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鱼类转基因早期胚胎细胞的核移植研究
关
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(中国科学院水生生物研究所淡水生态与生物技 术国家重点实验室
,

武汉 43 (X) 7 2 )

摘要 像许多转基 因高等生物一样
,

用显微注射方法研制的转基 因鱼均为转植基

因嵌合体
,

培育纯合 转基 因 品系 已成 为研 究者们 向往 和追求的 目标
.

以澎泽娜

( ca ~
10 au ar t。

,

eP
n邵 e v ar

.

)和黄河鲤 (咖
ir n o ca , 勿

,

H u an hg
e v ar

.

)为实验材料
,

以转基 因囊胚细胞核或原肠胚细胞核为供体
,

进行 了细胞核移植
.

检测 了转植基 因

在所获得 的移核胚胎和 5 尾澎泽螂移核鱼及 1 尾黄河鲤移核 鱼中的存在状况
,

分析

了用转基 因早期胚胎细胞核移植方法研制纯合转基 因鱼的可能性
.

关键词 鱼 基因转植 细胞核移植

自 198 5 年转基因鱼首次在 中国获得成功以来 [ ’ 〕
,

我国学者已成功地将人生长激素 ( hG H )

基因转人到泥鳅
、

鲤鱼和螂鱼
,

证实了转植基因 ( t
anr

s
ge ne )在受体 鱼中的整合

、

表达
、

生物学功

能和遗传规律
,

并建立了转基 因鱼模型 z[,
, 〕

.

实验表 明
,

从原肠期开始
,

实验胚胎 中外源基因

无论整合与否
,

均可以转录 ;在胚胎发育过程 中
,

外源基因的整合是一个渐进的过程 ;整合了的

外源基因可通过性腺传递给子代
.

进一步的研究发现
,

转生长激素基因鱼具有显著的饵料节

省效应
,

鱼体蛋白质含量增加
,

脂肪
、

水分含量降低风
5〕

.

显然
,

转生长激素基因鱼应用于水产

养殖将带来 巨大的经济效益
.

然而
,

转植基因在转基因鱼体内也表现出整合镶嵌性
、

表达无序

性和遗传不稳定性
.

采用 基因转移 和鱼类细胞核移植相结合
,

将是解决这些问题的有效途

径 e[]
.

最近
,

本实验室以绿色荧光蛋白 ( C F p )基因为报告基因的研究表明
,

外源基因在受体鱼

类胚胎 中的整合最早从囊胚期开始川
.

在上述研究结果的基础上
,

作者以转基因早期胚胎为

核供体进行 了核移植研究
,

本文报道了该研究 的实验结果
.

1 材料方法

1
.

1 实验动物

试验鱼澎泽螂 ( aC asr is us a

uar
t。

,

eP
n gz e v ar

.

)由武汉赛思淡水养殖工程技术研究 中心提

供
,

黄河鲤 ( q p irn 。 。 a , 勿
,

H u an hg
e v ar

.

)由河南省水产研究所提供
.

试验鱼在产 卵季节通过

注射鲤鱼脑垂体匀浆液催产
.

L Z 目的基因

转植的 外 源 基 因为 本 实 验 室构 建 的
“

全 鱼 基 因
”

.

包括 重 组 生 长激 素基 因构建体

2 X( X)
~

以城神 收稿
,

2以X卜以
一

24 收修改稿
* 国家自然科学基金重点项 目 (批准号

: 397 30 2卯 )和 中国科学院院长特别基金资助项 目
, , 联系人
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p CAgc G H
、

重组生长激素
C DNA构建体 pc 崛

c G H C和重组鲜鱼胰岛素样生长因子(
s IG F)

C DNA构

建体 pc Asc G I F( 图1 )
,

它们分别是由鲤鱼 件肌动蛋白基因启动调控顺序驱动的草鱼 c H 基因组

DNA
、

草鱼 C H C DNA 和蛙鱼胰岛素样生长因子
一

1 C D
NA

, )
.

入乞0
1

cE
o R 1 H zn d 川 反 o R

价
” d H z n d 川 反 o R I

PC A g e G H ( 8 4 k b) PC A g c G H e ( 6
.

9 k b ) PC A s lG F e ( 6
.

7 7 k b)

图 l 质粒结构示意图

1
.

3 基因转植方法

采用显微注射方法川
.

1
.

4 细胞核移植方法

分别采用显微注射 〔“ 〕和电融合回两种方法进行
.

显微注射时参照余来宁等用不去核的成

熟卵细胞作受体进行核移植
,

供体为转基因的早期胚胎细胞
,

即囊胚期或原肠期细胞
.

分离这

些胚胎细胞
,

显微注射到受体卵细胞的动物极
,

H ol ifr e te r
液中培养 24 h

,

然后在曝气的冷开水中

培养
.

观察
、

计数各时期胚胎发育数
.

电融合时将卵置于盛有 H o lft 陀 t e r
液的电融合小室中

,

加

人分离的胚胎细胞
,

施以 1 次直流脉冲
,

电场强度 kI w
e m

,

电脉冲发生仪为 队EoK N ZX( 刃
.

电

脉冲处理后的胚胎培养同显微注射法
.

1
.

5 D N A 的提取

胚胎 DNA 的提取采 用稍加改进 的组织 DNA 提取方法
.

单个胚胎置于离心管 中
,

加人

ND
A 抽提液 100 匹 和蛋 白酶 K l 拜岁户工

,

50 ℃保温 h3 以上
,

加入等体积酚
一

氯仿
,

振荡混匀
,

12 (X洲) r/ m in 离心 巧 m in
,

收集水相
,

加人 2 倍体积乙醇
,

混匀
,

离心收集沉淀
,

干燥后溶于 20

汕 TE 中于
一

20 ℃保存
.

鱼苗 DNA 的提取按常规方法进行汇
’ 〕

.

1
.

6 外源基因的检测

采用 CP R 方法进行外源基因的检测
.

CP R 的引物分别在 5
`

启动调控顺序上游和编码的

结构基因顺序处
,

即 : 正 向引物 1为 5
` 一

J℃G CC I
,

GATG A A侧; TC G
一

3
’ ,

位于鲤鱼 p
一

肌动蛋白基因启

动调控顺序上 ;反向引物 2 为 5
’ 一

GC A以℃A l
,

AC G T ( ; T T
一

3
` ,

位于草鱼 G H 基因 (包括
c DNA )编码

顺序上 ;反向引物 3 为 5
` 一

A (芜 AAC TA CC G AAT G T A-G 3
` ,

位于蛙鱼 IGF
。 D NA 顺序上

.

引物 1 和

引物 2 特异的 CP R 产物对于 p CA gc GH
c 和 p CA g c G H 分别为 0

.

41 比 和 0
.

68 kb
,

引物 1和引物 3

的 CP R 产物为 o
.

s kb
.

代 R 反应物 的总体积 为 25 拌L
,

含引物各 1 mP
0 F 拼L

,

4 种 dN
r

l
,

p 各 50

拼m心 L
,

M扩
+ 1

.

5

~
l/ L

,

IU auT 聚合酶
.

cP R 条件为
:
94 ℃预变性 Z m in

,

30 个循环扩增反应
,

每个循环包括 94 ℃ 30
5 ,

60 ℃ 30
5 ,

72 ℃ 1 m in ;循环结束后 72 ℃保温 5 而
n

.

CP R 产物经 0
.

8%

琼脂糖凝胶电泳后
,

用 U V P G D S S《XX) 型凝胶成像系统观察记录
.

)[ 未发表资料
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胚期中存在的比例分别为 4D %
,

80 % 和 70 % (各取 or 枚胚胎 ) (图 3 ( a) 和 ( b) )
.

实验表明囊胚

细胞携带的外源基因经核移植能够传递到新的重构胚 中
.

同样采用 CP R 检测技术
,

对转基因

胚胎核移植所得到的 6 尾个体检测外源基因
,

只从其中一尾发现 了 p C A gc G H。 的存在
,

其阳性

率仅为 16
.

7%
,

远低于核移植体囊胚时期外源基因的检测阳性率 (图 3 (
。
) )

.

实验表明核移植

囊胚细胞所携带的外源基 因可能大部分 尚未整 合进基 因组
,

处于游离状态
,

经过再次分裂增

殖
,

细胞中的外源基因丢失 ;或者外源基因在囊胚期各个细胞中分布不均匀
,

仅部分细胞含有

(整合有 )外源基因
,

而大部分细胞中已不存在外源基因
.

表 2 显微注射核移植胚胎的发育结果

发育 时期 / %

细胞核供体 核移植数

囊胚期

3 9 ( 1 1
.

8 )

49 ( 1 1
,

9 )

8 8 ( 1 1
.

9 )

0

20 ( 26
.

0 )

8 ( 9
.

0 )

2 8 ( 16
.

9 )

原肠胚

14 ( 4
.

2 )

2 ( 0
.

5 )

16 ( 2
.

2 )

神经胚 肌节期 鱼苗

10 ( 3
.

0 )

2 ( 0
.

5 )

12 ( l
,

6 )

3 ( 0
.

9 )

l ( 0
.

3 )

4 ( 0
.

5 )

2 ( 0
.

6 )

一( 0
.

3 )

3 ( 0
.

4 )

4 ( 5
.

2 )

l ( 1
.

1 )

5 ( 3
.

0 )

l ( 1
.

3 )

l ( 1
.

1 )

2 ( 1
.

2 )

l ( 1
.

3 )

l ( 1 1 )

2 ( 1
.

2 )

41233074257077

澎泽螂

黄河鲤

囊胚

原肠胚

总和

对照

囊胚

原肠胚

总和

89

166

l ( 1
.

1 )

x ( 0
.

6 )

表 3 电融合澎泽卿核移植结果 (脉冲强度
: 1 kV c/ m )

处理
脉冲处理时间今

s

对照

处理数

囊胚

鱼苗

见苗率 / %

丝

44

四

43

丝
4 2 63

U

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1

0石8 k b
.
刁卜

0
.

4 1 k b一卜

0
.

8 0 k b

斗

图 3 核移植体中外源基 因的 PC R 检测结果

( 。 ) 移核澎泽螂囊胚 p C A邵G H 和 p C愧
c G H( 的检测 ; ( b ) 移核澎泽脚囊胚 p CsA lGF

c 的检测 ; ( 。 ) 移核澎泽卿 (2 月龄 )

pC A影
:
G H 和 p CA 邵G H e 检 llj)J

.

( M
,

入D N灯从
,
R I + 月认 d m ; l

,

质粒对照
,

2 一 l 一
,

核移植样 品 )

3 讨论

经 CP R 检测
,

外源基因在转基 因胚胎肌节期之前的存在率为 100 %
.

然 而
,

用转基 因受体

囊胚细胞或原肠胚细胞核移植所得到的移核鱼并不全是转基因鱼
.

有两点值得讨论
: ( l) 移
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核鱼是否 由供体细胞核提供的遗传信息发育而来?( 2 )外源基因在移核鱼中存在和整合的几

率问题
.

首先
,

以前有许多实验证明
,

供体细胞核参与用不去核卵细胞为受体的移核个体的发育
.

以不 去核方法进行的昆虫 的核移植
,

可得 到发育正常的昆虫
,

而卵原核没有与注人的核融

合〔’ 0, 川
.

在两栖类
,

不去核方法 核移植得 到了三倍体
,

即卵原核 和供体细胞核共同参与发

育〔’ ”
, ’ 2〕

.

余来宁等通过种间核移植
,

研究 了对不去核鱼卵进行核移植获得的移核鱼染色体及

血红蛋白多样性
,

发现移核鱼的染色体组成及血红蛋白多样性与供体相同
,

认为用不去核卵做

核移植受体时
,

其单倍体卵原核在发育过程中已被供体核排斥 s[]
.

齐福 印和许桂珍进行 的缩

鱼和团头舫之间核移植研究【’ 3 ]
,

支持了余来宁等的结论
.

iN wa 等以不去核卵为受体进行了青

鳃囊胚细胞核移植
,

同工酶和染色体分析表明所得移核鱼为三倍体 〔’ 4〕
.

无论移核个体是三倍

体还是二倍体
,

都说明供体细胞核遗传物质完整的保留了下来
,

支持核质重构胚的个体发育
.

本研究以针刺澎泽卿卵 57 0 例为对照
,

无一例发育至囊胚 (表 2 )
,

亦说明
,

核移植体的发育是供

体核再程序化后发育的结果
.

其次
,

以 G FP 基因作报告基因的研究表 明
,

外源基 因在转基因鱼中的整合最早从囊胚期

开始 v[]
.

然而此时整合有外源基因的细胞可能只是极少一部分
,

大多数细胞中的外源 DN A 还

是以游离形式存在
,

外源基因的整合主要发生在胚胎发育的较后期阁
.

因此
,

以转外源基因的

早期胚胎细胞进行核移植得到纯合转基因鱼的几率非常低
.

另一方面
,

虽然早期受体胚胎作

为一个总体可检测到外源基因的存在
,

但并非每个早期胚胎细胞都含有外源基因
.

而且
,

就含

有外源基因的单个早期胚胎细胞而言
,

外源基因的拷贝数远远少于转基 因时所注射的拷贝总

量 (约 1护拷则
,

以含游离外源基因且拷贝数有限的早期胚胎细胞进行核移植
,

获得转基因鱼

的比例就不会很高
.

由此看来
,

纯合转基因鱼的研制有可能以转基因晚期胚胎细胞或转基 因

的体细胞通过核移植途径而获得
.

此外
,

某些模式鱼类 中的胚胎干细胞研究取得 了一定进

展【’卜 ’ 7 ]
,

结合胚胎干细胞的基因转移和细胞核移植技术
,

也将为纯合转基因鱼研制提供有效

途径 [ 18 ]
.

参 考 文 献

9

l 0

乃
u z

,

u G
,

eH L
, et al

.

N o v e l脚
e t侧 l

sfe
r

inot het fe 比山喇
e目护 of 即 I曲hs ( 。 ~ ha 田邵囚山 L

.

175 8)
.

z AJ 唱 e w Ic h ht vol
,

19 85
,

l : 3 1

朱作言
,

许克圣
,

李国华
,

等
.

人生长激素基因在泥鳅受精卵显微注射转移后 的生物学效应
.

科学通报
,

19 86
,

3 l( 5)
: 3盯

朱作言
,

许克圣
,

谢岳峰
,

等
.

转基 因鱼模型的建立
.

中国科学
,

B 辑
,

19 89
,

( 2)
: 147

崔宗斌
,

朱作言
,

崔奕波
,

等
.

转人生长激素基因红鲤 凡代阳性鱼的摄食及代谢研究
.

科学通报
,

1姚
,

40 ( 16)
: 1 5 14

uF C
,

腼 Y
,

H山唱 5 5 0
, et 目

.

G m州山即d ld妇 iut il咖on 场凡 h山 1

田 脚袖 卜明加 n e t扭nS 罗in c c a月〕闪 id ets 诫ht di氏r e n t
orP

-

. e in 】e v e l s
.

J iF sb B iul
,

199 8
,

5 3 : 1 15

Z h u 2
.

晓
n e r a t ion of fas t , 翔 l飞 t脚吧 e n i c if hs

:

毗山记
s an d 宜

概 h an i~
.

nI 门丫即卿
n i e iF hs

,

5 1刊罗叮刃re : W o r ld ics ient icf 几b
-

lihs gln
,

l卯 2
,

92
一 119

赵浩斌
,

陈尚萍
,

孙永华
,

等
.

外源基因在 鱼类胚胎中表达与整合的时序
.

科学通报
,

l性洲洲,
,

44 ( 22 )
: 2 4 14

余来宁
,

杨永锉
,

柳 凌
,

等
.

用未去核卵作受体的鱼类细胞核移植研究
.

淡水渔业
,

19 89
,

( 3)
: 3

易咏兰
,

刘沛霖
,

刘汉勤
,

等
.

鱼类囊胚细胞和 卵的电融合
.

水生生物学报
,

19 88
,

12 ( 2)
: 189

uG司
o n J B

.

卜u e lear tanr
s plan 咖 on in e目尹 an d , yt o

.

J Cell cS i uS pp l
,

19 86
,

:4 28 7



第 n 期 陈尚萍等
:
鱼类转基因早期胚胎细胞的核移植研究 101 1

Sc h Ld〕 ierg M
,

cS lu 记 id e rn 划
1

H A
.

N cu l e ar t r出 l s paln iatt on in rlD
站哪流而

n l心l山翻召 。 `
姗

.

N a tu r e ,

1卯 l
,

2 3() : 185

K云
〕
11 K L

, 峨尧山art J C
.

T田括吧 e l li e
x

.

lae
v i s e n山巧、 拓朋 e

gg
s

atrn 即anI tde iw ht n u e
le i of 腼sfe

e

曰
e u l t u

阁
。 e ll s

.

cS i
e n e e ,

199 4
,

2肠 ; 65 0

齐福印
,

许桂珍
.

编团移核鱼的遗传性状与个体生长
.

动物学报
,

1卯7
,

43 ( 2)
: 2 11

iN aw K
,

场 ly ig n a T
,

儿朋 sh iat M
, et al

.

T
r出 l sP lanl at ion of bl 朗 I u la l l u e l e i ot

~
, e n u e

ae t司 周男吕 in ht e ll 】曰ak a

八b ` 心 如琴吧
,

.

eD
v

C r o初 h D iffe r ,

1望尹〕
,

4 1 ( 2 )
: 163

w 砍
aaznt

su y
,

0 阳 . O K
,

s aas
l l。 T

.

E
s l目〕 li s ll l l le n t o] , a p liur 卯tent

c

ell l i n e d e ir
v

司 lh〕
In a In a 」ak a

( 凸笋`” ha 卿 ) bl as t l d a e

fnb 卿
.

M o l M ar B IOI B iot ec h n o l
,

11沙落
,

3 ( 4 )
: 185

Sun L
,

B皿愉记 C S
, 《盗 。 hs C

, et al
.

璐
~

lik e c e l l e u l l u l℃ 5 d e ir v司 6℃ m aer ly ze b
】
诫 hs e n山口 。 5

.

MOI Mar B iof 氏
v ,

l男 5
,

4 : 193

H朋g y
,

chS 耐
M

.

嫩abl i s lm 犯
n t

adn 叨叫 h r es p 〕 11s e s of aer ly n联 lak ` 由 (伪
忆
如 淑咖

、
) 即山巧朋 ic c e l l s in fe 色 le

r

坷 er
一

台既 以
-

t

一
.

Mof Max B IOI B i o t ce hn of
,

199 6
,

5 ( 2 )
: 93

z ll u z
,

Sun Y
.

D n b卿 。 n i e and
g e l l e t i e

man
iulP at ion i n if s h

,

Cell eR ~
cl l ,

2 X( X]
,

10 ( l ) : 17

.1勺一..1

内,ù
4

勺.且11

巧

ù

O月I
..1
,
l

l 8

月即口 .


