
书书书

第３４卷第１期
２０１３年　１月

水 生 态 学 杂 志

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｙｄｒｏｅｃｏｌｏｇｙ
Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１
Ｊａｎ．　２０１３

　　收稿日期：２０１２－１１－１９

基金项目：国家“８６３计划”项目（２０１１ＡＡ１００４０４）；农业部大宗

淡水鱼类产业技术体系常德综合试验站资助项目（ＣＡＲＳ４６４２）。

通讯作者：肖调义，男，教授。Ｅｍａｉｌ：ｔｙｘ１１２８＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

作者简介：周伟，１９８６年生，女，硕士研究生，主要从事水产动物

抗病育种研究。Ｅｍａｉｌ：ｚｗｚｈｏｕｗｅｉ３２＠１２６．ｃｏｍ

“全鱼”Ｍｘ基因重组构建与转导分析
周　伟１，肖调义１，苏建明２，刘巧林１，刘　敏１，姚一彬１，许宝红１

（１．湖南农业大学 动物科学技术学院 湖南 长沙　４１０１２８；２．湖南农业大学 动物医学院 湖南 长沙　４１０１２８）

摘要：通过分子重组将鲫Ｍｘ１基因的编码序列克隆到鲤β肌动蛋白基因启动子下游，构建成能在鱼体内表达的
转“全鱼”Ｍｘ基因的重组分子。采用显微注射方法，将含有鲤β肌动蛋白基因启动子和鲫 Ｍｘ１基因序列的重组
片段转入草鱼受精卵中，经人工孵化和养殖获得转全鱼Ｍｘ基因草鱼。经ＰＣＲ和Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检测分析，证实重
组分子成功整合到２月龄转基因草鱼基因组中，为草鱼抗病育种研究奠定了基础。
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　　草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ）是我国重要的
淡水养殖鱼类之一，在我国淡水养殖中占有重要地

位。由于种质资源衰退、人工养殖环境恶化等原因

导致草鱼抗病性能下降，养殖成活率低，每年病毒性

和细菌性病害导致的大规模死亡，给草鱼养殖业带

来巨大的经济损失。虽然近年来在草鱼病原研究和

疫苗研制方面取得了巨大的成绩，但在运用常规选

择、杂交的方法培育抗病草鱼新品系方面没有取得

突破性进展。与传统的杂交选育方法相比，转基因

育种方法既克服了物种间杂交的不亲和性，又能根

据目的基因的特点和功能定向地改变养殖品种，缩

短育种周期。转基因育种的研究越来越广泛，国内

外对转基因鱼的研究目前主要是集中在促进快速生

长（汪亚平 等，２００１；冯浩 等，２０１１）、抗冻（ＧＯＮＧｅｔ
ａｌ，１９９５；ＤＥＶＬＩＮｅｔａｌ，１９９５）、荧光发光（苏建明
等，２００３；简清 等，２００４）转基因和鱼类抗病育种研
究（钟加玉 等，２００１；Ｊｉａｙｕｅｔａｌ，２００２；ＭａｏＷｅｉｆｅｎｇ
ｅｔａｌ，２００４；ＢＧｕａｎｅｔａｌ，２０１１）方面。但转“全鱼”基
因的抗病育种的研究报道很少，根据一些提高生长

方面的转“全鱼”基因鱼的研究，转“全鱼”基因鱼比

非转“全鱼”基因鱼的基因效应更为明显。

抗粘液病毒蛋白（ｍｙｘｏｖｉｒｕｓｒｅｓｉｓｔａｎｔ，Ｍｘ）是一
类相对分子质量在７０～８０ｋＤ的蛋白质，是干扰素
诱导表达的蛋白家族中的成员，在体内由 Ｉ型干扰

素（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）诱导产生，具有三磷酸尿苷酶
（ＧＴＰａｓｅｓ）水解活性。研究表明其具有广谱抗病毒
作用，当机体受到病毒侵染或其他因子诱导处理时，

Ｍｘ蛋白的表达量上调，和其他干扰素诱导蛋白一起
构成宿主细胞的抗病毒状态，能达到抗病毒的目的

（Ｌｉｎｄｅｎｍａｎｎ，１９６２；Ｓｔａｅｈｌｉｅｔａｌ，１９８６）。
很多学者先后对Ｍｘ蛋白的抗病毒性进行了报

道和阐述（张义兵等，２００１；吴海丽等，２００９；孙业平
等，２０１０），并且目前已在多种鱼类中发现的 Ｍｘ蛋
白具有抗病毒活性，如黄点鲶鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓｃｏ
ｉｏｉｄｅｓ）（Ｃｈｅｎｅｔａｌ，２００６）、大菱鲆（Ｐｓｅｔｔａｍａｘｉｍａ）
（Ａｂｏｌｌｏｅｔａｌ，２００５）、虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）（
Ｔｒｏｂｒｉｄｇｅｅｔａｌ，１９９５；Ｔｒｏｂｒｉｄｇｅｅｔａｌ，１９９７）、大西洋
鲑（ＳａｌｍｏｓａｌａｒＬ）（Ｌｏｃｋｈａｒｔｅｔａｌ，２００４）、沟鲶（Ｉｃ
ｔａｌｕｒｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ）（Ｐｌａｎｔｅｔａｌ，２００４）等。

在鱼类抗病基因Ｍｘ基础上培育出草鱼抗病新
品系在生产中具有巨大的应用价值和广阔的市场前

景。本研究以鲫Ｍｘ１基因为目的基因，克隆其编码
序列，构建转“全鱼”Ｍｘ基因重组载体并导入草鱼
受精卵中，以期获得抗病性强的转基因草鱼。随后，

对获得的Ｐ０代转基因草鱼进行分子检验，验证外源
基因的整合，为转基因草鱼抗病育种提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料
鲤β肌动蛋白基因启动子由中国科学院水生

生物研究所朱作言院士提供，启动子被克隆在

Ｐｕｃ１１８质粒的 ＨｉｎｄⅢ和 ＢａｍＨⅠ 位点（Ｐｕｃ１１８
ｃａｐ），保存于本实验室。草鱼受精卵由浏阳乌龙鱼
种繁殖基地提供。大肠杆菌 ＤＨ５α为本实验室保
存，ｐＥＡＳＹＴ５Ｚｅｒｏ克隆载体购于北京全式金生物



技术有限公司，限制性内切酶和Ｔ４连接酶购于上海
生工生物公司。

１．２　方法
１．２．１　鲫Ｍｘ１基因开放阅读框的克隆及序列分析
　参照 ＧｅｎＢａｎｋ中鲫 Ｍｘ１基因的全长序列（登录
号：ＡＹ３０３８１３．１），用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引
物，上游引物ＪＭＸＦ：５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＡＡＴ
ＧＡＧＴＴＡＣＡＣ３和下游引物 ＪＭＸＲ：５′ＣＧＧＡＡＴ
ＴＣＣＴＡＡＡＡＧＧＴＡＡＣＣＡＡＧＡＧＧＣ３′，其中上游引物
含ＢａｍＨⅠ酶切位点（实线所标）和起始密码子，下
游引物含ＥｃｏＲⅠ酶切位点（实线所标）和终止密码
子的互补序列。

取适量鲫脾脏组织，提取总 ＲＮＡ，用 Ｒｅｖｅｒ
ｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ合成 ｃＤＮＡ，
作为模板进行ＰＣＲ扩增，程序为：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ；４８℃３０ｓ；７２℃２ｍｉｎ；３５个循环，７２℃延伸
１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．０％琼脂糖凝胶电泳检测后
进行凝胶回收，将回收产物与 ｐＥＡＳＹＴ５Ｚｅｒｏ克隆
载体连接，转化到 Ｔｒａｎｓ１Ｔ１感受态细胞中，涂布于
含有氨苄青霉素（Ａｍｐ）的 ＬＢ平板，３７℃恒温培养
过夜，挑单个克隆菌落接种于含有 Ａｍｐ的 ＬＢ液体
培养基，３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ震荡培养８～１２ｈ。以菌
液为模板，用通用引物 Ｍ１３进行 ＰＣＲ检测，阳性克
隆菌液送深圳华大基因有限公司测序。

１．２．２　鲫Ｍｘ１基因重组载体构建　鲫Ｍｘ１基因重
组载体构建过程见图１。将测序正确的质粒（ＪＭｘ１
Ｔ５质粒）用限制性酶切酶ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ进行双
酶解，琼脂糖凝胶回收１．９ｋｂ左右的片段，再将这
段片段克隆到鲤 β肌动蛋白基因启动子的 ｐＵＣ１１８
的ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ位点。连接后的分子转化到
感受态大肠杆菌 ＤＨ５α中，转化细菌涂布于加有
Ａｍｐ，ＸＧａｌ及ＩＰＴＧ的平板上培养过夜，随机挑取
白斑接种于含有１００ｍｇ／ｍＬ氨苄青霉素的ＬＢ液体
培养基中，３７℃恒温培养过夜。小量制备重组质
粒，用ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ双酶解验证。保存阳性菌
液。

１．２．３　重组子的显微注射转化　大量制备重组质
粒，用限制性内切酶ＰｖｕⅡ将重组子线性化，并回收
重组片段（即包含鲤启动子和鲫Ｍｘ１基因序列的片
段，约４．４ｋｂ），备用。采用显微注射法，将重组片
段注射到人工授精的草鱼受精卵中，人工繁育获得

转基因草鱼群体。

１．２．４　转导的阳性检测与分析　从２月龄转“全
鱼”Ｍｘ基因草鱼中随机取２００尾，分别剪取尾鳍，用

图１　全鱼Ｍｘ１基因重组载体构建
Ｆｉｇ．１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆａｌｌｆｉｓｈＭｘＧｅｎｅＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

Ｄｚｕｐ基因组ＤＮＡ抽提试剂提取基因组 ＤＮＡ，根据
鲫Ｍｘ１基因开放阅读框序列，设计１对特异引物，
ＪＦ：５′ＣＡＴＴＧＡＴＧＡＣＣＣＡＧＣＡＧＡＡＧＴＧ３′和 ＪＲ：５′
ＡＧＧＣＡＧＧＧＡＴＴＴＣＴＧＡＡＴＧＴＧＡ３′；对基因组 ＤＮＡ
进行ＰＣＲ扩增检测，程序为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ；
５８℃ ３０ｓ；７２℃ １ｍｉｎ３０ｓ；３５个循环，７２℃延伸
１０ｍｉｎ。根据扩增结果统计该样本群体的阳性转导
率。提取并纯化经 ＰＣＲ检测为阳性的草鱼基因组
ＤＮＡ，纯化回收用 ＰＣＲ扩增得到的特异产物，将其
做为杂交探针，按照罗氏公司 ＤＩＧＨｉｇｈＰｒｉｍｅＤＮＡ
ＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｔａｒｔｅｒＫｉｔⅠ的操作进行
Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交。

２　结果

２．１　鲫Ｍｘ１基因开放阅读框的扩增
采用引物ＪＭｘＦ和 ＪＭｘＲ，从鲫脾脏组织中扩增

得到１条单一条带约１．９ｋｂ（图２），克隆菌液经菌液
ＰＣＲ初步检测鉴定（图３），测序、比对分析扩增片段
为鲫Ｍｘ１基因的开放阅读框序列。
２．２　重组载体的构建及酶切鉴定

提取重组菌液质粒，用 ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ进行
双酶切检测，有１．９ｋｂ片段和５．５ｋｂ片段；用 Ｐｖｕ
Ⅱ进行单酶切检测，有４．４ｋｂ片段和３．０ｋｂ片段，
与预期的片段大小一致。
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　　Ｍ：Ｔｒａｎｓ５ｋＤＮＡ分子量 ｍａｒｋｅｒ；１～２：内参 βａｃｔｉｏｎ检测；３～

５：ＰＣＲ扩增产物

图２　ＰＣＲ扩增鲫Ｍｘ１基因开放阅读框
Ｍ：Ｔｒａｎｓ５ｋＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１～２：βａｃｔｉｏｎ；３～５：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｍｘ１

ｇｅｎｅｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＭｘ１ｇｅｎｅｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ

　　Ｍ：Ｔｒａｎｓ５ｋＤＮＡ分子量ｍａｒｋｅｒ；１：阴性对照；２～８：菌液ＰＣＲ结

果

图３　菌液ＰＣＲ检测
　　Ｍ：Ｔｒａｎｓ５ｋＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２～８：ｐｒｏｄｕｃｔｏｆｃｏｌ

ｏｎｙＰＣＲ

Ｆｉｇ．３　ＣｏｌｏｎｙＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　　Ｍ：Ｔｒａｎｓ５ｋＤＮＡ分子量ｍａｒｋｅｒ；１～２：重组质粒；３～４：ＢａｍＨⅠ

和ＥｃｏＲⅠ酶切；５～６：ｐｖｕⅡ酶切

图４　重组质粒及酶切分析
　　Ｍ：Ｔｒａｎｓ５ｋＤＮＡＭａｋｅｒ；１～２：ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；３～４：ｒｅｓｔｒｉｃ

ｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｅｄＰｌａｓｍｉｄｗｉｔｈＢａｍＨⅠａｎｄＥｃｏＲⅠ；５～６：ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｅｄＰｌａｓｍｉｄｗｉｔｈｐｖｕⅡ

Ｆｉｇ．４Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄａｎｄｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

２．３　全鱼Ｍｘ基因转导
用限制性酶切酶 ＰｖｕⅡ线性化重组质粒，回收

包含鲤 β启动子和鲫 Ｍｘ１基因序列的片段，约
４．４ｋｂ，显微注射转入草鱼受精卵中，人工繁育后共
获得转基因鱼苗群体约１４００尾。
２．４　转全鱼基因草鱼的分子鉴定
２．４．１　ＰＣＲ扩增　经 ＰＣＲ扩增检测，在随机抽取
的２００尾２月龄转基因草鱼中共有７８尾鱼能扩增
到６２５ｂｐ的特异片段，群体阳性率为３９％。初步说
明重组片段整合到草鱼基因组中（图５）。

　　Ｍ：１００ｂｐＤＮＡ分子量ｍａｒｋｅｒ；１：普通对照；２：阳性对照：３～１７：

转基因草鱼

图５　转基因草鱼基因组ＤＮＡ的ＰＣＲ检测
　　Ｍ：１００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ｃｏｍｍｏｎｃｏｎｔｒｏｌ；２：ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；３～

１７：ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓａｍｐｌｅ

Ｆｉｇ．５　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ

２．４．２　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交结果显示阳性
对照有明显的杂交条带（图６）。３、４、６有单一的杂
交条带，外源基因至少有１个拷贝；５、７出现２条杂
交条带，说明外源基因至少有２个拷贝；８没有明显
的条带，说明ＰＣＲ结果为假阳性。

　　Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：阳性对照；２：普通对照；３～８：转基因草鱼

图６　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交结果
　　Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２：ｃｏｍｍｏｎｃｏｎｔｒｏｌ；３～８：

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓａｍｐｌｅ

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ

３　讨论

随着第一批转基因鱼研制成功（朱作言等，

１９８５），转基因鱼逐渐成为研究热点，研究者们以期
用转基因的手段来获得性状优良的鱼类品系，促进
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水产养殖业的良好发展。转基因鱼研究的最初阶段

主要是将不同生物体，如细菌、病毒、其他动物乃至

人类的基因导入鱼体内。近年来，随着转基因鱼研

究的逐渐深入，研究人员克隆了鱼类自身的高效启

动子，主要为鲤ＭＴ启动子、鲤 β－肌动蛋白启动子
和抗冻蛋白基因启动子（叶星等，２０１１），以及鱼类
自身某种基因如生长激素基因、荧光蛋白基因、抗冻

蛋白基因和抗病基因等，构建“全鱼”基因重组载

体。转全鱼基因鱼的推广，不仅能提高外源ＤＮＡ的
整合和表达，并且从生物安全角度考虑，能提高转基

因鱼的社会认可性和可接受性（纪伟等，２００４）。
鱼类基因转移方法多种，包括显微注射法、电脉

冲法、精子携带法、基因枪注射法、逆转录病毒感染

法以及基因打靶法等（潘庭双等，２００３）。其中，显
微注射法是鱼类转基因操作的主要方法。通过显微

注射法得到的转基因鱼类，外源基因在鱼体内的整

合是随机的，整合位点具有随机性，但是从总体的整

合方式来看，包括单个拷贝在单一位点整合、多个拷

贝串联后在单一位点整合和单个或多个拷贝在多位

点整合３种方式（曾凡锁等，２００４）。针对这种随机
性，很多学者开始了对转基因整合机制的研究（吴

波等，２００３；ＤａｉＪｅｔａｌ，２０１０；ＨｕＷｅｉｅｔａｌ，２０１０），推
测整合位点可能存在一定的位置效应，整合位点区

可能具有共同的序列特征。目前最直接有效的方法

就是克隆转植基因序列和整合位点序列，对转植基

因整合的旁侧ＤＮＡ碱基序列进行比较分析，以便了
解转植基因的整合情况。姜鹏等（２０１０）对转红色
荧光蛋白（ＲＦＰ）基因唐鱼（Ｔａｎｉｃｈｔｈｙｓａｌｂｏｎｕｂｅｓ）进
行转植基因的整合、连接方式等的研究，结果表明，

ＲＦＰ基因是以多拷贝（２～３个）在单一位点、头尾相
接的串联体形式整合，应用基因组步移技术，克隆获

得整合位点两侧侧翼序列，经过序列分析，５′端侧翼
区为宿主唐鱼基因组序列，３′端侧翼序列与Ｐ１噬菌
体部分基因组序列同源性达到 ９９％。Ｍｉｔｃｈｅｌｌ等
（２００６）对转生长激素（ＧＨ）基因大麻哈鱼进行侧翼
序列的研究分析，发现转植基因整合位点的下游序

列与血吸虫（Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａｊａｐｏｎｉｃｕｍ）ＣＡ膜蛋白基因
序列同源，生长激素 基因与 ＣＡ膜蛋白基因同为外
源性基因并在相同位置整合连接，从而得出在宿主

基因组中可能存在整合“热点”的结论。

虽然目前有关外源基因在动物基因组中的整合

机制尚未完全研究清楚，但已有了良好的开端。随

着生物技术的进步和研究水平的不断提高，转基因

整合位点的研究将有较大发展，这也将为解决转基

因研究中的整合机制、基因的表达调控等瓶颈问题

带来重大突破，转基因最终将做到人为控制、诱导和

筛选并获得符合人类改造目标的优良性状生物新品

种，成为一种高效的人为遗传改良手段。

本研究通过分子重组的方法构建转“全鱼”基

因重组载体，利用显微注射的方法将外源鲫 Ｍｘ１基
因编码序列导入草鱼体内，获得转“全鱼”基因草

鱼，并通过ＰＣＲ和Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交验证外源基因整合
到Ｐ０代草鱼基因组中，为下步继续研究转“全鱼”
Ｍｘ基因草鱼的抗病性打下基础，其最终目标是获得
转“全鱼”Ｍｘ基因抗病草鱼品系，为在满足食用安
全、生态安全和环境释放等条件下进行转“全鱼”Ｍｘ
基因抗病草鱼的产业化应用准备好材料。
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ＮＡｃｏｎｆｅｒｓｓｅｌｅｃｔｉｖｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，
４４（１）：１４７－１５８．
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