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摘要  从一尾转 pMThGH基因红鲤 F4代仔鱼基因组内回收并克隆了 50个转植基因(transgene), 对

其中 33个进行了分析. 根据双酶切结果, 可将这些回收基因分为 4种类型. 用 5种内切酶构建了

这 4 种类型回收基因的限制性内切酶图谱, 第 1 种类型(6 个, 占 18%)与建立原代转基因鱼所用

的外源基因相同, 而其他 3 种类型回收基因的分子量大小 酶切位点的种类 数量 位置都迥异

于转移前的结构, 意味着大多数转植基因顺序发生了缺失和重排. Southern 杂交进一步证明了这

一结果. 对回收基因侧翼进行顺序分析, 鉴别了两个相关的整合位点, 即鲤鱼β-actin 基因的启动

子或 5 UTR位点, 以及与小鼠 RTK mRNA同源的鲤鱼基因顺序位点.

关键词  转基因鱼  转植基因  分子多态性  整合位点

自 Palmiter[1]用显微注射法将大鼠 GH 基因转移到小鼠受精卵, 获得了体重比对照小鼠大

1 倍的转基因小鼠后, 转基因动物研究围绕动物定向育种 开发生物反应器和建立疾病的动

物模型等蓬勃开展起来. 然而, 人们对外源基因整合和在世代间传递的机制还缺乏足够的了

解, 尚不能实现外源基因在原代转基因动物体内的定点整合与受控表达. 外源基因整合机制

的研究一直为转基因研究者所关注. 通过 Southern 杂交 [2] 构建和筛选转基因个体的基因文

库[3,4] 染色体原位杂交 [5,6] 对后代个体携带外源基因拷贝数和表达水平的检测[7]等方法, 已

经获得了一些有关整合机制的部分信息. 这些资料可以概括为以下几个要点: (1) 外源基因大

多以头尾相接的串连体(concatemer)形式整合, (2) 除少数同源重组的整合外, 尚未发现整合位

点的数量与分布存在规律性, (3) 转植基因在一级结构上可能发生缺失 重排或被受体基因组

顺序所间断 . 但更多的问题有待深入研究, 如在分子水平上揭示整合事件的发生是否存在规

律性, 有效整合位点的顺序特征, 转植基因在世代传递过程中的行为等.

鱼类基因转移研究的一个直接目的是定向育种, 同时也为研究转植基因整合和遗传行为

提供了一个极好的模型. 在已有的转基因鱼模型研究中, 证实了转植基因与受体鱼基因组的

整合 , 并可遗传给子代 [8]. 本实验室最近的研究表明 , 外源基因的整合最早发生在囊胚期 [9].

首批转 pMThGH 基因红鲤[8]已通过自交繁殖了第四代仔鱼(F4), 转植基因经过多个世代传递后,

在受体动物基因组内是否稳定存在, 顺序结构是否有变化, 还未见深入研究和相关报道. 本文

从 F4代转 pMThGH红鲤基因组内回收并克隆了转植基因, 对这一问题进行了分析和探讨.

1  材料与方法

( ) 实验鱼.  将小鼠重金属螯合蛋白基因 MT 启动子与人生长激素结构基因 hGH 的融

合基因 MThGH 插入 pBR322 的 EcoR 位点, 构建了重组质粒 pMThGH(图 1). 经 BamH 线

性化后, 用显微注射法制备转基因红鲤[8]. 经尾鳍 DNA点杂交或 PCR 鉴定为阳性者进行自然

交配, 直到获得第四代仔鱼(F4). 17尾 2月龄 F4代仔鱼平均体重为 7.59 g, 对其中一尾个体最

大者(26.35 g)进行研究.

( ) BamH 酶切及转植基因富集区的确定.  从鱼肝脏提取基因组 DNA. 10 µg DNA 用
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BamH 完全酶切, 0.8%琼脂糖凝胶电泳分离

酶切片段 . 真空转膜 , 用α-32P-dCTP 标记的

pMThGH 探针进行 Southern 杂交[10](随机引物

标记试剂盒为 Promega 公司产品, α-32P-dCTP

购自北京亚辉生物工程公司). 根据杂交信号

所在位置, 确定以串连体形式整合的转植基因

经 BamH 酶切后单拷贝分子的大小.

( ) 转植基因 pMThGH 的回收.  部分

酶切: 本研究目的之一是获得转植基因侧翼

的受体基因组 DNA 顺序, 即整合位点顺序.

用 BamH 部分酶切, 有可能回收到转植基

因原来的 BamH 线性末端位点两侧的受体

基因组 DNA 片段. 取 40 µg 实验鱼基因组

DNA, 用 BamH 不完全消化 , 即在反应进

行至第 2, 5, 10, 15, 30分时, 依次从反应体

系中取出 1/5反应液, 加入终浓度为 0.05 mol/L的 EDTA, 以终止反应. 酶切片段的回收: 酶切

样品电泳分离 Southern 杂交, 杂交信号出现在 7.5~8 kb 的位置(资料未显示). 考虑到部分转

植基因经多个世代传递后可能发生了顺序的增减, 用低熔点胶回收和纯化 5~10 kb 区域的

DNA酶切片段, 溶于 100 µL TE(10 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, pH = 8.0), 浓度 40

µg/mL. 回收 DNA片段环化: 参照 Collins等人[11]的方法加以改进. 200 µL反应体系中, 回收

DNA酶切片段终浓度 2 µg/mL, T4 DNA连接酶 1 U, 16 连接 8 h. 酚/氯仿抽提, 乙醇沉淀, 溶

于 10 µL TE(10 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, pH = 8.0). 转化: 取 10 µL自身环化的 DNA,

转化 100 µL DH5α 感受态细胞, 涂于含 50 µg/mL氨苄青霉素的 LB平板上. 同时进行 pMThGH

质粒转化作为阳性对照.

( ) 回收基因的分类.  从平板上挑单菌落至 3 mL 含 50 µg/mL 氨苄青霉素的 LB 培养

基中, 37 振荡过夜. 碱裂解法小量制备质粒 DNA[10], 溶于 50 µL TER(TE pH = 8.0, 含 RNA

酶 20 µg/mL). 回收质粒和对照 pMThGH的质粒 DNA经 BamH 和 EcoR 双酶切后, 0.8%琼

脂糖凝胶电泳, 根据电泳图对回收质粒进行分类.

( ) 酶切图谱的构建.  每种类型回收基因各随机选取一个进行酶切图谱构建: 质粒 DNA

用单酶切位点的 BamH 和 Hind 分别线性化后, 各分成 3 等份, 再用 EcoR , Bgl 或

Kpn 进行第 2 次酶切. 用 UVP GDS8000 凝胶成像系统显示并判读酶切片段的分子量. 根据

各酶切片段的大小构建上述内切酶的酶切图谱.

( ) 转植基因 MThGH 片段的 PCR 和 Southern 检测.  MThGH 的 PCR: 正向引物 P1 和

反向引物 P2分别位于 MT启动子和结构基因 hGH上, 两者在 MThGH上的距离为 450 bp(见图

1). 扩增产物经 0.8%琼脂糖凝胶电泳后, 真空转膜, 以 DIG 标记的 MThGH 片段为探针进行

Southern 杂交验证(DIG DNA标记和检测试剂盒购自 Boehringer Mannheim公司). MThGH的

Southern 检测: 每种类型回收基因各挑取一个, 质粒 DNA 用 BamH 线性化, 以 DIG 标记的

MThGH片段为探针进行 Southern杂交, 方法同上.

图 1  转植基因 pMThGH的结构 线性化形式及

引物和探针的位置示意图
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( ) 侧翼顺序的亚克隆和顺序测定. 为证实回收基因侧翼携有宿主基因组 DNA顺序, 对

Type 和 Type 的侧翼各一个片段进行了顺序分析. 亚克隆: 5 号回收质粒(Type )用 BamH

和 Hind 双酶切后, 回收其 5 端的约 1 kb 的片段, 定向插入 pUC18 的相应位点之间, 酶

切法鉴定重组子, 命名为 B5(B H). 类似地, 6 号回收质粒(Type )用 BamH 单酶切后, 将

其 3 端的约 0.5 kb片段插入 pUC18的 BamH 位点, 重组子命名为 B6(B B ). 序列测定: 用

质粒小量制备试剂盒(Pharmacia Biotech 公司产品)直接从 3 mL过夜培养物中提取测序模板. 双

脱氧链终止法测序, 测序引物为 M13 正向或反向通用测序引物. ABI 310 测序仪和配套测序

反应试剂盒均为 PE Applied Biosystems 公司产品 . 顺序同源性比较 : 通过互联网 (http://

www.ncbi.nlm.gov/ BLAST), 检索 GenBank, EMBL和 DDBJ核酸顺序数据库, 比较顺序的同源性.

2  结果

2.1  转植基因的回收结果

从基因组 DNA 中进行了两次转植基因

回收, 获得了 50 个抗氨苄青霉素的克隆. 随

机挑选 33 个并制备其质粒 DNA. 根据质粒

DNA的 EcoR 和 BamH 双酶切结果, 可将

33个回收基因分为 4种类型(图 2).

Type : 2, 15, 16, 19, 21, 26号, 与对照

质粒相同, 共 6个, 占 18%.

Type : 1, 3~5, 8, 10, 12~14, 17, 18, 20,

23~25, 27, 28, 30~33号. 该组回收基因最多,

共 21个, 占 63.6%.

Type : 6, 7号.

Type : 9, 11, 22, 29号.

2.2  回收基因的酶切图谱

分别挑取 2, 5, 6, 9号回收质粒作为上述

4 种类型回收基因的代表, 与对照质粒一起进行单酶切和双酶切, 构建了回收基因 5 种内切酶

的酶切图谱. Type 的酶切图谱与对照相同, 其余 3种都与 pMThGH有差异, 且互不相同(图 3).

图 2  回收克隆的质粒 DNA经 EcoR 和

BamH 双酶切的电泳图
M λDNA/Hind + EcoR , 1~33 回收克隆的质

粒 DNA, P 对照质粒 pMThGH

图 3  回收基因的酶切图谱类型
Type 为正常型, Type ~ 为变异型, Ba示 BamH , E示 EcoR , H示 Hind , Bg示 Bgl , K 示 Kpn
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2.3  转植基因 MThGH片段的 PCR和 Southern检测结果

除 Type 类型回收基因外, 其他 3 种类型回收基因都没有出现预期的 450 bp 扩增片段.

Southern杂交证实, Type 的 450 bp扩增片段确实来自目标区(图 4). 所有类型都与 MThGH探

针有杂交反应, 表明 MThGH 并未完全缺失(图 5). PCR-Southern 结果说明, 大多数转植基因

的一级结构发生了变化, 至少在 MThGH 片段内如此, 但保留了 pBR322 扩增和氨苄青霉素筛

选所需的基本结构.

2.4  回收基因两个侧翼片段的顺序

用 M13 反向引物测定的 B5(B H)顺序, 对应于 Type 从 BamH 末端到 Hind 方向的

顺序. 输入可读顺序 470 bp, 检索结果表明, 其中的 438 bp与鱼类 GFP表达载体 FRMwg(顺

序注册号 : gb|AF1709151|)上的鲤鱼β-actin 基因启动子或 5 非编码区(5 UTR)的同源性为

98%(见图 6).

图 4  回收基因 MThGH的 PCR-Southern 检测
探针为 DIG标记的 MThGH和λDNA, M λDNA/EcoR + Hind ,

正常型, ~  变异型, P  pMThGH

图 5 回收基因 MThGH的 Southern 检测
说明同图 4

图 6  Type 侧翼 B5片段的顺序及同源性比较结果
下划线示酶切位点, *示差异碱基或缺口
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用 M13 正向引物对 B6(B B )测序, 测出了 Type 的末端 BamH 至内侧另一 BamH

位点间片段的全长, 方向可从片段内 Hind 位点的位置判断. 输入全长 509 bp, 检索结果显

示, 与小鼠的受体酪氨酸激酶基因(RTK)的 mRNA(序列注册号: dbj|D13738.1|)的同源性最高,

其中的 288 bp同源性达 99%, 非同源部分可能是内含子(图 7).

3  讨论

3.1  转植基因在受体鱼体内的分子多态性

转植基因的 4 种类型酶切图谱显示, 除少部分转植基因保持了建立原代转基因鱼所用的

外源基因的结构外, 大部分转植基因的分子量 酶切位点种类, 数量和位置都发生了很大的

变化, 这意味着外源基因在整合及 4 个世代的传递过程中, 大多数分子发生了不同形式的缺

失和重排事件, 表现出丰富的多态性.

Type 和 Type 除发生了缺失外 , 经部分测序分析证实 , 插入了宿主基因组顺序 .

Covarrubias 等人[3]从转基因小鼠早期死亡胚胎基因组文库中得到了 4 个携有转植基因的克隆,

对这些克隆进行杂交和酶切图谱分析, 发现这些克隆来源于 5 个串连的外源基因拷贝, 串连

体至少被已知的宿主基因 DNA 间断两次, 其中两个克隆含来源不明的 DNA 顺序. 可见, 转

植基因并不是在形式上简单地串连后插入宿主基因组. 整合可能包括转植基因与宿主基因组

之间 转植基因拷贝之间的重组, 部分转植基因将发生缺失 重排 宿主基因组片段掺入等

事件. 鉴于本文仅分析了一尾 F4代转基因鱼个体, 因此 F4代转基因鱼基因组内的转植基因多

型性是发生在原建代, 或是发生在世代传递之中, 还是两种情况兼而有之, 同一世代个体间有

何差异等等, 都有待进一步研究.

由于基因组 DNA部分酶切片段组成复杂, 目的片段虽经富集和环化, 转化的效率仍然很低,

所回收的转植基因只可能是很少一部分, 仅限于那些大小在富集区域(5~10 kb), 并且 Ampr 基

因和复制子顺序未遭破坏的那部分转植基因 . 由此推测, 转植基因在受体鱼体内存在形式的

分子多态性是极其丰富的.

图 7  Type 侧翼 B6片段的顺序及同源性比较结果
下划线示酶切位点, *示差异碱基
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3.2  转植基因在 F4代鱼体内的功能

PCR-Southern 分析表明, 只有 Type 类型的回收基因 MThGH 扩增部分仍保持结构完整,

而其他 3 种类型回收基因经 Southern 杂交证明只有部分 MThGH 顺序存在. 当然, 只要有完

整的转植基因存在, 只要整合在适宜的部位, 它就会表达并产生相应的生物学效应. 转基因小

鼠 果蝇和鱼类的研究表明, 转植基因的表达有明显的位置效应, 却与拷贝数无关, 过多拷贝

数反而抑制基因的表达[8,12,13]. 该鱼在 2 月龄时, 体重已近群体平均体重的 3.5 倍, 说明少量

完整的 整合于适当位置的转植基因已经对该尾转基因鱼产生了显著的促生长效应, 这种整

合应当属于转基因鱼模型所指出的“有效整合”[8].

3.3  转植基因回收是一种研究整合位点顺序的有效方法

转植基因的整合机制一直为转基因研究者所关注, 但这方面研究开展不多 , 缺乏适当的

手段是主要原因. 要获得转植基因整合位点的顺序信息, 一般先要构建转基因个体的基因组

文库, 以转植基因为探针筛选含有整合位点顺序的克隆[3,4]. 文库构建和克隆筛选是一项繁琐

的工作. 对不同个体转基因的整合及遗传情况进行研究, 每个转基因个体都必须建立各自的

基因组文库, 筛选文库的方法显然太繁琐和昂贵.

转植基因往往以首尾相连的串连体形式整合于受体基因组内 . 用适当的内切酶能够将串

连的拷贝重新释放出来, 处于串连体侧翼的转植基因末端往往“捕获”了受体基因组DNA顺序,

即整合位点顺序. 在大多数转基因研究中, 出于抗性筛选和保护功能区的考虑, 转植基因一般

带有完整的载体顺序, 所以这种基因回收方法具有普遍适用性. 本文通过转植基因回收, 获得

了两个转植基因整合位点顺序的相关片段, 证明了这种方法的可行性和有效性.
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