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摘要! 为了探讨 !"##$%&'转座子在鲤科鱼类及鳅科鱼类转基因中的适用性!实验通过将 6&

!

启

动子控制的 4A$>B 表达元件插入 D;E&/F(6中!构建转基因载体 D;E&/F(67&

!

4A$>B" 用该载

体对草鱼肾脏#-)G$细胞转染!结果显示!通过 !"##$%&'转座子可将外源基因导入到 -)G细胞

的基因组中!来源于家蚕的 &/ 启动子和来源于巨细胞病毒的 -H.启动子在-)G细胞均具有活

性" 将转基因载体 D;E&/F(6%D;E&/F(67&

!

4A$>B 分别与辅助质粒 I>0D>?7D;E&/ 混合后以精子

介导法导入金鱼和泥鳅的受精卵后!经荧光观察%6-$鉴定%4/3J0/33;CE 鉴定!证实获得了转基

因金鱼和转基因泥鳅" 研究表明!68转座子在鲤科鱼类及鳅科的一些鱼中具有转座活性"

关键词! 金鱼& 泥鳅& !"##$%&'转座子& 转基因& 草鱼肾脏#-)G$

中图分类号! K8;3& *9181744444444 文献标志码'&

44鱼类因其产卵量大%绝大多数为体外受精%胚

胎透明%体外发育等特性已成为转基因动物的最

佳选择"并为研究胚胎发育过程提供了一个理想

模式
&1'

( 转基因鱼的获得最初是通过传统的显

微注射法
&3'

"虽操作简单"但外源基因的插入和

表达效率低"并经常形成嵌合体或瞬时表达
&/'

(

转座子的发现为转基因鱼的获得提供了新的手段

和方式( 来源于鳞翅目昆虫粉蚊夜蛾的 !"##$%&'

#68$转座子是一种宿主域极其广泛的转座子"已

在多种动物上用于基因转移
&7 511'

( 而且"在进行

哺乳动物转基因研究中所表现出的整合效率高%

负载容量大%稳定的整合和传代%外源基因可长期

稳定表达%外源基因以单拷贝形式整合%易于确定

整合位点等优点引起了科学家们的广泛关注
&11'

(

尽管 68转座子在斑马鱼 #(&)"* +,"*$

&9'

上具有

活性"但在其他鱼类中的转座活性还没有正式报

道( 同时将外源基因导入到斑马鱼受精卵中的主

要方式是通过显微注射( 本研究通过草鱼肾脏

#-.,)!/&+$)#*0,) "0,1123L;BC>@"-)G$细胞探索

68转座子在 -)G细胞中的转座活性"证实来源

于家蚕的 &/ 启动子和来源于巨细胞病毒的

-H.启动子在 -)G细胞中均有活性)并且通过

精子介导的方法将 68转座子载体导入金鱼

# -&+&33"23 &2+&.23$ 和 泥 鳅 # 4"3#2+)23

&)#2"11"'&20&.23$的受精卵中"通过荧光观察结合

6-$和 4%&斑点杂交鉴定"证明 68转座子在金

鱼和泥鳅中具有转基因作用"研究结果为鱼类的

转基因研究工作开辟了新的途径(

14材料与方法

!"!#实验材料

大肠杆菌 MF1 菌株" D*G7A>?;2;C D?/9/3>?7

4A$>B 质粒
&13'

%转座载体 D;E&/F(6"以及 &/ 启

动子驱动转座酶的辅助质粒 I>0D>?7D;E&/%-H.

启动子驱动转座酶的辅助质粒 I>0D>?7D;E-H."均

由苏州大学医学部分子生物学实验室保存( 草鱼

肾脏细胞购自中国微生物典藏中心#--M--$"金

鱼由苏州市相城区某金鱼养殖场馈赠"泥鳅购于

苏州市斜塘镇莲花市场(

5&6 4%&聚合酶%M

7

4%&';E:A>"以及限制性

内切酶 7'*$

"

%8&1

"

%9!)

"

%%&:+

"

及配套的缓冲液

均为 (>?9>C3:A公司产品( DH4719M购自 M:G:$:
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公司( 4%&凝胶回收试剂盒%质粒 4%&小量制备

试剂盒%6-$产物纯化试剂盒均购自 .7F,%,生

物公司( 细胞5组织基因组 4%&快速提取试剂盒

购自 8;/M>L>公司( H,H培养基为 )CN;3?/E>C 公

司产品( M-122 昆虫细胞培养基%胎牛血清#(8*$

等试剂为 F)8)-"8$'公司产品( 地高辛标记的

斑点杂交试剂盒为 $/2I>公司产品(

!"$#实验引物

用于 检 测 #;! 的 引 物 对 为 4,F(671 和

4,F(673)检测 (3<,0 的引物对为 4A$>B71 和

4A$>B73)检测
!

=&'.") 启动子的引物对为 6

&

!

71 和

6

&

!

73#表 1$(

表 !#实验中所涉及的克隆引物及验证引物

%&'"!#()*+,)-*./01/,2*.34,,56,)*+,.3

引物名称

D?;9>?C:9>

引物序列

D?;9>?A>O=>C2>

作用

=A:E>

限制性内切酶

?>A3?;23;/C

>CB/C=20>:A>

产物大小5JD

A;P>/Q

D?/B=23

4,F(671

4,F(673

6R7MFF&&MM-&MFFMF&F-&&FFF-F&FF7/R

6R7MMFF&M--MM&-MMFM&-&F-M-FM--&MF7/R

检测 #;!

3/ B>3>23#;!

7'*$

"

%&:+

"

832

4A$>B71

4A$>B73

6R7--FM-F&-F--&--&MFFMF-F-M--M--7/R

6R7FF-M-F&F-M&-&FF&&-&FFMFFMFF-7/R

检测 4A$>B

3/ B>3>234A$>B

8&1

"

>/*

"

0;2

6

&

!

71

6

&

!

73

6R7F&F&&MM-F-M-MM&-&FF&&&-FFF7/R

6R7--F&M&M-FMFF&FF&F-M-&&&FMF7/R

检测
!

=&'.") 启动子

3/ B>3>23

!

=&'.") D?/9/3>?

7'*$

"

7'*$

#

022

!"7#转基因载体 6*897:;(<9

!

2-=,2的构建

将从团头鲂 #4,#&1*?+&:& &:?1$',!/&1&$基

因组中克隆得到的
!

=&'.") 启动子"装入 DH4719M

载体中"经 8&1

"

%7'*$

"

双酶切"回收小片段并与同

样酶切的 D*G7A>?;2;C D?/9/3>?74A$>B 连接"获得

重组质粒 D*G7

!

:23;C D?/9/3>?74A$>B( 再以 9!)

"

%

7'*$

"

双酶切 D*G7

!

:23;C D?/9/3>?74A$>B 后"回收

小片段并和同样酶切的 6;E&/F(6连接"获得最终

转基因载体 D;E&/F(67&

!

4A$>B#图 1$(

!">#?@A细胞的培养"转染及启动子的活性

比较

-)G细胞培养于含 12S (8*的 H,H 培养

基中"3; T" 6S -"

3

" / B 左右传代一次( 将

D;E&/F(67&

!

4A$>B 转基因载体"以及辅助质粒

I>0D>?7D;E&/%I>0D>?7D;E-H."按表 3 设置 / 组实

验( 转染前"将 216 9'密度为 1 <12

0

59'细胞

铺于直径 /6 99的小培养皿中"细胞培养 13 I

后"取转基因载体 7

$

E"辅助质粒 ;

$

E"转染试剂

# (=F,%,

%

+4 M?:CAQ>23;/C $>:E>C3" $/2I>$

;

$

'"按转染试剂说明书进行操作
&1/'

( 通过观察

转染后 -)G细胞中产生的荧光细胞数量来比较

来源于家蚕的 &/ 启动子与来源于巨细胞病毒的

-H.启动子在 -)G细胞中的活性( 荧光观察条

件!在激发光 792532 C9%发射光 63;5/; C9视场

中观察绿色荧光)在激发光 66653; C9%发射光

01858/ C9视场中观察红色荧光(

图 !#(*897:;(<9

!

B-=,2转基因载体结构

#:$ D;E&/F(67&

!

4A$>B 转基因载体图谱)# J$

!

=&'.") 启动子

驱动 4A$>B 表达元件及相应的酶切位点(

;*8"!#?0.-3)CD3*0.0E(*897:;(<9

!

B-=,2

3)&.-8,.*D/,D30)

#:$ MI>9:D /QD;E&/F(67&

!

4A$>B 3?:CAE>C;2N>23/?) # J $

,<D?>AA;/C >0>9>C3A/Q4A$>B E>C> B?;N>C J@ 3I>

!

=&'.")

D?/9/3>?:CB 2/??>AD/CB;CE ?>A3?;23;/C A;3>A1

表 $#转染 ?@A细胞的 7 个实验组

%&'"$#%4),,,56,)*+,.3&18)0C6-0E34,

?@AD,113)&.-E,D3*0.

转染系统

3?:CAQ>23;/C E?/=D

转基因载体

3?:CAE>C;2N>23/?

辅助质粒

I>0D>?D0:A9;B

M*1

M*3

M*/

D;E&/F(67&

!

4A$>B

I>0D>?7D;E&/

I>0D>?7D;E-H.

U;3I C/ I>0D>?

7871
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!"F#外源 BG9的导入

分别用 D;E&/F(6和 D;E&/F(67&

!

4A$>B 作

为转基因载体"按表 / 设置 / 组实验进行基因导

入( 取性成熟的健康雄泥鳅一尾"取出精巢置于

无菌平皿内迅速剪细"或是将一尾成熟雄金鱼的

精液挤到无菌平皿内"然后将事先制备好的 32

$

'# 1108

$

E5

$

'$ 转 基 因 载 体 # D;E&/F(67

&

!

4A$>B 或 D;E&/F(6$与 12

$

'#1160

$

E5

$

'$

辅助质粒# I>0D>?7D;E&/$的混合液加入精液中混

匀( 取两尾健康性成熟的雌性泥鳅或金鱼"将卵

子挤出放入另一无菌平皿内"随即加入上述预混

精液"之后加入 218S的生理盐水"用清洁过的鹅

毛迅速搅匀"1 9;C 后用清水清洗两次"再将受精

卵放入两个 66 29<72 29<32 29的食品承载箱

中"室温静水孵化
&17'

(

表 7#转基因鱼的 7 个实验组

%&'"7#%4),,,56,)*+,.3&18)0C6-0E34,3)&.-8,.*DE*-4

转基因鱼实验组

E?/=D /Q

3?:CAE>C;2Q;AI

转基因载体

3?:CAE>C;2N>23/?

辅助质粒

I>0D>?D0:A9;B

金鱼 E/0BQ;AI

泥鳅 0/:2I

D;E&/F(6

D;E&/F(67&

!

4A$>B

D;E&/F(6

I>0D>?7D;E&/

!"H#转基因金鱼与转基因泥鳅的荧光观察及分

子鉴定

用荧光显微镜对发育到第 / 天的金鱼受精卵

进行荧光观察"待发育至两月龄时再次进行荧光

观察"并对其中发绿色荧光的金鱼剪取部分尾鳍"

提取金鱼基因组 4%&作为检测模板"以 4,F(67

1%4,F(673"6

&

!

71%6

&

!

73"4A$>B71%4A$>B73 为引

物进行 6-$检测"分别鉴定绿色荧光蛋白报告基

因"

!

=&'.") 基因启动子与红色荧光蛋白报告基

因( 同时"将部分金鱼基因组 4%&煮沸变性后"

冰水中速冷"再将其直接点在 6.4(膜上"用 4)F

标记的 #;! 编码序列合成探针"以正常金鱼基因

组为阴性对照"以转基因质粒为阳性对照"对荧光

金鱼基因组 4%&进行斑点杂交鉴定"操作按试

剂盒说明书进行(

用荧光显微镜对体长约 1 29的泥鳅幼鱼进

行荧光观察"待泥鳅长到约 3 29时"对其中一尾

有绿色荧光的泥鳅进行组织解剖"荧光观察其肝

和鳃"并分别提取相应组织中的基因组 4%&"以

4,F(671%4,F(673 为引物进行 6-$检测"鉴定

绿色荧光蛋白报告基因( 另取部分泥鳅基因组

4%&进行斑点杂交鉴定"操作同荧光金鱼的斑点

杂交鉴定(

34结果

$"!#转基因载体 6*897:;(<9

!

2-=,2的鉴定

将构建的转基因载体 D;E&/F(67&

!

BA$>B 经

7'*$

"

和 9!)

"

双酶切"可切出一个带有团头鲂

!

=&'.") 启动子和 D/0@&加尾信号的 4A$>B 表达

元件"大小在 1 022 JD 左右的片段)经 7'*$

"

和

>/*

"

双酶切"可切出一个包含了团头鲂
!

=&'.")

启动子及 (3<,0 基因 1 322 JD 左右的片段"与载

体结 构相符 合" 说明转基 因 载 体 D;E&/F(67

&

!

BA$>B 构建正确(

图 $#转基因载体 6*897:;(<9

!

B-=,2的鉴定

11质粒 D;E&/F(6) 31质粒 D;E&/F(67&

!

4A$>B) /17'*$

"

5

9!)

"

酶 切 D;E&/F(67&

!

4A$>B) 717'*$

"

5>/*

"

酶 切

D;E&/F(67&

!

4A$>B) 61

!

=&'.") D?/9/3>?6-$产物) H11

&

7

4%& 5@")B )))4%&分子标记) H31122 JD 4%&分子标记(

;*8"$#@2,.3*E*D&3*0.0E3)&.-8,.*D/,D30)

6*897:;(<9

!

B-=,2

11N>23/? D;E&/F(6) 31N>23/? D;E&/F(67&

!

4A$>B) /1

D;E&/F(67&

!

4A$>B B;E>A3>B J@ 7'*$

"

59!)

"

) 71

D;E&/F(67&

!

4A$>B B;E>A3>B J@ 7'*$

"

5>/*

"

) 616-$

D?/B=23/Q

!

=&'.") D?/9/3>?) H11

&

74%& 5@")B

'

4%&

9:?L>?) H31122 JD 4%&9:?L>?1

$"$#?@A细胞的转染及启动子活性比较

转染 7; I 后"对转染细胞进行荧光观察"结

果见表 7( 在 M*1%M*3%M*/ 组中均可观察到同

时发绿色荧光和红色荧光的转染细胞#图 /7:"J"

2$"说明来源于团头鲂的
!

=&'.") 启动子 6

&

!

与来

源于家蚕的 &/ 启动子 6

&/

在草鱼肾细胞中都具

6871
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有活性"可以驱动外源基因的表达(

转染 12 B 后"再次对转染细胞进行荧光观

察"发现 M*1%M*3 实验组中荧光细胞的数量随着

细胞的繁殖而增加"且荧光均稳定存在"表明外源

基因已插入到草鱼肾脏细胞基因组中"但在 M*/

实验组中已观察不到具荧光的细胞( 上述结果表

明"辅助质粒 I>0D>?7D;E&/ 和 I>0D>?7D;E-H.在

-)G细胞中表达的转座酶都发挥了作用"数量不

断增加并能持续发出荧光的细胞是在转座酶作用

下 68转座子将携带的报告基因插入到细胞基因

组中后细胞增殖并有效表达了报告基因的结果(

而在无辅助质粒存在的情况下"荧光细胞仅在转

染后 的 较 短 时 间 内 存 在" 是 转 基 因 载 体

D;E&/F(67&

!

4A$>B 中的报告基因未能整合入

-)G细胞的基因组"只产生瞬时表达"但不能持续

表达荧光蛋白的结果(

通过比较不同转染系统中的 -)G荧光细胞

数"还发现在辅助质粒 I>0D>?7D;E&/ 存在的转染

组中"荧光细胞比例高于辅助质粒 I>0D>?7D;E-H.

存在的转染组#表 7$"由此初步判断"在-)G细胞

中来源于家蚕的 &/ 启动子活性强于来源于巨细

胞病毒的 -H.启动子(

表 >#转染 ?@A细胞 >I 4后的荧光观察

%&'">#;1C0),-D,.D,0'-,)/&3*0.0E34,

?@AD,11->I 460-3<3)&.-E,D3*0.

转染组

3?:CAQ>23;/C

E?/=D

转基因载体

3?:CAE>C;2

N>23/?

辅助质粒

I>0D>?

D0:A9;B

荧光细胞比例5V

?:3;/ /Q

Q0=/?>A2>C32>00A

M*1

M*3

M*/

D;E&/F(67&

!

4A$>B

I>0D>?7D;E&/ 21113

I>0D>?7D;E-H. 212/3

U;3I C/ I>0D>? 2123

图 7#使用 6*897:;(<9

!

B-=,2转染 >I 4后 ?@A细胞的荧光观察

#:$绿色荧光视野)# J$正常光视野)#2$红色荧光视野(

;*8"7#;1C0),-D,.D,0'-,)/&3*0.0E34,?@AD,11->I 460-3<3)&.-E,D3*0.

#:$ =CB>?3I>E?>>C Q0=/?>A2>C2>Q;>0B)# J$ =CB>?3I>C/?9:00;EI3Q;>0B)#2$ =CB>?3I>?>B Q0=/?>A2>C2>Q;>0B1

$"7#转基因金鱼与转基因泥鳅的荧光观察

精子介导法得到的金鱼受精卵在 32 T静止

水中孵化"在受精卵发育到第 / 天"对 D;E&/F(6

转基因实验组受精卵进行荧光观察"发现有部分

受精卵有明显的绿色荧光#图版
"

71"3$"表明转

基因载体进入鱼卵"并表达了 F(6( 待 3 月龄时"

对两实验组金鱼再次进行荧光观察"在 D;E&/F(6

转基因实验组的金鱼中可以明显观察到绿色荧光

#图版
"

7/"7$"在 D;E&/F(67&

!

4A$>B 转基因实

验组的金鱼中"可观察到同时具有绿色荧光和红

色荧光的金鱼共 7 尾( 对其中一尾金鱼进行解

剖"从多个器官中均可观察到绿色荧光#图版
"

7

6";"11"17"18"32$和红色荧光#图版
"

78"12"1/"

10"19"33$(

同样"精子介导法得到的泥鳅待长到 1 29

时"在荧光显微镜下观察"发现具有显著绿色荧光

的幼 鱼 # 图 版
(

71" 3 $" 占 整 个 孵 化 幼 苗 的

2169S( 待泥鳅长到约 3 29时"对其中一尾有绿

色荧光的泥鳅进行组织解剖"荧光下观察其肝和

鳃"发现肝和鳃也呈现出绿色荧光#图版
(

77"0$(

$">#转基因金鱼的分子鉴定

以 3 月龄的 D;E&/F(6转基因处理后能发出

荧光的金鱼基因组为模板"正常金鱼基因组作为

阴性对照"质粒 D;E&/F(6作为阳性对照"以

4,F(671%4,F(673 为引物"对 #;! 进行 6-$检

测"从 16 尾荧光金鱼中均可扩增得到相同大小的
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条带"并与以质粒 D;E&/F(6为模板扩增得到的

条带大小相同 #图 77:$)斑点杂交结果显示"#;!

探针能与荧光金鱼基因组 4%&特异性杂交 #图

772$"表明 #;! 基因已整合进金鱼的基因组(

图 >#转基因金鱼的分子鉴定

#:$ D;E&/F(6转基因金鱼中 #;! 的 6-$鉴定!11正常金鱼"3 =101D;E&/F(6实验组金鱼"181质粒 D;E&/F(6) # J$ D;E&/F(67

&

!

4A$>B 转基因金鱼的 6-$鉴定!H1122 JD 4%&分子标记"1 =/ 为从实验组金鱼基因组中分别扩增 4A$>B%#;! 和 6

&

!

"1R=/R为

从正常金鱼基因组中分别扩增 4A$>B%#;! 和 6

&

!

)#2$ D;E&/F(6转基因金鱼的斑点杂交鉴定!11正常金鱼"31D;E&/F(6实验组金

鱼"/1质粒 D;E&/F(6(

;*8">#J01,DC1&)*2,.3*E*D&3*0.0E34,3)&.-8,.*D8012E*-4

#:$)B>C3;Q;2:3;/C /QD;E&/F(673?:CAE>C;2E/0BQ;AI J@ 6-$!11C/?9:0E/0BQ;AI"3 51013I>D;E&/F(6><D>?;9>C3:0E?/=D E/0BQ;AI"181

N>23/?D;E&/F(6) # J$ )B>C3;Q;2:3;/C /QD;E&/F(6&

!

4A$>B73?:CAE>C;2E/0BQ;AI J@ 6-$!H1122 JD 4%& 0:BB>?9:?L>?)1 5/16-$

B>3>23;/C /Q4A$>B"#;!"6

&

!

;C 3I>D;E&/F(6&

!

4A$>B ><D>?;9>C3:0E?/=D E/0BQ;AI)1R5/R16-$B>3>23;/C /Q4A$>B" #;!"6

&

!

;C 3I>

C/?9:0E/0BQ;AI) #2$ )B>C3;Q;2:3;/C /QD;E&/F(673?:CAE>C;2E/0BQ;AI J@ 4/3J0/3!11C/?9:0E/0BQ;AI"31D;E&/F(6><D>?;9>C3:0E?/=D

E/0BQ;AI"/1N>23/?D;E&/F(61

44以 3 月龄的 D;E&/F(67&

!

4A$>B 转基因处理

后能发出荧光的金鱼基因组为模板"正常金鱼基因

组作 为 阴 性 对 照"分 别 以 4A$>B71% 4A$>B73"

4,F(671%4,F(673 和 6

&

!

71% 6

&

!

73 为 引 物"对

4A$>B%#;!%6

&

!

进行 6-$检测"得到了大小分别约

为 0;2%832%022 JD 的条带"与 4A$>B%#;!%6

&

!

理论

分子量大小一致#图 77J$"表明得到同时含有 F(6

表达元件和 4A$>B 表达元件的转基因金鱼(

$"F#转基因泥鳅的分子鉴定

以 D;E&/F(6转基因处理后能发出荧光的泥

鳅基因组为模板"正常泥鳅基因组作为阴性对照"

质粒 D;E&/F(6作为阳性对照" 以 4,F(671%

4,F(673 为引物"对 #;! 进行 6-$检测"可扩增

出 832 JD 的 特 异 性 6-$ 产 物" 与 以 质 粒

D;E&/F(6为模板扩增的 6-$产物分子量相同

#图 67:$)斑点杂交结果显示"#;! 探针能与荧光

泥鳅基因组 4%&特异性杂交#图 67J$"表明 #;!

基因已整合进泥鳅的基因组(

/4讨论

用来产生转基因动物的显微注射是直接把重

组过的 4%&注入受精卵的原核中
&3'

( 转基因鱼

最初也是通过显微注射将基因片段导入鱼的卵母

细胞或者受精卵中所获得( 这种方法的实现需要

专门的仪器"尽管操作不是非常复杂"对于转入的

外源基因也没有长度上的限制"但是对卵的损伤

较大"每次只能注射有限的细胞"难于大规模生产

转基因鱼"且外源基因的插入和表达效率很低"还

经常形成嵌合体或是瞬时表达
&/'

( 因此探索新

的转基因系统及规模化基因导入方法成为主要研

究方向(

目前"基因转移的技术主要还有反转录病毒

载体法%精子介导法等( 反转录病毒载体法不仅

要重组反转录病毒"且仍旧要用到显微操作技术(

相对而言"精子介导法存在不少优势"如操作简

单%成本低廉%一次可以同时对批量卵进行基因导
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图 F#转基因泥鳅的分子鉴定

#:$ D;E&/F(6转基因泥鳅中 #;! 的 6-$鉴定!11正常泥鳅) 3 =71D;E&/F(6实验组泥鳅的肌肉%肝脏和鳃) 61质粒 D;E&/F(6) H1

122 JD 4%&分子标记( # J$ D;E&/F(6转基因泥鳅的斑点杂交鉴定!11正常泥鳅) 31质粒 D;E&/F(6) /1D;E&/F(6实验组泥鳅(

;*8"F#J01,DC1&)*2,.3*E*D&3*0.0E34,3)&.-8,.*D10&D4

#:$)B>C3;Q;2:3;/C /QD;E&/F(673?:CAE>C;20/:2I J@ 6-$!11C/?9:00/:2I) 3 5719=A20>"0;N>?:CB E;00/QD;E&/F(6><D>?;9>C3:0E?/=D

0/:2I)61N>23/?D;E&/F(6)H1122 JD 4%&H:?L>?1# J$)B>C3;Q;2:3;/C /QD;E&/F(673?:CAE>C;20/:2I J@ 4/3J0/3111C/?9:00/:2I) 31

N>23/?D;E&/F(6)/1D;E&/F(6><D>?;9>C3:0E?/=D 0/:2I1

入的处理( 特别是针对体外受精的鱼类"它可以

依靠人工授精过程进行外源基因的导入操作"大

大降低了对细胞的损伤"受精卵成活率较高
&16'

(

当然"精子介导法也存在着一些缺点"如转基因阳

性率低%转移率不稳定等
&10'

( 本研究中"尽管通

过精子介导获得了转基因鱼"但效率很低"因此提

高精子介导法的转基因效率也值得探讨(

来源于鳞翅目昆虫粉纹夜蛾的 !"##$%&'

#68$转座子"自发现之日起就因其转座活性不局

限于宿主而引起关注
&18'

( 68转座子元件末端是

长 1/ JD 的反向重复序列"两端还不对称的分布

着 19 JD 长的内部反向重复序列( 其开放读码框

长 1 8/; JD"编码 697 个氨基酸残基组成的蛋白"

大小约为 0; L=

&1; 519'

( 68转座子具有整合效率

高
&32'

%负载容量大
&11'

%无偏好基因区
&31'

%可稳定

整合与传代
&33'

%易于确定整合位点
&3/'

等优点(

比较基因组分析表明"在多种生物的基因组序列

中具有 D;EE@8:270;L>元件
&37 536'

"暗示 !"##$%&'

转座子元件可能在多种生物体内都具有转座活

性( 已有报道称"68转座子在斑马鱼胚胎
&;'

具有

活性"但在其他重要的商业经济鱼种类中的转座

活性仍有待分别证明( 通过转座获得转基因鱼"

有可能在短时间创造新品种或品系"这是常规育

种难以办到的(

本研究中"我们将来源于团头鲂的
!

=&'.") 启

动子控制红色荧光蛋白基因#(3<,0$的表达元件

插入 到 D;E&/F(6 中" 构 建 了 转 基 因 载 体

D;E&/F(67&

!

4A$>B( 将该载体分别与辅助质粒

I>0D>?7D;E&/ 或 I>0D>?7D;E-H.共转染进 -)G细

胞"7; I 后可观察到同时发绿色荧光和红色荧光

的转染细胞"表明 &/ 启动子和
!

=&'.") 启动子在

-)G细胞中均显示了活性"使得所驱动的相应的

绿色和红色荧光报告基因得到了表达( 12 B 后再

次观察"发现荧光细胞的数量大为增加( 相反"在

不加辅助质粒的转染实验组中"转染 7; I 后能观

察到荧光细胞"表明导入的外源基因也得到了表

达"而在 12 B 后没能再次观察到荧光细胞的存

在"表明先前的荧光是由于导入的外源基因表达

元件所产生的瞬时表达所致"但由于此表达元件

没能整合到 -)G细胞的基因组中"结果随着细胞

的分裂及逐渐被降解的二重作用下"最终导致荧

光彻底消失( 这个对比的综合结果表明了辅助质

粒在 68转座子介导的转基因过程中起不可或缺

的作用"辅助质粒 I>0D>?7D;E&/ 和 I>0D>?7D;E-H.

中的 &/ 启动子和 -H.启动子在 -)G细胞中也

都具有活性"它们可以驱动转座酶基因表达并使

68转座子发挥相应的转座作用"荧光细胞之所以

数量增加且能稳定存在"正是由于在转座酶的作

用下"68转座子将携带的报告基因插入到了 -)G

细胞的基因组中"随着细胞分裂得到扩增"并有效

表达了报告基因的结果( 此外"在转化细胞中同

时长期存在的绿色荧光和红色荧光还表明 &/7

F(6"-H.74A$>B 元件都已经整合进细胞基因组

中"这两个元件的合计大小约 / LJ"说明 68转座

子在转染草鱼肾脏细胞时至少能携带 / LJ 的外

源基因(
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在用 !"##$%&'转座子进行转基因鱼的实验

中"我们通过精子介导法将转基因载体与辅助质

粒一起导入鱼卵中"经正常孵化%发育后"对其进

行荧光观察"可观察到明显发荧光的个体( 对荧

光鱼的 4%&鉴定结果也验证了荧光鱼中确实存

在外源基因( 进一步对荧光鱼的各个组织解剖后

观察"也发现具有荧光( 对这些组织的 4%&进

行 6-$鉴定的结果再次证实了在不同的组织中

都存在相同的外源 4%&片段( 这些结果表明"

在人工授精过程中转基因载体和提供转座酶的辅

助质粒均伴随精子进入了鱼卵"在转座作用发生

后"外源报告基因被整合到鱼的基因组中"随着鱼

卵的发育及细胞分化而存在于鱼的各个组织中"

并得到正确表达"从而使鱼的各个组织均能发出

特定的荧光( 诚然"当这些外源报告基因没能整

合到鱼的基因组中时"也会产生瞬时表达"使得鱼

卵在一段时间内产生一定强度的荧光"但由于该

转基因载体不含真核生物的复制起始位点"无法

在真核鱼中得到复制"这种荧光会伴随着鱼卵的

细胞分裂而逐渐减弱直至消失( 换言之"只有当

这些外源报告基因被整合进鱼的基因组中时"才

有可能随着细胞的分裂和分化而分配到各子细胞

当中"导致生长到一定阶段的鱼的各个组织还能

持续发出荧光(

至此"我们证实通过 68转座子获得了转基

因金鱼与转基因泥鳅"在 -)G细胞上也验证了

68转座子的转座活性"推测 68转座子在其它鲤

科鱼类及鳅科鱼类中也会有较好的转座活性( 该

转基因系统在转基因鱼的研究和应用中具有一定

的开发潜力(
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图版
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#转基因金鱼的荧光观察
D;E&/F(6导入鱼卵 / B 后!11正常光视野下"31绿色荧光视野下)D;E&/F(6实验组金鱼 3 月龄时!/1正常光视野下"71绿色荧光视

野下)D;E&/F(67&

!

4A$>B 实验组金鱼 3 月龄时的鳃耙#6 =8$ %肾#; =12$ %胃#11 =1/$ %鳔#17 =10$ %肝胰脏#18 =19$ %肠#32 =
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