
颅面发育不良引起的畸形是一种常见的出生缺

陷，严重影响人类健康和美观，大多数颅面硬性组织

来自神经嵴细胞（neural crest cell，NCC）。NCC是一

种多功能细胞群，在发育早期神经生长过程中位于神

经板边界［1］。上皮⁃间质转化后，NCC沿着特定的路径

迁移，在外界信号的刺激下，NCC可分化发育成颅面

硬组织、交感神经、胶质细胞、黑色素细胞等［2］。NCC

发育不良通常与许多先天性出生异常有关，包括Di⁃
George、Treacher⁃Collins、CHARGE和先天性巨结肠

等综合征［3］。

microRNA（miR）是由 18~25 个核苷酸组成的

小单链非编码RNA［4-5］，在生物体发育中起着至关

重要的作用［6］。其中，miR⁃1在不同物种（包括斑

马鱼和人类）中高度保守，提示它在个体发育中发

挥重要调控作用。在斑马鱼中，miR⁃1由dre⁃miR⁃1⁃1
和 dre⁃miR⁃1⁃2编码，得到的成熟miRNA的序列相

同，即 5′⁃uggaaugaaagaauguau⁃3′。在人类中，miR⁃1
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由hsa⁃miR⁃1⁃1和hsa⁃miR⁃1⁃2编码，其成熟序列也相

同，即 5′⁃ggaaugaaagaauguau⁃3′［7］。包括斑马鱼和人

类在内的不同物种的成熟miR⁃1序列相同，这种保守

程度表明它们有相似的功能［8］。miR⁃1在斑马鱼肌

肉中有组织特异性表达，与哺乳动物相似［9］。现有

临床研究中，miR⁃1已被证明与心脏、血管等组织

器官的发育息息相关［10-11］，但miR⁃1对于颅面部发

育的影响还知之甚少。已有研究证明在反义核苷

酸的作用下，缺失miR⁃1的斑马鱼颅面NCC细胞分

化受到影响从而影响颅面骨的发育，本研究采用

miR⁃1敲除的斑马鱼模型评价miR⁃1对 NCC和颅

面发育的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

采用CRISPR/Cas9系统敲除miR⁃1的 Tubingen
系斑马鱼（南京尧舜禹有限公司）。根据突变体类

型，设计鉴定野生型（WT）和突变体（KO）的引物，

引物序列见表 1。动物实验符合南京医科大学实

验动物福利伦理委员会的规定并被授权。

1.2 方法

1.2.1 斑马鱼miR⁃1 基因敲除 F5 纯合突变体鉴定

剪取miR⁃1敲除成鱼的少量尾鳍组织（<1 mm3），

放至 PCR 管中。向含有尾鳍组织的 PCR 管中加

入 YSY buffer（南京尧舜禹公司）10 μL。制备基因

组 DNA模板的反应条件：65 ℃ 30 min，95 ℃ 5 min，
16 ℃ 1 min，4 ℃。

基因组 DNA 片段 PCR 扩增反应体系（20 μL）
包括2×Mastermix（南京诺唯赞公司）10 μL，7 μL
超纯水，1 μL 正、反向（MiR⁃1 11bp wt，MiR⁃1
11bp mut）引物（5 μmol/L）和 1 μL基因组 DNA模

板。PCR反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，
72 ℃ 50 s，35个循环；72 ℃ 10 min；4 ℃保存。

1.2.2 阿尔新蓝染色

首先，受精后96 h斑马鱼胚胎固定，脱水，并用

Alcian 蓝（Sigma 公司，美国）染色过夜，观察颅面

部相应软骨组织的形成情况。胚胎软骨完全染

色，随后使用饱和硼酸钠中和。然后，在 3%过氧

化氢和 1%氢氧化钾的混合物（体积比 3∶7）中进

行漂白，在 1%胰蛋白酶中消化，直至大部分胚胎

组织脱落。用 1%氢氧化钾溶液代替消化液，用

梯度甘油浸泡。最后用体视显微镜观察胚胎。

1.2.3 整胚原位杂交

采用 Primer 5.0 软件设计引物。收集受精后

24 h 胚胎，用 4%多聚甲醛固定，甲醇梯度脱水。

胚胎在-20 ℃的甲醇中保存以备进一步使用。用

甲醇/PBS梯度稀释复水后，用蛋白酶K（10 μg/mL）
处理胚胎。然后将胚胎预杂交 2 h，地高辛标记探

针按照标准方案进行。

1.2.4 qRT⁃PCR
利用 Primerpremier 5.0 软件设计目的基因上下

游引物序列，由上海生工公司合成。Caspase⁃3上游

5′⁃ACTGCCATACTTTGTCATC⁃3′，下游 5′⁃TTCTT⁃
TATTCAGGCTTGTC⁃3′；Bcl⁃2上游 5′⁃AAATGAGG⁃
GTCTGAACGAG⁃3′，下游 5′⁃AATAAAGCAGTGGA⁃
GGAATC⁃3′；Actin上游 5′⁃ATGTCCACGTCGCACT⁃
TC ⁃ 3′，下游 5′ ⁃ GCTGCCTCTTCTTCCTCC ⁃ 3′。用

mRNA逆转录成的 cDNA为模板，扩增目的基因，

Actin为内参标准化目的基因。实时定量 PCR每个样

品重复3次。20 μL反应体系：2×SYBR Green 10 μL，
引物 各 1 μL，cDNA 模板 2 μL，加焦碳酸二乙酯

（diethyl pyrocarbonate，DEPC）水补充至 20 μL。两

步法 PCR 扩增反应条件如下：94 ℃预变性 3 min；
94 ℃变性 30 s，65 ℃退火 30 s，34个循环；72 ℃延

伸 1 min；72 ℃延伸 10 min；95 ℃ 预变性 10 min；
95 ℃变性 5 s，60 ℃退火延伸 30 s，共 40个循环。采

用相对定量法对熔解曲线进行分析。

1.3 统计学方法

数据采用 SPSS19.0处理，计量资料以均数±标

准差（x ± s）表示，组间比较采用 t检验，P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 纯合子斑马鱼基因型鉴定

随机选择敲除miR⁃1的Tubingen系斑马鱼3尾，

进行纯合突变体鉴定，得到 2种突变体。代表性测

序结果如图 1所示。

2.2 miR⁃1敲除后斑马鱼的表型变化

从突变斑马鱼中可以观察到一系列异常改

变，包括头部变小、下颌舌弓后缩（图 2、3）。在突

表1 设计鉴定野生型和突变体的引物

Table1 Primers to identify wild type and mutant type
引物名称

MiR⁃1 11bp wt

MiR⁃1 11bp mut

引物序列（5′→3′）
上游CATATGAACAAGAGCAGCT
下游CTGGCTTATTTGTATTTCAC
上游CATATGAACAAGAGCAGAA
下游CTGGCTTATTTGTATTTCAC
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A：实验组斑马鱼软骨的异常结果（阿尔新蓝染色，×30）；角舌骨上下最后端之间连线记为 a，角舌骨最前端至 a线垂直距离记为 b；麦
氏软骨最前端至 a线垂直距离记为 c；B：两组 c/a值比较；C：两组 b/a值比较。两组比较，*P < 0.05（n=20）。

图 3 miR⁃1敲除引起斑马鱼口咽部的软骨发育异常

Figure 3 Knockout of miR⁃1 caused cartilage dysplasia in the oropharynx of zebrafish
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图中箭头所指区域即为基因表达的观察区域。A、B：foxd3基因（20/20：表型胚胎数占所观察胚胎数的比例，后同）；C、D：tfap2a基因

（18/20）；E、F：snailb基因（14/18）；G、H：dlx3b基因（17/20）；I、J：mxsb基因（18/20）；K、L：ngn1基因（19/20）。

图 4 神经嵴发育关键基因的原位杂交（×30）
Figure 4 In situ hybridization results of key genes of neural crest development（×30）
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变体中，虹膜色素（神经嵴衍生的色素细胞）数量

减少。此外，突变体心脏发育异常，心脏增大，提

示神经嵴衍生的心脏瓣膜发育异常。

2.3 与斑马鱼颅面硬组织有关的基因原位杂交

采用原位杂交检测 foxd3、tfap2a、snailb、dlx3b、
msxb、ngn1 等神经嵴发育相关基因。结果显示

A：突变体 1，红色箭头指示自第 72 bp 开始出现（-11 bp）纯合

缺失；B：突变体2，红色箭头指示自第 68 bp 开始出现（-11 bp）纯合

缺失。

图1 各斑马鱼突变体的测序图

Figure 1 Sequence map of each zebrafish mutant
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A：突变斑马鱼的形态改变，箭头从左向右依次指向下颌、心

脏（×30）；B：虹膜色素出现差异（×60）。

图2 miR⁃1敲除引起斑马鱼的形态缺陷

Figure 2 Morphological defects of zebrafish induced by
miR⁃1 knockout

WT组 KO组
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tfap2a、snailb、dlx3b、ngn1等表达显著下降，foxd3、
msxb表达无明显变化（图 4）。

2.4 qRT⁃PCR检测凋亡相关基因

取受精后 24 h的斑马鱼进行 qRT⁃PCR验证，

检测了 24 hpf时与凋亡有关的mRNA表达水平，结

果显示miR⁃1敲除后，caspase⁃3表达呈现上升趋势

（P < 0.01），Bcl⁃2表达显著下降（P < 0.001，图 5）。

3 讨 论

以往研究表明miR⁃1在心肌发育、血管生成等

过程中发挥着重要作用［12-14］。miR⁃1还通过直接

靶向胰岛素样生长因子的 3′⁃UTR抑制软骨细胞的

增殖［15］。因此，miR⁃1在胚胎发育和疾病中起着至

关重要的调节作用。

Wang等［7］采用原位杂交技术检测miR⁃1在野

生斑马鱼胚胎中的表达，结果表明，胚胎 24 h斑马

鱼的头部、咽部为miR⁃1主要表达场所，注射miR⁃1
反义核苷酸导致颅面软骨损伤和严重颌面部畸

形，在受精后 4 d内，NCC功能异常。然而，反义核

苷酸有较强的毒副作用，目前尚不清楚上述这些表

型缺陷是否与注射反义核苷酸有关。基于miR⁃1在
脊椎动物胚胎发育中的已知作用以及miR⁃1在进

化过程中的高度保守性，推测miR⁃1可能参与斑马

鱼神经嵴源性组织的胚胎发育，为此，构建了miR⁃1
基因敲除斑马鱼模型，进一步了解其在神经嵴发

育中的作用。

斑马鱼胚胎发育快，周期短，产卵量大，胚胎

透明，体外可直接观察。因此，斑马鱼是研究基因

在颅面发育中作用的一种很好的模型动物［16⁃18］。

本研究中miR⁃1基因敲除斑马鱼模型是由基因突

变产生的纯合突变，可以用来观测miR⁃1在神经嵴

中的作用。本研究发现，miR⁃1敲除斑马鱼下颌骨

回缩、下牙弓和舌弓缩短，同时，神经嵴衍生组织

也出现异常，包括异常心包水肿、色素细胞退缩

等。foxd3、msxb是神经嵴特化过程中表达的特异

性标记基因［19-21］，本研究中 KO组 foxd3和msxb表

达未发生明显变化，表明miR⁃1并不影响NCC的特

化。头部NCC分流区的原位杂交结果显示，KO组

snailb和 tfap2a在受精后24 h时表达量较WT组少，表

明KO组斑马鱼的NCC迁移受到抑制［22⁃23］。dlx3b在

KO组中的表达显著降低，其中第一和第二咽弓区

变化较大（第一和第二咽弓分别分化为下颌和舌

骨），这与本研究阿尔新蓝染色结果一致。miR⁃1
基因敲除也导致 ngn1表达显著降低，表明miR⁃1
在NCC的分化中起着重要作用［24］。

已有研究表明，miR⁃1可以抑制 caspase⁃3的表

达，提示其可能影响细胞凋亡［25］。因此，本研究进

一步观测了miR⁃1敲除后凋亡相关基因的表达，促

进凋亡的基因 caspase⁃3表达量上升，抑制凋亡相

关基因 Bcl⁃2则大幅下降，这说明miR⁃1与调控凋

亡的基因密切相关，miR⁃1敲除可以使斑马鱼颅面

部相关凋亡基因的表达发生改变，从而影响斑马

鱼颅面部的发育。

综上，本文研究了斑马鱼miR⁃1敲除对NCC和

颅面发育的影响，研究结果对于揭示miR⁃1的功能

有一定意义。
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