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摘要：lhx5基因编码具有LIM同源结构域的转录因子，能促进斑马鱼前脑的发育。原位杂交实验表明，在斑马鱼胚胎发育早期lhx5基因在前脑背侧神经元即有丰富的表达。为了观察表达lhx5基因的斑马鱼背侧前脑这组神经元的轴突投射，我们将包含斑马鱼lhx5基因编码区域的细菌人工染色体通过同源重组的方法进行改造，获得lhx5:kaede细菌人工染色体，显微注射入斑马鱼受精卵并筛选获得了lhx5:kaede转基因斑马鱼。该转基因斑马鱼株可用于研究斑马鱼前脑背侧神经元的轴突投射路径及其分子机制。
关键词：lhx5, 同源重组，转基因斑马鱼
中图分类号：Q3-3
 

SET bkTitleInfo "" \* MERGEFORMAT 
Construction of Lhx5:kaede zebrafish transgenic line
GAO Jingxia1, ZHANG Changwen2, ZHANG Cuizhen1, PENG Gang1
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Abstract: lhx5 encodes a LIM homeodomain transcription factor, and it can promote zebrafish forebrain development. The in situ hybridization results show that lhx5 expression is abundant in the anterior dorsal neurons in the early zebrafish embryonic development. To observe the axon projection of the anterior dorsal neuron in zebrafish forebrain, we modified the bacteria artificial chromosome (BAC) containing the coding sequences of lhx5 gene, and got modified BAC containg lhx5:kaede. We microinjected the modified BAC to fertilized eggs and screened to get lhx5:kaede zebrafish transgenic line. This transgenic line would be a great help to study the underlying mechanisms of axon projection of anterior dorsal neuron.
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0 引言
在斑马鱼前脑，胚胎早期发育生成的神经元的轴突形成高度固定和保守的神经束并向不同的脑区投射。这些神经束是大脑复杂的神经回路形成的基础[1]。早期生成的神经元表达lhx5基因，lhx5基因编码具有LIM同源结构域的转录因子，可以调节Wnt信号通路的拮抗因子，从而促进斑马鱼前脑的发育[2]。为了观察表达lhx5基因的斑马鱼前脑背侧这组神经元的轴突投射，我们用同源重组的方法改造了BAC，显微注射入斑马鱼受精卵，通过筛选制备了lhx5:kaede转基因斑马鱼。
1 材料与方法
1.1 材料
实验所用的野生型斑马鱼为AB品系。按照斑马鱼饲养的标准步骤[3]在循环水系统中饲养。用人工海水盐调节循环水的盐度至500uF，用NaHCO3调整 pH 值至7.2。将成年斑马鱼交配获得胚胎，在胚胎培养液中，28.5℃培养到所需发育时期。斑马鱼胚胎的发育时期用受精后的小时数[4]来界定。

1.2 方法

1.2.1 BAC的生长、纯化和电转化
将带有230H6 BAC（包含lhx5基因的BAC）的 DY380菌种在含有四环素和氯霉素的LB 平板上划线，培养过夜。挑取单克隆，在含有四环素和氯霉素的LB液体培养基中培养。
1.2.2 targeting cassette的制备
将kaede-flp-KAN质粒载体酶切线化并去除其复制起始区域，以线化的DNA为模板，扩增需要的targeting cassette。采用的引物序列如下：

kaede-F(59-CCCAATCCGAGGCGCGGTGCCCGTTTGGGAAGGTCGGCTCTCGGTCCCCTCCAGGGCGGACACCATGAGTCTGATTAAACCAG)和kaede-R(59-GAGGATTAGTCCAGAAGTTTGACGAGGTGATGCAGCCAGAATGCAAGCAGCTTCGCGTCTTCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAG)。在这对引物序列中，斜体部分表示与230H6 BAC匹配的部分，是同源重组的识别序列。下划线部分是与kaede-flp-KAN质粒载体相互匹配的序列，用于PCR扩增。PCR扩增出targeting casette以后，纯化该片段，用DpnI酶切去除模板DNA。
1.2.3 targeting cassette的电转化和重组
挑取带有230H6 BAC的 DY380单克隆在含有四环素和氯霉素的LB液体培养基中培养至OD 0.4－0.5。将得到的菌液42℃热休克15分钟（此步骤用于诱导重组酶的产生），然后新鲜制备电感受态细菌。将大约200ng的targeting cassette电转化入带有230H6 BAC的 DY380电感受态细胞中，将电转化后的细菌涂布于含有氯霉素和卡那霉素的LB平板上。

1.2.4 同源重组的确认
挑取同源重组后长出的克隆，32℃培养过夜。用菌液做模板进行PCR扩增以检验同源重组是否发生。检验正确后，保存克隆并抽提重组后的BAC备用。

1.2.5 去除同源重组后BAC上的卡那霉素抗性基因
将同源重组后的BAC电转化至EL250电感受态细菌。在6毫升含有氯霉素的LB 液体培养基中培养重组的BAC-EL250至OD 0.5。加入60 ul 10% L－阿拉伯糖（终浓度0.1%），继续培养1小时。将培养物进行105到106稀释后涂布于含有氯霉素的LB 平板上（该稀释是为了得到单克隆）。将得到的单克隆再接种到含有卡那霉素的LB平板上，此步骤是为了筛选到氯霉素抗性阳性而卡那霉素抗性阴性的BAC 克隆。

1.2.6 BAC显微注射
将成功重组并成功去除卡那霉素抗性基因的BAC克隆接种至LB培养基培养，抽提BAC，浓度大约为200-600ng/ul。在0.5×TE溶液中透析4小时，回收BAC，并调整浓度至200 ng/μl。用无核酸酶的水稀释3－10倍后注射到早期胚胎。注射BAC后通常会有50%的胚胎死亡。

1.2.7 转基因斑马鱼的筛选
F0代斑马鱼可直接在荧光显微镜下筛选带荧光的胚胎， 再通过F0代自交筛选出能稳定表达荧光的胚胎。通过PCR扩增并测序确定kaede是否插入正确位点。所用的引物序列为：Kaede forward 1: 5’-TGCCTCCCTCTCCAAGAAGC, kaede reverse 1: 5’-GGTAATATCGCCCGTCAACACTC, kaede forward 2: 5’-GCTGCTTATGGAAGGCAATGTAAACG, kaede reverse 2: 5’-TAATGAACGACGGAGGATCAAAGG, kaede forward 3: 5’-ACAAATCTAGGCAGGAGGGTGTCAAG, kaede reverse 3: 5’-GAGACTCATCCGCATAAGAGGAAAAC。根据测序结果将kaede插入位点附近的序列进行拼合。
1.2.8 Lhx5:kaede转基因斑马鱼的kaede光转换
将发育到36－48小时的转基因Tg(lhx5:Kaede)斑马鱼胚胎用0.02％ tricaine麻醉后，用1.2％低熔点琼脂糖腹卧位固定于透明载玻片的凹槽内，以便于实验观察。在激光共聚焦显微镜下用405nm激光转化感兴趣的区域。

1.2.9 全胚胎原位杂交
在发育所需时期收集斑马鱼胚胎，用新鲜配制的4%多聚甲醛固定胚胎。用蛋白酶K消化胚胎后，在未加探针的杂交液中预杂交2小时，再加入反义RNA 探针，65℃杂交过夜。第二天，用65℃ SSC溶液洗涤胚胎，再用封闭液封闭，碱性磷酸酶标记的抗地高辛抗体孵育过夜。第三天，用PBST洗涤胚胎，再用NBT/BCIP显色。原位杂交结束的胚胎保存于50%甘油/PBST中待拍照。
2 结果和分析
2.1 lhx5基因在斑马鱼胚胎发育不同时期的表达
在斑马鱼胚胎发育的20小时，lhx5基因在斑马鱼前脑背侧即有丰富的表达。除此之外，在腹侧丘脑部位也有丰富的表达，在下丘脑也有表达（图1A和B）。在胚胎发育的24小时和36小时，lhx5基因在前脑背侧的表达持续增加（图1C-E），在发育到48小时，lhx5基因的表达在前脑背侧有所减弱[2](图1F)。
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图1. lhx5基因在斑马鱼发育不同时期的表达。A. lhx5基因在斑马鱼胚胎20hpf中的表达（侧面图）。B. lhx5基因在斑马鱼胚胎20hpf中的表达（正面图）。C. lhx5基因在斑马鱼胚胎24hpf中的表达（侧面图）。D. lhx5基因在斑马鱼胚胎36hpf中的表达（侧面图）。E. lhx5基因在斑马鱼胚胎36hpf中的表达（正面图）。F. lhx5基因在斑马鱼胚胎48hpf中的表达（侧面图）。标尺：侧面图，100μm；正面图，60μm。
Fig.1 The expression pattern of lhx5 gene in the embryonic Zebrafish. A. The expression pattern of lhx5 gene in 20hpf (lateral). B. The expression pattern of lhx5 gene in 20hpf (frontal). C. The expression pattern of lhx5 gene in 24hpf (lateral). D. The expression pattern of lhx5 gene in 36hpf (lateral). E. The expression pattern of lhx5 gene in 36hpf (frontal). F. The expression pattern of lhx5 gene in 48hpf (lateral). Scale bar: lateral, 100μm; frontal, 60μm.
2.2 lhx5:kaede转基因斑马鱼的制备流程
为了制备lhx5:kaede转基因斑马鱼，我们获得了包含斑马鱼lhx5基因编码区域（克隆编号：CH211-230H6）的细菌人工染色体（Bacteria Artificial chromosome, BAC），并经过基因组数据库（http://www.ensembe.org/Danio_rerio/Info/Index）检索得到确认。该BAC包含大约200Kb的插入序列，其中大约110kb是lhx5基因的上游序列。Lhx5基因的编码序列共有5个外显子，如图2所示，我们期望通过同源重组[5]将kaede-polyA-FRT-Kan-FRT序列替代lhx5基因的第一个外显子序列，其中引入了polyA序列，使其后的4个外显子也不表达。Kan 基因是为了筛选而引入的抗性基因，在BAC重组后将其去除。从而使该BAC成为lhx5基因上游调控序列调控下的荧光蛋白kaede[6]的表达。我们将重组后的BAC注射[7]入斑马鱼受精卵，通过荧光筛选初步得到转基因斑马鱼。我们再提取斑马鱼的基因组DNA，用kaede forward1/kaede reverse1， kaede foreward 2/kaede reverse 2和 kaede forward 3/kaede reverse 3 三对引物进行PCR扩增，将PCR产物测序并拼合得到的序列。如图3所示，蓝色序列是用于同源重组的序列，黑色序列为同源臂之外的序列，红色序列为插入的kaede序列，PCR引物序列用下划线标明。黑色三角标示出kaede的氨基酸序列。荧光筛选和PCR结果都证明lhx5:kaede转基因斑马鱼构建成功。
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图2 lhx5:kaede转基因斑马鱼的制备流程

Fig. 2 The construction steps of lhx5:kaede transgenic line
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TGCCTOCCTCTCCARGARGCCARGACGTTGCTCOGCACCRATICRTGTGEC COCAATCCGAGGCGCGGTGCCC
GTTTGGGAAGETCGECTCTCGGTCCCCTCCAGGGCGGACACCATGASICIGATTARACCAGRRATE.
Yus Ll kPEW

kaede forvard 2

AAGATCAAGCTGCITATGGAAGGCAATGTARACGGGCACCAGT T TG TATTGAGGGAGATGEARAAGGCCATCCTTTTGAGES.
Yk I K T TWEGNYRNGHOGFUVY | EGDGKGHEEFEG

AAAACAGAGTATGGACCTTGTAGTCAAAGAAGGCGCACCICICCCTTTTGCCTACGATATCTIGACAACAGCATICCATTATG.
Yk osMDLYVYKEGAFPLEFAYDI LT TAFHY

GTAACAGGGTTTTTGCTARATACCCAGACCATATACCAGACTACTICAAGCAGTCGTTTCCCARAGSGTTTICTIGAGAGCGA
6 N RV F AKYFPDHIFPDYFKOGSFPEKGEFSWER

AGCCTGATGTICGAGGACGGGGGCGTTTGCATCGCTACAAATGACATAACACTGARAGGAGACACT T T T TAACARAGTICE.
»s LM FEDGGYC I ATND I T LKGDTEFFNEKLVR

ATTTGATGGCGTARACTITCCCCCARATGGTCCTGTTATGCAGAAGAAGACTCTGARATGGGAGGCATCCACTGAGARRATGT
Y FE DGV NFPFPNGEY MOKEKTLEKWEAS TEKH

kaede reverse 1

ATTTGOGTGATGGASTGTTGACGEGCGATATTACCATGRCTCTGCTGCT TARAGGAGATGTCCAT TACCGATGTGACTICAGA
W LRDGV L TGO T TMALLLEKGDYHSYRECDEFR

kaede forvard 3

ACTACTTACAARTCTAGGCAGGASGGTGTCAAGTTGCCAGGATATCACT T TGTCGATCACTGCATCAGCATATTGAGGCATGA
V1 1 YKSRGEGV KLFPGYHFVYVDHRCI S 1 LRAD

CARAGACTACAACGAGGTTAAGCTGTATGAGCATGCTGTTGCCCATTICTGGATTGCCGGACAACGTCAAGTAGRRTTCAAGSS
»KDYNEVKLYEHAYARHSGLEDNDYK

CTCTCGAGGCCGCGACTCTAGATCATARTCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTARRRRACCTCCCACACCT
COCCCTGAACCTGARACATAR AR TGARTGCRRTTGTTGTTGT TAACTIGT TTATIGCAGC T TATARTGGTTACAARTARAGCA
ATAGCATCACAAATTICACAARTAAAGCATTTTTTICACTGCATICTAGTIGTGTTIGICCARACTCATCARTGTATCTTAR.
GGGCCCGGGATCCACCGGATCTAGATAACTGATCAGCTTGAAGTTCCTATACT TTCTAGAGARTAGGAACTICGGAATAGGAR
CTTCSAAGTICCTATACTTICTAGAGAATAGGAACT ICGGAATAGTAACT ICT CCATGRTAGCCTCCARRRRAGCCTCCTCAC
TACTICIGEAATACAAGACGCGAAGCTGCTTGCATTCTGGCTGCATCACCTCGTCAAACTTC.
kaede reverse 3
TGGACTAATCCICATTTGAAGARTGTGTCATGTAGGATTTACCTACTGTTGTTTTCCTCTTATGOGGATGAGTCTCAR
kaede reverse 2 ‘

TTTGTGGATTAACCTGOCTARRRTGTCTARTGTTCTGTTARACCTTTGATCCTCOGTCGTTCATTS




图3. Kaede插入位点附近的序列。
Fig. 3. The sequences around the kaede insertion site.
2.3 lhx5:kaede转基因斑马鱼前脑背侧神经元的轴突投射
lhx5是特异表达于前脑背侧神经元的转录因子。Lhx5:kaede转基因斑马鱼特异性的标记了斑马鱼前脑背侧神经元（图4A）。当这组神经元胞体内的Kaede经405nm紫外激光照射后，转化后的Kaede可以扩散到神经元的轴突当中，进而将轴突及轴突末端分布区做红色荧光标记。紫外激光照射30分钟后，随着轴浆运输，被转换的kaede的红色荧光出现在轴突，可以清晰的看到斑马鱼前脑背侧这组神经元的轴突投射路径（图4C）。图3B显示斑马鱼前脑背侧神经元的轴突向腹侧投射到前联合(anterior commisure，AC)和视上束(supraoptic tract，SOT)[8]。

[image: image5]
图4. lhx5:kaede转基因斑马鱼株系kaede 光转换观察斑马鱼前脑背侧神经元的轴突投射。A. lhx5:kaede转基因斑马鱼光转换前显示绿色荧光。B. lhx5:kaede转基因斑马鱼光转换后的绿色和红色荧光。C. lhx5:kaede转基因斑马鱼光转换后的kaede红色荧光。标尺：60μm。
Fig. 4 The photo conversion of kaede in the lhx5:kaede transgenic line to show the axon projection of anterior dorsal neuron in Zebrafish. A. The green fluorescence of lhx5:kaede transgenic line at pre-conversion stage. B. The green and red fluorescence of lhx5:kaede transgenic line at post-conversion stage. C. The converted kaede of lhx5:kaede transgenic line at post-conversion stage. Scale bar: 60μm.
3 讨论
光诱导变色荧光蛋白Kaede包含HYG发色基团，在紫外光照射后引起62位组氨酸残基与α－碳原子间的连接断裂，形成一个相连的双咪唑环系统，完成由绿色荧光到红色荧光的转换。光转换后，红/绿比会显著增加约2000倍。因这一颜色转换特性的存在，Kaede蛋白可用于细胞的光学标记。利用Kaede蛋白在光转换前后的颜色变化，可以持续追踪红色荧光的动态变化，并用以将特异细胞与周围细胞进行区分[6]。

该研究通过同源重组的方法将荧光蛋白kaede置于lhx5的基因表达调控序列之下。用热休克的方法诱导细菌中的重组酶表达，利用一段与lhx5基因同源的序列实现同源重组，将kaede序列和卡那霉素抗性基因序列替代lhx5基因的第一个外显子。通过卡那霉素抗性基因来筛选得到特异重组BAC克隆。再通过L-阿拉伯糖诱导产生酶，该酶能识别卡那霉素抗性基因旁侧序列并将卡那霉素抗性基因切除。将同源重组后的BAC注射到斑马鱼受精卵筛选得到lhx5:kaede转基因斑马鱼。kaede荧光的表达模拟lhx5基因的表达模式，可以用于研究斑马鱼前脑背侧神经元的轴突投射，也可用于研究这组神经元轴突投射路径选择的分子机制。
4 结论

本研究通过同源重组的方法改造了含有lhx5基因的细菌人工染色体，通过显微注射斑马鱼受精卵并筛选获得了lhx5:kaede 转基因斑马鱼。该斑马鱼株系可用于研究斑马鱼前脑背侧神经元的轴突投射路径及其分子机制。
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