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基因的功能!本试验在前期构建并筛选得到的高效
./0%345

干扰表达载体
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7:8
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的基础上!利用精子介导法制备
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转基因肉兔模型&对繁殖的
:
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代肉兔个

体进行活体荧光检测'

8>3

'

3?!8>3

和
@;,A;B-CD#A

检测!并对不同组别"阳性组'阴性组和空白对照组#体重达

*E&F

G

左右的
:

%

代肉兔抽样屠宰进行肌内脂肪的测定&研究结果表明$外源基因和绿色荧光蛋白基因"
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#在

转基因兔后代中可成功表达!试验组得到
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代个体
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阳性兔与阴性兔'空白对照兔相比!
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蛋白表达水平呈下降趋势!肌内脂肪的含量显著降低"
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#(综上表明!

./0%

基因与肌内脂肪

沉积密切相关&本研究从
345$

肉兔模型构建的角度进一步验证了
./0%

基因对肌内脂肪沉积影响的功能!也为

下一步研究制备高肌内脂肪优质
./0%

转基因猪奠定了基础&
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#是指细

胞中导入与内源性
I345

编码区某段序列同源的

双链
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"

=#TCD;!,ABO-";"345
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#!可致

该
I345

发生特异性降解从而导致基因表达沉默

的现象*
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属于转录后水平的基因沉默
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345$

技术能使基因沉默不表达或以极低水平表达!而且

操作相对简便快捷!费用也比传统的基因敲除低廉!

是一种快速有效的研究基因功能的新方法!因此!

345$

在畜牧兽医领域也得到了广泛的应用&在转

基因技术方面!精子介导法是利用精子头部正电荷可

捕获外源
=45

的特性!将外源目的基因与精子混合

孵育!这种精子在受精过程中可将外源
=45

导入受

精卵!它是动物转基因研究中外源基因导入的一种重

要方式!已在小鼠'猪'鸡等多种动物中应用*
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磷酸酪氨酸互作结构域
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#是以抑制性消

减杂交"

JJW

#技术筛选得到的与脂肪沉积相关的基

因*

.

+

&

./0%

基因在肥胖儿童脂肪组织中的表达明

显高于正常儿童*

2

+

&研究发现!

./0%

基因在所有

受检肥胖人类患者脂肪组织中的表达均显著上调!

且该基因过表达能显著促进脂肪细胞的增殖*

(

+

&在

动物育种中!肌内脂肪"

<-ABOIT,QTDOBXOA

!

<]:

#是

猪肉品质的重要指标!直接影响肉品的嫩度'多汁

性!特别是风味*

/

+

&近年来!对影响
<]:

沉积的主

效基因及其分子遗传机制一直是该领域研究的热

点!目前对于肌内脂肪的主效基因和候选基因的研

究还处于初级阶段*

%&

+

&曾勇庆等*

%%

+研究发现莱芜

猪'鲁莱黑猪肌内脂肪含量明显高于大白猪&本实

验室前期研究了
./0%

基因在莱芜猪'鲁莱黑猪'大

白猪
*

个猪种的背膘'背最长肌和肝中的表达差异

以及与
<]:

的关系!提示
./0%

基因可能与
<]:

的沉积密切相关*

%0

+

&在动物的相关研究表明
./0%

基因的表达对动物组织的脂肪沉积存在关系!说明

./0%

基因对动物遗传育种具有重要的研究价

值*

%*

+

&本研究通过构建
345

干扰
./0%

基因肉兔

模型的方式!旨在进一步研究验证
./0%

基因对肌

内脂肪沉积影响的功能&
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材料和方法

#B#

!

试验材料和试验动物

8>3

引物由上海生工合成!

5-A$!./0%

'

5-A$!

"

!5QA$-

购于
5CQOI

公司!

<<

抗购于
J$

G

IO

公司&

8>3

和
3?!8>3

相关试剂'酶类购于大连宝生物工

程公司&转染试剂为
3#QU;

的
L!AB;I;7N4N

W8

&组织基因组提取试剂盒购于北京天根生物技

术有限公司&其他试剂为国产或进口分析纯&

成年新西兰肉兔由泰安市高新区泰山种兔场提

供!预备试验兔包括健康成年公兔
(

只'成年母兔

)(

只!分为试验组和空白对照组!经相应处理并配

种!繁殖的
:%

代在相同条件下进行舍内笼养!

*&

日

龄时取耳组织样用于
8>3

检测!

%%&

日龄体重达

*E&F

G

左右时抽样屠宰!取背最长肌!一部分液氮

保存!用于荧光定量
8>3

和
@;,A;B-CD#A

检测!另

一部分用于肌内脂肪的测定&

#B!

!

试验方法

%'0'%

!

高效抑制表达载体的制备和筛选
!!

根据

4>̂<

上靶基因
I345

序列!应用
,$345

设计软

件!通过计算机网络辅助设计
,$345

!经对比分析

最终筛选出
)

条理论上最佳的
,$345

序列!同时设

计
%

条阴性对照!作为阴性对照的
,$345

应与选中

的
,$345

序列有相同的组成!但与
I345

没有明

显的同源性!与
6

789.

%

7:8

%

4;#

载体连接!构建

6

789.

%

7:8

%

4;#!8<=%

干扰 表 达 载 体!并 转 染

=W1

#

感受态细胞!在细胞水平上进行验证&

6

7!

89.

%

7:8

%

4;#!8<=%

真核表达载体的重组质粒的

制备与鉴定!本实验室前期已完成*

%)

+

&制备了
)

个

干扰载体!经筛选后选择
%

个高效干扰载体
6

7!

89.

%

7:8

%

4;#!8<=%!0

进行试验&

%'0'0

!

345$./0%

基因肉兔的制备
!!

选择健康

成年新西兰公兔
(

只!其中!试验组
.

只!空白对照

组
0

只&用
3#QU;

的
L!AB;I;7N4NW8

转染试剂

"

$

M

#与重组质粒"

$

G

#按照
)_%

的比例混合
*2`

孵育
%1I$-

!添加适量
=]N]

配成注射液&将公

兔麻醉后!对试验组公兔睾丸进行多点注射"

*

%

)

点#!对照组注射等量生理盐水!每周注射
%

次!共注

射
*

次&在相同且适宜的条件下饲养
*&"

后!试验

组和对照组分别按照公母比例
%_.

和
%_)

进行配

种!通过自然交配'重复配种的方法保证受胎率&

%'0'*

!

8>3

检测
!!

用组织基因组提取试剂盒提

取
:

%

代仔兔耳组织的基因组!以其为模板检测仔兔

的阳性率&为提高检测的准确性!用
8B$I;B1

设计

0

对引物进行检测!引物信息见表
%

&第
%

对引物名

%12
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称为
7:8!%:

和
7:8!%3

!

8>3

反应条件$

/) ` 1

I$-

(

/)`*&,

!

1(`*&,

!

20 0̀1,

!

*1

个循环(

20

`1I$-

&第
0

对引物为
7:8!0:

和
7:8!03

!

8>3

反应条件$

/)`1I$-

(

/)`*&,

!

12`*&,

!

20`

01,

!

*1

个循环(

20`1I$-

&

%'0H

的琼脂糖凝胶

电泳检测
8>3

产物&

%'0')

!

3?!8>3

检测
./0%

基因的表达
!!

用

?B$S#D

试剂提取背最长肌的总
345

!用
?OaO3O

反

转录试剂盒反转录成
Q=45

&

8>3

反应条件$

/)`

1I$-

(

/)`%1,

!

12`0&,

!

20`0&,

!

*1

个循环!

20`1I$-

&引物名称为
8<=%!:

'

8<=%!3

和
758!

=W!:

'

758=W!3

!引物信息见表
%

&根据熔解曲线

来判断
8>3

反应的特异性!根据
3?!8>3

所给出

的
>?

值和标准曲线中的扩增效率计算出定量试验

结果&相对定量结果采用
b'J'VTO-

等*

%1

+提出的

0

c

&&

>?进行分析&

表
#

!

C+(

引物信息

569<8#

!

5D83-4,0E6/3,-,4C+(

F

03E80

引物
8B$I;B

引物序列"

1d!*d

#

8B$I;B,;

P

T;-Q;

产物大小%
C

6

8B#"TQA,,$S;

8>3

7:8!%:

7:8!%3

>5>5?7557>57>5>75>??

?7>?>577?57?77??7?>7

*2/

7:8!0:

7:8!03

5>7?555>77>>5>557??>

>>55?7?7?>>7?>7?775?

2*1

3?!8>3

8<=%!:

8<=%!3

?>>5?>5>>??75>>5>555

5?77>57?>>5???77?577

%.%

758=W!:

758=W!3

>>55?7?7?>>7?>7?775?

?7>?7??7557?>7>57757

%1*

%'0'1

!

@;,A;B-CD#A

检测
8<=%

蛋白的表达
!!

裂

解背最长肌提取总蛋白!用
%&H

的
J=J

聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离蛋白!分离的蛋白电泳转移至
8e=:

膜!

1H

的脱脂奶粉室温封闭
%U

后加入抗
8<=%

的

'

抗!

)`

孵育过夜!

?̂ J?

洗涤
*

次!每次
%&I$-

!

W38

标记的
<<

抗!室温孵育
0U

!

?̂ J?

漂洗
*

次!

每次
%&I$-

!底物显色分析并拍照!图像条带灰度

值用
<IO

G

;b

软件进行分析&

%'0'.
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试验兔的屠宰及脂肪沉积的测定
!!

:

%

代

仔兔在相同适宜条件下饲养至
%%&"

体重达
*'&F

G

左右时抽样屠宰!阳性组
2

只!阴性组
(

只!空白对

照组
(

只!取背最长肌!利用索氏醚浸提法测定背最

长肌的肌内脂肪含量(同时测定不同组别肉兔的腹

脂沉积率&

统计采用
J8JJ%*'&

软件分析!对试验数据进

行单因素方差分析!所得数值均以,平均数
f

标准

差-表示!

.

#

&'&1

为差异显著!有统计学意义&

!

!

结果与分析

!B#

!

试验兔繁殖结果

试验组
%

只公兔转基因处理后意外死亡!其余

1

只公兔正常并按
%_.

的比例与母兔交配!结果是

02

只母兔成功受胎!

*

只未受胎!试验组母兔受胎率

为
/&H

(妊娠期结束试验组共分娩活仔兔
%&.

只!

试验组母兔平均窝产活仔数
*'/*f&'/0

只&空白

对照组
0

只公兔按
%_)

的比例与母兔交配!

(

只母

兔成功受胎!受胎率为
%&&H

(共分娩活仔兔
)0

只!

空白对照组母兔平均窝产活仔数
1'01f%'&*

只&

!B!

!

G

#

代仔兔
C+(

"活体荧光检测

:

%

代个体!阳性与空白兔在
<e<JMTI$-O<<

成

像系统中进行活体荧光检测!图像采集结果如图
%

&

图
#

!

G

#

代仔兔活体荧光检测

G3

7

#

!

G

#

7

8-806/3,-4<1,08.28-28;8/82/3,-$%&$&'

012



!

1

期 徐正刚等$

345

干扰沉默
./0%

基因肉兔模型的构建

图
%

中右侧仔兔为
./0%345$

转基因阳性兔!四

肢和嘴部有荧光表达!光强度大!左侧仔兔为空白对

照兔!无荧光表达&

本研究试验组共繁殖获得
:

%

代仔兔
%&.

只!空

白对照组共繁殖获得
:

%

代仔兔
)0

只!对试验组繁

殖的
:

%

代仔兔分别提取基因组
=45

&以基因组

=45

为模版进行
8>3

!

0

对引物都扩增出现目的条

带的为阳性!检测结果如图
0

&试验组繁殖的
%&.

只
:

%

代仔兔中!阳性兔为
2

只!阴性兔为
//

只!阳

性率为
.'.&H

&

%

%

%%'

以
12.%

为引物(

%0

%

00'

以
12.0

为引物&

]'=45

相对分子质量标准(

%

%

*

'

0&

%

00'

阴性(

)

%

%&

'

%*

%

%/'

阳性(

%%

'

%0'

空白对照

%!%%'12.%O,

6

B$I;B

(

%0!00'12.0O,

6

B$I;B

(

]'=450&&&IOBF;B

(

%!*O-"0&!00'4;

G

OA$[;

(

)!%&O-"%*!%/'8#,$!

A$[;

(

%%O-"%0'̂DO-FQ#-AB#D

图
!

!

C+(

琼脂糖凝胶电泳图

G3

7

B!

!

*

7

60,.8

7

8<8<82/0,

F

D,08.3.,4C+(

!BH

!

G

#

代个体
(5IC+(

和
J8./80-9<,/

检测

0'*'%

!

3?!8>3

检测结果
!!

采用
3?!8>3

检测

./0%

基因
I345

相对表达量"图
*

#&结果表明!

345

干扰
./0%

基因阳性兔的
I345

表达量显著

低于阴性兔和空白对照兔"

.

#

&'&1

#!阴性兔与空

白对照兔差异不显著"

.

$

&'&1

#&

0'*'0

!

@;,A;B-CD#A

检测结果
!!

@;,A;B-CD#A

检测
8<=%

蛋白表达的结果见图
)

&结果表明!内参

照
"

!5QA$-

为均一显影的条带!而阳性组'阴性组'

空白组
8<=%

的显影条带密度不同&用
<IO

G

;b

软

件分析比较条带灰度值发现!阳性组的
8<=%

蛋白

表达量较阴性组和空白对照组的显著减弱!而阴性

组与空白对照组条带密度相当!无显著差异"图
1

#&

!B$

!

G

#

代肉兔肌内脂肪含量测定结果

测 定
:

%

代肉兔背最长肌的肌内脂肪含量!结

字母不同表示差异显著"

.

#

&'&1

#&下同

=$XX;B;-AD;AA;B,$-"$QOA;,$

G

-$X$QO-A"$XX;B;-Q;

"

.

#

&'&1

#

'

?U;,OI;O,C;D#Y

图
H

!

阳性兔"阴性兔"空白对照兔
!"##E()*

的相对

表达量

G3

7

BH

!

5D808<6/3K88L

F

08..3,-<8K8<.,4!"##E()*3-

F

,.3/3K8

#

-8

7

6/3K86-;9<6-M

7

0,1

F

%'

空白组(

0

%

.'

阳性组(

2

%

('

阴性组

%'̂DO-F

G

B#T

6

(

0!.'8#,$A$[;

G

B#T

6

(

2!('4;

G

OA$[;

G

B#T

6

图
$

!

J8./80-9<,/

检测
C>N#

蛋白表达电泳图

G3

7

B$

!

O<82/0,

F

D,08.3.,4C>N#

F

0,/83-8L

F

08..3,-/8./8;9

=

J8./80-9<,/

*12



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

图
%

!

阳性兔"阴性兔"空白对照兔
C>N#

蛋白的表达水平

G3

7

B%

!

OL

F

08..3,-<8K8<.,4C>N#

F

0,/83-3-

F

,.3/3K8

#

-8

7

6I

/3K86-;9<6-M

7

0,1

F

果表明!

./0%

基因
345$

阳性兔'阴性兔和空白对

照兔的肌内脂肪含量分别为"

&'1*f&'&1

#

H

'

"

&'2&f&'&2

#

H

和"

&'2%f&'&*

#

H

!其中!阳性兔肌

内脂肪含量显著低于阴性兔和空白对照兔"

.

#

&E&1

#!阴性兔与空白对照兔差异不显著"

.

$

&'&1

#

"图
.

#&测定阳性兔'阴性兔和空白对照兔的腹脂

沉积率分别为"

&'20f&'&0

#

H

'"

&'20f&'&*

#

H

和

"

&'2)f&E&*

#

H

!结果表明!阳性兔与阴性兔和空白

对照兔相比!

*

组差异不显著"

.

$

&'&1

#&

图
'

!

不同组别肌内脂肪含量

G3

7

B'

!

>-/06E1.21<6046/2,-/8-/,4

F

,.3/3K8

#

-8

7

6/3K86-;

9<6-M

7

0,1

F

H

!

讨
!

论

高华颖等*

%.

+采用直接注射的方法!将脂质体包

裹的含人乳铁蛋白基因的重组质粒
6

M4>LWM:

注

入兔睾丸组织!

%

个月后分别与正常雌兔交配!所产

仔兔均为活体!经
8>3

和
J#TAU;B-

检测!转基因仔

兔阳性率平均为
*1H

!这种方法既节省时间又可降

低成本!是一种简便且行之有效的方法!为利用精子

载体制备转基因动物研究提供了很有价值的参考&

在后基因组时代!需要大规模高通量地研究基

因的功能!由于
345$

能高效特异地阻断基因的表

达因而成为研究基因功能很好的工具!

345$

已被

成功地用于构建转基因动物模型!标志着
345$

将

成为研究基因功能不可或缺的工具*

0

+

&几个研究小

组已经构建了
345$

小鼠!由
,U345

介导的胚系

转基因小鼠能沉默靶基因!并证实了稳定整合的

,U345

表达载体能产生功能上类似敲除的表

型*

%2!%(

+

&

>'?'=O--

等*

%/

+利用
,U345

表达载体!

产生的转基因
345$

大鼠!

345

干扰效应能够遗传

至第
*

代仔鼠&甚至有文献报道*

0&

+

!干扰效果可持

续到第
.

代&

345$

小鼠的产生为在大动物上进行

基因沉默研究提供了很好的动物模型*

0%

+

!为本研究

提供了良好的理论和试验基础&

./0%

基因可以通过抑制磷脂酰肌醇
!*!

激酶%

蛋白激酶
^

"

8<*a!8â

#信号通路!导致成熟脂肪细

胞胰岛素刺激下葡萄糖摄取降低*

00

+

&利用基因敲

除或
345

干扰手段下调
./0%

基因表达量以后!

脂肪细胞中胰岛素敏感的葡萄糖大量摄取!同时促

进
<3J!%

%

8<*a

%

5a?

信号通路!胰岛素敏感的葡萄

糖摄取增加!减少了细胞中
5?8

的浓度!促进线粒

体转膜*

0*!0)

+

!线粒体转膜的增加使葡萄糖能够被消

耗!降低脂肪葡萄糖的沉积浓度*

%*

+

&史春梅等*

01

+研

究发现!

./0%

基因沉默可改善
./0%

过表达引起

的损害线粒体代谢相关基因的表达!改善脂肪细胞

线粒体代谢基因的表达!维持脂肪细胞线粒体代谢

平衡&钱源等*

%0

+通过对莱芜猪'鲁莱黑猪'大白猪

的研究发现!

./0%

基因的
I345

表达具有组织特

异性!并且与肌内脂肪含量密切相关&

本研究通过建立
345

干扰
./0%

基因的肉兔

动物模型的方式!来研究
./0%

基因与肌内脂肪沉

积的关系&本实验室前期工作中已构建
)

个干扰载

体!并筛选出
%

个能够高效抑制转染细胞
./0%

基

因
I345

和蛋白表达的干扰载体
6

789.

%

7:8

%

4;#!8<=%!0

*

%)

+

!本试验利用此高效干扰载体!通过

睾丸打点注射精子介导!繁殖得到
%&.

只后代仔兔!

成功获得
2

只转基因阳性兔"阳性率
.'.&H

#&试

验结果表明!转基因处理后!无论是受胎率还是窝产

仔数均比对照组降低!这与前人的研究结果相一致!

因为插入基因突变可能会导致动物发育畸形甚至死

亡*

0.!02

+

!外源基因插入可能会使动物体内严格的基

因表达调控发生变化!导致异位或异时表达!从而影

响动物健康*

0(

+

&本试验结果阳性率偏低!原因可能

)12



!

1

期 徐正刚等$

345

干扰沉默
./0%

基因肉兔模型的构建

是!

345$

在哺乳动物的研究上起步较晚!在哺乳动

物上的研究技术还不是很成熟(据报道!转基因

345$

动物技术上存在的主要问题是外源基因在宿

主细胞中的整合率较低*

0/

+

&此外!本试验设计了
0

对引物!只有
0

对引物同时检测出目的条带才认为

它是阳性!这样结果也更准确&

深入研究
./0%

基因的功能及其影响机制!将

对阐明其与脂肪沉积的确切关系具有重要意义!也

将为今后畜禽肉品质的遗传改良提供新的研究思

路*

*&

+

&本研究对试验所获
:%

代肉兔的检测发现!

345$

阳性兔的背最长肌
./0%

基因
I345

表达

量和蛋白表达量均表现为下调!并且
./0%

基因

345$

阳性肉兔的肌内脂肪含量显著低于阴性兔和

空白对照兔&因此!本研究从
345$

肉兔模型构建

的角度进一步验证了
./0%

基因对肌内脂肪沉积影

响的功能!为进一步认识肌内脂肪这一重要肉质性

状的遗传机制奠定基础!并可为下一步研究制备高

肌内脂肪优质
./0%

转基因猪提供科学依据&
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