
20世纪 80年代，多倍体育种技术是鱼类人

工繁殖技术中的主攻方向.国内外很多实验室采

用细胞松弛素 B、热休克或静水压处理等方法获

得了四倍体鱼类，许多研究者试图通过可育的四

倍体（♂）与正常的二倍体（♀）交配产生三倍体后

代用于生产咱1暂. 但通过理化方法诱导难以获得能

够稳定遗传的四倍体种群.湖南师范大学生命科

学学院鱼类发育生物学研究室与湖南省湘阴县东

湖渔场合作，在二倍体红鲫（2N=100，♀）和二倍

体湘江野鲤（2N=100，♂）远源杂交子一代（F1）中

发现部分可育后代. F1 自交获得二倍体后代 F2.

在 F2中有部分雌、雄个体能产生二倍体卵子和二
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摘 要院 构建由青鱼 茁鄄actin基因启动子和青鱼生长激素渊GH冤基因精确拼接的野全鱼冶基因 pbcAbcGHc袁 并采
用显微注射法将 pbcAbcGHc 导入日本白鲫的受精卵中. 对照养殖结果显示 150日龄 P0代转基因日本白鲫的

平均体重是对照组 1.37倍袁 平均体长是对照组 1.07倍. 选择 30尾 P0代转基因日本白鲫袁 PCR方法检测出外
源青鱼 GH 基因在 P0代转基因日本白鲫尾鳍基因组 DNA中的整合率为 90%曰 在一尾生长速度显著的转青鱼
GH 基因日本白鲫 P0的肌肉尧肝脏两种组织中可检测到外源青鱼 GH 基因的转录. P0代转青鱼 GH 基因日本白
鲫 P0的成功获得为建立转青鱼 GH 基因日本白鲫纯系奠定了基础.
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Abstract：The“all fish”transgene （pbcAbcGHc）containing the promoter of the 茁鄄actin gene and cDNA of

growth hormone（GH）gene of black carp was microinjected into fertilized eggs of Japanese crucian carp（JCC）.

The contrast cultivation results showed that the mean body weight of the P0 of transgenic JCC of 150 days was

1.37 times of the control group. The average body length of the P0 of transgenic JCC of 150 days was 1.07 times of

the control group. 30 transgenic JCC of 150 days were chosen for tail fin genomic DNA isolation and subse-

quently PCR detection. The ratio of the exogenous transplant gene integrating in the genome of the JCC tail fin is

90%. The transcription of exogenous black carp GH gene could be detected in the total RNA of the muscle and

liver from one JCC with outstanding growth rate. The P0 of transgenic Japanese crucian carp with higher growth

rate had been successfully developed，which made the solid foundation for the establishment of the pure line of

the transgenic JCC.
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倍体精子，这两种二倍体配子受精能形成四倍体

个体 F3. 将 F3 中两性可育的雌雄四倍体

（4N=200）自交产生 F4四倍体群体，该群体已连

续传代形成了一个染色体数目为 4N=200的群体

（F3鄄F18）———即异源四倍体鲫鲤；采用该异源四倍

体鲫鲤精子与二倍体日本白鲫卵子受精得到三倍

体湘云鲫（3N=150）咱2袁 3暂.湘云鲫具有生长速度快、
完全不育、肉质好等特点，已在全国多个省区大

规模推广养殖咱4暂.由于湘云鲫是一种完全不育的三
倍体鱼，它的繁殖全依赖于亲本鱼，因此本工作

组期望通过改良日本白鲫并将之同异源四倍体鲫

鲤杂交获得生长速度等经济性状更好的三倍体湘

云鲫品系.如果通过采用传统的鱼类杂交选育种、

倍性育种、性控技术育种以及细胞工程育种技术

来提高养殖鱼类产量难以克服育种周期长和优良

性状遗传不稳定等问题咱5暂，因此鱼类育种学家们
希望找到能定向培育具有特定优良性状，且该优

良性状能够稳定遗传的鱼类新品系的方法和技

术.自 20世纪 70年代以来，基因克隆和重组技

术的诞生和飞速发展，为定向改变动物性状提供

了理论和技术基础. 1982年，美国科学家 Palmiter

等成功研制出转基因“超级鼠”咱6暂，以及 1985年世

界首例转基因鱼在我国研制成功咱7暂，标志着动物
转基因技术从理论阶段向实践阶段转变.近年来，

鱼类基因转移研究得到普遍开展，诸如汪亚平等

研制出具有显著快速生长效应的转“草鱼”生长激

素基因鲤鱼咱8暂.我们构建了含有青鱼 茁鄄actin基因
和青鱼 GH 基因精确拼接的“全鱼”基因 pb原
cAbcGHc，并通过显微注射将“全鱼”基因 pb原
cAbcGHc 导入日本白鲫鱼受精卵，获得了具有一
定生长优势的 P0代转青鱼 GH 基因日本白鲫.与

此同时本工作组也成功研制出 P0 代转青鱼 GH
基因异源四倍体鲫鲤. P0代转青鱼 GH 基因日本
白鲫的培育成功，为转青鱼 GH 基因日本白鲫纯
系建立奠定了基础，同时对将来研制完全不育的

转基因三倍体湘云鲫具有重要意义.

1 材料与方法

1.1 实验材料及试剂
本研究所用青鱼、雌核发育草鱼和日本白鲫

均来自湖南师范大学四倍体鱼保护基地.高保真

EX Taq DNA 多聚酶购自 Takara 公司；pUCM鄄T
载体 T/A、UNIQ鄄10 柱式 DNA 胶回收试剂盒和

PCR产物回收试剂盒购自上海生工；各种限制性

内切酶来自 New England Biolab 公司；Total RNA

提取及 cDNA 合成试剂盒来自 Promega 公司 .

DNA测序由上海生工完成.

1.2 野全鱼冶基因载体构建
“全鱼”基因 pbcAbcGHc 所有构件均来自于

我国鲤科养殖鱼类基因元件，启动子部分来源于

青鱼 茁鄄actin基因 5′启动调控区，目的基因生长

激素基因来源于青鱼生长激素基因编码区 cD-

NA，“全鱼”基因 3′端结尾区来自本研究室雌核

发育草鱼生长激素基因组基因 DNA 3′端非翻译

区.完整的“全鱼”基因 pbcAbcGHc 见图 1，详细

构建过程见转青鱼 GH 基因异源四倍体鲫鲤文章
（待发表）.

1.3 显微注射及对照养殖

大量制备和纯化“全鱼”基因 pbcAbcGHc 质
粒 DNA，EcoR I和 Xho I双酶切该质粒，胶回收
纯化目的转植基因片段（2.9 kb）溶于 ST溶液中，

调整浓度为 100 mg/L.显微注射实验选在日本白

鲫繁殖的旺盛季节 4月进行，地点为湖南师范大

学国家四倍体鱼种质保护基地，室温下（18~21℃

最合适）采用人工授精方法得到受精卵，用

0.25%的胰蛋白酶脱膜，然后将裸卵移至加有

Holtfreter 溶液的平皿中，在第 1 次卵裂前将约

1~2 nL的转植基因 DNA溶液显微注射到受精卵

的动物极.转基因日本白鲫以及对照组鱼饲养地

点为湖南师范大学四倍体鱼保护基地，鱼苗在面

积 26 m2、水深 1.6 m的室外水泥池中喂养至夏花

阶段，夏花时转到面积 120 m2、水深 1.6 m的室外

大水泥池饲养，调整密度为每平方米 4尾，成鱼

阶段每日 2~3次投喂蛋白含量为 25%的鱼用配

合饲料，其它管理按常规方法.

1.4 转基因鱼的检测

1.4.1 体重及体长检测

150日龄时，取 P0代转基因日本白鲫及对照

养殖的日本白鲫，逐一测量体重和体长.其中转

基因日本白鲫检测了 121尾，普通日本白鲫检测

了 70尾.

1.4.2 转植基因整合情况的检测

选择 30尾 150日龄 P0代转基因日本白鲫及

对照鱼，提取尾鳍基因组 DNA，采用引物 P1 及

P2进行 PCR 扩增来检测外源转植青鱼 GH 基因
在转基因日本白鲫 P0尾鳍中的整合.随机回收纯

化上述 PCR扩增目的片段测序并分析比较测序

结果. 引物 P1（TGGCGTGATGAATGTCG）和 P2
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图 2 150日龄 P0代转基因日本白鲫与对照鱼体长及体重分布图
黑色柱代表 P0代转基因日本白鲫袁 灰色柱代表对照日本白鲫.
Fig.2 The body length﹙left﹚and body weight﹙right﹚of the P0 of transgenic Japanese crucian carp of 150 days and the
controls
The black bars stand for the transgenic fish and the gray bars for the control.

注院 150日龄 P0代转基因日本白鲫检测了 121尾袁 对照检测了 70尾.
Notes院 121 of the P0 of transgenic Japanese crucian carp of 150 days and 70 of the control were measured.

图 1 野全鱼冶基因 pbcAbcGHc 示意图
1院 青鱼 茁鄄actin基因启动调控区曰 2院 青鱼 GH 基因开放阅读框曰 3院 雌核发育草鱼 GH 基因 3忆端 UTR序列曰 P1/P2和 Pa/Pb
分别为转植基因 PCR或 RT鄄PCR检测引物.
Fig.1 Diagram of 野all fish冶 transgene –pbcAbcGHc
1院 Flanking sequence of black carp 茁鄄actin gene曰 2院 ORF of black carp GH gene曰 3院 3忆UTR of GH gene for gynogenesis grass
carp曰 P1/P2 and Pa/Pb represent the PCR primers for detecting transgene爷s integration and transcription separately.

（AACACGGATGACTGCGT），两引物之间间隔

411 bp（见图 1）.

1.4.3 转植基因转录的检测

选择体重最大的 150日龄 P0代转基因日本

白鲫和体重最大的对照鱼，提取尾鳍、肌肉、肝

脏、肾脏、脾脏、肠、心脏、性腺 8种组织总 RNA，

采用引物 Pa及 Pb进行 RT鄄PCR 来检测外源转植

青鱼 GH 基因的转录.引物 Pa（ATGGCTAGAGCR鄄
TTAGTGCTGTT）位于 pbcAbcGHc 中青鱼 GH 基
因编码区 5′端，Pb（TTACAGGGTGCAGTTGGA鄄

ATCC）位于青鱼 GH 基因编码区 3′端（见图 1）.

分别回收纯化上述 RT鄄PCR扩增目的片段测序并

分析比较测序结果.

2 结果与分析

2.1 转野全鱼冶基因日本白鲫的形态学检测
分别随机选取 121 尾 150 日龄 P0 代转基因

日本白鲫和 70尾对照鱼，逐一测量体重和体长，

检测结果显示 P0代转青鱼 GH 基因日本白鲫 P0

较对照组表现出一定的生长优势（见表 1，图 2）.

EcoR I Nco I BamH I Xho I

1 2 3

CAAT TATA P1 Pa P2 Pb

2.9 kb

表 1 150日龄 P0代转基因日本白鲫和对照鱼的体重及体长

Table 1 The weight and body length of P0 of transgenic Japanese crucian carp fish of 150 days and the controls

Weight/g Body length/cm

Transgenic Japanese Crucian Carp
Japanese Crucian Carp

Results

Max
225
190

Min
80
30

Average
152.4±20.1
111.1±20.4

Max
21.5
20

Min
15.5
12.5

Average
18.5±1.4
17.2±1.3

P < 0.01
Obvious difference

P < 0.01
Obvious difference

Body weight / g

0

10

20

30

40

50
Po of transgenic JCC
JCC

0

10

20

30

40

50

Po of transgenic JCC
JCC

60

Body length / cm
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图 5 P0代转基因日本白鲫 RT鄄PCR结果
上图为 RT鄄PCR结果袁 下图为 NO鄄RT对照.
1院 尾鳍曰 2院 卵巢曰 3院 心脏曰 4院 肠曰 5院 肾脏曰 6院 肝脏曰 7院 肌肉曰 8院 脾脏 P院 阳性对照 渊pbcAbcGHc冤曰 C院 阴性对照渊日
本白鲫冤.
Fig.5 RT鄄PCR of P0 of transgenic Japanese crucian carp
The upper is RT鄄PCR data and the lower is NO鄄RT control.
1院 Fin曰 2院 Ovary曰 3院 Heart曰 4院 Intestine曰 5院 Kidney曰 6院 Liver曰 7院 Muscle曰 8院 Spleen曰 P院 Positive control 渊pbcAbcGHc冤曰
C院 Negative control 渊Japanese crucian carp冤.

图 3 150日龄 P0代转基因日本白鲫

渊A冤上方为对照鱼袁 下方为转基因鱼曰 渊B冤为转基因鱼畸形个体.
Fig.3 The P0 of transgenic Japanese crucian carp of 150 days
渊A冤 The upper is the control and the lower is the transgenic Japanese crucian carp曰 渊B冤 Transgenic abnormality.

其中，P0代转基因日本白鲫的平均体重与平均体

长分别为对照组的 1.37 倍和 1.07倍；P0代转基

因日本白鲫最大个体的体重与体长分别是最大对

照鱼的 1.18和 1.075倍. P0代转基因日本白鲫中

出现生长速度显著增大的个体，其背部肌肉明显

增厚，在头部后方形成明显的隆起形状，有的转

基因鱼出现发育畸形，可能是外源转植基因的

“毒性整合”所致咱9暂（图 3）.

2.2 外源转植基因整合情况的检测

选取 30尾 P0代转基因日本白鲫，提取尾鳍

DNA，采用 P1和 P2引物进行 PCR扩增，有 27条

鱼能够扩增出 411 bp左右的特异性条带，阳性率

为 90 %（见图 4）；对照组日本白鲫均没有扩增出

该特异性条带.

2.3 外源转植基因转录水平的检测

选择 150 日龄 P0 代转基因日本白鲫以及相

应的对照鱼中体重最大的个体各一条（转基因日

本白鲫与对照体重分别为 225 g和 190 g，均为雌

性鱼），取尾鳍、肌肉、肝脏、肾脏、脾脏、肠、心脏、

性腺 8种组织提取总 RNA，采用 Pa和 Pb引物进

行 RT鄄PCR来检测外源转植基因在受体鱼各种组

织中的转录情况.转基因日本白鲫 P0的肌肉、肝

脏两种组织的 RNA可以扩增出 630 bp左右的特

图 4 P0代转基因日本白鲫尾鳍 DNA扩增结果
P院 阳性对照 渊pbcAbcGHc冤曰 N院 阴性对照渊日本白鲫冤曰 1~20院 P0代转基因日本白鲫.
Fig.4 PCR results of DNA of caudal fin of P0 of the transgenic Japanese crucian carp
P院 Positive control 渊pbcAbcGHc冤曰 N院 Negative control 渊Japanese crucian carp冤曰 1耀20院 List of P0 of transgenic Japanese cru鄄
cian carp.

P N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

C 1 2 3 4 5 6 7 8 P
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异性条带（见图 5），而对照鱼普通日本白鲫的上

述 8种组织 RNA都没有扩增出该特异性条带（图

片未展示）.

在转基因日本白鲫 P0基因组 DNA（引物 P1

和 P2）PCR扩增产物中随机抽选 4个条带和转基

因日本白鲫 RT鄄PCR（引物 Pa和 Pb）所扩增出的所

有条带（肌肉、肝脏两个 RT鄄PCR扩增片段）测序.

测序结果表明：转基因日本白鲫 P0 基因组 DNA

（引物 P1和 P2）PCR扩增出的产物条带 DNA序列

同外源转植基因 pbcAbcGHc 的序列同源性都达
到 98%以上，在 4个测序结果中都可以找到 Nco I
酶切位点；转基因日本白鲫 P0 肌肉、肝脏 RT鄄
PCR（引物 Pa和 Pb）所扩增出的条带同青鱼生长

激素基因编码区 cDNA同源性都在 98%以上.

3 讨论

近年来，随着世界人口的剧增，人们对鱼类

等水产品的消耗也大幅上升.按联合国粮农组织

的报告介绍，由于过量捕捞，如今海洋中 60%～

70%的鱼类受到威胁，估计在 2015 ~2025年间，

全球将有 50%的食用鱼来自人工养殖咱10暂，因此有
必要选育出适于养殖的优良品种进行人工繁殖以

满足人们的需求.通过传统的遗传改良方法如种

内遗传选育，人们选育出了诸如大西洋鲑咱11暂、罗普
莎鲤咱12暂和斑点叉尾鮰等优良品种咱13暂.湖南师范大
学生命科学学院及其协作单位通过 10多年的研

究，成功研制出世界上首个雌雄可育的异源四倍

体鲫鲤（4N=200）群体咱2袁 3暂，该四倍体鱼群体已连
续繁育了 16代（F3鄄F18）.用该四倍体鱼群体为父

本，二倍体日本白鲫为母本，通过倍间交配方法

获得了快速生长的三倍体鱼湘云鲫（3N=150）.三

倍体湘云鲫的性腺具有 3种类型：精巢型、卵巢

型、脂肪型，它们都不能产生正常配子，10多年

的养殖实验也证明三倍体湘云鲫是不育的咱14暂.由
于湘云鲫的母本是日本白鲫，日本白鲫的改良对

于三倍体湘云鲫体型、肉质、生长速度等方面的进

一步改善具有深远的意义.

日本白鲫（Carassius curatus cuvieri）隶属于鲤
亚科（Cyprinae）、鲫属（Carassius），原产于日本琵
琶湖，1976年从日本引进我国饲养，是一种能在

不良环境条件下生长和繁殖的大型鲫鱼.日本白

鲫生长快，饲养管理好，1周年可性成熟；日本白

鲫还具有卵量大，一年可产多次卵的特点. 在我

国的淡水养殖中，采用主养日本白鲫，搭养草鱼、

鳙鱼、鲢鱼、鳊鱼效果较好咱15暂.
青鱼是我国“四大家鱼”之一，生长速度快、

个体大、肉味鲜美，但是关于青鱼的分子生物学

研究还很少.本工作组已经成功地克隆和表达了

青鱼 GH 基因、制备了抗青鱼 GH 血清、成功地克
隆了青鱼 茁鄄actin基因启动子调控区域基因.显微

注射实验表明带有 茁鄄actin基因启动子的绿色荧
光蛋白在泥鳅胚胎的各个发育时期和各中器官中

均有强烈表达，证明了该启动子的广泛表达性和

强启动性咱16~18暂.在此基础上我们构建了含有青鱼茁鄄
actin基因和青鱼 GH 基因精确拼接的“全鱼”基
因 pbcAbcGHc，并将“全鱼”基因 pbcAbcGHc 用
显微注射的方法分别导入日本白鲫和异源四倍体

鲫鲤的受精卵中（待发表），结果证明青鱼自身的

茁鄄actin基因启动子同自身的 GH基因相结合的全
鱼基因在受体鱼中有着强烈的表达和明显的生物

学效应.

通过对 150 日龄 P0代转“全鱼”基因 pb原
cAbcGH 日本白鲫及对照组的体重和体长的检
测，结果显示 P0 代转基因日本白鲫较对照组而

言，表现出一定的生长优势.这一结果与转草鱼

生长激素基因异源四倍体不同咱19暂，这可能与日本
白鲫的生长速度和遗传背景有关. Robert H.Devlin

等报道了转三文鱼生长激素基因（OnMTGH1）鲑
鱼的促生长效应与受体鱼的品种有关 咱20暂.因此我
们可以得出结论：青鱼 GH 基因在日本白鲫中得
到了有效的表达.另外选取 30尾 150日龄转 GH
基因日本白鲫 P0尾鳍 PCR 检测 pbcAbcGH基因
的整合情况，结果显示有 27尾检测到 pbcAbcGH
基因的整合；在一尾 150日龄生长速度显著的 P0

代转 GH基因日本白鲫的肌肉、肝脏两种组织中
可检测到外源青鱼 GH 基因的转录，其他组织并
未检测到转植基因的转录，以上结果表明我们所

获得的转 GH基因日本白鲫是携带外源基因的嵌
合体，即不同组织或器官之间，同一器官的不同

细胞之间所整合的外源基因的数量和质量是不均

一的咱10暂.由于原代鱼是嵌合体，转植基因在其后
代个体之间的整合情况是不一致的，这就造成了

后代个体之间表型的差异，因此我们需要通过三

杂交或者雌核发育的方法来获得转 GH基因日本
白鲫纯系咱21袁 22暂.本研究室已经在鱼类雌核发育研
究方面做了许多工作，诸如孙远东等培养出的雌

核发育日本白鲫咱23暂，这为我们将来的工作打下了
坚实的基础.
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转基因鱼的生态安全风险问题是其走向市场

的瓶颈，转基因鱼一旦逃逸到天然水体中：一则

外源转植基因的表达可能让转基因鱼获得较强的

生存力和竞争力，从而形成优势种群并挤占天然

水体中其它野生鱼类的生态位，最终改变鱼类群

落结构和影响物种多样性，二则转基因鱼可能与

自然生态系统中的近源物种杂交，导致外源转植

基因漂移而造成野生基因库污染，最终影响遗传

多样性咱24暂 .解决这一问题的方法是研制不育的转

基因鱼或雌核发育转基因鱼咱25暂. 本研究室于凡等
通过转草鱼生长激素基因黄河鲤（♂）与异源四倍

体鲫鲤（♀）交配获得转基因三倍体鲤鱼，转基因

三倍体鲤鱼具有生长快速的特性，并且在同龄的

鲤鱼繁殖季节（24月龄），转基因三倍体鲤鱼同普

通三倍体鲤鱼一样不能产生成熟配子，因此是完

全不育的咱26暂.
本研究以及本工作组同时进行的转青鱼 GH

基因异源四倍体鲫鲤原代的研究（待发表）为我们

将来研制表达外源转植青鱼 GH 基因优良性状的
两种转基因鱼纯系做了铺垫.本工作组计划在得

到转青鱼 GH基因异源四倍体鲫鲤纯系和转青鱼
GH 基因日本白鲫纯系的基础上，采取种间杂交
的形式即转青鱼 GH 基因异源四倍体鲫鲤（♂）与
转青鱼 GH 基因日本白鲫（♀）杂交得到完全不育
的转基因三倍体鲫鱼.由于这两种转基因亲本均

含有外源转植青鱼 GH 基因，我们期望该转基因
三倍体鲫鱼在多种性状上明显优于三倍体湘云鲫.
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