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斑马鱼3号染色体血红蛋白基因敲除对心血管发育的影响
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［摘 要］ 目的：研究斑马鱼3号染色体血红蛋白基因敲除后心血管发育的差异及可能的机制。方法：利用CRISPR/Cas9敲
除斑马鱼3号染色体血红蛋白基因hbba2到hbae3片段，获得杂合突变体斑马鱼（Hb+/-）。检测Hb+/-与野生型斑马鱼（WT）受精

卵的血红蛋白含量及分布，观察血管的发育，统计两者5月龄红细胞数量，并采用成年斑马鱼心脏转录组测序分析，qRT⁃PCR
进行验证。结果：Hb+/-胚胎血红蛋白含量明显减少，且在受精后50 h的胚胎中异位分布。Hb+/-腹部主血管与共同基静脉相对

WT发育迟缓，肠下静脉发育更快，尾部节间血管增生；而Hb+/-和WT成鱼红细胞数量的差异无统计学意义（P > 0.05）。对成年

斑马鱼心脏转录组分析发现，血红蛋白水平降低导致nos2b、cybb上调，hif3a下调，并激活了线粒体的代偿保护机制。结论：血

红蛋白基因敲除影响了胚胎时期斑马鱼的血红蛋白水平和血管发育，通过调控基因表达和线粒体的补偿机制可维持成鱼的正

常生理活动。
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［Abstract］ Objective：To investigate the differences of cardiovascular development in zebrafish after knockout of the hemoglobin
gene on chromosome 3 and the underlying mechanism. Methods：We used CRISPR/Cas9 technology to knock out the fragment from
hbba2 to hbae3 of the zebrafish hemoglobin gene on chromosome 3 to obtain heterozygous zebrafish（Hb+/-）. The hemoglobin content
and distribution of Hb+/- and wild⁃type zebrafish（WT）fertilized eggs were detected，the development of blood vessels was observed，
and the number of 5⁃month⁃old erythrocytes of both were counted. The transcriptome of the heart of adult zebrafishes were analyzed by
sequencing and validated by qRT⁃PCR. Results：A significantly reduced hemoglobin content in Hb+/- embryos and ectopic in 50 hpf
embryos was detected. Compared with WT，Hb+/- had a retarded development of abdominal major vessels and common cardinal veins in
the abdomen，a more rapid development of the subintestinal veins，and hyperplasia of the caudal intersegmental vessels. There was no
significant difference in erythrocytes between Hb +/- and adult WT（P > 0.05）. Transcriptome analysis of the heart of adult zebrafish
revealed that the decreased hemoglobin levels led to the up⁃regulation of nos2b and cybb，down⁃regulation of hif3a，and activation of
compensatory protective mechanisms in mitochondria. Conclusion：Hemoglobin gene knockout affects hemoglobin levels and vascular
development in embryonic zebrafish，and the normal physiological activity of adult fish can be maintained by regulating gene
expression and mitochondrial compensation mechanism.
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心血管疾病（cardiovascular disease，CVD）的患

病率近年来逐步提升，已经成为我国重大公共卫生

问题，每年有2/5的死亡可归因于CVD［1］。除此之外，

CVD的治疗费用也十分高昂，并且仍在不断增长［2-3］。

因此，CVD的影响因素和治疗方法都需要深入研

究。红细胞是运输氧气的载体，血红蛋白在机体内

发挥着重要的作用，虽然血红蛋白水平和CVD之间

的关系仍不明确，但是它与携氧量、血流量及某些炎

症过程相关，而有研究显示，血红蛋白水平和CVD之

间的关系并不是线性关系［4］，而是呈U型相关［5］，

因此血红蛋白水平增高或降低都可能与CVD有密

切的关系［6］，目前对于血红蛋白水平调控心血管发

育的机制研究较少。

斑马鱼基因与人类具有高度的同源性，本研

究充分利用斑马鱼易于繁殖、便于在体观察的

特点以及现有成熟的基因操纵技术，首次在斑

马鱼中使用 CRISPR/Cas9技术对 3号染色体上血

红蛋白基因从 hbba2到 hbae3的片段进行敲除，对

基因敲除后斑马鱼的血红蛋白水平及不同时期心

血管发育进行研究，以阐明血红蛋白水平变化影

响心血管发育的分子机制，为 CVD的防治提供新

思路。

1 材料和方法

1.1 材料

邻联茴香胺（o⁃Dianisidine）粉末（Sigma公司，美

国）；rTaq 酶、PrimeScriptTM RT Master Mix 试剂盒、

TB Green® Premix Ex TaqTM（TaKaRa 公司，日本）；

PBS缓冲液、甲基纤维素（北京索莱宝）；Tween⁃20、
醋酸钠、无水乙醇、甘油（上海生工）；30%过氧化氢

（上海国药试剂）；4% PFA（上海 Lab Top）；TRIzol
（Ambion公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 斑马鱼饲养

AB品系野生型斑马鱼（购于中科院遗传与发育

生物学研究所）及 kdrl：EGFP转基因斑马鱼（购于国

家斑马鱼资源中心）在上海海圣斑马鱼养殖循环系

统中按照标准方法饲养。养殖水循环水温控制在

28℃，pH值为7.4±0.2，自动进行暗/光循环（10 h/14 h）。

通过自然配对交配获得斑马鱼胚胎，并将其保存在

装有养殖水的培养皿中，置于28 ℃恒温培养箱。斑

马鱼胚胎的年龄以受精后小时数或天数（hpf或dpf）
表示。所有实验操作均经上海海洋大学动物伦理

委员会批准。

1.2.2 CRISPR/Cas9敲除

利用CRISPR/Cas9技术［7］对斑马鱼 3号染色体

上编码血红蛋白的基因片段 hbba2到 hbae3进行双

靶点敲除（图1）。基因敲除后利用基因组DNA提取

试剂盒提取DNA，进行基因组扩增。参照NCBI上
斑马鱼基因序列设计引物，并在上海生工公司进行

合成。分别使用 3对引物进行PCR扩增，鉴定斑马

鱼的基因型。鉴别结果可分为以下 3种情况，①使

用第 1对引物进行扩增：上游引物 H6⁃1⁃F（5′⁃GT⁃
GAAAGGGTGCTGGTTGTT⁃3′）；下游引物 H5⁃12⁃R
（5′⁃TTAGCTTGCAGAGAGACGGA⁃3′）。扩增后无

条带则为野生型（WT）斑马鱼；若扩增出220 bp的条

带，则说明此斑马鱼为杂合子（Hb +/-）或纯合子

（Hb-/-），接着再分别使用HB⁃2⁃F1（5′⁃CAAAGCTTA⁃
AATGTTCGTGC⁃3′）、HB⁃2⁃R1（5′⁃CGATGACAAT⁃
GCTCAGGCAGTC⁃3′）和H5⁃2⁃F（5′⁃GCGTTCAAA⁃
ACAATGCTCTTC⁃3′）、H5⁃2⁃R（5′⁃GGGTAAACGAA⁃
CAAAGTCCTGTAAA⁃3′）两对引物扩增；②若扩增

出472 bp和393 bp的目的条带，则此斑马鱼为杂合

子（Hb+/-）；③若扩增不出 472 bp和 393 bp的目的条

带，则此斑马鱼为纯合子（Hb-/-）。PCR扩增的反应

条件为：95 ℃下预变性 5 min；95 ℃下变性 30 s，
62 ℃（/58 ℃/55 ℃）下退火 30 s，72 ℃下延伸 30 s，共
进行 35个循环；最后在 72 ℃下再延伸 5 min。PCR
产物使用1.5%的琼脂糖凝胶电泳成像。

1.2.3 固蓝染色

血红蛋白催化过氧化氢释放出氧后会使

o⁃Dianisidine呈现出铁锈的颜色，根据这一特性，使

用 o⁃Dianisidine检测受精卵中血红蛋白的含量及分

布情况。

配制固蓝染液［7］：取0.36 mg o⁃Dianisidine粉末、

13 μL 30%过氧化氢、2 μL 3 mol/L醋酸钠（pH4.5）、

240 μL无水乙醇，使用ddH2O定容到600 μL。
将敲除得到的杂合突变体斑马鱼（Hb+/-）以及野

生型斑马鱼（WT）雌雄各一对分别进行自交，所产受

精卵收集于不同的培养皿中，同时记录产卵时间，

随后置于28 ℃ 恒温培养箱中培养。分别取24、28、
30、33、36、48、52 hpf Hb+/-和WT斑马鱼胚胎（n=30），
早期胚胎未出膜时，需先将卵膜剥离再进行染色。

使用 o⁃Dianisidine染液室温染色 15 min，全程避光，

随后用PBST漂洗3次，每次漂洗3 min，漂洗完成后

将受精卵置于 4% PFA中固定超过 6 h，PBST再漂

洗 3次，每次 3 min，放置在 100%的甘油中，显微镜

观察染色情况并拍照。
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图1 基因敲除及基因型鉴定引物设计示意图

Figure 1 Schematic diagram of gene knockout and primer design for genotype identification

1.2.4 红细胞计数

分别将 5月龄Hb+/-和WT成年斑马鱼（n=10）放

在冰上麻醉后，酒精棉球擦拭尾柄取血，吸取 2 μL
血液在1 mL PBS溶液中混匀后，取1 μL置于血细胞

计数板上在显微镜下计数红细胞。

1.2.5 血管发育观察

分别收集Hb+/-与血管标记转基因斑马鱼（kdrl：

EGFP）杂交及 kdrl：EGFP转基因斑马鱼自交的受精

卵，记录产卵时间，置于28 ℃恒温培养箱中培养，在

28、30、32、36、48、72、96、120、144、168 hpf 这 10个

时间点在荧光体式显微镜（Stemi 2000，ZEISS）下拍

照记录斑马鱼胚胎（n=30）血管发育情况。

1.2.6 总RNA提取、转录组测序及分析

用TRIzol法分别提取Hb+/-和WT成年斑马鱼心

脏总RNA（n=8×3），使用 NanoDrop 2000 Spectropho⁃
tometer检测总RNA的浓度和纯度，而后使用质量

浓度为 1.5% 的琼脂糖凝胶电泳检验 RNA的提取

质量。将提取后的总 RNA 提交至北京安诺优达

公司进行 mRNA 纯化、文库制备和转录组测序。

使用 DESeq2 进行差异基因分析，设置差异倍数

（fold change）>2且校正后P < 0.05检测差异表达的

基因。使用 GOseq对差异表达基因进行 GO（gene
ontology）富集分析，校正基因长度偏差。校正后P <
0.05 的 GO 术语被认为在差异表达基因中显著富

集。我们还使用 KOBAS 软件进行了京都基因与

基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes，KEGG）通路中差异表达基因的富集统计。

1.2.7 实时荧光定量聚合酶链反应（qRT⁃PCR）验证

基因表达

使用PrimeScriptTM RT Master Mix试剂盒反转录

心脏总 RNA 为 cDNA。TB Green® Premix Ex TaqTM

用于 qRT⁃PCR。基因扩增和检测使用 CFX Opus
96 Real⁃Time PCR系统进行。使用2-ΔΔCT方法计算相

对于对照组mRNA表达的基因表达水平。用于qRT⁃
PCR的引物：hbba2，5′⁃ATTGCGAGTGTCTGGAG⁃3′
和 5′⁃CCGTGTTCTGAAACTTTGG⁃3′；hif3a（hif1al），

5′ ⁃ GCTGGATGGCTTGTCTGATGG ⁃ 3′和 5′ ⁃ CCCT⁃
CATGAGAGCTGCTGTG ⁃ 3′ ；nos2b，5′ ⁃ AAGCCCC⁃
GACTCTACTCCAT⁃3′和5′⁃TGGACCTTTTCCCTCCT⁃
GTG⁃3′；cybb，5′⁃CTTTCGTTATGAAGCGGTGATG⁃3′
和 5′ ⁃GGTTCTCCTGGACGTGTTTAT ⁃3′；tnnt2c，5′ ⁃
GACCGAACGTGAGAAGAAGA⁃3′和5′⁃AGGACTTC⁃
CTGGTGGTTTTC⁃3′；β⁃actin，5′⁃TACAATGAGCTCC⁃
GTGTTGC⁃3′和 5′⁃ACATACAATGGCAGGGGTGTT⁃
3′。β⁃actin作为mRNA的内参基因。

1.3 统计学方法

使用GraphPad Prism9对所得实验数据进行统

计分析并绘图。所得数据均以均数±标准差（x ± s）
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图2 可遗传的F0代及F1代突变体筛选

Figure 2 Screening of heritable F0 and F1 generation mutants

表示。通过 t检验比较两组间差异。P < 0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 CRISPR/Cas9构建Hb+/-突变体

将CRISPR/Cas9靶点分别设计在 hbba2基因第

2外显子和 hbae3基因第 2外显子的反义链上。将

Cas9蛋白和 gRNA混合注入一细胞期的斑马鱼胚

胎，取发育至 96 hpf的 F0胚胎基因组 PCR纯化产

物进行测序，并采用 1.5% 琼脂糖凝胶电泳检测，

突变型在 220 bp处出现 1个条带，野生型无条带。

F0斑马鱼性成熟后与野生型斑马鱼杂交产生 F1
代，3个月后对其剪尾鉴定，将 PCR纯化产物进行

测序，经序列比对及琼脂糖凝胶电泳分析（图 2），

表明成功筛选出从 hbba2到 hbae3缺失的杂合突

变体。

2.2 对斑马鱼胚胎血红蛋白水平的影响

选取多个时间点对斑马鱼胚胎进行固蓝染

色。24 hpf WT斑马鱼显示少数o⁃Dianisidine阳性细

胞，而Hb+/-未有阳性显示；28、30、33、36 hpf时与WT
斑马鱼相比，Hb+/-血红蛋白明显减少（图 3A~D），

36 hpf时WT斑马鱼胚胎在心脏位置显示强烈的

染色阳性，相反，Hb+/-只有个别胚胎在该位置显示

阳性；当斑马鱼胚胎发育至48 hpf以后，血红蛋白的

表达量趋近一致，从染色结果来看，WT斑马鱼胚

胎的血红蛋白在腹部的分布比Hb+/-更分散，50 hpf
可以明显观察到血红蛋白的异位表达，WT的血红

蛋白主要分布在斑马鱼上腹部横向斑纹的上方，

而在Hb+/-中主要分布于其下方（图 3E）。

2.3 对成年斑马鱼红细胞发育的影响

对 5月龄Hb+/-和WT成年斑马鱼红细胞计数，

结果表明两者之间的红细胞数量没有显著差异

（P > 0.05），但是将雌、雄斑马鱼的红细胞数量分开

统计对比发现，Hb+/-雌鱼红细胞数量增多、雄鱼红细

胞数量减少（P均<0.05，图4）。
2.4 对斑马鱼胚胎血管发育的影响

将血管标记转基因斑马鱼（kdrl：EGFP）与Hb+/-

杂交后收集受精卵，28 ℃恒温培养至24 hpf，挑选带

有绿色荧光的血管标记的胚胎继续培养。结果显

示，28、30、32 hpf Hb+/-斑马鱼胚胎腹部与心脏相接的

主血管及共同基静脉（common cardinal vein，CCV）较

WT均发育迟缓（图5A~C），腹部大血管发育迟缓的

情况一直持续到36 hpf（图5D），但48 hpf后，Hb+/-与

WT斑马鱼的血管发育趋近一致，且未能观察到明

显的差异。与WT的血管发育相比，48 hpf 时Hb+/-

的节间血管（intersegmental vessel，ISV）横向分支发

育缓慢（图5E），3 dpf时Hb+/-的肠下静脉（subintesti⁃
nal vein，SIV）发育更快（图 5F）；4~7 dpf Hb+/-的 ISV
发育异常，且观察到尾部出现了血管增生，Hb+/-比

WT多1对 ISV（图5G）；背长轴血管（dorsal longitudi⁃
nal anastomotic vessel，DLAV）在整个发育过程中并

未受到影响。另外，Hb+/-和WT的腹部和背部的拍

照结果并未显示差异。

2.5 成鱼心脏转录组分析结果及qRT⁃PCR验证

为了阐明血红蛋白基因大片段敲除影响心血

管发育的机制，我们使用RNA测序对Hb+/-心脏和

WT心脏进行了转录组分析。在Hb+/-斑马鱼心脏中

共鉴定出1 675个差异表达基因，包括794个上调基

因和881个下调基因（图6A）。hbba2是下调幅度最

大的基因之一。用上调和下调的基因生成了热图

以说明Hb+/-斑马鱼心脏的转录谱（图 6B）。KEGG
注释的分子通路分析显示，血红蛋白敲除影响氧化

磷酸化、心肌收缩、HIF1信号通路和坏死性凋亡等

通路（图6C）。血红蛋白水平降低，导致心脏供氧不

足，缺氧诱导因子HIF1信号通路中诱导型一氧化氮

合酶（NOS2/iNOS）编码基因 nos2b显著上调以及缺
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A~E：28 hpf（A）、30 hpf（B）、33 hpf（C）、36 hpf（D）、50 hpf（E）野生型斑马鱼（WT）与杂合突变体（Hb+/-）血红蛋白含量及分布差异（n=10）。
图3 斑马鱼胚胎不同发育时期固蓝染色

Figure 3 o⁃Dianisidine staining of zebrafish embryos at different developmental stages

氧诱导因子HIF3α编码基因 hif1al（hif3a）的显著下

调。此外，缺氧还导致NADPH氧化酶 2（NOX2）编

码基因 cybb和肌钙蛋白T2（TNNT2）编码基因 tnnt2c

显著上调（图 6D）。qRT⁃PCR 分析结果也证实了

Hb+/-中hbba2和hif1al显著下调，nos2b、cybb及 tnnt2c

显著上调（P < 0.001，图6E）。氧化磷酸化通路中其
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胞数量显著增多（n=6）、雄鱼红细胞数量显著减少（n=4），两组比较，*P < 0.05。
图4 5月龄斑马鱼红细胞统计分析

Figure 4 Statistical analysis of erythrocytes in 5⁃month⁃old zebrafish
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图5 斑马鱼胚胎及幼鱼血管发育

Figure 5 Vascular development of zebrafish embryos and larvae

复合物Ⅰ~Ⅳ（电子传递链的组成成员）相关基因显

著下调，复合物Ⅴ（ATP合酶）相关基因显著上调（图

6F），提供ATP的合成质子动力减弱，ATP合酶表达

量增多。

3 讨 论

血红蛋白在机体中承担着运输氧的功能，其将

氧气输送到组织，再将二氧化碳输送到肺部进行气

体交换，血红蛋白的浓度与CVD有着密切联系。研

究表明，高浓度血红蛋白可引起血管收缩、血压升

高［8］；低色素性贫血则是因为球蛋白的合成减少或

铁吸收减少［9］。红细胞生成刺激剂（erythropoiesis
stimulating agents，ESA）是临床上治疗贫血的常用

药物，ESA治疗会增加高血压和血栓的风险，并且

可能会导致纯红细胞再生障碍性贫血（pure red

cell aplasia，PRCA）［10］，因此血红蛋白基因调控机制

对临床上治疗贫血及CVD有指导意义。而体内完

全不含血红蛋白的南极冰鱼的相关研究，则为实验

室血红蛋白杂合突变体斑马鱼的构建提供了可能

性［11-12］。

斑马鱼是一种与哺乳动物类似，适合于研究人

类CVD的模式生物，现已成功建立多种CVD斑马鱼

模型，如动脉粥样硬化、扩张性心肌病和先天性心

脏缺陷等疾病模型［13-14］。目前对CVD的机制研究

多集中于与线粒体能量代谢以及微小RNA调控的

关系［15-16］，而对血红蛋白基因影响心血管发育的机

制鲜有研究。斑马鱼的红细胞与人类一样含有血

红蛋白，且斑马鱼的α⁃珠蛋白和β⁃珠蛋白位于同一

染色体上，并且按照胚胎期到成熟期的表达顺序排

列［17］。本研究首次使用CRISPR/Cas9基因编辑技术
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A：火山图显示Hb+/-（实验组）和WT（对照组）之间基因上调（红色）、下调（蓝色）和无差异（灰色）；B：差异表达基因表达模式的聚类热图，

红色表示基因表达上调，蓝色表示基因表达下调；C：Hb+/-中显著富集的与心血管发育相关的KEGG通路；D：hif1al、hbba2、tnnt2c、cybb、nos2b基

因在Hb+/-和WT中表达差异热图，红色表示上调，蓝色表示下调；E：差异基因定量PCR验证，与WT比较，***P < 0.001（n=3）；F：氧化磷酸化途

径，红色方框内基因表达上调，绿色方框内基因表达表示下调。

图6 成年斑马鱼心脏转录组分析及差异基因qRT⁃PCR的验证

Figure 6 Transcriptome analysis and qRT⁃PCR verification of adult zebrafish hearts
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对斑马鱼 3号染色体血红蛋白基因 hbba2到 hbae3

进行了大片段的敲除，利用斑马鱼与人类基因的高

度同源性［18］对该基因片段的缺失进行功能学研究。

固蓝染色结果表明，Hb+/-斑马鱼胚胎与WT胚

胎相比，血红蛋白水平更低，分布较分散，同时还观

察到血红蛋白的异位分布，这与已有研究结果相一

致［7，11］，敲除hbae3基因或hbae1.1基因都对血红蛋白

的生成有着明显影响。对于血红蛋白分布的差异，

推测是由于血管发育的差别导致的，在固蓝染色结

果的基础上利用 kdrl：EGFP转基因型斑马鱼与Hb+/-

进行杂交后观察血管的发育，结果证实，Hb+/-的血管

发育延迟明显，且能观察到Hb+/-血管管径有增大的

趋势以及节间血管的增生。血管和血细胞拥有类

似的发育机制，且只有同步发育才能满足机体的需

要［19］，这个结论与本研究结果相符，当血红蛋白的

数量显著减少时会明显影响到同期血管的发育。

ISV的增生则可能是为了补偿红细胞和血管发育

异常产生的不利影响，保证机体的正常发育和运

行，血管发育发生了代偿。红细胞内的α⁃珠蛋白

和β⁃珠蛋白合成的平衡对血红蛋白的功能至关重

要［20］，两者对血红蛋白疾病的分子遗传学机制有极

其重要的意义，红细胞计数结果显示，WT和Hb+/-成

鱼的红细胞数量没有显著差异，但是统计结果显示

出明显的雌、雄红细胞数量两极分化，于是将雌鱼

与雄鱼分开比较，发现Hb+/-雌鱼的红细胞显著增

多，而雄鱼的红细胞显著减少，导致该现象的原因

及机制仍不清楚。

为了探究血红蛋白基因影响心血管发育的机

制，本研究取成年斑马鱼的心脏进行了转录组测

序，并对测序结果进行了KEGG富集分析，发现了

50个显著富集的信号通路。基于 hbba2到 hbae3血

红蛋白基因敲除后导致血红蛋白含量降低、红细胞

数量不变及血管发育异常的现象，我们整理了Hb+/-

中18个可能与心血管发育有关的信号通路，并对与

能量代谢密切相关的氧化磷酸化途径、缺氧诱导因

子HIF1信号通路、心肌收缩及坏死性凋亡通路和关

键基因展开分析。血红蛋白水平降低会导致机体

缺氧，而缺氧会引起心脏氧化应激和炎症及心肌细

胞死亡［21］。HIF1信号通路是缺氧诱导的主要通路，

除了 HIF1α和 HIF2α之外，HIF3α也是 HIFα家族的

确定成员，hif3a（hif1al）的缺失会减弱斑马鱼的缺氧

耐受性并破坏红细胞的生成，研究发现hif3a敲除后

的斑马鱼耗氧率降低［22］。并且HIFα可以增加一氧

化氮合酶的表达［22］，过表达nos2a可减轻 cbs和 cth突

变体中的脑血管发育缺陷［23］，nos2b mRNA 的过度表

达可恢复 tnnt2a或 klf2a突变体中的血管缺陷［24］，提

示HIF3α表达量下调可以减少机体的耗氧量，并且

通过HIF1信号通路诱导NOS2显著上调，促进血管

发育，以提高机体的缺氧耐受性。ALAS1是血红素

合成的限速酶［25］，推测可能是通过alas1的上调补偿

了 hbba2及 hif1al下调对红细胞生成造成的影响。

NOX 家族的线粒体呼吸链和NADPH 氧化酶是心肌

细胞中 ROS 的主要来源，NOX亚型 NOX1、NOX2、
NOX4 和 NOX5 在心血管系统中表达，其中，NOX1、
NOX2 和 NOX4 在心肌细胞中表达，产生的ROS进

一步导致心肌细胞的氧化损伤［26］，而肌钙蛋白是心

肌损伤的标志物，TNNT2的升高提示心肌损伤或坏

死［27-28］，这与本研究分析的结果一致。在缺氧条件

下为了维持ATP的产生以保护组织功能，线粒体可

通过g0s2的表达等效质子动力，表达g0s2的心肌细

胞群体在常氧和缺氧条件下ATP的合成都增加［29］，

复合物Ⅰ~Ⅳ的显著下调而复合物Ⅴ的显著上调，可

能是线粒体的代偿保护机制，具体途径需要进一步

研究。

另外，本研究中虽然敲除了hbba2到hbae3的血

红蛋白基因，但是尚未获得纯合突变体，根据Hb+/-

胚胎基因型的鉴定情况，WT、Hb+/-、Hb-/-比例严重失

衡，推测是卵子产生携带敲除片段与不携带敲除片

段配子的比例失衡，导致产生的后代中极少有纯合

子，而产生的个别纯合子也因发育不全而在早期死

亡，具体机制有待后续进一步研究和探索。

本研究对斑马鱼3号染色体血红蛋白基因进行

了全序列敲除，其中既含有胚胎时期表达的血红蛋

白基因（hbbe1、hbae1和hbae3）又包含了成年时期的

血红蛋白基因（hbba2、hbaa2、hbaa1、hbba1），同时包

含α和β亚基的成员，分别对胚胎和成年斑马鱼进行

观察和分析，发现血红蛋白水平降低会影响斑马鱼

心血管的发育，但是斑马鱼机体的补偿机制使其能

维持正常生理活动，了解其中的分子机制可以为临

床治疗CVD提供新方向。
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