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摘要: 窖蛋白-1(Cav-1)是胞膜窖的主要结构蛋白, 可与多种信号分子相互作用, 调节细胞的增殖、分化和凋

亡, 其异常表达与多种人体疾病的发生和发展密切相关, 而在斑马鱼发育中的功能尚不很清楚。研究克隆出

斑马鱼窖蛋白-1基因两个亚型的全长 cDNA, 与其他物种窖蛋白-1的氨基酸序列进行比较, 发现该蛋白在脊

椎动物中非常保守。利用逆转录多聚酶链反应检测发现, 在斑马鱼多个成年组织中窖蛋白-1的两个亚型均有

转录表达。利用胚胎整体原位杂交检测组织或器官特异基因的时空表达变化发现, 过表达或利用 Morpholino

反义寡聚核苷酸(MO)抑制 cav-1α的表达可影响脊索和体节的发育, 而过表达或 MO抑制 cav-1β可导致肝脏

发育的异常; 此外, 过表达或 MO 抑制 cav-1α 或-1β 均可影响斑马鱼神经系统的发育。因此, 斑马鱼 Cav-1

在维持组织器官的生理功能和调控胚胎的正常发育中起着重要作用。 
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胞膜窖是细胞膜上的特异内陷微区 [1], 直径约
50—100 nm。20世纪 50年代被发现后, 胞膜窖引起
了研究者的广泛关注, 但直到窖蛋白的发现, 对其
功能的研究才深入开展起来。窖蛋白是位于胞膜窖

细胞质一侧的膜整合蛋白, 分子量为 21—25 kD[2]。

窖 蛋 白 家 族 成 员 包 括 : 窖 蛋 白 -1(Caveolin-1, 
Cav-1)、窖蛋白 -2(Caveolin-2, Cav-2)和窖蛋白 -3 
(Caveolin-3, Cav-3); 其中, Cav-1和 Cav-2具有不同
的亚型[3]。Cav-1的分子量为 22 kD, 分为 α和 β两
个亚型, 是胞膜窖的标志性膜蛋白[4]。  

研究发现, Cav-1可调控细胞内的信号传导、物
质转运、胆固醇和脂类平衡, 因而参与细胞增殖、
分化、凋亡、细胞周期的调控等。因此, Cav-1表达
异常与多种疾病的发生和发展密切相关。例如 , 
Cav-1 可参与肿瘤细胞侵蚀与转移作用, 并与多药
耐药作用密切相关 [5]。近年来的研究表明 , 敲除
cav-1 基因的小鼠能够成活和繁殖后代 [6]; 而抑制
cav-1 基因的表达导致斑马鱼胚胎死亡 , 表现为
12hpf胚胎的胞膜窖缺失, 眼、体节、侧线神经丘等

的严重发育缺陷等。此外, Cav-1α 和-1β 在斑马鱼发

育中发挥了不同的作用, 这种不同是由 Cav-1α的第
14 位酪氨酸磷酸化位点决定的[7,8]。这些结果显示, 
Cav-1可能在脊椎动物发育过程中发挥着重要作用。 

目前, 国内外重点研究 Cav-1 在肿瘤等疾病发
生和发展中的作用, 对其在胚胎发育中的作用知之
甚少, 利用斑马鱼这一理想的发育和遗传研究模型, 
可系统地分析 cav-1 基因的结构进化及其生物学功
能[8]。为此, 本文克隆了斑马鱼 cav-1的全长 cDNA, 
对其组织特异性表达和在斑马鱼胚胎发育中的作用

进行了初步研究。 

1  材料与方法 

1.1  PCR扩增 cav-1α 和 cav-1β的全长 cDNA 
依据NCBI数据库斑马鱼 cav-1 cDNA的预测序

列 , 设计两对 PCR 引物 , cav1αUF1/cav1R 和

cav1βUF1/cav1R, 分别扩增 cav-1α和 cav-1β的全长
cDNA, 扩增片段连接在 pEGM-T 载体中, 命名为
pEGM-T/cav-1α和 pEGM-T/cav-1β, 然后进行测序。 
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1.2  RT-PCR 
提取成体斑马鱼的精巢、卵巢、肝脏、肠道、

肾脏、心脏、鳃、脾脏和肌肉组织的总 RNA, 用 T18
引物合成 cDNA, 再以此 cDNA为模板, 设计两对特
异性引物 cav1αUF1/cav1αUR1 和 cav1βUF1/cav1R, 
进行半定量 RT-PCR分析 cav-1α和 cav-1β在上述组
织中的表达。 

1.3  cav-1α 和 cav-1β 的突变体和超表达载体的  
构建 
分别以 pEGM-T/cav-1α 或 pEGM-T/cav-1β 为

模板 , 以 Cα-sb-F/C-sb-R 或  Cβ-sb-F/C-sb-R 为引 
物, 扩增得到 cav-1α 或 cav-1β的编码区, KpnⅠ和
EcoRⅠ双酶切后, 克隆到 pSBRNAX载体的相应酶
切位点上 , 获得超表达载体 pSBRNAX/cav-1α 和
pSBRNAX/cav-1β。 

cav-1α 基因的 N 端包含两个 ATG, 过表达
cav-1α 时有可能从第二个 ATG 开始翻译 , 产生
cav-1β。为了避免过表达 cav-1α时第二个 ATG的干
扰, 我们以 pSBRNAX/cav-1α 为模板, 设计突变引
物 Cav1α-A100T-F 和 Cav1α-A100T-R, 将第二个
ATG编码的蛋氨酸突变为 TTG编码的亮氨酸。 

Cav-1α的Y14 (TAC) 发生突变, 对于该基因的
功能影响很大甚至导致该基因功能的缺失[7,9,10]。为

了研究Y14突变是否影响斑马鱼 Cav-1α的功能, 以
pSBRNAX/cav-1α 为模板, 设计引物 Cav1α-Y14F/ 
C-sb-R进行第一次 PCR扩增并引入突变位点, 然后
以该 PCR 产物作为模板, Cα-sb-F/C-sb-R 为引物进
行第二次 PCR, PCR产物采用 KpnI和 EcoRI酶切后, 
克隆到 pSBRNAX 载体中, 转化鉴定后进行测序分
析得到的突变体命名为 pSBRNAX/cav-1α (Y14F)。
用 BamH酶切显性化转录用载体, 用Ambion公司的
转录 capped mRNA 试剂盒进行转录。实验用 PCR
引物名称和序列(表 1)。 

1.4  cav-1α 和 cav-1β 特异 MO 的设计及抑制效率
分析 

 对 cav-1α 和 cav-1β 进行序列分析, 若要分别
抑制二者的表达, 需采用在翻译水平上进行封闭。
将 cav-1α的 5′UTR序列+翻译起始位点 ATG之后的
一段序列以及 cav-1β 的 5′UTR 提交至 www.gene- 
tools.com, 进行 Morpholino(MO)反义寡聚核苷酸的
设计和合成。 

根据 MO 反义寡聚核苷酸序列 , 设计引物将

MO的靶序列克隆入 pEGFP-F载体中 EGFP阅读框
的 N端, 得到载体 pEGFP/MO-1α和 pEGFP/MO-1β; 
分别将获得载体以及载体与 MO 的混合物注射到斑
马鱼胚胎中, 统计 EGFP 的胚胎数, 测定 MO 抑制
cav-1基因表达的效率。 
 

表 1  实验用引物名称及其序列 
Tab. 1  Names and sequences of primers used 

引物名称 
Names of primers

引物序列(5′-3′) Sequences of primers 

Cav1αUF1 act ctg tgc cgt gag agt ctt caa g 

Cav1αUR1 ctt cag gtg tcc cgt cct tgt atc 

Cav1βUF1 agg gct gtg ctg agt tgc 

Cav1βUR1 gcg gtt cca aag aaa aca g 

Cav1R tta cac aca ctt agt agc agt gac c 

Cα-sb-F gtc ccg gta ccg cca cca tga cta gcg gat aca 
ag 

C-sb-R cgc gaa ttc tta cac cac ctt agt agc agt gac 

Cβ-sb-F gtc ccg gta ccg cca cca tgg ata acg aca gca 
tca ac 

Cav1α-Y14F atg act agc gga tac aag gac ggg aca cct gaa 
gag gaa ttc gct cac tc 

Cav1α-A100T-F caa acc aaa caa taa aga att gga taa cga c 

Cav1α-A100T-R tct tta ttg ttt ggt ttg taa atg ttc ccc 
 

1.5  显微注射 
利用刚受精的鱼卵进行显微注射。mRNA 的注

射浓度为 100 ng/µL, 注射体积约为 2 nL。MO的注
射浓度为 5 μg/µL, 注射体积约为 2 nL。将注射好的
胚胎置于 28℃培养箱中 , 实时观察胚胎的表型变
化、拍照并在适当时间收集胚胎。 

1.6  整体原位杂交 
收集并固定相应时期的胚胎 , 按照 Thisse, et 

al.[11,12]的方法进行杂交, 用 BCIP/NBT 染色液染色, 
显微镜下观察并拍照。 

2  结  果 

2.1  斑马鱼 cav-1α和 cav-1β的进化分析 
Cav-1 分布广泛, 从低等动物的果蝇到高等哺

乳动物的人类, 均检测到了 Cav-1的存在[8,13,14]。与

人和小鼠的 Cav-1 非常相似, 斑马鱼 Cav-1 亦包括
Cav-1α 和 Cav-1β 两个异构体, 二者均具有 N 末端
区域、脚手架结构域和 C末端区域。Cav-1α在 N末
端长出 33 个氨基酸, 而其余氨基酸序列与 Cav-1β
的完全一致 (图 1)。哺乳动物的 Cav-1α 和 Cav-1β
分别包括 178 和 147 个氨基酸残基; 爪蟾 Cav-1 为 
180个氨基酸残基; 斑马鱼 Cav-1α和 Cav-1β分别由
181和 148个氨基酸残基组成; 鲀类 Cav-1为 181个  
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图 1  Caveolin-1的氨基酸序列比对结果 
Fig. 1  Amino acid sequence alignment of Caveolin-1s 

一致的 AA 用黑底白字表示, 相似的 AA 用灰底白字 AA 表示, 间隙用破折号“-”表示, 斑马鱼 Cav-1α 和 Cav-1β用方框标记。物种的
GenBank 登录号分别为: 人 Cav-1α 和 Cav-1β 分别为 NP_001744 和 ABW22626; 小鼠 Cav-1α 和 Cav-1β 分别为 AAR16290 和
BAA89462; 大鼠 Cav-1α和 Cav-1β分别为 NP_113744和 NP_598412; 猫, NP_001019334; 兔, NP_001104542; 绵羊, NP_001009477; 
猩猩, ABC87459; 猪, AAR16300; 牛, NP_776429; 狗, NP_001003296; 鸡, AAR16266; 爪蟾, AAH70672; 斑马鱼 Cav-1α和 Cav-1β分
别为 NM_212651和 NM_001024162; 鲀红鳍东方 , AAL40364; 马来丝虫, XP_001898703; 线虫, NP_501743 
Identical amino acids are shown in black color and similar amino acids are presented in gray color; gaps in the sequences are indicated by 
dashes; zebrafish Cav-1α and Cav-1β marked with pane. The GenBank numbers include Homo sapiens (NP_001744 for Cav-1α and 
ABW22626 for Cav-1β), Mus musculus (AAR16290 for Cav-1α and BAA89462 for Cav-1β); Rattus norvegicus (NP_113744 for Cav-1α and 
NP_598412 for Cav-1β); Fellis catus (NP_001019334); Orytolagus cuniculus (NP_001104542); Ovis aries (NP_001009477); Pongo abelil 
(ABC87459); Sus scrofa, (AAR16300); Bos Taurus (NP_776429); Canis lupus familiaris (NP_001003296); Gallus gallus, (AAR16266); 
Xenopus tropicalls (AAH89686); Xenopus laevis (AAH70672); Danio rerio (NM_212651 for Cav-1α and NM_001024162 for Cav-1β); 
Takifugu rubripes (AAL40364); Brugla malayi (XP_001898703); Caenorhabditis elegans (NP_501743) 

 
氨基酸残基。对不同来源的 Cav-1 进行氨基酸组  
成相似度分析发现 , 哺乳动物之间的相似度为

77.9%—99.4%, 鱼类之间为 68.0%—81.8%, 鱼和哺
乳动物为 63%—81.2%, 人和爪蟾为 64.6%—65.7%, 
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鱼和爪蟾为 59.7%—69.6%, 鸟类与鱼类为 65%左右, 
线虫类与脊椎动物的相似度很低, 为 7.7%以下。斑
马鱼 Cav-1α 与人和小鼠的相似度分别为 64.1%和
63%, 斑马鱼 Cav-1β 与人和小鼠的相似度分别为
81.2%和 80.1%。上述分析结果表明 , 脊椎动物的
Cav-1 在重要功能结构域、氨基酸残基数目和组成
方面具有高度保守性。 

对人、小鼠和斑马鱼的 cav-1 基因结构进行比
较发现, 三者的 cav-1α 均包含 3 个外显子和 2 个内

含子, 而其 cav-1β 均包含 2个外显子和 1个内含子; 
它们对应的内含子和外显子边界序列高度保守。此

外, 斑马鱼的 cav-1 基因位于第 25 号染色体的同一
座位, 系由不同启动子驱动的不同转录本编码。 

对上述物种的 Cav-1 氨基酸序列进行聚类分析
发现(图 2), 人、鼠、猫、狗、猪、牛等哺乳动物聚
为一类, 鲀红鳍东方 和斑马鱼聚为一支, 马来丝虫
和秀丽小杆线虫聚为一类, 表明 Cav-1 氨基酸序列
可作为系统进化分析的指标之一。 

 

 
图 2  Caveolin-1氨基酸序列的聚类分析结果 

Fig. 2  Clustal analysis of the amino acid sequences for Caveolin-1s 
 

2.2  cav-1α 和 cav-1β在成体斑马鱼中的表达分析 
半定量 RT-PCR 扩增 cav-1α 和 cav-1β mRNA

片段的长度分别为 209 bp 和 587 bp, cav-1α 和
cav-1β mRNA在精巢、卵巢、肝脏、肠道、肾脏、
心脏、鳃、脾脏和肌肉等组织中均有表达 (图 3), 是
一个泛组织表达的基因。另外, cav-1α 和 cav-1β在
各个组织中的表达情况不同 , 例如在心脏和鳃中 , 
cav-1β的表达量较多, 而在卵巢和精巢中, cav-1α的
表达量较多。该实验以 β-actin mRNA 的半定量

RT-PCR结果作为对照。 

2.3  反义Morpholino寡核苷酸抑制 cav-1基因表达
的效率 
将质粒 pEGFP/MO-1α、pEGFP/MO-1β 以及它

们与 cav-1α或 cav-1β MO的混合物分别注射到斑马
鱼 1-细胞期胚胎中, 24hpf后在荧光显微镜下对胚胎

进行拍照分析。在胚胎总数相同的情况下, 仅注射 
 

 

图 3  cav-1α 和 cav-1β的组织表达模式 
Fig. 3  Expression pattern of cav-1α and cav-1β in tissues 

O. 卵巢; T. 精巢; L. 肝脏; I. 肠道; K. 肾脏; H. 心脏; G. 鳃;  
S. 脾脏; M. 肌肉; C. 对照 
O. ovary; T. testis; L. liver; I. intestine; K. kidney; H. heart; G. gill; 
S. spleen; M. muscle; C. control 
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pEGFP/MO-1α 和 pEGFP/MO-1β 的胚胎在荧光数目
和荧光亮度上都远远小于注射 cav-1α MO 和

pEGFP/MO-1α 混合物以及 cav-1β MO 和 pEGFP/ 
MO-1β 的胚胎数目, 表明我们设计的反义 MO 能够
特异地抑制 cav-1α 和 cav-1β的表达(图 4)。 
2.4  Cav-1影响脊索的发育 

我们用脊索标记基因检测 Cav-1 对早期脊索发
育的影响。ntl 是一个脊索和尾部形成的必需因    
子[15,16], 过表达或敲低 cav-1α, ntl在 12hpf胚胎中表
达模式变得比较混乱, 而过表达或敲低 cav-1β, 对
ntl 的表达没有显著影响。另外, 在过表达 cav-1α 
(Y14F)的胚胎中, ntl的表达趋于正常(图 5)。myod1
是一个主要在脊索及其临近的体节细胞中表达的基

因[17]。我们的研究结果显示, 过表达 cav-1α, 胚胎
的脊索明显变短, 体节也不能正常形成, 在 MO 抑
制 cav-1α 表达的斑马鱼胚胎中, 胚胎的体节加粗, 
而过表达或敲低 cav-1β, 对 myod1 的表达没有显著
影响。此外 , 在过表达 cav-1α (Y14F)的胚胎中 , 
myod1的表达趋于正常(图 5)。结果显示, Cav-1α在

脊索发育调控中起重要作用。 

2.5  Cav-1与神经系统发育 
我们用神经发育相关的标记基因检测 Cav-1 对

早期神经系统发育的影响。krox20 是一个主要在后
脑 , 神经板表达的标记基因 [18], 在过表达和敲低
cav-1 的胚胎中, krox20 的分布区域均扩大(图 6)。
foxd3 是一个在神经嵴表达的标记基因 [19], 在过表
达 cav-1 的胚胎中, 其表达区域缩短, 而敲低 cav-1
的胚胎中, 其表达区域加长(图 6)。 

2.6  Cav-1与肝脏发育 
我们采用斑马鱼肝脏各发育时期表达的分子标

记为探针, 检测 cav-1α和 cav-1β表达对肝脏发育的
影响。prox1大约在 24hpf表达, 此阶段正是肝芽形
成期[20]; cp 是一个肝脏特异表达的基因, 可以用来
检测斑马鱼肝细胞和肝脏的发育[21]。 

WISH 结果显示, 胚胎发育到 36hpf, 除超表达
cav-1α 的胚胎外, 其余胚胎的 prox1 表达水平明显
降低; 到 48hpf, 除超表达 cav-1α 的胚胎 cp 的表达
水平正常, 其余胚胎检测不到 cp阳性信号 (图 7)。 

 

 

图 4  cav-1α 或 cav-1β MO的抑制效率 
Fig. 4  Efficiency of cav-1 knockdown by MOs 

 

 
图 5  cav-1α, cav-1α (Y14F)或 cav-1β对 ntl和 myod1表达的影响 

Fig. 5  cav-1α, cav-1α (Y14F) or cav-1β on expression of ntl and myod1 
均为 12 hpf背面观胚胎 

Dorsal views of embryos at 12 hpf 
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图 6  cav-1α和 cav-1β对 krox20和 foxd3表达的影响 
Fig. 6  cav-1α and cav-1β on expression of krox20 and foxd3 

均为 12 hpf背面观胚胎 
Dorsal views of embryos at 12 hpf 

 

 

图 7  cav-1α和 cav-1β 表达对斑马鱼肝脏发育的影响 
Fig. 7  Effects of cav-1α and cav-1β expression on zebrafish liver development 

 

3  讨  论 

脊椎动物的 cav-1 基因结构和氨基酸序列高度
保守, 其跨膜区域和脚手架区域的序列平均相似度
在 95%以上, 表明进化过程中 Cav-1 具有重要的生
物学功能。 

研究表明, cav-1基因的两个转录本在脊椎动物
胚胎发育过程中具有明显的时空表达差异和细胞特

异性[7]。我们对斑马鱼 cav-1在成体各组织中的表达
情况进行分析 , 发现二者在多个组织中均有表达 , 
表达量有显著的组织差异; 例如, cav-1α 在生殖器
官中表达较多, 而 cav-1β 在内脏器官中表达量最
高。这些结果显示, Cav-1在斑马鱼胚胎和成年组织
中具有重要功能。 

Cav-1α的Y14是一个重要的酪氨酸激酶磷酸化

位点, 该位点在 Cav-1 蛋白质中非常保守, 其突变
往往导致 Cav-1α功能的丧失[9,10]。Fang, et al.的研
究表明, Cav-1α的 Y14对于斑马鱼胚胎的早期发育
是必需的[7]。我们发现, 在斑马鱼早期的胚胎中, 过
表达或敲低 Cav-1α 可导致脊索发育相关基因表达
的显著变化, Cav-1α的第 14位酪氨酸磷酸化位点突
变后, 这些基因的表达趋于正常; 而过表达或敲低
Cav-1β 未显著改变脊索发育相关基因的表达图示, 
说明第 14 位酪氨酸磷酸化位点是 cav-1α 影响脊索
发育所必需的, 尚须深入研究其作用的分子机制。
此外 , 本研究发现在早期胚胎中过表达或敲低
cav-1α 和 cav-1β, 均导致后脑标记基因 krox20 和
foxd3表达图示的改变, 表明 Cav-1α和-1β均可影响
神经系统的发育, 并可能通过其 C 末端的同一功能
结构域起作用。 
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脊椎动物肝脏的起源于原肠期形成的内胚层 , 

内胚层细胞的增殖特化形成肠管, 在 4—8 体节期, 

腹侧前肠内胚层的特化逐渐形成肝芽; 此后, 分化

的肝表皮细胞与间质相互作用, 刺激细胞继续增殖

并分化为肝特异性细胞 , 最后发育成为成熟的肝  

脏[22]。肝组织的发生和形成是一个非常复杂的过程, 

受多种因子和信号通路的调控[23]。Cav-1 和胞膜窖

存在于小鼠肝实质组织中, 而且在部分切除的肝中, 

Cav-1 与脂质滴的形成有关 [24]。我们的研究表明 , 

Cav-1 的两个异构体, 尤其是 Cav-1β 可显著影响斑

马鱼肝脏的形成; 由于在 36hpf 和 48hpf 时, Cav-1

过表达或敲低均抑制肝特异标记基因 prox1和 cp的

表达, 推测 Cav-1 的影响可能发生在肝芽形成之前, 

其作用的分子机制尚待深入研究。 

总之, Cav-1是调控斑马鱼正常发育和组织器官

生理功能的一个重要蛋白, 对其分子调控机制的研

究将揭示 Cav-1 表达异常与肿瘤等重大疾病发生和

发展的密切关系。 
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PRELIMINARY STUDY ON FUNCTIONS OF ZEBRAFISH CAVEOLIN-1 

WANG Lu, MO Sai-Jun, LI Jie, LI Qing and CUI Zong-Bin 
(Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072) 

Abstract: Caveolin-1 (Cav-1) is the key structural protein of caveolae that regulates cellular proliferation, differentia-
tion and apoptosis through its interaction with multiple signaling molecules. Abnormal expression of cav-1 genes is 
closely associated with development and progression of various human diseases, while functions of Cav-1 in zebrafish 
remain largely unknown. In the study, we have cloned full-length cDNAs for two Cav-1 isoforms from zebrafish. 
Alignment of amino acid sequences for Cav-1s from multiple species indicates that vertebrate Cav-1 proteins are highly 
conserved during evolution. Transcriptional expression of cav-1α and cav-1β was found in most of adult tissues detected 
with RT-PCR. Spatiotemporal expression patterns of some tissue-specific marker genes were investigated with 
whole-mount in situ hybridization during embryonic development. Over-expression or knockdown with MOs of cav-1α 
markedly affected the development of notochord and somite, while over-expression or knockdown of cav-1β resulted in 
abnormal liver development. In addition, over-expression or knockdown with MOs of cav-1α or -1β led to abnormal 
neural development. Therefore, Cav-1 plays crucial roles in maintenance of physiological functions of adult tissues and 
organs and in regulation of zebrafish embryonic development. 
 
Key words: Caveolin-1; Notochord; Somite; Liver; Neural development 
 


