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摘 要 在掌握小鼠 RG+R技术的基础上，进行了 RG+R技术生产转基因小鼠的研究。来自成年 X7小鼠附睾尾的精子，使用未
加抗冻剂的 TMYM+OGZJ 溶液，在液氮中冻融 = 次后，用于本实验。解冻精子与 [*; 混匀 = /4D 后，精子头被显微注射到
J$[!F=小鼠成熟卵母细胞质中。精子头与 -MVFYO*=环状 [*;共注射生产的 RG+R受精卵，在 GZJ溶液中培养至囊胚期时，
H%)=\（%]!H）的囊胚表达 VFY基因。精子注射后 $9，直接移植 RG+R受精卵后，:只妊娠受体一共产仔 H#只，效率为 !H^N\
（H#]=!$）。+’B.9,1D 0(’.分析其中 =$只小鼠发现，H只（=N^N\）转基因小鼠同时整合了 VFY和 *,’/<34D基因，它们全部来自精
子和线性 [*;混合的实验组（阳性效率为 HH^H\，H]%），相反，精子与环状质粒 [*;共注射生产的 :只 RG+R后代中，没有检测
到外源基因。转基因小鼠整合的外源基因能够传递给它们后代。结果说明，利用 RG+R技术可以高效地生产转基因小鼠，宿主
基因组可能更容易整合线性化的外源基因。
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利用显微操作技术，直接将精子注射至成熟卵

母细胞质的方法，称为胞浆内精子注射技术，简称

!"#!（$%&’()*&+,-(./$) .,0’/ $%10)&$+%）。目前，该项技
术已经成功地用于生产试管婴儿［2］和研究哺乳动物

的受精机理［3］。2444年和 3556年，美国和日本科学
家分别将 !"#!技术应用于动物转基因领域，成功地
获得了转基因小鼠［7］和大鼠［6］，而且转基因的效率

不低于显微注射法。这项技术简单易行、嵌合体比

例低，而且还可以高效率地生产整合人工染色体等

超长片段 89:的转基因小鼠［;，<］。遗憾的是，国际
上还没有 !"#! 方法生产转基因家畜的报道。在国
内，我们在成功获得我国首例 !"#! 小鼠［=］的基础
上，本文以 >?@为报告基因，进一步获得了采用 !"#!
技术生产的转基因小鼠，为转基因动物的研制和家

畜乳腺生物反应器项目的研究提供了有益参考。

! 材料和方法

!"! 主要材料
实验用 8A:B3、";=ACB<和昆明（DE）小鼠，购

自中国医学科学院实验动物中心，";=ACB<母鼠与
8A:B3公鼠繁殖的 ?2代简记为 A<83?2（黑色），用
于本实验。小鼠的饲养管理见文献［=］。除特殊说
明外，所有胚胎用试剂均购自 #$F/(公司。精子显
微注射使用 @$0G+ @EEH2;5?I 操作系统（生产商
@’$/0J0)K CJ8，L(,(%；经销商上海明美科技有限公
司）。胚胎培养溶液为 "MA N ;O;<//+-BC 8HF-P)+.0
N 6/FB/C A#:；操作液为 35//+-BC QR@R#HSPTT0’0U
"MA N ;//+-BC 9(Q"V7，参照文献［W］所述方法配
制。J(X酶和限制性内切酶购自大连宝生物公司。
分子生物学试剂全部为国产，特殊说明除外。@"Y
引物由上海博亚公司合成。

!"# 方法
!"#"! 显微注射用 89: 的制备：,R>?@H92 质粒
（"-+%&0)K "+Z C&U，序列见 >0%A(%[ I;;=<3）包含
"E\B>?@和 #\65B90+/*)$%两种报告基因结构。具
体制备和纯化见文献［4］，最后按 ;5 %FB!C的浓度溶
于 UUQ3V配制的 35//+-BC J’$.·"- N ;//+-BC R8J:
（,QWO5）溶液中，过滤除菌后分装，] 35^保存备用。
!"#"# !"#! 程序：参照文献［=］，用 QR@R#H"MA 溶
液，从隔离交配 6U的 6月龄 DE公鼠附睾尾部收集
上游精子，75!C分装，直接投入液氮中冻存（无抗
冻剂）。使用前，冻融 2 次的精子直接用 3;^水浴
解冻，室温下先与 ,R>?@H92 89:溶液混匀，89:终

浓度为 ;%FB!C，静置 2 /$%；然后，再用 23_ @\@H7<5
与精子B89:混合液按 3 ‘2再混合，准备注射。

= a W 周龄 A<83?2 母鼠超数排卵，成熟卵母细
胞准备和精子注射详见文献［=，W］。简言之，注射
K">后 26 a 2;K，收集卵丘H卵母细胞H复合体，用
QR@R#H"MA N 2 /FB/C K*(-P’+%$U(.0 溶液消化去除
卵丘细胞，每组 ;枚成熟卵母细胞置于 73^恒温操
纵台上马上注射。注射时，用外径 W!/的注射针吸
取 89:B@\@H7<5溶液中的精子头，用 @$0G+脉冲依次
击穿透明带和卵子质膜，将精子头缓慢注射至卵子

细胞质深处，轻轻退针，完成一次注射。全部 ;枚成
熟卵母细胞注射完成后，静置 ; a 25/$%，然后用 "MA
洗涤，移入 "V3 箱培养。继续进行第二批注射。

K">后 2=K，完成显微操作过程。
!"#"$ 胚胎培养和移植：参照文献［=］所述培养和
移植 !"#!胚胎。具体地，注射后 < K，检查原核形成
和 @A3 的排出情况，用 "MA溶液继续培养 !"#!受
精卵或者直接移植。胚胎移植时，约 2; a 35枚受精
卵移植至受体的单侧输卵管，24 a 35U 时，检查小
鼠出生情况。

!"#"% 转基因小鼠及其 ?2后代的分子鉴定：
（2）@"Y：7 a 6周龄的幼鼠，剪取 2O5)/尾尖组
织，用含有 5O6/FB/C 蛋白酶 D（:/0’.K(/）的 #9RJ
盐溶液在 ;;^水浴中消化过夜。酚 ‘氯仿 ‘异戊醇
（3; ‘36 ‘ 2）抽提 75 /$%后，23555’B/$%，离心 ;/$%，吸
取上层水相；加入等体积异丙醇混匀，可见 89:析
出，将其转移到无菌 R,,0%U+’T 管中，=5_乙醇洗涤
并且真空干燥，最后溶于 JR（,QWO5）溶液中，6^储
存备用。

用质粒作阳性对照，以野生型小鼠尾尖基因组

89:作阴性对照，以 5O; a 2O5!F !"#! 小鼠 89: 作
为模板分别进行 >?@和 90+/*)$% 基因片段的 @"Y
扩 增 反 应。 >?@ 基 因 片 段 （ 正 向： ;bH
J">J>:"":"""J>:""J:H7b， 反 向： ;bH
"JJ>:J>"">JJ"JJ"J>"H7b）和 90+/*)$% 基因片段
（正向：;bHJ":"J>::>">>>::>>>:"JH7b，反向：
;bH:>">>">:J:"">J:::>":"H7b）的 @"Y 扩增条
件是：46^，;/$%；46^，75.，;=^，75.，=3^，6;.，7;
个循环；=3^，25/$%，产物长度分别为 75WS, 和
646S,。
（3）#+P&K0’% S-+&：参照 Y0U$,’$/0JE"随机引物标
记试剂盒（:/0’.K(/）所述，以 !"#Y# N $#%#双
酶切 ,R>?@H92质粒回收的 ==2 S,片段和 @"Y产物
（646 S,）分别作为合成 >?@和 90+/*)$%基因探针的
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模板，用!" #$%&’# 各标记 () *+ 的基因杂交探针备
用。

每只小鼠的两份各 ()!+ 基因组 ,-.，分别用
（!"#/" 0 $#%"）和（ &%’" 0 !"#1()2"）双酶切
后，参照 34567889 : /;<<=>>等［()］所述方法，酶切产
物分别用 )?@A的琼脂糖凝胶进行电泳，并碱转移
至带有正电荷的两张 BC68*% -0尼龙膜（.5=7<D45）
上。结合 ,-.的尼龙膜用不含探针的磷酸$3,3预
杂交 E D后，更换杂交液，分别换用新标记的 FG#和
-=85CHI*变性探针溶液 JEK继续杂交 (" L (JD，然
后用磷酸$3,3溶液"和#充分洗涤，并在 M N)K冰
箱中用 O感光胶片（P8%49）放射自显影 "Q D左右，
显影并定影。

!"#"$ 统计分析：实验数据的百分数显著性分析用
%$检验。

# 结果

#"! %&’基因在早期 ()*(胚胎中的表达
利用 #I=R8操作系统，精子头和环状 FG#$-(质

粒 ,-. 共注射的 ()E 枚 S&3S 胚胎中，2) 枚卵裂
（@E?N A），其中 J)和 "!枚发育至桑椹（EN?( T< @(?Q
A）和囊胚（"(?2 T< JN?QA）阶段，发育率显著（( U
)?)E）低于正常受精胚胎（表 (）。荧光检测发现，部
分桑椹胚（图 (4，6）和囊胚（图 (H，%）表达 FG#蛋白，
其中表达 FG# 基因的囊胚比例为 !2 V (A（2W"!，表
(）。胚胎移植后，N只妊娠受体产仔 !)只，占移植胚
胎数的 "!?@A（!)W("J，表 "）。发育至成年的 (J只
小鼠，没有异常行为和生理病症。

表 ! ()*(转基因胚胎的体外发育
+,-./ ! !" #$%&’ 0/1/.234/56 27 68,59:/5;< /4-8=29 3820></0 -= ()*(

-V 8X Y567C8< 4Z %IXX=7=*Z <Z4+=<WA
#78*;H>=;< "$H Q$H [87;>4 \>4<Z8HC<Z FG#0 \>4<Z

S&3S（) ] !） ()E 2)（@E?N） @J（@(?2） J)（EN?(!!） "!（"(?2!!） 2（!2V(）
-8754> X=7ZI>IR4ZI8* Q! Q)（2!?)） !2（2)?N） !E（@(?Q） "2（JN?Q） )

!!：̂ 4>;=< I* ZD= <45= H8>;5*< %IXX=7 <I+*IXIH4*Z>C（( U )?)(）V

图 ( S&3S转基因胚胎
GI+V( ’74*<+=*IH =567C8< _78%;H=% 6C S&3S

18HCZ=< ‘=7= 5IH78I*a=HZ=% ‘IZD X78R=* <_=75 D=4% ZD4Z D4% 6==* _7=I*H;64Z=% ‘IZD HI7H;>47 _YFG#$-( ,-.V ’D= =567C8< 4Z ZD= 587;>4=（6）4*% 6>4<Z8HC<Z
（%，ZD= >=XZ ‘4< _8<IZIT= 4*% ZD= 7I+DZ ‘4< *=+4ZIT=）<Z4+=< ‘=7= <D8‘* FG# =b_7=<<I8* ;*%=7 c^ >I+DZ V 4 4*% H 47= >I+DZ XI=>%（ d "))）V
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!"! 转基因小鼠的分子鉴定
!"#发现，检测的 $%只 &"’&小鼠中（$ ( )号为

线性 *+,-精子共注射组，$. ( $% 为环状 *+,-精子
共注射组），各有 /只小鼠为 01!（2，3，4，%，5，)，
$%；图 2）和 +6789:;<阳性小鼠（$，2，3，%，5，$.，
$%；图 2）。分别用32 !=>"?!标记的 @A01!=+$ 质粒

酶切片段和 !"#产物（B)BC@）作为探针检测全部 $%
只 &"’&小鼠，’7DEF6G< CH7E结果发现，3 只 &"’& 小鼠
（2，3和 5号）同时整合了 $ ( $.拷贝的 01!（//BC@）
和 +6789:;<（$2//C@）基因（图 3），总效率为 $5I5J
（3-$%）。它们全部来自线性 *+, 与精子共注射的
实验组。

表 ! #$%#转基因小鼠的结果统计
&’()* ! %+,,’-. /0 1-’234*256 ,56* (. #$%#

*+, #6:;@;6<EK A8CG97K EGL<KM6GG6> ?7ELH @D@K NMMK@G;<O L<LH9P6> 01!Q -+67Q -J
R;<6LG B %4 $2 ) 3（33I3）
";G:DHLG 3 %$ $5 / .
?7ELH / $2% 3. $% 3（$5I5）

图 2 &"’&转基因小鼠的 !"#分析
1;OS2 ?F6 @LEE6G<K 7M !"# L<LH9K;K 7<

EGL<KO6<;: 8;:6 @G7>D:6> C9 &"’&
!"# L<LH9K;K 7M E7ELH *+, MG78 :7<EG7H T%*21$（UE$ L<> UE2），8;:6 2，

3，4，%，)，$%，$，B，/ L<> 5 M7G 01! O6<6 ;<E6OGLE;7<（D@@6G），L<>

8;:6 2，3，%，5，$.，$，4，/ L<> $% M7G +6789:;< O6<6（H7U6G）S

’7DEF6G< CH7E印迹分析转基因小鼠的正常 1$后
代发现，外源基因随机传递给子一代，符合孟德尔遗

传规律。如图 B 所示，3 号转基因小鼠染色体中整
合的 <6789:;<基因，能够正常的传递给一窝 5只 1$
代中的 B只（HL<6 L ( F）。

7 讨论

在不转移外源基因的小鼠 &"’&前期实验中，我
们使用新鲜精子头生产小鼠的效率为 23I3J［/］，与
本文的生产效率相近（23I5J）。本文结果发现，即
使不使用抗冻剂，精子直接用 VA!A’="WT在液氮中
冻融 $次也不影响精子 *+,的空间结构，精子传递

图 3 &"’&转基因小鼠的 ’7DEF6G< CH7E分析
1;OS3 ’7DEF6G< CH7E L<LH9K;K 7M E7ELH *+, MG78 :7<EG7H T%*21$（UE），8;:6 3，5，

L<> 2 DK;<O >;MM6G6<E @G7C6K M7G 01!（@A01=+$ MGLO86<E，//BC@，D@@6G）L<> +6789:;< O6<6K
（!"# @G7>D:E，B)BC@，H7U6G），;< UF;:F EF6 6X@6:E6> ;<E6OGLE6> CL<> ULK $2//C@

AKE;8LE6> EGL<KO6<6 :7@9 <D8C6GK @6G O6<786 U6G6 KF7U< ;< EF6 H6ME HL<6KS

?F6K6 G6KDHEK KF7U< EFLE 8;:6 2，3，L<> 5 U6G6 EGL<KO6<;: M7D<>6GK @G7>D:6> C9 &"’& S

图 B 外源基因遗传的 ’7DEF6G<分析
1;OSB ’7DEF6G< CH7E L<LH9K;K 7M <6789:;< EGL<KO6<6

7M 1$ 7MMK@G;<OK MG78 EGL<KO6<;: M7D<>6G 3
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雄性遗传物质的能力没有被破坏，这与国外的研究

结果相似［$$ Y $3］，暗示精子的 *+,-精蛋白结构稳定
性非常强，不会被轻易破坏，为研究精子的冷冻方法

和保存精液提供了有益的参考。

本文结果显示，&"’&生产转基因小鼠的总效率
为 $5I5J，如果单纯看线性 *+,的整合效率，则可
以达到 33I3J，远高于环状 *+,的效率，这是动物
转基因领域的一个共识，但是，本文的结果不能作为

这个观点的证据，还不能简单的认为，环状 *+,的
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整合效率显著低于线性化的 !"#，本文的数据还不
够充分，缺乏严格的可比性。对于 $%&$转基因和传
统的原核期受精卵的显微注射法来说，由于外源基

因整合时存在差异，由此暗示我们，$%&$转基因技术
更有利于线性化 !"#的整合过程，目前，还没有这
方面的具体比较，无法明确的下结论。本文清楚的

是，这项技术的转基因效率不低于本课题组利用显

微注射生产转基因小鼠的效率，而且外源基因的整

合拷贝数也没有明显的区别，整合到小鼠染色体的

外源基因能够正常地遗传给后代，符合孟德尔遗传

规律。

作为一种新型的动物转基因技术，利用 $%&$生
产转基因动物在国际上获得了巨大的成功，不仅可

以生产整合小片段外源 !"#的小鼠（’()）［*］和大
鼠（+,-.)）［/］；而且可以生产分子量高达 ’0( 12的
3#%等人工染色体的转基因小鼠，!"#不会被注射
针剪切，效率更是高达 *0) 4 /.)［0，,］，这一点才是
$%&$转基因技术的魅力所在，它为转基因动物，特别
是转基因家畜的生产展现了诱人的前景，可以克服

技术效率低，费用昂贵，耗时耗人等缺点［+/］。综合

来看，$%&$转基因技术的主要优点是：!简单易行、
转基因效率不低于显微注射技术，技术上不存在种

间差异；"外源 !"#直接注射到卵母细胞质中，获
得纯合后代的比例明显提高；#精子注射针的尖端
截面积约为显微注射针的 +((倍左右，对 !"#没有
任何剪切，尤其适合基因组 !"#、3#%或 5#%等大
片段 !"#转基因动物的制备。鉴于 $%&$转基因技
术的优越性，国际上有多家实验室进行了 $%&$技术
生产转基因家畜的尝试，截至到我们写稿时为止，还

没有成功的报道［+0，+,］。我们也曾进行过 $%&$ 技术
生产转基因绵羊的尝试，只是获得了发育早期的转

基因胚胎［+.］，同样没有得到转基因绵羊，对小鼠的

成功实验，有利于我们进一步探讨绵羊 $%&$转基因
技术中存在的问题。
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