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ＭＭＰ２１基因表达下调对斑马鱼心脏环化的影响
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　　［摘要］　目的　探讨基质金属蛋白酶２１（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ２１，ＭＭＰ２１）基因表达下调对斑马
鱼胚胎发育的影响。方法　在斑马鱼胚胎１～２细胞期采用显微注射吗啡啉反义寡核苷酸（ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ
ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，ＭＯ）的方法下调ＭＭＰ２１基因的表达。１０体节期用ＲＴＰＣＲ方法检测ＭＭＰ２１
ＭＯ的有效性。设置０．５、０．７５、１ｍｍｏｌ／Ｌ和１．５ｍｍｏｌ／Ｌ４个不同浓度梯度的ＭＭＰ２１ＭＯ注射组，以标
准对照吗啡啉反义寡核苷酸（ＣｏｎＭＯ）注射组和野生型（ＷＴ）组为对照。体视显微镜下观察各组斑马
鱼胚胎发育情况，统计分析不同注射浓度斑马鱼胚胎死亡以及畸形数量。整胚原位杂交检测心脏特异

性标志物（ｃａｒｄｉａｃｍｙｏｓｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ２，ｃｍｌｃ２）在受精后２８ｈ（ｈｏｕｒｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｈｐｆ）及受精后４８ｈ的
表达，体视显微镜下观察受精后７２ｈ斑马鱼胚胎心脏，分析各时间点斑马鱼心脏环化情况。通过计数
各组斑马鱼胚胎受精后２４、４８及７２ｈ心率和测量各组胚胎受精后７２ｈ时心室收缩分数（ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇｆｒａｃｔｉｏｎ，ＶＳＦ），评价ＭＭＰ２１基因表达下调对斑马鱼心脏功能的影响。结果　ＭＭＰ２１ＭＯ能
够有效抑制 ＭＭＰ２１基因的表达。ＭＭＰ２１ＭＯ对斑马鱼胚胎发育的影响存在一定的剂量反应关系。
１ｍｍｏｌ／ＬＭＭＰ２１ＭＯ注射组胚胎畸形率最高，死亡率较低，畸形主要表现为心前区水肿、心脏环化异
常、心脏搏动减弱和心率减慢。整胚原位杂交结果显示 ＭＭＰ２１基因的表达下调导致心脏特异标志物
ｃｍｌｃ２ｍＲＮＡ在受精后２８ｈ和受精后４８ｈ时期异常表达，提示心脏环化前期阶段（ｃａｒｄｉａｃｊｏｇｇｉｎｇ）和心
脏环化（ｃａｒｄｉａｃｌｏｏｐｉｎｇ）过程异常。受精后７２ｈ体视显微镜下观察斑马鱼心脏形态同样发现 ＭＭＰ２１
ＭＯ注射组斑马鱼心脏环化异常。与对照组比较ＭＭＰ２１ＭＯ注射组胚胎心率减慢，心室收缩分数下降。
结论　ＭＭＰ２１基因表达下调导致斑马鱼心脏环化异常及心功能受损，ＭＭＰ２１基因可能在斑马鱼心脏
环化过程中发挥重要作用。
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　　基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）
是一类活性依赖锌离子的蛋白水解酶，主要参与组织

重塑和细胞外基质降解［１］。据文献报道，人体内至少

有２３个ＭＭＰｓ家族成员。正常情况下，ＭＭＰｓ的表达
及活性是由ＭＭＰｓ的激动剂和抑制剂相互作用而精密
调节的，一旦这些因素失衡将导致ＭＭＰｓ的活性失调，
从而引起多种疾病，包括心血管疾病，关节炎，神经退

行性变以及癌症［２］。ＭＭＰ２１基因是 ＭＭＰｓ家族中的
一员。研究发现ＭＭＰ２１基因在多个物种胚胎早期发
育过程中均有表达，并且其表达具有严格的时间和空

间特异性，提示其在胚胎发育过程中可能发挥重要作

用［３］，但目前关于 ＭＭＰ２１基因的研究主要集中在肿
瘤的侵袭转移方面，关于其在胚胎早期发育中的作用

少有研究。

　　先天性心脏病是最常见的出生缺陷，全球范围其
发生率高达９‰［４］，是５岁以下儿童死亡的主要原因。
心脏环化是心脏发育过程中的关键事件。早期心脏呈

一个直线型的管状心泵，随着胚胎发育，管状心泵逐渐

扭转成一个螺旋的环状结构，此过程称为心脏环化

（ｃａｒｄｉａｃｌｏｏｐｉｎｇ）［５］。心脏环化不仅打破了胚胎左右
对称的局面，还与后续心脏结构的形成密切相关，异常

的心脏环化可能会引起多种先天性心脏病，如：房室间

隔缺损、右室双出口、左室双入口、大动脉转位和永存

动脉干等［６］。斑马鱼在胚胎发育研究特别是在心脏

发育方面有独特的优势，被称为“心脏发育的窗

口”［７－８］。本研究拟以斑马鱼为模式动物，通过显微

注射 ＭＭＰ２１ＭＯ建立 ＭＭＰ２１基因敲低模型，研究
ＭＭＰ２１基因在斑马鱼胚胎发育过程中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　实验用鱼为 ＡＢ系野生型斑马
鱼，由重庆医科大学基础医学院发育生物学研究室提

供。斑马鱼饲养于循环水系统中，保持水温２８．５℃左
右，雌雄分开饲养，每天 ３次按时喂以丰年虫，给予
１４ｈ光照／１０ｈ黑暗的人工光照周期。斑马鱼胚胎置
于Ｈｏｌｔｆｒｅｔｅｒ培养液中，在２８．５℃恒温箱中培育。
１．１．２　主要试剂　　ＴＲＩｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司（美
国）；逆转录试剂盒购自 Ｔａｋａｒａ公司（大连）；２×Ｔａｑ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自北京强欣博瑞生物技术有限公
司；ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体系统购自 ｐｒｏｍｅｇａ公司（美国）；
ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ购自 ＱＩＡＧＥＮ公司（德国）；Ｔ７ＲＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＤｉｇＲＮＡｌａｂｅｌｉｎｇｋｉｔ，ＡｎｔｉＤｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎＡＰ，
Ｆａｂｆｒａｇｍｅｎｔｓ和ＢＭＰｕｒｐｌｅＡＰＳｕｂｓｔｒａｔｅ均购自 Ｒｏｃｈｅ
公司（瑞士）；低熔点琼脂糖购自Ｇｅｎｖｉｅｗ（美国）；引物
合成及测序由上海英骏生物技术有限公司合作完成。

１．１．３　主要仪器设备　　ＮＡＲＩＳＨＩＧＥ显微注射装置
（日本）；ＳＵＴＴＥＲＰ９７拉针仪（美国）；ＧＳＧ２０００核

１３４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（５）



酸／蛋白凝胶图像分析管理系统（珠海黑马医学仪器
有限公司）；蔡司体视显微镜 ＳｔｅＲＥＯＤｉｓｃｏｖｅｒｙ．Ｖ２０
（德国）。

１．２　方法
１．２．１　吗啉反义寡核苷酸及显微注射　　本研究设
置４个不同浓度梯度的 ＭＭＰ２１注射组（０．５、０．７５、
１ｍｍｏｌ／Ｌ和１．５ｍｍｏｌ／Ｌ），以标准对照吗啡啉反义寡
核苷酸（ＣｏｎＭＯ）注射组和野生型（ＷＴ）组为对照。
本研究所用的ＭＭＰ２１ＭＯ是针对ＭＭＰ２１基因４号外
显子／４号内含子剪切位点设计［９］，其与目标位点特异

性结合会阻断ＭＭＰ２１基因４号内含子的剪切，从而达
到下调ＭＭＰ２１基因表达的目的。本文所用 ＭＯ均由
ＧｅｎｅＴｏｏｌ公司合成，ＣｏｎＭＯ序列：５′ＣＣＴＣＴＴＡＣＣＴ
ＣＡＧＴＴＡＣＡＡＴＴＴＡＴＡ３；ＭＭＰ２１ＭＯ序列：５′ＧＴＴＧ
ＴＡＴＡＴＴＴＧＴＴＣＡＣＴＧＡＣＣＣＧＴ３。注射前一天将雌雄
以１∶１比例放于透明鼠笼，中间以隔板隔开，次日早
上，光照开始后将隔板抽离，雄鱼追逐雌鱼，见产卵后，

及时收集鱼卵，选择１～２细胞期胚胎进行注射。
１．２．２　ＲＴＰＣＲ　　为了验证 ＭＭＰ２１ＭＯ的有效性，
本研究在１０体节期收集注射 ＭＭＰ２１ＭＯ的胚胎，并
以相同时期野生型胚胎为对照，以 ＲＴＰＣＲ方法检测
ＭＭＰ２１基因ｍＲＮＡ的表达。正向引物设计于３号外显
子，反向引物设计于５号外显子，序列见表２。ＴＲＩｚｏｌ法
提取胚胎总ＲＮＡ，按逆转录试剂盒说明书将其逆转录
为ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增。反应条件：
９４℃预变性 １ｍｉｎ；９４℃变性 １０ｓ，５５℃退火 １５ｓ，
７２℃ 延伸４５ｓ，３０个循环；７２℃延伸 ５ｍｉｎ。扩增产
物经琼脂糖凝胶电泳，溴乙啶染色，凝胶成像仪成像。

表１　本研究所用的引物及序列信息

引物 序列 产物大小（ｂｐ）

ＭＭＰ２１
正义链５′ＧＧＣＧＴＴＡＴＧＧＡＴＧＡＣＧＡＴ３′

反义链５′ＴＧＧＧＡＣＧＧＴＧＡＡＡＴＧＴＴＣ３′
４９６

βａｃｔｉｎ
正义链５′ＡＴＧＣＣＣＣＴＣＧＴＧＣＴＧＴＴＴＴＣ３′

反义链５′ＧＣＣＴＣＡＴＣＴＣＣＣＡＣＡＴＡＧＧＡ３′
１００

１．２．３　整胚原位杂交　　整胚原位杂交技术检测受
精后２８ｈ（ｈｏｕｒｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｈｐｆ）和受精后４８ｈ时
ｃｍｌｃ２的表达以观察抑制ＭＭＰ２１基因对斑马鱼心脏环
化前期阶段以及心脏环化的影响。收集各组受精后

２８ｈ和受精后４８ｈ胚胎，４％新鲜多聚甲醛４℃过夜
固定，双氧水脱色素，４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，甲醇梯
度脱水，保存于－２０℃。ＰＢＳＴ梯度水化胚胎，４％多聚
甲醛固定２０ｍｉｎ。蛋白酶 Ｋ消化，４％多聚甲醛固定
２０ｍｉｎ。ＨＹＢ溶液，６０℃水浴５ｍｉｎ，ＨＹＢ＋溶液预杂

交４ｈ。吸出 ＨＹＢ＋，加入适量探针溶液，６０℃过夜。
回收探针，梯度 ＳＳＣＴ溶液洗脱，ＭＡＢＴ溶液洗 ２次。
封闭液封闭１ｈ，加入抗地高辛抗体，４℃过夜。１０％
热灭火山羊血清置换２５ｍｉｎ，ＭＡＢＴ溶液洗脱３次，时
间分别为２５ｍｉｎ、１ｈ和２５ｍｉｎ。染色缓冲液洗２次，
ＢＭＰｕｒｐｌｅＡＰＳｕｂｓｔｒａｔｅ染色。达到染色效果后，ＰＢＳＴ
漂洗２次，４％多聚甲醛固定以终止染色。
１．２．４　斑马鱼心率记数　　胚胎发育至受精后２４、
４８ｈ和７２ｈ时，各组随机挑选２０枚胚胎于解剖镜下
计数１５秒斑马鱼心跳数，再乘以４得到斑马鱼心率。
１．２．５　斑马鱼心室收缩分数的测量　　各组斑马鱼
胚胎发育至受精后７２ｈ时，将其固定于低熔点琼脂糖
中，体视显微镜拍摄胚胎心动周期。按以下公式计算

心室收缩分数（ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇｆｒａｃｔｉｏｎ，ＶＳＦ）：
ＶＳＦ＝（舒张期心室长径 －收缩期心室长径）／舒张期
心室长径×１００％
１．３　统计学分析
　　实验均重复 ３次，数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ
２１．０统计软件。多组间均数比较采用单因素方差分
析，两组间率的比较采用χ２检验。

２　结果

２．１　ＭＭＰ２１ＭＯ的效率验证
　　ＷＴ组 ＰＣＲ扩增产物大小为 ５００ｂｐ左右，
ＭＭＰ２１ＭＯ组不但有正常条带（ｗｔ），还出现异常扩增
条带（ｍｏ），其大小为７５０ｂｐ左右（图１）。ＭＭＰ２１ＭＯ
注射组中出现的异常条带说明４号内含子（２６１ｂｐ）剪
切受到抑制，因此验证了该ＭＭＰ２１ＭＯ能够有效地抑
制ＭＭＰ２１基因的表达。
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Ｍ：ＤＬ２０００标准；１：ＷＴ组；２：ＭＭＰ２１ＭＯ组；ｗｔ：正常条
带；ｍｏ：异常条带；βａｃｔｉｎ：内参基因

图１　ＲＴＰＣＲ检测ＷＴ组和ＭＭＰ２１ＭＯ注射组

ＭＭＰ２１基因表达情况

２．２　不同剂量ＭＭＰ２１ＭＯ对斑马鱼胚胎发育的影响
　　在胚胎发育至受精后７２ｈ时解剖显微镜下观察

２３４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



各组胚胎发育情况，并统计各组胚胎死亡率和畸形率

（表１）。０．５、０．７５、１ｍｍｏｌ／ＬＭＭＰ２１ＭＯ注射组随着
注射浓度增加斑马鱼胚胎死亡率及畸形率逐渐增加。

１ｍｍｏ／ＬＭＭＰ２１ＭＯ组具有最高的畸形率和较低的
死亡，为最适的注射浓度。该组大部分胚胎畸形表型

一致，主要表现为不同程度心前区水肿、心脏环化异

常、心脏搏动减弱、心率减慢（图２）。１．５ｍｍｏｌ／Ｌ注
射组胚胎死亡率最高，畸形最严重，除上述表型外还出

现近心端卵黄缺损，尾部向背部弯曲等表型。

表２　不同剂量ＭＭＰ２１ＭＯ对斑马鱼胚胎发育的影响

组别 ｎ 畸形数（％） 死亡数（％）
ＷＴ组 ２０６ ５（２．４） ７（３．４）
ＣｏｎＭＯ组（１ｍｍｏｌ／Ｌ） ２０２ ３３（１６．３）ａ １３（６．４）
ＭＭＰ２１ＭＯ组
　０．５ｍｍｏｌ／Ｌ ２１３ ４５（２１．１）ａ ２１（９．９）ａ

　０．７５ｍｍｏｌ／Ｌ ３３９ １３７（４０．０）ａｂ ８２（２４．２）ａｂ

　１．０ｍｍｏｌ／Ｌ ３３０ １８３（５５．４）ａｂ １０６（３２．１）ａｂ

　１．５ｍｍｏｌ／Ｌ ３３４ １４０（４１．９）ａｂ １７０（５０．９）ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＷＴ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与１ｍｍｏｌ／ＬＣｏｎ
ＭＯ组比较
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Ａ：ＷＴ组；Ｂ：１ｍｍｏｌ／ＬＣｏｎＭＯ注射组；Ｃ：１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭＭＰ２１ＭＯ注射组；箭头示心前区水肿
图２　１ｍｍｏｌ／ＬＭＭＰ２１ＭＯ注射组受精后７２ｈ斑马鱼

胚胎发育异常情况　（体视显微镜 ×４５）

２．３　ＭＭＰ２１基因表达下调对斑马鱼心脏环化的影响
　　受精后２８ｈ时期原位杂交结果显示心脏环化前
期阶段（ｃａｒｄｉａｃｊｏｇｇｉｎｇ）的情况：野生型斑马鱼线性心
管偏向中线左侧（图３Ａ）。１ｍｍｏｌ／ＬＭＭＰ２１ＭＯ注射
组出现两种异常表型：线性心管位于中线（图３Ｂ）和线
性心管位于中线右侧（图 ３Ｃ），所占比例分别为
１４３％和２５．０％（图３Ｄ）。受精后４８ｈ时期原位杂交
结果显示心脏环化（ｃａｒｄｉａｃｌｏｏｐｉｎｇ）的情况：此时野生
型斑马鱼心室位于心房右侧（图 ３Ｅ）；１ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭＭＰ２１ＭＯ注射组环化方向出现异常，心房心室未发
生环化，均位于中线（图３Ｆ）；心房心室反向环化使心
室位于心房左侧（图３Ｇ），所占比例分别为２５．５％和
２０．３％（图３Ｈ）。
　　受精后７２ｈ时野生型斑马鱼心脏形态及功能基
本发育完全，野生型斑马鱼胚胎心脏形态如图所示

（图３Ｉ），心房位于右侧，心室位于左侧，右面观见心房
心室部分重叠。本研究于受精后７２ｈ在体视显微镜
下观察斑马鱼胚胎心脏形态，同样证实 ＭＭＰ２１基因
表达下调会导致斑马鱼心脏环化异常。１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭＭＰ２１ＭＯ注射组胚胎心脏分为３种表现：心房心室
位置正常（图３Ｊ）、心房心室位于１条直线（图３Ｋ）和
心房位于右侧心室位于左侧（图３Ｌ），同时伴有不同程
度心前区水肿。

２．４　ＭＭＰ２１基因表达下调引起斑马鱼心脏功能障碍
　　于受精后２４、４８、７２ｈ３个时间点分别计数 ＷＴ
组、ＣｏｎＭＯ组和 ＭＭＰ２１ＭＯ组斑马鱼心率。３组胚
胎心率随着发育时间延长逐渐增加。ＣｏｎＭＯ各时间点
胚胎心率与 ＷＴ组比较，差异无统计学意义。ＭＭＰ２１
ＭＯ组分别与ＷＴ组和ＣｏｎＭＯ组比较，ＭＭＰ２１ＭＯ组
胚胎各时间点心率均明显降低，且差异具有统计学意

义（图４）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＷＴ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣｏｎＭＯ比较
图４　ＭＭＰ２１基因下调对斑马鱼心率的影响（ｎ＝２０）

　　ＶＳＦ是评价心脏收缩功能的重要指标之一。Ｃｏｎ
ＭＯ组与ＷＴ组［（２４．５２±９．３８）％］比较，ＣｏｎＭＯ组
ＶＳＦ［（２０．６４±８．６２）％］略有降低，但差异无统计学意
义（Ｐ＝０．４６）；ＭＭＰ２１ＭＯ组［（１０．２５±７．３９）％］分
别与ＷＴ组和 ＣｏｎＭＯ组比较，ＭＭＰ２１ＭＯ组 ＶＳＦ明
显降低，且差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　心脏环化是心脏形态发生过程中的一个重要步
骤，心脏环化异常可能导致房室间隔发育延迟以及位

置异常，因而导致心腔和血管之间组装出现问题，最终

３３４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（５）
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Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｆ、Ｇ：整胚原位杂交；Ａ～Ｃ：受精后２８ｈ时ｃｍｌｃ２的表达；Ｄ：受精后２８ｈ时各组胚胎ｃｍｌｃ２表达分类统
计；Ｅ～Ｇ：受精后４８ｈ时ｃｍｌｃ２的表达；Ｈ：受精后４８ｈ时各组胚胎ｃｍｌｃ２表达分类统计；Ｉ、Ｊ、Ｋ、Ｌ：受精后７２ｈ活
体胚胎（体视显微镜×１５０）及心房、心室位置示意图；ａ：心房；ｖ：心室

图３　ＭＭＰ２１基因下调后斑马鱼心脏异常表型

引起右室双出口、左室双入口和法洛四联征等先天性

心脏病。受精后２８ｈ时 ｃａｒｄｉａｃｊｏｇｇｉｎｇ基本完成，斑
马鱼心脏呈一个前后走向的管状结构，心管心室端靠

后且位于中线位置，心房端靠前并偏向左侧。随后心

房心室结构形成，在受精后３６ｈ开始心脏环化，于受精
后４８ｈ心脏环化基本完成，此时心室位于右侧，心房位
于左侧［８，１０］。斑马鱼ｃａｒｄｉａｃｊｏｇｇｉｎｇ过程与哺乳动物心
脏环化前期阶段高度相似，有文献报道心脏环化早期阶

段原始心管的方向预示着心脏环化的方向［１１］。心脏环

化过程精确且复杂，其相关机制并未阐明。

　　人类胚胎大脑、肾脏和肝脏组织中能检测到
ＭＭＰ２１基因的表达，小鼠体内检测 ＭＭＰ２１基因发现
其在胚胎７ｄ内呈低表达，于１１ｄ表达量增加，１５ｄ或
１７ｄ表达量又降低，ＭＭＰ２１基因表达的时间和空间特
异性提示其在胚胎发育过程中可能发挥重要作用［３］。

近期，有文献报道人类 ＭＭＰ２１基因的突变会导致内
脏异位综合征，出现包括完全大动脉转位、房室间隔缺

损和肺动脉异位连接等心脏缺陷［９］。ＭＭＰ２１基因结
构中含有 Ｔｃｆ４转录因子结合位点，荧光素酶报告基
因实验证实其可能是ｗｎｔ信号通路的靶基因［３］。多项

研究发现ｗｎｔ信号通路参与心脏环化过程。在斑马鱼
体内敲低 ｗｎｔ信号通路中的重要基因 βｃａｔｅｎｉｎ１和
βｃａｔｅｎｉｎ２发现心脏环化前期线性心管方向和心脏环
化方向异常［１２］。除此之外，小鼠体内 ｗｎｔ３ａ缺失发现
４５％胚胎出现心脏反向环化［１３］。ＭＭＰｓ于１９６２年首
次被发现，其主要依靠降解细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）以及参与组织重塑过程发挥生物学效
应。鸡胚在７体节期暴露广谱 ＭＭＰｓ抑制剂抑制了
ＭＭＰｓ对ＥＣＭ的降解出现心脏环化方向异常［１４］。在

斑马鱼的研究中发现敲低细胞表面存在的 ＥＣＭ受体
整合素αＶ和β１ｂ出现Ｋｕｐｆｆｅｒ′ｓｖｅｓｉｃｌｅ发育异常以及
心脏环化异常［１５－１６］。

　　本研究通过显微注射 ＭＯ的方法敲低 ＭＭＰ２１基
因，发现ＭＭＰ２１ＭＯ注射组胚胎发育畸形，主要表现

４３４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



为心前区水肿，心脏环化异常，心功能缺陷。并用整胚

原位杂交方法检测心脏特异标志物 ｃｍｌｃ２，证实下调
ＭＭＰ２１基因的表达会使心脏环化早期阶段（ｃａｒｄｉａｃ
ｊｏｇｇｉｎｇ）和心脏环化（ｃａｒｄｉａｃｌｏｏｐｉｎｇ）阶段出现异常。
随着心脏发育进入尾声，在体视显微镜下观察受精后

７２ｈ时期胚胎，表型仍然存在。此外，通过计数斑马
鱼心率和测量ＶＳＦ评估斑马鱼心脏功能发现 ＭＭＰ２１
下调导致斑马鱼心功能受损。本研究初步证实了

ＭＭＰ２１基因参与心脏环化过程，但其相关机制还有待
进一步研究。

　　综上所述，本研究成功建立斑马鱼 ＭＭＰ２１基因
敲低模型，发现ＭＭＰ２１基因参与调节心脏环化过程。
本研究为进一步探讨 ＭＭＰ２１基因在心脏环化中的作
用奠定了基础，同时丰富了先天性心脏病发病病因，为

早期诊断和治疗先天性心脏病提供了新思路。
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ｎｅｃｅｓｓａｒｙｆｏｒｇａｓｔｒｕｌａｔｉｏｎｍｏｖｅｍｅｎｔｓｔｈａｔｒｅｇｕｌａｔｅｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ
ｂｏｄｙａｓｙｍｍｅｔｒｙ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０１０，１３７（２０）：３４４９－
３４５８．ＤＯＩ：１０．１２４２／ｄｅｖ．０４５３１０

（收稿：２０１６０９２０；修回：２０１６１０１９）
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