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斑马鱼心肌特异性启动子的克隆及其功能鉴定 *
叶 忠 张必利 # 徐荣良 赵仙先 秦永文 唐念中 郑 兴△

（第二军医大学附属长海医院心内科 上海 200433）

摘要 目的：探讨心室肌球蛋白重链（vmhc）基因启动子的心肌组织特异性。方法：利用 PCR技术从斑马鱼基因组中克隆了 vmhc
编码区 5'上游大小为 1952bp的调控区域，应用酶切连接方法将 vmhc启动子插入 pGEFP-N1质粒，成功构建 pEGFP-vmhc重组
载体。再应用高保真 DNA聚合酶 PCR扩增包含 vmhc启动子序列，增强型绿色荧光蛋白（EGFP）基因序列及 3'UTR序列的基因
片段，经过纯化后通过显微注射将 vmhc-EGFP基因片段导入斑马鱼受精卵中。结果：注射后的斑马鱼心脏中出现绿色荧光，而其
他部位无荧光出现。结论：vmhc启动子能够正确有效地驱动外源基因在斑马鱼心脏中特异表达，适合应用于心血管疾病的基因
功能研究，基因靶向治疗等。
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ABSTRACT Objective: To study the cardiac-specific expression of ventricular myosin heavy chain （vmhc） gene promoter.

promoter．Methods: A 1952 bp promoter fragment of zebrafish vmhc gene 5'end deletion upstream region was amplified by PCR from
zebrafish．Vmhc promoter was inserted into pGEFP-N1plasmid by enzyme digestion to construct the recombinant vector of
pEGFP-vmhc. The gene fragment contain vmhc promoter sequences,enhanced green fluorescent protein gene （EGFP）sequences and
3'UTR sequences was amplified by PCR with high-fidelity DNA polymerase. The purified vmhc-EGFP gene fragment was injected into
fertilized eggs of zebrafish by Microinjection. Results: Green fluorescence could be observed in the zebrafish heart injected the
vmhc-EGFP gene fragment, but not in Non-myocardial tissue. Conclusion: Vmhc promoter is able to correctly and effectively drive the
specific expression of exogenous genes in the zebrafish heart, and it is suitable for the study of gene function and gene therapy in
cardiovascular disease.
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斑马鱼是继小鼠之后的又一个重要的模式脊椎动物，近十

年来，被广泛应用于心血管疾病研究。它具有以下特点：首先，
斑马鱼是一种可以用来进行无偏差和全基因组正向遗传筛选

的脊椎动物，这使得人们可以鉴定心血管发育必需的基因；其

次，由于斑马鱼胚胎缺乏血液循环，氧可以通过被动扩散进入

胚胎到达所有组织，这就使得即使具有严重心血管系统缺陷的

胚胎早期也能够继续发育；再则，由于斑马鱼胚胎是全透明的，

可以全程观察和研究其心脏发育及血液流动状况[1]。Lazic S等
通过对斑马鱼 mef2cb表达的研究，证明斑马鱼的心脏生长比
我们想象的还要与鼠类相似[2]。
启动子根据其作用方式和功能一般可分为组成型启动子，

组织特异型启动子和诱导型启动子,组织特异型启动子能使目
的基因的表达产物只在一定的器官或组织积累，增加区域表达

量[3]。本文探讨了斑马鱼心室肌球蛋白重链（ventricular myosin
heavy chain，vmhc）启动子在斑马鱼心脏中的表达特性及特异
性，为将来应用该启动子在斑马鱼心脏中定时，定位，定量表达

外源基因奠定基础。

1 材料和方法

1.1 质粒、感受态和实验动物
载体 pEGFP-N1由本实验室构建；大肠杆菌感受态细胞

TOP10由本实验室制备；斑马鱼为野生型 AB品系，取自本实
验室。
1.2 引物设计
设计用于 PCR扩增斑马鱼 1952bp vmhc 启动子的引物，
交由上海英潍捷基生物科技有限公司合成。引物序列如下：

vmhcF：5'-ACTCCGCGGAGGCCATGTGTCCTAAATTCT
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图 1斑马鱼基因组 DNA琼脂糖凝胶电泳图

图 2 Vmhc扩增电泳图
Fig.1 Zebrafish genomic DNA agarose gel electrophoresis

Fig.2 Vmhc amplification electrophoresis

-3'；
vmhcR：5'-ATCGGATCCGAACACCAACCATGAGATCA

CT-3'。
1.3 Vmhc启动子的扩增及回收
从斑马鱼组织中提取基因组 DNA，作为模板进行 PCR扩
增。PCR反应条件如下：95℃预变性 5分钟后，95℃变性 30秒，
53℃退火 30 秒，68℃延伸 2 分钟条件下进行 3 个循环，再
95℃变性 30秒，62℃退火 30秒，68℃延伸 2分钟条件下进行
35个循环，最后 68℃终延伸 5分钟。PCR产物用 1%琼脂糖凝
胶电泳，切取目的片段进行回收。
1.4 目的片段与 pEGFP-N1载体连接及鉴定
取 pEGFP-N1质粒与克隆得到的 vmhc启动子基因片段进
行限制性内切酶 SacⅡ和 BamHⅠ双酶切，水浴 37℃酶切 3小
时，然后用 PCR清洁试剂盒对酶切产物进行回收，采取在 T4
DNA连接酶作用下 4℃过夜连接的方法连接酶切产物，转化
Top10感受态菌，涂布卡纳青霉素(Kan)抗性平板，37℃过夜培
养。挑取转化板的单克隆，取 1μL菌液作模板，特异引物
vmhcF/R进行 PCR扩增, 取 5 μL扩增产物，1%琼脂糖凝胶电
泳检测，PCR 反应条件如下：94℃预变性 5 分钟后，94℃变性
30 秒，61℃退火 30 秒，72℃延伸 4 分钟条件下进行 30 个循
环，最后 72℃终延伸 10分钟。挑取 PCR鉴定正确的阳性克隆
送 invitrogen公司测序，测序引物序列为：

pEGFP-N-3:CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG
CMVF：5'CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG3'

1.5 Vmhc-EGFP基因片段的扩增
用 Axygen质粒小提试剂盒抽提测序正确的 pEGFP-vmhc
阳性克隆质粒。根据 pEGFP-vmhc质粒序列设计上下游引物，
用 KOD-Plu高保真 DNA聚合酶扩增包含 vmhc启动子序列、
增强型绿色荧光蛋白基因 EGFP序列及 3'UTR序列的基因片
段，用于下一步实验，引物序列为：

EGFPF:5'-CATTAACGTCTGCCAATTGCACG-3'
EGFPR:5'-GAACAACACTCAACCCTATCTCG-3'
PCR反应条件如下：反应体系在冰上调制，混匀，瞬时离心
后置 PCR仪，95℃预变性 3分钟后；95℃变性 30秒，53℃退火
30秒，68℃延伸 4分钟条件下进行 35个循环；最后 68℃终延
伸 5分钟。
1.6 斑马鱼的饲养管理

AB品系野生型斑马鱼饲养于水族箱中，投喂人工饵料，温
度恒定于 28℃，pH值在 7±0.2，光暗时间 12 h：12 h。繁殖时雌
雄分开暂养，产卵前一天晚上将 1尾雌鱼和 1尾雄鱼配对于一
小水族箱中，用黑布盖好遮光，实验当天早上揭去黑布，让其自

然产卵。胚胎用 Egg water在 28.5℃的培养箱中培养。
1.7 显微注射

Vmhc-EGFP基因片段用试剂盒纯化，紫外分光光度计测
定基因浓度为 56ng/μL，参照 Rosen JN等[4]的方法，将外源基因

片段注射至 1-2细胞期的斑马鱼早期胚胎细胞质中，每个受精
卵大约注射 2 μL。注射后，将受精卵收集于盛有 Egg water的
培养皿中。
1.8 EGFP的表达观察
在各个发育时期将观察处理组和对照组的斑马鱼胚胎置

于 LEICA荧光显微镜（40*，加 488nm波长光源）下活体观察，
记录，拍照，计算 EGFP基因荧光表达率。

表达率 = 表达荧光的胚胎数
导入 vmhc-EGFP基因的总胚胎数

×100%

1.9 RT-PCR检测 vmhc启动子功能
1.9.1 引物设计 根据 EGFP基因序列设计用于 RT-PCR检测
的引物, 引物的设计按照基本的设计原则，退火温度为 56℃,
PCR产物片段大小为 750bp左右，同时设计内参 β-actin引物，
引物序列如下：

EGFPF:5'-ATGGTGAGCAAGGGCGAGG-3'
EGFPR:5'-TTACTTGTACAGCTCGTCCATG-3'
actinF：5'-AGGGAAATCGTGCGTGAC-3'
actinR：5'-TGGAAGGTGGACAGCGAGG-3'

1.9.2 EGFP表达检测 受精后 48hpf（hours postfertilization），取
注射 vmhc-EGFP基因片段的处理组与未注射的对照组斑马鱼
胚胎各 100个，提取 RNA，应用 RT-PCR合成 cDNA第一条
链，作为模板进行 PCR扩增。PCR反应条件如下：95℃预变性
5 min；然后 94℃变性 30s，56℃退火 30s，72℃延伸 30s，进行
32个循环；再 72℃延伸 10min。以 β-actin作为阳性对照，95℃
预变性 5min；然后 94 ℃变性 30s，56 ℃退火 30s，72 ℃延伸
30s，进行 32个循环；再 72℃延伸 10 min。取 5 μLPCR产物进
行 1.2 %琼脂糖凝胶电泳检测，EB 染色，160V 电压电泳 25
min，在凝胶成像系统下观察，拍照。
1.10 Western-blot检测 vmhc启动子功能
受精后 48hpf，取注射 vmhc-EGFP基因片段的处理组与未
注射的对照组斑马鱼胚胎各 100个，提取总蛋白，BCA法测定
蛋白浓度。取 100 μg蛋白上样跑 SDS-PAGE电泳，转膜，5%脱
脂奶粉封闭液（PBST）中室温封闭 2 h，4℃鼠抗 GFP抗体孵育
过夜，羊抗鼠二抗室温孵育 1 h，West Pico显色，压片，显影。

2 结果

2.1 Vmhc的 PCR扩增
AxyGen基因组 DNA抽提试剂盒抽提得到斑马鱼基因组

DNA经 1%琼脂糖凝胶电泳分析，抽提 DNA质量良好，可以用
于 vmhc基因片段扩增，见图 1。PCR扩增斑马鱼心肌特异性启
动子 vmhc基因片段，目的条带在 1952bp左右，与理论预期一
致，表明正确扩增出 vmhc基因片段，见图 2。
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图 3重组载体 pEGFP-vmhc质粒电泳图

图 4 pEGFP-vmhc重组质粒与 pEGFP-N1空质粒电泳图
Fig.3 The recombinant vector pEGFP-vmhc agarose gel electrophoresis

Fig.4 pEGFP-vmhc recombinant plasmid and pEGFP-N1 empty plasmid

agarose gel electrophoresis

2.2 PEGFP-vmhc载体的构建
以 SacⅡ、BamHⅠ分别双酶切 pEGFP-N1和 vmhc基因片

段,经 T4DNA连接酶连接双酶切产物，构建 pEGFP-vmhc重
组载体。转化 Top10感受态细菌，菌落 PCR方法筛选阳性菌
落，5 个克隆均可见 2000bp 左右的阳性片段，筛选得到
pEGFP-vmhc重组阳性克隆，见图 3。阳性克隆质粒与未插入片
段的 pGEFP-N1空载体电泳比较，条带明显大于空载体，证实
有插入片段插入，见图 4。送 Invitrogen公司测序，结果与设计
完全一致。

2.3 Vmhc-EGFP基因片段的扩增与纯化
PCR扩增包含 vmhc启动子序列，增强型绿色荧光蛋白基

因 EGFP序列及 3'UTR序列的基因片段，目的条带在 2600bp
左右，与理论预期一致，表明正确扩增出 vmhc-EGFP基因片
段，见图 5。胶回收试剂盒回收片段，紫外分光光度计测定基因
浓度为 56ng/μL，-20℃保存备用。
2.4 EGFP基因的导入及表达的荧光检测
通过显微注射技术将外源基因 EGFP导入斑马鱼的受精

卵后，根据胚胎发育的不同时期，在荧光显微镜下跟踪观察。表
达率为 82.07%，发现基因导入斑马鱼受精卵后，转化胚胎在同
样条件下发育时期比对照要延迟 6小时左右，在导入外源基因
18hpf后开始能在荧光显微镜下观察到荧光，并可持续表达 11
天，且转化胚胎之间的 EGFP表达存在差异，随着胚胎发育时
间的推移，荧光强度逐渐稳定下来，见图 6。
2.5 RT-PCR检测 vmhc启动子功能
以显微注射 48hpf斑马鱼组织 mRNA为模板 RT-PCR扩

增 EGFP基因片段，注射有 vmhc-EGFP基因片段的斑马鱼有
阳性片段扩增，而未注射的对照组斑马鱼没有阳性片段扩增；

内参 actin基因实验组与对照组均有阳性片段扩增。由于斑马
鱼自身无 EGFP基因，说明外源 EGFP基因在斑马鱼中成功表
达，vmhc启动子具有驱动基因表达的功能，见图 7。
2.6 Western-blot检测 vmhc启动子功能

Western Blot半定量检测 vmhc-EGFP实验组与对照组中
EGFP 的表达量，未注射 vmhc-EGFP 基因片段的对照组无
EGFP 蛋白表达，注射有 vmhc-EGFP 基因片段的实验组有
EGFP蛋白表达。由此可以说明 vmhc 启动子可以驱动外源
EGFP基因在斑马鱼中正常表达，vmhc启动子具有驱动基因表
达的功能，见图 8。

图 5 Vmhc-EGFP基因片段扩增电泳图
Fig.5 Vmhc-EGFP gene fragment amplified electrophoresis

3 讨论

在对许多心血管疾病致病基因的研究中，要求基因载体具

有靶器官定向表达的能力，以提高基因表达的效率，观察致病

基因导致的靶器官功能改变。目前研究发现许多基因，如心肌
肌球蛋白重链（myosin heavy chain，mhc）[5]、α-肌动蛋白[6]、脑钠
素[7]等，其启动子的活性只限于心血管组织，具有良好的靶器官

特异性，适合开发出具有靶器官特异性表达的基因表达载体。
心脏肌球蛋白由 2条重链和 4条轻链构成，斑马鱼 mhc有心
房（atrial myosin heavy chain，amhc）和心室（ventricular myosin
heavy chain，vmhc）两种亚型[8]。vmhc基因只在心室的心肌细胞

中表达[9]，而心房肌细胞则表达相应的 amhc基因（atrial myosin
heavy chain）[10]。斑马鱼基因 vmhc最先在心室的心肌前体细胞
中表达，是心脏发育早期的标志基因。2009年，靳大庆等克隆
了基因 vmhc上游片段的启动子区（1952bp），鉴定了 vmhc启
动子能够充分驱动 EGFP基因在斑马鱼心室中特异表达，而不
在体节中表达[11]。GFP最早由下村修等于 1962年在一种学名
Aequorea victoria的海洋生物水母中发现，其基因所产生的蛋
白质，在蓝光波长范围的光线激发下，会发出绿色荧光[12]。GFP
是常用的报告基因，转化入宿主细胞后很稳定，对多数宿主的

生理无影响。目前应用较多的是 GFP的突变体 -EGFP（64位苯
丙→亮），发射出的荧光强度比 GFP大 6倍以上，更适合作为
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研究基因表达、调控及蛋白质在生物体内定位等的报告基因
[13]。EGFP是目前最佳标记分子,具有荧光特异性高、易于检测
等独特的优势。运用组织特异性启动子驱动 EGFP表达的转基
因斑马鱼可以作为有用的工具应用于追踪细胞运动，观察动态

基因表达模式，剖析活体胚胎的调控转录元件等领域的研究
[14-16]。
显微注射技术（microinjection）是利用管尖极细（0.1至 0.5

μm）的玻璃微量注射针，将外源基因片段直接注射到原核期胚
或培养的细胞中，然后藉由宿主基因组序列可能发生的重组

（rearrangement）、缺失（deletion）、复制（duplication）或易位
（translocation）等现象而使外源基因嵌入宿主的染色体内。这种
技术的优点在于任何 DNA在原则上均可转入任何种类的细胞
内，目前已成功运用于包括小鼠、鱼、大鼠、兔子及许多大型家
畜，如牛、羊、猪等基因转殖动物。应用显微注射技术导入外源
基因时，对 DNA的大小无限制，整合率高，且可直接产生转基
因动物[17]，是目前广泛使用、效果较好的一种方法[18]。而与哺乳
动物相比，外源基因导入鱼类受精卵的细胞质时，其与鱼类细

胞染色体 DNA发生整合的几率要高得多[19]。这是因为鱼类受
精卵内有一种细胞质流，有助于导入的外源基因与受精卵原核

DNA接触，此外，鱼类受精卵分裂快，分裂过程中核膜消失，染
色体散开，增加了外源基因与染色体 DNA接触的机会，有利于
外源基因的整合[20]。
本实验通过报告基因 EGFP 观察了斑马鱼心肌特异性

vmhc在斑马鱼体内的表达特性及组织特异性，发现转化胚胎

在同样条件下发育时期比对照要延迟 6小时左右，导入外源基
因 18hpf后开始能在荧光显微镜下在斑马鱼胚胎心脏区域观
察到荧光，28hpf时可以观察到明显的荧光集中在斑马鱼心脏
区域，并可持续表达 11天。本实验还通过对 48hpf的斑马鱼心
肌组织的 RT-PCR扩增 EGFP基因片段及 EGFP蛋白的 west-
ern-blot检测，验证了外源 EGFP基因及 EGFP蛋白在斑马鱼中
的成功表达，说明 vmhc启动子可以驱动外源 EGFP基因在斑
马鱼中正常表达，vmhc启动子具有驱动基因表达的功能。
综上所述，本实验克隆的斑马鱼 vmhc启动子能够正确有

效地驱动外源基因在斑马鱼心脏中特异表达，而在心脏外表达

很低，适合应用于基因功能研究，基因靶向治疗等领域，可以成

为心血管疾病遗传学及发育生物学研究的重要工具。
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