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摘要: 为研究热休克蛋白 90(heat shock protein 90, HSP90)在斑马鱼(Danio rerio)胚胎发育中的作用, 本实验采用  

2 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L 的 HSP90 抑制剂根赤壳菌素(radicicol)对斑马鱼发育期胚胎进行处理, 监测斑马鱼胚

胎不同发育时期两个 HSP90 功能抑制标志基因 BAG3 (BCL2-associated athanogene3)和 HSPB1(heat shock protein 

beta-1)的 mRNA 的表达水平, 并观察不同发育时期的胚胎发育状况。结果如下: (1)实时荧光定量 PCR 结果显示, BAG3

和 HSPB1 mRNA 水平在根赤壳菌素处理胚胎 12 hpf (hours post-fertilization, hpf) 或 24 hpf 后显著增高, Western blot

检测到 5 μmol/L 根赤壳菌素处理胚胎 24 hpf 后 HSP70 表达上调, 证明该实验条件下 HSP90 功能受到抑制; (2)根赤

壳菌素处理后斑马鱼胚胎发育变缓, 胚胎成活率统计显示: 2 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L 根赤壳菌素处理 24 hpf

胚胎成活率分别是 95%、77%、35%, 成活率随根赤壳菌素浓度的增高而降低; (3)5 μmol/L 根赤壳菌素处理 72 hpf

可见部分个体色素沉积减少、心包膜增大、肌肉萎缩等发育畸形。研究结果证明 HSP90 在斑马鱼胚胎发育过程中

发挥重要的作用, 根赤壳菌素在 5 μmol/L 时已达到较佳抑制效果且成活率较高, 而且胚胎发育出现了各种形态学

变化, 为后期研究 HSP90 调节斑马鱼胚胎发育奠定了基础。 
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热休克蛋白 90(heat shock protein 90, HSP90)

属于热休克蛋白家族中表达量比较高的一员, 它

作为分子伴侣的功能得到广泛的认可。HSP90 存

在两种亚型 HSP90α(诱导型)和 HSP90β(构成型), 

在外界环境压力作用下, HSP90α 具有明显的组织

特异性, 在不同组织中特异表达。这两种亚型与不

同的分子伴侣结合, 维护靶蛋白的稳定, 对多细胞

生物的功能调节和生长发育起到重要的作用[1–3]。

Gething 等[4]研究证明 HSP90 在促进蛋白正确折

叠、重折叠、防止变性蛋白的聚集、降解错误折

叠或凝集的蛋白、蛋白的运输和组装中起主要作

用。ATP、共分子伴侣、靶蛋白和小分子等的结

合可以影响 HSP90 的构象发生不同的变化[5−7]。

根赤壳菌素(radicicol)是一种高效特异的小分子

HSP90 抑制剂[8−10], 它通过与底物竞争性结合的

方式与 HSP90α N 端结构域的 ATP 结合位点结合, 

导致 HSP90 的构象改变, 从而抑制了 HSP90 与靶

蛋白的特异性结合[11−12]。根赤壳菌素作为公认的

HSP90 的功能抑制剂被广泛应用到生物科研中, 

曾作为抗肿瘤药物应用于临床实验[11], 为抑制斑

马鱼胚胎中 HSP90 的功能研究提供了行之有效的

方法。 

经典的生物进化理论认为, 自然的基因突变

作为进化的基础, 在自然环境下选择出适合生存

的基因型, 淘汰不利的基因变异。但在 1942 年, 

Waddington 等[13−14]提出了“canalization”学说, 他

们认为自然界同一物种中存在不同的变异基因型, 

在环境压力下适应环境生存的基因型浮现出来 , 

不能适应环境的基因型被隐藏。Rohner 等[15]用根

赤壳菌素处理墨西哥黑暗环境洞穴鱼 (Astyanax 
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mexicanus)(无眼)和地表水域洞穴鱼(有眼)的后代, 

检测到两个 HSP90 功能抑制的标志基因 BAG3 
(BCL2-associated athanogene3)和 HSPB1(heat shock 

protein beta-1)的 mRNA 水平上调, 证明 HSP90

功能被抑制, 性成熟后会出现眼眶从大到无的一

系列新表型变化。这个实验揭示了洞穴鱼进化历

程中 HSP90 在洞穴鱼眼睛发育过程中起到了重要

的作用, 提出了 HSP90 具有储存基因变异的缓冲

作用以应对环境压力, 而且可以选择出适合环境

生存基因型的功能假说。但是 HSP90 的这种储存

基因变异的缓冲机制还不是很清楚 , 仅了解到

HSP90 作为分子伴侣在帮助蛋白的折叠和促进蛋

白(激酶、转录因子和泛素连接酶)的成熟方面发

挥作用。HSP90 与这些靶蛋白以复合体的形式共

同维持生物的生存 [1620]。为进一步探讨 HSP90

是如何运作这一缓冲机制, 本研究用根赤壳菌素

抑制 HSP90 功能, 解除 HSP90 对环境压力的缓冲

作用, 还原生物的多样性表型, 为研究 HSP90 在

生物进化中的作用提供了一个新的切入点。 

斑马鱼(Danio rerio)由于繁殖周期短、产卵量

高、基因组注释信息完备、与人类基因相似度高

达 87%, 因而成为一种广泛应用于遗传学和分子

生物学的模式生物[21–23]。斑马鱼作为亚热带和热

带鱼对环境适应范围较广 , 品系较多易于区分 , 

是研究进化生物学的良好材料。为研究 HSP90 的

功能对斑马鱼胚胎发育的影响, 本实验采用根赤

壳菌素在斑马鱼胚胎期抑制 HSP90 功能的方法, 

监测了在不同浓度(2 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L), 

不同发育期(12 hpf、24 hpf)胚胎的发育状态、成

活率及形态学变化, 为以后研究 HSP90 在斑马鱼

胚胎中的功能提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  斑马鱼孵育  斑马鱼来源于实验室斑马鱼

房饲养: AB 品系; 饲养环境为恒温循环水系统; 水

环境控制: pH 6.8~7.8; 电导率: 450~550 µs; 温度: 

27~28℃; 养殖密度: 4 尾/L; 饲喂饵料为丰年虫。 

1.1.2  胚胎抑制剂处理及观察  HSP90 抑制剂根

赤壳菌素溶于二甲基亚砜(DMSO), 储存浓度为

0.25 mol/L, 选择发育状态良好的斑马鱼(5 对)产

卵后混合, 分别用终浓度为 2、5、10 μmol/L 根赤

壳菌素、DMSO (对照组)处理胚胎, 遮光处理 24 h, 

用倒置显微镜观察其形态并拍照。 

1.2  主要试剂和仪器 

1.2.1  主要试剂  根赤壳菌素(radicicol)、DMSO

和 β-actin 鼠属单克隆抗体抗购于西格玛奥德里奇

(上海)贸易有限公司; Trizol 购于英潍捷基(上海)

贸易有限公司; RT-qPCR 反转录试剂盒购于宝生

物工程(大连)有限公司; SYBR Green 购于罗氏公

司; 兔属 HSP70、HSP90 单克隆抗体和辣根过氧

化物酶标记的羊抗兔、羊抗鼠二抗购于赛信通(上

海 )生物试剂有限公司 ; Western blot 裂解液、

5×SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液和 TEMED 购于上

海碧云天生物技术有限公司; Bradford 蛋白浓度

测定试剂盒和溴化乙锭购于上海生工生物工程技

术服务有限公司; ECL 化学发光液购于伯乐生命

医学产品(上海)有限公司; 试剂均为国产分析纯。 

1.2.2  主要仪器   LightCycler 480Ⅱ(罗氏); 倒

置荧光显微镜(蔡司); NanoDrop2000[赛默飞世尔

科技(中国)有限公司]; 电泳仪[伯乐生命医学产

品(上海)有限公司]; 斑马鱼循环系统(上海海圣

生物实验设备有限公司); 电动组织研磨器[天根

生化科技(北京)有限公司]。 

1.3  实时荧光定量 PCR 检测抑制效果   

1.3.1  RNA提取  收集胚胎(n=30)放入 1.5 mL EP

管, 加入 200 μL Trizol, 用电动研磨器研磨 2 min

后, 补充Trizol至 1 mL。室温静置 5 min, 加 200 μL

氯仿, 摇匀静止 3 min, 4℃ 12000 g 离心 15 min, 

吸取上清。加入等体积异丙醇, 室温放置 10 min, 

4℃ 12000 g 离心 10 min。弃上清, 加入 1 mL 75%

乙醇摇匀, 4℃ 7500 g 离心 5 min。弃上清。风干

10 min, 加 30 μL DEPC 水溶解, 55℃温浴 10 min, 

–80℃储存。总 RNA 用 RT-qPCR 专用反转录试剂

盒合成 cDNA。 

1.3.2  引物合成与检测  为避免潜在的 DNA 污

染, 引物设计时跨至少一个内含子, 引物由上海

生工生物工程有限公司合成(表 1)。以 β-actin 为

内参, 以 cDNA 为模板, 检测对照组(DMSO)与实

验组(radicicol)的两个标志基因 BAG3 和 HSPB1
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的相对表达量, 每个样品 3 个生物学重复, 计算

方法用相对定量方法( T2 C )计算。 
 

表 1   实时荧光定量 PCR 引物 
Tab. 1  Primers for real-time quantitative PCR 

引物 primer 引物序列(5ʹ−3ʹ) primer sequence (5ʹ−3ʹ) 

HSP90-F TTCGGTGTGGGCTTTTATTC 

HSP90-R TTAATGCGCTTTTCCTCCAC 

BAG3-F AGCACACTGTCGGCCTAGAT 

BAG3-R CTAAGCTGGGATGGCAAGAC 

HSPB1-F GAAGATCAGCCTAGATGTCAATCA 

HSPB1-R AGCCGTGTTCATCCTTTCTC 

β-actin-F CTTCGAGCAGGAGATGGGAACC 

β-actin-R GATTCCATACCCAGGAAGG 

 

1.4  数据统计 

在胚胎发育 12 hpf、24 hpf 统计胚胎死亡情

况, 拍照观察胚胎形态变化。所有实验结果均进

行至少 3 次独立实验。 

2  结果与分析 

2.1  HSP90 功能抑制的检测 

有研究报道, HSP90 功能被抑制, 则 BAG3 和

HSPB1 的 mRNA 水平升高, 因此检测这 2 个基因的

mRNA 水平可以反映 HSP90 的功能抑制效果[15]。实

时荧光定量 PCR 结果显示, 与 DMSO 对照组相

比, 根赤壳菌素处理斑马鱼胚胎后 BAG3 和 HSPB1
的 mRNA 水平均有不同程度的上调,  2 μmol/L

根赤壳菌素处理胚胎在 24 hpf BAG3 mRNA 水平

显著增加(1.19±0.08)倍; 24 hpf HSPB1 mRNA 水平

显著增加(1.35±0.08)倍(图 1a); 5 μmol/L 根赤壳菌素

处理胚胎 12 hpf BAG3 mRNA 水平显著增加

(6.26±0.08)倍; 24 hpf HSPB1 mRNA 水平显著的 

 

 
 

图 1  根赤壳菌素处理斑马鱼胚胎后 HSP90 功能受到抑制的情况 

a, b, c 表示实时荧光定量 PCR 检测不同浓度的根赤壳菌素处理胚胎不同发育时期(12 hpf、24 hpf) BAG3 和 HSPB1 mRNA 水

平; d. 实时荧光定量 PCR 检测 5 μmol/L 根赤壳菌素处理胚胎在不同发育时期(12 hpf、24 hpf) HSP90 mRNA 水平; e. Western 

blot 检测 5 μmol/L 根赤壳菌素处理胚胎 24 hpf 的 HSP90 和 HSP70 蛋白表达变化. β-actin 作为内参. 以上数据来自至少 3 次生

物学重复, **代表极显著性差异(P<0.01, two-tailed t test). 
Fig. 1  The inhibition of HSP90 function after radicicol treatment 

The zebrafish embryos were treated with 2 μmol/L (a), 5 μmol/L(b), 10 μmol/L(c) radicicol, then the mRNA levels of BAG3 and 
HSPB1 were analyzed by RT-qPCR at 12 hpf and 24 hpf; d. The zebrafish embryos were treated with 5 μmol/L radicicol, then the 
mRNA levels of HSP90 were analyzed by RT-qPCR at 12 hpf and 24 hpf; e. The zebrafish embryos were treated with 5 μmol/L 

radicicol, then the protein levels of HSP90 and HSP70 at 24 hpf were analyzed by Western blot. β-actin served as a control. The data 
above were from at least three biological replicates. ** denotes extremely significant differences (two-tailed t test, P<0.01). 
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增加(3.69 ±0.08)倍(图 1b )。10 μmol/L 根赤壳菌

素处理胚胎 12 hpf, BAG3 mRNA 水平显著增加

(4.93±0.08)倍; 24 hpf HSPB1 mRNA 水平显著增

加(12.5±0.08)倍(图 1c)。由此可见, 不同浓度的根

赤壳菌素处理斑马鱼胚胎, BAG3 和 HSPB1 的

mRNA 水平均显著升高, 此结果与 Rohner 等[15]

报道结果一致 , 证明不同浓度的根赤壳菌素对

HSP90 均有不同程度的抑制效果。这些结果说明

HSP90 功能受到了抑制, 实验采用 5 μmol/L 根赤

壳菌素处理胚胎 12 hpf HSP90 mRNA 水平显著增

加(3.21±0.08)倍, 而 24 hpf 恢复到原来水平 (图

1d)。Western blot 检测 5 μmol/L 根赤壳菌素处理

胚胎 24 hpf HSP90 和 HSP70 的蛋白表达, 发现根

赤壳菌素处理胚胎 24 hpf HSP70 上调, 这些结果

也说明 HSP90 功能受到了抑制(图 1e)。 

2.2  HSP90 抑制剂对斑马鱼胚胎成活率的影响 

检测不同浓度根赤壳菌素在不同发育时期

(12 hpf、24 hpf、72 hpf)的胚胎成活率。结果显示: 

与 DMSO 对照组成活率(97±0.5)%相比, 根赤壳

菌素处理组导致胚胎成活率下降, 胚胎成活率与

根赤壳菌素的浓度呈负相关; 根赤壳菌素浓度越

高, 胚胎成活率越低。2 μmol/L 根赤壳菌素组的

成活率为(95±0.5)%; 5 μmol/L 根赤壳菌素组的成

活率为(77±0.5)%; 10 μmol/L 根赤壳菌素组的成

活率为(35±0.5)% (图 2)。 
 

 
 

图 2  不同浓度的根赤壳菌素处理对不同发育时期斑马

鱼胚胎成活率的影响 

Fig. 2  The effect of radicicol on the survival rates of zebrafish 
embryos at different developmental stages 

 

2.3  HSP90 抑制后胚胎形态学检测 

倒置相差显微镜观察, 与野生型斑马鱼胚胎

相比, DMSO 对照组、2 μmol/L 根赤壳菌素处理

组和野生型对照组发育过程没有显著的差异, 而

5 μmol/L 和 10 μmol/L 根赤壳菌素组则出现延迟

发育现象(图 3), 尤其在 24 hpf 较为明显。 
 

 
 

图 3  根赤壳菌素处理对斑马鱼胚胎发育的影响 

不同浓度的根赤壳菌素(2 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L)处

理斑马鱼胚胎, 12 hpf和 24 hpf观察斑马鱼的发育状态. 数据

来自 5 组样品: 野生型、DMSO 组、根赤壳菌素处理组(2、5、

10 μmol/L)的形态学图形. 

Fig. 3  The effect of radicicol on the development of  
zebrafish embryos 

The zebrafish embryos were treated with 2 μmol/L, 5 μmol/L, 
10 μmol/L radicicol, respectively. Development status was 

observed at 12 hpf and 24 hpf. The morphological photos above 
were from 5 groups of embryos: WT, DMSO, radicicol  

treatment group (2 μmol/L, 5 μmol/L, 10 μmol/L). 
 

2.4  HSP90 抑制导致斑马鱼形态学变化 

本实验选择抑制效果明显且成活率较高的根

赤壳菌素浓度 5 μmol/L处理斑马鱼胚胎, 在 72 hpf

时用倒置显微镜观察结果发现, 部分斑马鱼出现

异常发育表型, 分别表现为: 黑色素沉积减少 (图

4b); 尾部肌肉萎缩, 心包膜肥大现象(图 4c 黑色箭
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头所指); 整个尾部上翘与背部连在一起(图 4d 黑

色箭头所指), 对斑马鱼的形态造成了一定的影响。 
 

 
 

图 4  根赤壳菌素处理导致斑马鱼发育畸形 

a. 野生型斑马鱼在 72 hpf 的形态学图形; b、c、d 均为 5 μmol/L

根赤壳菌素处理斑马鱼 72 hpf 的形态学图形. 黑色箭头所指

是根赤壳菌素处理后不同的形态学异常. 

Fig. 4  Developmental abnormalities in zebrafishes  
treated with radicicol 

a. The morphological photos of wide type zebrafishes at 72 hpf; 
b, c, d: the morphological photos of 5 μmol/L radicicol treated 
zebrafishes at 72 hpf. Black arrows represent morphological 

abnormalities after radicicol treatment. 
 

3  讨论 

3.1  根赤壳菌素浓度的选择 

根赤壳菌素能结合 HSP90α 的 N 端结构域

ATP 结合位点, 结果诱导 HSP90 的构象由“开放”

状态变成“闭合”状态, 导致 HSP90 的 N 端结构域

和中间结构域的结合, 增加了 HSP90α 同源二聚

体和 HSP90α-HSP90β异源二聚体 2 种构象的形成, 

影响 HSP90 与靶蛋白的结合 [24−25]。为了研究

HSP90 在斑马鱼发育中的作用, 笔者采用根赤壳

菌素来抑制斑马鱼胚胎发育中 HSP90 功能的方

法。不同浓度根赤壳菌素对斑马鱼胚胎发育和成

活率的影响有很大差异, 因此选择合适的根赤壳

菌素浓度十分重要。 

本实验所采用的 3 种浓度的根赤壳菌素均可

以抑制 HSP90 功能, 经统计 3 种不同浓度根赤壳

菌素处理的斑马鱼胚胎的成活率分别为 95%   

(2 μmol/L)、77%(5 μmol/L)、35%(10 μmol/L) (图

2)。根赤壳菌素的浓度越高, 斑马鱼胚胎死亡率越

高。根据成活率统计, 5 μmol/L 的根赤壳菌素处理

的斑马鱼胚胎成活率在 75%以上, 且出现了一系

列形态学异常的表型，所以 5 μmol/L 的根赤壳菌

素为后期实验的理想选择。该浓度与 Workman[26]

的临床治疗癌症的安全浓度实验相一致。 

3.2  斑马鱼中的异常表型 

本研究发现用根赤壳菌素处理的斑马鱼胚胎

出现色素沉积减少、尾部肌肉萎缩、心包膜肥大、

背部与背鳍黏合等异常表型(图 4), 这些结果与

Yeyati 等[27]研究报道用格尔德霉素在 30%外包期

处理斑马鱼胚胎, 出现心脏移位、脊椎弯曲等现

象类似, 说明 2 种浓度的 HSP90 抑制剂均能达到

类似的结果, 证明这些异常表型的出现确实是因

为 HSP90 的功能抑制所致。 

对本实验重复 3 次, 几种异常表型交替出现

而且统计结果比例不同, 占总体的 0~3%。导致这

些表型随机性出现的原因可能为: (1)样本数量少, 

异常表型可能随机出现; (2)鱼卵的发育主要在动

物极, 实验期间鱼卵孵化采用静水孵育, 鱼卵下

沉动物极与孵育器底部接触有可能影响抑制效果; 

(3)根赤壳菌素不能直接影响亲代, 异常表型可能

出现在 F1; (4)这些异常表型的整齐度不高可能是

根赤壳菌素对 HSP90 功能抑制程度不同, 或者对

不同靶蛋白的抑制效果不同所致。 

本实验筛选出 5 μmol/L 的根赤壳菌素处理斑

马鱼胚胎导致斑马鱼出现异常表型 , 这为研究

HSP90 与脊椎动物心脏和脊椎等的发育及斑马鱼

的进化提供了良好的材料。根赤壳菌素作为

HSP90 功能的抑制剂影响斑马鱼的胚胎发育, 造

成斑马鱼胚胎形态学上的异常, 其作用原理还未

见报道, 这些表型的出现是通过哪些基因调控还

有待进一步研究。本实验为后期研究 HSP90 如何

调控斑马鱼胚胎发育奠定了基础。 
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Effect of HSP90 inhibitor radicicol on zebrafish embryonic development 

LUO Juntao, LI Yan, TAO Xiaofan, LIU Wei, NI Guojun, ZHANG Junfang, HAN Bingshe 

Key Laboratory of Aquacultural Resources and Utilization, Ministry of Education; College of Fisheries and Life Sci-
ences, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China 

Abstract: To study the role of heat shock protein 90 (HSP90) in the development of zebrafish embryos, we exam-
ined the mRNA levels of two HSP90 activity marker genes, namely bag3 (BCL2-associated athanogene 3) and 
hspb1 (heat shock protein beta-1), at different developmental stages. Furthermore, we observed the marker gene 
expression and development of zebrafish embryos at different stages after treating with 2 μmol/L, 5 μmol/L, and 
10 μmol/L of the HSP90 inhibitor radicicol. Analysis by quantitative polymerase chain reaction showed a strong 
increase in the mRNA levels of bag3 and hspb1 when zebrafish embryos were treated with radicicol at 12 or 24 
hours post-fertilization (hpf). Western blot results showed that the protein level of HSP70 was upregulated when 
zebrafish embryos were treated with 5 μmol/L radicicol at 24 hpf, indicating that the activity of HSP90 was inhib-
ited. Observations of embryonic development showed that the radicicol-treated embryos had a delayed develop-
ment and survival rates of 95%, 77%, and 35% after treatment with 2 μmol/L, 5 μmol/L, and 10 μmol/L radicicol, 
respectively. The embryos manifested some abnormalities including reduced pigmentation, an enlarged pericardial 
membrane, and muscular dystrophy after treatment with 5 μmol/L radicicol at 72 hpf. The results showed that 
HSP90 plays an important role on the development of zebrafish embryos. The radicicol concentration of 5 μmol/L 
appeared optimal, because it strongly inhibited HSP90 without decreasing the survival rate of zebrafish embryos 
below 75%. Various morphological changes appeared in the radicicol-treated embryos, laying a foundation for the 
further study of HSP90’s functions in zebrafish embryos. 
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