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绿色荧光蛋白基因重组子的构建及其
在鱼类受精卵中的表达
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摘要:通过体外重组, 将绿色荧光蛋白基因编码序列克隆到鲤鱼肌动蛋白基因启动子下游,构建成能在鱼体内

表达绿色荧光蛋白的重组分子。用限制性内切酶 PvuI 酶切线性化后, 通过显微注射法导入金鱼受精卵内, 在

转化后 48h, 可观察到绿色荧光,经 PCR初步筛选后,对显阳性个体进行 Southern 杂交检测, 结果表明,转化个体

表现出较强的杂交信号。这说明绿色荧光蛋白基因能在金鱼体内整合、表达。
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Abstract: The coding sequence of green f luorescent protein gene was cloned under the control of carp -actin

gene promoter. A fish expression of green fluorescent protein gene recombinant was constructed. The

recombinant gene was transferred into fertilized zygotes of goldfish ( Carassius auratus) via micro injection after

Pvu linearing . The green f luorescence was visualized within 48 h following transformation. The transformation

and expression of green fluorescent protein was demonstrated by PCR and Southern blotting. In Southern

hybridization analysis, transformations got positive signals. The results indicated that the green fluorescent protein

gene had integrated into goldfish genome.
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荧光现象在海洋无脊椎动物中普遍存在,这些动物在受到外界适当刺激时可以发出荧光。绿色荧

光蛋白( green f luorescent protein, GFP)由 Shimomura等
[ 1]
首先从海洋无脊椎动物水母( Aequorea victoria)
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中分离、纯化出来,它在体外经适当波长的光激发后便可发出绿色荧光, 这种荧光用普通荧光显微镜或

荧光激活细胞分拣器均可检测到。Chalfie等[ 2]首次报道了绿色荧光蛋白在大肠杆菌中的表达, 用蓝光

照射产生明显的绿光,将它转入线虫体内,观察某些神经节的荧光反应而定位了 -微管蛋白( tubulin)基

因。由此, GFP基因作为一种新型的分子生物学报道基因,被广泛应用于基因表达和蛋白质定位研究。

鱼类作为生物界数量最大、多样性最丰富的脊椎动物, 以其独特的繁殖特性成为理想的转基因操作

模式动物。将 GFP作为报告基因来研究转基因在宿主细胞内的分子生物学特性, 及其基因整合和表达

被广泛采用[ 3- 7]。为此,我们将 GFP 基因亚克隆到一个组成型表达载体上, 然后将该融合基因显微注

射到金鱼受精卵中, 以研究其在金鱼体内的整合与表达。

1 材料与方法

1. 1 质粒、菌株和鱼受精卵

质粒 pGFP购自 Clontech公司;鲤 -肌动蛋白基因启动子( carp -act in promoter, A)由中科院武汉水

生生物研究所朱作言院士赠送,克隆在质粒pUC118A上;大肠杆菌 INV F , TOP10F 为本室保存;本研究

以金鱼( Carassius auratus )为材料, 受精卵由长沙开福区观赏鱼养殖基地提供。

1. 2 工具酶及主要试剂

限制性内切酶和 T4DNA连接酶购自美国 Promega 公司; dNTP 混合物, Taq DNA聚合酶和 DNA标

准分子量购自 MBI公司; DNA凝胶回收试剂盒购自 QiaGen 公司, Southern杂交试剂盒购自 Ambion 公

司。

1. 3 GFP基因的重组构建

用 EcoR / Sma 双酶切消化 pGFP 质粒 DNA, 回收 GFP ORF 0. 7 kb片段,再将此片段克隆到质粒

pUC118A上的鲤 -肌动蛋白启动子下游。连接后的分子转化, 重组表达质粒的制备和酶切鉴定按

Sambrook等[ 8]方法进行。

1. 4 GFP基因的转导

重组质粒经大量分离后, 以限制性内切酶 Pvu 将重组分子线性化, 利用 DNA凝胶回收试剂盒, 回

收含GFP 和 -肌动蛋白启动子片段,溶解在无菌水中备用。在4月中下旬金鱼繁殖季节,采用人工授精

得到受精卵供显微注射用,显微注射按朱作言等
[ 9]
方法进行。

1. 5 GFP基因的表达检测

在紫外光下,用立体式显微镜对胚胎发育各期进行跟踪, 观察荧光发生的时期和产生的部位,并计

算表达率,出苗前期表达率的计算除去死亡胚胎数。

表达率( % ) =
表达荧光的受精卵数或鱼苗数
转导 GFP 基因后总胚胎或鱼苗数

100

1. 6 转化个体的 PCR检测和 Southern杂交

分别抽取实验组和对照组的血样, 按 Sambrook 等[ 8]方法提取基因组 DNA。根据已知的 pGFP 序

列,利用 GeneRunner 引物设计软件设计出两段引物。Primer 1: 5 - GGGTGAAGGTGATGCAACATACG

- 3 , Primer 2: 5 - CGAAAGGGCAGATTGTGTGGACA- 3 , PCR扩增的条件为: 94 变性 45s, 58 退火

40s, 72 延伸50s, 反应体积为30 L, 32个循环。以生物素标记 GFP cDNA的全长序列作为杂交探针,

Southern杂交过程按 Ambion公司提供的杂交试剂盒进行。
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2 结果与分析

2. 1 GFP表达载体的重组构建

用限制性内切酶 Sma 首先将质粒 pGFP 酶切成为一平末端分子,再用 EcoR 酶切产生出一 0. 7kb

左右的GFP cDNA 分子片段。该片段 5 端为 Sma 平末端, 3端为 EcoR 粘性末端。pUC118A 质粒经

Sma 和 EcoR 依次酶切,在鲤 -肌动蛋白基因启动子下游产生一个 5 平末端和一个 3 粘性末端。将

回收的GFP cDNA与其混合连接,可使 GFP cDNA分子定向地插入到启动子下游,构建成重组表达质粒

pAGFP(图 1)。

图 1 表达质粒 pAGFP的构建

Fig. 1 Construction of expression of plasmid pAGFP

根据 Liu等[ 10]对鲤 -肌动蛋白基因结构研究认为,鲤 -肌动蛋白基因在转录起始位点的外显子下

游,有一段长为 1. 3kb的内含子。这一内含子结构对基因的表达有很强的增强功能, 所以, 在克隆鲤 -
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肌动蛋白基因启动子以及将其构建重组表达基因时,都保留了这一内含子结构。因此,转录时在有利于

-肌动蛋白基因启动子在RNA 聚合酶的作用下, 高效地诱导了外源重组基因的表达。

2. 2 GFP基因的表达检测

实验中,将线形重组分子导入金鱼受精卵后, 在胚胎发育的不同阶段, 进行跟踪观察,发现在融合基

因导入受精卵约 48 h后,可在受精卵中检测到荧光。前期观测到发荧光受精卵发育有异常现象:在囊

胚期、原肠期相继出现大量胚胎发育终止,而荧光出现在肌肉效应期后的胚胎发育相对较稳定。主要原

因很可能是囊胚期前受精卵处于一高度分裂复制期, 细胞内蛋白质的合成与 DNA 的复制比较活跃,而

细胞自身修饰酶系统还处于不完善状态,此时细胞对外界刺激的抵抗力较弱,显微注射对胚胎的刺激以

及外源基因瞬间表达产物的积累影响了胚胎发育,甚至造成胚胎的死亡,在肌肉效应期胚胎的生理机能

逐渐完善,外源基因的表达也趋向正常规律。对仔鱼前期的 543尾转基因鱼进行逐个检测, 获得发荧光

鱼23尾, 表达率为 4. 24%(表 1)。紫外光下观察,可以看到转基因鱼发出荧光的部位存在差异,除有 10

尾鱼苗发通体荧光外,荧光点出现部位多在躯干部,头部较少。

表 1 紫外灯下观察结果

Tab. 1 Observed result under UV light

分 期
stage

胚胎/鱼苗( ind)
embryo/ larva

发荧光数( ind)
f luorecent number

荧光率( % )
f luorecent ratio

囊胚期
blastula stage

832 53 6. 37

原肠期
gastrulation stage

1090 262 24. 0

肌肉效应期
muscle ef fect stage

651 54 8. 29

仔鱼前期
prolarva stage

543 23 4. 24

2. 3 转基因个体的分子鉴定

对获得的转基因鱼, 进行 PCR检测,结果显示(图 2) ,以转基因鱼总 DNA 为模板可扩增出 478bp的

特异性片段,而非转基因个体未扩增出任何片段, 初步表明这些转基因个体中有外源基因的插入。

图 2 转 GFP基因鱼苗 PCR 检测结果

Fig. 2 PCR detective result

M: DNA 分子量标准参照物; 1:空白对照; 2: pGFP PCR 产物; 3:未

转化鱼苗PCR产物; 4~ 10:转化鱼苗PCR 产物

M: 1kb DNA ladder marker; 1: blank control; 2: positive control; 3:

common control; 4- 10: transformation fi sh PCR product

图 3 So uthern 杂交结果

Fig. 3 Southern blot result

A: pAGFP/EcoR 阳性对照; B:普通对照 C, D:转基因样品

A: pAGFP/EcoR positive control; B: common control w ith EcoR ;

C, D: transgenic sample
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为最终证实 GFP基因在金鱼染色体中的整合,对转基因鱼的染色体 DNA进行了 Southern杂交,结

果表明,转基因个体 DNA的 EcoR 酶解产物与 GFP cDNA 基因探针可产生 6. 2kb, 4. 0kb及 3. 5kb 3条

杂交带,从图 3可以看出转基因个体(D) 除了在近 6. 2kb处有 1条分子杂交带外,在 4. 0kb 处也有 1条

分子杂交带;转基因个体( C)只在 3. 5kb处有 1条分子杂交带, 说明转基因个体( D)的基因组上至少整

合了两个拷贝的 GFP基因,转基因个体( C)的基因组上至少整合了 1个GFP基因拷贝,而且整合在转基

因个体上的GFP基因不在同一位点上。这一结果不但证明外源 GFP 基因已整合到金鱼染色体上, 而且

表明它们整合的位点没有固定区域。

3 讨论

绿色荧光基因作为一种新型的选择标记,具有操作简便, 不需添加任何底物或辅因子的优点,目前

在细胞基因工程及转基因动物、植物研究中得以广泛应用。Takada等[ 11] 将 GFP 基因导入小鼠受精卵,

经过几天的体外培养,待胚胎发育至囊胚期, 经荧光显微镜检测,在转导的 383个胚胎中表达 GFP的有

59个。将阳性胚胎植入假孕母鼠子宫,获得较高比例的转基因鼠。Cha 等[ 12] 将 GFP 和人白细胞介素

( IL- 2)在昆虫幼体中的表达特性进行了比较, 认为两者在 Trichoplusiani 幼虫的表达特性类似。我们将

绿色荧光基因导入金鱼受精卵中, 得到转基因个体,说明 GFP作为异源蛋白表达的报告物具有较好的

相关性。

通过对转基因胚胎发育整个过程的跟踪观察,发现胚胎发育的时间比对照组要迟 1~ 2d,而且基因

的表达存在差异,这不但与外界因素有关,而且与外源基因的瞬时表达和整合时序有一定的关系。值得

注意的是,前期表达的大部分胚胎在囊胚期和原肠期就停止发育,而从肌肉效应期开始表达的胚胎大多

存活, 主要认为在原肠前期基因复制速度大于降解速度,导致过量表达的 GFP 在胚胎中积累,从而对胚

胎正常发育产生扰乱。而在原肠后期, 胚胎的修饰酶系统已经逐渐完善,细胞对外源基因的修饰能力增

强,胚胎发育相对稳定,我们选用的鲤 -肌动蛋白基因启动子是一组成型表达启动子, 它在肌肉组织中

表达的活性相当高, 这与肌肉效应期荧光稳定表达相对应。荧光点在不同的部位出现,说明转基因嵌合

体现象普遍存在。

绿色荧光蛋白在表达时可自身催化形成荧光基团,而且不需要添加任何底物或辅助因子,这样它就

可以免除在检测时底物对细胞造成的一些物理、化学损伤, 降低了添加的辅因子在对转基因个体进行观

察时造成的假象,同时又降低了检测成本,简化了繁琐操作。我们直接从发荧光的转化个体中, 进行分

子检测,获得较高比例的转基因鱼,因此利用 GFP作报告基因,可以减少转基因个体筛选和鉴定方面的

工作量。
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