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摘要 在过去的近 30年中，转基因技术在哺乳动物基因表达方面研究的应用已经成为实验生物学及应用生物学领域最为显
著的进展之一．传统的制作转基因动物方法有显微注射法、逆转录病毒感染法和胚胎干细胞法等，但每种方法都有其缺陷，

限制了其在今后转基因动物研究中的广泛应用．对小鼠体内生殖细胞进行外源基因转染，研究精子形成过程中制作转基因小

鼠的效率．首先运用睾丸注射法将被脂质体包裹的绿色荧光蛋白表达载体(pIRES2-EGFP)注射到公鼠睾丸及附睾内，然后根
据精子形成的不同阶段，分别于注射后 7、16、30和 42天与发情母鼠合笼，利用 PCR和 DNA印迹方法对新生小鼠进行基
因组 DNA检测．在各阶段所得新生小鼠中 PCR阳性率分别为 6.82%、0、56.86%和 42.86%，DNA印迹检测阳性率分别为
6.82%、0、47.06%、34.69%．经活体荧光成像系统及荧光显微镜分析，转基因小鼠呈现绿色荧光表达．通过比较精子生成
各阶段转基因效率高低，为以后通过用睾丸内注射法转染雄性生殖细胞高效制作转基因动物提供了理论依据．
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动物转基因技术是人为地将外源基因导入动物

基因组，以获得携带外源基因的动物，从而达到对

动物进行遗传修饰的一套技术的集合．自从 1980
年 Gordon等[1]利用显微注射法建立转基因小鼠以

来，该技术在分子生物学、分子遗传学、分子免疫

学、肿瘤工程学、医学及畜牧学等研究领域显现出

无限广阔的应用前景[2]．其中利用动物转基因技术

进行动物新品种的培育以及通过建立转基因动物制

作生物反应器是目前各国关注的热点．传统的动物

转基因方法主要有 DNA显微注射法、逆转录病毒
感染法及胚胎干细胞法等，但是，目前利用这些方

法制作转基因动物的效率都还很低，且实验设备昂

贵，操作复杂，从而导致生产成本过高[3～5]．因此，

研究人员一直在努力探索一种简便易行、经济实用

而又高效的转基因方法．

通过转染雄性生殖细胞进行转基因动物的研究

是近年来新兴的一种方法，由于其简便、高效，

已越来越多地受到人们的关注．1989 年意大利
Lavitrano 等 [6]首先通过转染精子得到了转基因小

鼠，1994年 Brinster等[7]则率先进行了通过转染精

原干细胞的方法进行转基因动物的研究．精子是精

原干细胞分化而来，经历了精原干细胞的自我复

制、精母细胞的减数分裂和精子细胞变态形成精子

三个阶段[8]．从当前的热点看，人们多致力于通过

转染精原干细胞或精子制作转基因动物的研究，而

对于精子形成中各阶段转基因效率的研究还未见报

道．为此，我们将增强型绿色荧光蛋白(EGFP)载体
与脂质体混合后注射入小鼠睾丸中，在小鼠精子发

育的不同阶段分别与正常发情母鼠交配，通过制作

绿色荧光蛋白转基因小鼠，观察精子发育各阶段的

转染效率．

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 试验动物．昆明种白小鼠，母鼠 6～8周龄，
公鼠 8～10周龄，饲养在定期灭菌的控温鼠房中，
温度控制在 22℃，自动光控(12 h明 /12 h暗)，自
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由采食和饮水．所有小鼠和鼠粮均购于中国军事医

学科学院实验动物中心．

1.1.2 试剂．大肠杆菌 DH5琢感受态细胞，由本实
验室保存；绿色荧光表达载体 pIRES2-EGFP，购
自天泽(Tiandz)基因工程有限公司；Lipofectin2000
购自 Invitrogen公司．普通质粒小提试剂盒、琼脂
糖凝胶 DNA回收试剂盒、无内毒素质粒大提试剂
盒、动物组织 DNA基因组提取试剂盒，均购自天
根生化科技(北京)有限公司；地高辛标记和检测试
剂盒购自 Roche公司．基因片段的合成及测序均由
北京奥科生物技术有限责任公司完成．

1.2 方法

1.2.1 注射用 pIRES2-EGFP 基因的制备． 将
pIRES2-EGFP基因转化入大肠杆菌 DH5琢 感受态
细胞中，经卡那霉素筛选后，进行大量培养，所得

菌液先用普通质粒小提试剂盒进行质粒小提，经鉴

定正确后，再用无内毒素质粒大提试剂盒对质粒进

行大量提取，并用无菌 TE(10 mmol/L Tris-HCl，
0.1 mmol/L EDTA，pH 7.5)稀释至 1 g/L，分装后
-20℃保存备用．
1.2.2 体内转染液的配制．体内转染液由 3部分组
成，转染液 A：10 滋l脂质体+25 滋l灭菌生理盐水；
转染液 B：5 滋l质粒 + 25 滋l灭菌生理盐水；转染
液 C：1%台盼蓝染液 5 滋l．首先将转染液 A加入
转染液 B 中，充分混合，室温下作用 30 min后，
加入转染液 C，即可用于注射．以上各转染液用量
均为注射一只公鼠所需，两侧睾丸各半．

1.2.3 雄性生殖细胞的体内转染．将 5 只 8～10
周龄公鼠用 1%戊巴比妥 (根据体重确定剂量，
30 mg/kg)麻醉后，采用微创手术，将部分新鲜配
制的转染液用微量注射器缓慢注射入附睾，然后再

分多点注入睾丸中，直至整个睾丸实质绝大部分变

蓝为止．两侧睾丸均用同样的方法进行注射，每只

公鼠每侧睾丸大约需注射 35 滋l．注射后各公鼠均
单独饲养并分别于注射后 7、16、30和 42天与发

情母鼠合笼，次日清晨检查阴道栓，观察配种情

况，见栓者与公鼠隔离饲养，待产仔后进行检测．

1.2.4 仔鼠基因组 DNA的提取及转基因鼠的 PCR
检测．按文献 [9]所述方法，提取仔鼠尾基因组
DNA．根据 pIRES2-EGFP载体序列，利用 Primer
5软件在该载体上含 EGFP 基因部分设计合成了
一对专用引物，上游引物序列为： 5忆AAAAC-
ACGATGATAATATGGC 3忆，下游引物序列为：
5忆 CTCTACAAATGTGGTATGGC 3忆．理论 PCR产
物大小为 795 bp．反应条件为：94℃预变性 5 min，
94℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 30 s，共计 30个循环，
最后 72℃延伸 5 min，1%琼脂糖凝胶电泳检测
结果．

1.2.缘 DNA印迹检测．首先对新构建质粒的 PCR
产物胶回收，做随机引物标记，并进行探针工作浓

度的标定．然后将 PCR检测阳性的基因组 DNA约
20 滋g，用 Hind芋酶切，37℃过夜，0.8%琼脂糖凝
胶电泳后，采用文献[9]中所述方法对凝胶进行变
性、中和、转膜，最后的杂交及显色部分按照地高

辛标记和检测试剂盒说明书进行．

1.2.6 转基因小鼠的观察．选取 DNA印迹检测阳
性的小鼠，用三溴乙醇麻醉后，放入活体荧光成像

系统的暗箱中进行拍照观察，同时将仔鼠直接置于

荧光显微镜载物台上对其脚掌进行局部观察并

拍照．

2 结 果

2.1 转基因小鼠的 PCR检测
分别记录各试验鼠在不同阶段交配后出生的小

鼠情况，并将提取的仔鼠尾基因组 DNA进行 PCR
检测，各试验鼠在注射后 7、16、30和 42天与发
情母鼠交配所得仔鼠中平均 PCR 阳性率分别为
6.82%、0、56.86%和 42.86%．详细结果见表 1，
部分 PCR结果如图 1．

Tab1e 1 Results of PCR鄄Southern blot of the genomic DNA
Mating

time

Produced

number

Survival

number

Positive number

by PCR

Positive rate

by PCR/%

Positive number

by Southern blot

Positive rate by

Southern blot/%

7 d 46 44 3 6.82 3 6.82

16 d 44 44 0 0 0 0

30 d 52 51 29 56.86 24 47.06

42 d 49 49 21 42.86 17 34.69
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Fig. 3 Observation of transgenic mice(ten鄄day鄄old)
in fluorescence imager

Fig. 1 PCR analysis of genomic DNA of offspring from mouse No.1
(a) Detection of offspring produced from intratesticular mice on 7th day. M: DNA marker；-: Negative control；+: pIRES2-EGFP plasmid；1～3, 5～
9: Negative sample of offspring；4: Positive samples of offspring. (b) Detection of offspring produced from intratesticular mice on 16th day. M: DNA
marker；-: Negative control；+: pIRES2-EGFP plasmid； 1～9: Negative sample of offspring. (c) Detection of offspring produced from intratesticular
mice on 30th day. M: DNA marker；-: Negative control；+: pIRES2-EGFP plasmid；1, 2, 4, 5, 7, 10, 11: Positive samples of offspring；3, 6, 8, 9:
Negative sample of offspring. (d) Detection of offspring produced from intratesticular mice on 42th day. M: DNA marker；- : Negative control；+ :
pIRES2-EGFP plasmid；1, 2, 6, 7, 9: Positive samples of offspring；3, 4, 5, 8, 10～13: Negative sample of offspring.

2.2 探针标记及 DNA 印迹检测
为进一步鉴定转基因鼠，排除 PCR假阳性的

可能，对 PCR 检测阳性的仔鼠基因组 DNA进行
DNA 印迹检测，测得各试验鼠在注射后 7、16、
30 和 42 天与发情母鼠交配后所得仔鼠中平均
DNA 印迹阳性率分别为 6.82%、 0、 47.06%和
34.69%，详细结果见表 1，部分检测结果如图 2．

2.3 转基因小鼠的荧光成像观察

将转基因小鼠用三溴乙醇麻醉后，放入活体荧

光成像系统的暗箱内，使用 488 nm波长蓝光激发，
进行拍照观察．结果显示，转染 EGFP基因的小鼠
呈现绿色荧光(图 3a)．同时将仔鼠直接置于荧光显
微镜下，同样用蓝光激发对脚掌进行局部观察，结

果可见清晰的绿色荧光(图 3b)．

Fig. 2 Southern blot analysis for DNA of
positive offspring

1: Negative control; 2: Positive control; 3～6: Positive samples.
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3 讨 论

哺乳动物精子的形成周期，即从精原干细胞发

育到成熟精子所需要的时间，各物种间并不相同．

小鼠的一个生精周期约为 35天，其中精原干细胞
的自我复制阶段持续 8天，精母细胞的减数分裂持
续 13天，精子细胞变态形成精子阶段约需 14天[8].
精子形成后，还要从睾丸进入附睾，在此进行一系

列生理生化及形态方面的变化，最终发育成具有受

精能力的精子，此过程大约需要 8天，至此从精原
干细胞开始分化到精子完全成熟需要约 42～43天
的时间．我们选择在注射转染液后 7、16、30、42
天与发情母鼠合笼，目的是观察精子发生各阶段转

染外源基因的效率及其规律．

精子在附睾内变形成熟大约需要 8天，试验结
果显示，在注射后 7天进行交配，此时转染液作用
的应为附睾内已经完全成熟或正在变形成熟的精

子．1989年，Lavitrano等[6]首次利用小鼠附睾精子

与 DNA 温育后制作出转基因小鼠，阳性率高达
30%．这一成果引起了众多研究小组的极大兴趣．
此后，Lavitrano等[10]发现了在精子头部顶体后区一

种可与外源 DNA形成复合体的大小在 30～35 ku
的蛋白质，并用试验证明了 MHII和 CD4对 DNA
是否能与精子结合及结合后是否核内化起着重要作

用[11]．利用精子作为载体制作转基因动物虽然取得

了巨大进展，但是关于精子 /DNA结合的作用机理
及其之间的影响因素还不是十分清楚．从近些年发

表的文章来看，利用精子载体法制作转基因动物在

各实验室之间的转基因效率还有很大差异[12]，甚至

还时有出现阴性结果的报道[13]．本次试验我们通过

直接将转染液注射入附睾中，对精子进行体内转染

并获得了转基因鼠，阳性率为 6.82%，表明体内转
染精子的方法制作转基因小鼠是可行的，但是其制

作转基因小鼠的效率较低．

注射后 16天，对小鼠进行第二次合笼，结果
未有转基因小鼠产生．该阶段是精子细胞变态形成

精子的阶段，主要是单倍体的圆形精子细胞进行一

系列的形态变化，最后形成具有头、颈、尾结构的

完整精子．此时，精子细胞核内染色质中的组蛋白

被富含精氨酸的鱼精蛋白取代，而鱼精蛋白中含有

大量正电荷，吸引着带负电荷的 DNA 发生聚
集[14]．根据细胞核的这一变化可以推测，此时期应

该是外源基因较易进入细胞核基因组的时期，但本

次试验结果却与之相反，未产生一只转基因小鼠．

我们认为，可能由于精子细胞在精子形成过程中大

部分细胞质成为残体(residual boduy)被抛弃[14]，而

此时外源基因可能在进入细胞后而还未进入细胞核

就随细胞质一起被淘汰．在此阶段内是否还存在其

他一些未知因素而导致外源基因无法进入精子细胞

或细胞核内，从而使外源基因不能在该时期发生转

染，还需要进行更深入的研究．

精母细胞的减数分裂阶段是精子形成的重要阶

段，此阶段的特点是细胞进行了两次减数分裂，而

DNA只复制一次，产生了单倍体的精子细胞．公
鼠注射转染液后 30天与发情母鼠合笼，意在观察
外源基因在此期的转染效率，结果此期内产生的转

基因小鼠的阳性率最高，可达到 47.06%．Lu等[15]

在研究聚乙烯亚胺(PEI)作为外源基因载体进行转
基因效率的试验中，将 PEI/DNA混合物注入小鼠
睾丸内，3天后将睾丸切片在荧光显微镜下观察，
也发现在初级精母细胞中外源基因的表达率最高．

我们认为，在减数分裂过程中，由于同源染色体间

DNA进行重组，这不仅增加了子代发生遗传变异
的机会，也增加了转染外源基因的几率，而且在减

数分裂过程中核膜会出现暂时性的消失，这也大大

增加了外源基因进入细胞核的机会，从而在此期内

转染效率最高．

精原干细胞是形成精子的前体细胞，具有高度

自我更新能力和分化潜能，它能向子代传递遗传信

息，是雄性成体内唯一可复制的二倍体永生细

胞[16]．体内精原干细胞始终处于不断地分裂增殖状

态，理论上讲一个精原干细胞携带有外源 DNA，
可生成多个阳性的子细胞，随着分裂还可生成更多

带有外源 DNA的精子，而这些精子与卵子结合后
即可产生转基因动物个体，这种放大效应是其他转

基因方法无法比拟的．因此，利用精原干细胞进行

转基因动物的制作成为目前各国在转基因研究领域

的热点之一．选择在公鼠交配前 42天注射转染液，
此时转染的正是精原干细胞及其有丝分裂阶段，而

对处于有丝分裂期的细胞而言，由于核膜已经破

裂，质粒 DNA则容易进入核内[17]．Kim等[18]先用

白消安(一种烷化剂)处理睾丸组织，以杀灭睾丸组
织中发育的初级精母细胞、次级精母细胞和精子细

胞，而精原干细胞和精原细胞不被杀灭，然后将脂

质体和外源基因混合物注入小鼠曲细精管内，结果

有 8.0%～14.8%的新生成睾丸精子和 7%～13%的
附睾精子表达了外源基因，从而证明了用外源基因

转染精原干细胞的可行性．
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一直以来，研究人员都是通过腹腔手术的方法

打开腹腔暴露出睾丸进行注射操作，何新等[19]则建

立了一种非常简便、高效的方法，无需进行手术，

直接用注射器针头穿透阴囊刺入睾丸中，将转染液

分多次多点注射到雄性小鼠的睾丸内，大大降低了

由于手术操作对小鼠造成的巨大应激，提高了手术

的成功率和小鼠的成活率．但是，由于该方法不暴

露睾丸，操作人员无法对注射过程进行监视，若操

作不熟练可能会造成注射失败．为此，本次试验对

这种方法又进行了改进，采用微创手术进行操作，

注射完毕后只需对切口进行常规消毒，无需缝合，

这样就解决了以上问题．这种方法适合进行大量制

备转基因动物，也非常适合大家畜的转基因操作．

本次试验注射的 5只小鼠全部成活，且在注射操作
后 7天全部交配成功并获得后代，表明对小鼠的身
体状况和生殖力均未有任何影响．

如何进一步提高雄性生殖细胞的转染效率，提

高外源基因的整合和表达率是研究人员一直追求的

目标．而此次试验通过比较精子生成过程中各阶段

转染外源基因后转基因小鼠的阳性率，发现在精子

生成的第二阶段，即精母细胞的减数分裂阶段，转

基因小鼠的阳性率最高．这为以后通过用睾丸内注

射法转染雄性生殖细胞高效地制作转基因动物提供

了理论依据，也提供了新的方案，如研究人员可以

通过转染精子生成的第二阶段进行转基因动物的制

作，或者间隔 10天左右进行两次睾丸注射，以便
对精子生成的第一和第二阶段同时进行转染以提高

转基因效率．
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Study of The Transgenic Efficiency in Different
Spermiogenesis Stages in Mice*
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Abstract In the past 30 years, the research and application of transgenic technology in gene expression of animal
had become a noticeable advancement in experimental biology and applied biology. Microinjection， retrovirus
mediated method and embryonic stem cells method were all the traditional methods of producing transgenic
animals. But these methods had defects and limited application in the research of transgenic animals in the future.
Exogenous gene was transferred into germ cells of male mice, in order to study efficiency of transgenic mice in
different spermiogenesis stages. The green fluorescence protein expression plasmid(pIRES2-EGFP) and liposomes
were mixed and injected into male mouse testis and epididymis. Then the intratesticular mice were mated with
female at day 7, 16, 30 and 42 after infection. Polymerase chain reaction(PCR) and Southern blot were applied to
identify transgenic mice. The positive ratio was 6.82%, 0, 56.86%, 42.86% by PCR analysis and 6.82%, 0, 47.06%,
34.69% by Southern blot analysis . The transgenic mice showed green fluorescence in fluorescence imager and
fluorescent microscope under EGFP excitation light (488 nm). Through comparing efficiency of transgenic mice in
different spermiogenesis stages, it could provided an important theoretic foundation for efficient production of
transgenic animals by testis mediated gene transfer.
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