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自七十年代我国开始将外源总 � � 人 转移技

术应用于棉花和水稻品种改良的研究中
‘’,’ ’,

但至

今尚未见有关鱼类总 � � � 转移成功的报道
。

本

实验采用显微注射和精子载休的方法将卿鱼肝总

� � � 转移到红鲤受精卵
,

利用细鱼和红鲤在孵化

前后色素表达的差异来筛选转移基因个体
。

此方

法无需克隆目的基因及 � � � 重组操作
,

而且筛

选简便
,
目的在于探讨总 � � � 转移方法应用于

鱼类品种改良的可能性
。

材 料 与 方 法

�
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材料鱼来派 细鱼 ��
� , � ‘ , �, , 。 “� � ‘“ ‘

�

和红鲤 ��夕户
� �, 。 � 。。� 户‘�

, � � � � � � 沈� � � 均来自

本所关桥实验基地
,
红鲤亲鱼选择体表红色均匀

,

没有任何杂色斑点的个休
。

均按常规人工催产方

法获得受精卵
。

�� � � � 的提纯按赵寿元的方法
‘” 纯化后

的 � � 人 溶于 � � �� 一� �� 溶液中备用
。

�
�

� � � 的浓度及残留蛋白质的测定 � � �

样品稀释后在 � ��
� , 和 � ��

� �� 测定光吸收
。

按

� �
� 。。 � �� � 稀释倍数来计算样品 � � � 含量

。

通

过计算 � � ”
。

� � �
, 。�

值
,
可判断残存蛋白质的量

。

�� � � � 分子� 测定及 � � 人 的 检 测 将

� � � 制品进行琼脂糖凝胶��
�

�弧�电泳
,

同时点

一个 年� �� � 川 样作为标准分子量对照
。

可以

大致判断所得 � � � 的苹均分子量
。
同时可以检

测澳酚蓝指示剂附近是否有 � � � 的荧光带
。

�� � � � 的显橄注射 用国产可作三维移动

的显微操作仪
,

自制玻璃注射针
。

用 �
�

� , � 的胰

酶脱去卵膜后的受精卵
,

置于覆盖有一层琼脂
,

盛

有 � � �� � � � � � 液�每 � � � � � � 含 �
�

。, � �  �
,

�
�

� �
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� , �
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, � � �

�� � 的培养皿中
。

在单胞 期 将
� � � 注射到动物极中央

,
注射的 � � � 浓 度 为

�
�

� � � �� � 和 � � � � ��
,

每个受精卵约接 受 �一

� 拜� 的外源 � � � ,
选择受精后 �一 � � , � � , � �一

� , � 、。 和 � , , �
�
后 �

诱
射衬间

。

注射后的受

精卵于 , ’℃ 孵熟肌妙
现期后转移至曝气水中

培养成鱼苗
。

� � �� 一� � � 液外

�� 卿�

源 � � � 的

组相同
。

鲤精液
,

分
别保荐子 � “�” 培养基 �

价呼
一液和 “

·

, , �

�� � � 溶液巾
,
每毫升保存液中加

一

� � � � � � 溶

液 �最终浓度为 �
�

� � � � � ��
,

吸管泪匀, 置 � ℃

�� � �� 后
,
与红鲤成熟卵进行人工受精

。

对照组

� � �口年 � � 月 � � 日收到
。
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取部分精液于 � �� �,
�

液中乡不加 公� � 溶液
,

其

他与实验组相同
。

�
�

筛选指标 用来筛选的指标是观察 实 验

鱼在出膜后的黑色素基因的表达
。

结 果 与 讨 论

由琼脂糖凝胶电泳结果 �图 �� 可大致 估

图 �
纠七脚鱼肚总 �, 洲 几 田琢胭硒凝胶电泳结果
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.
又 D N A 经 H in d 川 酶切标准样品
又 D N A d ig e ste d 七y H in d lll

B
.
纯化的 D N A 样品

P u rified to tal D N A

算出从铆鱼肝抽掀七钓总 D N A 平均分子量约为

30 kb ,
在指示剂附近没有 看 到 琴N 人 带

,

说 明
R N A 已基本除去

。
O D

: ‘。

/
o D

: 。。

为 2
.88 ,

说明

残留羞百质很少
。

2
.

螂鱼和红鲤胚胎发育过程中色素基 因 表

达的差别表现为螂鱼在孵化期前后沿其脊推骨出

现均匀分布的黑色素
,

随发育时间延长
,

逐渐扩散

至全身
。

而红鲤在孵化期前后没有黑色素基因的

表达
,

直到幼鱼体表开始出现红色
,

随发育时间延

续
,

红色逐渐加深
。

因此选择孵化期前后观察实

验鱼色素表达情况作为筛选的指标(表 l)
。

一

从表 1 可看出
:,
当单胞期注射到受精卵的外

源 D N A 浓度为 。
.
1 m g

Z
m l 时

,

在 3 个时间实验

组中
,

外源 D N A 在约 i肠 的注射卵中与受体卵

基因组整合并有效表达
,

出现黑色素的个体
。

各

实验组的孵化率均低于对照
,

表明外源 D N A 对

受体卵的胚胎发育有于扰作用
。
.

当外源
_D入人

.

稚
度为 1 m g/m l 的实验组中这种干扰特别明显 , 大

量胚胎畸掣发育及夭折
,

孵化率极低
,

没有串现黑
色素的个体

。

3. L
。 ,

it
‘。 n 。

等曾发现小鼠精子能够吸附加

入到精子保存液中的外源 D N 人 分子
〔”

。

本实验所

采用的 3种溶液都适合短期保存鱼类精子
,

其中
H :nk

, ‘

液同时适合于精子对 D N A 分子的 吸 附

(表 2)
。

精子对 D N 人 分子的吸附及随受精过程

而进行的转移是一个较复杂的物理化学过程
,

其
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利用红组鱼精子旅体进行 D N A 转移实验结果
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详细机制还有待于迸一步研究
。

4

.

总 D N 人 转移所导入的外源 D N A 中所含

某一特定基因 的拷贝数比克隆基因转移所导入 的

外源基因的拷贝数(10
‘

) 低得多
,

大约为 8 x l。
’

拷

贝
。

但由于所用的供体螂鱼 D N A 与受体鲤鱼受

精卵的染色体 D N A 具有很大的同源性
。

因此它

在进 入受体卵后与其染色体基 因组发生整合的机

率很高
。

而且外源 D N A 平均分子量约为 30 kb
,

最大分子量接近 10 0 kb
,

因此在受体卵内
,

由于内

源核酸酶的降解而对基 因造成的损伤程度较单基

因的情况要小得多
。

所以相对表达率要比克隆基

因转移的高
。

实验共获得转移色素基因色 9 尾
,

现存活 3 尾
,

已长至 5 月龄
,

外部形态特征除体色

外其余都与鲤相 同
。

5

.

目前在鱼类基 因转移研究中
,

由于 目的基

因缺乏
,

使克隆基因转移技术在鱼类品种改良
,

如

培育抗寒
、

抗病新品种的研究中受到限制
。

鱼类

的许多性状都是由多基因控制的一个协同表达 系

统
,

不可能简单地转移某个基因而奏效
。
采用总

D N A 转移的方法有可能同时转移多个基因
,

对鱼

类抗逆性新品种的培育具有重要意义
。
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