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肌间刺缺失突变对斑马鱼胚胎发育过程中肌肉发育的影响 
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摘要: 为阐明肌间刺缺失对斑马鱼(Danio rerio)胚胎发育时期肌肉发育的影响, 采用 qRT-PCR 的方法, 检测分析了

斑马鱼不同肌间刺表型间 5 个肌肉特异性基因(mef2、myf5、myod、myog 和 sox6)在囊胚期(3 hpf, hours post 
fertilization)、原肠胚期 (6 hpf)、体节期(12 hpf)、咽囊期(24 hpf)和孵化期(72 hpf)5 个发育时期的表达情况, 对比

分析了肌间刺缺失对斑马鱼胚胎发育过程中肌肉发育特异性基因的时序表达差异和肌肉发育的影响, 以及对受精

率、孵化率和畸形率的影响。结果显示, 5 个特异性基因在肌间刺缺失突变型与野生型斑马鱼各发育时期的表达量

无显著性差异(P>0.05)。其中, myf5、myod 基因在原肠胚期表达量升高, 在体节期和咽囊期开始逐步下降; mef2、
myog 和 sox6 基因在囊胚期和原肠胚期表达量很低, 在体节期和咽囊期表达量迅速升高, 并在孵化期开始下降。此

外, 受精率、孵化率和畸形率的统计结果显示, 肌间刺突变型与野生型间亦无显著性差异(P>0.05)。综上, 推测肌

间刺的缺失对斑马鱼胚胎发育及胚胎发育过程中肌肉的发育没有影响。 
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肌间刺(intermuscular bones, Imbs)是硬骨鱼

类特有的、位于肌节间的一种骨骼。肌间刺的存

在对鱼肉制品的加工和鲜活鱼类的食用带来极大

的不便。中国养殖的大宗淡水鱼类如鲤、草鱼、

鲢、鳙和团头鲂等普遍含有肌间刺[1-5], 在一定程

度上制约着我国淡水水产养殖业的发展。因此 , 
为了应对产业发展需要, 选育少肌间刺或无肌间

刺鱼类新品种便成为研究的热点。 
吕耀平等[1]对低等真骨鱼类肌间刺的研究发

现, 肌间刺的发生、发育与鱼类的演化密切相关, 
自真骨鱼类出现开始, 肌间刺便以较简单的形态

存在于鱼体之中, 随着物种的演化, 肌间刺呈现

出由简单形态向复杂形态再向简单形态演化的趋

势。因此, 推测肌间刺是鱼类演化到一定阶段的

产物, 是一种痕迹器官。此外, 解剖学研究认为肌

间刺具有支撑肌肉和传导力量的作用, 肌纤维是

肌肉组织的主要组成部分, 也是力量传导的主要

载体[2, 6]。但是, 针对已有肌间刺的鱼类, 去除肌

间刺将对鱼类产生何种影响尚不可知; 肌间刺的

发生和发育是否和肌纤维的发育存在相关性, 或
者肌间刺的缺失是否影响肌肉的发育和生长亦未

可知。 
斑马鱼(Danio rerio)骨骼肌是由体节中的生

肌节细胞发育而来的, 首先体节中的生肌节细胞

分化形成骨骼肌前体细胞, 也称成肌细胞; 多个

成肌细胞融合成为合胞肌管, 此时的肌纤维细胞

退出细胞周期并开始表达肌肉特异性蛋白, 如肌

肉调节因子(myogenic regulatory factors, MRFs), 
最终形成成熟的骨骼肌纤维[7-8]。肌肉调节因子包

括 myod、myf5、myog 和 MRF4, 在肌细胞的分化

过程中不可或缺, 可将纤维原细胞、软骨细胞等

转变为成肌细胞[9-10]。研究表明, myod 和 myf5 的 
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表达是早期胚胎肌肉细胞系前体细胞的识别标志, 
当 myf5 和 myod 基因不能正常行使功能时, 小鼠

(Mus musculus)骨骼肌成肌细胞不能正常形成[11]。

在斑马鱼早期胚胎研究中也发现, myod 和 myf5 的

表达可诱导前体细胞向肌肉细胞的转变 [12-13]。

myog 在肌细胞的分化和成熟中起关键作用, myog
首先在斑马鱼发育的体节中表达, 随着体节的发

育成熟 , 其表达范围由中部体节向后部侧面延

伸 [14]。此外, 肌肉的发育还受肌肉调节因子的调

控, 如 mef2 (myocyte enhancer factor 2)基因家族。

mef2 家族基因可协助 MRFs 介导肌肉特异性基因

的表达, 在所有已知的肌肉细胞系中, myf5/myod
的表达均受到 mef2 基因家族的正向调控, 强化介

导肌肉分化基因的表达[15-16]。除此之外, 在小鼠

和鱼类的研究中发现转录因子 sox6 在胚胎发育中

能够促进快肌纤维基因的分化, 并抑制慢肌基因

的表达[17-18]。 
本研究以斑马鱼为研究对象, 采用基因敲除

和遗传筛选技术, 在前期获得了 1 个可稳定遗传

的斑马鱼肌间刺完全缺失突变系(图 1), 通过分析

肌肉发育特异性基因(myod、myf5、myog、mef2
和 sox6)表达, 以及受精率、孵化率和仔鱼畸形率

与野生型的差异, 评估肌间刺的缺失对胚胎发育

及肌肉发育的影响。 

1  材料与方法 

1.1  家系构建 
为了去除遗传背景带来的影响, 将已获得的

肌间刺完全缺失突变型斑马鱼与野生型个体杂交, 
构建 F2 代家系。F2 代家系自交可分别获得 25%
的野生型和突变型纯合个体 , 以及 50%杂合个

体。将筛选出的野生型个体和纯合突变个体分别

按雌雄比例为 1 : 1 配组构建 F3 家系, 通过基因

型和骨骼染色分析, 最终获得 14 个突变型家系和

13 个野生型家系, 突变型及野生型斑马鱼骨骼染

色结果见图 1。 
1.2  实验鱼的饲养与繁殖 

实验鱼饲养于斑马鱼养殖系统中, 养殖水温

27℃±1℃, 光周期 14 L : 10 D, 用丰年虫投喂。养

殖 3 个月后达到性成熟, 按雌雄比例为 1 : 1 配对

繁殖。产卵结束后立即统计产卵量、受精卵数。

将受精卵置于 28℃培养箱中孵化, 每天统计并清

理各家系的死卵。孵化完毕后, 计算孵化率和仔

鱼畸形率。实验家系每周繁殖 1 次, 共繁殖 4 次。

其中初产家系和孵化过程中因水霉等原因受精卵

死亡超过 10%的家系不计入统计结果。 
1.3  基因表达检测 

按照斑马鱼胚胎发育的分期[19], 并结合镜检

结果, 在受精后 3 hpf(囊胚期)、6 hpf(原肠胚期)、
12 hpf(体节期)、24 hpf(咽囊期)和 72 hpf(孵化期)5
个发育时期采集胚胎用于基因表达分析。突变型

与野生型分别随机选择 3 个家系, 每个家系随机

取发育正常的受精卵 50 粒, 用于总 RNA 的提取。

采用 Trizol 法提取(Invitrogen, USA)总 RNA, 采用

High Capacity cDNA Reverse Transcription kits 
(Roache, USA)合成 cDNA。 

采用 qRT-PCR 方法检测 5 个基因(myod、myf5、
myog、mef2 和 sox6)的表达水平, 扩增引物采用

Primer3 plus 设计(表 1)。采用 10 µL 反应体系进

行 qRT-PCR 实验, 包括: 5 µL 2×Luna Universal 
qPCR Master Mix(NEB, USA), 0.25 µL 10 µmol/L
的正向、反向引物, 1 µL 50 ng/µL cDNA, 3.5 µL 
nuclease-free水。扩增条件为: 95℃预变性 60 s; 之
后, 95℃变性 15 s, 60℃延伸 30 s, 循环 40 次。内

参基因为 gapdh。 
1.4  数据分析 

采用 2Ct 法来评估[20]5 个肌肉特异性基因

的表达水平, 采用 t 检验评估肌间刺缺失突变型

个体和野生型个体间 5 个基因在每个时期中的表

达水平和时序表达差异。受精率、孵化率和畸形

率采用单因素方差分析, 并结合 t 检验来评估。受

精率、孵化率和畸形率采用 95%显著性水平进行

分析。 

2  结果与分析 

2.1  产卵量、受精率、孵化率和畸形率统计 
共统计野生型 16 组数据, 肌间刺突变型 14

组数据(表 2)。其中野生型斑马鱼的平均受精率、

平均孵化率和平均仔鱼畸形率分别为 0.908± 
0.095、0.902±0.072 和 0.011±0.014; 肌间刺完全 
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图 1  斑马鱼骨骼染色 
a、d 分别为野生型(45 dph, days post hatch, 全长 17.77 mm)和肌间刺完全缺失突变型斑马鱼个体(52 dph, 全长 20.13 mm)全鱼 
骨骼染色; b、e 分别为野生型和突变型斑马鱼的背鳍前部骨骼染色; c、f 则分别为野生型和突变型斑马鱼的背鳍后部骨骼染色; 

与野生型相比, 突变型斑马鱼个体全身肌间刺已全部去除; 箭头指示肌间刺所在位置. 
Fig. 1  Skeleton-stain of zebrafish Danio rerio 

a, d: skeleton stained images of whole body of WT (wildtype) zebrafish (45 dph; total length, 17.77 mm) and Imbs completely deletion  
mutant (52 dph; total length, 20.13 mm) respectively; b, e: skeleton stained images of anterior part of dorsal fin of WT and  

mutant individuals, respectively; c, f: skeleton stained images of posterior part of dorsal fin of WT and mutant individuals, respec-
tively; compared to WT, all Imbs are disappeared in mutants (e, f); arrowheads indicate Imbs. 

 
表 1  肌肉特异性基因引物设计 

Tab. 1  Muscle-specific gene primers for qRT-PCR 

NCBI 登录号 
NCBI accession 

number 

基因 
gene 

序列(5−3) 
primer sequence 

NCBI 登录号 
NCBI accession 

number 

基因
gene

序列(5−3) 
primer sequence 

F: TCCGAGGACATGAGCCAGAT F: CTCTTTCCGTCTGTGCCTCT 
NM_001328013.1 myod 

R: GACGCCGTTTTGCCTGAATA 
NM_131301.2 mef2 

R: CCGAGGAAGAGAAAGCACCA 

F: AGAGACCTCAGGTTGGATTGC F: TCGTGTGGAAAAATGGGGATCA
NM_131006.1 myog 

R: TCCTCTAGTGATCAGGGCTCT 
NM_001123009.1 sox6 

R: ATCGCCAGACAACAGCAGCA 

F: GCGTCAAAGTTGTAGCTATTCCC F: ACCCGTGCTGCTTTCTTGAC 
NM_131576.1 myf5 

R: TACTACAGCCTGCCGATGGA 
NM_001115114.1 gapdh

R: GACCAGTTTGCCGCCTTCT 
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图 2  野生型与突变型斑马鱼受精率、孵化率和畸形率的比较 
采用 x ±SD 表示野生型和突变型斑马鱼的受精率、孵化率和仔鱼畸形率; 相同小写字母表示无显著差异(P>0.05). 

Fig. 2  Comparisons of fertility rate, hatching rate and abnormality rate between wildtype zebrafish and Imbs deficiency mutants 
Rates of fertility, hatching and abnormality were presented as x ±SD; the same small letter indicated no significant difference (P>0.05). 

 
表 2  野生型与肌间刺突变型斑马鱼繁殖数据统计 

Tab. 2  Summary of spawn data of wildtype zebrafish and intermuscular-bones deficiency mutant 

野生型 wild type 突变型 mutant 

家系 
family 

产卵量 
total eggs 

受精卵数 
fertilized eggs 

孵化仔鱼数 
total larvae 

畸形仔鱼数
abnormal 

larvae 

家系
family

产卵量 
total eggs 

受精卵数 
fertilized eggs 

孵化仔鱼数 
total larvae 

畸形仔鱼数
abnormal 

larvae 

1 218 213 154 3 1 170 164 144 3 
2 93 80 72 2 2 151 132 125 0 
3 163 159 141 0 3 283 263 244 11 
4 184 179 174 3 4 150 136 123 2 
5 267 262 252 4 5 174 170 165 6 
6 149 132 120 2 6 136 130 118 1 
7 196 131 116 0 7 141 135 133 2 
8 163 149 127 3 8 346 315 286 8 
9 163 153 124 0 9 160 154 132 1 

10 106 102 99 0 10 139 112 108 0 
11 103 96 79 0 11 186 181 175 0 
12 161 151 146 0 12 122 98 92 4 
13 132 93 84 4 13 224 207 198 2 
14 156 150 145 0 14 195 174 153 0 
15 222 218 205 0 15 241 223 213 6 

16 169 147 142 0   

 
缺失突变型斑马鱼的平均受精率、平均孵化率和

平均仔鱼畸形率分别为 0.917±0.055、0.930±0.039、
0.017±0.016。在受精率、孵化率和畸形率方面, 肌
间刺突变型与野生型斑马鱼无明显差异(P>0.05)。 
2.2  基因表达 

对 5 个肌肉特异性基因(myod、myf5、myog、
mef2 和 sox6)在斑马鱼胚胎发育不同阶段的表达

情况进行了分析, 如图 3 所示, 5 个基因在各时期

的表达情况均呈现出先升后降的趋势, 其中基因

myf5 和 myod 的表达水平在 12 hpf (体节期)明显

高于其他阶段, mef2、myog 和 sox6 在 3 hpf (囊胚 

期)和 6 hpf (原肠胚期)表达量很低, 在 12 hpf(体
节期)和 24 hpf(咽囊期)表达量最高, 随后降低。t
检验分析结果表明 5 个基因在突变型与野生型斑

马鱼在各发育阶段的表达水平无明显差异 (P> 
0.05)。 

3  讨论 

骨骼肌的系统发生可以分为 3 个阶段: 决定、

分化和成熟。中胚层细胞聚集形成体节, 体节中

的生肌节细胞转变为肌肉祖先细胞, 并形成增殖

的肌肉细胞系 ,  之后只有表达肌肉特异性因子 
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图 3  5 个肌肉特异性基因在胚胎发育不同时期的表达 
以 gadph 为内参基因, 采用 x ±SD 表示野生型和突变型斑马鱼 5 个特异性基因表达水平;  

不同小写字母表示差异极显著(P<0.001). 
Fig. 3  Expression of 5 muscle-specific genes in different embryonic development stages 

The genes expression were normalized by the expression of reference gene gapdh; data were expressed as 
x ±SD of 2Ct (n=3); different small letters indicate extremely significant differences (P<0.001). 

 
(如 MRFs)才能发育成为肌肉, 这一过程即为分

化 [21]。分化分为早期分化和晚期分化, myod 基因

家族在从退出细胞循环到细胞再生的早期和晚期

分化中均有参加[22]。其中, myf5 和 myod 在早期阶

段表达 , 在接近原肠胚形成末期时(70%~80%外

包), 慢肌的前体细胞―轴细胞中的 myf5 和 myod

被激活; 在体节形成和分化开始后, 两者的表达

量降低[13-14], 这与本研究的结论相一致。本研究

表明, myf5 和 myod 在囊胚期(3 hpf, 1K 细胞期)和
原肠中期(6 hpf, 50%外包期)的表达量很低, 在体

节期前期(12 hpf, 58 体节期)表达量跃升, 在体

节期末期和咽囊期初期开始下降, 但仍维持在一
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个较高的水平, 而到孵化期—仔鱼期(72 hpf)则下

降至原肠中期左右的水平。而 myog 则主要在晚

期分化中表达。研究发现, myog 首先在斑马鱼发

育中的体节细胞中表达, 并随着体节的成熟由体

节中部向后部侧面延伸。本研究发现, myog 基因

在体节期初期(12 hpf)到体节期结束(24 hpf)均有

较高的表达水平, 与已有文献结论一致[15]。作为

肌肉发育重要的调控因子之一, mef2 家族基因对

myf5/myod 基因的表达起着重要的正向调控作  
用[17]。本研究发现 mef2 基因的表达时序与 myog
相近, 在体节期(12 hpf 至 24 hpf)表达量跃升, 与
myod/myf5 基因的表达水平变化相吻合。此外 , 
sox6 基因在肌纤维后期(30 hpf 以后)的分化过程

发挥着重要作用, 其主要作用是促进快肌纤维的

分化, 并抑制慢肌纤维的分化[18]。本研究中 sox6
的基因表达结果显示, sox6 基因在体节期末期、咽

囊期初期(24 hpf)表达量跃升, 在肌纤维发育后期

的分化过程中发挥着重要作用。 
本研究结果显示, 肌间刺完全缺失突变与野

生型斑马鱼的肌肉发育特异性基因在不同发育时

期的表达水平并无二致; 此外, 与野生型斑马鱼

相比, 突变型斑马鱼在受精率、孵化率和仔鱼畸

形率方面的差异亦不显著。因此, 推测肌间刺的

缺失不影响斑马鱼正常的胚胎发育及肌肉的发育。 
近几年国内外期刊发表的关于肌间刺的研究

报道较少, 针对日本鳗鲡(Anguilla japonica)与斑

马鱼, 两种具有截然不同游泳方式的鱼类肌间刺

发育的报道, 为研究肌间刺的发生、发育提供了

新的研究方向 [23]; 除此之外 , 䱻关于唇 (Hemi-
barbus labeo)肌间刺发育中肌节同源基因 C 的作

用[24], 团头鲂(Megalobrama amblycephala)肌间刺

相关 microRNA 的作用、蛋白质组等[25-26]研究也

为肌间刺发育和形成机制的深入研究提供了基础

知识。本实验室致力于肌间刺发生发育的分子机

制及少肌间刺鱼类分子育种的研究, 通过遗传筛

选获得了斑马鱼肌间刺缺失突变系, 本文借助肌

间刺缺失突变系探讨了肌间刺缺失对早期胚胎发

育及胚胎发育过程中肌肉发育的影响, 证明了肌

间刺的缺失不会影响胚胎发育和肌肉发育, 为少

肌间刺鱼类分子育种的可行性提供了可靠的数据

支撑, 但是肌间刺的缺失是否会对其他生理学功

能以及鱼类行为产生影响, 仍需要大量的研究进

行论证。 
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Comparative analysis of embryonic muscle development in wildtype 
zebrafish and its intermuscular bone deficiency mutant 

YANG Jian1, 2, TONG Guangxiang2, ZHENG Xianhu2, SUN Zhipeng2, LYU Weihua2, SUN Xiaowen2, KUANG 
Youyi2 

1. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University, Shanghai 
201306, China; 

2. Heilongjiang River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin 150070, China 

Abstract: In order to explore the difference in embryonic muscle development between an intermuscular bone 
(Imb) deficiency mutant and wildtype zebrafish, we used a qRT-PCR method to analyze the expression of 5 mus-
cle-specific genes, including mef2, myf5, myod, myog, and sox6, in the development stages blastula (3 hpf, hours 
post fertilization), gastrula (6 hpf), segmentation (12 hpf), pharyngula (24 hpf), and hatching period (72 hpf), and 
discussed the impact of Imb’s deficiency on muscle development during embryonic development. Furthermore, the 
differences in fertilization rate, hatching, and abnormal rate of larvae were assessed. The results showed that the 
expression of genes myf5 and myod were elevated in the gastrula stage, and downregulated in the segmentation and 
pharyngula stages; the expression levels of mef2, myog, and sox6 in the blastula and gastrula stages were ex-
tremely low, and were upregulated significantly in the segmentation and pharyngula stages before being down-
regulated in the hatching period. The results also showed that there were no significant differences in 5 mus-
cle-specific genes’ expression between the wildtype zebrafish and its Imb deficiency mutant. Additionally, no sig-
nificant difference in fertilization rate, hatching, and abnormal rate occurred between the two Imb phenotypes. In 
summary, the deletion of Imb do not impact muscle development or the survival of embryos during embryonic 
development of zebrafish. 
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