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摘　要：为了在斑马鱼中探索诱导型一氧化氮合酶（Ｎｏｓ２）在生长调控中的作用，通过 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编
辑技术，首次构建了可稳定遗传的ｎｏｓ２ａ缺失型（ｎｏｓ２ａ－／－）斑马鱼家系。通过监测其生长过程发现，ｎｏｓ２ａ－／－

斑马鱼的整体生长趋势较 ｎｏｓ２ａ正常型（ｎｏｓ２ａ＋／＋）斑马鱼偏低，且 ｎｏｓ２ａ－／－成鱼的体型显著小于同期的
ｎｏｓ２ａ＋／＋斑马鱼（Ｐ＜０．０１）：ｎｏｓ２ａ＋／＋成鱼体长（２９．５３±０．６０）ｍｍ，ｎｏｓ２ａ－／－成鱼体长（２６．３４±０．６９）ｍｍ；
ｎｏｓ２ａ＋／＋成鱼体质量（５１２．８０±３０．７５）ｍｇ，ｎｏｓ２ａ－／－成鱼体质量（３９４．４０±１６．９１）ｍｇ；而在肌纤维密度（Ｐ＝
０．７１８）及躯椎骨的横截面积上（Ｐ＝０．５４８）两者没有显著差异。ｑＰＣＲ检测发现，出膜８ｄ时，ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼
的生长激素基因ｇｈ１的ｍＲＮＡ水平（Ｐ＜０．０１）及类胰岛素生长因子基因ｉｇｆ１的ｍＲＮＡ水平（Ｐ＜０．００１）均显
著低于ｎｏｓ２ａ＋／＋斑马鱼；出膜６８ｄ时，ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼的ｇｈ１（Ｐ＜０．０００１）和ｉｇｆ１（Ｐ＜０．０００１）的ｍＲＮＡ水平
同样显著低于ｎｏｓ２ａ＋／＋斑马鱼。以上结果表明，斑马鱼中ｎｏｓ２ａ的功能缺失导致鱼体生长受到抑制，而ｇｈ１及
ｉｇｆ１ｍＲＮＡ的水平下调是其潜在原因。
关键词：一氧化氮合酶；斑马鱼；基因敲除；生长激素；生长
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　　一氧化氮（ＮＯ）是一种特殊的生物信号分
子，广泛参与机体的生理调节，其中就包括对生

长激素水平的调控［１３］。机体的 ＮＯ主要由一氧
化氮合酶催化精氨酸产生。一氧化氮合酶是一

种同工酶，具有３种亚型，分别为神经型（Ｎｏｓ１）、
诱导型（Ｎｏｓ２）和内皮型（Ｎｏｓ３）［４］，但斑马鱼中仅
发现神经型及诱导型［５６］。

Ｎｏｓ１主要存在于神经细胞，通过调节 ＮＯ的
水平参与神经系统的调节［７］，也发现 Ｎｏｓ１参与
机体的肌肉和骨骼发育的调节［８１２］。Ｎｏｓ２主要
存在于巨噬细胞，并可以通过诱导表达促进合成

大量的 ＮＯ，进而参与机体的免疫调节［１３１５］。研

究发现，Ｎｏｓ２在大脑多个区域的神经胶质细胞中
都有表达［１６］，并且除了诱导性表达以外，也可以

组成性地表达于机体的多数组织［１７１８］。那么，同

样存在于神经细胞并可以调节 ＮＯ水平的 Ｎｏｓ２
是否也参与机体的生长发育调节呢？哺乳动物

中的研究报道［１９］指出在关节炎患者体内Ｎｏｓ２参
与调控垂体生长激素的 ｍＲＮＡ水平，而且 Ｎｏｓ２
敲除型小鼠的破骨细胞存在骨吸收功能缺陷［２０］。

可见Ｎｏｓ２与哺乳动物机体的生长发育存在一定
联系，那么鱼类的生长发育调节中是否也有 Ｎｏｓ２
的参与呢？

本研究通过对模式生物斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）
进行ｎｏｓ２ａ基因敲除，首次构建了可稳定遗传的
ｎｏｓ２ａ功能缺陷型（ｎｏｓ２ａ－／－）斑马鱼家系，并通过
监测ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼的生长情况及生长相关激素
水平的变化，对 ｎｏｓ２ａ在斑马鱼生长发育中的作
用进行探索。

１　材料与方法
１．１　斑马鱼饲养

本研究所用的斑马鱼为 ＡＢ野生型斑马
鱼［２１］，斑马鱼饲养于２８℃恒温的循环水养殖系
统内，每天早晚各饲喂１次，成年个体每周交配１
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次。受精卵及仔鱼于２８．５℃恒温培养箱中进行
孵育或饲养。

１．２　ｎｏｓ２ａ基因缺失型斑马鱼家系构建
从加利福尼亚大学圣克鲁兹分校（ＵＣＳＣ）斑

马鱼数据库中筛选出斑马鱼 ｎｏｓ２ａ基因（ＮＭ＿
００１１０４９３７）的敲除靶点（表１），该靶点位于其第
４号外显子上。以“Ｔ７启动子序列 ＋靶点序列 ＋
支架蛋白序列”的结构设计引物（表１），对连接
靶向序列与Ｃａｓ９蛋白的支架蛋白序列进行 ＰＣＲ
扩增，再经转录获得靶向 ＲＮＡ（ｇＲＮＡ），Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ的制备则经ｐＴ３ｔｓｎＣａｓ９ｎ质粒线性化后转
录获得，以上具体操作参考ＶＡＳＨＮＥＹ等［２２］的步

骤。

敲除中，将 ２种 ＲＮＡ（ｇＲＮＡ１００ｐｇ，ｃａｓ９

ｍＲＮＡ５００ｐｇ）的混合液显微注射入１细胞期的
野生斑马鱼受精卵中，每颗受精卵的注射量为

１．４ｎＬ，注射后胚胎成活率约 ４０％。经碱裂解
法［２３］提取受精卵或尾鳍ＤＮＡ进行目的片段ＰＣＲ
扩增（引物见表１），产物通过分子测序和短小串
联重复序列（ＳＴＲ）检测［２４２５］，以检查 ｎｏｓ２ａ序列
的突变情况。成活的注射个体中，ｎｏｓ２ａ的有义
突变率约２８％。筛选１对发生相同有义突变的
个体与野生型个体进行交配，获得杂合突变个体

（ｎｏｓ２ａ＋／－），再从杂合突变个体的交配后代中筛
选出３对初代ｎｏｓ２ａ的纯合突变体和３对未突变
体。通过初代纯合个体的繁育，分别构建可稳定

遗传的ｎｏｓ２ａ纯合突变家系（ｎｏｓ２ａ－／－）以及具有
相同遗传背景的对照组家系（ｎｏｓ２ａ＋／＋）。

表１　本研究用的ＤＮＡ合成序列
Ｔａｂ．１　ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ
引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
用途

Ｕｓａｇｅ
扩增长度

Ｌｅｎｇｔｈ
Ｔａｒｇｅｔｓｉｔｅ ＧＧＧＣＣＧＣＧＧＡＴＣＡＧＡＧＧＴＴＴ 敲除靶点

Ｏｌｉｇｏ１ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＣＧＣＧＧＡＴＣＡＧＡＧＧＴＴＴＧ
ＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ 合成ｇＲＮＡ １２０ｂｐ

Ｏｌｉｇｏ２ ＡＡＡＡＧＣＡＣＣＧＡＣＴＣＧＧＴＧＣＣＡＣＴＴＴＴＴＣＡＡＧＴＴＧＡＴＡＡＣＧ
ＧＡＣＴＡＧＣＣＴＴＡＴＴＴＴＡＡＣＴＴＧＣＴＡＴＴＴＣＴＡＧＣＴＣＴＡＡＡＡＣ

ＪＣＦ ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＡＴＣＴＴＡＴＴＧＴＣＡＡＣＧＧＴＴＣＧ 突变检测 ３５７ｂｐ
ＪＣＲ ＧＴＧＴＣＴＴＧＧＣＴＧＡＧＣＡＴＧＴＣＡＴＣＴＧ
ｇｈ１Ｆ ＧＣＣＴＧＡＣＣＡＴＣＧＧＡＡＡＣＣ ｑＰＣＲ １３３ｂｐ
ｇｈ１Ｒ ＡＡＡＧＧＣＡＡＣＧＧＣＡＧＧＧ
ｉｇｆ１Ｆ ＧＧＣＡＡＡＴＣＴＣＣＡＣＧＡＴＣＴＣＴＡＣ ｑＰＣＲ １９８ｂｐ
ｉｇｆ１Ｒ ＣＧＧＴＴＴＣＴＣＴＴＧＴＣＴＣＴＣＴＣＡＧ
βａｃｔｉｎＦ ＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＣＡＴＴＧＧＣＡＡＴ ｑＰＣＲ １３１ｂｐ
βａｃｔｉｎＲ ＧＡＴＧＴＣＧＡＣＧＴＣＡＣＡＣＴＴＣＡＴ

１．３　斑马鱼生长检测
设置 ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼和 ｎｏｓ２ａ＋／＋斑马鱼各３

个平行组（２０尾／组）于统一环境中进行饲养。仔
鱼用缸标准为柱形玻璃缸（内径１０ｃｍ，高５ｃｍ，
水位高 ３ｃｍ），待生长至 ２５ｄｐｈ（ｄａｙｓｐｏｓｔ
ｈａｔｃｈｉｎｇ）时将其转至大缸 （长 ×宽 ×高 ＝
２７ｃｍ×１７ｃｍ×１５ｃｍ，水位高７ｃｍ）饲养。每天
早上８：００和傍晚６：００分别投喂１次，每次投喂
保证各缸饵料供给等量且充足，进食３０ｍｉｎ后统
一吸去残饵。每天换水１次。

分别在５、１０、２５、４０、５５、８５和１２５ｄｐｈ检测
各组斑马鱼个体的体长。仔鱼由于尾部发育不

全，在体视镜下测量其全长；２０ｄｐｈ后，测量个体
的标准体长（自吻端至椎骨末端的直线长度）。

待可以分辨雌雄时（７０ｄｐｈ），对雌雄个体加以区
分，以排除性别差异对结果的干扰。

体质量检测时间点分别设置在 ３０、５０、８５、
１１０和１２５ｄｐｈ进行，且统一在进食２ｈ之后开
展。每次称量前，将加有适量水的容器在电子秤

（精度０．００１ｇ）上调零，再将斑马鱼用网兜兜起，
甩水３次除去水分后迅速进行称量。前期鱼体
较小，为减小误差多尾一起称量，再计算均值。

大于７０ｄｐｈ的各组样本的检测统计，按雌雄分开
进行，以排除性别影响。

１．４　肌肉及躯椎骨发育检测
肌肉检测中，各组随机选取３尾８０ｄｐｈ的斑

马鱼，经梯度脱水及包埋后，沿斑马鱼背腹轴在

其背鳍基部末端处，经冷冻切片机 （Ｌｅｉｃａ

４７５
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ＣＭ１８６０，德国）对鱼体进行横切，切片经 Ｈ．Ｅ染
色后镜检并对肌肉纤维密度进行检测。在２０倍
放大倍数下，对样本的相同位置进行拍照，然后

在照片中以长边１／５为边长的正方形为界随机
框选５处，对框选范围内的肌纤维数量进行统
计。

躯椎骨检测中，各组随机选取５尾８０ｄｐｈ的
斑马鱼，经茜素红进行骨骼染色后进行镜检［２６］，

之后沿斑马鱼背腹轴在其背鳍末端处对鱼体进

行横切，再镜检拍照并测量统计躯椎骨横切圆面

的横、纵向径长及横剖面积，横剖面积的测量通

过Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ软件先进行像素统计，再进行比例
转换。

１．５　ｃＤＮＡ制备及ｑＰＣＲ
每组取 ８ｄｐｈ及 ６８ｄｐｈ的斑马鱼不少于 ５

尾，参照ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ａｍｂｉｏｎ，美国）说明书中提
供的方法提取组织ＲＮＡ（８ｄｐｈ样本取全组织，６８
ｄｐｈ样本经ＭＳ２２２试剂处理后取其脑组织）。用
ＤＮＡ酶去除基因组ＤＮＡ后，将所得ＲＮＡ利用Ｍ
ＭＬＶ反转录酶试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ，美国）进行处理
合成样本的 ｃＤＮＡ：以总 ＲＮＡ为模板，ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）
为引物于７２℃反应５ｍｉｎ，冰浴５ｍｉｎ，再于４２℃
反应１．５ｈ。

对生长激素（ｇｈ１）及类胰岛素生长因子
（ｌｇｆ１）基因的 ｍＲＮＡ水平进行定量分析，内参基
因为 βａｃｔｉｎ。结合美国国家生物信息中心
（ＮＣＢＩ）数据库提供的核酸序列，使用 Ｐｒｉｍｅｒ

ｐｒｅｍｉｅｒ６软件设计 ｑＰＣＲ引物（表１）。ｑＰＣＲ反
应按照ＨｉｅｆｆＴＭｑＰＣＲＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ（翊
圣生物科技有限公司，上海）说明进行，反应步

骤：９５℃，５ｍｉｎ；４０×（９５℃，１０ｓ；５４℃，３０ｓ）。
１．６　数据分析

体长、体质量及肌肉纤维等相关数据以“平

均值±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）”在柱形图上显示；椎
骨相关数据以“最大值、最小值、中位数及上下四

分位数”在小提琴图中显示。相关数据的比较分

析及制图通过 ＧｒａｐｈＰａｄ软件完成：数据正态性
通过 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ检验；ｎｏｓ２ａ＋／＋和 ｎｏｓ２ａ－／－斑马
鱼间的比较通过双尾独立 ｔ检验（方差不齐的经
Ｗｅｌｃｈ校正）或曼惠特尼（ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ）独立检
验进行。Ｐ＜０．０５，差异显著；Ｐ＜０．０１，差异极
显著。

２　结果

２．１　ｎｏｓ２ａ基因敲除效果
通过敲除后的筛选及传代，构建 ｎｏｓ２ａ－／－斑

马鱼的稳定遗传家系：通过对 ｎｏｓ２ａ基因进行测
序发现，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９编辑导致 ｎｏｓ２ａ的序列发
生有义突变，造成５个碱基的缺失；荧光毛细管
电泳检测呈单峰，说明该突变为纯合突变，并且

ｎｏｓ２ａ序列碱基的缺失，导致氨基酸编码提前终
止于第４号外显子，而主要功能结构域的缺失造
成蛋白功能丧失（图１）。

图１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９引发的ｎｏｓ２ａ基因突变
Ｆｉｇ．１　Ｍｕｔａｔｉｏｎｏｆｎｏｓ２ａｇｅｎｅｒａｔｅｄｂｙＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９

５７５
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２．２　体长、体质量监测
经过持续的体长、体质量监测（图 ２），发现

ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼体型整体的增长趋势较野生型偏
低，这种差异在出膜后２个月左右开始凸显，且

在雌雄个体中均有发生；此外，至监测结束（１２５
ｄｐｈ），ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼的体长比ｎｏｓ２ａ＋／＋斑马鱼的
短（Ｐ＝０．００６），体质量也比 ｎｏｓ２ａ＋／＋斑马鱼的小
（Ｐ＝０．００２）。

．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１．

图２　生长过程中体长、体质量监测
Ｆｉｇ．２　Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈａｎｄｍａｓｓｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

２．３　肌肉纤维密度对比
为了分析ｎｏｓ２ａ－／－及 ｎｏｓ２ａ＋／＋斑马鱼在肌纤

维发育上的差异，对两组斑马鱼躯干背腹轴横切

面上单位面积内的肌纤维数量的统计发现，

ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼的单位面积肌纤维量与 ｎｏｓ２ａ＋／＋

斑马鱼的无显著差异（Ｐ＝０．７１８，图３）。

图３　肌纤维密度比较
Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｄｅｎｓｉｔｙ

２．４　躯椎骨发育对比
由侧面及背面观察，ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼的躯椎

骨发育较 ｎｏｓ２ａ＋／＋斑马鱼无异常（图４ａ）。躯椎

骨横截面数据比对中，ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼在躯椎骨
圆截面的横向径长 Ｗ（Ｐ＝０．５４８）、纵向径长 Ｈ
（Ｐ＝０．８１７）及横截面积 Ｓ（Ｐ＝０．５４８）较

６７５
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ｎｏｓ２ａ＋／＋斑马鱼均具有增大的趋势，但差异未达 到统计学意义上的显著水平（图４ｂ）。

图４　躯椎骨发育对比
Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｖｅｒｔｅｂｒａｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

２．５　生长激素相关基因表达水平
为了检测 ｎｏｓ２ａ突变对斑马鱼生长激素

ｍＲＮＡ水平的影响，通过基因的荧光定量技术分
别对生长差异凸显前（８ｄｐｈ）后（６８ｄｐｈ）斑马鱼
的生长激素及类胰岛素生长激素基因（ｇｈ１和

ｉｇｆ１）进行检测（图５），发现 ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼基因
的 ｍＲＮＡ水平均显著低于 ｎｏｓ２ａ＋／＋斑马鱼，８
ｄｐｈ：Ｐ（ｇｈ１）＜０．０１，Ｐ（ｉｇｆ１）＜０．００１；６８ｄｐｈ：
Ｐ（ｇｈ１）＜０．０００１，Ｐ（ｉｇｆ１）＜０．０００１。

Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１。

图５　ｎｏｓ２ａ敲除导致斑马鱼生长激素ｍＲＮＡ水平下降
Ｆｉｇ．５　Ｋｎｏｃｋｏｕｔｏｆｎｏｓ２ａｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｓｉｎｂｒａｉｎ

３　讨论

目前针对 ｎｏｓ２的研究多集中于其对免疫系
统的调控上［２７］，而对机体生长的影响鲜有报道，

ｎｏｓ２基因的敲除也多见于对哺乳动物如小鼠的

研究。利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术构建了可稳定遗
传的ｎｏｓ２ａ基因纯合突变型（ｎｏｓ２ａ－／－）斑马鱼家
系（图１）。

对ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼的生长激素 ｍＲＮＡ水平、
体型增长趋势及肌肉、躯椎骨发育的特征进行分

７７５
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析，发现 ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼与 ｎｏｓ２ａ＋／＋斑马鱼的生
长差异主要出现在出膜２个月后，并持续到生长
停滞阶段（图２）。生长类激素中，Ｇｈ由脑垂体分
泌，Ｉｇｆ则在脑、肝脏、肌肉等多种组织中都有表
达［２８］，两者与机体的骨骼和肌肉的生长调节密切

相关，这不仅在哺乳动物中有许多研究［１，２９３０］，在

鱼类中同样得到了验证［３１］，有研究发现 Ｇｈ对鱼
类生长的促进作用部分是通过 Ｉｇｆ传递的［３２３５］，

而且Ｇｈ和 Ｉｇｆ在刺激鱼类软骨发育中具有协同
作用［３６３７］。笔者发现，ｎｏｓ２ａ＋／＋斑马鱼的 ｇｈ１和
ｉｇｆ１的 ｍＲＮＡ水平显著高于 ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼（图
５），这表明ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼的体型增长趋势受限
（图３）可能与其较低的生长类激素水平有关，并
且从侧面印证了相关研究报道的ＮＯ在生长激素
分泌和水平提升方面的促进作用［１３］；然而，具有

较低的ｇｈ１和ｉｇｆ１ｍＲＮＡ水平的ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼
在肌纤维密度及躯椎骨相关数据上较ｎｏｓ２ａ＋／＋斑
马鱼无显著差异 （图３和４），考虑到ｎｏｓ２基因在
斑马鱼中有２个拷贝（ｎｏｓ２ａ和 ｎｏｓ２ｂ）且同在大
脑及肌肉等组织中表达［３８］，笔者猜测２个拷贝间
可能存在功能补偿机制，且该机制可能是 ｎｏｓ２ａ
功能缺失未能引起肌肉和椎骨发育发生显著变

化的原因，对此仍有待验证。此外考虑到激素调

节的复杂性［３９４２］，在之后的研究中，有必要对相

关激素调节通路上的激素受体及相关调节因子

的水平及作用进行深入调查。研究还发现，突变

斑马鱼生长相关激素的基因ｍＲＮＡ水平在８ｄｐｈ
和６４ｄｐｈ时均显著低于对照组，而两者生长上的
差异则主要凸显于出膜后２个月附近，因此认为
生长激素不足对生长的影响是一个效应累积的

过程。不过考虑到本研究仅通过基因 ｍＲＮＡ水
平反映激素水平变化具有一定局限性，因此有待

在今后的研究中从蛋白水平对其进行进一步验

证。

此外，从躯椎骨数据的分布（图 ４ｂ）看，
ｎｏｓ２ａ－／－斑马鱼在躯椎骨的发育上较 ｎｏｓ２ａ＋／＋斑
马鱼有增粗的趋势，这与ｎｏｓ２基因敲除型小鼠骨
吸收功能缺陷［２０］以及 ｎｏｓ１基因敲除型小鼠表现
出骨转换水平下降及骨量增加［１２］的报道相吻合，

可见骨骼生长发育不只受生长类激素的调控，还

与成骨、骨更新等过程的相关调节密切相关。

综上，ｎｏｓ２ａ的功能缺失对斑马鱼生长激素、
类胰岛素类生长因子的 ｍＲＮＡ水平及斑马鱼的

生长具有负面调节作用。
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