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用精子载体法将 M T 一 h G H 基因

导入泰山赤鳞鱼
’
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时永香 杨晓梅 赵 晶 岳永生寸

(山东大学生命科学学院 济南 2 501 00 )

+(山东农业大学动物科技学院 泰安 2 7 10 18)

提要 于 1998 年 3 月一19 99 年 2 月
,

在山东农业大学采集泰山赤鳞鱼
,

采用精子载体法

进行 MT 一 卜G H 基因导人的研究
。

将泰山赤鳞鱼的精子在保存液内与含有 Ml, 一 hG H 基因

的重组质粒保温 30 而n ,

然后用于人工授精
,

共孵化出 3 63 尾幼鱼
。

待鱼苗长至 srm 左右时
,

对其中的 3 9 尾进行 PCR 和 氏u thern 杂交检测
。

结果表明
,

有 7 尾鱼苗带有 M l
,

一 hG H 基

因
,

转基因鱼的阳性率为 17
.

95 %
。

关健词 精子载体法
,

基因转移
,

泰山赤鳞鱼
,

M l
、

一 hG H 基因

中圈分类号 哪12

自朱作言等培育出世界上首例转基因鱼 以来 (Zh u et al
,

1985 )
,

世界范围内的很多

实验室都开展了这方面的工作
,

并且取得了相当大的成就
。

在鱼类的基因转移中
,

最为广

泛使用的是显微注射法
,

该法 的优越性在于可以确保外源基因导人受精卵内
,

成功率较

高
。

但同时该法也具有操作难度大
、

成活率较低等缺点
。

L之v it

~ 等(1989) 在培育转基

因小鼠时首先采用了精子载体法进行基因转移
,

以后一些学者将精子载体法应用于转基

因鱼的研究(M
u lle r e t a l

,

19 92 ;于健康等
,

1 99 4 ;李国华等
,

1996 ; Pa til et a l
,

19 96 )
。

本文

报道用精子载体法将 M T 一 hG H 基因导人泰山赤鳞鱼的研究结果
。

1 材料与方法
1

.

1 材料

泰山赤鳞鱼(Va ri co rk in us tra ‘勿Z叻is )由山东农业大学泰山赤鳞鱼研究所提供
。

带

有 MT 一 hG H 基因
’)的重组质粒(图 1 )由中国科学院发育生物学研究所提供

。

蛋白酶 K

为 M
erc k 公司产品 ;n g 一 Hi g h pri me D N A La be ling an d 氏

tec ti on Star te r
Ki t l为宝灵曼

公司产品 ; T a q D N A 聚合酶
、

dN TP 正无
。R 工

、

Ba m H I和牛血清白蛋白为宝生物工程 (大

连 )公司产品
,

PCR 引物亦由该公司合成
。
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图 1 带有 MT 一 hG H 基因的重组质粒结构图
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2 方法

1
.

2
.

1 M T 一 hG H 基因的制备 用

带有 M T 一 hG H 基因的重组质粒转化大

肠杆菌(E
.

col i H B10 1 )
,

碱裂解法大量

提 取 重 组质粒
,

PE G 沉淀 法 纯化
,

用

五无。R l 将重组质粒切 成 线形 D N A 分

子
,

纯化后溶于 T
.

E (p H = 8
.

0 )
,

浓度为

3 00阔nil
。

1
.

2
.

2 精子在保存液内与 MT 一 hG H

基因的保温(20 一2 3℃ )和人工授精

参照李国华等 (1996) 的方法
,

并稍加改

良
。

在 1
.

snil 微量离心管中加人 20 0闪

精子保存液(2
.

9 % 葡萄糖
,

1 % 柠檬酸三

钠
,

0
.

2 % N公IC q
,

0
.

03 % KCI
,

加
n

官耐

牛血清白蛋 白)
。

取一尾性成熟的健康雄鱼
,

将精液挤人一平皿内
。

迅速吸取 2 00 讨精

液
,

立即加到精子保存液内
,

混匀
,

然后加 4闪300 阔耐 的 D N A 溶液
,

混匀后在室温(21
.

5℃ )下放置 30 而n
。

在另一平皿内加人 10 nil 水
,

取一尾性成熟的健康雌 鱼
,

将卵子挤人

平皿内
,

立即加人 200 川上述精液并摇匀
,

3m in 后弃去平皿内的液体
,

用清水洗涤 3 次
。

受精卵在室温下孵化
,

约 3一4 d 后 出苗
,

鱼苗体长 0
.

scm
。

对照处理与此相同
,

但在精液

中加人的是不含 D N A 的 4川 T
.

E (州
= 8

.

0)
。

1
.

2
.

3 鱼苗 D N A 的提取 取 1 9 左右活鱼苗肌肉组织
,

在液氮中研成粉末
,

取 0
.

5 9 左

右肌肉组织粉末提取基因组 D N A
,

提取方法参照奥斯伯等(1 998 )
。

1
.

2
.

4 转基因鱼的 PCR 法检测 50 闪反应体系组成为
: 0

.

25 拌g 鱼苗基因组 D N A
,

4

种 dN TP 各 100 拜m o
l/ L

,

两 种 引物各 20 pmO I
,

10
nuno

l/L T ris
·

Cl (州 = 8
.

3 )
,

50 rnln
0 1/L

K CI
,

1
.

s

rnrno
l/L MgC 12

,

2 单位 T a qD NA 聚合酶
。

引物 1 序列为 5
’
一 A AG CG T CAC

-

CACG ACT 一 3
’ ,

位于 MT 启动子区 ;引物 2 序列为 5
’
一 A A气虹X 工人G G A G CAG 一 3

’ ,

为

反向引物
,

位于 hG H 基因区
。

两引物间的 D N A 长度为 soo b p 左右
。

扩增 条件为变性

94 ℃ 30
5 ,

退火 55 ℃ 30
5 ,

延伸 72 ℃ Zm in
,

共进行 30 个循环
。

反应结束后
,

取 7风扩增产

物
,

在 1
.

0 % 琼脂糖凝胶上 电泳检测结果
。

以 五尧。R l酶切后 的线形质粒 D NA 作为阳性

对照的模板
。

1
.

2
.

5 转基因鱼的阮
u tha m 杂交检测 对 PCR 法检测呈 阳性的样品进一步做 SO u th

-

e
m 杂交检测

。

用 Ba m H I切下重组质粒中的 hG H 基因片段
,

在 0
.

7 % 低熔点琼脂糖凝

胶上电泳后回收作为合成探针 的模板
。

鱼苗 D N A 经 Ba m H I 酶切后在 0
.

8 % 琼酷糖凝

胶上 电泳
,

然后用毛细管转移法转移至尼龙膜上
。

探针的制备和 乳
u the m 杂交均按 〕g

一 H ig h Pri me D N A L abeli ng an d 压
tec ti on st ar te r K it l说明书完成

。

以重组质粒的 hG H

片段作阳性对照
。
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连的多聚体形式整合于受体鱼基因组 中
,

故对受体鱼基因组 D N A 进行 乳
u them 杂交分

析时
,

往往会得到较复杂的图谱
,

而对受体鱼基因组 D NA 所做的乳
u them 杂交分析却得

到了非常简单一致的带型
,

这可能是由于外源 D N A 并未整合人受体鱼 的基因组内
,

而是

存在于染色体之外的缘故
。

于健康等(1994) 也得到了与本文相似的结果
。

在其它用精子

载体法培育转基因动物的研究中
,

有的研究者得到了外源 D N A 整合人宿主基因组的转

基因动物
,

但多数研究者得到了外源 D NA 存在于宿主基因组之外的转基因动物(刘红林

等
,

199 7 )
。

在 La v it

~ 等 (198 9) 的研究中
,

某些基因组中整合有外源 D N A 的转基因小

鼠中也存在未整合的质粒 D N A
。

至于用精子载体法培育转基因动物时为什么外源 D NA

难以整合人宿主基因组内
,

有必要进一步探讨
。

3
.

2 精子介导外源 D NA 进入卵子的可能机理

用精子载体法制作转基因动物省去显微注射法的复杂过程和设备
,

简化了基因导人

过程
,

而且容易得到大量的转基因个体
,

所以引起了人们极大的兴趣
,

已经有很多实验室

开展了这方面的研究(刘红林等
,

199 7 )
。

作者认为
,

精子介导外源基因进人卵子的机理可能是
:
当外源 D NA 与精子一起保温

时
,

外源 D NA 进人精子头部
,

精子通过受精过程将外源 D N A 导人卵子
。

虽然人们尚不

知道外源 D NA 进人精子 的确切机制
,

但已有许多研究者 (刘红林等
,

1997 ; Pat il et al
,

199 6) 通过实验证明外源 D NA 确实能与精子头部结合
。

一系列 的研究证明
,

许多动物 的

精子头部都具有结合外源 D N A 的能力
,

并且用与外源 D N A 竞争结合的多阴离子聚合物

洗涤以及用 D N ase 消化只能除去部分与精子头部结合的外源 D NA
,

说明至少有一部分外

源 D NA 已经进人了精子头部 (肠vi t

~
et al

,

1989 ; M
u lle r et al

,

199 2 )
。

当精子使卵子

受精时
,

精子头部的质膜与卵子质膜融合
,

精子 的核和胞质进人卵内
,

外源 D N A 即可随

之进人卵子
。

其详细机理尚有待进一步研究
。

4 结语

泰山赤鳞鱼是泰安地区所独有的一种珍稀鱼种
,

其肉质细嫩
、

味道鲜美
、

营养丰富
,

并

且具有一定的药用价值
,

但该鱼生长缓慢
,

鱼体较小
。

本实验用精子载体法成功地培育出

转人 M T 一 hG H 基因的泰山赤鳞鱼
,

可为该鱼的转基因育种莫定初步的实验基础
。
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