
动 物 学 研 究 !""#，$%& ’ !(（#）：#"( ) #*! +, #- ) *"." / 0 122, "!#. ) #3#-
4556578%96 :;<;9=%>

!

?+@@诱发斑马鱼胚胎 !"" 基因表达
降低及其对下颌发育的影响

杨景峰!，董 武!，"，"，曹颖霞!，王思珍!

（! # 内蒙古民族大学 动物科学技术学院，内蒙古 通辽 $"%$&"；" # ’()*+, -()*.+ /+01.23045，67.43*，8(9(+）

摘要："，:，;，% <四氯 < 二苯基 < 对 < 二恶英（"，:，;，%=4.42(>?@,2,A07.+B,=!=A0,C0+，DEFF）为毒性
很强的环境污染物质。用 $ G ! H$!I J K 的 DEFF处理受精后 "& ?（"& ?9L）的斑马鱼胚至观察时为止，进行了形
态学观察、基因阻断、原位杂交、D/M6K染色以及免疫学染色等实验。结果表明，DEFF处理后会引起斑马鱼
下颌短小，"## 基因在下颌部表达降低；而在芳烃基受体 N?’功能阻断的胚胎中，DEFF并没有引起斑马鱼下
颌短小，同时也没有观察到 "## 基因表达缺失；免疫学染色表明 DEFF 和 "## 阻断物质 E5>@,9(O0+. 均可引起
斑马鱼下颌区域增殖细胞的减少。DEFF引起的下颌短小可能是首先引起以 N?’为媒介的 "## 表达缺失，进而
造成下颌部增殖细胞减少，最终引起下颌短小的发生。
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二恶英类物质有极强的致癌、致畸、致突变为

主的“三致”作用，并可能对我们的后代产生长期

的较严重的影响。自我国加入《关于持久性有机污

染物的斯德哥尔摩公约》（简称《\]\3 公约》）以
来，人们对二恶英类（A0,C0+）为主的环境持久性
污染物质（\]\3）的认识不断加强，有关二恶英的

研究也受到重视。

有关以二恶英为主的环境污染物质的研究所涉

及的领域非常广。分析二恶英类物质对人体的毒性

作用机理、进行基因毒性学研究，是解开二恶英类

物质的环境 <机体相互作用机制的要点，是保护人
体健康的前提与基础，也是对其生物学评价的依
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据。只有深入地了解其机制，人们才能更好地采取

有效保护措施，加强防治二恶英类物质造成的环境

污染。

!，"，#，$ %四氯 %二苯基 %对 %二恶英（!，
"，#，$&’(’)*+,-.)./01(23.&! &/0.402，5677）是毒性
最强的环境持久性有机污染物之一，可引起小鼠上

腭的开裂，血液循环系统障碍等典型症状（8(’()&
9.2 (’ *-，:;;"；5,(.1*-/ < 8(’()9.2 :;;#；5*=*>0
(’ *-，!???）。在鱼类也观察到由 5677引起的斑马
鱼下颌短小等典型特征（7.2> (’ *-，!??@）。这些
症状的形成机制是：5677 首先与细胞质内的芳烃
基受体（A)B- ,B/).+*)1.2 )(+(C’.)，A,D）竞争性结
合，再与核内的转录因子形成异型二聚体并进入细

胞核内，特异地与 7EA 相应区域（/0.402 )(9C.29(
(-(F(2’，7DG）结 合，引 起 以 细 胞 色 素 8H@?
（6I8）为代表的转录因子的活化，进而引起一系
列基因转录调节的变化（5()*.=* (’ *-，!??!；7.2>
(’ *-，!??H）。在与二恶英的毒性密切关联的基因
中，对 A,D 的研究较为深入，用 5677 处理 A,D
欠缺小鼠，没有出现上颚开裂及水肾病症等综合症

（8(’()9.2 (’ *-，:;;"）。同样的现象也在斑马鱼
（"#$%& ’(’%&）的试验中发现：用 5677进行功能阻
断（=2.+= /.J2）的斑马鱼胚胎，没有出现心血管
发育障碍以及 6I8的诱导（8)*9+, (’ *-，!??"）。
鱼类下颌发育短小，已经成为由二恶英类物质

毒性引起的典型症状之一，目前已经对虹鳟（)$*
+&’,-$+,./ 0-1%//）、青!（)’-2%#/ 3#4%!(/）、斑马鱼
等相继作了定性报道（6*2’)(-- (’ *-，:;;K；L.)&
2M2> (’ *-，:;;;；L(2)B (’ *-，:;;#；5()*.=* (’ *-，
!??!），而下颌短小的机制还不是十分清楚。
我们在以往的研究中探明 5677引起斑马鱼下

颌短小与 5&$%+ ,(67(,&7（ 5,,）基因表达相关联
（7.2> (’ *-，!??@）。斑马鱼的 5,, 基因，以及类似
基因 8%77- &9%$13( ,(67(,&7（89,,）已被确认与头
部颜面、肢体发育有密切的关系。由于 5,, 基因在
牙鲆（:#’#3%+,4,-/ &3%;#+(./）的上颚、下颌均有表
达（NM3M=0 < OM).=*J*，:;;K），因此，I.M2> (’ *-
（!???）认为 5,, 基因与上颚和下颌的增殖、分化
相关。我们使用 A,D!基因阻断（>(2( =2.+= /.J2）
的斑马鱼，研究 5677 对 5,, 表达的影响以及
5677对下颌部细胞增殖与细胞凋亡的作用，以期
探明 5,, 和 A,D!的关系，以及 5,, 表达减少是否
与下颌的短小有直接的关系。

! 材料和方法

! "! 实验用鱼
斑马鱼 AP系，由日本酪农学园大学引入，按

Q(9’()R0(-/（:;;"）的方法繁育。
! "# 采卵及药物处理
将斑马鱼雌雄分别培养，并以 S T 7 U :H T :?光

周期促熟，实验前一天混养。自行产卵受精，收集

受精卵并放入盛有斑马鱼林格尔液（VD 液："$ W#
FF.- X S E*6-，: W? FF.- X S O6-，: W# FF.- X S LG8&
GN，! WH FF.- X S 6*6-!，CL # W!）的培养皿中，置
于 !$ W@ Y孵化箱（S5Z&K??G7）中孵化。受精后 !H
,（!H ,CR，!H ,.M)9 C.9’&R()’0-03*’0.2）开始进行药物
处理，5677（6*F1)0/>( 09.’.C( S*1.)*’.)0(9，Z2+）
分别按 ? W:、? W"、? W@和 : W?!> X S的浓度梯度，溶
剂二甲基亚砜（7[N\）的最终浓度为 ? W:]，将
药物加入 " W@ +F 培养皿，用 VD 液定容到 " FS。
每个培养皿中放入 :?个受精卵，置于 !$ W@ Y孵化
箱内继续孵化。用含有 ? W:] 7[N\ 的 VD 液饲育
的卵作为对照。

! "$ %&’()*+,&-.软骨染色
发育到一定时期斑马鱼胚胎用 :?]的中性甲

醛固定 !H ,，于染色液（? W:] A-+0*2 1-M( $^_ X
$?]甲醇 X !?]醋酸）中染色 K ,，然后用 #@]、
@?]的酒精以及蒸馏水各清洗 " ,，再用消化液
（? W?@]的胰酶 X饱和四硼酸盐）以及 :] O\L X
"?]L!\! X各处理 : ,，最后在 #?]的甘油中观察
及保存。

! "/ 基因阻断
被检测基因 @‘ 末端的 F.)C,.-02. *2’09(29(

.-0>.2M+-(.’0/( 序 列 为： A,D!&[\： @‘&5^5A66&
^A5A666^66^A6A5^^55&"‘。 用 H F09&ALD!&
[\：@‘&5^*A66+A5A666^66 ^ ’ 6A5+^55&"‘序列
作为 [\对照，与 A,D!&[\ 不同的 H 个碱基用小
写字母表示。

以上 F.)C,.-02. *2’09(29( .-0>.2M+-(.’0/(（由美
国 ^(2( 5..-9 公司制成）稀释至 "? MF.- X S，通过
微量注射注入 !细胞期的斑马鱼胚胎，使其与二恶
英毒性关联基因 A,D 的 @‘末端相应部位结合，从
而使相应的 FDEA 不能转录翻译，达到 A,D 基因
阻断的目的。

! "0 原位杂交
原位杂交按 P*)’, < Q0-9.2（:;;@）的方法进

#?@@期 杨景峰等：5677诱发斑马鱼胚胎 9,,基因表达降低及其对下颌发育的影响



行。用蛋白酶 !（"#!$ % &’）室温消化 "( &)*，然
后加入杂交液（(#+甲酰胺，( , --.，/ &$ % &’
012345 678，/##!$ % &’肝素）放于 9( :的恒温箱
中 " ;（预杂交），再用含有 !"" 探针的杂交缓冲液
更换，放于恒温箱中过夜。用 / , --.、# </ , --.
在 9( :恒温箱中各清洗 =# &)*，再用顺丁烯二酸
>3??@2（"## &&14 % ’顺丁烯二酸，"(# &&14 % ’75.A，
# <"+吐温 /#，BC D <(）清洗 "( &)*。用 >41EF)*$
>3??@2（/+ >41EF)*$ 2@5$@*G，"## &&14 % ’ 顺丁烯二
酸，"(# &&14 % ’ 75.A，# <"+吐温 /#，# <"+ 02)G1
HI"##，BCD <(）在室温清洗 " ;，放入含有 J ###倍
稀释的抗 K LAM 抗体（61E;@）并置于 J :冰箱中
反应过夜。在清洗液 70N0（ "## &&14 % ’ 02)OI
C.A4， BC P <(， "## &&14 % ’ 75.A， (# N$.A/，
# <"+吐温 /#）中静置 "( &)*，使用 QN B32B4@ 8R
O3>OG25G@ B2@E)B)G5G)*$（61E;@）显色。
! "# $%&’(染色
鱼胚从 JS ;B? 开始分别用 # <"+ LN-T（.1*I

G214）、" <#!$ % ’ 0.LL、"# &&14 % ’ .UE41B5&)*@ 和
/# &&14 % ’ .UE41B5&)*@处理，至 9# ;B?用中性甲醛
固定，取一部分胚胎进行整体 0V7W’ 染色，另一
部分常规石蜡包埋、切片，进行 0V7W’ 染色。首
先用 # <=+ C/T/ %甲醇去除内因性过氧化酶，再用
蛋白酶 !（R21G@)*5O@ !，"#!$ % &’）消化后，滴加
反应液（反应缓冲液 (##!’，Q)1G)*I"9IXV0R (!’，
0@2&)*54 X@1HU*3E4@1G)XU4 G25*O?@25O@ / <DP!’），于 J
:冰箱中反应一夜（切片染色时 =D :反应 / ;），
用 RQ-清洗后滴加 8Q 试剂（W4)G@，Y@EG12），室温
反应 " ;，RQ-清洗后用 =，=ZIL)5&)*1>@*[)X)*@ 0@I
G25;UX21E;412)X@ L);UX25G@（L8Q，关东化学）显色，
D(+的甘油中保存（切片用中性树胶封片）。每个
处理随机选取 "# 个胚胎，显微镜检测，计数观察
到的所有阳性细胞。

! ") 免疫染色
鱼胚从 JS ;B? 开始分别用 # <"+ LN-T（.1*I

G214）、" <#!$ % ’ 0.LL、"# &&14 % ’ .UE41B5&)*@ 和
/# &&14 % ’ .UE41B5&)*@处理，至 9# ;B?用中性甲醛
J :固定 /J ;，常规石蜡包埋、切片、梯度酒精脱
水。用蛋白酶 ! 消化，"+马血清 % RQ06（含 "+
02)G1* \I"##的 RQ-）=# &)* 处理后，与小鼠抗 C=
单克隆抗体，在 J :冰箱中反应过夜。用 RQ06 清
洗后，滴加第二抗体抗小鼠 A$M 抗体（/## 倍稀
释），置于室温反应 / ;。用 8Q. !A0（Y@EG52 ’5>）

发色，用甲基绿（&@G;U4 $2@@*）对比染色。部分胚
胎进行整体免疫染色。显微镜检测，每个处理随机

选取 "#个胚胎，计数观察到的所有阳性细胞。
! "* 统计方法
试验所得数据用平均值 ] 标准误表示，用

-R--统计软件进行单因素方差分析（T*@I^5U
87TYW），’-L法进行多重比较，差异显著性水平
设置为"_ # <#(，极显著水平设为"_ # <#"。

+ 结 果

+ "! $,--引起的短下颌
通过软骨染色，在 D/ ;B?观察到 0.LL已经引

起麦克氏软骨以及第一到第五鳃骨发育的低下，在

P9 ;B?以及 "/# ;B?，不但观察到麦克氏软骨发育的
低下还观察到鳃骨发育的畸形，如鳃骨呈波纹状

（图 "—"/）。
+ "+ $,-- 处理引起 !"" 表达的降低与 ./0 的
关系

在对照组， !"" 从 JS ;B? 于下颌原基开始表
达，(( ;B?时在下颌处的表达最为明显。 !"" 的表
达部位为神经底板、上颚以及下颌。# <= !$ % ’
0.LL对 !"" 表达无显著影响，但从 # <(!$ % ’ 开
始，!"" 在下颌部的表达降低？；" <# !$ % ’ 时，
!"" 在下颌部几乎没有表达（图 "J）。在 / 细胞期
阻断 8;6/ 基因，再用同样的方法处理和原位杂
交，8;6/INT 本身没有对下颌没有任何的影响
（图 "(），而在 0.LL处理组，并没有观察到 0.LL
引起的下颌短小和 !"" 表达显著减弱的现象（图
"9）。与 8;6/INT 有 J 个碱基不同的阴性对照组，
没有发现明显的变化，但用 0.LL处理后，表现为
!"" 表达显著减弱（图 "D，"S）。表明斑马鱼在
0.LL处理时，8;6/基因是 !"" 的上游控制基因。
+ "1 $,-- 以及 !"" 阻断剂处理引起的细胞凋亡
以及增殖

0.LL虽没有明显的引起下颌部的细胞凋亡，
但有增加的倾向（图 "P—/J）。方差分析结果表
明，.UE41B5&)*@极显著影响斑马鱼胚胎下颌区细
胞凋亡数目（#=，/J _ P <P//，$ ‘ # <##"）。0.LL处
理胚胎细胞凋亡数目为（/ <J= ] # <9P）个 %胚，稍
高于对照组（" <"J ] # </9）（$ _ # </JS），"# &&14 %
’ .UE41B5&)*@ 处理组细胞凋亡数目为（( <(D ]
# <PD）个 %胚，极显著高于对照组（$ ‘ # <##"）和
0.LL组（ $ _ # < ##S），但和/# &&14 % ’ .UE41B5 I
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图 !—!" #$%%引起斑马鱼下颌短小（&’()*+ ,’-.软骨染色）
/)01 2 ! 3 !" 4.5*67*5)8+ 89 ’8:.6 ;*: 068:5< ,= #$%% )+ >.,6*9)1<

(,（!?@）：第一到第五角鳃骨；(<：角舌骨；.A：筛骨；BC：麦克氏软骨；A9：胸鳍。比例尺 D !EE!B。
(,（!?@）：/)615 58 9)95< (.6*58,6*+(<)*’；(<，(.6*58<=*’；.A，.5<B8)7 A’*5.；BC，F.(C.’G1 (*65)’*0.；A9，A.(586*’ 9)+ 2 H*6 D !EE!B2
!—" 2 I" <A9 E J!K %FLM处理（$8+568’）；N—O 2 I" <A9 ! JE!0 P Q #$%%处理（#$%%）；R—S 2 TU <A9；T—!" 2 !"E <A9。
!，N 2 侧面观（Q*5.6*’ V).:1）；"，O 2 腹面观（@.+56*’ V).:1）。

图 !N—!S !"" 基因在斑马鱼（RR <A9）下颌部位的表达
/)01 2 !N 3 !S WXA6.11)8+1 89 !"" )+ ’8:.6 ;*: 6.0)8+ 89 >.,6*9)1<（RR <A9）
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!"—!# $ %% &’(不同处理胚胎，进行 !"" 基因整体原位杂交，箭头指示表达差异区域，比例尺 ) !**!+（,+-./01 23.3 4135 (0.
2&063 +0478 97 1984 &/-.959:;8907 0( #"" $ <..021 9759=;83 8&3 59((3.37=3 0( !"" 3>’.311907 $ ?;. ) !**!+）$
!" $ * @!A BCDE处理（,+-./01 23.3 3>’0135 80 * @!A BCDE）；
!F $ ! @*!G H I JKBB处理（,+-./01 23.3 3>’0135 80 ! @*!G H I JKBB）；
!% $ <&LM基因阻断胚胎（<&LM G373 N70=N5027）；
!O $ <&LM基因阻断，再进行 ! @*!G H I JKBB处理胚胎（<&LM G373 N70=N5027 ;75 3+-./01 23.3 3>’0135 80 ! @*!G H I JKBB）；
!P $ 与 <&LMQCE有 F个碱基不同的阴性对照胚胎（F+91Q<RLMQCE =078.06）；
!# $ 与 <&LMQCE有 F个碱基不同的阴性对照胚胎并进行 ! @*!G H I JKBB处理胚胎（F+91Q<RLMQCE =078.06 ;75 3+-./01 23.3 3>’0135
80 ! @*!G H I JKBB）。

图 !S—MF 斑马鱼下颌部细胞凋亡
T9G1 $ !S U MF J&3 ;’0’80191 97 6023. V;2 0( :3-.;(91& 3+-./01

!S—M! $ 从 F#—O* &’(，整体 JWX,I染色（,+-./01 23.3 3>’0135 (.0+ F# &’( 47896 O* &’(，2&063 +0478 JWX,I 18;9797G）；
MM—MF $ 从 F#—O* &’(，切片 JWX,I染色，比例尺为 !**!+（,+-./01 23.3 3>’0135 (.0+ F# &’( 47896 O* &’(，13=8907 JWX,I 18;9797G，
?;. ) !**!+）；
!S，MM $ * @!A BCDE处理（,+-./01 23.3 3>’0135 80 * @!A BCDE）；
M*，M" $ ! @*!G H I JKBB处理（,+-./01 23.3 3>’0135 80 ! @*!G H I JKBB）；
M!，MF $ !* ++06 H I K/=60’;+973处理（,+-./01 23.3 3>’0135 80 !* ++06 H I K/=60’;+973）。

+973处理组差异不显著（$ ) * @O*F）（图 "!<）。
同样通过 R"免疫染色，观察到 JKBB以及 K/Q

=60’;+973 同样明显的地引起细胞增殖降低（图
M%—"*）。方差分析结果表明，K/=60’;+973 显著影
响斑马鱼胚胎下颌区增殖细胞数目（%M，"% ) F @OPM，
$ ) * @*!O）。JKBB 处理胚胎增殖细胞凋亡数目为
（!F @"" Y @%!）个 H胚，显著低于对照组（M* @"# Y
! @PP）（$ ) * @*!!），但和 !* ++06 H I K/=60’;+973
处理组差异不显著（$ ) * @S*M）（图 "!?）。

! 讨 论

本试验探讨了 JKBB引起的短下颌的控制基因
<&L与 !"" 的关系，以及 !"" 基因与细胞的增殖、
细胞凋亡的关系。通过基因阻断法有力的证明了

<&L为 !"" 的上游控制基因，而 !"" 基因的缺失
又可以引起细胞增殖的降低。这与 Z.;1=& 38 ;6
（M**"）的报道是相一致的，即阻断 <&LM 基因
（<&LQCE）可以抑制 JKBB引起的包括软骨发育在
内的各种发育障碍。也就是说，JKBB 引起短下颌
是由于 JKBB 以 <&LM为媒介引起 !"" 基因表达的
降低及欠缺，进一步引起下颌部细胞增殖的降低，

最终引起下颌的短小。这也与 J3.;0N; 38 ;6（M**M）
的推断一致：通过测定斑马鱼初期胚胎下颌的血流

量，至 SO &’(没有观察到 JKBB对下颌血液循环的
阻碍作用，引起短下颌有可能是因为 JKBB 对下颌
原始基的直接作用。在我们以往的研究中发现 !

!G H I JKBB引起的下颌的变化或短小是从 O*&’( 开
始的，* @%!G H I JKBB是从PM &’(开始的（B07G 38 ;6，
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图 !"—#$ 斑马鱼胚胎下颌细胞增殖
%&’( ) !" * #$ +,-.&/0,12&3’ &3 415 -/ 607,1/&(8 097,:-(

!"—!; ) 从 <=—>$ 8?/，整体 @#免疫染色，箭头表示下颌前端开口部（A97,:-( 50,0 0B?-(0C /,-9 <= 8?/ D32&. >$ 8?/，58-.0 9-D32 &9E
9D3-8&(2-F809&(2,: (21&3&3’，G,,-5( &3C&F120 280 ?-(&2&-3 -/ 9-D28 -?03&3’）；
!=—#$ ) 从 <=—>$ 8?/，切片 @#免疫染色，箭头表示下颌，比例尺为 H$$!9（A97,:-( 50,0 0B?-(0C /,-9 <= 8?/ D32&. >$ 8?/，(0FE
2&-3 &99D3-8&(2-F809&(2,: (21&3&3’，G,,-5( &3C&F120 280 415 -/ 607,1/&(8 097,:-( ，I1, J H$$!9）；
!"，!= ) $ KHL MNOP处理（A97,:-( 50,0 0B?-(0C 2- $ KHL MNOP）；
!>，!Q ) H K$!’ R S TUMM处理（A97,:-( 50,0 0B?-(0C 2- H K$!’ R S TUMM）；
!;，#$ ) H$ 99-. R S U:F.-?19&30处理（A97,:-( 50,0 0B?-(0C 2- H$ 99-. R S U:F.-?19&30）。

图 #H TUMM和 U:F.-?19&30处理后斑马鱼胚胎下颌细胞凋亡（1）和细胞增殖（7）
%&’ ) #H VD970,( -/ 1?-?2-(&(（1）13C ?,-.&/0,12&3’（7）-/ .-50, 415 &3 607,1/&(8

097,:-( 0B?-(0C 2- TUMM 13C U:F.-?19&30
相异小写字母表示差异显著（! W $ K$"），相异大写字母表示差异极显著（! W $ K$H）。" J H$ )
U-32,-.：$ KHL MNOP处理；TUMM：H K$!’ R S TUMM处理；U:FH$：H$ 99-. R S U:F.-?19&30处理；U:F!$：
!$ 99-. R S U:F.-?19&30处理。
T80 C&//0,032 (91.. .0220,( &3 F81,2 9013( (&’3&/&F132 C&//0,03F0（! W $ K$"）13C F1?&21. .0220,( 9013( 8&’8 (&’3&/&E
F132 C&//0,03F0（! W $ K$H）) U-32,-.：A97,:-( 50,0 0B?-(0C 2- $ KHL MNOP；TUMM：A97,:-( 50,0 0B?-(0C 2-
H K$!’ R S TUMM；U:FH$：A97,:-( 50,0 0B?-(0C 2- H$ 99-. R S U:F.-?19&30；U:F!$：A97,:-( 50,0 0B?-(0C 2-
!$ 99-. R S U:F.-?19&30 )
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!""#）；而本研究发现在 ## $%& 时， !"" 表达表现
为明显的降低或缺失（图 ’(—’)），说明 !"" 表达
降低或缺失在出现下颌结构缺失之前，而非由于结

构缺失引起的假象。

!"" 阻断剂 *+,-.%/0123 的处理引起下颌增殖
细胞数目的减少以及细胞凋亡的增加，同样 4*55
也引起的下颌部细胞增殖的降低，但并没有发现细

胞凋亡显著增加，考虑 4*55 引起斑马鱼短下颌不
仅是 !"" 表达的降低欠缺，还有可能有其他控制基
因的存在，可能是受其他基因影响所致。另外，脊

椎动物下颌软骨主要由颜面部神经嵴细胞迁移分化

而来，而 !"" 信号对神经嵴细胞的分化有重要影

响。这一点，有待以后研究。

总之，本研究表明 !"" 是对下颌的生长发育起
重要作用的基因之一；4*55 引起下颌短小是由于
4*55以 6$7! 为媒介引起 !"" 基因表达的欠缺，
进而引起下颌部增殖细胞的减少，最终引起短下颌

的发生。此研究也进一步表明，4*55 引起的下颌
短小有可能作为低浓度二恶英类物质生物评价的一

个参考指标。

致谢：日本酪农学园大学的 58 9 4/:3. 9 ;18/</ 9
以及 58 9 ;18.:1 9 438/.:/ 给予诸多帮助，在此表示
诚挚的谢意。
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