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精子整合外源DNA的分子机制与转基因动物的制备 
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摘要：利用精子载体法制备转基因动物是一种简便、可行的研 

究和应用方法，但精子结合并内化转运外源DNA却具有非常 

复杂的机制。从精子结合外源 DNA的物质基础及分子机制， 

外源DNA在精子细胞中的存在和降解等方面展开探讨，并着 

重探讨了外源 DNA在精子基因组中的整合机制。另外，基于 

理论研究的进展讨论了转基因动物的制备策略。 
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精子介导基因转移就是使精子携带外源基因并 

通过受精过程将其导人到卵母细胞中，外源基因也因 

此整合到胚胎基因组中，如果外源基因能随胚胎基因 

组稳定遗传，就会获得转基因后代。 

1989年，意大利科学家 Lavitrano等⋯获得了首 

例精子介导的转基因小鼠，他使用的是线性、环状质 

粒与附睾精子共孵育后体外受精的方式。但其他实 

验室对他们的实验无法重复，因而精子介导法仍被人 

们所质疑。在随后的 1O余年间，人们对精子携带 

DNA的分子机制、外源 DNA的内化转运途径及整合 

机制等进行了系统的研究，因而也获得了一定进 

展_2 J，尤其是1998年 Lavitrano研究小组与美国波 

士顿大学的合作又一次精子介导转基因的成功，使人 

们又认识到精子载体法的可行性 。1999年， 

Perry等  ̈将精子破膜并与DNA混合处理后进行精 

子的胞浆内注射受精，外源基因在20％后代中获得 

了有效表达。2000年，有研究人员从睾丸内转染的 

成熟精子中筛选出阳性精子进行显微受精，获得了4 

只阳性动物后代。2002年 Lavitrano_9 利用 DNA转 

染的精子进行人工授精，获得了表达具有生物活性的 

人衰变加速因子(hDAF)的转基因猪，阳性率 64％。 

1 精子结合外源DNA的分子机制 

有研究表明，绝大多数种类的动物精子有白发结 

合外源 DNA的能力 ，其结合率从 15％到40％不等。 

DNA通常结合在精子头部顶体后区，这可能与 

精子膜蛋白中30～35KD的蛋白有关，因为该蛋白在 

体外可与DNA形成复合体，并且该蛋白集中分布在 

精子顶体后区，从低等动物到高等哺乳动物都存在这 

种蛋白，其氨基酸序列具有保守性。 

有研究发现，附睾精子结合外源 DNA的能力明 

显高于射出的带有精清的某些成分可能抑制DNA与 

精子膜蛋白的结合。进一步研究发现，精清中有一种 

分子量20KD的蛋白覆盖精子头部顶体后区，在体外 

能与膜上的30～35KD蛋白相互作用置换出与膜蛋 

白结合的 DNA分子。另外在精清中还发现了一种 

Ca一依赖性的 DNA酶，在 Ca一 激活后可对外源 

DNA产生降解。 

2 精子整合外源 DNA的分子机制 

DNA转染处理的精子用DNase I消化后，仍能检 

测出外源DNA的存在，说明外源DNA已经透过细胞 

膜进入胞质和／或胞核中。研究发现有 15％～22％ 

结合在小鼠精子顶体后膜上的DNA可内化转运到精 

子核膜周围及核内，甚至整合到精子基因组中。这一 

发现对精子介导制备转基因动物尤为重要，因为只有 

内化了的外源DNA才有机会通过受精过程进入卵母 

细胞。 

CD4是质膜上的转运系统之一。CD4是细胞膜 

上的跨膜蛋白，在外源 DNA内化转运过程中起重要 

作用。CD4基因敲除小鼠的精子具有与CD4野生型 

小鼠相同的结合外源DNA能力。但基因敲除小鼠的 

精子经DNA转染后却无法内化转运 DNA，因此转染 

精子经 DNaseI消化后，外源 DNA的 Southern杂交无 

信号，而野生型小鼠的精子却有 30％以上的阳 

性率 。 
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基于上述研究成果，1998年 SpadaforaⅢ 提出了 

精子结合外源DNA及DNA内化的分子模型： 

正常射出的精子，膜上的DNA结合蛋白(DBP， 

精子膜表面30—35KD蛋白)被副性腺中的IF一1因子 

封闭，从而维持物种的遗传稳定性，当精子充分洗涤 

或破膜后，IF一1的封闭被解除，外源 DNA与DBP相 

互作用形成DNA—DBP核蛋白复合体，DNA—DBP复合 

体激活 CD4并组装成 DNA—DBP—CIM 复合体。该复 

合体内化通过核孔到达核基质。在核基质区外源 

DNA被解离并与精子染色体 DNA紧密接触。游离 

的蛋白复合体循环到膜上转运新的DNA分子。 

在受精发生的前后时期，成熟卵母细胞，受精卵 

雌雄原核的染色体 DNA上有单链断裂缺口，早期胚 

胎细胞活跃分裂增殖过程中，DNA复制也留下了大 

量复制叉与复制片段，这些单链缺口为外源基因的整 

合提供了物质基础。另外，外源 DNA在进入宿主细 

胞过程中，激活了核酶系统及 DNA修复系统。核酶 

在降解外源DNA的同时也在自身染色体 DNA上产 

生缺口，在DNA修复系统的作用下，外源 DNA得以 

整合到基因组DNA中。 

在精子基因组中，DNA的loop环及核小体连接 

部位的DNA不受核蛋白包装，DNA呈现裸露状态， 

并且该部位 DNA双链间螺旋沟较宽，有利于核酶发 

挥作用，同时它与核基质紧密相连，核基质中有DNA 

结合蛋白以及核酶系统。在 DBP作用下，外源DNA 

与精子基因组 DNA紧密接触，再由核酶系统切断基 

因组DNA，催化外源DNA发生整合。 

3 外源DNA在精子细胞内的存在与降解 

外源 DNA在宿主基因组中的整合因发生的时期 

不同所产生的后代类型不同。如果外源DNA在受精 

卵原核期或胚胎1细胞期整合到宿主基因组中，得到 

的是转基因动物，而胚胎2细胞期之后再整合得到的 

动物就是嵌合体，而那些未能整合到基因组中的外源 

DNA在胚胎细胞中就会被核酶逐步降解。对精子细 

胞而言，其发育过程中核酶系统也得到转录和表达， 

只是在成熟的精子细胞中核酶以游离的无活性的亚 

基形式存在。 
一 般情况下，外源 DNA浓度为 1—10 ng／10。个 

精子时内化的外源 DNA分子大部分完整，当外源 

DNA浓度增加到 100—500 ng／10 个精子时 ，外源 

DNA分子会受到强烈降解。精清与精细胞内的核酶 

系统是ca”依赖性的，外源DNA激活了精细胞的核 

酶系统，核酶不仅会对外源DNA进行降解对自身的 

DNA也会产生断裂与降解作用，从而导致精子细胞 

的凋亡。 

外源DNA是否以完整的状态整合到精子基因组 

中是利用精子介导法制备转基因动物的关键。研究 

发现，外源DNA在精子基因组中的整合不是随机的， 

而是有整合区域的选择性，且整合多发生在核基质区 

或拓扑异构酶II的识别序列附近。 

4 精子介导制备转基因动物 

如果精子介导的转基因技术能够完善的话，它将 

对转基因研究产生巨大的推动作用，因为与现今常用 

的显微注射等常规转基因技术相比，精子介导无需特 

殊的实验设备，并且操作简单，费用低，成功率高。现 

在，利用该技术已经制备了多种转基因胚胎或动物， 

从海贝等水生动物到哺乳动物等。精子介导制备的 

转基因家畜的研究结果见表1【 ”’H’埽 。 

表 1 精子介导法制备转基因家畜的研究结果比较 

Table 1 Comparison 0f Fe$e~ch~sults ab out transgenic animMs by SMGT 
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表1中所列的研究大多具有较大的样本数，并探 

索了不同的实验方法，具有一定的代表性。在国内， 

军事医学科学院与莱阳农学院成立的联合攻关小组 

利用DMSO和脂质体为介质，通过睾丸介导基因转 

移获得了184只转基因兔，其中89只为样阳性，新试 

验成功的DMSO法获得了56．2％的阳性率。该方法 

正在小鼠和山羊上进一步验证，其发生机制也在分析 

研究。 

5 结语 

转基因动物的研究一直是国内外学者关注的热 

点，但由于传统的转基因技术要求较多精密的仪器设 

备和操作熟练的实验人员，所以限制了该技术的应 

用。精子介导基因转移是一种简便的试验方法，该技 

术一旦成熟并应用于生产实践，将会对医学、农业等 

领域起到很大的推动作用。 
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Molecular Integration Mechanism of Sperm with Outer 

Origin DNA and Making About Transgenic Animals 

SUN Yu-jiang ， WANG Li ， LI Lan ， PAN Qing-jie 
(1．Dongying Institute of Agiculture Science，2．Dongying Science Institute of Environment Protection，Shandong Dongying 257091，China； 

3．College of Animal Science and Technology, ， Laiyang Agriculture University，Shandong Laiyang 265200，China) 

Abstract：Making transgenic animal by SMGT is a very simple and feasible method for research and application，but 

combining and inner—transferring of outer origin DNA has very complicated mechanism．this article discussed about 

substance basic and molecular mechanism of integrate between sperm and outer origin DNA and probed into integrate 

mechanism of outer origin DNA in sperm genome．In addition，making method of transgenic animal was discussed on 

the basis of the development of theoretical research． 
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