
 
 
 
 
 
 
 

  第 49卷 第 20期  2004年 10月  论 文 

2078   www.scichina.com 

用 ENU诱导斑马鱼突变的初步研究 
金 鹏  田 甜  孙智慧  孟安明* 

(清华大学生物科学与技术系发育生物学实验室, 北京 100084. * 联系人, E-mail: mengam@mail.tsinghua.edu.cn)  

摘要  斑马鱼作为一种脊椎动物发育模型, 正越来越受到重视. 用ENU诱变的方法, 建立了320个斑马
鱼 F2家系. 通过对 F3代胚胎的表型观察, 鉴定在外包、体轴、体节、头部、心血管系统等表现异常的
突变体. 目前已获得 35 个突变品系, 其中以体轴和体节异常的突变体为主. 这些突变体斑马鱼品系的
建立为克隆突变的基因、研究胚胎早期发育机制打下了良好的基础.  
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多细胞生物的发育过程是复杂的 , 通常要受到
许多基因的表达产物的调控 . 虽然一些物种的基因
组草图已经完成 , 我们仍然不知道这些物种中所具
有基因的确切数目 , 更不知道在胚胎早期发育中起
决定作用的基因有多少 . 从浩瀚的基因海洋中甄别
出这些基因并了解它们的功能 , 是当代发育生物学
的重要任务之一. 要了解一个基因的功能, 不仅要知
道其表达产物的结构和生化特性 , 更应弄清该基因
突变或缺失后对个体发育的影响 . 通过人工诱变筛
选突变体, 是研究基因功能的重要手段.  
 斑马鱼已成为研究脊椎动物胚胎发育机制的重

要模式动物, 具有产卵多、性成熟周期短等优点, 是
迄今最适合大规模诱变的脊椎动物[1]. 其胚胎体外受
精、体外发育, 而且透明, 容易在解剖镜下观察到早
期发育缺陷. 1989 年, Kimmel等人[2]用X射线照射进
行诱变, 获得了许多斑马鱼胚胎发育突变体. 但X射
线照射会造成大段染色体缺失 , 可使多个基因同时
缺失, 难以确定真正引起突变表型的基因. 1994 年, 
德国Tüebingen研究所的Nüsslein-Volhard小组花了 2
年时间用ENU(N-ethyl-N-nitrosourea, N-乙基-N-亚硝
基脲)对斑马鱼进行饱和诱变筛选 [3]. ENU是一种化
学诱变剂, 它通过对基因组DNA碱基的烷基化修饰, 
诱导DNA在复制时发生错配而产生突变. 它主要诱
发单碱基突变, 造成单个基因发生突变(双突变的情
况非常少), 更接近于大多数的人类遗传性疾病的基
因突变情况. 同时, ENU的突变效率非常高, 可以达
到 0.2%, 是其他突变手段的 10 倍左右, 而且这种突
变是随机的, 不具有任何的倾向性, 所以适用于饱和
诱变分析斑马鱼的功能基因组[4].  

虽然用 ENU 进行诱变筛选较容易获得许多突变

体, 但从这些突变体克隆出突变基因的难度较大. 随
着斑马鱼基因组测序工作的完成及大量分子遗传标

记的发现 , 对突变基因进行定位和克隆逐渐变得相
对容易 . 鉴于目前国内还没有单位开展斑马鱼的
ENU 诱变研究, 本研究对此进行了小规模尝试, 获
得了一批胚胎发育突变体, 为进一步大规模诱变、开
展斑马鱼功能基因组研究打下了基础.  

1  材料与方法 
(ⅰ) 材料.  鱼种为德国Tuebingen品系. 培养胚

胎和幼鱼(不到 6 d)溶液的配制: 60 mmol/L NaCl, 
0.67 mmol/L KCl, 1.3 mmol/L CaCl2, 0.3 mmol/L Na-
HCO3, pH7.0. 养殖成鱼水的配制: 2.35 mmol/L NaCl, 
0.45 mmol/L NaHCO3, pH 7.0. 麻醉剂贮液的配制: 
按 16 g/L 配制Tricaine (Sigma公司)贮液, 先将所需
量溶于水, 再用 1 mmol/L Tris-HCl (pH 7.0)调pH 7.0. 
磷酸钠缓冲液(pH 6.6)配制: A液, 11.7 g NaH2PO4溶

于 375 mL水; B液, 11.1 g Na2HPO4溶于 225 mL水. 将
AB 2种溶液兑在一起混匀, 使用时稀释 20倍. ENU
贮液配制: 将 5 g的ENU(Sigma公司)溶于 10 mmol/L 
NaOAc溶液, 配成 1%的贮液. 处理成鱼时在磷酸钠
缓冲液 (pH 6.6)中稀释到工作浓度 (3.0 mmol/L)[5]. 
Alcian blue溶液的配制: Alcian Blue溶于冰醋酸和乙
醇的混合溶液(1︰4)中, 终浓度为 0.03%[6].  

(ⅱ) 鱼的喂养和诱变. 孵化和喂养的方法参照
文献[1]. 用于诱变的雄鱼必须是经过挑选的 , 即和
雌鱼交配得到的胚胎受精率接近 100%. 诱变容器采
用容积约为 500 mL的普通塑料饭盒, 在其中倒入 290 
mmol/L的磷酸钠缓冲液(pH 6.6), 再加入 10 mL ENU
贮液混匀. 在容器中放入 5~6 条雄鱼, 用锡箔纸遮盖
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容器, 避光处理 1 h. 然后将鱼小心移到另一盛有 300 
mL养鱼水的容器中漂洗 1 h, 再放入新鲜的养鱼水中
漂洗 1 h以上. 如此处理过的鱼才可以放入大鱼缸正
常喂养. 上述过程每周重复 1次, 连续做 4周[5]. 由于
ENU同时也是一种神经毒剂 , 所以操作时必须非常
小心, 防止过度扰动造成鱼的死亡. 另外, 在ENU溶
液中加入 1/20 体积的麻醉剂贮液, 使鱼  轻微麻醉, 
以及降低温度至 16℃左右, 都有利于提  高鱼的成
活率. 用完的容器必须用 1 mol/L NaOH  处理[7].  

(ⅲ) 突变体的筛选. 本研究的目的是筛选隐性
突变体. ENU 处理的雄鱼与野生型雌鱼配种获得的
子代为 F1代, 这些 F1代个体是不同诱变基因的杂合
体, 因此将 F1 的雌雄个体之间互相配种, 获得的后
代构成 F2代家系. 从理论上计算, 在一个 F2家系中, 
平均 4 对同胞配种中将有一对会是杂合体之间的交
配, 在 F3代胚胎中将有 1/4为突变纯合体, 可能会出
现发育缺陷表型. 因此, 我们对一个 F2 家系的筛选
一般要配 6对, 如果这 6对的子代群体中未出现符合
比例(1/4)的异常发育个体, 则将此家系淘汰. 突变体
筛选分 4 个时期在解剖镜下观察. 30%外包-尾芽期: 
观察胚胎的外包过程是否受阻 , 尾芽和头部的位置
以及形态是否正常; 受精后 24~36 h(咽胚期): 该时期
主要观察眼睛的大小 , 脑的形态结构 , 脊索的形态 , 
体节的形态和数目; 受精后 48~60 h 时(孵化期): 主
要观察鳍的形态, 心脏的形态、位置和搏动速度, 血 

液的流动等; 受精后 5 d(幼鱼期): 主要观察色素、胸
鳍、颚、腮弓、鱼鳔、耳、肝脏、血液以及各种内脏. 

如果超过 6 d 仍没能看出有明显异常的胚胎, 则不再
继续对其观察. 对那些出现异常胚胎、且符合孟德尔遗
传规律的 F3家系则养至成年期, 同时反复配种其亲本, 
以验证结果的可靠性和增加保种数量.  

2  结果 

2.1  ENU处理对雄鱼的影响 

第 1次的 ENU处理共包括 18条雄鱼, 每次处理
后的存活情况见表 1. 在处理时如果稍有扰动, 雄鱼
便加剧游动 . 雄鱼的死亡多发生在处理完将其捞出
漂洗的过程中, 可能是该过程的刺激所引起, 所以捞
鱼操作要轻柔.  

经历 4次 ENU处理后的雄鱼和野生型雌鱼交配, 
开始的 2 次(前 2 周)胚胎受精率较未处理的鱼低, 并
且后代出现大量畸形(表 2). 但从第 3次配种开始, 受
精率基本稳定在 90%以上, 胚胎畸形率降至正常鱼
配种的水平. 前 2 周产的胚胎的畸形率高的原因, 可
能是 ENU 使雄鱼的部分正在成熟的精子丧失某些活
性, 其受精产生的畸形胚胎为嵌合型突变, 性状不能
稳定遗传. 因此, 我们将前 2 次配种产生的胚胎全部
淘汰. ENU处理的雄鱼在 2周后产的精子绝大部分为
精原细胞新分化成熟的 , 这些精子往往携带单基因
突变, 受精后胚胎都比较正常, 因此我们将 2 周后配
种获得的 F1养到成年以繁殖 F2群体. 

表 1  ENU处理对雄鱼存活的影响 
处理回次 雄鱼数量 死亡数 存活数 死亡率(%) 

1 18 5 13 38.5 

2 13 0 13 0 

3 13 2 11 18.2 

4 11 0 11 0 

 

表 2  ENU处理的雄鱼配种后的受精率及胚胎畸形率 a) 
配种回次 平均胚胎数 平均受精率 平均胚胎畸形率 

第 1周 163 76.0% 27.0% 

第 2周 212 86.3% 16.3% 

第 3周 205 93.8% 0.90% 

a) 受精率是指受精的胚胎占总胚胎数的比例; 胚胎畸形率是指受精后 24 h畸形胚胎占总胚胎数的比例 
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2.2  突变体筛选结果 

目前已在 F2 中配种筛选了 600 多对鱼, 分属 230 个
F2家系, 其中筛选完全的 F2家族(即完成了 6对筛选)
为 60 个, 鉴定出突变体 35 种. 由此可见, 有突变体
的 F3家系的发生率为 58.3%. 

2.3  突变体表型的分类 

根据形态观察得到的结果 , 目前筛选到的突变
体可分为 8类(表 3).  

(ⅰ) 早期致死性突变.  只发现 1 种该类型的突
变, 胚胎表现为外包缓慢, 到胚盾期以后外包几乎停
止, 胚胎开始死亡. 这种突变体和Kane等人[8]鉴定的

spb, zom等早期外包受阻的突变体并不完全一样, 因
为spb, zom等可以活至 24 h.  

(ⅱ) 脊椎形态异常.  有这种表型的突变体比较 

多 , 主要表现为脊椎向腹部或背部弯折成弧形或折
线形. 如 M3-1(图 1(o)), M28-1(图 1(p))和 M175-4(图
1(q))的脊椎弯向腹部, M189(图 1(m)), M210(图 1(n))  

表 3  突变体类型汇总 

表现型类型 家系数 比例(%) 

总数 35  

早期致死性 1 2.86 

脊椎形态异常 8 22.9 

体节减少 5 14.3 

心脏血液系统异常 3 8.57 

鳃弓及腭发育异常 5 14.3 

脑和神经系统退化 8 22.9 

鱼鳍发育不全 1 2.86 

鱼鳔的缺失 1 2.86 

 
图 1  各突变体的表现型 

(a), (c)~(f)示发育至 48 h的胚胎; 其他为发育至 4 d的胚胎. (a)和(b)示野生型对照. 各突变品系的编号标于图下方 
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图 2  5日龄野生型和突变体 M113-7的鳃弓和腭的软骨结构 
(a)~(c)示野生型; (d)~(f)示 m113-7突变体. 其中(a)和(d)是背面观, (b)和(e)是侧面观, (c)和(f)是腹面观. 突变体的鳃弓和腭的软骨表现为短小、走

向等异常. bb示鳃基骨; bh示舌基骨; cb示鳃舌骨; e示筛骨板; m示第 1鳃弓软骨; pq示腭方骨; t示柱状颅骨 

 
的脊椎弯向背部, M2-3 脊椎弯曲呈折线状(图 1(s), 
箭头所示), M31-1(图 1(l))在尾部发生弯曲呈“L”形
(箭头所示), M187-2从身体中部开始到尾部盘缠折叠
呈螺旋型 (图 1(f), 箭头所示 ). 除 M3-1, M28-1, 
M175-4, M2-3和 M2-3外, 该类的其他突变体的其他
组织器官也有异常表型. 

(ⅲ) 体节减少 .  表现为体节部分或完全缺失 , 
突变体 M110-1(图 1(c))、M187-1(图 1(d))、M196-4(图
1(e))即属于这种类型. M110-1 症状较轻, 仍有 10 个
左右的体节, M187-1症状较严重, 24 h的时候观察不
到体节.  

(ⅳ) 心脏血液系统异常.  以 M31-1 为代表(图
1(l)). M31-1 表型为心脏搏动缓慢甚至完全停止, 血
液循环不畅, 几乎全部积压在心脏中, 这种鱼活到 6 
d左右即死亡. 

(ⅴ) 鳃弓及腭发育异常.  鳃弓及腭是支撑脊椎
动物头部的基础 , 鳃弓最初的形成和神经外胚层的
分节是联系在一起的 , 而且鳃弓及腭的异常一般会
导致脑颅体积缩小 , 前脑和中脑可能会部分缺失 . 
M6-1(图 1(i)), M107-3(图 1(k)), M113-7(图 1(j))属于
这一类. 我们挑选 M113-7 做了进一步研究. 首先用

Alcian Blue染 4 d的鱼头部软骨(图 2), 发现第 1鳃弓
软骨(Meckel软骨)、筛骨板、柱状颅骨和腭方骨长度
明显短于正常鱼(图 2(e)), 且第 1 鳃弓软骨和腭方骨
之间的角度由 150°左右变为 200°, 舌骨、鳃底骨和
鳃舌骨向下塌陷(可能是受挤压造成的), 最终造成颅
内前后轴向距离缩小, 而背腹轴向距离增大.  

(ⅵ) 脑和神经系统的退化.  24 h的正常胚胎头
部透明, 但 M187-2(图 1(f)), M189(图 1(m)), M210(图
1(n))等突变体的头部等发黑, 这是由细胞死亡引起. 

(ⅶ) 鱼鳍发育不全.  仅筛选到一种尾鳍发育不
全的突变体, 即 M27-7(图 1(R)). 其尾鳍长度(箭头所
示)仅有野生型的不到 1/10, 所以运动机能受到影响, 
几乎不能游动.  

(ⅷ) 鱼鳔缺失.  仅一种突变体(M21-2, 图 1(h))
几乎没有鱼鳔(箭头所示).  

某些致死性突变体如 M11-1(图 1(t))和 M66-4(图
1(u))在 6 d左右开始死亡, 它们的细胞坏死、胸腔水
肿, 但此前未能观察到有特异性缺陷的组织或器官. 

3  讨论 

在生物学研究过程中 , 任何一个突变体都有可
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能是弄清某个生命过程奥秘的一条线索 , 可帮助理
解发育或生理过程 , 发现一些新的信号通路或新的
介导因子和调节因子. 所以, 虽然化学诱变的工作早
在 20 多年前便开始, 但迄今仍不断有人为了获得他
们所期望的突变体而开始开展这项工作 . 尽管国内
利用斑马鱼研究胚胎发育机制取得了一些成果 [9~13], 
但还没有开展诱变研究 . 我们开始斑马鱼的ENU诱
变研究, 是希望获得大量的突变体品系, 建立自己的
突变体遗传资源库, 便于相关单位的利用. 我们不仅
可以克隆突变体中的突变基因 , 了解相关基因的功
能 , 还可以利用它们研究基因与基因之间的相互作
用网络, 甚至用作药物筛选平台.  

在先期小规模筛选中, 我们一共鉴定出 35 种突
变体. 我们注意到, 其中一些突变体与国外已经报道
过的突变体在表型上相似 , 这些表型相似的突变体
是否携带相同突变基因还有待鉴定 . 在下一步克隆
突变基因时 , 我们将主要选择那些表型新颖的突变
体, 如 M187-2.  

本研究得到的 35 种突变体中, 以脊柱和体节异
常突变体为主, 这与以前其他人报道的相似[3]. 尽管
我们非常希望筛选到大量的在囊胚期和原肠作用期

即致死的突变体, 但实际上迄今只找到 1个这样的突
变体品系 , 这主要是因为胚胎早期发育主要受母源
因子(来自于卵母细胞的蛋白和mRNA等)的影响[14,15]. 
此外 , 我们也正在利用特定标记基因进行突变体筛
选 , 以期筛选出影响其所代表的信号通路的系列突
变体.  

致谢  感谢本实验室其他成员的有益讨论. 本研究为国家
杰出青年基金(批准号: 30025020)、国家自然科学基金(批
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