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缺失 mir122 抑制斑马鱼肝脏前体细胞向肝细胞分化 
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摘要: 作为机体内最大的脏器之一, 肝脏对于机体的新陈代谢、解毒作用以及内环境的稳定有着重要的作用。

FGF、BMP 以及 WNT 信号通路及众多转录因子形成的基因调节网络精密调控着肝脏的发育, 然而小分子 RNA

在肝脏形成中的功能却所知甚少。近年来的研究发现, mir122 在肝细胞中高表达, 对于维持肝脏的代谢功能起

着至关重要的作用, 但是其在肝脏发育中的功能还不清楚。为了深入探讨 mir122 在斑马鱼(Danio rerio)胚胎发

育中的作用, 文章首先检测了 mir122在发育过程中的时空表达, 发现 mir122特异表达在肝脏, 并且在肝脏前体

细胞向肝细胞分化过程中表达水平显著增高。文章还通过用反义核苷酸 Morpholino (MO)敲降 mir122 的表达, 

发现敲降 mir122 对肝脏前体细胞的起源、肝原基的形成以及肝脏前体细胞的增殖没有明显的影响 , 但是 , 

mir122 的缺失导致肝脏前体细胞不能分化为肝细胞。因此, mir122 不仅参与了成体肝脏代谢功能的调节, 还在

肝脏前体细胞向肝细胞分化过程中不可或缺。 
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mir122 deficiency inhibits differentiation of zebrafish hepatoblast 
into hepatocyte 
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Abstract:  As one of the largest internal organs in the body, liver is very important for metabolism, detoxification and 
homeostasis. It’s reported that liver development is accurately regulated by a gene regulating network consists of FGF, BMP, 
WNT signal pathways and a lot of transcription factors. However, the functions of microRNA are poorly understood during 
liver formation. In recent years, it has been reported that mir122 is highly expressed in hepatocytes, and plays a vital role in 
the metabolic processes of the liver, but its function in liver development remains unclear. In this study, we report that 
mir122 is specifically expressed in zebrafish (Danio rerio) embryonic liver, and its expression level is notably increased 
during the differentiation process of hepatoblast into hepatocyte. mir122 inactivation by an antisense morpholino has no 
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influence on the specification, budding and outgrowth of hepatoblast. However, zbrafish hepatoblast can not differentiate 
into hepatocyte without mir122. Therefore, mir122 is not only involved in liver metabolic functions, but also indispensable 
for hepatoblast differentiation. 

Keywords: mir122; hepatoblast; cell differentiation; liver; zebrafish 

肝脏是人体重要的器官, 发挥着许多重要的生
理机能, 包括新陈代谢、解毒作用及维持内环境的
稳定。阐明肝脏的发育机制、生理功能及再生分子

机理, 是发育生物学和基础医学的研究热点之一。
斑马鱼(Danio rerio)和哺乳动物的肝脏有着类似的
发育过程和进化上保守的分子机制, 而且早期胚胎
的透明性使得可以活体实时观察肝脏的发育过程 , 
因此非常适合作为研究肝脏发育研究模式动物 [1~3]。

斑马鱼肝脏的发育大致可以分为 3 个阶段：第一阶
段是肝脏前体细胞的起源。精卵结合后, 经过早期
的原肠运动, 位于腹侧的前肠内胚层细胞在起源于
邻近组织的 FGF、BMP 以及 WNT诱导下分化为肝
脏前体细胞(Hepatoblast)。第二阶段是肝脏原基的形
成。肝脏原基的形成开始于 28 hpf (Hours post fer-
tilization), 首先是第一体节下内胚层的增厚 , 然后
增厚的区域向左生长, 最终, 连接肝脏和肠道的肝
胆管的形成标志着肝脏出芽的完成。第三阶段是肝

脏的快速增殖期。细胞数量迅速增加并开始特定的

形态发生过程。与此同时, 肝脏前体细胞分化成为
有功能的肝细胞及胆管细胞(50 hpf~96 hpf)[3]。 

FGF、BMP 以及 WNT 信号通路在肝脏的发育
过程中发挥着重要作用。在前肠内胚层细胞向肝脏

前体细胞分化之前, 抑制 BMP或 FGF信号通路, 斑
马鱼中肝脏前体细胞的标识基因 hhex 和 prox1表达
显著降低, 说明BMP和 FGF信号通路对肝脏前体细
胞的诱导是必需的[4]。另外, Wnt2bb和 Wnt2在肝脏
发育的多个阶段, 包括肝脏前体细胞的起源和快速
增殖时期, 都具有重要的调控作用[5]。众多的转录因

子也参与了肝脏的发育。Foxa[6]、Gata[7]和 Hnf[8]家

族转录因子在肝脏发育的多个阶段有着至关重要的

调控作用。但是, 小分子 RNA在肝脏形成中的功能
却所知甚少。MicroRNAs(miRNAs)最早发现于线虫
(Caenorhabditis elegans)中, 是一种包含大约 22 个
核苷酸的非编码内源性 RNA。它们通过与 mRNA 3′

端非编码区结合致使其降解或抑制其翻译, 发挥重
要的调节作用。miRNAs 广泛存在于植物、动物及
单细胞的真核生物中, 在细胞增殖、分化和凋亡过
程中都发挥着重要的功能[9], 然而小分子 RNA 在肝
脏发育中的功能却所知甚少。 

mir122是一种肝脏特异的 miRNA, 在肝细胞中
的表达量高达 50 000拷贝以上, 大约是成熟肝脏中
全部 miRNA的 70%[10,11]。同时, 在小鼠和人类胚胎
发育过程中, 其肝脏中 mir122 表达量急剧增多[11,12]。

已有研究证明, mir122可能参与了脂代谢、肝癌以及
丙型肝炎病毒和乙型肝炎病毒的感染等生理病理过

程, 但是其在肝脏发育中的功能还不清楚[13~15]。本

文以斑马鱼为模式动物, 检测了 mir122 在早期胚胎
发育中的时空表达, 并且初步分析了其在肝脏发育
过程中的功能。原位杂交的结果表明, mir122特异的
表达在斑马鱼的肝脏中。抑制 mir122表达虽然对于
肝脏前体细胞的特化、肝原基形成以及快速增殖过

程没有明显影响, 但是阻滞了肝脏前体细胞向功能
性肝细胞分化。这些发现有助于深入理解脊椎动物

肝脏的发育调控分子机理。 

1  材料和方法 

1.1  实验动物 

实验中所用到的野生型斑马鱼为 Tuebingen 品
系。lfabp:dsRed 转基因斑马鱼为浙江大学彭金荣教
授惠赠, sox17:GFP转基因斑马鱼为清华大学孟安明
教授惠赠。胚胎在 Holtfreter液(0.05 g/L KCl, 0.1 g/L 
CaCl2, 0.2 g/L NaHCO3, 3.5 g/L NaCl, pH值为 7.0)中, 
28.5℃培养至所需时期。 

1.2  方法 

1.2.1  探针制备 

LNA(Locked Nucleic Acid, LNA)修饰的mir122探
针由 Exiqon公司合成。foxa2、hhex、prox1和 fabp10
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探针质粒为西南大学黄红辉教授惠赠 , 利用
MEGAscript 试剂盒 (Ambion)进行体外转录 , 合成
地高辛标记的反义 RNA探针。 

1.2.2  mir122 吗啉环修饰反义寡核苷酸(Morpholinos, 
MO) 

本研究根据 mir122 的序列, 设计了与其序列完
全互补的 MO (mir122 MO) (5′-ATACAAACACCAT 
TGTCACACTCCA-3′), 并由 Gene Tools公司合成。 

1.2.3  斑马鱼胚胎显微注射及原位杂交 

在斑马鱼胚胎受精后的单细胞时期, 每枚胚胎
注射 4 ng MO。发育至所需时期后收集斑马鱼胚胎, 
经 4%多聚甲醛固定过夜并复水, 蛋白酶K消化适当
时间, 随后在杂交液里进行预杂交 2 h以上, 再加入
反义 RNA探针, 65℃杂交过夜。第 2 d, 65℃杂交缓
冲液洗涤胚胎, 然后杂交阻断液室温封闭 1 h。SSCT
洗脱, anti-dig-AP孵育过夜, MABT洗脱, NBT/BCIP
显色。样品 4℃保存于 90%甘油中拍照。 

1.2.4  石蜡切片及伊红染色 

将原位杂交后的胚胎包埋于石蜡中, 石蜡切片
机进行切片。温水展片后, 转移至载玻片进行伊红
染色, 最后封片拍照。 

1.2.5  激光扫描共聚焦显微成像 

收集所需时期的转基因胚胎, 用 4%多聚甲醛
固定过夜后, 固定于低熔点琼脂糖中, 利用 META 
Zeiss 510 激光共聚焦显微镜拍摄胚胎肝脏区域, 从
而获得共聚焦堆叠图像。 

2  结果与分析 

2.1  mir122在斑马鱼胚胎肝脏中特异表达 

已有研究证明mir122在受精后 72 h特异的表达
在斑马鱼的肝脏中[12]。为了进一步确定 mir122在斑
马鱼胚胎发育过程中的表达情况, 本研究首先通过
原位杂交技术分析了其在斑马鱼多个发育时期的表

达。结果显示, 在 36 hpf 可在肝脏位置特异的检测
到 mir122 的表达, 但表达水平较低。随着胚胎发育
的进行, 从 48 hpf开始, 一直到 96 hpf, mir122的表
达量持续升高(图 1A)。为了进一步分析 mir122在胚
胎肝脏中表达的部位, 通过石蜡切片技术, 将原位
杂交后 72 hpf 的胚胎横切, 进行伊红染色, 发现
mir122表达整个肝脏组织中(图 1B)。mir122在斑马
鱼胚胎肝脏中的特异表达, 表明其可能在肝脏早期
发育中具有重要功能。 

2.2  抑制 mir122 的表达不影响斑马鱼肝脏前体细
胞的特化、肝原基形成 

为了研究mir122在斑马鱼胚胎肝脏发育中的功
能, 本研究合成了与 mir122 成熟序列互补的吗啉环
修饰寡核苷酸, 即 mir122 MO。在斑马鱼胚胎受精
后单细胞时期注射 4 ng 的 mir122 MO, 然后在 72 
hpf 原位杂交检测 mir122 的表达。与对照相比, 大
约 80%的胚胎中几乎检测不到 mir122的表达(图 2A), 
说明 mir122 MO 可以有效的抑制内源性 mir122 的
活性。肝脏起源于前肠内胚层细胞。在 28 hpf, 我们
首先检测内胚层标识基因 foxa2 及肝脏前体细胞的
标识基因 hhex的表达[16]。结果表明, mir122的缺失 

 

 
 
图 1  mir122 在斑马鱼胚胎发育过程中在肝脏特异表达 
A：原位杂交检测 mir122在斑马鱼胚胎中的时空表达。胚胎发育时期如图中所示, 红色箭头指向斑马鱼胚胎的肝脏。B：斑马鱼胚胎
在 72 hpf原位杂交后, 石蜡切片分析 mir122在肝脏的表达部位(垂直于胚胎体轴横切)。A中黑色虚线为 B图横切面位置; B中黑色虚
线标出的区域为肝脏。 
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对于 foxa2 和 hhex 的表达水平没有明显的影响(图

2B)。为了分析肝原基的形成是否受到 mir122 的调

控, 本研究进一步在 34 hpf 检测了肝原基细胞迁移

的标识基因 prox1和 hhex的表达, 发现抑制 mir122

的表达, 在受精 34 h后 prox1和 hhex的表达也没有

明显变化(图 2C)。与上述结果一致, 在 Tg(sox17:GFP)

转基因斑马鱼胚胎中敲降 mir122, 然后在 34 hpf发

现肝原基仍然可以正常形成(图 2D)。因此, mir122

不是斑马鱼前肠内胚层向肝脏前体细胞分化及肝原

基形成所必需的。 

2.3  敲低 mir122 表达抑制肝脏前体细胞向成熟肝
细胞分化 

由于斑马鱼肝脏的出芽生长过程会持续到 48 
hpf 左右, 本文进一步检测了这个时期 hhex、prox1
的表达(图 3A), 仍然没有观察到明显的变化。而且, 
在 Tg(sox17:GFP)转基因斑马鱼胚胎中敲降 mir122, 
在 48 hpf发现肝原基于对照胚胎没有明显差别仍然
可以正常形成(图 3B)。这些结果说明, 在受精后 48 h, 
敲降mir122没有在细胞数目及发育形态上影响肝脏
的发育, 而且进一步表明 mir122 不参与斑马鱼前肠 

 

 
 

图 2  敲降 mir122 对斑马鱼前肠内胚层向肝脏前体细胞分化及肝原基形成没有影响 
A：检测 mir122 MO的有效性。在斑马鱼胚胎单细胞时期注射 4 ng mir122 MO, 72 hpf收集胚胎原位杂交检测 mir122表达(侧面观)。
B：注射 mir122 MO后, 28 hpf原位杂交检测 foxa1、hhex的表达(背面观)。C：注射 mir122 MO后, 34 hpf原位杂交检测 prox1、hhex
的表达。D：注射 mir122 MO后, 34 hpf在 sox17:GFP转基因胚胎中共聚焦成像观察肝原基的形成。红色和白色箭头均指向斑马鱼胚
胎的肝脏。标尺长度：50 µm。 
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内胚层向肝脏前体细胞分化及肝原基形成。然而 , 
在敲低 mir122 的胚胎, 其成熟肝细胞的标识基因脂
肪酸结合蛋白基因 fabp10表达水平显著降低(图 3C), 
说明 mir122可能影响了肝细胞的成熟。为了进一步
检测mir122在肝脏前体细胞向成熟肝细胞分化中的

功能, 在 Tg(lfabp:dsRed)胚胎中注射 mir122 MO (4 
ng), 并在发育至 72 hpf 进行激光扫描共焦显微成
像。结果发现, 与对照相比, 敲低 mir122的表达后, 
几乎检测不到肝脏部位的红色荧光(图 3D)。此外, 
本文还在 72 hpf检测了成熟肝细胞的另一标识基因  

 

 
 

图 3  mir122 是肝脏前体细胞分化为成熟肝细胞所必需的 
A：显微注射 4 ng mir122 MO, 48 hpf原位杂交检测 hhex、prox1的表达。B：在 sox17:GFP转基因胚胎中显微注射 4 ng mir122 MO, 48 
hpf共聚焦成像观察肝脏的形态。C：48 hpf原位杂交检测敲降 mir122对 fabp10表达的影响。图中 A-C均为背面观, 头部向上。D：
在 lfabp:dsRed转基因胚胎中显微注射 4 ng mir122 MO, 72 hpf共聚焦成像观察肝脏区域红色荧光表达的变化; E：72 hpf原位杂交检测
敲降 mir122对 bhmt表达的影响。侧面观, 头部在左边。F和 G：72 hpf原位杂交检测敲降 mir122对外分泌胰腺 trypsin (F)和内分泌
胰腺标识基因 insulin (G)表达的影响。侧面观, 头部在右边。图 A~E中, 红色和白色箭头均指向斑马鱼胚胎的肝脏, 图 F和 G中, 红
色箭头分别指向斑马鱼胚胎外分泌胰腺和内分泌胰腺。标尺长度：50 µm。 
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甜菜碱高半胱氨酸甲基转移酶 bhmt(betaine-homo-
cysteine methyltransferase)[8]。结果显示, 敲降 mir122, 
bhmt在肝脏的表达也显著减少(图 3E)。有研究表明, 
肝脏与外分泌胰腺的前体细胞有着相同的起源[2,17,18]。

因此, 本文进一步检测了敲低 mir122 对胰腺的影
响。在斑马鱼受精后 72 h, 分别用外分泌胰腺 trypsin
和内分泌胰腺标识基因 insulin进行原位杂交。结果
表明, 敲低 mir122 的胚胎中, 外分泌胰腺发育受到
一定影响(图 3F), 而内分泌胰腺没有明显变化(图
3G)。以上结果说明, 抑制 mir122的表达阻碍了肝脏
前体细胞分化为成熟的肝细胞。 

3  讨 论 

2002 年, Lagos-Quintana 等[19]通过从不同的小

鼠组织中对小分子 RNA 进行克隆和测序 , 发现
mir122 是肝脏特有的 microRNA。mir122 被证明是
成年肝脏中含量最丰富的 microRNA, 约占 microRNA
总量的 70%[10,11]。有研究表明, mir122在肝脏代谢中
有重要调控作用。用反义核苷酸抑制 mir122 后, 数
个参与脂肪代谢的基因表达下调。在高脂小鼠模型

中沉默 mir122 表达, 肝脂肪变性得以改善, 胆固醇
合成率降低, 但其氧化率增强[13]。mir122 具有抑制
肝脏肿瘤(Hepatocarcinoma, HCC)发生的作用。在人
肝癌组织中, mir122的表达显著降低[20]。在 HCC来
源的细胞系中 , mir122 靶向细胞周期蛋白 Cyclin 
G1。原发性肝癌组织中 mir122表达下降, Cyclin G1
表达升高, 被认为是肝脏肿瘤发生的重要因素[14]。

在病理状态下, mir122 与丙型肝炎病毒(HCV)密切
相关, 可能通过和 HCV 5′UTR 结合, 正向调控基
因表达, 促进 HCV RNA 复制[15]。另外, 在小鼠胚
胎发育的第 12.5 d 即可检测到 mir122 的表达, 在
17.5 d mir122 的表达水平达到其峰值的一半, 表明
mir122 可能参与了肝脏发育的调控[21]。在 HCC 来
源的细胞系中, 发现 mir122 可以靶向转录抑制因子
CUTL1, 调控肝细胞功能性基因, 如胆固醇羟化酶
CYP7A1 的表达, 参与肝细胞的增殖和分化[22]。但

是在整体动物水平, mir122 在肝脏发育中的功能还
不清楚。 

本研究发现在斑马鱼受精后 36 hpf可在肝脏检
测到 mir122 的表达, 但表达水平较低。前肠内胚层
细胞向肝脏前体细胞分化大约开始于 24 hpf, 而肝 

脏原基的形成开始于 28 hpf。因此, 敲降 mir122对
肝脏前体细胞的特化、肝原基形成没有影响可能是

因为此时 mir122没有表达或表达较低。从 48 hpf开
始, 一直到 96 hpf, mir122的表达量持续升高。这个
时期是肝脏的快速增殖期, 而且肝脏前体细胞分化
成为有功能的肝细胞。在本研究中, 缺失 mir122 阻
滞了肝脏前体细胞向肝细胞分化, 但没有影响肝脏
前体细胞的快速增殖, 说明 mir122 可能参与调控了
肝脏前体细胞分化相关基因的表达。虽然本研究目

前还没有鉴定到 mir122 的直接的靶基因, 但这些发
现有助于深入理解脊椎动物肝脏的发育调控分子 
机理。 
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