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提 要 采用显微注射方法
,

将带有小鼠 M T
一
1基因启动顺序与人生长激素 h G H 基因顺

序重组的线状 D N A 片段
,

注入团头纺和鲤的受精卵
,

获得成活的实验鱼
。

经斑点
、

oS ut h er
n
杂交

、

N or ht er n 杂交
、

放射免疫和酶联等方法检测
,

表明外源基因在受体鱼中得到整合
、

转录
、

翻译和表

达
,

并具促生长效应
。

转基因雌鱼和雄鱼有性繁殖所获得的子鱼带有外源基因
,

表明外源基因能通

过性细胞传递给子代
,

并仍具促生长效应
。

关镇词 人生长激素基因
,

整合
,

表达
,

促生长效应
,

团头纺
,

鲤

传统的水产养殖是利用选种交配达到育种目的
,

但是这种方法往往需要经过数代不断选

种交配
,

数年甚至几十年才能培育出优良品种
。

近十年来
,

重组 D N A 技术迅速发展
,

使人们可

以在单个基因水平上进行遗传操作
,

对它们进行剪裁
、

拼接
、

修饰和利用
,

因此遗传育种工作者

可以按自己的意志定 向地改变生物的遗传结构
,

创造出自然界原来没有的新品种或品系
。

aP lm iet r
等 [ 1 9 8 2〕将大鼠生长激素基因转移到小白鼠受精卵中

,

育成体积比正常小白鼠

大一倍的
“

大白鼠
” ,

这项研究为转基因动物育种研究奠定了基础
。

鱼类具有产卵多
,

又可控制

体外受精
、

体外发育
、

获得大量同步卵子等优点
,

是转基因动物实验研究的极好材料
,

所以鱼类

转基 因研究 得 到 T 迅速发展 [C h
o u r r o u t 等

,

1 9 5 6 ; F l e t e h e r
等

,

2 9 5 5 ; B r e m 等
,

一9 5 5 ;

M a e l e a n
等

, 1 9 8 7 ; O z a t o 等
,

1 9 8 6 ; D u n h a m 等
,

1 9 8 7 ; Zh u
等

,

1 9 8 6 ; C h e n 和 P o w e r s ,

1 99 0」
,

其中有的实验室 已获得了转基因鱼
,

少数转基因鱼也能表达蛋 白质产物【C h en 等
,

1 9 8 9〕
。

本文以团头纺和鲤的受精卵为材料
,

研究人生长激素 ( h G H )基因在受体鱼中整合
、

转

录
、

翻译及其生物效应和遗传
。

一
、

材 料 与 方 法

1
.

实验材料 4 一 5月繁殖季节
,

选成熟雌雄团头纺 (材云ga l o br a m a a , 占勿`
eP h al a) 或鲤

( q 沪ir n us aC rP io )注射垂体约 2
.

5 m g k/ g 催产
,

分别收集精液和卵子
,

干法受精
, 0

.

25 %的胰

蛋白酶消化卵膜或用镊子剥去卵膜
,

将裸卵移至 H ol t f er et r
液中

,

选取质好的裸卵移至手术

杯中
,

在第一次卵裂之前用显微注射法
,

从受精卵的动物极处注入 4 ogn /川的线性 M T
一
h G H

收稿日期
:
1 99 3

一
1 1

一
2 9

。
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基因 1
一
Zul

。

显微注射后
,

卵在 H ol ft er t er 液中培育
,

随着胚胎发育
,

用曝气冷开水逐渐稀释

H ol ft er et r
液培养胚胎

。

培育成鱼苗后
,

移至水族箱饲养约 1个月
,

再移至野外 “ M
,

小水池中饲

养
,

每天投饲人工饲料
,

投饲量为鱼体重的 3%
。

对照组除了不注射基因外
,

其它处理顺序同实

验组
。

2
.

基因制备 带有小鼠 M T
一

1基因启动顺 B翔止刀 加 . H I

序与人生长激素 h( G H )基因顺序重组的环状

基因 ( 图 1 )通过 E e o R I 酶切
,

将 p B R 3 2 2顺序

除去
,

得到 2
.

6 K b 的线状融合基因
,

溶于

oH l t f r e t e r
溶液中

,

浓度为 4 o n g扭 l 作为外源基

因
。

3
.

D N A 分析 剪鳍条提取 D N A
,

每个

D N A 样 品均 取 5拜g
,

M T
一

h G H 基 因 片段 取

l o o p g 作为阳性对照
,

与
Q 一

32 P
一

dA T P 标记 的

M T
一

hG H 片段 ( 2
.

6 5 K b )的探针杂交 ( B R L 试

剂盒 )
,

取斑点杂交 阳性的 D N A 样品 1 0陀
,

用

aB m H I 酶切
,

按常规方法进行 oS ut he m 杂交

[M
a n i a t is 等

, 1 9 5 2〕
。

4
.

R N A 分析 取 oS
u t h e r n

杂交阳性鱼的

肝脏提取 R N A
,

每个样品取 1 0拌g
,

按常规方法

作 R N A 斑点杂交和 N o r t h e r n
杂交〔M a n ia t i s 等

,

cE o Rl 一

Ee o R I

生m

吸r V U

H I

川
N d e l

图 1 带金属硫蛋白基因启动子的人生长

激素基因的质粒

F i g
.

1 M
a p o f m e t a l lo t h io n e i n

一

h
u m a n g r o

w t h

h o r m o n e ( M T
一

hG H ) g e n e p l a s m i d

1 9 8 2〕
。

5
.

基因农达产物的测定 取 oS ut h er n
和 N or t h er n

杂交呈阳性的鱼的血清
,

用放射免疫

方法检测血清中人生长激素的含量
。

二
、

结 果

(一 ) 团头舫

以 M T
一
h G H 线状基因注射 1 3 0 0粒团头舫受精卵

,

育成幼鱼约 500 尾
,

成鱼 20 多尾
,

并对它

们进行了检测
。

1
.

D N A 斑点杂交 随机选取 12 尾注射过外源基因的团头妨
,

剪取鳍条
,

提取 D N A 进行

斑点杂交
,

结果 7号鱼和 10 号鱼呈阴性
,

其余 10 尾鱼显示阳性 (图2 )
,

阳性率为 83 %
。

2
.

外派墓因在团头舫中的转录和翻译 取 D N A 斑点杂交阳性的团头妨
,

提取肝脏

R N A
,

并进行 R N A 斑点和 N or t h er n
杂交

,

结果检测出 h G H 基因的转录体 (图 3 )
,

实验结果表

明外源基因在受体鱼中具有转录和翻译活性
。

3
.

外派墓因对受体团头助生长的影响 二龄试验鱼 13 尾
,

平均体重 1 2鲍
,

对照组鱼 20 尾
,

平均体重 9 0 9
,

其中试验鱼 中体重在 100 9 以上的占 92 %
,

对照组仅占 30 % (表 1 )
。

生物统计检

验
,

试验组鱼与对照组鱼生长差异显著
。

实验结果表明饲养二年的转基因团头妨比对照鱼生长

快
,

证明外源基因对受体团头舫有促生长效应
。
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分别为 0
.

24 和 0
.

9 2n g /m l ; 3尾阴性对照鱼中
,

只有一尾鱼上测出 h G H 的浓度为 0
.

4 n g /ml
,

血

清中的 h G H 浓度反映基因表达水平
,

这结果表明了注射外源基因的转基因鲤鱼具有合成人生

长激素的能力
。

3
.

外源墓因对受体鱼的生长影响 转基因鲤和对照鱼饲养二年后
,

试验鱼 15 尾
,

平均体重

为 5 1 3 9
,

对照组 21 尾
,

平均体重为 35 4 9
,

试验鱼约为对照鱼体重的 1
.

5倍
,

其中试验鱼体重在

40 0 9 以上的占 73 %
,

对照组只占 10 % (表 2 )
。

生物统计检验
,

试验鱼与对照组鱼生长差 异显

著
。

实验结果表明外源生长激素基因对鲤具有显著的促生长效应
。

表 2 二龄转墓因鲤与对照鱼体重比较

T a b le 2 C o m P a r is o n o f bo d y w e i g h t o f t r a n s g e n i e e a r P s a n d e o n t r o l ( t w o y e a r s )

尾数
( N )

体重范围
(g )

平均体重
( g )

体重> 3 5 0 9 体重 ) 40 0 9

试验鱼

对照鱼

l 5

2 l

2 8 0一 9 4 0

3 0 0一 4 2 0

5 13士 1 9 9

3 5 4士 3 6

8 7%

52写

7 3%

1 0%

3
.

0 6 8 < 0
.

0 1

(三 ) 鲤子一代 ( F , )

1
.

外源墓因在子一代上整合 转基因鲤雌鱼和雄鱼有性繁殖 后
,

在子一代中取 23 尾作

D N A 斑点杂交
,

结果有17 尾鱼呈杂交阳性
,

阳性率为 74 %
。

随机选取子一代斑点杂交阳性的 6个样品作 Sou t h e m 杂交
,

在 2
.

k6 b 处均呈杂交带 ( 图

5 )
。

从实验中看到
,

转基因鲤的子一代中
,

具有斑点杂交和 S o ut h er n
杂交均呈阳性的个体

。

这

表明转基因鲤通过性细胞能把外源基因遗传给子代
。

2
.

外源基因在子代中保持转录的活性 随机选取呈 S o ut h er n
杂交阳性的鱼

,

从其肝脏提

取 R N A 作 R N A 斑点杂交和 N or t h e m 杂交
,

检测外源基因能否在子一代中保持转录的活性
。

实验结果呈阳性 (图 6 )
,

这表明转基因鲤不但能将外源基 因传给子代
,

而且外源基 因在子一代

中仍保持转录活性
。

3
.

外源基因在子一代中的表达 取转基因鲤子一代血清
,

用放射免疫法测定血清中人生

长激素 h( G H )浓度 (北京神经外科所协助检测 )
,

分析外源基因能否在子代中表达
。

子一代血

清中 h G H 浓度为 n
.

6 4 n g /m l
,

这 比对照组鱼 0
.

2 2 n g /m l 浓度高
,

这表明转基因鲤子一代能合

成人的生长激素
,

证实了外源基 因能在子一代中表达
。

4
.

转墓因鲤子一代快速生长效应 饲养一年半的转基因鲤子一代 20 尾
,

体重在 2 30 一 5 00

g
,

平均体重为 3 56 9 ;
对照鱼 21 尾

,

体重为 1 70 一 28 0 9
,

平均体重 22 3 9
,

这表 明转基 因鲤子一代

比对照鱼生长快
。

实验结果表明外源基因可通过性腺细胞传递给子代
,

对子代鱼具有促生长效

应
。
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