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条件性诱导转基因斑马鱼卵细胞的凋亡和消融
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摘要：【目的】构建针对斑马鱼Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ卵细胞的可诱导消融品系，并了解其卵巢组织在条件诱导下的去除规律
和特性，为相关领域的应用提供材料基础。【方法】利用 Ｔｏｌ２转座系统建立卵细胞特异表达硝基还原酶（Ｎｉｔｒｏｒｅ
ｄｕｃｔａｓｅ，ＮＴＲ）的转基因斑马鱼品系；通过定期采样，连续观察、解剖、组织切片等方法研究甲硝唑（Ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ，
Ｍｔｚ）对成熟雌鱼外观及卵巢结构的影响；冰冻切片结合 ＴＵＮＥＬ检测，了解条件性诱导对卵巢细胞凋亡的影响。
【结果】获得囊胚细胞具特异荧光标记的转基因鱼，并形成稳定遗传品系。经 Ｍｔｚ诱导，该品系成熟雌鱼卵巢结构
逐步退化、萎缩，卵母细胞渐渐消融，提示ＮＴＲ在卵细胞特异表达；检测发现Ｍｔｚ可导致卵细胞的凋亡，推测卵巢的
组织变化为细胞凋亡所致；撤销Ｍｔｚ胁迫卵巢可再生并恢复生育功能，说明卵巢的消融过程是可逆的。【结论】获
得的转基因斑马鱼可通过条件诱导实现卵巢消融与再生。
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　　硝基还原酶Ｂ（ＮｉｔｒｏｒｅｄｕｃｔａｓｅＢ，ｎｆｓＢ）基因源于
大肠埃希菌ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＢ，其编码的硝基还原酶
（Ｎｉｔｒｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＮＴＲ）蛋白能与包括甲硝唑（Ｍｅｔｒｏｎ
ｉｄａｚｏｌｅ，Ｍｔｚ）在内的含有硝基基团的化合物结合，产
生具有细胞毒性的活性物质。该产物能够有效地结

合于 ＤＮＡ双链上，抑制细胞核酸的合成，干扰细胞
的生长，并最终导致细胞死亡［１２］。因而，通过转基

因等技术使某种细胞特异表达 ＮＴＲ，在 Ｍｔｚ的诱导
下可对特定器官或组织进行条件性消除，这已成为

研究器官功能和再生的有效方法［３８］。

斑马鱼Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ个体小、养殖简单、性成熟周
期短、体外发育且胚体透明，相关的胚胎和遗传学操

作技术成熟，不仅成为重要的脊椎动物模式物种，同

时也可作为模型动物用于水产动物基础技术的相关

研究［９］。ＮＴＲ／Ｍｔｚ系统在斑马鱼中也有所发展，在
肝脏、心脏、胰腺等器官消融与再生的相关机制研究

得到了良好应用［１０］，与哺乳动物比较更便于对标记

细胞的实时观察和追踪。

近年来，鱼类生殖细胞移植技术有所发展，为鱼

类快速繁育和种子保存提供新的可能［１１］。以成熟个

体作为“代理亲鱼”（受体鱼）时，通常选用三倍体个

体或毒物处理亲鱼的方法以去除受体本身的生殖细

胞［１２１３］，利用转基因技术构建鱼类 ＮＴＲ／Ｍｔｚ系统或
为受体鱼的制备提供新的思路和可能。研究者利用

Ｇ４ＶＰ１６／ＵＡＳ系统构建了在卵巢特异表达硝基还原
酶的转基因斑马鱼，可人为控制卵巢的消融，对于鱼

类生殖系统发育与再生研究有重要意义［１４］。在以上

研究的基础上，本研究利用Ｔｏｌ２转座系统［１５］构建斑

马鱼卵细胞特异表达的转基因载体，获得转基因斑

马鱼品系［Ｔｇ（ｚｐｃ：ｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ）］，在透明带蛋白 Ｃ
（ＺｏｎａｐｅｌｌｕｃｉｄａＣ，ｚｐｃ）基因 ［１６］启动子控制下，该品

系在卵巢组织特异表达ＮＴＲ，Ｍｔｚ作用可使其卵细胞
凋亡，导致卵巢萎缩，或可作为“代理亲鱼”应用于异

体生殖细胞移植研究。

１　材料与方法
１．１　试验动物

斑马鱼Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ（Ｔｕ）品系，养于循环水养殖系
统中，水温为 ２８５℃，人工控制光照明暗周期为
１４ｈ∶１０ｈ。仔鱼先以草履虫作为开口饲料，逐渐添
加丰年虾及配合饲料，成鱼主要喂食配合饲料，每天

早晚各投料１次。
１．２　主要试剂和仪器

所有限制性内切酶、ｐＭＤ１８Ｔ、Ｔａｑ酶 为ＴａＫａＲａ

公司产品；质粒小量提取试剂盒、胶回收试剂盒为

Ｏｍｅｇａ公司产品；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、Ｍｔｚ为 Ｓｉｇｍａ
公司产品；ｍＭＥＳＳＡＧＥｍＭＡＣＨＩＮＥ Ｋｉｔ为 Ｌｉｆｅ公
司产品；ＰＣＲ纯化试剂盒为Ｑｉａｇｅｎ公司产品；原位细
胞凋亡检测试剂盒为罗氏公司产品；体式荧光显微

镜（ＳＭＺ１２７０）为 Ｎｉｋｏｎ公司产品；ＥＶＯＳＦＬＡｕｔｏ为
Ｌｉｆｅ公司产品；显微注射仪为ＮＡＲＩＳＨＩＧＥ公司产品；
斑马鱼养殖水槽为上海海圣生物实验设备有限公司

产品；ＬＲＨ系列生化培养箱为上海一恒科技有限公
司产品；冷冻切片机、ＲＭ２１３５型石蜡切片机为 Ｌｅｉｃａ
公司产品。

１．３　构建转基因斑马鱼品系
１．３．１　Ｔｏｌ２ｚｐｃｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ质粒构建　以斑马鱼
基因组为模板，通过 ＰＣＲ的方法扩增出 ｚｐｃ基因启
动子片段；分别以大肠埃希菌基因组 ＤＮＡ和含荧光
蛋白基因 ｍＣｈｅｒｒｙ序列的表达质粒（购自 ＴａＫａＲａ
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）为模板，通过 ＰＣＲ扩增出编码 ｎｆｓＢ和
ｍＣｈｅｒｒｙ基因的 ＣＤＳ序列，通过重叠 ＰＣＲ，扩增
ｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ的 ＣＤＳ片段；以含 ＳＶ４０ｐｏｌｙ（Ａ）序列
的质粒为模板，通过 ＰＣＲ扩增出 ＳＶ４０ｐｏｌｙ（Ａ）片
段。利用在线分析工具 ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ／）分析判断上述扩增片段，无误
后将上述３个片段接入 Ｔｏｌ２骨架中，构成 Ｔｏｌ２ｚｐｃ
ｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ质粒并测序验证（所有引物见表１）。
１．３．２　合成转座酶 ｍＲＮＡ　ＰＣＳ质粒编码转座酶
蛋白，该酶催化供体质粒发生转座反应［１７］。ＰＣＳ质
粒ＮｏｔＩ酶内切线性化，纯化试剂盒纯化后，作为模
板按 ｍＭＥＳＳＡＧＥｍＭＡＣＨＩＮＥ Ｋｉｔ说明书，体外合
成５′帽子结构的转座酶 ｍＲＮＡ。
１．３．３　显微注射　分光光度计测定 Ｔｏｌ２ｚｐｃｎｆｓＢ
ｍＣｈｅｒｒｙ质粒及转座酶 ｍＲＮＡ的浓度，分别调整为
２００ｎｇ·μＬ－１、１００ｎｇ·μＬ－１，等量混合，显微注射至
一细胞期斑马鱼胚胎，注射部位在卵黄囊与胚体交

汇处，每个胚胎注射约为１～２ｎＬ。
１．３．４　转基因品系筛选　经注射胚胎孵化的斑马
鱼为Ｆ０代。Ｆ０饲养至性成熟挑选母鱼，与野生型公
鱼交配，Ｆ１胚胎发育至囊胚期时，于荧光显微镜下挑
选出现特异红色荧光的胚胎继续培育。Ｆ１至２月龄
时剪尾鳍，提取 ＤＮＡ，用针对 ｎｆｓＢ基因特异引物
（ｎｆｓＢＳ，ｎｆｓＢＡ，见表１）进行检测，阳性个体用于品系
构建或后续研究。取２～３月龄上述个体，卵巢组织
于荧光显微镜下观察其荧光标记状况。
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表１　质粒构建及品系筛选ＰＣＲ引物
Ｔａｂ．１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｐｌａｓｍｉｄｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｓｔｒａｉｎ

ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

引物名称 引物序列（５′→３′）
ｚｐｃＦ ＣＴＣＧＡＧＣＣＴＧＡＡＡＡＴＣＣＣＣＡＴＧ
ｚｐｃＲ ＧＧＴＡＣＣＡＣＣＧＧＴＡＴＴＧＣＣＴＧＣＴＧＡＣＴＡＡ
ｎｆｓＢＦ ＡＣＣＧＧＴＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＡＴＣＡＴＴＴＣＴ
ｎｆｓＢＲ ＴＧＣＴＣＡＣＣＡＴＣＡＣＴＴＣＧＧＴＴＡＡＧＧＴＧ
ｍＣｈｅｒｒｙＦ ＴＴＡＡＣＣＧＡＡＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧ
ｍＣｈｅｒｒｙＲ ＧＧＴＡＣＣＧＡＡＴＴＣＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴ
ＳＶ４０ｐｏｌｙ（Ａ）Ｆ ＧＡＡＴＴＣＣＣＣＣＧＧＡＴＣＴＴＴＧＴＧＡＡＧＧＡＡ
ＳＶ４０ｐｏｌｙ（Ａ）Ｒ ＧＧＴＡＣＣＴＴＧＡＴＧＡＧＴＴＴＧＧＡＣＡＡＡ
ｎｆｓＢＳ ＣＡＴＴＣＣＡＣＴＡＡＧＧＣＡＴＴＴＧＡ
ｎｆｓＢＡ ＧＴＴＴＴＧＣＧＧＣＡＧＡＣＧＡＧＡＴＴ

１．４　ＮＴＲ／Ｍｔｚ系统处理转基因斑马鱼品系
５ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｍｔｚ用养殖水配置，φ为０２％的

ＤＭＳＯ助溶，随配随用。２０尾转基因及４尾野生型
雌性成鱼，在１Ｌ养殖水槽中饲养，野生型剪掉部分
尾鳍，以便区分。试验过程温度保持在（２８±１）℃，
并注意避光以免 Ｍｔｚ分解。整个试验过程每天投喂
１次，喂食结束，各组换用新鲜配置的Ｍｔｚ溶液。

外观及解剖观察：采样时间分别为转基因鱼在

处理第０、４、８、１２天及撤销Ｍｔｚ后第１０、２０天，野
生型在处理第０、１２天，每次１尾，用 Ｔｒｉｃａｉｎｅ麻醉，
观察腹部大小变化；然后，将鱼的单侧腹部皮肤剪

掉，暴露卵巢位置，观察卵巢的大小、形态。组织切

片观察：用Ｂｏｕｎｓ固定液固定处理０、４、８、１２ｄ转
基因鱼，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，横向

连续切片（厚度约３μｍ），Ｈ＆Ｅ染色，脱水封片，显
微镜观察卵巢结构及卵细胞变化。ＴＵＮＥＬ细胞凋亡
检测：对处理 １ｄ的野生型及转基因鱼用 ００４
ｇ·ｍＬ－１多聚甲醛固定，ＰＢＳＴ冲洗，蔗糖脱水，取卵
巢部位放入包埋剂，调整到合适位置，置于－２０℃条
件下，包埋剂凝固后进行冰冻切片（厚度约１０μｍ）。
根据原位细胞凋亡检测试剂盒说明对冰冻切片进行

ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测。

２　结果与分析
２．１　获得Ｔｇ（ｚｐｃ：ｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ）转基因斑马鱼

对每个片段测序，斑马鱼 ｚｐｃ启动子长４１６ｂｐ，
ｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ融合蛋白ｃＤＮＡ序列长１３６２ｂｐ，ＳＶ４０
ｐｏｌｙ（Ａ）加尾信号长８３３ｂｐ（图１Ａ），通过在线分析
工具 ＢＬＡＳＴ对测序结果进行核苷酸和氨基酸的序
列比对分析，与预期完全吻合，并接入 Ｔｏｌ２，形成
Ｔｏｌ２ｚｐｃｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ转基因表达载体（图１Ｂ）。

筛选了２０尾Ｆ０雌鱼，其中２尾产的胚胎囊胚期
能观察到红色的特异荧光（图１Ｄ）；在 ２尾鱼产的
４００多颗卵中，共获得阳性胚胎７６个；阳性个体培育
至２月龄，通过 ＰＣＲ鉴定确认其已转入 ｎｆｓＢ基因；
选取部分经上述鉴定鱼，取卵巢，荧光下观察到卵巢

组织有明显的特异荧光（图１Ｆ）。

　Ａ：转基因表达元件；Ｂ：Ｔｏｌ２转基因表达载体；Ｃ、Ｄ分别为转基因
Ｆ１代囊胚期自然光与荧光下图片；Ｅ、Ｆ分别为转基因 Ｆ１代性成熟

卵巢自然光与荧光下图片；标尺＝５０μｍ。

图１　转基因鱼质粒构建及荧光观察
Ｆｉｇ．１　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｆｉｓｈｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

２．２　转基因斑马鱼卵巢消融与再生的外观及解剖
观察

　　转基因鱼Ｍｔｚ处理之前卵巢中卵粒充盈，形态、
大小与野生型类似（图２Ａ）；４ｄ腹部外观大小基本
无变化，卵巢轻度萎缩，卵粒轻微塌陷（图２Ｂ）；８ｄ
鱼腹部明显变小，卵巢严重萎缩，卵粒变小，数量也

明显减少（图２Ｃ）；１２ｄ鱼腹部变小更加明显，甚至
有些凹陷，基本没有卵粒，整个消融的卵巢形成明显

的空腔（图２Ｄ）；撤销 Ｍｔｚ，恢复１０ｄ鱼腹部开始隆
起，解剖发现卵粒开始增加（图２Ｅ）；２０ｄ鱼腹部已
经恢复到浸泡之前的大小，解剖发现卵粒基本恢复

正常（图２Ｆ）。Ｍｔｚ浸泡１２ｄ的野生型鱼外观大小
基本无变化，解剖发现卵巢中充满粗大卵粒（图

２Ｇ）。

９１　第３期 　　　　　周　莉，等：条件性诱导转基因斑马鱼卵细胞的凋亡和消融 　　　



　Ａ：Ｔｇ（ｚｐｃ：ｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ）鱼处理前；Ｂ、Ｃ、Ｄ分别为 Ｔｇ（ｚｐｃ：ｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ）鱼浸泡５ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｍｔｚ４、８、１２ｄ；Ｅ、Ｆ分别为 Ｔｇ（ｚｐｃ：ｎｆｓＢ
ｍＣｈｅｒｒｙ）鱼撤销Ｍｔｚ恢复１０、２０ｄ；Ｇ：野生型鱼浸泡５ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｍｔｚ１２ｄ。

图２　转基因斑马鱼卵巢消融与再生的外观及解剖图
Ｆｉｇ．２　ＥｘｔｅｒｎａｌａｐｐｅａｒａｎｃｅａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｏｖａｒｉａｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＴｇ（ｚｐｃ：ｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ）ｆｅｍａｌｅｄｕｒｉｎｇｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｏｖａｒｉａｎ

ａｂｌａｔｉｏｎａｎｄｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

２．３　转基因斑马鱼卵巢消融的石蜡切片Ｈ＆Ｅ染色
未经 Ｍｔｚ处理 Ｔｇ（ｚｐｃ：ｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ）成鱼卵巢

存在第ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ时相细胞，以ＩＶ时相细胞为主，第
ＩＶ时相卵母细胞已充分发育，呈圆球形，细胞质中充
满粗大的卵黄颗粒（图３Ａ）；Ｍｔｚ处理３ｄ后，第 ＩＶ

时相卵母细胞出现萎缩，数量减少，其余细胞变化不

明显（图３Ｂ）；８ｄ时，第ＩＩＩ时相、ＩＶ时相细胞皱缩，
导致卵巢结构变得松散，边缘不整（图３Ｃ）；１２ｄ时，
各时期细胞基本消失，仅存极少数第ＩＩ时相细胞，可
见卵巢的支撑结构（图３Ｄ）。

　ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ分别代表第ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ时相卵母细胞；Ａ为 Ｔｇ（ｚｐｃ：ｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ）鱼 Ｍｔｚ处理前；Ｂ、Ｃ、Ｄ分别为 Ｔｇ（ｚｐｃ：ｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ）鱼浸泡 ５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｍｔｚ４、８、１２ｄ；标尺＝１００μｍ。

图３　转基因斑马鱼卵巢消融的石蜡切片Ｈ＆Ｅ染色
Ｆｉｇ．３　ＩｍａｇｅｓｏｆＴｇ（ｚｐｃ：ｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ）ｆｅｍａｌｅｏｖａｒｉａｎｐａｒａｆｆｉｎｓｅｃｔｉｏｎｓｗｉｔｈＨ＆Ｅｓｔａｉｎｉｎｇｄｕｒｉｎｇｏｖａｒｉａｎａｂｌａｔｉｏｎ
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２．４　转基因斑马鱼卵巢消融的ＴＵＮＥＬ检测
通过 ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测，凋亡细胞 ＤＮＡ断

裂产生的大量黏性３′—ＯＨ末端，可在脱氧核糖核苷
酸末端转移酶（ＴｄＴ）的作用下，被荧光素染成绿色小
点。荧光显微镜下，虽然对照组（图 ４Ｂ）和处理组
（图４Ｄ）均可观察到绿色荧光，但处理组的荧光强度
远比对照组明显，且密集分布于卵壳位置，勾勒出卵

细胞的基本形状，说明经Ｍｔｚ处理１ｄ的转基因鱼卵
细胞透明带位置出现了明显的细胞凋亡。对照组也

能观察到微弱的荧光，表明卵巢作为代谢活跃的器

官，存在正常的细胞凋亡现象。而转基因鱼在 ｚｐｃ启
动子驱动下于透明带特异表达 ＮＴＲ，与 Ｍｔｚ结合导
致大量卵细死亡；随着 Ｍｔｚ作用时间增加，凋亡细胞
为组织重新吸收利用，卵巢便成为由支持细胞组成

的空腔结构（图 ２Ｄ）。

　Ａ、Ｂ分别为野生型鱼卵巢自然光、荧光图片；Ｃ、Ｄ分别为 Ｔｇ（ｚｐｃ：
ｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ）鱼卵巢自然光、荧光图片；标尺＝１００μｍ。

图４　转基因斑马鱼 Ｍｔｚ（５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）处理１ｄ卵巢的
ＴＵＮＥＬ检测

Ｆｉｇ．４　ＴＵＮＥＬｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＴｇ（ｚｐｃ：ｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ）ｆｅｍａｌｅ

ｏｖａｒｉａｎａｆｔｅｒ１ｄｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏＭｔｚ（５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

３　讨论与结论
本研究获得了稳定遗传的转基因斑马鱼品系Ｔｇ

（ｚｐｃ：ｎｆｓＢｍＣｈｅｒｒｙ），该品系可在卵巢组织特异表达
ＮＴＲ，因而可通过Ｍｔｚ胁迫的方法实行对卵巢的条件
性去除。Ｍｔｚ作为一种抗厌氧菌和杀原虫药物，大剂
量或长时间作用或对鱼体造成不良影响，故其作用

时间和剂量是条件去除过程的关键问题［１８］。斑马鱼

关于 Ｍｔｚ的使用浓度相关报道集中于 ５～１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１［１９２０］，笔者也就Ｍｔｚ对幼鱼的毒性进行预
试验，发现１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时短暂浸泡对斑马鱼的影
响不太明显，而长期胁迫甚至可导致少量鱼的死亡，

故若使用１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的高浓度时应尽量缩短浸泡

时间。

　　本研究主要针对成鱼卵巢，考虑到该器官相对
于鱼体而言是较大的成熟组织，故采用低浓度

（５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）长时间（１２ｄ）的浸泡，也取得了预期
的效果。Ｃｕｒａｄｏ等［１０］用１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｍｔｚ作用
由不同启动子驱动 ＮＴＲ的转基因斑马鱼幼鱼，２４ｈ
后心脏、胰腺、肝脏等出现细胞消融，并伴随相应的

功能缺陷；Ｗｈｉｔｅ等［１４］采用５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｍｔｚ作用
转基因动物，也可导致卵巢的条件性去除；Ｈｓｕ等［１９］

也是用５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的Ｍｔｚ处理转基因斑马１４ｄ，精
巢被完全或部分破坏，这与笔者的试验结果相吻合，

说明５～１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１浸泡是较为合适的作用方式。
本研究作用对象为成熟雌鱼，Ｍｔｚ的给药方式除了浸
泡，也可通过投喂方式给药。口服方法可使鱼体内

Ｍｔｚ保持合适浓度，减少体外高剂量药剂对鱼体鳃等
组织的长期胁迫，可能是我们模型后续应用的更好

选择。

在哺乳动物上，透明带除了作为受体防止多精

入卵外，还能为卵细胞的发育提供营养，发育到一定

阶段的卵母细胞营养物质靠其微绒毛和放射冠细胞

的突起伸入透明带来获取［２１２２］。本研究获得的转基

因鱼在ｚｐｃ启动子驱动下于卵细胞透明带特异表达
ＮＴＲ，在Ｍｔｚ的作用初期，通过ＴＵＮＥＬ检测可发现卵
细胞透明带位置出现凋亡，推测 ＮＴＲ与 Ｍｔｚ形成复
合物，结合细胞 ＤＮＡ双链发挥功能。透明带消融可
能断绝卵母细胞发育的物质来源，随着卵细胞的逐

渐消失造成整个卵巢的萎缩［２３］。当撤销 Ｍｔｚ的胁
迫，斑马鱼恢复２０ｄ后，外观上卵巢基本恢复，３０ｄ
后与正常雄鱼交配仍可产生健康后代（结果在文章

未体现），表明由于环境中没有Ｍｔｚ，生殖相关干细胞
发育成的卵细胞虽还表达 ＮＴＲ，但不会因复合物作
用而凋亡，能逐渐发育成成熟卵细胞并恢复生殖功

能。从目前研究分析，ＮＴＲ／Ｍｔｚ系统对成熟细胞的
条件性去除都是可逆的，而针对于干细胞的消融可

能对个体的影响更为复杂，因而，Ｍｔｚ对我们获得的
转基因品系发育早期的影响还值得进一步研究。

目前，提高鱼类异体（种）生殖细胞移植成功和

转化效率可从供体和受体２方面入手：保障供体生
殖细胞或干细胞的浓度、纯度、活力等；有效移除受

体自身功能细胞，减少此类细胞对发育的影响。以

斑马鱼作为受体的相关研究中，通常采用 Ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ
方法在胚胎期针对ｄｎｄ、ｖａｓａ等早期发育基因干扰斑
马鱼原始生殖细胞（ＰＧＣ）的形成以去除受体本身生
殖细胞［２４］。研究又发现，ＰＧＣ的缺失或减少可使鱼
体趋向于雄性化发展［２５］，故在以成鱼作为受体的移
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植应用上或只能获得雄鱼个体，一定程度上限制了

应用。本研究获得的斑马鱼品系能条件性消融生殖

系用的功能性细胞———卵细胞，但仍保留卵巢的支

持结构，作为受体应可接受外来的生殖原细胞甚至

于ＰＧＣ，或可作为雌性受体系统发展，为鱼类“代理
亲鱼”技术的发展提供材料基础和技术思路。
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