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SP600125孵育影响鲫骨骼发育基因表达

贺    瑜    陈淑娟    何    胜    伍贤龙    蒲丽宇    彭亮跃    肖亚梅
(湖南师范大学生命科学学院, 省部共建淡水鱼类发育生物学国家重点实验室, 长沙 410081)

摘要: 前期研究表明ATP竞争性小分子抑制剂SP600125在体外可以高效诱导鱼类细胞多倍化。研究首次尝试

用SP600125直接孵育鲫受精卵以获得多倍体鱼的可能性。结果显示SP600125处理受精卵虽然能够引起部分

胚胎倍性发生改变, 但也显著影响胚胎发育并导致胚胎高死亡率, 同时伴随着畸形鱼苗的发生, 其中主要表现

为脊椎弯曲和尾缺失等骨骼发育异常。SP600125处理导致骨骼畸形在SP600125孵育鲫鱼苗试验中也同样获

得验证。荧光定量PCR检测结果表明, 在体(受精卵和鱼苗)或离体(培养的尾鳍细胞)状态下, SP600125孵育会

引起smad6、stat1、 lef1、bmp2和twist1等骨骼发育相关基因mRNA水平显著上调。相关结果为进一步调整

SP600125诱导的鱼类倍性操作策略和方法提供了重要理论参考。
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SP600125(C14H8N2O)是一种蒽吡唑化合物, 作
为c-Jun氨基末端激酶(c-Jun N-terminal kinase,
JNK)的高选择性小分子抑制剂, 其作用机制是通过

与ATP相互竞争进而与JNK结合抑制c-Jun的磷酸

化, 从而有效地抑制JNK的活性, 对细胞的增殖、

分化和凋亡产生显著影响
[1]
。本实验室以培养的二

倍体红鲫(Carassius auratus, red var)尾鳍细胞为材

料, SP600125孵育后四倍体细胞数量显著增加。在

此基础上, 通过进一步优化SP600125处理方式和流

式分选体系, 成功获得了基于SP600125诱导的同源

四倍体鲫细胞系(SP4N-fin, 保藏编号为CGMCCNo.
9155), 该技术获国家发明专利(专利号ZL 201410317420.
2)。以SP4N-fin细胞为核供体, 二倍体鲫未受精卵

为受体, 通过体细胞核移植技术(the Somatic Cell
Nuclear Transfer Technique, SCNT), 获得了SCNT四
倍体胚胎和1尾尾部畸形的幼鱼

[2]
。虽未得到成鱼,

但充分显示了SP600125诱导的四倍体鲫细胞具有

良好的发育潜能, 为开辟鱼类多倍体育种新途径做

出了有益的探索。

多倍体是含有3套或3套以上完整染色体组的

生物体, 多倍化现象在自然界, 尤其是植物中广泛

存在, 多倍化事件产生大量新的遗传材料, 增加了

基因组复杂性, 推动了物种的形成和进化
[3]
。多倍

体鱼类对改善品质、加快生长速度、延长寿命、

提高产量、控制过度繁殖、保持物种多样性和培

育新品种等方面都具有重要意义, 应用于水产养殖

可以带来巨大的经济效益
[4, 5]

。基于SP600125在体

外可以诱导鱼类细胞多倍化, 本文继续探究了用

SP600125直接孵育受精卵以获得多倍体鱼的可能

性。Valesio等[6]
发现用JNK抑制剂SP600125处理发

育中的斑马鱼(Danio rerio)会导致一系列剂量依赖

性缺陷, 如心包水肿、颌骨畸形、脊椎弯曲和发育

迟缓等。本文的相关研究显示, SP600125处理鲫受

精卵会引起胚胎倍性发生改变 ,  但同时发现

SP600125也显著影响胚胎发育并导致胚胎高死亡

率, 孵化出膜的处理组鱼苗中出现大量脊椎弯曲和

尾缺失等畸形个体。在此基础上, 进一步分析了

SP600125孵育对鱼类骨骼发育相关基因表达的影
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响, 结果表明, 在离体和在体状态下, SP600125孵育

会显著影响骨形态发生蛋白2(Bone morphogenetic
proteins 2, bmp2)、淋巴细胞增强结合因子1(Lym-
phoid-enhancer-binding factor 1, lef1)、酪氨酸蛋白

激酶7(Protein tyrosine kinase 7, ptk7)和骨保护素

(Osteoprotegerin, opg)等一些与骨骼发育相关基因

的表达。

1    材料与方法

1.1    SP600125孵育鲫受精卵

SP600125(Merck-Millipore, 美国)溶解于10%
二甲基亚砜(Dimethyl sulfoxide, DMSO)配制成

1 mmol/L原溶液, 然后用超纯水进一步稀释至理

想浓度。采用SP600125直接孵育鲫受精卵(单细

胞期)的预实验中, 我们观察到低浓度(<10 μmol/
L)SP600125对鲫胚胎发育影响较弱 , 而高浓度

(>1 mmol/L)下则胚胎死亡。基于SP600125处理

鲫受精卵时长和浓度的预实验结果, 本实验选用

100 μmol/L SP600125对鲫受精卵浸泡处理20min,
而后吸去SP600125溶液, 胚胎置于曝气水中室内

静水孵化。分别设置1% DMSO对照组和曝气水

空白对照组。

1.2    SP600125孵育鲫鱼苗

在预实验中, 使用不同浓度SP600125(0.4、0.6、
0.8、1.0、1.2、1.4、1.6、1.8和2.0 μmol/L)对孵化

出膜的红鲫鱼苗进行了测试。发现浓度低于0.6
μmol/L SP600125对鱼苗的发育没有显著的影响,
而高浓度(>1.8 μmol/L)则会导致鱼苗在药物孵育后

的第1天就大量死亡。基于预实验, 选取1.4 μmol/
L SP600125溶液浸泡处理出膜第1天鲫鱼苗, 间隔

6h换液一次, 第7天统计存活率和畸形率。分别设

置0.014% DMSO对照组和曝气水空白对照组。

1.3    SP600125孵育鲫尾鳍细胞

二倍体鲫尾鳍细胞系(2N)以及利用SP600125

诱导建立的同源四倍体鲫细胞系(SP4N)来源于本

实验室。细胞体外培养体系和方法参见我们之前

的报道
[2]
。以鲫尾鳍细胞系为材料, 待细胞生长密

度达到80%—90% 融合度时将细胞的培养液更换

为含100 μmol/L SP600125的培养液培养48h, 0.25%
胰酶消化后离心收集细胞。

1.4    流式细胞仪倍性检测

取孵化出膜第1天的鱼苗, 用尖头镊子挑去卵

黄囊(每5尾一组, 实验组共随机取样30组); 3月龄处

理组鱼剪取尾鳍。将样品分别置于加入了预先配

好的ACD抗凝剂(0.48 g柠檬酸+1.32 g柠檬酸钠+
1.47 g葡萄糖+100 mLH2O)剪碎制备成细胞悬液,
经DAPI染液避光染色约10 min, 样品经过20 μL
尼龙过滤器过滤, 得到的液体进行上机(流式细胞

仪)检测。

1.5    荧光定量PCR检测

荧光定量PCR(Quantitative Real-time PCR, Q-
PCR)引物(表 1)由擎科生物公司合成。将收集的鱼

苗和细胞材料分别用酚氯仿法提取总RNA, Nano-
drop2000测定总RNA样品的纯度和浓度。利用逆

转录试剂盒(RevertAidTM First Strand cDNA Syn-
thesis Kit, Fermentas公司), 将RNA逆转录为cDNA。

Q-PCR按照SYBR Premix Ex Taq试剂盒(Fer-
mentas公司)说明书进行操作。以β-actin内参, 采用

2－∆∆Ct
计算各基因的mRNA相对表达量。

2    结果

2.1    SP600125孵育受精卵对鲫发育的影响

SP600125孵育受精卵20min后, 胚胎置于曝气

水中常规培育。统计数据显示, SP600125处理导致

胚胎发育滞后, 孵化时间较空白对照组推迟5—7h,
而DMSO对照组与空白对照组相比, 胚胎发育时间

无明显差异(图 1)。观察显示, SP600125孵育受精

卵不仅影响胚胎发育进程, 而且导致胚胎死亡, 处

表 1    PCR引物序列

Tab. 1    Sequences of PCR primer

基因Gene 上游引物Upstream primer (5′—3′) 下游引物Downstream primer (5′—3′)
stat1 CTGCGCTCTGATGGTTCTG GTTGCTGTTGTTCTGCTCCG
Smad6 TGACAGTGACAGAGCGGTT AGTTGTGGAGTCTCAAGGCG

lef1 CAATGTGGTGGCTGAATG CTGGCCTGTACCTGAAGC

bmp2 ATCACCCGCTCGTATTCGTC GCTACCATGCCTTTTACTGCC

twist1 ACGCACAAAAGGAGCA TCCTCTTGCATCGGCTCT

ptk7 CAGTACGATTCGCTCAGCCT CTTCCAGTGTGTAGCGTC

opg TGAGCGTCACACATCCC GCACTGAAACACACA

stat3 CTCGACCTTGTGGCATG CTGGATGAGCTGGTAGGA
β-actin CATCTACGAGGGTTACGCCC AATTTCCCTCTCGGCTGTGG
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理组胚胎平均存活率仅3.4%, 死亡高峰出现在原肠

胚期(76%)。DMSO对照组和空白对照组胚胎平均

存活率分别为68.2%和90.2%。

SP600125孵育受精卵处理组孵化后的鱼苗出

现大量的畸形个体, 与空白对照组相比(图2A), 主
要表现为心包腔水肿、颌骨畸形、脊椎弯曲甚至于

尾部缺失等(图 2B—2D)。流式细胞仪倍性分析发

现, 与空白对照组相比较(图 2E), SP600125处理组

检测到DNA含量的改变(图 2F、2G)。然而, 我们

对SP600125孵育受精卵处理组存活的55尾3月龄

红鲫的DNA含量进行了测定 ,  发现均为二倍体

(图 2H)。

2.2    SP600125浸泡鱼苗对鲫发育的影响

鲫鱼苗孵化出膜后即置于1.4 μmol/L SP600125
溶液中持续浸泡处理7d, 统计显示处理组出现畸形

鱼苗占比为11.7%, 而DMSO对照组和空白对照组

鱼苗畸形率仅为3.0%和0.9%。观察显示, SP600125
处理7d后的畸形红鲫主要表现为脊椎弯曲(图 3)。
2.3    SP600125孵育受精卵和鱼苗对鲫骨骼发育相

关基因表达的影响

信号转导及转录激活因子1(Signal transducers
and activators of transcription 1, stat1)、母抗Dpp小
同源物6(Small mothers against decapentaplegic
homolog 6, smad6)、碱性螺旋-环-螺旋转录因子

(Basic helix-loop-helix transcription factor, twist1)、
信号转导及转录激活因子3(Signal transducers and
activators of transcription 3, stat3)、lef1、bmp2、ptk7
和opg等是目前已报道的与脊椎动物骨骼发育密切

关联的功能基因
[7—13]

。采用荧光定量PCR分别检

测了上述8种基因在SP600125孵育受精卵后孵化的

鱼苗以及SP600125直接处理鱼苗组的mRNA水平

表达情况。如图 4A所示, 与DMSO对照组和空白

对照组相比较, SP600125孵育受精卵组的鱼苗中

stat1、smad6、ptk7、opg和stat3等5个基因mRNA
表达量均有明显升高(P<0.05)。而在SP600125直接

处理鱼苗组中 ,  除opg和s tat3外 ,  其余6个基因

(stat1、smad6、lef1、bmp2、twist1和ptk7)的
mRNA表达量与对照组(DMSO组和空白组)相比均
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图 1   SP600125孵育对鲫胚胎发育的影响

Fig. 1   The effect of SP600125 on the embryonic development of
crucian carp

A B b C D
dc

a

E F G H

800

600

400

200

0
0 104 105 106 107

800

900

600

400

200

0

0 104 105 106 107

800

600

400

200

0
0 104 105 106 107 0 104 105 106 107

800

600

1000

400

200

0

图 2    SP600125孵育对受精卵形态和倍性的影响

Fig. 2    Effects of SP600125 on morphology and ploidy of fertilized egg
A. SP60015处理组正常鱼苗; B—D. SP600125处理组畸形鱼苗; E. 空白对照组孵化出膜鱼苗DNA含量检测结果; F—G. SP600125处理

组孵化出膜鱼苗DNA含量检测结果; H. SP600125处理组3月龄鱼DNA含量检测结果。a. 心包水肿; b. 脊椎弯曲; c. 尾巴弯曲; d. 尾缺失

A. Normal fry in SP600125-treated fertilized egg group; B—D. Deformed fry in SP600125-treated fertilized egg group; E. DNA content of
fry in blank control group; F—G. DNA content of fry in SP600125-treated fertilized egg group; H. DNA content of 3-month fish in
SP600125-treated fertilized egg group. a. shown pericardium edema; b. shown spinal curvature; c. shown bent tail vertebrae; d. shown tail
loss
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有显著差异(P<0.05, 图 4B)。
2.4    SP600125体外孵育鲫尾鳍细胞对骨骼发育基

因表达的影响

在此前的研究中, Zhou等[2]
将SP600125体外诱

导的同源四倍体鲫细胞核移植到鲫未受精卵中, 获得

的SCNT幼鱼表现为尾部严重畸形。进一步利用荧光

定量PCR技术, 分别检测了SP600125诱导的同源四倍

体鲫细胞系(SP4N)和SP600125处理鲫尾鳍细胞中

8种骨骼发育相关基因mRNA水平的表达情况。如图 5
所示, stat1、smad6、lef1、bmp2和twist1基因在

SP4N细胞中的mRNA表达量比鲫尾鳍细胞明显增高

(P<0.05, 图 5A)。在SP600125孵育鲫尾鳍细胞组中,
除opg外, stat1、smad6、lef1、bmp2、twist1、ptk7
和stat3等7个基因mRNA表达量与对照组细胞相比均

显著上升(P<0.05), 特别是stat1、smad6、bmp2、
twist1和ptk7等5个基因表达差异尤其显著(图 5B)

3    讨论

SP600125被广泛应用于疾病发病机制研究
[14, 15],

能促进癌细胞凋亡和抑制肿瘤的生长, 并在乳腺

癌
[16]

、淋巴瘤
[17]

和结肠癌
[18]

等得到临床学应用。

SP600125也用于治疗自身免疫性疾病和神经退行性

疾病
[19]

。此外, 研究还发现, SP600125处理后能够

阻滞G2/M期而影响小鼠胚胎干细胞的增殖
[20], 并

且对维持胚胎干细胞的干性、体外培养及胚胎干

细胞的自我更新等方面都发挥显著作用
[21], 在多能

性干细胞诱导等方面也得到应用
[22]

。我们前期的

研究表明, SP600125在体外具有诱导二倍体鲫细胞

多倍化作用, 建立了SP600125体外高效诱导鱼类细

胞四倍化体系, 并获得了稳定的四倍体鲫细胞系
[2],

这为SP600125作为新型化学诱导剂来开展多倍体

培育提供了可能性。在此基础上, 本研究首次尝试

用SP600125直接孵育受精卵, 结果显示SP600125处
理受精卵虽然能够引起红鲫倍性发生改变, 但也显

著影响鲫胚胎发育并导致胚胎高死亡率, 同时伴随

着大量畸形鱼苗的发生, 目前尚未在处理组成鱼中

鉴定到多倍体。

SP600125孵育鲫受精卵处理组的胚胎及鱼苗

A

B

正常鱼苗 Normal fish 畸形鱼苗 Defirned fish

图 3    SP600125孵育鲫鱼苗导致骨骼发育畸形(A和B分别为鲫胚胎出膜后3d和7d的鱼苗)
Fig. 3    Skeletal malformations caused by SP600125 in crucian carp (A and B were 3-day and 7-day fry after hatching, respectively)
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图 4    SP600126孵育对鲫骨骼发育相关基因表达的影响

Fig. 4    The effects of SP600125 on the expression of several skeletal development-related genes in crucian carp
A. SP600125孵育受精卵组的出膜第1天鱼苗; B. SP600125孵育鱼苗组的出膜第7天鱼苗

A. 1-day fry in SP600125-treated fertilized egg group; B. 7-day fry in SP600125-treated fry group
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中有大量的畸形个体发生, 其主要表现为脊椎弯曲

和尾缺失等骨骼发育异常(图 2)。SP600125处理导

致骨骼畸形在SP600125孵育鲫鱼苗试验中也得以

进一步验证 (图  3 )。分子水平检测结果表明 ,
SP600125孵育影响stat1、smad6、bmp2、lef1、twist1和
ptk7等一些与骨骼发育相关基因的表达。骨形态发

生蛋白(Bone morphogenetic proteins, BMPs)是从脊

椎动物骨骼基质中分离到的一类蛋白质, 能诱导骨

与软骨形成, 是促进骨形成和诱导成骨细胞分化最

重要的细胞外信号分子之一
[23]

。蝾螈附肢再生研

究中发现如果bmp2过量表达可以促进细胞凝聚和

凋亡, 导致再生过程中趾部的缺失
[24]

。lef1是骨骼

发育及骨稳态的重要调节因子
[25], Tommy N等

[26]
发

现lef1基因敲除雌性小鼠显示出成骨细胞活性降低,
导致骨量的减少, 而lef1过表达则会抑制晚期成骨

细胞标志的表达和分化, 抑制成骨细胞的终末成骨
[27]
。

twist1在脊椎动物不同发育时期的许多组织中都有

表达并且参与调控细胞命运决定、分化和成形等

过程
[28], 研究发现twist1在成骨细胞分化及骨形成

中起负性调节作用, 过表达twist1抑制成骨细胞的

分化
[29]

。而ptk7则是典型Wnt/β-catenin和非典型

Wnt/PCP信号活性的关键调控因子, 是脊椎动物胚

胎模式形成和形态发生所必需的
[30]

。在斑马鱼研

究中发现ptk7突变与脊柱侧凸发生相关, ptk7缺失

会导致轴向形成缺陷, 包括躯干和尾巴内缺乏会聚

性伸展
[31]

。opg基因参与调节破骨细胞的分化和活

化, 维持骨形成与吸收的动态平衡
[32], OPG/ RANKL

是非常重要的骨代谢调控通路, 成骨细胞中OPG竞

争性结合RANKL, 抑制破骨细胞分化和骨吸收, 在
促进骨形成和维持骨量中起重要作用

[33]
。无论是

在体(受精卵和鱼苗)还是在离体(培养的尾鳍细

胞)状态下, SP600125孵育都会引起smad6和stat1基
因mRNA水平显著上调(图 4和图 5)。smad6是SMADs

中一种抑制性信号分子, smad6对BMPs信号传递起

抑制作用, 从而负调控BMPs信号通路
[34], 有研究发

现, smad6信号干扰能促进bmp2诱导的骨向分化
[35],

降低smad6的表达, 可以改善大鼠骨组织病变
[36]

。

stat1不仅参与免疫调节, 还参与破骨细胞的形成和

成骨细胞的分化, 研究表明stat1可以通过直接与成

骨细胞分化必需的转录因子相互作用抑制骨形成,
是骨吸收和骨形成的关键负调控因子

[37]
。在小鼠

骨骼间充质干细胞研究中发现过表达stat1显著抑

制成骨分化
[38], 而在成骨生成被抑制的小鼠中将

stat1基因敲除中发现, 小鼠的骨量和成骨相关因子

得到显著性恢复
[37]
。

综上所述, SP600125在体孵育鲫受精卵引发胚

胎(或部分细胞)多倍化效应, 然而发生的骨骼发育

相关基因表达改变也直接影响鲫胚胎及鱼苗正常

生长与发育, 并导致高畸形率和高死亡率。进一步

深入解析SP600125多倍化诱导分子调控机制, 结
合对SP600125孵育受精卵的药物浓度和处理时

长等参数的调整和优化, 在实现多倍化诱导的同时

减少畸形胚胎发生。此外 ,  本研究探究的是用

SP600125直接孵育受精卵(单细胞期)以获得多倍

体鱼, 鉴于大多数鱼类前两次卵裂基本是同步的且

形成合胞体, 也可以在减少嵌合体发生的前提下尝

试低浓度SP600125孵育早期胚胎(二、四细胞期),
探索SP600125作为化学诱导剂开展鱼类倍性操作

的策略和方法。
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THE EFFECT OF SP600125 ON THE EXPRESSION OF SKELETAL GENES OF
CRUCIAN CARP (CARASSIUS AURATUS VAR)

HE Yu, CHEN Shu-Juan, HE Sheng, WU Xian-Long, PU Li-Yu, PENG Liang-Yue and XIAO Ya-Mei
(State Key Laboratory of Developmental Biology of Freshwater Fish, College of Life Science,

Hunan Normal University, Changsha 410081, China)

Abstract: It has been shown that the ATP competitive small molecule inhibitor SP600125 can efficiently induce fish
cell polyploidization in vitro. In this study, we used SP600125 to directly incubate the fertilized eggs of crucian carp to
obtain the possibility of polyploid fish, and found that SP600125 caused partial embryo ploidy, significantly affected
the embryonic development and led to high mortality of embryos. SP600125 also induced a large number of mal-
formed fry after treating fertilized eggs, mainly skeletal dysplasia such as spinal curvature and tail loss. The skeletal
malformation caused by SP600125 was further validated. Real-time PCR indicated that SP600125 significantly in-
duced mRNA levels of skeletal development-related genes, such as smad6, stat1, lef1, bmp2 and twist1 in vivo (ferti-
lized eggs and fry) or in vitro (cultured caudal fin cells). These results clearly help to develop a potential mode of fish
polyploidy induced by SP600125.

Key words: SP600125; Polyploidization; Skeletal development; Crucian carp
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