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大菱鲆两种转基因方法的比较研究 

刘 婷 1，2, 刘庆华 1，2, 谭训刚 1, 张培军 1，徐永立 1 
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摘要：对外源基因导入大菱鲆（Scophthatmus maximus）的两种方法进行了研究, 采用经过

改进的电脉冲方法以及哺乳动物细胞中常用的转染法导入外源基因，并对两种方法进行比

较。电脉冲最佳导入条件为：脉冲电压为 300 V/cm，脉冲次数为 5，外源 DNA 质量浓度为

20 mg/L；转染法的最佳操作时间为受精后 50 min。应用上述两种方法进行批量转基因鱼实

验，得到外源基因的导入率分别为 20％～28％和 60%～70％。实验表明利用转染试剂 jetPEI

处理单细胞期的大菱鲆受精卵能得到较高的孵化率及较高的转基因效率。 
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自 20世纪 80年代首批经显微注射的转基因鱼问

世以来[1]，世界范围内很多实验室都进行了一系列的

转基因鱼的研究[2~6]。目前，各国不同实验室尝试过

的转基因方法有显微注射法、电脉冲基因转移法、精

子介导法、磷酸钙共沉淀法、反转录病毒介导法、脂

质体介导法、激光穿孔法等[7~10]。上述方法各有优点，

但普遍存在着操作不方便、受精卵损伤较大等问题。

因此需要探索新的、操作简单、对受精卵破坏性较小

的转基因方法以提高转基因效率。在本实验中，作者

首次使用了转染试剂 jetPEI（Qbiogene）转染外源基

因到大菱鲆的受精卵中。以往转染法主要应用在哺乳

动物组织细胞的转基因实验中[11]，而动物受精卵中的

应用尚处于探索阶段[12]。将转染法应用到海水鱼卵的

转基因实验，尚属首次。 
作者应用经过改进的电脉冲精子介导法和转染

法进行转基因实验，并对二者进行了比较。结果表明，

利用转染试剂 jetPEI 转染鱼受精卵的方法条件温和，

物理损伤小，具有较高的孵化率和外源基因表达率，

是一种有效的转基因方法。 

1 材料和方法 

1.1 材料 
大菱鲆（Scophthatmus maximus）由莱州市大华

水产有限公司提供。质粒载体 mylc-MSTNpro 由美国

马里兰大学海洋生物技术中心杜少军教授馈赠；

dNTP，Taq 酶购自 Promega 公司；转染试剂 jetPEI
购自 Qbiogene 公司。电脉冲仪由本实验室自主研制，

总电压 100～400 V，脉冲次数为 1～7，脉冲宽度为

25 ms。 
1.2 方法 
1.2.1  精子和卵子的获得 

采用人工挤压方法将精子挤出并收集到干净烧

杯中，加入 25 倍体积的精子稀释液（NaCl 0.65 g，
KCl 0.041 g，无水 CaCl2 0.012 g，Na2HPO4 0.002 g，
葡萄糖 0.2 g，NaHCO3 0.02 g，溶于 100 mL 蒸馏水中，

用一次性细胞滤器过滤），置于冰上。卵子也采用人

工挤压的方法，用 100 mL 的无菌烧杯收集。  
1.2.2  电脉冲转基因实验 
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将外源 DNA 和精子混合，按照下述实验设计实

施电脉冲处理，在脉冲间隔时间为 1 s 的情况下，分

别对脉冲电压，脉冲次数和外源 DNA 的浓度进行单

因子实验，每个实验重复 3 次，每次实验所用的精子

或卵子均取自同一条雄鱼或雌鱼，且都设 1 个对照组。 
脉冲电压单因子实验：在脉冲次数为 5，外源

DNA 质量浓度为 50 mg/L 的条件下，脉冲电压分别为

100，200，300，400 V/cm 时对电脉冲导入率和孵化

率的影响。 
脉冲次数单因子实验：在外源 DNA 质量浓度为

50 mg/L，脉冲电压为 300 V/cm 的条件下，脉冲次数

为 3，5，7 时对电脉冲导入率和孵化率的影响。 
外源 DNA 质量浓度单因子实验：在脉冲次数为

5，脉冲电压为 300V/cm 的条件下，外源 DNA 质量

浓度为 10，20，30 mg/L 时对电脉冲导入率和孵化率

的影响。 
导入率与孵化率的计算公式如下：导入率＝PCR

阳性样品数目/总样品数量；孵化率＝孵化出的仔鱼

数量/受精卵数量。 
处理后的精子与卵子混合温浴 50 min 后，将受

精卵转移到含有 1 L 无菌海水的大烧杯中进行孵育。

24～36 h 后转移到含有 40 L 海水的玻璃缸中继续培

养。对照组的实验鱼给予相同的处理方法，但是在混

合共温浴时并不加入质粒表达载体。 
1.2.3 利用转染试剂 jetPEI 进行转染 

转染试剂使用参数的确定根据 Qbiogene 公司用

户手册上的使用说明进行。具体步骤如下：取 2 mL
大菱鲆卵子转移到一个大的培养皿中，加入精液进行

人工授精，随即加入 1 μg 质粒表达载体和 1.2 μL
转染试剂（7.8 mmol/L），最终反应体积达到 2.5 mL；
混合温浴 50 min 后，将受精卵转移到含有 1 L 无菌海

水的大烧杯中进行孵育。24～36 h 后转移到含有 40 L
海水的玻璃缸中继续培养。对照组的实验鱼给予相同

的处理方法，但是在混合共温浴时并不加入质粒表达

载体。 
1.2.4  转基因实验操作 

按照上述实验结果确定电脉冲最适导入条件和

上述转染的方法，实行大批量电脉冲基因转移。 
1.2.5  外源基因整合和表达分析 

随机选取 1 月龄的转基因实验鱼 100 尾，每尾剪

取少量尾鳍，按照常规方法提取基因组 DNA，PCR
反应扩增目的片断。引物序列 1为: 5＇-CTGCAGCCC- 

GGATCCAACATGCAT-3＇;引物序列 2为: 5＇-CTGCC- 
AAGACGTGACTCCTGCGTTCA-3＇。两引物间的

DNA 长度为 580 bp 左右。PCR 反应参数为 94 ℃变性

30 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 60 s；循环 35 次，

72 ℃延伸 10 min。反应结束后，取 8 uL 扩增产物，

进行琼脂糖凝胶电泳检测。 

2 结果 

2.1 电脉冲最佳导入条件的确立 
2.1.1  脉冲电压单因子实验结果 

如表 1 所示，随着脉冲电压的升高，导入率逐渐

升高，但是受精卵孵化率降低。兼顾导入率与孵化率，

其最适脉冲电压为 300 V/cm。 
 

表 1  脉冲电压对导入率和孵化率的影响 

Tab. 1  The effect of field strength on the hatch level and  

efficiency of gene transfer 

脉冲电压 

（V/cm） 

导入率 

（％） 

孵化率 

（％） 

100 

200 

300 

400 

对照 

7 

17 

27 

28 

0 

61 

60 

58 

40 

75 

  
2.1.2  脉冲次数单因子实验结果 

如表 2 所示，随着脉冲次数的增大，受精卵孵化

率逐渐降低，当脉冲次数由 5 上升到 7 时受精卵孵化

率下降幅度明显，对受精卵物理损伤加大。外源基因

导入率随脉冲次数的增多逐渐升高，当脉冲次数由 3
上升到 5 时导入率有较大的提高，当脉冲次数由 5 上

升到 7 时导入率则变化不大。综合考虑导入率与受精

卵孵化率，脉冲次数单因子实验在脉冲次数为 5 时为

最适条件(表 2)。 
2.1.3  外源 DNA 浓度单因子实验结果 

外源 DNA 浓度对电脉冲导入率和孵化率的影响

结果见表3。当DNA质量浓度由10 mg/L升到20 mg/L
时, 外源基因导入率有明显的升高,当由 20 mg/L 升到

30 mg/L 时,外源基因导入率变化不大。 
根据以上实验，选取脉冲电压为 300 V/cm，脉冲

次数为 5，外源 DNA 质量浓度为 20 mg/L 为电脉冲最

优导入条件。 
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表 2  脉冲次数对受精卵孵化率及外源基因导入率的影响 

Tab. 2  The effect of the number of pulse on the hatch level  

and efficiency of gene transfer 

脉冲电压 

（V/cm） 

脉冲

次数 

外源 DNA

质量浓度 

（mg/L） 

孵化率 

（％） 

导入率

（％）

300 

300 

300 

3 

5 

7 

50 

50 

50 

55 

60 

40 

20 

26 

27 

 
表 3  外源 DNA 质量浓度对电脉冲导入率和孵化率的影响结果 

Tab. 3  The effect of the concentration of foreign DNA on the 

hatch level and efficiency of gene transfer  

DNA 质量浓度 

(mg/L) 

孵化率 

（％） 

导入率 

（％） 

10 

20 

30 

对照 

60 

60 

59 

75 

17 

30 

30 

0 

 
2.2 外源基因整合率的分析 

采用上述两种方法实现较大批量的基因转移，各

获得了 500 尾 1月龄的大菱鲆。按照常规方法各提取

100 尾仔鱼少许尾鳍的基因组 DNA，PCR 反应并进行

凝胶电泳检测（图 1）。采用最优条件下的电脉冲方

法，有 28 个样品扩增出特异性电泳带，表明有 28 尾

鱼的染色体中已经整合了外源基因，外源基因的整合

率为 28%。采用转染法，有 70 个样品扩增出特异性

的电泳带，表明外源基因的整合率为 70％。 
 
 
 
 
 
 
 

图 1  转基因鱼 PCR 检测结果 

Fig.1  The analysis result of transgenic turbots larvae by PCR 

1,2. 示阴性性对照，3,4. 示阳性对照，模板为质粒 mylc-MSTNpro； 

5～22. 实验组 

Lane1,2 is negative control groups; Lane 3,4 is positive control groups of 

plasmid DNA mylc-MSTNpro; Lane 5~22 is treatment groups 

 
2.3 转染法与电脉冲精子介导法的比较 

虽然电脉冲精子介导法是一种普遍采用的转基

因方法，但是转染法可以较高效地导入外源基因，且

具有同时处理大批量受精卵、操作简单等优势（表 4）。

转染试剂 jetPEI 介导的转染法提供了一个条件温和，

物理损伤较小的方法将外源基因转移到大菱鲆受精

卵中。实验结果表明此种方法处理的鱼受精卵有着较

高的孵化率及外源基因的表达率（表 5）。

 
表 4  电脉冲精子介导法与转染法比较 

Tab. 4  Comparison between electroporation and transfection reagent delivering DNA into fish zygotes 

方法 孵化率 

(%) 

存活率 

 (%) 

PCR 阳性率 

(%) 

一次处理的受精卵数量 

（个） 

复杂程度 

电脉冲精子介导法 50~60 15~20 28 5 000~10 000 需要最优化参数 

转染法 60~70 35~50 70 30 000~50 000 简单 

对照 60~70 40~50 0 空白 空白 

 

3 讨论 

鱼类是研究转基因动物的良好材料。与哺乳动物

相比，1 尾雌鱼能提供成千上万个卵，取材相对容易，

实验周期较短；而且，鱼类在体外受精和体外发育，

卵的体积也大小适中，因此胚胎操作较哺乳动物简单

易行。转基因鱼是目前国内外获得的最成功的转基因

动物之一。 
常用的基因转染技术是将纯化的含有靶基因的

质粒 DNA 送入细胞内，并在细胞内表达。转染方法

有多种，根据不同的细胞，贴壁或悬浮细胞可选用不

同的方法，其目的是要达到设置转染效率。影响转染 
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表 5  PCR 方法检测目的基因在大菱鲆体内的表达 

Tab. 5 Detection of target gene in experimental fish Turbot 

(Scophthatmus maximus) by PCR 

方法 实验鱼数量 

（尾） 

阳性数量 

（尾） 

效率 

(%) 

电脉冲精子介导法 100 28 28 

转染法 100 70 70 

 

产率的因素有多种，包括转染方法、操作技术、质粒

DNA 的纯度、靶细胞的生长状态等。通过转染的方

法将外源质粒 DNA 导入鱼类受精卵中是一种相对较

新的、物理损伤较小的转基因方法。本实验表明与裸

露 DNA 经过一段时间的孵育，大菱鲆受精卵可以成

功地被转染。这与在其他物种中的实验结果相吻合。

Spadafora[11]1998 年发现动物精子在体外可以很容易

被转染。Huguet 和 Esponda[13]也在 1998 年发现老鼠

的精子无论是在体外还是在输精管中都很容易被转

染。 
Calderon 和 Sun[14]近期通过将表达载体转染到

虾的受精卵中，测试了 4种转染试剂，包括 Effectene 
(Qiagen), SuperFect (Qiagen), Lipofectamine 2000 
(GibcoBRL), 和  jetPEI (Qbiogene)。在该实验中，

Effectene 和  jetPEI 显示了阳性结果。但使用

Effectene 的步骤较繁琐，因此作者在本实验中选择了

jetPEI。 
Horbinski[15]在 2001 年研究发现，转染试剂 jetPEI

具有很低的细胞毒性。Ahn[16]在 2002 年研究发现

jetPEI 是可以被生物自身所分解的。 
本实验所采用的电脉冲及转染法所获得的两组

转基因实验鱼，放置在 10 L 的水箱中继续饲养，监

控其生长情况，并定期进行比较观察，包括体长、体

质量、畸形率、死亡率等。比较结果可以看出，转染

法对鱼受精卵的损伤较小，并且可以获得较高的外源

基因表达率。此外，转染法操作步骤较简单，所需的

实验设备较少，适合大批量的转基因鱼实验及生产，

是一种值得推广应用的有效的转基因方法。 
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Abstract: This paper explores the relative efficiency of gene transfer into Turbot (Scophthatmus maximus) 

zygotes by electroporation and transfection reagent. The electroporation conditions(field strength of 300 V/cm, 5 pluse 

and foreign DNA concentration of 20 mg/L) were applied for mass gene transfer. Transfection experiments were 

performed at the one-cell stage (within 50 min postspawning) of fertilized fish eggs. Efficiency rates of foreign gene in 

the mass gene transfer were about 20%～28% and 60%～70% for electroporation and transfection methods, 

respectively. This study demonstrates that treating the fish zygotes with the DNA/jetPEI complex at the one-cell stage 

exhibits a higher gene transfer efficiency in fish. 

 
（本文编辑：刘珊珊） 
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