
一种电转染华贵栉孔扇贝基因编辑的

应用方法
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! "# 目前，01234150&*6基因编辑技术已成为动植物遗传育种领域研究的热点。为解决 012341技术在贝类生产实践中应

用难的问题，本文探究了一种电转染的双壳贝类基因编辑方法。利用本方法分别对华贵栉孔扇贝受精卵的 !"#$%&'($)和*!+,

进行编辑，并成功地将编辑后的幼虫培养到稚贝。在编辑后 - 7和 !. 7的 89型幼虫及 :. 7的稚贝中都检测到了荧光，并且编

辑*!+,后的 !. 7幼虫，其壳长显著大于编辑 !"#-%&'($.组和对照组。本研究表明：电转染基因编辑技术在贝类中具有可行

性。本方法具有成本低、操作简单、易推广等优点，可以广泛应用于贝类的遗传育种领域。
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随着全基因组测序成本的降低，越来越多的海

洋生物基因组信息公布，这在提供丰富遗传信息资

源的同时，也对反向遗传学研究手段提出更高需

求。自 2013年 CRIPSPR技术首次在生物基因编辑

领域的实现以来[1]，其已成为应用最广泛的基因编

辑技术之一。在海洋生物的研究应用中，CRIPSPR

a+V, :#" @+,!

_IS, #.#$

第 :# 卷 第 ! 期

"$#$ 年 # 月

海 洋 通 报
DEFGHI JKGIHKI LMNOIPGH

!""#$%%&'"()*+,-./012)3/



!

!

!""#$%%&'"()*+,-./012)3/

技术也从玻璃海鞘等模式动物逐渐向诸多非模式生

物中发展[2]，然而该技术在双壳贝类中的应用报道

较少，尚处于初级阶段的研究仍面临诸多问题。

在 CRISPR/Cas系统基因编辑导入方法中，主

要分为三大类，即生物转染 （慢病毒、腺病毒

等）[3-4]、化学转染 （脂质体、阳离子聚合物）[5-6]、

物理转染 （电转染、显微注射、基因枪）[7]。对比上

述导入方法，生物转染的方法相对操作难度较低，

然而存在细胞毒素残留可能；化学转染方法最突出

的优点是操作简便，无须复杂技术要求，也不存在

细胞毒素问题，然而其最大弊端是成本相对较高，

同时还有转染时间较长、稳定性难以保证、转染效

率相对较低等因素制约；物理转染很大程度上降低

此类毒素风险，在实际研究中具有较高的优先级。

贝类的主要价值为食用，因而选择一种效率高

且毒性小的导入方法至关重要。显微注射方法每次

对单个个体进行精确操作，具有转化率高、整合率

高的特点，目前在贝类中对长牡蛎 （!"#$$%$&"'(

)*)($）[8-10]和侏儒蛤 （+,-*.*( -(&'"(-*$）[11]的基因编辑

均是借助显微注射技术开展，但这些报道中的编辑

后受精卵均没有培养到稚贝阶段。同斑马鱼显微注

射类似，由于在胚胎发育早期至 4细胞前没有膜完

全分隔细胞和卵黄[12]，故将实验材料直接注射到

1-4细胞期的胚胎中，注入 1个细胞或卵黄的溶液

将扩散到整个胚胎中。然而，分析双壳贝类自身特

点，其受精卵个体比较小，直径一般仅在 60!m

左右，并且注射后存活率低，即使是操作熟练的技

术人员也难以在发育至 4细胞前完成保证存活的受

精卵量，由此可见，利用显微注射开展双壳贝类的

基因编辑技术难度比较大，尤其不适宜受精卵较小

生物的研究应用，前景不够理想。

电转染 （Electroporation） 方法[13]是利用可控的

脉冲电场使精子细胞质膜产生暂时的孔洞，从而促

进外源 DNA进入精子的转基因方法。该方法已广

泛应用于一些非渗透的外源大分子进入细胞，例如

DNA、蛋白质和药物等。目前，电转染介导的体内

基因转移在疫苗生产、转基因表达、酶的替代和癌

症控制等方面也十分有效，其还应用到包括电场促

细胞融合、细菌转化、呈递化学药物等方面。电转

染方法利用电脉冲产生暂时性孔洞使外源物质进入

细胞，一次可以对多个对象进行操作，难度相对较

低，可以在短时间内向多细胞同时进行导入操作，

尤其适合在每次排卵量大的生物中进行相关研究。

国内已有研究人员尝试利用电转染技术对福建牡蛎

（/"($$%$&"'( (.),-(&' 或 !0 )*)#$ #.),-#&'） 开展基因

编辑工作[14-15]，但编辑后受精卵都没有培养到稚贝

阶段。然而，由于电转染方法具有操作简单、成本

低、无细胞毒性、一次性可以处理大量受精卵等优

点，在双壳类基因编辑上将有广阔的应用前景。

清道夫受体（ScavengerReceptor，12）是一种可

以识别、结合多聚阴离子并将它们转运至细胞内降

解的细胞表面跨膜糖蛋白，是受体基因超家族的一

员[16]。B型清道夫受体（ClassBScavengerReceptor，

1234） 参与动物体动脉粥样硬化、免疫防御、凋

亡细胞清除和类胡萝卜素代谢和转运等生理过程。

Liu等经实验证明 SRB/CD36家族成员1243-*5'36

基因是华贵栉孔扇贝 （/7-#89$ .%:*-*$） 富集类胡

萝卜素的关键基因，此基因只在金色个体中表达，

在普通个体中不表达[17]。肌肉生长抑制素（myostatin，

+;<=） 属于转化生长因子"β（transforminggrowth

factor-beta） 超家族一员，在动物肌肉生长和发育

过程中起负调控作用[18]。由于其重要的功能，到目

前为止，+;<= 已被在很多脊椎动物中广泛研究，

包括鸟类，哺乳动物和水生物种[19]。闭壳肌大小是

贝类关键经济性状，故 +;<=的研究具有重要价

值。目前在海湾扇贝（>")%?'@&'. *""(A*(.$）[20-21]、栉

孔扇贝（/70 B(""'"*）[22]、华贵栉孔扇贝（/70 .%3

:*-*$）[23]、贻贝 （+9&*-,$ @7*-'.$*$）[24]、小狮爪海扇蛤

（=%A*?'@&'. $,:.%A%$,$）[25]和竹蛏 （;*.%.%C(@,-(

@%.$&"*@&(）[26]等物种中皆有 +;<= 基因的报道。

本文以华贵栉孔扇贝为研究对象，利用电转

染介导的 CRISPR/Cas9方式对其受精卵进行了基

因编辑，首次在贝类中将基因编辑后的幼虫培育

至稚贝阶段。本文详细描述了电转染的基因编辑

方法应用于华贵栉孔扇贝的过程，目的是提供一

种双壳类基因编辑方法，旨在解决贝类基因编辑

应用难的问题。

1 材料方法

!#! !"#$

本实验所用亲贝为性腺成熟的华贵栉孔扇贝

“南澳金贝”1龄贝，养殖于国家贝类产业技术体

系汕头综合试验站核心示范区的汕头大学南澳临海
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实验站专用海域。

取华贵栉孔扇贝“南澳金贝”的性腺及闭壳肌

组织备用，同时挑选性腺饱满的雌、雄个体，清除

体表附着物，留作亲贝备用。

#$" %&'() !"#$%&'

在 NCBI中下载华贵栉孔扇贝“南澳金贝”的

!"#$%&'($) 和 *!+, 的序列信息，依据基因组和

转录组数据分析基因 CDS在基因序列上的位置，

利用GeneStructureDisplayServer工具绘制基因结构

图，区分外显子和内含子位置。按照基因本身的性

质，选择候选的待敲除位点，确定待敲除位点。利

用靶位点设计网站 http://crispr.mit.edu/的 Benchling

设计工具，在文本框中输入基因 CDS序列。根据

sgRNA设计原则，设计长 20nt的核心序列，获得

GG20nt+NGG序列。

设计 T7-sgRNA-F（6nt保护碱基 +20nt核心

序列 +12ntpDR2745!序列） 和 sgRNA-R引物

对，以 pDR274为模板进行 PCR扩增，产物约

120bp。对上述纯化后的 PCR产物使用 MEGA

scriptTMT7TranscriptionKit（ThermoFisherScientific）

进行 sgRNA体外转录实验，并对转录产物进行纯

化备用。

#$* %&'() ()*+&'

提取性腺及闭壳肌组织总 RNA，反转录实验

获得 cDNA，进行基因克隆实验获取 !"#-%&'($.

和 *!+, 作为目的片段备用。使用 Guide-itsgRNA

ScreeningKit（TAKARA） 进行体外切割检验实验，

再用电泳检验。

#$! %&'() , +,%- -./01234

参考 Ran等共表达质粒的构建方法[2]，使用

T4连接酶退火使设计的 sgRNA形成双链，利用

T7连接酶将 sgRNA质粒连入经 BbsI酶切的质粒

pSpCas9（BB）~2A-GFP（PX458）中，16!连接过

夜，随后取 1~2!L质粒转化至 50!LStbl3感受

态中，离心混匀后吸悬液至含有 50!g/mL氨苄

抗生素的 LB平板上，37℃倒置培养12~16h，挑取

单菌落，接种于含氨苄的 LB液体培养基中，37!

于摇床培养 12~16h，提质粒，测序鉴定。将鉴定

成功后的质粒对应菌种扩大培养，提取质粒并浓缩

至工作浓度，剩余质粒 -20!保存备用。

#$. 56789:;<=>?

步骤一：人工催产获得精子和卵子，人工授精

获得受精卵。

步骤二：进行电转染步骤，转染形式为

sgRNA!"Cas9酶 =2"1体积比混合成核糖核蛋白复合

物（Ribonucleoprotein，RNP），其中sgRNA工作浓度

保持≥50ng/!L，Cas9工作浓度保持≥250ng/!L；

或者转染上述重组质粒确保质粒浓度≥2!g/!L，

取 4~7!L线性质粒 （用不破坏质粒结构的酶切

割）。将 RNP或重组质粒与 800!L高密度受精卵

混匀，以电击参数 250V，400!s，保证在 4细胞

前完成转染操作。然后利用电转仪将上述质粒转染

到受精卵中。将 !"#-%&'(-. 和 *!+, 编辑后的受

精卵分别放入 500L的孵化桶中孵化，同时将未转

染的受精卵作为对照组放入另外一个 500L的孵化

桶中孵化，共形成了 2个编辑组 （!"#-%&'(-. 和

*!+,） 和 1个对照组。

#$/ @ABCDE FGHIJ KLMN,O$

参照 Zheng等的方法进行受精卵孵化、幼虫培

育、稚贝保苗和养成[27]，但幼虫培养的方法略有差

异，期间充气、不换水。

#$0 :;PQ&R

从下面三个方面检测编辑效果：

① 荧光检测：对 5d和 10dD1型幼虫及 40d

稚贝，在倒置荧光显微镜下观察绿色荧光情况。

② 分子检测：使用 QIAampDNAMicroKit

试剂盒 （微量提取） 提取 RNP编辑组 5dD1型

幼虫的总 DNA，对有目的片段进行克隆，将阳

性克隆菌液送往华大基因进行 Sanger测序，然后

进行序列比对，利用 qPCR方法比较编辑组和实

验组 5dD1型幼虫 （多幼虫混样） 靶基因表达量

差异。

③ 生长检测：比较质粒编辑组 （!"#-%&'(-.

和 *!+,） 和对照组 10d的 D1型幼虫，壳长

（!m），检测编辑效果。将幼虫用碘液固定后，用

带有目微尺的光学显微镜 （OLYMPUS，日本） 进

行测量，每组随机测量 30个个体。

#$2 STUV

实验数据用 SPSS19.0、SAS统计软件进行单

因 素 方 差 分 析 （One-wayANOVA） 或 T检 验

（T-test） 以及成组数据进行比较，最终数据以同一

处理六个平行样品的平均值±标准误 （Mean±

SE） 表示；用 GraphPadPrism5.0软件作图；设置

显著性水平为 / <0.05，/ <0.01或 / <0.001。
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2 结果

"#! !"#$%&'

!"#$%&'($) 共具有 10个内含子区和 11个外

显子区 （如图 1（a）所示）；*!+, 共有 2个内含子

区，3个外显子区分布 （如图 1（b）所示）。

"#" !( $%&'( )*

根据基因序列分析及 sgRNA设计原则，针对

每个基因设计非跨外显子的 sgRNA序列 （表 1）。

+ ! ,"#$%&'

名称 位置 序列 （5!-3!） PAM 切割评分 靶向评分

SRB3-sgRNA-F1 8号外显子 + GGAGTTTGGACTATAGAATC TGG 50.7 70.3

SRB3-sgRNA-F2 9号外显子 + GGAGCTTTGTAGGTCAATGA CGG 56.7 67.2

MSTN-sgRNA-F1 2号外显子 - GGAACTTTACTAAATTTACC GGG 57.0 65.7

MSTN-sgRNA-F2 3号外显子 - GGCTGACTCAAGGTAGGGGA AGG 56.9 61.9

- ! )*./ "#$%&01

"#) 23456789

图 2（a）所示，获取 !"#-%&'($.片段约 1.7Kbp，

*!+, 片段约为 1Kbp。

引物序列：

MSTN-F1CTTCGCACAACCACATC

MSTN-R1AAGAGGAGTATGGGCAAC；

SRB-like-3-F1GAAGATCTATGGGAAAGAAA

ACCTGGAGATGTA

SRB-like-3-R1ATGATTTCCGTATCTTTAACA

TCCT

SRB-like-3-R2TCCCCCCGGGCCTGTTTGTCG

TCTTCAGTTTATCA

图 2（b）所示为 SRB3-sgRNA-1及 MSTN-sgR

NA-1切割检验结果，其中 1号、5号孔位均为

DL2000plusMarker，2号为经过 SRB3-sgRNA-1切

割的 *!+, 片段，3号为经过 MSTN-sgRNA-1切

割的 *!+, 片段，4号为未经任何切割实验的

*!+, 片段，6号为经过 MSTN-sgRNA-1切割的

!"#-%&'(-. 片段，7号为经过 SRB3-sgRNA-1切

割的 !"#-%&'(-. 片段，8号为未经任何切割实验

的 !"#-%&'(-. 片段。结果显示，2号、3号、6号、

7号均显示两条条带，无论 *!+, 还是 SRB-like-3

基因片段均被 MSTN-sgRNA-1和 SRB3-sgRNA-1

切割为约 750bp和 150bp两条条带。

图 2（c）所 示 为 SRB3-sgRNA-2及 MSTN-

sgRNA-2切割检验结果，其中 1号、5号孔位均为

DL2000Marker，2号为经过 MSTN-sgRNA-2切割

的 SRB-like-3片段，3号为经过 SRB3-sgRNA-2

切割的 !"#-%&'(-. 片段，4号为未经任何切割实

验的 !"#-%&'(-. 片段，6号为 SRB3-sgRNA-2切

割后的 *!+, 片段，7号为经过 MSTN-sgRNA-2

（*）

（+）

,&-./012.)
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切割的 !"#$ 片段，8号为未经任何切割实验的

%"#& 片段。结果显示，只有 3号、7号显示出与

对照不同的切割序列，其中 3号显示约 1Kbp及约

750bp两条条带，而 7号显示一条约为 750bp条

带。2号与 4号显示的一致均为约 1.7Kbp单条条

带，而 6号、8号显示一致均为约 1Kbp单条条带。

"#! !"#$

无论是经 "'()*+,-). （图 3（a）） 还是 %"#&

（图 3（b）） 的重组质粒转染后发育到 5dD$型幼虫

中部分有绿色荧光，在 "'()*+,-). （图 4（a）） 和

%"#&（图 4（c）） 编辑的 10dD$型幼虫中也都检测

到荧光信号，而对照组 （图 4（b）） 则不显示。此

外，在编辑后的 40d稚贝中也检测到了荧光信号

（图 5）。

（%） （&）

% ! " # $%&'(!)*+

% & '( # $%&',-.!)*+

"#' +/*+

在电转染 RNP的 "'()*+,-). 和 %"#& 实验组

中，每组各随机取 5dD型幼虫 50个，进行 DNA

提取，并送测序检验，在 "'()*+,-). 实验组中共

有 4个突变 （图 6），编辑率为 8!；在 %"#& 实验

组中共检测 5个突变 （图 6），编辑率为 10!。

"#( 0123456

图 7清楚地显示，"'()*+,-). 和 %"#& 两个

基因被编辑后，其相对表达量均显著降低，导入质

粒编辑 "'()*+,-). 基因和导入 RNP编辑 %"#&

后，其相应基因表达量均显著降低 （/ <0.01），而

导入质粒编辑 %"#& 基因和导入核酸蛋白复合物

RNP编辑 "'()*+,-). 后，其相应基因表达量均显

著降低 （/<0.001），而两种编辑方案间无显著差异。

"#) 789:

图 8是两个基因编辑组和对照组 10dD$型幼

虫的壳长。%"#& 基因被编辑后，幼虫生长变快，

其壳长显著地大于 "'()*+,-). 组和对照组 （/ <

0.05），而 "'()*+,-). 组与对照组之间无显著差异

（/ >0.05）。

3 讨论

在 CRISPR/Cas9技术广泛应用的当下，该技

术的安全性一直是广大科研人员研究的重心所在，

也是社会关注的重点，更是能否应用于人体临床医

学及优良经济物种选育的关键[28]。谈及安全性，首

当其冲的则是脱靶效应，其次才应当考虑切割效

率、递送方法安全性等因素[29]。而解决脱靶问题，

在提高基因靶向切割特异性的环节中，sgRNA的

设计及筛选至关重要。所筛选出的 sgRNA在系统

% " &( #;<=!"*$

（%） （&） （*）

)+
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中评分相应较高，故系统内靶向评分有一定参考性。

由于 PAM位点普遍存在，故造成脱靶的可能

性很高。同时，许多科学家为提高编辑特异性进行

了一系列的改造，包括针对 scaffold的改造等[30]，

因此，本文虽初步筛选出可应用于体内实验的相应

sgRNA，但并不保证其唯一性，可随着技术的发展

对其进行优化。

2013年，张峰等应用 CRISPR/Cas9技术在哺

乳动物中实现基因编辑，引发突变。自此，

CRISPR/Cas技术的热潮席卷全球[31]，并陆续在海

洋动物中开展应用研究，特别是在脊尾白虾中，宋

凤阁成功孵化出发育时间缩短的突变的幼虾个

体[32]。然而，迄今为止，该技术在软体动物中尤其

是双壳贝类中的应用还处于探索阶段。2019年 Yu

等 利 用 长 牡 蛎 为 材 料 ， 首 次 在 贝 类 中 采 用

CRISPR/Cas9技术开展了基因编辑研究[8]。他们通

过显微注射 sgRNA/Cas9核酸蛋白复合物的方式对

MSTN基因以及持家基因 Twist进行了编辑，成功

地引发了 Indel突变，为 CRISPR/Cas9技术在贝类

中的研究提供了参考。利用同样的技术，该课题组

基
因

相
对

表
达

量

壳
长
"
!
#

!"#$%&'($)

*!+, !"#-%&'($. *!+,/01230%

对照

质粒

$%&

'

'

(

!)*

!)+

+)*

+)+

,*+

,++

!*+

!++

*+

+

---

---

--

--

! ( &'()*+,-./012

注：**表示 4 <0.01；***表示 4 <0.001。

! ) *+ , -.34567812

注：误差棒上具有不同字母者表示平均值间具有显著差异。
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在长牡蛎中对肌肉生长发育的进程进行了基因编辑

研究[9-10]。他们在编辑后第 13h的多细胞胚胎以及

第 24h到第 120h的 D#型幼虫中都成功地检测到

报告质粒的表达。此外，利用显微注射技术，在侏

儒蛤中也成功地对 Cfap206基因进行了编辑[11]。然

而，无论是在长牡蛎中还是在侏儒蛤中都没有将编

辑后的受精卵培养到稚贝阶段。由于双壳贝类受精

卵个体比较小，直径一般仅在 60!m左右，并且

注射后存活率低，即使是操作熟练的技术人员也难

以在发育至 4细胞前完成保证存活的受精卵量，因

此应用显微注射开展双壳贝类的基因编辑技术难度

比较大，且应用前景不理想。

然而，由于双壳贝类受精卵较小且产卵量大，

电转染的导入方式显得更适合其基因编辑的研究。

国内已有研究人员尝试利用电转染技术对福建牡蛎

开展基因编辑工作[14-15]，但编辑后的幼虫也都没有

培养到稚贝阶段。本研究以华贵栉孔扇贝为研究对

象，采用电转染介导的基因编辑方法，首次在贝类

中成功地将基因编辑后的幼虫培育到稚贝，说明电

转染介导的 CRISPR/Cas9基因编辑技术在贝类中

的应用是可行性的。首先，编辑后的受精卵能够正

常发育到 D#型幼虫，并且仍有较高的孵化率；其

次，电转后 5dD#型幼虫的编辑效率 8!~10!，并

且仍有大量的幼虫存活， 5d和 10d幼虫 （图 3和

图 4） 及 40d的稚贝 （图 5） 中均能够检测到荧光

标记；第三，!"#$ 被编辑后，第 10天幼虫的壳

长显著地大于编辑 "%&'()*+', 的实验组和对照组

（图 8），因为 !"#- 能够抑制生长，该基因被编辑

后，幼虫的生长加快，在幼虫阶段以壳长为指标辅

助说明编辑效果。由于应用电转染技术每次可以对

多个受精卵同时作用，每次电转所经历的时间大约

1s，应用该技术可以快速地对大量的受精卵进行

编辑，因此该技术具有效率高的优点。此外，电转

染 CRISPR/Cas9基因编辑技术只需要电转仪即可

短时间对受精卵完成转染，设备要求简单、技术难

度低，并且电转染器皿可重复利用，因而该技术具

有操作简单、成本低的优点。

本研究充分体现了电转染 CRISPR/Cas9基因

编辑技术在贝类基因编辑中的优势，尽管还存在

编辑效率偏低，电转染条件需要优化等问题，但

该技术在贝类开展基因编辑研究中仍具有广阔的

应用前景。
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