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Rbb4l 促进 TGF-β/Nodal 信号转导和斑马鱼胚胎的 
背部发育 

佟静媛, 柳星峰, 贾顺姬 

清华大学生命科学学院, 北京 100084 

摘要: TGF-β/Nodal 信号通路在斑马鱼胚胎背腹分化过程中发挥重要作用。为了进一步探究该信号通路的功能

及作用机制, 文章采用酵母双杂交的方法, 以斑马鱼 Smad2/3a 为诱饵蛋白筛选得到一系列 Smad2/3a 的互作蛋

白, 其中之一为 Rbb4l (Retinoblastoma binding protein 4, like)。已有的报道表明, Rbb4l 的人类同源蛋白 RBBP4 

(Retinoblastoma binding protein 4) 是染色质修饰相关的复合体的组成成分, 但它在脊椎动物胚胎发育过程中的

作用还知之甚少。文章通过体外及体内的一系列实验表明, Rbb4l 能直接与 Smad3a 互作, 增强 TGF-β/Nodal 信

号。在斑马鱼胚胎中过表达 rbb4l 导致胚胎的背部化, 伴随着背部标记基因表达区域的扩大和腹部标记基因表

达区域的缩小。相反, 在胚胎中下调 rbb4l 的表达, 可以导致胚胎在 24 hpf(hours post-fertilization)左右出现腹部

化的表型。文章进一步通过一系列的挽救实验, 证明在缺少 Nodal 信号的情况下, rbb4l 的过表达不能引起胚胎的

背部化。综上所述, Rbb4l 可以增强 Nodal/Smad2/3 信号, 并且这种正向调节的功能依赖于 Nodal 信号本身。 
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Rbb4l enhances TGF-β/Nodal signaling and promotes zebrafish em-
bryonic dorsolization 

TONG Jing-Yuan, LIU Xing-Feng, JIA Shun-Ji 
School of Life Sciences, Tsinghua University, Beijing 100084, China 

Abstract:  The TGF-β/Nodal signaling pathway plays an important role in the zebrafish dorsoventral patterning process. 
To further explore the function and mechanism of this signaling pathway, we identified a set of Smad2/3a interacting pro-
teins by the yeast two-hybrid screen. Rbb4l (Retinoblastoma binding protein 4, like) is one of the identified proteins. Hu-
man RBBP4 (Retinoblastoma binding protein 4), the homolog of zebrafish Rbb4l, has been shown to form complexes with 
other chromatin modifiers, but its roles in embryonic development remain unknown. In this study, we showed that Rbb4l 
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directly interacted with Smad3a and enhances TGF-β/Nodal signaling. In zebrafish embryos, rbb4l overexpression resulted 
in an expanded expression of dorsal markers with a reduction of ventral markers expression, suggesting a dorsalizing func-
tion. On the contrary, rbb4l knockdown caused ventralized phenotype of the embryos at 24 hours post-fertilization (hpf). 
Furthermore, a series of rescue experiments showed that rbb4l failed to cause embryonic dorsalization in the absence of 
Nodal signal. Together, our data suggested that Rbb4l acts as an enhancer of Nodal/Smad2/3 signaling during embryogene-
sis, and depends on the existence of Nodal signaling. 

Keywords: zebrafish; Rbb4l; TGF-β/Nodal; Smad2/3; dorsoventral patterning 

Nodal 信号作为 TGF-β 超家族中的成员之一[1], 
在斑马鱼中其配体主要有 Squint、Cyclops 和 South-
paw 3种[2]。EGF-CFC家族蛋白Oep (One-eyed pinhead)
是其关键的辅助受体 , 它可以通过与 I 型受体
Taram/Acvr1b 的相互作用介导配体与受体复合物的
形成[3~5]。激活后的 I 型受体磷酸化下游的 Smad2/3, 
导致他们与 Smad4 结合形成复合体, 这些复合体转
运到细胞核中, 调控下游目标基因的转录[6,7]。 

斑马鱼中胚层形成之后, 还要经历背腹分化这
一重要过程, 最背部的中胚层分化为前脊索板和脊
索, 最腹部的中胚层分化为血细胞等。在此过程中, 
TGF-β/Nodal 信号通路发挥着重要的作用, 过量表
达高浓度的 Squint 可以诱导背部中胚层标记基因
gsc的异位表达。因此认为 Squint具有指导胚胎背腹
分化的作用。此外, 这种背腹分化可能与 Nodal信号
的起始时间以及作用时间长短有关。Nodal信号发挥
作用开始越早, 持续时间越长, 就越倾向于形成背
部中胚层组织[8]。 

为了进一步研究 TGF-β/Nodal 信号通路在影响
斑马鱼背腹分化过程中的作用, 本研究采用酵母双
杂交的方法 , 以其特异的下游效应因子 Smad2 和
Smad3a为诱饵蛋白, 从斑马鱼多个时期的 cDNA文
库中筛选到了一些与之互作的蛋白因子 , Rbb4l 
(NM_212610.1)是其中之一。Rbb4l 的人类同源蛋白
是 RBBP4, 因其与 RB (Retinoblastoma protein)互作
而得名[9]。RBBP4 可以参与多种与染色质修饰相关
的复合体的形成, 包括 NuRD、NURF、Sin3、CAF-1、
PRC2等等, 这些复合体调控组蛋白甲基化、乙酰化
水平、HDACs 活性、核小体重构、DNA 合成等过
程, 影响基因转录水平[10~16]。此外, RBBP4在小鼠的
多种组织中高表达, 可以参与调控细胞周期、Ras信

号通路、细胞骨架以及肿瘤的发生[17~21]。在斑马鱼

中, 关于 Rbb4l的报道目前仅限于 ZFIN上的表达谱
信息[22], 本文重点研究了该基因对 TGF-β/Nodal 信号
通路的调控, 及其在斑马鱼背腹分化中的具体作用。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

酵母双杂交实验所使用的大部分试剂材料都来

自 BD Biosciences Clontech 公司的MATCHMAKER
文库构建和筛选试剂盒 (MATCHMAKER Library 
Construction & Screening Kit)。实验中所用到的野生
型斑马鱼为 Tuebingen品系, MZoep突变体为 AB品
系[23]。胚胎均在 Holfreter培养液(0.05 g/L KCl, 0.1 
g/L CaCl2, 0.025 g/L NaHCO3, 3.5 g/L NaCl, pH值为
7.0)中 28.5℃培养至所需时期[24]。体外细胞实验主要

使用了 HEK293T、Hep3B及 HeLa 3种不同的细胞
系, 并利用转染试剂聚乙烯亚胺(Polyethyleneimine, 
PEI)进行质粒转染。 

1.2  质粒构建、mRNA 的制备、Morpholino 序列
及显微注射方法 

以斑马鱼 cDNA文库为模板, 利用 P1、P2引物
扩增 rbb4l 编码框(Open reading frame, ORF)序列, 
NdeⅠ/XbaⅠ酶切连入 pCMV5-HA 载体, 构建其真
核表达载体 pCMV5-HA-rbb4l; 用 P3、P4 引物扩增
rbb4l ORF序列, EcoRⅠ/EcoRⅤ酶切连入 pXT7, 构
建其 mRNA 体外表达载体 pXT7-rbb4l; 用 P5、P6
引物扩增 rbb4l 5′UTR 及 186 bp 的编码区序列 , 
BamHⅠ/KpnⅠ酶切连入 pEGFP-N3, 构建反义寡核
苷酸有效性的检测载体 rbb4l-5′UTR-GFP。引物序列
见表 1。 
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表 1  本研究所使用的引物及序列信息 

引物名称 序列(5′→3′) 

P1 GGAATTCCATATGGCCGATAAAGAAGTGTAC 
P2 GCTCTAGAGAGATCAATTATGATGCCTGTC 
P3 GGAATTCATGGCCGATAAAGAAGTGTAC 
P4 CGGATATCGAGATCAATTATGATGCCTGTC 
P5 GGGGTACCCCGTTTTGCGCTTGTGAGA 
P6 CGGGTCCGGAGAACCACATAGTCCTTC 

gata2-5 CTCCTCAGCGGATCCGCTTCCAGC 
gata2-3 GGTCGTGGTTGTCTGGCAGTTCGC 
chd-5 AGACTGCTGTAAGGAGTGTCCTC 
chd-3 CCATGAAGTCCTCTATGCATTCCG 
eve1-5 GCGAACTGGCGGCAGCCCTTAACT 
eve1-3 GTAGGTCGATGGAGGCAGGTGCAAAG 
flh-5 GAAGAGCTTACGAAACTTATGGAC 
flh-3 TACACAGCTCCACGACATGTTGT 
gsc-5 GAGACGACACCGAACCATTT 
gsc-3 CCTCTGACGACGACCTTTTC 

actin-5 ATGGATGATGAAATTGCCGCAC 
actin-3 ACCATCACCAGA GTCCATCACG 

 
BamHI酶切 pXT7-rbb4l, 制备合成 mRNA的模

板 , 回收纯化 , 用 Ambion 公司的 mMESSAGE 
mMACHINE 体外转录试剂盒制备 mRNA。用
QIAGEN公司的 RNeasy Mini RNA试剂盒回收纯化
mRNA, 并通过琼脂糖凝胶电泳和分光光度计检测
获得的 mRNA质量和浓度。 

文中所用的吗啉环修饰的反义寡核苷酸

(Morpholino, MO)由 GENETOOLS 公司合成, Mor-
pholino序列见表 2。 

胚胎在 1−2 细胞期时进行显微注射, 每种 MO
或者 mRNA 的注射量大约为 1.5~2 nL, 当两种 MO
或 mRNA 需要共注射时, 采取先后顺序注射的策
略。文中所提到的注射剂量均为每一枚胚胎最终实

际得到的 MO或 mRNA的量。 

1.3  免疫印迹实验 

预冷的 PBS 溶液漂洗细胞表面 2 次后, 加入适
量预冷的 TNE 细胞裂解液(10 mmol/L Tris-HCl 

 
表 2  本研究所使用的 MO 及序列信息 

MO名称 序列(5′→3′) 

sqtMO ATGTCAAATCAAGGTAATAATCCAC 

rbb4lMO1 TCGTACACTTCTTTATCGGCCATTT 

rbb4lMO2 CCACTGAATGGACCAGGGATATAGA 

ctrMO CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA 

pH7.4, 150 mmol/L NaCl, 5 mmol/L EDTA, 1% Triton 
X-100, 可根据需要加入蛋白酶抑制剂), 冰上放置。
刮取细胞, 4℃旋转裂解 10 min, 4℃、12 000 r/min离
心 10 min, 取上清, 加入适量 SDS-PAGE 上样缓冲
液, 混合均匀, 沸水浴 5 min, 电泳。用湿转法将蛋
白样品从 SDS-聚丙烯酰胺凝胶上转移至硝酸纤维
素膜上, TBST溶液(50 mmol/L Tris-HCl pH 7.6, 150 
mmol/L NaCl, 0.1% Tween-20)漂洗 2次, 加封闭液
(5%脱脂奶粉, TBST), 室温 1 h。去除封闭液, 加入
相应的一抗, 室温孵育 2 h(或 4℃孵育过夜)。TBST
溶液漂洗 3次, 每次 10 min。去除 TBST, 加入相应
的 HRP标记的二抗, 室温孵育 1 h。TBST溶液漂洗
3次, 每次 10 min。最后利用化学发光试剂 ECL进
行显色, X光胶片显影。 

1.4  免疫共沉淀实验 

转染后 36~48 h, 收集细胞并充分裂解, 离心取
上清至新的 1.5 mL 离心管中, 加入 2 μg 相应抗体,   
4℃缓慢转动混合 1 h以上, 加入 1/20体积的 Protein 
A/G-Sepharose Beads, 4℃继续缓慢转动混合 4~10 h。 
4℃、3 000 r/min离心 3 min, 吸除上清, 加入 1 mL
预冷的 TNE, 于 4℃缓慢转动漂洗 3 min, 4℃、3 000 
r/min离心 3 min, 吸除上清, 重复漂洗 3次。漂洗完
成后, 吸干残留的 TNE, 加入 30～50 μL 2 × SDS- 
PAGE上样缓冲液, 沸水浴 5 min, 即可上样检测。 
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1.5  GST沉降实验 

转染后 36~48 h, 收集细胞并充分裂解, 离心取
上清至新的 1.5 mL离心管中。取 50 L 的细胞裂解
液, 加入 10 μL 6 × SDS-PAGE上样缓冲液, 沸水浴
5 min后通过免疫印迹实验进行蛋白表达检测。取剩
下约 1 mL 的靶蛋白细胞裂解液, 加入 20 μL Glu-
tathione Sepharose 4B, 于 4℃继续缓慢转动混合 4 
h。4℃、3 000 r/min离心 3 min, 吸除上清, 加入 1 mL
预冷的 TNE, 于 4℃缓慢转动漂洗 3 min, 4℃、3 000 
r/min离心 3 min, 吸除上清, 重复漂洗 3次。加入表
达与靶蛋白可能存在直接相互作用蛋白质的真核细

胞裂解液, 于 4℃继续缓慢转动混合 4 h。4℃、3 000 
r/min离心 3 min, 吸除上清, 加入 1 mL预冷的 TNE, 
于 4℃缓慢转动漂洗 3 min, 4℃、3 000 r/min离心 3 
min, 吸除上清, 重复漂洗 3 次。小心吸除上清, 加
入 30~50 μL 2 × SDS-PAGE上样缓冲液, 沸水浴 5 
min, 进行免疫印迹实验。 

1.6  双荧光素酶报告基因实验 

将完成转染的 Hep3B细胞培养 24 h后, 用 PBS
将 24孔板中的细胞漂洗两遍, 去除残留的培养基。
在每个孔中加入 100 μL PLB细胞裂解液(1 × Passive 
lysis buffer：50 mmol/L Tris-Cl, 1 mmol/L DTT, 0.01% 
Triton X-100, pH 7.4), 室温下均匀摇晃裂解 20~30 
min。待每个孔中的细胞均匀裂解后用荧光检测仪进
行测量即可。每次实验结果均为 3 次独立实验的平
均值, 并且分析其方差以及是否有显著差异。 

1.7  细胞免疫荧光实验 

PBS 漂洗盖破片上的细胞 2 次, 加入 37℃预热
的 4%多聚甲醛溶液, 室温固定 20 min, PBS漂洗 3
次。加入 0.4% Triton X-100 的 PBS溶液, 室温通透
5 min, PBS漂洗 3次。加入 3%的 BSA溶液, 室温封
闭 20 min。去除封闭液, 加入相应的一抗, 室温孵育
1~2 h, PBST(1 × PBS、0.1%Tween)漂洗 3次。加入
相应的二抗, 避光, 室温孵育 1 h, PBST漂洗 5 min。
加入含有 DAPI(1 μg/mL)的 PBST, 室温染色 2 min, 
PBST漂洗 2次。封片拍照即可。 

1.8  胚胎原位杂交 

当斑马鱼的胚胎发育到所需时期时, 用 4%多

聚甲醛固定过夜, 并用甲醇脱水, −20℃放置 2 h。分
别用含 50%、25%甲醇的 PBST溶液处理 5 min, PBST
漂洗 2 次重新水化。4%多聚甲醛的 PBS 溶液固定
20 min, PBST漂洗 2次。HYB-溶液, 65℃水浴 5 min, 
HYB+溶液预杂交 4 h以上。吸去 HYB+溶液, 加入
100 μL 探针溶液, 65℃温浴 12 h 以上。回收探针, 
SSCT溶液梯度洗脱, MABT洗 2次。加入封闭液 1 h, 
置换为 Fab-AP抗地高辛抗体溶液, 4℃过夜。MABT
溶液洗脱, 染色缓冲液洗脱, BM Purple AP Substrate
室温下显色后, 观察结果, 拍照即可。 

1.9  实时荧光定量 PCR 

取约 50 枚 shield 时期目标胚胎, 脱膜处理后, 
用 Qiagen 公司 RNA 提取试剂盒提取总 RNA 并用
DNase I处理。检测样品浓度和纯度后, 反转录合成
cDNA 作为定量分析的模板。实验中所用试剂盒为
RealMasterMix (SYBR Green)(天根公司), 所用仪器
为 Opticon 2 定量 PCR 仪(BIO-RAD 公司), 以该
cDNA 为模板进行荧光定量 PCR, 具体引物序列见
表 1。 每个 cDNA 样品中的待测基因与 actin 同时
平行检测, 以后者为内参消除总 cDNA 量不同带来
的非特异性偏差。实验结果为 3 次独立实验的平均
值, 并分析其方差。显著性检测采用 t检验。 

2  结果与分析 

2.1  Rbb4l与 Smad3a具有直接的相互作用 

Nodal 信号作为 TGF-β 信号超家族中的成员, 
在胚胎早期发育过程中的背腹分化、中内胚层诱导

等过程中都发挥着重要的作用。本实验室一直关注

Nodal 信号对于胚胎早期发育的影响, 因此本研究
利用酵母双杂交系统分别构建了含有诱饵表达载体

pGBKT7-smad2或 pGBKT7-smad3a的 Y187酵母菌, 
以及含有斑马鱼母源 cDNA 的 AH109 酵母表达文
库。将含有 pGBKT7-Smad3a 的 Y187 酵母菌与
AH109酵母表达文库融合, 30℃轻摇培养 24 h, 当在
显微镜下看到三叶草形状的融合酵母产生后, 在含
5 mmol/L 3-AT 和 X-gal 的四缺选择性培养基 SD/ 
-Trp/-Leu/-His/-Ade(QDO)上铺板, 筛选得到一系列
阳性酵母菌落。分别从这些阳性酵母菌落中提取质

粒, 并转化到细菌 E.coli 中测序分析, 与 GenBank 中
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的蛋白序列比对得到其相关信息。通过功能分类发

现, 54%的互作蛋白与转录调控或 DNA结合相关(图
1), Smad3a的互作因子 Rbb4l为其中之一。  

 

 
 

图 1  酵母双杂交阳性结果对应蛋白的功能分析 
将这些基因依据它们已知的功能 ,  并按照图中显示的功能类别

进行分类分析,  各类所占比例显示在饼图中。 

为了验证 Rbb4l与 Smad3a之间的相互作用, 将
Rbb4l与 Smad3a分别克隆到带有 HA或Myc标签的
真核表达载体中, 得到 HA-Rbb4l 及 Myc-Smad3a。

在 HEK293T细胞中过表达 HA-Rbb4l及Myc-Smad3a, 
通过免疫共沉淀的实验检测, 发现 Rbb4l与 Smad3a
之间确实存在相互作用(图 2A)。 

为了进一步验证 Rbb4l是否直接与 Smad3a互作, 
将 Rbb4l 克隆到带有 GST 标签的真核表达载体中, 
得到 GST-Rbb4l。在 HEK293T 细胞中过表达 GST- 
Rbb4l及 Myc-Smad3a, 通过 GST沉降实验检测, 发
现 Rbb4l 与 Smad3a 之间确实存在直接的相互作用
(图 2B)。 

此外, 在HeLa细胞中共表达HA-Rbb4l和Myc- 
Smad3a, 通过免疫荧光染色实验, 发现 Rbb4l 在细
胞核与细胞质中都存在, 并且与 Smad3a 具有一定
的共定位(图 2C), 也提示 Rbb4l 可与 Smad3a结合。 

2.2  Rbb4l能够增强 Smad3所介导的 TGF-β/Nodal
信号通路 

为了研究 Rbb4l 对 TGF-β/Nodal 信号通路的影 

 

 
 

图 2  Rbb4l 与 Smad3a 直接相互作用 
A：HEK293T细胞中的免疫共沉淀; B：GST沉降实验; C：HeLa细胞中的免疫荧光实验(其中蓝色为 DAPI染色, 标记细胞核; 绿色为
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Myc-Smad3a的染色; 红色为 HA-Rbb4l的染色; Merge表示 3个图层叠加后的效果); D：在 Hep3B细胞系中, 双荧光素酶报告系统检
测结果(其中 ca-Alk4为 TGF-β/Nodal信号通路持续激活型受体, *表示 P<0.01, 即与对照组相比存在显著差异)。 

响, 本研究利用双荧光素酶报告系统, 在 Hep3B 细
胞系中过量表达 rbb4l。结果表明, Rbb4l对于细胞本
底水平的 TGF-β/Nodal 信号通路存在一定的上调作
用; 当用 TGF-β/Nodal信号通路的持续激活受体 ca- 
Alk4刺激时, Rbb4l可以进一步显著提高该信号通路
的活性 , 表现为 Smad3 所介导的下游报告基因
CAGA-Luc 的表达水平进一步增加, 并且这种调控
作用是呈剂量依赖型的。由此表明, Rbb4l在 Hep3B
细胞系中确实可以进一步增强 Smad3 所介导的
TGF-β/Nodal信号通路(图 2D)。 

2.3  斑马鱼胚胎中过表达 rbb4l 导致胚胎的背部化
表型 

为了研究 Rbb4l 在斑马鱼胚胎发育中的具体作
用, 首先使用原位杂交的方法检测了 rbb4l在胚胎发
育中的时空表达情况。结果表明, rbb4l 为母源、合
子期均广泛表达的基因, 其表达位置没有明显的特
异性(图 3：A~G)。 

斑马鱼中 Nodal 信号通路对于中内胚层诱导及
背腹分化有重要的作用。鉴于 Rbb4l 在体外培养的 

细胞系中表现为增强 TGF-β/Nodal 信号通路, 我们
推测在斑马鱼胚胎中过量表达 rbb4l mRNA 可能会
增强 Nodal 信号通路 , 从而影响胚胎的背腹分化 , 
导致背部化表型。因此, 选择在斑马鱼胚胎单细胞
期注射 400 pg rbb4l mRNA, 待胚胎发育至 24 hpf, 
观察胚胎发育情况。结果表明, rbb4l mRNA过表达
的胚胎 24 hpf (hours post-fertilization)出现躯干变短, 
尾部变细, 腹部组织减少等表型(图 3：H~I), 与背部
化的表型类似。 

为了验证以上结论 ,  本研究在胚盾期 (Shield 
stage)收取 400 pg rbb4l mRNA注射过的胚胎, 并以
野生型胚胎及注射同等剂量 mCherry mRNA的胚胎
作为对照, 检测一系列背腹分化的标记基因, 其中
包括背部组织的标记基因 gsc、chd和 flh, 腹部组织
的标记基因 gata2 和 eve1。结果表明 ,  过表达
mCherry mRNA 的胚胎与野生型相比并没有明显差
异, 而过表达 rbb4l mRNA 的胚胎与这两组对照相
比, 均表现为背部标记基因 gsc、chd和 flh表达区域
扩大, 而腹部标记基因 gata2 和 eve1 表达区域缩小
和表达水平减弱(图 3：J~X)。同时, 荧光定量 PCR  

 

 
 

图 3  rbb4l 的过表达可引起胚胎的背部化表型 
A~G：rbb4l在斑马鱼胚胎各发育时期的原位杂交表达谱; H, I：400 pg rbb4l mRNA注射后胚胎表现为背部化表型(胚胎发育时期为 24 
hpf, 拍照方向为侧面观, 头部向左); J～X：400 pg rbb4l mRNA注射后胚胎在胚盾期背腹标记基因的检测(其中 J～L、O～Q、T～V
为背面观, 动物极向上; M、R、W为动物极观, 背部向右; N、S、X为侧面观, 背部向右, 动物极向上; 右下标数字分别表示图中所
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示表型的胚胎数/观察胚胎总数); Y：用荧光定量 PCR的方法检测 (J～X) 中背腹分化相关基因的表达变化(*表示 P<0.05, 即与对照组
相比存在显著差异)。 

检测结果也证明了这个结论(图 3Y)。因此, 在斑马
鱼胚胎中过表达 rbb4l 可以导致胚胎出现背部化的
表型。 

2.4  Rbb4l的胚胎背部化作用依赖于 Nodal信号 

Rbb4l具有增强 Nodal信号转导的作用, 那么其
调节胚胎背腹分化的能力与 Nodal 信号本身有何关
系呢？为此, 本研究做了以下 3 个方面的遗传互作
实验进行检验。 

首先, 通过注射 sqtMO 的方式抑制 Nodal 信号
的配体之一 Squint 的表达水平[25], 从而减弱 Nodal
信号的强度。在胚盾期检测背腹标记基因的表达发 

现, 背部标记基因 gsc、chd和 flh的表达减弱, 而腹
部标记基因 gata2的表达增强(图 4：A～D, I～L), 胚
胎为腹部化表型。如果在注射 sqtMO的同时注射 400 
pg rbb4l mRNA, 背腹标记基因的表达仍表现为与
单独注射 sqtMO后类似的变化(图 4：I～P)。作为严
格的对照, 利用标准的 ctrMO 替换 sqtMO, 重复此
部分实验。结果表明, 注射等量 ctrMO 的胚胎与野
生型相比并没有显著差异, 而 ctrMO与 400 pg rbb4l 
mRNA 共注射后, 背腹标记基因的表达并没有呈现
与单独注射 sqtMO 后一样的变化, 而是表现为与单
独注射 400 pg rbb4l mRNA类似的变化(附图 1: A～
L)。因此, 本研究的数据表明, 过表达 rbb4l 不能挽 

 

 
 

图 4  rbb4l 过表达不能挽救抑制 Sqt 表达所导致的胚胎腹部化表型 
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A～P：均为整胚原位杂交, 分别检测 chd、flh、gsc、gata2 的表达情况, 胚胎发育时期为胚盾期。A～D：野生型胚胎; E～H：注射
400 pg rbb4l mRNA的胚胎; I～L：注射 5 ng sqtMO的胚胎; M～P：共注射 400 pg rbb4l mRNA与 5 ng sqtMO的胚胎。右下标数字分
别表示图中所示表型的胚胎数/观察胚胎总数。 

救 Nodal 信号通路中配体表达缺失所引起的胚胎腹
部化表型。 

其次, 尝试在受体水平下调 Nodal 信号。因此, 
利用在母源合子基因 oep均缺失的突变体 MZoep [23]。

对该突变体胚盾期的背腹标记基因的检测可见, 背
部标记基因 gsc、chd和 flh表达减弱, 腹部标记基因
gata2、eve1表达增强(图 5：A～E, K～O)。如果在
MZoep的胚胎中注射 400 pg rbb4l mRNA, 仍在胚盾
期检测这些背腹的标记基因, 结果发现与 MZoep 的
胚胎相比并没有发生明显的变化(图 5：K～T), 说明
过表达 rbb4l也不能挽救Nodal信号通路中受体表达
缺失所引起的胚胎腹部化表型。 

最后, 利用斑马鱼 Smad2/3a/3b 的特异性显性
抑制形式(Dominant-negative forms)dnSmad3b 来抑
制内源的 Smad2/3 活性, 从而在效应因子水平上抑
制 Nodal信号通路的活性[26]。注射 400 pg dnsmad3b  

mRNA 后, 背部标记基因 gsc、chd 和 flh 的表达减
弱, 腹部标记基因 gata2的表达增强(图 6：A～D, I～
L), 胚胎表现为腹部化。将 dnsmad3b mRNA与 400 
pg rbb4l mRNA 共注射, 相关标记基因表达的变化
与单独注射 dnsmad3b 后的相同(图 6：I～P), 说明 
Nodal 信号通路中的效应因子活性被抑制时过表达
rbb4l也不能挽救其腹部化表型。 

综上所述, Rbb4l 促进胚胎的背部化需要 Nodal
信号的正常转导, 说明它对于 Nodal/Smad2/3 信号
转导起增强因子的作用。 

3  讨 论 

研究 rbb4l 在斑马鱼胚胎发育中的具体作用时, 
本研究首先利用 rbb4l mRNA 过表达的方式, 通过
表型分析及标记基因检测等实验证明 Rbb4l 参与调
控了斑马鱼胚胎的背腹分化过程。当 Nodal 信号通 

 

 
 

图 5  rbb4l 过表达不能挽救 MZoep 突变体胚胎的腹部化表型 
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A~T：均为整胚原位杂交, 分别检测 chd、flh、gsc、gata2、eve1的表达情况, 胚胎发育时期为胚盾期。A～E： 野生型胚胎; F～J：
注射 400 pg rbb4l mRNA的胚胎; K～O：MZoep突变体胚胎; P～T：注射 400 pg rbb4l mRNA的 MZoep突变体胚胎。右下标数字分别
表示图中所示表型的胚胎数/观察胚胎总数。 

 
 

图 6  Rbb4l 过表达不能挽救抑制 Smad2/3 活性所导致的胚胎腹部化表型 
A～P：均为整胚原位杂交, 分别检测 chd、flh、gsc、gata2 的表达情况, 胚胎发育时期为胚盾期。A～D：野生型胚胎; E～H：注射
400 pg rbb4l mRNA的胚胎; I～L：注射 400 pg dnsmad3b mRNA的胚胎; M～P：共注射 400 pg rbb4l mRNA与 400 pg dnsmad3b mRNA
的胚胎。右下标数字分别表示图中所示表型的胚胎数/观察胚胎总数。 

 
路的配体、受体或关键的下游效应因子 Smad2/3 的
活性受到抑制时, 胚胎表现为腹部化, 而分别同时
过表达 rbb4l mRNA 均不能挽救该表型特征。说明
Rbb4l对于 Nodal信号的增强作用, 需要在 Nodal信
号本身激活的情况下进行, 否则 Rbb4l 对于 Nodal
信号通路的正向调节作用可能会受 Nodal 信号的关
键效应因子 Smad2/3 的活性限制而无法表现出来。
此外, 本研究检测了 Nodal 水平发生改变后, rbb4l

的表达水平。结果表明 rbb4l mRNA 的表达水平并
不受 Nodal 信号调控(附图 2)。因此, 我们更倾向于
认为, Rbb4l是依赖于 Nodal信号通路本身的一个辅
助调节因子, 而并非关键的介导因子。 

为了进一步验证 Rbb4l的作用, 合成了 rbb4l基
因的吗啉环修饰的反义寡核苷酸 rbb4lMO1 及
rbb4lMO2, 并证明其有效性(附图 3)。实验表明, 通
过注射 20 ng rbb4lMO1或 rbb4lMO2降低 rbb4l在斑
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马鱼体内的蛋白表达水平, 可以导致胚胎在 24 hpf
左右出现头部变小, 眼睛变小等腹部化表型(附图 4), 
与 rbb4l mRNA 过表达所导致的背部化表型(图 3：
H～I)正好相反。因此, 结果印证了 Rbb4l 对 Nodal
信号正调控这一结论。 

已有的报道表明 Rbb4l的同源基因 RBBP4可参
与到多种与染色体表观遗传学修饰相关的复合体的

形成之中, 例如 NuRD、Sin3等等, 调控 HDACs活 
性、组蛋白乙酰化水平, 影响基因的表观遗传学修
饰, 从而影响其转录水平[10~16]。除了本文中的 Rbb4l
之外, 本实验室同时还发现了另外一个 Smad 互作
蛋白 Ppp4c(Protein phosphatase 4), 它也可以通过与
Smad 互作, 下调 HDAC3 的磷酸化水平, 从而解除
HDAC3对基因转录的抑制作用, 通过表观遗传修饰
的方式参与上调 TGF-β/Nodal以及 TGF-β/BMP信号
通路。因此, 我们推测 Rbb4l可能与 Ppp4c类似, 对
于 TGF-β/Nodal 信号的调控作用很可能是依赖于与
Smad蛋白互作这一特性, 并且极有可能是通过形成
与表观遗传学修饰相关的复合体来执行其功能, 这
些推测还需要进一步的实验验证。此外 , 由于
Smad2/3 与 Smad1/5 存在结构及功能上的相似性, 
而且 rbb4l mRNA 在胚盾期的斑马鱼胚胎中广泛表
达, 并没有背腹分布的特异性 [22], 因此对于 Rbb4l
是否可能与 Ppp4c类似同时参与到 TGF-β/BMP信号
通路的调节过程中, 我们还不得而知, 同样也需要
进一步的实验证据。 

 
附  录：附图 1~4见文章电子版(WWW.Chinagene.cn)。 
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•综合信息• 
 

第一届全国斑马鱼 PI 大会在武汉召开 
 

 

“第一届全国斑马鱼 PI大会”于 2012年 10月 10~12日在中国科学院水生生物研究所召开。来自中国大陆、香港、
台湾和美国等地的近 90名斑马鱼 PI参加首届全国斑马鱼 PI大会, 其中 39名是首次参加全国性的斑马鱼会议。大会分
为 6场报告, 共安排 37个口头报告, 参会 PI数和报告数目均为历次全国性斑马鱼会议之最。与会者从信号通路、早期
发育、器官发育、凋亡与再生、疾病模型、环境健康、生物技术等方面报告了各自实验室与斑马鱼研究相关的待发表

成果。这些报告从总体上代表了我国目前的斑马鱼研究领域和研究水平。 
在孟安明院士主持的大会开幕式上, 通过了国家斑马鱼资源中心理事会成员名单。在报告会后举行的 PI自由讨论

会上, 参会 PI重点讨论了在我国发起斑马鱼“万基因敲除计划”的可操作性。 
斑马鱼是开展生命科学等相关科学工作的重要模式动物。具不完全统计, 我国现有超过 250 家实验室利用斑马鱼

开展有关科研工作, 其中有 80 多家是纯粹的斑马鱼实验室(即以斑马鱼为唯一或主要实验动物的实验室)。根据国际惯
例, 这些斑马鱼实验室的负责人被称为“斑马鱼 PI(Principle Investigator)”。 

我国全国性的斑马鱼会议由清华大学孟安明院士和浙江大学彭金荣教授等人发起。在“第一届全国斑马鱼 PI大会”
举办之前, 已举办了两次全国性的斑马鱼会议, 即 2010 年 4 月在杭州举行的“第一届全国斑马鱼学术研讨会”, 和 2011
年 11月在广州举行的“第二届全国斑马鱼学术研讨会”。这两次会议分别有 40多位和 60多位斑马鱼 PI携实验室成员参会。 

2011 年在广州举行的“第二届全国斑马鱼学术研讨会”商定, 今后的全国性斑马鱼会议采取“PI 大会”和“研究大会”
的形式交替隔年举行。“PI大会”定位于全国斑马鱼 PI的学术聚会, 原则上不接受其他实验室成员的参会。在 PI大会上, 
参会 PI除开展学术交流外, 还会讨论全国斑马鱼学界的规范和制度建设等事宜。“研究大会”则可接受 PI携实验室成员
参会, 并鼓励实验室成员的报告。参会 PI同时集体商定, 全国斑马鱼 PI大会将固定在中国科学院水生生物研究所举行, 
时间为公元偶数年的 10月 10~13日前后, 以利于大家提前安排好工作, 更加踊跃参会。 

 
(孙永华) 
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附图 1  注射 ctrMO 不影响 rbb4l mRNA 过表达所导致的胚胎背部化表型 
A-L：均为整胚原位杂交, 分别检测 chd, flh, gsc, gata2的表达情况, 胚胎发育时期为胚盾期。A-D：野生型胚胎; E-H：注射 5 ng ctrMO; 
I-L：5 ng ctrMO与 400 pg rbb4l mRNA共注射。右下标数字分别表示图中所示表型的胚胎数/观察胚胎总数。 

 
 

 
 

附图 2  改变 Nodal 信号强度不影响 rbb4l mRNA 的表达量 
A-B：5 ng ctrMO; C-D：5 ng sqtMO; E-F：1.5 pg mCherry mRNA; G-H：1.5 pg sqt mRNA注射后胚胎中 rbb4l mRNA的表达水平。胚
胎时期分别为 30% 外包期(A, C, E, G) 和胚盾期(B, D, F, H)。拍照方向为侧面观, 背部向右, 动物极向上。 
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附图 3  rbb4lMOs 的有效性检测 
A：rbb4l-5′UTR-GFP重组载体示意图; B：单细胞注射 100 pg rbb4l-5′UTR-GFP重组载体质粒, 胚盾期观察 GFP绿色荧光表达; C-D：
分别将 20 ng rbb4lMO1或 20 ng rbb4lMO2与 100 pg rbb4l-5′UTR-GFP共注射, 可以抑制其 GFP绿色荧光蛋白的表达。 

 

 
 

附图 4  下调胚胎中 rbb4l 的表达导致胚胎出现腹部化表型 
A：野生型胚胎; B：注射 20 ng rbb4lMO1的胚胎; C：注射 20 ng rbb4lMO2的胚胎; D-E：分别为 A-C的局部放大。胚胎发育时期为
24 hpf, 拍照方向为侧面观, 头部向左。 


