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一、中文摘要
  心臟是一個非常重要的器官，在國人
新生兒中，先天性心臟病的病例便超過了
0.8%。在胚胎發育的過程中心臟是很早發
育、行使功能的器官，同時也很容易觀察。
較早的脊椎動物研究多以老鼠為材料，但
是胎生的老鼠在研究的過程中往往受到相
當多的限制。然而近幾年斑馬魚 (Danio 
renio) 逐漸成為脊椎動物研究的一個模式
系統，因此我們希望以斑馬魚建立起一個
研究心血管系統發育的模式動物，設計一
個三年度的研究計畫，本計畫具有以下的
目的﹕(1) 研究斑馬魚胚胎時期控制心血
管系統發育的基因功能﹔(2) 研究人類控
制心血管系統發育的基因功能﹔(3) 探討
先天性心臟病病例中這些基因的表達情
形﹔(4) 研究控制心臟發育的機轉。在第
一、二年的工作首先選殖斑馬魚控制胚胎
心血管系統發育的基因 zGATA-4，DNA
序列分析以及 in situ hybridization 顯示該
基因含 DNA-binding domain 以及在心臟
與消化道表達；第三年則將繼續分析其生
理功能，以及調節該基因表達的機轉，我
們針對 GATA-4 transcriptional factor 的特
性 ， 構 築  gain- or loss- of-function 
constructs，在細胞內大量表達，分析其細
胞生理、型態以及分化發育的變化，希望
可以藉以初步解開控制心血管系統發育的
分子機轉。

關鍵詞：心血管系統，斑馬魚，胚胎發育，
GATA-4

二、英文摘要
  Heart is an important organ.  In 
Taiwan, more than 0.8% of neonates have 
genetic defects in heart.  Heart develops and 
functions early  during embryogenesis and 
is also readily to observe.  Earlier vertebrate 

studies focused mainly on mouse, however, 
there were many limitations.  In recent 
years, zebrafish (Danio renio) became a 
model system of vertebrate.  We attempt to 
investigate the utility of the zebrafish as a 
vertebrate genetic organism that is 
particularly suited to screening for mutations 
that perturb the developing 
cardiovasculature.  The object of this 
project are following: (1) to study genes 
controlling development of  zebrafish 
cardiovascular system; (2) to study genes 
controlling development of human 
cardiovascular system; (3) to investigate the 
relationship between the expression of these 
genes and genetic heart defects; (4) to 
elucidate the mechanisms controlling 
development of cardiovascular system.  In 
the first two years, we have isolated a 
GATA-4-like cDNA from zebrafish.   DNA 
sequence analysis and in situ hybridization 
revealed that it contains a DNA-binding 
domain and is expressed in heart and gut.  
In the third year, functional studies will be 
performed.  Gain- or loss- of-function 
constructs are used to transform cells to 
analyze the changes of the physiology, 
phenotype or differentiation.  The major 
aim of this project is to elucidate the 
molecular mechanism controlling the 
development of vertebrate cardiovascular 
system.

Keywords：cardiovascular system, Danio 
renio, embryogenesis, GATA-4

二、緣由與目的
  器官的形成是一個非常複雜的過程。
儘管自受精卵到完整胚胎各個階段的發育
形態都已經相當清楚，可是細胞之間的互
動、控制細胞分化的基因表達與作用機轉
卻還了解地不多。多細胞動物在發育的階
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段中，個別的細胞受到外來環境的影響與
cell lineage 的訊息而決定其分化的狀態，
形成迥然不同的結構。例如染色體 (尤其
是第 13、18 與 21 對) 數目的異常會造
成先天性畸形；母親年齡大於  35 歲以
後，胎兒患有唐氏症的機會也大幅上升
等。但是這些外在環境與細胞本身的訊息
物質如何控制細胞的分化與器官的形成大
多仍屬未知。

  由於動物界中胚胎的發育過程都非常
相似，而且基因的表達也具有很高的保留
度。因此脊椎動物的研究多以無脊椎動物
為範本 (Fishman and Stainier, 1994)。控制
脊椎動物發育的基因研究早期主要依賴與
果蠅突變基因具有同源性的基因的篩選與
鑑 定  (Granato and Nusslein-Volhard, 
1996)。然而，這種研究方法只能針對無脊
椎動物與脊椎動物間共通的特性，並無法
分析脊椎動物所特有的部分，例如 neural 
crest 的發育，以及在器官形成或運動方面
的差異。脊椎動物所特有的發育形態上的
基因篩選鑑定的工作於是就必須在脊椎動
物中尋找一個適合的模式動物，參照果蠅
的研究程序，尋找控制脊椎動物發育的基
因。

  較早脊椎動物的研究主要用蟾蜍和老
鼠作為對象。這幾年斑馬魚 (Danio rerio) 
漸漸受到重視。斑馬魚由 Streisinger 等人
(1981) 引用為脊椎動物遺傳研究的系統
後，由於斑馬魚的發育極為迅速，受精卵
在 12 小時內便可看出脊椎動物的雛型，
24 小時內已可觀察到心臟的搏動，兩天後
孵化﹔斑馬魚胚胎從 pre-gastrula、gastrula 
到器官形成各個時期的發育形態都很清楚
(Kimmel et al., 1995)，對突變性狀的鑑定奠
定了紮實的基礎。斑馬魚的突變誘導也很
簡單 (Mullins et al., 1994)，利用迦瑪射線
照射或突變劑 N-ethyl-N-nitrosourea，都可
進行大規模的突變篩選，至今已經篩選到
1,500 種以上突變株、已知約有 400 多個
基因參與控制發育過程 (Grunwald et al., 
1988; Granato and Nusslein-Volhard, 1996; 
Stainier et al., 1996; )。由於以上的種種優

點，使得斑馬魚已是目前研究脊椎動物發
育的最佳模式動物之一。

  心臟同時是研究胚胎發育很理想的器
官﹕心臟的結構相當簡單，主要由兩層
epithelial tubes 所組成，內層的 endocardial 
tube 與外層的 myocardial tube﹔心臟在胚
胎發育的早期便已形成，也是最早行使功
能的器官﹔而且心臟極易觀察，其位置、
結構或功能的異常均可藉視覺或聽覺加以
辨別。

  根據衛生署的統計資料，在民國七十
九年間，臺灣地區先天性異常疾病分別位
居新生兒及嬰兒死亡原因的第二及第一
位，而在活產兒中先天性體表異常佔了
1.69%，而重型先天性缺陷兒的比例更高達
3 至 4%，其中大多屬於遺傳性疾病，先
天性心臟病的病例便超過了 0.8%。

  我們為了要深入研究先天性心臟缺陷
發生的原因，目前計劃建立以斑馬魚為模
式系統，篩選斑馬魚中與其他動物心血管
發育相關的同源基因，並對其分子結構與
基因功能加以分析，研究胚胎時期心血管
系統的發育以及調控此發育過程的分子機
轉。可應用由斑馬魚所獲得的知識，探討
各個基因的生理功能以及其與先天性心臟
病之間的關聯性，期望可以找出人類先天
性心臟病的成因。除了病理上的應用之
外，將來這些基因也可能發展為產前診斷
的檢查項目之一，篩檢患有先天性心臟病
的胎兒，減少個人、家庭與社會的負擔。

  目前我們已篩選到一個斑馬魚類似
transcription factor GATA-4 cDNA。其核
酸序列包含一完整的 open reading frame，
由此推得的 coding region 可 encode 一
352 個胺基酸的 polypeptide，其中包含 8 
個 cysteine residues，具有zinc finger構型，
為 DNA-binding domain。並且也以其為探
針，對斑馬魚的胚胎進行 whole mount in 
situ hybridization，結果顯示該基因只在心
臟與消化管表達。繼續將分析其生理功
能，我們針對 GATA-4 transcriptional factor 
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的特性，構築  gain- or loss- of-function 
constructs：以強力驅動子啟動 GATA-4 的
表達；或利用 Max interacting protein (MXI)
抑 制 致 癌 基 因  c-MYC 引 發
carcinogenesis 的原理  (Schreiber-Agus , 
1995; Roa, 1996) ， 設 計 一  dominant 
negative GATA-4，在細胞內大量表達，以
分析其細胞生理、型態以及分化發育的變
化，希望可以藉以初步解開控制心血管系
統發育的分子機轉。

三、結果與討論
由於 GATA transcription factors 具有

相當多的 loci，已知目前有  6 個
families。為了避免干擾其他 GATA 基因
的功能，而分析 GATA-4 專一的生理功
能，我們利用另一種策略，得到 dominant 
negative GATA-4：使用 MXI 抑制致癌基
因  c-MYC 引發 carcinogenesis 的原理
(見圖一)。在細胞中，MXI 與 c-MYC 均
可以與 MAD 結合為 heterodimer，而
MXI 的  N 端 與 一  transcriptional 
repressor 具有很高的親和力。當 MAD 與
c-MYC 結合時，會導致下游的致癌基因的
表達，最終引發細胞病變；但當 MXI 與
MAD 結 合 時 ， 便 會 形 成
MAD/MXI/transcription repressor trimer，於
是無法誘導下游致癌基因的表達。跟據
MXI 的 DNA 序列，我們設計了二個引
子：
5`-ATGAATTCATGGAGCGGGTGCGGATGATCAACG-3`
5`-TTAATATTAGCCGGGGGCTCGGCATGGAGGG-3`
對 人 類 白 血 球  RNA 進 行  reverse 
transcription (RT)-PCR 得 到 一 段 126 
nucleotides 的片段 (圖一A)，經由在 gene 
bank 中比對，得知該片段為 MXI N 端的
部分序列 (圖一B)。

將所選殖的 MXI N 端片段接到
zGATAT-4 之前，得到  super-repressor 
GATA-4 (SRGATA-4)，在 MXI N 端之前
並加讓 EcoR I 序列，以利後續構築工
作，序列如圖二。繼續將 zGATA-4 (全長，
FL；C 端 70 amino acid residues，C70) 與
SRGATA-4 三個  DNA constructs 接至

pGEX-4T 表現載體 (Amersham Pharmacia 
Biotech, Piscataway, NJ) 的  glutathione 
S-transferase (GST) 之 後 ， 再 送 入
Escherichia coli XL-1 blue，藉 IPTG 大量
誘導三種融合蛋白質 (GST-FLGATA-4、
GST-C70GATA-4、GST-SRGATA-4) 在 E. 
coli 細胞中大量表達 (見圖三)。抽取細菌
蛋白質時，分可溶性蛋白質  (soluble 
fraction) 及 不 溶 性 蛋 白 質  (insoluble 
fraction) 兩個部分，除了 GST-C70GATA-4
存 在 可 溶 性 蛋 白 質 部 分 之 外 ，
GST-FLGATA-4 及 GST-SRGATA-4 均存
在於不溶性蛋白質部分。表示 GATA-4 蛋
白質在 E. coli 細胞大量表達時，可能存在
於 inclusion body 中。將來在改變表現載
體、誘導條件或蛋白質抽取技術之後，希
望能分離出具有活性的三種融合蛋白質。
除了可以製備抗體之外、也可以把這些融
合 蛋 白 質 送 入 動 物 細 胞  ( 包 括
myocardium、endocardium 或者 embyronic 
stem cell) 中，直接觀察這些細胞在獲得大
量表達的全長 GATA-4 或 SRGATA-4，其
生理、型態以及分化發育的變化。所構築
的  DNA constructs 並可用來  transform
動物細胞，以確定 GATA-4 在心臟的分化
發育與細胞存活中所扮演的生理功能。

目前我們已篩選到一個斑馬魚類似
GATA-4 transcription factor cDNA，分析其
DNA 序列可知該基因具有  zinc finger 
DNA-binding domain，並且也能以其為探
針，對斑馬魚的胚胎進行 whole mount in 
situ hybridization，證明該基因在胚胎時期
只會在心臟和消化道表達。除了在細胞內
大量表達  zGATA-4之外，我們並利用
MXI 的  N 端序列會與  corepressor 結
合，抑制誘導 transcription 的特性，構築
一 dominant negative zGATA-4，希望藉由
gain- 或 loss- of-function 的研究，分析
GATA-4 在心肌細胞的生長分化與存活的
機轉。此外，也希望篩選一些與人類遺傳
性心臟疾病相似的斑馬魚突變體，進一步
研究該基因在心臟發育過程中所扮掩的角
色。
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A

B
 M  E  R  V  R  M  I  N  V  Q  R  L  L  E  A  A  E  F  L  E
ATGGAGCGGGTGCGGATGATCAACGTGCAGCGTCTGCTGGAGGCTGCCGAGTTTTTGGAG 60

hMxi1 atggagcgggtgaagatgatcaacgtgcagcgtctgctggaggctgccgagtttttggag
mMxi1 atggagcgggtgcggatgatcaacgtgcagcgcctgctggaggccgccgagtttttggag
rMxi1 atggagcgggtgaagatgatcaacgtgcagcccatgctggaggccgcggagtttttggag

 R  R  E  R  E  C  E  H  G  Y  A  S  S  F  P  S  M  P  S  P
CGCCGGGAGCGAGAGTGTGAACATGGCTACGCCTCTTCATTCCCCTCCATGCCGAGCCCC 120

hMxi1 cgccgggagcgagagtgtgaacatggctacgcctcttcattcccgtccatgccgagcccc
mMxi1 cgcagggagcgagagtgtgaacatggctacgcctcatcgttcccctccatgccgagcccc
rMxi1 cgcagggagcgagagtgtgaacatggctacgcttcatcattcccctccatgccgagcccc

 R  L
CGGCTA 126

hMxi1 cgactg
mMxi1 cggcta
rMxi1 cggcta

圖一：經由人類白血球 RNA 進行 (RT)-PCR 得到 MXI N 端片段。A, PCR 所複製的
DNA 經轉殖至載體後的電泳圖。B, DNA 序列經定序後與 gene bank 比對結
果 ， hMxi1 (accession number XM_045326), mMxi1 (NM_005962), rMxi1 
(NM_013160) 分別代表人、mouse 及 rat 的 Mxi1 基因。序列上方為由 DNA
所推測的胺基酸序列。
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(見成果報告9001.ppt)

圖二：MXI N 端片段與全長 zGATAT-4 相接得到融合蛋白質 super-repressor GATA-4 
(SRGATA-4)。最前方加入一 EcoR I 序列 (以底線標示)，以便後續構築；MXI N
端序列以粗體表示。
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圖三：斑馬魚 GATA-4 三種 DNA constructs (GST-FLGATA-4、GST-C70GATA-4、
GST-SRGATA-4) 送入 Escherichia coli XL-1 blue，藉 IPTG 大量誘導其表達。
GST-C70GATA-4 (C70) 存在於可溶性蛋白質部分，而GST-FLGATA-4 (FL) 及
GST-SRGATA-4 (SR) 則只存在於不溶性蛋白質部分。箭頭 (arrow head) 標示為
glutathione S-transferase，箭號 (arrows) 標示為三種融合蛋白質。
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