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以

摘要 将大珠母贝精子经不同脉冲循环数
、

脉冲数和不同脉冲幅度处理后
,

与卵子受精
,

然后观察受精和发育

情况并进行统计分析
,

根据受精率确定最佳参数组合为 脉冲循环数
、

脉冲数 妒和脉冲幅度
。

此前用 电

击参数为脉冲循环数
、

脉冲数 丁 和脉冲幅度 进行了大珠母贝转基因实验
,

获得转基因阳性贝
。
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显微注射法因其直接对受精卵进行基因操作
,

大量和准确地将外源基因导入受精卵内
,

整合率较

高
,

故从其诞生至今
,

一直是制作转基因动物最经典的方法 ’一 〕。

但是
,

显微注射法因其操作复杂
,

受精

卵易损伤等缺点限制了该技术的应用
。

电脉冲法作为近年来研究的热点引起各 国学者浓厚 的兴趣
,

目

前已有通过电脉冲实现鲤
、

鳃
、

罗非鱼
、

鱿
、

金鱼
、

泥鳅及斑马鱼等鱼类的外源基因导人的成功报道 〔一 ” 。

等报道了鲍的电穿孔法转基因研究““了。

大珠母贝 八了记勿放乙 旧 是我国生产大型珍珠 的唯一母贝
,

经济价值极高
。

南海水产研
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第一作者 喻达辉 卿
一 ,

男
,

湖北利川人
,

副研究员
,

主要从事增养殖与生物技术研究
。 拍目 扣山企
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究所分别于 年和 年获得人工育苗 ①和插核育珠成功 川
,

最大一颗珍珠直径达
,

重
,

被称为
“

珍珠王
” 。

大珠母贝属热带海洋贝类
,

在我国的分布数量少
,

属国家二类保护动物
。

在生

产开发中
,

近几年来出现了 一 幼贝海区养殖大量死亡的现象
,

严重阻碍了大珠母贝的增殖保护和

开发利用
。

因此
,

有必要进行种质改良
。

由于大珠母贝卵径仅为 印娜
,

且卵壳坚硬
,

卵不透明
,

显微注

射操作难度大
。

为此
,

年进行了大珠母贝转基因仁’ 和大珠母贝精子 的电击参数研究
,

为电穿孔法

制作转基因软体动物提供技术依据
。

材料与方法

试验贝类及其精卵采集

试验于 年 月 日在 中国水产科学研究院南海水产研究所三亚热带水产研究开发 中心进

行
,

选取成熟的大珠母贝亲贝
,

解剖后进行人工采精
、

采卵
,

备用
。

电脉冲试验

电击参数概念

电击参数见图
,

其中 表示脉冲宽度 娜
,

中的锯齿数为脉冲数 用 表示
, 。 为一个脉冲周期

,

为脉冲幅度
。

电击中保持下列电脉冲参数恒定不变 脉冲周期
,

脉冲宽度 娜
,

电极距离
,

脉冲皿

中脉冲试验液 拜 。

,

脉冲幅度
、

循环数及脉冲数组合设计

第 组 脉冲循环数为 个
,

脉冲数为 丁
,

脉冲

幅度分别为
、 、

及

第 组 脉冲幅度
,

个脉冲循环数
,

脉冲

数分别为 矛
,

妒
,

及 ”

第 组 脉冲幅度 ’
,

丁 脉冲数
,

脉冲循环数

分别为
、 、

及 个
。

大珠母贝精子电击试验方法

将解剖获得的精子取 拜 浓度为 护

优
· 一 ’ 放人 电击杯 中

,

按上述设计电击参数进

图 电击参数图解

凡 户川犯 件 苗

行电击
,

然后 与 汕 卵 浓度为 护 ’
一 ‘ 受精

,

统计受精率
。

受精条件为 盐度
,

水温

℃
,

氨海水 姆
。

对照组不经电击处理
。

电脉冲仪为 以刀 型
。

结果

电脉冲条件对大珠母贝精子的影响

不同脉冲幅度对精子的影响

本试验中电击对精子的影响主要是通过受精率来衡量
。

在循环数为
,

脉冲数为 丁 的条件下
,

不同

脉冲幅度电击大珠母贝精子后的受精率见图
。

经 的高场强处理后
,

大珠母贝精子仍保持有较高

的活力
,

其受精率仍达到
。

脉冲幅度为 时
,

受精率最高
,

达
,

接近对照组的
。

不同脉冲数对精子的影响

当脉冲幅度为
,

循环数为 时
,

不同脉冲数电击大珠母贝精子后 的受精率见图
。

从图中可

见
,

脉冲数为 妙
,

妙 和 梦 时
,

受 精率变 化不大
,

没 有 显 著差 异
。

但经 过 处理后
,

其受精 率仅 为

①曹家禄 大珠母贝人工育苗的研究
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讨论

电穿孔法是 比较新的转基因方法
。

这一方法需要电穿孔仪
,

细胞悬浮在石英池内
,

将外源基因加人

池 内的介质中
,

池的两边各有一个电极
,

外接高压电源
,

给予一个极其短暂的高压脉冲电场
,

在细胞膜两

边产生一个高于其阂电位的膜电压势能
,

使细胞膜被打碎
,

形成许多可逆的微小孔洞
,

允许外源 分

子进人受体细胞而实现基因转移
。

应用这一技术
,

可将大至 的 分子转人动物细胞中
。

这一

方法可广泛用于不同类型细胞的基因转移
,

操作简单方便
,

重复性好
,

基因的转移效率也较高
,

一次可 以

处理大量细胞
。

其缺点是对细胞的损伤较大
。

一般降低电压可减少对细胞的损害
。

石英池中缓冲液的

组成
、

细胞的生长状态
,

以及 叫 分子的构象和浓度也对基因转移的效率产生一定的影响〔’ 〕
。

从上述原理可以看出
,

电穿孔法转基因的关键是要使受体细胞产生一定大小的孔并维持一段时间

以便外源基因得以进人
。

而
“

开孔
”

的关键因子主要有脉冲幅度 强度
、

脉冲数 影响放电时间 和循环

数
,

这 个因子的开孔效果与细胞膜的结构有关
。

因此
,

不同种细胞其值不 同
,

而同类细胞则很相近
。

大珠母贝精子和合浦珠母贝的电击参数具有高度的一致性
。

从电击后的受精率来看
,

大珠母贝精子的生命力很强
。

在脉冲幅度达到 时受精率仍很高
。

在脉冲数为 妒 以下
,

循环数 以下受精率均较高
。

说明大珠母 贝精子很适合于电穿孔法转基因
。

另

外
,

大珠母贝等贝类的精子在人工解剖取得 的情况下不活动
,

处于静态
,

也有利于进行 电击诱导外源

进人
。

本实验所确定的电击参数是以其对精子活力的影响为标准进行确定的
。

从转基因的角度来讲还要

考虑外源 的导人效果
。

从理论上推测
,

上述 个因子 的值越大
,

越有利于 分子 的导人
,

但要

获得有效导人
,

则不能超过受体细胞所能忍受的限度
。

因此
,

本实验所确定 的参数具有重要 的指导意

义
。

在实质性的转基因实验中最高获得 的阳性率 」
,

其所用 电击参数和本实验结果基本一致
,

进

一步验证了上述所确定的参数的正确性
,

但外源基因的作用 尚不能肯定
。

由于精子本身不通过电击也

能携带外源 进人 〔“ 一

刻
,

而珍珠贝类方面尚未有这方面的报道
,

因此
,

电击作用的
“

净效率
”

有待于

进一步探讨
。

等回推测以鱼类精子作为载体进行外源基因转移时
,

其转移效率可能与 〕 量有关
,

但迄今尚

未见系统研究以证明上述推断的报道
。 匕认吧 , 等〔‘ 〕用 拜’

一 ‘的外源基因与精子共育后
,

再用 电

脉冲处理精子
,

得到 的转基因阳性鲍
。

在大珠母贝转基因实验中
,

电击诱导 进人的效率确与

的浓度有很大关系
。

外源 的浓度越高
,

转基因的阳性率也越高
,

呈正相关关系〔侧
。

上述不同的研究结果表明
,

用精子作为载体结合电穿孔法介导外源基 因转移的机制需更深入的研

究
,

而一旦 阐明了这种机制
,

电穿孔一精子载体法将有望成为一种大批量制作转基因水产动物的实用方

法
。
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