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摘　要：肌间刺存在于有些真骨鱼类的肌间隔中，作为Ｈｏｘ基因家族成员，ＭｓｘＣ（ｍｕｓｃｌｅｓｅｇｍｅｎｔｈｏｍｅｏｂｏｘＣ）
基因的表达模式与唇

"

肌间刺形成有一定的相关性。为了进一步探究ＭｓｘＣ基因在肌间刺形成中的作用，利
用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术，建立斑马鱼ＭｓｘＣ基因纯合突变体（ＭｓｘＣ／）。结果表明：与野生型斑马鱼相
比，ＭｓｘＣ／斑马鱼尾部的髓弓小骨和脉弓小骨平均缩短１５％以上，差异极显著，而躯干部的肌间刺长度则无
明显差异；ＭｓｘＣ／斑马鱼大侧肌肌隔周围白肌细胞分布疏松，且排列混乱，越靠近尾部差异越明显；ＭｓｘＣ／突
变体红肌面积增大，越靠近尾部，红肌面积增大越明显，尾部红肌面积增大２．２２％（Ｐ＜０．０１），而躯干靠前部
位面积增大０．９７％（Ｐ＜０．０５）。这表明，ＭｓｘＣ基因的缺失既影响了肌间刺的形成，同时也影响了大侧肌的发
育。

关键词：斑马鱼；ＭｓｘＣ；肌间刺；大侧肌；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　肌间刺又称肌间小骨、肌间骨，位于肌间隔
中，由肌隔结缔组织骨化而成［１］。肌间刺仅存在

于真骨鱼类中，尤其是低等真骨鱼类较为普遍存

在肌间刺，如日本鳗鲡（Ａｎｇｕｉｌｌａｊａｐｏｎｉｃａ）［２］、鲢
（Ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓｍｏｌｉｔｒｉｘ）［３］、鳙（Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓ
ｎｏｂｉｌｉｓ）［４］、 团 头 鲂 （ Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａ
ａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ）［５］、斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）［６］等。肌
间刺形成发生在鱼类胚后发育阶段，如斑马鱼、

瓯江彩鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）的肌间刺骨化时间在
受精后３２～５３ｄ（ｄａｙｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｄｐｆ）［６７］，
鲢肌间刺骨化时间在４３～５５ｄｐｆ［３］，唇

"

骨化时

间在３５～６２ｄｐｆ［８］。不同游泳方式的鱼类鱼体
前后肌间刺的形成时间不同步：在

!

型式游泳的

鱼类中，如鲢［３］，肌间刺从尾部向前依次骨化；而

鳗型式游泳鱼类则相反，如日本鳗鲡［２］、黄鳝

（Ｍｏｎｏｐｔｅｒｕｓａｌｂｕｓ）［９］，肌间刺从头部向尾部依次
骨化，推测肌间刺的形成可能与游泳过程中肌肉

摆动产生的机械力有关。

ＭｓｘＣ（ｍｕｓｃｌｅｓｅｇｍｅｎｔｈｏｍｅｏｂｏｘＣ）基因属于

Ｈｏｘ基因家族。在脊椎动物中，其与骨形态发生
蛋白、成纤维细胞生长因子及其受体、Ｄｌｘ
（ｄｉｓｔａｌｌｅｓｓｇｅｎｅ）、转化生长因子等共同参与上皮
间充质的相互作用［１０］。那么，ＭｓｘＣ是否可能参
与鱼类肌间刺形成的调控过程呢？已有研究［１１］

表明，唇
"

胚后发育中，ＭｓｘＣ除了在脑组织高表
达外，主要在肌节前缘部位表达。唇

"

各肌间刺

的形成从孵化后３５ｄ开始到孵化后６２ｄ结束，
而ＭｓｘＣ的基因表达量从孵化后３２ｄ开始突然升
高，然后开始下降直到孵化后第４７天，表明ＭｓｘＣ
表达时间和空间与肌间刺形成时间相关，提示

ＭｓｘＣ可能参与唇
"

肌间刺形成的前期调控［１１］。

果蝇的研究［１２］发现，脊椎动物 Ｍｓｘｓ的同源基因
ｍｓｈ在背部和腹部肌肉祖细胞中都有表达，在肌
细胞生成过程中有重要作用，是体壁中胚层的特

定区域中肌肉祖细胞生成所必需的。在鱼类中，

ＭｓｘＣ也可能影响肌细胞生成，而间接影响肌间刺
的发育。

本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术，通过敲除
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ＭｓｘＣ，获得斑马鱼 ＭｓｘＣ纯合突变体，调查 ＭｓｘＣ
缺失对斑马鱼肌间刺和大侧肌发育的影响，探究

ＭｓｘＣ基因在肌间刺形成中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
所用ＡＢ系野生型斑马鱼饲养于上海海洋大

学实验室。饲养光周期为１４ｈ明∶１０ｈ暗，水温
为２６～２８℃，斑马鱼亲鱼按雌雄比例１∶１进行交
配产卵。ｐＴ３ＴＳｎＣａｓ９质 粒 来 自 ＮＩＨ Ｓｈａｗｎ
Ｂｕｒｇｅｓｓ实验室［１３］。所有实验均符合上海海洋大

学动物伦理委员会的规定。

１．２　方法
１．２．１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９敲除斑马鱼ＭｓｘＣ基因

在ＵＣＳＣ数据库中查询斑马鱼 ＭｓｘＣ基因的
基因组ＤＮＡ序列（ＧｅｎｅＩＤ：３０５２６）和ＭｓｘＣ内含

子、外显子结构及其转录本信息。根据 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９基因编辑技术原理和 ｅｘｏｎ１序列，选择基因
敲除的靶点。在设计好的靶位点序列前加上保

护碱基Ｔ７启动子，靶位点之后加上 ｓｇＲＮＡ骨架
上游序列作为正向引物，Ｏｌｉｇｏ２作为反向引物进
行扩增。ＭｓｘＣ靶点见表 １。利用 ＨｉＳｃｒｉｂｅＴ７
ＨｉｇｈＹｉｅｌｄＲＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（ＮＥＢ公司）进行体
外转录，并用ＲＮＡＣｌｅａｎ＆ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒＫｉｔ（Ｚｙｍｏ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ公司）纯化获得ｓｇＲＮＡ。
　　将 Ｔ３质粒 ｐＴ３ＴＳｎＣａｓ９ｎ（７３３０ｂｐ）通过
ＸｂａⅠ（ＮＥＢ），３７℃，２ｈ酶切，使之线性化。之
后用ＰＣＲＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（ＱＩＡ公司）进行回收线
性化的质粒模板。参照 ｍＭｅｓｓａｇｅｍＭａｃｈｉｎｅＴ３
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）使用说明书进行
体外 转 录。使 用 ＲＮＡ 纯 化 试 剂 盒 （Ｚｙｍｏ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ）对体外转录产物进行纯化回收。

表１　ｇＲＮＡ靶序列及基因分型引物序列
Ｔａｂ．１　ｇＲＮＡｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ
引物序列（５′３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

用途

Ｕｓａｇｅ

ＭｓｘＣＴａｒｇｅｔＯｌｉｇｏ１ ＴＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＡＡＧＧＧＣＣＡＣＴＣＴＣＣＣＡＡＧＡＡ
ＧＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ 基因敲除

Ｏｌｉｇｏ２ ＡＡＡＡＧＣＡＣＣＧＡＣＴＣＧＧＴＧＣＣＡＣＴＴＴＴＴＣＡＡＧＴＴＧＡＴＡＡＣＧ
ＧＡＣＴＡＧＣＣＴＴＡＴＴＴＴＡＡＣＴＴＧＣＴＡＴＴＴＣＴＡＧＣＴＣＴＡＡＡＡＣ 基因敲除

ＭｓｘＣＦ ＴＧＧＡＡＧＴＴＴＡＴＡＧＣＴＧＣＧＡＧＴＧ 基因分型

ＭｓｘＣＲ ＧＴＣＣＧＴＧＡＧＣＴＴＧＴＴＣＴＧＴＣＴＧ 基因分型

注：下划线序列为靶基因序列。

Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅ．

　　将ｓｇＲＮＡ和Ｃａｓ９ｍＲＮＡ一起注射到斑马鱼
Ⅰ细胞期的胚胎中，按每个靶点 ２５～５０ｐｇ
ｓｇＲＮＡ和１５０～３００ｐｇＣａｓ９ｍＲＮＡ的比例混合，
每个胚胎注射量为０．１４ｎＬ。

待注射后胚胎发育至２４ｈ后，用碱裂解法获
得胚胎的 ＤＮＡ，并用基因分型引物 ＭｓｘＣＦ和
ＭｓｘＣＲ（表１）扩增包含敲除靶点的 ＤＮＡ序列，
通过琼脂糖凝胶电泳和毛细管电泳检测基因编

辑效果［１４］。筛选成功编辑的Ｆ０和野生型杂交获
得Ｆ１，剪尾毛细管电泳检测。将得到的有效个体
尾鳍的 ＰＣＲ产物连接到 ｐＧＥＭＴＥＡＳＹ克隆载
体，并转化感受态。通过挑取单克隆菌落培养，

提取质粒，以 ＭｓｘＣＲ作为测序引物送商业公司
测序。

１．２．２　硬骨染色
硬骨染色方法参考文献［１５］。ＭｓｘＣ／突变

体和ＡＢ野生型３月龄成鱼各１０尾，经过４％多
聚甲醛于４℃固定过夜，经过无菌水和 ＴＢＳＴ漂
洗，将样品浸泡在１％ ＫＯＨ中，并滴加少许１％
Ｈ２Ｏ２，强光下照射除去色素。用１％胰蛋白酶消
化肌肉组织，再用１％ ＫＯＨ清洗后，滴加１％茜
素红溶液染色过夜。最后用 ＫＯＨ／甘油混合液梯
度脱色，在体式显微镜下观察、拍照。测量

ＭｓｘＣ／和 ＡＢ型斑马鱼２９～３３肌节髓弓小骨和
脉弓小骨以及第６～１０肌节髓弓小骨，将数据记
录。

１．２．３　石蜡切片和Ｈ．Ｅ染色
取ＭｓｘＣ／斑马鱼和ＡＢ野生型斑马３月龄鱼

成鱼各１０尾。用４％多聚甲醛于４℃固定过夜
后，每尾鱼均去掉鳞片、头部和所有的鳍。１×
ＰＢＳ浸洗１５ｍｉｎ，洗３次。再按照常规石蜡包埋、
切片程序，将斑马鱼肌肉沿水平断面切片、沿横

９２３
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断面切片和沿纵断面切片。经常规的Ｈ．Ｅ染色，
在显微镜下观察、拍照并进行相同部位等面积下

的细胞计数。

１．２．４　冰冻切片和免疫组化
取ＭｓｘＣ／和ＡＢ型斑马鱼３月龄成鱼各１０

尾，用４％ ＰＦＡ固定过夜。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗
１０ｍｉｎ后，先后经２０％蔗糖溶液１２ｈ、３０％蔗糖
溶液１２ｈ和ＯＣＴ浸泡２ｈ。在包埋盒中注入适
量ＯＣＴ后置于－８０℃冰箱冻存。在冷冻切片机
中沿肌肉横断面切片，烘片后置于－８０℃冰箱保
存。

将１ｍＬＰＢＳＴ滴于载玻片漂洗３次，每次５
ｍｉｎ。５％山羊血清（ＰＢＳＴ配）室温封闭１５ｍｉｎ。
滴加标记红肌的一抗ＳｋｅｌｅｔａｌＭｕｓｃｌｅＭｙｏｓｉｎ抗体
Ｆ５９（ｓｃ３２７３２ＨＲＰ），４℃冰箱中孵育１２ｈ。室温
下用ＰＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ。滴加稀释后的二
抗［ＨＲＰ标记山羊抗小鼠 ｌｇＧ（Ｈ＋Ｌ）］，３７℃孵
育３０ｍｉｎ。用 ＰＢＳＴ室温下漂洗 ３次，每次 ５
ｍｉｎ。ＤＡＢ显色试剂盒（２０×）进行显色。显微镜
观察拍照，并测量相同部位下的红肌面积。

１．２．５　数据分析
所有长度面积变化指标的测量均使用 ｉｍａｇｅ

Ｊ软件进行。各组数据的统计学差异利用 ＳＰＳＳ
２１软件单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）或 ｔ
检验，Ｐ＜０．０５则为有显著统计学差异。

２　结果

２．１　利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９成功构建斑马鱼ＭｓｘＣ
基因突变品系

ｓｇＲＮＡ的靶点位于ＭｓｘＣ基因的第一个外显
子（Ｅｘｏｎ１）上［图１（ａ）］。通过靶点上下游设计１
对检测引物（ＭｓｘＣＦ和 ＭｓｘＣＲ），扩增片段长度
３２４ｂｐ。毛细管电泳检测发现，注射组的 ＰＣＲ产
物出现多个峰值，对照胚胎的ＰＣＲ产物仅有１个
较强的约３４５ｂｐ野生型峰值。

为建立斑马鱼 ＭｓｘＣ基因突变品系，筛选成
功敲除的Ｆ０与野生型杂交获得 Ｆ１。对４０尾 Ｆ１

斑马鱼进行剪尾并毛细管电泳检测，得到２８尾
鱼的后代检测显示为嵌合体，即双峰。将这些后

代养至成鱼，剪尾提取基因组，毛细管电泳测序

分析基因型。分子克隆筛选出非 ３倍数基因突
变Ｆ１斑马鱼［图１（ｂ）］，插入突变２ｂｐ。自交，
毛细管电泳检测筛选纯合突变斑马鱼 ＭｓｘＣ／［图
１（ｃ），（ｄ）］。
２．２　ＭｓｘＣ／突变体尾部肌间刺变短

比较ＭｓｘＣ／和野生型斑马鱼成鱼的肌间刺
形态，硬骨染色显示两者存在差异，尤其尾部的

肌间刺，ＭｓｘＣ／斑马鱼的肌间刺较野生型明显变
短（图版１、２），而躯干部肌间刺长度无差异（图
版３、４）。经测量，ＭｓｘＣ／尾部第２９～３３肌节髓
弓小骨依次平均比野生型短１６．８％（Ｐ＜０．００１）、
１５．５％（Ｐ＜０．０１）、３６．６％（Ｐ＜０．００１）、３４．４％
（Ｐ＜０．００１）和２４．８％（Ｐ＜０．０１），差异极显著
［图２（ａ）］。ＭｓｘＣ／尾部第２９～３３肌节脉弓小骨
依次平均比野生型短 ２６．９％（Ｐ＜０．００１），
１６．６％（Ｐ＜０．０１）、２８．１％（Ｐ＜０．０１）、２２．６％
（Ｐ＜０．０１）和１７．５％（Ｐ＜０．００１），差异极显著
［图 ２（ｂ）］。越靠近尾部，差异越明显。而
ＭｓｘＣ／躯干第６～１０肌节髓弓小骨与野生型无显
著性差异［图２（ｃ）］。
２．３　ＭｓｘＣ／突变体肌间隔周围白肌细胞数量减
少

相比正常斑马鱼，ＭｓｘＣ／突变体躯干靠前部
位横断面大侧肌隔部位的白肌细胞数量要明显

减少（图版６、７），统计分析表明存在显著性差异
［图３（ａ），Ｐ＜０．０５］；ＭｓｘＣ／突变体躯干靠前部
位水平断面的肌纤维排列（图版５显示的①）较
野生型细胞疏松（图版８、９）。比较 ＭｓｘＣ／突变
体尾部横断面大侧肌隔部位相同面积下白肌细

胞数量比野生型少（图版１０、１１），差异极显著
［图３（ｂ），Ｐ＜０．００１］；ＭｓｘＣ／突变体尾部的肌纤
维排列（图版５显示的④）较野生型明显疏松（图
版１２、１３），特别是在肌隔附近位置。
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ｓｚ．扩增产物大小，ｂｐ；ｈｔ．峰高。
ｓｚ．ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ，ｂｐ；ｈｔ．Ｐｅａｋｈｅｉｇｈｔ．

图１　 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的斑马鱼ＭｓｘＣ基因敲除
Ｆｉｇ．１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｍｅｄｉａｔｅｄＭｓｘＣｋｎｏｃｋｏｕｔｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

（ａ）第２９～３３肌节髓弓小骨长度比较；（ｂ）第２９～３３肌节脉弓小骨长度比较；（ｃ）第６～１０肌节髓弓小骨长度比较；Ｐ＜０．０１，
Ｐ＜０．００１。
（ａ）Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｏｆｔｈｅｌｅｎｇｔｈｓｏｆｅｐｉｎｅｕｒａｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ２９ｔｈａｎｄ３３ｔｈｓａｒｃｏｍｅｒｅｓ；（ｂ）Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｏｆｔｈｅｌｅｎｇｔｈｓｏｆｅｐｉｐｌｅｕｒａｌｓｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅ２９ｔｈａｎｄ３３ｔｈｓａｒｃｏｍｅｒｅｓ；（ｃ）Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｏｆｔｈｅｌｅｎｇｔｈｓｏｆｅｐｉｎｅｕｒａｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ６ｔｈａｎｄ１０ｔｈｓａｒｃｏｍｅｒｅｓ；Ｐ＜０．０１，
Ｐ＜０．００１．

图２　ＭｓｘＣ／和野生型斑马鱼肌间刺长度比较
Ｆｉｇ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｌｅｎｇｔｈｓｏｆｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅｓｂｅｔｗｅｅｎＭｓｘＣ／ａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ
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（ａ）躯干靠前部位相同面积白肌细胞数量对比；（ｂ）尾部相同面积白肌细胞数量对比；Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１。

（ａ）Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆａｓｔｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓｃｏｕｎｔｓｉｎｉｄｅｎｔｉｃａｌａｒｅａｉｎｔｈｅｔｏｐｐａｒｔｏｆｔｒｕｎｋ；（ｂ）Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆａｓｔｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓｃｏｕｎｔｓｉｎｉｄｅｎｔｉｃａｌ

ａｒｅａｉｎｔｈｅｔａｉｌｐａｒｔ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１．

图３　ＭｓｘＣ／和野生型斑马鱼白肌细胞数量比较

Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｗｈｉｔｅｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎＭｓｘＣ／ａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ

２．４　ＭｓｘＣ／突变体红肌面积增加
红肌特异性标记免疫组化检测显示，ＭｓｘＣ／

尾部（图版５显示的④）红肌区域明显增加（图
版１４～１７）。计算红肌面积占横截面总肌肉面积
的比例，发现 ＭｓｘＣ／突变体尾部红肌面积占比
９．０８％，比野生型斑马鱼增大２．２２％，差异极显

著［图４（ａ），Ｐ＜０．０１］。ＭｓｘＣ／躯干靠前部位
（图版５显示的①）红肌面积增加（图版１８～
２１）。测量计算后，ＭｓｘＣ／突变体躯干靠前部位
红肌面积占比 ６．３５％，比野生型斑马鱼增大
０．９４％，差异不显著［图４（ｂ），Ｐ＞０．０５］。

（ａ）尾部Ｆ５９抗体红肌标记面积对比；（ｂ）躯干靠前部位Ｆ５９抗体红肌标记面积对比；Ｐ＜０．０１。

（ａ）ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＦ５９ａｎｔｉｂｏｄｙｓｌｏｗｍｕｓｃｌｅｌａｂｅｌｅｄａｒｅａｉｎｔｈｅｔａｉｌ；（ｂ）ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＦ５９ａｎｔｉｂｏｄｙｓｌｏｗｍｕｓｃｌｅｌａｂｅｌｅｄａｒｅａｉｎｔｈｅｔｏｐ

ｐａｒｔｏｆｔｈｅｔｒｕｎｋ；Ｐ＜０．０１．

图４　ＭｓｘＣ／和野生型斑马鱼红肌面积比较

Ｆｉｇ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｄｍｕｓｃｌｅａｒｅａｂｅｔｗｅｅｎＭｓｘＣ／ａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ

３　讨论

３．１　ＭｓｘＣ在肌间刺形成中的作用
利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术，在 ＭｓｘＣ

基因靶位点位置成功插入了 ２ｂｐ的碱基，导致
ＭｓｘＣ移码突变。并通过自交得到纯合突变斑马
鱼ＭｓｘＣ／。通过比较 ＭｓｘＣ／和正常斑马鱼肌间

骨形态，发现在斑马鱼尾部位置，ＭｓｘＣ／的肌间刺
平均长度比野生型斑马鱼显著缩短，而且越靠近

尾部差异越明显。ＭｓｘＣ基因的功能缺失导致斑
马鱼尾部肌间刺的发育异常，这是首次在斑马鱼

中发现该基因与肌间刺的发育有关。在唇
"

［１１］

中，ＭｓｘＣ在肌间刺骨化之前表达最高，同时发现
在此阶段其主要在肌节前缘部位表达。同样，在

２３３
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斑马鱼中也发现ＭｓｘＣ的表达情况与在唇
"

中相

似［１５］。本文研究结果证实，ＭｓｘＣ确实在斑马鱼
的肌间刺形成过程中发挥了作用。

３．２　ＭｓｘＣ在大侧肌发育中的作用
比较ＭｓｘＣ／和正常斑马鱼的大侧肌肌细胞

的组成差异，发现ＭｓｘＣ／躯干及尾部大侧肌肌隔
周围白肌细胞数量减少，排列疏松且乱序，特别

在尾部更为明显；而红肌则相反，ＭｓｘＣ／红肌面积
较正常斑马鱼增加明显，越靠近尾部差异越显

著。这是首次发现ＭｓｘＣ基因影响肌纤维数量以
及大侧肌红肌的分布。ＭｓｘＣ作为肌肉分节同源
框分子，参与肌肉的发育分化［１２］。在唇

"

和斑马

鱼中，均发现 ＭｓｘＣ主要在肌节前缘部位表
达［１１，１５］，表明破坏斑马鱼 ＭｓｘＣ基因可以直接影
响大侧肌的发育。ＭｓｘＣ正向调控白肌，反向调控
红肌，表明 ＭｓｘＣ在白肌和红肌的分化过程中发
挥作用。此外，还发现 ＭｓｘＣ基因参与斑马鱼的
白肌和红肌的分化。ＭｓｘＣ缺失，导致红肌和白肌
在头尾轴方向存在差异，尤其是尾部的差异更

大。

３．３　肌间刺形成受ＭｓｘＣ调控大侧肌发育的影响
研究［１６］认为，肌间刺可以支持肉质疏松鱼类

的大侧肌强度，如鲤科鱼类的肌间刺出现了树枝

状分叉。肌间刺还具有机械力传导的作用［１７］，例

如有些鱼类肌肉中富含蛋白质，靠肌肉纤维传导

力量，肌间刺的数量就会较少。在植食性鱼类

中，肌肉的力量主要靠肌间刺支持，以增加其游

泳性能并抵御危险环境甚至天敌的出现［１８］。此

外，不同游泳方式的鱼类，肌间刺形成顺序不

同［２，９］。因此，肌间刺的形成可能会受游泳过程

中肌肉摆动产生的机械力的诱导。斑马鱼属于

!

型式游泳，主要依赖鱼体后部摆动。因此，斑

马鱼ＭｓｘＣ基因功能被破坏后，尾部的白肌和红
肌占比发生变化，尾部肌间刺长度缩短，而鱼体

前半部的肌肉性质变化不明显，肌间刺长度未发

生显著变化。推测在斑马鱼中，ＭｓｘＣ的缺失会引
起肌肉强度不足，从而导致运动过程中肌纤维的

机械力强度下降，而机械力强度的下降影响了肌

间刺的骨组织的形态发生。

总之，采用了 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因组编辑技
术，首次构建了斑马鱼 ＭｓｘＣ基因突变品系，首次
发现ＭｓｘＣ缺失影响斑马鱼肌间刺和大侧肌的发
育。研究结果为今后进一步理解肌肉发育如何

影响肌间刺形成奠定一定的基础。
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ＧＵＡＮＮＮ，ＮＩＥＣＨ，ＣＨＥＮＹＬ，ｅｔａｌ．Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒ ｂｏｎｅｓ ｉｎ ｇｙｎｏｇｅｎｅｔｉｃ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｕｎｔｎｏｓｅ ｂｌａｃｋ ｂｒｅａｍ Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａ

ａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ［Ｊ］．ＦｉｓｈｅｒｉｅｓＳｃｉｅｎｃｅ，２０１７，３６（５）：５９６

６００．

［６］　ＢＩＲＤＮＣ，ＭＡＢＥＥＰＭ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅ

ａｘｉａｌｓｋｅｌｅｔｏｎｏｆｔｈｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ，Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ（Ｏｓｔａｒｉｏｐｈｙｓｉ：

Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ）［Ｊ］．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＤｙｎａｍｉｃｓ，２００３，２２８（３）：

３３７３５７．

［７］　吕耀平，周晨晨，杨丽美，等．瓯江彩鲤肌间小骨的骨化

模式［Ｊ］．上海海洋大学学报，２０１４，２３（１）：５８６３．

ＬＹＵＹＰ，ＺＨＯＵＣＣ，ＹＡＮＧＬＭ，ｅｔａｌ．Ｏｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｐａｔｔｅｒｎｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅｉｎＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｃｏｌｏｒ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１４，２３（１）：

５８６３．

［８］　吕耀平，陈洁，鲍宝龙，等．唇
"

肌间小骨的骨化过程

［Ｊ］．上海海洋大学学报，２０１２，２１（４）：５４９５５３．

ＬＹＵＹＰ，ＣＨＥＮＪ，ＢＡＯＢＬ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｏｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎａｌ

ｐｒｏｃｅｓｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅｓｉｎＨｅｍｉｂａｒｂｕｓｌａｂｅｏ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１２，２１（４）：５４９

５５３．

［９］　聂春红，陈祖萱，戴彩娇，等．不同鱼类肌间骨的骨化模

３３３



上 海 海 洋 大 学 学 报 ３１卷

式研究［Ｊ］．水生生物学报，２０１８，４２（１）：１３１１３７．

ＮＩＥＣＨ，ＣＨＥＮＺＸ，ＤＡＩＣＪ，ｅｔａｌ．Ｏｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓ

ｏｆｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｉｓｈｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．Ａｃｔａ

ＨｙｄｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａＳｉｎｉｃａ，２０１８，４２（１）：１３１１３７．

［１０］　ＢＯＵＺＡＦＦＯＵＲＭ，ＤＵＦＯＵＲＣＱＰ，ＬＥＣＡＵＤＥＹＶ，ｅｔａｌ．

Ｆｇｆａｎｄ Ｓｄｆ１ ｐａｔｈｗａｙｓｉｎｔｅｒａｃｔｄｕｒｉｎｇ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｆｉｎ

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２００９，４（６）：ｅ５８２４．

［１１］　ＬＹＵＹＰ，ＹＡＯＷＪ，ＣＨＥＮＪ，ｅｔａｌ．Ｎｅｗｌｙｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｇｅｎｅ

ｍｕｓｃｌｅｓｅｇｍｅｎｔｈｏｍｅｏｂｏｘＣｍａｙｐｌａｙａｒｏｌｅｉｎｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒ

ｂｏｎｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＨｅｍｉｂａｒｂｕｓｌａｂｅｏ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄ

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１５，１４（３）：１１３２４１１３３４．

［１２］　ＮＯＳＥＡ，ＩＳＳＨＩＫＩＴ，ＴＡＫＥＩＣＨＩＭ．Ｒｅｇｉｏｎａｌｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｍｕｓｃｌｅｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓｉｎＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ：ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｔｈｅｍｓｈ

ｈｏｍｅｏｂｏｘｇｅｎｅ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９８，１２５（２）：２１５

２２３．

［１３］　ＶＡＲＳＨＮＥＹＧＫ，ＣＡＲＲＩＮＧＴＯＮＢ，ＰＥＩＷ Ｈ，ｅｔａｌ．Ａ

ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｇｅｎｏｍｉｃｓｗｏｒｋｆｌｏｗ ｂａｓｅｄ ｏｎ

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｍｅｄｉａｔｅｄｔａｒｇｅｔｅｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＰｒｏｔｏｃｏｌｓ，２０１６，１１（１２）：２３５７２３７５．

［１４］　高磊，黄亚娟，ＰＥＮＧＬＥＥＲＡＣＨＩＴ，等．斑马鱼 ｎｏｓ２ａ基因

的生长调控作用［Ｊ］．上海海洋大学学报，２０２１，３０（４）：

５７３５８０．

ＧＡＯＬ，ＨＵＡＮＧＹＪ，ＰＥＮＧＬＥＥＲ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆｎｏｓ２ａｉｎ

ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０２１，３０（４）：５７３５８０．

［１５］　姚文杰．鱼类肌间小骨骨化模式的比较及相关信号调控

通路［Ｄ］．上海：上海海洋大学，２０１４．

ＹＡＯＷＪ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅｏｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｐａｔｔｅｒｎｉｎｆｉｓｈｅｓａｎｄｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｏｎｔｒｏｌｏｆｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒ

ｂｏｎｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｄ］． Ｓｈａｎｇｈａｉ： Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｏｃｅａｎ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ．２０１４．

［１６］　林信伟，熊全沫．寡齿新银鱼骨骼系统的形态和组织学

特征［Ｊ］．动物学报，１９９４，４０（２）：１９８１９９，２２７２２８．

ＬＩＮＸＷ，ＸＩＯＮＧＱＭ．Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｋｅｌｅｔａｌｓｙｓｔｅｍ ｏｆＮｅｏｓａｌａｎｘｏｌｉｇｏｄｏｎｔｉｓ

Ｃｈｅｎ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＺｏｏｌｏｇｙ，１９９４，４０（２）：１９８１９９，２２７

２２８．

［１７］　ＤＡＮＯＳＮ，ＳＴＡＡＢＫＬ．Ｃａｎｍｅｃｈａｎｉｃａｌｆｏｒｃｅｓｂｅｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ

ｆｏｒｎｏｖｅｌｂｏｎｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎｉｎｆｉｓｈｅｓ？［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｐｐｌｉｅｄＩｃｈｔｈｙｏｌｏｇｙ，２０１０，２６（２）：１５６１６１．

［１８］　马良骁，董在杰，苏胜彦，等．鱼类肌间刺的研究进展

［Ｊ］．江苏农业科学，２０１２，４０（４）：２３４２３５，２４０．

ＭＡＬＸ，ＤＯＮＧＺＪ，ＳＵＳＹ，ｅｔａｌ．Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｒｅｓｅａｒｃｈ

ｏｎ ｆｉｓｈ ｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅ［Ｊ］． Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１２，４０（４）：２３４２３５，２４０．

ＲｏｌｅｏｆＭｓｘＣｇｅｎｅｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅｓａｎｄａｘｉａｌ
ｍｕｓｃｌｅｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

ＰＡＮＧＴｉａｎｓｈｕ１，２，ＣＨＥＪｉｎｙｕａｎ１，２，ＦＡＮＣｈｕｎｘｉｎ１，２，ＢＡＯＢａｏｌｏｎｇ１，２

（１．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＥｘｐｌｏｒａｔｉｏｎａｎｄＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＮａｔｉｏｎａｌＤｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＦｉｓｈｅｒｉｅｓＳｃｉｅｎｃｅＥｄｕｃａｔｉｏｎ，Ｓｈａｎｇｈａｉ
ＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅｓ（ＩＢｓ）ｅｘｉｓｔｉｎｔｈｅｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｓｅｐｔｕｍｓｏｆｓｏｍｅｓｐｅｃｉｅｓｏｆｔｅｌｅｏｓｔｓ．ＭｓｘＣ
（ｍｕｓｃｌｅｓｅｇｍｅｎｔｈｏｍｅｏｂｏｘＣ）ｇｅｎｅ，ａｍｅｍｂｅｒｏｆＨｏｘｇｅｎｅｆａｍｉｌｙ，ｗａｓｐｏｓｔｕｌａｔｅｄｔｏｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙｐｌａｙａｒｏｌｅ
ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅｉｎＨｅｍｉｂａｒｂｕｓｌａｂｅｏ．Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｗｅｄｅｌｅｔｅｄＭｓｘＣｇｅｎｅｉｎ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈｇｅｎｏｍｅｂｙＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｔｏｃｒｅａｔｅｔｈｅＭｓｘＣ／ ｓｔｒａｉｎ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ，ＭｓｘＣ／ｚｅｂｒａｆｉｓｈｈａｄｓｈｏｒｔｅｒＩＢｓｉｎｒｅａｒｐａｒｔｏｆｂｏｄｙ，ｗｈｅｒｅｂｏｔｈｅｐｉｎｅｕｒａｌｓａｎｄｅｐｉｐｌｅｕｒａｌｓｗｅｒｅ
ｓｈｏｒｔｅｎｅｄｂｙｍｏｒｅｔｈａｎ１５％ ｏｎａｖｅｒａｇｅ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｌｅｎｇｔｈｏｆＩＢｓｉｎ
ｔｈｅａｎｔｅｒｉｏｒｐａｒｔｏｆｔｒｕｎｋ．ＷｅａｌｓｏｆｏｕｎｄｌｅｓｓｆａｓｔｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｓｎｅａｒｂｙｓｅｐｔｕｍｉｎＭｓｘＣ／ｚｅｂｒａｆｉｓｈ，ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ
ｉｎｒｅａｒｐａｒｔｏｆｂｏｄｙ．Ｏｎｔｈｅｃｏｎｔｒａｒｙ，ｍｏｒｅｓｌｏｗｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎＭｓｘＣ／ｚｅｂｒａｆｉｓｈ．Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅ，ｔｈｅａｒｅａｏｆｓｌｏｗｍｕｓｃｌｅｉｎｒｅａｒｐａｒｔｏｆＭｓｘＣ／ｚｅｂｒａｆｉｓｈｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙ２．２２％（Ｐ＜０．０１），
ｗｈｅｒｅａｓｔｈｅａｒｅａｏｆｔｒｕｎｋａｎｔｅｒｉｏｒｐａｒｔｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙ０．９７％ （Ｐ＜０．０５）．Ａｌｌｔｈｅｓｅｒｅｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔ
ｔｈｅｄｅｌｅｔｉｏｎｏｆＭｓｘＣｇｅｎｅａｆｆｅｃｔｅｄｂｏｔｈｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＩＢｓａｎｄｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｘｉａｌｍｕｓｃｌｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｚｅｂｒａｆｉｓｈ；ＭｓｘＣ；ｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅ；ａｘｉａｌｍｕｓｃｌｅ；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
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２期 庞天抒，等：ＭｓｘＣ基因在斑马鱼肌间刺和大侧肌发育中的作用

１２．ＭｓｘＣ／与野生型斑马鱼尾部肌间刺对比；３４．斑马鱼躯干靠前部位肌间刺对比；５．斑马鱼切断示意图；６７．５中①位置横断面
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