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要!根据禽类独特的生殖生理特点及特殊的胚胎发育模式!把原始生殖细胞法'显微注射法和慢病毒载体法
*

种转基因技术结合起来!以期探索出简便'高效的生产转基因禽类新方法&在鹌鹑胚胎发育至第
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期!血液

循环中的原始生殖细胞"
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#数目达到最高值!血管显微注射携带增强型绿色荧光蛋白基
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慢病毒载体!每枚胚胎注入
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枚鹌鹑种蛋!孵化出雏
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只!孵化率为
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(对新

生鹌鹑解剖后!在荧光显微镜下检测!其喙部'羽毛'眼部'大脑'血管'心'肝'脾'肺'肾'腺胃'肠系膜'小肠'大肠'

输卵管'肌肉及爪上检测到绿色荧光蛋白表达!特别是在性腺中观察到绿色荧光蛋白广泛性表达&
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代
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性鹌鹑中!成功采集到
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只精液!其中
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只个体精子基因组经聚合酶链式反应"
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检测均为阳性!阳性率为
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#&利用胚胎发育至第
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期血管显微注射慢病毒载体能够有效感染此

时期迁移的
PNE,

!获得性系嵌合体个体!最终成功获得转基因后代&该方法简便'高效的生产出转基因禽类!必将

为禽类转基因研究提供一种新的思路和方法&
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禽类独特的生殖生理特点以及禽类胚胎的体外

发育方式与哺乳动物有很大不同!禽类受精卵产出

体外时已发育到囊胚期!传统的哺乳动物转基因方

法不适合在家禽中应用&慢病毒"

_=-8$U$7I,

#属于

逆转录病毒科"

3=87#U$"@=

#!不仅具有逆转录病毒

的基本特性!还具有广泛感染各种非分裂期细胞的

特性!克服了逆转录病毒表达易沉默的缺陷!可以整

合到宿主细胞的基因组上长期稳定表达!宿主免疫

反应小等优点*

%!)
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&应用慢病毒载体介导对禽类胚

胎的遗传操作!无疑具有极大的优势&将包装好的

病毒颗粒导入禽类胚胎!使其感染原始生殖细胞或

生殖干细胞!通过病毒感染将目的基因整合到其基

因组中!孵出后获得性系嵌合体!再将这些嵌合体家

禽与同种野生型个体交配!在子代中就可能获得携

带有外源基因的转基因个体!慢病毒载体法已成为

制备转基因禽类最有效和最成功的方法之一*

1

+
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目前报道的利用慢病毒载体介导制备转基因禽

类都是将慢病毒载体注射到发育第
2

期的胚盘下腔

中!通过感染胚盘中的原始生殖细胞制备转基因禽

类*

.!%1

+

&这种方法一般要通过
*

期培养体系对鸡胚

胎进行孵化*

:

+

!过程繁琐!往往导致胚胎孵化率较

低&为了获得更多的个体不仅需要包被大量的高滴

度慢病毒颗粒!而且由于胚盘上下胚层细胞间距离

很近!注射时显微注射玻璃针非常容易刺破下层细

胞!将液体注入卵黄中!致使病毒颗粒无法作用于胚

盘原始生殖细胞而导致试验失败*
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在禽类胚胎血液循环系统建立后!其
PNE,

会

进入血管随血液循环迁移至原始生殖嵴部位!而后

穿过血管壁进入原始生殖嵴中定居!并在其中生长'

分裂'分化成配子&有研究表明*
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!将脂质体包裹

的外源基因直接注射入第
%)

期胚胎血液!转染循环

期的
PNE,

!在受体性腺区域可检测到外源基因的

表达&在胚胎发育至
%*

!

%1

期对胚胎血管进行显

微注射操作后!不仅不需要将胚胎换入代用蛋壳中

培养!而且注射对胚胎生命力的影响要远远小于胚

盘期注射的影响!孵化率相对较高*
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&因此!本研

究在胚胎发育至
%*

!

%1

期时将慢病毒载体通过血

管微注射方法导入鹌鹑胚胎!以期感染血液循环中

的正在迁移的
PNE,

!通过孵化得到性系嵌合体个

体!经过交配繁殖后代最终获得转基因个体&
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材料与方法
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种蛋及
FỲ!%

型慢病毒载体
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鹌鹑种蛋购

自宏达鹌鹑种场&所用
FỲ!%

型慢病毒载体购自纽

恩"上海#生物科技有限公司&载体信息见图
%
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试剂盒'耗材及工具酶
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PE3

预混液购

自天泽生物技术有限公司!血液及精液基因组提取

试剂盒'

34@,=5

酶购自天根生物科技有限公司!

精子基因组
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H
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公司!显影浓缩液及定影浓缩液购自乐凯公司!

PE3

引物的合成由上海英骏生物技术有限公司完成!限

制性内切酶
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鹌鹑种蛋的处理
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新鲜鹌鹑种蛋取回后!

先用
&'%o

的新洁尔灭溶液清洗!除去表面污迹!然

后用
:&o

酒精喷洒消毒!待蛋壳表面晾干后放进孵

.(%0
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化器里进行孵化!孵化温度为
*:'1n

!相对湿度为

11o

!
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!每
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自动翻蛋&
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胚胎血管显微注射慢病毒
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将发育至
%*

!
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期的鹌鹑种蛋取出!上下轻轻晃动使胚胎脱离内

层壳膜!通过纤维光源照蛋确定胚胎所处位置并用

铅笔在蛋壳上做好标记!用牙科钻在记号附近打出

一个直径为
)22

左右的小孔(在解剖显微镜下用

显微注射器将
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#慢

病毒溶液缓慢注射到鹌鹑胚胎血管中!用
C

@7@Q$>2
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封闭开口!标记后放回孵化器!继续孵化至出雏&
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旱獭肝炎病毒转录后调控原件(
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自我灭活长末端重复序列&

上面标示为以绿色荧光蛋白基因序列做探针检测
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质粒载体
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TQOH2T;.

原理结构示意图
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外源基因
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在鹌鹑体内表达检测
!!

根据
FỲ!%

慢病毒载体的表达特性!对胚胎血管显

微注射慢病毒后!分别在孵化第
)

天'刚孵化出
*"

鹌鹑进行解剖后!在荧光显微镜下对各个组织器官

内的绿色荧光蛋白的表达情况进行检测&
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PE3

检测
!!

根据基因组提取试剂盒方

法!对
N&

代雄性鹌鹑精液基因组及
).

只
N%

后代

血液基因组提取后进行
PE3

检测&参照慢病毒载

体
C

NE_!=N̂ P

中
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序列信息!利用
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1m&

软件设计引物!进行
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PE3

扩增体系

01

/

_

(基 因 组
M45 0

/

_

!上 下 游 引 物 "

%&

/

2#>

0

_

a%

#各
%'1

/

_

!

PE3

预混液
%0'1

/

_

!

""F

0

\:'1

/

_

&

PE3

反应程序$

/) n

预变性
1

2$-

(

/)n*&,

!

.)n)1,

!

:0n*&,

!共
*1

个循环(

:0n

延伸
%&2$-

&取
PE3

产物
1

/

_

!

%o

琼脂糖凝

胶电泳检测&

%'0'1

!

9#I8A=7-L>#8

分析
!!

对
PE3

检测阳性

的
N%

代个体及阴性对照个体!提取血液基因组

%&

!

0&

/

D

!

*:n

水浴条件下!

E"+3Y

和
:1#Y

双酶

切消化过夜!

%o

琼脂糖凝胶电泳分离后!转移到尼

龙膜上&根据质粒载体
C

NE_!=N̂ P

序列!随机引

物法标记探针!

PE3

扩增出长
(:.L

C

M45

片段!

作为
9#I8A=7-L>#8

的探针&地高锌核酸探针标记

9#I8A=7-L>#8

按罗氏公司
MYN F$

D

AP7$2=M45

_@L=>$-

D

@-"M=8=68$#-98@78=7;$8

(

说明操作&

!

!

结
!

果

!C#

!

胚胎血管显微注射慢病毒后孵化率统计

在进行正式试验之前!对病毒载体进行了浓度

梯度注射试验!以便确定合适的剂量'滴度使试验达

到预期最佳效果&从孵化率'发育到性成熟期的成

活率及性腺中绿色荧光蛋白的表达强弱等指标!确

立孵化温度为
*:'1n

!相对湿度
11o

!

.1o

!每隔

0A/&y

自动翻蛋!孵化
).

!

)(A

!注射剂量
%

/

_

!病

毒滴度
%c%&

/

<G

0

2_

a%时试验综合效果最佳&

病毒滴度过高!孵化率及成活率低(病毒滴度过低!

性腺中绿色荧光蛋白的信号很弱&在该试验中!胚

盘下腔显微注射体积
%

/

_

'病毒滴度为
%c%&

/

<G

0

2_

a%鹌鹑种蛋
(&

枚!孵化出雏
)(

只!孵化率

为
.&o

&

!C!

!

血管显微注射慢病毒早期绿色荧光蛋白基因

表达的检测

在注射慢病毒后的
/.A

即胚胎孵化的第
.

天!

对操作过的胚胎进行了随机解剖!在倒置荧光显微

镜下对卵黄膜进行观察!结果显示$在随机抽检的胚

胎中!全部生长发育正常!且在胚胎卵黄膜血管上观

察到绿色荧光蛋白的表达"图
05

#!说明在显微注射

:(%0
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5'."

的胚胎卵黄膜(

X'

喙部(

E'

羽毛(

M'

肝(

?'

肾(

'̂

肠系膜(

N'

腺胃(

F'

小肠(

Y'

大肠(

K'

血管(

;'

胸肌(

_'

脾(

Z'

心(

4'

输卵管(

\'

眼部(

P'

大脑(

e'

卵泡(

3'

骨骼肌

5'=N̂ P=V

C

7=,,$#-$-8A=U$8=>>$-=2=2L7@-=#Q."@

B

!#>"=2L7

B

#

(

X'X=@T

(

E'̂=@8A=7

(

M'_$U=7

(

?';$"-=

B

(

'̂Z=,=-!

8=7$I2

(

N'N>@-"I>@7,8#2@6A

(

F'92@>>$-8=,8$-=

(

Y'_@7

D

=$-8=,8$-=

(

K'X>##"U=,,=>

(

;'X7=@,82I,6>=

(

_'9

C

>==-

(

Z'

F=@78

(

4'\U$"I68

(

\'?

B

=

(

P'X7@$-#Q-=S>

B

A@86A="N&

R

I@$>,

(

e'<A=Q#>>$6>=#Q,=VI@>>

B

2@8I7="N&

R

I@$>

(

3'<A=

,T=>=8@>2I,6>=#QN&

C

7#

D

=-

B

图
!

!

血管微注射慢病毒载体嵌合体鹌鹑各组织中绿色荧光蛋白表达

;)

1

C!

!

JK

?

/2--)03082T;.)34)--L2-0856475294/63-

1

23)775)(2/)7

N

L6)>L392/4528>L0/2-72372()7/0-70

?B

CO234)=)/6>

=2740/:6-)3

a

27429)340452@>009=2--2>-082(@/

B

0-

体积
%

/

_

'病毒滴度为
%c%&

/

<G

0

2_

a%

!对早期

胚胎发育没有造成明显的不良影响!且慢病毒载体

携带的外源基因没有出现基因沉默现象&

!CF

!

新生鹌鹑不同内脏组织器官中绿色荧光蛋白

基因表达的检测

为了进一步验证慢病毒载体携带的外源基因是

否能够持续表达!对试验组出雏
*"

鹌鹑随机解剖

后!将各组织脏器置于荧光显微镜下观察!结果显

示$在新生鹌鹑的喙部'羽毛'肝'肾'肠系膜'腺胃'

小肠'大肠'血管'胸肌'脾'心'输卵管'眼部'大脑'

卵泡及骨骼肌均检测到绿色荧光的表达"图
0X

!

3

#&其中在眼部'心中的绿色荧光表达信号最强&

另外!重点检测了性腺中绿色荧光蛋白的表达情况!

观察到性腺"睾丸#中的绿色荧光蛋白广泛性表达!

说明在胚胎发育至
%*

!

%1

期!血管显微注射慢病毒

颗粒感染了此时期血液循环中正在迁移的原始生殖

细胞!并通过血液循环迁移到性腺!并在性腺中分

裂'增殖"图
*

#&

!C%

!

T"

代雄性鹌鹑精液(

T#

代鹌鹑血液基因组的

.Q*

及
D0L452/3@>04

检测

(&

枚鹌鹑种蛋!孵化出雏
)(

只!至性成熟阶

段!用按压式采精法对雄性鹌鹑进行采精!取
0%

只

雄性鹌鹑的精液!提取基因组后进行
PE3

检测!其

中
1

只个体精液基因组经
PE3

检测为阳性!阳性率

为
0*'(o

"

1

%

0%

#"图
)

#!初步判定这
1

只雄性鹌鹑

的部分精子中携带有外源目的基因&针对
1

只阳性

((%0



!

%0

期 张自富等$早期胚胎血管显微注射慢病毒载体制备转基因禽类的研究

5'

出雏
*"

雄性鹌鹑左侧睾丸的暗场(

E'

出雏
*"

雄性鹌鹑右侧睾丸的暗场(

?'

放大后雄性鹌鹑睾丸的暗场(

X

'

M

'

'̂*"

雄性鹌鹑睾丸对应的明场

5'_=Q88=,8$,#Q@*"@

B

!#>"2@>=

R

I@$>

"

M@7T!Q$=>"

#(

E'3$

D

A88=,8$,#Q*"@

B

!#>"2@>=

R

I@$>

"

M@7T!Q$=>"

#(

?'?->@7

D

=!

2=-8#Q

C

@78#Q8A=8=,8$,

(

X

!

M

!

'̂X7$

D

A8!Q$=>"$2@

D

=,

图
F

!

血管显微注射慢病毒载体后性腺中绿色荧光蛋白的表达

;)

1

CF

!

JK

?

/2--)03082T;.)3452

1

0369-CO234)=)/6>=2740/:6-)3

a

27429)340452@>009=2--2>-082(@/

B

0-

鹌鹑!每只配对
*

只野生型雌性鹌鹑!分单笼饲养!

每天收集产出的种蛋!标记后进行孵化&对新出雏

的
N%

代鹌鹑饲养一周后腿部静脉采血
%&

/

_

!提取

基因组后进行
PE3

检测!在
1

只雄性鹌鹑的
).

只

N%

后代中!有
.

只经
PE3

检测为阳性!阳性率为

%*'&o

"

.

%

).

#"图
15

#&为了进一步验证试验结果!

对
.

只阳性个体进行了
9#I8A=7-L>#8

检测!杂交结

果显示
.

只阳性个体均为转基因鹌鹑后代"图
1X

#!

说明在胚胎发育至
%*

!

%1

期血管显微注射慢病毒

载体成功制备出转基因鹌鹑&

%

!

1'PE3

检测阳性个体(

Z'M45

相对分子质量标准(

P'

阳性对照(

4'

阴性对照

%!1'PE3

C

7#"I68,#Q,=VI@>>

B

2@8I7="N&2@>=,

C

7#"I6="L

B

2$67#$-

+

=68$#-I-"=78A=,IL

D

=72$-@>6@U$8

B

#Q8A=L>@,8#"=7!

2@>=2L7

B

#

(

Z'M452@7T=7,

(

P'P#,$8$U=6#-87#>

(

4'4=

D

@!

8$U=6#-87#>S$8A#I82$67#$-

+

=68$#-#Q>=-8$U$7@>U=68#7

图
%

!

T"

代雄性鹌鹑精液基因组
<+,

的
.Q*

检测

;)

1

C%

!

.Q*636>

B

-)-08

1

230()7<+,2K4/674298/0(-2H

(23084/63-

1

23)7

1

2/(>)3275)(2/)7

$

T"

%

N

L6)>

F

!

讨
!

论

为了验证胚胎早期血管显微注射法的有效性!

5'PE3

检测&

%

!

.'N%

代的
.

只阳性个体&

Z'M45

2@7T=7

(

P'

阳性对照(

4'

阴性对照(

X'.

只阳性个体
N%

代

血液基因组
M45

的
9#I8A=7-L>#8

检测!

%

!

.'

血液基因

组
M45

"

%&

/

D

#经
:1#Y

和
E"+3Y

双酶切后用引物做探

针杂交(

P'(&

CD

的
C

NE_!=N̂ P

质粒(

4'

未注射慢病毒

鹌鹑血液基因组
M45

5'PE3 @-@>

B

,$,'%!.'<A=87@-,

D

=-$6

R

I@$>,

(

Z'M45

2@7T=7,

(

P'P#,$8$U=6#-87#>

(

4'4=

D

@8$U=6#-87#>'X'

9#I8A=7-L>#87=,I>8,'%!.$-"$6@8=N%87@-,

D

=-$6

R

I@$>,%!.

"

@,$-5

#

'N=-#2$6M45

"

%&

/

D

#

S@,"$

D

=,8="S$8A:1#Y

@-"E"+3Y@-"A

B

L7$"$W="S$8A8A=&?<:

C

7#L=

(

P'(&

CD

#Q

C

NE_!=N̂ PU=68#7

(

4'4=

D

@8$U=6#-87#>S$8A#I8$-

+

=6!

8$#-#Q>=-8$U$7@>U=68#7

图
$

!

T#

代鹌鹑血液基因组
<+,

的
.Q*

$

,

%及
D0L452/3

@>04

$

U

%检测

;)

1

C$

!

.Q*639D0L452/3@>04636>

B

-)-08

1

230()7<+,

8/0(452@>00908T#4/63-

1

23)7

N

L6)>-

本试验选择了
&?<:

作为报告基因!通过荧光显微

镜下的观察可以直观'快速地检测到外源基因是否

在受体表达&本试验中!

&?<:

基因的表达是由

/(%0
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EZ`

启动子驱动!通过荧光显微镜检测!在
N&

代

新生鹌鹑的喙部'羽毛'肝'肾'肠系膜'腺胃'小肠'

大肠'血管'胸肌'脾'心'输卵管'眼'大脑'卵泡及骨

骼肌中都检测到了
&?<:

的表达"图
0

#&特别是在

胸肌'心及眼部观测到
&?<:

的广泛性表达"图
0

#&

这与
Z'K'Z6N7=S

等*

:

+报道的结果不同$由
EZ`

启动子驱动的
&?<:

在胰腺中阳性信号最强!在其

它组织中只检测到很弱的阳性信号&这种
&?<:

表

达的组织差异及强度差异可能是由于试验所使用的

慢病毒载体不同造成的!本试验所使用的慢病毒载

体中包含了
]3?

调控元件!

]3?

是美洲旱獭肝炎

病毒转录后调节元件!基因转录后
]3?

可以促进

转录物出核!还可以通过上调初级转录物的多聚腺

苷化来增加胞内信使核糖核酸的总量!最终提高外

源基因的表达效率*

0&!0%

+

&而
Z'K'Z6N7=S

等*

:

+所

使用的慢病毒载体没有此元件&

本试验采取血管显微注射法将慢病毒载体导入

胚胎早期的血液循环系统!目的是使注入的慢病毒

颗粒感染此时期在血液中正在迁移的
PNE,

&这种

方法需要操作精细!技术条件要求较高&由于在注

射时必须在蛋壳上开一个小孔并剪开蛋壳膜!破坏

了胚胎发育的正常结构!改变了蛋壳内外的压力平

衡!容易造成胚胎血管与蛋壳的黏连!从而影响胚胎

的正常发育&所以操作时需要显微注射操作熟练!

尽量减少开口种蛋停放时间(另外在蛋壳上打孔面

积越小越好!尽量降低对种蛋完整性的破坏!才能保

证注射过种蛋孵化率达到
.&o

以上!远高于周振

明*

%/

+的胚胎血管注射试验的孵化率&目前报道较

多的是通过胚盘下腔注射法导入病毒载体*

.!:

!

00!0)

+

!

其胚胎孵化率为
%&o

!

)&o

!仅有一组研究人员报

道了使用胚胎期血管微注射的方法制备转基因禽

类!其孵化率最高组可达
(/o

!平均孵化率为

.*o

*

01

+

&在本试验结果中!孵化率显然高于胚盘下

腔注射法!相比
Z';@2$A$7@

等*

0.

+血管注射法孵化

率相近!结果是一致的&另外!有可能与
&?<:

在细

胞内表达产生的毒性作用影响孵化率有关*

0:

+

!

Z'

9';S#-

等*

.

+胚盘下腔显微注射携带
&?<:

的逆转

录病毒载体!鸡胚孵化率仅为注射不含病毒液体组

孵化率的
%

%

*

左右&从试验结果看!胚胎血管显微

注射法与胚盘显微注射法相比对胚胎发育的影响更

小!胚胎孵化率高!在操作同样数量的种蛋时!能够

获得更多的
N&

个体&

在本试验中!首先检测了
N&

代雄性鹌鹑精液

基因组
&?<:

的阳性率!在
0%

只雄性鹌鹑中
1

只个

体的精子基因组
M45

经
PE3

检测为阳性!阳性率

为
0*'(o

"

1

%

0%

#!与一些报道*

:

!

0(!0/

+中的阳性率相

比稍低!这可能与注射方式的不同以及慢病毒载体

种类的不同有关&对
1

只阳性雄性鹌鹑测交
).

只

后代检测!有
.

只经
PE3

及
9#I8A=7-L>#8

检测为

阳性!

N%

代转基因的阳性率为
%*o

"

.

%

).

#"图
1

#&

根据
_'P@7"@-@I"

等*

*&

+研究表明!鹌鹑第
H

期胚盘

中仅有几个
PNE,

!发育至
%0

!

%*

期时
PNE,

增加

到
/&

个左右!

%)

!

%1

期胚胎血液中的
PNE,

数量

达到最高值&说明在胚胎发育不同时期!

PNE,

数

目高低不同阶段注射慢病毒感染
PNE,

可以获取效

果差异较大的转染效率!从而最终影响转基因效率&

这也正是胚胎发育至
%*

!

%1

期血管显微注射慢病

毒载体后孵化出的
N&

代新生个体性腺中"图
*

#

&?B

<:

基因广泛性表达的主要原因&

%

!

结
!

论

本研究将慢病毒载体通过血管微注射方法导入

发育至
%*

!

%1

期的鹌鹑胚胎!感染血液循环中正在

迁移的
PNE,

!孵化后得到性系嵌合体!成功制备了

转基因鹌鹑后代&今后需进一步完善血管微注射法

导入慢病毒载体的方法!并通过检测转基因后代中

外源基因表达情况!改进并设计输卵管特异性表达

的慢病毒载体!为制备转基因禽类生物反应器提供

新的方法&
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采用转染血液循环期原始生殖细胞方法和

鸡
!

兔异种动物核移植方法制备转基因鸡*
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