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smc5基因敲除斑马鱼肝脏转录组学分析 *
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摘要 目的：探讨 smc5 基因敲除对斑马鱼肝脏基因表达谱的影响，进一步明确 smc5 突变对斑马鱼代谢的影响。方法：用

CRISPR/Cas9技术构建 smc5基因敲除斑马鱼模型，取 3个月的 smc5-/-和野生型斑马鱼肝脏进行转录组测序，创建基因表达谱文

库，观察 smc5基因敲除后斑马鱼肝脏基因表达谱的变化，将筛选出的差异表达基因进行功能富集，并运用荧光定量 PCR对

KEGG通路中显著的差异表达基因进行验证。结果：成功构建出 7号外显子上 2碱基缺失造成移码突变的 smc5基因敲除斑马鱼

模型。RNA-seq发现 smc5-/-斑马鱼的肝脏基因表达谱变化显著，包含 p53的多个通路激活，如细胞周期和凋亡。糖酵解、脂肪酸降

解与代谢、丙酮酸代谢等相关通路显著下调。荧光定量 PCR结果与 RNA-seq结果一致。结论：smc5基因敲除下调斑马鱼肝脏糖脂

代谢。本研究结果为进一步研究 SMC5基因在糖脂代谢调控中的潜在机制奠定基础。
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The Hepatic Transcriptome Analysis of smc5 Knockout Zebrafish Model*

To investigate the hepatic transcriptomic changes and the effects on metabolism of smc5 gene knockout

zebrafish. The smc5 knockout zebrafish model was constructed by CRISPR/Cas9 technology and total RNA of the liver from

wildtype and smc5-/- zebrafish was extracted for RNA sequencing, and gene expression profile of smc5-/- zebrafish was established. To

better understand the differential expressed genes (DEGs) in the smc5-/-, DEGs were subjected to the Kyoto encyclopedia of genes

(KEGG). qRT-PCR analysis was used to validated a set of genes. The smc5 knockout lines of zebrafish carrying 2 base deletion

were successfully constructed, which is expected to cause a frame shift. Further bioinformatic analysis revealed that p53 related pathways

are significantly enriched among the genes upregulated. The downregulated DEGs were mainly enriched in glycolysis/gluconeogenesis,

fatty acid degradation and metabolism, pyruvate metabolism. qRT-PCR results also validated that a set of genes of metabolism was

downregulated. smc5 deficiency affects hepatic metabolism in zebrafish. The results of this study lay a foundation for fur-

ther research on the potential mechanism of SMC5 gene in the regulation of glucose and lipid metabolism.
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前言

染色体结构维持蛋白 5（Structural Maintenance of Chromo-

somes protein 5，SMC5）属于染色体结构维持蛋白，其广泛参与

DNA 损伤修复、稳定 DNA 复制叉以及染色体分离等许多

DNA相关进程，并在染色体结构的维持和动态变化发挥重要

作用[1,2]。SMC5是 SMC5/6复合体的核心蛋白之一[3,4]，该复合体

还包含 6个非 SMC蛋白亚基（non-SMC element，NSMCE），分

别是 NSMCE1-6。SMC5/6复合体的功能研究早期主要在酵母

中进行，SMC5/6复合物可以以一种 ATP依赖的方式使复合体

构象发生改变，从而结合双链 DNA，SMC5的 coiled-coil结构

域可以作为 DNA感应器，与 DNA结合后激活 NSMCE2的 E3

连接酶活性，促进染色质蛋白的 SUMO化，增强酵母细胞的

DNA损伤修复能力 [5]；SMC5/6复合体还可以通过调节核仁功

能或抑制 AMPK功能，调节能量代谢[6,7]。然而，该复合物是否

调节体内能量代谢尚不可知。

SMC5/6复合体与人类代谢疾病表型的关系于 2014年被

报道，Payne[8]描述了两例 NSMCE2基因复合杂合突变患者，表
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现为原基性侏儒症伴有严重胰岛素抵抗和性腺功能减退等一

系列复杂临床表型，但其并未对患者的代谢表型进行深入的机

制研究。另有研究显示，Smc6敲除小鼠出现胚胎致死，其 ATP

酶水解酶的点突变（SMC6-S994A）小鼠表现有糖耐量异常、骨

量减少和造血系统异常等多系统表型[8]。然而，目前 SMC5/6复

合体在代谢领域的相关研究极少，可能是由于 smc5/6复合物

敲除小鼠胚胎致死[8,9]，限制了对 smc5在整体动物水平缺失后

对代谢的影响。斑马鱼是一种新型的模式生物，其具有体积小、

产卵多、体外受精、生长周期短、饲养成本低[10,11]，且在斑马鱼胚

胎易于进行基因编辑等优势[12-14]。同时，斑马鱼还具有许多与哺

乳动物相似的器官与功能，如具有甲状腺，胰腺、肝脏等，斑马

鱼的肝脏色红，与周围组织分界清楚，易于取材[15,16]。

SMC5在肝脏代谢中的作用目前尚无研究涉及。本研究选

用斑马鱼作为体内模型，通过 CRISPR/Cas9技术构建 smc5基

因敲除模型，进而通过转录组学分析，探讨 smc5敲除对斑马鱼

肝脏代谢的影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 采用 Tuebingen (TU)品系野生型斑马鱼为

研究对象，在上海市第九人民医院中心实验室鱼房进行饲养繁

殖，28.5℃恒温，pH值 7.2、光照黑暗交替。

1.1.2 主要材料与设备 PCR引物和 oligo（铂尚），PCR试剂

（莱枫），pGEM-T Easy Vector System I（Promega），mirVanaTM

miRNA Isolation Kit（Ambion）、T7 转录试剂盒（Invitrogen）、

PrimeScript Reverse Transcriptase (Takara)、SYBR誖 Premix Ex

Taq (Tli RNaseH Plus) (Takara)、NanoDrop2000 紫外分光光度

计、测序由武汉华大基因科技有限公司 BGISEQ-500平台完成。

1.2 实验方法

1.2.1 sgRNA的设计与合成 登录 UCSC网站（http://genome.

ucsc.edu/），选取 "zebrafish Sep.2014 GRCz10/danRer10"，搜索

斑马鱼 smc5基因的全部序列。在 http://crispor.tefor.net/网站寻

找 Cas9靶点，并评估其效率、脱靶和特异性（http://asia.ensem-

bl.org），挑选最优 sgRNA（碱基序列为 GGCACGTAAA-

GAGCTGGAGG）。设计合成 oligo。选定靶点后，在靶点的 5'端

加上 T7启动子，在靶点的 3'端加上和反向 oligo互补的 20个

碱基。oligo序列如下：

Smc5 oligo:

TAATACGACTCACTATAGGCACGTAAAGAGCTGGA-

GGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

Rev_sgRNA_scaffold:

AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGAT-

AACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCT-

AAAAC。

体外转录体系（20 滋L）如下：T7酶 2 滋L，10× Transcription

Buffer 12.5 滋L，DNA 模板 1 滋g，ATP（10 mM）1 滋L，GTP（10
mM）1 滋L，CTP（10 mM）1 滋L，UTP（10 mM）1 滋L，Nuclease-free
Water补足至 20 滋L，37℃体外转录 1小时；加入 1 滋L TURBO

DNase，37℃水浴 15分钟；取 1 滋L转录产物看转录效果；转录

产物用 mirVanaTM miRNA Isolation Kit试剂盒进行回收；Nan-

oDrop2000测定浓度；-80℃冰箱冻存。

1.2.2 smc5-/-斑马鱼的鉴定与筛选 将 cas9核酸酶与 sgRNA

混合物注射至单细胞期胚胎，注射剂量为 2 滋L (120 pg sgR-

NA)。注射完后将胚胎置于 28℃培养箱孵育。分别在 6小时、24

小时、48小时挑除死胚胎。注射 48小时后随机选取 10枚胚胎

用于提取斑马鱼基因，PCR测序验证，引物为：5'-CAAAACA-

CACCCAGCACAAT-3'、5'-TCAGGAGGTGAAAAACAAACC-

TC-3'，将测序结果为后双峰的斑马鱼 PCR产物连入 T-easy载

体，进行 TA克隆，筛出有移码突变的 F0斑马鱼。将 F0斑马鱼

与野生型鱼交配得到 F1代；1-2个月后，剪 F1代尾鳍，消化裂

解提取基因组 DNA进行 PCR测序验证，筛出 F1杂合子；将携

带同样突变的 F1杂合子进行自交产生 F2代，F2代剪尾鉴定

即可筛出 smc5-/-斑马鱼。

1.2.3 RNA seq测序及分析 收集不同基因型的 3个月（three

months post-fertilization，3mpf）成鱼肝脏。5条同基因型的斑马

鱼肝脏混为一管，收集 3管；速冻液氮，注意剔除成鱼肝脏组织

周围的脂肪、脾脏等组织；送武汉华大进行测序。HISAT比对

后，比对过滤后的序列和参考基因组序列（zfish_GRCz11），后

由 DESeq2筛选差异基因，标准为 P<0.05 and |log2FC|逸1，最

后通过 clusterProfiler进行 KEGG通路富集。

1.2.4 逆转录及实时荧光定量 PCR（Real-Time PCR） 以不同

基因型的 3mpf成鱼肝脏 RNA为逆转录模板，用逆转录试剂盒

合成 cDNA，将反应得到的 cDNA作为模板进行 qRT-PCR，内

参为 ef1琢。反应条件：预变性 95℃ 30 s；PCR反应：95℃ 5 s，

60℃ 30 s，一共 40个循环，反应结束后 Dissociation Stage。结果

采用 2-△ △ Ct相对定量算法，t检验方法分析，数据的统计分析和

作图采用 Graphpad Prism8.0。

1.2.5 引物设计原则 在 UCSC网址检索相关基因的 CDNA

序列，粘贴序列到 primer 2软件的 New files下 DNA对话框，

引物参数设置如下：扩增的片段长度为 100 bp，GC 含量为

40%-60%，引物长度为 15-30 bp，Tm值最好在 60℃左右，Tm

值相差不超过 4℃，3'末端最好不要是连续的碱基且不为 A。找

到序列后比对二级结构并在 pubmed上进行 Prime-Blast明确

引物的特异性。

2 结果

2.1 smc5基因敲除斑马鱼的构建

利用 CRISPR/Cas9基因编辑技术，以 TU 系斑马鱼为背

景，将 sgRNA与 Cas9核酸酶混合液显微注射到单细胞期胚胎

中，构建 smc5基因敲除斑马鱼。经筛选和测序鉴定，我们发现

针对 7 号外显子的 gRNA，可以造成靶点处 2bp 缺失（c.

813_814delGG），形成移码突变，在继续编码 7个氨基酸后出现

提前终止，筛出 smc5基因突变个体（F0代）（见图 1 A）；将 F0

与野生型斑马鱼交配，进一步拿到与 F0代携带相同突变位点

的 F1代杂合斑马鱼（简称 smc5+/-）。再将 F1代进行自交至 F2

代，经剪尾鉴定可筛选到纯合的 smc5基因敲除斑马鱼（简称

smc5-/-），smc5+/-自交得到的同窝野生、杂合、纯合三种基因型比

例符合孟德尔遗传规律（筛选流程见图 1B）。
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2.2 转录组测序数据降维分析

我们采用 RNA seq检测 3mpf的野生型和 smc5-/-斑马鱼

肝脏表达谱。主成分降维分析结果显示 smc5-/-突变体和野生型

斑马鱼肝脏组织之间出现明显分离，两组内样本之间聚集较集

中，说明两组样本分组较好且组内相关性较好（见图 2）。

2.3 差异基因分析

差异分析结果显示 smc5敲除突变体的肝脏基因表达谱发

生显著变化，smc5-/-突变体和野生型肝脏之间共筛选到 4181

个差异表达基因（Differential Expressed Genes, DEGs）（P<0.05
且 FDR臆1），显著上调基因有 2344个，为红色点表示；显著下

调基因 1837个，为蓝色点表示（见图 3）。其中，差异基因最显

著的前 10个基因中，如 cpt1b，明显与糖脂代谢多种途径相关。

表 1 qRT-PCR引物序列

Table 1 Primers used for qRT-PCR

Gene Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3')

zebrafish

smc5 AGTCCAGTATCGTGTGTGCCAT CCTCTTTGACACCCTCTCTTCAC

ef1琢 CCCCTGGACACAGAGACTTCATC ATACCAGCCTCAAACTCACCGAC

aldob GTGGCTCCTGGAAAAGGCAT GAAGGTCGCGAAAGCTACGG

pgam1a CGCTCCTATGACATTCCACCA AGCACGTGCAATAGTGTCCTT

me1 ATGTTACACGCAACCCCCAT ACCCGCAAAACTTGCACATC

tpi1b ACTGAATAGCGCCAAGCTCAA TGAAAGCTCCCTTTGCAACC

acaa1 TGTGGGACTCAAGCCCTCTT TGGTACGGACTCTGGAAAGC

acsbg2 AGAGCCTCCTTCAGTCCTGT TGTGTGCTCTGTTCGGCTTT

acads CTGGACTGCTGGACAAAGAGC AGCCAGACAATAGGCCAGATA

ldhbb CGTGGTGGAGGACAAACTGA ACCACGATACGAGAGTTCGC

eno3 GGAGACAAAACGCGCTACCT GCTCCAGCATGAACTTGTCG

acadl AACACGACCTGTTCAGGCAA GTTCTCCAGCCTTCTCCCAAA

acadm GCATGGGAGCTGGGTCTAAT GAGAGTTCGCCTCAATGGCT

acat1 GTCCTACAGCACACGACCAT CCCAGTTTGGTGGCTGGTAA

echs1 TAGCAGCGACAAGGCAATCC ATTCAGGGCCTTTGGTCTGT

cpt1a GCTCTTCGGCAAGTCTATCTC AACACCAGCACGAACCC

cpt1b TCATGGGCTGACTCTCCTATC CAATGTCCCTCTGCTGTGTATC

cpt2 TCTAAATACCACGGGCAACTC GTGCCATTCCTTTCGAATTAGC

cact GACGGCTCCAGAAGGTAAAT GGCGTTGAAGCCCTTATAGA

crata GCTATTCAGCTTGCCTACTACA CGAATGTAGTCTGTTCGTCCTC

Ascl1b GCTGCCATCACCACATACT GGATAGAGCGACGTGCATATT

图 1 CRISPR-Cas9介导的斑马鱼 smc5基因敲除示意图

Fig.1 Schematic diagram of zebrafish smc5 knockout by CRISPR-Cas9

Note: Figure A is the sanger sequencing results of zebrafish mutation alleles. Black arrow indicate the deletion position, The PAM site is shown in red box,

the sgRNA site is shown in red lines. Figure B is the screening process of smc5-/- zebrafish.
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图 2 野生型和 smc5-/-斑马鱼肝脏 RNA seq PCA图

Fig. 2 Principal component analysis (PCA) plot of wildtype and smc5-/-

RNA-seq datasets
图 3 野生型和 smc5-/-斑马鱼肝脏 RNA seq火山图

Fig. 3 Volcano plot of wildtype and smc5-/- RNA-seq datasets

Note: Red shows upregulated genes and blue shows downregulated genes.2.4 KEGG通路分析

在 KEGG数据库中将 DEGs进行通路注释，富集分析结果

均为显著差异的 KEGG通路（P<0.05）。其中，上调基因富集的
通路（红色表示）主要包括细胞周期、细胞衰老、铁死亡、p53信

号通路、RNA转运和降解、DNA复制等；下调基因富集的通路

（蓝色表示）主要包括糖酵解和糖异生、脂肪酸代谢、氨基酸代

谢等（见图 4）。

2.5 Real-Time PCR验证基因表达

本研究针对转录组测序数据，挑选 KEGG通路富集在糖

酵解、糖异生、丙酮酸代谢、脂肪酸 茁-氧化及代谢等相关的差
异基因，对 smc5-/-和野生型斑马鱼肝脏组织RNA进行验证。Real-

Time PCR结果显示，与野生型斑马鱼肝脏组织基因表达水平

相比，smc5-/- 斑马鱼肝脏的基因表达趋势和倍数基本与

RNA-seq结果相当（图 5），荧光定量 PCR结果与 RNA-seq 结

果一致，说明 RNA-seq测序结果可靠。而且，检测的 30个参与

糖脂代谢的差异基因中，斑马鱼肝脏整体代谢水平下降。

3 讨论

染色体结构维持蛋白复合体（Structural Maintenance of

Chromosomes proteins, SMCs）是近年发现的一种新的蛋白复合

体，普遍存在于生物界，是一类维持染色质高级结构和动态稳

定性的蛋白质，参与姐妹染色单体内聚和 DNA损伤修复等过

程[1,17]。目前已知的 SMC复合体有三类：黏连蛋白复合体[18]、凝

缩蛋白复合体[19]和 SMC5/6复合体。其中 SMC5/6复合体是发

现较晚的第三种 SMC复合体 [20]，SMC5/6复合体参与 DNA损

伤后的同源重组修复，维持基因组的完整性等[21-24]。SMC5和

SMC6是多种物种中保守的 SMC5/6复合物的关键组分，且该

复合体还包含 6 个非 SMC 蛋白亚基（分别是 NSMCE1-6）。

SMC5基因功能复杂，目前远未被阐释。据近几年文献报道，

SMC5/6 复合体功能缺陷导致代谢异常 [25]，但其机制未明，

SMC5在代谢中的作用目前也尚无研究涉及。为了对 SMC5进

行深入的解析，进一步验证 SMC5缺陷产生的表型以及 SMC5

缺陷对代谢的影响及其致病机制，我们拟采用斑马鱼这一模式

生物来进行后续的机制研究。

在生理条件下，肝脏是日常大量营养物质(如碳水化合物、

蛋白质)代谢的主要场所,协调合成代谢和分解代谢，以维持全

天的能量稳态[26,27]。同时，肝脏在维持空腹血糖水平方面起着关

键作用[28,29]，空腹状态时，血糖水平的维持主要依赖于肝脏的糖

异生作用[30]，肝脏可以将各种糖异生前体(除甘油外)通过丙酮

酸羧化酶、磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（pck）和葡萄糖 -6-磷酸酶

（g6pca.1）等关键酶生成各种单糖或多糖 [31]。研究野生型和

smc5-/-斑马鱼的肝脏可能有助于阐明 smc5诱导的代谢性疾病

的潜在机制。于是，我们进一步收集野生型和 smc5-/-斑马鱼肝

脏 RNA进行了转录组分析，以观察 smc5基因敲除后肝脏基因

表达谱变化，探讨代谢异常的发生机制。

通过 RNA-seq结果，我们观察到 smc5-/-斑马鱼肝脏基因

表达谱发生显著变化，敲除 smc5斑马鱼肝脏中 p53相关通路

显著上调，Venegas[32]等曾发现 SMC5/6的缺失会导致细胞产生

图 4野生型和 smc5-/-斑马鱼肝脏 RNA seq KEGG通路富集分析

Fig. 4 KEGG enrichment analysis of wildtype and smc5-/- RNA-seq datasets

Note: The KEGG enrichment analysis from the significantly upregulated

(Red) genes and

downregulated (Blue) (FDR臆1)
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自发诱导 DNA损伤、p53激活、细胞周期阻滞和衰老，以及各

种有丝分裂过程中染色体分离异常频率的增加；提示 SMC5/6

功能障碍可能通过诱导 DNA损伤修复异常，激活 P53途径，

从而影响细胞的增殖和凋亡。我们同样发现下调基因主要富集

在代谢相关通路。smc5-/-斑马鱼糖代谢、脂肪酸代谢等相关基

因表达下降，如糖酵解 /糖异生途径中的果糖 -1,6-二磷酸酶

1b（fbp1b）、醛缩酶 b（aldob）、磷酸甘油酸变位酶 1a（pgam1a）、

乙醛脱氢酶（aldh）、烯醇酶 3（eno3）、磷酸丙糖异构酶 1b

（tpi1b）等；丙酮酸代谢途径中的乳酸脱氢酶（ldhbb）、乙酰辅酶

A合成酶 1（acss1）、苹果酸酶 1（me1）等，脂肪酸代谢途径中的

非常长链脂酰辅酶 A脱水酶 2（hacd2）、长链脂肪酸辅酶 A连

接酶（acsbg2）、烯酰辅酶 A水合酶短链 1（echs1）等、乙酰辅酶

A酰基转移酶 1（acaa1），脂肪酸 茁氧化途径中的肉碱脂酰转移
酶 1（cpt1）、肉碱脂酰转移酶 2（cpt2）、脂酰肉碱转位酶（cact）、

肉碱脂酰辅酶 A转移酶 a（crata）等。smc5基因缺失影响斑马

鱼肝脏代谢。

综上所述，敲除 smc5的斑马鱼肝脏中 p53相关通路基因

表达都升高，糖酵解、脂肪酸代谢等相关基因表达下降。这一结

果不仅验证了之前报道的 SMC5/6复合体的组分蛋白基因突

变会导致代谢异常的疾病表型，而且也进一步明确了 smc5影

响斑马鱼肝脏代谢。本研究首次构建了 smc5基因敲除的斑马

鱼模型，了解 smc5敲除对斑马鱼肝脏的影响，揭示其在基本生

命过程中的作用，为进一步研究 SMC5基因的生理功能及其在

糖脂代谢调控中的潜在机制奠定实验基础。
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