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摘　要　为了能够有效地筛选治疗色素障碍性疾病药物，建立一种转基因斑马鱼药物筛选模型。采用斑马鱼酪氨酸酶相
关蛋白１（ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ａ，ｔｙｒｐ１ａ）基因启动子驱动绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ），构建出ｔｙｒｐ１ａ转
基因斑马鱼，使绿色荧光能够特异性表达在斑马鱼黑素细胞部位。分别给予斑马鱼促进黑素合成的药物 Ｎ苯基硫脲（Ｎ
ｐｈｅｎｙｌｔｈｉｏｕｒｅａ，ＰＴＵ）和抑制黑素合成的药物黑素细胞刺激素（ａｌｐｈａｍｅｌｎａｏｃｙｔｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，αＭＳＨ），检测药物对斑
马鱼黑素合成和绿色荧光蛋白表达影响。结果显示，ＰＴＵ可以抑制斑马鱼黑素细胞黑素合成作用，并且降低转基因斑马鱼
绿色荧光蛋白表达。αＭＳＨ可以促进斑马鱼黑素细胞黑素合成作用，并促进转基因斑马鱼绿色荧光蛋白表达。本研究成
功地建立了一种新的可以用于色素性障碍疾病药物筛选的转基因斑马鱼模型。
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第４７卷第６期 刘　力，等：基于ｔｙｒｐ１ａ转基因斑马鱼构建色素障碍性疾病药物筛选模型

　　色素障碍性疾病是常见的皮肤病之一，可以分
为色素减退和色素增多两种类型，严重影响患者的

生活质量［１］。对于色素障碍性疾病治疗药物的研

究，目前缺乏理想的药物筛选模型。细胞模型和小

鼠模型虽然早已用于色素障碍性药物筛选［２－４］，但

是细胞模型不能够整体评价药物作用；小鼠模型存

在用样量大、实验周期长、耗费大量人力和财力等

缺点，并且，小鼠模型会受到毛囊周期对色素合成

的影响［５－６］。斑马鱼作为一种模式动物，因为其可

以整体评价药物作用，适合于高通量筛选［７］，同时

又可以避免毛囊周期的影响，逐渐成为新兴的研究

色素类疾病的动物模型。

Ｎ苯基硫脲（Ｎｐｈｅｎｙｌｔｈｉｏｕｒｅａ，ＰＴＵ）可以通过
抑制酪氨酸酶活性来抑制黑素细胞的黑素合成，在

发育学研究领域常用于抑制斑马鱼黑素生成以避

免色素对观察造成干扰。在色素药物研究中，ＰＴＵ
经常作为抑制色素合成的阳性药物［８］。黑素细胞

刺激素（ａｌｐｈａｍｅｌｎａｏｃｙｔｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，α
ＭＳＨ）是由１３个氨基酸组成的神经内分泌激素，它
能促进黑素细胞增殖、分化以及促进黑素合成，在

色素代谢研究中经常作为促进黑素合成的阳性药

物［９］。目前，已有报道使用 ＰＴＵ和 αＭＳＨ对野生
型斑马鱼造模用于色素障碍性药物筛选。这些研

究中主要依据斑马鱼黑素细胞表型变化、测量黑素

含量和酪氨酸酶活性来评价筛选药物［１０］。

绿色荧光转基因斑马鱼可以直接观察特定组

织的变化［１１］。然而，目前没有报道将转基因斑马

鱼用于色素障碍药物筛选。因此，为了能直接检测

药物对斑马鱼黑素细胞黑素合成影响，本研究通过

以斑马鱼酪氨酸酶相关蛋白 １ａ（ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ１ａ，ｔｙｒｐ１ａ）基因启动子驱动绿色荧光蛋白
表达，构建出绿色荧光蛋白能够特异性表达在黑素

细胞部位的转基因斑马鱼，旨在为筛选色素障碍性

药物提供一种新的模型。

!

　材　料

１１　药品与试剂
质粒抽提试剂盒、ＰＣＲ液纯化试剂盒（美国

Ａｘｙｇｅｎ公司）；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＤＮＡ连接酶试剂
盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；Ｔｏｌ２载体（南京大学模式
动物研究所）；甲基纤维素、Ｎ苯基硫脲（ＰＴＵ）、三
卡因、αＭＳＨ（美国Ｓｉｇｍａ公司）。

１２　仪　器
ＭｉｌｉＱ自动纯水机（美国Ｍｉｌｌｏｐｏｒｅ公司）；ＰＣＲ

扩增仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；斑马鱼培养系统（上海
海圣公司）；高速低温离心机（美国Ｓｉｇｍａ公司）；光
照恒温培养箱（宁波赛福公司）；ＳＺＸ１６体式荧光显
微镜、ＤＰ７２数码相机（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１３　动　物

ＡＢ系野生型斑马鱼，鱼龄３～６个月，由南京
大学模式动物研究所提供，并获得实验动物饲养管

理评估和认可协会（ＡＡＡＬＡＣ）国际认证。

"

　方　法

２１　斑马鱼胚胎收集
斑马鱼饲养方法按照 ＴｈｅＺｅｂｒａｆｉｓｈＢｏｏｋ进

行［１２］。保持循环系统水温为２８５℃，每天固定光
照时间为１４ｈ、黑暗时间为１０ｈ，每天早晚各喂食
一次。收集胚胎前一天下午将一尾雌鱼和一尾雄

鱼放置入产卵缸中，并且以隔板隔开。第２日灯光
开启后将隔板抽开，２０ｍｉｎ后可收集胚胎。清洗胚
胎，并将胚胎培养在 ｅｇｇｗａｔｅｒ（培养斑马鱼胚胎的
溶液）中，放置于２８５℃的光照培养箱里。
２２　Ｔｏｌ２（ｔｙｒｐ１ａ：ｅＧＦＰ）载体构建

以斑马鱼基因组为模板，然后进行 ＰＣＲ扩增。
使用ｔｙｒｐ１ａ的正向引物Ｆ序列：ＧＡＴＣＡＣＣＴＧＴＣＴＡ
ＣＡＡＣＡＣＡＣ；反向引物 Ｒ序列为：ＣＣＣＡＣＡＧＡＡＡＣ
ＴＡＴＡＴＡＡＡＣＣ，在ＴａｑＤＮＡ聚合酶进行扩增目的片
段。ＰＣＲ反应条件为：９４℃、２ｍｉｎ，（９４℃、３０ｓ，
５８℃、４５ｓ，７２℃、２ｍｉｎ）为３８个循环，７２℃，７ｍｉｎ，
１６℃，∞。扩增获得 ＰＣＲ产物。经过 ＰＣＲ纯化试
剂盒纯化，纯化后的ｔｙｒｐ１ａ：ｅＧＦＰ片段ＰＣＲ产物分
别使用ＫｐｎⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切，同时使用同样的酶双
酶切Ｔｏｌ２质粒。之后进行载体连接，４℃过夜。
２３　显微注射与转基因斑马鱼筛选

在斑马鱼胚胎单细胞时期，将已经构建好的

Ｔｏｌ２（ｔｙｒｐ１ａ：ｅＧＦＰ）质粒和Ｔｏｌ２转座酶共同注射后
置于光照培养箱中胚胎发育至２４ｈ时，在体视镜
下挑选出有荧光的胚胎称为初建者（Ｆｏｕｎｄｅｒ）。待
Ｆｏｕｎｄｅｒ发育至性成熟，与野生型斑马鱼交配挑选
的的胚胎称为Ｆ１代即可稳定遗传。
２４　荧光体式显微镜检测 ＰＴＵ对斑马鱼绿色荧
光蛋白表达的影响

将同一时期的斑马鱼胚胎置于６孔板中，胚胎
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发育至６ｈ时加入００２和０２ｍｍｏｌ／ＬＰＴＵ。分别
在不同时间点观察拍照，将斑马鱼置于麻醉剂中待

斑马鱼活动力明显减弱后，取出包埋于３％甲基纤
维素中，置体式显微镜下拍照观察药物对绿色荧光

蛋白表达影响。

２５　荧光体式显微镜检测 αＭＳＨ对斑马鱼绿色
荧光蛋白表达的影响

将发育处于相同时期的斑马鱼胚胎置于６孔
板中，胚胎发育至６ｈ时加入０２ｍｍｏｌ／ＬＰＴＵ，显
微镜观察待胚胎发育至３５ｈ时，洗去 ＰＴＵ加入 α
ＭＳＨ药物。继续培养 ２５ｈ后，胚胎发育至 ６０ｈ
时。将斑马鱼置于麻醉剂中，待斑马鱼活动力明显

减弱后，取出包埋于３％甲基纤维素中置于体式荧
光显微镜下拍照观察对绿色荧光蛋白表达影响。

#

　结　果

３１　Ｔｏｌ２（ｔｙｒｐ１ａ：ｅＧＦＰ）载体构建
ＰＣＲ扩增获得ｔｙｒｐ１ａ：ｅＧＦＰ片段，之后通过酶

切将目的片段与Ｔｏｌ２载体连接，结果所示（图１），
构建获得Ｔｏｌ２（ｔｙｒｐ１ａ：ｅＧＦＰ）载体。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＡｐｏｒｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｇｅｎｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔＴｏｌ２（ｔｙｒｐ１ａ：ＧＦＰ）ｉｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｏｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｔｈｅｃｒｉｔｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｇｅｎｅ：ｔｙｒｐ１ａ
ｐｒｏｆｏｒｚｅｂｒａｆｉｓｈｔｙｒｐ１ａｐｒｏｍｏｔｅｒ，ＧＦＰｆｏｒｔｈｅｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｏｆｔｈｅｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＶ４０ｐｏｌｙＡｆｏｒＳＶ４０ｍＲＮＡ

３２　ＰＴＵ对ｔｙｒｐ１ａ：ｅＧＦＰ转基因斑马鱼绿色荧光
蛋白表达影响

筛选获得可稳定遗传的转基因斑马鱼后收

集斑马鱼胚胎，在胚胎发育至 ６ｈ时，给予 ００２
和０２ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＰＴＵ处理斑马鱼胚胎。结果所
示（图２），与空白对照组相比，ＰＴＵ处理组的斑马
鱼背侧绿色荧光蛋白表达显著降低，并且随着

ＰＴＵ处理剂量增加，绿色荧光蛋白表达降低更加
显著。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＰｈｅｎｙｌｔｈｉｏｕｒｅａ（ＰＴＵ）ｏｎＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｙｒｏｓｉｎａｓｅｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ａ（ｔｙｒｐ１ａ）：ｅＧＦＰｚｅｂｒａｆｉｓｈＳｙｎｃｈｒｏｎｉｚｅｄｅｍｂｒｙｏｓｗｅｒｅ
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＰＴＵａｔ６ｈｐｆａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄｆｏｒａｆｕｒｔｈｅｒ２４ｈ，ｔｈｅｎｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄｕｎｄｅｒｔｈｅｓｔｅｒｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｔ３０ｈｐｆＡ：ｔｈｅｗｈｏｌｅｅｍｂｒｙｏ；Ｂ：ｖｅｎｔｒａｌｓｐｉ
ｎａｌｃｈｏｒｄ

　　同样，继续处理ＰＴＵ于胚胎发育至４８ｈ时，检
测转基因斑马鱼尾部绿色荧光蛋白表达变化。结果

（图３）与３０ｈ时结果相同，与空白对照组相比ＰＴＵ
处理组尾部的绿色荧光蛋白表达降低，且随着ＰＴＵ
处理浓度增加尾部绿色荧光蛋白表达降低更显著。

３３　αＭＳＨ对ｔｙｒｐ１ａ：ｅＧＦＰ转基因斑马鱼绿色荧
光蛋白表达的影响

胚胎发育至６ｈ时，给予０２ｍｍｏｌ／ＬＰＴＵ来
抑制色素合成，在３５ｈ时洗去ＰＴＵ，同时给予不同
浓度的 αＭＳＨ处理斑马鱼胚胎，待胚胎发育至
６０ｈ时，拍照观察变化。结果所示（图４），在６０ｈ
时，与空白对照组相比 αＭＳＨ处理后可以剂量依
赖性地促进转基因斑马鱼尾部绿色荧光蛋白表达

和尾部黑素细胞黑素合成。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＴＵｏｎｔｈｅＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｙｒｐ１ａ：ｅＧＦＰ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈＳｙｎｃｈｒｏｎｉｚｅｄｅｍｂｒｙｏｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＰＴＵａｔ６ｈｐｆａｎｄｉｎｃｕ
ｂａｔｅｄｆｏｒａｆｕｒｔｈｅｒ４２ｈ，ｔｈｅｎｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄｕｎｄｅｒｔｈｅｓｔｅｒｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｔ
４８ｈｐｆ
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆαＭＳＨｏｎｔｈｅｇｆｐｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｙｒｐ１ａ：ｅＧＦＰ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈＳｙｎｃｈｒｏｎｉｚｅｄｅｍｂｒｙｏｓｗｅｒｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０２ｍｍｏｌ／ＬＰＴＵ
ａｔ６ｈｐｆ，ｔｈｅｎｗａｓｈｅｄｉｎｔｅｎｓｉｖｅｌｙａｎｄｂａｔｈｅｄｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙｉｎｔｈｅｆｒｅｓｈ
ｍｅｄｉｕｍａｔ３５ｈｐｆαＭＳＨｗａｓａｄｄｅｄａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄｆｏｒａｆｕｒｔｈｅｒ２５ｈ．
ｃｏｎｔｒｏｌ：ｚｅｂｒａｆｉｓｈｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＰＴＵｆｒｏｍ６ｔｏ３５ｈｐｆ，αＭＳＨ：ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈαＭＳＨａｔｔｈｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｔ３５ｈｐｆＥｍｂｒｙｏｓ
ｗｅｒｅｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄｕｎｄｅｒｔｈｅｓｔｅｒｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｔ６０ｈｐｆ

$

　讨　论

ｔｙｒｐ１ａ：ｅＧＦＰ转基因斑马鱼的绿色荧光蛋白表
达可以直接反应ｔｙｒｐ１ａ的表达情况。ｔｙｒｐ１ａ在黑素
合成过程中起着重要作用，它表达的高低直接影响

黑素合成。因此，本研究使用抑制黑素合成的药物

ＰＴＵ和促进黑素合成的药物 αＭＳＨ处理 ｔｙｒｐ１ａ：
ｅＧＦＰ转基因斑马鱼，检测ＰＴＵ和αＭＳＨ对转基因
斑马鱼绿色荧光蛋白表达的影响，来验证 ｔｙｒｐ１ａ：
ｅＧＦＰ转基因斑马鱼能否用于治疗色素障碍性药物
筛选。

酪氨酸酶是黑素合成过程中限速酶，斑马鱼胚

胎在发育至６ｈ时酪氨酸出现表达，因此，胚胎发
育至６ｈ时使用抑制黑素合成的药物ＰＴＵ处理，分
别在３０ｈ时和４８ｈ时检测ＰＴＵ对ｔｙｒｐ１ａ：ｅＧＦＰ转
基因斑马鱼绿色荧光蛋白的表达影响。结果显示，

在３０ｈ时斑马鱼的黑素合成受到抑制，同时斑马
鱼绿色荧光蛋白表达也受到抑制，特别是后脑脊髓

神经元处的绿色荧光蛋白，这与报道黑素细胞源于

神经脊细胞结果相符合［１３］。同样在胚胎发育至

４８ｈ时，与空白对照组相比，ＰＴＵ处理组斑马鱼的
黑素合成受到抑制，同时尾部绿色荧光蛋白表达也

受到抑制。因此，ｔｙｒｐ１ａ：ｅＧＦＰ转基因斑马鱼可以
用于色素增多型疾病药物筛选。在胚胎发育至６ｈ
时，首先使用ＰＴＵ来抑制黑素合成避免背景干扰，
在３５ｈ时洗去ＰＴＵ处理不同浓度的 αＭＳＨ，６０ｈ
时结果显示处理组的绿色荧光蛋白表达增强，并且

黑素合成增加。因此，ｔｙｒｐ１ａ：ｅＧＦＰ转基因斑马鱼

也可以用于色素减退型疾病药物筛选。

总之，ＰＴＵ可以剂量依赖性地抑制 ｔｙｒｐ１ａ：
ｅＧＦＰ转基因斑马鱼绿色荧光蛋白的表达，αＭＳＨ
可以剂量依耐性地促进斑马鱼绿色荧光蛋白的表

达。因此，ｔｙｒｐ１ａ：ｅＧＦＰ转基因斑马鱼可以用于色
素性障碍疾病药物筛选，为色素障碍性疾病药物筛

选提供了一种新模型。
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