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# 前言
近 !" 年来! 我国的海水养殖业有了突飞猛进的发展!

养殖规模越来越大"种类越来越多" 产量逐年增加# 海水养
殖产量从 #$%&年的 ’$(万吨增加到 !""’年的 ’ ’(!万吨!
占海洋渔业产量的比重从过去的 ’")左右上升到 **)! 约
占全球海水养殖总产量的 ’+( 以上! 我国已成为世界海水
养殖大国$ 海水养殖鱼类!特别是真鲷%牙鲆"大菱鲆和大黄
鱼等名贵鱼类已成为我国重要的海水养殖对象$ 目前!我国
海洋渔业总产值达 # ,-- 亿元! 约占全国整个海洋产业的

. 本文为作者在第 !!" 次香山科学会议!海洋生物基因资源的研
究与利用" 上所作专题报告的部分内容# 本项研究得到国家
!#$%"高技术研究发展计划$!&&!’’$!$&(&%和国家自然科学
基金$%&)*+*,&%的支持#

海水养殖鱼类抗病分子育种研究进展及前景展望 $

陈松林

$中国水产科学研究院黄海水产研究所&研究员’博士生导师 山东青岛 !$$&*)%

!摘要" 病害是限制水产养殖业可持续发展的关键因素! 而我国目前尚缺乏优良的抗病养殖鱼类品种! 鱼类功能基因组和分
子标记技术的发展为筛选鱼类抗病相关功能基因和分子标记提供了机遇!基因转移"分子标记和基因标记等分子育种技术是培
育抗病优良鱼类新品种的很有潜力的技术手段#已成为国际上的发展趋势#也是我国今后应大力发展的研究领域! 本文结合笔
者实验室的工作#对某些海水养殖鱼类抗病相关功能基因及抗病分子育种研究的最新进展作一综述介绍!
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!"#! 但是"应当清楚地认识到"在我国海水养殖业高速发
展的同时" 仍然存在不少问题和困难! 尤其是基础研究薄
弱#病害频发#缺少抗病优良品种等问题日趋严重"它们已
成为制约海水鱼类养殖业可持续发展的关键因素! 生物技
术的迅速发展为培育抗病力强# 生长快和品质优的养殖鱼
类新品种提供了新的技术手段! 尤其近几年来"水产养殖生
物功能基因组和分子标记技术的迅速发展" 为鱼类品种培
育提供了大量可用的基因资源和分子技术! 以基因转移#分
子标记和基因标记为主的分子育种技术"由于具有快速#高
效#定向等特点"因而受到各国政府和科学家的广泛关注和
高度重视" 并在海水养殖鱼类品种培育上展现出良好的发
展前景和巨大的应用潜力!

# 海水鱼类养殖业中存在的主要问题
$$% 鱼类免疫和抗病机理等基础研究薄弱 养殖鱼类

生长的快慢# 品质的好坏及抗御疾病的能力等与其自身相
关的功能基因或基因组的调控和表达有关! 迄今对养殖鱼
类免疫和抗病的分子机理了解甚少" 对这些性状相关功能
基因的结构和功能开展的研究很少" 特别是对鱼类天然抗
病力的遗传基础#抗病相关分子标记等研究则更少"从而严
重限制了鱼类分子育种技术的建立及其在抗病新品种培育

中的应用!
$&$养殖病害频发!缺乏优良抗病品种 随着海水养殖

业的迅速发展"海水养殖病害发生日益严重"每年因病害造
成的直接经济损失高达上百亿元! 据国家有关部门统计"
$""% 年仅养殖鱼类病害造成的直接经济损失就高达 &! 亿
元! 由于缺少人工培育的优良抗病品种"目前养殖的海水鱼
类基本上为未经选育的野生种类"而人工培育的品种极少!
一些重要养殖品种品质差#抗病力差#对环境适应力低"一
经患病"就会引起大面积减产! 因此"病害和优良品种已成
为制约我国海水鱼类养殖业健康可持续发展的瓶颈$ 通过
生物技术途径培育抗病#优质养殖品种"提高养殖鱼类的天
然抗病力是水产养殖业中急待解决的重要问题之一!

$&’ 传统抗生素类药物满足不了无公害渔业发展的需
要 饲养在高密度状况下的海水养殖鱼类" 对病原菌的感
染非常敏感"往往容易患上各种疾病! 当前防治鱼病的主要
方法是使用抗菌素或化学药物! 抗菌素具有污染环境#影响
消费者健康及使病原菌产生抗药性等缺点" 特别是对多种
药物产生了抵抗力的病原菌的出现" 已对水产养殖业构成
越来越大的威胁! 因此"抗菌素的使用既不能有效防治流行
病的发生" 也不能满足人们日益增长的对无药物残留的鱼
产品的需求! 探索能有效防治鱼类病害且无公害的绿色基
因工程药物已成为海洋渔业资源可持续利用的发展趋势之

一!
$&(传统转基因技术适应不了基因工程育种的需要

基因转移是培育高产# 抗病和优良养殖鱼类品种的有效手
段! 自朱作言’$()率先研制出第一例转基因鱼以来"全世界数
十个实验室大规模的鱼类基因转移研究"取得了很大进展"
建立了显微注射#电穿孔等多种基因转移方法"获得了快速
生长的转基因鲤和大马哈鱼! 但上述方法只能将外源基因
随机整合到受体鱼基因组中$ 而外源基因拷贝数及整合位
点难以控制#转基因鱼形成嵌合体#外源基因难以稳定表达
和遗传给后代等问题则严重影响了这一基因工程育种技术

的有效应用" 已成为制约转基因鱼研究进一步发展和推广
应用的瓶颈! 探索外源基因定点整合#稳定表达和遗传的基
因转移技术已显得非常迫切和必要" 成为鱼类转基因育种
研究中急待解决的重大课题! 胚胎干细胞介导的基因打靶
技术则能够将外源基因定点引入转基因鱼的特定部位"从
而成为解决外源基因不能定点整合和稳定遗传的很有潜力

的技术途径!

’ 鱼类抗病分子育种研究进展
’$% 抗病相关功能基因筛选及基因标记辅助育种 与

海水鱼类抗病性状相关的功能基因"目前开展研究的较多!
下面主要介绍与鱼类天然抗病能力密切相关的几种抗病相

关功能基因" 主要包括抗菌肽# 主要组织相容性复合体
%*+,&和天然抗性相关巨噬蛋白%-./01&!

’&%$% 抗菌肽 鱼类是特异性免疫和非特异性免疫并
存的脊椎动物! 但与哺乳类相比"鱼类的特异免疫系统尚不
够发达"特异性免疫机制还不完善! 因此"在鱼类对外界刺
激及病原生物侵袭的防御反应中" 非特异性免疫起着重要
作用! 现已知参与鱼类非特异性免疫反应的因子主要包括
巨噬细胞# 粒细胞和细胞毒性细胞等一些具有吞噬作用的
细胞" 以及介导一系列免疫或应激反应的蛋白分子" 如补
体#细胞因子#趋化因子及溶菌酶和抗菌肽等! 由于非特异
性免疫在鱼类等水生动物的防御反应中所起的重要作用及

其在水产动物防病治病中的巨大应用潜力" 近年来有关鱼
类非特异性免疫相关功能基因的克隆及免疫调节机理的研

究已引起科技界的高度关注" 并成为当今世界鱼类分子免
疫学和抗病机理研究的热点课题! 在非特异性免疫防病相
关因子中"抗菌肽是一个重要组成部分! 抗菌肽是一类可以
抵抗多种病原菌感染的非特异性免疫因子! 过去几年"抗菌
肽在植物和小鼠上应用较多"并得到成功! 研究表明"抗菌
肽基因转移明显提高了植物和小鼠的抗病能力$相类似"抗
菌肽在鱼#虾抵抗病原感染过程中也起着重要作用! 美国和
法国科学家在虹鳟#泥鳅抗菌肽分离纯化上做了一些研究!
而有关鱼类抗菌肽基因克隆的研究" 目前只在白鲈# 美洲
鲽#虹鳟等几种鱼类上有过一些报道!
国内"陈松林等 ’2)构建了真鲷脾脏 34-5 文库"测定了

$ """ 多个 678 序列 " 获得了 9 9%% 个基因 " 其中与
:6-;5-<中已知基因同源的有 9!"个"从中筛选到一批免
疫和抗病相关功能基因"特别是筛选到真鲷抗菌肽基因"构
建了真鲷抗菌肽基因表达载体" 并在酵母中表达了真鲷抗
菌肽" 表明真鲷重组抗菌肽对大肠杆菌具有剂量依存的抑
菌活性! 抗菌肽基因的获得为培育转抗菌肽基因鱼奠定了
重要基础!

’&%$$ 主要组织相容性复合体 主要组织相容性复合
体%*/=>. ?@AB>3>01/B@C@D@BE 3>01DFGH *+,&是指染色体上由
一系列紧密连锁的基因位点所组成的具有高度多态性的复

合遗传系统或区域! *+, 基因编码细胞表面糖蛋白"能结
合和呈递内源抗原和外源抗原给 8细胞!一般来说"鱼类的
*+,!类分子结构和哺乳动物相似" 是由 " 链和 #$I微球
蛋白非共价连接形成的异二聚体! 鱼类的 *+,!类分子主
要在有核细胞表达而且主要结合内源多肽给细胞毒性

%,4&J&8 细胞$*+,$类分子是由 " 链和 # 链组成的异二
聚体! 其分子结构形式与哺乳动物的 *+,$类分子相似!

本栏目由哈尔滨工业大学协办
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鱼类的 !"#!类分子主要在免疫系统的细胞表达!如 $ 细
胞"巨噬细胞和其它抗原呈递细胞!主要结合外源多肽呈递
给辅助%#&’()* 细胞# !"# 基因产物诱导和调节机体的免
疫应答!激发机体特异性的免疫反应!因此在免疫学上具有
极其重要的意义!它是目前已知多态性最丰富的基因之一$
有关动物抗病力相关基因!迄今的许多研究认为!主要

组织相容性复合物%!"#&是一个疾病抗性相关的重要候选
基因$ !"# + 和 !"# ++基因都有多态性!这些多态性与机
体的抗病力相关$ 研究表明’鸡 !"# 基因的多态性影响了
鸡对 !,-./01 病毒的敏感性!鸡对 !,-./01 病的抗性与 !"#
位点多态性相关(人类对 "+2 病的抵抗力与 !"# + 多态性
密切相关(虹鳟的 !"# 基因的差异导致它们在 +342 病毒
抗性和敏感性上的差异(大西洋鲑的 !"# 基因位点与对细
菌性疾病的抵抗力之间存在相关性 5678$ 因此!鱼类 !"# 基
因的克隆及其与鱼类抗病力的关系的研究对于阐明鱼类抗

病力的分子遗传基础具有重要意义! 目前它已成为鱼类抗
病免疫遗传学和抗病分子育种研究的前沿"热点课题之一$
有关鱼类 !"# 基因的克隆和结构分析目前国内外报道较
少$
在国内! 9:, 等 5;<8研究了虹鳟不同品系 !"# + 型基因

的多态性 ( 黄海水产研究所采用 =>* 技术从真鲷脾脏
?&4@ 文库中筛选到 !"# ++ 型 " 和 # 基因 5A8!研究了病原
菌感染后真鲷不同组织中 !"# ++ 基因表达的变化!克隆了
牙鲆 !"# ++ 型基因! 比较了牙鲆抗病个体和不抗病个体
!"# ++ 型基因的分子多态性!初步筛选出与牙鲆抗病相关
的基因型%陈松林等! 待发表&!从而为我国海水养殖鱼类
基因标记辅助育种研究奠定了良好基础$

#$%$& 天然抗性相关巨噬蛋白 天然抗性相关巨噬蛋
白 %4,BC-,D -.1:1B,E?. ,11F?:,B.G H,?-FIJ,K. I-FB.:EL 4-,HI&
是生物体内的一种抑制胞内寄生菌侵染的免疫蛋白! 能够
促进溶酶体与吞噬小体的融合! 起到降解吞噬细胞吞入的
病原菌的作用! 该蛋白的结构特征及作用功能成为一个新
的研究热点$ 鉴于天然抗性相关巨噬蛋白在提高生物天然
抗病力和防治疾病上的重要应用价值!过去几年!在哺乳类
中研究较多$ 研究表明!在鼠科动物中!天然抗性相关巨噬
蛋白能够促进巨噬细胞内包含 >,DHFE.DD, 液泡%>2#&的成
熟和酸化!并调节其与溶酶体的融合!促进杀菌作用$
小鼠天然抗性相关巨噬蛋白基因组全序列已经被克隆

出来!它包括 6< 个外显子!长约 66M</N$ 在小鼠中已证实天
然抗性相关巨噬蛋白对 >,DHFE.DD, BOIJ:HC-:CHL !M BCN.-!
?CDF1:1L !O?FN,?B.-:CH NFP:1 和 Q.:1JH,E:, GFEFP,E: 等病菌
都有很好的抑制作用$ 在鸟类!发现天然抗性相关巨噬蛋白
基因的 66 种突变型中有 6R 种可以在 >,DHFE.DD, 抗病个体
和 >,DHFE.DD, 敏感家系中检测到!6 种只能在 >,DHFE.DD, 敏
感家系中检测到 56S8$ 在对冈比亚感染肺结核群体研究中发
现 S 种 4T@!36%<"%#@)EL +4*SL &<SU4L U"V*T&多态性标
记与肺结核病菌感染显著相关 5;68$ 上述研究说明了天然抗
性相关巨噬蛋白在哺乳类巨噬细胞的免疫反应中起着重要

作用$ 最早于 6AAA 年在鲤鱼中克隆出 4T@!3 基因!目前
关于真鲷"虹鳟"沟鲶"鱼岁鱼"条纹狼鲈等鱼类的 4T@!3 基
因克隆都有报道$ 对鱼类天然抗性相关巨噬蛋白的研究仅
限于基因克隆"序列分析和不同组织中的表达差异 566#6;8$ 在
国内! #J.E .B ,DM %;RRSN) 分离克隆了真鲷 4-,HI 基因并发

现鳗弧菌感染能够提高真鲷肝脏和脾脏中的 4-,HI 表达水
平56R8$

&$’ 转基因育种 鱼类基因转移研究自朱作言等首次
在金鱼上获得成功以来!全世界 ;R 多个国家的几十个实验
室相继开展了鱼类基因转移的研究$ 早期的研究主要集中
在生长激素基因上!已成功获得快速生长的转基因鲤"大马
哈鱼"罗非鱼和泥鳅等$ 转生长激素基因鱼所表现的快速生
长效应是非常引人注目的$ 例如!转生长激素基因的大西洋
鲑和银大马哈鱼生长非常迅速!即使是 WR代鱼也比对照组

生长快 6R倍(转生长激素基因罗非鱼的生长是对照组的 ;#
U 倍 5;R8(汪亚平等 5S8将构建的)全鱼*生长激素基因导入到黄
河鲤中! 转基因鱼最大个体的体重是对照组体重的 UMU 倍!
得到的转基因 X6代能够继续保持快速生长的特性$ 抗病基
因转移是培育抗病鱼类新品种的很有潜力的技术手段$ 近
几年随着鱼类功能基因组研究的发展!一些抗病相关功能基
因%如抗菌肽基因+干扰素基因等&相继被分离和克隆!为鱼
类抗病基因转移提供了基因资源$尽管鱼类抗病基因转移研
究起步较晚!但近几年来也取得了一定进展$例如!".Y等利
用溶菌酶基因与美洲大绵鳚的 @X3基因启动子! 进行了向
大西洋鲑受精卵转移的实验( &CEJ,H 等把从家蚕中分离到
的抗菌肽基因利用电穿孔的方法导入斑点叉尾鮰受精卵中!
提高了转基因鱼的抗菌活性!并且外源基因也没有产生其它
的影响 56U8(>,-H,1:/ 等则将抗菌肽基因导入青鳉中!结果也
显示出转基因个体具有比对照组更高的抗菌活性5;;8$

&$& 遗传连锁图谱构建及分子标记辅助育种 鉴于遗
传连锁图谱在基因克隆"基因定位和分子标记辅助选育等方
面的重要意义和应用价值! 国际上对水生动物遗传连锁图
谱构建给予了高度重视 5;8!目前已在多种鱼类上构建了遗传
连锁图谱$美国于 6AAZ年启动了大马哈鱼"沟鲶"罗非鱼"对
虾及牡蛎的基因组计划$他们首先开展了遗传连锁图谱构建
的研究工作$ 继 3F1BD.BJY,:B 等率先建立斑马鱼遗传连锁
图谱以来56A8![FCEK 等用加倍的单倍体构建了虹鳟遗传连锁
图谱5;78!\F?J.- 等构建了罗非鱼遗传连锁图谱56<8!Q:C 等构建
了沟鲶遗传连锁图谱56Z8$ 国内!黑龙江水产研究所应用微卫
星标记构建了鲤鱼遗传连锁图谱!并初步筛选到一个抗寒相
关标记5;U8$ 但有关抗病分子标记筛选及其在海水鱼类抗病品
种培育中的应用方面!目前国内外均少有报道$

&$( 胚胎干细胞系建立与基因定点突变育种 胚胎干
细胞和基因打靶技术是分析基因功能"制作定点突变转基因
%/EF?/]:E&或缺基因%/EF?/]FCB)动物的有效手段$ 这项技
术已在小鼠上建立并得到广泛应用$ 通过这套技术!已经对
上千个小鼠基因进行了功能分析$ 同样!这项技术在鱼类基
因功能分析和抗病品种培育上具有重要意义和应用价值 568$
鉴于胚胎干细胞和基因打靶技术是分析鱼类基因功能"制
作定点突变转基因或缺基因鱼类的有效手段!美"日"德等
国正在以小型模式鱼类斑马鱼和青鳉为材料! 试图建立鱼
类基因打靶技术$ 例如!美国用培养的斑马鱼囊胚细胞移植
获得了生殖系嵌合体56 8̂(日本用培养的青鳉胚胎细胞核移植
获得了成活的二倍体苗5;S8(中国与德国科学家合作建立了鱼
类细胞基因打靶的正]负选择程序 5<8!克隆了青鳉 I<U 基因
组基因并构建了其同源重组载体 5U!̂ 8(国内黄海水产研究所
建立了鲈鱼和真鲷 =>样细胞系57!Z8$鉴于传统转基因技术不
能将外源基因定点引入转基因生物的特定位点! 探索胚胎

生物技术 )*+,-./0+1+23
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干细胞介导的基因定点转移技术已成为鱼类基因转移研究

的发展趋势之一!

#前景展望
生物技术的迅速发展为鱼类分子育种提供了有效的技

术手段" 而海洋生物基因资源的开发又为海水鱼类优良品
种培育提供了丰富的基因资源! 世界发达国家不仅正在开
展一场海洋生物基因资源的争夺战" 而且在研究如何利用
已开发的基因资源培育养殖鱼类新品种上展开竞争! 从国
内的研究进展来看" 笔者认为我国在鱼类基因转移技术上
具有很好的工作基础"可望在未来几年内"在抗病基因转移
研究上取得较大进展! 近几年来"我国在水产养殖动物抗病
相关功能基因筛选与克隆# 分子标记技术以及胚胎干细胞
培养等方面也有良好的开端"例如"已经分离#克隆了我国
海水鱼类的抗菌肽基因# 天然抗性相关巨嗜蛋白基因以及
!"# 基因等一批抗病相关功能基因"建立了花鲈等海水养
殖鱼类的 $%样细胞系!上述成果为我国开展海水鱼类抗病
分子育种的研究奠定了良好基础! 如果政府和有关部门能
够增加经费投入" 重点加强重要海水养殖鱼类抗病相关功
能基因筛选# 基因标记辅助育种以及分子标记辅助育种技
术的研究"相信在未来 &!’ 年内"我国的海水养殖鱼类抗病
分子育种研究很有希望跻身于国际先进行列" 开创出我国
海水养殖鱼类抗病品种培育的新局面" 并推动我国海水养
殖业的可持续发展!
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