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转染技术在海洋无脊椎动物中应用现状 
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摘要: 海洋无脊椎动物在生物医学和农学等领域蕴藏巨大的应用潜力, 从基因层面解析和开发海洋无

脊椎动物的生物学价值是未来研究的重要方向。目前模式生物中常见的遗传学操作手段还未广泛应用

于海洋无脊椎动物, 因而限制了对海洋无脊椎动物在基因功能、基因表达调控等方面的研究。转染作

为一种可高效将外源核酸导入细胞的技术, 是海洋无脊椎动物基因操作的理想工具。首先概述了不同

类型的转染方法, 并对其转染的优缺点进行了总结; 随后重点介绍了转染技术在海洋无脊椎动物中的

应用进展; 最后总结了在海洋无脊椎动物中建立转染技术的难点。以期为海洋无脊椎动物在转染策略

的选择中提供参考, 为海洋无脊椎动物的分子生物学研究提供帮助。 
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海洋是生命的摇篮, 是地球生物资源的宝库[1-3], 
其中, 海洋无脊椎动物是一类背侧没有脊椎的海洋动

物, 包括海洋中除脊椎动物亚门外的所有门类, 种类

繁多, 占海洋物种的 92%以上, 是动物的原始形式[4]。 
近年来 , 随着对海洋无脊椎动物的深入研究和

开发, 人们愈发认识到其在海洋和人类生活中发挥

的重要作用。当前, 许多海洋无脊椎动物在环境保

护、药物开发、水产养殖等领域受到广泛关注[5-8]。

例如 , 造礁珊瑚(刺胞动物门)在海洋生态系统中发

挥着重要作用, 热带和温带珊瑚礁创造了复杂的三

维栖息地, 并保护了海岸线[9-10]; 从海洋无脊椎动物

中提取的一些天然产物具有伤口愈合、抗菌和抗凝

血特性 , 可以进一步合成来治疗人类疾病 [11-12]; 在
海产品消费需求增加和野生种群过度捕捞的背景下, 
甲壳类动物和软体动物的水产养殖已成为满足这些

需求的可持续方式[13]。 
随着组学的发展, 人们已经对多种海洋无脊椎动

物进行了全基因组测序, 不仅丰富了海洋生物的基因

组数据, 同时为从基因组学以及分子生物学等层面对

海洋无脊椎动物进行深入研究提供了可能[14-15]。因此, 
通过基因敲除、基因敲降、转基因品系的构建等手段

对海洋无脊椎动物开展的研究逐渐增多[16-17], 这些研

究有助于进一步阐明基因功能、揭示遗传生长规律、

培养优质的水产新品种、推演进化历程以及为海洋药

物开发提供资源等[18-21]。 

然而, 由于缺乏细胞生物化学和生理学的相关信

息, 对海洋无脊椎动物的细胞研究仍停留在原代培养

水平, 目前还没有成功建立胚胎细胞系或克隆化的永

生细胞系[6, 22]。此外, 海洋无脊椎动物的有性繁殖策

略、生命周期和胚胎发育方式非常多样化[23-24], 这些

都增加了对海洋无脊椎动物进行基因层面遗传学操

作的难度。在长期的科学探索中, 近年来转染技术在

海洋无脊椎动物中的应用取得突破[25-29]。本文主要总

结了当下转染技术在海洋无脊椎动物中的研究现状, 
包括技术进展、应用成果和面临挑战。  

1  转染技术 
因为细胞膜具有选择透过性并起到保护细胞的作

用, 所以一般裸露的核酸分子很难进入细胞内。为解决

这一问题, 转染(transfection)作为一种将外源核酸导入

细胞中的技术, 成为分子生物学研究的重要手段[30-31]。

用于创造转基因动物的 DNA 操作始于 20 世纪 70 年

代[32-33], 最初将病毒粒子微量注入不同着床阶段的小

鼠胚胎中[34-35]。随后, 利用简单的 DNA 质粒对小鼠受
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精卵细胞核进行显微注射 [36], 直到 80 年代形成将

DNA 构建体引入个体的稳健程序[32]。目前, 不同类型

的核酸(DNA、RNA 等)均能够导入动物的细胞中[37]。 
根据转染的时效性 , 转染一般分为稳定转染和

瞬时转染[37]。稳定转染是指将外源 DNA 整合到宿主

基因组中 , 使外源基因成为细胞基因组的一部分 , 
从而能够维持基因的稳定表达 ; 瞬时转染中 , 外源

基因并不能整合到宿主基因组中 , 也不会被复制 , 
通常仅可维持几天[30, 38-40]。 

根据转染的载体介质, 通常可以分为病毒性转染

和非病毒性转染 [37], 其中根据转染的递送途径又可

将非病毒性转染分为物理介导和化学介导两类[30, 41]。

病毒性转染, 也叫转导(transduction), 是利用改造后

的病毒载体感染细胞, 将特定核酸序列携带到宿主细

胞内, 并且病毒感染可以很容易地将核酸序列整合到

宿主基因组中, 从而实现稳定的基因表达[42]; 目前腺

病毒以及逆转录病毒载体已经应用于多种哺乳动物

的细胞体外转染[43-44]。病毒性转染的优点主要是转染

效率高, 并可在难以转染的细胞类型中实现转染[45], 
但会具有较高的细胞毒性和免疫反应, 并且可能会引

起插入诱变[46]。然而, 由于海洋生物特殊的生存环境, 
缺乏合适的海洋工程病毒, 在海洋生物转染方案中该

转染方式很难应用。因此, 物理转染和化学转染这两

大类非病毒转染方法成为海洋生物转染方案的首选。 

1.1  物理转染 
物理转染是通过施加外部的物理能量在细胞膜上

形成微小孔洞来促进核酸分子穿过细胞屏障进入细胞

质以及细胞核内从而实现基因转移和表达[30, 47-48], 但
这种转染方式容易对细胞造成物理损伤[48]。根据施加

外力的不同可分为显微注射、电穿孔、基因枪、激光

照射等转染方法。 
显微注射法是利用尖端极细(0.1~0.5 μm)的玻璃

微量注射针将外源核酸直接注射到宿主细胞质或细

胞核中的技术[49]。为了确保注射的外源核酸分子进

入到细胞中以实现较高的转染效率, 通常会将外源

核酸与无毒染料混合后注射, 从而对外源物质的递

送效果进行指示[50]。显微注射法的优点是能够准确

地将核酸递送到目标位置, 且细胞毒性较低。理论上

单细胞显微注射的转染效率能够接近 100%; 其缺点

是显微注射比较耗时 , 且效率低下 , 特别是对于较

小的细胞。目前, 已经有报道通过开发显微注射机器

人系统来提高效率并减少细胞损伤[30-31]。 

电穿孔技术指利用短的电脉冲扰乱细胞膜, 形成

核酸可以通过的孔, 从而允许外来核酸进入细胞[51]。

电穿孔技术首次由 Neumann 在 1982 年提出, 并用于

转染小鼠淋巴瘤细胞[48]。根据细胞膜的不同反应, 电
穿孔过程可分为无可检测孔洞、可逆孔洞、非热不可

逆孔洞和热不可逆孔洞 4 个阶段[52]。外源核酸主要在

形成可逆孔洞的阶段进入细胞 [53], 当外加电场消失

后, 细胞膜重新愈合[48]。电穿孔效率受多种因素影响, 
包括电极类型、电场强度、脉冲数量和时间、电穿孔

缓冲液组成、电导率及细胞类型等[53-56], 另外质粒浓

度和温度也对转染效率有影响。因此, 为了达到较高

的转染效率和细胞存活率, 需要针对不同的细胞类型

和核酸分子优化电穿孔参数。此外, 电穿孔虽然是一

种简单快速的转染方法, 能在短时间内处理大量细胞, 
但它可能会对细胞造成不可逆的损伤。 

基因枪粒子递送转染 , 又称微粒轰击术 , 其原

理是将外源核酸包裹在金颗粒(或其他金属颗粒)中, 
通过“基因枪”以高压气体为动力, 将核酸-颗粒偶联

物高速射入靶细胞中 [30], 进而外源核酸与金属颗粒

分开整合到基因组中, 或进行瞬时表达。基因枪的优

点是操作简单、快速并且允许一次性输送较大量的

核酸 , 其缺点是使用成本较高 , 且对样本造成物理

伤害较大[57]。基因枪粒子递送转染技术最初被应用

于植物的转基因 [58], 最近的研究已将其扩展到多种

动物组织, 包括皮肤、肝脏、骨骼肌和胰腺[57, 59]。 
激光介导转染是通过脉冲激光在细胞膜上形成

瞬时孔 , 通过激光诱导的孔隙使核酸进入细胞 [30], 
通过调节激光的功率, 可以确保孔洞在核酸转移完

成后迅速闭合[60]。激光介导转染的优点是可以进行

精准操作 ; 缺点是激光显微镜系统十分昂贵 , 且对

操作人的要求极高。 

1.2  化学转染 
化学试剂转染的基本原理是带正电荷的化学物

质与带负电荷的核酸形成复合物, 将复合物与宿主

细胞进行共同孵育, 在电荷作用下将复合物吸引到

细胞膜上, 复合物通过细胞的胞饮作用或受体介导

的内吞作用进入细胞内 [61], 随后复合物实现内体逃

逸 , 最终释放核酸分子至细胞核 , 实现外源核酸的

转录表达[62]。与病毒转染相比, 化学转染细胞毒性较

低, 不会引起诱变, 是一种相对安全的转染方法。但

是 , 化学试剂转染效率相对较低 , 并可能激活先天

免疫系统引发细胞炎症反应[63]。基于转染试剂的不
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同, 化学转染法大体上可以分为脂质体和非脂质体

转染试剂两大类[30], 常见的脂质体有 Lipofectamine 
2000 和 Lipofectamine 3000 等, 非脂质体包括阳离子

聚合物和无机纳米颗粒载体等[37]。 
脂质体是一种囊泡状结构 , 由具有两亲性质的

脂质分子构成[64], 通过与核酸形成复合物的方式, 在
通过细胞内吞作用进入细胞时保护核酸免受降解[65]。

复合物如何从内体逃逸的机制目前尚不明确, 普遍

认为可能通过电荷中性化或膜融合后释放复合物或

裸露的核酸到细胞质中, 进而实现 DNA 的核内输

送、转录和表达[66-67]。脂质体转染效率与病毒载体

转染相比较低, 主要是因为 DNA 进入细胞核需要从

复合物中解离并穿过核孔这一过程[66]。此外, 脂质体

的转染效率还受 DNA 与脂质体的配比影响[68], 并且

不同脂质体试剂在不同细胞系中的转染效率和细胞

毒性也存在差异[69]。 
阳离子聚合物作为一种常用的基因递送载体 , 

包括聚乙烯亚胺(PEI)、聚酰胺-胺(PAMAM)、壳聚糖

和阳离子蛋白等 [41], 这些聚合物易于制造 , 能与

DNA 形成复合物, 通过内吞作用进入细胞。不同聚

合物的结构差异导致内体逃逸效率和转染效率有所

不同。PEI 因其高密度的胺基团提供强大的质子缓冲

能力 , 作为“质子海绵”促进内体逃逸 [70-71], 进而具

有较高的转染效率, 目前已成为最有效和广泛使用

的阳离子聚合物之一[70, 72]。但 PEI 的生物不可降解

性具有一定毒性, 目前已开发出可在进入细胞后降

解为小分子碎片的 PEI 转染试剂, 该类型转染试剂

可以促进 PEI 从细胞质内清除, 降低其细胞毒性[73]。

jetPEI是一种线性聚乙烯亚胺衍生物, 通过与多种商

业转染试剂进行比较, 发现 jetPEI 具有较高的转染

效率, 同时细胞毒性较低[74]。 
纳米颗粒因其出色的物理特性和易修改性 , 成

为基因递送领域的热门研究载体[75]。无机纳米颗粒

的类型包括磁性纳米颗粒、金纳米颗粒和二氧化硅

纳米颗粒等[76-77]。阳离子聚合物如 PEI 等可应用于

对纳米颗粒进行修饰 [78]使其成为理想的纳米载体 , 
修饰后的纳米颗粒不仅可以降低 PEI 对受体细胞的

毒性[79], 还可以提高转染效率[78-80]。此外, 在介孔二

氧化硅纳米颗粒(MSN)的基础上研发出表面具有刺

突结构的二氧化硅纳米颗粒(SSNs)[81-82], 具有较强

的 DNA 负载和保护能力, 以及通过表面刺突穿透细

胞膜的高效细胞摄取能力[83-84]。Fu 等[85]通过竞争性

外延生长的方法, 制备了氨基修饰并具有刺突的二

氧化硅纳米颗粒(NH2-SSNs), 并对刺突长度进行了

优化, 在多种细胞中表现出优异的递送性能和较低

的细胞毒性。这些发现展示了纳米颗粒在基因递送

领域的强大潜力。 
上文所述转染方式总结见图 1。 

 

图 1  转染技术分类总结 
Fig. 1  Classification of the transfection techniques 

 
 

2  海洋无脊椎动物转染技术应用现状 
海洋无脊椎动物包括了多种类群 , 如棘皮动物

(海星、海胆等)、甲壳动物(虾、蟹等)、软体动物(贝
类、乌贼等)、扁形动物(涡虫等)、刺胞动物(水螅、

水母等)以及多孔动物(海绵)等。海洋无脊椎动物凭
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借其独特的进化地位、生物学特征以及经济价值而

具有重要的研究意义。本节将对海洋无脊椎动物转

染技术的应用现状展开描述。 

2.1  转染技术在海洋棘皮动物中的应用 
棘皮动物门(Echinodermata)在生物进化中占有

特殊地位, 包括了海星纲、海胆纲、海参纲、蛇尾纲

和海百合纲等多个纲[86]。目前转染技术主要应用于

海胆纲和海星纲。 
海胆被广泛认为是进行实验胚胎学、细胞结构

和受精机制等基础理论研究的理想实验对象之一。

除了在科学研究领域的应用, 海胆还具有显著的经

济价值。虽然海胆作为模式生物在生物学研究中极

受欢迎 , 但由于基因操作技术的局限性 , 对海胆的

研究仍面临着一定的挑战[86]。近期, 科研人员通过显

微注射法, 将外源 DNA 引入绿海胆(Lytechinus var-
iegatus)卵细胞中 , 研究发现 , 若注射线性化质粒 , 
它们将发生随机整合并在早期发育中反复复制; 若 

注射超螺旋 DNA 则既不会连接也不会复制。两种形

式的外源 DNA 都能在胚胎中持续存在, 直至胚胎发

育阶段[87]。Franks 等[88]通过将外源 DNA 注射到海胆

受精卵的细胞核中 , 发现注射到细胞核的动物有

36%的幼体表达外源基因, 而注射到细胞质的动物, 
其幼体仅有 12%的表达率。此外, 外源 DNA 也可以

通过基因枪粒子递送转染法成功地被输送到马粪海

胆(Hemicentrotus pulcherrimus)的受精卵中[89], 但这

种方法尚未得到广泛使用[90]。Core 等[26]还以逆转录

病毒为载体实现了对绿海胆卵细胞的转染。 
海星具有很强的再生能力和繁殖能力 , 并且其

在生态学研究、极端环境下的生物多样性研究以及

进化发育生物学的研究中具有重要意义[86]。目前关

于海星的转染方法研究较少, 有报道称在蝙蝠海星

(Patiria miniata)中 , 已经成功使用显微注射法将外

源 DNA 引入到海星的受精卵中[91]。上文所述海洋棘

皮动转染方法应用如表 1 所示。 
 

表 1  海洋棘皮动物转染技术研究 
Tab. 1  Research on the transfection techniques used in marine Echinodermatans  

物种 转染方法 样品 参考文献 

绿海胆(Lytechinus variegatus) 
显微注射法 卵细胞或受精卵 [87-88] 

逆转录病毒转染 卵细胞 [26] 
马粪海胆(Hemicentrotus pulcherrimus) 基因枪粒子递送转染 受精卵 [89] 

蝙蝠海星(Patiria miniata) 显微注射法 受精卵 [91] 
 

2.2  转染技术在海洋甲壳动物中的应用 
甲壳动物(Crustacean)是一类重要的水产经济群体, 

转染技术在海洋甲壳动物的应用主要集中于海洋虾类。 
1995 年已有报道证明, 显微注射法可以将 lacZ 基

因转入至南方白虾(Penaeus schmitti)中形成瞬时表达[92], 
但相较于需要复杂操作的显微注射法, 电穿孔法在这类

虾的转染操作中具有更大的潜力[93]。之后 Arenal 等[94]

确定, 在脉冲电压 12 kV, 工作时间 6 s 的非电容式电脉

冲条件下, 以 4×PBS 为电穿孔缓冲液进行转染后, 虾胚

胎的转染效率为 19.4%。2004 年, Arenal 等[25]又发现使

用 SV40 T 抗原的核定位信号肽与超螺旋 DNA 结合使

用对南方白虾受精卵进行电穿孔后, 基因转移频率比裸

DNA 高 2 倍, 且核摄取速度更快。 
有报道比较了显微注射、电穿孔以及基因枪粒

子递送转染三种转染方法在日本对虾 (Penaeus ja-
ponicus)中的效率, 最终确定显微注射法是最适用于

日本对虾转染的方法, 而基因枪粒子递送转染法无

法获得转基因日本对虾[95]。 
使用电穿孔法将 pFLAG-CMV-1-BAP 质粒引入

虎虾(Penaeus monodon)受精卵中, 可获得转基因虎

虾[96]; Yazawa 等[97]则使用了显微注射法和基因枪粒

子递送转染法将 pJEF-GFP 基因引入虎虾受精卵中, 
获得转基因虎虾。 

Sun 等[98]使用 pβactP2-TSV-CP 质粒检测了显微

注射、电穿孔、化学试剂转染三种方法在南美白对虾

(Penaeus vannamei)中的转染效率, 发现使用转染试

剂 jetPEI得到的最高表达率为 40%~60%, 其余二者均

有一定效果。随后, 使用 jetPEI 试剂向受精卵中转染

反义 Taura 综合症病毒(TSV)外壳蛋白基因构建体, 
与对照动物相比, 转基因虾对 TSV 感染具有部分抗

性[99], 这些数据对于商业对虾养殖具有重要意义。 
在中国对虾(Penaeus chinensis)中, 通过使用基

因枪粒子递送法, 将携带切割对虾白斑病病毒基因

的核酶基因质粒 pGDNA-RZ1 导入中国对虾受精卵
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中, 转染效率达到 60.7%[100]。综上, 适用于甲壳动物

的转染方法主要是电穿孔法和显微注射法, 而基因

枪粒子递送法和化学试剂转染法具有一定作用但应

用较少(表 2)。 
 

表 2  海洋甲壳动物转染技术研究 
Tab. 2  Research on the transfection techniques employed in marine Crustaceans  

物种 转染方法 样品 参考文献 

南方白虾(Penaeus schmitti) 
显微注射法 受精卵 [92] 
电穿孔法 胚胎、受精卵 [25, 93-94] 

日本对虾(Penaeus japonicus) 
显微注射法 胚胎 [95] 
电穿孔法 胚胎 [95] 

虎虾(Penaeus monodon) 

电穿孔法 受精卵 [96] 
显微注射法 受精卵 [97] 

基因枪粒子递送转染 受精卵 [97] 

南美白对虾(Penaeus vannamei)

显微注射法 受精卵 [98] 
电穿孔法 受精卵 [98] 

化学试剂转染法(jetPEI) 受精卵 [98-99] 
中国对虾(Penaeus chinensis) 基因枪粒子递送转染 受精卵 [100] 

 

2.3  转染技术在海洋软体动物中的应用 
软体动物门 (Mollusca)是种类最多的海洋无脊

椎动物类群[101]。目前在海洋软体动物中主要使用电

穿孔法和显微注射法进行转染操作, 其中电穿孔法

应用较为广泛(表 3)。 
Lu 等[102]最初使用泛嗜性逆转录病毒作为载体, 

通过电穿孔法破坏卵黄膜, 使病毒颗粒与胚胎表面直

接接触, 实现了侏儒蛤(Mulinia lateralis)的转染。 
2018 年, 有报道表明在电阻 100 Ω、电压 300 V、

电容 100 μF、脉冲持续时间 20 ms、脉冲间隔 100 ms
条件下, 进行五次电穿孔脉冲, 使用 piggyBac 转座子

系统即可在太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)中实现高效

的转染[103]。此外, 有研究发现通过显微注射法可实现

对太平洋牡蛎的转染, 并发现其内源性 EF-1α 启动子

具有较高的转染驱动效率[27]。在福建牡蛎(Crassostrea 
angulate)中 , 使用脉冲电压 100 V、脉冲持续时间

15 ms、脉冲间隔 100 ms 的条件进行方波脉冲电穿孔

可以实现转染, 并成功引入 CRISPR/Cas9 系统[104]。 
在马氏珠母贝(Pinctada martensii)中, 对卵细胞在

电压 300 V、频率 50 kHz、脉冲时间 1.5 ms 的最佳条

件下进行电穿孔, 可以获得转基因品系[105]。在大珠母

贝(Pinctada maxima)中, 精子在 6 kV 电压和 28 次脉冲

条件下进行 6 次重复的电穿孔处理后与卵细胞结合便

可以获得转基因品种 [106]。Yoon 等 [107]在虾夷扇贝

(Mizuhopecten yessoensis)中实现了原代细胞的电穿孔

转染, 还发现了具有较高转染驱动效率的 OsHV-1启动

子。在九孔鲍(Haliotis diversicolor suportexta)中使用

10 kV 电压和 27 次脉冲条件进行 6 次重复电穿孔处理

后的精子与卵细胞结合, 便可以获得转基因品种[108]。 
此外 , 使用显微注射法向马氏珠母贝卵细胞中

注射质粒也可以获得转基因品系[109]。Crawford 等[110]

通过对头足类乌贼(Doryteuthis pealeii)受精卵进行

显微注射的方法成功引入 CRISPR/Cas9 系统。上文

所述海洋软体动物中转染方法应用总结如表 3 所示。 

2.4  转染技术在海洋扁形动物中的应用 
扁形动物门(Platyhelminthes)包括约 15 000 种动

物 , 从扁形动物开始出现了两侧对称的体型 , 并具

有真正的三胚层结构且体壁出现了肌肉层, 这是动

物进化过程中一个重要的标志性阶段[111]。作为两侧

对称动物的简化模型, 扁形动物对于神经中枢的起

源、干细胞的增殖分化以及再生等问题的研究具有

重要意义[111-114]。Macrostomum lignano 是一种海洋生

活的涡虫, 最开始通过将其浸泡在双链 RNA 溶液中

进行 RNA 干扰(RNAi)[115], 目前常用的转染技术主

要为显微注射法[116]。Wudarski 等[117]在 Macrostomum 
lignano 中将 DNA 构建体显微注射到受精的单细胞

阶段胚胎中, 在低剂量照射后外源基因发生随机整

合, 建立了具有普遍表达的 HUB1 转基因系。因此, 
目前在海洋扁形动物中应用的转染技术主要是显微

注射法(表 4)。 
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表 3  海洋软体动物转染技术研究 
Tab. 3  Research on the transfection techniques applied in marine Molluscans 

物种 转染方 样品 参考文献 

侏儒蛤(Mulinia lateralis) 逆转录病毒转染 受精卵 [102] 

太平洋牡蛎(Crassostrea gigas) 
显微注射法 受精卵 [27] 
电穿孔法 精子 [103] 

福建牡蛎(Crassostrea angulate) 电穿孔法 卵细胞、囊胚 [104] 

马氏珠母贝(Pinctada martensii) 
电穿孔法 卵细胞 [105] 

显微注射法 精子, 卵细胞 [109] 
虾夷扇贝(Mizuhopecten yessoensis) 电穿孔法 原代细胞 [107] 

九孔鲍(Haliotis diversicolor suportexta) 电穿孔法 精子 [108] 
大珠母贝(Pinctada maxima) 电穿孔法 精子 [106] 
乌贼(Doryteuthis pealeii) 显微注射法 受精卵 [110] 

 
表 4  海洋扁形动物转染技术研究 
Tab. 4  Research on the transfection techniques utilized 

in marine Platyhelminthes 
物种 转染方法 样品 参考文献

Macrostomum lignano 显微注射法 受精卵 [116-117]
 

2.5  转染技术在海洋刺胞动物中的应用 
刺胞动物门(Cnidaria)包括约 11 000 种动物[118], 

它们共同含有一种独特的细胞类型——刺细胞[119]。

刺胞动物作为进化上最原始的多细胞动物之一, 对
研究高等动物类群起源和演化具有重要的参考意

义。在刺胞动物转染技术的探索中, 目前已在 Hy-
dractinia, Nematostella, Clytia 等刺胞动物中建立了

转染技术[28]。 
在贝螅(Hydractinia)的转染操作中, 最常用的方法

是显微注射法[28, 120], 在50 mmol/L氯化钾溶液中向受精

卵中注入 100 pL DNA(0.5~1.5 μg/μL), 通过报告基因对

特定细胞进行标记, 并且转入的外源基因可以传递到下

一代[120]。同时也可以通过向胚胎注射 mRNA、shRNA, 

实现基因瞬时性过表达或敲降[121]。此外, 电穿孔法也可

用于贝螅的转染, 使用 15%Ficoll-400 为电穿孔缓冲液, 
与过滤海水和待传递核酸混合为 100 μL 电穿孔混合液

体系后, 在 2 mm 的电击杯中进行电穿孔, 可实现靶基

因的有效敲低[122] 。 
小星海葵(Nematostella vectensis)的转染主要使

用显微注射法, 通过使用 I-SceI 巨核酸酶系统建立稳

定转基因品系, 具体操作体系为 50 ng/μL DNA 与 1× 
I-SceI 缓冲液、40 μg/mL Alexa Dextran 和 0.2 U/μL 
I-SceI 混合, 注射前将混合物在 37 ℃下孵育 30 min 后, 
向每个受精卵中注射平均 45 pL DNA 混合液[123]。此外, 
也可以使用与贝螅相同的电穿孔法进行转染[124]。 

在半球美螅水母(Clytia hemisphaerica)中也是使

用电穿孔和显微注射法进行转染操作[125-126], 其中电

穿孔法是通过使用 90 μL 15%Ficoll-400 与过滤海水

和 10 μL 待传递核酸混合为 100 μL 电穿孔混合液, 在
4 mm 的电击杯中进行电穿孔[125]。显微注射法与在贝

螅中的应用类似[126]。综上, 目前海洋刺胞动物常用的

转染方法主要是显微注射法和电穿孔法(表 5)。 
 

表 5  海洋刺胞动物转染技术研究 
Tab. 5  Research on transfection techniques applied in marine Cnidarians 

物种 转染方法 样品 参考文献 

贝螅(Hydractinia) 
显微注射法 胚胎或受精卵 [28, 120] 
电穿孔法 受精卵 [122] 

小星海葵(Nematostella vectensis) 
显微注射法 受精卵 [123] 
电穿孔法 卵细胞 [124] 

半球美螅水母(Clytia hemisphaerica) 
电穿孔法 受精卵 [125] 

显微注射法 卵细胞 [126] 
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2.6  转染技术在海洋多孔动物中的应用 
多孔动物(Porifera)通常被称为海绵, 是已知最简单

的多细胞动物之一。多孔动物凭借其位于后生动物基部

的进化地位以及卓越的再生能力在进化生物学及发育

生物学等领域的研究中占有重要地位, 是研究早期发

育调控以及再生机制的理想模型[127-129]。长期以来, 转
染技术尚未在任何多孔动物门物种中建立, 直到 2018
年, Revilla-I-Domingo 等[29]在寄居蟹皮海绵(Suberites 
domuncula)的切片外植体中, 通过 jetPEI 转染由 β-actin
启动子驱动的 egfp 基因表达载体, 在转染后 48 h, 根据

荧光信号可以将转染的细胞从组织中特异性分离, 并通

过实时荧光定量 PCR 检测发现转染后培养长达 28 d 的

动物中仍可检测到 egfp mRNA。这是首次在海绵中成功

实现转染, 该团队还尝试使用电穿孔法进行转染, 但是

效果比 jetPEI 转染法低 100 倍[29]。因此, 目前在多孔动

物中有效的转染方法仅有化学试剂转染法一种(表 6), 
虽然转染效率很低, 但它已经适用于一些应用, 如谱系

追踪, 同时为建立进一步的分子功能技术奠定了基础, 
未来, 还需要对海绵动物的转染条件进行进一步的优化, 
从而为海绵研究增加一种多功能工具。 

 
表 6  海洋多孔动物转染技术研究 
Tab. 6  Research on the transfection techniques applied 

in marine Poriferans 

物种 转染方法 样品 参考文献

寄居蟹皮海绵

(Suberites domuncula) 
化学试剂转

染法(jetPEI) 
切片外

植体 
[29] 

 

3  海洋无脊椎动物转染技术发展与

应用的局限性 
转染技术在模式生物中的成功应用为研究基因

功能和基因表达调控, 以及进行基因治疗等提供了

可能。然而, 相对于常见模式生物, 海洋无脊椎动物

种类繁多、基因组信息缺乏、生存环境特殊、生命

周期和繁殖策略多样, 使得转染技术应用于这些生

物时面临着额外的复杂性和不确定性。 

3.1  生物多样性的挑战 
海洋无脊椎动物种类丰富 , 不同物种间的基因

表达和发育过程等的较高差异, 导致很难找到一种

适用于所有物种的高效转染方法。因此, 需要针对不

同的物种定制不同的转染策略。 

在探究不同的转染策略时 , 需要考虑物种间的

差异, 比如胚胎发育时期的差异、精卵细胞大小的差

异、精子和卵细胞发育过程的差异、细胞生存条件

的差异以及待处理样品不同的发育阶段等。 
同时 , 转染方法本身也存在诸多的差异 , 在转

染的过程中, 需要平衡转染效率与不同样品的存活

率之间的关系。比如在海洋生物中常用的电穿孔法, 
需要针对不同的物种或细胞优化特定的电穿孔参数

(电压、脉冲数、脉冲长度等)。另外, 不同物种对转

染载体的接受度、基因整合机制以及表达系统也大

相径庭, 这就要求必须为每一种研究对象定制适宜

的转染策略。 

3.2  基因组信息的不足 
与模式生物如小鼠和果蝇相比, 海洋无脊椎动物

的基因组资源普遍比较落后, 许多物种缺乏高质量的

参考基因组, 从而限制了转染研究中目标基因选择的

准确性, 也使得基因编辑的精确性大打折扣[15]。海洋

无脊椎动物基因组的复杂性和某些物种的多倍体性质

进一步增加了转染操作的难度。此外, 转染效率与启动

子的表达效率具有直接相关性。然而, 目前对于海洋无

脊椎动物中高效启动子的应用研究相对缺乏[130], 常用

的启动子仅为 EF-1α启动子和 β-actin 启动子[27, 29, 98]。 

3.3  技术和方法的局限 
目前在海洋无脊椎动物广泛使用的转染方法为

电穿孔和显微注射法, 其中显微注射法几乎适用于

绝大部分海洋生物, 但仍然存在不能大批量获取转

基因动物、操作复杂耗时较长且细胞易损伤等问题; 
电穿孔法虽然可以规避显微注射法的部分缺陷, 但
目前仍然无法解决电穿孔会对细胞造成损伤, 导致细

胞活性降低这一问题[48, 98]。基因枪法也被报道用于一

些海洋无脊椎动物中, 如日本对虾, 但其操作较为复

杂且需要昂贵的设备, 并且获得的转基因动物具有较

多的嵌合体。jetPEI 转染试剂已成功应用于海洋动物

并且在许多系统中被证明比其他常用转染试剂更有

效[74], 但也仅针对于部分海洋无脊椎动物, 如南美白

对虾[98-99], 而在海绵中的表达效率仍旧较为低下[29]。

目前广泛使用的基因编辑技术, 如 CRISPR/Cas9, 虽
然在福建牡蛎、头足类等海洋无脊椎动物中取得了

初步成功[104, 110, 131], 但在效率、稳定性和安全性方面

仍然存在局限[132]。此外, 合适的转染载体对于基因

的整合和表达具有重要作用, 在海洋无脊椎动物中

的转染载体研究相对较少, 缺少参考性。 



 

 Marine Sciences / Vol. 49, No. 1 / 2025 61 

3.4  生态和伦理的问题 
海洋无脊椎动物在海洋生态系统中扮演着关键

角色 , 转染技术可能会带来生态平衡改变 , 并产生

不可预见的后果。海洋是一个开放且不可控的环境, 
一旦将转基因生物放入海洋中, 产生的效应可能是

不可逆的。因此, 转染技术在海洋无脊椎动物的研究

和应用必须考虑其对自然环境和生物多样性的潜在

影响。同时, 伦理问题也是不可忽视的, 特别是涉及

具有商业价值或受保护的物种时。 

4  总结及展望 
本文综述了海洋无脊椎动物中转染技术应用进

展, 其中物理方法尤其是显微注射法和电穿孔法最

为常用, 几乎在所有门类中均有应用并取得良好效

果, 是适合于大多数海洋生物的转染方法。但对细胞

或胚胎造成一定损伤的缺陷是不可避免的, 且需要

显微操作系统或电穿孔系统等特殊设备。此外, 化学

试剂转染的方法相对温和, 同时价格低廉且易于操

作 , 虽然目前在海洋无脊椎动物中的应用较少 , 但
已经在甲壳动物中表现出较高的转染效率和极大的

应用潜力, 未来可能会更多地被应用到海洋无脊椎

动物的转染操作中。 
尽管海洋无脊椎动物转染技术在操作方法、效率

以及稳定性等方面还存在着许多问题, 但是目前已有

的研究成果展示了其发展潜力。转基因海绵、涡虫在

推进对进化、发育和干细胞生物学的研究中具有强大

的潜力; 转基因水螅在推进对海洋生态系统中生物互

作和环境适应机制方面的研究发挥了重要作用; 转基

因软体动物和甲壳动物的研究则对水产养殖业的遗

传改良和疾病防控提供了新思路。海洋无脊椎动物转

染技术已从理论探索逐步迈向实际应用。这一领域的

进展不仅为我们理解这些生物的生物学基础提供了

新的视角, 而且对于生物医药、环境保护以及可持续

海洋资源利用等多个领域具有重要的实际意义。 
随着未来海洋无脊椎动物转染技术的不断成熟

以及对海洋无脊椎动物生物学特性更深入的探究 , 
现阶段转染技术的局限将会逐渐被克服。此外, 在未

来的研究中 , 伴随着跨学科领域的合作 , 分子生物

学、海洋生物学、生态学以及遗传学等领域的知识

和技术将共同促进海洋无脊椎动物转染技术的发

展。海洋无脊椎动物转染技术有望为人类揭开更多

海洋生物生活特性的神秘面纱, 同时为海洋的可持

续发展贡献力量。 
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Abstract: Marine invertebrates harbor immense potential for applications in many fields, such as biomedicine and 

agriculture. Unraveling and developing their bio-economical value at the genetic level is a major topic for future 

research. However, genetic manipulation techniques commonly used in model organisms have not yet been widely 

applied to them; this limitation restricts research on aspects such as gene function and regulation of expression in 

them. Transfection, as a highly efficient technique for transfection of cells, has become an ideal tool for the genetic 

manipulation of marine invertebrates. Here, we provide an overview of the different types of transfection methods 

and compare their advantages and disadvantages. Then, we focus on the progress of transfection technology and 

summarize the challenges in establishing transfection techniques in marine invertebrates. This study aims to provide 

a reference for the selection of transfection strategies and to assist in molecular biology research in marine inverte-

brates. 
 

 (本文编辑: 杨  悦) 
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