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摘要 目的：设计一个从斑马鱼胚胎得到大量完整高纯度心脏的新方法，从而用于测定早期心脏的基因表达。方法：收集上百颗心

肌特异表达绿色荧光（cmlc2-GFP）的转基因斑马鱼的胚胎放入冰浴的 10%胎牛血清 L-15培养基中，用一个 5 mL注射器反复抽

吸迫使胚胎卵黄囊和心包腔破裂，在荧光显微镜下用微量毛细吸管收集游离的心脏，同时用单独的 EP管收集身体组织，最后用

荧光定量 PCR技术（RT-PCR）验证提纯心脏组织的生物活性和特异性。结果：提取的大部分胚胎心脏的形态是完整的，约 200颗

胚胎心脏中提取了 300 ng总 RNA。提纯的活性心脏组织不仅高表达心脏特异性基因（cmlc2，myh6），而且几乎不表达非心脏组织

的特异基因（six3b，ifabp）。结论：利用这个简便方法富集和提纯斑马鱼胚胎心脏可以得到高度纯化并具有生物活性的心脏组织。

关键词：斑马鱼胚胎；心脏纯化；cmlc2；myh6

中图分类号：Q959.468；R394-3 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2015）19-3633-04

A New Simple but Effective Method of Collecting
and Purifying Hearts from Zebrafish Embryos*

In order to measure the gene expression of early cardiac tissue, a new method is designed to obtain a lot of
intact high purity of hearts from zebrafish embryos. Firstly, hundreds of transgenic zebrafish embryos with myocardial specific

expression of green fluorescence (cmlc2: GFP) were placed in ice cold L-15 medium for pumping repeatedly with a 5 mL syringe. After

embryonic yolk sac and pericardial had been ruptured, dissociative hearts were sucked out with a micro-capillary pipette under the

fluorescence microscope rapidly, meanwhile the body tissue was enriched with a separate tube. Finally, the purified cardiac tissue was

verified its biological activity and purity using real-time quantitative PCR amplification of tissue-specific expression mRNA.
About 200 hearts were obtained from 200-300 zebrafish embryos, most of which were intact, and about 300 ng RNA were extracted from

these hearts. The purified heart tissue was bioactive substance with high expression of cardiac-specific genes(cmlc2,myh6) and almost no

expression of specific genes（six3b, ifabp）of non-cardiac tissue. A new simple method has been developed successfully to
obtain purified and bioactive zebrafish heart tissue in our research.

Zebrafish embryo; Cardiac Purification; Cmlc2; Myh6

前言

近年来斑马鱼作为一种新发现的模式生物已经引起人们

的高度重视，其广泛应用在分子发育机制，药物的筛选以及各

种疾病模式构建等领域[1-6]。斑马鱼具有个体小，发育快，饲养简

便等特点，更有意义的是斑马胚胎是透明的，并且是在体外发

育，容易观察和对其胚胎进行遗传操作[7-10]。斑马鱼有非常强的

再生潜能，如心脏、肝脏、视网膜、神经细胞等组织损伤后短期

内可以完整再生，所以它也是研究再生的理想模型[11-13]。在脊椎

动物的胚胎的早期发育中，心脏是最早形成并行使功能的器

官，早期斑马鱼胚胎不借助心血管系统的功能维持生命，它主

要靠被动扩散的方式进行呼吸作用。所以斑马鱼是一种用来研

究心血管早期发育的良好模式生物。

由于斑马鱼早期胚胎很难获得单个器官，所以早期胚胎单

个器官的基因定量表达很难评估。虽然整体原位杂交技术可以

对斑马鱼胚胎早期的发育进行时空表达的检测，但其敏感性较

差，对于基因转录不显著的差异很难检测出来。此外，真正的定

量技术，如实时荧光定量 PCR或者是基因芯片杂交技术，当用
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全胚胎作为样本时，其高分辨率只能代表整体的表达水平。所

以若想测量个别器官的基因表达，就必须把所需要的组织从整

体胚胎中完整的分离出来。此外分离纯化器官还可促进干细胞

或者祖细胞在体外的研究，例如在试管内可以进行干细胞培

养，观察干细胞细胞迁移等实验。

为了能够示踪心脏位置，我们使用的是心脏特异表达绿色

荧光（cmlc2：GFP）的转基因斑马鱼胚胎。用一个 5 mL注射器

重复抽吸斑马鱼胚胎，迫使胚胎卵黄囊和心包腔破裂。随后在荧

光显微镜下用微量毛细吸管迅速进行纯化，最后用荧光定量 PCR

扩增一系列组织特异性表达的mRNA验证提纯后心脏的纯度。

1 材料与方法

1.1 实验动物

心脏特异表达绿色荧光的转基因斑马鱼（cmlc2：GFP品

系）来自于中国科学院水生生物研究所分子病理学科组。按照

Zebrafish Book[14]进行饲养和产卵，并对其胚胎发育阶段进行分

期，通常以受精后小时数（hpf）表示。受精前晚，雌鱼雄鱼分开，

次日清晨雌雄鱼交配获得受精卵，28.5 ℃养殖水（6 mg/mL海

盐）中孵化，晚上显微镜观察去除死卵以及发育畸形的鱼卵，养

殖水每天更换两次。

1.2 主要实验材料
RNA提取试剂盒（Qiagen RNeasy Protect Mini Kit RNA）、

逆转录试剂盒（Fermentas）、SYBR Premix Ex Taq定量试剂盒
(Takara,Japan)、胎牛血清(Hyclone)、L-15培养基(Invitrogen)。
1.3 主要实验仪器

5 mL注射器、直径 50 mm塑料培养皿、德国 Eppendorf超

速离心机、15 cm 玻璃吸管、奥林巴斯荧光显微镜 、Bio-Rad
C1000荧光定量 PCR仪、Thermo核酸蛋白测定仪。
1.4 斑马鱼胚胎心脏提取
1.4.1 制作所需器材 把 15 cm 玻璃吸管尖端放在酒精灯上

拉细，使其直径范围在 60 滋M-100 滋M之间，保证斑马鱼胚胎

心脏能顺利通过且不损伤心脏，同时非心脏组织难以通过。用

一个内径为 7 mm的医用硅胶管一端连上拉细吸头的玻璃吸

管，另外一端连上一个 1 mL的移液枪头。
1.4.2 收集斑马鱼胚胎 收集 72 h活的斑马鱼胚胎 200-300

颗置于 1.5 mL EP管中，L-15培养基加入胎牛血清配成 10%胎

牛血清 L-15培养基，用冰浴的 10%胎牛血清 L-15培养基洗三
次，每次 1 min，最后一次清洗斑马鱼胚胎中的培养基不用弃

去。

1.4.3 破坏斑马鱼心包腔 用一个 5 mL注射器迅速抽吸 EP

管中的胚胎，再迅速的打回离心管里，频率是一秒一次，连续

3-5次，肉眼可看到斑马鱼胚胎卵黄囊和心包腔碎裂。
1.4.4 收集斑马鱼胚胎心脏 准备一个新的 50 mm培养皿放

置在冰上，培养皿中加入足量 10%胎牛血清 L-15培养基。在荧

光显微镜下把碎裂的斑马鱼胚胎注入 50 mm塑料培养皿中。

用口腔控制医用硅胶管的移液枪头端的压力，促使医用硅胶管

的玻璃吸管端迅速的吸起散落在身体碎片中的完整心脏，并把

吸起来的心脏放入新的冰浴的 10%胎牛血清 L-15 培养基中，

重复这个操作直到培养皿中的斑马鱼胚胎心脏抽吸干净。

1.4.5 纯化斑马鱼胚胎心脏 准备一个新的 50 mm培养皿放

置在冰上，培养皿中加入足量 10%胎牛血清 L-15培养基。用相

同方法将收集的斑马鱼心脏吸取出来放入新的冰浴的 10%胎

牛血清 L-15培养基中。这样重复三次，直到最后显微镜下培养

基中只有心脏组织。将提纯的斑马鱼心脏置于 1.5 mL EP管
中，身体组织收集到另一个 1.5 mL EP管中，低温低速（1000

rpm，4 ℃）离心一分钟。小心的弃去上层培养基，备用。
1.4.6 RNA的提取 严格按照 Qiagen 公司的 RNeasy Protect

Mini Kit RNA提取试剂盒的操作步骤，分别提取收集的心脏组

织和身体组织的 RNA，用核酸蛋白浓度测定仪测定总的 RNA

浓度及纯度，A260/A280=1.8-2.0，并用 1%琼脂糖凝胶电泳进行
鉴定，提取的 RNA放 -80℃保存。
1.4.7 cDNA 的合成 按照 Fermentas 逆转录试剂盒的说明

书，分别取 1 滋g 提纯心脏 RNA 和身体组织 RNA，以 Oli-

go-dT18为引物进行逆转录反应，产物 -20 ℃保存。
1.5 荧光定量 PCR验证
1.5.1 引物序列 共合成五个跨外显子区特异的荧光定量

PCR引物，以管家基因 β -actin为内参,目的基因是四个组织

特异性表达基因(cmlc2，myh6，ifabp，six3b)。引物全部由武汉擎

科生物公司合成。并通过普通 PCR，RT-PCR对引物的特异性

进行鉴定。引物序列见表 1。

表 1 组织特异性表达 mRNA的引物序列

Table 1 Primers sequences of Tissue-Specific mRNA

Genes Tissue-specific expression
Sequences of primers

（5'-3'）
Length of fragment Annealing temperature

β -actin

cmlc2[15]

myh6[16]

ifabp[17]

six3b[18]

The whole body

Myocardium

Atrial myocardium

Intestine

Brain/eyes

GCCGTGACCTGACTGACT ACCT

CGC AAG ATT CCA TAC CCA AGA

GGAGAGAAGCTCAATGGCACA

GTCATTAGCAGCCTCTTGAACTCA

TGGCGATGCTGACGTTTCTT

TCACGGTGACACAAAACAGCC

AGTCAGCACTTTCCGCACACT

TCCCTCTATGACCCAGGATCCT

CTTACCCCAATCCGAGCAAGA

GCTGAAGCCTGTTTTTGGCA

273bp

116bp

108bp

106bp

129bp

60 ℃

60℃

60℃

60 ℃

60 ℃
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1.5.2 实时荧光定量 PCR (RT-PCR) 使用 Bio-Rad C1000荧

光定量 PCR仪进行荧光定量分析，首先验证所有引物扩增效

率，结果显示目的基因和管家基因的扩增效率均在 90%~100%

之间，呈线性扩增。反应利用 Takara的荧光定量 PCR试剂盒进
行，用逆转录的 cDNA 为模板，斑马鱼的 β -actin 基因为内参

基因，采用 25 滋L体系：上下游引物均 1 滋L (10 pmol/滋L)，cD-

NA 1 滋L，SYBR Premix Ex Taq 12.5 滋L，ddH2O 9.5 滋L。优化后

各基因的最佳反应条件为 95 ℃ 预变性 10 min，(95 ℃ 30 s，60

℃ 30 s，72 ℃ 30 s)40个循环，增加一个溶解曲线分析，构建标

准曲线，设置阴性对照模板是 ddH2O。用提纯心脏的 cDNA和
身体的 cDNA扩增四个目的基因和内参基因 β -actin时都需

要做三个复孔，取平均值作为该样本最终 CT值。最后用 2-△△CT

的方法计算基因的相对表达量。独立实验重复三次。

1.6 统计学方法
用数据采用 SPSS 19.0软件进行分析，计量资料以均数±

标准差表示，采用独立样本 t检验比较，P<0.05认为差异显著，

有统计学意义。

2 结果

2.1 胚胎心脏提取情况
共收集了约 200颗心脏，得到的胚胎心脏大部分形态完

整，少数心脏仅观察到心室，可能是由于反复抽吸造成的，从提

纯后的胚胎心脏组织中提取了约 300 ng的 RNA。如图 1所示。

图(A)(B)(C)(D)是在心脏富集阶段所用的器材，其中包括(A)(B)

利用 5 mL注射器反复抽吸血清 L-15培养基中的胚胎去破坏
卵黄膜和心包膜。(C)图从左向右是 5 mL注射器，拉针后的玻

璃吸管，50 mm塑料培养皿。(D)图是一端连上拉针后的玻璃吸

管，另外一端连上一个 1 mL的移液枪头的医用硅胶管（内径为
7 mm）。(E)图是心脏特异表达绿色荧光（cmlc2-GFP）的转基因

斑马鱼 72 h胚胎。(F)图是剥离的单个带绿色荧光的跳动心脏。
(G)图是大量纯化后的心脏组织，箭头所示为心室和心房组织。

从图中可以看到散在的心脏，组织纯度良好，几乎无杂质。

2.2 组织表达特异性基因在斑马鱼提纯心脏和斑马鱼身体中

的表达

组织特异性基因包括四个基因，其中 cmlc2主要表达在心

肌组织，myh6主要表达在心房肌组织，ifabp 主要表达在小肠
组织，six3b主要表达在脑或者眼组织。结果见图 2和 3。图 2显

示提纯心脏组织中 cmlc2和 myh6的相对表达量很高，和身体

的 cmlc2和 myh6表达相比有显著性差异。提纯心脏的 cmlc2

的表达量是身体的 4840倍，证明提纯心脏组织的生物活性高
RNA含量丰富。由于胚胎心房组织含量低且易损坏，而提纯心

脏组织 myh6的表达量是身体的 24021倍。证明虽然吸取的过

程中我们损失了一部分心房，但是最终仍然获得了含量丰富的

活性心房组织。图 3则显示提纯心脏组织几乎不表达 six3b，和

身体的 six3b表达相比有显著性差异，P<0.001。三次独立实验

中提纯心脏 ifabp基因的扩增和空白对照完全一致，均显示无

任何扩增，而 ifabp在身体的扩增呈现高表达状态，证明提纯心

脏组织的 ifabp基因完全没有表达。结合图 1中的(G)图视觉检

查提纯心脏组织纯度良好，这些数据说明提取的心脏组织是高

度纯化并且特异性很高具有生物活性的组织。

图 1 斑马鱼心脏提纯

Fig. 1 Purification of embryonic hearts from zebrafish

Note: A and B: Using a 5 mL syring to damage the yolk membrane and

pericardium by repeating aspiration; C: Left to right: 5 mL syring,15 mL

glass pipette with tip diameter in the range between 60 滋M-100 滋M,50

mm Plastic dish; D:Two ends of the medical silicone tube (inner diameter

of 7mm) are connected to a 15mL glass pipette and a 1 mL pipette tip; E:

3-day-old myocardial green fluorescent protein (GFP)+ embryos; F:A

single beating 3-day-old myocardial green fluorescent protein (GFP)+

heart; G:A large number of cardiac tissues after purification, the arrow

shows the ventricular and atrial tissue.

图 2 心脏表达特异性基因 cmlc2和myh6在提纯心脏和身体中的比较
Fig. 2 Comparison of expression of cardiac-specific genes cmlc2 and

myh6 in purified cardiac tissue and body tissue
Note: ***, represented the relative normalized expression of cmlc2 gene
had significant differences(P<0.001) between the purified cardiac tissue

and body tissue;**, represented the relative normalized expression of
myh6 gene had significant differences(P<0.01) between the purified

cardiac tissue and body tissue.

图 3 脑 /眼睛表达特异性基因 six3b在提纯心脏和身体中的比较
Fig. 3 Comparison of expression of brain/eye-specific gene six3b in

purified cardiac tissue and body tissue
Note: ***, represented the relative normalized expression of six3b gene
had significant differences (P<0.001) between the purified cardiac tissue

and body tissue.
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3 讨论

由于哺乳动物的胚胎发育是在子宫内，所以必须借助复杂

的显微外科手术才能研究胚胎或者是发育的单个器官。相比之

下，斑马鱼的胚胎发育是在体外进行，并且一次可得到数量较

多的胚胎个体。像所有的斑马鱼器官一样，斑马鱼胚胎心脏的

发育非常迅速，斑马鱼只有一个心室和心房，通常在受精后 24

h发育成心管，两天后发育成两心腔并完成环化。72 h脱掉卵

膜形成幼鱼。心脏的发育在脊柱动物发育过程中相当保守，斑

马鱼心脏和哺乳动物有着很高的相似性[19,20]。在有些情况下，心

脏或者是血管的某些基因突变后可能致使胚胎死亡，这种情况

导致哺乳动物的早期心脏发育障碍无法观察，但是由于斑马鱼

早期一周胚胎可通过水中氧的渗透存活，如此可观察到心脏的

疾病的早期发展。所以斑马鱼是研究早期心脏发育的理想模

型。能得到高度纯化并具有生物活性的组织是很多发育生物学

研究的前提，例如现在高速发展的基因组学，转录组学，表观基

因组学，蛋白质组学和代谢组学都是从分子水平上认识生命现

象，这些研究的基础首先需要得到足量的纯化的具有生物活性

的组织材料。虽然斑马鱼胚胎数量多，但斑马鱼胚胎太小，很难

通过传统解剖手段得到足量的心脏器官。本实验建立起一种新

的实验方法，通过使用简单的试验器材和简易的操作就可一次

提纯大量的斑马鱼胚胎心脏器官。这不仅对于研究早期心脏的

基因表达有着重要意义，同时给其他广泛的生物基础研究提供

了有效的原材料。

综上所述，利用这个简单方法可以在短时间内从斑马鱼胚

胎中获取大量完整高纯度的有生物活性的心脏，如文中所述，

200颗左右的心脏即可得到超过 300 ng的 RNA活性，同时用
RT-PCR证明，提纯心脏组织高表达心脏特异性基因（cmlc2，
myh6），测定这些心脏特异性基因的表达对于检测能引起心肌

细胞增殖缺陷的突变体是非常有用的，我们只需要提纯野生型

和突变型斑马鱼胚胎的心脏进行 RT-PCR就可以比较两者早
期的胚胎心脏基因表达差异，此外，现在许多基因的表达谱可

以进行微阵列或基因表达系列分析，如果结合斑马鱼胚胎心脏

提纯技术，我们就可以进一步去识别心脏早期表达蛋白质的上

下游效应，这可以有效提高早期胚胎蛋白组学的灵敏度、准确

性。所以这个斑马鱼心脏提纯方法可以为斑马鱼做心血管方面

的研究提供一个新的研究方向和研究思路。
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