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真鲷精子在外源 DNA 下的生理特性和转染效果 

郑君飘1, 2, 刘清华1, 徐世宏1, 马道远1, 肖志忠1, 林  帆1, 肖永双1, 李  军1 

 (1. 中国科学院 海洋研究所, 山东 青岛 266071; 2. 中国科学院 研究生院, 北京 100049) 

摘要: 为研究真鲷(Pagrus major)精子在外源 DNA 下的生理特性和转染效果, 探索真鲷精子介导转基

因技术, 作者通过计算机辅助分析外源 DNA 环境下(不同孵育时间、DNA 长度、DNA 浓度)真鲷精子

活率和运动速度的变化, 进一步采用 PCR 和荧光探针的方法检测外源 DNA 与真鲷精子的结合情况, 

并通过人工授精来评价外源 DNA 能否转染精子并传递至 F0 代。结果表明: 外源 DNA 浓度、孵育时

间及 DNA 长度对精子活率无显著影响。在 5 μg/106 个精子的高浓度 10 kb DNA 下孵育 12 h, 真鲷精子

仍具有(75.89±5.55)%的精子活率, 平均直线速度(70.97±6.37)μm/s, 与对照组无显著差异, 但精子平

均曲线速度显著下降, 比对照组低 21.85μm/s。真鲷精子与带 Fluorescein 荧光素的 DNA 片段共孵育后, 

部分精子在荧光显微镜下观察到绿光。将 DNA 孵育后精子进行人工授精表明经过 1 µg DNA/106 个精

子孵育后的受精率和孵化率无显著下降, 通过 PCR 法并没有在外源 DNA 处理的精子和 F0 代中检测到

目的基因, 表明外源 DNA 虽然能够吸附在真鲷精子表面, 但并不足以携带进入卵子产生转基因后代。  
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鱼类转基因方法中使用广泛、技术较为成熟的

是显微注射。然而, 除了操作繁琐、成活率低等缺点, 

显微注射在许多鱼类的应用中存在受精卵不透明、

卵膜较硬不易去除和原核较小等问题 [1], 加大了注

射的难度。精子介导转基因技术以精子作为外源基

因的载体 , 使精子携带上外源基因 , 通过人工授精

将外源基因带入子代的基因组中, 从而实现基因转

移。该技术操作简便、成本低、便于大量筛选, 同时避开

了鱼类受精卵各种特性的限制, 在转基因鱼的制备中具

有优势[2], 目前已在斑马鱼(Brachydanio rerio)[3]、大鳞大

麻哈鱼 (Oncorhynchus tshawytscha)[4]、平鲷 (Sparus 

sarba)[5]等多种鱼类中获得成功。精子介导转基因技

术的关键在于将带有目的基因的外源DNA转入精子

内, 转入的难易程度在不同物种上差别很大。生物中

普遍存在精子能够吸纳外源 DNA的现象, 这一现象

在 1989年 Lavitrano等[6]利用 DNA转染的精子人工

授精获得转基因小鼠株系后受到广泛关注。

Sciamanna等[7]认为几乎所有物种的精子都可以吸收

DNA或 RNA分子, 并将其内化入细胞核。然而, 精

子介导法转基因技术现仍存在转染不稳定、重复性

差等缺点。由于精子的结构和生理特性存在明显的

物种差异, 物种间精子吸纳外源 DNA的能力也有较

大差别, 加上外源 DNA转染精子的机制至今尚不清

晰, 不同物种采用精子介导法产生转基因动物的成

功率差异很大。在鱼类中, 通过外源 DNA与精子直

接混合处理, 获得较好转染效果的仅对斑马鱼[3]、巴

南牙鲆(Paralichthys orbignyanus)[8]、鲤鱼(Cyprinus 

carpio)、泥鳅(Misgurnus anguillicaudatus)[9]等有报道, 

当精子自身吸纳 DNA的能力较弱时, 则需要利用精

子冻融、脂质体、电穿孔等人为手段来提高外源 DNA

转入精子的效率。 

精子质量也是决定精子介导法转基因效果的

重要因素 , 经外源 DNA 转染的精子必须具有较好

的活率和受精能力 , 才能保证获得足够数量的后

代进行筛选。在一些鱼类中 , 外源 DNA 的存在会

明显降低精子的活力 [10-11], 此外 , 人为处理精子

的过程也会对精子造成损伤 , 因此 , 检测精子生
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理特性和筛选处理条件是鱼类精子介导转基因的

一个重要环节。  

真鲷作为一种海水经济鱼类 , 已发展成为海

水养殖的重点品种。转基因是改良鱼种性状、培育

高产、优质和抗逆鱼类品系的有效手段。本研究运

用计算机辅助分析系统检测外源 DNA对真鲷精子

活力的影响 , 通过人工授精来评价转染精子的授

精能力变化 , 并用荧光探针和 PCR 的方法检测外

源基因在精子和 F0 代中的整合情况 , 为真鲷精子

介导转基因技术的探索提供一些理论依据和技术

资料。  

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

真鲷精子由青岛通用水产养殖有限公司提供 , 

取样时间为 2011 年 5 月, 经程序降温仪冷冻保存于

液氮。质粒 pPmvasGFP(10 kb)为本实验室林帆博士

构建, 其结构由真鲷 vasa 基因的启动子调控序列与

pGFP-N1 载体重组构成, 功能在于用绿色荧光蛋白

(GFP)标记生殖细胞[12]。人工授精实验于烟台芳华海

珍品苗种场进行。海洋动物组织提取试剂盒、无内

毒素质粒大提试剂盒、PCR 产物纯化试剂盒购自天根

升华科技有限公司; HiFi Taq(含 dNTPs 和 10× buffer)、

PCR SuperMix, DNA marker、感受态细胞 DH5α购自

北京全式金生物技术有限公司; Fluorescein-12-dUTP

购自 Life technologies公司; 引物由上海生物工程公

司合成。计算机辅助精子分析采用清华同方精子分

析 MX7系统。 

1.2  实验方法 

1.2.1  精子解冻与精浆去除 

真鲷冻精在 35℃下水浴解冻 2 min, 检测精子

活力, 选取精子活率大于 80%的样品用于实验。精

液与 Hanks液[13]按 1︰6混合于 1.5 mL离心管, 充

分振荡, 1000 g下离心 10 min, 重复洗涤 3次去除精

浆和抗冻剂。Hanks 液重悬的精子通过血球计数板

法在普通光学显微镜下测量密度, 调整精子密度至

109个/mL。 

1.2.2  外源 DNA制备 

pPmvasGFP 质粒转化感受态细胞 DH5α, 卡那

(50μg/μL)筛选阳性菌落, LB 培养基扩大培养, 按照

试剂说明书抽提质粒。以 pPmvasGFP 为模板, 设计

引物分别扩增得到长度为 0.5和 3的 DNA片段。通

过酚抽提和乙醇沉淀法对质粒和DNA片段进行纯化

富集, 沉淀干燥后用 Hanks液溶解, 测定 DNA浓度, 

调整质量浓度为 1 μg/μL。 

用 Fluorescein-12-dUTP代替 dTTP, 以 pPmvas-GFP

为模板, 通过 PCR的方法扩增得到带 Fluorescein荧

光素标记的 6 kb Fluorescein-DNA探针, 聚合酶采用

HiFi Taq。避光环境下经试剂盒纯化除去残余的

Fluorescein-12-dUTP。测得 Fluorescein-DNA浓度为

300 ng/μL, 荧光显微镜下发绿光。 

1.2.3  外源 DNA孵育精子与检测观察 

1.2.3.1  精子活力检测 

将真鲷精子与质粒、DNA 片段在 4℃下共孵育, 

检测在不同条件下(孵育时间、DNA浓度、DNA长度)

精子活力的变化。孵育时间单因子影响实验: 取 10 μL

精子与 1.5 mL离心管中, 加入 5 μg pPmvas GFP质粒

(终浓度为 0.5 μg/106 个精子), 对照组加等体积的

Hanks液, 孵育终体积补至 50 μL后用轻弹混匀。24 h

内每隔 2 h取 1 μL检测精子活力, 实验组和对照组

各设 3个平行。DNA长度和浓度单因子影响实验: 取

5 μL精子于 1.5 μL离心管中, 分别加入 0、2.5、10、

25 μg 的 0.5 kb DNA 片段 , 3 kb DNA 片段和

pPmvasGFP质粒(终浓度为 0、0.5、2、5 μg/106个精

子), Hanks液补齐至 60 μL, 4℃下孵育 12 h, 重复测 3

次精子活力。 

1.2.3.2  荧光观察与 PCR检测 

取真鲷精子于不同浓度(0.05、0.3、1 μg/106个精子)

的 Fluorescein-DNA(避光操作)和 pPmvasGFP 质粒下孵

育 2 h后, 加入Hanks液重复洗涤 3次。Fluorescein-DNA

处理组精子在荧光显微镜下压片观察。pPmvasGFP质粒

处理的精子, 加入 10 U Dnase I酶于 37℃下消化 10 min, 

重复洗涤 3次后于 70℃下使 Dnase I酶失活。用试剂盒

提取基因组DNA, 通过PCR检测外源DNA是否转入精

子。检测引物为GFP上的序列, 预期产物长度为 303 bp, 

上游引物 5′-CGTGACCACCCTGACCTA-3′, 下游引物

5′-ATGCCGTTCTTCTGCTTG-3′。以真鲷 Vasa 调控序

列上的引物扩增作为阳性对照 , 产物为上游引物

5′-TCCAAAGGTGGTCAGTCATAAGG-3′, 下游引物

5′-AACCATCTCAGAGGAACGAAGT-3′。PCR 扩增反

应体积为 20 μL, 其中包括 DNA模板 2 μL, 上下游引

物(20 μmol/L)各 0.4 μL, PCR SuperMix 10 μL, 加

ddH2O补足体系。PCR 反应条件为 94℃预变性 5 min, 

94℃30 s, 60℃退火 30 s, 72℃2 min延伸, 30个循环, 

72℃总延伸 10 min。 
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1.2.4  人工授精和取样固定 

预先在不同的 pPmvasGFP 质粒浓度和孵育时间

下处理真鲷精子后进行人工授精。用少量丁香酚麻醉

性腺发育成熟的雌鱼, 通过挤压腹部的方法获得卵

子。人工授精过程在 25 mL烧杯中进行, 先置少量海

水于烧杯底部后加入 10 μL处理过的精子, 精子激活

过程加入 2 mL 的真鲷卵子, 摇匀使其充分受精, 之

后每隔数分钟加入少量海水, 最后将上层浮卵倒入盛

满海水的塑料碗中进行孵化, 孵化过程测受精率与孵

化率, 实验组和对照组 3 个平行。取一部分孵化 3 d

后的仔鱼用 70%酒精保存, 其余带回实验室观察。 

1.2.5  仔鱼 DNA提取和目的基因检测 

将酒精固定的仔鱼在常温下干燥后用生理盐水清

洗, 试剂盒提取基因组 DNA, PCR 法检测目的基因在

F0 代的转入情况, 检测方法同上。将取回实验室的初

孵 4 d仔鱼在荧光体视镜下观察是否有 GFP的表达。 

1.2.6  数据分析 

不同处理组下的精子活力、受精率、孵化率采

用 SPSS软件进行方差分析, LSD法多重比较。 

2  结果 

2.1  外源 DNA 对精子活力的影响 

精子活率(Percentage of motile sperm, MOT)、平

均曲线速度(Curvilinear velocity, VCL) 和平均直线

速度(Straight line velocity, VSL)是反映精子活力的 3个

重要指标。孵育时间影响实验(图 1A): 在 0.5μg/106精

子的 pPmvasGFP质粒浓度下孵育 24 h, 精子MOT, VCL

和 VSL 值分别从(83.91±2.90)%, (123.63±5.90) μm/s, 

(98.90±4.10) μm/s 下降至(73.03±2.83)%, (89.83± 

4.23) μm/s和(79.46±5.49) μm/s。随着孵育时间的增

加, 外源 DNA 处理组与对照组(非处理组)精子的 3

个活力指标变化趋势一致, 无显著差异(P>0.05)。外

源 DNA长度和浓度影响实验(图 1B): 0.5kb和 3kb的

DNA片段处理 12 h后, 不同浓度(0.5、2、5 μg/106

个精子)处理组和对照组(0 μg/106 个精子)的 MOT, 

VCL, VSL值无显著差异(P>0.05); 2、5 μg/106个精子

的高浓度 pPmvasGFP(10 kb)质粒处理 12 h后, 处理

组精子VCL值比对照组分别低 14.26和 21.85 μm/s, 差

异显著(P<0.05), VSL 值无显著差异(P>0.05); 对等浓

度下不同长度 DNA 片段的处理结果进行单因素分析, 

当 DNA浓度达到 5 μg/106个精子, pPmvasGFP(10 kb)

对 VCL, VSL 的影响均显著大于 0.5 kb 和 3 kb 的

DNA片段(P<0.01)。 

2.2  荧光观察与 PCR 检测 

Fluorescein-DNA 与真鲷精子共孵育, 充分洗涤后

在荧光显微镜下观察到部分精子带有绿色荧光(图 2)。

随机选取 5 个视野计数统计, 带有绿色荧光的精子

比例与 Fluorescein-DNA浓度呈正相关。0.05、0.3、

1 μg/106精子的 Fluorescein-DNA 浓度处理下, 带绿色

荧光的精子比例分别为 (23.48± 7.90)%, (26.53±

6.35)%, (31.90±5.65)%。pPmvasGFP 质粒处理的精

子, 经Dnase I酶消化和洗涤后, 提取的DNA并未检

测到目的基因, 通过 PCR并未能扩增出 pPmvasGFP

上特异的 GFP序列(图 3)。 

2.3  人工授精和子代检测 

共进行两个批次的人工授精, 受精率和孵化率

的统计如下(表 1)。外源 DNA 处理组与对照组的受

精率均在 70%~80%, 无显著差异(P>0.05)。批次 1 中, 

1 μg/106个精子处理 2、4 h组的孵化率为(33.42±9.00)%

和(43.40±8.04)%, 与对照组(65.45±2.99)%显著差

异(P<0.05), 但在批次 2 孵化率均无差异。各个实验

组提取 30 尾仔鱼基因组 DNA, 用 PCR 法并未能检

测到 pPmvasGFP 上特异的 GFP 序列, 阳性率均为

0%(表 1)。每个实验组除固定外, 剩余活体(约 700

尾)在荧光体视镜下观察, 未发现仔鱼身上有绿色荧

光蛋白表达。 

3  讨论 

精子介导转基因技术仅在少数几种海水鱼获得

成功。Lu等[5]利用电穿孔和精巢内注射转染的方法将

虹鳟(Oncorhynchus mykiss)生长激素基因(rtGH)导入

平鲷精子, 人工授精后获得转基因平鲷; Liu[14]等将外

源基因在直接孵育、超声波、低温冷冻、DMSO几种

环境中处理金头鲷(Sparus aurata)精子, 通过 PCR 和

斑点印迹(Dot Blots)技术发现所有处理组的精子中都

能检测到目的基因信号, 这种信号在胚胎孵化后消

失。无论采用何种方式对鱼类精子进行处理, 了解外

源 DNA 对精子生理特性的影响都显得尤为必要。鱼

类精子的质量是决定人工授精效果, 胚胎和子代能否

正常发育的重要因素。在一些鱼类的研究报道中, 外

源 DNA 能使精子的活力下降: 克林雷氏鲶(Rhamdia 

quelen)[11]精子在 50 ng/106个精子的外源DNA下活力降

低, 当外源DNA的浓度达到 100 ng/106个精子时, 精子

的活力完全丧失; 巴南牙鲆精子[8]在 500 ng/106个精子

的外源 DNA下完全失活。本研究中 500 ng/106个精子
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的 pPmvasGFP 质粒对精子活力没有影响 , 只有当

pPmvasGFP质粒达到 2 μg/106个精子的高浓度时, 精子

活力才有所下降。5 μg/106个精子的 pPmvasGFP质粒下, 

精子VCL值相较于对照组低 22.0%, 而MOT值和VSL

值并无差别, 这就意味在高浓度外源 DNA 下, 虽然精

子的运动速度有所减慢, 但能被激活的精子总数并没有

减少。人工授精实验中, 外源 DNA 处理组与非处理组

的受精率无显著差异, 外源 DNA 对精子运动能力的削

弱并不影响精子的受精能力。所以, 从总体上讲外源

DNA对真鲷精子的质量影响不大。 

 
图 1  外源 DNA对真鲷精子活力的影响 

Fig.1  Sperm motility evaluation after incubation with exogenous DNA 

A. 孵育时间影响实验; B. 外源 DNA长度和浓度影响实验; *. 差异显著 

A. Effect of the incubation time on the sperm motility; B. Effect of the length and concentrations of exogenous 
DNA fragment on sperm motility; *. P<0.05 

 

目前外源 DNA 对精子的损伤机制尚无报道。

Maione 等[15]在小鼠的研究中发现, 在 100~500 ng/106

个精子的外源 DNA 下精子内会应激产生核酸酶, 核

酸酶的存在不仅会裂解进入精子内的外源 DNA, 同时

也会降解自身的基因组 DNA, 使精子失活。Maione认

为这是小鼠精子在高浓度的外源 DNA环境下, 通过

自身凋亡以确保遗传物质不受外来基因修改的自我

保护机制。精子内存在核酸酶活性物质的现象在猪, 

牛等物种中也有报道 [16]。本研究中, 将带 Fluores- 

cein 荧光素的 DNA 片段与真鲷精子共孵育后, 发现

在荧光显微镜下部分精子带有绿光, 标志着有 DNA

片段与精子结合。然而, 经洗涤和 Dnase I酶消化后, 

从精子中提取出的基因组 DNA 通过 PCR 法并不能

检测到目的基因。由此结果可做两种推测: (1)真鲷精

子吸纳外源 DNA 的能力较弱, 进入精子的 DNA 被

内源核酸酶裂解。但内源核酸酶的存在也会破坏精

子, 与精子活率不受影响的结果不符, 由此说明有外

源 DNA 进入精子内的可能性较小; (2)真鲷精子自身

并不具备吸纳外源 DNA片段的能力, 外源 DNA只是

吸附在精子表面。从子代的检测结果阳性率为 0来看, 

吸附在精子表面的 DNA 片段会在受精过程被除去, 

并不足以携带进入卵子产生转基因后代。 
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图 2  荧光显微镜下(1000×)带荧光素标记的精子 

Fig.2  Fluorescence microscopy. A representative picture of 
red seabream spermatozoa (1000×) 

A. 普通光学显微镜; B. 荧光显微镜 

A. Sperm view in light microscope; B. Fluorescein-DNA signals on sperm 

 

图 3  PCR检测 pPmvasGFP质粒处理的精子 

Fig.3  Detection of pEGFP vector in sperm incubate with 
pPmvasGFP 

1. pPmvasGFP质粒处理组精子 DNA; 2. 对照组精子 DNA; 3. pPm-

vasGFP质粒; M. Marker 

1. Sperm incubated with pPmvasGFP; 2. Negative control; 3. pPm-
vasGFP; M. Marker 

 

表 1  外源 DNA 处理精子人工授精和 F0 代检测 
Tab.1  Artificial insemination and detection of pPmvasGFP vector in F0 

批次 质粒浓度(μg/106个) 孵育时间(h) 受精率(%) 孵化率(%) 阳性率(%)

1 0.5 2 75.76±2.64a 49.52±6.79 ab 0 

1 1 2 74.69±6.01 
a 33.42±9.00 b 0 

1 1 4 74.72±4.62 
a 43.40±8.04b 0 

1 0 0 76.74±5.04 
a 65.45±2.99 

a 0 

      

2 0.5 2 78.11±7.45 
a 71.30±11.97 a 0 

2 1 2 75.69±7.81 a 64.71±1.26 
a 0 

2 1 4 78.25±9.99 
a 64.23±8.67 a 0 

2 0 0 77.78±5.00 
a 65.45±3.03 

a 0 

注:表中英文字母分别代表差异水平(P<0.05) 
 

有关转基因真鲷的研究很少, 沙珍霞等 [17]最早

提到通过显微注射的方法, 获得 GFP 呈嵌合性表达

的真鲷胚胎。此方法工作量大, 注射的 1100 个胚胎

中仅有 54 个存活, 其中只有 3 个带有目的基因, 进

一步的筛选和培养的难度较大。精子介导法是制备

转基因真鲷的有力途径之一, 从本研究的结果来看, 

真鲷精子自身吸纳外源 DNA的能力较弱, 实验中的

所采用的真鲷精子为保存于液氮的冻精, 在一定程

序上说明冻融的方法并不能产生较好的转染效果。

需通过其他人为手段使精子携带上外源基因, 如脂

质体, 电穿孔等。真鲷精子的活力受外源 DNA的影

响较小, 在高浓度外源 DNA 下结合其他方法, 有助

于进一步探索更加有效的真鲷转基因方法。同时, 研

究结果中外源 DNA降低精子运动速度的现象, 以及

第一批次人工授精中, 实验组的孵化率降低是否是

由外源 DNA引起, 需要进一步的研究与验证。 
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Abstract: The effect of exogenous DNA ((DNA concentrations, DNA length and incubation time)) on the motility 

of red seabream (Pagrus major) sperm was studied using computer-assisted sperm analysis (CASA). Sperm fertility 

was evaluated by artificial insemination (AI). The polymerase chain reaction (PCR) and sperm treatment with 

Fluorescein-DNA were performed to assess the ability of spermatozoa to bind and internalize exogenous DNA. 

There was no significant difference in the percentage of motile sperm (MOT) between the DNA treated group and 

control group. The MOT was maintained at (75.89±5.55)% after treatment with high concentrations of DNA (5 μg/106 

spermatozoa), whereas the curvilinear velocity and straight line velocity of sperm were decreased by 30.78 μm/s 

and 20.52 μm/s, respectively. Green fluorescence was observed in sperm incubated with Fluorescein-DNA, however, 

no transgene signal was found in DNA treated sperm and embryos after AI through PCR. This result indicates that 

the exogenous DNA binding to the sperm of red seabream can't be carried into the egg and transgenic offspring. 
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