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摘 要:蛋白激酶 D1 (protein kinase D1, PKD1;也称作 PRKD1)是蛋白激酶家族成员之一,该家族由 3种结构
相关的应激激活酶组成,可调节机体多种生物学功能,主要涉及细胞增殖、分化、凋亡、免疫调节、心脏收缩、血
管生成和癌症等,其中 PRKD1与心脏肥大、收缩和缺血再灌注损伤的底物磷酸化有关。相关研究报道,先天性
心脏病患者存在 PRKD1基因突变,但其在心脏中的特异性功能和分子机制并未阐明。为了便于后期研究PRKD1
基因在人类早期心脏发育的作用机制,本文拟利用 CRISPR/Cas9技术构建斑马鱼 prkd1基因敲除品系。首先,
通过生物信息学网站筛选出两个最佳的基因敲除靶位点,合成相应靶位点的单链向导 RNA (single guide RNA,
sgRNA)和引物;然后,将两个靶位点的 sgRNA进行体外转录,并将其与 Cas9蛋白混合后共同注射到斑马鱼的
1-细胞期;最后,对基因敲除后的 F0、F1、F2及 F3代斑马鱼的胚胎和成鱼进行有效性鉴定及表型观察。结果显
示,靶位点附近出现了不同程度的碱基缺失;成功构建了 F1代能够稳定遗传的 prkd1基因敲除的 3个亚系;与
野生型相比, F3代纯合子胚胎表现出不同程度的心腔膨大、环化异常及心管线性化等畸形现象。综上可知,本
研究利用 CRISPR/Cas9技术成功构建了斑马鱼 prkd1基因敲除品系,为进一步研究该基因在人类心脏发育中
的特异性功能提供了有益参考,并为后期的先天性心脏病筛查和精准医疗提供了重要依据。
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Abstract: Protein kinase D1 (PKD1 or PRKD1) is a member of the protein kinase family, which is composed
of three structurally related stress-activating enzymes that regulate a variety of biological functions in the
body, mainly involving cell proliferation, differentiation, apoptosis, immune regulation, cardiac contraction,
angiogenesis, and cancer. In these processes, PRKD1 is associated with substrate phosphorylation of cardiac
hypertrophy, systole, and ischemia-reperfusion injury. Relevant studies have reported the presence of PRKD1
gene mutations in patients with congenital heart disease, but its specific function and molecular mechanism
in the heart have not been elucidated. In order to facilitate the study of the mechanism of PRKD1 gene in
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《中国心血管健康与疾病报告 2021》指出, 我
国心血管疾病的发病率和致死量占各类疾病的首

位, 远高于肿瘤和其他疾病[1]。造成心血管疾病的
原因很多, 主要有遗传和环境两大方面, 其中遗
传占主导因素[2]。研究表明, 遗传变异是先天性心
脏病(congenital heart disease, CHD)发生的主要驱
动因素, 即先天性心脏病的发病基础可能是调控
心血管发育的基因出现突变或表达异常[3]。因此我
们猜测, 上调或下调相关的基因水平是否可以为
先天性心脏病的发病机制提供新的见解, 并为疾
病的诊断与预防开辟新的道路。

蛋白激酶 D1 (protein kinase D1, PKD1; 也称
作 PRKD1)是一种丝/苏氨酸蛋白激酶,属于蛋白激
酶 D家族的成员之一, 该家族在细胞分化增殖、
血管生成及细胞迁移等方面发挥着重要的作用[4]。
研究发现, PRKD1基因与心脏肥大、心肌收缩和
缺血再灌注损伤的底物磷酸化有关, 并且研究人
员已在先天性心脏病患者中找到该基因的突变纯

合子[5-6]。此外, 有研究报道, PRKD1基因介导的信
号通路在心血管系统中起着重要作用, 尤其是在
心肌收缩、心肌肥大和病理性心脏重塑等方面[7],
但其具体的调控机制尚不明确。

随着基因组编辑技术的发展, 斑马鱼已成为
研究心血管疾病合适的脊椎动物模型[8-10]。一方面,
斑马鱼胚体透明, 允许在心脏发育过程中进行无
创体内成像, 这非常有利于观察斑马鱼心脏发育
形成的全过程[11-12]。另一方面, 斑马鱼的心脏结构
比哺乳动物的简单, 但负责心脏发育重要步骤的

基因在整个脊椎动物中都是保守的[13-15]。因此, 斑
马鱼作为心脏发育研究的模式生物, 有助于解决
心血管疾病的发生和转归问题。

成簇规则间隔的短回文重复序列及其相关蛋

白 9 (clustered regularly interspaced short palindro-
mic repeat/CRISPR-associated protein 9, CRISPR/
Cas9)是一种在体内外均可进行基因敲除的技术,
其简便性引起遗传学研究的广泛关注[16-17]。本文基
于 CRISPR/Cas9 基因敲除技术拟构建斑马鱼
prkd1基因的敲除模型, 为后期探究该基因在心
血管疾病中的作用机制及诊疗方法提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 主要材料

本实验所用的野生鱼品系为 AB品系(湖南师
范大学心脏发育研究中心养殖)。
主要的试剂耗材: DNA高保真酶试剂(南京诺

唯赞生物科技股份有限公司); DNA 琼脂糖凝胶
纯化回收试剂(江苏康为世纪生物科技股份有限公
司); T7体外转录试剂(Promega公司, 美国); True-
Cut Cas9蛋白(ThermoFisher Scientific公司, 美国);
E. coli DH5琢 (北京擎科生物科技股份有限公司);
P42250质粒(又名 pUC57-sgRNA, 由湖南师范大
学心脏发育研究中心提供); pMD-18-T载体(Taka-
ra公司, 日本)。
1.2 斑马鱼养殖

斑马鱼养殖条件: 水温约 28.5 益; 光照周期
为黑暗 10 h颐光照 14 h; pH 6.8~7.5。斑马鱼胚胎

early human heart development, a zebrafish prkd1 gene knockout line was constructed using CRISPR/Cas9
technology. Firstly, the two optimal gene knockout target sites were screened out through the bioinformatics
website, and the single guide RNAs (sgRNAs) and primers of the corresponding target sites were synthesized.
Then, the sgRNAs of the two target sites were transcribed in vitro and mixed with Cas9 protein and co-in-
jected into the one-cell stage zebrafish embryos. Finally, the zebrafish embryos and adults of the F0, F1, F2
and F3 generations after gene knockout were identified and phenotypically observed. The results showed that
there were different base deletions near the target site. Three sublineages of prkd1 gene knockout that can
be stably inherited in the F1 generation were successfully constructed. Compared with the wild type, the F3
homozygous embryos showed different degrees of malformations such as cardiac chamber expansion, abnor-
mal circularization and cardiac tube linearization. In summary, this study demonstrated the successful con-
struction of a zebrafish prkd1 gene knockout line using CRISPR/Cas9 technology, which lays a groundwork
for further studying the specific function of this gene in human heart development and is useful for congeni-
tal heart disease screening and precision medicine.
Key words: prkd1 gene; CRISPR/Cas9 technology; gene knockout; congenital heart disease (CHD)

（Life Science Research，2024，28（1）：018-025）
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采用标准化养殖模式: 5~7 d开始喂食草履虫; 7~
15 d采用草履虫和丰年虾混合的方式喂养;之后转
移到循环系统并通过喂食丰年虾的方式养至性成

熟,性成熟后的成鱼用于下一步的繁殖培养工作。
1.3 prkd1基因的靶位点设计
通过美国国家生物技术信息中心 (National

Center for Biotechnology Information, NCBI)网站
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)分析斑马鱼 prkd1基
因 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/?term =
prkd1),该基因位于斑马鱼的 17号染色体,共有两
个转录本(XM_021467430.1 和 XM_005158816.4),
最长有 19个外显子, 编码 886个氨基酸。本实验
选择该基因的 1号外显子进行敲除, 遵循了以下
规则: 靶位点序列的长度约 20 bp; 前间隔邻近基
序 (protospacer adjacent motif, PAM)为 NGG 序列
(N为任意碱基); 尽量选择两个靶位点进行敲除,
不要跨越内含子序列[18]。
首先 , 打开基因敲除网站 (http://crispr.dbcls.

jp/), 按照标准的设计规则, 选取 prkd1基因的一
个转录本序列, 将转录本共有的碱基序列复制粘
贴到靶位点的分析框内, PAM序列选择 NGG, 物
种选择 zebrafish, 提交后即可得到网站评估结果。
然后, 根据网页提供的靶位点以及评分, 选择特
异性较高、脱靶可能性较低的靶位点序列作为单

链向导 RNA (single guide RNA, sgRNA)。本实验
选出的两个靶位点为 prkd1-sgRNA-靶位点 1 (CC-
TCCGGTAATCCGACCGCCGAG)和 prkd1-sgRNA-
靶位点 2 (AATCCAGATCGGGTTGAGCCGGG)。
1.4 引物设计与合成

在设计好的靶位点序列之前加上保护碱基 tg
和 T7启动子序列, 之后加上 P42250 (pUC57-sg-
RNA)骨架上游序列作为正向引物, 而骨架的下游
序列则为反向引物, 具体序列见表 1。此外, 在

NCBI网站设计两对鉴定引物(检测到 185 bp 和
212 bp的对照组条带), 用于后续的有效性检测,
引物的具体信息见表 1。sgRNA靶位点序列及鉴
定引物设计后, 委托北京擎科生物科技股份有限
公司合成。

1.5 prkd1基因 sgRNA的体外转录
以 P42250质粒骨架作为模板, 依照靶位点

的引物, 利用 PCR扩增法合成 Cas9-prkd1-sgR-
NA的 DNA产物。DNA产物纯化回收后, 用 T7体
外转录试剂合成 Cas9-prkd1-sgRNA 的 RNA 产
物(针对两个靶位点,后文分别用 prkd1-sgRNA1和
prkd1-sgRNA2表示), 并对其进行纯化回收。回收
的 RNA需测定浓度后方可用于显微注射工作。
1.6 显微注射

将上述纯化回收的 prkd1-sgRNA1和 prkd1-
sgRNA2与 Cas9 蛋白按 1︰1︰0.7 的比例混合,
共同注射至斑马鱼的 1-细胞期。48 h后, 检测本
次基因敲除的有效性。

1.7 prkd1基因敲除后 F0、F1、F2代的检测
收集 48 h胚胎并区分野生型对照组(wild type,

WT)和敲除实验组(prkd1 knockout, prkd1-KO)。随
机挑取 10~12个胚胎置于 1.5 mL EP管中, 用碱
裂解法提取基因组。将处理后的基因组用作模

板, 利用表 1的鉴定引物进行 PCR扩增, 其扩增
产物利用琼脂糖凝胶电泳(浓度 2.8%)进行检查。
将疑似敲除阳性的扩增产物纯化回收, 纯化回收
后的片段与 pMD-18-T载体连接, 之后将连接子
加到 E. coli DH5琢感受态细胞中进行转化, 再均
匀涂布到氨苄培养基上, 于 37 益培养箱过夜培
养; 次日, 随机挑取单克隆菌落进行扩大培养; 为
了保证测序的有效性, 对菌液进行 PCR扩增和电
泳检测, 挑出疑似阳性菌液送至北京擎科生物科
技股份有限公司测序。

表 1 prkd1基因敲除靶位点及鉴定引物
Table 1 The prkd1 knockout target sites and identification primers

Primer
prkd1-sgRNA-F1
prkd1-sgRNA-F2
prkd1-sgRNA-R
prkd1-identify primer-F1
prkd1-identify primer-R1
prkd1-identify primer-F2
prkd1-identify primer-R2

Sequence
5忆tgTAATACGACTCACTATACCTCCGGTAATCCGACCGCCGAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC3忆
5忆tgTAATACGACTCACTATAAATCCAGATCGGGTTGAGCCGGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC3忆
5忆AAGCACCGACTCGGTGCCACT3忆
5忆TCCACCAGGCGTAATTGTGT3忆
5忆GCATGCCATCTCTCGGACTT3忆
5忆TGTCCACCAGGCGTAATTGT3忆
5忆CTGGGAACTTCTGGTCCACG3忆

注: 加粗序列为基因敲除的靶位点。
Note: The bold sequences are the target sites for gene knockout.
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将 prkd1-KO阳性的 F0代扩大培养 3~4个
月直至性成熟, 而后剪取每条鱼的尾鳍单独放到
1.5 mL的 EP管中, 提取尾鳍的基因组, 进行 PCR
扩增和琼脂糖凝胶电泳, 筛选 F0代敲除有效的
成鱼。接下来, 将 F0代阳性成鱼与野生型成鱼杂
交, 产生 F1代杂合子, 继续培育 3~4个月后进行
筛选鉴定。最后, 选出有相同碱基缺失的雌雄成
鱼进行自交,并检测 F2代突变纯合子的获得情况。
1.8 prkd1基因敲除 F3代突变纯合子的表型观
察

将 F2代继续自交获得 F3代纯合子, 并对其
进行表型观察。区分野生型对照组和敲除纯合子

实验组, 利用显微镜(Zeiss公司, 德国)对受精后
48 h (48 hours post fertilization, 48 hpf)的斑马鱼
胚胎进行表型观察, 将异常的表型(心包水肿及环
化异常等)记录并拍照。
2 结果

2.1 prkd1基因的靶位点确定
prkd1转录本(XM_021467430.1)共有 19个外

显子 , 其编码序列全长 2 636 bp, 起始密码子
ATG位于第 1号外显子上。为了获得最佳的基因
敲除效果, 采用两个靶位点进行双敲除, 其敲除
模式见图 1。我们将鉴定引物设计在双靶位点的
外围, 以检测此次敲除的缺失情况: 通过 PCR克
隆 prkd1基因的 sgRNA产物, 琼脂糖凝胶电泳结
果显示可见目的条带, 这验证了靶位点设计的合
理性。

2.2 prkd1基因的 sgRNA合成
经体外转录和纯化回收后的 sgRNA (prkd1-

sgRNA1和 prkd1-sgRNA2)的电泳检测结果见图2。
由图可知, 本实验合成了条带大小约 100 bp 的
prkd1-sgRNA, 其符合预期所设计的长度大小, 可
直接用于下一步的显微注射工作。

2.3 prkd1基因敲除的有效性鉴定
2.3.1 prkd1-KO-F0代胚胎的有效性检测
对基因敲除的胚胎进行 PCR扩增, 扩增产物

的琼脂糖凝胶电泳结果如图 3所示。已知WT条
带大小是 185 bp, 故 185 bp附近有新增小条带的
样品可能是有效敲除管, 不过其确定性需要进一
步培养并测序, 此处只做初筛(由于后续的脱靶可
能性和胚胎鉴定后的不可存活性, 此处只粗略判
断缺失明显的敲除管, 换言之, F0代的电泳图只
判定有无缺失现象, 而不做精确的判断)。从图 3
可知, 在随机选取的 9管样品中(每管 10个胚胎),
有 7管检出有效, 其有效率高达 77.8% (7/9), 可见
实验设计的靶位点较为合理。

为了进一步确定此次的基因敲除是否成功,
将上述电泳初步鉴定有效的胚胎进行 DNA纯化
回收, 纯化后的 DNA 产物连接到 pMD-18-T 载
体(连接子)后, 进一步将连接子转化、涂板, 随后
挑取单克隆菌落扩大培养, 并将经 PCR扩增疑似
阳性的菌液进行测序。测序结果如图 4所示, 与
原始 WT的碱基序列相比, 所送检菌液的测序结
果出现了一定程度的碱基缺失现象且非 3的倍
数, 并且缺失位置恰好位于靶位点 1。这说明成功

图 1 prkd1基因敲除详细模式图
图示斑马鱼 prkd1基因(XM_021467430.1)的部分碱基序列。绿色高亮的是 prkd1基因的鉴定引物序列(F1/R1),黄色高亮的是
prkd1基因的两个敲除位点, 红色 ATG是起始密码子。
Fig.1 Detailed pattern map of prkd1 gene knockout
Partial base sequence diagram of zebrafish prkd1 gene (XM_021467430.1) is shown. The detection primer sequences (F1/R1) of the
prkd1 gene are highlighted in green, the two knockout sites of the prkd1 gene are highlighted in yellow, and the start codon
ATG is marked in red.

ATG
prkd1

Exon1 Intron1 Exon2
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图 2 prkd1-sgRNA体外转录并纯化后的电泳检测图
泳道 1: 转录并纯化后的 prkd1-sgRNA1; 泳道 2: 转录并纯
化后的 prkd1-sgRNA2; M: DNA标记。
Fig.2 Electrophoresis detection of prkd1 -sgRNA after
in vitro transcription and purification
1: Transcribed and purified prkd1 -sgRNA1; 2: Transcribed
and purified prkd1-sgRNA2; M: DNA marker.

图 3 prkd1-KO-F0代部分斑马鱼胚胎的敲除有效性检
查
WT: 野生型对照(条带大小 185 bp); 泳道 1~9: 随机选取的
9管样品, 每管 10 个胚胎, 红色箭头表示敲除初筛有效;
M: DNA标记。
Fig.3 Knockout validity check of partial zebrafish em-
bryos of prkd1-KO-F0 generation
WT: Wild-type control (band size 185 bp); 1~9: Randomly se-
lected 9 samples, each containing 10 embryos. The red arrow
indicates the effective knockout in the initial screening; M:
DNA marker.

构建了 F0代胚胎, 证明此次基因敲除有效。
2.3.2 prkd1-KO-F1代敲除阳性个体的获得
将 F0代有效的成鱼个体与野生型斑马鱼杂

交, 获得的 F1代养殖在不同的鱼缸中, 便于后期
的筛选鉴定。由于 F0代是嵌合体, 并不一定能遗
传给后代, 因此得到的 F1代胚胎需要先进行基

因型鉴定; 若敲除有效的 F0代可以遗传给 F1代
胚胎, F1代胚胎便可养至性成熟。
待 F1的斑马鱼胚胎养至性成熟, 我们剪尾

图 4 prkd1-KO-F0代测序结果的比对
WT: 野生型对照; Valid embryo: 有碱基缺失(用红色阴影标示)的胚胎。红色框标示起始密码子; 绿色框标示两个基因敲除
位点。测序结果显示, F0代胚胎在设定的靶位点附近出现了碱基缺失的现象, 证明了此次敲除的有效性。
Fig.4 Comparison of prkd1-KO-F0 generation sequencing results
WT: Wild-type control; Valid embryo: Embryos with base deletions (marked with red shading). The red box indicates the start
codon, and the green boxes indicate the two gene knockout sites. The sequencing results show that the F0 generation embryos
have a base deletion near the set target site, proving the effectiveness of the knockout.
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鳍进行基因型的鉴定。测序结果(图 5)显示, 最终
筛选出 3种敲除突变亚系, 即缺失 8 bp (prkd1吟8)、
23 bp (prkd1吟23)、26 bp (prkd1吟26)。如图 5所示, F1
代的 3个敲除亚系均落在所设计的靶位点附近,
且与 F0代缺失的位置一样,确保了遗传的稳定性。
2.3.3 prkd1-KO-F2代突变纯合子的获得
将上文得到的 3种敲除亚系分别进行扩大培

养, 并将具有相同碱基缺失的雌雄 F1代自交。由
于生长速度的差异及相同碱基缺失数目雌雄鱼较

难获得的特点, 本文仅培养了缺失 23 bp的 F2雌
雄后代。因此, 下文的纯合子指的是 prkd1基因缺
失 23 bp的 F2代突变纯合子。由图 6A的电泳结
果可知, 我们成功获得 F2代纯合子。为了进一步
确保 F2代胚胎的遗传稳定性, 我们取斑马鱼的
尾鳍进行基因型鉴定, 测序结果如图 6B所示。由

图 6B可知, 所设计的靶位点附近出现了碱基缺
失现象, 说明本实验成功获得了可稳定遗传的 F2
代纯合子。

2.3.4 prkd1基因敲除后的 F3代纯合子的表型
观察

在 48 hpf, 斑马鱼的心室和心房已发育完成,
我们可以借助胚体的透明性研究斑马鱼的早期心

脏发育。前期研究表明, prkd1基因在 24 hpf 和
48 hpf高度表达[19]; 因此, 我们选取缺失 23 bp的
F3代纯合子胚胎进行表型观察。
由图 7可知,与野生型对照相比, F3代prkd1-/-

突变纯合子的表型存在较为明显的差异, 胚胎表
现出整体的严重畸形, 如围心腔膨大、环化异常、
心管线性化和体轴弯曲等, 这提示 prkd1基因的
敲除会影响到斑马鱼的早期心脏发育。

图 5 prkd1-KO-F1代 3种缺失亚系的测序结果
WT: 野生型对照; prkd1吟8、prkd1吟23和 prkd1吟26: prkd1基因缺失 8 bp、23 bp、26 bp的 F1代。
Fig.5 Sequencing results of three deletion sublines of prkd1-KO-F1 generation
WT: Wild-type control; prkd1吟8, prkd1吟23 and prkd1吟26: F1 generation embryos with 8 bp, 23 bp and 26 bp deletions, respec-
tively, in the prkd1 gene.

图 6 prkd1-KO-F2代突变纯合子的电泳检测结果及测序结果
(A) F2代纯合子的电泳检测图。泳道 1~8是随机选取的 8个 F2代胚胎, 其中泳道 1、6是杂合子, 泳道 4是纯合子; (B) F2
代纯合子的测序结果比对。WT: 野生型对照; M: DNA标记; prkd1-/-: prkd1基因缺失 23 bp的 F2代突变纯合子。
Fig.6 Electrophoresis and sequencing results of prkd1-KO-F2 mutant homozygotes
(A) Electrophoresis plot of F2 homozygotes. Lanes 1~8 are randomly selected eight F2 embryos, in which lanes 1 and 6 are het原
erozygous, and lane 4 is homozygous; (B) Comparison of sequencing results of F2 homozygotes. WT: Wild-type control; M: DNA
marker; prkd1-/-: F2 mutant homozygote with a 23 bp deletion in the prkd1 gene.
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3 讨论

心脏是胚胎发育过程中第一个形成并发挥功

能的器官, 其形态发生涉及多个遗传基因和信号
通路[20]。研究人员借助分子遗传学的方法(全外显
子测序及单细胞 RNA测序)筛选与心脏发育有关
联的新基因, 再利用反向遗传学的方式在模式生
物中敲除和验证新基因, 进而推测并研究新基因
是如何影响人类早期心脏发育的[21]。

PRKD1是蛋白激酶家族成员之一, 该家族由
3种结构相关的应激激活酶组成, 参与心脏收缩、
血管生成、细胞增殖和凋亡、癌症发生以及免疫调

节等过程[22-23]。有研究显示, PRKD1基因的新型常
染色体隐性剪接变异体与先天性心脏病有关, 在
疾病个体可找到该基因的纯合突变体, 提示该基
因的丧失突变体可能会干扰正常的心脏形态发

生,导致永存动脉干、圆锥形心脏缺陷等疾病[24-25]。
此外, Sifrim等[26]在先天性外胚层发育不良患者中
查到 PRKD1基因的错义突变体。以上研究结果均
基于临床案例并经测序得到, 提示 PRKD1基因
与先天性心脏病具有密切的联系, 但该基因在人
类早期心脏发育的具体机制尚不清楚。

前期的研究发现, 小鼠 Prkd1基因的全敲除
导致胚胎无法存活, 在小鼠中无法追溯该基因纯
合子心脏表型的变化[27]。而斑马鱼因胚体透明且
具有可体外操作性, 成为心脏表型观察的首选生
物。最重要的是, 斑马鱼胚胎可以在离体的情况
下, 靠水的被动扩散来获取氧气从而存活数天,
这与鼠类等哺乳动物的胚胎有着明显的区别, 是
研究早期心脏发育的绝佳模式生物。

本文拟利用 CRISPR/Cas9技术对斑马鱼prkd1
基因进行敲除, 构建斑马鱼 prkd1基因敲除品系。
首先, 在生物信息学网站综合分析 prkd1基因的
特征; 其次, 在 1号外显子选择两个合适位点进
行敲除设计; 再次, 在显微注射 48 h后采用电泳

和测序比对的方式验证敲除的有效性; 最后, 利
用显微镜对 F3代 prkd1-/-突变纯合子的表型进行
观察。

我们在构建品系的过程中发现, F0代和野生
型杂交后, 其后代出现一部分心脏畸形的胚胎。
将这些胚胎挑选并分缸养殖, 我们发现畸形胚胎
大部分是 prkd1基因敲除后的杂合突变体。进一
步将 F1代 prkd1+/吟23杂合子进行自交, F2代胚胎
的检测结果显示, 自交后代存在突变纯合子, 这
与小鼠[27]的敲除情况明显不同(小鼠 Prkd1基因敲
除纯合会致死), 正好弥补了小鼠该基因突变纯合
子无法开展表型研究的缺憾; 同时, 我们推测斑
马鱼胚胎在发育的早期可能通过被动扩散来获取

氧气, 而非完全依赖于心血管系统来实现供氧需
求, 因为即便是心血管损伤严重的斑马鱼, 其胚
胎仍能继续存活; 此外, 这种现象也表明了不同
物种对该基因敲除后的反应存在差异性。

需要指出的是 , 到了 F2 代成鱼阶段 , WT 颐
prkd1+/吟23颐prkd1-/-的比例并非是典型的 1︰2︰1,
与孟德尔遗传定律有些许出入。prkd1-/-纯合子在
生长发育过程中存在部分致死的情况, 提示该基
因的敲除可能会影响斑马鱼的生存状态。不仅如

此, 繁殖到 F3代时, 纯合子胚胎的繁殖数目相比
于对照组明显减少; 另外, 在相同条件下, 其生长
周期明显变长, 且成鱼的存活数目较少。基于此,
我们推测该基因的敲除可能影响了斑马鱼的繁殖

力和生长调控功能, 进而可能影响正常心脏的结
构和功能。

由于斑马鱼的胚胎具有透明性,便于追溯纯合
子的表型变化;而且,斑马鱼胚胎的心脏在 48 hpf
发育完成, 此时其早期的心脏结构易于观察。因
此, 我们利用体式显微镜对 48 hpf prkd1-/-纯合子
进行了表型观察。结果显示, 与野生型对照相比,
prkd1基因的 F3代突变纯合子的表型存在较为
明显的差异, 表现出心包肿大、环化异常、心管线

图 7 prkd1基因敲除后的 F3代突变纯合子的表型观察
(A) 野生型对照; (B~D) F3代 prkd1-/-纯合子。红色箭头指向心脏的位置。
Fig.7 Phenotypes of F3 mutant homozygotes after prkd1 gene knockout
(A) Wild-type control; (B~D) F3 prkd1-/- homozygotes. The red arrow points to the location of the heart.

(C) (D)(A) (B)

24



第 1期

性化且伴有体轴弯曲等, 这与前期的研究[28]类似,
提示 prkd1基因的敲除可能会影响斑马鱼的早期
心脏发育, 该基因可能参与后期心血管疾病的发
生和发展进程。此外, 我们也推测在 prkd1基因敲
除后, 斑马鱼心脏发育相关基因可能出现异常的
RNA剪接现象, 造成某些重要的基因无法正常转
录和翻译, 继而影响了正常的心脏发育。在后期
的研究中, 我们可以合成 prkd1基因的 mRNA, 用
过表达的方式拯救该基因敲除后斑马鱼所出现的

表型变化, 再通过 qRT-PCR和Western-blot等方
式对该基因的表达量进行精准定量。此外, 我们
还可以从基因的相互作用方面去探索 prkd1的上
下游靶基因, 以挖掘更多重要基因及信号通路,
从而阐明先天性心脏病的发病机制。

总之, 本文利用 CRISPR/Cas9技术从基因水
平上成功敲除了斑马鱼 prkd1基因, 构建了该基
因的稳定遗传敲除品系, 并初步分析了该基因 F3
代纯合子的表型变化,验证了 prkd1基因对斑马鱼
早期心脏发育的影响,为进一步探讨人类 PRKD1
基因在心脏发育中的功能提供了重要依据。
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