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　　摘要：自人类基因组计划完成以来，基因组学进入功能研究时代。基因组研究技术引入水产动物的研究后，推进
了水产动物基因组的结构和功能研究，解析和诠释了水产动物生物学现象的遗传基础和分子机制，在遗传育种、疾病

防治和医药等方面的研究应用也取得较大进展。本文综述了基因组学研究中的测序技术、ＤＮＡ分子标记技术、基因
芯片、ＲＮＡｉ和基因编辑等技术的研究现状，总结这些技术在水产动物中的研究应用，分析其在水产动物研究中的机遇
和挑战，为水产动物的发育、繁殖和抗逆育种等研究应用提供重要基因资源基础。
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　　细胞是生命活动的基本单位，基因则是细胞进行遗传活
动的物质基础。基因具有一致性、稳定性和连续性；不同的细

胞、基因存在个体差异性，研究基因遗传信息的差异对理解生

命演变具有重要意义［１］。基因组学的研究分为结构基因组

学和功能基因组学，及其延伸学科为转录组学、蛋白质组学、

代谢组学和系统生物学等。基因组学研究工具有研究基因组

结构的测序技术、ＤＮＡ分子标记技术和基因芯片等，研究功
能基因的技术有转基因、基因敲除、反义技术、ＲＮＡｉ技术和基
因编辑技术等。测序技术为基因组研究提供大量准确精细的

数据，推动了基因组学、系统生物学等学科的发展。ＤＮＡ分
子标记技术和基因芯片主要应用于遗传图谱的构建，对重要

经济性状基因的定位和图位克隆，给基因组结构和功能研究

提供强大的辅助育种基础。基因敲除技术、小分子干扰

ＲＮＡ、反义技术、转基因技术、抗体技术和基因编辑技术等是
对一个或多个靶基因的研究，还有针对多重靶标的化学基因

组学；这些都是在了解基因组结构基础上，对基因组的功能验

证和开发利用，同时基因组学技术的应用也开始由实验室研

究走向染色体疾病检测、病毒与细菌鉴定和肿瘤检测等临床

应用。

蓬勃发展的基因组学为水产动物的研究提供了方向，基

因组学研究技术也为水产动物的基因组结构和功能研究提供

了有力工具。人类基因组计划完成初始，水产动物的基因组

研究还停留在关键基因克隆和部分经济性状基因的标记育种

中，随着测序技术、ＤＮＡ分子标记和基因敲除等技术的引入，
基因组学在水产动物中的研究应用日新月异，已成为生物学

研究的热点。水产动物研究操作方便、与人类基因有许多共

同点，因此用作解决遗传、发育和免疫等生命相关科学问题的

模式动物。基因组学技术推进水产动物基因组结构和功能的

研究，有利于解析和诠释水产动物生物学现象的遗传基础和

分子机制［２］。开展重要水产生物功能基因组学研究，得到与

抗病、抗逆、生长、生殖等重要性状相关的功能基因，明确这些

基因的遗传基础、功能和表达调控机制，可为水产养殖、抗病

育种及生殖调控提供具有重要应用价值的基因资源。

１　基因组测序技术

１．１　测序技术的研究进展
人类基因组计划完成以来，成本低、速度快的测序技术得

到飞速发展，为生命科学研究作出了卓越贡献。２０００年人类
基因组草图完成时，仅４２个物种拥有全基因组序列，至２０１５
年在ＮＣＢＩ数据库中已有 ７７４种动物和植物具有基因组序
列。Ｓａｎｇｅｒ等提出双脱氧链合成终止法测序技术，开启了全
基因组测序时代，其后基于焦磷酸法和链接酶法测序原理的

第二代高通量测序（ｎｅｘｔ－ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）技术迅
速成为了现在研究基因组结构的重要工具；基于单个分子信

号检测的 ＤＮＡ测序被称为单分子测序（ｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＳＭＳ）或 称 为 第 三 代 测 序 （ｔｈｉｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＴＧＳ）和第四代纳米孔测序研究也走入我们的视
线［３－４］。各大测序公司都推出自己的平台，其原理各有不同，

并在通量、读长、准确度、速度和成本等方面也不相同，但均在

基因组测序、重测序、转录组和表观遗传学等研究中发挥了重

要作用，并逐渐应用于个性化医疗和遗传诊断等临床服务。

目前，主流运用的ＮＧＳ测序技术中Ｉｌｌｕｍｉｎａ的测序性价比高，
Ｒｏｃｈｅ的测序片段较长，ＡＢＩ的准确度相对略有优势，为研究
提供了更多选择。各代测序技术也在原有的基础上更新，如

Ｔｈｅｒｍｏ公司最新的 ＮＧＳ系统 ＩｏｎＳ５和 ＩｏｎＳ５ＸＬ在测序时
间、总数据量、平均深度以及总读数都较其他二代测序技术突

出［５］。第四代纳米孔测序，虽然商业化测试的仅有 Ｏｘｆｏｒｄ
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Ｎａｎｏｐｏｒｅ［６］和ＧｅｎａｐＳｙｓ这２家公司，但其在价格、通量和时间
等方面的优势，把进行个人基因组测序成为可能。除全基因

组测序技术外，还有一些针对基因组内特殊问题专门应用的

测序技术，如：Ｋｏｈ等［７］、Ｄｉｎｇ等［８］分别研发的 Ｒｉｂｏｓｅ－ｓｅｑ、
ｅｍＲｉｂｏＳｅｑ和ＥｎｄｏＳｅｑ测序技术，可鉴定和定位在ＤＮＡ复制、
修复过程中插入基因组中的核糖核苷酸分子，完善了全基因

组序列信息。

通过测序技术测出一个物种基因组序列片段，需经过组

装拼接，最终获得该物种基因组序列图谱，并应用于基因组学

研究当中，方可全面了解一个物种的基因组组成、基因调控和

分子进化等。根据某一物种基因组的复杂程度可分为简单基

因组测序和复杂基因组测序２类，利用以 ＲＡＤ、ＧＢＳ技术为
基础的简化基因组测序技术可在极短的时间内开发出成千上

万的ＳＮＰ标记，是当前测序技术的一种热门应用［９］。测序方

法策略有基因组从头测序、基因组重测序、泛基因组测序，还

有针对性较强的线粒体基因组测序、全基因组甲基化测序、外

显子组深度测序等。基因组一般测序从基因组水平上对物种

的生长、发育、进化、起源等重大问题进行研究，将加深我们对

物种的认识，在新基因的发现、物种改良等方面发挥巨大作

用；基因组重测序可以寻找出大量的单核苷酸多态性位点

（ＳＮＰ）、插入缺失位点（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｄｅｌｅｔｉｏｎ，ＩｎＤｅｌ）、结构变异位
点（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＳＶ）和拷贝数变异 （ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＮＶ）等变异信息，在群体水平上研究物种的进化历
史、环境适应性、自然选择等方面，从而获得生物群体的遗传

特征，有助于快速发现与动植物重要性状或人类疾病相关的

重要变异基因等；外显子组深度测序能够经济高效地检测一

个物种基因组中全部外显子区域，最直接体现基因功能，进而

发现与蛋白质功能变异相关的遗传突变；甲基化组测序可绘

制单碱基分辨率的 ＤＮＡ甲基化图谱，用于研究特定 ＤＮＡ区
域甲基化与特定表型之间的关联，为疾病发生与治疗的相关

研究提供基础；目标区域深度测序是指对感兴趣的特定基因

组区域进行高通量测序，寻找与各种复杂疾病相关的致病基

因和易感基因［１０］。

１．２　测序技术在基因组学研究中的应用
目前，研究者已经对４０多种常见水产动物进行基因组测

序（表１），为水产动物研究与应用提供了一大批与生长、发
育、繁殖、营养、免疫、抗逆等相关的候选基因，同时全基因组

的功能注释也为水产生物物种特有生物学现象的遗传基础和

分子机制解析提供了全方位基因层面的生物信息证据，丰富

了水产动物的遗传资源，也为物种进化研究提供参考。由于

水产动物基因组结构复杂，重复序列高，经济、快捷、目的性较

强的简化基因组测序和外显子组深度测序将是水产动物基因

组研究的重要方法之一。

抗逆是水产动物基因组应用研究的一大热点，同时也是

育种的新思路。Ｃｏｌｂｏｕｒｎｅ等对水蚤基因组的测序，使水蚤成
为首个完成基因组测序的甲壳类动物［１１］。研究显示，水蚤基

因组大小仅２００Ｍｂ，却包含３０９０７个基因，大约是人类基因
的１．３倍，超过１／３的基因为水蚤世系所独有；分析认为水蚤
基因组内含有较少的非编码ＤＮＡ和较高的基因重复率，使其
拥有较多的基因。功能研究水蚤基因家族共表达及其在代谢

信号通路中的作用证实重复并非随机分布，其中大部分旁系

同源基因在不同环境中具有不同的表达模式；分析水蚤独有

基因发现这些基因对生态环境变化极其敏感，为研究生活在

淡水中的生物如何适应环境变化提供了分子基础。牡蛎维持

调控近海和内湾生态系统的稳定，是潮间带极端环境的代表

物种，Ｚｈａｎｇ等采用ｆｏｓｍｉｄ合并策略（针对高度复杂性和多态
性的基因组）测序并组装了太平洋牡蛎基因组约５５９Ｍｂ，预
测拥有 ２８０２７个基因［１２］。对数据分析，发现针对环境压力

变化热休克蛋白７０有助于牡蛎耐受高温，存在以４８个凋亡
抑制蛋白基因为主的抗凋亡系统，这些基因和旁系同源基因

通过调控自身的基因表达，使得牡蛎能较好地适应和应对环

境压力；发育方面研究显示与机体体节发育相关的 Ｈｏｘ基因
簇被破坏；同时该团队也对贝壳的形成进行研究，在贝壳中鉴

定出２５９种贝壳蛋白，大部分为非分泌性蛋白，贝壳基质与动
物的结缔组织、基底膜的细胞外基质具有相似性，如血细胞及

外来体参与调控纤丝的形成。

大数据的基因组对免疫应答和免疫细胞信号传导等免疫

学基础研究产生很大的影响，并为疾病诊断与治疗提供新线

索。斑马鱼是一种常用的重要模式生物，其透明胚胎特别适

合进行发育，Ｈｏｗｅ等研究发现斑马鱼与人类共享约７０％的
蛋白编码基因，且与人类疾病相关基因中有８４％可以在斑马
鱼中找到对应基因，目前在斑马鱼中已经鉴定出与人类疾病

有关的３１８８个基因突变［１３－１４］。水产养殖的黄鱼极易受到

细菌、病毒和寄生虫传染，黄鱼抗病力下降显著地影响了水产

业，Ｗｕ等绘制了大黄鱼基因组序列草图，并证实受到正选择
作用的快速进化基因富集在与先天免疫相关的一些信号通路

上，并鉴别出一些先天防御基因如Ｔｏｌｌ样受体、白细胞介素和
肿瘤坏死因子等在感染后显著下调，揭示出大黄鱼具有发育

良好的先天免疫系统［１５］。

漫长的历史进化过程中，物种内和物种之间的基因组存

在差异，研究这些差异和其稳定的遗传是研究进化的核心。

从事比较基因组学研究 的 Ｓｉｍａｋｏｖ等 对帽 贝 （Ｌｏｔｔｉａ
ｇｉｇａｎｔｅａ）、海蠕虫（Ｃａｐｉｔｅｌｌａｔｅｌｅｔａ）和水蛭（Ｈｅｌｏｂｄｅｌｌａｒｏｂｕｓｔａ）
３个冠轮动物（Ｌｏｐｈｏｔｒｏｃｈｏｚｏａｎｓ）进行基因组测序，研究小组
还开发用于快速简便搜索基因组间相似性的计算工具来比较

分析各物种基因组的差异，成功追踪１７个结构相似对称动物
共同祖先的“祖先连锁群”（ａｎｃｅｓｔｒａｌｌｉｎｋａｇｅｇｒｏｕｐｓ），分析功
能并测试进化过程的假说［１６］。

２　ＤＮＡ分子标记和生物芯片技术

２．１　ＤＮＡ分子标记技术研究进展
ＤＮＡ分子标记能够反映生物个体或种群间基因组中某

种差异特征的ＤＮＡ片段，是重要的生物标记之一，具有成本
低廉、操作简单和信息量大等特点，是开展遗传作图、关联分

析、群体遗传分析以及生态多样性分析等研究的基础。ＤＮＡ
分子标记技术分为：基于 ＤＮＡ和 ＤＮＡ杂交的 ＲＦＬＰ、ＤＡＦ和
原位杂交等；基于 ＰＣＲ技术的 ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ、ＳＴＳ、ＳＣＡＲ、
ＳＲＡＰ和ＲＰ－ＰＣＲ等；基于重复序列为基础的微卫星 ＤＮＡ、
小卫星 ＤＮＡ、ＳＳＲ、和 ＳＲＳ等；基于 ＤＮＡ测序分析的 ＥＳＴ、
ＳＮＰ、ＣＮＶ和线粒体ＤＮＡ标记等［１７－１８］。ＡＦＬＰ和ＳＮＰ位点分
布广泛的特点决定了其在高饱和度遗传图谱构建中将发挥重

要作用；ＳＳＲ应用广泛、多态性高的特点适合于不同家系和群
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表１　已完成基因组测序的水产动物

物种名称 发表期刊、时间（年－月）和ＤＯＩ
红鳍东方豚Ｆｕｇｕｒｕｂｒｉｐｅｓ 《Ｓｃｉｅｎｃｅ》，２００２－０８，ＤＯＩ：１０．１１２６／ｓｃｉｅｎｃｅ．１０７２１０４
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体遗传图谱的比较和整合，但须筛选出微卫星标记，才能在

ＱＴＬ定位和连锁图谱构建中发挥更大的作用；ＥＳＴ标记和其
他遗传标记应用将为基因定位与克隆、比较基因组研究和物

理图谱的构建起到关键作用；ＤＮＡ条形编码技术可准确、快
速、有效地进行物种鉴定；与芯片杂交合用的多样性序列芯片

技术（ｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｒｒａｙｓｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＤＡｒＴ）较广应用于基因组型
分析研究中［１８－１９］。分子标记技术广泛应用于遗传连锁图谱

的构建、遗传多样性分析、种质资源鉴定、重要经济性状基因

定位、图位克隆和物种系统发育等方面。

虾、蟹等水产动物基因组研究相对滞后，水产动物的生

长、繁殖、抗逆和抗病等重要数量性状研究大多还是依赖

ＤＮＡ分子标记技术。水产动物中的分子标记研究较多也较
成熟，国内外学者利用分子标记对水产动物进行遗传多样性

分析、遗传结构和种质资源的鉴定［２０］，在重要水产动物中筛

选出重要性状相关的功能基因［２１－２２］，阐明了其中一些重要基

因的功能及其表达调控机制，并剖析其相关遗传基础，为生长

发育、生殖调控、抗病育种和水产养殖等提供一大批具有重要

潜在价值的基因资源库。物种进化的本质是基因组的进化，

分类学中可利用 ＤＮＡ分子标记精确分析其速度和种属分
类［２３－２４］，同时利用分子标记在有关物种间进行遗传或物理作

图的比较基因组学研究；例如，对斑马鱼基因组研究发现斑马

鱼与人类大约７０％的蛋白编码基因相似，并且已确定的人类
疾病相关基因中有８４％可以在斑马鱼中找到对应基因［１３］。

Ｊｉａｏ等建立贝类全基因组选择育种分析评估系统时，利用种
群、个体间的遗传标记分型技术检测变异后与性状间进行连

锁，研发了低成本、高通量遗传标记分型技术［２５］。

２．２　基因芯片技术及其在水产动物研究中的应用
在 ＤＮＡ杂交技术基础上发展的基因芯片（ｇｅｎｅｃｈｉｐ）又
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称ＤＮＡ微阵列或ＤＮＡ芯片，是研究最深入、实用性最强的生
物芯片之一，目前已经得到了极大的发展与应用。根据所用

探针的差异分为寡核苷酸阵列和ｃＤＮＡ微阵列两大类［２６－２７］。

基因芯片同时检测大量基因的相对量，高通量研究基因组上

的全部基因，已从基因表达谱发展到 ＳＮＰ谱、ＣＮＶ谱和功能
基因组分析的许多方面。新研究的有Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的微珠布
放法、ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ的 ｑＰＣＲａｒｒａｙ和 Ｎａｎｏｇｅｎ公司的微
电子芯片等，其中ｑＰＣＲａｒｒａｙ针对性强、可准确可靠研究某一
生物学通路的基因，在水产动物的免疫防御中有较好利用。

用于基因组研究的主要是 ＳＮＰ和 ＣＮＶ芯片，Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司凭
借自己开发的 ＧｏｌｄｅｎＧａｔｅ技术和 ｉｎｆｉｎｉｕｍ专利技术开发的
ＳＮＰ芯片提供灵活快捷的定制服务，适用于大样本量分析。
在芯片的技术水平、芯片的种类以及覆盖ＳＮＰ位点的数量远
超Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公司的ＳＮＰ芯片。２家公司 ＳＮＰ芯片都可用于
ＣＮＶ分析，但 Ｉｌｌｕｍｉｎａ芯片因覆盖位点数量较多，所以在
ＣＮＶ分析中可提供更高分辨率的 ＣＮＶ数据［２８］。同时，

Ｉｌｌｕｍｉｎａ光纤微珠芯片平台可稳定地高通量分析不同条件下
细胞、组织等样品间的ＤＮＡ甲基化差异。

生物芯片技术应用于水产动物的免疫调控和病原检测等

领域，具有高度的平台化、多元化、微型化和自动化等优势，可

以在无损伤前提下对养殖动物进行研究。针对目前由多种病

原共同作用引起的水产动物疾病，生物芯片可实现多个样品

多种病原的集成检测，根据检测结果即可对疾病作出较为准

确的诊断，对疾病的防控具有重大意义。其中，基因芯片技术

在水产动物疾病病原的检测应用研究中尚处于初步阶段，仅

在一些常见的、危害较大的细菌、病毒性疾病检测上有所应

用。Ｔｈａｎａｓａｋｓｉｒｉ等使用微阵列分析注射不同量聚肌苷酸胞
苷酸ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）的牙鲆在１５℃和２５℃下基因表达的差别，
结果显示２５３个基因有差异表达，其中部分是Ⅰ型干扰素
（ＩＦＮ）和炎症相关基因［２９］。Ｄａｈｌｅ等利用高密度寡核苷酸微
阵列对大西洋鲑鱼呼肠孤病毒（ｐｉｓｃｉｎｅｏｒｔｈｏｒｅｏｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）感
染的血细胞免疫应答基因表达进行了分析［３０］。

３　基因功能研究重要技术与应用

３．１　传统基因敲除技术和转基因技术
转基因和基因打靶是早期应用于基因功能的研究技术。

基因组测序得到大量结构已知而功能未知的基因，随后功能

基因组学研究开启，对目标基因进行定点突变，从整体观察目

标生物推测基因功能的基因打靶技术应运而生，已成为研究

功能基因组最有效和最直接的方法之一。基因打靶的研究策

略可分为：完全基因剔除的策略、基因捕获、精细突变、条件性

基因打靶、时空特异性基因打靶、染色体组大片段的删除和重

排、诱导性基因打靶和基因敲入等。利用基因捕获建立携带

随机插入突变的ＥＳ细胞库，从而节省筛选染色体组文库、构
建载体的工作及费用，更有效和更迅速地进行染色体功能分

析；精细突变的引入有打了就走策略、双置换法、“标记和置

换”法和利用Ｃｒｅ－ＬｏｘＰ系统引入点突变；时空特异性基因打
靶特异的时间和空间调控，便于研究基因剔除的不同发育阶

段的研究。基因打靶可通过建立相应疾病模型，为疾病的基

因治疗提供科学理论依据，还可应用与生物改造和新物种的

培育中［３１－３２］。

通过转基因技术使目标物种获得特定基因所关联的性

状，也是目前水产动物育种中的常见方法。基因的转移有电

转法、精子介导法、逆转录病毒法和显微注射法等，其中应用

最广的是显微注射法。水产动物的转基因研究主要是在其繁

殖与育种过程中把牛羊等大动物的生长激素基因转移到水产

动物受精卵中，以促进快速生长；同时，转基因技术在疾病预

防中应用较广，如溶菌酶基因被导入到大西洋鲑鱼中以使其

获得抗病特性［３３］。除天然编码基因用于转基因之外，更高效

的“分子设计”和“合成生物学”也开始应用于水产动物转基

因育种［３４］。

３．２　ＲＮＡｉ技术
ＲＮＡ干 扰 （ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是 双 链 ＲＮＡ

（ｄｓＲＮＡ）产生多个小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｉｎｇＲＮＡ，
ｓｉＲＮＡ）介导对同源靶 ｍＲＮＡ的降解诱导产生强大的特异性
的基因表达抑制或沉默作用，是生物进化过程中产生的自我

保护机制。其中，ｓｉＲＮＡ瞬间应答，可持续几小时甚至几天，
或应用可诱导组织特异性启动子产生 ｓｉＲＮＡ从而达到更稳
定的突变体等，这些特点，使 ＲＮＡｉ更具优势，应用更广。通
过ＲＮＡｉ系统，细胞可以清除当前细胞不需要的或外源的
ｍＲＮＡ，以及畸变的ＲＮＡ，从而提高细胞运转效率，抑制病毒、
“跳跃”因子等可能对细胞基因稳定性造成伤害的基因成

分［３５－３６］。ＲＮＡｉ在基因组水平上主要用来筛选确定改变转基
因表达或导致某一特异性表型的基因。ＲＮＡｉ技术可经济、快
捷的进行基因功能分析，同时也可以对基因数据库中功能尚

不清楚的基因或序列进行功能分类或初步分类，是后基因组

学时代的一项研究基因功能的重要工具。使用合适的启动

子，ＲＮＡｉ在特定细胞类型中可消除或减弱特异基因的活性，
这一策略用于发育过程的不同阶段，可精确进行指导各种组

织特异性基因表达沉默［３５，３７］。

作为一项反向遗传学技术，ＲＮＡｉ技术与反义寡核苷酸技
术相比具有用量少、抑制基因表达效果明显等优点，且相比基

因敲除技术可在较短的试验周期内了解基因的功能，在基因

功能研究这一复杂的工程中，专一性和干扰活力较高的ＲＮＡｉ
技术对水产动物疾病的机理研究与防治都有重要作用。在斑

马鱼的研究中注射ｄｓＲＮＡ更可引起非特异性致死应答反应，
但注射ｓｉＲＮＡ可减轻这种非特异性应答。Ｈｏｕ等使用 ＲＮＡｉ
技术比较凡纳滨对虾 Ｔｏｌｌ信号通路和 ＩＭＤ信号通路对抗菌
肽不同的转录调控，发现 ＲＮＡｉ试剂作用在 Ｔｏｌｌ信号通路中
可引起较高死亡率，说明２个免疫通路对细菌感染有不同的
转录调控，同时也发现２个免疫通路相互依存［３８］。Ｐｏｓｉｒｉ等
对黄头病毒感染虾的研究中，发现双链 ＲＮＡＰｍＣＨＣ沉默在
内吞作用中发挥重要功能的 ＰｍＣＨＣ基因可抑制 ＹＨＶ复制
以及延迟虾感染死亡时间［３９］。

３．３　基因编辑技术
基因组编辑技术是在基因组水平上对特定位点 ＤＮＡ序

列进行突变、插入或缺失等改造的遗传操作技术，基因编辑不

同于ＲＮＡｉ引起基因的“上调”或“下调”，是对基因组的永久
改变。目前，测序技术和算法工具日新月异，但无论模式或非

模式生物基因组编辑技术的研究仍然相对滞后，并且还存在

诸多局限。基因组编辑是基于 ＤＮＡ双链断裂（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄ
ｂｒｅａｋ，ＤＳＢ）和机体的修复机制所产生的新技术。其中，修复
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机制主要包括：（１）非同源重组末端连接（ｎｏｎ－ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
ｅｎｄｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＨＥＪ）修 复；（２）同 源 重 组 （ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ，ＨＲ）修 复；（３）单 链 退 火 （ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄ
ａｎｎｅａｌｉｎｇ，ＳＳＡ）修复。制造 ＤＳＢ过程中，天然切割核酸酶识
别序列单一、难改变靶标，现常使用人工核酸内切酶

（ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ，ＥＥＮ）：锌指核酸酶（ｚｉｎｃ－ｆｉｎｇｅｒ
ｎｕｃｌｅａｓｅｓ，ＺＦＮｓ）、类转录激活因子式核酸酶（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ－ｌｉｋｅｅｆｆｅｃｔｏｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，ＴＡＬＥＮｓ）［４０－４２］、归巢核酸内
切酶和ＲＮＡ靶向编辑技术成簇间隔的短回文重复序列系统
（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ＣＲＩＳＰＲ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅｓ；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ）［４１］等。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统通过将入侵病毒或外源 ＤＮＡ片段整
合到ＣＲＩＳＰＲ中，并利用相应的ＣＲＩＳＰＲＲＮＡｓ（ｃｒＲＮＡｓ）来指
导同源序列的降解，从而提供免疫性；是细菌和古细菌在长期

演化过程中形成的一种特异性免疫保护机制，可抵抗入侵的

病毒及外源ＤＮＡ［４３］。在细菌及古细菌中，ＣＲＩＳＰＲ系统共分
成３类，其中Ⅰ、Ⅲ类需要多种 ＣＲＩＳＰＲ相关蛋白（Ｃａｓ蛋白）
共同发挥作用，而Ⅱ类系统只需要１种Ｃａｓ蛋白即可，这为其
能够广泛应用提供了便利条件［４４－４５］。由于 ＰＡＭ（ｐｒｏｔｏ－
ｓｐａｃｅｒａｄｊａｃｅｎｔｍｏｔｉｆｓ）序列结构（５′－ＮＧＧ－３′）简单，几乎可
以在所有的基因中找到大量靶点，如今 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ技术在
可编辑位置、拓展性和操作等方面都表现出强大的优势，但

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ的特异性不高，靶向识别序列存在１个或多个错
配依然能被剪切，所以现在面临的最大问题是脱靶效应

（ｏｆｆ－ｔａｒｇｅｔｅｆｆｅｃｔ）即基因组中非目标位置产生非必要的ＤＮＡ
突变［４４，４６］。解决这一问题可根据基因组数据改变 ｓｇＲＮＡ的
设计策略，提高Ｃａｓ９核酸酶特异性如双切口酶法，Ｍａｌｉ等开
发的ＤＢ－ＰＡＣＥ方法可大大提高核酸酶的 ＤＮＡ结合能力和
切割特异性［４７］；Ｚｈａｎｇ等确定了金黄色葡萄球菌Ｃａｓ９复合物
（ＳａＣａｓ９）的晶体结构，还证实该酶的高效ＤＮＡ切割和精确的
ＤＮＡ靶向［４８］。

斑马鱼具有饲育容易、胚胎透明、体外受精、突变种多、遗

传学工具成熟等诸多优点，是研究基因编辑的模式动物［２］。

Ｚｕ等应用斑马鱼研究同源重组中的 ＴＡＬＥＮ精确突变［４９］；

Ｌｕｎｄｇｒｅｎ等对ＣＲＩＳＰＲ在斑马鱼中的编辑研究进行综述，为
进一步研究 ＣＲＩＳＰＲ系统提供参考［５０］。李明辉利用 ＴＡＬＥＮ
技术研究Ｆｏｘｌ２和Ｄｍｒｔ１的功能，ＣＲＩＳＰＲ技术研究Ｎａｎｏｓ２和
Ｎａｎｏｓ３的功能以及ｌｇｆ３在性别分化中的作用［５１］。

４　展望

每个全基因组序列的完成就意味着基因多样性的完善和

对这一物种基因组进行开发利用的开端，基因研究的基本任

务是研究、编辑和利用目的基因，即开发人们需要有优良性状

的基因产物，尤其致病基因在临床医药应用具有很高的开发

价值，面对尚不清楚功能的基因，随着研究的深入，也可能成

为具有高开发价值的功能基因。基于已测得的水产动物全基

因组序列图谱，结合比较基因组学研究方法，通过ＲＮＡｉ和基
因编辑验证、改善基因功能，对基因组进行深度解析，了解水

产动物基因组结构和功能特征，极大地推动研究者对水产动

物基因组的有效开发和深度利用，从而批量发掘生长、生殖、

抗逆等重要性状相关功能的基因，研究其作用机理和调控网

络，明确基因型与表型关联性，为深入开展水产动物遗传育种

工作提供基因资源。研究分子设计育种的理论和方法，分析

基因、系统调控网络对环境的反应，开发生长、发育、抗性等技

术平台，为性状改良和品种培育提供理论基础。开发编码具

有特殊营养或应用价值的多肽和蛋白基因，筛选水产动物特

有的药物功能基因或药物合成相关的功能基因。同时，各种

技术也需要协作使用，如：ＮｉｍｂｌｅＧｅｎ序列捕获芯片与４５４测
序技术相结合可以检测完整的人类外显子组［５２］，微阵列分析

和ＲＮＡｉ技术相结合可提高靶定基因过程的特异性和效率
等。基因表达谱、同位素标记相对和绝对定量蛋白质组学技

术和糖微阵列技术等多种组学技术综合应用开发水产动物的

生命资源也是必然趋势。
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