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S

的构建
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#上海海洋大学农业部淡水水产种质资源重点实验室"上海5231/37$

摘要! 为探索草鱼出血病防治新技术!实验采用衣壳蛋白靶向灭活 #4;H@<B7D;CL3D3B X<C;0

<>;4D<X;D</>!-E.)$策略!利用 A4E2 转座子元件!构建了带爪蟾 ,(1

!

或鲤热休克蛋白 :3 两种

不同启动子的 -E.)转基因质粒 HELK27,(1

!

7.6/7*%或 HELK27+@H:37.6/7*%" 该 2 种质粒

均包含 9-$.衣壳蛋白 .6/ 与金黄色葡萄球菌核酸酶# =/'.932)8)885,'50-5,>A403;@3!*%$

融合表达阅读框" 通过将 2 种 -E.)转基因质粒与体外合成的 A4E2 转座酶 8R加帽 :$%&共

同显微注射入草鱼 1 <2 细胞期受精卵!获得了带 2 种不同启动子的 -E.)转基因草鱼群体"

6-$和测序结果显示!2 种转基因阳性草鱼基因组中均含有外源 9-$.衣壳蛋白 .6/ 与 *%

基因片段!阳性率分别为 4312N和 /:13N!表明 A4E2 转座子已成功介导 -E.)融合表达基因

整合到草鱼基因组中" 本实验共获得了 123 尾 6

3

-E.)转基因个体!为将来构建抗出血病草

鱼新品系奠定了基础材料"

关键词! 草鱼& 草鱼出血病& 呼肠孤病毒& 衣壳蛋白靶向灭活& 转基因

中图分类号! J:08& *9411415555555 文献标志码'&

55草鱼#!/-+).9'03+4)*)+ 1*-22'$是我国四大

家鱼之一"2312 年产量达 4:011: 万 D"在淡水养

殖鱼类中最高
)1*

+ 草鱼出血病的病原体为呼肠

孤病毒# LC;@@4;CH C3/X<CA@"9-$.$ "属水生呼肠

孤病毒
)2*

+ 9-$.基因组共含有 11 条编码 12

种蛋白质的双链 $%&# B@$%&$ "其中"衣壳蛋白

.6/ 是构成病毒粒子内层蛋白的基本骨架"为

病毒装配所必需
)/*

+ 养殖水温对 9-$.病毒的

增殖起着重要作用"草鱼出血病在夏秋季节"当

水温 28 </3 M时最易暴发流行"而在气温较低

的冬 春 季 节 或 大 于 // M 的 夏 季 基 本 不 暴

发
)4 68*

+ 草鱼出血病的相关研究工作虽然取得

了一定的进展"但还未培育出有效的抗病毒新

品系
)7 60*

+

23 世纪 03 年代初"朱作言等
)9*

建立了鱼类

转基因模型"开辟了一条鱼类遗传育种新策略+

1991 年"美国约翰霍普金斯大学的 %;D@/A0<@

等
)13*

首次提出了应用衣壳蛋白 6核酸酶融合蛋

白 靶 向 灭 活 病 毒 # 4;H@<B7D;CL3D3B X<C;0

<>;4D<X;D</>"-E.)$的新型抗病毒策略"该技术是

将病毒衣壳蛋白 6核酸酶融合蛋白装配到病毒粒

子中"使核酸酶接触并降解病毒核酸"从而达到抑

制病毒复制的目的"这是一种前所未有的抗病毒

策略"具有广阔的应用前景
)11 61/*

+ -E.)策略已

成功用于乙肝病毒
)14 618*

(人免疫缺陷病毒
)17*

(鼠

白血病病毒
)1:*

(登革病毒#23>.$

)10 623*

等多种病

毒的抗病毒研究"取得了一定的效果+

本研究采用 A4E2 转座子作为转基因的载

体
)21 62/*

"分别采用鲤热休克蛋白 :3 启动子和爪

蟾#J-+).5,2'-(1,$,(1

!

启动子"构建 9-$.衣

壳蛋 白 .6/ 与 金 黄 色 葡 萄 球 菌 核 酸 酶

#=/'.932)8)885,'50-5,>A403;@3"*%$融合表达的

-E.)转基因质粒"通过显微注射技术将其注射

到草鱼 1 <2 细胞期受精卵内"获得了带呼肠孤病

毒衣壳蛋白靶向灭活基因的转基因草鱼 6

3

"本实

验为获得草鱼抗出血病新品系奠定了基础材料+
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15材料与方法

!#!$实验材料

草鱼催产(人工授精(孵化和养殖在上海海洋

大学农业部团头鲂遗传育种中心进行+ 亲本为基

地保存的长江水系优良草鱼家系+ 采用 '+$+7

&2#8

"

L5OL$和 2"F#/ <8 :L5UL$进行雌鱼的

人工催产"雄鱼剂量减半+ 转基因草鱼 6

3

的饲养

管理(样品处理及检测方法等均与对照组相同+

HELK27,(1

!

739(6质粒和体外转录辅 助质粒

H-*27-F.7LKE6

)2/*

均保存于上海海洋大学农业

部淡水水产种质资源重点实验室+ 金黄色葡萄球

菌菌种保存于本实验室 603 M冰箱+

!#%$转基因质粒 >,97%FLH!

"

FT/&FO)的构建

采用 8</,B<D:121/ 软件对 93>8;>U 现有不

同草鱼的 9-$.病毒株衣壳蛋白 .6/ 序列

9#/83:42

)24*

(+J2/1233

)28*

和 !J:02:41

)27*

进行

序列比对"设计出包含起始和终止密码子的长度

为 / 799 GH 的草鱼 9-$.病毒 .6/ 基因序列"委

托南京金斯瑞生物技术有限公司进行全基因合

成"并亚克隆获得 H#-8:7.6/ 质粒"其 8R(/R端包

含 ='2)(I'6+)限制性酶切位点+ 根据 93>8;>U

中金黄 色 葡 萄 球 菌 核 酸 酶 # *%$ 基 因 序 列

#93>8;>U 号!,(829897 $设计带 I'6+)和 &)/)

酶切位点的引物 *%7(和 *%7$"在引物 *%7(序

列的 8R端添加了编码 7 个氨基酸残基序列"作为

*%与 .6/ 之间的连接序列
)14 623*

+ 以金黄色葡

萄球菌基因组 2%&为模板进行 6-$扩增"扩增

产物与 HF2719E#E;O;$;公司$载体连接"获得

HF2719E7*%质粒"包含了 48/ GH 的 *%核苷酸

序列+ 使用限制性内切酶 I'6+)和 &)/)对质粒

HF2719E7*%和 HELK27,(1

!

739(6质粒进行双酶

切"再用 E4 连接酶连接后获得 HELK27,(1

!

7*%

质粒+ HELK27,(1

!

7*%质粒和 H#-8:7.6/ 质粒

用限制性内切酶 ='2)和 I'6+)进行双酶切(连

接(转化"挑取阳性克隆"测序验证终获得 HELK27

,(1

!

7.6/7*%转基因质粒+ 所用引物如表 1 所

示"均由上海生工生物技术有限公司合成+

表 !$质粒构建扩增及其检测引物

,-.#!$,K3>012304780><-4216-2><171;-I18:-:663I3;I18:

引物

HC<:3C>;:3

退火温度5M

;>>3;0<>L D3:H3C;DAC3

引物序列#8R7/R$

HC<:3C@3SA3>43

*%7(

*%7$

8712

-9-99&E--E&-E9E-E&E&9-9-&&-EE-&&-E&&&&&&EE&-&E

&E&&9&&E9-99--9-EE&EE9&--E9&&E-&9-9EE9E-EE-9-E

.6/7(

.6/7$

8813

&-9-9E-9&-&--&E9-&E-9E-&E&&-&9&&-&-9E9

-9-99&E---E-E&-E---9--&E&9EE---&&&9-&

+@H:37(

+@H:37$

8712

--9-E-9&99&&E99&E&&99-E9&9

EE--9-99--9-E&E99--9&-9E-9&-9E-9E-&9-99-E9-EEE-E

.6/7(

*%7$

8:13

--9&99-9EE&9E&9E9E

&&9--EE9&-9&&-E&&&

!#&$转基因质粒 >,97%FU4>"S/FT/&FO)的构建

根据斑马鱼热休克蛋白 :3 序列 #93>8;>U

号!8-1:1484$信息"在中国水产科学研究院基因

组中心鲤全基因组测序数据库 # ?DDH!

!

===1

4;CHG;@31/CL50/L<>1H?H$中查找鲤热休克蛋白 :3

基因 8R端上游的序列"设计出 +@H:3 HC/:/D3C的

引物 +@H:37(和 +@H:37$如表 1 所示+ 引物 8R端

带有 J9))(/R端带有 ='2)限制性酶切位点"以鲤

基因组 2%&为模板进行 6-$扩增"扩增目的片

段大小为 2 133 GH+ 扩增产物与 HF2719E载体

连接"获得 HF2719E7+@H:3 HC/:/D3C质粒+ 使用

限制性内切酶 J9))和 ='2)对 HF2719E7+@H:3

HC/:/D3C和 HELK27,(1

!

7.6/7*%质粒双酶切"用

E4 连接酶(连接(转化"挑取阳性克隆"测序验证

终后获得 HELK27+@H:37.6/7*%转基因质粒+

!#'$,97% 转座酶 2()*的体外转录

体外转录辅助质粒 H-*27-F.7LKE6包含 *67

启动子和大小为 8:: GH 的金鱼 A4E2 转座酶开放阅

读框+ 以 H-*27-F.7LKE6质粒经 &)/)内切酶单酶

切线性化"大量 2%&产物纯化试剂盒对线性化

H-*27-F.7LKE6进行回收纯化"使用 :F3@@;L3

:F;4?<>3U<D#&:G</>$体外合成转座酶:$%&

)2/*

+

!#+$显微注射

采用美国 W/C0B 6C34<@</> )>@DCA:3>D公司的

6.0/3 6>3A:;D<46<4/6A:H 型号显微注射仪和

%<U/> 公司的 *FY71833 体式显微镜"显微注射系

:891
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统通过氮气气压驱动+ 显微注射用针为 1 ::毛

细玻璃管经拉针器拉制而成+ 将草鱼受精卵置于

培养皿#

!

B7 4:$中"吸弃水使受精卵单层排列"

占据培养皿的约 154+ HELK27,(1

!

7.6/7*%或

HELK27+@H:37.6/7*%质粒 #终浓度 83 >L$(A4E2

转座酶 :$%&#终浓度 133 >L$与酚红混匀后"加

入显微注射用针中"注射到草鱼 1 <2 细胞期胚胎

中"每颗卵的注射量为 1 <2 >'+ 注射完毕后"将

受精卵放置培养皿中培育"每 4 ? 换已曝过气的

自来水"定期在显微镜下观察其发育状况并拍照+

!#@$转基因阳性个体的检测与筛选

抽取 2 龄转基因草鱼和同龄对照鱼的尾静脉

血液"采用天根生物有限公司的基因组 2%&提

取试剂盒提取总 2%&+ 根据衣壳蛋白基因 .6/

和核酸酶基因 *%序列设计引物 .6/7(和 *%7$

#表 1$"以普通草鱼为阴性对照"以质粒 HELK27

,(1

!

7.6/7*%和 HELK27+@H:3H7.6/7*%为阳性

对照"进行 6-$扩增"目的片段大小分别为 1 841

GH+ 扩增产物经 112N的琼脂糖凝胶电泳",8染

色"&0H?;)>>/D34? 凝胶成像机上进行观察拍照"

割胶回收(连接(转化和测序"每个样品选取 / 个

单克隆进行测序"将测序结果与转基因质粒序列

比对"统计相似度+

25结果

%#!$转基因质粒 >,97%FLH!

"

FT/&FO)和 >,97%F

U4>"SFT/&FO)的构建

构建的转基因 HELK27,(1

!

7.6/7*%质粒包

含金鱼 A4E2 转座子的两个末端 '223 和 $108(

,(1

!

启动子以及 9-$.衣壳蛋白 .6/ 和核酸酶

*%序列"&:H

C

氨苄抗性基因序列"包含 =.-)(

J9))(='2)(I'6+)(&)/)(!2')(I42)和 K.+)限制性

酶切位点"转基因目的区域为质粒 2 220 GH 至

: 73/ GH区域共 8 /:7 GH"质粒结构见图 1+ 构建

的转基因 HELK27+@H:37.6/7*%载体 #图 2$包含

+@H:3 启动子"其他部分与 HELK27,(1

!

7.6/7*%

质粒完全相同"转基因目的区域为质粒 2 2// GH

至 9 227 GH 区域共 7 994 GH+

%#%$转基因草鱼阳性个体的观察与检测

将实验组与对照组在相同条件下进行孵化"

对不同时期胚胎进行拍照"观察胚胎在 12 ?HK(24

?HK(/7 ?HK及一龄草鱼的发育状况" 及注射

HELK27,(1

!

7.6/7*%或 HELK27+@H:37.6/7*%质

粒与 A4E2 转座酶 :$%&的转基因草鱼胚胎发育

情况#图 /$+ 观察发现"在相同的培养环境下"注

射组草鱼胚胎及幼鱼和对照草鱼胚胎及幼鱼的发

育状况基本一致"说明显微注射外源质粒和转座

酶对草鱼形态和生长发育未产生影响+

图 !$草鱼抗出血病转基因质粒

>,97%FLH!

"

FT/&FO)的结构

H19#!$OI05;I50387>,97%FLH!

"

FT/&FO)I0-:493:1;

68:80><-421678090-44;-0>K32800K-91;6143-43

图 %$草鱼抗出血病转基因质粒

>,97%FU4>"SFT/&FO)的结构

H19#%$OI05;I50387>,97%FU4>"SFT/&FO)I0-:493:1;

68:80><-421678090-44;-0>K32800K-91;6143-43

%#&$转基因 >,97%FLH!

"

FT/&FO)质粒草鱼阳性

个体检测

在正常的草鱼中不存在 9-$.衣壳蛋白

.6/ 和金黄色葡萄球菌核酸酶 *%基因序列"针

对该区域设计特异性引物 .6/7(和 *%7$"对转

HELK27,(1

!

7.6/7*%质粒草鱼共计 1/2 尾进行

6-$检测+ 扩增的特异性分子条带大小为 1 841

GH"其中 8/ 尾可检测出特异性条带"阳性率为

4312N#图 47;$+ 对 4 尾样品#2(:(0 和 14$的阳

性扩增产物进行回收(克隆和测序验证"测序结果

与 HELK27,(1

!

7.6/7*% 质粒序列比对" HELK27

,(1

!

7.6/7*%质粒的转基因元件已成功整合到

草鱼的基因组中#图 47G$+

0891
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图 &$转基因草鱼不同发育时期胚胎及幼鱼

1 </"13 正常草鱼' 4 <7"11 注射 HELK27,(1

!

7.6/7*%和 A4E2 转座酶 :$%&草鱼' : <9"12 注射 HELK27+@H:37.6/7*%草鱼和 A4E2

转座酶 :$%&"黑色线条 733

"

:

H19#&$,K36177303:I63M3<8>23:I4I-9332.0?84-:6V5M3:1<3487I0-:493:1;90-44;-0>

1 6/"13 %/C:;0LC;@@4;CH' 4 67"11 )>Z34D</> HELK27,(1

!

7.6/7*% H0;@:<B ;>B A4E2 DC;>@H/@;@3:$%& /KLC;@@4;CH' : 69"12

)>Z34D</> HELK27+@H:37.6/7*%H0;@:<B A4E2 DC;>@H/@;@3:$%&/KLC;@@4;CH"G0;4U G;C733

"

:

图 '$转 >,97%FLH!

"

FT/&FO)质粒草鱼的 /D(检测"-#及与供体质粒序列比对模式图".#

21草鱼阴性对照' 91供体质粒 HELK27,(1

!

7.6/7*%阳性对照' F1分子量标准' 1 <181HELK27,(1

!

7.6/7*%质粒显微注射草鱼

H19#'$/D(-:-<?414"-#-:643J53:;3-<19:23:I87>,97%FLH!

"

FT/&FO)43J53:;34

.3IR33:I0-:493:1;90-44;-0>-:668:80><-4216".#

21>3L;D<X3LC;@@4;CH 4/>DC/0' 91H/@<D<X34/>DC/0B/>/CH0;@:<B HELK27,(1

!

7.6/7*%' F1:/034A0;C=3<L?D@D;>B;CB' 1 6181HELK27

,(1

!

7.6/7*%H0;@:<B :<4C/<>Z34D</> LC;@@4;CH

9891
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%#'$转基因 >,97%FU4>"S/FT/&FO)质粒草鱼阳

性个体检测

以特异引物对 .6/7(和 *%7$对注射 HELK27

+@H:37.6/7*%质粒草鱼共计 101 尾进行 6-$检

测"扩增条带大小为 1 841 GH"其中 7: 尾检测出

特异性条带"阳性率为 /:13N#图 87;$+ 对 4 尾

样品#2(8(13 和 14$的阳性扩增产物进行回收(

克隆和测序验证"测序结果与 HELK27+@H:37.6/7

*%质粒序列比对"结果表明"HELK27+@H:37.6/7

*%的转基因元件已成功整合到草鱼基因组中

#图 87G$+

图 +$转 >,97%FU4>"SFT/&FO)质粒草鱼的 /D(检测"-#及与供体质粒序列比对模式图".#

21草鱼阴性对照' 91供体质粒 HELK27+@H:37.6/7*%阳性对照' F1分子量标准' 1 <181HELK27+@H:37.6/7*%质粒显微注射草鱼

H19#+$/D(-:-<?414"-#-:643J53:;3-<19:23:I87>,97%FU4>"SFT/&FO)43J53:;3

.3IR33:I0-:493:1;90-44;-0>-:668:80><-4216".#

21>3L;D<X3LC;@@4;CH 4/>DC/0" 91H/@<D<X34/>DC/0B/>/CH0;@:<B HELK27+@H:37.6/7*%' F1:/034A0;C=3<L?D@D;>B;CB' 1 6181HELK27

+@H:37.6/7*%H0;@:<B :<4C/<>Z34D</> LC;@@4;CH

/5讨论

&#!$选用 LH!

"

和 U4>"S 启动子构建转基因载

体的原因

基因表达的组织特异性主要由调控序列特别

是启动子决定"爪蟾 ,(1

!

启动子和 +@H:3 启动

子已运用于多种转基因鱼类的研究与载体的构

建
)2: 629*

+ 研究表明"爪蟾的 ,(1

!

启动子属广泛

组织表达类型
)20*

"本实验采用爪蟾的 ,(1

!

启动

子构建草鱼抗出血病病毒转基因 HELK27,(1

!

7

.6/7*%质粒"其在转基因阳性草鱼组织中应属

组成性的广泛表达"能够对染病草鱼的各种组织

起着保护作用"但对无病毒感染的组织而言则可

能造成能量浪费或产生毒性+ 为了避免外源基因

的广泛表达对草鱼生长发育产生潜在的影响"本

实验还选用了鲤热休克蛋白 :3 启动子来控制

.6/7*%融合蛋白的条件表达"当水温在 2: M左

右时"热休克蛋白 :3 启动子可驱动下游目的基因

的表达
)29*

"而此温度条件下 9-$.也最易暴发"

.6/7*%融合蛋白则可能在热休克 :3 启动子的调

节下产生继而发挥融合蛋白的功能+ 尽管如此"

未来还需进一步开展转基因草鱼的攻毒试验"以

验证 2 种抗出血病转基因系统的有效性+

&#%$678% 转座系统可提高草鱼 D,TG转基因的

效率

在正常草鱼基因组中"不应存在 9-$.衣壳
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蛋白 .6/ 和金黄色葡萄球菌核酸酶 #*%$序列+

在 2 种不同启动子的转基因阳性 6

3

草鱼基因组

中"均含有外源 9-$.衣壳蛋白 .6/ 与 *%基因

片断"阳性率分别为 4312N和 /:13N+ 金鱼 A4E2

是一个新的具有天然活性的 9;A转座子"基于金

鱼 A4E2 转座子的二元转座系统在金鱼(鲫(鲤和

团头鲂中的转座效率超过 /3N<73N"并可实现

大片段基因序列的精切插入
)2/"/3 6/2*

+ 草鱼转基

因 质 粒 HELK27,(1

!

7.6/7*% 和 HELK27+@H:37

.6/7*%的目标转移区域分别长达 8 /:7 GH 和

7 994 GH"如采用注射线性化质粒的方式"转基因

效率通常低于 8N"并会产生大量的不精确插

入
)//*

"而 A4E2 转座系统作为转基因的载体"则能

够实现携带较长外源基因在受体基因组中的精确

整合
)22 62/*

+

&#&$抗草鱼出血病转基因 /

S

构建的潜在价值

9-$.会引起草鱼出血病的暴发"对草鱼养

殖业危害极大"科学家们进行了大量 9-$.的基

础生物学研究"迄今尚无有效的防治措施
)/4 6/7*

+

衣壳蛋白靶向灭活#-E.)$策略是将病毒衣壳蛋

白 6金黄色葡萄球菌核酸酶#*%$的融合蛋白装

配到病毒粒子中"使核酸酶接触并降解病毒核酸"

从而达到抑制病毒复制的目的+ 目前 -E.)策略

已用于多种哺乳动物病毒的抗病毒研究"*%是

-E.)策略中应用最为广泛的抗病毒核酸酶"该

酶结构简单#仅一条单肽链$"其活性严格依赖于

-;

2 C

离子浓度"对 $%&或 2%&都具有降解作

用"是一种对核酸非专一性的核酸酶
)13*

+ *%与

9-$.衣壳蛋白 .6/ 融合蛋白通常对细胞不产

生毒性"该新型的抗病毒 -E.)策略为研究抗出

血病转基因草鱼提供了一种新策略+ 1998 年"

%;D@/A0<@等
)13*

利用 *%和衣壳蛋白融合蛋白靶向

定位到小鼠白血病病毒粒子中"结果证明白血病

病毒的拷贝数降低了 /3 <133 倍+ 本实验采用

A4E2 转座子介导"根据 9-$.衣壳蛋白 .6/ 读码

框序列"分别连入爪蟾的 ,(1

!

启动子或鲤热休

克蛋白 :3 启动子"首次构建出 123 尾 6

3

-E.)转

基因草鱼"为将来构建抗出血病转基因草鱼品系

奠定了基础+

本文部分实验设计得到上海海洋大学吕利群

教授的帮助!特此致谢"
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