
胡炜，中国科学院水生生物研究所研究员、副所长。国家杰出青年基金获得者、国家自然科学

基金创新研究群体学术带头人，中国水产学会淡水养殖分会副主任委员，国家水产原种和良种

审定委员会委员。主要从事鱼类分子遗传育种的基础理论和关键技术研究。在PNAS，EMBO

Reports，Science Bulletin等学术期刊上发表研究论文80余篇，其中封面论文5篇；参编国内外著

作5本。授权美国发明专利4项、中国发明专利8项。创制和培育出具有优良性状的养殖鱼类新种

质和新品系。

·综述·

鱼类原始生殖细胞发育与生殖操作技术研究进展
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摘要：原始生殖细胞是胚胎发育过程中最早建立的一群生殖干细胞，是有性生殖动物生殖
发育的基础。鱼类原始生殖细胞特化遵循“先成论”的模式，早期胚胎发育过程中获得母源
生殖质组分的细胞特化为原始生殖细胞，特化形成的原始生殖细胞需要维持其生殖干细胞
命运，并经过长距离迁移最终到达性腺原基的位置。原始生殖细胞特化、迁移和命运维持
过程受到多种基因和信号通路的综合调控。研究鱼类原始生殖细胞发育不仅有助于深入理
解脊椎动物细胞特化、迁移和命运维持等基本生物学过程的调控机理，而且是开发新的养
殖鱼类生殖控制和生殖干细胞移植技术的重要基础。本文概述了鱼类原始生殖细胞发育的
基础理论以及生殖操作技术研究进展，并展望了未来的发展趋势，以期为开发重要养殖鱼
类优良种质创制新技术提供参考。
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原始生殖细胞 (primordial  germ cell,  PGC) 是

早期胚胎发育过程中最早建立的一群生殖干细胞，

其形成后逐渐迁移到性腺原基的位置，分化为精

原细胞或卵原细胞，并经过减数分裂等过程最终

产生成熟的配子—精子和卵子，精卵结合后物

种完成遗传信息的传递，起始新的一轮生命过程，

因此原始生殖细胞是有性生殖动物生殖发育的基

础，在维持物种世代相续，生生不息中发挥不可

或缺的作用。研究鱼类原始生殖细胞不仅有助于

理解细胞特化、细胞迁移和细胞命运维持等基本

生物学过程的调控机制，且鱼类原始生殖细胞研

究对养殖鱼类生殖控制和生殖干细胞移植等鱼类

育种技术开发十分重要[1-2]。为此，本文简要综述

鱼类原始生殖细胞发育，生殖控制和生殖干细胞
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移植技术研究进展，以期为开发养殖鱼类优良种

质创制新技术提供参考。

 1    原始生殖细胞特征

原始生殖细胞特异分子标记被鉴定以前，主

要根据其细胞形态特征加以识别，其细胞核通常

更大，边界清晰，细胞内有呈现为电子致密体的

亚细胞结构，被称为生殖质或生殖颗粒 [3]。鱼类

生殖质结构内储存多种参与调控原始生殖细胞发

生和发育的 RNA 和蛋白质[4]。

VASA 是生殖质的重要组分之一，该基因

(vasa) 是鱼类中首个被鉴定的生殖质和生殖细胞

标记基因[5]。在斑马鱼 (Danio rerio) 中，vasa mRNA
定位于 2 细胞期、4 细胞期和 8 细胞期胚胎的分

裂沟，32 细胞期阶段，vasa mRNA 聚缩在 4 个细

胞的亚细胞团中，1 000 细胞期前，vasa mRNA 以

不均等分离的方式分布在 4 个细胞中，至 4 000 细

胞期，vasa mRNA 均匀分布在 4 簇原始生殖细胞

中 [6]。标记基因 vasa 的鉴定加速了鱼类原始生殖

细胞的研究，包括模式鱼类青鳉(Oryzias latipes)
和稀有鮈鲫 (Gobiocypris rarus) [7-8]，虹鳟 (Onco-
rhynchus mykiss)[9]、尼罗罗非鱼 (Oreochromis nilo-
ticus)[10]、鲤 (Cyprinus carpio)[11]、泥鳅 (Misgurnus
anguillicaudatus)[12] 等多种经济鱼类的 vasa 基因也

被克隆。除 vasa 外，目前已鉴定出多种生殖质或

原始生殖细胞标记基因，包括 nanos3  (原名为

nanos1)[13]、dead end[14]、dazl[15]、tdrd7[16-17] 及 bucky
ball (buc)[18] 等，这些因子不仅是生殖质或原始生

殖细胞的标记基因，它们在原始生殖细胞特化、

迁移或维持过程中发挥重要功能 (图 1)。

 2    原始生殖细胞特化

原始生殖细胞的特化形成目前有两种学说，

第一种是以小鼠 (Mus musculus) 和人 (Homo sapi-
ens) 为代表的“后成论”，原始生殖细胞由其周围

细胞分泌的信号诱导形成；第二种是以模式生物

斑马鱼、黑腹果蝇 (Drosophila melanogaster) 及秀

丽隐杆线虫 (Caenorhabditis elegans) 等为代表的

“先成论”，原始生殖细胞是由卵母细胞生殖质

(germ plasm) 决定，早期胚胎发育过程中获得生殖

质组分的细胞将特化为原始生殖细胞。以斑马鱼

为模型开展的研究发现，生殖质在早期胚胎卵裂

时向分裂沟处聚集[19]，通过移除该区域的细胞质

成分可造成生殖细胞的缺失，说明生殖质对原始

生殖细胞特化是必需的 [20]。虽然青鳉在早期胚胎

卵裂过程中生殖质均匀分布在各个细胞中，直到

原肠期才特异分布在原始生殖细胞中，但原始生

殖细胞特化依然符合先成论的特征，由原始生殖

细胞自主特化形成，生殖质组分因子 Dead end 在

青鳉原始生殖细胞特化中起重要作用[21]。

斑马鱼卵子发生过程中生殖质组分大多聚集

在植物极的巴尔比阿尼氏小体 (Balbiani  body)，
Buc 是脊椎动物中发现的第一个生殖质组装必需

的因子，与黑腹果蝇中 Oskar 蛋白功能相近 [22]，

buc mRNA 特异地与生殖质其他组分共定位分布，

且可以特异地招募生殖质成分 vasa 及 nanos3 等。

斑马鱼 buc 突变家系卵母细胞会因细胞缺少极性，

生殖质标记基因无法准确定位于巴尔比阿尼氏小
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图 1    斑马鱼等鱼类原始生殖细胞特化、迁移和命运维持的重要调控基因

Fig. 1    Important regulatory genes related with primordial germ cell (PGC)
specialization, migration and fate maintenance in D. rerio and some other fish
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体而最终造成生殖细胞的缺失 [18, 23]。Buc-GFP 融

合蛋白特异分布于细胞分裂沟处，与生殖质成分

vasa 等共定位，过表达 Buc 可以诱导异位生殖细

胞的形成 [18]，青鳉中过表达 Buc 也可诱导产生更

多的原始生殖细胞 [24]。Tdrd6a 通过与 Buc 蛋白相

互作用调节 Buc 流动性和聚集性，Tdrd6a 缺失导

致生殖质聚集和原始生殖细胞发育的严重缺陷[25]。

m6A 读取器 Igf2bp3 与 Buc 存在相互作用，并可通

过调节 m6A 修饰生殖质基因的表达以实现斑马鱼

生殖质组装，进而参与原始生殖细胞特化的生物

学过程[26]。

生殖质在早期胚胎卵裂过程中向分裂沟聚集，

微管和肌动蛋白微丝的协调作用在细胞质成分包

括 RNAs 的运动中扮演非常重要的角色 [27]。在刚

受精的胚胎中，动物极生殖质 RNAs 如 vasa、
nanos3 和 dnd RNAs 均附着于 F-肌动蛋白束形成

的纤维网。在第一次细胞分裂过程中，依赖于星

状微管，这些生殖质相关的 RNAs 和 F-肌动蛋白

向胚胎外周移动和聚集。细胞骨架重排和侧向运

动进一步导致生殖质在分裂沟聚集 [28-29]，为原始

生殖细胞的特化创造条件。若皮质微丝结构紊乱，

分裂沟微管分布减少，则影响生殖质聚集以及生

殖质相关因子如 vasa RNA 的定位[30-31]。驱动蛋白

Kinesin 对鱼类生殖质聚集十分重要，Campbell 等[32]

于 2015 报道了斑马鱼 Kinesin 蛋白超家族中的成

员 Kinesin-1 Kif5Ba 与生殖质组分 Buc 蛋白存在相

互作用，Kif5Ba 突变的斑马鱼胚胎期生殖质聚集

出现严重缺陷，导致原始生殖细胞无法形成。本

实验室最近发现，斑马鱼生殖质聚集和原始生殖

细胞特化需要 Sinhcaf 介导的组蛋白去乙酰化的调

控作用，并进一步揭示该调控作用是通过靶向激

活驱动蛋白因子 Kif26ab 的转录而实现[33]。

 3    原始生殖细胞迁移

斑马鱼等鱼类原始生殖细胞在原肠期前已经

特化形成，特化形成位置与性腺发育的部位相距

较远，原始生殖细胞特化形成后需要穿过各种体

细胞组织，经过长距离的迁移最终到达性腺原基

的位置。原始生殖细胞迁移的正确与否关系到其

能否存活，未能正确迁移的原始生殖细胞通常会

被机体清除以防止形成生殖细胞瘤[34]。斑马鱼等

鱼类的原始生殖细胞迁移过程中受到机体精确调

控，鱼类原始生殖细胞正确迁移要比其他脊椎动

物面临更大的困难。首先，斑马鱼等鱼类原始生

殖细胞在 4 个不同的部位特化形成，这意味着 4
簇原始生殖细胞迁移起始部位的体细胞环境不同。

其次，dome 时期特化形成的原始生殖细胞相对胚

轴而言其位置是随机的，原始生殖细胞需要能够

从胚胎边缘的任意部位迁移到生殖嵴。研究人员

利用斑马鱼对原始生殖细胞的迁移过程作了精细

分析 [35]，总体上原始生殖细胞迁移可以分为 6 个

步骤: (1) 从 dome 时期开始向胚胎背侧汇聚，(2) 从
60% epiboly 时期起胚胎背侧原始生殖细胞开始背

离背侧中线，(3) 从 80% epiboly 时期开始沿着胚

胎中胚层前缘和侧缘分布，(4) 2-体节时期开始形

成 2 个侧向细胞簇，(5) 2-体节时期开始部分拖尾

的原始生殖细胞向前迁移，(6) 8-体节时期开始，

部分前部的原始生殖细胞向后迁移。

特化形成的斑马鱼原始生殖细胞最初是难以

移动的圆形，随后他们在细胞周围产生突起，变

为有极性的、可迁移的细胞。斑马鱼原始生殖细

胞采用一种被称为“变形虫迁移”的快速运动模式，

其迁移不依赖于对基底的附着力。原始生殖细胞

在静水压力和胞质流动的驱动下，其细胞膜从肌

动蛋白皮层分离产生小泡突起，引导细胞向指定

方向迁移 [36]。细胞黏附分子 E-cadherin 的下调表

达是原始生殖细胞迁移起始的必要条件，其表达

水平受原始生殖细胞中 Rgs14a 蛋白调控[37]。除此

之外，原始生殖细胞迁移主要受到依赖于生殖质

因子的细胞自发调控和一些趋化因子的诱导。其

中生殖质因子 RNA 结合蛋白 Dead end 通过调控

特定 RNA 的功能在原始生殖细胞迁移中发挥作

用[14]；具体来说，Dead end 蛋白通过降低膜-皮质

连接因子 Annexin5 水平并下调 E-cadherin 水平进

而促进突起小泡的形成。体外培养的原始生殖细

胞仍具有较强迁移能力，提示原始生殖细胞迁移

能力主要受细胞自主调控。总的来说，原始生殖

细胞的迁移需要其具备高收缩性、易形成突起以

及低的黏附水平。

基质细胞趋化因子 (chemotactic factor stromal
cell-derived factor-1, SDF-1a) 及其 G 蛋白偶联受体

CXCR4b 在斑马鱼原始生殖细胞向性腺原基的

定向迁移中扮演重要角色 [38-39]，这与小鼠和家鸡

(Gallus gallus spadiceus) 中的情况相似，表明 SDF-
1a/CXCR4b 在脊椎动物原始生殖细胞迁移调控中

的功能保守。接收到外部趋化因子信号的原始生

殖细胞通过磷脂和小 GTPase 等效应分子转化为细

胞骨架变化[40]。抑制斑马鱼小 GTPase Cdc42 功能

陶彬彬，等 水产学报, 2023, 47(1): 019107

中国水产学会主办  sponsored by China Society of Fisheries https://www.china-fishery.cn

3

https://www.china-fishery.cn


影响原始生殖细胞膜内陷，进而减少突起小泡的

形成，使原始生殖细胞失去迁移能力[41]。母源表

达的 miR-202-5p 通过保护小  GTPase Cdc42 参与

原始生殖细胞迁移调控 [42]。斑马鱼 miR-430 可通

过清除母体 SDF-1 及其受体在原始生殖细胞迁移

中发挥重要作用[43]。需要注意的是，SDF-1a 是一

个泛组织表达因子，推测原始生殖细胞迁移不仅

受 SDF-1a/CXCR4b 这一对趋化因子-受体的调控，

可能还有其他吸引或排斥原始生殖细胞迁移的因

子来协助这一过程[39]。Paksa 等[44] 发现物理信号可

直接调节原始生殖细胞的迁移定位，发育中的肠

道作为物理屏障将生殖嵴原始生殖细胞分为两簇，

与物理屏障作用的原始生殖细胞会调转迁移方向，

从而保证原始生殖细胞的两侧分布。 此外，抑制

vasa[45]、nanos3[46]、HMGCoA[47]、 stau1、 stau2[48]、

igf1rb[49]、puf-A[50]、adamts9[51] 等因子的功能会造

成原始生殖细胞的迁移紊乱或延迟，导致最终迁

移至生殖嵴的原始生殖细胞数量减少。

 4    原始生殖细胞命运维持

鱼类原始生殖细胞迁移过程中会暴露在复杂

的体细胞信号网络中，原始生殖细胞需要维持其

命运不向体细胞分化，原始生殖细胞命运维持关

系到其能否顺利迁移到生殖嵴以及随后的性腺发

育。维持原始生殖细胞的命运需要染色质修饰、

基因转录沉默调控、翻译和蛋白质稳定性等多个

生物学过程的精确调控 [52-54]。与哺乳动物原始生

殖细胞迁移过程中全基因组范围内发生的广泛去

甲基化不同，斑马鱼原始生殖细胞未发现明显的

基因组去甲基化[55-56]。

以斑马鱼为模型开展的研究提示，鱼类原始

生殖细胞命运维持主要由生殖质因子调控。斑马

鱼 nanos3 mRNA 是生殖质的重要组分之一，特异

表达定位在原始生殖细胞中，其表达模式和功能

均十分保守，在非洲爪蟾 (Xenopus laevis)、黑腹

果蝇、秀丽隐杆线虫和斑马鱼中都发现 nanos3 或

其同源基因对原始生殖细胞命运维持十分重要[46, 57]。

Dead end 是生殖质的另一个重要组分，其在斑马

鱼原始生殖细胞命运维持中发挥重要功能。2003
年，Weidinger 等[14] 发现敲降斑马鱼 dead end 基因

后原始生殖细胞难以存活，最终走向凋亡。但随

后的研究者对敲降 dead end 基因斑马鱼胚胎期原

始生殖细胞更为细致的观察发现，一些 dead end

基因的敲降的原始生殖细胞并未发生凋亡，而是细胞

形态发生转变，转分化为其他类型的细胞[58]。Gross-
Thebing 等 [53] 对 dead end 基因敲降后的原始生殖

细胞的命运转变进行系统的分析观察，发现敲降

dead end 后原始生殖细胞可转变为多种类型的体

细胞，包括肌细胞和神经细胞。小鼠 Dead end 同

源蛋白通过招募 CCR4-NOT1 去腺苷酶复合物引

导 mRNA 降解来调节 mRNA 的丰度[59]，该研究是

对 Dead end 维持生殖系干细胞功能和作用机制的

重要补充。多种养殖鱼类中的研究均发现 Dead
end 具有类似维持原始生殖细胞命运的功能，鉴

于其功能的保守性，目前敲降或敲除 dead end 基

因已成为养殖鱼类原始生殖细胞剔除的普遍方

法[12, 60-62]。

D'orazio 等 [17] 发现，斑马鱼原始生殖细胞迁

移起始前生殖质未对其染色质开放程度和基因转

录影响，而迁移过程中的原始生殖细胞命运维持

需要生殖质因子 Tdrd7 介导的染色质重塑和广泛

的基因转录改变，这一过程可能和 Tdrd7 调控生

殖颗粒在核周围的重新分布相关。

 5    鱼类原始生殖细胞活体荧光标记技术

除前述原始生殖细胞特化、迁移和维持的生

物学机理深入研究外，生殖细胞特异活体荧光标

记对开展生殖操作十分重要。

鱼类生殖细胞活体荧光标记主要采用转基因

家系构建和 RNA 定点表达技术 (localized  RNA
expression)。尽管模式鱼类斑马鱼和青鳉中已成功

构建出多种可标记生殖细胞的转基因家系，包括

vasa、buc 和 piwil1 启动子驱动荧光蛋白的转基因

斑马鱼家系 [23, 63-64] 以及 vasa 启动子驱动荧光蛋白

的转基因青鳉家系 [65]，但由于较长的性成熟时间

以及转植基因整合效率通常较低等因素，目前养

殖鱼类仅见虹鳟中报道 vasa-like 基因启动子驱动

的绿色荧光蛋白特异标记其生殖细胞[66]。

与构建转基因家系相比，利用 RNA 定点表

达技术活体标记原始生殖细胞具有简单、高效的

优势，因此该技术已被广泛应用于养殖鱼类原始

生殖细胞的活体标记。该技术最初是在斑马鱼中

建立，原始生殖细胞特异表达基因的 3′UTR 有保

护 mRNA 免受生殖细胞清除的作用，体外合成包

含 GFP 和 nanos3 3′UTR 融合序列的一段 mRNA，

并将其注射到 1 细胞期胚胎中，可快速实现胚胎
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发育过程中原始生殖细胞的可视化。nanos3 3′UTR
序列在不同种类的鱼中相对保守，注射斑马鱼

GFP-nanos3 3′UTR mRNA 可以实现多种养殖鱼类

的原始生殖细胞荧光标记，包括鲤 [62]、泥鳅 [67]、

黄鳝 (Monopterus albus)[61] 以及大西洋鲑 (Salmo
salar)[68] 等。除了 nanos3 3′UTR，vasa 或 dead end
基因的 3′ UTR 也被成功用于活体标记青鳉[69]、罗

非鱼[70]、真鲷 (Pagrus major)[71] 等多种鱼类的原始

生殖细胞荧光标记。该技术的不足之处是仅能实

现胚胎或幼鱼期的生殖细胞标记，随着个体发育

的进行生殖细胞的荧光会逐渐减弱直至消失。

 6    鱼类育性控制技术

控制养殖鱼类的育性具有多重生态意义和经

济价值，首先，不育可以打消人们对遗传改良鱼

类逃逸或释放到自然环境后可能影响野生种群遗

传多样性的担忧；其次，养殖鱼类许多重要性状

与其育性密切相关，不育可以减少性腺发育所需

的能量消耗进而促进肌肉发育，且可以避免性成

熟带来的肉质质量下降以及易感染病菌；另外，

优质鱼类种苗的不育可以保护优良品种的知识产

权，防范优良品种被盲目杂交与回交导致的种质

退化，有助于种业健康有序发展。鱼类育性的控

制技术主要有三倍体策略、生殖相关靶基因操作

和生殖细胞特异剔除等[2, 72-73]。

基于对原始生殖细胞发育机制的认识，已发

展出通过剔除原始生殖细胞从而控制鱼类育性的

技术。其中通过注射 morpholino 至 1 细胞期胚胎

敲降 dead end 基因，已在多种养殖鱼类中实现生

殖细胞的完全剔除，包括泥鳅、金鱼 (Carassius
auratus)、鲤、黄鳝等[12, 61-62, 74]。除了注射 dead end-
morpholino 外，Wong 等 [58] 发现斑马鱼胚胎阶段

短期浸泡合适浓度的 dead end-MO-Vivo 也可以实

现生殖细胞完全剔除，获得 100% 不育的成鱼。

随着基因编辑技术的发展，研究人员成功编辑了

虹鳟和大西洋鲑的 dead end 基因并获得了生殖细

胞缺失的突变体 [60, 75]，对虹鳟 dead end 基因合子

突变体性腺分析发现，孵化后 34 d 的合子缺失突

变体原始生殖细胞数目与野生型相比并无显著差

异，随后生殖细胞数目才逐渐减少，1 龄的合子

缺失突变体性腺中已完全没有生殖细胞，提示胚

胎期原始生殖细胞在母源性 dead end 存在的条件

下可以正常发育，而合子表达的 dead end 对幼鱼

性腺生殖细胞发育十分重要[75]。有趣的是，生殖

轴的核心信号 GnRH3 对于斑马鱼胚胎期 PGC 的

增殖具有重要作用， gnrh3 敲除斑马鱼的 PGC 数

量显著减少[76]。

Sdf1a 是调控原始生殖细胞迁移的重要因子

之一，通过构建热休克蛋白驱动 sdf1a 表达的转基

因鱼家系，热处理条件下可使转基因鱼 sdf1a 基因

过表达，过表达 sdf1a 的转基因鱼因胚胎期原始生

殖细胞迁移紊乱而导致其成年后不育[77]。Hu 等[78]

成功利用 Nitroreductase  (硝基还原酶 )/Metronida-
zole (甲硝唑) 系统控制斑马鱼育性，该策略的思

路是构建卵细胞中特异表达硝基还原酶的转基因

斑马鱼，硝基还原酶可使无毒的甲硝唑转化为毒

性物质，因此当在斑马鱼养殖过程中添加甲硝唑

可靶向导致卵细胞凋亡，获得不育鱼。为克服鱼

类优良品种性状稳定遗传与不育之间的悖论，本

实验室提出了鱼类生殖开关育种新策略。该策略

利用了靶向原始生殖细胞发育的诱导型 GAL4/
UAS 系统，以 dead end 为靶基因控制生殖细胞存

活，初步建立了亲本两系可育，而杂交子代诱导

不育的鱼类生殖开关模型 (图 2) [79]。该策略不仅

可以达到控制鱼类育性的目的，而且亲代家系可

育，因此创制出的种质优良性状可以稳定遗传。

基于可控原始生殖细胞操作，建立生殖开关技术

培育不育的鱼，将成为未来鱼类精准育种的重要

途径之一[80]。

近年来对原始生殖细胞发育机制的理解为实

现原始生殖细胞剔除提供了更多的可能性。除在

养殖鱼类敲降/敲除经典的原始生殖细胞发育必需

基因外，靶向抑制其他参与调控原始生殖细胞特

化、迁移或维持的因子，如 Buc、Tdrd6a、Tdrd7
和 Sinhcaf 等，也有望实现养殖鱼类生殖控制。值

得注意的是，Jin 等[81] 利用斑马鱼胚胎筛选出一种

名为 primordazine 的小分子化合物，primordazine
通过与 3′UTR 中的效应原件作用抑制 mRNA 翻译

特异性地剔除斑马鱼原始生殖细胞。通过直接在

胚胎期浸泡 primordazine 这种小分子有望获得大

规模原始生殖细胞剔除的鱼苗，但是， prim-
ordazine 是否能有效剔除其他鱼类原始生殖细胞

尚未见报道。

 7    鱼类生殖干细胞移植技术

鱼类生殖干细胞移植技术是指将从供体鱼得

到的生殖干细胞植入受体鱼, 获得生殖系嵌合体鱼

并产生源自供体的配子或后代, 也可称为“借腹生
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殖”技术。目前生殖细胞移植使用的供体生殖干细

胞包括两类：原始生殖细胞和精原干细胞 (sper-
matogonial stem cell, SSC)，移植受体包括囊胚期

胚胎、初孵仔鱼和成鱼各个发育阶段的个体 (图 3)。
鱼类生殖细胞移植作为新兴生物技术，在鱼类高

效繁育技术开发及保存鱼类种质资源等方面极具

发展潜力。

早在 30 年前，Lin 等[82] 通过不同品系间斑马

鱼囊胚卵裂球移植实验，获得生殖系嵌合的斑马

鱼，并产生源自供体鱼的成熟配子，表明供体鱼

的原始生殖细胞成功定植到受体鱼，并在性腺处

完成细胞增殖、分化和减数分裂等生物学过程，

这是鱼类中最早的原始生殖细胞移植研究。随后

在青鳉、虹鳟和泥鳅中利用类似的方法同样可以

获得生殖系嵌合的受体鱼。Yamaha 等 [83] 对此方

法进行改进，将三倍体鲫 (C. auratus) 的囊胚的下

层细胞移植到二倍体金鱼囊胚的中间层，形成一

种类似“三明治”的嵌合胚，首次获得了不同鱼种

间的生殖系嵌合可育个体。卵裂球移植的方法在

多种鱼中成功获得生殖系嵌合鱼，但若作为水产

应用技术仍有诸多问题难以克服，首先，卵裂球

移植获得生殖系嵌合个体的成功率较低；其次，

卵裂球移植通量低，耗时耗力，另外，卵裂球移

植一般仅能在种内或者亲缘关系很近的种间获得

成功，因为卵裂球移植形成的嵌合体除了生殖系

发生嵌合外，通常有大量的体细胞也是嵌合的，

亲缘关系稍远的嵌合体鱼很难正常发育。因此需

要对原始生殖细胞进行特异的活体标记并分离后

再进行移植。

Takeuchi 等[84] 通过构建 vasa 启动子驱动绿色

荧光蛋白的转基因虹鳟，成功特异标记了原始生

殖细胞，将荧光标记的原始生殖细胞移植到孵化

后的虹鳟幼鱼，发现原始生殖细胞可以成功定植

到受体鱼性腺原基，并增殖、分化进而产生成熟

的精子或卵子。2004 年，Nature 以简讯的形式报

道了移植绿色荧光标记的虹鳟原始生殖细胞至马

苏大麻哈鱼 (Oncorhynchus masou)，并利用生殖系

嵌合的樱鳟生产虹鳟成熟配子和子代，不同种间

原始生殖细胞的成功移植标志着鱼类生殖干细胞

移植技术获得重要突破 [85]。Saito 等 [86] 通过注射

Tg(CMV: GFP; CMV: gal4) 纯合家系
homozygous lines

Tg(CMV: RFP; 5XUAS: as/dnd) 纯合家系
homozygous lines

杂交  cross

原始生殖细胞正常发育
normal PGC development

原始生殖细胞剔除
elimination of PGC

原始生殖细胞正常发育
normal PGC development

可育鱼
fertile fish

不育鱼
infertile fish

可育鱼
fertile fish 

图 2    鱼类生殖开关控制策略示意图

Fig. 2    Schematic representation of fish on-off reproductive containment strategy
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GFP-nos3 3’UTR mRNA 至珍珠鿕 (D. albolineatus)、
金鱼和泥鳅 1 细胞期胚胎成功标记原始生殖细胞，

将荧光标记的单个原始生殖细胞人工挑选出来，

注射 dead end-morpholino 后的囊胚期受体斑马鱼

胚胎，发现单个原始生殖细胞移植到受体胚后部

分可以顺利迁移并定植到生殖嵴，进而发育成嵌

合性腺，产生源自供体鱼的成熟精子，表明不同

种、属和科的鱼之间可实现原始生殖细胞移植。

该团队进一步研究亲缘关系更远的种间原始生殖

细胞移植的可能性，通过将日本鳗鲡 (Anguilla
japonica)、小体鲟 (Acipenser ruthenus) 的原始生殖

细胞移植分别到斑马鱼和金鱼，发现日本鳗鲡、

小体鲟的原始生殖细胞均能迁移到受体鱼的性腺

原基处 [87-88]，但遗憾的是，迁移到性腺原基处的

原始生殖细胞未能进一步发育为功能性配子。

本实验室通过注射 GFP-nos3 3′UTR mRNA
至 1 细胞期黄鳝胚胎，成功地对黄鳝原始生殖细

胞进行荧光活体标记，利用流式细胞仪高效分选

得到黄鳝的原始生殖细胞，并将其移植到生殖细

胞完全剔除的鲤受体，获得黄鳝生殖细胞嵌合的

鲤性腺，且在移植后 1 年龄的受体鲤中仍能检测

到黄鳝生殖细胞。需要注意的是，从鱼类胚胎中

分离原始生殖细胞存在一定的技术难题，一方面

是由于单个胚胎或幼鱼的原始生殖细胞数目较少，

另一方面是由于分离原始生殖细胞前需要利用显

微注射对原始生殖细胞进行特异荧光标记，有些

养殖鱼类中尚未实现人工繁殖或者显微注射技术

尚未建立，因此难以实现胚胎期特异的原始生殖

细胞标记与分离。对于可以实现荧光标记原始生

殖细胞的鱼类，采用的流式细胞分选技术尽管可

以实现原始生殖细胞的高效分离，但分离得到的

原始生殖细胞活性能否达到细胞移植的标准也需

要进一步探索。

精原干细胞相对于原始生殖细胞更易于大量

获得。现阶段精原干细胞移植显示出比原始生殖

细胞移植更大的应用前景。2006 年，Okutsu 等[89]

将分离纯化的虹鳟 A 型精原干细胞移植到同种异

体的受体鱼中，获得来源于供体鱼的功能性雌雄

配子，2007 年，Science 以简讯的形式报道了将荧

光标记的虹鳟精原干细胞移植到三倍体樱鳟，发

现移植虹鳟精原干细胞的嵌合性腺中可分化产生

虹鳟的精子或卵子，这取决于受体鱼樱鳟的雌雄

性腺环境[90]。近年来，通过移植鲤精原干细胞至

金鱼 [91]、稀有鮈鲫精原干细胞至斑马鱼 [92]、大菱

鲆 (Scophthalmus maximus) 精原干细胞至牙鲆 (Parali-
chthys olivaceus)[93]，获得供体鱼来源的鲤、稀有

鮈鲫及大菱鲆成熟配子。利用供体成鱼雄性性腺

分离获得精原干细胞相对于分离原始生殖细胞更

为便捷，目前采用的方法主要是密度梯度离心，

供体鱼
donor fish

移植到不育受体鱼
transplantation of GSC into sterile recipients

生殖干细胞分离
isolation of germline stem cell 

原始生殖细
胞荧光标记

细胞悬液制备
preparation of

cell suspension

细胞悬液制备
preparation of

cell suspension

性腺解剖
preparation of gonads

显微镜挑选荧光细胞
fluorescent cell selection by microscope

流式分选细胞
fluorescence activated cell sorting

密度梯度离心
density gradient centrifugation

dndknockdown, triploid, inter-species hybrids

囊胚期　blastulae

幼鱼　hatchlings

成鱼　adults

PGC labelling

dead end 敲降、三倍体、种间杂交

 
图 3    鱼类生殖干细胞移植概述

Fig. 3    Overview of fish germline stem cell transplantation
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但该方法获得的细胞悬液中混有其他类型的细胞，

精原干细胞比例较低，寻找精原干细胞的特异

标记有望实现制备高纯度的精原干细胞悬液。

Ichida 等 [94] 报道了一种鲑鳟类 A 型精原干细胞的

特异抗体 (Alexa  flour  488-conjugated  antibody  No.
95)，有望结合流式细胞分选技术用于 A 型精原干

细胞的高效特异分选。建立成熟的鱼类生殖干细

胞体外培养技术对于实现高效的鱼类生殖细胞移

植十分重要。Hong 等[95] 建立了稳定培养的青鳉精

原干细胞系，可体外诱导产生精子。青鳉原始生

殖细胞可实现体外短期培养 [45, 96]，青鳉囊胚细胞

移植实现了种内生殖细胞的完全置换[97]。中华乌

塘鳢 (Bostrychus sinensis) 中建立了 3D 培养体系，

可诱导精原干细胞分化，产生可育精子[98]。马口鱼

(Opsariichthys bidens) 中已建立长期稳定培养的精

原干细胞系，可体外诱导产生精子 [99]。Sun 等 [100]

成功富集培养出黄鳝雌性生殖干细胞、间性生殖

干细胞和雄性生殖干细胞，进一步将分离培养出

的雌性生殖干细胞移植到剔除原始生殖细胞的斑

马鱼中，获得性腺中嵌合黄鳝生殖细胞的斑马鱼。

最近，Zhang 等 [92] 将基因编辑后的稀有鮈鲫精原

干细胞移植到剔除内源生殖细胞的斑马鱼体内，

利用斑马鱼获得了基因编辑的稀有鮈鲫精子。生

殖干细胞移植技术与基因编辑技术相结合，是养

殖鱼类优良种质精准创制亟待发展的方向之一。

 8    总结与展望

生殖是鱼类优良品种培育和扩群应用的基础，

原始生殖细胞作为生殖细胞的祖先细胞决定着鱼

类生殖发育的起始。自 25 年前鱼类首个原始生殖

细胞标记基因鉴定以来，模式鱼 (斑马鱼和青鳉)
在理解鱼类原始生殖细胞发育调控机制发挥了关

键作用，鉴于模式鱼在研究原始生殖细胞发育方

向的诸多优势，未来仍将是鱼类原始生殖细胞发

育机制探索的重要模型，并将在鱼类原始生殖细

胞特化、迁移或维持机制研究及调控原始生殖细

胞发育的新因子挖掘及养殖鱼类育种实践中发挥

重要作用。尤其是对水产种业而言，基于原始生

殖细胞精准操作等生殖开关技术不仅是创制养殖

鱼类优良种质的重要途径之一，而且，将为鱼类

遗传改良新品种的产业化及其知识产权的有效保

护提供技术保障，是水产种业高质量健康发展亟

待突破的关键技术之一。

可以预见，随着越来越多的养殖鱼类功能基

因组的系统解析和基因编辑技术的迅猛发展，将

鱼类干细胞技术 (包括生殖干细胞分离、培养、诱

导和移植等技术) 与基因编辑、分子设计、性别控

制和生殖开关等技术相结合，充分利用鱼类体外

受精和发育的特点，未来有望开辟养殖鱼类优良

种质创制的“试管配子”与“试管育种”新途径，实

现养殖鱼类优良种质的自由设计与高效精准定制。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Research progress on primordial germ cell development and reproductive
manipulation techniques of fish

TAO Binbin 1,2,     HU Wei 1,2*

(1. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Hubei Hongshan Laboratory,
Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan　430072, China;

2. Innovative Academy of Seed Design, Chinese Academy of Sciences, Beijing　100101, China)

Abstract:  Primordial  germ  cells  (PGCs)  are  the  earliest  germline  stem  cells  established  during  embryonic
development. The survival  of  species  is  dependent  upon PGCs in  sexually  reproducing organisms.  The spe-
cification of fish PGCs follows the pattern of “preformation” mode. In this mode, PGCs are specified by inher-
itance of  maternal  cytoplasm (germ plasm) during early embryogenesis.  Specialized PGCs need to maintain
their cell fates and migrate over long distances to reach the gonadal primordium. The biological processes of
fish PGC specification, migration and fate maintenance are regulated by a variety of genes and signaling path-
ways. The study of fish PGC development is helpful for understanding the molecular mechanism of vertebrate
cell specification, migration, and fate maintenance, and it  is also important for developing new reproductive
containment  and germline stem cell  transplantation techniques  in  farmed fish.  Here,  we review the research
progress  in  fish  PGC development  and reproductive  manipulation  techniques,  and look into  rospect  of  their
future  development,  hoping  to  provide  theoretical  and  technical  supports  for the development  of  new  tech-
niques applicable to creating new germplasm of important farmed fish.
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