒｉｎｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＥｘｐｌｏｒａｔｉｏｎａｎｄＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，Ｍｉｎｉｓｔｒｙｏｆ
Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；３．ＮａｔｉｏｎａｌＤｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＦｉｓｈｅｒｉｅｓ
ＳｃｉｅｎｃｅＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；４．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓａｎｄＷｉｌｄｌｉｆｅ，Ｍｉｃｈｉｇａｎ
ＳｔａｔｅＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＥａｓｔＬａｎｓｉｎｇ　４８８２４，ＵＳＡ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＩｔｉｓｏｆｇｒｅａｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｈｕｍａｎｇｌｙｃｏｇｅｎｓｔｏｒａｇｅｄｉｓｅａｓｅｔｙｐｅＶ（ＧＳＤⅤ）ｃａｕｓｅｄｂｙ
ＰＹＧＭｍｕｔａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇｚｅｂｒａｆｉｓｈｍｕｔａｎｔｓｏｆｍｕｓｃｌｅｇｌｙｃｏｇｅｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅｇｅｎｅｐｙｇｍａａｎｄ
ｐｙｇｍｂ．ＴｗｏｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓｍｕｔａｎｔｓｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｏｂｔａｉｎｅｄｕｓｉｎｇＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｇｅｎｏｍｅｅｄｉｔｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅ．
ＴｈｅｐｅｒｉｏｄｉｃａｃｉｄＳｃｈｉｆｆｓｔａｉｎｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｇｌｙｃｏｇｅｎｓｔｏｒａｇｅｉｎｔｈｅｍｕｓｃｌｅａｎｄ
ｈｅａｒｔｏｆｐｙｇｍａ／ａｎｄｐｙｇｍｂ／ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅ（ＷＴ）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｙｇｍａａｎｄ
ｐｙｇｍｂｇｅｎｅｓｉｎＷＴａｔ１５ｅａｒｌｙｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓａｎｄ１２ａｄｕｌｔｔｉｓｓｕｅｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔ：ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐａｔｔｅｒｎｏｆｐｙｇｍａａｎｄｐｙｇｍｂｗａｓｓｉｍｉｌａｒａｔｅａｒｌｙｓｔａｇｅｓ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｙｇｍａａｎｄｐｙｇｍｂｓｈｏｗｅｄａｎｏｖｅｒａｌｌ
ｕｐｗａｒｄｔｒｅｎｄａｎｄｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｐｙｇｍｂｗａｓｇｒｅａｔｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｐｙｇｍａｆｒｏｍ２４ｈｐｆｔｏ１２５ｈｐｆ．Ｉｎｔｈｅ１２
ｔｉｓｓｕｅｓｔｅｓｔｅｄ，ｐｙｇｍａａｎｄｐｙｇｍｂｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｏｎｌｙｉｎａｆｅｗｔｉｓｓｕｅｓ．ｐｙｇｍａｗａｓｍｏｓｔｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｍｕｓｃｌｅ
ｔｉｓｓｕｅ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｈｅａｒｔａｎｄｓｋｉｎ；ｐｙｇｍｂｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｈｅａｒｔ，ｂｒａｉｎａｎｄｅｙｅｓ，ａｎｄａｌｓｏｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｉｎｍｕｓｃｌｅｂｕｔａｔｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｌｏｗｅｒｌｅｖｅｌ．Ｚｅｂｒａｆｉｓｈｐｙｇｍａ／ａｎｄｐｙｇｍｂ／ｍｕｔａｎｔｓｈａｖｅｔｈｅｔｙｐｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｓｏｆ
ＧＳＤＶｗｉｔｈｇｌｙｃｏｇｅｎａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｍｕｓｃｌｅ．Ｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｔｈｅｚｅｂｒａｆｉｓｈｄｉｓｅａｓｅｍｏｄｅｌｐｒｏｖｉｄｅｓａｂａｓｉｓ
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