
Sun Q J,  Wang B K, Xiao Z Y, et al.  Construction of fish without intermuscular bones based on cytosine base editing system [J]. Acta Hydrobio-
logica Sinica, 2025, 49(12): 122504. [孙秋洁, 王博凯, 肖正雨, 等. 基于胞嘧啶碱基编辑系统构建无肌间刺鱼类品系 [J]. 水生生物学报, 2025,
49(12): 122504.]

基于胞嘧啶碱基编辑系统构建无肌间刺鱼类品系
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摘要: 为验证一种高度特异性的新型CBE在鱼类中的应用效果, 研究以调控鱼类肌间刺形成的关键基因

runx2b为目的基因, 在斑马鱼上探讨其对构建的单碱基突变品系的编辑效率、表型和相关基因表达等方面的

影响。结果表明F0代的编辑效率达60%, 突变体的肌间刺数量减少约55%, 且其自交繁殖产生的F1代仅有杂合

子和纯合子的存在, 纯合比例达70%以上, 纯合子的肌间刺全部缺失且可稳定遗传。Western Blot蛋白表达结

果显示Runx2b蛋白在突变体内不表达, RT-qPCR定量结果也显示成骨分化和矿化相关基因(entpd5a、sp7和
alpl)表达在突变体中显著降低。研究表明CBE在鱼类上具有较高的编辑效率, 可有效编辑斑马鱼runx2b基因,
获得无肌间刺表型, 缩短获得纯合突变品系的世代时间, 为鱼类高效精准的基因编辑育种提供了新的途径。
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在当今全球水产养殖业中, 基因编辑育种技术

正成为推动产业升级的关键力量。基因组编辑技

术主要包括ZFN (Zinc Finger Nucleases)[1]
、TALEN

(Transcription Activator-Like Effector Nucleases)[2]
和

CRISPR/Cas  (Clustered  Regularly  Interspaced  Short
Palindromic Repeats/CRISPR-associated protein)[3]

等

3种人工核酸内切酶介导的基因修饰技术。这3种
编辑系统都是通过DNA双链断裂 (Double-Strand
Break, DSB)后的修复过程产生的突变来达到基因

敲除、替换、插入等修饰, 而DSB引发的修复很难

实现高效稳定的单碱基突变。2016年, 碱基编辑系

统应运而生。胞嘧啶碱基编辑系统(Cytosine base
editors, CBE)在不依赖DSB的产生、无需供体DNA
的参与、产物纯度高等前提下, 实现高效且精准的

C-T的替换
[4]
。

近年来, 基因组编辑技术尤其是CRISPR/Cas9
系统的突破性发展, 为鱼类遗传改良提供了高效精准

的技术手段。国内外已在半滑舌鳎(Cynoglossus se-
milaevis)[5]

、团头鲂(Megalobrama amblycephala)[6]
、

罗非鱼(Oreochromis mossambicus)[7]
等20多种养殖

鱼类上开展了基因组编辑技术的研究和育种工作
[8]
。

日本学者通过编辑真鲷(Pagrus major)的mstn (myo-
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statin)基因, 使其骨骼肌质量增加16%、体长缩短
[9]
。

华中农业大学团队编辑团头鲂runx2b (RUNX family
transcription factor 2b)基因后, 获得了肌间刺完全

缺失且生长发育正常的无肌间刺F1代突变个体
[10]
。

此外 , 中国科学院水生生物研究所利用CRISPR/
Cas9同时敲除异育银鲫(Carassius gibelio)的foxl2b-
A (forkhead  box  L2b-A)和 foxl2b-B (forkhead  box
L2b-B), 致使F0生殖细胞消失而产生不育个体

[11]
等,

相继培育出了一系列生长快、无肌间刺、抗病抗

逆等新材料。

当前基于CRISPR/Cas9的基因敲除技术仍存在

DSB引发的脱靶风险, 且编辑效率在经济鱼类上较

低。Liu等 [12]
开发了一种高度特异性的新型CBE,

能够实现体内外高效且零脱靶的基因编辑, 目前已

在人的原代T细胞、NK细胞, 动物体内等不同场景

实现了成功编辑, 但仍没有在鱼类上开展应用。为

探讨新的基因编辑工具在鱼类中的可行性, 本研究

以调控鱼类肌间刺形成的关键基因runx2b为目的

基因
[13], 利用CBE技术在斑马鱼上构建突变品系,

并分析其应用效果。本研究的开展在保持基因组

完整性的同时精准编辑runx2b基因, 不仅为培育无

肌间刺鱼类品系提供了更安全高效的途径, 拓宽了

碱基编辑系统的适用范围, 也为在经济鱼类的重要

经济性状上的基因编辑育种提供了基础。

 1    材料与方法

 1.1   实验动物与材料

实验中所使用的野生型AB品系斑马鱼亲本均

由中国科学院水生生物研究所提供, 后代在华中农

业大学水产学院繁殖并饲养, 水温保持在28℃, 光
暗交替周期为14h光照和10h黑暗。斑马鱼胚胎在

28℃下培养 ,  5dpf  (day  post  fertilization)到14dpf饲
喂草履虫, 14dpf后饲喂丰年虫。

 1.2   runx2b基因的sgRNA及检测引物的设计与合成

在 CRISPR-BETS网站 (https://bioinfor.yzu.edu.
cn/crisprbets/)设计6个斑马鱼runx2b基因的sgRNA
(表 1), sgRNA长度为20 bp, PAM (Protospacer Adja-
cent Motif)序列为NGG, 并通过化学合成方式在3′
端和5′端的前3个碱基均添加硫代和2’-O-methyl修
饰, 交由金斯瑞生物科技股份有限公司合成。根据

runx2b基因序列, 利用NCBI在线网站(https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/)在靶位点附近设计检测引物(表 1)。
 1.3   突变体的构建

将BS-EP1 (终浓度666.7 ng/μL)和sgRNA (终浓

度83.3 ng/μL)配制混合注射样品注射到1—2细胞

期的斑马鱼胚胎中, 其中本研究中所用的BS-EP1由

贝斯生物公司(https://www.basetherapeutics.com/ind
excn.html)提供, 也可在恺佧生物科技 (上海)有限公

司 (https://www.kactusbio.cn/product/detail/KD-0001)
购买。注射后的胚胎置于28℃恒温培养箱孵育 ,
48hpf (hour post fertilization)后用快速裂解法随机

快速提取16个胚胎基因组的DNA (具体操作步骤参

考聂春红
[14]), 用引物扩增靶点附近的目的产物后进

行测序, 通过EditR 1.0.10分析靶位点的编辑效率。

待F0代基因编辑的个体生长至2月龄时, 将靶

位点编辑效率在80%以上的个体F0挑选出来培养至

成鱼。F0自交繁殖产生F1代个体 , 按照上述分析

F1代靶点的编辑效率, 筛选出编辑效率90%以上的

个体被确认是纯合突变体。

 1.4   茜素红骨骼染色

茜素红整体骨骼染色的方法参照聂春红等
[15]

方法, 随机选取3月龄的F0、F1和F2的突变体和野生

型斑马鱼各11尾, 4% PFA (Paraformaldehyde)固定

48h后进行骨骼染色, 最后将标本保存在100%甘油

中。骨骼染色标本通过SZX16体视显微镜(OLYM-
PUS, 日本)对肌间刺表型和数目进行拍照和记录。

 1.5   RT-qPCR分析

分别采集48hpf、72hpf、96hpf和120hpf的纯

合突变体和野生型的整胚各50尾置于冻存管中, 于
–80℃保存。采用TRIzol法提取整胚总RNA, 使用

HiScript® Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Kit (+gDNA

 

表 1   斑马鱼runx2b基因的靶位点和引物序列信息

Tab. 1   The target site and primer sequence information of runx2b
gene in zebrafish

基因
Gene

靶点序列
Target sequence

检测引物
Primer (5′—3′)

产物片段
大小

Product
size (bp)

runx2b-1 CAGGGCCAAACG
CAGATTAC

CTGGATGACTCTC
CGAAGGC
ACTGCTTTTATAC
CAGCCAAACT

588

runx2b-2 TCAGCAGCAGCAG
GACGGCG

CAAACTCATCAG
ACTGCAGCG
CGCGACCGGTAG
GGTTTTAT

367

runx2b-3 AGGCTCAATCTTC
CCCACCA

TCAGTAGGAATG
GCAGATAA
ATCGCTGATGGA
GGGCAGAC

312

runx2b-4 CATGTCAGCAGAA
CTTCTTC

AAGGGTCACCAG
AAACCACG
CTTTCAGCTTGCA
CACACCC

375

runx2b-5 TATTACCTGTAAT
CTGCGTT

CTGGATGACTCTC
CGAAGGC
ACTGCTTTTATAC
CAGCCAAACT

588

runx2b-6 GATCTGAAGGAAC
AAACAAG

TCAGTAGGAATG
GCAGATAA
ATCGCTGATGGA
GGGCAGAC

312
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wiper)反转录出cDNA。以β-actin为内参, 用Hieff®

qPCR SYBR Green Master Mix (Low Rox Plus)检测

alpl、entpd5a和sp7的表达水平, 扩增引物见表 2,
均设置3个生物学重复。RT-qPCR于QuantStudioTM

6 Flex Real-Time PCR系统中进行。采用2–ΔΔCt
法

[16]

分析数据, 计算目的基因的相对表达量。

 1.6   Western Blot检测

分别采集5dpf和60dpf的纯合突变体和野生型

的整胚各50尾、尾部肌肉各9尾置于冻存管中, 于
–80℃保存。提取整胚和尾部肌肉的总蛋白, 使用

BCA  Protein  Assay  Kit测定蛋白浓度 ,  2×Loading
Buffer稀释煮沸变性后进行SDS-PAGE电泳, 湿转

法转膜后用TBST稍加漂洗, 5%脱脂奶粉室温封闭

2h, 置于TBST中洗净奶粉 , 加入兔抗Runx2b和
Actin抗体4℃摇床孵育过夜, TBST漂洗; 加入HRP-
conjugated Goat anti-Rabbit  IgG (H+L)二抗室温避

光摇床孵育45min, TBST漂洗, 加入ECL显影液, 通
过Tanon化学发光图像分析系统进行曝光拍照。

 1.7   数据分析

本研究中所得实验数据均由GraphPad Prism

8.0.2软件进行统计分析, 均以平均值±标准差表示,
对实验数据进行t检验, P<0.05表示差异显著, P<0.01
为差异极显著。

 2    结果

 2.1   编辑效率检测和基因型分析

在斑马鱼上对设计的runx2b基因的6个靶点进

行敲除实验, 检测结果显示靶位点 3和4的个体突变

效率较高, 个体平均编辑效率达75%以上, 而其他

靶点编辑效率在60%以下(图 1)。由于第1个外显子

上的靶点4不在任一功能域中 , 所以选择位于

runx2b基因PHA03247功能域中第6个外显子上的

靶点3进行后续分析(图 2)。
当F0代的群体生长至2月龄时, 我们对70尾个

体进行测序分析, 结果显示, 19尾个体编辑效率在

80%以上, 23尾个体在10%—80% (表 3)。筛选编辑

 

表 2   骨骼发育相关基因的定量引物序列

Tab.  2    Primer  sequences  of  skeletal  development  related  genes
for RT-qPCR

基因
Gene

引物序列
Primer sequence (5′—3′)

目的片段大小
Product size (bp)

alpl GGGAATCGTCACAACAACGC
GCTCTGCAGTGCTTCATTGG

115

entpd5a AGCTTGCGGTCTCATGGAAA
CGCGAACAGTTCTTTGGGTG

194

sp7 CGGGAGGTCTTCTTGCGATT
TTTACCGTACACCTTCCCGC

127

β-actin GGCATCACACCTTCTACAA
GAGTCCATCACAATACCAGTA

208
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图 1   CBE构建斑马鱼runx2b基因6个靶点F0代的编辑效率

Fig.  1    CBE  editing  efficiency  of  six  targets  of runx2b gene  in
zebrafish

 

AGGCTCAATCTTCCCCACCA 

AGGCTTAATCTTCCCCACCA

Wild type

Mutant F0

Mutant F1

runx2b gene

Exon 1 2 3 4 5 6 7

Runt RunxIPHA03247

图 2    斑马鱼runx2b基因sgRNA靶位点示意图

Fig. 2    Schematic diagram of the sgRNA target location in the runx2b of zebrafish
灰色突出显示为编辑位点, 由CAA突变为TAA

The edited locus (CAA→TAA) is indicated by grey highlighting
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效率在80%以上的F0代突变个体自交繁殖F1代。结

果显示, F1代仅存在杂合子和纯合子两种突变类型,
且F1代纯合个体达70%以上。靶位点突变率在

90%以上的F1个体自交产生F2代, 共检测48尾, 个体

突变率均在90%以上。与野生型相比, 纯合突变体

蛋白结构不完整, 功能域被破坏(图 3)。
 2.2   突变体表型分析

为了观察利用CBE技术构建的runx2b突变体

的表型, 对野生型及F0、F1和F2代突变体进行茜素

红骨骼染色。结果显示, 与野生型相比, F0代突变

体的肌间刺数量显著减少, 具体表现为左侧肌间刺

数11—28根, 右侧10—33根(图 4B和表 4), 肌间刺

总数减少约55%。利用CBE技术构建的runx2b突变

体, 在F1代可以获得70%以上的纯合子, 且F1代纯合

子的肌间刺全部缺失(图 4C)。同样, 11尾染色的

F2代突变体均不存在肌间刺, 表明CBE技术构建的

 

表 3   CBE在斑马鱼runx2b-3靶点F0代的编辑效率

Tab. 3   Editing efficiency of runx2b-3 across the F0 generation of
zebrafish using CBE

个体编辑效率
Editing efficiency

F0代
F0 generation

<10(%) 28

[10—80) 23
[80—100] 19

 

Wild type Mutant

图 3    野生型和突变体的Runx2b蛋白结构示意图

Fig. 3    Schematic representation of the Runx2b protein structures of wild-type and mutant
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图 4    野生型(A)、F0代突变体(B)、F1代(C)和F2代纯合子(D)斑马鱼的茜素红骨骼染色示意图(箭头所示为肌间刺)

Fig. 4    Alizarin red skeleton staining of the wild-type zebrafish (A), F0 mutants (B), F1 (C), and F2 homozygote (D) (The arrows indicate
intermuscular bones)
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突变体无肌间刺表型可稳定遗传(图 4D)。
 2.3   基因和蛋白表达分析

为了进一步探讨CBE编辑runx2b对成骨相关

基因表达的影响, 本研究利用RT-qPCR和Western
Blot检测相关基因的表达。Western Blot结果显示

Runx2b蛋白在5dpf和60dpf的突变体内不表达(图 5)。
RT-qPCR结果显示与野生型相比, 突变体成骨相关

基因(alpl、entpd5a、sp7)的表达量显著下调。综上

所述, CBE能够有效编辑斑马鱼runx2b基因, 提前

终止蛋白翻译。

 3    讨论

 3.1   新型碱基编辑系统CBE的应用基础

CRISPR/Cas9系统是目前被广泛使用的第三代

基因组编辑系统
[3], 但该系统利用修复过程中产生

的突变来达到基因编辑的效果, 易造成编辑位点碱
 

表 4    野生型和F0代突变体斑马鱼的肌间刺数目

Tab. 4    The number of intermuscular bones in the wild-type zebrafish and mutant of F0 generation
样本编号
Sample ID

左侧髓弓小骨数
Epineurals (LSB)

左侧脉弓小骨数
Epipleurals (LSB)

左侧肌间刺数
Number of IBs (LSB)

右侧髓弓小骨数
Epineurals (RSB)

右侧脉弓小骨数
Epipleurals (RSB)

右侧肌间刺数
Number of IBs (RSB)

WT 27±0 17±1 44±1 27±1 17±1 44±1
F0-1 8 10 18 15 4 19
F0-2 14 10 24 15 10 25
F0-3 13 11 24 5 9 14
F0-4 9 9 18 17 12 29
F0-5 10 13 23 16 17 33
F0-6 8 6 14 6 4 10
F0-7 10 1 11 6 7 13
F0-8 6 5 11 10 9 19
F0-9 18 10 28 12 13 25
F0-10 10 17 27 16 13 29
F0-11 9 2 11 12 1 13
F0平均值 10±3 9±5 19±7 12±4 9±5 21±8
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图 5    成骨相关基因和Runx2b蛋白在野生型和突变体内的表达分析

Fig. 5    Relative expression of osteogenic genes and Runx2b protein expression levels
**P<0.05, *P<0.01

12 期 孙秋洁等: 基于胞嘧啶碱基编辑系统构建无肌间刺鱼类品系 5



基的随机插入和缺失, 发生脱靶, 难以实现高效精

准的单碱基突变
[17]
。2016年, 美国哈佛大学David

R. Liu实验室率先在CRISPR/Cas9系统的基础上开

发出了不依赖于DSB, 仅针对单个碱基进行替换的

碱基编辑系统BE (Base editor), 提高了基因编辑的

准确性和效率
[18]
。

目前, 研究人员已开发出了四代碱基编辑系统

(BE1-BE4), 并应用于小鼠和家畜的性状改良育种

中, 但编辑效率低下、脱靶问题严重
[19], 且在鱼类

上开发应用极少。据报道, CRISPR/Cas9技术对斑

马鱼胚胎的编辑效率为11%—43%[20]
。利用优化后

的第四代胞嘧啶碱基编辑系统zAncBE4max对twist2
等6个基因进行编辑, 平均编辑效率为42.723%[21],
且存在一定的脱靶效应。而本研究中应用的CBE
是Liu等[12]

开发的一种高度特异性的碱基编辑系统,
与被广泛使用的BE4max相比

[22], 可极大降低脱靶

效应, 平均编辑效率达80%, 还可对甲基化或可能

富集GC的序列进行稳定编辑
[12]
。

 3.2   CBE介导斑马鱼runx2b高效精准敲除

该系统已在细胞和小鼠上成功应用, 但在斑马

鱼等鱼类中尚未开展应用。本研究利用该系统编

辑斑马鱼的runx2b基因, 结果发现F0代的编辑效率

达60%, 显著高于CRISPR/Cas9和第四代胞嘧啶碱

基编辑系统在斑马鱼上的效率。

为验证CBE和CRISPR/Cas9构建的runx2b突变

体的表型和基因表达情况是否一致, 本研究利用茜

素红骨骼染色方法观察F0、F1和F2代的肌间刺表

型, 结果显示F0代突变体的肌间刺数量缺失约55%,
F1和F2代纯合子均无肌间刺, 与CRISPR/Cas9构建

的runx2b–/–
突变体表型一致

[13], 且无肌间刺表型稳

定遗传。此外, 本文发现runx2b基因的下游与成骨

发育相关基因alpl[23]
和sp7[24]

及与骨骼矿化相关基

因entpd5a[25]
的表达在突变体内显著下降, 和已报道

的runx2b缺失导致的基因表达趋势一致。

 3.3   CBE在鱼类中的应用前景

本研究成功应用CBE高效介导斑马鱼runx2b
基因靶位点C-T的碱基替换, 引入终止密码子, 提前

终止蛋白翻译, 达到敲除目的。相比CRISPR/Cas9
系统F2代才筛选到纯合突变体

[26], 本研究使用的

CBE系统能更快观察到突变体表型变化及在F1代

即可得到纯合个体, 一定程度上缩短育种周期。此

外, 在团头鲂
[10]
、银鲫

[27]
等经济鱼类中的研究也已

证实, 编辑runx2b基因能使肌间刺完全缺失, 且不

影响正常生长发育。因此, 后期可利用CBE进行无

肌间刺经济鱼类的培育, 进而拓展该技术的物种和

性状的适用范围。

(作者声明本文符合出版伦理要求)
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CONSTRUCTION OF FISH WITHOUT INTERMUSCULAR BONES BASED ON
CYTOSINE BASE EDITING SYSTEM

SUN Qiu-Jie1, WANG Bo-Kai1, XIAO Zheng-Yu1, XU Tian-Hong2, WANG Wen-Xiu1, WANG Yao1,
GAO Ze-Xia1, 3, 4 and NIE Chun-Hong1, 3

(1. Key Lab of Freshwater Animal Breeding, Ministry of Agriculture and Rural Affairs/Engineering Research Center of Green
Development for Conventional Aquatic Biological Industry in the Yangtze River Economic Belt, Ministry of Education,

College of Fisheries, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China; 2. Base Therapeutics,
Shanghai 200120, China; 3. Hubei Hongshan Laboratory, Wuhan 430070, China; 4. Hubei Province

Famous Fish Breeding and Healthy Aquaculture Engineering Technology
Research Center, Wuhan 430070, China)

Abstract: To verify the editing effect of new cytosine base editor (CBE) in fish, this study took the runx2b that regu-
lates the formation of intermuscular bones (IBs) in fish as the target gene, and explored its editing efficiency, pheno-
type and related gene expression on the constructed mutation zebrafish line. The results showed that the mutation effi-
ciency in the F0 generation was 60%. Skeletal staining demonstrated a 55% reduction in IBs in F0 generation mutants
compared to wild-type controls. In the F1 generation produced by self-crossing of the F0 generation, only heterozygotes
and  homozygotes  were  observed,  with  homozygotes  exhibiting  completely  IBs  absence  and  stable  inheritance  across
generations. Western Blot analysis confirmed the absence of runx2b protein in mutant, while RT-qPCR showed signifi-
cantly downregulated expression of osteoblast differentiation and mineralization-related genes (entpd5a, sp7, and alpl)
in  mutants.  The  results  indicate  that  CBE not  only  achieves  high editing  efficiency in  fish,  but  also  enables  IBs  free
phenotypes,  shortens  homozygotes  generation  time,  and  expands  the  utility  of  base  editing  in  aquatic  species.  This
study provides a foundation for applying GE in breeding economic fish.

Key words: CBE; Intermuscular bones; runx2b gene; Editing efficiency; Gene expression; Danio rerio
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