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摘  要 : 为探讨不同转染试剂 (LipofectamineTM LTX & PLUSTM、Lipofectamine2000 和纳米化聚酰胺-胺型树枝

状聚合物 (PAMAM-D)) 和睾丸注射方法 (睾丸网注射、曲精细管注射和间质注射) 对转基因小鼠生产效率的

影响，将 pEGFP-C1 质粒分别与不同转染试剂混合后，按照不同的注射方法注入小鼠睾丸内，30 d 后检测小鼠

精子密度、活力、精子阳性率以及配种后仔鼠转基因阳性率。结果 3 种转染试剂对小鼠繁殖性能影响由小到大

依次为 LipofectamineTM LTX & PLUSTM、Lipofectamine 2000 和 PAMAM-D。转染后 LipofectamineTM LTX & 

PLUSTM、Lipofectamine 2000 和 PAMAM-D 组精子的 GFP 阳性率分别为 35.65%±0.69%、12.86%±0.35%和

10.04%±0.20%。配种后仔鼠的 PCR 阳性率分别为 29.17%、13.70%和 5.88%。3 种不同注射方法对小鼠睾丸都

造成损伤，由小到大依次为睾丸网注射、曲精细管注射和睾丸间质注射，三者的阳性精子比例分别为

35.13%±1.727%、15.13%±1.457%和 0%，配种后仔鼠的 PCR 阳性率分别为 33.3%、12.5%和 0%。结果表明，

LipofectamineTM LTX & PLUSTM 和睾丸网注射对小鼠睾丸的损伤最小，并能获得较高的转染效率。 

关键词 : 小鼠，转基因，转染试剂，睾丸注射  
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Abstract:  The purpose of this study was to study the effect of three different transfection reagents (LipofectamineTM LTX & 
PLUSTM, Lipofectamine 2000 and Nano-PAMAM-D) and three different testicular injection methods (rete testicular injection, 
seminiferous tubules injection and testicular interstitial injection) on the efficiency of production transgenic mice. After the 
mixtures of plasmid DNA (pEFP-C1) and transfection reagent were injected with different testicular injection methods, the sperm 
density, vitality, positive sperm rates and PCR positive transgenic mice rate were examined 30 days after injection. The results 
showed that the damage degree from slight to serious of three transfection reagents was LipofectamineTM LTX & PLUSTM, 
Lipofectamine 2000, and PAMAM-D. The sperm positive rates with green fluorescence of these three groups were 
35.65%±0.69%, 12.86%±0.35% and 10.04%±0.20%, respectively. The PCR positive rates of transgenic newborn mice were 
29.17%, 13.70% and 5.88%, respectively. Among the groups of different testicular injection methods, the damage degree from 
slight to serious was rete testicular injection, seminiferous tubules injection, and testicular interstitial injection, whereas the sperm 
positive rates with green fluorescence were 35.13 %, 15.13%, and 0%, respectively. The PCR positive rates of transgenic newborn 
mice among different testicular injection groups were 33.3%, 12.5%, and 0.0%. The combination of rete testicular injection and 
LipofectamineTM LTX & PLUSTM had the lowest toxicity and highest transgenic efficiency in the production of transgenic mice. 

Keywords:  mice, transgenic, transfection reagents, testicular injection 

睾丸注射是一种操作简便、成本低和适宜

于大群生产的精子介导的转基因方法。1999年，

Sato等[1]将外源基因注入小鼠睾丸，成功获得了

转基因小鼠，并且转基因可以稳定遗传到下一

代，证实了睾丸注射可以制备转基因动物。此

后睾丸注射法制备转基因动物取得较快发展，

目前已经获得了转基因小鼠[2-3]、兔[3]、猪[4]、

绵羊[5]和鸡[6-7]等动物。但是睾丸注射法仍然存

在不足，主要表现在转基因效率不稳定、目的

基因随机插入、片段容易丢失和不能准确表  

达等。 

精子虽具有捕获外源基因的能力，但效率

相对较低，需利用一些试剂辅助以提高转染效

率。Kim等[8]首先在小鼠和猪睾丸注射中利用商

业化的脂质体，证实了其可以成功对动物体内

生精细胞进行转染。此后，研究者相继发现了

多种可以提高动物生精细胞体内转染效率的转

染试剂，如 DMSO (二甲基亚砜，Dimethyl 

sulfoxide) 和 DMN (2,6-萘二甲酸二甲酯，

2,6-Naphthalenedicarboxylicacid) 等，但是转染

效率仍不高，相关研究仍需深入进行[3,9]。睾丸

注射主要有睾丸网注射、曲精细管注射和间质
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注射 3 种方法。丁晓麟等利用睾丸网注射法获

得了转基因小鼠，63只仔鼠中有 2只 PCR鉴定

呈阳性[10]。Kanatsu -Shinohara等利用逆转录病

毒作为载体注入未成熟小鼠曲精细管亦获得转

基因仔鼠，平均效率为 2.8%[11]。Shen 等使用

DMSO处理外源 DNA，通过睾丸间质注射后收

集小鼠精子后进行体外授精，结果 41.7%的胚胎

表达绿色荧光；在兔睾丸进行注射后，56.3%的

仔兔 PCR 鉴定呈阳性[3]。孙敏等采用睾丸间质

注射的方法，成功获得了转基因鸡，后代 PCR

检测的阳性率为 27.27%[6]。然而，不同的睾丸

注射方法所获得的转染效率差异很大，且不同

文献中所获得的结果也不一致。 

本研究拟从睾丸组织损伤和转基因效率两个方

面，对 3种转染试剂 (两种脂质体 LipofectamineTM 

LTX & PLUSTM和 Lipofectamine 2000，一种纳

米化载体 PAMAM-D) 和 3种睾丸注射方法 (睾

丸网注射、曲精细管注射和睾丸间质注射) 进行

对比，旨在探索一种对小鼠睾丸损伤小、转基

因效率高的注射方法，为睾丸注射法在猪等大

家畜中的应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
6−7 周龄昆明白小鼠由复旦大学医学院实

验动物中心提供；pEGFP-C1质粒由上海市农业

科学院畜牧兽医研究所易建中研究员惠赠，该

质粒具有卡那霉素抗性，EGFP基因在细胞中由

CMV启动子启动，大小 4.7 kb；LipofectamineTM 

LTX & PLUSTM 和 Lipofectamine 2000 购自

Invitrogen公司；纳米化 PAMAM-D购自 Qiagen

公司；其余生化试剂均购自 Sigma 公司；引物合

成和测序由生工生物工程股份有限公司完成。 

1.2  转染液制备 
1) LipofectamineTM LTX & PLUSTM转染液

配制方法如下：在 100 μL OPTI-MEM中按照顺

序加入 1 μL pEGFP-C1质粒 (1 μg/μL)，1.0 μL 

PLUS，轻轻混匀，静置 5 min，1.5 μL LTX，混

匀，静置 30 min，注射前加入终浓度 0.2%的台

盼蓝为指示剂。 

2) Lipofectamine 2000 转染液配制方法如

下：分别取两管 50 μL OPTI-MEM，分别加入   

2 μL pEGFP-C1 质粒  (1 μg/μL) 和 2 μL 

Lipofectamine 2000，室温放置 5 min将两者温

和混匀，静置 30 min；注射前加入终浓度 0.2%

的台盼蓝为指示剂。 

3) PAMAM-D 转染液配制方法如下：在 

100 μL OPTI-MEM中加入 3 μL pEGFP-C1质粒 

(1 μg/μL)，混匀，3 μL PAMAM-D混匀，短暂

离心，室温下静置 10−15 min，注射前加入终浓

度 0.2%的台盼蓝为指示剂。 

1.3  睾丸注射 
小鼠麻醉后进行术部消毒，用眼科剪在小

鼠下腹部两侧分别纵切 0.8−1 cm切口，暴露睾

丸和附睾，利用外径 60 μm 显微注射针和自制

口吹注射管进行注射。睾丸网注射方法如下：

显微镜下找出睾丸血管蒂，其正下方 0.2 mm的

池状结构即是睾丸网，将显微注射针平行进针

插入睾丸网腔内进行注射。曲精细管注射方法

如下：显微镜下观察睾丸内曲精细管走向，顺

曲精细管方向将显微注射针插入曲精细管内进

行注射。睾丸间质注射方法如下：取睾丸长轴

两端为注射位点，避开血管垂直进行注射。 

小鼠每侧睾丸分别注入约为 30 μL转染液，

当大部分睾丸变成蓝色时注射完成，两侧睾丸

利用相同的方法注射。注射小鼠单笼饲养 30 d
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后，每组 10只小鼠随机选取 5只与发情母鼠 1∶2

合笼，次日检查阴道栓，见栓者单笼饲养，产

仔后检测仔鼠转基因阳性率和 EGFP表达情况；

每组剩余 5 只小鼠解剖，附睾取精，计算精子

总数、活力和精子 EGFP阳性率。 

1.4  小鼠精子检测睾丸注射 
小鼠精子检测方法如下：小鼠颈椎脱臼处

死，打开腹部，取出小鼠附睾尾部及输精管，

快速置于 37 ℃，1 mL 预热 HTF培养液中，用

针头撕碎附睾和输精管使精子游出，放入 1.5 mL

的 EP 管中，37 ℃的二氧化碳培养箱中孵育   

10 min，吸取上清液用于精子密度、活力和精子

荧光检测。 

1) 精子密度与精子活力检测：精子在二氧

化碳培养箱中孵育 10 min后，立即取 10 μL精

液于 490 μL的 HTF中等温稀释，采用精子全自

动分析仪检测精子密度和精子活力。 

2) 精子荧光检测：取 10 μL精液于 490 μL

多聚甲醛中固定，混匀，取 10 μL含精子的多聚

甲醛液体置于载玻片上，加盖玻片后于荧光显

微镜下统计 EGFP阳性精子比例。 

1.5  仔鼠基因组提取及 PCR 检测 
按照 Axygen基因组 DNA提取试剂盒使用说

明，提取仔鼠尾尖基因组 DNA。根据 pEGFP-C1

载体序列 (GenBank Accession No. U55763.1)，

利用 primer5 软件设计引物，上游引物：

5ʹ-CCTGGTCGAGCTGGAAGGCGA-3ʹ，下游引

物：5ʹ-ACGAACTCCAGCACCATG-3ʹ。反应长

度：528 bp，反应条件：94  10 min℃ ；94  45 s℃ ，

55  30 s℃ ，72  30 s℃ ，30个循环；72  10 min℃ ，

1.5%凝胶电泳检测。将 PCR产物直接测序，测

序结果与目的序列比对。 

1.6  统计分析 
统计分析用 SPSS 19软件包，数据以均值±

标准差 ( x ±s) 表示，采用单因素方差分析对试

验结果进行统计学分析，P<0.05表示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  不同转染试剂对公鼠精子密度和活力的

影响 
采用睾丸网注射的方法对 3 种转染试剂的

转染效率进行比较，结果见表 1。与对照组相比，

3个实验组的精子总数和精子活力均有所降低，

下降的程度由小到大依次为 LipofectamineTM 

LTX & PLUSTM 、 Lipofectamine 2000 和

PAMAM-D。数据统计见表 1。 

2.2  不同转染试剂对精子转染效率和仔鼠

EGFP 基因表达效率 
睾丸网注射后，不同转染试剂对转基因效率的

影响见表 2、图 1和图 2。图 1为荧光下精子头部

绿色荧光表达，图 2为部分仔鼠 PCR检测结果。

表 1中 LipofectamineTM LTX & PLUSTM组的阳性 
 

表 1  不同转染试剂对公鼠精子密度和活力的影响 (n=15, x ±s) 
Table 1  Effect of different transfection reagents on sperm density and motility of male mice (n=15, x ±s) 

Group Sperm density (106/mL) Sperm motility (%) 
Control 11.34±0.03a 88.11±1.61a 
PAMAM-D 8.05±0.05b 75.50±1.68c 
Lipofectamine 2000 10.43±0.11a 81.14±0.62b 
LipofectamineTM LTX & PLUSTM 10.11±0.52a 83.72±0.51b 

Notes: values with different alphabet in the same column are significantly different (P<0.05); the same as other tables. 
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精子率 (35.65%) 和仔鼠 PCR阳性率 (29.17%) 均

要显著高于其他两组 (P<0.05)。部分仔鼠尾尖和脚

趾在荧光下观察可见绿色荧光蛋白表达 (图 3)，其

中LipofectamineTM LTX & PLUSTM组的EGFP表达

率为 6.94%，Lipofectamine 2000 组为 2.74%，

PAMAM-D组为 4.41%。 
 

 
 
图 1  EGFP 阳性表达精子 (200×) 
Fig. 1  Positive sperms with EGFP expression. (A) Sperm under visible light. (B) Sperm under fluorescent. 
 

 
 
图 2  EGFP 基因 PCR 扩增电泳图 
Fig. 2  The electrophoretogram of EGFP production amplified by PCR. 1−20: PCR production of newborn mice; M: 
DL2000 marker; P: plasmid; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 14, 16, 17 and 20 were PCR positive newborn mice. 
 
表 2  不同转染试剂对精子阳性率和仔鼠 EGFP 基因表达率的影响 (n=15, x ±s) 
Table 2  Effect of different transfection reagents on the rates of positive sperm and newborn EGFP expression  
 (n=15, x ±s) 

Transfection reagents Positive sperm rate (%)
PCR positive rate of 
newborn mice (%) 

EGFP expression rate of 
newborn mice (%) 

PAMAM-D 10.04±0.20a 5.88 (4/68)a 4.41 (3/68) 

Lipofectamine 2000 12.86±0.35a 13.70 (10/73)b 2.74 (2/73) 

LipofectamineTM LTX & PLUSTM 35.65±0.69b 29.17 (21/72)c 6.94 (5/72) 
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图 3  EGFP 转基因阳性仔鼠 (40×)  
Fig. 3  EGFP positive newborn mice expressed EGPF. (A) Toes of newborn mice express green fluorescence under 
fluorescent. (B) Tail end of newborn mice express green fluorescence under fluorescent. 

 

2.3  不同睾丸注射方法对公鼠精子密度和活

力的影响 
使用 LipofectamineTM LTX & PLUSTM转染

试剂，3 种不同睾丸注射方法处理的小鼠睾丸

与正常小鼠睾丸相比较均发生萎缩，睾丸萎缩

程度由小到大依次为睾丸网注射、曲精细管注

射和睾丸间质注射 (图 4)。不同睾丸方法注射

后，3 者的精子密度和精子活力均有所下降，

其中曲精细管注射法和睾丸间质注射法下降

显著 (P<0.05)，睾丸网注射法与对照组相比差

异不显著 (P>0.05) (表 3)。  

2.4  不同睾丸注射方法对精子转染效率和仔

鼠 EGFP 基因表达效率的影响 
使用 LipofectamineTM LTX & PLUSTM转染

试剂进行不同睾丸注射方法对精子转染效率

的比较。睾丸网注射后阳性精子的比例为

35.13%，显著高于曲精细管组  (15.13%，

P<0.05)。配种后两组的仔鼠的 PCR 阳性率分

别为 30.77%和 12.50%，差异显著 (P<0.05)。仔 
 

 
 
图 4  注射后小鼠睾丸形态  
Fig. 4. Mouse testicular morphology after injection. 
(A) Testes from rete testicular injection method. (B) 
Testes from seminiferous tubules injection method. (C) 
Testes from testicular interstitial injection method. (D) 
Testes from control with physiological saline. 

 

表 3  不同睾丸注射方法对公鼠精子密度和活力的影响 (n=15, x ±s) 
Table 3  Effect of different testicular injection methods on sperm density and sperm of male mice (n=15, x ±s) 

Injection methods Sperm density (106/mL) Sperm motility (%) 
Control 11.49±0.13a 89.54±1.48a 

Rete testicular injection 10.21±0.27a 86.28±1.19a 

Seminiferous tubules injection 8.73±0.11b 80.55±0.91b 

Testicular interstitial injection 8.09±0.32b 78.39±0.41b 
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表 4  不同转染试剂对精子转染效率和仔鼠 EGFP 基因表达效率 (n=15, x ±s) 
Table 4  Effect of different testicular injection methods on the rates of positive sperm and newborn EGFP 
expression (n=15, x ±s) 

Injection methods Positive sperm rate (%) 
PCR positive rate of 
newborn mice (%) 

EGFP expression rate of 
newborn mice (%) 

The rete testicular injection 35.13±1.73a 30.77 (24/78)a 5.13 (4/78) 

Seminiferous tubules injection 15.13±1.46b 12.50 (9/72)b 2.78 (2/72) 

Testicular interstitial injection 0c 0 (0/54)c 0 (0/54) 

鼠脚趾和尾尖经荧光检测，睾丸网注射法有 4 只

小鼠呈绿色荧光表达 (5.13%)，曲精细管注射有

2只呈荧光表达 (2.78%)。睾丸间质注射法未能

获得 EGFP 阳性精子，也未能获得 PCR 阳性和

EGFP表达后代。 

3  讨论 

睾丸注射法是一种简单、高效的转基因动

物制备方法。睾丸注射法通过对雄性动物睾丸

内生精细胞的转染，使生殖细胞携带外源基因，

从而实现转基因动物的生产。Kim 等[12]最早研

究证实，小鼠睾丸注射后精原干细胞可以转染

外源基因。Li 等[13]利用睾丸注射法获得转基因

鸡，并且对转基因鸡进行了大群繁殖。但是睾

丸注射法仍存在一些不足，如易造成对动物的

睾丸损伤、转染效率较低和不能稳定遗传等问

题。本研究从不同转染试剂和注射方法的角度系

统探讨睾丸注射对小鼠转基因效率的影响因素。 

转染试剂的使用可以提高精子捕获外源基

因的能力。Kim 等[12]将脂质体应用到睾丸注射

中，结果提高了小鼠和猪阳性精子的比例，成

功获得了转基因动物。Celebi 等[14]利用睾丸注

射将 DNA-脂质体混合物注入小鼠睾丸，通过组

织切片观察到外源基因在未成熟的精子和不同

阶段生精细胞中均获得表达。Amaral等[15]发现，

DMSO 也可增加精子捕获外源基因的能力，提

高睾丸注射后的转基因效率。国内阴彦辉等[16]

结合小鼠的睾丸冰冻切片，经荧光观察和 PCR

检测，也证实外源基因经过脂质体包裹后可以

在小鼠睾丸内获得表达，并可传递给下一代。

然而不同的转染试剂有着不同的转染原理和效

率，何种转染试剂最适合在睾丸注射中进行应

用的研究仍很少。Miao 等利用 Lipofectamine 

2000 与 Thanatin 基因相混合进行睾丸注射，结

果获得了 38.46%的 F1代仔鼠 PCR阳性率[17]。

Yonezawa等[18]将 8种商业化的转染试剂与DNA

混合后注入小鼠睾丸中，结果显示转染试剂自

身特性影响转基因效率，仅有两种脂质体获得

了相对较高的精子阳性率。本研究选择了 3 种

常用的转染试剂在小鼠睾丸注射中进行应用，

比较其转染效率的差异，结果 LipofectamineTM 

LTX & PLUSTM 组获得的转染效率最高。

LipofectamineTM LTX & PLUSTM和 Lipofectamine 

2000 属于同一类转染试剂，前者是在后者的基

础上改良而成，具有毒性小、转染效率高的特

点，本研究在小鼠的睾丸注射中也证实了这一

点。PAMAM-D 是一种纳米化聚酰胺-胺型树枝

状聚合物，已经在动物和人类基因治疗方面取

得了良好的应用，在精子孵育法建立转基因动

物研究中也有不错的表现[19-20]，但在睾丸注射

中的应用鲜有人报道。本研究表明 PAMAM-D

可用于小鼠的睾丸注射，但转染效率不如
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LipofectamineTM LTX & PLUSTM 和

Lipofectamine 2000，且细胞毒性较大。 

除了常用的脂质体法介导外源基因导入，

还有 DMSO 处理法[3]、慢病毒载体法[11]、电穿

孔法[21]和直接外源基因注入法[22]等均可用于睾

丸注射。这些方法各有利弊，实际使用中应根

据需求选择合适的方法。 

睾丸注射过程本身会对睾丸造成一定的机

械损伤，加上转染试剂的化学毒性，注射后动

物往往出现繁殖性能下降等问题，因此选择一

个对睾丸损伤较小，转染效率更高的睾丸注射

方法尤为重要。Blanchard等[23]比较了睾丸网注

射和睾丸间质注射对大鼠生精细胞的转染效

果，发现只有睾丸网注射可以成功转染大鼠生

精细胞。Park 等[24]利用重组 EGFP 基因杆状病

毒作为表达载体，对睾丸间质注射和曲精细管

注射两者的转染效率进行了比较，得出曲精细

管更适宜对睾丸内生精细胞转染的结论。由于

杆状病毒只能在节肢动物中复制，因此其在脊

椎动物的应用中具有较高的生物安全性。Kim

等[25]通过实时荧光成像系统，比较了曲精细管

注射和睾丸间质注射对 EGFP基因表达的影响，

结果获得了与 Park 相似的结论。不同的报道有

着不同的实验结果，这可能与每个实验有着不

同的操作手法和使用不同的转染试剂有关。本

研究比较了睾丸网注射、曲精细管注射和睾丸

间质注射 3 种方法对转基因小鼠生产效率的影

响，结果睾丸网注射对小鼠睾丸损伤程度较小，

且获得的转基因效率最高，睾丸间质由于采用

了多点注射的方法，对睾丸的损伤最大，未能

获得阳性的精子和阳性仔鼠后代。 

此外，本研究还发现仔鼠的 PCR阳性率与

精子的阳性率比较相近，但成功表达 EGFP 基

因的仔鼠比例却不是很高，表明外源基因在随

后的受精和发育过程中可能发生了丢失或缺

失，影响了外源基因的表达，需进一步对此种

现象形成的机理进行更深入研究。 

本研究结果表明，采用 LipofectamineTM 

LTX & PLUSTM作为转染试剂，结合睾丸网注射

可最大程度降低睾丸注射对小鼠睾丸的损伤，

提高转基因生产效率。 
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