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用显微注射法将绿色荧光蛋白

基因导入金鱼受精卵中表达
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摘 要：采用显微注射法将绿色荧光蛋白（GFP）基因重组表达质粒导入金鱼受精卵中，以期获得能发绿色荧
光的金鱼。结果显示，在注射的 3批金鱼受精卵中（第一批 4 310粒，第二批 3 952粒，第三批 4 056粒），分别
孵出鱼苗 543、282和 266尾，出苗率为 17.02%、12.53%和 13.52%，其中表达绿色荧光的金鱼分别为 23、24和
18尾，表达率为 4.24%、8.51%和 6.77%。荧光表达检测发现，从肌肉效应期就开始检测得到绿色荧光。
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E"pression of GFP gene transferred into the fertili1ed eggs of
!arassius aura&us by microinjection
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Abstract：In order to obtain Carassius auratus with green fluoresCenCe，the plasmid GFP gene was transferred into
the fertilized eggs by miCroinJeCtion . The results showed that the three batChes of fertilized eggs（4310，3952，4056）
hatChed 543、282 and 266 fry，respeCtively，and the survival rates were 17 . 02%、12 . 53% and 13 . 52%，
respeCtively；there were 23、24 and 18 fry with green fluoresCenCe，respeCtively，and the expression rates were
4 .24%、8 .51% and 6.77%，respeCtively . The deteCtion of green fluoresCenCe indiCated that GFP gene begins to
express in the musCular effeCt stage of gold fish embryos .
Key words：Carassius auratus；green fluoresCent protein（GFP）gene；transgeniC fish；miCroinJeCtion

绿色荧光蛋白（green fluoresCent protein，GFP）是 1962年 Shimoura和 Johnson 等人首先从水螅水母类
动物 Aequorea victoria 中分离、纯化出来的一种荧光蛋白物质［1］。这种蛋白质在体外只要经适当波长的
光激发便可发出绿色荧光，其所发绿光用普通荧光显微镜就可检测到，因而具有检测灵敏度高和操作简

便等优点。而且该蛋白对宿主细胞不存在毒性［2］，检测 GFP时也无损于细胞或胚胎的完整性和活力。
因此，作为基因表达的真实报告者（real-time reporter） GFP，无疑是研究动物胚胎形成过程中基因表
达动力学的理想材料［3］。

转基因技术的出现，使遗传工作者可有目的有预见地改变动物遗传性状，创造出更优良的新品种、

新品系。1982年，美国科学家 Palmiter等［4］首次采用该技术将大鼠生长激素（GH）基因导入小鼠受精卵



中获得了“超级鼠”，开创了利用基因转移技术培育动物新品系的新纪元。1984年，国内学者将人的生
长激素基因导入鲫鱼受精卵中，培育出世界上第一批转基因鱼。从此，世界各国科学家们对转基因鱼做

了大量工作，取得了很大进展。然而时至今日，转基因鱼的研究主要限于促进生长和提高抗性两个方

面［5，6］，其它如改变观赏鱼的体色、花纹等尚未见报道。本文在金鱼（Carassius auratus）受精卵中导入
GFP基因，目的是利用 GFP基因的发光性，尝试改变金鱼体色，提高其观赏价值；同时将 GFP作为报告
基因，用来检测外源基因在金鱼体内的整合表达。

1 材料与方法

1.1 转基因材料
绿色荧光蛋白（GFP）基因购自 ClonteCh 公司，pUC118、ECoR I、Sma I和 T4DNA连接酶等生物试剂购

自华美生物工程公司；转基因 0lypus显微注射仪购自基因公司；金鱼受精卵由湖南长沙市开福区观赏
鱼基地提供。

1.2 GFP基因的重组构建
将 pUC118和 pGFP分别经 ECoR I和 Sma I 双酶切后，回收 pUC118酶切后的大片段及 pGFP的小片

段（GFP CDNA 4.7kb）。将回收的片段先用苯酚抽提，再经等体积苯酚：氯仿纯化，两倍体积无水乙醇沉
淀、干燥后，在 T4DNA 连接酶的作用下构建重组表达质粒 GFP。

1.3 GFP基因导入
利用显微注射法，即在金鱼繁殖季节（4 - 5月），选择健康无损伤，性腺发育良好的亲鱼，用激素进

行人工催产，然后在池中捞出刚产出的受精卵（1 - 2细胞期）置于培养皿中，进行显微注射。注射部位
为受精卵动物极，注射量为 2 ~ 5nL（106 ~ 107 拷贝）。显微注射后的受精卵放在与对照组的温度、光照
和水流等条件相同的孵化盆中孵化。

1.4 受精率、出苗率计算

受精率（%）=原肠胚中期受精卵数
总卵粒数

× 100

出苗率（%）= 出苗数
总受精卵数

× 100

图 1 绿色荧光蛋白重组子酶切图谱
Fig.1 EleCtrophoresis pattern of GFP reCombinant
C，I：含插入片段（GFP基因）的重组子，用箭头表示；

M：入DNA / HindⅢ + EcoRI

1. 5 GFP基因的表达检测
采用体视镜（15 ×，加 470 ~ 510nm波长紫外光

源）对显微注射过的金鱼受精卵进行胚胎发育跟踪

观察，注意其荧光发生部位，记录、拍照，计算荧光表

达率。

表达率（%）= 表达荧光的鱼苗数
导入 pGFP的总出苗数 × 100

2 结果与分析

2.1 GFP基因的重组构建
随机挑取重组菌落，提取质粒 DNA，用 ECoR I /

Smal I 进行酶切鉴定，结果在 10个菌落中发现有 2
个重组子（C和 I），证明 GFP基因已插入 CAP下游
（图 1）。
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2.2 GFP基因的导入
表 1 导入 pGFP基因的金鱼卵受精率与出苗率
Tab.1 The fertili1ed rates and survival rates of

! " aura&us after microinjection of pGFP

批次 注射卵数（粒）受精率（%）出苗数（尾） 出苗率（%）

I 4 310 74 543 17 .02
II 3 952 57 282 12 .53
III 4 056 48 .5 266 13 .52

表 2 导入 pGFP基因的金鱼荧光检测结果
Tab.2 Detection results of green fluorescent in

! " aura&us after microinjection of pGFP

批次 出苗数（尾） 发荧光鱼苗数（尾） 表达率（%）

I 543 23 4.24
II 282 24 8.51
III 266 18 6.77

采用显微注射法，将重组构建好的 GFP基因先
后导入 3批金鱼受精卵中，共 12 318粒，最后孵出鱼
苗 1 091尾（表 1）。结果发现，注射过 GFP的受精卵
发育良好，其胚胎发育与对照组比较，出膜时间推迟

18 ~ 36h，这可能与注射操作对卵膜和卵内各种组织
的机械损伤有关。加之实验期间水温变幅大，出苗

率均较低。

2.3 GFP基因的表达检测
在对导入了 GFP基因的金鱼胚胎发育跟踪观

察中，发现在胚胎早期检测不到 GFP基因的表达产
物，一直到肌肉效应期才能明确检测出来。在导入

的 12 318粒金鱼受精卵中，出苗 1 091尾，其中有 65
尾得到了表达（表 2）。在表达荧光的 65尾鱼苗中，
又有很多是属于嵌合体（mosaiCs），其荧光主要分布
在金鱼的头部、尾部或胸鳍、背鳍和尾鳍等处。例如在第 1批显微注射 GFP基因的金鱼受精卵中，23尾
得到表达，但其中就有 13尾为嵌合体，只有 10尾为全身表达。其原因可能是：
（1）显微注射 GFP基因后，基因在受精卵中的整合具有随机性；一般认为外源 DNA常常是在刚完
成复制或正在进行复制的染色体区段整合；

（2）显微注射操作时，由于注射 GFP基因的部位（受精卵动物极）不同，GFP基因在组织间的分布呈
嵌合状态，为不稳定的嵌合性整合，从而出现嵌合体［7，8］；

（3）只有当 GFP基因整合到金鱼卵的基因组中时，才会出现全身荧光，得到全身表达。

3 讨论

3.1 转基因操作对胚胎成活率的影响
相对哺乳动物来说，鱼类受精卵显微注射后胚胎存活率要高。因为鱼类是体外受精和体外发育动

物，显微注射后的胚胎不需要象哺乳动物那样操作（如移植给受体）；另外，鱼类细胞质注射（鱼类细胞核

很难定位）较细胞核注射对胚胎损伤小，存活率高，虽然其整合率较细胞核注射低。

3.2 基因的嵌合表达
显微注射法有两个重大缺点：需要昂贵的设备和因嵌合体比例太高致使总的转基因效率低下。至

于怎样最大限度地避免嵌合型转基因鱼的出现，目前还尚无定论。Rahman和 MaClean［9］报道，在罗非鱼
受精卵发育到单细胞期注射外源基因，可避免嵌合型转基因鱼的出现；梁利群等［10］认为外源基因导入

受精卵的最佳时期应选在单细胞后期。结合我们的实验，考虑到鱼的受精卵发育很快，仅仅在单细胞末

期注射的话，时间太短不利实验进行，因而建议：

（1）显微注射时间可适当延至 2细胞期；
（2）受精卵在进行显微注射操作前，可置于低于室温（14 ~ 18。C）的条件下，以延缓其发育速度。

3.3 转基因的安全性
GFP作为一种效果很理想的选择标记，已在转基因动物研究中广泛应用，然而对于 GFP基因对宿

主动物是否具毒副作用，还是一个需要慎重回答的问题，尤其是当转基因表达水平过高时，其不仅可能

会影响到宿主动物本身的健康，还可能会影响转基因产品的质量［11］。另外，转 GFP基因的鱼，一旦被释
放到天然水域中，它会在多大程度上影响水体生态平衡；人若是食用了转 GFP基因的鱼是否安全［12，13］；
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人们对这种“发绿光”转基因鱼持何种态度等等，我们都还不明确。因此，在将 GFP基因用于转基因研
究时，这些都是需要审慎考虑的问题。

承蒙上海水产大学楼允东教授审阅全文，并提出修改意见，特此致谢。
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下期文章摘要

不同营养盐浓度下微绿球藻的生长

及水体中氮磷的变化

王丽卿，黄旭雄
（上海水产大学渔业学院，200090）

摘 要：在单胞藻培养池中，以 f / 2为基本培养配方（其主要成分为 NaN03 74. 8mg，NaH2P04 4. 4mg，FeC6H507·

5H20 3.9mg），在经消毒的天然河口水中，分别添加 1 倍、2 倍、3 倍 f / 2 配方的营养盐浓度培养微绿球藻

（Nannochloropsis oculata）。结果表明，添加 2倍营养盐浓度组，微绿球藻的生长最快，其相对生长常数显著大于
添加 1倍营养盐浓度组。在培养过程中，水体中 N03

- -N、NH4
+ -N、总氮及 P04

3 - -P含量下降，而 N02
- -N含量

在培养过程中先降后升。在高浓度营养条件直，生产单位产量的微绿球藻需要消耗更多的氮肥。

关键词：微绿球藻；生长；氮；磷
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