
琢鄄L鄄岩藻糖苷酶是一种催化含岩藻糖基的糖
蛋白、糖脂等生物活性大分子水解酶的溶酶体酸

性水解酶[1]. 琢鄄L鄄岩藻糖苷酶广泛分布于人体和动

物的组织细胞、血液、体液和精液中[2耀5]. 琢鄄L鄄岩藻
糖苷酶主要负责水解岩藻多糖糖苷键的非还原末

端的 L鄄岩藻糖残基, 释放出岩藻糖. 岩藻糖基复
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琢鄄L鄄岩藻糖苷酶基因在斑马鱼发育过程中
的功能分析
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(湖南师范大学 生命科学学院, 教育部蛋白质化学和鱼类发育生物学重点实验室, 中国湖南 长沙 410081)
摘 要: 琢鄄L鄄岩藻糖苷酶(alpha鄄L鄄fucosidase, FUCA1/2)是糖基水解酶家族的成员, 参与糖蛋白尧糖脂等生物大分
子的分解代谢反应. 为了解 琢鄄L鄄岩藻糖苷酶在动物发育中的功能, 检测了 fuca1和 fuca2在斑马鱼组织和胚胎
发育中的特异表达模式. fuca1和 fuca2基因在斑马鱼成体中的表达存在组织差异, 在斑马鱼的精巢中表达量
最高, 此外肝脏中也检测到 fuca1和 fuca2的高表达. 在斑马鱼胚胎发育中, 在其整个胚胎发育时期均检测到
了 fuca1和 fuca2的表达. 构建了 fuca1基因的反义表达载体, 显微注射到斑马鱼受精卵. 统计结果显示反义载
体注射导致斑马鱼胚胎高致死率. 研究表明, fuca1和 fuca2基因在鱼类胚胎发育和成体的精巢尧卵巢与肝脏发
育中可能具有重要的作用.
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Functional Analysis of Alpha鄄L鄄fucosidase Gene
During Development of Danio rerio
WANG Dao, LIU Wen鄄bin, XIAO Ya鄄mei*

(Key Laboratory of Protein Chemistry and Fish Developmental Biology of National Education Ministry, College of Life Sciences,
Hunan Normal University, Changsha 410081, Hunan, China)

Abstract：Alpha鄄L鄄fucosidase鄄1 (FUCA1) and alpha鄄L鄄fucosidase鄄2 (FUCA2) are the members of the glyco鄄
syl hydrolase family and play important roles in the catabolism of glycoproteins, glycolipids and other bioac鄄
tive macromolecules reaction. In order to further understand the function of alpha鄄L鄄fucosidase in animal de鄄
velopment, the tissue鄄specific and temporal expression patterns were analyzed in zebrafish. The fuca1 and
fuca2 were expressed in all 8 tissues examined, fuca1 and fuca2 were highly expressed in the testis and to a
much less degree, in the liver of zebrafish. fuca1 and fuca2 were expressed at all developmental stages ex鄄
amined. A constructed fuca1 antisense expression vector was microinjected into zebrafish embryos. The sta鄄
tistical results show a high mortality rate. Together, these results indicate that the fuca1 and fuca2 gene may
play an important role in embryonic development of fish embryos and also function in adult tissues including
testis, ovary and liver.
Key words: zebrafish; FUCA1; FUCA2; development of embryos

（Life Science Research，2013，17（4）：310耀315）
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合物在免疫应答、信号转导、个体发育及人类疾病

的发病机制中发挥着重要的调控作用[6]. 琢鄄L鄄岩藻
糖苷酶已被研究证实是溶酶体贮积病、炎症、囊肿

性纤维化、癌症的发展及配子在脊椎和无脊椎动

物之间的相互作用的关键因子[7]. 琢鄄L鄄岩藻糖苷酶鄄1
(alpha鄄L鄄fucosidase鄄1, FUCA1) 是一个编码 466个
氨基酸的膜和精液相关的同工酶, 属于糖基水解
酶 29家族的一员. FUCA1作为一种同型四聚体,
负责水解和减少在各种组织中的糖蛋白的部分碳

水化合物. 琢鄄L鄄岩藻糖苷酶鄄2 (alpha鄄L鄄fucosidase鄄
2, FUCA2) 是一个编码 467个氨基酸的分泌蛋白
酶, 作为一种四聚体存在, 特异地存在于组织血
浆中. FUCA2也属于糖基水解酶 29家族的成员,
主要负责催化水依赖的 琢鄄L鄄岩藻糖苷酶转变为
醇. 本研究以模式动物斑马鱼(Danio rerio)为研究
材料, 检测 fuca1和 fuca2基因在斑马鱼胚胎发育
和成体不同组织中的表达, 以进一步探讨岩藻糖
苷酶家族在动物个体发育中的功能.
1 材料与方法

1.1 实验材料

实验中用的斑马鱼购自武汉中国科学院水生

生物研究所. 养殖于循环水养殖系统, 通过人工
调节光周期对斑马鱼进行催产, 采集斑马鱼受精
卵, 置于培养皿中静水孵化, 获取不同发育时期
的胚胎.

选取已达性成熟阶段的斑马鱼(雌雄各 6尾)
剪鳃放血后, 分别取其肝脏、精巢、卵巢、脑、肾
脏、肌肉、心脏、鳍等 8种组织.

上述所取不同时期胚胎及成体组织样品置

于-80 益冰箱冻存.
1.2 RT鄄PCR检测 fuca1和 fuca2两基因的表达

选取已经达到性成熟的斑马鱼, 剪鳃放血后
数分钟迅速摘取 8 种不同的组织: 精巢、卵巢、
脑、肾脏、肌肉、心脏、肝脏和鳍. 选取已经达到性
成熟的斑马鱼, 进行光周期催产获取不同发育时
期的胚胎材料: 两细胞期、多细胞期、囊胚期、原
肠期、神经胚、视原基、脑泡期、肌肉效应期、心跳

期、眼色素期、体色素期和出膜期. 利用 Omega试
剂盒提取上述组织或胚胎的总 RNA. 根据已经报
道的斑马鱼 fuca1基因 (GenBank accession num鄄
ber: nm212740.1)和 fuca2基因(GenBank accession
number: nm001004115.1) 序列片段分别设计 RT鄄
PCR所用的引物 Z鄄1、Z鄄2与 Z鄄3、Z鄄4 (表 1). PCR

反应总体积 10 滋L (PCR Taqmix 2伊溶液 5 滋L, 灭
菌水 3 滋L, 逆转录产物 cDNA模板 1 滋L和正负
特异引物各 0.5 滋L). PCR反应条件为 94 益 5 min;
94 益 30 s, 58 益 30 s, 72 益 1 min, 35个循环; 72 益
延伸 10 min, 4 益保存. 1.5% 的琼脂糖凝胶电泳
检测 PCR产物. 以 茁鄄actin作为实验内参, 做 3次
以上有效重复.
1.3 斑马鱼 fuca1反义表达载体的构建
1.3.1 斑马鱼 fuca1基因编码区序列目的片段的
获得

根据已经报道得到的 cDNA编码区序列两端
设计引物 (FUC+: 5忆鄄TTGCGGCCGCATGCAGGT鄄
GACTCGCAGTCAGATA鄄3忆 ; FUC鄄: 5忆 鄄GACGCG鄄
TCTATGCCACCCCTTCCATCTTG鄄3忆 ), 分别引入
Mlu 玉和 Not 玉酶切位点, 并在酶切位点前加上
相应的保护碱基. 以斑马鱼性腺 cDNA作为模板,
PCR 将该基因扩增 , PCR 反应条件为 94 益 5
min; 94 益 30 s, 58 益 30 s, 72 益 1 min 30 s, 35
个循环; 72 益延伸 10 min, 4 益保存. 1.5% 的琼
脂糖凝胶电泳检测 PCR产物, 切下目的条带, 生
工试剂盒回收纯化, 得到目的片段的产物.
1.3.2 目的片段和载体的双酶切

将引入酶切位点的目的片段及载体 pCI鄄NEO
载体分别进行双酶切. 双酶切反应总体系为 20
滋L: DNA or pCI鄄NEO 载体 7 滋L, Not 玉 0.7 滋L,
Mlu 玉 1 滋L, 10伊H Buffer 2 滋L, 0.1% BSA 1 滋L,
0.1% Triton X鄄100 1 滋L, 灭菌水 7.3 滋L. 37 益 水
浴反应 12 h 后, 加入 10伊Loading Buffer, 停止反
应, 再经 1.5% 的琼脂糖凝胶电泳检测酶切产物,
分离目的条带, 生工试剂盒回收纯化.
1.3.3 目的片段与 pCI鄄NEO载体的连接尧 转化尧
筛选

用 Takara T4 连接酶做 16 益过夜连接反应:
DNA 15 滋L, pCI鄄NEO载体 2 滋L, T4 DNA Ligase
1 滋L, 10伊T4 DNA Ligase Buffer 2.5 滋L, 灭菌水
4.5 滋L. 将连接好的产物转到 DH5琢大肠杆菌, 然
后涂板过夜. 第二天, 用灭菌牙签从转化板上挑
取单克隆 3耀5个, 在具有氨苄青霉素抗性的 1 mL
的 LB液体培养基中搅匀, 振荡培养 6 h. 然后分
别取 200 滋L菌液与 30%甘油以 1颐1的比例保种,
另外以菌液为模板, 用载体两端的通用引物 T3
和 T7, PCR后跑琼脂糖胶进行初步检测确认.
1.3.4 质粒的测序及双酶切鉴定

将阳性单克隆菌液 200 滋L按 1颐1 加入 30%
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图 2 fuca1基因在斑马鱼 8 种不同组织中 mRNA 水平
的表达
1: 肾脏; 2: 肌肉; 3: 心脏; 4: 鳍; 5: 肝脏; 6: 精巢; 7: 卵巢;
8: 脑.
Fig.2 The mRNA expression of fuca1 in zebrafish dif鄄
ferent tissues
1: kidney; 2: muscle; 3: heart; 4: fin; 5: liver; 6: testis;
7: ovary; 8: brain.

甘油后交生工测序, 并且将含重组质粒的菌液,
用生工的试剂盒做质粒小量提取, 进一步将质粒
DNA用 Mlu 玉和 Not 玉进行双酶切, 最后进行琼
脂糖电泳鉴定.
1.4 斑马鱼 fuca1基因反义表达载体的显微注射

吸取斑马鱼受精卵, 放在盛有 Hoff液的凹槽
琼脂平板上,进行显微注射.每个卵注入量为 1 nL.
实验时设置 3组: 实验组(注射构建的 fuca1反义
表达载体), 空白组(仅注射空载体)和正常组(不注
射). 注射后的受精卵置于培养皿中培养. 记录各
组从注射完成后胚胎发育各个时期的时间、表型

和死亡数量等.

2 结果

2.1 斑马鱼不同发育时期胚胎及成体不同组织

fuca1在 mRNA水平表达检测结果
检测了两细胞期、多细胞期、囊胚期、原肠期、

神经胚、视原基、脑泡期、肌肉效应期、心跳期、眼色

素期、体色素期和出膜期共 12个不同发育时期斑
马鱼胚胎 fuca1基因的表达(图 1).我们在斑马鱼 12
个胚胎发育时期均检测到了 fuca1基因的表达.

对斑马鱼肾脏、肌肉、心脏、鳍、肝脏、精巢、卵

巢、脑 8种不同组织 fuca1基因 mRNA检测结果
显示, 在 8种组织中均检测到 fuca1的表达, 精巢
中的表达量最高, 卵巢中的表达要低于精巢, 肝
脏中的表达量仅次于精巢(图 2).
2.2 斑马鱼不同发育时期胚胎及成体不同组织

fuca2在 mRNA水平表达检测结果
检测了两细胞期、多细胞期、囊胚期、原肠期、

神经胚、视原基、脑泡期、肌肉效应期、心跳期、眼

色素期、体色素期和出膜期共 12个不同发育时期
斑马鱼胚胎 fuca2基因的表达(图 3). 我们在斑马
鱼 12 个胚胎发育时期均检测到了 fuca2 基因的
表达.

对斑马鱼肌肉、卵巢、精巢、肾脏、心脏、肝脏、

鳍、脑 8种不同组织 fuca2基因 mRNA检测结果
显示, 在 8种组织中均检测到 fuca2的表达, 而且

精巢中的表达量也是最高的,卵巢中的表达量也要
低于精巢,肝脏中的表达量也仅次于精巢(图 4).
2.3 斑马鱼 fuca1基因反义表达载体构建结果

将 cDNA编码区序列两端设计引物分别引入
Mlu 玉和 Not 玉酶切位点, 用 PCR对目的基因进
行扩增, PCR产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳, 胶回
收纯化.然后把回收产物和 pCI鄄NEO载体在 37 益
水浴锅中分别用 Mlu玉和 Not玉双酶切. 双酶切后
的目的基因产物连接到 pCI鄄NEO载体上, 转化到

表 1 PCR所用引物及其碱基序列
Table 1 The primers of PCR

Primer names
Z鄄1
Z鄄2
Z鄄3
Z鄄4

茁鄄actin(垣)
茁鄄actin(-)

Primer sequences
5忆鄄TCGCTGTTTCTTTGTCTGC鄄3忆
5忆鄄TAGCATTGCCCAAATCTCC鄄3忆
5忆鄄GGTGGACATCTTTGCTTCGT鄄3忆
5忆鄄GCAGGACACCGTTTCTACCA鄄3忆
5忆鄄CCGTGACCTGACTGACTACCTC鄄3忆
5忆鄄ATACCGCAAGATTCCATACCC鄄3忆

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
fuca1
茁鄄actin

454
276
bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
00.20.40.60.81.0

1.21.41.61.8

图 1 fuca1基因在斑马鱼 12个不同发育时期胚胎 mR鄄
NA水平的表达
1: 两细胞期; 2: 多细胞期; 3: 囊胚期; 4: 原肠胚期; 5: 神经
胚; 6: 视原基; 7: 脑泡期; 8: 肌肉效应期; 9: 心跳期; 10: 眼
色素期; 11: 体色素期; 12: 出膜期.
Fig.1 The mRNA expression of fuca1 in zebrafish dif鄄
ferent embryo
1: two cells stage; 2: multi鄄cells stage; 3: blastulal; 4: gastru鄄
lal; 5: neurula; 6: optic primordium; 7: brain vesicle; 8: mus鄄
cle movement; 9: heart鄄beat; 10: eye pigmentation; 11: body
pigmentation; 12: hatching larvae.

1 2 3 4 5 6 7 8
454
276

bp
fuca1
茁鄄actin

00.20.40.60.81.01.21.41.61.82.0

1 2 3 4 5 6 7 8

Different developmental stages

Different tissues
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图 4 fuca2基因在斑马鱼 8 种不同组织中 mRNA 水平
的表达
1: 肌肉; 2: 卵巢; 3: 精巢; 4: 肾脏; 5: 心脏; 6: 肝脏; 7: 鳍;
8: 脑.
Fig.4 The mRNA expression of fuca2 in zebrafish dif鄄
ferent tissues
1: muscle; 2: ovary; 3: testis; 4: kidney; 5: heart; 6: liver; 7:
fin; 8: brain.

图 3 fuca2基因在斑马鱼 12个不同发育时期胚胎 mR鄄
NA水平的表达
1: 两细胞期; 2: 多细胞期; 3: 囊胚期; 4: 原肠胚期; 5: 神经
胚; 6: 视原基; 7: 脑泡期; 8: 肌肉效应期; 9: 心跳期; 10: 眼
色素期; 11: 体色素期; 12: 出膜期.
Fig.3 The mRNA expression of fuca2 in zebrafish dif鄄
ferent embryo
1: two cells stage; 2: multi鄄cells stage; 3: blastulal; 4: gastru鄄
lal; 5: neurula; 6: optic primordium; 7: brain vesicle; 8: mus鄄
cle movement; 9: heart鄄beat; 10: eye pigmentation; 11: body
pigmentation; 12: hatching larvae.

DH5琢, 蓝白斑筛选挑取菌落, 进行菌液 PCR的初
步鉴定. 提取的重组质粒做双酶切鉴定, 经过 Mlu
玉和 Not玉双酶切后释放出一条 1 339 bp左右条
带, 提示扩增的目的片段已经成功地插入到 pCI鄄
NEO载体中(图 5).
2.4 显微注射斑马鱼 fuca1 基因反义表达载体
结果

如图 6所示, 本研究注射了 fuca1基因的反

义表达载体的胚胎由于混入了 GFP质粒, 所以从
囊胚期以后放在荧光倒置显微镜下用 450耀490 nm
的蓝光激发, 观察是否出现绿色荧光, 如果出现
绿色荧光, 则表明 fuca1 基因反义表达载体被成
功注入胚胎.

本研究还在主要发育时期, 对胚胎进行了正
常数目和死亡数目的统计, 并根据统计的数据形
成图表 (图 7), 我们可以看出, 注射 fuca1反义表
达载体的实验组斑马鱼胚胎致死率是非常高的,
从囊胚期到神经胚期就出现大量死亡. 相对于正
常组和空白注射组 98.4%和 94.8%的斑马鱼胚胎
出膜存活率, fuca1反义表达载体注射组胚胎出膜
存活率仅为 1.1%.
3 讨论

对 GenBank中已经发表的脊椎动物的 fuca1
和 fuca2基因序列及其推导的氨基酸序列进行的
同源性分析 , 如下图所示 (图 8A、B), 分别是用
Mega 5.0 构建的 FUCA1 和 FUCA2 的系统发育
树. 系统进化树表明, FUCA1在黑猩猩和人类、爪
蟾的相似性最高, 而与其他目的牛、犬的相似性
则较低, 与小鼠、大鼠、鸡等动物的相似性更低,
与斑马鱼相距很远, 相似性最低. FUCA2在斑马
鱼、爪蟾、人和鸡的相似性最高, 而与小鼠、大鼠
动物相似性则较低, 与家犬相距甚远相似性最低.
证明在系统发育进化中, 鱼类的 FUCA1 在脊椎
动物中的同源性比 FUCA2 要低, FUCA1 和 FU原
CA2保持着较低的保守性进化特征.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
fuca2

茁鄄actin
637
276
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图 5 fuca1鄄pCI鄄NEO的双酶切鉴定电泳结果
M: DNA标记; 1: 重组质粒 fuca1鄄pCI鄄NEO.
Fig.5 Agarose electrophoresis of the recombinant fuca1鄄
pCI鄄NEO with Mlu玉 and Not玉
M: DNA Marker; 1: Recombinant plasmid fuca1鄄pCI鄄NEO.
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图 8 9种脊椎动物 FUCA1 (A)和 FUCA2 (B)系统发育树
Fig.8 Phylogenetic tree of FUCA1 (A) and FUCA2 (B)

图 6 显微注射的检测图
(A) 注射剂中所含的空载体(空白组) (绿色荧光); (B) 注射剂中所含的空载体(空白组)(普通光); (C) 注射剂中所含的 fuca1
反义表达载体(实验组)(绿色荧光); (D) 注射剂中所含的 fuca1反义表达载体(实验组)(普通光).
Fig.6 Detection of injected embryos
(A) Injected containing the empty vector (Control) (Green fluorescent); (B) Injected containing the empty vector (Control) (Ordi鄄
nary light); (C) Injected containing the fuca1鄄pCI鄄NEO (Treated) (Green fluorescent); (D) Injected containing the fuca1鄄pCI鄄NEO
(Treated) (Ordinary light).

Intra 等通过比较基因组分析发现新型 琢鄄L鄄
岩藻糖苷酶在蠕虫、昆虫、海胆、海鞘类动物、鱼、

鸡类及两栖类、哺乳类动物和各种细菌产生了共

39种 琢鄄L鄄岩藻糖苷酶序列,而且 FUCA1和 FUCA2
这两种 琢鄄L鄄岩藻糖苷酶是存在于所有脊椎动物
的同源基因, 它们反映了不同的生物学功能[7]. 鱼
类的 fuca1 和 fuca2 基因研究很少, 在斑马鱼中,
琢鄄L鄄岩藻糖苷酶基因家族中 fuca1 和 fuca2 基因
在组织内广泛的表达, 这一结果与已经报道在人
类中的研究基本是一致的[8].近年来研究发现,在哺
乳动物中由于溶酶体酶使得 琢鄄L鄄岩藻糖酶降解,
造成岩藻糖物质在不同器官贮积, 会渐进地出现
溶酶体贮积病, 导致运动功能障碍, 神经元丢失,
出生时无空泡化等致病的神经系统疾病, 最终导
致死亡[9, 10]. 在人类 fuca1基因先天缺乏或者功能

障碍会造成岩藻糖苷积累症, 可使得糖脂和糖蛋
白从胎儿一出生就在组织中慢慢地大量积累, 造
成岩藻糖苷蓄积症, 容易引起发育迟缓、神经系
统疾病、内脏增大和癫痫等疾病[11]. fuca1和 fuca2
基因在斑马鱼胚胎发育早期从两细胞到神经胚有

高表达, 在脑泡期都存在一定的下降, 胚胎发育
后期的肌肉效应期又回升, 该结果表明与鱼类神
经系统的发育成熟也是密切相关的. FUCA1 作为
肝癌临床诊断的一种标志分子已经广泛被证实[12,
13], 本研究中 fuca1基因在斑马鱼的肝脏组织中也
表现出高度表达的特征.

特别令人们关注的是 FUCA1/2 在动物生殖
发育中所发挥的重要作用. 研究人员发现 琢鄄L鄄岩
藻糖苷酶还可能参与了果蝇及其它动物性腺器官

的受精调控[14，15], Pluta等证实母牛宫颈部位的分泌

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

图 7 正常胚胎数目变化
1 h: 两细胞期; 2.5 h: 多细胞期; 6 h: 囊胚期; 7.5 h: 原肠胚
期; 11 h: 神经胚期; 14 h: 视原基; 23 h: 脑泡期; 36 h: 眼色
素期; 40 h: 体色素期; 48 h: 出膜期.
Fig.7 The change in the number of normal embryos
1 h: two cells stage; 2.5 h: muti鄄cells stage; 6 h: blastulal; 7.5
h: gastrula; 11 h: neurula; 14 h: optic primordium; 23 h: brain
vesicle; 36 h: eye pigmentation; 40 h: body pigmentation; 48
h: hatching larvae.
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物与精子运输的生理调制机制是通过糖基化的蛋

白变化来驱动的[16]. 琢鄄L鄄岩藻糖苷酶在精卵膜融合
事件中可能与识别功能相关, 它作为一种非水解
性结合蛋白与 琢鄄L鄄岩藻糖苷酶残基结合来调节
精卵识别, 参与精子穿入透明带调节[17耀21]. Leray G
等研究也发现在小鼠成熟后岩藻糖苷酶的活性会

急剧地上升, 大量激活卵母细胞的增长[22]. 尽管岩
藻糖转移酶和岩藻糖苷酶已经被发现在精子发生

和精子成熟的过程中, 但是其具体生物学调节机
制依然未知. 王道等对黄鳝 fuca1基因的研究表
明, fuca1在黄鳝的雌雄性腺组织中存在着表达差
异(待发表). 总之, 相关研究结果提示岩藻糖苷酶
基因可能是鱼类生殖发育的重要调控基因.
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