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ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术敲除斑马鱼ｃｄｃ４２基因对骨软骨发育的影响
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　　［摘要］　目的　利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术敲除斑马鱼 ｃｄｃ４２基因，探讨其对早期骨软骨发育的影
响。方法　通过多序列比对分析ｃｄｃ４２的种属保守性，设计ｃｄｃ４２基因的 ｇＲＮＡ，利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技
术构建ｃｄｃ４２敲除的斑马鱼突变体。应用整胚原位杂交检测 ｃｄｃ４２的表达模式，繁殖并利用转基因标
记鱼系Ｔｇ（ｃｏｌ２ａ１ａ：ＧＦＰ）观察软骨发育表型，并通过茜素红染色观察椎体矿化。结果　多序列比对分
析显示ｃｄｃ４２在人、小鼠和斑马鱼中高度保守，原位杂交结果显示ｃｄｃ４２在斑马鱼头颅及身体中广泛表
达，包括下颌软骨区域。成功设计 ｃｄｃ４２的 ｇＲＮＡ并利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术构建了 ｃｄｃ４２基因敲除的
斑马鱼突变体。ｃｄｃ４２突变体在受精后第３天表现出体长短小（Ｐ＜０．０１）和头颅发育迟缓，头部和眼睛
小（Ｐ＜０．０１），以及下颌发育凹陷。Ｔｇ（ｃｏｌ２ａ１ａ：ＧＦＰ）斑马鱼显示突变体梅克尔软骨和角舌软骨细胞形
态异常，软骨细胞排列紊乱，其角舌软骨夹角增大、长度缩短（Ｐ＜０．０１）。纯合突变体在受精后１０～１３ｄ
死亡。茜素红染色结果提示突变体椎体矿化数量减少以及软骨内骨化面积减少（Ｐ＜０．０１）。结论　通
过ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术成功敲除了斑马鱼 ｃｄｃ４２基因，导致下颌软骨发育迟缓、椎体矿化延迟以及软骨
内成骨减少。

　　［关键词］　ｃｄｃ４２；复发性多软骨炎；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９；骨软骨发育
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　　复发性多软骨炎（ｒｅｌａｐｓｉｎｇｐｏｌｙｃｈｏｎｄｒｉｔｉｓ，ＲＰ）是
一种复杂的免疫介导的全身性疾病，对全身的软骨组

织有影响［１］，但其确切的病因和发病机制仍不清楚，

部分原因是该病的罕见性和异质性［２］。目前文献中

至少描述了 ３９例细胞分裂周期蛋白 ４２（ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎ
ｃｙｃｌｅ４２，ＣＤＣ４２）突变的患者，多数致病性 ＣＤＣ４２突
变显示出蛋白功能被破坏［３－４］。ＣＤＣ４２属于Ｒｈｏ家族
的三磷酸鸟苷（ｇｕａｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＧＴＰ）酶，在多
种关键细胞功能中起着关键作用，如肌动蛋白细胞骨

架的重排、细胞极性、细胞运动、囊泡运输、细胞周期调

节、转录激活和迁移［５］。研究发现，ＣＤＣ４２在调节信
号转导通路之间具有重要作用，比如 ＣＤＣ４２通过
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ调节早期牙细胞的牙源性分化和增
殖［６］，在甲状腺癌中通过ＰＴＥＮ／ＡＫＴ通路影响细胞的
增殖及迁移［７］。体外生物学研究发现其在软骨细胞

的增殖、肥大和凋亡中起着重要作用［８］，但体内生物

学研究中敲除 Ｃｄｃ４２会导致小鼠胚胎的早期死亡
（Ｅ７．５）［９］。现有研究表明，Ｃｄｃ４２对软骨内成骨至关
重要［１０］，但目前尚缺乏对 ｃｄｃ４２在骨软骨早期发育阶
段的研究。斑马鱼因其产卵量大、胚胎透明而在研究

中受到青睐，其胎胎在受精后可从１细胞期开始观察
表型，且在受精后 ２４ｈ内胚胎发育至可观察的形
态［１１］。因此，本研究利用斑马鱼研究 ｃｄｃ４２在早期发
育过程中对骨软骨发育的影响，为 ｃｄｃ４２在早期骨软
骨发育的研究提供实验支撑。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　野生型斑马鱼（ＡＢ品系）和软
骨标记的转基因斑马鱼Ｔｇ（ｃｏｌ２ａ１ａ：ＧＦＰ）被饲养在上
海海圣斑马鱼养殖系统中，保持恒温（２７～２８℃）和
１４∶１０的光暗周期。所有斑马鱼鱼系按照标准规程饲
养和维护，胚胎在养殖水中孵育，早期发育阶段在

２８．５℃的恒温孵箱中孵化。

１．１．２　主要试剂　　ＰＲＩＭＥＳＴＲ酶、ＲＴａｑ酶、ＰＳＢＴ
购自日本ＴａＫａＲａ公司，ＤＮＡ快速提纯试剂盒购自中
国ＴＩＡＮＧＥＮ公司，ＲＮＡ快速提纯试剂盒、Ｃａｓ９蛋白
购自美国ＮＥＢ公司，茜素红粉末、蛋白酶 Ｋ购自中国
上海生工公司，琼脂糖购自中国索莱宝公司，地高辛标

记的ＮＴＰ、抗地高辛抗体、转录试剂盒购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ
公司，ｂｌｏｃｋｉｎｇ封闭液、ＳＳＣＴ溶液、ＭＡＢＴ溶液、４％ＰＦＡ
溶液、３％Ｈ２Ｏ２／１％ＫＯＨ溶液、甘油、ＮＢＴ／ＢＣＩＰ、低熔
点琼脂糖粉末购自中国碧云天公司。

１．１．３　主要仪器　　显微注射仪器购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司，Ｐ９７微电极拉针仪购自北京美亚先科技
有限公司，ＰＣＲ仪器、琼脂糖凝胶电泳仪器、凝胶成像
仪器购买自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，荧光体式显微镜购买
自德国Ｌｅｉｃａ公司。
１．２　方法
１．２．１　序列比对分析　　使用 ＣｌｕｓｔａｌＷ软件进行多
重序列比对分析。从 Ｅｎｓｅｍｂｌｅ基因库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ／）中下载人类 ＥＮＳＴ０００００６５６８２５．１、小鼠
ＥＮＳＭＵＳＴ００００００５１４７７．１３和斑马鱼 ＥＮＳＤＡＲＴ０００００
１５５７４６．３的蛋白质氨基酸序列进行比对。相同氨基
酸序列用灰度标尺标记。

１．２．２　整胚原位杂交　　设计并合成针对斑马鱼基
因ｃｄｃ４２表达的 ｍＲＮＡ的反义探针进行整胚原位杂
交。探针引物序列正义链为：５′ＧＡＴＧＡＧＧＣＧＡＴＴＴＴ
ＧＧＣＡＧＣ３′，反 义 链 为：５′ＣＣＧＡＧＣＧＡＣＧＣＡＴＴＡＧ
ＡＡＣＡ３′。原位杂交方法如前所述：收集胚胎固定后
在－２０℃保存于甲醇中。ＰＢＳＴ复水后使用蛋白酶 Ｋ
消化，再次固定后使用地高辛标记的反义探针在

６８．５℃的杂交缓冲液中进行过夜。使用 ＳＳＣＴ和
ＭＡＢＴ溶液进行洗涤，用 ｂｌｏｃｋｉｎｇ溶液进行封闭，然后
使用抗地高辛抗体在 ４℃孵育过夜。将胚胎浸泡在
ＮＢＴ／ＢＣＩＰ中并置于３７℃恒温箱中显色 ０．５ｈ，使用
ＰＢＳＴ快速漂洗终止反应。将标本转移到 ８０％甘油／
２０％ＰＢＳＴ中，待其透明后进行拍照。
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１．２．３　使用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术生成ｃｄｃ４２的Ｆ０代突
变体

１．２．３．１　ｇＲＮＡ的设计及合成　　使用靶点预测网
站（ＣＲＩＳＰＯＲ．ｔｅｆｏｒ．ｎｅｔ），针对每一个编码的外显子序
列进行单独预测分析，以 ＧＧ或 ＧＣ开头的２０个碱基
的序列进行评估，最终在斑马鱼的２号、３号和５号外
显子上共设计了４个靶点。采用 ＰＣＲ产物体外转录
的方法合成ｇＲＮＡ，在设计靶点的前方加上 Ｔ７启动子
序列５′ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡ３′来识别碱基ＧＧ，或
加上ＳＰ６启动子序列５′ＡＴＴＴＡＧＧＴＧＡＣＡＣＴＡＴＡ３′识
别碱基 ＧＡ；并在靶点尾部添加骨架序列 ５′ＧＴＴＴＴ
ＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ３′以构成 ＰＣＲ反应的正向引
物，设计制备 ｇＲＮＡ体外转录模板引物序列（表 １）。
使用ＰＲＩＭＥＳＴＲ酶进行ＰＣＲ扩增。使用ＤＮＡ快速提
纯试剂盒提纯，使用转录试剂盒获得ｇＲＮＡ。

表１　ｃｄｃ４２ｇＲＮＡ靶位点引物设计序列

靶位点 序列（５′→３′）
Ｔ１ ＧＧＧＧＡＡＴＴＴＡＴＴＡＧＴＴＧＴＡＴ
Ｔ２ ＧＧＴＧＧＴＧＡＧＣＣＧＴＡＣＡＣＣＣＴ
Ｔ３ ＧＡＡＡＣＣＣＡＴＣＡＣＴＣＣＡＧＡＧＡ
Ｔ４ ＧＡＡＡＣＣＣＡＴＣＡＣＴＣＣＡＧＡＧＡ

反向通用引物

ＡＡＡＡＧＣＡＣＣＧＡＣＴＣＧＧＴＧＣＣＡＣＴＴＴＴＴＣＡ
ＡＧＴＴＧＡＴＡＡＣＧＧＡＣＡＧＣＣＴＴＡＴＴＴＴＡＡＣＴ
ＴＧＣＴＡＴＴＴＣＴＡＧＣＴＣＴＡＡＡＡＣ

１．２．３．２　ｇＲＮＡ／Ｃａｓ９酶混合体系的显微注射　　将
有效的 ｇＲＮＡ和 Ｃａｓ９蛋白混合物显微注射入野生型
斑马鱼受精后单细胞期胚胎动物极中，每个 ｇＲＮＡ靶
点注射２００枚斑马鱼单细胞期受精卵，每枚胚胎注射
１～２ｎＬ的混合物，即为Ｆ０代突变体。
１．２．４　斑马鱼突变体的鉴定　　取Ｆ０代受精后４８～
６０ｈ的存活胚胎 １０枚，提取胚胎基因组 ＤＮＡ作为
ＰＣＲ的ＤＮＡ模板，针对靶点区域设计相应的鉴定引
物进行ＰＣＲ扩增反应（表２），利用Ｓａｎｇｅｒ测序鉴定敲
除情况。鉴定 Ｆ１幼鱼基因型：取 １个月左右的斑马
鱼，剪少量尾鳍或拔除部分鱼鳞获取基因组ＤＮＡ并进
行ＰＣＲ扩增，利用 Ｓａｎｇｅｒ测序鉴定每条鱼的突变类
型；称取１．５ｇ琼脂糖粉末溶解于１００ｍＬ蒸馏水中配
置１．５％琼脂糖凝胶，吸取 ２μＬＰＣＲ原液于凝胶孔
中，并使用琼脂糖凝胶电泳仪进行 ２０ｍｉｎ电泳，使用
凝胶成像仪显影鉴定突变类型。

１．２．５　茜素红染色　　收集受精后第１１天的斑马鱼
胚胎，用４％ＰＦＡ溶液固定过夜。随后使用３％Ｈ２Ｏ２／
１％ＫＯＨ溶液漂白去除色素，再用配置的 ０．１％茜素
红／１％ＫＯＨ溶液进行染色 ２０～３０ｍｉｎ。之后用 ＰＢＳＴ

清洗５次，最后保存在甘油中进行拍照观察。
１．２．６　软骨发育表型观察　　繁殖绿色（ＧＦＰ）荧光
标记软骨的突变体鱼系 Ｔｇ（ｃｏｌ２ａ１ａ：ＧＦＰ），以观察软
骨发育表型。幼鱼经三卡因麻醉后，使用 １％低熔点
琼脂糖固定在共聚焦皿中，利用 Ｌｅｉｃａ荧光体式显微
镜成像观察软骨发育表型的不同时间点。

表２　ｃｄｃ４２ｇＲＮＡ鉴定引物序列

靶位点 引物序列（５′→３′）

ｇＲＮＡ１ 上游：ＣＣＴＧＧＡＡＧＡＧＡＡＧＣＧＡＡＴＡＣＴＧＴＡＡＣ

下游：ＴＧＣＡＧＡＴＣＴＴＧＡＡＴＧＡＧＡＧＣＡＧＴＧ

ｇＲＮＡ２ 上游：ＧＴＣＡＴＧＣＣＡＴＧＡＣＣＴＧＴＣＴＣＧ

下游：ＣＣＣＡＴＣＡＧＣＡＴＡＴＧＡＡＣＴＣＣＡＣＣ

ｇＲＮＡ３、４ 上游：ＧＡＧＡＴＣＡＣＣＣＡＣＣＡＣＴＧＴＣＣ

下游：ＴＧＡＴＡＡＡＴＧＡＣＣＡＡＣＴＡＧＡＧＡＧＧＣＡＧ

１．３　统计学分析　　每个实验至少重复 ３次，采用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件进行分析，计量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，两组间比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异
具有统计学意义。

２　结果

２．１　斑马鱼ｃｄｃ４２基因在多个物种间高度保守
　　为了明确 ｃｄｃ４２基因在物种间的保守性，对人
（１９１ａａ）、小鼠（１９１ａａ）和斑马鱼（１９１ａａ）的ｃｄｃ４２基因
翻译的氨基酸序列进行了多重序列比对，相同的氨基

酸残基使用阴影标记，结果显示：斑马鱼ｃｄｃ４２基因的
氨基酸序列在小鼠和人类之间的同源性高达

９８．９５％。只有２个位置上的氨基酸不同，分别为１８５
号位和１８７号位置。人和小鼠的丝氨酸在斑马鱼中变
成赖氨酸，而人和小鼠的精氨酸在斑马鱼中也变成了

赖氨酸（图 １）。因此，斑马鱼 ｃｄｃ４２基因在多个物种
间高度保守，并且可能具有相同或相似的生物学效应。

图１　斑马鱼ｃｄｃ４２基因在多个物种间高度保守
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２．２　ｃｄｃ４２的表达模式和ｃｄｃ４２突变体测序分析
　　为了探究ｃｄｃ４２在体内的功能，使用野生型（ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ，ＷＴ）斑马鱼胚胎进行整胚原位杂交。结果显示：
ｃｄｃ４２在受精后第２４小时广泛分布于眼睛、脑组织和
体节（图２Ａ）。随着时间的推移，其在头颅区域的表
达逐渐增加，覆盖下颌软骨区域（图 ２Ｂ、Ｃ）。在胚胎
受精后第７２小时，ｃｄｃ４２在头颅及身体中的表达下降
（图２Ｄ），但在下颌软骨区域的下颌弓和分支弓仍能
检测到其表达（图２Ｅ）。在斑马鱼的３个外显子（Ｅ２、
Ｅ３、Ｅ５）中设计了 ４个 ｇＲＮＡ靶点（图 ２Ｆ），并使用
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术在斑马鱼体内敲除 ｃｄｃ４２基因。
Ｓａｎｇｅｒ测序结果显示，５号外显子存在 ７个碱基的缺
失突变，导致基因组出现框移突变，并在编码的第

１４６个氨基酸精氨酸（Ａｒｇ）处提前形成终止密码子
（图２Ｇ）。设计针对靶点的 ＰＣＲ引物序列，通过裂解
基因组ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，并通过琼脂糖凝胶电泳
验证突变（图２Ｈ）。

２．３　ｃｄｃ４２斑马鱼突变体下颌软骨发育迟缓
　　为了明确 ｃｄｃ４２斑马鱼突变体早期发育的表型，
对比观察纯合突变体 ＷＴ胚胎的形态发育。结果发
现，在胚胎受精后第３天，斑马鱼突变体发育延迟，相
较于同期ＷＴ发育晚 １２～２４ｈ，表现出明显的下颌凹
陷发育迟缓（图３Ａ）。在胚胎受精后第６天，突变体无
法形成鱼鳔，且下颌软骨依然存在发育凹陷（图３Ｂ）。
对受精后第 ３天的斑马鱼胚胎各项数据统计结果显
示，突变体相较于 ＷＴ，体长短小（Ｐ＜０．０１，图３Ｃ）、眼
睛缩小（Ｐ＜０．０１，图３Ｄ）、头颅变小（Ｐ＜０．０１，图３Ｅ）。
然而，斑马鱼突变体在存活到受精后第１０～１３天后便
发生死亡。

２．４　ｃｄｃ４２斑马鱼突变体出现软骨发育异常
　　为了探究突变体早期软骨发育情况，通过 Ｌｅｉｃａ
荧光体式显微镜观察荧光标记软骨的 Ｔｇ（ｃｏｌ２ａ１ａ：
ＧＦＰ）斑马鱼突变体。连续对比观察结果显示，在受精
后第３天和第５天，ＷＴ斑马鱼的下颌软骨（梅克尔软
骨和角舌软骨）呈现规则的形状发育，软骨细胞大小
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Ａ～Ｄ：斑马鱼ｃｄｃ４２的反义探针在ＷＴ斑马鱼胚胎受精后第２４、４８、６０、７２小时的整胚原位杂交检测结果　ｈｐｆ：受精后小时数；
Ｅ：Ｄ图头颅区域腹侧视图直接放大视图；Ｆ：ｃｄｃ４２突变靶点的设计位置　Ｔ３靶点为突变位点；Ｇ：野生型和 ｃｄｃ４２等位基因突
变的Ｓａｎｇｅｒ测序结果；Ｈ：ｃｄｃ４２突变后基因组ＰＣＲ跑胶结果鉴定图

图２　ｃｄｃ４２的表达模式和使用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术构建ｃｄｃ４２斑马鱼突变体的等位基因鉴定
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均匀，角舌软骨排列呈现直线。而在突变体胚胎在受

精后第３天梅克尔软骨和角舌软骨出现发育异常，角
舌软骨形态不规则。继续观察至受精后第５天，结果
显示其下颌软骨荧光表现异常，梅克尔软骨细胞数量

异常，软骨细胞多层排列，大小不一且排列紊乱；角舌

软骨细胞形态异常、排列紊乱，角舌软骨向内凹陷

（图４Ａ）。突变体的角舌软骨夹角增大（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ），
角舌软骨长度缩短（Ｐ＜０．０１，图４Ｃ）。
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图３　ｃｄｃ４２斑马鱼突变体下颌软骨发育迟缓
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图４　ｃｄｃ４２斑马鱼突变体下颌软骨发育异常
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Ａ、Ｂ：ｃｄｃ４２突变体和ＷＴ胚胎在受精后第１１天的茜素红染色侧面和腹侧颅面视图　ｃｄｃ４２－／－：ｃｄｃ４２纯合突变体；Ｃ：椎体矿化
数量的统计分析结果；Ｄ：梅克尔软骨矿化面积的统计分析结果；Ｅ：筛盖骨矿化面积的统计分析结果

图５　ｃｄｃ４２斑马鱼突变体影响椎体矿化和软骨内成骨　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．５　ｃｄｃ４２敲除影响斑马鱼椎体矿化和软骨内成骨
　　为了研究 ｃｄｃ４２对成骨发育的影响，通过茜素红
染色进行观察。结果显示，在受精后第１１天，斑马鱼
突变体的椎体矿化数量明显比ＷＴ斑马鱼少（Ｐ＜０．０１，
图５Ａ、Ｃ）；胚胎的腹侧颅面视图显示：突变体的梅克
尔软骨矿化面积更小（Ｐ＜０．０１，图５Ｂ、Ｄ），但参与膜内
成骨的筛盖骨矿化面积在二者间差异无统计学意义

（图５Ｅ）。

３　讨论

　　近年来，由于与人类基因高度同源，斑马鱼被广泛
应用于各个研究领域。斑马鱼具有产卵量大且胚胎期

透明的生物学优势，已成为表征表型的理想工具。同

时，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术在斑马鱼中的广泛应
用，通过敲除斑马鱼基因进行表型分析，为了解人类同

源基因在体内的生物学作用奠定了基础［１２］。本研究

利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术构建了 ｃｄｃ４２基因敲除的斑

马鱼模型，以研究其对早期骨软骨发育的影响。研究

发现，ｃｄｃ４２斑马鱼突变体在早期阶段出现下颌发育
迟缓，相较于同期的 ＷＴ斑马鱼延迟约 １２～２４ｈ。通
过Ｔｇ（ｃｏｌ２ａ１ａ：ＧＦＰ）斑马鱼的荧光观察，发现突变体
的梅克尔软骨和角舌软骨中的软骨细胞大小不一、排

列紊乱。茜素红染色结果显示，斑马鱼突变体的椎骨

矿化减少，并影响软骨内成骨。

　　据报道，ＣＤＣ４２突变导致的身材矮小、头面部轻
微畸形（圆脸扁平、睑裂轻度上翘、鼻尖宽）以及耳廓

炎症被认为是ＲＰ的诊断特征。然而对 ＲＰ的病理生
理机制尚不完全了解。因此，对 ＲＰ的快速诊断和有
效治疗依然面临着巨大挑战。病例报告显示，ＭＲＩ对
儿童ＲＰ早期诊断具有参考价值，但仅限于骨膜和软
骨骨骺的异常高信号表现［１３］。此外，随着第２代测序
技术的应用，与人类疾病相关基因的鉴定率显著提高。

特别是外显子组测序已成为揭示孟德尔疾病分子基础

的有效策略，尤其适用于罕见临床表现或无法统一临

０９４２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



床诊断的个体［１４］。本研究发现，ｃｄｃ４２斑马鱼突变体
表现出体长短小的特征，这与人类 ＲＰ患者的表型一
致。此发现进一步支持了 ＣＤＣ４２在 ＲＰ发病机制中
的重要作用。许多患有巨细胞减少症、智力生长迟缓

和面部特征畸形的患者也发现了 ＣＤＣ４２的突变［４］。

本研究结果显示，与同时期 ＷＴ斑马鱼相比，ｃｄｃ４２斑
马鱼突变体的脑组织和眼睛发育较小，结合原位杂交

结果显示其在脑组织中的表达，表明 ｃｄｃ４２可能影响
神经系统发育，这与 ＲＰ患者智力生长减退的表现具
有一定的联系。此外，之前的研究中，敲除小鼠颅神经

嵴中的Ｃｄｃ４２会影响Ｉｈｈ和 Ｂｍｐ信号通路，导致颅骨
成骨的发育异常［１５］。本实验结果也显示出突变体斑

马鱼头颅变小、发育异常。尽管斑马鱼没有四肢和长

骨，但其角舌软骨类似哺乳动物，具有相同的骨骺和生

长板［１６］。为了检测突变体斑马鱼的软骨发育，本研究

繁殖并使用荧光标记软骨Ｔｇ（ｃｏｌ２ａ１ａ：ＧＦＰ）的斑马鱼
突变体进行观察。结果显示，突变体幼鱼早期存活阶

段出现软骨发育异常，包括软骨细胞排列紊乱和形态

异常，特别是角舌软骨形状不规则、角舌软骨夹角增

大、长度缩小。既往的研究表明，过表达 Ｒａｃ１和
Ｃｄｃ４２会增加软骨细胞凋亡和肥大分化的风险［１７］，另

有研究发现，敲除小鼠中的 Ｃｄｃ４２基因会减少软骨细
胞的分化及凋亡［１８］，因此，本研究推测，ｃｄｃ４２缺失可
能导致软骨细胞程序性死亡和细胞增殖的异常。本研

究动态展示了ｃｄｃ４２对软骨早期发育过程的持续影响
与小鼠中所表现的结果有所不同。此外，Ｃｄｃ４２不仅
影响软骨发育，还对成骨过程有作用。斑马鱼的椎体

形成无需经过软骨中间体，而是直接矿化形成［１９］。经

典的Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ在调成骨方面具有重要作用［２０］。

本研究发现，突变体的椎体矿化减少，可能是因为

ｃｄｃ４２敲低下调了 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号。同时，本研究
还发现，突变体存在软骨内成骨异常，这可能与软骨发

育异常或缺陷有关。

　　综上所述，ｃｄｃ４２在骨软骨早期的发育中至关重
要。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术的敲除可以产生稳定的突变表
型，为ｃｄｃ４２在软骨早期发育阶段提供了可靠的实验
支持。
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