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文昌鱼 Hedgehog基因敲除和突变体表型分析 

王慧，李光，王义权 

厦门大学生命科学学院，厦门 361102 

摘要: 文昌鱼隶属脊索动物门头索动物亚门，是无脊椎动物到脊椎动物的过渡类群，其躯体结构简单，是研究

胚胎发育的理想材料。本文以文昌鱼为实验对象，利用 TALEN敲除技术对 Hedgehog(Hh)基因在胚胎发育中的

功能进行了研究。在文昌鱼 Hh基因翻译起始位点下游附近选取 TALEN目标位点，根据此序列组装相应 TALEN

重组质粒，体外合成 mRNA，向未受精卵注射 mRNA后，经体外受精获得 F0代胚胎。效率分析显示，靶向该

基因的 TALEN mRNA可导致 F0代代胚胎在相应基因组区域发生突变的比例为 34%。对部分 F0个体所产配子筛

查发现，TALEN引起的突变可进入配子，将其中 1尾突变类型为 8 bp缺失的雄性个体与野生型雌性配对获得

F1群体，对 F1群体逐尾筛查，从中获得多尾携带 8 bp缺失的杂合子；这些杂合子相互配对所产的 F2代胚胎，

其中约有 1/4个体在幼体早期出现躯体前端和尾向下弯曲、脊索前端腹侧的中胚层组织发育不全，不能开口等；

随着幼体生长发育，躯体前端和尾部进一步卷曲，口部仍未形成，左右各形成一个口前窝，内柱和鳃裂位于躯

体腹侧，最终因无口摄食而死亡。基因型分析发现，上述畸形胚胎均为 Hh纯合突变体，其与杂合子及野生型

比例分布符合孟德尔遗传定律，表明这些发育畸型的特征与 Hh基因功能缺失有关。 

关键词: TALEN；基因敲除；文昌鱼；Hedgehog基因；突变体 

Generating amphioxus Hedgehog knockout mutants and phenotype analysis 

Hui Wang, Guang Li, Yiquan Wang 
School of Life Sciences, Xiamen University, Xiamen 361102, China 

Abstract:  The amphioxus is a promising animal model for evolutionary-developmental studies due to its key posi-

tion on the animal phylogenetic tree. In the present study, we reported a genetically modified amphioxus strain on the 

Hedgehog (Hh) gene locus using the TALEN method. The result showed that our TALEN pair injection could bring 

about 34% mutations in the amphioxus Hh coding region. Further analysis on the F0 gametic DNA revealed that the 

mutations had entered into gametes. So, we paired one F0 male carrying an 8 bp deletion with a wild-type (WT) fe-

male, and carefully nursed the F1 embryos up to adulthood. We then screened F1 individually via analyzing their ge-

nomic DNA from a tiny tail tip, and obtained eight heterozygous mutants from the F1 offspring. Moreover, our ob-

servation on the F2 embryos generated by mating F1 mutants also revealed that about 25% of early larvae developed 

aberrantly with head and tail curving ventrally, agenesis of the mesoblastic tissue under their anterior notochord, and 

no mouth opening. With the larva growth, deformities (such as twist of head and tail, mouth absent, ventrally loca-

lized endostyle and gill slits) became more severe, and eventually those malformed larvae died due to no food intake. 
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Genetic analysis showed that all these deformed embryos were homozygous mutants and the ratio of Hh hetorozy-

gotes vs WT agreed with Mondel's law. WT amphioxus larvae are asymmetric with the mouth on the left and gill slits 

on the right side. However, the homozygous mutant larvae became left-right symmetric with the gill slits on the ven-

tral side, indicating a conserved role of Hedgehog signaling in establishing the left-right embryonic axis. 

Keywords: TALEN; gene knockout; amphioxus; hedgehog gene; mutant 

Hedgehog(Hh)基因最早由 Nvsslein-Volhard 和

Wieschaus 在筛选影响果蝇胚胎躯体结构的基因时

被发现[1]，此后科研人员又在其他物种中陆续鉴定

出其同源基因。脊椎动物中有 3个 Hh同源基因，分

别是 Shh(sonic hedgehog)、Ihh(indian hedgehog)和

Dhh(desert hedgehog)，其中 Shh在脊椎动物各类群

中都非常保守，其功能也最重要。在胚胎发育过程

中，Shh 主要在脊索表达，成熟的 Shh 蛋白由此向

四周扩散，进入位于其背侧的神经管中，形成一个

Shh蛋白浓度梯度，决定不同类型神经元的分化[2]；

Shh 蛋白向两侧扩散进入体节，可诱导生骨节标记

基因 Pax1表达[3]，从而指导中轴骨骼的形成，还能

诱导生肌节分化成 SSF(Superficial slow fibres)和

MP(Muscle pioneer)等类型的肌细胞[4]；此外，研究

还发现 Shh 蛋白调控脊椎动物附肢前后轴的图式

形成[5]。实际上，Hh基因广泛存在于无椎动物和脊

椎动物中，在胚胎发育的早期参与动物体轴的发生

和附肢轴向的确定等。 

文昌鱼隶属脊索动物门头索动物亚门，是无脊

椎动物到脊椎动物的过渡类群[6]。它们躯体结构简

单，但有与脊椎动物相似的躯体构筑模式 (Body 

plan)，是研究脊椎动物器官发生和起源的重要动物

模型。在文昌鱼基因组中，仅有 1个 Hh同源基因，

主要表达在脊索和底板(Floor plate)[7]，与脊椎动物

中的 Shh 基因表达位置相似；此外，文昌鱼的 Hh

基因还在左侧咽内胚层表达，类似鸡胚中 Shh 基因

的左右不对称表达[8]，提示该基因的功能与脊椎动

物 Shh 的功能存在某些共同之处，但该基因在文昌

鱼胚胎发育过程中与哪些重要器官的发生有关尚不

清楚。因此，建立文昌鱼 Hh基因突变体，对深入研

究该基因在文昌鱼胚胎发育中的功能、揭示脊椎动

物独特躯体构筑模式的起源都是十分必要的。本实

验室于 2014年将 TALEN 技术应用于文昌鱼基因的

定点敲除，首次成功地敲除了文昌鱼基因组中 7 个

基因，但由于基因敲除后文昌鱼的死亡率高和文昌

鱼本身世代时间长的原因，当时暂未获得能够将功

能缺失基因传递下去的子代[9]。本研究利用 TALEN

技术敲除文昌鱼 Hh基因，经过精心养护获得了可传

代的 Hh基因功能缺失的文昌鱼突变体杂合子，从而

能够细致地观察 Hh 基因缺失后对文昌鱼胚胎发育

的影响，这是文昌鱼中第一例基因敲除突变体。 

1  材料和方法 

1.1  实验动物 

按照本实验室之前的报道[10]，将引种来的佛罗

里达文昌鱼 (Branchiostoma floridae)饲养在方形塑

料桶中(50 cm×35 cm×30 cm)，桶底垫约 5 cm的海

沙，水面高出沙面 5~10 cm，连续充气，喂以单胞

藻。性腺成熟的文昌鱼个体经热诱导分别获得成熟

的卵子或精子，卵子用于显微注射[11]，完成注射后

人工受精。 

1.2  TALEN质粒构建与显微注射 

利用 TALEN技术敲除文昌鱼 Hh基因，参考文

献[12]并按以下原则选择目标位点：(1)识别靶点序

列通常在 16~20 bp，左右靶点间隔序列在 14~20 bp；

(2)识别靶点序列前的 1个碱基为 T；(3)识别靶点序

列包含的 G 碱基尽量少；(4)一对 TALEN 的 2 个识

别靶点应位于同一外显子上。按照以上原则，本文在

佛罗里达文昌鱼Hh基因上选取了 1个 TALEN的目标

位点，识别序列为：5'-CGCAAGCTCACCCCCT-3'(左

靶点)和 5'-GATGCCGGCGGTCTCCG-3'(右靶点)，

间隔序列含 1 个 BsrGⅠ酶切位点。构建 TALEN 所

需模块和骨架质粒全部购自 Addgene 公司，根据本

实验室之前的报道[9]，采用 Golden Gate方法完成组

装。 

构建好的 TALEN质粒，用限制性内切酶 SacⅠ

将其线性化，再用 Ambion公司的 T3试剂盒体外合
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成 mRNA。将成对的 TALEN mRNA(约 200 ng/μL)、

甘油 (100%)、德克萨斯红荧光染料 (5 mg/mL)以

3.5:1:0.5体积比混合，其中荧光染料用于指示mRNA

注射进入卵子，按照本实验室已建立的显微注射方

法[13]，将 TALEN mRNA 注入文昌鱼成熟的未受精

卵中，注射完成后滴加适量精液使卵受精，同时在

另一个培养皿中受精一些同一雌性个体产、但未经

注射的卵子作为对照。体视显微镜下观察到受精膜

举起时即刻更换新鲜海水，彻底去除过量的精液和

溶解在海水中的多聚赖氨酸，同时清除显微注射时

损坏的卵子，然后放置恒温恒湿培养箱(温度 25℃，

湿度 90%)中培养。待胚胎发育至原肠早期，在荧光

体视显微镜(Olympus公司)下，去除注射不成功的胚

胎(不发红色荧光)。 

1.3  突变效率检测 

待胚胎发育至神经胚晚中期，在注射组和对照

组中分别取约 200枚胚胎，放于 1.5 mL塑料离心管

中，用酚氯仿法提取基因组 DNA用作 PCR扩增模

板。PCR 引物设计分别位于左、右靶点的上游和下

游，二者间隔约 400 bp，引物序列为： 

Hh-Talen-F：5'-GAATTTAGCCGTTAATAGGGAG-3'； 

Hh-Talen-R：5'-GCGAGTAATCCGTCCG TTGA-3'。 

PCR产物用 Omega公司的试剂盒纯化回收，经

限制性内切酶BsrGⅠ酶切后，琼脂糖凝胶电泳检测。

如 TALEN 注射组胚胎的 PCR 产物中有未被限制酶

切开的完整条带，则说明靶点处发生了突变，根据

未切开 PCR条带占所有条带的荧光亮度百分比，可

以大致估测 TALEN的突变效率。 

1.4  突变体筛选 

1.4.1  F0代培养及配子筛选 

用有效的 TALEN mRNA 注射未受精卵，受精

后获得 F0代，于恒温恒湿下精心培养胚胎至幼体早

期，然后转移至较大的方形塑料桶中，于 28℃鱼房

中培养，此时的桶底不必垫沙，根据幼体密度投喂

适量的单细胞藻，保持通气，并每日更换约一半海

水。大约 1 个月后，幼体开始变态，此时在桶底铺

垫约 1 cm厚细沙，供变态的幼体及时钻入沙中。变

态后的亚成体饲养管理与成体基本相同，即保持通

气、按时饲喂、定期换水和洗沙[14]，经 2 个月的饲

养后，F0 代文昌鱼逐渐性成熟。对性腺成熟个体采

用温度和光照诱导的方法[11]催产，催产前将待产个

体在 22℃低温中养殖 10 d 以上，再于 27℃高温中

热激 24 h，之后将每一个个体单独置于 250 mL的一

次性塑料杯中，熄灯后(文昌鱼在黑暗条件下产卵)

于 27℃水温中催产；每隔 30 min观察一次，若发现

排卵或精液个体，及时从杯中取出 F0亲本并编号，

于另一个杯中暂养，卵子或精液的编号与亲本个体

一一对应。 

用 PCR 产物酶切方法检测配子以筛选出生殖

细胞中带有靶位点突变的 F0亲本。因卵子富含卵黄，

不易提取基因组 DNA，所以雌性个体产下的卵子先

用野生型(WT)成体产的精液受精，待受精卵发育一

段时间后再用 Qiagen 公司的 DNA 提取试剂盒提取

胚胎的基因组 DNA进行检测；而雄性个体所产的精

液可以直接用酚-氯仿法提取基因组 DNA 检测。配

子检测如果有突变，即将其对应的 F0亲本单独饲养，

使其再次产卵或者产精，并与野生型的成体杂交，

以获取 F1代。 

1.4.2  F1代亚成体筛选 

因筛得的 F0代中通常仅部分配子的目标基因被

敲除，为获得携有突变基因的 F1代，需要对 F1代个

体进行逐尾检测，然后把携带突变基因的个体培养

成熟并繁殖。因此本研究中待 F1幼体生长至亚成体

(体长约 2 cm)时便开始逐尾检测，提早检测可以对

少数携带突变基因的个体加强饲养管理，促进其性

腺发育。剪切单一个体的尾尖，提取基因组 DNA，

经 PCR-酶切初步鉴定后，选择有突变个体的 PCR

产物，进一步克隆测序，逐条分析靶位点突变类型。

切取少许尾尖组织(通常小于 1 mm)，以确保切完尾

尖的个体存活力不受影响，为避免伤口感染，使用

的海水经灭菌处理，切完尾尖的个体单独置 250 mL

一次性塑料杯中，在 19~22℃低温中暂养，其间少

量投饵，2~3 d后将突变类型相同的个体放在同一个

深色的 3 L 塑料小桶里，放回鱼房中正常饲养，适

当加强饵料投喂，待其性腺发育成熟。 

1.4.3  F2代获得及纯合突变体鉴定 

选取携带相同突变类型的性成熟雌雄 F1个体，

按文献[11]报道的热激诱导产卵(精)方法，获得卵子

和精液后，将适量精液与卵子混合，受精后的胚胎

即为 F2代。雄性若提前产精，可将精液保存在 4℃
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冰箱 1~2 d，用前在普通正置显微镜下检查精子是否

还仍有活力，精子游动越剧烈，表明活力越强，使

用时受精效果越好。将 F2胚胎放于培养箱培养，定

期在体视显微镜下观察 F2代胚胎的发育情况，对出

现特异表型的个体进行基因型分析，以确定此种表

型是否为纯合突变体对应的表型。 

2  结果与分析 

2.1  文昌鱼 Hh基因的突变率 

TALEN mRNA 显微注射的卵受精发育至神经

胚(F0)后，经 PCR-酶切鉴定，结果显示，Hh TALEN

注射组胚胎提取的 DNA模板扩增产物中，有未切开

的完整条带，而对照组胚胎提取的 DNA模板扩增产

物被 BsrGⅠ限制酶完全切开(图 1)。根据未切开的

电泳条带占所有电泳条带荧光亮度的百分比，估测

注射 TALEN mRNA 后 Hh 基因的突变效率约为

34%。在此基础上，用同样的方法重复注射了几批

文昌鱼卵，受精后精心饲养，以获取较多 Hh基因敲

除的 F0代。 

2.2  F0代的配子筛选结果 

F0代群体生长发育成熟后，逐尾诱导获取配子。

用 PCR-酶切方法检测了 11 尾 F0所产配子，其中雄

性 10 尾，雌性 1 尾，发现 10 号雄性成体的配子存 

 

 
 

图 1  Hh TALEN文昌鱼胚胎 DNA扩增产物的 BsrGⅠ

酶切结果 
M: DL2000 marker；1：未注射的对照组；2：TALEN mRNA注射组。

在突变，将未能切开的 DNA片段经克隆测序验证，

结果显示测序的 3个克隆均为 8 bp缺失突变(图 2)。 

2.3  F1代亚成体的检测 

将 F0代 10号雄性个体与野生型雌性个体杂交，

得到携带 8 bp缺失突变的 F1代群体。F1代群体生长

至亚成体(体长约 2 cm)时，即可逐尾检测个体的 Hh

基因是否突变。共检测了 176 尾，结果有 8 尾携带

突变基因，突变类型与 F0代 10 号雄性个体的配子

相同(图 3)。 

2.4  F2代纯合突变体鉴定 

将 F1 代杂合子相互配对，获得 F2 代群体。在

F2代幼体早期(受精后约 30 h)群体中观察到一些尾

部弯曲畸形幼体(图 4B)，于是挑取约 200 枚此种畸

形的幼体混合为一组提基因组 DNA，同时还从 F2

群体中选取约 200枚外部形态正常的幼体(图 4 A)作

为对照。经 PCR-酶切检验，结果显示外部形态正常

幼体的 PCR产物能够部分切开，尾部弯曲畸形幼体

的 PCR产物完全不能切开(图 4C)，表明尾部弯曲畸

形的幼体是纯合子突变体，而外形正常的个体可能

为野生型和杂合子突变体的混合群体。 

在胚胎发育至神经胚晚期之前的 F2代群体中，

未见任何发育异常个体，但此后 Hh基因敲除的个体

发育出现畸形。为此，本文将同一对亲本产的胚胎

在神经胚期随机分成 3 组独立培养，每组 150 枚，

以排除饲养管理的影响，待纯合突变幼体发育至出

现尾部弯曲的畸形性状时，计数体形正常和尾部弯

曲个体数。结果显示，3 组中外部形态正常幼体与

尾部弯曲幼体的个数比值均接近 3:1(表 1)。此外，

利用 PCR-酶切方法抽样检测了外部形态正常的幼

体，结果显示，在随机检测的 71 尾中，杂合子 46

尾和野生型 25 尾，2 种基因型个体数量接近 2:1。

以上统计结果表明，本研究获得的文昌鱼 8 bp突变

Hh基因符合孟德尔遗传学分离定律，幼体尾部弯曲 
 
 

 
 

图 2  以 F0代 10号个体所产配子 DNA为模板的 PCR产物酶切和测序检测结果 
A：酶切结果。M：DL2000 marker；1：未经酶切的 PCR产物；2：PCR产物酶切后。B：测序结果。阴影部分为 TALEN的左(Hh-Fw)、

右(Hh-Rv)臂靶位点序列；斜体字母代表 BsrGⅠ的酶切位点；WT：野生型序列；8 bp：缺失 8 bp；×3：测了 3个克隆的序列。 
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图 3  F1代 Hh基因缺失突变检测结果 
A：部分 PCR-酶切检测的琼脂糖凝胶电泳图。M1：DL2000 marker；M2：DNA marker Ⅴ；PCR：未酶切的 PCR产物；图中箭头指

示未切开条带，表明这一个体携带突变基因。B：对 8尾检测出基因突变个体的测序验证结果。WT：野生型序列；8：缺失 8 bp；×2：

测了 2个克隆；阴影区域是 TALEN的左(Hh-Fw)、右(Hh-Rv)臂靶位点序列，斜体字母代表 BsrGⅠ酶切位点。 

 

 
 

图 4  F2代幼体形态及基因型检测 
A：外部形态正常的幼体；B：尾部弯曲畸形的幼体；* 表示口；pp：口前窝(Pre-oral pit)；gs：鰓裂(Gill slit)；标尺为 100 μm。C：A图

和 B图中个体的基因型检测结果；M：DL2000 marker；1：外部形态正常幼体组；2：尾部弯曲畸形幼体组；3：未酶切的 PCR产物。 

 

表 1  基因敲除 F1杂合子配对所得 F2代的统计结果 

编号 神经胚期计数 
幼体计数 

比例(正常/尾部弯曲)
正常 尾部弯曲 

1 150 101 29 3.48:1 

2 150 106 33 3.21:1 

3 150 98 31 3.16:1 

个体是 Hh基因 8 bp缺失突变纯合子。 

2.5  纯合突变体表型 

当 Hh 纯合突变体的胚胎发育至神经胚即将结

束时，尾端开始出现弯曲(图 5：A、B)，进一步发

育至幼体早期畸形特征更显著(图 5：C、D)，躯体 
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图 5  Hh纯合突变体的外部形态 
A、B：神经胚晚期，A为正常胚胎，B为 Hh纯合突变体；C、D：幼体早期，C为正常幼体，D为 Hh纯合突变体；E~L：幼体中期，

E为正常幼体，F~J为 Hh纯合突变体，F、G、H分别是同一个体的左侧观、右侧观和腹部观，I图是 H图聚焦在鰓裂处的放大图，J

图是 H图聚焦在内柱处的放大图，K、L为幼体继续生长的结果，K图是左侧观，L图为背部观。* 指示口的位置，箭头指示内柱，

pp：口前窝(Pre-oral pit)，gs：鰓裂(Gill slit)，I和 J图标尺为 50 μm，其余图中标尺为 100 μm。 
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前端和尾端均向腹侧弯曲，脊索前端的腹面中胚层

组织发育不全，致使表皮细胞层直接附于其上，口

和鳃没有发育。胚胎发育至幼体中期时，纯合突变

体尾部进一步弯曲呈卷盘状(图 5：F、G)，依然没有

口出现，咽鳃区发育异常，本该出现在右侧的鳃裂

却出现在身体的腹中线处，鳃裂前端的内柱也同样

出现在腹中线，而本来只出现在左侧的口前窝却在

左右两侧各形成一个，使本该两侧不对称的幼体变

得左右对称(图 5：F~J)。随着幼体继续发育，纯合

突变体身体前、后两端的弯曲进一步加深，躯体缩

小并伴全身严重水肿，咽区鳃裂结构不能分辨(图 5：

K、L)，因无口不能进食，虽有肠道但无食物，纯合

突变体自受精约 10 d后死亡，而此时的野生型和杂

合子个体均正常发育并出现第 4鳃裂。 

3  讨  论 

基因敲除是研究特定基因功能的最直接的技术

手段，不仅可以通过对功能缺失突变体的直接观察，

判断该基因在胚胎发育过程中的作用，还可以用基

因拯救(Rescue)等方法对基因功能进行更深入的研

究，因此获得可传代的基因敲除突变体是深入研究

基因功能的关键性一步。Hedgehog是动物早期胚胎

发育过程中的重要调控因子，本文报道的文昌鱼 Hh

基因缺失突变体是在头索动物中首次获得，该突变

体能够以杂合子的方式保存 Hh基因缺失突变，这是

文昌鱼中报道的第一例基因敲除突变体。 

3.1  文昌鱼Hh基因缺失对胚胎发育左右对称性的影响 

文昌鱼幼体在形态上有一个显著的特点是咽鳃

区呈左右不对称分布，即左侧开口，右侧为鳃裂，

此外位于口前方的口前窝也出现在身体左侧，位于

鳃裂前的内柱同样位于右侧。本研究中我们观察到，

Hh纯合突变体幼体的咽鳃区的结构呈对称分布，虽

然口缺失，但在体左右各形成一个口前窝，使得鳃

裂和内柱被挤压至腹侧中央，表明 Hh与文昌鱼幼体

发育的左右不对称有关，Hh基因功能缺失后，幼体

便失去了保持正常的左右不对称发育的能力。 

早在 1995年 Levin等[8]对鸡胚的研究即已发现，

Shh在鸡胚亨氏结中只表达在左侧，并可调控 nodal

基因的表达，因此推测 Shh 参与了鸡胚左右不对称

的形成。Zhang等[15]对 Hedgehog信号通路的进一步

研究发现，小鼠中该通路成员之一的 Smo突变可导

致心管的右旋环化紊乱，分子检测结果表明 Hh信号

通路可能间接地参与小鼠左右不对称状态的维持。

本文敲除文昌鱼 Hh基因，结果导致幼体咽鳃区不再

呈现左右不对称分布，由此可见，在头索动物文昌

鱼中 Hh 基因即已涉及个体发育过程中正常的不对

称构造形成，但文昌鱼中是否也像脊椎动物那样通

过 Nodal 信号通路间接影响不对称的形成有待进一

步研究。 

3.2  文昌鱼 Hh基因敲除突变体 

文昌鱼 Hh 基因敲除纯合突变体不仅在早期幼

体阶段咽鳃区的不对称发育受到破坏，躯体的前端

和尾端分别向腹面卷曲，而且幼体的口始终无法形

成，最后全部死亡，可见该基因对文昌鱼的存活必

不可少，基因的缺失突变无法以纯合子个体的形态

保存下来。所幸的是敲除文昌鱼 Hh 基因后，从 F1

代中筛选获得的 8尾携带Hh基因移码突变的杂合子

不仅能存活下来，而且还能繁殖，用这些 F1杂合子

自交后得到 F2代群体，从中随机取出 450枚发育中

的胚胎，分 3 组培养至幼体期发现，发育正常与尾

部畸形个体间的比例略大于 3:1，其中畸形个体全部

是纯合突变体，之所以略偏离 3:1，可能是因为检测

时部分纯合突变体已经死亡，正常发育个体中应当

有野生型与杂合子 2 种基因型。为检测杂合子的存

活力是否受影响，本文还检测了杂合子与野生型交

配所产子代生长发育至成体的基因型，共检测了 45

尾，其中有 11尾杂合子，34尾野生型，虽然偏离了

1:1的比例，但是在每一对交配组合中仍然得到了相

当数量的生长发育成熟的杂合子，因此本研究所得

到的 8 bp缺失突变文昌鱼 Hh基因可以杂合子形式

保存下来，为随后的基因功能研究奠定了基础。检

测结果还提示杂合子的存活率显著低于野生型，这

一现象产生可以有两种解释：(1)由于杂合子体内仅

有 1个正常的Hh基因，因此基因表达产物剂量减少，

至使杂合子存活率降低；同时也可能由于该突变体

是 Hh基因 8 bp缺失造成的移码突变，基因突变后

仍有可能表达出无功能的产物，该无功能产物对正

常基因表达产物造成干扰或对胚胎直接产生其它不
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利影响，从而降低了杂合子存活率。(2)另一种可能是

TALEN的副作用，但 TALEN mRNA注射后的化学

毒副作用和 TALEN 的脱靶的副作用，都应当在 F0

代中表现出来，而不会在经过 2~3 代繁殖后的子代

中出现；如果设想脱靶效用造成非目标基因修饰可

以同时传递到子代中，从本文设计的突变体筛选策

略中可以看出，同时具有 Hh和非目标基因修饰并被

筛出的可能性也基本为 0。由此分析可见，杂合子

存活率低可能是 Hh基因本身的原因，其产生的机制

随着该基因功能研究的深入将会得到更好的解释。 
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