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摘要

作为一种极为精确且功能较多的基因组操作工具，成簇的规律间隔短回文重复序列（CRISPR）及其相关
蛋白9（Cas9）有望被用于鱼类性状的改变。为了减少转基因渗入的风险并有效地控制其繁殖，研究人员
对斑点叉尾鮰的抗病能力和生殖调控进行了研究，以降低转基因动物逃逸对生态环境带来的潜在风险。
利用CRISPR/Cas9介导系统，通过双链DNA（dsDNA）和单链寡脱氧核苷酸（ssODN）辅助的两个递送系
统，我们成功地将扬子鳄（Alligator sinensis）的 cathelicidin 基因（As-Cath）整合到斑点叉尾鮰（Ictalurus 
punctatus）的黄体生成素（lh）基因座中。本研究使用 ssODN 策略，实现了较高的基因敲入（KI）效率
（22.38%, 64/286）并显著地降低了脱靶事件的发生率。同时，采用 dsDNA作为供体模板，实现了理想的
靶点敲入（10.80%, 23/213）。As-Cath的靶向敲入在建立 lh敲除（LH−_As-Cath+）斑点叉尾鮰品系中发挥
了重要作用。与野生型（WT）同胞鱼相比，该品系表现出更强的抗病能力和显著降低的繁殖能力。此外，
通过施用人绒毛膜促性腺激素（HCG）联合促黄体生成激素释放激素类似物（LHRHa）可以有效恢复该转
基因鱼系的繁殖能力。综上，我们用cathelicidin转基因替换了 lh基因，然后进行激素治疗，实现了对抗病
转基因斑点叉尾鮰的繁殖能力的可控调节，在环境安全性方面具有明显优势。该策略不仅有效地提升了
产品在消费端的市场价值，而且有效阻断了转基因渗入自然环境，在水产养殖遗传改良领域提供了一种
具有实用前景的繁育控制新路径。
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1. 引言

随着科学的进步和发展，生物技术的创新让粮食的产

量和质量不断提高，也让动物和人类的生存福利得到改

善。成簇的规律间隔短回文重复序列（CRISPR）及其相

关蛋白9（Cas9）作为基因组工程的原型，为转基因和育

种提供了新的可能性。当它诱导双链断裂时，会触发两种

DNA修复机制——非同源末端连接（NHEJ）和同源定向

修复（HDR）——来发挥作用[1]。这两种机制目前均被

应用于水产养殖，在改善遗传育种的过程中用来改良对消

费者有利的性状。NHEJ用于敲除（KO）或破坏功能基

因，而HDR则用于精确敲入（KI）相关的外源基因，从
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而改善目标性状。

近年来，出现了各种 CRISPR/Cas9 系统，以通过

HDR途径来提高KI的靶向编辑效率。在模式动物中，人

们已经观察到使用单链寡脱氧核苷酸（ssODN）作为修复

模板的成功案例，它可以插入小的DNA片段[2‒4]。Yo‐

shimi等[5] 通过将两个 80 bp的 ssODN与CRISPR/Cas9系

统联合使用，成功扩展了 ssODN介导策略在更大范围序

列基因敲入中的应用，在大鼠受精卵中实现了约 10%的

整合率[5]。之后，利用 CRISPR/Cas9-ssODNs 介导的 KI

系统，在绵羊受精卵上实现了 10.96%的KI率[6]。然而，

当 ssODN被用作斑马鱼（Danio rerio）的修复模板时，发

生修复错误的概率就变得更高[7]。另外，修饰的供体质

粒具有同源臂（HAs），两侧是两个单导向（sgRNA）靶

向序列，可提供高位点特异性KI率[8‒9]，这种HA介导

的 KI 已被证实适用于斑马鱼和青鳉鱼（Oryzias latipes）

[9‒10]。从理论上讲，直接提供由靶向位点的5'-和3'-端衍

生的两个HAs组成的线性双链DNA（dsDNA），而忽略环

状DNA和dsDNA供体之间稳定性的差异，将提高基因敲

入效率。除了供体类型以外，使用适当浓度的CRISPR/

Cas9 系统组件，可以减少脱靶事件和降低胚胎死亡率，

从而对KI产生重要且积极的影响。在这方面，递送系统

和成分剂量的正确选择有望在非模式鱼类中实现高效的基

因整合。

转基因和CRISPR/Cas9介导的基因组编辑技术改变了

水产养殖的育种方式，产生了转基因AquAdvantage鲑鱼

[11‒12]、基因编辑虎河豚和红海鲷[13]等商业产品。虽然

NHEJ主要用于控制那些消费者所关注的性状（如生长、

着色和繁殖等），但基于HDR的KI可有效提高omega-3脂

肪酸含量和抗病性[14‒16]。然而，通过HDR途径整合外

源基因引发了人们对低KI效率和基因渗入的担忧，后者

直接影响到消费者对转基因鱼的接受和认可度[17]。为解

决这一问题，研究人员通过NHEJ介导的基因破坏方式让

转基因鱼类失去繁殖能力，以此来减少其对环境的影响

[17‒19]。例如，黄体生成素（LH或 lh）基因通过结合受

体来调节配子的产生，包括精子发生与卵母细胞的成熟及

排放[20‒21]。缺乏 lh基因的雌性斑马鱼是不能繁育的，

而突变的雄性斑马鱼则具有生育能力，这表明 lh基因能促

进鱼卵母细胞成熟并触发排卵[22]。此外，斑点叉尾鮰

（Ictalurus punctatus）的 lh基因的功能缺失可导致雄性与

雌性个体均表现为不育[23]。

暴发大规模疾病的风险无法完全避免，因此需要进一

步对疾病控制的方法进行改良。抗菌肽（AMP）是一类

可以替代抗生素的多肽，在多类物种抵御微生物入侵的第

一道防线中发挥作用，能够有效减少抗生素的残留[24‒

25]。几十年来，包括天蚕素、铁调素、毒鱼豆素、肾上

腺素-1、溶菌酶和乳铁蛋白在内的抗菌肽基因（AMG）

及编码基因都分别被作为转基因和饲料补充剂使用，以此

来提高各种水生动物的抗病性[14,26]。Cathelicidins是一

个特别重要的AMP家族，它们具有共同的 cathelin样结构

域[27]，表现出广谱抗菌和免疫调节活性[28]。近期研究

表明，扬子鳄的cathelicidin基因在体内和体外均能抑制鱼

类病原体的入侵[29‒31]。因此，将AMG整合到基因组的

DNA 中，在建立新型抗病鱼类品系中具有广阔的应用

前景。

具有AMGs的转基因鱼为有效解决疾病问题提供了更

多有价值的选择。然而，需要注意的是，我们还要防止野

生种群出现繁殖逃逸。假设像 lh这样负责配子发生和妊娠

的生殖基因可以在DNA水平上被敲除，并用 cathelicidin

基因进行替代，从而繁育出具有高度抗病性的“不育鱼”。

而这些基因编辑不育鱼可以通过帮助人工鱼产卵的激素疗

法暂时恢复生育能力，从而繁育出与环境兼容的抗病鱼

系。本项研究使用了两种CRISPR/Cas9递送系统（HA和

ssODN介导的KI）将扬子鳄的As-Cath基因插入到斑点叉

尾鮰的 lh基因座，用于开发可逆转的不育品系和抗病品

系。我们比较了不同系统的KI效率、孵化率和鱼苗存活

率，通过激素治疗恢复了As-Cath整合的初代不育鱼种P1

的生育能力。此外，还对新鱼种P1及其子代F1个体的细

菌耐药性进行了进一步评估。

2. 材料与方法

2.1. 伦理审批

实验中关于动物的护理和使用遵循了专家培训课程适

用指南。实验方案已获得奥本大学动物护理和使用委员会

（AU-IACUC；方案审查编号：2021-4003）的批准。所有

鱼类研究均按照国际实验动物评估和认可委员会

（AAALAC）制定的程序和标准进行。

2.2. 基因插入的靶位点

我们选择了 lh基因作为整合靶位点，该基因普遍存在

于卵巢卵泡膜细胞中，在性腺发育过程中辅助卵母细胞成

熟和排卵[22]。基于斑点叉尾鮰的基因组[32]，sgRNA的

目标位点位于外显子2的中间（图1）。插入的基因片段来

源于扬子鳄 cathelicidin 基因的编码序列（CDS）（As-

Cath，GeneBank号为XM_006037211.3）[29]。
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2.3. 供体DNA、sgRNA以及CRISPR/Cas9系统的设计

将dsDNA或 ssODN用作供体模板，可以通过HDR对

基因靶向KI进行工程设计。在当前的研究中，我们采用

两个CRISPR/Cas9介导系统在 lh基因座上对As-Cath片段

实施靶向KI。对于第一个系统，将As-Cath基因的CDS克

隆到 pUC57_mini 载体的 EcoRV 酶消化位点中，以创建

ssODN1_As-Cath_ssODN2 构建体作为质粒供体。两种

sgRNA（sgRNA1和 sgRNA2）作为“剪刀”，分别用于切

割 lh基因和使质粒供体线性化。两个短的 ssODN用于连

接两个切割位点的末端，标记为双命中双寡核苷酸

（2H2OP）系统[图 1（a）]。ssODN1长度为 80 bp，其中

上游40 bp来源于 lh基因外显子2的一部分，其余40 bp与

pUC57_mini 主链同源。 ssODN2 的上游 40 bp 来自于

pUC57_mini主链，而下游的 40 bp来自于 lh基因外显子 2

的一部分。通过构建As-Cath CDS序列产生双链DNA供

体，该序列的两侧有两个长300 bp的同源臂（HA），这些

HA源自斑点叉尾鮰的 lh基因，位于插入DNA的两侧；我

们将第二个构建体标记为HA1_As-Cath_HA2。具体来说，

HA1（左同源臂）的163 bp来自于外显子2的上游，136 bp

与内含子1相同，1 bp源自外显子1。HA2（右同源臂）包

含了来自外显子 2下游的 21个 bp、来自内含子 2的 85个

bp和来自外显子 3上游的 194个 bp（附录A）。此时，我

们使用了一个 sgRNA（sgRNA1）来切割斑点叉尾鮰基因

组DNA中的 lh位点，并提供了一个线性dsDNA作为供体

模板，该系统被标记为 dsDNA [图 1（b）]。在这两种构

建体中，As-Cath 基因的表达都是由斑马鱼泛素（UBI）

启动子驱动的[33]。线性 dsDNA、环状质粒和 ssODN则

是由 Genewiz（Azenta Life Sciences, USA）合成。

通过CRISPR在线设计工具（CRISPR Guide RNA De‐

sign Tool, Benching†），筛选出靶向斑点叉尾鮰的 lh基因和

供体质粒的 sgRNA。通过基本局部比对搜索工具将候选

sgRNA序列与斑点叉尾鮰的全基因组进行比较，以避免

脱靶位点的切割。使用在线工具Cas OFFinder‡排除了潜

在脱靶位点[34]，最终得到 lh位点的 sgRNA1和供体质粒

的 sgRNA2。根据说明书，使用 Maxiscript T7 试剂盒

（Thermo Fisher Scientific, USA）体外获得 sgRNA，并用

RNA Clean and Concentrator 试剂盒（Zymo Research）纯

化 sgRNA。同时，分别用 Nanodrop 2000 分光光度计

（Thermo Fisher Scientific, USA）和 2%琼脂糖凝胶[1 ×三

硼酸 EDTA（TBE）缓冲液]检测 sgRNA 的浓度和质量。

将合成的 sgRNA稀释至约300 ng∙μL−1的浓度，分装于聚

合酶链反应（PCR）管中（每管 2 μL），于−80 ℃条件下

保存备用。Cas9蛋白粉购于PNA BIO股份有限公司（美

国），用 DNase/RNase-free 水稀释至 50 ng∙μL−1的浓度，

于−20 ℃条件下保存备用。本研究使用的 sgRNA和通用

引物列于附录A中表S1。每个KI体系均设置两种不同剂

量的供体 DNA 模板和两个对照组，分别为 50 ng∙μL−1、

100 ng∙μL−1、假注射对照组（iCT，只注射 10% 酚红溶

液）和非注射对照组（nCT，不注射）。

2.4. 转基因鱼的繁育和饲养

根据Elaswad等[35]提供的指南，斑点叉尾鮰的雌性

和雄性都可以进行人工繁殖。略微不同的是我们选择了体

重超过 1.5 kg 的个体进行产卵。雌性用 150~200 ppm

（1 ppm = 1 mg∙L−1）甲磺酸三卡因（MS222; Hardover, 

USA）进行麻醉，植入75 μg∙kg−1的促黄体生成激素释放

激素类似物（LHRHa）以诱导其排卵。然后在直径为

20 cm、涂有油脂的产卵盘中轻轻挤取卵子。用 300 ppm 

MS222对成年雄性鱼实施安乐死后收集其精巢，并进行

冲洗、称重后压碎；精子用 0.9% 生理盐水（g∶ v = 

1∶10）配制。将2 mL精子溶液加入到约300个鱼卵中并

轻轻混合。混合1 min后，在卵中加入足够的池水以激活

精子，然后将精子与卵的混合物轻轻旋转30 s。随后继续

加入池水，将受精卵保持在盘中保持单层分布，胚胎硬化

15 min后进行显微注射。

用于 KI 显微注射的 CRISPR/Cas9 系统由 Cas9 蛋白、

sgRNA和供体模板以2∶1∶1的比例进行组合，并加入酚

红成分被用作为指示剂。对于 ssODN1_As-Cath_ssODN2

构建体（2H2OP系统），将8 μL Cas9 蛋白（50 ng∙μL−1）、

2 μL sgRNA1/sgRNA2（300 ng∙μL−1）、2 μL 供体质粒

（50 ng ∙ μL−1 和 100 ng ∙ μL−1）、 2 μL ssODN1/ssODN2

（50 ng∙μL−1和 100 ng∙μL−1）和2 μL酚红溶液混合进行显

微注射。对于HA1_As-Cath_HA2构建体（dsDNA体系)，

将 4 μL Cas9 蛋 白 （50 ng ∙ μL−1）、 2 μL sgRNA1

（300 ng ∙ μL−1）、 2 μL 供 体 dsDNA （50 ng ∙ μL−1 和

100 ng∙μL−1）、2 μL酚红和10 μL无酶水进行混合，总体

积为20 μL。对于每种CRISPR/Cas9系统的混合溶液，首

先将Cas9蛋白和 sgRNA混合，并在冰上孵育 10 min，然

后加入供体模板。对于 iCT组，我们仅仅只注射用 0.9%

生理盐水稀释的酚红溶液。如前所述[36]，将每种处理后

的混合溶液分别显微注射到单细胞期胚胎中。将每 6 μL

的混合物注入外径为 1.0 mm的硼硅玻璃毛细管中，用垂

† https://zlab.bio/guide-design-resources.

‡ http://www.rgenome.net/cas-offinder/.

293



直拉针器（David Kopf Instruments, USA）将其注射到600

个胚胎中。本实验共注射 1000个胚胎，将它们分成五个

随机重复的处理组；每个对照组还设有200个胚胎，包含

三个重复。所有胚胎均来自同一对亲本，并于其受精 90 

min后终止显微注射。

所有注射胚胎和对照胚胎在显微注射后立即转移到用

于胚胎孵化的10 L容器中，其中每个容器装有7 L的Holt‐

freter 溶 液 （59 mmol NaCl、 2.4 mmol NaHCO3、

1.67 mmol MgSO4、 0.76 mmol CaCl2 和 0.67 mmol KCl）

[37]和 10~12 ppm多西环素的。将所有孵化容器均置于同

一流水孵化槽内，在孵化槽上游放置加热器，确保水温保

持在 26~28 ℃；通过连续供氧将溶解氧水平维持在大于

5 ppm。每天要更换 2次Holtfreter溶液，孵化期间每天收

集并记录死亡胚胎/鱼苗的情况，并对其进行分析。将孵

化出的鱼苗转移到不含多西环素的Holtfreter溶液中，每

天用活的丰年虫投喂4次。在孵化容器中培养1周后，将

所有鱼苗分别放入一个 60 L的水族箱中（每箱 120条），

在循环系统水中生长。随着鱼体生长，要根据鱼嘴的大小

图1. 基于KI斑点叉尾鮰 lh基因座上的扬子鳄抗菌肽（As-Cath）进行转基因的两个CRISPR/Cas9 的介导系统。（a）As-Cath KI通过2H2OP系统插入物

特异性区域的示意图，由 lh位点的 ssODNs辅助，记为 ssODN1_As-Cath_ssODN2构建体。用黄色条带表示 lh基因外显子的结构，黑色三角形表示

sgRNAs靶向位点，矩形框表示靶序列。原间隔区相邻基序（PAM）用绿色进行标注。图示了引物组，呈现了使用PCR扩增测试As-Cath转基因的 lh
突变、ssODN1/ssODN2连接、UBI启动子区和插入特异性区的策略。（b）As-Cath KI通过dsDNA系统的示意图，表示为HA1_As-Cath_HA2供体。引

物显示了测试HA连接、UBI启动子区和As-Cath转基因区的策略。HA：同源臂；UBI：泛素；PA：聚（A）尾。
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调整饲料颗粒的大小。具体做法是每天用Purina AquaMax

粉状饲料（50%粗蛋白、17%粗脂肪、3%粗纤维和 12%

灰分）饲喂鱼缸中的鱼苗 4次，持续喂食 2个月。然后，

再用 Aquaxcel WW Fish Starter 4512（45% 粗蛋白、12%

粗脂肪、3%粗纤维和1%磷）投喂，每天2次，持续喂养

2个月。幼鱼每天饲喂一次WW 4010过渡饲料（40%粗蛋

白、10%粗脂肪、4%粗纤维和1%磷）[15]。所有鱼均饱

食投喂。

2.5. 基因整合分析和突变检测

经过 4个月的培养，将所有幼鱼（20~40 g）进行标

记（Biomark, USA），以区分每个个体。然后将经过不同

方式处理的鱼混合，随机分散到两个密度相同（每缸

120条鱼）的圆形水箱中（水箱容积为1200 L，装有800 L

水），对鱼每月生长的情况比较。同时，从被麻醉的鱼的

身上取下腹鳍和触须进行DNA提取和基因型鉴定。在该

阶段，每日给所有鱼投喂 1次WW 4010过渡饲料，以确

保其处于饱腹的状态。对于这两个构建体，分别采用不同

的基因分型策略。其中 ssODN1_As-Cath_ssODN2构建体，

使用引物Cath1-F/R（正向和反向）来扩增As-Cath的CDS

区域，以确保基因能够插入，通过引物Prom1-F/R扩增启

动子区域。在连接部分，则使用引物 ssODN1-F/R 和

ssODN2-F/R扩增 ssODN1和 ssODN2区域以确定其是否为

靶向插入。对于HA1_As-Cath_HA2构建体，分别使用引

物Cath2-F/R和Prom2-F/R检测As-Cath和启动子区域。其

次，通过引物 HA1-F/R 和 HA2-F/R 扩增左侧 HA 和右侧

HA连接。可通过在线软件 Primer3Plus †进行查询，详细

结果见附录A中表S2。此外，PCR反应在10 μL体系中进

行，PCR 产物通过 1.0% 琼脂糖凝胶电泳（1 ×三乙酸 - 

EDTA（TAE）缓冲液）进行观察。每个区域对应长度的

亮带表示靶向阳性（LH−_As-Cath+）。同时，假使我们可

以确定一些个体已经插入了As-Cath转基因，但无法检测

到连接区域（HA-或 ssODN-区域），则可将其鉴定为潜在

的脱靶阳性（LH+_As-Cath+）。

我们选择了 60个LH+_As-Cath+鱼类个体进行 lh突变

测试。在本文中，根据 Elaswad 等[35]使用 Expand High 

FidelityPLUS PCR系统（Roche Diagnostics, USA）在 20 μL

体积系统中进行的PCR实验，两种构建体均使用了LH-F/

R引物。根据相关说明[38]，通过 surveyor突变检测试剂

盒（IDT, USA）进行了 surveyor突变检测分析，以nCT组

的基因组DNA作为阴性对照。用1 × TBE缓冲液在2%琼

脂糖凝胶中电泳1 h，并与野生型（WT）样品进行比较。

2.6. DNA测序

对于整合的As-Cath、启动子和连接序列，在 50 μL

体积体系中对阳性样品进行PCR扩增。然后根据制造商

的说明，使用QIAquick PCR产物纯化试剂盒（QIAGEN, 

Germany）纯化 PCR产物。测序前，所有纯化的DNA样

品均使用Nanodrop进行定量和鉴定，并使用1.0%琼脂糖

凝胶进行电泳。利用引物 Cath1-F/Cath2-F 和 Prom1-F/

Prom-2F 分 别 对 HA1_As-Cath_HA2 和 ssODN1_As-

Cath_ssODN2构建体的 As-Cath和启动子区域进行测序；

分别用引物 HA1-F/HA2-F 和 ssODN1-F/ssODN2-F 对这两

个构建体的连接区域进行测序。

对于 lh突变，我们使用TOPO TA克隆试剂盒（Invit‐

rogen, USA）对假定突变个体的PCR产物进行了克隆，并

按照使用说明稍作修改。简而言之，我们使用引物LH-F/

R 对先前通过 surveyor 测定鉴定出的每个突变个体进行

PCR扩增，为下一个克隆步骤做准备。此外，使用相同的

引物和程序对 nCT组的三个WT提取DNA，将其混合成

一个样品并克隆，作为WT对照用于测序。如前所述[35]，

克隆后，我们将含有PCR产物的 pCRTM4-TOPO载体转化

至One Shot TOP10 ElectrocompTM大肠杆菌（E. coli）（In‐

vitrogen, USA）中。然后随机选取 15个单菌落进行菌落

PCR，利用LH-F引物对 lh突变体样本进行测序。

2.7. 嵌合性和转基因表达的测定

随机选取5条12个月龄的靶向阳性鱼和5条假注射对

照鱼并进行安乐死处理。取皮肤、肝脏、肾脏、脾脏、血

液、肠道、鳃、胃、鳍、须、肌肉、眼睛、大脑、性腺等

14个组织，置于 1.5 mL的试管中，并立即转移到液氮中

用于后续的DNA和RNA提取。采用PCR和实时定量PCR

（qRT-PCR）检测 As-Cath 基因的潜在嵌合性和 mRNA 水

平。使用TRIzol试剂（Thermo Fisher Scientific, USA）从各

种组织中分离总RNA，按照制造商的说明，使用 iScript™ 

试剂盒（Bio-Rad, USA）反转录为cDNA。

根据说明书，在 C1000 热循环仪上使用 SsoFast™ 

EvaGreen Supermix 试剂盒（Bio-Rad, USA）进行 qRT-

PCR。将 cDNA 产物的浓度稀释至 250 ng∙μL−1，并在

10μL PCR 反应体积中使用 1 μL 模板。以 18S rRNA 的

mRNA水平作为内参，参照Coogan等[39]制定了详细的

qRT-PCR 程序。用于 qRT-PCR 的引物 （Cath_RT-F 和

Cath_RT-R）的详细参数列于附录A中表S2。使用CFX软

件（1.6版，Bio-Rad）采集原始交叉点（Ct）值。转基因

鱼的靶基因 18S rRNA基因与非转基因鱼的靶基因表达水

† http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi.
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平转化为倍数差异。使用公式2(-ΔΔCT)对每个样品进行三次

重复的分析，将所有非转基因同胞的零表达设置为 1×以

进行比较。

2.8. 亲本KI鱼的繁殖评价与恢复

将所有 P1鱼放入位于奥本大学鱼类遗传学中心里的

一个面积为400 m2的土池塘中，以供其加速生长和成熟。

当上述鱼群长至两岁时，部分P1鱼有望达到性成熟[40]。

为评估 2岁鱼龄的KI初代鱼的繁殖水平，通常会选择靶

向阳性（LH−_As-Cath+）、脱靶阳性（LH+_As-Cath+）和

野生型鱼样本分别进行三轮交配实验。首先，将三对野生

型鱼样本、六对LH−_As-Cath+和四对LH+_As-Cath+成熟亲

本随机放置在13个产卵池（60 cm × 45 cm × 30 cm）中进

行两周的自然产卵，以此来评估各基因类型的产卵能力，

并收集可产卵亲本的受精卵。然后，用 50 μg ∙ kg−1 

LHRHa 植入物和 1600 IU ∙ kg−1 人绒毛膜促性腺激素

（HCG）对未产卵组的雄性进行预处理，再进行为期一周

的观察，以确定LH−_As-Cath+雌性是否具有生育能力。在

此之后，我们又另行选取了六对LH−_As-Cath+鱼，来评估

激素治疗的效果。试验设定三种剂量的HCG和LHRHa联

合植入物（1200 IU ∙ kg−1 HCG + 50 μg ∙ kg−1 LHRHa、

1600 IU∙kg−1 HCG + 50 μg∙kg−1 LHRHa 和 2000 IU∙kg−1 

HCG + 50 μg∙kg−1 LHRHa）和注射0.85% NaCl的对照组。

此外，每个基因型收集30 g的卵块，重复3次，以此来计

算繁殖力[以卵数∙kg−1体重（BW）表示]。最后，将卵块

转移到容器中，测定孵化率和鱼苗的存活率。在整个实验

过程中，鱼可自由摄食。

2.9. F1鱼代及基因型分析

将所有鱼苗按照不同的基因类型分别放入 60 L培养

箱中。养殖4个月后，除对照组外，从其余60个基因类型

的F1个体中收集鱼鳍条和触须提取DNA。F1代培养和基

因分型程序与上述相同。

2.10. 黄杆菌（F. covae）和爱德华氏菌（E. ictaluri）攻毒实验

将基因编辑后的斑点叉尾鮰放置于奥本大学的鱼类遗

传学实验室（经AU-IACUC批准），在温室内的60 L水族

箱里进行培养。为了确定其对病原体的抵抗能力，P1和F1

鱼都要进行F. covae和E. ictaluri的病原菌感染试验。

2.10.1. F. covae实验

将体重为(150.62 ± 4.24) g（平均值±标准误差）的健

康P1鱼种，包括四种基因型（每种基因型选取15尾），即

LH−_As-Cath+、LH+_As-Cath+、阴性LH+_As-Cath−（未插

入As-Cath和 lh突变的阴性鱼）和野生型鱼，混合养于一

个孵化槽中适应五天，然后将其转移到用作攻毒实验室的

1800 L水池中，在细菌感染前再适应24 h。最后，将所有

的鱼随机/均等分配到两个60 L的桶中（盛有30 L的水）。

简言之，在改良的谢氏琼脂（MSA）上复活的F.covae分

离菌（菌株ALG-00-530）被接种到容量为12 mL的改良版

谢氏肉汤（MSB）中，在50 mL的无菌瓶中混合培养，并

在150 r∙min−1、28 °C的摇床培养箱中生长12 h。然后将这

些培养物在500 mL烧瓶中扩增成200 mL的培养物（添加

5 mL菌种），再培养12 h。接着，将光密度（OD）调整为

OD540 ＝ 0.731；然后，进行涂布板稀释以确定最终接种物

的浓度。每种接种物取100 μL进行稀释，一式两份涂布在

MSA琼脂平板上，于28 °C下孵育48 h，以此来定量接种

物的浓度。制备好后，将两个装有325 mL接种物（4.55 × 

108 CFU∙mL−1）的烧瓶分别立即加入两个容量为60 L装有

鱼苗的桶中。在 28 °C 的温度下将鱼静态浸泡于水桶中

1.5 h（浸入剂量：2.46 × 106 CFU∙mL−1），之后，将所有的

鱼轻轻地移回总容量为1800 L，装有1000 L水的水池中，

并让恢复水流。同时，使用模拟感染对照组，将另外的

40条鱼放入30 L的饲养水中，用无菌MSB（325 mL）代

替细菌培养1.5 h。在F1幼鱼 [(3.15 ± 0.24) g]攻毒实验中，

选取 LH−_As-Cath+、LH+ _As-Cath+、LH+ _As-Cath−和 WT 

4个家系（每个家系 45条），每个家系随机分为 3个重复

组，每组15条。为F1代以相同的攻毒程序接种菌株，剂量

为 4.75 × 108 CFU ∙ mL−1 （ 浸 液 剂 量 为 2.57 × 

106 CFU∙mL−1）。

2.10.2. E. ictaluri实验

为了实施E. ictaluri攻毒实验，本研究准备了60尾包

括上述四种基因型在内的P1鱼[(142.62 ± 3.72) g]。E. ictal‐

uri（菌株 S97-773）由美国农业部水生动物健康研究所

（USDA-ARS, Aquatic Animal Health Research Unit）提供，

该菌株的活化及攻毒程序的详细流程则是参考 Simora等

[30]的方法，并做适当调整。简言之，即将 1 mL冷冻甘

油保存的E. ictaluri原液接种到20 mL的脑-心浸萃液体培

养基（BHIB; Hardy Diagnostics）中，在恒温 26 ° C 和

180 r∙min−1的摇床中，持续培育24 h。然后在相同条件下

将细菌再次接种于 1 L的BHIB中，在相同的条件下再培

养 24 h，直到吸光值为OD600对应的细胞密度达到约 1 × 

108 CFU∙mL−1。将所有的 P1个体随即转移到一个 1800 L

的水池中进行实验。在感染开始之前，把水量降至100 L。

然后加入 1 L含有 3.20 × 108 CFU∙mL−1的 E. ictaluri悬浮

液，最终浸泡剂量为3.20 × 106 CFU‧mL−1。将鱼在该条件
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下静态浸泡2 h，同时保持曝气量大于5 ppm，随后恢复进

水。此时，除感染组之外，一个包含了30条鱼的对照组只

接 受 无 菌 BHIB 的 作 为 模 拟 攻 毒 组 。 关 于 F1 鱼

(54.27 ± 1.49) g的攻毒实验，选择的是包含60条鱼在内的

四种基因型，并采用与P1相同的攻毒菌株和方法，攻毒菌

液浓度为 2.80 × 108 CFU ∙mL−1 （浸液剂量为 2.80 × 

106 CFU∙mL−1）。

在实验的前 72 h，我们每 4 h检查一次死亡率，之后

每天检查三次。对于接受攻毒测试的鱼均连续监测十天，

以确认细菌的外部感染症状，并通过从肾脏和肝脏中分离

出的细菌生长情况来确定其死亡原因。此外，还要及时记

录和收集不同时间点个体死亡的情况。

2.11. 统计分析

采用单因素方差分析（ANOVA）/Tukey多重比较检

验分析法对鱼类的产卵率、孵化率、繁殖力、鱼苗存活率

和生长数据进行分析，用来检测和处理不同鱼类之间的平

均差异。为了比较不同组的KI效率，实验中采用单因素

方差分析/多因素比较和比值比（OR）（附录A中表S3）。

攻毒实验的存活曲线采用 Kaplan-Meier 图和 log-rank

（Mantel-Cox）检验确定。所有统计分析均通过GraphPad 

Prism 9.4.1（GraphPad Software, LLC）完成。用未配对的

Student双样本 t检验，分析转基因和非转基因鱼之间的基

因表达。统计显著性P < 0.05为差异有统计学意义，所有

数据均以平均数±标准差（SEM）表示。

3. 结果

3.1. 将As-Cath基因的KI靶向整合到 lh位点

2H2OP和dsDNA系统均能诱导As-Cath整合斑点叉尾

鮰品系且整合率较高，但 2H2OP系统具有明显的脱靶效

应[图2（a）和（b），附录A中图S1至图S4]。具体来说，

即含有 50 ng∙μL−1供体（2H2OP50）的 2H2OP体系的KI

效率最高，为 27.61%（37/134）；其次是 2H2OP100 组

（17.76%, 27/152）、dsDNA50组（12.21%, 26/213）和dsD‐

NA100 组（10.25%, 25/244）（附录 A 中表 S4）。尽管

2H2OP50 组能够引入最高的 KI 效率（P < 0.01） [图 3

（a）]，2H2OP体系或供体 50 ng∙μL−1的KI效率显著高于

dsDNA 方法（P = 0.0001）或供体 100 ng ∙ μL−1 （P = 

0.00469） [图 3（b）~（c）]，但与其他处理方式相比，

50 ng∙μL−1 供体的 dsDNA 显示出最高的 KI 中靶效率

（10.80%, 23/213）（P < 0.01）[图 3（d）]。相比之下，在

2H2OP系统中仅观察到 1例KI中靶例子，明显低于 dsD‐

NA（P < 0.0001）[图3（e）]。尽管不同剂量的供体对总

KI效率有显著影响，但结果表明，这种差异在KI中靶上

其实并不突出（P = 0.3577）[图3（f）]。

根据OR可以看出，2H2OP系统和低剂量体系往往具

有更高的总整合率，分别是 dsDNA（2H2OP vs dsDNA, 

OR = 2.30）和高剂量体系（50 ng∙μL−1 vs 100 ng∙μL−1, 

OR = 1.47）的数倍。尽管如此，dsDNA在靶上集成方面

显示出显著优势，其效率是2H2OP系统的20多倍（OR = 

26.70）（附录A中表S3）。综上所述，研究表明在本研究

条件下，采用 dsDNA系统并配合 50 ng∙μL−1的供体剂量

产生了最高的靶向KI效率。

此外，还应关注到那些未整合As-Cath的鱼，因为我

们在检测中只检测到了发生 lh突变的个体。具体来说，即

在 surveyor 突变实验中， 2H2OP50、 2H2OP100、 dsD‐

NA50 和 dsDNA100 组分别有 5.56%（3/54）、6.67%（4/

60）、3.33%（2/60）和 3.33%（2/30）的鱼类缺乏 lh（附

录A中表 S4）；2H2OP100组的 4个 lh突变个体中存在 2、

2、1和3种类型的突变（附录A中图S5）。

3.2. 剂量和CRISPR/Cas9系统的影响

不同的供体剂量和CRISPR/Cas9介导的系统会对鱼类

胚胎产生毒性，从而降低孵化率和鱼苗存活率。尽管与

iCT组相比，这四个CRISPR/Cas9介导注射组的孵化率没

有产生显著性的差异（P = 0.1630），但孵化率明显低于

nCT 组（P < 0.01） [图 3（g）]。此外，不同供体剂量

（50 ng∙μL−1 与 100 ng∙μL−1）（P = 0.1080）或 CRISPR/

Cas9介导的系统（2H2OP与 dsDNA）（P = 0.0796）发生

的胚胎致死率是一致的，并且是显著高于nCT组[图3（h）

~（i）]的。在鱼苗的存活率方面，各组鱼苗成活率均在

90% 以上 [P = 0.0747；图 3 （j）]， CRISPR/Cas9 系统

[2H2OP 与 dsDNA， P = 0.9975； 图 3 （k）] 和 剂 量

[50 ng∙μL−1与100 ng∙μL−1，P = 0.9995；图3（l）]没有产

生显著影响。

3.3. 嵌合性与As-Cath表达

采用PCR和qRT-PCR检测As-Cath基因在靶向阳性鱼

不同组织中的表达情况。结果显示，五条LH−_As-Cath+鱼

中有三条在所有 14个样本组织（皮肤、肝脏、肾脏、脾

脏、血液、肠道、鳃、胃、鳍、须、肌肉、眼睛、大脑和

性腺）中表达了As-Cath [图4（a）和（b）]，但其中一条

在 11个组织中表达（须、肌肉和鳃未表达），另一条在八

个组织（皮肤、肝脏、血液、肠道、鳃、须、肌肉和性腺）

中表达（附录A中图S6），表明在靶向阳性个体中存在嵌
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合性。通过分析发现，即使没有受到致病性的感染，3个

靶向阳性个体也能检测到As-Cath的表达。最高的3个部位

分别是肾脏（28.91倍）、皮肤（24.30倍）和鳃（8.45倍），

其次是肌肉（7.43倍）、脾脏（6.05倍）和须（4.81倍）。然

而，与其他组织相比，眼睛（1.33 倍）、肠道（1.59 倍）

和鳍（1.61倍）的表达最低[图4（c）]。

此外，与野生型个体相比，1岁时LH−_As-Cath+雌性

性腺 lh mRNA 水平下调（P = 0.0016），而雄性性腺 lh 

mRNA水平并无显著差异（P = 0.5817）[图 4（d）]。体

内的LH水平通常由雌激素和睾酮等性激素的反馈机制调

图 2. 对携带 As-Cath 转基因的转基因阳性斑点叉尾鮰的检测。（a）PCR 扩增物的 TAE 琼脂糖凝胶显示使用 2H2OP 方法脱靶检测 ssODN1_As-
Cath_ssODN2构建物，测序结果显示了启动子区（Prom-As-CATH, 519 bp）和As-Cath区（As-CATH-PolyA, 591 bp）的情况；（b）PCR扩增子的TAE
琼脂糖凝胶显示，采用dsDNA方法对HA1_As-Cath_HA2构建体的靶向阳性检测情况。通过测序结果确定了靶基因区（Prom-As-CATH，542 bp和As-
CATH-PolyA，597 bp）和连接区（HA1，573 bp和HA2，598 bp）。凝胶图像顶部的数字表示的是鱼的样本编号。N道：以水为模板的阴性对照；W
道：野生型对照（nCT）；P道：阳性（质粒或dsDNA供体）对照；M道：DNA标记（1 kb）。500 bp和650 bp的条带用黑色三角形突出显示；50 ng∙
μL−1和100 ng∙μL−1显示了不同剂量的供体，质粒或dsDNA。
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节。雌性通常具有较高的雌激素水平，这会影响到LH的

分泌。对于这些激素反馈回路的任何破坏都可能会对雌性

的LH mRNA水平产生更为显著的影响。

3.4. 生殖不育与生殖恢复

进行了三轮次的交配实验后，已经能够证明完全控制

斑点叉尾鮰的繁殖是具有可行性的[图5（a）]。研究结果

显示，在第一次为期2周的自然交配中，分别有三对野生

型（100%，7927个卵∙kg−1 BW）和两对LH+_As-Cath+鱼

（50%，8952个卵∙kg−1 BW）产卵，但在LH−_As-Cath+对

中未观察到产卵（0%）的情况。与 LH−_As-Cath+相比，

WT和LH+_As-Cath+鱼在自然配对条件下具有更高的产卵

能力（P = 0.0148 和 P = 0.1743）。此外，与 WT 对相比，

LH+_As-Cath+鱼在繁殖能力方面没有展现出明显的差异

（P = 0.2143）[图5（b）]。

此外，对雄性鱼进行为期一周的激素启动处理

（50 μg∙kg−1 LHRHa + 1600 IU∙kg−1 HCG），并未诱导LH−

_As-Cath+雌性进行产卵，这表明缺失 lh基因的雌性鱼卵

母细胞成熟和排卵过程被阻断。然而，研究结果表明，当

雄性和雌性都进行激素启动时，LHRHa和HCG的组合能

有效地诱导 LH−_As-Cath+雌性进行产卵。更具体地说，

1200 IU∙kg−1、1600 IU∙kg−1 HCG联合 50 μg∙kg−1 LHRHa

组中分别有2条、2条和1条雌性鱼在注射激素24~48 h后

产 卵 ， 产 卵 量 分 别 为 6213 个 卵 ∙ kg−1 BW、

图3. 不同CRISPR/Cas9介导系统对KI效率、孵化率和鱼苗存活率的影响。（a）不同CRISPR/Cas9介导系统和剂量组合的KI总效率。（b）、（c）不同

系统或供体剂量的KI总效率的比较；（d）不同CRISPR/Cas9介导系统和剂量组合的靶向KI效率；（e）、（f）不同系统或剂量的KI靶效率的比较。（g）
不同CRISPR/Cas9介导系统和剂量组合对孵化率的影响；（h）、（i）不同系统或剂量的孵化率的比较；（j）不同CRISPR/Cas9介导系统和剂量组合对鱼

苗存活的影响；（k）、（l）不同系统或剂量下鱼苗的成活率比较。2H2OP（50/100）：CRISPR/Cas9介导系统与 ssODN1_As-Cath_ssODN2构建体偶联

（pUC57_mini质粒和 ssODN供体为 50/100 ng∙μL−1）；dsDNA（50/100）：CRISPR/Cas9介导的系统与HA1_As-Cath_HA2供体偶联（dsDNA供体为 50/
100 ng∙μL−1）。* P < 0.05；** P < 0.01；*** P < 0.001；**** P < 0.0001；ns：不显著，通过非配对Student t检验或单因素方差分析。
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5514个卵∙kg−1 BW和 3778个卵∙kg−1 BW。与 0.85% NaCl

注射液相比，三种处理均极显著提高了产卵量（P < 

0.0001）。随着激素用量的增加，繁殖力下降，但三者间

的差异并不明显（P = 0.0731）。然而，当采用 1200 IU∙
kg−1（P = 0.2627）或 1600 IU∙kg−1（P = 0.1983）HCG和

50 μg∙kg−1 LHRHa时，繁殖力就能恢复到正常水平[图 5

（c）]。与WT和其他激素治疗组相比，2000 IU∙kg−1 HCG

组的繁殖力（3778个卵∙kg−1 BW，P = 0.0494）和孵化率

（18.01%, P = 0.0476）[图 5（d）]明显降低。尽管不同的

激素处理对繁殖力和孵化率会产生不同的影响，但它们对

于早期鱼苗的存活并没有影响（P = 0.1018）[图5（e）]。

3.5. F1基因分型以及P1和F1的生长比较

如上所述，三轮交配实验产生了三个野生型、两个

LH+_As-Cath+和五个LH−_As-Cath+家系。然而，经过基因

型分析，确定只有一个LH+_As-Cath+家系[F1后代的整合

率为33.33%（10/30）]和两个LH−_As-Cath+家系[家系1的

F1后代的整合率为 40%（12/30），家系 2的F1后代整合率

为 46.67%（14/30）]，在 F1代中可检测到 As-Cath 基因。

这些结果进一步证实了P1初代中存在嵌合现象。

为了进一步确定 lh破坏和As-Cath整合对鱼类生长的

多效性影响，我们分别比较了P1初代和F1后代随着时间

推移所产生的体重变化。生长数据表明，前九个月，P1代

的LH−_As-Cath+个体在生长方面没有表现出明显优势。尽

管如此，与其他基因型（25 g）相比，P1 LH−_As-Cath+鱼

依旧表现出最大的增重（36.35 g）。此外，经过 3个月的

培养，LH−_As-Cath+的F1代生长速度已经显著加快（P = 

0.0222）（附录A中表S5）。

3.6. 增强对鱼类病原体的抵抗力

根据临床症状、肝脏和肾脏的细菌培养情况，死掉的

鱼被确诊为细菌感染（F. covae或E. ictaluri）。与在 P1代

和F1代的攻毒实验中发现的野生型/阴性个体相比，整合

As-Cath的鱼对细菌的抗性增强。根据F. covae攻毒观察，

大多数感染的野生型鱼表现出明显的临床症状：脊柱前

凸、鳍糜烂、身体皮肤变黄。然而，一些As-Cath转基因

鱼只表现出诸如鳍磨损等轻微的临床症状，在感染后还能

幸存下来。两种类型对照（WT和LH+_As-Cath−），P1代

（13.33%与 20%, P = 0.8682）和F1代（26.67%与 40%, P = 

0.8955）的存活率并没有出现明显差异。然而，与野生型

图4. 嵌合体检测和LH−_As-Cath+斑点叉尾鮰系中扬子鳄 cathelicidin基因（As-Cath）的表达。（a）PCR扩增显示了一种代表性LH−_As-Cath+鱼的转基

因，它在鱼的14个身体组织中都存在；（b）琼脂糖凝胶电泳显示As-Cath基因在P1转基因斑点叉尾鮰不同组织中的表达。（c）通过RT-PCR分析不同

组织中As-Cath基因的相对表达；（d）LH−_As-Cath+雄性和雌性性腺 lh基因的相对表达量。采用18S rRNA作为内参，对照组基因表达量设为1.0，数据

显示为相对于对照组的平均倍数变化（平均值±标准误差，n = 3）。表达水平根据同胞野生型鱼类的相应组织来进行校准，每个基因型使用三个个体。

M道：DNA标记（1 kb）；P道：阳性（质粒或 dsDNA供体）对照；N道：阴性（水）对照；W道：野生型对照（nCT）；* P < 0.05；** P < 0.01；
*** P < 0.001；**** P < 0.0001；ns：不显著，通过非配对 t检验或单因素方差进行分析）。
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组相比，LH−_As-Cath+和LH+_As-Cath+鱼在感染F. covae

后的存活率明显提高（LH−_As-Cath+与野生型：73.33%

与 13.33%，P = 0.0016；LH+_As-Cath+与野生型：66.67%

与 13.333%， P = 0.0014）和 F1 后代（LH− _As-Cath+ 与

WT： 86.67% 与 26.67%， P = 0.0010； LH+ _As-Cath+ 与

WT：73.33%与 26.67%，P = 0.0127）。此外，As-Cath基

因的靶位插入与非靶位阳性相比，对F. covae的抗病性得

到提高，两代中不存在统计学上的差异（P1为 73.33%对

66.67%， P = 0.7726， F1 为 86.67% 与 73.33%， P = 

0.3613）。此外，我们的研究结果表明，F1后代比它的P1

亲本更能抵御F. covae入侵和影响[第6（a）和（b）]。

在死亡的斑点叉尾鮰中可以观察到典型的“头部穿

孔”，同时伴有腹水积聚，出血和突出眼等临床体征。然

而，一些转基因As-Cath鱼虽然也出现皮肤溃疡和腹部肿

胀，但在感染后存活下来。在 P1 代（LH−_As-Cath+与

WT： 73.33% 与 33.33%， P = 0.0125； LH+ _As-Cath+ 与

WT：60%与33.33%；P = 0.0427）和F1代（LH−_As-Cath+

与 WT： 66.67% 与 40%， P = 0.0558； LH+ _As-Cath+ 与

WT：73.33%与 40%；P = 0.0350）中也观察到鱼类对 E. 

ictaluri 的抗病性得到了加强，与 F. covae 的攻毒结果相

似。总体来说，与WT鱼相比，As-Cath的个体存活率显

著提高（P1为66.67%对33.33%，P = 0.0381；F1为70%对

40%，P = 0.0335）。然而，LH−_As-Cath+和LH+_As-Cath+

鱼却没有表现出明显的差异（P1为 73.33% 对 60%，P = 

0.4566；F1 为 66.67% 对 73.33%，P = 0.6851） [图 6（c）

和（d）]。

4. 讨论

与之前专注于改善期望性状的基因编辑方式不同，本

项研究统筹考虑了减少转基因鱼类对生态系统和遗传生物

多样性的潜在影响的方法。具体来说，通过使用CRISPR/

Cas9介导的基因编辑技术成功地将AMG整合到生殖相关

位点中。本文确定了一种适合斑点叉尾鮰的KI系统，以

增强鱼类的抗病性和繁殖控制，以此来减少水产养殖过程

中对抗生素和抗寄生药物的依赖。HA 介导的 CRISPR/

图5. As-Cath斑点叉尾鮰的繁殖测定和恢复。（a）设计三轮繁殖实验。P1初代涉及3种基因型：WT、LH−_As-Cath+和LH+_As-Cath+。第一轮：每种基

因型随机设置3对、6对和4对，分别在13个水箱中重复配对，不进行激素处理，观察两周。第二轮：移出繁殖对，用50 μg∙kg−1 LHRHa和1600 IU∙
kg−1 HCG对未进行交配的雄性进行预处理，以确定LH−_As-Cath+雌性的繁殖，观察一周。第三轮：12对LH−_As-Cath+鱼进行补充和重新配对，并使

用三种剂量的LHRHa和HCG治疗一周。共有四个处理程序，每组重复三次。（b）LH−_As-Cath+鱼在自然交配过程中的产卵能力检测。（c）~（e）不

同激素处理对P1代的繁殖力和孵化能力以及F1代的鱼苗存活存在潜在的影响。* P < 0.05；** P < 0.01；ns：不显著，通过非配对 t检验或单因素方差进

行分析。
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Cas9 系统显示出高整合率、低脱靶率和低毒性。此外，

繁殖过程被证实是完全可控的，通过激素治疗就能在新的

鱼系中得到恢复。总体而言，在 lh位点插入cathelicidin转

基因以增强其对传染病的抵抗力和生殖限制，从而提高消

费者所注重的品质，促进转基因鱼类的环境友好性，似乎

是有希望的。

当CRISPR/Cas9介导的KI系统被用于非模型动物的

胚胎时，出现了一些障碍。在基因组编辑的历史上，最初

的CRISPR/Cas9系统是基于哺乳动物细胞或模型动物的胚

胎提出的。当该系统从模型动物迁移运用到非模型动物

时，则存在一些不确定性，如胚胎大小、发育期和对

Cas9蛋白的敏感性等，研究人员必须在开始新物种的基

因组编辑时优化到一个合适的系统。Yoshimi等[5]证明，

当使用短的 ssODN模板时，ssODN介导的末端连接方法

在大鼠体内诱导出 17.6%（3/17）的高整合率。相反，最

近的研究表明，ssODN介导的KI可以在绵羊中诱导出很

高比例（17.8%）的 indel突变[41]。在目前的研究中，我

们使用由 ssODNs和HA辅助的CRISPR/Cas9系统在 lh位

点上创建出As-Cath基因的靶向KI。尽管在 ssODN介导的

系统中检测到 22.38%（64/286）的KI效率，但它在斑点

叉尾鮰中引发了极高的脱靶概率（> 90%）。我们的实验

的结果与斑马鱼的研究结果一致，这些研究结果表明，当

采用不同长度的模板时，会发生错误的 ssODN整合[7]。

这些研究表明，在鱼类模型中，ssODN介导的KI效率在

很大程度上依赖于 ssODN模板[42]的选择，在使用 ssODN

创建KI模型时需要谨慎。

与 ssODN介导的KI相比，HA辅助的KI可以在不同

同源序列的人细胞中实现20%~30%的HDR介导率[9,43]。

此外，Simora等[44]发现，HA介导的CRISPR/Cas9系统

提供了线性 dsDNA供体，在斑点叉尾鮰基因组的非编码

区显示出 29%的总整合率，远远高于该项研究的平均水

平[29%对 11.16%（51/457）]。由此可得，这种整合率的

差异源于不同的样本量、靶区的未知功能（非编码与 lh基

因座）、sgRNA和HA的效率以及不可预测的遗传相互作

用等因素。研究的样本量越大，得出的结论就越可靠。这

些发现表明，HA介导系统在斑点叉尾鮰品系中比 ssODN

更有效。HDR诱导的CRISPR/Cas9的KI效率一直处于较

低的水平，在细胞系和模型动物中[5,7,9]均是如此。幸运

的是，新的CRISPR/Cas介导的技术正在不断发展。例如，

CRISPR/Cas12i介导系统在人类T细胞中具有高突变率的

多重基因组编辑中显示出良好的前景[45]。此外，使用同

源性独立靶向整合（HITI）载体，Kelly等[46]建立了用于

插入大型 DNA 供体的 CRISPR/Cas9-HITI 系统，在人类

293T细胞中具有 36%的高整合效率。最近，一项新的研

图6. As-Cath斑点叉尾鮰对抗两种鱼类细菌病原体的Kaplan-Meier生存曲线图。（a）、（b）受到不同基因型幼虫的侵染后，P1代和F1代的存活率曲线；

（c）、（d）P1和F1代分别感染E. ictaluri后呈现的存活曲线。通过 log-rank（Mantel-Cox）检验生存率比较，确定非注射鱼；LH+_As-Cath−：阴性鱼线

（无 lh突变和插入As-Cath的注射鱼）；LH−_As-Cath+：在目标阳性鱼上（在 lh位点检测到As-Cath插入）；LH+_As-Cath+：脱靶阳性鱼（检测到As-Cath
插入，但不在 lh基因点）的不同情况。
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究表明，使用单链DNA退火蛋白（SSAP）和催化失活的

dCas9（dCas-SSAP）系统，可以在哺乳动物的细胞中整

合长序列基因，具有很高的靶向 KI 效率（约为 20%）

[47]。这些新的工具或系统有望从模型动物应用到非模型

动物，并有效提高基因组的编辑效率。

尽管我们使用公认的软件预测并避免了可能的脱靶事

件，但实际的整合结果显示，实验中依旧存在脱靶的现

象。这主要是由于计算机无法准确评估动物体内真正的脱

靶位点[48‒49]。此外，动物体内实验中脱靶事件的发生

频率高于体外细胞实验[50]。大量文献表明，观察到的意

外突变/插入是CRISPR/Cas9系统应用中的一个主要问题，

可能会混淆对研究结果的解释[49,51‒52]。然而，尽管一

些报道声称，在小鼠和鱼类中没有发现基因型或表型的可

检测不良突变/插入[44,53‒54]，但还是需要关注以下几个

潜在问题：①可能观察到未改变的表型，因为脱靶切割可

能发生在非编码区[55]；②研究人员倾向于关注有意插入

的P1初代基因，而不是那些可能存在脱靶突变的基因[56‒

57]；③大多数使用动物模型的研究都没有使用全基因组

方法来检测脱靶病例，这可能会隐藏一些不常见的脱靶编

辑位点[50]。在同样的情况下，除了 lh突变，我们没有对

所有脱靶的个体进行彻底的检测，主要是因为彻底检测既

耗时又昂贵。尽管如此，这并不妨碍我们保留那些未分析

的脱靶个体，因为最终将以全基因组和无偏差的方式对它

们进行基因分型。

从本文中的基因表达研究中可以看出，LH对于斑点

叉尾鮰的生殖调节非常重要。LH在雌性卵母细胞的最终

成熟和排卵过程中起到了至关重要的作用，与对照组相

比，敲除 lh的雌性斑点叉尾鮰的 lh表达显著降低。相反，

在敲除了 lh 的雄性中没有观察到 lh 表达的实质性变化，

这说明 lh在雄性生殖中的作用相对较小。观察结果与在其

他物种（如斑马鱼）中进行的类似研究结果产生了共鸣

[22]。在 lhb突变雌性斑马鱼中，不育现象频繁发生，进

一步凸显了LH在雌性繁殖中的关键作用。然而，lhb突变

雌斑马鱼是可生育的，通过形态学和组织学分析观察到

lhb突变雄斑马鱼的性腺指数（GSI）降低，与对照雄斑马

鱼相比，lhb突变雌斑马鱼在精子活力和精巢结构方面没

有明显差异[22]。因此，我们的研究结果证实了 lh基因在

雌性斑点叉尾鮰卵母细胞成熟与排卵中的关键作用，而其

在雄性生育力中的作用相对较弱，但仍会导致不育。值得

注意的是，我们的数据与斑马鱼的研究结果不同，凸显了

斑点叉尾鮰中精巢的发育和基因表达并不必然意味着具有

生育能力，这与斑马鱼中观察到的模式存在显著差异，反

映出不同硬骨鱼类之间在生殖策略与遗传机制方面存在显

著多样性。

基因嵌合是长期存在的障碍。本文中，我们未能有效

地获得 100%没有嵌合的个体。本质上，CRISPR/Cas9基

因组编辑生物体的嵌合现象在基于受精卵的编辑中十分常

见，并且在小鼠[58‒59]、大鼠[57]和斑马鱼[60‒61]中都均

已经观察到，只是频率不尽相同。CRISPR/Cas9修饰的嵌

合现象会带来意想不到的后果，它阻碍了纯合子阳性后代

的产生，并且延长了纯合子产生的时间。研究人员评估了

五个靶向阳性P1初代的As-Cath转基因表达，发现其中一

个个体在性腺中没有表达。研究中，种系里出现了几个嵌

合事件，导致无法将 As-Cath 基因转移到后代身上。因

此，本文认为嵌合现象在非模型鱼中十分常见并且无法避

免。尽管早期的精子/精巢或卵/卵巢基因分型可以有效地

避免不良后代的产生，但在不牺牲亲本的情况下获取种系

DNA是具有挑战性的。然而，纯合性应该在F2和F3子代

中实现。Easi CRISPR、C-CRISPR [6]、CRISPR/Cas9 HI‐

TI [46]和 dCas9-SSAP [47]等一系列新的策略可被用于减

少嵌合动物的诱导。

无论 CRISPR/Cas9 介导的基因组编辑类型是何种情

况，显微注射都会对胚胎产生不可逆的影响。在目前的研

究中，这都是死亡率增加和孵化率下降的原因。本文通过

模拟手术和CRISPR/Cas9介导的显微注射，发现了极高的

胚胎死亡率，这表明死亡主要发生在卵黄注射阶段，而

DNA供体和试剂所带来的影响较小[44]。尽管高剂量会导

致较高的胚胎死亡率和较低的孵化率，但与野生型样本组

相比，它并没有明显降低鱼苗的存活率，这与Elaswad等

[35]的研究结果一致。这可能是因为显微注射只会对胚胎

的卵黄产生有害影响。不过，一旦受精卵被成功孵化，这

种影响就不再会影响到鱼苗。考虑到胚胎培育中不可避免

的物理致死性、脱靶效应和嵌合性，我们建议对非模型鱼

类物种进行约 3000个受精卵的显微注射，以便为后续的

验证实验提供足够的基因编辑鱼。

为了评估基因多效性效应，文中比较了靶向/脱靶的

As-Cath整合的鱼系与野生型样本种群的生长表现。研究

结果表明，在 P1初代的各个家系中，脱靶插入并没有表

现出明显的生长抑制或改善。尽管如此，初步数据显示，

在水箱中培养 3 个月后，与野生型个体相比，LH−_As-

Cath+鱼类的体重增加更显著，F1后代的生长差异也不断

得以显现。文中假设，AMP转基因应该更加健康，在某

些培养条件或生命阶段可以更快地生长。与野生型鱼相

比，在 4年的培养过程中，缺乏 cfGnRH的斑点叉尾鮰也

能正常的生长和存活[19]。然而，当 lh基因被As-Cath取

代时，则可能存在潜在的基因多效性效应。因此，携带
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As-Cath转基因的P1嵌合初代可以用来繁育F1、F2和F3纯

合子家族；然后，对LH−_As-Cath+鱼系的生长、成活率、

敏感性和鱼体性状进行比较，让LH−_As-Cath+鱼的基因强

化性能可以在未来对公众和养殖户而言变得更加透明。

由于整合效率极低，HDR介导的KI很少应用于水产

养殖，但大多数性状都是通过NHEJ介导的KO来实现的

[18]。此外，迄今为止，很少有研究证明基因突变体可以

通过KO诱导抗病鱼种[14]。相比之下，AMG的整合作为

提高鱼类对病原体抵抗力的手段是令人鼓舞的[14,17]。消

费者通常对转基因的了解相对较少，对转基因生物的态度

比基因编辑生物更加消极[62]，公众对转基因/基因编辑动

物的抵制是阻碍它们进入市场的关键因素之一。此项实验

让我们看到，cathericidin转基因的鮰不会对食品安全构成

威胁，因为①即使生吃，肠道也会消化大多数蛋白质并使

其失活；②由于烹饪使蛋白质变性，蛋白质在胃中被进一

步消化，人体吸收的是氨基酸而不是活性蛋白质；③尽管

基因序列在不同的生物中产生了变化，但人类经常消耗的

编码氨基酸却只有 20种。本着这一精神，我们向公众公

开As-Cath转基因鱼具有的潜在利益和风险，以此来提高

人们的关注度。

尽管如此，科学家和养殖户都需要充分认识到转基因

鱼类可能会对环境和生态系统造成损害[17]。通过基因组

编辑实现的生殖不育长久以来受到了专家们的广泛关注，

并为减少水产养殖中存在的环境风险问题提供了解决的思

路[62]。此外，一些有代表性的案例表明，通过敲除/破坏

繁殖的相关基因，有望在模型鱼和养殖鱼中进行繁殖控制

[23,63‒66]。最近，Qin等[19]证明了繁殖阻断斑点叉尾鮰

是不育个体，并且这种繁殖限制可以通过LHRHa的激素

治疗进行治疗修复。此项研究中，与其他激素治疗相比，

1600 IU∙kg−1 HCG剂量加上50μg∙kg−1 LHRHa能够使生殖

力恢复到最高水平；然而，这种改善与1200 IU∙kg−1 HCG

剂量的改善并没有显著的差异。值得注意的是，尽管

LHRHa在同步产卵中的作用机制已被充分证实，但其在

我们P1代转基因鱼中是否同样如野生型鱼那样必不可少，

仍有待进一步研究。

本研究构建了靶向和非靶向As-Cath转基因斑点叉尾

鮰。值得注意的是，在鱼类养殖中使用基因编辑/转基因

时，生物安全至关重要。关键的安全问题包括通过使用先

进测序的全基因组评估对脱靶效应进行全面分析。此外，

评估遗传修饰在世代稳定性方面至关重要，需要通过跟踪

后代来实现，以确保预期的变化能够持续存在，并且不会

因为非靶基因座的变化而导致意外的生理或生化后果。此

外，由于AMG转基因鱼产生AMP是其基因操作的一部

分，因此应充分研究其对宿主鱼健康的影响。这包括评估

肽是否会影响鱼类的生长、免疫系统和整体健康。如果这

些鱼将来要供人类食用，则需要进行全面的安全评估。这

将涉及评估转基因鱼类的AMP或任何其他成分是否会对

消费者的健康带来风险。同时，也应特别注意致敏性和对

人类肠道微生物组产生的影响。

5. 结论

我们建立了一个通过表达cathelicidin蛋白表达增强对

鱼类病原体的抵抗性、同时实现雌雄个体不育的斑点叉尾

鮰品系。研究表明，通过 HA 或 ssODN 介导的 CRISPR/

Cas9系统在 lh基因位点插入 cathelicidin基因是一种生产

兼具高抗病性和环境生物安全性不育的鱼类品系的有效策

略。令人鼓舞的是，在繁殖相关基因位点的进行抗菌肽基

因（AMG）的 CRISPR/Cas9 介导敲入，结合激素治疗，

可以在其他商业鱼类中推广应用，从而增加利润并降低转

基因个体逃逸所带来的环境风险。我们认为，基因组编辑

工具应该作为现有育种技术的补充，而不是取代它们。因

此，需要将基因组编辑和传统选择性育种技术相结合，最

大限度地发挥其在水产领域应用中的潜力，并加快育种过

程。总之，本研究让人们看到，使用CRISPR/Cas9工程在

斑点叉尾鮰生殖相关的基因位点插入并过表达抗病肽是具

有前景和潜力的，这将为减少水产养殖中长期存在的细菌

和疾病问题带来科学的解决方案，同时也为降低环境风险

提供了一种可行的策略。虽然繁殖能力可恢复，但与野生

型相比数量还是有所减少，因此，如何通过激素治疗进一

步恢复生育能力仍是一项重要课题，需深入研究和优进。
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