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鱼类精子携带的外源基因导入
’

李国华 崔宗斌 朱作言
� �

黄善衔
�中国科学院水生生物研究所

,

武汉 � �  !�� �广东中山市水产研究所
,

中山市 � �  ! ∀ ∀ �

提 要

将鲤鱼 �或泥鳅 �精子在保存液内与人生长激素 ��� � �重组质粒 � � � 保温
,

再与鲤 �或

泥鳅�卵受精
。

由此发育的鱼苗经 � � � 分子杂交和 �� � 检测证明
,

��
�

�� �或 ��
�

�� �的个

体带 �� � 基因
,

其拷贝数在 �一 ��� � 细胞之间
。

在一定条件下
,

精子可作为携带外源基因

的载体
,

通过受精作用产生转基因鱼
。

关键词 鱼
,

精子携带
,

基因转移

�� 年代初
,

本实验室用显微注射方法
,

将大鼠重金属鳌合蛋白 �� � 一 �� 基因启动调

控顺序驱动的 �� � 基因重组质粒 �� � � �� � �� � � 导人螂鱼
、

泥鳅受精卵内
,

培育了首

批转基因鱼
,

并建立了转基因鱼模型 �
’一��

。

显微注射的优越性在于
,

它可确保将外源基因

导人受精卵内
,

在去卵壳后
,

甚至可以用第二极体作为参照物
,

将外源基因导人卵原核附

近
。

注射的外源基因拷贝数可通过调整 � � � 浓度和注射量加以控制
。

显微注射方法可

获得 �� � 左右的转基因鱼个体
。

但这个方法繁琐
,

成活率不稳定
。

为此
,

本实验室尝试

过电脉冲转移法��� 和精子携带的外源基因转移方法
。

关于后 者
,

���� 年曾作了摘要报

道�� 
,

与此同时或稍后
,

国内外亦有学者发表了类似的研究��,� ,��
。

本文就本实验室的进一

步工作进行报道和讨论
。

材料与方法

� � 外源目的基因

用于被精子携带的外源 目的基因为重组质粒 �� � �� �
,

即由大鼠 � � 一 � 基因启动

调控结构及其 �’上游端 �� �� 碱基对 ���� 与除去了第 �一� 个内含子的 �� � 结构基因及

其 �
’

下游端 � ��� �� 在 � � � ��� 内的重组体�
‘,��

。

重组质粒 � � � 按常规方法扩增
、

纯化
,

用 ��
� � ��� �� � � � �� � � � �� �� � � 公 司

,

下 同 �酶切 回 收 � � ��  片段
,

溶 于 � �

���� � � �� � � ���一 � � 
,

�� � � �� � � � � �
,

� �  
�

� �
,

终浓度为 �
�

�� � � � � � � � 分子
。

杂交用的探针为
’

� � � 基因的 ��
� � �一�� �� 片段

,

其长度为 ��� � �
,

经过
’�� 一 � 一� � � � 缺

口转移标记 �� � ��  � � � 公司试剂盒 �
,

放射比活为 �� �一 ��
‘� � � � � � � � �

。

国家
“

� � �
’

计划资助项目
。

本文在淡水生态与生物技术国家重点实验室完成
。

� �

本文联系人

�� � � 年 �� 月 � � 日收到
�
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鱼类精子携带的外源基因导人 ���

�
�

�
�

实验鱼及精
、

卵采集

实 验 用 镜 鲤 �� 夕
� �� �� �� �� �� � �取 自本 所 关 桥 养 殖 场

,

泥 鳅 �� �� 
� �� ��

卿� “���� ��
�
�� �� � � � �� �� �购自武昌大东门集贸市场

。

选取成熟的雌
、

雄亲鱼
,

经鲤鱼脑垂

体 �� � � � � � 鱼体重 �匀浆物催产后进行人工采卵
、

采精和授精
。

��� 精子在保存液内与� � �� � � � � 保温及受精作用

将人工采集的精液与等体积保存液 ��
�

��葡萄糖
,

��柠檬酸三钠
,

�
�

� � 碳酸氢钠
,

�� �� �氯化钾和 �� � � � � �牛血清白蛋白�混合后
,

加人不同量的 � � �� � � � �
�

线性分

子
,

使其终浓度分别为 ��拼� � � �
,

�
�

�拼� � � �和 �
�

� �� � � � �
,

并在室温下保温 � �
、

��
、

� �

或 ��� � � 等 � 个不同时程
,

再用于人工授精
。

对照 处理与上相同
,

但加人的是不含

� � �� � �  ! 的 � � 溶液
。

人工授精的过程是
,

将 ��� 川上述处理的精液加人 �� � �

的无菌玻皿
,

加 �� �无菌水
,

立即将鱼卵从鱼腹部挤人玻皿并摇匀
。

�� � 后弃去玻皿内

液体
,

用无菌水洗去残液 � 次
。

受精卵在室温下孵化
,

约 �一 �� 出苗
。

� �� 鱼苗 � � � 提取及分子杂交

鱼苗长至 �一�� � 时
,

随机取样
,

逐尾匀浆制备总 � � �
,

每尾取 � � � �� �
,

溶于

���拼� � � 溶液
,

置沸水中变性 ��� ��
,

� �� 冰水中迅速降温
,

每管加 � ��井� � � ���
,

用斑

点印迹转移器 ���
� 一 � �� �转移到硝酸纤维素虑膜上

,

晾干
,

�� ℃真空烘烤 ��
。

在 �� ℃预

杂交 �� 后
,

加人 � ��召一�� �一 � 一尽� � � 标记的 �� � � � � 探针
,

杂交过夜
。

杂交后的滤膜

在强洗脱条件下 ��
�

�� ���
,

�
�

�� �� �
,

�� ℃ �处理 �� � ��
,

除去残余放射本底后
,

放射自

显影 �� �
。

� �� 鱼苗 � �  的 ��� 法检测

反应体系组成为 � 鱼苗 � � � �
�

��拼�
,

� 种 � � � � 各 �� 户� �� 乙�
,

两种 引物各

�� �� � �
,

�� � � � � � � � ���一 � � �� ! ∀
#
∃ %

,

2 5 m m
o

l / L K C I

,

l

.

s m m
o

l / L
M

g C 1
2

,

1 0 0 拜g / m l 白明胶
,

0

.

0 5 % T w
e e n 一2 0

,

2 单位 T aq D N A 聚合酶
,

5 0 # l 石蜡油
。

经 30

个循环的扩增
,

0

.

8 % 琼脂糖胶上 电泳后 于 紫外灯下 照 相
。

每个循环包括
,

变性

94℃ 30
5 ,

引 物 退 火 55 ℃ 305
,

引 物 延 伸 72 ℃ Z m in
。

引 物 1 序 列 为

5’一 A A G C G T C A C C A C G A C
T--

3’
,

位 于 M T 启 动 子 顺 序 ; 引 物 2 序 列 为

5’一A A A A G C C A G G A G C A G 一3’
,

为反向引物
,

位于 hG H 基因顺序上
。

两引物间的

D N A 长度为 450bp 左右
。

2 实验结果

2. 1 受精率和出苗率

鲤鱼和泥鳅卵人工受精率主要取决于卵和精子的质量
。

正常受精卵的孵化出苗率主

要取决于环境的理化因素
,

如温度
,

水质和有无病菌感染等
。

精液存放于保存液内 5一

7d ,

其受精率无明显下降(吴清江
,

个人通讯)
。

从 19 90一91 年的 6 批实验来看
,

有 l批

(包括对照组)未受精
,

显然是因为精子或卵子质量太差的缘故
。

另外 5 批中
,

对照组和不

同实验组的受精率和出苗率未呈现有规律的变化
。

有些组的受精率和出苗率低主要是因

为玻皿内卵子未均匀散开和堆积窒息造成的结果 (表 1)
。

2. 2 实验组鱼苗的 M ThG H 基因携带阳性率
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M T h G H 基因阳性
,

阳性率为 37
.
0%

,

对照组均为阴性 (表 3)
。

2 4 5

表 1 泥鳅受精卵出膜率

Tab
.
1 H atehing rate offe rtilized eggsofloach

DDD N A 浓度度
.
保温时间间 卵子数数 卵堆积度度 受精卵数(率))) 出膜数(率)))

DDD N A CO DCelit伍一一 In e u b a tin ggg N O
.
o fff E g g o v e rrr N

o乃f fe rtil让eddd H a加hi
n ggg

ttti o n伽g / m l))) tim e(m in)))
eggsss 一la

PP
i n ggg e g g s (

r a te
))) N o

.

(
r a te )))

000 (对照))) l555 3211111 285(88
.
8 % ))) 257(9 02 % )))

(((
co ntrol)))))))))))))

以以对照))) 3000 4 5222 +++ 390(86
.
3% ))) 206(52名% )))

(((
eo n tro l)))))))))))))

000 (对照))) 6000 38666 + + +++ 242(62
.
7% ))) 130(53

.
7 % )))

(((
eo ntrol)))))))))))))

000
.
2333 1555 18555 十十十十 12 3 (6 6万% ))) 8 5(6 9

.
1 % )))

000
.
2 333 3 000 2 9 444 +++ 2 5 7 (8 7 4 % ))) 19 0 (7 3

.
9 % )))

000
.
2 333 6 000 2 6 222 +++ 2 2 1(84

,

4
% )))

1 6 8
(

7 6

,

0
%

)))

222

.

333 l 555

44

333
+++

3 8 4
(

8 6 7
%

)))

2 5 7

(

6 6

.

9
%

)))

222 333 3 000 5 6 222
十+++ 4 12 (7 3 3 % ))) 3 2 1 (7 7

.
9 % )))

222
.
333 6 000 2 0 22222 18 6 (9 2

.
1% ))) 1 5 2 (8 1

.
7 % )))

表 2 镜 鲤 实 验

Tab
.
2 Expe rim

ents using m irrorearP

水水温 / 气温温 D N A
’

浓度度 渗人时间间 检测尾数数 阳性尾数数 基因拷贝贝

www ate r/ w eatherrr D N AAA ineub atin ggg N O
.o fff N O习fff g en eee

ttte m pe
ra tu reee C O D优ntfatio llll ti m e(m i

n
)))

assayeddd Po sitiveee eoP y / ce llll

(((℃ ))) 伽g / m l))))) fishhh fishhhhh

1118/ 2000 02 333 3000 555 lll 6000

1118/ 2000 0
.
2333 12000 555 222 20 / 5000

1118 / 2000 2
.
333 3000 555 000 000

1118 / 2000 2333 6000 555
·

444 2 0
一一

1 5 000

111 8 / 2 000 2

.

333

‘

1 2 000 555 lll l 000

111 8
/

2 000 2 333 6 000 555 222 1 0
/

1 2 000

111 8 / 2 000 0
( 对照 eon tro l))) 6000 222 000 000

转基因个体内 M T hG H 基因的拷贝数:在进行鱼苗 D N A 斑点印迹转移时
,

转移不

同量的 M T hG H 系列作为标准参照
。

阳性个体中每个细胞的 M T hG H 拷贝数 (N )按以

下公式计算 :N = A x M
I/ B x M

Z,
A 为样品斑点所相对的 M ThG H 量伽g)

,

B 为样品斑

点的鱼苗 D N A 总量 伽g)
,

M

,
为鱼类基因组 D N A 分子量

,

( 鲤鱼和泥鳅约为 3
.
3 x

10一 , ,
g )

,

M

:

为 M T ho H 的分子量 (8
.
58 x 10一‘8 9 )

。

从表 2 和表 3 可 以看出
,

转基因镜鲤



水 生 生 物 学 报 20 卷

的 M T h G H 拷贝数在 10一60 / 细胞之间
,

另有 1例为 巧O 拷贝 / 细胞;转基因泥鳅中

M T hG H 拷贝数在 4一30 / 细胞之间
。

表 3 泥 鳅 实 验

T ab
·

3 E

x

P

e r

i m

e n
t
s

L

o a e

h

水水温 / 气温温 D N A 浓度度 渗人时间间 检测尾数数 阳性尾数数 基因拷贝贝

www ater/ w eath errr D N AAA ineubatinggg N o
.o fff N o

.offf geneee

tttem Peratu reee C o neentrationnn tim e(m in ))) assayeddd Posltlveee eoP y / ce llll

(((℃ ))) (# g / m l))))) fi shhh fi shhhhh

222 3 / 2 666 0 2 333 l 555 l222 888 5一1000

2223/ 2666 02 333 3000 l222 444 月一1555

2223 / 2666 02 333 6000 l222 444 4一 1000

2223 / 2666 2 333 l555 l222 777 4一1555

2223/ 2666 2
.
333 3000 l222 444 5一3000

2223/ 2666 2333 6000 l222 333 5一2000

2223/ 2666 2333 12000 l222 lll 444

2223/ 2666 0(对照
eo ntrol))) 3000 444 000 000

3 讨论

早在 1985 年 4 月
,

作者曾直接将 M T hG H 混在刚从成熟雄卿鱼腹部挤出的精液中
,

并立即用人工授精
。

由此发育的 250 尾鱼苗中
,

取 84 尾进行斑点杂交
,

除 2 尾有较弱的

杂交信号之外
,

其余均为阴性
。

因结果可疑暂时放弃了这一方法的探讨
。

1 9
89 年

,

L
av ifr

a n o

等【
’0] 报道精子在等渗液与外源基因保温后授精并获得转基因小鼠成功的结

果
,

重新激发了作者用鱼继续探索的兴趣
。

精子携带外源基因的机制尚不明确
,

无论是精

子表面吸附还是精子细胞的摄取均需一定时间
。

将精液置于保存液内以延长精子在体外

存活时间
,

并有充分时间吸附或摄取外源基因
,

其转基因阳性率结果比以前直接混合授精

的结果大为提高
,

在鲤鱼和泥鳅的实验中高达 33
.
3% 和 37

.
0%

。

从这两种鱼的实验看

来
,

精子在 2
.
3#g / m l外源 D N A 保温 15一30 m in 后受精

,

可以得到较好的携带转移结

果
。

近年来
,

用精子携带法研制转基因鱼已陆续有了成功的报道
。

K h
o

o[

61 等在斑马鱼转

移的阳性率为 23
.
3% (携带环状质粒 D N A )和 37

.
5% (携带线状质粒 D N A )

。

s

inl

7] 等将

大鳞大麻哈鱼的精子与外源基因混合
,

经电脉冲处理后再授精
,

获得了 5一10 % 的转基因

阳性率
。

于建康等l8] 在金鱼实验中得到了 26 % 的转基因阳性率
。

加上我们的实验
,

有 5

种鱼和 4 种不同外源基因 D N A
,

所用的精子携带具体处理方法虽各有不同但都得到用

分子杂交或 P C R 检测的阳性结果
,

而且除 si n 等的结果外
,

其它三个实验室 的阳性率均

在 23 一38 % 之间
。

另一方面
,

从作者其它三次同类的实验结果来看
,

转基因阳性率很低

(< 1% )
,

其它实验室也出现过类似的转移率不稳定现象
,

其原因有待进一步研究
。

一旦

找出了原因
,

克服了转移效率的不稳定性
,

精子携带法技术可望取代显微注射和电脉冲方
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法或者有可能成为研制转基因鱼的一个重要方法
。
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