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Ｐａｘ５基因在野生型斑马鱼全胚胎发育早期的表达
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　　［摘要］　目的　为了深入了解在胚胎发育过程中，尤其是在早期Ｂ淋巴细胞的生成和中脑的发育过程中ｐａｘ５基因可能
的作用及其机制，选择斑马鱼作为实验动物，构建野生型斑马鱼ｐＣＳ２＋ｐａｘ５重组质粒，并观察ｐａｘ５基因在野生型斑马鱼胚

胎中的表达。方法　提取斑马鱼胚胎总ＲＮＡ后经ＲＴＰＣＲ克隆斑马鱼ｐａｘ５基因片段，将得到的ｐａｘ５基因片段和ｐＣＳ２＋

质粒经ＥｃｏＲⅠ、ＸｂａⅠ双酶切后，在Ｔ４ＤＮＡ连接酶的作用下插入ｐＣＳ２＋质粒中，通过对重组质粒进行双酶切、菌落ＰＣＲ以及

插入片段序列测定鉴定后，经Ｔ３ＲＮＡ体外转录体系合成地高辛标记的ｐａｘ５基因的反义ｍＲＮＡ探针。将得到的探针用全胚

胎原位杂交技术检测ｐａｘ５基因在斑马鱼早期发育过程中的表达。结果　成功构建ｐＣＳ２＋ｐａｘ５重组质粒并制备了ｐａｘ５基
因的反义ｍＲＮＡ探针，通过斑马鱼原位杂交技术，发现在斑马鱼受精后１８～７２小时（１８～７２ｈｐｆ）胚胎头部的小脑、中脑后脑

交界处均可观察到ｐａｘ５基因阳性杂交信号；在２４～７２ｈｐｆ胚胎的耳蜗均可观察到ｐａｘ５基因的阳性杂交信号，且随着时相的

增长其表达逐渐增多；在１８～４８ｈｐｆ胚胎的脊索部位可见ｐａｘ５基因的阳性杂交信号。结论　明确了ｐａｘ５基因在斑马鱼胚
胎的脑部、脊索神经系统高表达，并首次证实其在耳蜗听神经的早期发育过程中有表达，可能对斑马鱼早期胚胎神经系统的

发育起着某些至关重要的作用。
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　　Ｐａｘ５是ｐａｘ基因家族中研究最多的成员之一，

主要在胚胎发育过程中表达，尤其是在早期Ｂ淋巴

细胞的生成和中脑的发育起着重要的作用［１］，但是

ｐａｘ５基因在这一过程中的作用以及分子机制至今并

不十分清楚，为了深入地了解这一机制，我们选择

了斑马鱼作为实验动物进行了初步研究。本研究通

过构建并鉴定ｐＣＳ２＋ｐａｘ５重组质粒，体外转录表

达斑马鱼ｐａｘ５基因反义 ｍＲＮＡ探针，并运用全胚

胎原位杂交技术检测了斑马鱼ｐａｘ５基因在野生型

斑马鱼发育过程中的表达情况，从三维、立体视角

观察ｐａｘ５基因在造血发育早期尤其是Ｂ淋巴细胞

的形成以及发育过程中的表达和可能的作用。

１　材料和方法

１．１　实验动物　野生型Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ斑马鱼由上海
生命科学院健康研究所刘廷析研究员馈赠，在本实

验室繁殖培育，养殖条件：（２８±２）℃，用带有过滤

系统的循环水系统养殖，１２ｈ／ｄ光照。

１．２　菌株及质粒　ＰＣＲ引物由北京诺赛基因组研

究中心合成；Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α由本课题组保存；ｐＣＳ２＋

质粒载体由上海生命科学院健康研究所刘廷析研究

员馈赠。

１．３　酶类及其他试剂　ＴＲＩｚｏｌ试剂、反转录试剂

Ｆｉｒｓｔｓｔｒａｎｄｐｌｕｓ 购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，高保真

ＫＯＤＰｌｕｓＰＣＲ酶购自 Ｔｏｙｏｂｏ公司，限制性内切

酶ＥｃｏＲⅠ、ＸｂａⅠ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶和ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
均购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；质粒小量抽提试剂盒购自

Ａｘｙｇｅｎ公司；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购自上海申能

博彩生物科技有限公司；地高辛ＲＮＡ标记和检测试

剂盒、ＮｕｃＡｗａｙＴＭ ＳｐｉｎＣｏｌｕｍｎｓ购自 Ａｍｂｉｏｎ公

司；ＢＣＩＰ／ＮＢＴ购自ＶｅｃｔｏｒＬａｂ公司。

１．４　ｃＤＮＡ 的合成　收集０．７５～７２ｈｐｆ（ｈｏｕｒｓ

ｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，受精后小时）多个时相的斑马鱼胚

胎脱卵膜后置于１．５ｍｌ的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，加入１

ｍｌＴＲＩｚｏｌ充分匀浆处理，室温静置５ｍｉｎ，经氯仿、

普鲁泊福、７５％乙醇洗涤沉淀晾干后，加入适量

ＤＥＰＣ水 溶 解。将 提 取 的 总 ＲＮＡ 利 用 Ｓｕｐｅｒ

ＳｃｒｉｐｔＴＭⅢ ＦｉｒｓｔｓｔｒａｎｄＳｙｓｔｈｅｓｉｓＳｙｓｔｅｍ试剂盒的

随机引物进行反转录，反应在ＡＧ２２３３１型热循环仪

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）上按试剂盒说明书进行操作。

１．５　斑马鱼ｐａｘ５基因编码序列的ＰＣＲ扩增　根

据斑马鱼ｐａｘ５基因的ｍＲＮＡ序列（ＢＣ１２９４７８），同

时引入ＥｃｏＲⅠ、ＸｂａⅠ酶切位点以及保护碱基，设
计ｐａｘ５序列的引物，上游引物Ｐ１：ＣＧＧＡＡＴＴＣ

ＣＣＴＣＣＣＴＣＡＣＴＧ ＧＡＡ ＴＧＧ ＴＡ，下游引物

Ｐ２：ＧＣ ＴＣＴ ＡＧＡ ＣＧＴ ＧＴＧ ＧＣＴ ＧＣＧ ＣＴＡ

ＴＡＧＴＡ。ＲＴＰＣＲ扩增条件：ｃＤＮＡ合成４０℃３０

ｍｉｎ，９４℃预变性２ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６８℃退火

３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共３０次循环，最后延伸７２℃

１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物大小为２２８ｂｐ。以反转录得到的

ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，１％琼脂糖凝胶电泳

进行鉴定。

１．６　斑马鱼ｐａｘ５基因的克隆及序列分析　将

ｐＣＳ２＋质粒利用钙转法转入Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态菌
中，通过氨苄抗性筛选出阳性克隆，扩增后运用碱

裂解法提取ｐＣＳ２＋质粒 ＤＮＡ 后，用ＥｃｏＲⅠ以及

ＸｂａⅠ双酶切，行１％琼脂糖凝胶电泳后割胶回收。
将ｐａｘ５基因的ＰＣＲ产物用ＥｃｏＲⅠ以及ＸｂａⅠ双

酶切，行１％琼脂糖凝胶电泳后割胶回收，将回收产

物与上述得到的经 ＥｃｏＲⅠ 及 ＸｂａⅠ 双酶切的

ｐＣＳ２＋质粒在Ｔ４ＤＮＡ连接酶的作用下相连接，将

连接产物运用钙转法转入Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态菌
中，运用氨苄抗性筛选出阳性克隆并扩增后，运用

碱裂解法提取ｐＣＳ２＋ｐａｘ５重组质粒。鉴定ｐＣＳ２＋

ｐａｘ５重组质粒的方法有３种：（１）用ＥｃｏＲⅠ以及

ＸｂａⅠ双酶切重组质粒，通过１％琼脂糖凝胶电泳判
断酶切产物大小，即双酶切鉴定；（２）用菌落 ＲＴ

ＰＣＲ鉴定重组质粒，通过１％琼脂糖凝胶电泳判断

扩增产物大小；（３）将重组质粒送至测序公司进行序

列测定。

１．７　地高辛标记的ｐａｘ５反义 ｍＲＮＡ探针制备　
将ｐＣＳ２＋ｐａｘ５重组质粒用ＥｃｏＲⅠ进行单酶切，经

１％琼脂糖凝胶电泳鉴定后，用ＤＮＡ纯化试剂盒割

胶回收得到线性化的ｐＣＳ２＋ｐａｘ５重组质粒。利用

Ｔ３ＲＮＡ体外转录体系，以线性化的ｐＣＳ２＋ｐａｘ５重

组质粒ＤＮＡ为模板，以地高辛标记的寡核苷酸为

原料，转录得到地高辛标记的ｐａｘ５反义 ｍＲＮＡ探

针后，用 ＮｕｃＡｗａｙＴＭＳｐｉｎＣｏｌｕｍｎｓ纯化吸附柱回

收ｐａｘ５反义 ｍＲＮＡ探针，经２％琼脂糖凝胶电泳

鉴定后，于－７０℃保存备用。
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１．８　斑马鱼全胚胎原位杂交　选取斑马鱼０．７５～
７２ｈｐｆ之间的不同时相点胚胎进行全胚胎原位杂

交，用１×ＰＢＳＴ洗去固定液后，再用甲醇梯度脱

水，将胚胎置于６８℃杂交炉中预杂交１ｈ，加入制

备好的地高辛标记的ｐａｘ５反义ｍＲＮＡ探针于６８℃
杂交炉中过夜，用不同浓度的ＳＳＣＴ将多余的探针

洗去，加入地高辛抗体后过夜，用 ＭＡＢＴ将多余的

抗体洗掉，加入ＢＣＩＰ／ＮＢＴ染液对杂交胚胎进行染

色，在体视显微镜下观察并记录结果后，用固定液

对杂交胚胎进行再固定并拍照。

２　结　果

２．１　Ｐａｘ５基因 ＲＴＰＣＲ结果　ＲＴＰＣＲ产物行

１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，可见到一特异性扩增带，

位于２００～５００ｂｐ之间，大小约２２８ｂｐ，与预期相符

（图１）。

图１　Ｐａｘ５基因ＲＴＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐａｘ５ｇｅｎｅ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒⅢ；１：Ｐａｘ５ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；２：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ

２．２　ｐＣＳ２＋ｐａｘ５重组质粒酶切鉴定结果　将筛选
的重组质粒经ＥｃｏＲⅠ以及ＸｂａⅠ双酶切鉴定，将酶
切产物用１％琼脂糖凝胶电泳进行检测。ＥｃｏＲⅠ以
及ＸｂａⅠ双酶切得到的ｐａｘ５基因片段为２２８ｂｐ，与
扩增的ｐａｘ５ｃＤＮＡ相符，另外可见另一个ＤＮＡ片
段约４１００ｂｐ，与ｐＣＳ２＋质粒经ＥｃｏＲⅠ以及ＸｂａⅠ
双酶切后产物大小一致（图２）。

２．３　ｐＣＳ２＋ｐａｘ５重组质粒菌落 ＲＴＰＣＲ鉴定结
果　将通过氨苄抗性筛选的重组质粒作为模板进行

ＰＣＲ扩增，经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，可见到一特
异性扩增带，位于２００～５００ｂｐ之间，大小约２２８
ｂｐ，与预期相符（图３）。

２．４　ｐＣＳ２＋ｐａｘ５重组质粒测序结果　通过氨苄抗性
筛选的重组质粒经北京诺赛生物有限公司测序，结果
经ＧｅｎＢａｎｋ检索，发现与ｐａｘ５基因完全一致（图４）。

图２　ｐＣＳ２＋ｐａｘ５重组质粒ＥｃｏＲⅠ、

ＸｂａⅠ双酶切产物的琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｅｄ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐＣＳ２＋ｐａｘ５

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｂｙＥｃｏＲⅠａｎｄＸｂａⅠ
Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒⅢ；１：ｐＣＳ２＋ｐａｘ５；２：Ｐａｘ５ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；３：

ｐＣＳ２＋；４：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ

图３　ｐＣＳ２＋ｐａｘ５重组质粒菌落

ＲＴＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＣＳ２＋ｐａｘ５
Ｍ：ＤＮＡＭａｋｅｒⅢ；１：Ｐａｘ５ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；２：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ

２．５　斑马鱼全胚胎原位杂交结果　在斑马鱼１８～
７２ｈｐｆ胚胎头部的小脑、中脑后脑交界处（蓝色箭头

所示）均可观察到ｐａｘ５基因的蓝黑色阳性杂交信

号，从３０ｈｐｆ开始在后脑中出现了ｐａｘ５基因的蓝

黑色阳性杂交信号，至７２ｈｐｆ其表达开始减弱。在

２４～７２ｈｐｆ胚胎的耳蜗（黄色箭头所示）均可观察到

ｐａｘ５基因的蓝黑色阳性杂交信号，并且随着时相的

增长其表达逐渐增多。１８～４８ｈｐｆ胚胎的脊索部位

（红色箭头所示）可以观察到ｐａｘ５基因的蓝黑色阳

性杂交信号，ｐａｘ５基因在１８ｈｐｆ开始在脊索表达，

至２４ｈｐｆ其表达逐渐增多，３０～３６ｈｐｆ达到高峰，

４８ｈｐｆ表达明显下降，７２ｈｐｆ其脊索中几乎观察不
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到ｐａｘ５基因的表达（图５）。在斑马鱼原始造血和早 期成体造血区域中并未观察到ｐａｘ５基因的表达。

图４　ｐＣＳ２＋ｐａｘ５重组质粒测序结果

Ｆｉｇ４　ＧｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＣＳ２＋ｐａｘ５

图５　Ｐａｘ５基因的斑马鱼全胚胎原位杂交结果

Ｆｉｇ５　Ｗｈｏｌｅｍｏｕｎｔｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈｐａｘ５ｇｅｎｅｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓａｆｔｅｒｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ
Ａｒｒｏｗｈｅａｄｓｍａｒｋｔｈｅｐａｘ５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｏｍａｉｎ．Ｂｌｕｅａｒｒｏｗｈｅａｄｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍａｎｄｍｉｄｂｒａｉｎｈｉｎｄｂｒａｉｎｂｏｕｎｄａｒｙ，ｒｅｄａｒｒｏｗｓｍａｒｋｎｏ

ｔｏｃｈｏｒｄ，ｙｅｌｌｏｗａｒｒｏｗｈｅａｄｓｉｎｄｉｃａｔｅｃｏｃｈｌｅａ．ｈｐｆ：Ｈｏｕｒｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×３０

３　讨　论

　　哺乳动物的ｐａｘ基因编码包含９个参与发育调

节的亚家族，均有一个高度保守的长度为１２８个氨

基酸的ＤＮＡ的结合基元（成对结构域），故归入同

一家族［２］，它们编码一组在细胞发育及疾病形成过

程中起重要作用的ｐａｘ转录因子，这９个ｐａｘ基因

均被认为是重要的发育调节物，在进化过程中高度
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保守［３］。

　　Ｐａｘ５基因作为ｐａｘ基因家族的一员，与ｐａｘ２
和ｐａｘ８基因一起被划分为第三亚类同源转录因

子［４］，ｐａｘ５包含由两部分构成的负责ＤＮＡ结合的

成对结构域、１个编码特征性八肽的序列和１个同

型盒同源区。在人和小鼠中，ｐａｘ５基因分别定位于

９号和４号染色体［５］，包含外显子１以及外显子２～
１０，通过不同的剪接方式产生两种转录产物１Ａ１０
和１Ｂ１０。其中，外显子１Ａ１０在Ｂ细胞中转录编

码Ｂ细胞特异性激活蛋白（ＢＡＳＰ）［６］。

　　已经证实，在人和小鼠中，编码转录因子

ＢＡＳＰ的ｐａｘ５基因在早期Ｂ淋巴细胞的生成和中

脑的发育起着重要的作用［７］。研究表明，ｐａｘ５基因

在小鼠的神经管中有表达，而在果蝇胚胎神经系统

发育早期，ｐａｘ５基因也起到了至关重要的作用［８］，

但是这些作用的具体分子机制尚不清楚，为了进一

步研究这个基因的转录调节作用的分子机制，本课

题组选择了一种新兴的模式生物斑马鱼作为实验动

物，其与哺乳动物在分子途径调控造血上高度保

守［９］。另外，与其他模式生物相比，斑马鱼是体外

受精和发育，可以高效、连续和动态观察胚胎的发

育，这将为进一步研究ｐａｘ５基因的分子调控机制

提供了重要的基础。

　　本实验通过设计斑马鱼ｐａｘ５基因的引物，提

取斑马鱼胚胎总 ＲＮＡ，成功扩增出ｐａｘ５基因片

段，将扩增出来的ｐａｘ５基因片段通过 Ｔ４ＤＮＡ连

接酶与载体ｐＣＳ２＋质粒进行定向重组，得到ｐＣＳ２＋

ｐａｘ５重组质粒，经过双酶切、菌落ＲＴＰＣＲ以及序

列测定鉴定ｐＣＳ２＋ｐａｘ５重组质粒构建成功，并在

此基础上以ｐＣＳ２＋ｐａｘ５重组质粒为模板进行体外

转录，得到了片段大小为２００～５００ｂｐ之间的地高

辛标记的ｐａｘ５反义ｍＲＮＡ探针，并经过斑马鱼全

胚胎原位杂交技术检测了ｐａｘ５反义ｍＲＮＡ探针在

Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ野生型斑马鱼胚胎早期发育的过程中的

表达，从而检测了ｐａｘ５ｍＲＮＡ在斑马鱼胚胎发育

早期的表达，以期了解该基因在胚胎发育早期的表

达情况。

　　本研究发现，在斑马鱼早期发育胚胎的小脑、

中脑后脑交界处以及后脑均有表达，并首次发现了

ｐａｘ５基因在脊索以及耳蜗中表达，提示ｐａｘ５基因

在斑马鱼胚胎的脑部、脊索神经系统以及耳蜗听神

经的早期发育过程中可能起到了重要的作用。而在

斑马鱼原始造血和早期成体造血区域中并未观察到

ｐａｘ５基因的表达，提示在斑马鱼造血发育早期

ｐａｘ５基因的表达量很少，甚至没有表达，斑马鱼淋

系造血主要是在胸腺中完成，而斑马鱼胸腺发育主

要发生在７２ｈｐｆ以后的胚胎，为进一步研究该基因

在Ｂ细胞中的作用奠定了基础。

　　通过本实验，了解了ｐａｘ５基因在斑马鱼全胚

胎发育早期的表达情况，为进一步研究ｐａｘ５基因

在胚胎早期发育过程中可能起到的重要作用及其分

子机制奠定了重要基础。
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