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　　［摘要］　目的　探究锌指转录因子３（ｚｉｃ３）基因对斑马鱼早期脑血管发育的影响及其机制。方法
　利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术获得ｚｉｃ３基因突变体，以野生型斑马鱼（ＡＢ品系）为对照，统计各个基因型
７２ｈｐｆ（ｈｏｕｒｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ）胚胎脑出血比例。利用血管标记转基因鱼 ＡＢ（Ｔｇｆｌｋ１∶ｇｆｐ）与 ｚｉｃ３突变体
杂交，将得到的ｚｉｃ３＋／－（Ｔｇｆｌｋ１∶ｇｆｐ）进行自交得到同窝对照，使用激光共聚焦显微镜观察７２ｈｐｆ胚胎血
管发育表型（ｎ＝３０），利用ＲＴＰＣＲ检测相关基因表达。结果　成功获得了ｚｉｃ３纯合突变体并经基因测
序验证。与对照组相比，ｚｉｃ３纯合突变体存在明显的出血表型，且质膜膜泡关联蛋白（ｐｌａｓｍａｌｅｍｍａ
ｖｅｓｉｃｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｌｖａｐ）基因与ｚｉｃ２基因的表达量明显升高（Ｐ＜０．０５），但杂合突变体未观察到
此表型。在杂合突变体中，后脑血管发育出现明显抑制，血管数量相比野生型降低６０％（Ｐ＜０．０５），存在
明显发育缺陷。同时非经典Ｗｎｔ信号通路基因（ｗｎｔ５ａ、ｗｎｔ７ｂａ、ｗｎｔ９ｂ）以及血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）通路基因（ｋｄｒｌ、ｖｅｇｆａｂ、ｅｐｈｒｌｎＢ２）表达量均明显上升（Ｐ＜０．０５）。结论　
在斑马鱼中ｚｉｃ３功能可被ｚｉｃ２进行代偿，ｚｉｃ３通过抑制 ｐｌｖａｐ的表达降低胚胎脑血管通透性，通过抑制
非经典Ｗｎｔ信号和ＶＥＧＦ信号通路调控胚胎脑血管发育。
　　［关键词］　 斑马鱼；锌指转录因子３；非经典Ｗｎｔ信号；血管内皮生长因子；脑血管发育
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　　近年来，研究发现一些常见神经疾病（如帕金森
病、阿尔茨海默病）的出现都伴随着血脑屏障的异

常［１］，此类疾病已严重影响患者的生活质量。因此，

对血脑屏障的相关机制研究可以为此类疾病的临床治

疗提供相应的理论支持。２０世纪初，科学家保罗发现
并命名了血脑屏障［２］。血脑屏障存在的作用主要是

为了维持大脑环境的稳态，在保证大脑必要的能量与

营养供应的同时，进行物质交换，并隔绝随血液循环的

代谢废物进入大脑。近年来，对血脑屏障的研究主要

集中在脑血管功能和结构的完整性上［３］。在血管发

育过程中，Ｗｎｔ信号以及血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）信号在血管发育过程
中扮演着极为重要的角色。Ｗｎｔ信号参与了血管内皮
细胞的增殖、血管芽生以及血管丛重塑、脉管系统成熟

等多个阶段来促进血管发生［４］。此外，ＶＥＧＦ是人们
健康与疾病期间血管发育和血液及淋巴管功能的主要

调节因子［５］。Ｗｎｔ信号也能够通过上调ＶＥＧＦ来刺激
血管生成［６］。

　　锌指转录因子３（Ｚｉｃ３）基因是Ｚｉｃ家族的一员，与
果蝇的Ｏｐａ基因同源。通过斑马鱼的整胚原位杂交
可以发现，ｚｉｃ３在斑马鱼前中脑以及斑马鱼中胚层高
表达［７］。同时，ｚｉｃ３基因也被证实参与了 Ｗｎｔ信号的
调控［８－９］。这提示了ｚｉｃ３很大可能地参与了斑马鱼早
期胚胎脑部血管的发育以及血脑屏障的形成。但到目

前为止，关于ｚｉｃ３以及非经典Ｗｎｔ信号通路对于脑部血
管发育的影响研究相对较少，我们认为这是一个非常值

得探究的问题。因此，本研究采用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术
在斑马鱼体内敲除 ｚｉｃ３基因，观察斑马鱼胚胎血管发
育，检测非经典Ｗｎｔ信号以及 ＶＥＧＦ信号通路基因的
表达，以揭示其中的关联，为临床应用提供理论指导。

１　材料与方法

１．１　实验动物的饲养与繁殖
　　使用ＡＢ品系斑马鱼（购自国家斑马鱼资源中心），
室温维持在２８．５～２９．５℃，使用ｐＨ和电导率测控仪维
持饲养系统，ｐＨ＝７．２～７．６，电导率５００～５５０μＳ／ｃｍ，
维持鱼房光暗比为１４ｈ∶１０ｈ。斑马鱼胚胎置于２８．５℃
恒温培养箱进行培养。

１．２　主要试剂及仪器
　　试剂：天根普通ＤＮＡ产物纯化试剂（ＤＰ２０４０２），
ｍＭＡＣＨＩＮＥ ＳＰ６ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ（ＡＭ１３４０，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
美国），ＲＮａｓｅｌｎｈｉｂｉｔｏｒ（Ｒｏｃｈｅ，瑞士，３３３５３９９００１），
ＨｉＳｃｒｉｂｅＴ７ Ｑｕｉｃｋ Ｈｉｇｈ Ｙｉｅｌｄ ＲＮＡ ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
（Ｅ２０５０Ｓ，ＮＥＢ，美国），ＢＭＰｕｒｐｌｅ（Ｒｏｃｈｅ，瑞士）。
　　仪器：显微注射器、ｐ９７微电极拉制仪（Ｓｈｕｔｔｅｒ，美
国），ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ，美国），体式显微镜、激光共聚
焦显微镜（ＬｅｉｃａＳＰ８，德国）。
１．３　方法
１．３．１　 ｚｉｃ３基因敲除 　 　 利用网站 （ｈｔｔｐ：／／
ｃｈｏｐｃｈｏｐ．ｃｂｕ．ｕｉｂ．ｎｏ／）设计 ｚｉｃ３ｇＲＮＡ靶位点及可测
序用的鉴定引物，选择位于斑马鱼ｚｉｃ３基因外显子上、
预测效率较高且 ＧＣ含量相对较高的靶位点序列，并
在靶位点前后２００～３００ｂｐ处设计相应测序引物。经
ＨｉＳｃｒｉｂｅＴ７ＱｕｉｃｋＨｉｇｈＹｉｅｌｄＲＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒
体外转录后，得到其 ｇＲＮＡ。同时，利用 ｓｐ６ＣＡＳ９质
粒，经ＮｏｔⅠ酶切线性化后，经ｍＭＡＣＨＩＮＥ ＳＰ６试剂
盒体外转录，得到 Ｃａｓ９ＲＮＡ。随后将两种 ＲＮＡ注射
进斑马鱼一细胞期胚胎的卵黄内且靠近细胞位置，持

续培养，取４８ｈｐｆ（ｈｏｕｒｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ）胚胎提取基因
组，每个胚胎单独提取。使用测序引物扩增后送测序

用以筛选突变体。
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１．３．２　基因组提取　　取整条胚胎或者剪成鱼的一
部分尾鳍，置于２００μＬＥＰ管内，吸去多余水分，加入
５０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ５０μＬ，９８℃，２０ｍｉｎ，加入１ｍｏｌ／Ｌ
的ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ＝８．０）５μＬ，振荡混匀，即得到基因组
ＤＮＡ。
１．３．３　荧光定量 ＰＣＲ检测　　用 ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）提取斑马鱼总 ＲＮＡ，将提取的总
ＲＮＡ用 ＴａＫａＲａ反转录试剂盒（ＲＲ０４７Ａ）按试剂盒说
明书进行反转录合成 ｃＤＮＡ。使用 ＴａＫａＲａ定量试剂
（ＲＲ８２０Ａ）进行定量 ＲＴＰＣＲ，扩增条件：①９５℃，
５ｍｉｎ；②９５℃，１０ｓ，６０℃，３０ｓ，４０个循环。熔解曲
线：每５ｓ升高０．５℃，从６５℃到９５℃。以ｇａｐｄｈ作
为内参基因，对相关基因进行相对表达量的定量分析。

１．３．４　原位杂交检测　　收集所需时间段的胚胎进
行原位杂交，每管约３０枚胚胎（２４ｈｐｆ以后的胚胎需
用含０．００４５％ＰＴＵ的培养水培养，以防止色素生成）。
使用４％ＰＦＡ固定胚胎，再用甲醇脱水，使用蛋白酶 Ｋ
消化通透，用Ｈｙｂ（－）杂交液于 ６５℃进行预杂交 ２～
３ｈ，在Ｈｙｂ（＋）加入 ｚｉｃ３反义 ｍＲＮＡ探针于 ６５℃过
夜。之后用不同浓度梯度的 ＳＳＣ液洗去多余的探针，
加入封闭液室温封闭 １ｈ后，使用地高辛抗体 ａｎｔｉ
ＤｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎＡＰＦａｂＦｒａｇｍｅｎｔｓ（Ｒｏｃｈｅ）溶液封闭过夜，
最后加入ＢＭＰｕｒｐｌｅ染液进行避光染色，染色完成后，
将胚胎移入新的ＥＰ管中，再经由４％的ＰＦＡ室温固定
后，加入９０％甘油于４℃储存或直接用于拍照观察。
１．３．５　激光共聚焦显微镜观察　　将斑马鱼胚胎使
用麻醉剂麻醉后，再用１％低熔点琼脂糖固定，并在琼

脂糖内摆放体位，置于激光共聚焦显微镜下拍照，观察

血管发育。

１．４　统计学分析
　　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６软件进行统计分析，数据
以 珋ｘ±ｓ表示，组间均数比较采用单因素方差分析结合
独立样本ｔ检验。对斑马鱼血管数以及斑马鱼出血进
行直接计数，荧光定量ＰＣＲ数据由 ＣＦＸＭａｎａｇｅｒ软件
系统采集。Ｐ＜０．０５认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　斑马鱼ｚｉｃ３突变体的构建
　　通过显微注射技术将 Ｃａｓ９ＲＮＡ和 ｚｉｃ３ｇＲＮＡ注
射至一细胞期的野生型斑马鱼胚内，并在４８ｈｐｆ后进
行测序。挑取若干胚胎单独提取基因组，鉴定该批次

是否存在突变，将存在突变的 Ｆ０代斑马鱼饲养长大，
并确定其突变类型。待性成熟后与野生型斑马鱼

（ＷＴ）杂交得到可遗传的 Ｆ１代斑马鱼突变体。经测
序得到有义突变且突变位点（图 １Ａ、Ｂ），该位点位于
一号外显子上，符合设计靶位点的预期位置。该突变

体序列与野生型相比较，原序列 ７个碱基被替换为
５个突变碱基，在数量上共减少了２个碱基，导致所编
码的氨基酸在第 １５５位开始产生移码突变，并在第
１９６氨基酸位置翻译被提前终止，导致该基因功能缺
失。后经Ｆ１自交繁殖得到 Ｆ２，并设计相关鉴定引物
进行基因型鉴定（图１Ｃ）。同时对６０ｈｐｆ斑马鱼野生
型胚胎进行整胚原位杂交，结果显示 ｚｉｃ３在脑部特异
表达（图１Ｄ）。
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图１　斑马鱼ｚｉｃ３突变体的构建与验证
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２．２　斑马鱼ｚｉｃ３基因缺失导致脑部出血
　　为了探究ｚｉｃ３基因的缺失对斑马鱼突早期脑部发育
的影响，对斑马鱼胚胎进行持续培养、观察，发现７２ｈｐｆ
时纯合突变体（ｚｉｃ３－／－）存在明显的出血表型（图２Ａ），
且纯合突变体的出血比例明显高于野生型（Ｐ＜０．０５，
图２Ｂ），而且杂合突变体（ｚｉｃ３＋／－）内也无明显出血。
ＲＴＰＣＲ检测结果显示：在纯合突变体胚胎中，质膜小泡
相关蛋白（Ｐｌｖａｐ）基因表达量明显升高（Ｐ＜０．０５，图
２Ｃ），质膜小泡相关蛋白在基底血管通透性内皮膜的形
成和维持中至关重要。这一结果表明纯合突变体出血

与跨膜运输的过度激活导致的血管通透性增加相关。

２．３　斑马鱼ｚｉｃ３基因部分缺失特异导致后脑血管缺失
　　由原位杂交结果可知，斑马鱼早期 ｚｉｃ３基因在脑

部血管高表达，因此将斑马鱼突变体（ｚｉｃ３－／－）与血管
转基因鱼 ＡＢ（Ｔｇｆｌｋ１∶ｇｆｐ）杂交，并将得到的 ｚｉｃ３＋／－

（Ｔｇｆｌｋ１∶ｇｆｐ）进行交配，得到同窝对照。于７２ｈｐｆ时
使用激光共聚焦显微镜拍照，并在拍照完成后取出胚

胎进行基因型鉴定。结果显示：与野生型相比，ｚｉｃ３－／－

后脑血管存在缺陷，血管减少２５％（Ｐ＜０．０５）。但ｚｉｃ３＋／－

的缺失现象最为严重，血管数量减少６０％（Ｐ＜０．０５），
且血管排列混乱，血管明显变细（图３）。这一现象可
能由血管发育异常引起的不完全充血所致。同时观察

躯干血管，各个基因型斑马鱼躯干血管排列整齐均匀，

均未发现异常（图３Ａ）。表明 ｚｉｃ３基因特异作用在斑
马鱼胚胎的脑血管引起发育异常。
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图２　斑马鱼野生型与ｚｉｃ３基因敲除突变体７２ｈｐｆ胚胎脑出血表型观察以及ｐｌｖａｐ基因表达量的检测
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图３　激光共聚焦显微镜观察７２ｈｐｆ各基因型斑马鱼后脑、躯干血管发育情况
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２．４　斑马鱼内 ｚｉｃ３基因缺失导致 Ｚｉｃ家族代偿机制
的出现

　　鉴于上述斑马鱼ｚｉｃ３杂合突变体血管缺失要比纯
合突变体严重，我们提出 Ｚｉｃ家族基因存在代偿机制
这一假说，且认为在 ｚｉｃ３基因功能缺失后会激活这一
代偿机制。首先，通过 ＲＴＰＣＲ来探究 Ｚｉｃ家族其他
基因在ｚｉｃ３突变体斑马鱼内的表达情况。结果发现：
与野生型相比，ｚｉｃ１和 ｚｉｃ２的基因表达量在杂合子突
变体的斑马鱼中无明显上调，但在纯合突变体中 ｚｉｃ２
表达量却明显上调（图４Ａ）。随后，在人源细胞系进行
ＺＩＣ３干扰实验，由于人脐静脉内皮细胞系（ＨＵＶＥＣ）内
的ＺＩＣ３自身表达量不足以被检测（表１），因此采用人
恶性多发性畸胎瘤（ＮＴＥＲＡ２）细胞系进行 ＺＩＣ３基因
的干扰实验，结果显示：在 ＺＩＣ３被干扰后，细胞内
ＺＩＣ２的表达量也明显上调（Ｐ＜０．０５），其中 ＺＩＣ１未被
检测到（图４Ｂ）。以上结果均显示 ｚｉｃ２基因对 ｚｉｃ３基
因具有代偿作用。通过 ＮＣＢＩ查找 ＺＩＣ３蛋白序列并
构建进化树比对，结果显示：Ｚｉｃ３在脊椎动物中均具有
较高的保守性（图４Ｃ）。

２．５　在 ｚｉｃ３杂合突变体斑马鱼中通过非经典 Ｗｎｔ信
号与ＶＥＧＦ信号通路的激活抑制血管发育

　　鉴于在ｚｉｃ３杂合突变体斑马鱼中具有更加明显的
血管异常表型，且能够排除在纯合突变体中 ｚｉｃ２代偿
ｚｉｃ３所带来的干扰。而且Ｗｎｔ信号通路以及ＶＥＧＦ信
号通路在血管发育中扮演着重要角色。因此，通过

ＲＴＰＣＲ验证在ｚｉｃ３杂合突变体中的血管缺失是否与
Ｗｎｔ信号通路以及ＶＥＧＦ信号通路相关。使用野生型
斑马鱼与ｚｉｃ３纯合突变体（ｚｉｃ３－／－）交配得到 ｚｉｃ３杂合
突变体（ｚｉｃ３＋／－），并以野生型胚胎作为对照，收集
７２ｈｐｆ的胚胎提取总 ＲＮＡ。结果显示：杂合突变体内
相较于野生型斑马鱼非经典 Ｗｎｔ信号通路 ｗｎｔ５ａ、
ｗｎｔ７ｂａ、ｗｎｔ９ｂ基因表达量均明显上调（Ｐ＜０．０５，图
５Ａ）。同时，与野生型斑马鱼相比，杂合突变体中ｋｄｒｌ、
ｖｅｇｆａｂ、ｅｐｈｒｌｎＢ２等ＶＥＧＦ信号通路基因表达量也明显
上调（Ｐ＜０．０５），ｖｅｇｆａａ表达量无明显变化（图 ５Ｂ）。
以上结果表明：在斑马鱼 ｚｉｃ３杂合突变体中通过激活
非经典Ｗｎｔ信号通路与ＶＥＧＦ信号通路从而抑制血管
发育。

!"#$ !"#%

!"

!"#&

#$%

!"#&

&'#

()*

()+

,)*

,)+

+)*

+

-
.
/
0

相
对
表
达
量

'()&'()% '()* '()+

1

2

(

,

+

-
.
/
0

相
对
表
达
量

3456748

'()&!9:

;

;

;

3

0 <

Ａ：斑马鱼ｚｉｃ３突变体内Ｚｉｃ家族基因相对表达量（ｎ＝３）　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＷＴ比较；Ｂ：ＮＴＥＲＡ２细胞系内

ＺＩＣ３被干扰后ＺＩＣ家族基因表达量的变化（ｎ＝３）　ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ比较；Ｃ：使用蛋白序列通过 ｍｅｇａ

构建ＺＩＣ３进化树

图４　ＲＴＰＣＲ验证Ｚｉｃ家族基因存在代偿机制
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表１　人脐静脉内皮细胞系（ＨＵＶＥＣ）ＲＮＡｓｅｑ未能检测出ＺＩＣ家族基因信号（取自ＲＮＡｓｅｑ部分数据）

基因号 ｓｉ１ ｓｉ２ ＮＣ１ ＮＣ２ 基因名 蛋白家族 蛋白家族注释

ＥＮＳＧ０００００１５２９７７ ４ ２ ０ ０ ＺＩＣ１ ｚｆＨ２Ｃ２＿２ Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｄｏｕｂｌｅｄｏｍａｉｎ．

ＥＮＳＧ０００００１５６９２５ ０ ０ ０ ０ ＺＩＣ３

ＥＮＳＧ００００００４３３５５ １ ０ ２ ３ ＺＩＣ２

ＥＮＳＧ０００００１７４９６３ ０ １ ０ ２ ＺＩＣ４
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＷＴ比较

图５　ＲＴＰＣＲ验证非经典Ｗｎｔ信号（Ａ）及ＶＥＧＦ信号通路（Ｂ）相关基因在７２ｈｐｆ胚胎中的表达　（ｎ＝３）

３　讨论

　　斑马鱼以其独特的优势一直是发育生物学研究中
经典的模式动物，在血管系统的研究中也做出了突出

贡献。与普通血管内皮细胞相比，血脑屏障中的脑血

管内皮细胞本身表现出极低的转胞吞作用，这一特点

与脑内皮细胞中囊泡的形成受到抑制密切相关［１０］。

对于脑血管内皮细胞而言，通透性的增强也是导致脑

出血的原因之一。质膜小泡相关蛋白（Ｐｌｖａｐ）在基底
血管通透性内皮膜的形成和维持中扮演者重要的角

色，并且与转胞吞作用相关［１１］。因此，在 ｚｉｃ３纯合突
变体中观察到的脑部出血以及 ｐｌｖａｐ基因的表达量增
加，提示ｚｉｃ３对ｐｌｖａｐ的抑制在维持血管较低的通透性
中发挥着重要作用。但由于高血压、脑血管畸形等多

种因素均可以引起脑出血［１２］，因此具体机制仍需进一

步探究。

　　据报道，Ｗｎｔ信号通路的激活会抑制血管的生成，
呈现负调控的趋势［１３］。而且 ＶＥＧＦ信号通路的对血
管发育的作用也呈现双面性，在某些病理条件下，

ＶＥＧＦ的表达量上调会导致血管生成受到抑制，因此
它不仅仅扮演促进血管生成的角色［１４－１５］。ＶＥＧＦ信号
通路主要包括 ＶＥＧＦ及其受体家族。Ｋｄｒｌ（ｋｉｎａｓｅ
ｉｎｓｅｒｔｄｏｍａｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｌｉｋｅ）又称 ｆｌｋ／ｖｅｇｆｒ２，是一种
ＶＥＧＦ的受体，并特异表达于血管内皮细胞。另外，
Ｅｐｈｒｉｎｓ家族是迄今所知的最大的生长因子受体家

族———受体酪氨酸激酶亚家族 Ｅｐｈ的配体，其中
ｅｐｈｒｉｎＢ２是血管发生的关键基因之一［１６］。本研究发

现ＶＥＧＦ信号通路的相关基因表达量升高，与近期的
报道结果一致。非经典 Ｗｎｔ信号途径的组成部分包
括平面细胞极性（ＰＣＰ）和 Ｗｎｔ／Ｃａ２＋途径，其中 Ｗｎｔ５、
Ｗｎｔ７、Ｗｎｔ９等均被报道在血管内皮细胞中表达［１７］。

据报道，Ｗｎｔ５ａ参与了神经发育以及细胞的迁徙［１８］，

而中枢神经系统（ＣＮＳ）内皮细胞内的 Ｗｎｔ７ａ／ｂ可以
和ＧＰＲ受体结合，调节斑马鱼血管生成和血脑屏障的
发育［１９］，此外，Ｗｎｔ９也参与了斑马鱼神经早期形
成［２０］，有趣的是，ｚｉｃ３也被报道参与了早期的神经发
育［２１］。本研究发现ｚｉｃ３缺失后，非经典Ｗｎｔ信号相关
基因表达明显增强。这可能提示ｚｉｃ３是通过非经典信
号通路调控神经系统，从而进一步调节ＶＥＧＦ信号，最
终调节血管发育。但其具体机制尚不清晰，仍需进一

步探究。

　　本研究使用 Ｃｒｉｓｐｒ／Ｃａｓ９技术在斑马鱼中成功敲
除ｚｉｃ３基因，且观察到 ｚｉｃ３的完全缺失会引起 ｚｉｃ２的
代偿性的高表达。ｚｉｃ２基因本身表达于斑马鱼前脑，
在中脑和后脑交界处也有少量表达［２２］，ｚｉｃ３基因则主
要表达与前脑和中脑位置。此外，ｚｉｃ２在肿瘤发生的
过程中往往会促进癌症的侵袭转移，因此，ｚｉｃ２在许多
癌症中均被认为是促癌因子［２３］，而这一过程中也同时

伴随着血管新生，提示 ｚｉｃ２可能也和血管新生有关。
ＭＡ等［２４］的报道显示：带有过早终止密码子（ｐｒｅｍａｔｕｒｅ

６３８１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｃｏｄｏｎｓ，ＰＴＣ）的 ｍＲＮＡ会激活代偿效应，
即ｚｉｃ３因突变导致 ｍＲＮＡ出现 ＰＴＣ，从而引起 ｚｉｃ２的
代偿。本研究观察到：ｚｉｃ３纯合突变体内的血管数量
与野生型相差不大，这意味着纯合突变体比杂合突变

体多出的这部分血管极可能是由代偿性的ｚｉｃ２所诱导
生成的，同时纯合突变体内的血管排列构像产生了一

定的缺陷。基于此，我们提出以下假说：ｚｉｃ３基因完全
缺失后，ｚｉｃ２由于代偿性高表达所引起的血管增生，很
大可能标志着斑马鱼脑部血管的发育进入了一种病理

性的进展。这一假说也能解释本研究仅在ｚｉｃ３纯合突
变体内观察到出血表型，而在 ｚｉｃ３杂合突变体内尽管
血管发育异常却未观察到出血。因此，我们认为这种

代偿性所产生的血管在功能上极大可能存在一定缺

陷，但具体相关机制有待进一步探究。上述研究表明：

ｚｉｃ３在保证斑马鱼胚胎脑部血管正常发育方面扮演着
至关重要的角色。

　　综上所述，本研究证明了ｚｉｃ３通过抑制ｐｌｖａｐ维持
脑血管的功能，通过抑制非经典 Ｗｎｔ信号以及 ＶＥＧＦ
信号维持血管正常发育，且 ｚｉｃ３的缺失会引起 ｚｉｃ２的
代偿机制出现。
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