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精子介导 !"#基因在小鼠早期胚胎中的表达
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摘 要 利用 <\Y末端标记技术和免疫组化技术分析了小鼠精子体外结合内化外源 <*9的效率。试验结果表明，不同小鼠
个体的精子结合外源 <*9的阳性率有明显差异（B a #W#7），平均为 7"b。利用考马斯亮蓝染色评价了小鼠精子顶体反应发
生的情况，筛选出 =ZH培养液为较合适的体外受精液。利用小鼠体外受精技术，将体外转染 =CB 基因并获能的小鼠精子与
成熟卵母细胞进行体外受精，受精卵进行体外培养，表达 =CB胚胎的阳性率为 TW$b。验证了精子介导制备转基因小鼠胚胎
的可行性，并建立了利用精子载体法制备转基因小鼠胚胎的平台。
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精子因在受精过程中的独特作用而被认为是转

移外源 <*9的理想载体。从 7‘$7 年，e6,0A/; 第一
次证实精子具有结合及内化转运外源 <*9的能力，
并能将外源 <*9 利用受精过程导入卵母细胞［7］。

7‘G‘年和 7‘‘G年，P,21;6,D’先后两次采用外源 <*9
与小鼠精子共孵育的方法获得了转基因小鼠，分别

得到了 "#b 和 $WTb阳性率［!，"］。!##!年，P,21;6,D’
又将 <*9处理的猪精子进行人工受精，得到的仔猪



中 !"#为阳性后代，其中 $%#的转基因猪表达具有
生物活性的 &’()蛋白［%］。*""$ 年，我们研究所利
用 ’+,-精子介导技术获得了表达外源基因的转基
因小鼠和转基因家兔，阳性率高达 %$#［.，$］。同年，
王晓梅等将金黄地鼠精子与 ’/(共孵育后进行体
外受精，得到 0%1%#的胚胎阳性率［2］。由此可见，动
物精子能携带外源 ’/(是可以肯定的，但是由于精
子膜结构的特殊性，在精子转染过程中还有些未知

因子可能起重要作用，因此这种简单的转基因方法

要成为实用的稳定技术，还有待于深入研究。

本研究以小鼠为对象，通过利用 ’34末端标记
技术和免疫组化技术研究小鼠精子转染外源 ’/(
的效率，探讨精子与外源 ’/( 的结合机制，为精子
载体法制备转基因动物提供理论依据并建立精子结

合内化外源 ’/(的方法。

! 材料与方法

!"! 试验动物
356小鼠购于北京维通利华试验动物技术有限

公司，$ 7 ! 周龄，健康，具有正常繁殖能力，公鼠单
独饲养。

!"# 试验试剂
89:;<= >?0""、卡那霉素购于 ,:@AB 公司；’34标

记及检测试剂盒购于武汉博士德生物公司；/B5C、
+@5C* 等购于 DB=EBF;G9公司；质粒提取试剂盒、限制
性内切酶等购于宝（大连）生物公司。

!"$ 外源 %&’ ()*+,-&!的准备
HI4)J?/0质粒为本实验室保存［.，$］。用灭菌

去离子蒸馏水稀释 0!@ ’/(至总体积 0$!D；’/(热
变性：把 ’/(瓶置于沸水中，水浴 0"A:=。然后，迅
速地插入碎冰中 KA:= 以上；加 %!D ’34 6B=L<A
DBMGC:=@ +:N（高效），混匀后 *"""9OA:=离心 .A:=；置
K2P反应 *"&；加入 *!D 0"AA<COD I’8( 以中止反
应，反应液置 Q *"P保存备用。
!". 小鼠精子获能的评价与外源基因的转染
取性成熟并有受精能力的公鼠单独饲养 K L以

上，将小鼠断颈处死局部消毒，腹下正中切开，取出

附睾及输精管，用针挑开输精管，释放出精子团，将

精子团放入 %""!D获能液中进行获能处理。
利用考马斯亮蓝染色技术评价小鼠精子顶体反

应发生的情况，从而判断体外受精液对小鼠精子获

能的效果［!］。将精子涂片置于染色液中浸染 . 7
2A:=，染色后涂片用水冲洗，吹干，封片。
取获能后精子，调节精子浓度为 0 7 K R 0"$ OAD；

加入外源基因 "1.、0、01.、*和 *1.!@OAC，共孵育时间
*"、%"、$"和 S"A:=。分析精子结合外源 ’/(的适宜
条件。

!"/ 转染精子的免疫组化检查方法［0］

共孵育的精子分成两份，其中一份加入 0"
3TOAD ’/BFG3进行消化 0&，同时对精子进行免疫组
化的检测。涂片用 JU,浸洗 *次，每次 .A:=；,,5冲
洗 *次，每次 0"A:=；缓冲液"（89:F?V5C 0""AA<COD；
/B5C 0."AA<COD；HV21.）冲洗 0"A:=；0# 89:;<=>?0""
作用 0" 7 *"A:=；0# U,( 封闭 K" A:=；缓冲液#
（89:F?V5C 0""AA<COD； /B5C 0""AA<COD； +@5C* ."
AA<COD；HV S1.）洗片 *次，每次 0"A:=；滴加 ’34单
抗?碱性磷酸酶复合物（0 W."" 7 0W0"""），室温下作用
K"A:=；缓冲液"洗片 *次，每次 0.A:=；缓冲液#平
衡 . 7 0"A:=，滴加显色液（/U8）显色 "1. 7 0&；加缓
冲液$（89:F?V5C 0"AA<COD；I’8( 0AA<COD；HV !1"）
终止反应 .A:=；JU,洗片 K次，每次 .A:=，蒸馏水冲
洗；空气干燥后镜检。

!"1 卵母细胞的采集及体外受精
!"1"! 卵母细胞的准备：选取 $ 7 !周龄健康雌性
小白鼠，下午 K：K"左右注射 J+,4 0"3TO只，%2 7 %!&
后注射 V54 0"3TO只，0$&后，断颈处死，将卵巢与输
卵管一同剪下，在实体镜下找到输卵管的膨大部（壶

腹部）用针挑开将 5-5团块释放出来，利用口吸管
将 5-5洗涤 K次后置受精液中以备体外受精用。
!"1"# 体外受精与受精卵体外培养：将与 HI4)J?
/0质粒共孵育的精子 0"!D缓慢加入含有 0. 个成
熟卵母细胞的 $"!D 受精液滴中，然后置 K2P、.#
5-*、湿度 SS#条件下的 5-* 培养箱中进行培养受

精时间为 % 7 $&。将第二极体排出的受精卵洗涤数
次，去除附着精子和脱落卵丘后，转移到 5XU液（低
糖培养基）培养，每 *%& 观察胚胎发育情况。%!&后
将 %细胞期受精卵转移到含葡萄糖（0A@OAD）5XU液
中继续培养。经体外受精得到的早期胚胎（* 7 %
EGCC期）以荧光显微镜 %!! =A 蓝色激发光下观察
4)J 表达。

# 结果
#"! ()*+,-&!质粒鉴定及纯化
提取质粒 HI4)J?/0，用 !"#"、$%&6"和 ’(%#

酶切分别得到特异性片段（图 0）。质粒 HI4)J?/0
利用 !"#"单酶切得到 %12YM的酶切产物，用 !"#"
和 $%&6"双酶切得到 $*KMH和 %10YM两个片段，用
!"#"和 ’(%#双酶切得到 $%KMH 和 %10YM 两个片
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段。这些结果表明质粒 !"#$%&’()’*序列是正确的。
!"! 精子体外获能的评价
利用考马斯亮蓝染色评价小鼠精子顶体反应发

生的情况，从而判断获能液的效果。考马斯亮蓝染

色后，未获能的精子头部顶端顶体区呈深蓝色，获能

后的精子顶体区不着色，反差明显，容易辨别（图

+）。小鼠经 ,-./、012 和 20$ 三种体外受精液
345、678.+、饱和湿度培养箱中孵育 9:;<=、>:;<=、

(6:;<=，其顶体反应率见表 (。由表 (显示，最终选
择 012体外受精液作为精子获能液用于小鼠体外

受精。

图 ( !"#$%&’(酶切鉴定
$<?@( ABC=D<E<FGD<H= HE C=BH=IFJCGKC FIDD<=? HE !"#$%&’(

图 + 精子获能的评价
$<?@+ "KD<;GD<H= HE FG!GF<DGDCB K!CL;K

)GLM NJIC GFLHKH;C HE I=FG!GF<DGDCB K!CL; KDG<=CB O<DP 8HH;GKK<C NL<JJ<G=D NJIC，Q=KDG<=CB GFLHKH;C FG!GF<DGDCB K!CL; KDG<=CB O<DP 8HH;GKK<C NL<JJ<G=D NJIC@

图 3 转染后的阳性精子顶体后躯着色
$<?@3 -DG<=CB !HKDGFLHKH;GJ LC?<H= HE !HK<D<RC K!CL; GEDCL DLG=KECFD<H=

0PC !HK<D<RC K!CL;K ;GLMCB NS“%”，=C?GD<RC K!CL;K ;GLMCB NS“’”<= DPC E<?ILC@

表 # 小鼠精子在不同体外获能液中的获能情况
$%&’( # !" #$%&’ )%*%)+,%,+-. -/ 0-12( 2*(30

+. 4+//(3(., )%*%)+,%,+-. /’1+4

’IDL<C=D EJI<B
TGDC HE K!CL; GFLHKH;C LCGFD<H=

9: ;<= >: ;<= (6: ;<=
,-./ 3(UV W 3U64 6VU( W +UX( 64U4 W +U43
012 39U: W 3U3+ 6XU+ W +UVX V:U+ W +U6>
20$ 3+U4 W 3U4X 64U4 W 3U+( 6>U4 W 3U:3

!"5 外源基因转染精子的免疫组化检测
获能后的精子经过免疫组化检测，确定精子结

合外源基因的能力及结合位置。结果显示：小鼠的

精子具有结合外源 )’*的能力，结合部位集中在精
子顶体后区（图 3）。利用 )’GKC A消化前后精子结
合外源 )’*的比例来分析精子内化外源 )’*的情

况。经 6次免疫组化实验，检测结果表明，消化前阳
性精子率为 (9U>7 W :U9>7，消化后阳性率降为
>U47 W :U+>7。这说明精子结合的外源 )’* 有
V6U(7被内化转运到精核内。
!"6 孵育时间及 789浓度对外源基因转染精子的
影响

小鼠的精子与外源 )’* 孵育时间分别为
+:;<=、9:;<=、V:;<=、>:;<= 时检测精子阳性率。研
究结果表明，在 V:;<=内外源 )’*与精子的结合率
随着时间的延长而增加，>:;<= 精子的阳性率与
V:;<=差异不大（图 9）。小鼠精子分别与 :U6!?、
(!?、(U6!?、+!?、+U6!?Y（( Z (:V [ 3 Z (:V）个精子共孵
育后，结果，随着 )’*浓度的增加精子的转染阳性
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率呈上升趋势（图 !），但是 "#!!$%&’以上的浓度，精
子存活的时间明显缩短，以致减少了受精率。

图 ( 精子与 )*+共孵育时间对转染阳性率的影响
,-$.( /00123 40 245-6278931: 3-&1 98473 ;<1=&

96: )*+ 46 3=96;0123-6$ <4;-3->1 =931

!"# 体外受精及体外培养结果
!次重复试验中，共采卵母细胞总数为 ?@A枚，

得到胚胎总数为 "BC枚，平均受精率为 ?(#DE，受精
卵的平均发育率为 !F#BE。

体外受精后的早期胚胎（B G (细胞），荧光显微
镜 (CC6& 波长蓝色激发光直接观察 H,I在早期胚
胎中的表达，试验共检查了 (? 枚早期胚胎，结果 B
枚表达绿色荧光蛋白，表达率为 (#@E，但 H,I散在
分布，强弱不均（图 D）。

图 ! )*+浓度对转染阳性率的影响
,-$.! /00123 40 )*+ 2462163=93-46 46 3=96;0123-6$ <4;-3->1 =931

图 D 转移 /H,I基因的小鼠胚胎
,-$.D /H,I 3=96;$16-2 &47;1 1&8=J4;

KL4521MM 1&8=J4; 40 1N<=1;;-6$ H,I，,47=521MM 1&8=J4; 40 1N<=1;;-6$ H,I.

$ 讨论
精子介导基因转移的试验研究中，外源 )*+能

否进入细胞并整合到染色体基因组上是转基因成功

的关键。因为哺乳动物精子在穿透卵母细胞前，必

须完成获能和顶体反应，即精子质膜在受精时不能

进入卵母细胞。可见，只有被内化转运到精子细胞

核内或与核膜紧密相连的外源 )*+ 才能在受精时
随精子导入卵母细胞，获得与合子基因组整合的机

会，最终获得转基因动物。王晓梅利用荧光原位杂

交（,OPQ）技术对金黄地鼠精子转染外源 )*+定位
研究发现，未经 )*9;1O处理的精子样本中，阳性的
信号在精子头部后区呈点状分布，经 )*9;1O处理的
样本中，阳性信号较弱集中在头部后区中央［@］。

+3R-6;46对牛精子转移外源基因的放射自显影定位
研究发现，)*9;1O消化后的阳性信号 FAE位于核周
区［"A］。本试验结果都显示，小鼠精子结合外源基因

具有位置专一性，外源 )*+结合位点集中位于精子
后区，表明精子结合外源 )*+的部位是顶体后区，

这也与其他动物类似［""，"B］。精子结合外源 )*+ 的
位点一致性表明精子膜上存在外源 )*+结合位点。
"FFB 年 ’9>-3=964利用 P)P5I+H/电泳分离精子膜蛋
白得到小于 ?AR)、?A G ?!R)和大于 ?@R)三条主带，
其中 ?A G ?!R) 蛋白在体外能够与 )*+ 形成复合
体；免疫组化证实，该蛋白主要分布于精子顶体后

区，与外源 )*+ 的结合位置一致，而且在各种动物
中非常保守［"?］。上述结果表明，精子转染外源 )*+
包括两个过程，即精子与外源 )*+的结合及其内化
转运。结合是一个较快的过程，大约在 (A&-6 内基
本完成，结合的外源 )*+ 首先挂在精子膜表面，随
后被内化转运到精细胞内并整合到染色体上，内化

转运的过程相对复杂，需要 DA&-6 左右，这一结果报
道结果一致［"(，"!］。精子与 )*+孵育 DA&-6后，结合
和内化基本都已完成，但经 )*9;1O消化后的阳性率
比消化前低 @E左右，表明一部分 )*+只是结合在
精子膜表面而没有被内化转运。

精子结合外源 )*+ 影响因素很多。本试验发
现，不同动物个体的精子结合外源 )*+能力存在较
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大差异。在试验中，对不同的小鼠精子进行处理时

结果个体之间差异较大，这一结果与叶华虎的结论

一致［!，"#］。关于精子转染后的阳性率，研究者报道

的结果差异很大，$%&’(’)’*+%的研究结果仅有 ",#-
精子结合 ./0［"1］，而 2’3%4&’56等报道高达 !7-［"8］。
一些学者将此差异归因于试验方案、处理措施、精子

活力等因素，根据本试验结果分析动物个体间差异

可能是一个原因，有关结合机理方面的影响因素有

待于进一步研究。

在小鼠的体外受精研究中，目前多采用 $9:，
9;$，<=>? 等培养基为基础液，同时加入 :=$、@A
及必须氨基酸等［"!，A7］。在本试验中，通过考马斯亮

蓝染色技术选择 9;$为体外受精液。但是与国内
外报道的结果相比得到的体外受精率较低，这可能

与试验条件及操作水平有关系。研究表明，去卵丘

细胞可导致体外受精率下降。BC&D65E 等推测，经
过透明质酸酶去卵丘细胞的卵其透明带的结构发生

改变，从而导致其体外受精率下降［A"］。本试验采用

直接法体外受精以减少透明质酸酶对透明带的影

响，从而减少影响受精率的因素。本试验采用的体

外培养液为 FGH，研究表明，FGH可以克服小鼠胚胎
体外发育的 A细胞期阻断，含葡萄糖的 FGH能支持
I细胞期胚胎发育到囊胚阶段。关于胚胎发育率较
低的影响因素较多，我们认为主要是由于外源 ./0
转染时对精子的影响造成的。通过体外受精可以获

得大量的受精卵，这在制备转基因动物的工作中具

有非常重要的意义。通过对早期胚胎的选择，通过

胚胎移植可使出生动物的转基因阳性率相对提高，

大大减少了筛选和鉴定工作。

在本试验中，通过体外受精得到 IJ枚胚胎中阳
性率仅为 I,1-，这一结果与前面受精率较低及胚
胎发育率低有直接的关系。外源 ./0 的侵入可能
激活精细胞内的核酶，引起外源 ./0和精子基因组
降解，精子受精能力和早期胚胎发育率也有所降

低［AA］。总之，我们认为，造成精子载体法转基因试

验结果差异的根本原因可能是动物精子内化转运外

源 ./0的能力有差异所致，而提高受精率和胚胎成
活率是提高精子载体法转基因成功率的关键。
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