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摘要! 为了研究尼罗罗非鱼胚胎发育和器官形成过程中基因功能和基因表达图式!本研究建

立了尼罗罗非鱼的整胚原位杂交流程" 尼罗罗非鱼的胚胎具有卵黄大$不透明$色素出现早等

特点!因此现有鱼类整胚原位杂交方法不能完全适用于尼罗罗非鱼的胚胎!故本研究做了相应

的调整和优化'通过提高 +

2

"

2

的浓度和添加 O"+!改良了尼罗罗非鱼胚胎的色素去除方法#

使用冷丙酮代替蛋白酶 O在提高胚胎通透性的同时保持胚胎完整#减少了探针回收和抗体回

收后的洗涤次数!完善了结果的图像采集和胚胎保存方案" 使用尼罗罗非鱼的重组激活基因

L(+1 作为探针基因!整胚原位杂交结果显示 L(+1 基因表达的位置与已报道的斑马鱼和日本

青
!

的 L(+1 基因在胚胎中的表达位置高度保守!胚胎完整!基因表达位置清晰可见!表明此

套尼罗罗非鱼的整胚原位杂交技术流程成功有效"

关键词! 尼罗罗非鱼#整胚原位杂交# 胚胎发育# 重组激活基因%L(+1&

中图分类号! A:8414# *:19145555555 文献标志码'&

5 5 整 胚 原 位 杂 交 # VN/0> 8/F=?:= I:?F

NH<B:E:U9?:/="K)*+$又称整体原位杂交"是研究

胚胎发育和器官形成过程中基因功能和基因表达

图式的重要手段) 原位杂交技术最早由 J900和

59BEF>

*1+

建 立" 利 用 此 技 术 在 爪 蟾 # O#$%&21

.(#J-1$ 染 色 体 上 成 功 定 位 了 多 拷 贝 顺 序)

K>I?>BC:>0E

*2+

最早将此技术引进到斑马鱼#@($-%

)#)-%$组织切片中检测基因的表达与定位) 随着

该技术的不断发展"其应用越来越广泛"目前所有

的模式动物和植物中都有该技术的应用) 该技术

早期主要应用在组织切片和整体胚胎中"现在其

应用领域正不断拓宽"J>B09DN 等
*/+

在斑马鱼成体

的肾脏中应用该技术标记了成体肾脏中的

3(,'#)-$19 和 0(/D( 基因 8$%&的表达位置"实

现了器官水平的整体原位杂交)

K)*+技术在鱼类的胚胎研究中同样得到了

广泛的应用) *D>8989等
*4+

利用该技术检测了

'%4(2( 和 '%4(2D 基因在条纹鲈#H%)%$#1(4("-.-1$

胚胎中的表达图式) 在异育银鲫#!()(11-2 (2)("21

+-D#.-%$胚胎发育的研究中"':F 等
*8+

利用 K)*+技

术研究了 !(+<;6Q8基因从胚胎发育的 43@下包

时期到受精后 1 天#E9H S/I?6C>B?:0:U9?:/="ESC$时期

的表达图式) 除了应用于基因表达图式的研究中"

K)*+技术也应用于基因进化比较中) 在研究比

较 $($%+ 基因的 8R上游序列在硬骨鱼和哺乳动物

中进化和功能时"L9B9=E>0等
*7+

利用 K)*+技术揭

示 $($%+ 基因在银鲫#!F(2)("21$中的母源表达图

式与其 他物种的 一致"在进 化上 是保 守 的)

,ID/<9B等
*9+

克隆 6()(.-3'"'*1(,1&#)121的 QN;:1

和 QN;:1L基因后"通过 K)*+技术研究了这两个

基因在 6F(,1&#)1210 ESC和 :ESC胚胎中的表达位

置"结果显示这两个基因在肌肉和脊索有特异表

达"表明其可能在肌肉和神经系统的发育中发挥重

要功能) 此外"K)*+技术也应用于研究环境毒害

因子对鱼类的影响) ):E9等
*0+

在研究四氯双苯环

二 恶 英 # 2" /" 9" 06?>?B9DN0/B/E:<>=U/6S6E:/W:="
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M-33$对真鲷#6(+)210(7%)$神经系统的毒害作用

时"利用K)*+技术分析了经 M-33处理后分泌型

轴突排斥因子 A#0(/<在真鲷神经系统的表达"其结

果表明M-33可影响真鲷周围神经系统的发育)

在鱼类中 K)*+技术发展迅速"已发展出双

色 K)*+技术和多色荧光 K)*+技术"如 -9/

等
*:+

在斑马鱼中利用双色 K)*+技术研究了

9HN=/ 基因过表达后对中胚层基因 $".的抑制

作用%'9F?>B等
*13+

使用荧光 K)*+技术在斑马鱼

脑区可同时标记 / 个基因的表达) 但是荧光

K)*+使用的试剂比较贵"与传统显色方式相比"

荧光比较容易淬灭"需要及时通过荧光解剖镜

#或显微镜$获取杂交结果"而传统显色的胚胎可

以在合适的条件下长久保存)

在罗非鱼中"'>59<:D等
*11+

和 'H/= 等
*12+

参考

和沿用了斑马鱼等的 K)*+方法"分别研究了 9%4

基因家族中 9%42 和 9%4/:7 基因在胚胎发育中的

时空表达图式) '>59<:D等
*11+

同时比较了尼罗罗

非鱼#>)#%3')%0-1$-.%"-321$和条纹鲈中 9%42 基

因的表达图式"结果表明9%4基因家族中的不同基

因在尼罗罗非鱼后脑和咽弓发育具有不同的表达

图式) '>59<:D

*11+

和 'H/=

*12+

采用此 K)*+技术解

释了 9%4基因在罗非鱼后脑和咽弓发育具有不同

的表达图式"但由于未能解决罗非鱼胚胎色素的去

除问题"其结果中大量色素的存在影响对基因表达

位置的判别) 本研究团队参考已有的鱼类胚胎原

位杂交方法
*4"11 61/+

开展尼罗罗非鱼胚胎 K)*+分

析"但难以得到理想的原位杂交结果"主要问题总

结如下!1$色素去除后"胚胎中留存大量气泡"影响

探针的进入和杂交"应该有基因表达的位置因气泡

原因无阳性杂交信号%2$不易掌握蛋白酶 O的消

化条件"胚胎要么因消化过度杂交信号杂背景深"

要么因消化不充分杂交信号弱%/$探针回收和抗体

回收后"清洗次数多"时间长) 说明尼罗罗非鱼胚

胎有自身的特性"不能完全沿用其他鱼类中使用的

方法) 因此"本研究通过改良胚胎色素去除方法(

提高胚胎通透性以及优化相关实验操作程序等"建

立了适合于罗非鱼胚胎的 K)*+技术)

重组激活基因#L(+1$在鱼类中比较保守"在

胚胎早期发育过程中主要在胸腺中表达"其表达

位置在胚胎两侧呈对称分布"表达范围仅仅局限

在胸腺#或胸腺原基$的位置
*14+

"比较适合于判断

K)*+技术是否成功建立) 在斑马鱼中"张春霞

等
*18+

使用 L(+1 做探针验证了其建立的 K)*+技

术) 因此本研究选用尼罗罗非鱼的 L(+1 验证建

立的罗非鱼 K)*+技术)

15材料和方法

!"!#实验材料

实验动物55雌雄尼罗罗非鱼分缸单独喂

养"观察雌性罗非鱼的泄殖孔"如果颜色变红"轻

轻挤压腹部有卵子自动流出"则表示卵细胞发育

成熟"可以人工采卵) 采卵时将卵子挤到干净的

大烧杯中"用同样的方法挤入精液"用羽毛轻轻搅

拌"使精卵充分混合) 然后加入清水"轻轻搅拌之

后静置 1 8:="倒去污水"清洗并获取人工授精的

尼罗罗非鱼卵) 29 P下人工孵化器中培养胚胎

并在所需时间点取样"胚胎自然出膜前需在显微

镜下用显微镊徒手剥去卵壳"然后加入 4@多聚

甲醛#5(&$"置于 4 P过夜固定)

主要试剂55M9 $%&S/0H8>B9I>#MN>B8/"

,53111 $% *S7 $%& S/0H8>B9I> # MN>B8/"

,531/1 $% 3%9I>)# 5B/8>G9" L713&$% +>S9B:=

I/E:F8I90?#*:G89"+4904$%酵母 ?$%&#*/09B<:/"

J0793$%70/DZ:=G $>9G>=?#$/DN>"113:7197331$%

9=?:63:G/W:G>=:=6&5 (9< (B9G8>=?I # $/DN>"

113:/294:13$% %7M47-)5# $/DN>" 11442394331 $%

5(&# L>BDZ" 134338 $% 8:=:$%& AF:DZ *S:=

-/0F8=I# $/DN>" 11014429331 $% 3MM# *:G89"

74787/ 613 =318 8'$)

主要仪器55摇床#M*60"A:0:=7>:,$$(杂交

炉#5B>C>D?70/?"5>=A'9<$(水浴锅#3O603"上海

一 恒 科 技 有 限 公 司 $( 核 酸 蛋 白 检 测 仪

#7:/SN/?/8>?>B&.21",SS>=E/BC$)

!"$#原位杂交所需试剂

13 =57*母液#1 '"S+913"室温保存$)

4@多聚甲醛#1 '"配制后过滤"4 P保存$)

23 =**-母液#1 '"S+913"室温保存$)

酵母 ?$%&母液#83 8G48'" 623 P保存$)

肝素母液#83 8G48'" 623 P保存$)

蛋白酶 O母液#13 8G48'" 623 P保存$)

2 =L&7母液#1 '"S+918"室温保存$)

13 =70/DZ:=G $>G>=?母液# 623 P保存$)

8 8/04'%9-0#室温保存$)

1 8/04'MB:I6+-0#S+:18"室温保存$)

1 8/04'LG-0

2

#室温保存$)

0401
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57*M#1 '"室温保存$)

预杂交缓冲液 +H< 6#43 8'" 623 P保存"

使用前 78 P预热$)

杂交缓冲液 +H< C#43 8'" 623 P保存"使

用前 78 P预热$)

3,5-水#1 '"1@3,5-"室温保存$)

L&7M溶液#1 '"室温保存$)

抗体溶液#现用现配"1E8 333 溶于封闭液$)

左旋咪唑母液#1 8'"73 8G48'" 623 P保

存$)

洗液)#43 8'"使用前 78 P预热$!48'23 =

**-"23 8'去离子甲酰胺"433

!

'13@MV>>=6

23"补灭菌超纯水至 43 8')

洗液 ))#43 8'"使用前 78 P预热 $!4 8'

23 =**-"433

!

'13@MV>>=623"补灭菌超纯水至

43 8')

洗液 )))#43 8'"使用前 78 P预热$!4 8'洗

液 ))" 433

!

' 13@ MV>>=623"补灭菌超纯水至

43 8')

封闭液#43 8'" 623 P保存$!033

!

'13 =

70/DZ:=G $>G>=?母液"4 8'绵羊血清"23 8'2 =

L&7母液"用灭菌去离子超纯水定容至 43 8')

用前解冻后离心)

平衡缓冲液 # 43 8'"现用现配 $! 1 8/04'

MB:I6+-0#S+:18$4 8'"8 8/04'%9-0310 8'"1

8/04'LG-0

2

2 8'"13@ MV>>=623 433

!

'"用去

离子超纯水定容至 43 8')

!"A#探针载体构建和 R>B探针合成

参考 (F;:8FB9等
*17+

的研究取不同发育时期

的罗非鱼胚胎"提取总 $%&"反转录获得 D3%&)

参考斑马鱼(赤点石斑鱼 #E&-$#&'#.21(?(()($(

红笛鲷#I2"7($211($+2-$#21$等鱼类的 L(+1 的保

守区"设计尼罗罗非鱼 L(+1 基因的克隆引物!

"L(+1( 8R6MJJM-MM-JM-JJMJJ&M6/R% "L(+1

$ 8R6MM-M-&M-&M&M---JMJ----MJ&6/R)

克隆罗非鱼的L(+1 同源基因到 S,&*X6M/ 载体中"

获得重组载体 S,&*X6M/6L(+1) 以重组载体为模

板"L1/$和L1/(为引物 5-$"产物经纯化后可作

为探针合成的模板) 合成 $%&反义探针所用合成

酶的确立原则!S,&*X6M/6L(+1 如果用 M9 引物测

序"测序结果为同向"则用 *S7 合成"若为反向则用

M9 合成%如果用 *S7 引物测序"同向用 M9 合成"反

之用*S7 合成%正义探针的合成则需要相反的酶)

$%&反义探针合成体系 #83

!

'$为!3,5-

水 10

!

'"5-$纯化产物 18

!

'"8 =MB9=IDB:S?:/=

7FCC>B13

!

'"3MM1

!

'"3)J609<>0:=G L:W /

!

'"

$%9I>抑制剂 1

!

'"*S74M9 $%&合成酶 2

!

')

合成反应在 /9 P水浴锅中进行 1 N"然后加入 2

!

'3%9I>)消化 18 8:="以去除 3%&模板) 将

8:=:AFD:Z *S:= $%&-/0F8=I$%&纯化柱子装

到 2 8'离心管中"短暂离心后将柱子下端封口

掰断"重新装回 2 8'离心管中"1 333 =+ 离心 2

8:= 去除保护液) 将离心好的柱子装到 $%9I>6

CB>>的 118 8'离心管中"将消化好的 $%&探针

合成液沿离心形成的斜面小心加到 $%&纯化柱

中"1333 G 离心 48:="获取 $%&探针纯化液)

118@琼脂糖凝胶电泳检测合成探针的质量"使用

7:/SN/?/8>?>B&.21核酸蛋白检测仪检测探针浓

度"用 +H< C杂交缓冲液稀释至 13 =G4

!

'"

623 P冻存) 使用时再用 +H< C稀释13 <23 倍)

以同样的方法合成正义探针"在实验中做对

照使用)

!"N#尼罗罗非鱼整胚原位杂交实验流程

探针杂交#第 1 天$!选择合适时期的胚胎"在

摇床上用 57*M洗 / 次"每次 8 8:=%如果胚胎长有

色素"需在此步骤后"先用 57*洗 13 8:="再进行

后续脱色处理) 脱色液需现用现配!13 8'脱色液

含有 9 8'灭菌水"2 8'+

2

"

2

#/3@$"1 8'O"+

#质量浓度 8@$"混匀后加入装有胚胎的 ,5管中"

开盖置于解剖镜的外置光源下脱色) 脱色完毕可

用预冷的丙酮处理胚胎" 623 P下通透 18 </3

8:=#胚胎发育时期靠后通透时间可相应增加$%然

后在摇床上用 57*M洗 / 次"每次 8 8:="洗脱丙

酮%去除 57*M后加入预杂交液 +H< 6"在杂交炉

中 78 P反应 18 8:=%之后除去 +H< 6并加入预杂

交液 +H< C"杂交炉中 78 P预杂交 4 N%预杂交完

成后加入 1 8'用杂交液 +H< C稀释的 $%&探针

#探针浓度为 1 =G4

!

'$"73 P杂交过夜)

抗体孵育 #第 2 天 $! 回收探针" 贮存于

623 P#可回收利用 / 次左右$%然后进行洗涤"在

在 73 P杂交炉中"用洗液)洗涤 2 次"每次 /3 8:=%

去除洗液
'

加入洗液 ))洗涤 1 次"18 8:=%再用洗液

)))洗涤 2 次"每次/3 8:=%然后在室温条件下"置于

摇床用 L&7M洗 / 次"每次 8 8:=%洗涤完成后用

封闭液进行封闭"室温孵育 4 N%然后去除封闭液"

加入抗体#1E8 333 稀释到封闭液中$"放于 4 P孵

:401
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育过夜)

显色#第 / 天$!回收抗体"贮存于 623 P#可

回收利用 / 次左右$%然后洗去非特异结合的抗

体"在慢速摇床上#室温$用 L&7M洗涤 2 次"每

次 /3 8:=%同样条件下再用 57*M洗涤 2 次"每次

/3 8:=%然后加入平衡缓冲液#加入左旋咪唑"终

浓度为 318 8G48'$"平衡 13 8:=%最后加入新鲜

的显色液#左旋咪唑母液稀释 83 倍(%7M47-)5

稀释 23 倍到平衡缓冲液中$"避光显色"每隔 18

8:= 镜检"观察显色情况%在显色完成后"用 4@

5(&室温避光固定 13 8:="终止显色反应"用

93@酒精洗涤 1 <4 次"每次 /3 8:="去除背景颜

色) 胚胎洗涤完毕后"加入新的 93@酒精"封口

膜封口"可在 623 P避光保存 / 年)

!"<#尼罗罗非鱼整胚原位杂交结果图像采集

制备底部铺有 2@琼脂糖凝胶的培养皿"待

琼脂凝固后加入 93@酒精"慢速摇床上平衡 1 N"

置放新鲜的 93@酒精"不用时存放于 4 P冰箱)

在外置光源下"将尼罗罗非鱼胚胎置于 93@酒精

琼脂培养皿中"皿底部垫有白色 &4 打印纸"用

"'XL5#* *YQ9 体 视 显 微 镜 和 "'XL5#*

3528--3进行观察及成像)

25尼罗罗非鱼整胚原位杂交结果

$"!#探针合成效果和特异性验证

电泳检测的结果显示"本实验中合成的 L(+1

正义探针#图 169"1$和反义探针#图 169"2$的条

带特异"无降解造成的拖尾"该结果显示合成的探

针质量比较好) 整胚原位杂交结果显示"L(+1 在

胚胎后脑脑区下端(胸鳍前有特异的信号区"且在

躯体两侧呈对称分布#图 16<$"而正义探针对照

组则无任何信号#图 16D$)

$"$#胚胎通透条件改良

本研究对 : <13 ESC的尼罗罗非鱼胚胎使用冷

丙酮替代蛋白酶 O"在 623 P下通透 /3 8:="结果

显示胚胎结构完整"L(+1 基因的杂交信号特异"染

色清晰无杂信号#图 26<$) 而使用传统的蛋白酶O

消化"如果消化过度则杂交信号杂乱"显色背景深

#图 269$%如果消化不充分"探针无法充分渗透到组

织中"导致杂交信号微弱"染色浅#图 26D$)

图 !#B(+! 探针电泳检测和探针特异性验证

#9$11L(+1 正义探针% 21L(+1 反义探针) # <$L(+1 反义探针整胚原位杂交结果) #D$L(+1 正义探针原位杂交结果) 所有胚胎为

8 ESC侧面观"头在左尾在右"标尺在#D$图) 红色&

"

'指示 L(+1 在罗非鱼胚胎中表达的位置

=02"!# 6̂14/-,73,-1505'*957140+0491/14/0,*,+B(+! 7-,(15

#9$11L(+1 I>=I>SB/<>% 21L(+1 9=?:I>=I>SB/<>1# <$K)*+/CL(+1 9=?:I>=I>SB/<>1#D$K)*+/CL(+1 I>=I>SB/<>1&00>8<BH/IV>B>

8/F=?>E V:?N ?N>:B9=?>B:/BI:E>I?/ ?N>0>C?9=E ?N>:B09?>B90I:E>I?/V9BE ?N>B>9E>B9?8 ESC"ID90>:I:= :89G>#D$1MN>>WSB>II:/= S/I:?:/=I

/CL(+1 9B>:=E:D9?>E <H B>E &

"

' 9</2>?N>E/BI90I:E>I/C?N>>8<BH/I

图 $#不同通透条件下的原位杂交结果

#9$蛋白酶 O消化过度% # <$冷丙酮通透% #D$蛋白酶 O消化不充分) 所有胚胎为 : <13 ESC侧面观"头在右尾在左"标尺在#D$图)

红色三角指示 L(+1 在罗非鱼胚胎中表达的位置

=02"$#&31-15?6/5,+W)VK0*90++1-1*/71-.1'(060U'/0,*4,*90/0,*5

#9$"2>BE:G>I?:/= <H 5B/?>:=9I>O1# <$5>B8>9?>E <H D/0E 9D>?/=>1#D$3>C:D:>=?E:G>I?:/= <H 5B/?>:=9I>O1&00>8<BH/IV>B>8/F=?>E

V:?N ?N>:B9=?>B:/BI:E>I?/ ?N>B:GN?9=E ?N>:B09?>B90I:E>I?/V9BE ?N>B>9E>B9?: 613 ESC"ID90>:I:= :89G>#D$1MN>>WSB>II:/= S/I:?:/=I/C

L(+1 9B>:=E:D9?>E <H B>E ?B:9=G0>I9</2>?N>E/BI90I:E>I/C?N>>8<BH/I
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$"A#色素去除方法的改良

在不同发育时期的胚胎中"使用 7@的 +

2

"

2

和 318@的 O"+混合液在强光下处理胚胎) 结

果显示 8 ESC未去色素的胚胎"在 L(+1 基因表达

的区域无色素"暂不影响对染色区域的判断 #图

/69(9-$"但在发育至 13 ESC时"L(+1 基因表达的

区域和周围组织色素多"影响对结果的判断 #图

/6<(<-$) 与之形成鲜明对比的是使用本研究的

色素去除方法"色素去除完全"显色区域和周围组

织颜色对比鲜明#图 /6D<E-$)

图 A#尼罗罗非鱼 B(+! 基因整胚原位杂交结果

#9$ "#9- $ "# <$ "# <- $胚胎未去色素% #D$ "#D- $ "# E$ "# E- $胚胎去色素% #9$ "#9- $ "#D$ "#D- $受精后 8 天的胚胎% # <$ "# <- $ "

# E$ "# E- $受精后 13 天的胚胎) 所有胚胎为侧面观"头在右尾在左"#9$ "# <$ "#D$ "# E$的标尺在# E$图"#9- $ "# <- $ "#D- $ "# E- $

的标尺在# E- $图) 黑色箭头指示 L(+1 在尼罗罗非鱼胚胎中表达的位置

=02"A#W3,61.,?*/0*50/?3;(-090U'/0,*,+*061/06'70' B(+! '/< 97+'*9!_ 97+

#9$ "#9- $ "# <$ "# <- $>8<BH/IV:?N S:G8>=?I% #D$ "#D- $ "# E$ "# E- $>8<BH/IV:?N/F?S:G8>=?I% #9$ "#9- $ "#D$ "#D- $>8<BH/I9?

8 ESC% # <$ "# <- $ "# E$ "# E- $>8<BH/I9?13 ESC1&00>8<BH/IV>B>8/F=?>E V:?N ?N>:B9=?>B:/BI:E>I?/ ?N>B:GN?9=E ?N>:B09?>B90I:E>I

?/V9BE ?N>B>9E>B"?N>ID90>/C:89G>#9$ "# <$ "#D$ "# E$:I:= :89G># E$ "?N>ID90>/C:89G>#9- $ "# <- $ "#D- $ "# E- $:I:= :89G># E- $1

MN>>WSB>II:/= S/I:?:/=I/CL(+1 9B>:=E:D9?>E <H <09DZ 9BB/VI9</2>?N>E/BI90I:E>I/C?N>>8<BH/I

/5讨论

因尼罗罗非鱼胚胎与其他鱼类胚胎相比具有

卵黄大(不透明(色素出现早的特点"故本研究在

建立尼罗罗非鱼 K)*+技术的过程中"参考

*D>8989等
*4+

在条纹鲈中和 MN:II>等
*1/+

在斑马

鱼中使用的方法基础上进行了相应的优化) 通过

提高 +

2

"

2

的浓度和添加 O"+"改良了尼罗罗非

鱼胚胎的色素去除方法%使用冷丙酮代替蛋白酶

O在提高胚胎通透性的同时保持胚胎完整%减少

了探针回收后和抗体回收后的洗涤次数"完善了

结果的图像采集和胚胎保存方案)

本研究使用 5-$产物而非线性化的载体做

为 $%&探针合成的模板"其合成效率高"电泳检

测条带单一"无拖尾现象"但是以两条大小不一的

条带形式存在"可能与$%&探针自身形成三级结

构有关) 在实验过程中"探针需要经过 78 P高温

处理 13 8:="然后冰浴处理 8 8:=) 该处理可以打

开$%&探针的三级结构"使探针更容易与体内的

靶 8$%&结合) 因此电泳中 $%&探针双带的现

象并不影响后续的杂交进程) 此外"本研究中还

合成了L(+1 的正义探针"结果显示使用反义探针

可以清晰地标记该基因的表达位置"但正义探针

的对照组无任何杂交信号出现"说明L(+1 反义探

针是特异的)

按照本研究建立的流程"得到高质量的尼罗

罗非鱼整胚原位杂交结果#图 /6D"D-"E"E-$) 结

果显示"L(+1 基因表达的位置与已报道的斑马鱼

L(+1 基因
*19+

和日本青
!

#>)*B-(1.("-3#&1$ 的

L(+1 基因
*10+

在胚胎中的表达位置高度保守) 尼

罗罗非鱼的胚胎与条纹鲈和斑马鱼胚胎相比卵黄

大"拍照时卵黄影响基因表达位置的确定"故将卵

黄去除"已有报道也有类似的处理方法
*11 612+

)

除此以外"本研究改良了通透方案) 在斑马

鱼的整胚原位杂交中"如果胚胎发育超过 1 天"需

要用蛋白酶 O消化"以达到提高皮肤通透性"增

加探针进入能力的目的
*2+

) 尼罗罗非鱼的胚胎

大(卵黄大"使用蛋白酶 O消化不容易掌握最佳

消化时间"消化不足导致探针进入少"染色浅#图

26D$%消化过度则会导致染色背景深"杂交信号杂
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乱#图 269$) 樊冶等
*1:+

在斑马鱼中关于蛋白酶

O的研究结果与本文一致"即消化过度则染色背

景深"杂交信号乱"消化不足则染色浅"杂交信号

弱%但与张春霞等
*18+

的研究结果相反) 比较本研

究和樊冶(张春霞的研究可以发现"杂交温度为

73 P时会出现蛋白酶 O消化过度染色深背景深"

消化不充分杂交信号弱的现象"而杂交温度为

78 P时"则出现相反的结果) 说明不同程度的蛋

白酶 O消化后胚胎杂交信号的表现可能与杂交

探针和杂交温度等条件相关) 丙酮作为通透剂一

般用在免疫组化检测中"经冷丙酮处理后细胞通

透性增强"可使抗体#抗体分子通常在 183 OE9大

小左右$等大分子进入
*23+

"但在原位杂交中未见

将其作为通透剂使用) 为此"我们尝试使用冷丙

酮替代蛋白酶 O"在 623 P下进行通透"结果显

示此法比较温和"不会破坏胚胎结构#图 /69"9-"

<"<-"D"D-"E"E-%图 26<$"既能增强探针进入胚

胎的能力"同时不影响探针的杂交(抗体结合和显

色反应"因此冷丙酮可以在尼罗罗非鱼中作为通

透剂替代蛋白酶 O) 本研究中"尼罗罗非鱼胚胎

发育至受精后 13 天仍能清晰地观察到 L(+1 基因

的表达且胚胎结构完整"说明此通透方案较蛋白

酶 O法简便实用)

此外"如果尼罗罗非鱼胚胎未去色素"虽能观

察到基因的表达位置"但不能判别在色素存在的

位置基因是否有表达#图 /69"9-"<"<-$) 在罗非

鱼已有的报道中并没有去除色素
*11 612+

"所以影响

结果的观察) 在斑马鱼中"一般通过在胚胎的培

养液中加入苯基硫脲 #%65N>=H0?N:/FB>9"5M#$来

抑制胚胎发育过程中色素的形成"但对于 5M#何

时加入培养液"使用何种浓度"持续作用多长时

间"都有严格的控制"并且 5M#对胚胎有一定的

毒害作用"使用不当会造成胚胎发育的异常
*2"21+

)

此外"5M#具有剧毒"小剂量的外泄都会对饮用

水造成危害"所以本实验使用更环保的 +

2

"

2

C

O"+方式去除胚胎已经形成的色素"并获得较理

想的效果#图 /6D"D-"E"E-$) 尼罗罗非鱼胚胎是

斑马鱼胚胎的 / <8 倍大"如按斑马鱼中使用的

/@ +

2

"

2

来去除色素
*2"18+

"则去除色素的速度缓

慢"导致气泡产生速度慢"在胚胎的皮下(鳃部和

脑区经常积存气泡"不利于后续探针的吸附"无法

得到基因的确切表达位置) 故本研究进行了相应

优化"通过提高 +

2

"

2

的浓度 #7@$"增加 O"+"

增强了色素去除的能力"可以在彻底去除色素的

同时确保胚胎内无气泡存留) 同时"胚胎在色素

去除后仍然保持完整"最终结果更易于观察"基因

表达的位置清晰准确#图 /6D"D-"E"E-$)

与条纹鲈和斑马鱼的整胚原位杂交相比"本

研究建立的尼罗罗非鱼整胚原位杂交流程简化了

探针回收和抗体回收后的洗涤工作"减少了换液

次数"从探针或者抗体回收后洗 0 次"每次 18

8:="减少至洗涤 2 次"每次 /3 8:="并且最终结果

并不受影响"说明简化后的洗涤方案有效) 此外"

在保存原位杂交结果时"使用 93@的酒精做保存

液"加封口膜后在低温冰箱中避光保存"能够确保

原位杂交的染色效果不受影响) 保存方法的改进

为相关的科学研究提供了充足的时间"避免出现

在一般保存条件下的材料变质无法使用的现象)

本研究根据尼罗罗非鱼胚胎发育的特点"通

过改良尼罗罗非鱼胚胎的色素去除和胚胎通透方

案"首次使用冷丙酮替代蛋白酶 O作为胚胎的通

透剂"并简化探针和抗体回收后的洗涤方案"完善

结果的图像采集和胚胎的保存方案"成功地建立

了一套适用于尼罗罗非鱼的整胚原位杂交技术"

可应用于尼罗罗非鱼胚胎发育和器官形成过程基

因功能和基因表达图式的研究中)
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