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　　自首例快速生长转基因鱼在我国诞生以来 [ 1] , 世界上很

多试验室相继开展了转基因鱼研究 ,以期获得快速生长 [ 2 , 3] 、

抗逆 [ 4, 5]的养殖新品系。 与传统的杂交选育方法相比 , 转基

因育种方法摆脱了物种间遗传壁垒的桎梏 , 基于对目的基因

功能的认识和把握 , 定向培育优良养殖品种 , 大幅缩短育种

周期。转基因育种方法的建立 , 对养殖品种改良和动物反应

器研制都具有重要意义。快速生长转基因中华鳖的育种研

究是基于转基因鱼模型理论 [ 6] , 利用用于培育快速生长转基

因鱼的 “全鱼 ”生长激素基因进行转基因中华鳖(Pelodiscus

sinensis)的育种研究 , 以期获得快速生长的转基因中华鳖养

殖新品系。本研究通过电脉冲处理携带有鱼类基因的中华

鳖精液 、人工授精和对阳性转基因鳖的生长优势的测定 , 目

的为研究龟鳖类动物转基因技术 、探索龟鳖类育种新途径提

供参考。目前该领域研究尚未见到相关报道。

1　材料与方法

1.1　试验亲鳖的准备　从市场收购体质强壮 、无病无伤 、平

均体质量 50g的幼鳖 ,将雌雄分开 , 分别饲养于面积 2000 m2

的水泥池中 ,按常规亲鳖培育方法养殖 3年。试验时挑选体

质健壮的雌雄亲鳖各 100只 ,雌性体质量(1050 ±26)g, 雄鳖

体质量(993±12)g。

1.2　基因转移　采用电脉冲-精子介导法进行基因转移。

口腔注射氯仿麻醉雄鳖后解剖 , 无菌操作取出精巢 , 称重后

将精巢切割成块 , 吸取精液测量其体积 , 置于 1.5 mL无菌

eppendorff管中 4℃放置 , 2h内使用。

试验用 “全鱼 ”生长激素基因载体 pCAgcGHc[ 7]由中国

科学院水生生物研究所提供(图 1)。 将 pCAgcGHc进行扩

增 、提取 、纯化 , 用 EcoRⅠ和 HindⅢ酶切重组基因片段获得

目的基因片段浓度为 2 μg/μL。

电脉冲仪为美国 BAEKON公司 Beakon2000型。首先在

不加入外源 DNA情况下 , 观察电脉冲对中华鳖精子活力的

影响。经显微镜目测活力对比 , 随着电脉冲数值的增大 , 精

子泳动频率下降 ,选取最佳电脉冲处理参数为:每个循环的

脉冲数 210;脉冲周期:0.4 s;脉冲循环数:12;电压:10 kV。

取保存精液 1000 μL, 加入 20μL外源 DNA,加入外源基因达

到终浓度为 40 ng/μL, 室温温育 20min,按照上述电脉冲参数

在室温下进行电脉冲处理。

获得携带转基因载体的精液后进行人工授精。用 70%酒

精消毒雌鳖泄殖孔 , 用微量移液器将经过电脉冲处理的精液

经泄殖孔分别注入雌鳖左右两侧输卵管中 , 每侧注入精液量

为 10 μL。同时采用同样的方法 ,用未经电脉冲处理的精子进

行人工授精作为对照。试验组和对照组各处理 50只雌鳖。

　　人工授精 8周后雌鳖开始产卵 , 每天清晨采集鳖卵 , 在

室内控制孵化温度 35℃、相对湿度 80%— 85%, 经过 40—
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50d出壳。统计孵化率 , 同时在相同条件下与自然受精鳖卵

进行孵化对照。观察胚胎是否发育以判断是否受精 , 统计受

精率;通过孵出幼鳖量统计孵化率。

1.3　转植基因检测与幼鳖饲养　稚鳖孵出后即进行转植基

因检测。剪取 F0代稚鳖裙边组织 , 按常规方法制备样品

DNA, PCR扩增检测转植基因。 PRC引物序列分别为 PⅡ:

5′-TGGCGTGATTGAATGTCG-3′和 Pc:5′-AACACGTATGACT-

GC-3′;PCR反应体系组成:对 F
0
代进行 dNPT各 0.2 mmol/

L, 模板 DNA 100— 500 ng, 引物各 1μmol/L, 10倍缓冲液

2.5μL, Taq酶 0.5 U,反应总体积 25 μL。反应程序:94℃预

变性 2min, 扩增 20个循环(94℃ 30s、60℃ 30s、72℃ 1min),

最后 72 ℃延伸 5min。反应产物置于 0.8%琼脂糖凝胶电

泳 , 电泳缓冲系统 TAE。

检测的阳性鳖(通过剪取脚爪作为标记)与相同数量的

对照鳖同池饲养于 200 m2养殖鳖池中 , 养殖池水温控制在约

30℃, 按常规管理措施饲养。 鳖用粉状饲料 , 粗蛋白(CP)

42%、总能(GE)3.9 Mcal/kg、粗纤维(CF)0.85%、粗脂肪

(EE)5.2%、无氮浸出物(NFE)28.8%, 投喂率为鳖体质量

的 5%,投喂时加水调制成面团状 , 置于饲料台上。每 15天

将转基因阳性鳖与对照鳖全部称重记录一次 , 共进行了 60d

的生长试验。试验期间阳性转基因鳖和对照鳖均无死亡。

试验结束后 , 将阳性中华鳖全部处死 , 可用于外源基因整合

和表达分析 , 并防止对普通中华鳖构成基因污染。

2　结　果

2.1　鳖卵的受精率与孵化率　

精子经电脉冲处理的试验组共获得鳖卵 2682枚 , 对照

组获得鳖卵 2577枚。试验组的受精率比对照组的受精率

低 , 但试验组的孵化率与对照组的孵化率基本一致(表 1)。

这说明电脉冲处理对精子的活力有一定的影响 ,降低了受精

率 , 但受精后对胚胎发育无不利影响。

2.2　阳性检测结果

PCR检测转基因 F0代幼鳖共 2110只 , 其中阳性个体 56

只 , 阳性率 2.65%。部分阳性检测电泳图(图 2)。

图 1　转植基因表达载体 pCAgcGHc

Fig.1　TransgenicexpressionvectorpCAgcGHc

1示鲤鱼 β-actin基因 5′侧翼顺序;2示鲤鱼 β-actin基因第 1外显子;3示鲤鱼 β-actin基因第 1内含子;4示草鱼 GH基因

cDNA编码顺序;5示草鱼 GH基因 3′侧翼顺序;6示质粒 pUC118.pⅡ , PC示转植基因 PCR检测引物

1.5′Flankingsequenceofcommoncarpβ-actingene;2.Thefirstextronofcommoncarpβ-actingene;3.Thefirstintronofcommon

carpβ-actingene;4.ThecodingregionofgrasscarpGHgenecDNA;5.3′flankingsequenceofgrasscarpGHgene;6.Plasmid

pUC118.PⅡ andPcweredetectivePCRprimers

表 1　精子经电脉冲处理后人工受精的受精率 、孵化率

Tab.1　Fertilizationrateandhatchrateinartificialinseminationusingspermtreatedbyelectricpulse

受精卵　(枚)

Numberoffertil-
izedegg

未受精卵　(枚)

Numberofunfertil-
izedegg

受精率

Fertilizationrate-
(%)

孵化数量(只)

Numberofhatc-
hedlarva

受精卵孵化率

Hatchrate(%)

实验组

Experimental 2142 540 79.8 2110 98.5

group

对照组control 2253 324 85.6 2221 98.6

图 2　PCR检测转基因后代的部分电泳结果

Fig.2　ResultofPCRdetectionfortransgenicindividuals

图中的Marker为λ/HindⅢ +EcoRI,分子量条带如图所示;1— 20为 PCR检测结果 ,阳性扩增条带约 700bp,如箭头

所示 ,与质粒扩增对照(con)一致

Themarkerwasλ/HindⅢ +EcoRI;1— 20werePCRdetectionresultsandthepositivefragmentwasabout700bp
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2.3　阳性 F0代转基因鳖生长情况　

开始饲养时阳性转基因鳖和对照鳖的平均体质量分别

为 3.5g和 3.6g;饲养 15d后阳性转基因鳖的平均体质量开

始高于对照鳖 , 分别为 10.6g和 8.5 g;饲养 60d后试验结束

时 , 阳性转基因鳖和对照鳖的平均体质量分别为 65.2 g和

54.8 g,阳性转基因鳖的体质量高于对照鳖 18.97%(图 3)。

由此可知 , 阳性转基因鳖的生长速度快于对照鳖 , 具有一定

的生长优势。

图 3　阳性转基因鳖生长情况

Fig.3　GrowthperformanceofpositivetransgenicChinesesoftshellturtle

3　讨　论

3.1　电脉冲-精子介导法是一种有效的转基因方法　

本研究共获得受精卵 2142枚 , 共检测到 56个阳性后

代 , 阳性率达到 2.65%, 尽管阳性率较低 , 但电脉冲介导外

源基因掺入精子 , 无需昂贵的显微注射仪器 。同时 , 经电脉

冲处理精子后的受精率(79.8%)与非电脉冲处理精子的受

精率(85.6%)仅存在少许差异 , 说明本试验中电脉冲对鳖

精子处理的损伤较小(这也可能是导致阳性率偏低的一个

重要原因),而二者的孵化率不存在差异 , 因此大批量处理

应具有较高的效率。 同时电脉冲介导转基因法的机制研究

已表明 , 电脉冲处理会使外源基因穿过精子细胞膜进入精子

细胞内部而不是仅仅附着在精子的表面 [ 8— 11] , 这样 , 基因首

先是整合到生殖细胞中 , 基因整合后发生嵌合体的可能性

低 , 一旦整合以后其性状一般可以遗传到后代 , 容易建成具

有一定优异特性的品系。这对于选育高产的转基因品种具

有重要的意义。

3.2　鱼生长激素基因对中华鳖的促生长作用　

草鱼属于鲤科鱼类 ,而中华鳖属于爬行类 , 它们的进化

关系是相当远的。但我们的试验表明其生长激素的结构很

可能非常相似 , 具有类似的促进生长作用 ,生长激素基因可

能具有广泛增产效应。该试验的结果使我们有信心将转生

长激素基因以提高产量的努力由鱼类推广到爬行类动物 , 这

对于龟 、鳖 、蛇等动物的人工饲养和相关产业的发展具有重

要的意义 , 也为理论上进一步探索生长激素促进生长的生理

机制提供了有益的启示 [ 12] 。由该研究的结果可以推想 , 将

已经构建好的鱼类生长激素转基因载体直接整合到多种其

他高等脊椎动物基因组中 , 也应该能够发挥其应有的促进生

长的作用 ,这样可以节省大量的研究经费并在最短时间内产

生经济效益 ,具有一定的应用价值。

本研究结果初步表明转 “全鱼”生长激素基因的 F0代幼

鳖具有一定的生长优势 , 但在生产上是否具有增产潜力 , 还

有待深入研究。
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