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选择斑马鱼作为实验动物模型!研究
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基因在胚胎早期发育过程中的时空表达规律&方法
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质粒进行体外连接重组!重组质粒经双酶切'菌落聚合酶链反应
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探针!采用整胚原位杂交方法检测
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在斑马鱼胚胎早期发育过程的表达情况&结果
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的脊索神经部位均可见
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基因的阳性杂交信号&结论
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基因在斑马鱼脊索神经系统的早期发育

过程中可能起到重要的调控作用&
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的下游效应子相互作用来干扰
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信号通路#但

最近更多的研究结果表明
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是一个功能独立的信号通路#

通过控制不同的信号通路参与调节细胞的粘连)细胞间连接形

成)细胞极性和细胞的增殖与分化'
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展#对
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基因的生物学功能有了较为深入的认识#但
O9

6

$

基因在活体内的表达情况报道较少#本研究选择斑马鱼作为模
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斑马鱼胚胎发育早期功能的研究建立一定的基础*
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法转入
7P"H#3@M

+

感受态菌中#通过氨苄抗性筛选出阳性克
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重组质粒*利用
8'

体外转录体系#以线性化的
6

JB1:.

O9

6

$

重组质粒
34A
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个时相点的胚胎各
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枚#多聚甲醛固定胚胎#甲醛梯度

脱水后
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保存备用)第
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天在室温下用
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洗去多

余甲醛溶液#将胚胎移入
)/b

杂交炉中预杂交
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#然后加入
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基因反义
?O4A
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)/b

杂交过夜*第
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结合过夜*第
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溶液显色#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且照相*
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结
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符%同时#第
'

泳道
M%%G

6
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双酶切#结果显

示!第
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泳道为重组质粒双酶切后得到的
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基因片段#与

<JO

产物大小一致#而双酶切后得到的载体
34A

片段与第
'

泳道载体双酶切片段大小一致#见图
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*
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重组质粒菌液
<JO

鉴定结果
!

以重组质

粒菌液作为模板进行
<JO

扩增#经
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琼脂糖凝胶电泳鉴定#

结果显示#
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基因在野生型斑马鱼胚胎中的表达情况
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位杂交结果表明#在
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达高峰#
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斑马鱼作为一种新兴的模式生物是研究基因功能的有效

载体#全基因组测序已完成#其与哺乳动物在分子途径调控上

高度保守*另外#与其他模式生物相比#斑马鱼是体外受精和

发育#体积小#生殖周期短#生殖能力强#胚胎发育快且胚体透

明#可以高效)连续和动态观察胚胎的发育'
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整体水平反映胚胎发育过程中基因表达的时空顺序#常被广泛

应用于胚胎发育调控基因表达的研究'
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*通过对斑马鱼胚胎

进行原位杂交#可以从三维)立体角度观察
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基因在斑马

鱼胚胎体内的表达情况#这将为进一步研究
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基因的分子

调控机制提供一定的理论基础*
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基因属于
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#直接连在
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表达信号#从体内试验证实了
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基因在细胞黏附连接形成位点局部可能发挥着重要作用*

细胞的极性是多数细胞的共同特征#是细胞分化和细胞行

使正常功能的基础#细胞极性的建立对于生物体的生长发育至

关重要*研究显示#

O9

6

$

参与了果蝇胚胎细胞极性的建立#并

起到关键作用'
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*本研究发现
O9
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$

基因在胚胎发育早期

动物极广泛表达#可见
O9
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$

基因为母源性表达基因#其在胚

胎早期生长发育过程中起着重要作用*此外#从斑马鱼受精后
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体节形成开始至
-1&%%R

6

W

#在斑马鱼胚胎脊索均可

见
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表达#表达信号随着体节生长发育逐渐增强#于
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达高峰#
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表达信号减弱#持续至
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(在爪蟾的研究中发现#

O9

6

$

在神经板$背部外胚

层&)神经管等神经系统高表达*结合本研究结果#提示在脊椎

动物#

O9

6

$

在神经系统的表达模式具有高度保守性#并且可能

参与调控斑马鱼胚胎脊索神经系统的早期发育过程*
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