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摘要    本研究将 100~300 pg 含有肌肉特异表达启动子和绿色荧光蛋白(Green fluorescent protein, 

GFP)基因的重组质粒(smyd1 : gfp)显微注射到大菱鲆(Scophthalmus maximus)受精卵动物极细胞中，

通过细心培育，成功孵化出鱼苗约 120 尾。统计分析显示，显微注射后,大菱鲆胚胎存活率为 4.8%。

利用荧光显微镜观察大菱鲆胚胎及仔鱼，只在注射 smyd1 : gfp 质粒的胚胎及仔鱼的肌肉中发现有绿

色荧光。通过进一步 PCR 扩增检测，在注射的大菱鲆胚胎及仔鱼 DNA 中扩增出了 GFP 特异片段，

大小约为 340 bp。研究表明，本研究成功建立了大菱鲆显微注射技术，可为大菱鲆基因功能研究和

遗传育种奠定基础。 
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近年来，由于育种成本、时间和操作等因素的影

响，相比淡水鱼类，海水养殖鱼类遗传改良研究进展

缓慢。随着越来越多海水养殖鱼类全基因组测序的完

成(Chen et al, 2014; Shao et al, 2016)，许多与重要经

济性状相关的基因亟需被发掘、解析甚至改良。目前，

通过显微注射介导的转基因和基因组编辑技术已经

在淡水养殖鱼类遗传育种和基因功能研究领域被广

泛应用(朱作言等, 1999; Dunham, 2009; Li et al, 2013; 

Qin et al, 2016)。但海水养殖鱼类相关研究报道却较

少，原因是建立海水养殖鱼类相应的显微注射技术难

度较大。 

显微注射技术是一种通过显微操作仪在解剖镜 

或显微镜下将外源物质、细胞核或细胞注入到受体中

的生物微操作技术(沙珍霞等, 2005)，此技术具有应

用广泛、可靠性强、效果较好的特点(Rembold et al, 

2006; Grabher et al, 2008)。显微注射技术在鱼类中的

应用相对较早，童第周等(1963)率先建立了鱼类细胞核

移植的显微注射技术。20 世纪 80 年代，Zhu 等(1985)

通过显微注射技术创制了世界上第 1 尾转基因鱼。目

前，显微注射技术广泛应用于淡水鱼类中。由于海水

鱼类的受精卵属于浮性卵，卵膜紧贴胚胎，不易剥落

(刘洋等, 2004)，孵化培育困难等等，因此，建立显微

注射技术难度较大。仅见花鲈(Lateolabrax japonicus) 

(刘洋等, 2004)、真鲷(Pagrus major) (Kato et al, 2007)、 
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太平洋蓝鳍金枪鱼 (Thunnus orientalis) (Otani et al, 

2008)、箕作黄姑鱼(Nibea mitsukurii) (Yoji et al, 2011)、

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) (Cui et al, 2017)等

有成功报道。 

大菱鲆(Scophthalmus maximus)属于鲆科(Bothidae)、

菱鲆属(Scophthalmus)，自 1992 年首次引进以来，已成

为我国北方沿海重要的养殖鱼类之一 (雷霁霖等 , 

2003)。近年来，大菱鲆养殖面临种质退化和病害频

发问题，其雌性个体比雄性个体大 20%~60%。本研

究以 GFP 基因为报告基因，建立大菱鲆显微注射技

术，不仅为大菱鲆性别决定机制、抗病基因筛选及良

种培育等研究奠定了技术基础，也将丰富海水鱼类基

因功能分析和遗传育种研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  受精卵    大菱鲆亲鱼于 2017 年 4 月 18 日取

自山东青岛市通用水产有限公司。选取性腺发育良好

的个体作为亲鱼，亲鱼雌鱼经过强化培育达到性腺隆

起明显时，进行人工催产。将成熟卵子和精子人工挤

出，采用干法授精，加海水激活后，挑选质量好的受

精卵(近似球状、透明)作为显微注射的实验材料。 

1.1.2  smyd1 : gfp 质粒    中国水产科学研究院黄

海水产研究所水产生物技术与基因组研究室保存的

smyd1 : gfp 质粒是由 5.3 kb 肌肉特异启动子 smyd1 与

GFP 基因连接构建的(Du et al, 2006)。将其转化至大

肠杆菌(Escherichia coli) TOP 10 菌株中扩大培养，使

用质粒提取试剂盒(Omega)提取质粒。用 1.5%琼脂糖

凝胶电泳检测质粒，并用 NanoVue plus 超微量紫外-

可见光分光光度计测定质粒的浓度，将浓度调整为

50 ng/µl，20℃保存备用。 

1.1.3  显微注射针和凹槽板    参考半滑舌鳎显微

注射技术(Cui et al, 2017)，使用 Sutter 公司的水平拉针

仪制备注射大菱鲆胚胎用的玻璃微量注射针(图 1)。使

用磨针仪打磨注射针的针尖。制备一个带有凹槽(凹槽

宽度为 0.95 mm±0.05 mm, 深度为 1.00 mm±0.05 mm)

的浓度为 2%的琼脂糖平板(图 2)。 
 

 
 

图 1  大菱鲆和斑马鱼胚胎显微注射玻璃针的比较 
Fig.1  Comparison of turbot and zebrafish  

needles used in microinjection 

 
 

图 2  大菱鲆受精卵显微注射用凝胶凹槽板 
Fig.2  The microinjection plate for turbot zygote 

 

1.2  实验方法 

1.2.1  受精卵前期培育    将大菱鲆受精卵用 13℃~ 

14℃的海水进行漂洗，然后放入相同温度的无菌海水

中培育约 2 h，达到Ⅰ细胞期(雷霁霖等, 2003)开始进

行显微注射，直至到Ⅳ细胞期为止。期间及时清除注

射后的死卵。 

1.2.2  显微注射    取少量受精卵在解剖镜下观察，

至大部分受精卵动物极隆起后，开始准备进行显微注

射，注射时的室温为 11℃~16℃。将发育正常的 ~Ⅰ Ⅰ

细胞期的受精卵用拨卵针整齐排列在琼脂糖胶板的

凹槽中，吸除掉大部分海水，使胚胎落到凹槽上。用

拨卵针将受精卵轻轻压进凹槽里，旋转受精卵使动物

极朝上。凹槽里的受精卵数量不宜过多，根据操作速

度来定，避免受精卵长时间脱离海水并承受挤压导致

破碎。 

使用 Eppendorf 的微量上样针将 smyd1 : gfp 质粒

装入注射针中，注射针安装到 WPI 公司的 PV820 显

微注射仪上，注射针与凹槽平板呈 45；将 100~300 pg

的 smyd1 : gfp 质粒注入受精卵的动物极，为避免注射

过程中细胞质逆流，设置显微注射仪的保持压为

0.1~3 psi (Pounds per square inch)，注射过的受精卵在

凹槽内停留时间不宜超过 4 min，以防受精卵破裂。

及时将受精卵拨离凹槽，转移到无菌海水中。 

1.2.3  受精卵的孵化    转入 smyd1 : gfp 质粒的受

精卵和未注射受精卵各 1000 粒，分别放入装有 13℃~ 

14℃的无菌海水的 500 ml 烧杯中进行培养，注射多余

的受精卵放入另 1 个烧杯培养，烧杯进行水浴，温度

为 13℃。向无菌海水中加入亚甲基蓝溶液，每 100 ml

无菌海水中加入 2 µl 10000的 1%亚甲基蓝溶液。每

隔 3~5 h 换 1 次烧杯中加入亚甲基蓝溶液的无菌海

水，并清除沉到杯底的死卵。在烧杯中培养约 108 h

后，将胚胎转移到体积为 30~50 L 的玻璃钢水槽中培

养，水槽中海水体积为 20~30 L，水温为 13℃~14℃。 
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1.2.4  存活率    每 24 h 统计注射胚胎和未注射胚

胎存活率。计算公式： 

存活率(Survival rate, SR, %)＝ 100%
成活胚胎数

总受精卵数
 

1.2.5  GFP 表达观察    从受精后 60 h 开始至胚胎

出膜后24 h为止，取样观察。在Nikon荧光显微镜(Nikon 

Eclipse 80i)下，使用蓝色滤光片，观察 GFP 表达情况

并拍摄记录。 

1.2.6  胚胎 DNA 的提取    胚胎发育到肌节期时

(受精后约 65 h)取样，每组取 10 尾，共 3 组；出膜 24 h

后，取 3 尾有 GFP 荧光的仔鱼，用 95%乙醇固定。

用海洋动物基因组 DNA 提取试剂盒(天根生化科技)

提取基因组 DNA。 

1.2.7  PCR 检测    根据 smyd1 : gfp 质粒中 GFP 基

因序列设计特异引物。上游引物为 5-TTAATTTTATT-

TGCACTACTGG-3；下游引物为 5-TTCTTTGGTTT-

GTCTCCC-3，预扩增片段为 346 bp。反应体系：25 µl,

加 1 µl DNA (~50 ng/µl) 作为模板，3 µl 10 Buffer 

(MgCl2+)，2 µl dNTPs，0.25 µl Taq DNA 聚合酶

(TaKaRa)，引物各 0.75 µl (10 µmol/L)，18.25 µl ddH2O。

反应程序：95℃预变性 5 min；每个循环 95℃ 30 s，

60℃ 30 s，72℃ 30 s，共 25 个循环；72℃延伸 10 min。

浓度为 1.5%的琼脂糖凝胶电泳，Gel-100 凝胶成像系

统(Bio-rad)检测。切胶后用凝胶回收试剂盒(康为世纪)

回收，然后与 pMD-18T 载体(TaKaRa)连接，转化到

Top 10 感受态细胞，涂平板培养挑单克隆后，送睿博

兴科生物技术公司测序，测序结果与 smyd1 : gfp 质粒

序列用 BioEdit Sequence Alignment Editor 软件比对。 

2  结果与分析 

2.1  显微注射对胚胎存活率的影响 

本研究将 smyd1 : gfp 质粒显微注射到大菱鲆受精

约 2 h 后的Ⅰ~Ⅳ细胞的受精卵里。共注射了 2 批，

每批约 1250 粒。将大约 2500 粒显微注射的胚胎和 1000

粒未注射胚胎，分别放到 13℃~14℃的无菌海水中孵

化，每 24 h 统计胚胎存活率(图 3)。从图 3 可以看出，

随着胚胎的发育，有大量胚胎死亡，48 h 时死亡率最

高，只有 19.0%左右的注射胚胎存活，之后存活率缓

慢地下降。受精后 120 h 左右，大菱鲆孵化出膜，注

射组的仔鱼存活率约为 4.8%(约 120 尾)。而对照组的

胚胎存活率随着发育的进行也呈现下降的趋势，鱼苗

出膜时统计存活率为 19.0%左右(约 190 尾)。 

2.2  GFP 表达的检测 

受精后约 60 h，在荧光显微镜下观察到 GFP 在 

 
 

图 3  大菱鲆胚胎和初孵仔鱼的存活曲线 
Fig.3  Survival of turbot embryos and larvae 

 
大菱鲆胚胎中开始表达(图 4A)，随着发育的进行，表

达量逐渐升高(图 4E、图 4G)。由于体色变深的原因，

出膜后 24 h 观察表达量有所减弱(图 4G)。GFP 的表

达呈现出嵌合性，并且只在胚胎的肌肉组织中表达。

观察初孵仔鱼时发现，大约 56%(28/50)的仔鱼在骨骼

肌中可观察到 GFP 荧光信号(图 4)，表明 GFP 基因已

经在仔鱼肌肉中表达，从而说明大菱鲆受精卵的显微

注射技术已经成功建立。 

2.3  PCR 产物检测 

分别提取胚胎和仔鱼的基因组 DNA，进行 PCR

扩增。凝胶成像结果显示，注射 GFP 质粒的实验组都

有约 340 bp 的 PCR 特异片段，而对照组没有相关片

段(图 5)。由于 10 粒胚胎中存在没有表达 GFP 的胚胎，

并且胚胎比仔鱼的细胞量少，所含的 GFP 量少，所

以 PCR 扩增后，凝胶成像结果中胚胎的 PCR 条带比

仔鱼的弱(图 5)。PCR 扩增产物单克隆测序结果显示，

PCR 扩增片段确为注射质粒中的 GFP 片段(图 6)。 

3  讨论 

有关大菱鲆显微注射技术的研究迄今为止尚未

见报道。尽管斑马鱼(Danio rerio)、青鳉(Oryzias 

latipes)及一些淡水鲤科鱼类的受精卵显微注射技术

已建立并效果良好(Hwang et al, 2013; Ansai et al, 

2014; Li et al, 2013)，并且部分海水鱼类也建立了显

微注射技术(刘洋等, 2004; Kato et al, 2007; Otani et al, 

2008; Yoji et al, 2011)。对于海水鲆鲽鱼类来说，受精

卵显微注射难度更大。这是因为海水鲆鲽鱼除了具有

海水鱼受精卵共有的特点之外，还具有(1)卵膜很硬，

很难将外源基因 DNA、mRNA 或蛋白质显微注射到

受精卵的动物极；(2)仔鱼具有变态的特点，在变态前

后仔鱼死亡率较高，通常需要有数千尾以上的仔鱼才 



第 4 期 崔忠凯等: 大菱鲆受精卵显微注射技术的建立 33 

 

能培育长大，即使采用受精卵显微注射技术获得数百

个显微注射的胚胎，也很难培育长大为成鱼。因此，

有关海水鲆鲽类显微注射技术研究迄今国内外仅见

半滑舌鳎(Cui et al, 2017)，这也成为限制基因组编辑

技术在海水鲆鲽鱼类基因功能分析和基因定点突变

育种中成功应用的瓶颈因子。因此，要想建立大菱鲆

基因组编辑技术，首先要突破大菱鲆受精卵显微注射

技术。 

约 4.8%的大菱鲆注射胚胎最终孵化出膜，其比例

低于未注射胚胎。可能的原因包括注射时，细胞受到

机械损伤、外源 DNA 对胚胎的毒性和注射剂量等。

合适的显微注射针不仅能够将对胚胎的机械损伤降

到最低，而且还能够提高操作效率。本研究中，根据 

海水鲆鲽类受精卵的特点，利用 Sutter 公司的水平拉

针仪制备玻璃微量注射针，其与注射半滑舌鳎(Cui et al, 

2017)的相似。注射方式和注射剂量的多少直接影响

到胚胎存活率和转基因的成功率(李智等, 1998)。王

亚丽等(2017)分析了转基因显微注射的注射剂量对鸡

(Gallus gallus domesticus)胚胎孵化和转基因效率的

影响，研究表明，影响胚胎发育的主要因素是注射剂

量的大小。沈延等(2013)对 TALEN 技术的研究表明，

mRNA 的注射量越大，TALEN 的作用效率就越高，但

斑马鱼胚胎的畸形率也随之上升，而存活率就会下降。

本研究根据半滑舌鳎、花鲈、斑马鱼的注射浓度及注射

量(Cui et al, 2017; 刘洋等, 2004; Du et al, 2006)设定大

菱鲆显微注射浓度为 50 ng/µl、注射量为 100~300 pg。 

 

 
 

图 4  外源基因 GFP 在大菱鲆转基因胚胎肌肉中的表达 
Fig.4  The transient expression of GFP in the muscle of turbot transgenic embryo 

A~B：受精后 61 h 的胚胎；C~D：A~B 胚胎的放大照片；E~F：初孵仔鱼；G~H：出膜后 24 h 的仔鱼； 

A，C，E：蓝色滤光片和白光下注射 GFP 的胚胎和仔鱼；B，D，F：蓝色滤光片和白光下未注射 GFP 的胚胎及仔鱼； 

G：蓝色滤光片下注射 GFP 的仔鱼；H：蓝色滤光片下未注射 GFP 的仔鱼 
A~B: 61 h post-fertilization embryos; C~D: Larger magnification of A and B; E~F: Newly hatched fry;  

G~H: 24h post-hatching fry; A, C, E: Embryos and fries injected with GFP in blue filter and white-light;  
B, D, F: Embryos and fries uninjected with GFP in blue filter and white-light; G: Fry injected with GFP in blue filter;  

H: Fry uninjected with GFP in blue filter 
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图 5  大菱鲆胚胎和仔鱼基因组 DNA PCR 产物检测 
Fig.5  Electrophoresis of PCR of turbot embryo and larva genome 

Sar：实验组肌节期的胚胎；Lar：实验组出膜后 24 h 的仔鱼；Con1：对照组肌节期的胚胎； 

Con2：对照组出膜后 24 h 的仔鱼；DL2000 Marker：2 kb 分子量标准 
Sar: Somite stage embryos of experimental group; Lar: 24 h post-hatching fries of experimental group; Con1: Somite stage 

embryos of control group; Con2: 24 h post-hatching fries of control group; DL2000 Marker: 2 kb DNA marker 

 

 
 

图 6  GFP 片段序列比对 
Fig.6  Sequence alignment of GFP fragment 
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外源 DNA 在被注射胚胎的发育过程中以多种形

式存在，朱作言等(1989)和刘洋等(2004)研究发现，外

源 DNA 与受体基因组从囊胚期开始整合，而且能够瞬

时表达。本研究注射质粒的启动子为肌肉特异启动子

smyd1，其在肌肉中特异表达质粒(Du et al, 2006)，因此，

在肌节期开始检测荧光表达情况。随着发育的进行，

鱼苗体内的核酸酶能够降解游离的外源 DNA。因此，

出膜后的仔鱼中，游离的外源 DNA 存在的可能性很

小，以此为模板，PCR 扩增仍能得到特异性的片段，

再者胚胎中的 GFP 表达量随着发育的进行越来越多，

到仔鱼时，肌肉组织中荧光亮度远大于胚胎，从而说明

外源基因整合到了大菱鲆基因组中。 

将外源基因、蛋白质、mRNA 或细胞导入到受体中

的方法主要包括显微注射、电脉冲、精子携带、脂质体

融合、逆转录病毒转染和激光介导等(朱作言, 1999)。

电脉冲转导的方法是直接将受精卵浸泡在溶液中，通

过适合强度电脉冲处理将外源 DNA、RNA 或蛋白转

到受精卵动物极中。这个方法操作简单，可同时处理

大量的受精卵，但是效率很低 (朱作言等 , 1999; 

Heather et al, 2003)。精子携带方法对受精卵不会产生

机械损伤，但需要电脉冲处理雄鱼，对雄鱼造成损伤。

并在处理后，精子的受精能力会减弱，转移效率也很

低(朱作言等, 1999)。显微注射技术可直接在分子和

细胞水平上改变研究对象的特征。虽然，对实验操作

者的技术水平和熟练程度有一定的要求，但该技术目

前广泛应用于生命科学各个研究领域。 

本研究在海水养殖鱼大菱鲆上建立了显微注射

技术，成功使 smyd1 : gfp 质粒在大菱鲆鱼苗肌肉组织

中表达，为海水鱼类基因组编辑技术的研究奠定基

础，对大菱鲆基因功能和遗传育种等方面的研究具有

重大意义和应用价值。 
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Establishment of a Microinjection Technique in Zygote of Turbot  
(Scophthalmus maximus) 
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Abstract    Genome editing in fish has many potential applications in aquaculture and is important for 
gene functional analyses and genetic engineering breeding. Furthermore, genome editing in aquaculture 
animals is useful for cultivating new varieties and researching disease resistance and aquaculture growth. 
However, the difficulty of microinjection and cultivation in mariculture fish embryos seriously hampers 
the application of genome editing technology. Many methods are used to introduce DNA, RNA, and 
protein to fish genomes, such as pulsed electric, retroviral transfection, and laser-mediated technologies. 
Microinjection is the most widely used method. Turbot (Scophthalmus maximus) is one of the most 
important mariculture fish in Chinese aquaculture. To our knowledge, there have been no reports on the 
success of the microinjection technique in turbots. In this study, the smyd1 : gfp plasmid (50 ng/µl) with 
green fluorescent protein (GFP) expression by a 5.3 kb muscle-specific smyd1 promoter fragment was 
successfully microinjected and expressed in the cytoplasm of newly zygote of turbot at the 1~4 cell stage. 
The effects of microinjection on the survival rate of turbot embryos were studied. The survival rate of 
microinjected embryos was lower than that of uninjected embryos. Overall, 120 microinjected fishes 
(4.8%) survived and 190 (19.0%) uninjected survived. The GFP expression in the embryos and larvae was 
observed using a fluorescence microscope (Nikon Eclipse 80i). In total, 56% (28/50) of microinjected 
fishes expressed GFP. A specific GFP-encoding segment (346 bp) was amplified from the DNA of 
microinjected embryos and larvae by polymerase chain reaction, showing that the GFP gene had been 
introduced into the turbot embryos and confirming successful microinjection technique of turbot. 
Key words    Scophthalmus maximus; Zygote; Microinjection; GFP 
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