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摘　要：以ＡＢ系斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）为研究对象，应用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术，对纯合亲鱼受精卵进行
显微注射，通过编辑损坏Ｔｙｒ基因的ＣＤＳ区第二外显子和３′ＵＴＲ非ｐｏｌｙＡ加尾信号区，使基因发生突变，检
测基因不同功能区经编辑后对鱼类体色的影响。结果显示：Ｔｙｒ基因在野生型斑马鱼胚胎的各个发育时期均
能正常表达，眼睛出现黑色素时的表达量最高；编辑损坏Ｔｙｒ基因的ＣＤＳ区后，突变型斑马鱼的胚胎和仔鱼均
未出现黑色素细胞，表现为体表白化，而成鱼会再度出现黑色素细胞，表现为体表黑色条纹断裂。编辑损坏

Ｔｙｒ基因的３′ＵＴＲ非ｐｏｌｙＡ加尾信号区后，突变型胚胎、仔鱼和成鱼均未出现黑色素减褪，黑色素合成未受
影响。研究表明，编辑损坏基因的ＣＤＳ区会对生物表型产生显著影响，而编辑损坏３′ＵＴＲ非 ｐｏｌｙＡ加尾信
号区对生物表型的影响有限。
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　　酪氨酸酶（Ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ，Ｔｙｒ）基因是黑色素合
成通 路 中 的 关 键 基 因，通 过 参 与 Ｌ多 巴
（Ｌｅｖｏｄｏｐａ，ＬＤＯＰＡ）的烃化和氧化形成多巴醌
（Ｄｏｐａｑｕｉｎｏｎｅ，ＤＯＰＡｑｕｉｎｏｎｅ）来调控黑色素的
形成，其表达量和活性水平决定了黑色素生成的

速度和种类［１４］。已有研究表明，Ｔｙｒ基因突变会
导致人的眼皮白化病（Ｏｃｕｌｏｃｕｔａｎｅｏｕｓａｌｂｉｎｉｓｍ，
ＯＣＡ２）［１］。此外，Ｔｙｒ基因的突变与动物的白化
现象密切相关，如丹麦奶牛会出现毛发、皮肤、眼

睛白化现象［５］，兔出现毛发和眼睛虹膜的完全白

化［６］。Ｔｙｒ基因突变导致青
!

（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ）的
黑色素细胞异常，表现出橘色皮肤［７］；虹鳟

（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）Ｔｙｒ基因突变体表现出嵌
合白化和完全白化现象［８］；黄颡鱼（Ｔｏｃｈｙｓｕｒｕｓ
ｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ）Ｔｙｒ基因突变体出现黑色素缺乏，表现
为金黄色［９］。由此可见，Ｔｙｒ基因突变会对动物
的体色带来重要影响。

动物的基因由编码区（ＣＤＳ）、５′非翻译区

（５′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，５′ＵＴＲ）、３′非翻译区（３′
ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，３′ＵＴＲ）、调控区等结构组成。
其中，３′非翻译区作为非编码 ＤＮＡ调控区域，可
参与调控基因ｍＲＮＡ的衰变和翻译，具有重要的
转录调节功能［１０１３］。目前，基因的突变研究大多

关注基因的ＣＤＳ区突变对该基因功能的影响，而
较少关注３′ＵＴＲ突变对基因功能的影响。已有
研究［１４］表明，３′ＵＴＲ是秀丽隐杆线虫生殖系基
因表达的主要调节因子。人类气道上皮细胞趋

化因子配体（Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ，ＣＸＣＬ）基因的 ３′
ＵＴＲ突变可导致该基因表达水平下降［１５］。敲除

Ｒａｓ相关的 Ｃ３肉毒素底物 １（ＲａｓｒｅｌａｔｅｄＣ３
ｂｏｔｕｌｉｎｕｍｔｏｘｉｎｓｕｂｓｔｒａｔｅ１，Ｒａｃ１）基因的 ３′ＵＴＲ
会损害小鼠初级皮层神经元树突的生长发育［１６］。

此外，相关体色基因研究［１７］发现，酪氨酸酶相关

蛋白１（Ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｔｙｒｐ１）基因的
３′ＵＴＲ碱基插入或缺失会导致欧洲家兔的毛色
呈褐色。应用基因敲除技术损坏莲山兔Ｔｙｒ基因
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的３′ＵＴＲ区域，也得到了褐色毛色的突变体［１８］。

这些研究结果表明，基因的３′ＵＴＲ突变会对动
物带来重要影响。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术作为一种高效
的基因编辑技术，已广泛应用于动物［１９２０］、植

物［２１２２］、微生物［２３］的基因功能编辑，并可实现大

片段外源基因敲入［２４］和定点突变［２５］。在鱼类，

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９靶向编辑 Ｓｌｃ４５ａ２基因得到白化斑
马鱼［２６］，靶向编辑 Ｔｙｒ基因得到白化大型泥
鳅［２７］。本实验室应用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术编辑瓯
江彩鲤Ａｓｉｐ基因，发现突变体表现出体表黑色素
细胞缩小，黑色斑块弥散的现象［２８］。以斑马鱼为

对象，利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术分别对 Ｔｙｒ基因的
ＣＤＳ和 ３′ＵＴＲ非 ｐｏｌｙＡ加尾信号区域进行编
辑，旨在探索Ｔｙｒ基因不同功能区对体色的影响，
以便为瓯江彩鲤以及其他鱼类的体色遗传机制

研究积累资料。

１　材料与方法

１．１　实验材料
实验材料为ＡＢ系斑马鱼，饲养于２８℃恒温

循环水系统（上海海圣循环水养殖系统）。

Ｔｙｒ基因表达时序分析材料：取３～４月龄斑
马鱼亲鱼繁育授精，在受精后第６、１２、２４、３０、３６、
４８和６０小时取胚胎，以及１、２、３、４、５、１０、１５ｄｐｈ
（孵化出膜后的天数）取稚幼鱼，使用体式显微镜

观察和拍照黑色素细胞出现时间、数量及大小等

情况后，置于液氮中速冻并保存于－８０℃冰箱备
用。

Ｔｙｒ基因编辑材料：剪取３～４月龄斑马鱼亲
鱼鳍条，使用酚氯仿抽提法提取基因组 ＤＮＡ并
检测 纯 度。在 Ｅｎｓｅｍｂｌ网 站 （ｈｔｔｐｓ：／／ａｓｉａ．
ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）下载斑马鱼的 Ｔｙｒ基因
ＣＤＳ区、３′ＵＴＲ区序列，使用 ＳｎａｐＧｅｎｅ软件分别
设计引物对它们进行ＰＣＲ扩增（表１），扩增产物
送公司测序（生工生物工程股份有限公司）。分

别筛选出Ｔｙｒ基因不同功能区纯合且无突变的候
选亲鱼作为基因编辑实验亲鱼。

Ｔｙｒ下游基因（Ｔｙｒｐ１，Ｄｃｔ）表达分析材料：根
据Ｔｙｒ基因 ＣＤＳ成鱼突变体皮肤黑色素细胞密
度以及分布情况，取突变体体侧无黑色素区域、

少量黑色素区域、大量黑色素区域等不同皮肤区

域，置于液氮中速冻并保存于－８０℃冰箱备用。
１．２　Ｔｙｒ基因和下游基因（Ｔｙｒｐ１，Ｄｃｔ）表达分析

使用Ｔｒｉｚｏｌ（ＴａＫａＲａ，日本）法提取上述样本
的总ＲＮＡ，经２％凝胶电泳和Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００检测
其纯度和浓度。使用 ＰｒｉｍｅＳｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ
（ＴａＫａＲａ，日本）试剂盒反转录得到 ｃＤＮＡ，并保
存于－４０℃冰箱。通过在线网址（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ． ｃｏｍ／ｔｏｏｌｓ／ｒｅａｌｔｉｍｅｐｃｒｔａｑｍａｎｐｒｉｍｅｒ
ｄｅｓｉｇｎｔｏｏｌ）设计 Ｔｙｒ基因 ＣＤＳ区和下游基因
（Ｔｙｒｐ１，Ｄｃｔ）ＣＤＳ区的定量表达检测引物（表１），
选用βａｃｔｉｎ基因作为内参基因。使用２－ΔΔＣＴ［２９］

法分析Ｔｙｒ基因和下游基因的定量表达结果。
１．３　ｓｇＲＮＡ的靶点设计与体外转录

斑马鱼 Ｔｙｒ基因 ＣＤＳ区第二外显子和 ３′
ＵＴＲ非ｐｏｌｙＡ加尾信号区的编辑靶点通过在线
网 址 （ｈｔｔｐ：／／ｚｉｆｉｔ． ｐａｒｔｎｅｒｓ． ｏｒｇ／ＺｉＦｉＴ／
ＣＳｑｕａｒｅ９Ｎｕｃｌｅａｓｅ．ａｓｐｘ）设计。合成含有靶点的
正向 Ｔａｒｇｅｔ序列与反向 Ｓｃａｆｆｏｌｄ，并进行 ｓｇＲＮＡ
体外转录，ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性 ３ｍｉｎ；９４
℃变性 ３０ｓ，６５℃复性 ３０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，共
３４个循环；７２℃延伸 ５ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ产物
经２％琼脂糖凝胶电泳，确认明亮且清晰单一的
条带，大小为 １００ｂｐ左右。根据 ＡｘｙＰｒｅｐＰＣＲ
ＣｌｅａｎｕｐＫｉｔ（ＡＸＹＧＥＮ，美国）试剂盒回收 ＰＣＲ产
物，应 用 ＰｒｏｍｅｇａＰ１３００体 外 转 录 试 剂 盒
（Ｐｒｏｍｅｇａ，美国）进行体外转录合成 ｓｇＲＮＡ。最
后使用乙醇沉淀法纯化回收，ＤＥＰＣ水溶解，经琼
脂糖凝胶电泳和ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００检测纯度和含量，
保存于－８０℃冰箱［３０］。

１．４　显微注射与编辑效率检测
将ｇＲＮＡｓ（１５０ｎｇ／μＬ）和Ｃａｓ９蛋白（１２７ｎｇ／

μＬ，ＮＥＢ，美国）混合后，显微注射到斑马鱼受精
卵的１期细胞中。注射２ｄ后随机采集２０粒眼
睛色素缺陷的ＣＤＳ编辑胚胎，以及２０粒３′ＵＴＲ
编辑胚胎，提取 ＤＮＡ，进行 Ｔｙｒ基因 ＣＤＳ和 ３′
ＵＴＲ靶点区域ＰＣＲ扩增，产物测序以分析编辑效
率。显微镜下观察野生型和突变型胚胎（４８ｈ）、
仔鱼（出膜后３ｄ）、成鱼（性成熟）的整体和局部
特征，并进行基因型和表型分析比较。
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表１　Ｔｙｒ基因ＣＤＳ和３′ＵＴＲ区的ＰＣＲ扩增、定量表达检测引物以及基因编辑靶点序列
Ｔａｂ．１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｑＲＴＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｇｅｎｅｅｄｉｔｉｎｇｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｏｆＣＤＳａｎｄ３′ＵＴＲｒｅｇｉｏｎｓｉｎＴｙｒｇｅｎｅ

引物Ｐｒｉｍｅｒ或靶点Ｔａｒｇｅｔ 序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′
"

３′） 位置Ｓｉｔｅ 用途Ｕｓａｇｅ

正向Ｆ１ ＡＣＡＧＣＡＡＴＧＴＴＡＣＡＧＣＡＡＧＡＧＴＴＴＣＡＧ ＴｙｒＣＤＳ 扩增

反向Ｒ１ ＡＴＴＡＣＡＣＴＡＧＣＧＴＣＧＣＣＴＣＴＴＧ ＴｙｒＣＤＳ 扩增

正向Ｆ１ ＡＧＣＴＴＣＡＴＡＴＣＡＡＡＣＣＡＣＡＣＴＧＴＧ Ｔｙｒ３′ＵＴＲ 扩增

反向Ｒ１ ＡＧＴＣＡＣＣＴＡＣＡＴＣＴＣＧＧＧＴＧＡ Ｔｙｒ３′ＵＴＲ 扩增

βａｃｔｉｎＦ ＡＴＧＧＡＴＧＡＧＧＡＡＡＴＣＧＣＴＧＣＣ ＣＤＳ 定量内参引物

βａｃｔｉｎＲ ＣＴＣＣＣＴＧＡＴＧＴＣＴＧＧＧＴＣＧＴＣ ＣＤＳ 定量内参引物

ＴｙｒＱＦ ＧＣＧＴＴＴＣＴＧＣＣＴＴＧＧＣＡＴＣＧ ＣＤＳ 定量引物

ＴｙｒＱＲ ＴＣＡＧＣＴＣＡＴＣＣＧＴＧＣＡＣＡＣＣ ＣＤＳ 定量引物

Ｔｙｒｐ１ａＱＦ ＣＧＣＴＴＣＧＡＣＴＣＣＡＣＴＧＣＣＡＴ ＣＤＳ 定量引物

Ｔｙｒｐ１ａＱＲ ＧＴＧＣＣＣＡＧＣＧＴＧＴＣＧＴＡＧＴＣ ＣＤＳ 定量引物

Ｔｙｒｐ１ｂＱＦ ＧＣＣＧＧＧＡＣＧＡＣＡＧＡＧＡＧＡＧＡ ＣＤＳ 定量引物

Ｔｙｒｐ１ｂＱＲ ＣＧＧＣＣＡＣＡＧＴＴＧＡＡＣＣＣＡＧＴ ＣＤＳ 定量引物

ＤｃｔＱＦ ＧＣＧＡＧＴＧＴＡＡＧＴＴＣＧＧＣＴＧＧＡ ＣＤＳ 定量引物

ＤｃｔＱＲ ＴＣＣＴＧＣＡＧＣＴＣＴＴＣＣＧＧＡＣＴ ＣＤＳ 定量引物

靶点１Ｔａｒｇｅｔ１ ＣＡＧＣＡＡＧＡＧＡＡＧＧＡＴＣＣＡＡＧ ＴｙｒＣＤＳ 编辑第２外显子
靶点１Ｔａｒｇｅｔ１ ＧＡＴＣＴＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＣＣＣＡＡ Ｔｙｒ３′ＵＴＲ 编辑３′ＵＴＲ
靶点２Ｔａｒｇｅｔ２ ＡＡＧＧＧＧＴＴＧＴＧＴＴＴＧＣＡＴＣＡ Ｔｙｒ３′ＵＴＲ 编辑３′ＵＴＲ
靶点３Ｔａｒｇｅｔ３ ＣＡＧＣＡＡＧＡＧＡＡＧＧＡＴＣＣＡＡＧ Ｔｙｒ３′ＵＴＲ 编辑３′ＵＴＲ

２　结果

２．１　Ｔｙｒ基因在斑马鱼胚胎中的表达
斑马鱼胚胎发育形态与定量表达结果（图１）

显示，Ｔｙｒ基因在１４个检测时期都有表达，其中
以受精后３６ｈ表达量最高，此时胚胎眼部出现色
素沉着，形成可见黑色素细胞。受精后４８ｈ表达
量下降，此时黑色素细胞延伸至胚胎全身，形成

早期背侧和腹部条纹。至出膜第３天后，随着胚
胎背侧和腹部条纹逐渐明确与密集，稚鱼 Ｔｙｒ基
因表达量逐渐稳定。至出膜后 １５天，形成了细
小的早期两侧条纹，胸鳍、臀鳍和尾鳍均分布圆

形细小的黑色素细胞。

２．２　Ｔｙｒ基因ＣＤＳ区的编辑
通过检测显微注射组的胚胎，发现 ２０个胚

胎中有１８个胚胎出现不同程度的突变。将突变
体饲养至成体时，选取体表黑色素条带褪断明显

的突变个体的鳍条 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ检测，单克隆
测序结果显示，存在１５个突变型序列和５个野生
型序列，编辑效率达７５％，其中７３．３％为核苷酸
移码突变，导致 Ｔｙｒ基因编码氨基酸的改变（图
２）。

与野生型相比，突变型胚胎和仔鱼均未出现

黑色素细胞，整体表现为白化状态。性成熟成鱼

体表出现由色素细胞组成的体表条纹图案，皮肤

暗条纹沿背腹轴呈断裂现象，断裂处缺失黑色素

细胞，非断裂处黑色素细胞排列整齐，未出现黑

色素细胞的缩小。眼睛和鳍条黑色素细胞排列

紧密，树突结构明显（图２）。
下游基因（Ｔｙｒｐ１，Ｄｃｔ）定量表达结果（图３）

显示，下游基因在 Ｔｙｒ基因 ＣＤＳ成鱼突变体体表
侧面无黑色素区域、少量黑色素区域以及大量黑

色素区域等不同皮肤区域均表达，其中下游基因

在无黑色素区域表达量较其他区域小。

２．３　Ｔｙｒ基因３′ＵＴＲ区的编辑
显微注射组胚胎ＰＣＲ测序检测结果显示，２０

个胚胎中只有６个受到了不同程度的编辑影响。
选取性成熟突变个体，经单克隆测序检测，发现

２０个克隆中突变型序列占９０％，即编辑效率为
９０％，包括１／３的核苷酸插入突变和２／３的核苷
酸删除突变，插入片段长达１８ｂｐ，删除片段长达
７８ｂｐ（图４）。

观察发现突变型胚胎期、仔鱼期的卵黄囊和

胚体上均分布黑色素细胞，并形成正常的早期背

侧和腹部条纹，视网膜黑色素沉着形成可见黑色

素。性成熟突变型成鱼体表图案明显，黑色素细

胞色素颗粒聚集，暗条纹黑色素细胞排列紧密，

背侧、腹侧和两侧色素条纹加深，未出现黑色素

细胞减少以及树突结构的缩小（图４）。
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ｄｐｈ．孵化出膜后的天数

ｄｐｈ．ｄａｙｓｐｏｓｔｈａｔｃｈ

图１　Ｔｙｒ基因在斑马鱼胚胎和稚鱼发育时期的相对表达量变化
Ｆｉｇ．１　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＴｙｒｇｅｎｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｍｂｒｙｏｎｉｃａｎｄｌａｒｖａｓｔａｇｅｓｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

ＷＥ．野生型胚胎；ＷＬ．野生型仔鱼；ＷＡ．野生型成鱼；ＭＥ．突变型胚胎；ＭＬ．突变型仔鱼；ＭＡ．突变型成鱼；红色表示靶点序

列；蓝色表示替换序列；绿色表示突变氨基酸序列；“”缺失；“＋”插入

ＷＥ．ｗｉｌｄｔｙｐｅｅｍｂｒｙｏ；ＷＬ．ｗｉｌｄｔｙｐｅｌａｒｖａｅｆｉｓｈ；ＷＡ．ｗｉｌｄｔｙｐｅａｄｕｌｔｆｉｓｈ；ＭＥ．ｍｕｔａｎｔｅｍｂｒｙｏ；ＭＬ．ｍｕｔａｎｔｌａｒｖａｅｆｉｓｈ；ＭＡ．

ｍｕｔａｎｔａｄｕｌｔｆｉｓｈ；Ｔａｒｇｅｔｓａｒｅｍａｒｋｅｄｉｎｒｅｄ；Ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｉｎｂｌｕｅ；Ｍｕｔａｎｔａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｒｅｌｏｃａｔｅｄｉｎ

ｇｒｅｅｎ；ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ“”；ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓ“＋”

图２　Ｔｙｒ基因ＣＤＳ区经编辑后的突变体表型及其ＤＮＡ序列
Ｆｉｇ．２　ＰｈｅｎｏｔｙｐｅｓａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｍｕｔａｎｔｆｉｓｈｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＣＤＳｒｅｇｉｏｎｏｆＴｙｒｇｅｎｅｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ
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ＭＡ１．突变型成鱼无黑色素区域；ＭＡ２．突变型成鱼少量黑色素区域；ＭＡ３．突变型成鱼大量黑色素区域

ＭＡ１．ｒｅｇｉｏｎｗｉｔｈｎｏｍｅｌａｎｏｐｈｏｒｅｉｎｍｕｔａｎｔａｄｕｌｔｆｉｓｈ；ＭＡ２．ｒｅｇｉｏｎｗｉｔｈｌｅｓｓｍｅｌａｎｏｐｈｏｒｅｉｎｍｕｔａｎｔａｄｕｌｔｆｉｓｈ；ＭＡ３．ｒｅｇｉｏｎｗｉｔｈｌａｒｇｅ

ａｍｏｕｎｔｏｆｍｅｌａｎｏｐｈｏｒｅｉｎｍｕｔａｎｔａｄｕｌｔｆｉｓｈ

图３　下游基因在Ｔｙｒ基因ＣＤＳ成鱼突变体不同皮肤区域的相对表达量变化
Ｆｉｇ．３　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｔｈｅｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｇｅｎｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｇｉｏｎｓ

ｏｆｓｋｉｎｓｉｎａｄｕｌｔｚｅｂｒａｆｉｓｈｏｆｅｄｉｔｉｎｇＣＤＳｒｅｇｉｏｎｏｆＴｙｒｇｅｎｅ

ＷＥ．野生型胚胎；ＷＬ．野生型仔鱼；ＷＡ．野生型成鱼；ＭＥ．突变型胚胎；ＭＬ．突变型仔鱼；ＭＡ．突变型成鱼；红色．正向靶点

序列；绿色．反向靶点序列；紫色．插入序列；（ＡＡ）．正向和反向靶点共有序列；“”缺失；“＋”插入

ＷＥ．ｗｉｌｄｔｙｐｅｅｍｂｒｙｏ；ＷＬ．ｗｉｌｄｔｙｐｅｌａｒｖａｅｆｉｓｈ；ＷＡ．ｗｉｌｄｔｙｐｅａｄｕｌｔｆｉｓｈ；ＭＥ．ｍｕｔａｎｔｅｍｂｒｙｏ；ＭＬ．ｍｕｔａｎｔｌａｒｖａｅｆｉｓｈ；ＭＡ．

ｍｕｔａｎｔａｄｕｌｔｆｉｓｈ；Ｆｏｒｗａｒｄｔａｒｇｅｔｓａｒｅｍａｒｋｅｄｉｎｒｅｄ；Ｒｅｖｅｒｓｅｔａｒｇｅｔｓａｒｅｍａｒｋｅｄｉｎｇｒｅｅｎ；Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｉｎｐｕｒｐｌｅ；

ＣｏｍｍｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｆｏｒｗａｒｄａｎｄｒｅｖｅｒｓｅｔａｒｇｅｔａｒｅｓｈｏｗｎｗｉｔｈＡＡ；ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ“”；ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓ“＋”

图４　Ｔｙｒ基因３′ＵＴＲ区经编辑后的突变体表型及其ＤＮＡ序列
Ｆｉｇ．４　ＰｈｅｎｏｔｙｐｅｓａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｍｕｔａｎｔｆｉｓｈｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇ３′ＵＴＲｒｅｇｉｏｎｏｆＴｙｒｇｅｎｅｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ
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３　讨论

在脊椎动物中，酪氨酸酶基因家族中 Ｔｙｒ基
因是黑色素合成信号通路中的关键限速酶，黑色

素生成的速度和种类取决于Ｔｙｒ基因的表达量和
活性水平，因此Ｔｙｒ基因在组织中广泛表达。Ｔｙｒ
基因在黄颡鱼胚胎中的表达结果显示在胚胎发

育阶段存在差异表达，呈现由低逐渐升至最高后

降低的趋势，在皮肤和鳍条开始形成大量黑色素

时表达量最高［９］。在橘色双冠丽鱼中，Ｔｙｒ基因
在胚胎发育各个时期均表达，黑色素细胞开始形

成时期表达量急速增至最高［３０］。本研究发现，斑

马鱼Ｔｙｒ基因在各胚胎发育阶段表达，眼睛黑色
素细胞开始形成阶段表达量最高，这一结果与上

述结果符合。有研究［３１３２］表明斑马鱼胚胎黑色

素细胞大部分形成后的１２ｄ中只会有微量的黑
色素细胞数量上的调节。与本实验胚胎发育后

阶段表达无明显差异结果相符合。

生物体中基因的表达主要通过翻译蛋白表

示，而翻译起始在很大程度上依赖于起始密码子

以及相对于 ＣＤＳ的上下游区域［３３３４］。基因的

ＣＤＳ通过编码氨基酸来表达基因，基因的ＵＴＲ调
控区主要通过与相关结合蛋白或 ｍｉＲＮＡ作用介
导基因转录的调控［３５３６］。应用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技
术编辑连山黑兔 Ｔｙｒ基因 ＣＤＳ区的结果显示，删
除ＣＤＳ区１０５ｋｂ的大长度片段可导致连山黑兔
的完全白化［３７］。应用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术编辑连
山黑兔Ｔｙｒ基因的３′ＵＴＲ调控区发现，删除其两
个有效ｐｏｌｙＡ加尾信号，突变体虹膜和毛色中的
黑色素减少，产生褐色连山兔［１８］。在欧洲兔中，

Ｔｙｒｐ１基因第二外显子的突变引起终止密码子的
提前，突变体毛色呈褐色。同样 Ｔｙｒｐ１基因的３′
ＵＴＲ核苷酸插入或缺失会导致欧洲兔毛呈褐
色［１７］。本研究通过 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术编辑 Ｔｙｒ
基因ＣＤＳ区和３′ＵＴＲ非 ｐｏｌｙＡ加尾信号区，发
现Ｔｙｒ基因的 ＣＤＳ区突变型胚胎、仔鱼和性成熟
成鱼的黑色素发育存在缺陷，表明 Ｔｙｒ基因 ＣＤＳ
区对斑马鱼各个发育时期黑色素的形成都发挥

着重要作用。然而 Ｔｙｒ基因的３′ＵＴＲ突变型胚
胎、仔鱼和性成熟成鱼黑色素细胞发育正常，与

野生型相比，体表未出现明显差异。在哺乳动

物，加尾信号（ＡＡＵＡＡＡ）六碱基的缺失或突变会
阻碍多腺苷酸化３′端的产生，３′ＵＴＲ序列保守程

度高于其他真核生物，且某特定保守序列

（ＵＡＡＣ／ＧＵＵＡＵ）仅在３′ＵＴＲ有活性［３８４０］。此

外，有研究［４１４５］表明３′ＵＴＲ包含多种顺式调控
元件，通过ＲＮＡ结合蛋白和 ｍｉＲＮＡ识别并结合
对基因进行调控，且许多元件已被实验证实为活

性元件。结合本实验，实验结果引起了 ３′ＵＴＲ
碱基的插入与缺失，但可能未对 ｐｏｌｙＡ加尾信号
区造成影响，推测斑马鱼 Ｔｙｒ基因 ３′ＵＴＲ非
ｐｏｌｙＡ加尾信号区可能不存在活性保守区域，并
未参与Ｔｙｒ基因的调控。此外，也有可能本实验
靶点作用区域并未影响３′ＵＴＲ活性元件以及与
其他调控因子的作用。在生物体的黑色素合成

过程 中，α促 黑 素 细 胞 激 素 （αＭｅｌａｎｏｃｙｔｅ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，αＭＳＨ）可通过与黑色素细
胞膜上的黑色素皮质激素受体１（Ｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ１
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ｍｃ１ｒ）结合促使Ｔｙｒ上调合成多巴；同样
αＭＳＨ还可通过激活小眼畸形相关转录因子
（Ｍｉｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｉａａｓｓｏｃｉｔａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，
Ｍｉｔｆ）提高酪氨酸酶基因家族活性，合成黑色
素［４６］。同 样，研 究 表 明 Ｍｃ１ｒ［４７］，Ｍｉｔｆ［４８］，
Ｔｙｒｐ１［９］，Ｄｃｔ［４９］，Ｓｌｃ２４ａ５［２６］等单基因的突变会导
致生物存在不同程度的黑色素发育缺陷。本研

究Ｔｙｒ基因的 ＣＤＳ区突变型仔鱼和性成熟成鱼
的黑色素发育模式不同，表现为完全白化的仔鱼

和体表黑色素分布不均的性成熟成鱼，在 Ｔｙｒ基
因突变导致其功能缺失时，其下游基因（Ｔｙｒｐ１，
Ｄｃｔ）在成鱼突变体不同皮肤区域表达存在差异，
推测突变体断裂条纹的形成可能受晚期黑色素

合成相关通路中其他基因的影响，形成旁路补偿

现象。
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ａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＹＲ ＧｅｎｅｉｎＡｍｐｈｉｌｏｐｈｕｓｃｉｔｒｉｎｅｌｌｕｓ［Ｄ］．

Ｓｈａｎｇｈａｉ：ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１６．

［３１］　ＭＩＬＯＳＮ，ＤＩＮＧＬＥＡＤ．Ｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｐｉｇｍｅｎｔｐａｔｔｅｒｎ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ， Ｂｒａｃｈｙｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ．Ⅰ．

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｌａｔｅｒａｌｌｉｎｅｍｅｌａｎｏｐｈｏｒｅ

ｓｔｒｉｐｅｄｕｒｉｎｇｔｈｅｆｉｒｓｔｅｉｇｈｔｄａｙｓｏｆｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＺｏｏｌｏｇｙ，１９７８，２０５（２）：２０５２１６．

［３２］　ＭＩＬＯＳＮ，ＤＩＮＧＬＥＡ Ｄ．Ｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｐｉｇｍｅｎｔｐａｔｔｅｒｎ
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ｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ，Ｂｒａｃｈｙｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ．Ⅱ．Ｌａｂｉｌｉｔｙｏｆ

ｌａｔｅｒａｌｌｉｎｅｓｔｒｉｐｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐａｔｔｅｒｎｄｅｆｅｃｔｓ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＺｏｏｌｏｇｙ，１９７８，２０５（２）：２１７

２２４．

［３３］　ＣＵＰＥＲＵＳＪＴ，ＧＲＯＶＥＳＢ，ＫＵＣＨＩＮＡＡ，ｅｔａｌ．Ｄｅｅｐ

ｌｅａｒｎｉｎｇｏｆｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｇｒａｍｍａｒｏｆｙｅａｓｔ５′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ

ｒｅｇｉｏｎｓｆｒｏｍ ５００，０００ｒａｎｄｏｍ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｏｍｅ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１７，２７（１２）：２０１５２０２４．

［３４］　ＨＩＮＮＥＢＵＳＣＨ Ａ Ｇ，ＩＶＡＮＯＶ ＩＰ，ＳＯＮＥＮＢＥＲＧ Ｎ．

Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｃｏｎｔｒｏｌｂｙ５′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎｓｏｆｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ

ｍＲＮＡｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１６，３５２（６２９２）：１４１３１４１６．

［３５］　ＪＡＣＫＳＯＮＲＪ，ＨＥＬＬＥＮＣＵＴ，ＰＥＳＴＯＶＡＴＶ．Ｔｈｅ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎａｎｄｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ

ｏｆｉｔｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＲｅｖｉｅｗｓＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ，

２０１０，１１（２）：１１３１２７．

［３６］　ＡＲＡＵＪＯＰＲ，ＹＯＯＮＫ，ＫＯＤ，ｅｔａｌ．Ｂｅｆｏｒｅｉｔｇｅｔｓｓｔａｒｔｅｄ：

ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｔｔｈｅ５′ＵＴＲ［Ｊ］．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎｄ

ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌＧｅｎｏｍｉｃｓ，２０１２，２０１２：４７５７３１．

［３７］　ＳＯＮＧＹＮ，ＹＵＡＮＬ，ＷＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｄｕａｌ

ｓｇＲＮＡｄｉｒｅｃｔｅｄｌａｒｇｅｇｅｎｅｄｅｌｅｔｉｏｎｉｎｒａｂｂｉｔｗｉｔｈＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＣｅｌｌｕｌａｒａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ，

２０１６，７３（１５）：２９５９２９６８．

［３８］　ＳＩＥＰＥＬＡ，ＢＥＪＥＲＡＮＯ Ｇ，ＰＥＤＥＲＳＥＮ ＪＳ，ｅｔａｌ．

Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｉｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄｅｌｅｍｅｎｔｓｉｎ ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ，ｉｎｓｅｃｔ，

ｗｏｒｍ，ａｎｄｙｅａｓｔｇｅｎｏｍｅｓ［Ｊ］．ＧｅｎｏｍｅＲｅｓｅａｒｃｈ，２００５，１５

（８）：１０３４１０５０．

［３９］　ＸＩＥＸＨ，ＬＵ Ｊ，ＫＵＬＢＯＫＡＳＥＪ，ｅｔａｌ．Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ

ｄｉｓｃｏｖｅｒｙｏｆｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｍｏｔｉｆｓｉｎｈｕｍａｎｐｒｏｍｏｔｅｒｓａｎｄ３′

ＵＴＲｓｂｙｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｖｅｒａｌｍａｍｍａｌｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００５，

４３４（７０３１）：３３８３４５．

［４０］　王俊丽，卢荣华，秦超彬，等．草鱼 ＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ双

荧光素酶报告载体构建及 ｍｉＲ３３对其表达的影响［Ｊ］．

上海海洋大学学报，２０１７，２６（１）：１７２２．

ＷＡＮＧＪＬ，ＬＵＲＨ，ＱＩＮＣＢ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｄｕａｌ

ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲｏｆ

Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ ｉｄｅｌｌａ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ３３ ｏｎ ｉｔｓ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１７，

２６（１）：１７２２．

［４１］　ＢＡＬＴＺＡＧ，ＭＵＮＳＣＨＡＵＥＲＭ，ＳＣＨＷＡＮＨ?ＵＳＳＥＲＢ，ｅｔ

ａｌ．ＴｈｅｍＲＮＡｂｏｕｎｄｐｒｏｔｅｏｍｅａｎｄｉｔｓｇｌｏｂａｌｏｃｃｕｐａｎｃｙ

ｐｒｏｆｉｌｅｏｎｐｒｏｔｅｉｎｃｏｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｅｌｌ，

２０１２，４６（５）：６７４６９０．

［４２］　ＣＡＳＴＥＬＬＯ Ａ，ＦＩＳＣＨＥＲ Ｂ，ＥＩＣＨＥＬＢＡＵＭ Ｋ，ｅｔａｌ．

ＩｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏＲＮＡ ｂｉｏｌｏｇｙｆｒｏｍ ａｎａｔｌａｓｏｆｍａｍｍａｌｉａｎ

ｍＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１２，１４９（６）：１３９３

１４０６．

［４３］　ＬＥＰＰＥＫＫ，ＳＣＨＯＴＴＪ，ＲＥＩＴＴＥＲＳ，ｅｔａｌ．Ｒｏｑｕｉｎｐｒｏｍｏｔｅｓ

ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｍＲＮＡｄｅｃａｙｖｉａａｃｏｎｓｅｒｖｅｄｃｌａｓｓｏｆｓｔｅｍｌｏｏｐ

ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｍｏｔｉｆｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１３，１５３（４）：８６９８８１．

［４４］　ＲＡＹＤ，ＫＡＺＡＮＨ，ＣＯＯＫＫＢ，ｅｔａｌ．Ａｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍｏｆ

ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆｓｆｏｒｄｅｃｏｄｉｎｇｇｅｎｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．

Ｎａｔｕｒｅ，２０１３，４９９（７４５７）：１７２１７７．

［４５］　ＺＨＡＯＷＸ，ＰＯＬＬＡＣＫＪＬ，ＢＬＡＧＥＶＤＰ，ｅｔａｌ．Ｍａｓｓｉｖｅｌｙ

ｐａｒａｌｌｅｌｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆ３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎｓ［Ｊ］．

ＮａｔｕｒｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１４，３２（４）：３８７３９１．

［４６］　ＨＯＥＫＳＴＲＡＨＥ．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆ

ａｄａｐｔｉｖｅｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ［Ｊ］．Ｈｅｒｅｄｉｔｙ，２００６，９７

（３）：２２２２３４．

［４７］　ＲＩＥＤＥＲＳ，ＴＡＯＵＲＩＴＳ，ＭＡＲＩＡＴＤ，ｅｔａｌ．Ｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎ

ｔｈｅａｇｏｕｔｉ（ＡＳＩＰ），ｔｈｅｅｘｔｅｎｓｉｏｎ（ＭＣ１Ｒ），ａｎｄｔｈｅｂｒｏｗｎ

（ＴＹＲＰ１）ｌｏｃｉａｎｄｔｈｅｉｒａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｔｏｃｏａｔｃｏｌｏｒｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ

ｉｎｈｏｒｓｅｓ（Ｅｑｕｕｓｃａｂａｌｌｕｓ）［Ｊ］．ＭａｍｍａｌｉａｎＧｅｎｏｍｅ，２００１，

１２（６）：４５０４５５．

［４８］　ＬＩＵＪＨ，ＷＥＮＳ，ＬＵＯＣ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆｔｈｅｍｉｔｆａ

ｇｅｎｅｉｎ ｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｐｉｇｍｅｎｔｃｅｌｌｉｎ Ｊａｐａｎｅｓｅ

ｏｒｎａｍｅｎｔａｌ（Ｋｏｉ）ｃａｒｐ（ＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＬ．）［Ｊ］．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ

ａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１５，１４（１）：２７７５２７８４．

［４９］　ＧＵＹＯＮＮＥＡＵＬ，ＭＵＲＩＳＩＥＲＦ，ＲＯＳＳＩＥＲＡ，ｅｔａｌ．Ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓ

ａｎｄｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎａｒｅａｆｆｅｃｔｅｄｉｎｄｏｐａｃｈｒｏｍｅｔａｕｔｏｍｅｒａｓｅ

ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄＣｅｌｌｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００４，

２４（８）：３３９６３４０３．
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６期 许细丹，等：基因编辑酪氨酸酶（ＴＹＲ）基因不同功能区对鱼类体色的影响

Ｆｉｓｈｃｏｌｏｒａｔｉｏｎｃｈａｎｇｅｆｒｏｍ ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｒｅｇｉｏｎｓｉｎ
ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ（ＴＹＲ）ｇｅｎｅｂｙｇｅｎｅｅｄｉｔｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

ＸＵＸｉｄａｎ１，２，３，ＣＨＥＮＨｏｎｇｌｉｎ１，２，３，ＭＡＮＤＡＬＢｉｐｌａｂＫｕｍａｒ１，２，３，ＳＩＺｈｏｕｘｕａｎ１，２，３，ＷＡＮＧＪｕｎ１，２，３，ＷＡＮＧ
Ｃｈｅｎｇｈｕｉ１，２，３

（１．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅａｎｄＲｕｒａｌＡｆｆａｉｒｓ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＮａｔｉｏｎａｌＤｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＦｉｓｈｅｒｉｅｓＳｃｉｅｎｃｅＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；３．ＳｈａｎｇｈａｉＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｏｆＡｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｅｄｉｔｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｒｅｇｉｏｎｓｏｆｇｅｎｅｓｏｎｆｉｓｈｃｏｌｏｒａｔｉｏｎ，
ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｅｇｇｓｏｆＡＢｓｔｒａｉｎｏｆｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓｚｅｂｒａｆｉｓｈ（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）ｗｅｒｅｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｅｄｂｙＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｔｙｒｇｅｎｅｗｅｒｅｄｉｓｒｕｐｔｅｄｉｎｔｈｅｅｘｏｎ２ａｎｄｎｏｎｐｏｌｙ（Ａ）ａｄｄｉｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｏｆ３′ＵＴＲ，ａｎｄｍｕｔａｎｔｓ
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