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下调转基因小鼠模型对繁殖与生长的影响

习欠云!焦
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敏!张永亮"

"华南农业大学动物科学学院!广州
1%&.)0

#

摘
!

要!本研究旨在对转
JDM/,4\8A

基因小鼠进行扩群繁殖!统计分析转基因小鼠的产仔数及增重!检测

JDM/,4\8A

(

JDM/

表达水平以及血清中
P@S

和
>S

的水平!以观察
JDM/

的下调对转基因小鼠繁殖性能及生

长发育的影响'通过
\Y!9<\

方法!分别检测了
JDM/,4\8A

在体内的表达!以及下丘脑(垂体和卵巢中
JDM/

E\8A

表达水平&同时用
D?N@A

检测了血液中
P@S

和
>S

水平'结果表明!扩群后得到
%.

只
JDM/,4\8A

阳

性小鼠!转基因
JDM/,4\8A

在小鼠体内广泛表达!转基因小鼠的产仔数与野生型小鼠相比差异显著"

?

$

&'&1

#&

转
JDM/,4\8A

阳性公鼠的体重比阴性公鼠高!且在第
2

周差异显著"

?

$

&'&1

#!而母鼠间体重无显著差异&与阴

性小鼠相比!转
JDM/,4\8A

阳性小鼠
JDM/

基因的表达量在下丘脑(垂体中分别下降
*1')b

和
*/'(b

!差异显

著"

?

$

&'&1

#!在母鼠卵巢中表达水平差异不显著"

?

#

&'&1

#&阳性母鼠血液中
P@S

水平比阴性母鼠高
11b

!差异

极显著"

?

$

&'&%

#'结果表明!

JDM/

基因下调可以提高动物繁殖性能!为提高大型牲畜繁殖力提供了有利的素材

和靶点参考'
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&
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JDM/

为 转 化 生 长 因 子
&

"

Y5F-,G#5E$-

3

3

5#UI4GFKI#5!

&

!

Y>P!

&

#超家族成员!由两个外显子

和一个内含子组成'

Y>P!

&

超家族由一类结构(功

能相关的多肽生长因子亚家族组成!其中包括

Y>P!

&

(活化素"

AKI$V$-

#(骨形态发生蛋白"

B[9

#(

生长分化因子"

JDM

#等'

Y>P!

&

除了影响细胞的

增殖(分化!同时在胚胎发育(胞外基质形成(骨的形

成和重建等方面也起着重要作用'近来研究发现

Y>P!

&

超家族中的两个成员
JDM/

在促进卵泡发

育过程中起到了非常关键的作用)

%

*

'

JDM/

主要在卵泡中表达)

0

*

!同时在非性腺组

织中也有表达!能促进始基卵泡的发育!抑制促黄体

生成激素"

?S

#受体的表达!与
P@S

协同刺激卵泡

生长!主要调控卵泡的生长发育和生殖功能'研究

牛早期卵泡发育时!发现较小的卵泡中
JDM/

的表

达高于稍大的卵泡!所以推测卵泡和颗粒细胞分泌

的
JDM/

可显著地促进卵泡膜细胞的增殖!同时又

防止卵泡膜内层过早的分化)

*

*

'

C'N'ZF

3

6

等)

)

*发

现!挪威白羊
JDM/

基因中!

K'%%%%>

#

A@89

表现

出比其他任何单个
@89

都有较高的产仔数!人工授

精公羊纯合子
K'%%%%A

会产生后代比野生型多

&c).

"

&'12

的羔羊数'研究表明!

JDM/

刺激胸苷

掺入颗粒细胞从窦前期到排卵前卵泡!从而促进颗

粒细胞增殖!抑制
P@S

刺激孕酮和雌二醇生成!同

时也可促进卵泡膜细胞的分化)

1!.

*

'

JDM/

的重要

靶细胞是颗粒细胞!其可刺激颗粒细胞的增殖!进

而促进窦前卵泡的发育!亦能调节
P@S

在颗粒细

胞中的作用)

2

*

'本研究拟通过
\8A

干涉的方法!

制备
JDM/,4\8A

转基因小鼠模型!检测下调

JDM/

基因的表达对动物繁殖性能的影响!为进一

步探讨提高大型牲畜的繁殖性能提供有利的素材

和途径'

#

!

材料与方法

#G#

!

试验材料

转
JDM/

基因
,4\8A

的
PZB

小白鼠!

)

只
P&

代公鼠!

)

周龄!健康无特定病原体"

@

X

6K6G$K

X

FI4#!

3

6-G566

!

@9P

#!由广州赛业生物科技有限公司制

备'饲养房饲养!每天光照
%04

!黑暗
%04

!温度
0%

e

!同一饲料"南方医科大学动物中心#!自由饮水'

其中转基因公鼠与野生型母鼠采取
%j*

进行扩群

繁殖&对这
)

只
P&

代公鼠(

%

只
P%

代母鼠"来自
%

号
P&

代公鼠#和
0

只
P0

代母鼠和
%

只
P0

代公鼠

的后代!每只母鼠所产的前两胎仔鼠数目进行记录!

每周称重!统计分析&

*

周龄时对仔鼠进行
9<\

检

测!确定阴性或阳性'

*

"

2

周龄!进行数据处理与

分析!绘制生长曲线'

2

周龄时将上述仔鼠眼球采

血!置于高压灭菌过
%'1E?

离心管!

)e

静置
0

"

*4

!

*&&&5

/

E$-

d%

) e

离心
%1E$-

!分离血清!

d0&e

保存'小鼠采血完后!立即颈椎脱臼处死!

迅速取出卵巢(睾丸(下丘脑(垂体(心(肝(脾(肺(肾

及肌肉!投入液氮中!然后置于
d(&e

保存!备用'

#G!

!

J#

小鼠鼠尾基因组
MQ+

提取及
IS=

扩增

利用
95$E65956E$651'&

软件根据生产转基因

小鼠时构建的载体设计一对引物
>P9

!检测转基因

是否为阳性!根据小鼠内参基因和目的基因的序列

设计
9<\

的引物'由上海生工生物公司合成'所

用的引物序列见表
%

'采用
]E6

3

F

组织
C8A

提取

试剂盒提取'

9<\

反应体系$

%&a9<\

缓冲液
0

#

?

!

%&EE#7

/

?

d%

"8Y9&'1

#

?

!上下游引物
>P9

"

%&

#

E#7

/

?

d%

#各加
&'1

#

?

!基因组
C8A0

#

?

!

5$

N

C8A

聚合酶 "

1 O

/

#

?

d%

#

&'0

#

?

!补加

""S

0

]

至
0&

#

?

'

9<\

反应$

/)e1E$-

&

/)e*&

,

!

11e*&,

!

20e)&,

!共
*&

个循环&

20e

延伸
2

E$-

'分别取
1

#

?9<\

产物!

%b

琼脂糖凝胶电泳!

检查目的基因扩增效果'

#G)

!

JM@H;L=Q+0MQ+

模板的制备及实时荧光

定量
IS=

采用
Y5$̀#7

法提取组织总
\8A

!质量和浓度检

测后!稀释成
%

#

3

/

#

?

d%备用'按反转录试剂盒

E$@K5$

X

I\6V65,6 Y5F-,K5$

X

I$#- =$I

合 成
KC8A

"

QNA>D8

#!

M-$V65,F7YF

3

的
]7$

3

#!"Y

作为反转录

引物'针对转入鼠体内的
JDM/

的
,4\8A

设计特异

性引物$

1g!AA>Y<A>Y<YY><YAYAYA<Y!*g

!并由

生工合成'

]7$

3

#!"Y

为通用引物!以
KC8A

为模板

进行实时荧光定量
9<\

'

9<\

反应体系$

%&a9<\

缓冲液
0

#

?

!

%&EE#7

/

?

d%

"8Y9&'0

#

?

!上下游

引物 "

%&

#

E#7

/

?

d%

#各
&'0

#

?

!模板
KC8A0

#

?

!

C56FE5$

N

酶"

1O

/

#

?

d%

#

&'0

#

?

!补加
""S

0

]

至

0&

#

?

'反应程序$

/1e%E$-

&

/1e%1,

!

1(e%1

(1%%
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期 习欠云等$

JDM/

下调转基因小鼠模型对繁殖与生长的影响

,

!

20e)&,

!

*1

个循环&

20e%&E$-

&

)e

保存'以

#

K$"#()

为内参!采用
0

d

))

<Y法计算基因的相对表达

量'

#G%

!

血清中
@PW

和
JW

的测定

血清中
P@S

和
>S

的测定应用
D?N@A

试剂盒

"武汉华美公司#!具体操作按试剂盒说明进行'

!

!

结
!

果

!G#

!

J#

代转基因小鼠的
IS=

阳性检测

>%

代小鼠通过
9<\

检测确定阴性或阳性!用

于体重分析及分子检测'在
0/

只小鼠中
9<\

检测

结果如图
%

!其中阳性小鼠
%.

只!阴性小鼠
%*

只'

表
#

!

引物序列

O.C>1#

!

T6;923

K

56B15;1

R

81/01;

引物

95$E65

序列"

1g!*g

#

@6

L

M6-K6,

退火温度%
e

A--6F7$-

3

I6E

X

65FIM56

扩增长度%
W

X

95#"MKI,76-

3

I4

&

!FKI$-

@

$

YAA>><<AA<<>Y>AAAA>AY>A<

A

$

A<<><Y<>YY><<AAYA>Y>AY>

1( )0(

>CP/

@

$

>>Y<Y<<YYY<<<<Y<Y<YY

A

$

>>Y>><YY<Y>YY>>AYYYA

1( %1%

>P9

@

$

<YA<>><YY<YA<<A<YY<>

A

$

><A><>YAY<<A<AYA><>Y

1( 0*1

S'S

0

]

&

['C?0&&&EF5H65

&

*

"

(

(

%&

"

%)

(

%.

"

%(

(

0&

(

0/'

小鼠检测为阳性&其他小鼠检测为阴性

S'S

0

]

&

['C?0&&&EF5H65

&

*!(

!

%&!%)

!

%.!%(

!

0&

!

0/'[$K6F56

X

#,$I$V6

&

#I465E$K6F56-6

3

FI$V6

图
#

!

J#

代小鼠的
IS=

检测结果

@6

7

G#

!

IS=51;8>9;231>10952

K

L251;6;325J#B601

!G!

!

JM@H*;L=Q+

转基因鼠产子数及体重的统计

分析

(

只亲代鼠!对每只前
0

胎转基因小鼠的产仔

数进行了统计分析!结果如图
0

所示'

JDM/!,4\!

8A

转基因小鼠产仔数比野生型小鼠的产仔数高

02'1b

!差异显著"

?

$

&'&1

#&对小鼠各周的体重数

据按性别进行分析!结果如表
0

所示'阴性母鼠与

阳性母鼠的体重在各周龄均无差异&阴性公鼠在各

周龄体重均比阳性公鼠高!且在第
2

周时高
.'2b

!

差异显著"

?

$

&'&1

#'各组小鼠的生长率也几近相

同'转基因小鼠未出现体重异常'

!G)

!

JM@H*;L=Q+

在小鼠组织中的
=O*IS=

检测

\Y!9<\

检测
JDM/!,4\8A

小鼠各组织样表

达情况!结果如图
*

所示'各组织均有
(*W

X

的目

的条带!该片段胶回收产物与
X

[C%(Y

载体连接(

转化!挑取单克隆!测序正确'表明
JDM/,4\8A

"

'

差异显著 "

?

$

&'&1

#!下同'

)h(

"

'@$

3

-$G$KF-I"$GG656-K6

"

?

$

&'&1

#!

Y46,FE6F,W67#U')h(

图
!

!

转
.<=H;L=Q+

小鼠产仔数统计分析
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下丘脑(垂体中也有表达量'通过
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检测这

些组织中
JDM/

的表达量'结果显示!在下丘脑中

的
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讨
!

论

\8A

干扰技术在活体水平应用广泛'

C'A'

\MW$-,#-

等)

(

*将表达
,$\8A

的慢病毒载体通过显

微注射的方法成功地建立了
<C(

和
X

1*

下调转基

因小鼠!这两种转基因小鼠其体内相应基因的表达

都显著降低'

['A'<F5E677

等)

/

*通过转基因的方

法将
,$\8A

整合到基因组中稳定表达!成功地沉默

了转基因小鼠中
>P9

的表达'本实验室针对

JDM/

与繁殖性能的相关性!利用
\8A

干扰技术!

筛选并构建了
JDM/

基因最佳慢病毒干扰质粒!并

成功制备转基因小鼠模型'在此基础上!本研究通

过转基因小鼠的扩繁及分析!探讨
JDM/

基因下调

对动物生长繁殖的影响'

首先!通过
9<\

对转
JDM/,4\8A

的小鼠及

子代进行检测'结果表明
JDM/,4\8A

成功整合

到小鼠基因组!转基因小鼠模型成功建立'

\Y!

9<\

结果也表明在转基因小鼠的各个组织中均有

,4\8A

表达'本研究中表达
,4\8A

的载体为慢

病毒干涉载体!表明该载体具有良好的转移外源基

因的能力'这与已有报道结果一致'慢病毒载体对

分裂和非分裂的细胞均具有高效感染能力!并将外

源基因有效地整合到宿主染色体上!进而可以持久

表达)

(

*

'

B'C$6KH4#GG

等利用慢病毒载体在制备的

转基因猪中!也检测到
,4\8A

在猪的心(肝(脾(

肺(肾(肌肉组织中都有表达)

%&

*

'其次!为了检测

,4\8A

在活体水平上对
JDM/

的干扰效果!本研

究检测了与
P@S

分泌相关的卵巢!

JDM/!,4\8A

水平较高的下丘脑以及垂体中
JDM/

的表达量'

结果显示!与阴性小鼠相比!转基因小鼠下丘脑中

JDM/

的表达量下降
*1')b

!差异显著"

?

$

&'&1

#&

垂体中
JDM/

的表达量下降
*/'(b

!差异显著"

?

$

&'&1

#&卵巢中
JDM/

的表达量稍有下调!但差异不

显著"

?

#

&'&1

#'表明
,4\8A

在不同组织表达量

不同!对
JDM/

的干扰效果也可能不同'由于

\8A$

技术只是下调特定的基因表达!并不是完全

敲除靶基因'

['@6EFF-

等)
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*对慢病毒载体介导

的
9D\Z,4\8A

转基因猪的研究中!同样发现!

,4\8A

在不同个体及同一个体的不同的组织器官

中表达量也是不同的'

A'8F

3

F#

等)

%0

*为了提高

,4\8A

对
Y?!

基因的干扰效率!将多个针对该基

因的
,4\8A

串联在同一表达载体!其干扰效果与

稳定性显著增加'

]'Y65B5FH6

等)

%*

*针对
SNZ!%

的不同区域构建了新的由
)

个
,4\8A

串联的慢病

毒载体!比只有
%

个
,4\8A

的慢病毒载体对
SNZ!%

的抑制效应强'

研究发现!

JDM/

纯合缺失的雌性小鼠早期卵

泡发育停止导致不育!但是雄性小鼠无影响)

%)

*

'

JDM/

的
P6K>S

突变"

>(

突变#同样能提高杂合绵

羊的排卵率)

%1

*

'本研究转基因小鼠繁殖性能结果

显示!

JDM/,4\8A

转基因小鼠产仔数显著高于阴

性小鼠"

?

$

&'1

#!而且小鼠出生后并未出现异常现

象!这与
JDM/

在卵巢(垂体(下丘脑表达量下降结

果一致'同时!在第
2

周龄阳性公鼠体重显著低于

阴性公鼠"

?

$

&'1

#&而阳性母鼠与阴性母鼠体重在

各周龄均无显著差异'目前对
JDM/

基因研究主

要还是在繁殖方面!对后期个体生长增重方面尚未

见相关报道'由于
JDM/

基因在下丘脑(垂体中也

表达!

,4\8A

下调
JDM/

基因的表达可能对动物
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生长轴的调控造成影响!并具有一定的性别依赖性'

针对该现象的原因!在后续试验中还需要做深入探

讨'

动物生长繁殖是一个复杂的调控过程!受遗传(

激素(营养(环境等多因素的影响'本研究通过筛选

最优干涉效果的
JDM/,4\8A

序列!在小鼠模型

上获得验证'综上表明!

JDM/

基因下调可以提高

动物繁殖能力!为今后提高大型动物的繁殖性能提

供了良好的素材和途径'
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