
电压门控钠离子通道scn1Laa参与斑马鱼脑神经发育和运动行为调节的研究
何雪,王雨果,郑奕,黄亚娟,鲍宝龙

Voltage-gated sodium channel scn1Laa is involved in the development of zebrafish
cranial nerves and the regulation of motor behavior
HE Xue,WANG Yuguo,ZHENG Yi,HUANG Yajuan,BAO Baolong

在线阅读 View online: https://doi.org/10.12024/jsou.20210703515

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

紫光对斑马鱼皮肤黑色素细胞数量及相关基因表达的影响

Effects of UV illumination on number of melanocytes and expression of related genes in sws1 mutant zebrafish

上海海洋大学学报. 2022, 31(1): 1   https://doi.org/10.12024/jsou.20200503069

斑马鱼nos2a基因的生长调控作用

Role of nos2a in regulating the growth of zebrafish (Danio rerio)

上海海洋大学学报. 2021, 30(4): 573   https://doi.org/10.12024/jsou.20200703099

somatostatin1基因突变斑马鱼仔鱼转录组分析

Transcriptome sequencing analysis of somatostatin 1 gene mutation in zebrafish larvae

上海海洋大学学报. 2021, 30(5): 777   https://doi.org/10.12024/jsou.20200403009

MsxC基因在斑马鱼肌间刺和大侧肌发育中的作用

Role of MsxC gene in the development of intermuscular bones and axial muscle in zebrafish

上海海洋大学学报. 2022, (2): 328   https://doi.org/10.12024/jsou.20200503064

基因编辑酪氨酸酶(TYR)基因不同功能区对鱼类体色的影响

Fish coloration change from disrupting different functional regions in tyrosinase (TYR) gene by gene editing technology

上海海洋大学学报. 2020, 29(6): 811   https://doi.org/10.12024/jsou.20191202872

http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20210703515
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20200503069
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20200703099
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20200703099
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20200403009
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20200503064
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20191202872
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20191202872


文章编号：１６７４５５６６（２０２２）０５１０５７１１ ＤＯＩ：１０．１２０２４／ｊｓｏｕ．２０２１０７０３５１５

电压门控钠离子通道 ｓｃｎ１Ｌａａ参与斑马鱼脑神经发育和运动行为调
节的研究

收稿日期：２０２１０７２８　　　修回日期：２０２１１１１６

基金项目：国家自然科学基金面上项目（３１８７２５４６，３２１７０５１４）

作者简介：何　雪（１９９０—），女，博士研究生，研究方向为发育生物学。Ｅｍａｉｌ：３４５９８４０８２＠ｑｑ．ｃｏｍ

通信作者：鲍宝龙，Ｅｍａｉｌ：ｂｌｂａｏ＠ｓｈｏｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

何　雪１，２
，王雨果

１，２
，郑　奕２

，黄亚娟
１，２
，鲍宝龙

１，２

（１．上海海洋大学 水产种质资源发掘与利用教育部重点实验室，上海　２０１３０６；２．上海海洋大学 水产科学国家级实验
教学示范中心，上海　２０１３０６）

摘　要：电压门控钠离子通道对于脊椎动物脑神经起始、传播动作电位具有重要作用。为了解斑马鱼电压门
控钠离子通道基因ｓｃｎ１Ｌａａ在脑神经中的作用，通过 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术，首次构建了可稳定遗传的
生长没有受明显影响的ｓｃｎ１Ｌａａ缺陷型（ｓｃｎ１Ｌａａ／）斑马鱼家系。相比野生型，受精后５ｄｓｃｎ１Ｌａａ缺陷型斑马
鱼兴奋抑制性神经元（氨基丁酸类神经元）表达相对增加，兴奋类神经元（谷氨酸能类神经元）和成熟神经元

显著减少，脑部细胞增殖也显著减少。受精后５ｄ和９０ｄ的 ｓｃｎ１Ｌａａ缺陷型斑马鱼的运动较同时期野生型斑
马鱼更为活跃，受精后９０ｄ的 ｓｃｎ１Ｌａａ缺陷型斑马鱼的运动具有明显的爆发性。以上结果表明，ｓｃｎ１Ｌａａ缺失
导致兴奋类神经元（谷氨酸能类神经元）以及神经细胞增殖减少，影响脑周围神经放电，导致运动神经调节障

碍，出现运动行为异常活跃，即电压门控钠离子通道基因ｓｃｎ１Ｌａａ参与斑马鱼脑神经发育和生长，间接参与运
动行为调节。
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　　 电压门控钠通道 （ｖｏｌｔａｇｅｇａｔｅｄｓｏｄｉｕｍ
ｃｈａｎｎｅｌｓ，ＶＧＳＣ）由１个成孔α亚基和最多２个相
关的β亚基组成，对于可兴奋组织包括脑神经元
中动作电位的产生起着至关重要的作用［１４］。电

压门控钠离子通道主要由 α亚基起作用，根据表
达组织中细胞的不同，分为中枢和外周神经元型

（神经型）、心肌型、骨骼肌／肌肉型电压门控钠离
子通道［５７］。其中 Ｎａｖ１．１（ｓｃｎ１ａ／ＳＣＮ１Ａ）属于在
脑神经组织中表达的电压门控钠离子通道 α亚
基之一，对神经元功能起着至关重要的作

用［１２，８］。

电压门控钠离子通道 Ｎａｖ１．１突变会导致脑
神经疾病、脑放电异常等缺陷［２，９１１］。其中人类

Ｎａｖ１．１中的功能完全丧失，会导致严重的婴儿肌
阵挛性癫痫（ＳＭＥＩ或 Ｄｒａｖｅｔ综合征）［１，８］。小鼠
中 Ｎａｖ１．１功能丧失，会导致海马氨基丁酸
（ＧＡＢＡ）抑制神经元中的钠电流和动作电位放电

严重受损［１０］。

斑马鱼中 Ｎａｖ１．１有 ２个拷贝基因，即
ｓｃｎ１Ｌａａ（Ｎａｖ１．１ａ）和 ｓｃｎ１Ｌａｂ（Ｎａｖ１．１ｂ），两者具
有６７％的氨基酸序列相似性，在之前的研究中表
明，斑马鱼ｓｃｎ１Ｌａｂ主要表达在中枢神经系统，与
人类ＳＣＮ１Ａ表达更相似，而 ｓｃｎ１Ｌａａ同样在脑神
经系统中表达，但主要在外周神经系统中表达，

与 ｓｃｎ１Ｌａｂ表 达 模 式 不 重 复［１２１３］。已 有 研

究［８，１３１４］利用斑马鱼 ｓｃｎ１Ｌａｂ突变体构建 Ｄｒａｖｅｔ
综合征等癫痫疾病模型，用于研究和筛选抗癫痫

类药物，但尚不清楚 ｓｃｎ１Ｌａａ在神经元的发育和
功能中起到什么样的作用？

本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术对
斑马鱼基因 ｓｃｎ１Ｌａａ进行敲除，首次构建了可稳
定遗传的ｓｃｎ１Ｌａａ功能缺陷型（ｓｃｎ１Ｌａａ／）斑马鱼
家系，并通过检测脑神经发育和相关基因表达以

及行为等指标，对 ｓｃｎ１Ｌａａ在斑马鱼脑神经和运
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动行为中的作用进行了研究。

１　材料与方法

１．１　 斑马鱼饲养
所用斑马鱼为ＡＢ系，养殖于２８℃恒温的循

环水养殖系统内［１５１６］。按照上海海洋大学动物

伦理相关规定进行实验（１ＡＣＵＣ２０１７００９）。
１．２　ｓｃｎ１Ｌａａ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 （ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／ｉｎｄｅｘ．
ｈｔｍｌ）中筛选出斑马鱼 ｓｃｎ１Ｌａａ基因 （ＮＭ＿
２００１３２．２）的２个相邻敲除靶点（序列见表 １），
这２个靶点均位于其第一号外显子上。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
ｓｃｎ１ＬａａｇｕｉｄｅＲＮＡ（ｇＲＮＡ），Ｃａｓ９ｍＲＮＡ的制备
则经ｐＴ３ｔｓｎＣａｓ９ｎ质粒线性化后转录获得，以上
具体操作参考廖永冠等［１７］的步骤。显微注射中，

将两种 ＲＮＡ（ｇＲＮＡ１００ｐｇ，ｃａｓ９ｍＲＮＡ５００ｐｇ）

的混合液显微注射入Ⅰ细胞期的野生斑马鱼受
精卵中，注射剂量参考实验室之前构建其他基因

缺失家系每颗受精卵的注射量，约为１．４ｎＬ［１８］。
一共进行了４批次注射，统计注射后胚胎发育到
第３天的平均存活率约为５６．８％（４次成活率分
别为４０．８％、６７．２％、５０．６％和６８．６％）。经碱裂
解法［１８２０］提取受精卵或尾鳍 ＤＮＡ进行基因目的
片段特异性引物对和荧光中心标记的引物运行

“三引物”荧光ＰＣＲ（表１），即短小串联重复序列
（ｓｈｏｒｔｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔ，ＳＴＲ）检测［２１］，在遗传分析

仪 ＡＢＩ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美国）３１３０ｘｌ或
３７３０ｘｌ上使用毛细管电泳分离得到荧光标记的
扩 增 子，通 过 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ或 Ｇｅｎｅｓｃａｎ 和
Ｇｅｎｏｔｙｐｅｒ软件包（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）处理．ｆｓａ
文件，比较分析进行敲除的样本峰与野生型对照

峰，选出含非三倍数的突变峰的个体。进一步通

过以上具有突变峰的扩增子进行亚克隆 Ｓａｎｇｅｒ
分子测序，挑选单克隆以检查 ｓｃｎ１Ｌａａ序列的实
际突变情况。

表１　本研究中的ＤＮＡ合成序列
Ｔａｂ．１　ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈ

引物／序列名称
Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）
目的

Ｐｕｒｐｏｓｅ
扩增长度

Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

ｓｃｎ１Ｌａａｏｌｉｇｏ１
ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＴＡＧＣＡＧＧＡＡＡＣＣ
ＣＡＡＣＡＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡ 合成ｇＲＮＡ １２０

ｓｃｎ１Ｌａａｏｌｉｇｏ２
ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＣＴＧＧＴＧＴＣＴＡＣ
ＡＣＣＧＣＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡ

ｏｌｉｇｏ３
ＡＡＡＡＧＣＡＣＣＧＡＣＴＣＧＧＴＧＣＣＡＣＴＴＴＴＴＣＡＡＧＴ
ＴＧＡＴＡＡＣＧＧＡＣＴＡＧＣＣＴＴＡＴＴＴＴＡＡＣＴＴＧＣＴＡ
ＴＴＴＣＴＡＧＣＴＣＴＡＡＡＡＣ

ｓｃｎ１ＬａａｓｔｒＦ ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＴＧＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＡＡＣＴＧＧＴＣ 突变检测 ３７８
ｓｃｎ１ＬａａｓｔｒＲ ＧＴＧＴＣＴＴＴＣＣＴＴＣＴＧＡＣＴＧＣＣＴＣＣＴＴＣ
ｓｃｎ１ＬａａＦ ＣＣＡＡＧＡＡＣＡＣＧＧＡＧＧＡＧＡＧ ＲＴｑＰＣＲ ２４７
ｓｃｎ１ＬａａＲ ＡＧＡＡＧＧＴＴＧＡＡＧＧＡＡＣＴＧＡＡＧＡ
ｅｌａｖｌ３Ｆ ＡＴＣＡＡＣＡＣＧＣＴＣＡＡＣＧＧＴＣＴ １８７
ｅｌａｖｌ３Ｒ ＴＴＡＣＣＡＧＧＡＴＧＣＧＴＧＡＧＧＴＧ
ｇａｄ６７Ｆ ＴＧＴＧＴＣＣＧＡＴＧＧＣＴＴＧＡＧＴＣ ２４３
ｇａｄ６７Ｒ ＣＡＣＡＣＧＧＡＧＧＡＴＧＧＴＴＣＡＣＡ
ｖｇｌｕｔ１Ｆ ＣＧＧＣＴＣＡＴＴＣＴＴＣＴＧＧＧＧＴＴ １６６
ｖｇｌｕｔ１Ｒ ＧＡＣＣＡＴＧＡＴＣＡＣＡＣＡＣＣＣＧＴ
βａｃｔｉｎＦ ＣＴＣＣＣＣＴＴＧＴＴＣＡＣＡＡＴＡＡＣＣＴＡＣＴＡＡＴＡＣＡＣＡＧＣ １８５
βａｃｔｉｎＲ ＴＴＣＴＧＴＣＣＣＡＴＧＣＣＡＡＣＣＡＴＣＡＣＴＣ

注：下划线序列为靶基因序列。

Ｎｏｔｅｓ：Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ．

　　成活的注射个体中，ｓｃｎ１Ｌａａ的有义突变率
约３２．３５％。筛选一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

（ｓｃｎ１Ｌａａ＋／－），再从杂合突变个体的交配后代中

８５０１
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筛选出３对ｓｃｎ１Ｌａａ的纯合突变体和３对正常野
生型斑马鱼（ｗｉｌｄｔｙｐｅｓｉｂｌｉｎｇｓ）。通过纯合个体
的繁育，分别构建可稳定遗传的 ｓｃｎ１Ｌａａ纯合突
变家系（ｓｃｎ１Ｌａａ／）以及具有相同遗传背景的对
照组家系（ｓｃｎ１Ｌａａ＋／＋）。
１．３　斑马鱼生长检测

将ｓｃｎ１Ｌａａ＋／＋和 ｓｃｎ１Ｌａａ／斑马鱼各设置 ３
个平行组（３０尾／组）于同一环境中进行饲养。待
生长至９０ｄｐｆ（ｄａｙｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ），分别测定雌
雄鱼个体标准体长（自吻端至椎骨末端的直线长

度）和体质量（测定时间为进食后 ２ｈ），雌雄
ｓｃｎ１Ｌａａ＋／＋和ｓｃｎ１Ｌａａ／斑马鱼各组测定６尾。
１．４　ｃＤＮＡ制备及ＲＴｑＰＣＲ

每组取 ５ｄｐｆ的斑马鱼不少于 ６尾，参照
ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（ＴａＫａＲａ，日本）说明书提供的方法进
行组织ＲＮＡ抽提（５ｄｐｆ样本取头部组织）。用
ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（＋
ｇＤＮＡｗｉｐｅｒ）（ｖａｚｙｍｅ，中国）试剂，参照说明书，
反应生成ｃＤＮＡ第一链，用于后续荧光实时定量
ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）。

对氨基丁酸能神经标记基因 （ｇａｄ６７，
ＡＢ１８３３９０．１）［２２２４］、谷氨酸能神经标记基因
（ｖｇｌｕｔ１，ＮＭ＿００１０９８７５５．１）［２５２７］和有丝分裂后
（成熟）神经元标记基因（ｅｌａｖｌ３，ＸＭ＿００９２９９７３３．
３）［２８３０］的 ｍＲＮＡ水平进行 ＲＴｑＰＣＲ检测，内参
基因为βａｃｔｉｎ。相关半定量ＰＣＲ引物见表１。荧
光实时定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）步骤：按照 Ｈｉｅｆｆ
ＵＮＩＣＯＮ ＵｎｉｖｅｒｓａｌＢｌｕｅＲＴｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（翊圣，中国）说明进行加样。用
ＣＦＸ９６荧光定量 ＰＣＲ仪（Ｂｉｏｒａｄ，美国）进行
ｑＲＴＰＣＲ反应，反应条件如下：（１）预变性９５℃，
２ｍｉｎ；（２）变性和退火／延伸：４０×（９５℃，１０ｓ；６０
℃，３０ｓ）；（３）溶解曲线：机器默认。
１．５　ＢｒｄＵ细胞增殖免疫组化

取 ５ｄｐｆ野 生 型 ｓｃｎ１Ｌａａ＋／＋ 和 突 变 型
ｓｃｎ１Ｌａａ／仔鱼各 １０尾置于含有 １５％ ＤＭＳＯ的
Ｅ３中的 １０ｍｍｏｌ／ＬＢｒｄＵ溶液（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，美
国）中，在冰上孵育２０ｍｉｎ，２８℃下放置５ｍｉｎ后
于４％ ＰＦＡ中室温固定２ｈ；固定后的仔鱼经１×
ＰＢＳＴ洗涤后用１５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ９）于室
温处理１５ｍｉｎ，７０℃下处理１５ｍｉｎ；处理后仔鱼
经１×ＰＢＳＴ后－２０℃丙酮渗透３０ｍｉｎ；１×ＰＢＳＴ
洗涤后用２％ Ｈ２Ｏ２室温光照下脱色素；２ｍｏｌ／Ｌ

ＨＣｌ中室温处理 １ｈ以暴露 ＢｒｄＵ表位；然后用
０．１ｍｏｌ／Ｌ硼酸盐缓冲液（ｐＨ８．５）室温中和２０
ｍｉｎ，再用１×ＰＢＳＴ洗涤；在 １×ＰＢＳＴ／１０％山羊
血清／０．８％ ＴｒｉｔｏｎＸ／１％ ＢＳＡ中的４℃封闭缓冲
液中过夜，用 １∶２００稀释的 ＢｒｄＵ抗体（Ｍｏｕｓｅ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉＢｒｄＵａｎｔｉｂｏｄｙ，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，美
国）４℃下孵育２４ｈ。接下来，仔鱼在 １×ＰＢＳＴ
中洗涤３×５ｍｉｎ，然后在１×ＰＢＳＴ／０．８％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ中孵育５ｍｉｎ。应用二抗（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记
山羊抗小鼠 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）（１∶２０００稀
释）在１×ＰＢＳＴ，４℃下１２ｈ。随后，仔鱼在１×
ＰＢＳＴ中洗涤 ３×５ｍｉｎ，然后在 ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８
（Ａｂｃａｍ，英国）（１∶１０００稀释）中１×ＰＢＳＴ避光
孵育２０ｍｉｎ，１×ＰＢＳＴ中洗涤 ３×５ｍｉｎ，在 １×
ＰＢＳＴ中洗涤 ４℃过夜。使用共聚焦显微镜
（ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ８，美国）成像。
１．６　斑马鱼运动分析

５ｄｐｆ斑马鱼仔鱼运动分析：参考 ＧＡＯ等［１８］

方法，将 ５ｄｐｆ的仔鱼（ｎ＝６尾／组）放入含有
５００μＬ培养基的１２孔板（１只仔鱼／孔）中，并让
其适应装置（ＺｅｂｒａＢｏｘ，Ｖｉｅｗｐｏｉｎｔ，法国）１５ｍｉｎ。
仔鱼在暗环境利用红外线跟踪２００ｍｉｎ，记录间
隔为１０ｍｉｎ。每条斑马鱼所覆盖的移动距离以
毫米（ｍｍ）记录，用 ＺｅｂｒａＬａｂ（Ｖｉｅｗｐｏｉｎｔ，法国）分
析运动数据，去掉监控前后 １０ｍｉｎ，取中间 １８０
ｍｉｎ数据进行分析。
９０ｄｐｆ斑马鱼成鱼运动分析：该阶段的运动

行为检测使用９０ｄｐｆ的雄性斑马鱼于ＺｅｂｒａＴｏｗｅｒ
（Ｖｉｅｗｐｏｉｎｔ，法国）设备下进行监控分析检测。取
直径为１０ｃｍ玻璃圆缸（外贴白纸，避免相互干
扰）加普通饲养水 ４００ｍＬ，放入 ｓｃｎ１Ｌａａ＋／＋和
ｓｃｎ１Ｌａａ／组斑马鱼各２尾进行检测，共３组。每
组监测时长３０ｍｉｎ，取中间１０ｍｉｎ进行分析。对
检测的运动数据进行离线分析，运动分析设置参

数：将运动速度设置为２０～５０ｍｍ／ｓ（运动轨迹为
绿色），运动速度超过５０ｍｍ／ｓ设置为爆发性运
动（运动轨迹为红色），运动速度低于２０ｍｍ／ｓ设
置为“静止”（运动轨迹为黑色），每 ５秒记录 １
次，根据每５秒内的斑马鱼各组别运动类型记录
次数（ｃｏｕｎｔ），持续时间（ｄｕｒ）和运动距离（Ｄｉｓｔ），
计算平均速度，分别作为斑马鱼运动量及冲动性

的指标。
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１．７　数据统计
运动数据和体长、体质量以平均值 ±标准差

（Ｍｅａｎ±ＳＤ）在折线图或柱状图上显示，距离用
双尾独立ｔ检验。相关数据的比较分析及制图通
过ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ８．０软件完成：ｓｃｎ１Ｌａａ＋／＋和
ｓｃｎ１Ｌａａ／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（Ｍａｎｎ
Ｗｈｉｔｎｅｙ）独立检验进行。Ｐ＜０．０５，差异显著；
Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１和Ｐ＜０．０００１，差异极显著。

２　结果

２．１　ｓｃｎ１Ｌａａ／斑马鱼稳定遗传家系的建立
通过敲除后的筛选及传代，构建了 ｓｃｎ１Ｌａａ／

斑马鱼的稳定遗传家系：通过对 ｓｃｎ１Ｌａａ基因进
行测序发现，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９编辑导致 ｓｃｎ１Ｌａａ的
序列发生有义突变，造成插入 ５个碱基的突变

（图１ａ）；荧光毛细管电泳检测呈单峰，说明该突
变为纯合突变（图１ｄ），并且 ｓｃｎ１Ｌａａ序列碱基的
缺失，导致氨基酸编码提前终止于第二号外显

子，而主要功能结构域的缺失造成蛋白功能丧失

（图１ｂ）。观察５ｄｐｆｓｃｎ１Ｌａａ＋／＋和ｓｃｎ１Ｌａａ／斑马
鱼仔鱼，外型并无明显差异（图１ｃ）。
２．２　缺失ｓｃｎ１Ｌａａ对斑马鱼生长的影响

对９０ｄｐｆ成年斑马鱼进行外观、体长、体质
量等检测，结果表明对ｓｃｎ１Ｌａａ／突变型斑马鱼与
野生型斑马鱼的外观进行比较，无论雌雄，均无

明显差异（图 ２ａ）。比较体质量，ｓｃｎ１Ｌａａ／雌鱼
（Ｐ＝０．０６２３），雄鱼（Ｐ＝０．０７）均比野生型的轻，
但是均无显著差异（图２ｂ）。比较 ｓｃｎ１Ｌａａ／斑马
鱼与野生型雌鱼（Ｐ＝０．３８８７）和雄鱼（Ｐ＝
０．８１４１）的体长，无显著差异（图２ｃ）。

（ａ）ｓｃｎ１Ｌａａ敲除靶位点示意图和测序碱基突变，粗体标注 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９靶序列；（ｂ）基因序列突变导致氨基酸编码提前终止，

ｓｃｎ１Ｌａａ插入５ｂｐ，产生截短的氨基酸；（ｃ）５ｄｐｆｓｃｎ１Ｌａａ／鱼表型观察，与野生型鱼表型无明显差异；（ｄ）荧光毛细管电泳检测基因

型突变。ＷＴ或者ｗｉｌｄｔｙｐｅ表示野生型斑马鱼。

（ａ）ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｏｆｓｃｎ１Ｌａａａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｎｇｅｓａｆｔｅｒｓｃｎ１Ｌａａｇｅｎｅｅｄｉｔｉｎｇ，ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｗｅｒｅｌａｂｅｌｅｄ

ｂｏｌｄｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｓ；（ｂ）Ｔｒｕｎｃａｔｅｄｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｅｎｃｏｄｉｎｇ．ｔｈｅｓｃｎ１Ｌａａｍｕｔａｔｉｏｎｏｆ５ｂｐｉｎｓｅｒｔ

ｐｒｏｄｕｃｅｄｔｈｅｔｒｕｎｃａｔｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ；（ｃ）Ｎｏｎｏｔｉｃｅａｂｌｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｃｎ１Ｌａａｗｉｌｄｔｙｐｅｓｉｂｌｉｎｇ

ａｎｄｓｃｎ１Ｌａａｍｕｔａｎｔｌａｒｖａｅａｔ５ｄａｙｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ（ｄｐｆ）；（ｄ）ＧｅｎｏｔｙｐｅｍｕｔａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓＳＴＲ（ｓｈｏｒｔ

ｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔｓ）ａｎａｌｙｓｉｓ．ＷＴｏｒｗｉｌｄｔｙｐｅ，ｔｈｅｓｃｎ１Ｌａａｗｉｌｄｔｙｐｅｆｉｓｈ．

图１　利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９建立ｓｃｎ１Ｌａａ／斑马鱼家系
Ｆｉｇ．１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｍｅｄｉａｔｅｄｓｃｎ１Ｌａａｍｕｔａｎｔｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ
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５期 何　雪，等：电压门控钠离子通道ｓｃｎ１Ｌａａ参与斑马鱼脑神经发育和运动行为调节的研究

１．野生型雌性斑马鱼；２．野生型雄性斑马鱼；３．ｓｃｎ１Ｌａａ／雌鱼；４．ｓｃｎ１Ｌａａ／雄鱼。（ｂ）ｓｃｎ１Ｌａａ／型与野生型９０ｄ龄雌雄斑马鱼的

身长统计比较；（ｃ）ｓｃｎ１Ｌａａ／型与野生型９０ｄ龄雌雄斑马鱼的体质量统计比较，ｎｓ表示无显著差异。

１．ｗｉｌｄｔｙｐｅｍａｌｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ；２．ｗｉｌｄｔｙｐｅｆｅｍａｌｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ；３．ｓｃｎ１Ｌａａ／ｍａｌｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ；４．ｓｃｎ１Ｌａａ／ｆｅｍａｌｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ．（ｂ）ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ；

（ｃ）ｂｏｄｙｍａｓｓ．“ｎｓ”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．

图２　ｓｃｎ１Ｌａａ／型与野生型９０ｄ龄斑马鱼的外观和生长相关指数比较

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｈｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｒｅｌａｔｅｄｇｒｏｗｔｈｉｎｄｅｘｏｆｓｃｎ１Ｌａａ／ａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｚｅｂｒａｆｉｓｈａｔ９０ｄｐｆ

２．３　脑神经发育相关基因表达以及脑细胞增殖
情况

为了检测ｓｃｎ１Ｌａａ对斑马鱼脑神经元发育的
影响，通过基因组织半定量和细胞增殖标记

（ＢｒｄＵ）免疫组化的方法分别对５ｄｐｆ的斑马鱼进
行检测。组织半定量结果显示，５ｄｐｆｓｃｎ１Ｌａａ／仔
鱼与野生型比较，脑神经中氨基丁酸能神经标记

基因 （ｇａｄ６７）ｍＲＮＡ 表 达 相 对 升 高 （Ｐ＝
０．１０８６），但是谷氨酸能神经标记基因（ｖｇｌｕｔ１）

（Ｐ＝０．０００３）和有丝分裂后神经元，即成熟神经
元标记基因（ｅｌａｖｌ３）（Ｐ＝０．０００７）ｍＲＮＡ表达显
著降低，即氨基丁酸能神经增多，但是谷氨酸能

神经和成熟神经元减少（图 ３ａ）。进一步通过
ＢｒｄＵ标记增殖细胞，发现５ｄｐｆｓｃｎ１Ｌａａ／仔鱼与
野生型比较，脑部细胞增殖明显比野生型的少

（图３ｂ），同时通过统计脑部区域 ＢｒｄＵ荧光信号
也显示具有显著差异（Ｐ＝０．０００３），见图３ｃ。
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（ａ）ｑＲＴＰＣＲ检测神经标记基因表达，５ｄｐｆｓｃｎ１Ｌａａ／斑马鱼仔鱼与野生型比较，氨基丁酸能神经标记基因（ｇａｄ６７）相对升高，谷氨

酸能神经标记基因（ｖｇｌｕｔ１）和有丝分裂后神经元标记基因（ｅｌａｖｌ３）显著减少；数据显示用平均值±ＳＤ表示（ｎ＝６，ｎｓ，无明显差异，

Ｐ＜０．００１）；（ｂ）５ｄｐｆｓｃｎ１Ｌａａ／斑马鱼细胞增殖检测。ＢｒｄＵ荧光染色的５ｄｐｆ野生型斑马鱼（Ａ）和ｓｃｎ１Ｌａａ／斑马鱼（Ｂ）头

部ｚ轴叠加荧光图片，Ｃ和Ｄ分别为分离出绿色荧光通道（ＢｒｄＵ）的野生斑马鱼和 ｓｃｎ１Ｌａａ缺失斑马鱼图片。白色三角箭头指示

ＢｒｄＵ阳性信号，不规则框标注头部脑的位置；（ｃ）５ｄｐｆ野生型斑马鱼和ｓｃｎ１Ｌａａ／斑马鱼ＢｒｄＵ阳性信号统计，数据显示为平均值±

标准差，ｎ＝５，表示Ｐ＜０．０１。

（ａ）ｓｃｎ１Ｌａａ／ｌａｒｖａｅｈａｄａｎｒｅｌａｔｉｖｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＡＢＡｅｒｇｉｃ（ｇａｄ６７），ａｎｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ（ｖｇｌｕｔ１）ａｎｄ

ｐｏｓｔｍｉｔｏｔｉｃ（ｅｌａｖｌ３）ｎｅｕｒｏｎａｌｍａｒｋｅｒｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＷＴｓｉｂｌｉｎｇｓ，ａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ）

ａｔ５ｄｐｆ，Ｄａｔａａｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｍｅａｎ±ＳＤ（ｎ＝６，ｎｓ，ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，Ｐ＜０．００１）；（ｂ）Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｂｒａｉｎ

ｏｆｓｃｎ１Ｌａａ／ｌａｒｖａｅ．ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｚｓｌｉｃｅｓｏｆｗｉｔｈＢｒｄＵｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＷＴ（Ａ）ａｎｄｓｃｎ１Ｌａａ／（Ｂ）ｌａｒｖａｅｈｅａｄａｔ５ｄｐｆ．ｓｐｌｉｔｇｒｅｅｎｃｈａｎｎｅｌ

ｉｍａｇｅｓｏｆＷＴ（Ｃ）ａｎｄｓｃｎ１Ｌａａ／（Ｄ）ｌａｒｖａｅｔｏｔｈｅｂｅｌｏｗ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ｗｈｉｔｅｔｒｉａｎｇｕｌａｒａｒｒｏｗｈｅａｄｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅＢｒｄＵｐｏｓｉｔｉｖｅｓｉｇｎａｌｓ，ｔｈｅ

ｉｒｒｅｇｕｌａｒｓｈａｐｅｆｒａｍｅｓｈｏｗｅｄｔｈｅｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂｒａｉｎ；（ｃ）ＢｒｄＵｓｉｇｎａｌｓｏｆｂｒａｉｎｉｎＷＴａｎｄｓｃｎ１Ｌａａ／ｌａｒｖａｅｈｅａｄａｔ５ｄｐｆ．Ｄａｔａｗｅｒｅｓｈｏｗｎ

ａｓｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５， ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔＰ＜０．０１．

图３　ｓｃｎ１Ｌａａ缺失导致斑马鱼脑神经发育异常
Ｆｉｇ．３　Ｌｏｓｓｏｆｓｃｎ１Ｌａａｉｎｆｌｕｅｎｉｎｇｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｈｅｃｒａｎｉａｌｎｅｒｖｅｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

２．４　运动水平差异
通过对５ｄｐｆｓｃｎ１Ｌａａ／仔鱼和野生型仔鱼运

动水平监测分析，发现缺失ｓｃｎ１Ｌａａ后，导致５ｄｐｆ

仔鱼整体运动比野生型更为激烈和频繁，同时进

行单位时间内平均运动距离数据分析及统计学

检验，结果表明差异极显著（Ｐ＝０．００７），见图４。
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（ａ）运动行为监测系统；（ｂ）行为监测中实验样本ｓｃｎ１Ｌａａ／仔鱼和野生型仔鱼的分组监控位置；（ｃ）监测软件记录的运动路线示意

图，不同颜色代表在不同运动速度下的运动路线记录，其中红色代表爆发性（高速度，速度＞５０ｍｍ／ｓ）运动，绿色代表正常（中等速

度，２０ｍｍ／ｓ＜速度＜５０ｍｍ／ｓ）运动，黑色代表小距离运动（低速度运动，速度＜２０ｍｍ／ｓ）；（ｄ）３ｈ仔鱼运动行为记录，每１０ｍｉｎ计

算１次运动距离，误差棒为标准差；（ｅ）柱状图统计运动数据，计算每１０ｍｉｎ运动平均距离，显示ｓｃｎ１Ｌａａ缺失仔鱼运动距离较野生

型斑马鱼远，Ｐ＜０．００１。

（ａ）Ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎｂｅｈａｖｉｏｒｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｓｙｓｔｅｍ；（ｂ）Ｔｈｅｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｓａｍｐｌｅｌｉｓｔｏｆｓｃｎ１Ｌａａｍｕｔａｎｔａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｓｉｂｌｉｎｇａｔ５ｄｐｆ；（ｃ）

ＺｅｂｒａＬａｂｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎａｎｄｔｒａｃｋｉｎｇｐａｔｈｄｉｓｐｌａｙｏｆｓｃｎ１Ｌａａｍｕｔａｎｔｌａｒｖａｅａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｓｉｂｌｉｎｇｓａｔ５ｄｐｆ，ｔｈｅｒｅｄｌｉｎｅｓｈｏｗｅｄｔｈｅ

ｂｕｒｓｔｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ（ｖｅｌｏｃｉｔｙ＞５０ｍｍ／ｓ），ｔｈｅｇｒｅｅｎｌｉｎｅｓｈｏｗｅｄｔｈｅｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎｖｅｌｏｃｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎ２０ｍｍ／ｓａｎｄ５０ｍｍ／ｓ，ｔｈｅｂｌａｃｋｌｉｎｅｍｅａｎｓ

ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎｖｅｌｏｃｉｔｙ＜２０ｍｍ／ｓ；（ｄ）３ｈｏｕｒｓｒｅｃｏｒｄｉｎｇｂｅｈａｖｉｏｒａｌｄａｔａｏｆｓｃｎ１Ｌａａｍｕｔａｎｔａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｓｉｂｌｉｎｇａｔ５ｄｐｆ．Ｔｉｍｅｂｉｎｓａｒｅ１０

ｍｉｎｕｔｅｓ，ｂａｒｓｓｈｏｗｅｄＳＤ；（ｅ）Ｂｏｘｐｌｏｔｓｈｏｗｅｄｔｈｅｍｅａｎｖａｌｕｅｓ（ｎ＝６ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｐｅｒｇｒｏｕｐ）ｏｆｄｉｓｔａｎｃｅｐｅｒ１０ｍｉｎ．ｓｃｎ１Ｌａａｍｕｔａｎｔｌａｒｖａｅ

ｍｏｖｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｓｔａｎｃｅｍｏｖｅｄｍｏｒｅｔｈａｎｗｉｌｄｔｙｐｅｌａｒｖａｅ，Ｐ＜０．００１．

图４　ｓｃｎ１Ｌａａ／斑马鱼仔鱼行为学检测

Ｆｉｇ．４　ｓｃｎ１Ｌａａ／Ｚｅｂｒａｆｉｓｈｌａｒｖａｅｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎｂｅｈａｖｉｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　　进一步对ｓｃｎ１Ｌａａ／成鱼（９０ｄｐｆ）进行运动水
平分析，结果显示突变型比野生型斑马鱼运动更

为频繁（图 ５ａ和 ｂ），体现在小距离运动次数
（速度＜２０ｍｍ／ｓ，Ｐ＝０．００２２）和大距离运动次

数（速度＞５０ｍｍ／ｓ，Ｐ＝０．００２９）突变型均高于
野生型斑马鱼，且具有显著差异。缺失 ｓｃｎ１Ｌａａ
后，导致成年斑马鱼运动具有爆发性（图５）。
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（ａ）斑马鱼行为检测分组排布，每组各４尾鱼，包含２尾ｓｃｎ１Ｌａａ／鱼和２尾野生型鱼；（ｂ）检测软件标记的运动路线示意图，其中最

外侧红线为圈定检测范围，内侧红线条是运动速度＞５０ｍｍ／ｓ的爆发性运动轨迹，绿色线条是运动速度在２０～５０ｍｍ／ｓ的运动轨

迹，黑色线条是速度＜２０ｍｍ／ｓ的运动轨迹；（ｃ）ｓｃｎ１Ｌａａ／斑马鱼小距离运动行为统计（速度在２０～５０ｍｍ／ｓ）；（ｄ）ｓｃｎ１Ｌａａ／斑马

鱼检测大距离运动统计（速度＞５０ｍｍ／ｓ）；数据显示是平均值±标准差（ｎ＝６，Ｐ＜０．０１）。

（ａ）Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，４ｆｉｓｈｉｎａｇｒｏｕｐ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ２ｓｃｎ１Ｌａａ／ｚｅｂｒａｆｉｓｈａｎｄ２ｗｉｌｄｓｉｂｌｉｎｇｓ．（ｂ）ＺｅｂｒａＬａｂ

ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎａｎｄｔｒａｃｋｉｎｇｐａｔｈｄｉｓｐｌａｙ，ｔｈｅｒｅｄｌｉｎｅｓｈｏｗｅｄｔｈｅｂｕｒｓｔｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ（ｖｅｌｏｃｉｔｙ＞５０ｍｍ／ｓ），ｔｈｅｇｒｅｅｎｌｉｎｅｓｈｏｗｅｄｔｈｅ

ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎｖｅｌｏｃｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎ２０ｍｍ／ｓａｎｄ５０ｍｍ／ｓ，ｔｈｅｂｌａｃｋｌｉｎｅｍｅａｎｓｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎｖｅｌｏｃｉｔｙ＜２０ｍｍ／ｓ；（ｃ）ｓｍａｌｌｌｏｃｏｍｏｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｃｏｕｎｔ

ｏｆｓｃｎ１Ｌａａ／ｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｏｎｅｍｉｎｕｔｅ（ｖｅｌｏｃｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎ２０ｍｍ／ｓａｎｄ５０ｍｍ／ｓ）；（ｄ）ｌａｒｇｅｍｏｖｅｍｅｎｔ．ｃｏｕｎｔｏｆｓｃｎ１Ｌａａ／ｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｏｎｅ

ｍｉｎｕｔｅ（ｖｅｌｏｃｉｔｙ＞５０ｍｍ／ｓ）；Ｄａｔａａｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｍｅａｎ±ＳＤ（ｎ＝６，Ｐ＜０．０１）．

图５　ｓｃｎ１Ｌａａ／９０ｄｐｆ斑马鱼运动行为检测

Ｆｉｇ．５　ｓｃｎ１Ｌａａ／Ｚｅｂｒａｆｉｓｈｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇａｔ９０ｄｐｆ

３　讨论

目前关于斑马鱼电压门控离子通道 Ｎａｖ１．１
（ＳＣＮ１Ａ）多集中在 ｓｃｎ１Ｌａｂ这个基因拷贝上，对
另一个拷贝基因ｓｃｎ１Ｌａａ研究较少。本研究通过
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术成功构建的稳定遗传 ｓｃｎ１Ｌａａ
突变斑马鱼，研究ｓｃｎ１Ｌａａ缺失后对脑神经发育、
运动行为和生长的影响。

已有研究［８，１３１４］表明 ｓｃｎ１Ｌａｂ缺失仔鱼会出
现由于代谢缺陷和癫痫发作而导致的早期死亡，

但是在本文中构建的ｓｃｎ１Ｌａａ缺陷斑马鱼仔鱼中
并未发现这种情况，同时检测 ｓｃｎ１Ｌａａ／成鱼生长
等指数发现，缺失 ｓｃｎ１Ｌａａ并未出现生长方面的
影响，说明 ｓｃｎ１Ｌａａ对于斑马鱼生长方面的影响
较小。根据ｓｃｎ１Ｌａａ突变型斑马鱼体质量相对低
于野生型这一特征，我们推测是由于突变型的运

动量显著高于野生型，从而导致能量消耗更多引

起的，但不能排除突变型能否会摄食更多来补充

所消耗的能量，导致体质量无显著差异，这部分

内容还需要更进一步的研究。

同时，本研究结果表明 ｓｃｎ１Ｌａａ缺失后仔鱼
脑部发育异常，主要体现在脑神经元发育变化。

在氨基丁酸（ＧＡＢＡ）类神经元内ＧＡＢＡ能信号在
大脑发育中具有重要作用［３１３４］。氨基丁酸类神

经元一般是起到抑制兴奋，与焦虑、自闭症等有

密切关系［３１３３，３５］。谷氨酰胺类神经元则一般起

到兴奋作用，其中谷氨酰胺类神经主要指神经递

质为谷氨酰胺的中枢神经，这些神经具有不同的

谷氨酰胺受体，主要分为离子型（电压敏感，

ｖｏｌｔａｇｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅ）和代谢型（配体敏感，ｌｉｇａｎｄ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ），并且这些谷氨酰胺神经受体与神经元
的发育和生长有关［８，２９，３１，３４］。与野生型仔鱼比

较，ｓｃｎ１Ｌａａ／仔鱼氨基丁酸类神经元有相对增
加，但是谷氨酰胺类神经大量减少，成熟神经元

也较野生型减少，同时检测该阶段脑部细胞增殖

情况也发现缺失 ｓｃｎ１Ｌａａ后，脑部神经组织细胞
增殖明显减少。说明ｓｃｎ１Ｌａａ参与斑马鱼脑神经
发育和生长。
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已有研究表明 ＳＣＮ１Ａ（Ｎａｖ１．１）参与的电压
门控钠离子钠通道与一些脑疾病有关，例如原发

性癫痫（Ｄｒａｖｅｔ综合征）、偏瘫性偏头痛和自闭症
谱系障碍（ＡＳＤ）［３６４０］。已有研究所构建 ｓｃｎ１Ｌａｂ
缺失（与人类 Ｎａｖ１．１／ＳＣＮ１Ａ具有更高的相似
性）斑马鱼系已用于研究筛选治疗癫痫的药物，

并且通过实验证明ｓｃｎ１Ｌａｂ功能缺陷斑马鱼具有
焦虑、运动障碍、以及神经发育异常等 Ｄｒａｖｅｔ综
合征类似症状［８，３７，４１］，同时 ｓｃｎ１Ｌａｂ缺失幼鱼由
于Ｓｃｎ１Ｌａｂ功能丧失导致神经元过度兴奋，出现
“癫痫样”Ｄｒａｖｅｔ综合征，同时伴随发育早期身体
色素沉淀增多以及早期鱼鳔缺损、增加斑马鱼早

期死亡率［８，４１４４］。ｓｃｎ１Ｌａａ与 ｓｃｎ１Ｌａｂ结构功能相
似，都在斑马鱼发育３ｄｐｆ开始高表达在脑神经
系统中，但是 ｓｃｎ１Ｌａａ主要表达在外周神经组织
中，ｓｃｎＬａｂ主要表达在中枢神经中［１２］。通过本研

究结果也证实 ｓｃｎ１Ｌａａ功能与 ｓｃｎ１Ｌａｂ参与脑神
经调节功能有一定相关性。首先，二者都在脑神

经中大量表达，并且在发育早期（３ｄｐｆ）就大量表
达，同时在敲除ｓｃｎ１Ｌａａ和ｓｃｎ１Ｌａｂ的表型上有类
似的地方，比如都出现运动行为异常，具有运动

爆发性，而且敲除后都影响早期脑神经细胞增殖

减少［８，４１４４］。另外，敲除这两个基因都出现谷氨

酸能神经标记基因（ｖｇｌｕｔ１）和有丝分裂后神经元
标记基因（ｅｌａｖｌ３）显著减少，即兴奋类神经元和
成熟神经元减少等类似表型，说明这两个基因在

参与脑神经功能上具有相关性。但是具体调节

和影响的方面具有一定差异性。氨基丁酸类神

经元主要负责抑制神经兴奋，在 ｓｃｎ１Ｌａｂ缺失斑
马鱼会导致氨基丁酸类神经类神经元显著减

少［８］，而ｓｃｎ１Ｌａａ缺失斑马鱼与正常斑马鱼比较
氨基丁酸类神经类神经元相对增加（Ｐ＜０．０５），
推测可能是因为ｓｃｎ１Ｌａａ主要在外周神经而不是
中枢神经中表达，对于抑制兴奋类的神经元影响

更小一些。

Ｎａｖ１．１（Ｓｃｎ１ａ）基因与癫痫等脑放电异常的
疾病相关联［２，９，３９４０］，而脑神经发育异常也会体现

在运动行为上，缺失 ｓｃｎ１Ｌａａ后斑马鱼运动更为
频繁，并且具有爆发性运动行为。推测可能是

ｓｃｎ１Ｌａａ功能缺失后，相关主导神经兴奋（如谷氨
酰胺类神经元）、抑制的神经元（如氨基丁酸类神

经元）表达发生变化，以及成熟神经元大量减少，

影响了脑周围神经放电功能，从而导致运动神经

出现调节障碍，表现为运动行为过于兴奋，出现

频繁运动和爆发性运动等异常现象。
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