
第 �� 卷 第 斗期

�夕� � 年 � � 月

水 生 生 物 学 报
人� � � � �� � � � �� � � � �� � � �� �� �

� � �
�

� �
,
� �

�

�

� � �
‘ ,

� � � �

泥鳅受精卵的电脉冲基因转移

谢岳峰 刘 东 邹 钧 李国华 朱作言
�中国科学院水生生物研究所

,
武汉�

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

� � � � �  !� � � �  ! ∀ # ∃# ∀ � � � !

� �� � � � �� � � � �� � � � � � � � �� � � � � � � �� � � � � � � � � � � �� �

��
。 , , �� � � 。 � � � �� � � � �� �口窟� 汉 � � � � � �� � �� �� �

,

� � � � ,

�

关镇词 电脉冲
,

基因转移
,

鱼类

� � � � � � � 一 � �� � � � � �� � � � �� �
,
� � � � � � � � � �� �

,

� �� �

鱼类具有怀卵量大
、

受精卵易得
,

容易进行体

外操作
、

人工孵化及培育等优点
,

使得它成为转基

因动物研究的极好材料
。 � � � � 年朱作言等

〔” 首

次发表了转基因鱼研究的初步结果
,

随后又建立

了较为完整的转基因鱼模型
,

并获得了可遗传的

转基因鱼及其子一代川
。

这一研究现已扩展到了

十多个国家和地区的几十个实验室
。
已有的研究

成果表明
,

鱼类基因转移与传统育种技术相结合
,

将有可能带来育种史上的革命
,

并建立定向
,

快速

的鱼类育种新技术
。

已发表的转基因鱼研究
,

都是采用显微注射

的方法直接将外源基因导人鱼类 受 精 卵
〔‘� ’, ‘一‘,

或卵母细胞
〔‘〕。

这种方法可以大量和准确地导人

外源基因
,

每卵的导人量可高达 � 。
‘

一� �
了

拷贝以

上
。

经注射发育而成的受体鱼中
,

外源基因整合

率在 �� 一�� 肠 之间
〔‘, ’, ‘一 , , 。

但是
,

微量注射法

也存在着明显的缺点
,

如容易造成受体卵损伤
、

注

射外源基因量不能精确控制
、

无法获得大量转基

因个体以供选择优良性状的个体等
。
因此

,

有必

要研究新的高效外源基因转移系统
,

把鱼类基因

转移定向育种技术推向实用化
。

电脉冲技术最初运用于原生质体的电融合研

究
,

近年来人们先后成功地运用这一技术将外原

基因导入植物培养细胞和动物培养细胞
【, � ,

最近

还报道了用电脉冲进行鱼类卵细胞与囊胚细胞的

融合
「, , ,

但鱼类卵细胞的电脉冲基因转移未见到

成功的报道
。

我们自行设计了一个电脉冲发生系

统
,

实现了对泥鳅受精卵的电脉冲基因导入
。

�一 � 材料和方法

�
�

电脉冲发生器及样品槽

样品槽为一长 �� �
,

宽 。
�

�� � 的有机玻璃槽
,

槽底部两平行边各嵌有一条铂金丝作 为 放 电 电

极
,

受精卵接受脉冲时
,

介质为 � � � 溶液 ��
�

。斗

� � � � � � � ��
一� � � ‘� ‘� ,

�
�

� � � � � �� � � �  ! �
,

此时整

个样品槽的电阻为 � �
�

, �口 �千欧�
。

�
�

基因制备

实验用外源基因为删除了后 � 个内含子的人

生长激素基因
,

其 �
‘

端冠以大鼠 � �
一 � 基因的启

动子顺序
,

并克隆在质粒 � �  � � � 的 ��
�

�� 位点上

�命名为 � � �� � �
,

总长度为 夕
�

� � 千碱基对�� ��
。

�� � � � 质粒大量扩增后
,

经 � � � � �

处理
,

酚
,

氯

� � � � 年 � 月 � 日收到
。
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图 � 自制 的电脉冲发生系统电路图
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直流稳压电源 �

���
�

� � � � �� � � �
,
� �

�

� � ��� � � �  ! �

电容 � � 样品槽 � �
� 、 �

� 、
�
�

开关
� �� � � � � � � � � ��� � � �� � ��

�
�

� � � � � �� � � � �
�

� � � � � � � � � �
,

� �
,

� �
�

� � �

仿 �异戊醇抽提
, � � 溶液透析

,

乙醇沉淀
,

最后溶

解在三蒸水中备用
,

浓度为 � � � � 耐
。
电脉冲实

验时
,

取 � � �拌� � � � 溶液�含 � � �拌� � � � � � � 和

� � �川 � � � 溶液
,

配成电脉冲样品液
。

�
�

泥鳅受精卵的获得及电脉冲甚因转移

泥鳅 �� �
� � � � , � , � , � “ ����� � � � � �� � ��

� � ‘� ���

受精卵的获得及去卵膜处理同朱作言等实验
〔, 」。

将无膜卵移人盛有 �� � 样品液的样品槽
,

将

�
�

断开
, �

�

闭合
,
此时直流电源对电容充电

,

可

见电流表上电流逐渐减小
,
直至为零

,
即充电结

束
。

断开 �
� ,
闭合 �

� ,
电容放电

,

样品槽内产生

一个电脉冲
。

电脉冲幅度可通过改变电源的输出

电压控制
,

而电脉冲的宽度则通过改变 �
�

的电

阻值控制
。

�
�

基因转移率的检测

去膜卵接受电脉冲处理后
,

从样品槽中取出
,

用 � � �� � � � ‘� �
, �
溶液清洗 � 次后移入盛有 �

�
�‘�

�

�“�� � , ,
溶液的琼脂铺底培养皿中继续发育

。

在不

同发育时期取出胚胎或鱼苗
,
用蒸馏水洗涤 � 次

后
,

制备总 � � 人 。
以同位素标记的质粒 �� �� �

的 Ec0RI/B glllD N A 片段 (800b p) 作探针
,

对上

述样品进行斑点杂交
,
有关实验程序按 M an iat is

等
「’。J

和朱作言等
〔Z J
的方法进行

。

范围都能正常发育生长
,

而在放电时间大于 6.6

m ,

时
,

胚胎发育受阻
。
当放电时间达 115 时

,

受

精卵立即崩溃
。

2

.

外源基因在受体胚胎发育过程中的扩增与

降解

选择以下条件:

电压为 2 , o v ,
C 为 22解F

,
R

Z

为 zoD 进行电

脉冲基因转移实验
。

在囊胚期
,
原肠中期

、

尾芽期和肌肉效应期各

固定 3。卵
,

制备 D N A 后进行斑点杂交(图 2)
。

结

果表明
,
导人的外源基因在原肠期的扩增达到高

峰
,

到尾芽期就开始出现降解
。

(二) 结 果 与 讨 论

1 .电脉冲基因转移实验有关的物理参数的确

定及其对泥鳅受精卵胚胎发育的影响

以泥鳅脱膜受精卵为材料
,
通过改变电脉冲

系统中各种物理参数来观察泥鳅受精卵对电脉冲

的耐受能力
。

从表 1可以看到
,
对脉冲幅 度 为

25ov 的电脉冲
,

受精卵在放电时间小于 ,
.

l m s
的

图 2 外源基因在受体胚胎发育过程中的 扩增 与 降 解

B 囊胚期; G 原肠期; T 尾芽期 ; M 肌肉效应期
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用微量注射法进行的工作证明
,

外源基因导

入鱼受精卵后不久
,

即行自我复制和扩增
,

及至

原肠期扩增达顶峰后才开始降解
〔’1 。

本实验结果

与此非常吻合
。

说明用电脉冲法导人的外源基因

在受体内的行为与用微量注射法导入外源基因基
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裹 1

T ab
.
1 T h e e ffect

电脉冲对泥鳅受精卵胚胎发育的形响(电压为 2, 。v )

o f e le e tr o P o ra tio n

(
th e v o lta g e

o n t h e e m b r y o g e n e sis o f h o s t eg g o f Ib a c h
.

叭产a s
s e t a t 2 5 0 V

)

实验组号
G rou P n um ber

电脉冲时间(毫秒)
W id th of eleetric

p ulse (m
s
)

电 路参数
F acto r o f circuit

胚胎发育情况
C ase o f em b ryog en esis

(欧)
R :( 9 )

囊胚早期
E a rly bla stu la

原肠晚期
L ate ga stru la

n�,翻,山八“n�0七J,二,‘咬沙咤J叮沙,二飞
1,几,人
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。

9 7
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.

3
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4 8
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4

5 9

。

4

1
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l

。

1 只 1 0
4

2 2

0
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0 4 7

0

.

0 7

2
0

以〕

C幻

2 0

1 8 0

1 0 0 0

1 8 0

5 0 0

C减〕

正常

正常

正常

略有异常

略有异常

异常

异常

异常

单胞时已崩溃

正常

正常

正常

异常

异常

死亡

死亡

死亡

,山
2
�
4

本上是一致的
。

3
.

外源基因整合率

用总 D N A 斑点杂交法检测接受电脉冲基因

转移处理后发育而成的 l 月龄泥鳅
,

在三批实验

所检测的共 96 尾幼鱼中
,

有 10 尾携有外源基因
,

阳性率约为 10 肠
。
泥鳅二倍体基因组大约为3 x

l护 碱基对
,

以斑点杂交强度估算
,

这 10 尾鱼苗基

因组中所携带的外源基因拷贝数在 1一” 拷贝之

间
。

转基因鱼模型理论认为
,

外源基因是在受体

胚胎发育的原肠后期发生整合的卿
,

在受体鱼苗

和成鱼中检侧的外源基因似已整合到受体染色体

上
。

由此推论
,

电脉冲基因转移实验中
,

外源基因

在 1月龄的阳性受体内亦可能是以与受体基因组

整合的形式存在
。

当然这一结论尚需进一步的实

验证明
。

由于泥鳅性成熟需要一定的时间
,
因此

我们还未能了解电脉冲所导入的外源基因是否可

以通过性腺细胞传递给子代
。

我们虽然获得了电脉冲产生的转基因鱼
,

但

这一方法还有待完善
,
如通过改变物理参数来提

高整合率等
,

使电脉冲基因转移成为一种新的实

用技术
。
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