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摘要: 为了探究碳酸酐酶ca12 (Carbonic Anhydrase 12)在草鱼应对碳酸盐碱度胁迫中的功能, 本研究设置不同

NaHCO3浓度梯度(0、20、40、60、80、100、150 mmol/L)对野生型和基因编辑草鱼进行碱度胁迫, 系统分

析草鱼各组织(脑、心、肾、鳃)中ca12的表达水平变化, 以及在60 mmol/L的NaHCO3溶液下鳃和肠道组织的

组织病理学变化。结果显示, 相比野生型草鱼, 经过CRISPR/Cas9技术编辑的ca12草鱼嵌合体在不同碱度水

平不同时间下存活率更高 , 并且随碱度提高 , 肾和鳃组织中ca12的表达量均显著下调。在60 mmol/L
NaHCO3溶液刺激下, 嵌合体草鱼的鳃和肠道组织形态发生适应性改变, 细胞凋亡率显著低于野生型。研究表

明, 高碱度胁迫会对鱼体产生不利影响, 而经过编辑的草鱼嵌合体在高碱度水体下的存活率明显优于野生型

草鱼, 说明ca12基因在鱼体处于高碱环境中发挥重要的调控作用, 可视作草鱼适应高碱环境的关键靶点, 其功

能缺失可显著增强草鱼的碱度耐受性。本研究利用基因编辑技术创制的耐碱草鱼新种质, 将对实施“改种适

地”策略开发盐碱地, 拓宽宜渔空间具有战略意义。
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盐碱水作为全球性边际资源, 中国拥有超过

4000万公顷盐碱化水域, 但目前利用率极低
[1]
。这

类水体具有高盐或高碱等特征, 在造成生态胁迫的

同时, 其资源化潜力也逐渐凸显。在淡水资源日益

匮乏的大环境下, 突破盐碱水利用瓶颈已成为践行

大食物观的关键路径。目前主流的治理模式主要

聚焦“改地适种”与“改种适地”两大技术路线
[2, 3]

。

由于盐碱水特殊的理化特性, 想要开发利用就需要

花费更多的人力、物力和财力。所以, 综合开发利

用盐碱水域, 培育适合盐碱水域养殖的新品种, 对
拓展渔业发展空间、践行大食物观具有重要意义。

由于我国大部分经济品种采用淡水养殖, 在盐

碱水体中养殖的品种较为单一, 主要为罗非鱼、梭

鱼等低附加值鱼类, 经济效益明显低于淡水养殖系

统。因此, 培育具有潜力的盐碱耐受性高价值鱼类,
是维持渔业可持续发展的强有力保障。近年来, 国
内相关研究单位已对鲫

[4]
、鲤

[5]
、尼罗罗非鱼

[6]
、

青鳉
[7]
、乌苏里白鲑

[8]
、瓦氏雅罗鱼

[9]
和青海湖裸

鲤
[10]
等鱼类开展了相应的机制研究, 其中以极端耐

盐碱的青海湖裸鲤和瓦氏雅罗鱼的研究较为系统

和全面
[9, 10]

。通过对青海湖裸鲤盐碱耐受过程中的

差异表达基因比较, 研究人员已初步筛选到了其渗

透相关蛋白, 包括钠/钾转运ATP酶、钙/钙调蛋白

依赖性蛋白激酶、丝裂原活化蛋白激酶和溶质载

体家族等
[11]
。同样, 通过采取比较生理学的研究方

法, 研究人员发现瓦氏雅罗鱼碱水型可能通过鳃离

子细胞基底NKA、NBC1、NKCC1及顶端NCC、
SLC26A5和SLC26A6等离子转运蛋白的高表达, 来
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实现高碱胁迫下机体对离子和酸碱平衡的快速调

节
[12]
。这些研究变相加快了耐盐碱鱼类新品种的

培育, 对我国盐碱水体的利用具有重要意义, 也是

我国水产领域近几年研究的热点问题。

草鱼(Ctenopharyngodon idella), 是我国四大家

鱼之一, 也是我国产量最高的淡水经济鱼类, 具有

分布广泛、生长速度快、营养价值高、肉质鲜美

等优点。然而, 当前我国草鱼养殖模式主要以淡水

养殖为主, 未能有效利用我国大面积的盐碱水资

源。培育耐碱草鱼新种质, 有利于拓展水产养殖空

间, 增加水产品有效供给。已有研究表明, 碳酸酐

酶(Carbonic anhydrase, CA)家族相关基因在鱼类盐

碱胁迫中具有重要的作用
[13, 14]

。因此, 利用CRISPR/
Cas9基因编辑技术靶向编辑草鱼碳酸酐酶关键基

因, 并对嵌合体进行耐碱性能评价, 筛选出具有高

耐碱性能的草鱼新种质。这种精准育种技术有望

节约盐碱水预处理成本, 更促进了盐碱水资源逐渐

从“生态包袱”转变为可开发的战略资源。因此, 利
用基因编辑技术创制耐碱草鱼新种质, 对于开发利

用盐碱水域和通过精准分子设计育种加快培育耐

碱鱼类新种质具有重要的指导和借鉴意义。

 1    材料与方法

 1.1   实验材料

本研究所使用的实验鱼均来自中国科学院水

生生物研究所梁子湖实验基地, 为同批孵化的野生

型和经基因编辑的ca12嵌合体草鱼幼鱼, 平均体质

量为(1.3±0.5) g, 体长为(5±0.5) cm, 在室内循环系

统中饲养。

 1.2   实验方法

ca12在草鱼不同组织中的表达分析　　合成

表达检测引物, 引物序列为F: 5′-ATGGACACTCT
GTGCAGTTGTCTT-3′和R: 5′-TACTACATGCATC
TCTCCGGCAA-3′。将发育至两月龄的野生型草

鱼, 经不同浓度NaHCO3胁迫后, 取其脑、心脏、肾

脏和鳃组织, 加入TransZol UP (北京全式金生物,
ET111-01-V2), 根据此试剂盒说明书提取RNA, 并
利用Easy Script一步法gDNA去除及cDNA合成试

剂盒(北京全式金生物, AE311-03)合成cDNA, 作为

荧光定量PCR检测的模板。经荧光定量PCR仪
(CFX96 Touch, 美国Bio-rad)检测并使用GraphPad
Prism 10软件绘制柱状图, 验证ca12在NaHCO3胁迫

后草鱼各组织中的表达差异。

草鱼ca12敲除靶位点的设计　　根据NCBI上
草鱼ca12基因的序列(序列号为NC_067243.1), 筛选

最优的敲除靶位点, 两个靶位点均位于ca12基因的

第4个外显子上, 靶位点序列为F: 5′-GGCTCCTCCA
GTCTGCTGACAGG-3′和R: 5′-GGATCAGAACAC
ACTGTTAATGG-3′。

gRNA的体外扩增、合成与纯化　　扩增: 设
计合成gRNA的引物, 在靶位点序列两端添加T7启
动子序列和pUC19-gRNA载体同源臂作为F引物 ,
R引物为pUC19-gRNA载体上通用引物, 引物序列

为F1: 5′-GTAATACGACTCACTATAGGCTCCTCC
AGTCTGCTGACGTTTTAGAGCTAGAAATAG
C-3′, F2: 5′-GTAATACGACTCACTATAGGATCAG
AACACACTGTTAAGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGC-3′和R: 5′-AAAAGCACCGACTCGGTGCC-3′。
以pUC19-gRNA载体为模板 , 通过PCR程序扩增

sgRNA, 扩增片段大小为118 bp。PCR反应体系: I5
DNA聚合酶(购自MCLAB, 货号I5HM-OEM) 20 μL,
F1/F2引物(浓度为10 μmol/L) 1.6 μL, R引物(浓度为

10 μmol/L) 1.6 μL, ddH2O 15.8 μL, pUC19-gRNA质

粒模板 (浓度为100  ng/μL)  1  μL。PCR反应条件 :
98℃预变性2min; 98℃变性10s, 55℃退火15s, 72℃
延伸15s, 40个循环; 75℃再延伸5min。将PCR产物

进行1％琼脂糖凝胶电泳, 条带大小为118 bp。将PCR
产物进行纯化回收后, 检测其浓度, 置于−20℃保存。

合成　　根据 TranscriptAid  T7  High  Yield
Transcription Kit (Thermo Scientific, 美国)试剂盒说

明书体外转录合成gRNA, 总体系为10 μL, 37℃孵

育4h。
纯化　　根据试剂盒说明书, 首先在gRNA体

外转录体系中加入1 μL DNase I, 在PCR仪上37℃
15min 以去除DNA污染; 其次, 加入1 μL 0.5 mol/L
EDTA  8.0,  65℃ 10min; 加入 57.5  μL  DEPC水和

7.5 μL 3 mol/L sodium Acetate solution (pH 5.2), 以
及等体积的酚氯仿溶液 (1﹕1混合 , 各38.5 μL,  共
77 μL), 混合后于4℃ 12000 r/min离心15min; 吸取

水相到新的PCR管, 加入等体积氯仿, 于4℃ 12000 r/
min离心15min; 收集水相到新的PCR管, 加入2倍体

积无水乙醇, 置于−20℃沉淀过夜; 次日4℃ 12000 r/
min离心15min, 获得gRNA沉淀 , 继续加入100 μL
预冷的70%乙醇, 于4℃ 12000 r/min离心6min漂洗

3次; 去除 70%乙醇, 自然干燥后加入20 μL DEPC
水溶解沉淀。最后利用超微量分光光度计(DeNovix,
DS-11+)检测RNA浓度 , 剩余RNA置于−80℃冰箱

保存待用。

显微注射　　注射当日, 将解冻的gRNA与Cas9
蛋白  (TrueCutTM Cas  Protein  V2,  A36498,  Thermo
Fisher) 以gRNA﹕Cas9=300  ng/μL﹕500 ng/μL,  配制

成混合液置于冰上备用。分别取少量草鱼卵子和
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精液进行人工授精, 受精时长1min。然后将受精卵

置于显微镜下 , 使用Picoliter Microinjector注射仪

(Warner, PL-100A)将约0.002 μL的 gRNA/Cas9蛋白

混合液注射到受精卵动物极细胞内, 作为嵌合体。

同时, 将未注射的受精卵作为野生型与嵌合型分别

置于水温为23—28℃的孵化桶中孵育, 观察受精卵

发育情况。

敲除ca12嵌合体的筛选鉴定与基因编辑效率

验证　　设计鉴定引物, 在敲除靶位点前后100 bp
左右截取一段序列作为鉴定引物: F: 5′-TGCCAGC
GAAATTTTGCTGAAATC-3 ′和R:  5 ′ -GCATCATG
CACTGTTGAGTCCAGA -3′。将发育至两月龄的

经基因编辑的草鱼幼鱼 , 剪尾鳍并用50 mmol/L
NaOH在裂解仪中(ALLSHENG, MK2000-2)95℃裂

解40min提取基因组, 加入1mol/L Tris-HCl 8.0中和

pH, 作为PCR检测模板。PCR反应体系: 2× San Taq
Fast PCR Master Mix (with Blue Dye; 购自生工, 货
号K820KC0060)  20  μL,  F引物 (浓度为10  μmol/L)
1.6  μL,  R引物 (浓度为 10  μmol/L)1.6  μL,  ddH2O
15.8 μL, 模板1 μL。PCR反应条件: 95℃ 5min; 95℃
30s, 55℃ 30s, 72℃ 30s, 40个循环; 72℃ 5min。取

20 μL PCR产物进行10%聚丙烯酰胺凝胶电泳, 进
行编辑效率初筛。另取20 μL PCR产物进行1%琼

脂糖凝胶电泳, 将目的片段进行胶回收纯化后, 与
T载体(TaKaRa, 6011)连接并进行单克隆测序。将

测序结果与野生型草鱼ca12序列进行比对, 并绘制

草鱼ca12基因编辑效果图, 获得具有编辑效果的草

鱼ca12嵌合体。

野生型和嵌合体对不同碱度的耐受性分析　　将

野生型和嵌合体各70尾, 分别在室内循环系统饲养

1周, 每天投饵3次, 碱度耐受实验开始前禁食24h。
NaHCO3碱度胁迫实验共设置6个碱度梯度和1个淡

水对照, 取500 mL锥形瓶分别配置0、20、40、60、
80、 100和 150  mmol/L的NaHCO3溶液各 300  mL,
置于28℃恒温环境中曝气过夜。每个NaHCO3溶液

浓度处理10尾体重相近、健康的野生型或嵌合体,
每个锥形瓶1尾。

每隔1h记录1次死亡情况, 已死亡的草鱼不做

处理留在溶液中, 直至全部草鱼死亡, 使用Graph-
Pad Prism 10软件根据死亡情况绘制死亡曲线。

野生型和嵌合体在碱度60 mmol/L下鳃和肠道

组织微观结构观察和细胞凋亡检测　　另取野生

型和嵌合体各3尾, 置于60 mmol/L的NaHCO3溶液

中胁迫40h后, 采集鳃和肠道组织, 并经4%多聚甲

醛溶液固定24h。将固定好的鳃、肠组织进行石蜡

包埋、切片。

用于HE染色的石蜡切片, 依次放入环保型脱

蜡液连续脱蜡2次, 每次20min, 再转置于无水乙醇

15min, 75%酒精5min, 最后用超纯水清洗干净。晾

干切片, 放入高清恒染预处理液处理1min, 立即进

行苏木素染色3—5min和伊红染色15s, 依次放入无

水乙醇连续清洗3次, 每次 2min; 正丁醇2次, 每次

2min; 二甲苯透明 2次, 每次 2min, 最后中性树胶封

片, 显微镜镜检并进行图像采集分析。

用于Tunel染色的石蜡切片, 依次放入环保型

脱蜡液连续脱蜡3次 , 每次10min; 无水乙醇漂洗

3次, 每次5min; 最后用超纯水清洗干净。切片轻微

甩干后用组化笔在组织周围画圈, 在圈内滴加蛋白

酶K工作液覆盖组织, 37℃温箱孵育20min。将玻

片置于PBS中在脱色摇床上晃动洗涤3次 , 每次

5min。切片轻微甩干后在圈内滴加缓冲液覆盖组

织 , 缓冲液常温孵育10min。按组织大小取适量

TDT酶、dUTP、buffer按2﹕5﹕50比例混合, 加到圈内

覆盖组织, 切片平放于湿盒内, 37℃恒温箱孵育1h,
湿盒内加少量水保持湿度。切片用PBS洗涤3次,
每次5min。去除PBS后, 在圈内滴加DAPI染色液,
避光室温孵育10min。玻片置于PBS中, 在脱色摇

床上晃动洗涤3次, 每次5min。切片稍甩干, 用抗荧

光猝灭封片剂封片, 并于荧光显微镜下观察并采集

图像。

 2    结果

 2.1   NaHCO3碱度胁迫显著抑制野生型草鱼肾和

鳃组织ca12的表达

为探究草鱼ca12在NaHCO3碱度胁迫下的功

能, 我们通过梯度NaHCO3碱度胁迫处理草鱼, 并对

草鱼脑、心、肾和鳃这四种组织中ca12的表达是

否会随着碱度的增加发生改变进行检测。实验结

果表明, 随着碱度的升高, 脑和心组织中ca12的表

达变化不明显。相反, 肾和鳃组织中ca12的表达

均呈现下调趋势(图  1)。尤其是草鱼肾组织 , 在
20 mmol/L NaHCO3碱度胁迫时, ca12的表达水平

显著下调。以上结果表明, ca12基因在草鱼响应碱

度胁迫中具有重要的作用。

 2.2   ca12基因编辑效率的检测和ca12缺失嵌合体

获得

根据NCBI上提供的草鱼 ca12基因序列 , 并
按照CRISPR/Cas9基因编辑靶位点所需遵循的

(GG......NGG) 23 bp的原则, 本研究在第四个外显

子中选择了两个靶位点, 分别标记为靶位点1和靶

位点2 (图 2)。随后, 合成gRNA并与Cas9蛋白进行

混合, 并在受精后的草鱼胚胎一细胞期进行显微注
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射。待鱼苗平游后, 选取野生型和基因编辑的部分

鱼苗提取总DNA进行特异靶位点PCR, 检测基因靶

位点编辑效率为87.8%。PCR产物经10％聚丙烯酰

胺凝胶电泳检测显示, 与野生型(WT)相比, 基因编

辑后的嵌合体存在多种复杂条带(图 3), 表明基因

编辑后的草鱼ca12嵌合体存在多种基因型。进一

步将PCR产物与T载体连接、转化、克隆并测序,
共检测到4种不同的突变核苷酸序列(图 4)。氨基

酸比对发现 , 因4种突变序列提前出现终止密码

子 , 导致氨基酸长度由509 aa缩短至128—146 aa
(图 4)。另外, 本文也通过荧光定量PCR检测野生

型和嵌合体草鱼ca12基因在脑、心、肾和鳃组织

中的表达量, 显示嵌合体草鱼ca12基因的表达均受

到抑制(图 5)。
 2.3   野生型和ca12嵌合体耐碱性能对比分析

为了验证ca12的个体生物学功能, 本研究配制

不同浓度梯度的NaHCO3溶液进行碱度胁迫。当处

于20 mmol/L的NaHCO3溶液下, 野生型及嵌合体草

鱼均无死亡; 当处于40 mmol/L的NaHCO3溶液下,
野生型草鱼在48h开始死亡, 嵌合体草鱼直到72h无
死亡; 当处于60 mmol/L的NaHCO3溶液下, 野生型

草鱼48h开始快速死亡, 到60h全部死亡, 嵌合体直

到72h无死亡; 当草鱼处于80 mmol/L的NaHCO3溶

液下, 野生型草鱼从18h开始死亡, 直到36h全部死

亡, 且死亡速度逐渐加快, 嵌合体草鱼从36h开始死

亡, 到60h全部死亡, 且死亡速度稍慢于野生型; 当
草鱼处于100 mmol/L的NaHCO3溶液下, 野生型草

鱼从4h开始死亡, 到18h全部死亡, 嵌合体草鱼从

12h开始死亡, 到36h全部死亡, 死亡速度慢于野生

型草鱼; 当草鱼处于150 mmol/L的NaHCO3溶液下,
野生型草鱼从第2h开始死亡, 到12h全部死亡, 嵌合

体草鱼从第3h开始死亡, 到第30h全部死亡, 死亡速

度同样慢于野生型草鱼(图 6和图 7)。
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图 1    不同浓度NaHCO3胁迫下草鱼脑、心、肾、鳃组织中ca12的表达情况

Fig. 1    The expression of ca12 in the brain, heart, kidney, and gill tissues of grass carp under different concentrations of NaHCO3 stress
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图 2    草鱼ca12基因编辑靶点信息

Fig. 2    The editing target sites of grass carp ca12 gene
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图 3   草鱼ca12基因编辑效率检测

Fig. 3   Detection of editing efficiency of grass carp ca12 gene
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图 4   不同草鱼嵌合体ca12氨基酸序列和蛋白序列信息

Fig.  4    Amino  acid  sequence  and  protein  sequence  of  different
grass carp chimeras ca12 gene
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 2.4   NaHCO3碱度胁迫对野生型和ca12嵌合体草

鱼组织结构的影响

鳃组织　　为了检测碱度胁迫下, 野生型和ca12
嵌合体草鱼鳃组织的病变差异。本研究选取了

60 mmol/L的NaHCO3胁迫处理40h后的草鱼鳃组织

进行组织病理学分析。经HE染色后根据组织病理

学观察, 发现相比于野生型草鱼, 嵌合体草鱼鳃小

片(GL)显著变短, 减少与碱度水体的接触面积, 并
且伴随着线粒体富集细胞(MRC)增多, 增加鳃组织

与外界环境的离子交换。为了检测鳃组织的细胞

凋亡情况, 本研究通过Tunel染色, 并经荧光显微镜

拍照, 发现野生型草鱼鳃组织的凋亡细胞占比明显,

嵌合体草鱼鳃组织少见凋亡细胞(图 8)。以上结果

表明, NaHCO3胁迫下嵌合体草鱼鳃组织病变情况

显著低于野生型草鱼, 碱度对嵌合体的鳃组织器质

性损伤影响较小。

肠道结构　　通过对60 mmol/L的NaHCO3胁

迫处理40h后的草鱼肠组织在4%多聚甲醛溶液中

固定24h后, 经HE染色发现, 野生型草鱼肠绒毛排

列紧密, 长度较长; 嵌合体草鱼肠绒毛排列疏松, 长
度显著变短, 绒毛中央淋巴管显著增大。

在Tunel染色下观察肠道组织的细胞凋亡情况,
我们发现野生型肠道组织的凋亡细胞占比明显, 嵌
合体肠道组织少见凋亡细胞(图 9)。以上结果表明,
NaHCO3胁迫下嵌合体草鱼肠组织病变情况显著低

于野生型草鱼。

 3    讨论

本研究基于CRISPR/Cas9系统靶向敲除草鱼

ca12基因, 创制耐碱新种质, 旨在为盐碱水养殖提

供优良种源。碳酸酐酶是一个庞大的锌金属酶家

族, 催化二氧化碳可逆的水合作用, 也参与多种生

物学过程。现已发现13种具有催化活性的CA亚型,
包括与胞质有关的Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅶ和ⅩⅢ 型; 与膜

相关的Ⅳ、Ⅸ、Ⅻ和ⅩⅤ 型; 与线粒体有关的VA和

VB型; 以及与分泌有关的Ⅵ型
[15, 16]

。相较于陆生

脊椎动物通过肾−肺系统精密调控酸碱平衡, 水生

生物60%以上的离子交换依赖鳃/肠等上皮组织的
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图 5   野生型及嵌合体草鱼各组织中ca12的表达情况

Fig. 5   The expression of ca12 in various tissues of wild-type and
chimeric grass carp
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图 6    野生型及ca12基因编辑嵌合体草鱼在不同浓度梯度NaHCO3溶液中的死亡曲线

Fig. 6    The death curve of wild-type and ca12 edited chimeric grass carp in different concentration gradient of NaHCO3 solution
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CA活性
[17], 在鱼类的酸碱调节中发挥重要作用。

在正常环境下, 生物的能量主要用于正常的生长和

繁殖, 而水生生物在高碱度环境中要消耗大量能量

维持渗透压平衡, 以此减少正常生理机能的能量消

耗
[18, 19]

。Lin等 [1]
研究证实, 高碳酸酐酶活性和高

pH对水生生物有很强的抑制作用, 会导致水生生物

生长迟缓、血细胞参数急剧波动等, 这或许是盐碱

水体产能低下的原因之一。

HCO−3

鳃在碱胁迫中的功能　　鳃作为鱼类的呼吸

器官, 是气体交换的主要部位。同时, 因为与水接

触, 它也是鱼类渗透压调节的主要部位
[20]
。本研究

发现, ca12除了在脑和心中高表达外, 在鳃中的表

达量也很高, 它被认为是产生 所必需的, 即参

与CO2的排泄过程
[21]
。同时, 还促进了Na+

和Cl–
的

吸收
[20], 这个过程应该有助于维持鱼体酸碱平衡。但

是Na+
和Cl–

进入血液会增加血浆渗透压, 这间接导

致了幼鱼的呼吸性碱中毒
[22]
。嵌合体因为经过基

因编辑, 使ca12无法产生正常功能的蛋白, 进而减

缓了鳃部位的离子交换, 缓解了血浆渗透压的剧烈

变化, 提高幼鱼在高碱胁迫下的存活率。为了适应

高碱环境, 鳃丝在高渗透压的影响下发生脱水, 尤
其是高表达CA的鳃丝上皮细胞, 脱水坏死脱落

[22],
导致鳃片的长度和厚度的减少, 也影响了鳃丝之间

的间距, 这种适应性结构退化虽降低气体交换效率,
却有效减少离子交换面积, 是鱼体在高碱度胁迫下

的生存妥协策略。同样, 肾脏也是机体维持酸碱平

衡的重要器官, 其中以肾小管的重吸收和分泌两方

面最为重要。在肾小管上皮细胞中, 有丰富的酸碱

转运通道, 包括碳酸酐酶、钠氢交换体、氯酸盐共

转运体等, 通过碳酸酐酶的作用, 可产生大量的氢

离子, 达到排酸保碱的作用。因此, 在响应碱胁迫

过程中, 适当降低碳酸酐酶活性, 可提高草鱼的耐

碱能力。本研究发现, ca12在草鱼肾脏中的表达量

显著低于其他组织, 但是在碳酸盐梯度碱度胁迫下,
ca12在肾脏中的下调趋势最为明显。这种精准的

调控模式更有利于鱼类维持体内的酸碱平衡, 以适

应高碱环境, 从而提高其生存能力。

HCO−3
HCO−3

HCO−3

肠在碱胁迫中的功能　　有研究表明, 大多数

硬骨鱼的肠道上皮细胞可以分泌 , 而且这个

不全是来源于外界环境 , 体内代谢产生的

CO2也通过 从肠道上皮细胞排出
[23]
。与鳃类

似, 肠道的上皮细胞也是CA高表达的组织, 当外界

环境的碱度发生变化时, 肠道和鳃会发生一套协同

的调整
[24], 其中包括CA家族的表达变化、对离子

的吸收排出及一些结构上的变化。处于高碱度胁

迫状态下的鱼, 鳃从水体中吸收过多盐分的同时也
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图 9   野生型及ca12基因敲除嵌合体草鱼经碳酸氢盐碱度胁迫

后肠道组织的病理变化情况

Fig.  9    The  pathological  change  of  the  intestinal  tissue  in  wild-
type and ca12 edited chimeric grass carp in 60 mmol/L NaHCO3

alkaline water
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图  7    野生型及 ca12基因敲除嵌合体草鱼在 60  mmol/L
NaHCO3碱性水体中的存活情况

Fig.  7    The  survival  analysis  of  wild-type  and ca12 edited
chimeric grass carp in an 60 mmol/L NaHCO3 alkaline water
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图  8    野生型及 ca12基因敲除嵌合体草鱼经 60  mmol/L
NaHCO3胁迫后鳃组织的病理变化情况

Fig. 8   The pathological change of the gill tissue in wild-type and
ca12 edited  chimeric  grass  carp  in  60  mmol/L  NaHCO3 alkaline
water
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HCO−3
HCO−3

HCO−3

失去了部分的水, 肠道中则是吸收水的场所并且排

出 以动态调整渗透压的平衡, 从肠道排出的

会跟水体中部分二价金属离子形成碳酸盐沉

淀
[23, 25]

。或许是这种碱性沉淀对肠道上皮细胞有

明显的刺激, 导致肠道细胞的凋亡。嵌合体ca12蛋
白的缺失, 使得 的排出有所减缓, 减轻了碳酸

盐沉淀对肠道的刺激。

综上, 本研究通过建立草鱼碱胁迫模型, 系统

解析ca12在鳃和肾组织中的表达动态, 同时发现高

碱度胁迫下草鱼鳃和肠道组织出现大量凋亡细胞,
并伴随鳃丝上皮细胞大面积脱落坏死及肠道绒毛

显著萎缩等典型病理损伤。利用CRISPR/Cas9基因

编辑技术成功创制草鱼ca12功能缺失型突变体, 其
F0代在碱性水体中的存活率明显高于野生型。此

项工作不仅为耐碱鱼类育种提供一个可工程化操

作的靶点基因, 更构建了“基因编辑−表型验证−应
用推广”的完整研发链条, 对提高盐碱水域渔业经

济效益和生态效益具有重要的战略意义。

(作者声明本文符合出版伦理要求)
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LOSS OF CA12 GENE SIGNIFICANTLY ENHANCES THE TOLERANCE OF
GRASS CARP (CTENOPHARYNGODON IDELLA) TO

CARBONATE ALKALINITY STRESS

ZHANG Zi-Yu1, 2, LIU Hui-Min3, QUAN Rui2, XIAO Wu-Han2 and CAI Xiao-Lian2

(1. College of Fisheries and Life Science, Dalian Ocean University, Dalian 116023, China; 2. Institute of Hydrobiology, Chinese
Academy of Sciences, Wuhan 430072, China; 3. College of Fisheries of Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China)

Abstract: To explore the function of carbonic anhydrase 12 (ca12) in grass carp (Ctenopharyngodon idella) response to
carbonate alkalinity stress, we subjected grass carp to alkalinity stress at different NaHCO3 concentration gradients (0,
20, 40, 60, 80, 100, 150 mmol/L),  and systematically analyzed the expression level of ca12 in various tissues (brain,
heart, kidney, and gill) as well as the histopathological changes in gill and intestinal tissues. Compared with wild-type
grass carp, chimeric grass carp edited by CRISPR/Cas9 technology had higher survival rate at different alkalinity levels
and time points.  Moreover,  the  expression levels  of ca12 in the  kidney and gill  tissues  were  significantly  downregu-
lated with increasing alkalinity. Under stimulation with 60 mM/L NaHCO3, gill and intestinal tissues of chimeric grass
carp showed adaptive morphology changes, with a significantly lower apoptosis rate than that of wild-type grass carp,
and the survival rate of chimeric grass carp was also higher under this condition. The study indicates that high alkali-
nity stress exerts adverse effects on grass carp, and the chimeric grass carp edited by CRISPR/Cas9 technology display
significantly higher survival rates in high-alkalinity water than wild-type grass carp. This suggests that the ca12 plays
an important regulatory role in grass carp under high-alkaline conditions, making it a critical target for grass carp adap-
tion to high-alkaline environments. Loss of ca12 function significantly enhances the alkalinity tolerance of grass carp,
providing a new strategy to improve the aquaculture rate in saline-alkali areas and expand the development space of the
fishery industry.
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