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　　［摘要］　目的　利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术敲除斑马鱼ｌｋｂ１基因，观察和验证纯合子表型，初步探讨
Ｌｋｂ１对肾小管发育的影响。方法　针对斑马鱼ｌｋｂ１基因设计并体外合成 ｇＲＮＡ，通过显微注射技术将
ｇＲＮＡ和Ｃａｓ９ｍＲＮＡ注入野生型胚胎一细胞期卵黄中，利用 Ｔ７Ｅ１酶切和测序筛选出高效 ｇＲＮＡ，通过
测序筛选出Ｆ０代突变体及可遗传突变体，野生鱼和可遗传突变体鱼杂交产生Ｆ１代杂合子突变体，测序
鉴定Ｆ１代杂合子突变类型，通过Ｆ１代杂合子自交产生Ｆ２代纯合子幼鱼，通过观察鉴定出纯合子表型；
通过ＲＴＰＣＲ和免疫印迹验证纯合子表型。结果　制备了斑马鱼 ｌｋｂ１ｇＲＮＡ和 Ｃａｓ９ｍＲＮＡ，筛选出
３种产生移码突变的杂合子，发现斑马鱼ｌｋｂ１基因敲除纯合子幼鱼受精后第５天游动时头尾剧烈摆动，
异常兴奋，鱼鳔缺失，体轴弯曲，卵黄消耗过快，肝脏暗淡，肠道水肿；第９天大多数死亡；纯合子ｇ６ｐａｓｅ、
ｐｄｋ２ｂ、ｐｃｐｃｋ１ｍＲＮＡ显著升高，Ｌｋｂ１完全不表达；肾小管标志蛋白 ｍＲＮＡ显著升高。结论　利用
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术敲除斑马鱼ｌｋｂ１基因产生了多种表现，包括肝脏衰竭、肠道水肿、体轴弯曲、鱼鳔缺
失、早期致死的表型，同时表明Ｌｋｂ１对斑马鱼肾小管发育有影响。
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　　肾间质纤维化是慢性肾脏疾病发展为终末期肾脏
衰竭的共同病变过程，而肾小管上皮细胞间充质转分

化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是肾间质纤
维化的主要病变原因［１］。越来越多的研究表明，引起

ＰｅｕｔｚＪｅｇｈｅｒｓ综合征（ＰＪＳ）的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶
Ｌｋｂ１［２］调节肿瘤细胞的 ＥＭＴ、转移和侵袭过程，如肝
癌细胞［３］、肺癌细胞［４］、卵巢癌细胞［５］、胃癌细胞［６］

等。受 ｌｋｂ１调 节 的 ＥＭＴ相 关 分 子 如 ＺＥＢ１、
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎ，已经明确引起 ＥＭＴ的
信号通路如 ＴＧＦβ［７］、Ｒａｓ［８－９］都与 ｌｋｂ１相关，但目前
关于ｌｋｂ１引起ＥＭＴ的机制还不明确。另一方面初级
纤毛是大多数类型的细胞表面非运动性丝状结构（包

括肾小管），纤毛含有复杂的大分子运输系统接受信

号刺激，并影响细胞大小、极性、细胞周期及迁移。肾

脏纤毛病与囊肿、炎症和纤维化密切相关，而 ｌｋｂ１作
为纤毛中的代谢传感器［１０］，在肾脏发育和疾病发生中

的作用机制不清楚。因此，研究肾脏发育过程中 ｌｋｂ１
的作用对深入认识ｌｋｂ１在 ＥＭＴ进展中的机制至关重
要。近几年ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术因高效、成本
低等优势已经在体外［１１－１２］和体内［１３－１４］实验中得到广

泛应用，本课题组利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术成
功构建了其他基因的敲除模型［１５］。通过比较发现人

与斑马鱼ｌｋｂ１蛋白有８２％的同源性，目前已经利用斑
马鱼研究了 ｌｋｂ１基因对血糖稳态的影响［１６］，更重要

的是斑马鱼整个发育过程都在体外完成，个体小，产卵

量大，胚胎透明，容易干预，肾脏结构简单，已经成为研

究肾脏的良好模式生物。因此，本研究选择斑马鱼作

为研究对象，利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术构建斑
马鱼ｌｋｂ１突变体，为进一步阐释 Ｌｋｂ１在肾脏 ＥＭＴ中
的作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　ＡＢ品系斑马鱼，海圣水循环系
统中喂养。胚胎使用ｈｏｌｔｆｒｅｔｅｒ溶液置于２８．５℃恒温
培养箱培养。

１．１．２　试剂　　质粒ＳＰ６Ｃａｓ９由重庆大学王业启教
授馈赠；ＮｏｔⅠ核酸内切酶购自 ＴａＫａＲａ公司；ｐｈｕｓｉｏｎ
 ｈｏｔｓｔａｒｔｆｌｅｘ２×ｍａｓｔｅｒＭｉｘ和ＨｉＳｃｒｉｂｅＴ７ＱｕｉｃｋＨｉｇｈ
ＹｉｅｌｄＲＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｅ２０５０Ｓ）购自ＮＥＢ公司；天根
普通 ＤＮＡ产物纯化试剂盒（ＤＰ２０４０２）和 ｍｉＲｃｕｔｅ
ｍｉＲＮＡｌｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ（ＤＰ５０１）购自天根生化科技有限公
司；ｍＭｅｓｓＡＧＥｍＭＡＣＨＩＮＥ ＳＰ６ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ
（ＡＭ１３４０）购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＮＡｌｎｈｉｂｉｔｏｒ购自ｓｉｇｍａ
公司；ｑｉａｇｅｎＲＮｅａｓｙ ＭｉｎｉＫｉｔ（７４１０４）购自Ｑｉａｇｅｎ公

司；兔抗人 ＧＡＰＤＨ（１０４９４１ＡＰ）和 ＬＫＢ１（１０７４６１
ＡＰ）多克隆抗体购自Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。
１．１．３　仪器　 显微注射器，ｐ９７微电极拉制仪和毛
细玻璃管购自 Ｓｕｔｔｅｒ公司；ＰＣＲ仪购自 ＢｉｏＲａｄ公司；
体式显微镜购自Ｚｅｉｓｓ公司；全自动凝胶成像系统购自
北京赛智创业科技有限公司。

１．２　斑马鱼ｌｋｂ１基因敲除
１．２．１　ｇＲＮＡ靶位点及鉴定引物设计　①斑马鱼
ｌｋｂ１ｇＲＮＡ靶位点设计：根据 ｈｔｔｐ：／／ｃｈｏｐｃｈｏｐ．ｃｂｕ．
ｕｉｂ．ｎｏ／选择两个位于斑马鱼 ｌｋｂ１基因外显子上没有
脱靶、高效的ｇＲＮＡ靶位点（表１）。②鉴定引物设计：
设计前、后引物应距靶位点两端２００～３００ｂｐ（表２）。

表１　ｌｋｂ１ｇＲＮＡ靶位点核苷酸序列

靶位点 序列 ５′→３′ 位置

ｇＲＮＡ１ ＡＧＣＴＴＧＧＣＡＣＧＣＴＴＧＣＧＧＣＧＣＧＧ ２号外显子上

ｇＲＮＡ２ ＧＡＴＣＧＧＧＡＡＡＴＡＣＣＴＧＡＴＧＧＧＧＧ ２号外显子上

表２　ｌｋｂ１ｇＲＮＡ鉴定引物序列

靶位点 引物序列５′→３′ 片段大小

ｇＲＮＡ１
上游：ＡＧＡＴＧＴＣＣＧＧＡＴＣＴＣＣＡＧＴＡＧＴ

５７４ｂｐ
下游：ＴＣＡＣＣＡＴＡＴＡＣＴＧＡＡＴＧＴＣＧＣＡ

ｇＲＮＡ２
上游：ＡＣＡＧＧＣＧＴＴＴＡＴＣＧＧＣＴＡＴＴＡＴ

４５２ｂｐ
下游：ＴＣＡＣＣＡＴＡＴＡＣＴＧＡＡＴＧＴＣＧＣＡ

１．２．２　体外合成ｇＲＮＡ和Ｃａｓ９ｍＲＮＡ　　①ｇＲＮＡ体
外合成。委托生工公司合成上游引物：５′ＡＡＴＴＡＡＴＡＣ
ＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡ＋Ｌｋｂ１ｇＲＮＡ＋ＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴ
ＡＧＣ３′；下游引物：５′ＧＡＴＣＣＧＣＡＣＣＧＡＣＣＣＧＡＣＴＣＧ
ＧＴＧＣＣＡＣＴＴＴＴＴＣＡＡＧＴＴＧＡＴＡＡＣＧＧＡＣＴＡＧＣＣＴＴＡＴＴ
ＴＴＡＡＣＴＴＧＣＴＡＴＴＴＣＴＡＧＣＴＣＴＡＡＡＡＣ３′。ｐｈｕｓｉｏｎ
ｈｏｔｓｔａｒｔｆｌｅｘ２×ｍａｓｔｅｒＭｉｘＰＣＲ扩增，ＴｉａｎＧｅｎＫＩＴ胶
回收、纯化 ＰＣＲ产物制备 ｇＲＮＡ体外转录模板；ＨｉＳ
ｃｒｉｂｅＴ７ＱｕｉｃｋＨｉｇｈＹｉｅｌｄＲＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ体外转录
ｇＲＮＡ，转录结束后加 ＴＵＲＢＯＤＮａｓｅ消化 ＤＮＡ模板，
模板消化后用１％琼脂糖凝胶电泳检测 ｇＲＮＡ转录效
率，ｍｉＲｃｕｔｅｍｉＲＮＡｌｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ纯化 ｇＲＮＡ，Ｎａｎｏｄｒｏｐ
测定浓度并用 ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ稀释到 ６００ｎｇ／μＬ，分
装后－８０℃保存。②Ｃａｓ９ｍＲＮＡ体外合成。限制性内
切酶 ＮｏｔⅠ线性化 ｐＳＰ６Ｃａｓ９质粒，ＴＩＡＮＧＥＮ纯化试
剂盒纯化酶切产物，ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎｍＭＥＳＳＡＧＥｍＭＡＣＨＩＮ
ＥＴＭＳＰ６试剂盒体外转录Ｃａｓ９ｍＲＮＡ，转录结束后用
ＴＵＲＢＯＤＮａｓｅ消化 ＤＮＡ模板。模板消化后用 １％琼
脂糖凝胶电泳检测 Ｃａｓ９ｍＲＮＡ转录效率。转录产物
用ｑｉａｇｅｎＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ纯化。Ｎａｎｏｄｒｏｐ测定 Ｃａｓ９
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ｍＲＮＡ浓度并用 ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ稀释到 ８００ｎｇ／μＬ，
分装后－８０℃保存。
１．２．３　检测ｇＲＮＡ有效性并筛选出突变体　　①检测
ｇＲＮＡ有效性。将ｇＲＮＡ和 Ｃａｓ９ｍＲＮＡ混合物显微注
射到斑马鱼胚胎一细胞期卵黄中，４８ｈ后用５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ和１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣＬ提取单个幼鱼基因组，用鉴
定引物ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物用 Ｔ７Ｅ１核酸内切酶酶切
鉴定突变效率，并对可疑产物测序确认。②选择产生
高效突变的ｇＲＮＡ显微注射，将幼鱼养到 １．５月剪尾
鳍测序筛选出突变体，突变体喂养到成鱼后与野生型

（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）鱼杂交，胚胎测序筛选出可遗传突
变体。

１．２．４　杂合子的筛选及纯合子表型鉴定　　①杂合
子的筛选。可遗传突变体与野生鱼杂交，幼鱼喂养到

１．５月剪尾鳍测序筛选出杂合子，杂合子继续喂养到
成鱼。②纯合子表型鉴定。相同突变类型杂合子雌鱼
和雄鱼自交，观察胚胎发育过程的异常表型（统计死

亡数量）拍照并测序鉴定。

１．３　验证纯合子表型
１．３．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｌｋｂ１纯合子蛋白表达情况　
　①蛋白提取：分别配野生型和杂合子斑马鱼，收取
６ｄ的野生型（ＷＴ）和 ｌｋｂ１纯合子（ｌｋｂ１－／－）幼鱼各
１００枚，用ＲＩＰＡ裂解液提取蛋白。②免疫印迹。
１．３．２　ＲＴＰＣＲ检测 ｌｋｂ１纯合子糖代谢关键酶和肾
小管标志蛋白的 ｍＲＮＡ水平 ①设计 ＲＴＰＣＲ引物见
表３。②总 ＲＮＡ提取。分别配野生型和杂合子斑马
鱼，收取７ｄ野生型和纯合子幼鱼各３０枚，使用ＴＲＩｚｏｌ
提取总 ＲＮＡ，并测定ＲＮＡ浓度。③使用 ＴａＫａＲａ逆转
录试剂盒逆转录成 ｃＤＮＡ。④ＲＴＰＣＲ检测糖代谢关
键酶和肾小管标志蛋白的ｍＲＮＡ水平。

表３　ＲＴＰＣＲ引物序列

基因 引物序列５′→３′ 片段大小

ｇ６ｐａｓｅ
上游：ＴＡＴＧＧＧＡＧＡＣＣＣＧＡＡＡＧＣ

１６５ｂｐ
下游：ＴＧＴＣＣＡＡＴＣＣＡＣＣＡＧＴＡＡＧＧ

ｐｄｋ２ｂ
上游：ＴＴＡＧＧＡＡＣＡＧＧＣＡＣＡＡＴＧＡＣ

１３５ｂｐ
下游：ＡＴＧＣＧＡＡＴＧＧＡＡＡＣＡＣＧ

ｐｅｐｃｋ１
上游：ＧＣＴＧＣＣＣＴＣＴＧＣＣＡＣＴＣＡＡ

２５８ｂｐ
下游：ＣＣＧＣＴＧＣＧＡＡＡＴＡＣＴＴＣＴＴＴＧ

ｔｒｍｐ７
上游：ＡＧＡＴＧＡＡＡＴＡＧＴＧＣＣＧＡＣＣＡＡ

２５５ｂｐ
下游：ＧＡＧＧＡＣＧＣＡＧＴＴＣＴＴＴＡＧＴＧ

ｓｌｃ１２ａ１
上游：ＣＡＧＧＧＣＡＡＧＧＧＣＡＡＣＡ

２８６ｂｐ
下游：ＧＣＡＧＡＣＧＡＡＡＣＧＧＣＴＣＡＡＴ

ｓｌｃ１２ａ３
上游：ＧＡＴＧＡＧＧＣＡＡＣＡＡＡＧＧＡＡＴ

１８８ｂｐ
下游：ＣＡＡＧＣＣＡＴＧＴＡＡＡＧＡＧＧＡＣＴＡ

１．４　统计学处理
　　各实验至少重复３次，使用 ＳＰＳＳ２１．０统计软件
进行单因素方差分析。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　制备了ｓｇＲＮＡ和Ｃａｓ９ｍＲＮＡ
　　琼脂糖凝胶电泳结果表明成功转录出了 ｌｋｂ１
ｇＲＮＡ１、ｇＲＮＡ２（图１Ａ）和Ｃａｓ９ｍＲＮＡ（图１Ｂ）。Ｎａｎｏ
ｄｒｏｐ测定 ｌｋｂ１ｇＲＮＡ１、ｇＲＮＡ２和 Ｃａｓ９ｍＲＮＡ浓度分
别为２４００、４９００、１２００ｎｇ／μＬ。
２．２　鉴定出ｌｋｂ１ｓｇＲＮＡ２有效
　　ｌｋｂ１ｇＲＮＡ２与Ｃａｓ９ｍＲＮＡ显微共注射后提４８ｈ
胚胎基因组，鉴定引物ＰＣＲ产物使用 Ｔ７Ｅ１酶切后琼脂
糖凝胶电泳（图２Ａ）表明 ｌｋｂ１ｇＲＮＡ２注射后（胚胎５）
产生明显突变。ＰＣＲ产物测序，测序重叠峰（图 ２Ｂ）
出现在ｌｋｂ１ｇＲＮＡ２靶位点（黑色线框所标注的序列）
酶切位点附近，确定ｌｋｂ１ｇＲＮＡ２诱导突变有效。
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Ａ：体外转录ｌｋｂ１ｇＲＮＡ　Ｍ：ＤＮＡ标准（ＤＬ２０００）；１：ｌｋｂ１ｇＲＮＡ１；２：ｌｋｂ１ｇＲＮＡ２；Ｂ：体外转录 Ｃａｓ９ｍＲＮＡ　Ｍ：ＤＮＡ
标准（ＤＬ１００００）；１：第１份线性化ｓｐ６Ｃａｓ９质粒转录的ｍＲＮＡ；２：第２份线性化ｓｐ６Ｃａｓ９质粒转录的ｍＲＮＡ

图１　体外转录合成ｇＲＮＡ和Ｃａｓ９ｍＲＮＡ
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Ａ：Ｔ７Ｅ１酶切ＰＣＲ产物（注射ｌｋｂ１ｇＲＮＡ２和Ｃａｓ９ｍＲＮＡ后４８ｈ提基因组，用鉴定引物ＰＣＲ）鉴定突变效率
Ｍ：ＤＮＡ标准（ＤＬ２０００）；１～６：６枚胚胎各自的ＰＣＲ产物酶切结果；５号鱼酶切条带最明显；Ｂ：５号测序结果
与野生型比较　 ＷＴ：表示野生鱼的测序结果；黑线框表示ｌｋｂ１ｇＲＮＡ２靶位点序列；ＭＵ（ＭＩＸ）：表示５号鱼
测序结果，与野生鱼比较，在靶位点处产生明显重叠峰

图２　Ｔ７Ｅ１酶切及测序鉴定ｇＲＮＡ有效性

２．３　筛选出３种杂合子突变体
　　ｌｋｂ１ｇＲＮＡ２注射产生的胚胎喂养到 １．５月剪尾
鳍测序筛选出突变体，将突变体喂养到成鱼，与野生型

杂交检测胚胎基因型筛选出可遗传突变体，将野生鱼

和可遗传突变体杂交产生Ｆ１代，喂养到１．５月剪尾鳍
测序筛选出３种预测产生移码突变并且提前终止翻译
的杂合子 Ｋ４８、Ｋ４４、Ｋ６８（图３Ａ），其中 Ｋ６８突变体缺
失７个碱基，预测只翻译５９个氨基酸（图３Ｂ）；Ｋ４４突
变体缺失４个碱基，预测只翻译 ６０个氨基酸；Ｋ４８突
变体缺失３个碱基，预测产生较长的移码突变氨基酸
序列。

２．４　斑马鱼ｌｋｂ１纯合子表型
　　同种突变类型的杂合子成鱼雌雄自交产生 Ｆ２代
胚胎，通过观察发育期发现在受精后第５天有２５％幼
鱼未形成鱼鳔，体轴靠近头部轻微出现腹侧、侧向弯

曲，卵黄比野生型更小，肠道开始出现坏死水肿，头尾

同时高频率摆动做无定向运动。６ｄ出现死亡，体轴
弯曲更加明显，躯干更加纤细，肠道病变坏死水肿加

重，肝脏变暗。７ｄ死亡更多（主要是躯干严重弯曲
型），肝脏变黑，肠道水肿坏死更加明显（图 ４Ａ、Ｂ）。
９ｄ大多数死亡（图 ４Ｃ）。同时对这种异常表型测序
进行验证，结果都是纯合子（图 ４Ｄ）。氨基酸序列比
对及移码突变在 Ｌｋｂ１蛋白的位置（图４Ｅ），确定纯合
子ｌｋｂ１Ｋ６８－／－突变体只翻译了５９个氨基酸，且与野生
型一样的氨基酸只有４９个，在Ｌｋｂ１功能域之前终止，
表明ｌｋｂ１Ｋ６８－／－突变体完全敲除了Ｌｋｂ１。
２．５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测不到纯合子Ｌｋｂ１表达
　　提取６ｄ的 ｋ６８ｌｋｂ１－／－和野生幼鱼蛋白，免疫印
迹检测Ｌｋｂ１表达情况，结果表明鉴定出的 ｌｋｂ１－／－表
型与野生型比较完全不表达 Ｌｋｂ１（Ｐ＜０．０５，图 ５Ａ），
证明鉴定出的纯合子表型是敲除Ｌｋｂ１特异的，同时也
确定敲除了Ｌｋｂ１。

!

"

Ａ：ｌｋｂ１的３种突变类型　ＷＴ：野生型，下划线：表示野生型靶位点序列；红色字母：示 ＰＡＭ区；Ｋ４８：缺失３个碱
基的突变体；Ｋ４４：缺失４个碱基的突变体；Ｋ６８：缺失７个碱基的突变体；Ｂ：Ｋ６８杂合子测序结果　在靶位点处
产生双峰

图３　杂合子突变体类型和ｋ６８杂合子测序结果
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Ａ：ｌｋｂ１纯合子表型　ＷＴ：野生型受精后的表型；ｌｋｂ１－／－：Ｋ６８纯合子突变体受精后的表型，鱼鳔缺失，肝脏逐渐
变黑，体轴逐渐弯曲，肠道水潴留；Ｂ：的Ｋ６８纯合子７ｄ局部表型；Ｃ：ｌｋｂ１纯合子生存曲线；Ｄ：Ｋ６８纯合子测序
结果　 与较野生型缺失了７个碱基；Ｅ：纯合子ｌｋｂ１Ｋ６８－／－突变体氨基酸序列及蛋白质位置　ＷＴ：野生型斑马鱼
序列；Ｋ６８－／－：Ｋ６８纯合子序列；绿色背景示Ｋ６８－／－从这个氨基酸开始产生移码突变，红色线框（５０位氨基酸）表
示第１个产生移码突变的氨基酸是第５０位；６０位氨基酸（终止密码子）表示Ｋ６８－／－突变体翻译到这个位点终止，
黑色实线表示移码突变发生在Ｌｋｂ１功能域起点位置

图４　斑马鱼ｌｋｂ１ｋ６８纯合子对表型、基因及蛋白表达的影响

２．６　ｌｋｂ１纯合子能量代谢功能相关的酶ＲＮＡ水平上调
　　Ｌｋｂ１敲除表现出饥饿状态，葡萄糖产生增多，葡萄
糖６磷酸酶（ｇ６Ｐａｓｅ）、磷酸烯醇丙酮酸羧激酶 １
（ｐｅｐｃｋ１）和丙酮酸脱氢酶激酶（ｐｄｋｓ）上调。为了验证
鉴定的纯合子表型的特异性，从ｍＲＮＡ水平检测了斑马

鱼ｇ６ｐａｓｅ，ｐｄｋ２ｂ，ｐｃｐｃｋ１的表达情况。发现纯合子第７
天ｇ６ｐａｓｅ增加了４９％，ｐｄｋ２ｂ增加了约３倍，ｐｃｐｃｋ１增
加了约１．５倍，与野生型比较差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图５Ｂ）。进一步证实观察到的是ｌｋｂ１敲除纯合子
的特异表型，同时也验证了Ｌｋｂ１敲除出现饥饿状态。

９４４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（１５）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｌｋｂ１纯合子蛋白表达　 ＷＴ：６ｄ的野
生型鱼；ｌｋｂ１－／－：６ｄ的ｌｋｂ１纯合子鱼；Ｂ：ＲＴＰＣＲ检测ｌｋｂ１
纯合子ｇ６ｐａｓｅ、ｐｄｋ２ｂ、ｐｃｐｃｋ１的水平　　野生型：７ｄ的野
生型鱼；ｌｋｂ１纯合突变体：７ｄ的 ｌｋｂ１纯合子鱼；ａ：Ｐ＜
０．０５，与野生型比较

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴＰＣＲ验证ｌｋｂ１突变体

２．７　Ｌｋｂ１对斑马鱼肾小管发育的影响
　　选择肾小管标志蛋白 ｔｒｍｐ７（近直小管）、ｓｌｃ１２ａ１
（远端小管前段）和ｓｌｃ１２ａ３（远端小管后段）分析 ｌｋｂ１
纯合子对肾小管的影响。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示斑
马鱼 ｌｋｂ１纯合子肾小管各个区段标志物，与野生型
（设为１）比较，纯合子表达都显著增加（Ｐ＜０．０５，图６），
肾小管远端增加更加明显，表明ｌｋｂ１基因对斑马鱼肾
小管产生明显影响。
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野生型：７ｄ的野生型鱼；ｌｋｂ１纯合突变体：７ｄ的ｌｋｂ１纯合

子鱼；ｔｒｍｐ７：近直小管标志蛋白；ｓｌｃ１２ａ１：远端小管前段标

志蛋白；ｓｌｃ１２ａ３：远端小管后段标志蛋白；ａ：Ｐ＜０．０５，与野

生型比较

图６　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｌｋｂ１纯合子肾脏标志物ｔｒｍｐ７、

ｓｌｃ１２ａ１及ｓｌｃ１２ａ３的ｍＲＮＡ表达水平

３　讨论

　　目前得到广泛应用的基因编辑技术包括锌指核酸
酶技术（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，ＺＦＮｓ）、转录激活样效应
核酸酶技术（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒｌｉｋｅｅｆｆｅｃｔｏｒｓｎｕｃｌｅａｓｅｓ，
ＴＡＬＥＮｓ）和 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９（Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒ
ｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓＣＲＩＳＰＲａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ）基因编辑。与 ＺＦＮｓ和 ＴＡＬＥＮｓ相比，ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９有明显优势。ＺＦＮｓ和 ＴＡＬＥＮｓ都是基于蛋白质
工程，需要复杂且耗时的蛋白质工程选择和验证。相

比之下，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９仅需要用于ＤＮＡ靶向的ｓｇＲＮＡ，
其相对便宜且易于设计和生产。在内源ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
系统中，成熟ｃｒＲＮＡ与反式激活 ｃｒＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ）组
合以形成 ｔｒａｃｒＲＮＡ：ｃｒＲＮＡ复合物，其将 Ｃａｓ９引导至
靶位点。在靶位点，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的序列特异性
切割需要与 ｃｒＲＮＡ匹配的 ＤＮＡ序列原型间隔区
（ｇＲＮＡ）和短的原型间隔区相邻基序（ＰＡＭ）。与靶位
点结合后，与 ｃｒＲＮＡ匹配的 ＤＮＡ链和相反链分别被
Ｃａｓ９的ＨＮＨ核酸酶结构域和 ＲｕｖＣ样核酸酶结构域
切割，在靶位点产生双链断裂（ＤＳＢ）。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
产生的ＤＳＢ将触发细胞 ＤＮＡ修复过程，包括非同源
末端连接（ＮＨＥＪ）介导的易错ＤＮＡ修复和同源定向修
复（ＨＤＲ）介导的无错误 ＤＮＡ修复。ＮＨＥＪ介导的
ＤＮＡ修复可快速连接ＤＳＢ，但在靶位点产生小的插入
和缺失突变。这些突变有助于破坏或废除靶基因或基

因组元件的功能［１７］。

　　Ｌｋｂ１是 ＡＭＰＫ的主要上游激酶，Ｌｋｂ１与假激酶
ＳＴＲＡＤ和支架蛋白 ＭＯ２５形成复合物，磷酸化 ＡＭＰＫ
及其他密切相关的激酶，如盐诱导型激酶（ＳＩＫ）和微
管亲和力调节激酶（ＭＡＲＫ），发挥多功能生物学功能，
如细胞生长和增殖［１８］、细胞极性［１９］、自噬［２０］。

　　本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术敲除斑
马鱼ｌｋｂ１基因，设计了 ２条 ｓｇＲＮＡ，经过验证发现有
１条非常高效。经过测序筛选和传代，筛选出 ３种杂
合子突变体。通过观察杂合子自交产生的胚胎，发现

３种突变体纯合子都产生相同异常表型，但是表型的
严重程度有所不同，而３种突变体都产生了移码突变
且提前终止翻译，认为移码突变产生的氨基酸在蛋白

功能中可能也发挥了部分作用。

　　Ｌｋｂ１主要调节能量代谢，小鼠肝脏敲除 Ｌｋｂ１导
致高血糖症，主要是通过葡萄糖生成增加产生的。糖

异生途径增强，而这种饥饿状态在斑马鱼中有所不同，

有研究表明斑马鱼敲除 Ｌｋｂ１也表现出饥饿状态［１５］，

０５４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



但卵黄消耗完之前就出现低血糖症状，表明Ｌｋｂ１敲除
后加快能量消耗。而这与观察到的 ｌｋｂ１纯合子卵黄
消耗过快，体轴纤细表型一致。通过 ＲＴＰＣＲ检测到
糖异生途径增强也证实了这一结论，同时肝脏发黑有

可能是肝脏负荷太大导致肝脏衰竭坏死，而肠道水肿

坏死有可能是继发于肝脏坏死，导致腹腔水潴留。

ｌｋｂ１纯合子斑马鱼体轴弯曲，特异性发生在头部近端，
这种表型未见报道过，而Ｌｋｂ１在蠕虫的同源物ＰＡＲ４
和Ｌｋｂ１在果蝇都是前后轴形成必需的［２１］，但这种表

型在脊椎动物中没有得到证实，由于得到的３种突变
体都产生这种体轴弯曲表型，所以我们猜测Ｌｋｂ１对于
斑马鱼前后轴的形成也是必需的。ｌｋｂ１纯合子还表现
出明显的兴奋和头尾同时剧烈摆动，可能与调节神经

元极性的 Ｌｋｂ１Ｓａｄ／Ｍａｒｋ途径受限导致轴突发育异
常有关［２２］。更重要的是电生理研究表明Ｌｋｂ１通过控
制ＭＣＵ（线粒体钙单向转运体）摄取 Ｃａ２＋的能力来调
节神经递质释放，在 Ｌｋｂ１缺失的轴突中，线粒体依赖
性突触前Ｃａ２＋稳态的改变导致神经递质释放性质的急
剧变化，增强了异步和同步形式的神经递质释放以及

短期突触前可塑性的改变［２３］。我们猜测 ｌｋｂ１纯合子
斑马鱼异常兴奋有可能是 ＭＣＵ（线粒体钙单向转运
体）下调，神经递质异常释放增强导致的。文献［１０］
报道小鼠肾小管远端条件性敲除 Ｌｋｂ１导致尿浓度发
生变化，尿量增加，肾脏随着时间逐渐变小，组织学显

示肾小管扩张，增厚肾小管基底膜，间质性炎症和纤维

化，与本研究中检测到纯合子突变体肾小管标志蛋白

ｍＲＮＡ水平增加是一致的。因此，Ｌｋｂ１可能对斑马鱼
肾小管发育有影响。下一步将研究 ｌｋｂ１纯合子突变
体对肾小管的影响机制。

　　综上所述，Ｌｋｂ１对斑马鱼体轴形成，神经发育、维
持正常神经反射，维持肝脏和肠道正常功能和存活都

是至关重要的。本研究构建的 ｌｋｂ１突变体为进一步
探究Ｌｋｂ１的作用机制提供了依据，也为研究 Ｌｋｂ１对
斑马鱼肾脏发育的影响构建了良好的模型。
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