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转基因动物是指用实验方法导入的外摞基因在提色体基因组内稳定整合并能遗传给后代
的一类动物。自从1982年 Pa lmiter 等首次将 大鼠生长激素基因导入小鼠受精卵雄性原核中，
获得了个体比对照组大一 倍的转基因"超级小鼠"以来[ Palmiter等. 1982J.这项高新技术受

到 各国重视，发展迅速，取得不少突破，全世界已申请的工程动物专利达到八十多项。转基因

猪、兔、牛、羊和鱼等相继问 世，为培养生产性状优良的超级种群、制备高增值的蛋白和激素类

特效药物以及按人的需求提供理想的实验动物等方面开辟了新途径。因此，转基因动物的研究

无论对于基因调控的理论研究，还是获得具有经济价值的转基因动物都具有重要的意义。

鱼类是研究转基因动物的良好材料，因为一尾帷鱼就能提供成千上万个卵，卵的体积也很

大，且它们行体外受精和体外发育，胚胎操作较哺乳类简单。因此，继1985年中国科学院水生生
物研究所朱作言等获得第一批转基因鱼以来[Zhu等.1985J. 世界上己有几十个实验室先后

开展了这方面的研究，并取得了相当大的成就，培育出了生长快速的"超级蹲鱼"和"超级泥瞰"

等。据认为，转基因鱼是目前国内外获得的最成功的转基因动物之一。本文仅就我国转基因鱼

研究的情况作一简要评述。

1 基因转移在生物技术中的地位与作用

生物技术( Biotechnology )又叫生物工程( Bioengineering) .它是一项以生命科学为基础，

利用生物体系( 组织、细胞及其组分〉和工程原理，提供商品或社会服务的综合性科学技术。生

物技术包括基因工程、细胞工程、发酵工程、酶工程、蛋白质工程、生化工程、动物胚胎工程、生

1996-10-11收到，
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化制药和生物医学工程等，其中以前四者为主体。新近，生物技术中传统的细胞工程、发酵工程

和酶工程等由于注入了崭新的基因工程技术而不断焕发出活力。因此，可以说基因工程是现代

生物技术的核心。所谓基因工程，是指人们利用分子生物学技术手段，操纵、改造和重建细胞的

基因组，从而使生物体的遗传性状发生定向变异。

从基因转移的角度来看，基因工程无非包括转基因微生物、转基因动物和转基因植物三大

部分。其中转基因微生物也就是传统的或狭义的基因工程，是基因工程的基础，而转基因动植

物则是传统基因工程的进一步发展，也是基因工程这一科学技术发展的必然趋势。

基因转移技术具有为人类造福的巨大潜力，首先受益的是医药卫生和保健事业，如基因工

程药物的开发、遗传病的基因诊断和遗传保健以及基因治疗等，给医学带 来划时代的变革。另

外，从80年代后期开始，在农业、畜牧业和水产养殖业中，也逐渐引进了基因转移技术，出现了

高产、优质、抗虫和抗病的转基因植物和转基因动物晶系，显露出农牧植业高科技革命的曙光.

基因工程技术再一次证明"科学技术是第一生产力"这个真理。

2 转基因鱼的构建

2. 1 概说

水产动物基因工程研究最突出的技术进步便是"转基因鱼"的诞生。转基因是一项高度综

合性的技术，它涉及生命科学领域的众多学科，诸如分子生物学、细胞生物学、遗传学、胚胎学、

动物生理学、发育生物学以及生物化学等.就鱼类来说，其主要技术环节有z①外摞基因的分离

或合成，②构建合适的表达载体4③受体〈受精卵 )的挟得F④外摞基因(目的基因 )的导入F⑤转

基因胚胎的培育p⑥转基因鱼的筛选与鉴定p⑦转基因鱼的养殖，⑧转基因鱼的遗传分析.
2.2 外源基因的结构

转移到受体鱼中的外摞基因，其结构至少应包括三个部分z①启动子( Promoter)，②编码
顺序( C odi ng s eq uenc es)，③ 转录终止倩号(T ransc ripti onal termi nati on si gnal)。在这三部分

中，转录终止信号对转基因的影响非常小，到 目前为止，还没有任何文献报道其在转基因研究
中的重要性[薛良义等.1995J。

启动子是调节基因的一种。选择适当的启动子是保证外拥基因在转基因鱼中成功表达的

重要因素。在转基因鱼中，成功的启动子应当指导外摞基因在适当的时间和特定的组织中进行

表达，且表达的量要达到 一定程度。在转基因研究早期，使用的启动子大多为小鼠金属硫蛋白

( mMT)或病毒如猿猴空泡病毒(SVρ和人呼吸道合胞病毒( RSV )等，这些启动子的缺点是表

达效率低，以及对其安全性的忧虑。为了使转基因鱼能安全食用，转移的外糠基因不应当含有

病DNA顺序或有潜在危害的 DNA顺序，如金属硫蛋白等。因此，有些学者已经着手克隆鱼类
自身的 高 效 启 动 子， 如美洲 大绵蹦( Macrozoarces americanus) 抗 冻 蛋 白 基 因 的 启 动 子
( opAFP)[D u等.1992J。

编码顺序是指编码特定蛋白质的核苦酸顺序，它能使转基因鱼产生新的表现型。由于鱼类

是人类的主要蛋白质来糠之一，用基因转移技术获得生长快、产量高的"超级鱼"对人们具有极

大的诱惑力。因此，对鱼类基因转移的研究，也是从生长激素(GH)基因开始的。首例报道的转

基因鱼是人生长激素( hGH)基因，启动子是 mMT[Zhu等.1985J。 此后，有关这方面的报道不

断增加[许克圣等.1991;邹 钩等.1991，魏彦章等.1992b'吴婷婷等.1994J.另外，也有使用牛
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生长激素( bGH)和羊生长激素( oGH)基因的[魏彦章等，.1990 J孙孝文等，1995J。但从安全性

和人们的心理承受能力角度考虑，国内外学者一致强调构建"全鱼基因"(All fish g ene)的重要
性与迫切性， 而且从促进鱼类生长的效果来看，鱼类生长撒素的效应是哺乳类的10-100倍

[高桥明义等，1987年汉译文J，因此更应该考虑使用鱼类自身的生长激素基因。为此，国内外很

多实验室对鱼类生快撤素基因进行了克障，仅国内就有鲤和草鱼[朱作言等，1990J，大麻哈鱼

〔杨学成等， 1991.J，虹蹲[杨学成等，199hJ以及大鳞大麻哈鱼[宋诗锋等，1992J等的GH基

因。

继生长激素基因之后，抗冻蛋白(AFP) 基因转移已成为鱼类基因转移研究的第二个热点

[丘黎明等，199 3J。其目的是通过转移抗冻蛋白基因以提高某些鱼类如罗非鱼、锺和大西洋蛙

等的抗寒能力，从而可以扩大这些鱼类的养殖地域以及节省越冬期间的能量消耗.目前已从美
洲 拟蝶(Pseudop!euronectes americanus汇杨志兴等，1991、1992J、黄盖鳞(Pseudopleuronectes 

yokohamae) [蒋耀青等，1989J和瓦氏雅罗鱼(Leuciscuswaleckii) [费云标等，1992.，bJ分离并克

隆了 AFP 基因。另外，费云标等[ 1993J将 纽芬兰大洋条鲤 AFP 基因，用常规微量植射法注入

金鱼受精卵内，获得转抗冻蛋白基因金鱼。但从目前的研究来看，转基因鱼中 AFP的量还不

足以产生抗冻的效果， 因此在今后的研究中要提高启动子的增强效应，或者增加基因剂量.

除了生长激素基因和抗冻基因之外，还有其它一些基因引起了人们的 注意，如珠蛋白
(Glo b in)和生长激素释放因子(GHRF)基因等.日本青木宙已克隆了鲤珠蛋白基因，并正在将

该基因向虹蹲转移4以期虹蹲与鲤鱼一样，能耐低椿氧，这样不仅能在山泉流水养植，而且也能

在静水池塘中养殖【尾城隆，1990J。另外，增强抗逆性的基因，为抗病和抗得染基因等也是转基
因鱼研究的方向之一，但目前人们对这些基因的了解还很少.我们实验室曾对具有广谱性的抗

病毒的干扰素(Interferon)基因进行过初步研究，检测到 了与人干扰素基因同摞的片段，并在

此基础上，又进一步将此片段在大肠杆菌中进行了无性繁殖[Zhang 等，1994J.

2. 3' 外源基因的导人

2. 3.1 显微注射法

在转基因鱼的构建过程中，基因的导入是关键技术。自1985年基因鱼在我国首次报道以

来，科学工作者已将许多外摞基因导入的方法应用于转基因鱼研究，其中最广泛使用的是显微

注射法( M icroinjection)，即在显微镜下，借助于显微操作器，将极细的玻璃微针( 直径约um)

直接插入受精卵的原核或动物极的细胞质中，注入一定量的特定外摞基因。注射后的受精卵，

于室温下在生理盐槽液中发育至心跳期，然后转入水中完成其胚胎发膏。

受精卵在作显微植射前，通常应对卵壳进行处理.对于淡水鲤科和锹科鱼类来说，由于卵

壳较软，可用0.25%膜蛋白酶消化去除卵壳，或用慑子剥除.但孙孝文等[1993J对对鲤匍受精

卵未加任何去膜处理直接注射也取得良好效果。对于一些冷水性蛙蹲鱼类来说，用腆蛋白酶消

化无法去除卵壳，可用三种变通的显微注射法z一是从多精孔将外源基因注入卵中，二是卵子

刚受精卵亮尚未变硬时直接注射，三是先用硬金属针在卵壳上打一个孔，再进行显微注射[魏

彦章等，1992.J。在蛙科鱼类转基因研究中，还可用 Ring er氏液或0.1mM 谷脱甘肤溶液( pH

为8.0)处理受精卵，以防止卵亮硬化[昌永华等，1996J。

受精卵发育到何时注射外源基因能获得高成活率和整合率一直是人们所关心的问题.据

梁利群等[1996J报道，认为外摞基因导入鲤受精卵的最佳时期应选在单细胞期.但考虑到鲤受

精卵发育较快，仅在单细胞期注射时间太短，因此建议:①受精卵可放在14-15'C的条件下推
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迟卵的发育速度，以延长注射时间;②把未受精的精卵保持在低温下，分期分批少量受糟，这样

可以一次取精卵而多次使用。

另外，在转基因鱼的研究中，由于受精卵的雌性原核难以在显微镜下观察到，因此一般的

做法都是将外摞基因注射到受精卵的细胞质中。外源基因整合率的高低与基因注射的位置以

及受精卵合子核的远近有关。外摞基因必须整合到细胞核内的染色体上才能获得转基因鱼，所

以这种细胞质内转移的外摞基因的整合率较低.Ozato等[1986J 将外摞基因首先注射到青蜡

(Oryzias latipes) V 期卵母细胞的核〈胚泡〉中， 然后使这种注射了外摞基因的卵母细胞在体

外条件下成熟、受精，从而获得了转基因鱼.由这种方法获得的转基因鱼，其整合率较细胞质内

注射要高。因此，许多学者认为，这种核内的基因转移显然是鱼类基因转移的最佳途径。但是，

这种方法的运用依赖于鱼类卵母细胞体外成熟技术的建立。至今卵母细胞能够在体外条件下
完全成熟的鱼类只有三种.JlP金鱼、斑马鱼(Brachydanio rerio)和青锵(Oryzias latiμs) •在菌

内，中国科学院发育生物研究所和海洋研究所正在开展这方面的研究[李书鸿，1994J.

影响基因显微注射成功的主要因素是外摞 DNA的浓度(一般为1 nglμ1)、 外摞 DNA的

结构(线型分子的整合率比环状分子的高出5倍〉、注射位点〈雄性原核〉雌性原核〉细胞质〉
以及动物品系(杂种动物的受精卵最佳 )。

2.3.2 电穿孔法

电穿孔法(Electroporation)即电脉冲法。该法的基本原理是利用外部高电压短脉冲使细

胞膜的结构改变，使之产生可避的孔隙或孔洞， 一定大小的分子包括DNA即可通过孔隙或孔

洞进入细胞.电穿孔法已在微生物、哺乳动物和植物原生质体基因转移中得到广泛应用，现在

叉开始用于鱼类基因转移.谢岳峰等[1989J以泥撒脱膜受精卵为材料，电穿孔转移外摞基因，

获得了10%的转基因泥撒。Zhao等[1993J证实电穿孔导入的生长激素基因不仅被表达，影响

表型，而且其性状也能遗传给后代。

电穿孔法的优点是操作简便，一次可处理大批受精卵。缺点是外源基因的导入是随机的，

且转移的频率较低。然而，新近的资料表明，该方法所获得的转基因鱼的存活率及外摞基因的

整合率均可达到显微注射法的水平[Chen.1994J。
2 .3.3 椅子载体法

该法又叫精子介导基因转移(Sperm-mediated g ene trans fer)。以精子作载体介导外摞基
因进入卵内的技术，首先是由意大利学者 Lavitrano等[1989J 在研究转基因小鼠时报道的。由

于用这种方法构建转基因动物省去了显微注射的复杂过程和设备，简化了基因导入过程。因

此，引起了人们的极大兴趣。有不少实验室开展了这方面的研究，但其后却很少再见到成功的

报道，于是人们对这一技术产生了怀疑.究其原因，其中最主要的限制因素是难以高效地将外

摞基因导入到精子细胞中。最近，精子载体研究上出现了新的突破。1992和199 3年，德国慕尼黑

大学的 Rottmann和加拿大圭尔夫大学的Sq uires 等先后报道了经脂质体( Liposome)处理的

DNA 可以有效地导入精子细胞内【章 岩，1995J.Khoo 等[1992J用经环状或线性化质粒

PUSVCAT温育的斑马鱼精子， 使成熟的斑马鱼卵受糟，分别获得23.33%和 37 .5%的转基因

鱼，并获得了转基因矶和 Fz•

我国学者应用这种方法也获得了阳性个体。沈孝宙[1989J用鲤鱼精子作载体，成功地将人

的生长激素基因导入成熟的鱼卵，受精后孵出数千尾幼鱼。经放射免疫检测，50%以上为明显

表达出人生长激素的转基因鱼，且幼鱼的生长速度是无表达幼鱼的两倍多F李国华等[1996J用
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精子作为载体而获得的转基因鱼，阳性率为25一80%，李 晶等口994J以精子为载体，将美洲

拟蝶抗冻蛋白基因导入罗非鱼卵中，获得了18.1%的整合率$于建康等[1994J曾报道，用该法

将美洲大绵蝇的抗冻蛋白基因成功地转移到金鱼卵子，阳性率为26%。

另外，刘叹勤等[1991J利用显微注射和精子载体的方法， 将'即鱼肝总DNA转移到 红鲤受

精卵，利用卸鱼和红鲤在孵化前后色素表达的差异来筛选转基因个体。此法无须克隆目的基因

及DNA重组操作，而且筛选简便，目的在于探讨总DNA转移方法应用于鱼类晶种改良的可

能性.目前在鱼类基因转移研究中，由于目的基因缺乏，使克隆基因转换技术在鱼类晶种改育

的研究受到限制.鱼类的许多性状都是由多基因控制的，采用总DNA转移的方法可能同时转

移多个基因，因此对鱼类抗逆性新品种的培育具有重要意义。

精子介导外源基因进入卵内可能有如下两种机理z①当 外摞基因与精于一起保温时， 外

源基因进入精子内。通过受精作用将外源基因导入卵内，②外摞基因与精子保温时，它粘附在

精子表面，通过受精作用将 外摞基因带入卵内。目前，对其详细机理还有待进一步研究。

2. 3.4 基因枪法

该法又叫高速鸽微粒子轰击法或粒子枪法( Particl egun). 基因枪法是利用 DNA包裹在

鸽微粒子上面，通过高速轰击受体细胞以达到把 外摞DNA转移的目的.该法在植物细胞中使

用得较多，鱼类也有成功的报道。例如 Z elenin等[1990J用含 一半乳糖昔酶和新霉素磷酸转移
酶基因序利的质粗DNA包襄鸽微粒子，高速轰击欧洲泥锹( Misgurnus fossilis)、虹蹲和斑马

鱼受精卵，有70%的卵受轰击后存活。PCR扩增和Southern杂交结果，在 G418处理后存活的

斑马鱼总DNA中检测到了新霉素磷酸转移酶基因序列。 国内还没有这方面的报道。

在鱼类基因转移中，还有几种其它的方法，如染色体介导法、脂质体融合法和激光处理法

等，但都还没有成功的报道。

3 我国转基因鱼研究的现状、存在问题和对策

3. 1 现状

鱼类是人们的主要蛋白质来源之一，但目前整个世界的水产晶产量尚不能满足人们的这

种需要，特别象中国那样的发展中国家，其幡求量就更大.因此，应用基因转移技术生产高产、

优质和抗逆的鱼类新晶种，将 是解决这一问题的一条非常有希望的途径。

前已叙及，转基因鱼是目前国内最早成功的一种转基因动物。早在1985年，中国科学院水

生生物研究所朱作盲等就率先在世界上获得转基因饵，并初步证明了外摞基因在50日龄受体

鱼基因组内的整合作用[Zhu等.1985J。 接着他们又进行显微注射人生长激素基因到泥'歌受

精卵后的生物学效应的研究。DNA分子杂交的结果，在受体把撒卵发育过程中， 外摞基因的

行为基本上与受体卸鱼卵中的行为一致[朱作言等.1986J。此外，在对鲤、团头勤和锺的试验也

获得相似结果。这说明，某些高等脊椎动物的生长激素具有加快鱼类生长的生物学效应。后来，

他们通过对外摞基因的转移、整合、表达和生物学效应直到外摞基因的遗传等方面的研究，建

立了一个完整的转基因鱼模型【朱作育等.1989J。转基因鱼模型的建立为鱼类基因工程定向育

种新技术奠定了实验基础.

由于鱼类分子生物学研究水平较哺乳类分子生物学研究水平低，因此在转基因鱼研究初

期多采用人及牛、羊等的基因为基因转移的元件，即将人或哺乳类的 G H基因拼 接到rnMT 启
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动子上，然后用注射法、电穿孔法和精子载体法导入金鱼、卿、鲤、泥锹和团头前的受精卵内雨

构建了多种转基因鱼〔薛良义等，1995J。但从实际应用的角度出发，用转移MT-hGH基因的

方法进行经济鱼类育种是欠妥的，把含有人生长激素的鱼商品化，势必会增加一般消费者的心

理负担。为此，从90年代初起，我国学者开始构建全部基因元件来自鱼类自身的"全鱼转基因

鱼"，如中国科学院水生生物研究所用鲤的肌动蛋白(Actin)启动子和草鱼的生长激素基因
[Zhu，1992J 以及水科院黑龙江水产研究所用鲤的MT启动子和大麻哈鱼生长激素基因[孙

孝文等，1993bJ构建的全鱼转基因鲤，并已从实验室研究进入中试阶段，可望不久推向市场。

另外，在基因转移的方法和效率、外摞基因定点整合、表达调控以及转基因鱼的检测技术
等基础理论研究方面也取得了快足的进展。

3.2 存在问题

虽然自1985年以来，转基因鱼的研究已取得了重要的进展，但这一技术尚存在许多问题。

因而，在近期内还难以形成高效、不市染环境且可安全食用的转基因鱼产业〔蒋耀膏，1993，中
国农业科学院文献信息中心等，1995J。
3.2.1 成本高、效率低

基因转移不仅要配置基因工程所必须的实验装置，以进行体外目的基因的分离、纯化和重

组，一般研究单位和生产单位不具备这种条件。而且，目前转基因效率还不高。根据现有资料，

外源基因在鱼类基因组内的整合率仅为0-50%，一般为20%左右，较低的在10%以下。另外，

研究发现外源基因与受体整合后并不能稳定遗传，而很容易从受体基因组中消失。

3.2.2 外源基因在特基因垒体内的表达不理恕

已经成功整合的基因，其表达率很低。如转抗冻蛋白基因蛙鱼虽已获得子二代，但表达的

抗冻蛋白水平仅0.07-20 ng/m l，为提供足够的抗冻保护所幡含量的1%。

3. 2. 3 转移基因所带来的突变和机体机能萧乱

由于转移基因整舍的随机性，所转移的基因很可能被整合到含有非常重要基因所有区域

内，从而引起插入突变。如果产生突变的基因在发育过程中非常重要，将会引起遗传性缺陷产

生的先天性疾病，甚至死亡。据估计插入突变率为10一20%.

3 .2.4 转基因垒的管理2l可食性问题

转基因鱼因导人外源基因，增加该物种基因库中基因的数量，是否会加快物种的进化以及

对人类有何影响，目前还很难下结论。因此，在转基因动物群体的管理方面应严格圈养，这对于

转基因鱼来说恐怕是最值得注意的。另外，关于转基因鱼的可食性问题也值得深入研究。

综上所述，表明转基因鱼研究的复杂性要远远超过我们所想象的程度。虽然国内外对此进

行了十多年的研究，但迄今并未能真正获得通过转基因技术改良的鱼类品种。
3. 3 对策

尽管转基因技术存在这样那样的问题，但它毕竟为现代鱼类育种研究提供了崭新的手段。

要使这一技术在鱼类育种中付诸实用，尽快建立转基因鱼晶系，需要在下列六个方面有重大突

破〔昌永华等，1996J:①建立高效、批量的基因转移技术。②建立转基因鱼的快速检测技术。③

建立将外源基因定点整合入鱼类基因组的方法。上述显微注射法、电穿孔法和精子载体法都不

能进行定点整合，而这正是外摞基因不能稳定遗传的原因.④确定驱动外摞基因表达的合适启

动子。⑤确定能使转基因个体生产性能达到最大值的生理、营养、免疫及环境因子。⑥评定转基

因鱼对人类健康及环境的影响。
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从总体上肴，我国鱼类基因转移技术已达到世界先进水平。但与国外相比，在基础研究和

开发应用方面还有一定差距。为迅速改变这种局面，今后应加大基础研究的力度，重点研究两

个"热点"基因的转移，一是鱼类生长激素基因F二是鱼类抗冻蛋白基因。重点解决两个"瓶颈"

技术，一是实现有效的定点整合p二是提高整合效率。壳外，在加强基础研究的同时，还要加快

开发研究的步伐，使鱼类基因转移技术尽快转化为生产力，让我们这个最早获得转基因鱼的国

家成为最早实现转基因鱼商晶化的国家之一。
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