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精子因素对精子载体法制备转基因山羊的影响
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摘要 : 精子具有主动结合、转运、整合外源 DNA的能力, 并在受精时导入卵母细胞,获得转基因动物。精

子介导基因转移( sperm mediated gene transfer, SMGT )是目前获得转基因动物简单而高效的方法之一。精

子因素是影响 SMGT 方法生产转基因动物的重要方面。本论文结合我们的研究针对转染用山羊 ( Capra

hircus )精液的来源、精子质膜完整性、精液品质及发育阶段等精子因素影响精子结合外源 DNA 和 SMGT

方法生产转基因山羊的效率进行了论述,并从这些影响因素入手,提出了筛选精子供体、保持精液品质、

调控质膜等措施,提高精子转染外源 DNA能力和生产转基因动物的效率。
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Abstract: Sperm mediated gene transfer ( SMGT) appears to be a simple, efficient, and inexpensive method for

genome modification of animals. DNA uptake by the mammalian spermatozoa is a very specific and highly regulated

phenomenon. The sperm parameters, such as sperm donor, plasma membrane, sperm quality, and the treatment

methods affect not only the ability and efficiency of sperm to pick up exogenous DNA and to internalize the DNA into

sperm nuclei, but also the vector type and transfection method used. The efficiency of picking up exogenous DNA by

goat spermatozoa decreases with age. Different goat breeds exhibit different abilities in binding foreign genes. Selection

of sperm donors and optimization of DNA uptake are the key steps for the successful outcome of SMGT . The use of

frozen thawed spermatozoa is an efficient method for production of transgenic offspring.
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精子具有主动结合、转运、整合外源 DNA

的能力,并在受精时导入卵母细胞,获得转基因

动物
[ 1, 2]
。精子介导基因转移 ( sperm mediated

gene transfer, SMGT) 是目前获得转基因动物简

单而高效的方法之一。山羊( Capra hircus )分布

区域广,品种和数量多,目前全世界共有 570个

品种, 7 1亿只, 我国山羊饲养量居世界第一,

为1 7亿只
[ 3]
。一些研究表明山羊是乳腺生物

反应器研究的首选动物。2006年 6 月 2日,随

着世界上第一个利用转基因山羊乳腺生物反应



器生产的基因工程蛋白药物 ! ! ! 重组人抗凝血

∀(商品名: ATryn)在欧洲获准上市, 人们更加

坚信转基因山羊必定为最终解决环境、健康等

影响 21世纪人类生存的重大问题发挥出不可

估量的作用
[ 4]
。采用 SMGT 方法生产转基因山

羊具有较大的发展潜力和研究价值。但 SMGT

方法存在着极大的随机性和不确定性
[ 2, 5, 6]

。

SMGT 方法主要是由外源 DNA、精子、转染方法

等构成的一个有机整体。但目前研究集中在转

染方法和外源 DNA因素, 如 DNA 浓度、片段大

小、序列、结构、载体类型等对 SMGT 方法的影

响
[ 6,7]
。SMGT 方法离不开精子。精液来源、精

液品质、精清、精子质膜和精液处理方法等构成

了SMGT 方法的精子因素。同时, SMGT 方法被

认为只在制备转基因小鼠( Mus musculus )
[ 8]
、猪

( Sus domestica )
[ 9]
、兔 ( Oryctolagus cuniculus )

[10]

上比较有效, 并建立了表达外源基因的转基因

品系。一些研究表明, 山羊的精子在介导转染

外源 DNA上存在物种特异性
[ 11]
。

本文从精子因素出发, 结合本研究小组的

研究内容, 综述了精子因素对精子载体法生产

转基因山羊的影响, 并提出了提高精子转染外

源DNA能力和生产转基因山羊效率的措施。

1 影响精子转染外源基因和生产转基

因山羊的精子因素

1 1 精子供体 虽然发现几乎所有动物的精

子都具有自发性结合外源 DNA的能力,但不同

物种精子转染外源 DNA 及生产转基因动物的

效率是不同的。猪、牛( Bos taurus )、绵羊( Ovis

aries )精子结合外源 DNA 的效率通常为 25% ~

40% ,小鼠为 40% ~ 60% , 兔为 15% ~ 87%。

另外, 精子摄取外源 DNA的时间因物种不同而

有差异。禽类精子与 DNA的结合在共孵育 1 h

内发生, 反刍类只需 30 ~ 40 min, 人 ( Homo

sapiens )精子与 DNA结合约需要 20 min, 对鱼类

来讲更快,几分钟内便可完成
[ 12]
。为什么不同

物种的实验会出现如此巨大的差异? 一些研究

者将这归结为受实验方法和检测方法不同的影

响。也有一些研究者认为动物品种、个体是影

响 DNA结合及内化转运的关键因素。1989年,

Lavitrano 等使用 pSV2CAT 线状、环状质粒与小

鼠附睾精子共保温, 并行体外受精, 250 个后代

小鼠中有 30%的 southern 阳性率, 并由此建立

了第一个精子介导转基因小鼠株系
[ 8]
。该实验

为步入困境的转基因动物研究注入了新的活

力,吸引了众多的研究小组转向大型农畜动物

精子与外源 DNA结合的研究。2003年,该研究

小组比较了 20头公猪精子 DNA 转染效率, 结

果最低的仅为 16%, 最高为 87%, 用结合内化

外源 DNA 能力高的公猪精子进行体外受精或

人工授精, 后代仔猪的阳性率高达 48% ~

80%
[ 13]

,证明了精子供体是影响精子转染外源

基因及转基因动物生产的重要因素。

我们选择体况、精子活力 ( 68% ~ 79%)和

精液品质综合指数( 0 71~ 0 77)相近的的 4个

品种的公羊共 149只,其中 1岁、2岁、3岁和 4

岁的川东白山羊公羊各 21、21、19 和 10 只, 波

尔山羊 # 南江黄羊杂交一代 (以下简称波南

F1)公羊分别为 23、22、14和 7只, 2岁波尔山羊

和南江黄羊公羊各 6只, 同时应用正交设计优

化固定精子和外源DNA处理条件, 即用大小为

4 7 kb的末端标记的 DNA线形化片段,以 1 00

g DNA 106个精子的比例, 在 20 ∃ 下孵育 60

min,同时用固定的原位杂交检测方法,比较不

同品种、年龄的山羊精子结合内化外源 DNA的

能力。直接检测得到的阳性精子率称为结合

率;精子固定前用 DNase %于 37 ∃ 消化, 目的是

消化结合在膜上没有内化到精子内部的 DNA,

再检测得到的阳性精子率称为内化率。结果表

明,山羊的精子结合外源 DNA的能力有随着年

龄的增长而减少的趋势, 并表现出明显的品种

间差异。川东白山羊 1岁时的精子内化率为

39 34% & 13 76%, 4 岁时降为 23 40% &

19 37% , 4岁时与 1岁和2岁时相比,差异显著

( P< 0 01和 P < 0 05) ; 南江黄羊的精子内化

率最高,波尔山羊最低
[ 11]
。2006年叶华虎比较

了 35只纯种崂山奶山羊精子结合外源 DNA的

能力,发现大部分个体( 71 4% , 30 35) 的精子

结合率波动于 24 6% ~ 36 7% , 内化率波动于
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12 2%~ 24 8%之间, 但有 3 只山羊的结合及

内化能力出现很强或很弱的极端现象, 1 只公

羊精子的结合率和内化率分别为 4 6% 和

2 1% ,而另 2只公羊精子的结合率和内化率均

在50%和 40%以上,个体间差异显著。进一步

分析结合率和内化率之间的差异, 可将山羊分

为3种类型: ( 1)结合率和内化率都较高; ( 2)结

合率高而内化率低; ( 3)结合率和内化率都较

低
[ 14]
。

至此,可以得出初步结论:不同山羊供体精

子转染外源DNA的效率是不同的, 并表现出明

显的品种间差异,筛选合适的精子供体是提高

精子载体方法效率的前提和保证。

1 2 精液成分和精子结构

1 2 1 精清 研究者发现, 附睾精子结合外源

DNA的能力明显高于射出的带有精清的精子;

同时射出精液经充分离心洗涤后, 也具有较好

的结合能力。精 液中存在的抑制因子 1

( inhibitory factor, IF 1)阻止外源 DNA 与精子相

结合
[ 15]
。

叶华虎在研究中发现精清对外源 DNA 的

结合及内化有明显的阻止作用, 与直接稀释的

原精液组相比,洗涤组的结合率和内化率分别

增加了 3倍和 5倍;精清的阻止效应与其作用

方式有关, 在直接稀释的原精液中阻止效应最

强,而在洗涤后的精子中再加入精清,阻止效应

减弱,但加入大量精清( 1 5 体积) ,也能达到与

原精液相似的抑制效果
[ 14]
。为研究精清对山

羊精子转染外源基因的影响, 我们对山羊精子

进行 3种不同的处理:未离心、离心、添加猪精

清,离心后去掉精清组的结合率达到 62 04% ,

极显著高于未离心组, 添加猪精清后的山羊精

子结合率仅为 17 04%。精子内化率也表现出

同样的趋势
[ 16]
。表明精清中存在影响精子转

染外源 DNA的抑制因子,抑制作用跨越物种界

限。

1 2 2 质膜 精子质膜是外源 DNA的结合位

点,质膜上含有内化外源 DNA 的分子, 同时也

是阻止外源 DNA内化的主要屏障。质膜破裂

的死精子具有更高的结合率
[ 14]
。Shim 等用

Triton X 100破坏精子膜也得到较好的转染效

果
[17]
。我们曾研究获能处理后的山羊精子结

合及内化外源DNA的效率。结果发现, 获能处

理降低了精子结合和内化外源 DNA 的能力。

超微结构观察及双荧光探针检测都发现精子获

能后质膜完整性降低。质膜的这种变化使精子

膜上有利于结合外源 DNA的物质也部分或全

部损坏,从而抑制结合外源 DNA的效率 。

1 3 精液品质和精子发育阶段

1 3 1 精液品质 精液品质与其结合外源

DNA的能力是互相影响的。精液品质影响精

子结合外源 DNA 的能力。通常认为只有活精

子才具有结合外源DNA的能力, 而且精子活力

越高结合和内化转运能力越强;死精子不能结

合外源 DNA,准确地是死精子结合的 DNA 仅挂

在细胞质膜上, 不能完成外源 DNA 的内化过

程
[14]
。猪某些精液品质指标,如精子生存指数

与其结合外源DNA的能力是呈正相关的
[ 13]
。

1 3 2 精子发育阶段 精子发育阶段会影响

DNA转染效率。成熟精子是非常稳定的不活

跃细胞,本身不具有转录和翻译活性,给外源基

因及精子本身基因的结合造成了困难; 同时因

为精清中存在 IF 1, 促使研究者思考在精子发

生及成熟部位进行转染。有研究发现,在睾丸

和附睾中转染精子在数量上较体外孵育法所获

得转染精子多, 所以最终获得转基因动物的机

会增多
[ 18]
。

2 从精子因素出发提高精子载体法生

产转基因山羊效率的措施

2 1 筛选山羊精子供体 一些研究者认为,从

个体的精子转染外源 DNA效率高低出发, 筛选

精子供体是一种方便、稳定的提高生产转基因

动物效率的措施
[13]
。本研究组的李福兵比较

12只山羊个体的精子结合和内化外源 DNA能

力,以及精子内化能力对制备转基因山羊胚胎

阳性率的影响。发现不同山羊个体的精子结合
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和内化DNA的效率存在差异, 内化效率最高为

53 7%, 最低仅为 3 1%。并且精子转染效率较

低的个体没有得到转基因阳性胚胎,精子转染

效率高的供体得到的胚胎阳性率也高
[ 19]
。

2 2 优化精子和外源 DNA处理方法, 建立高

效的转染体系

2 2 1 去除精清 去除精清可以提高精子转

染外源基因的效率
[ 20]
。目前一些研究及本研

究小组主要采取精液离心洗涤, 精子上游悬浮

的办法。采集的山羊精液,等量等温混合后用

TALP 液1 000~ 1 500 r min离心洗涤 3次,每次

5 min。最后溶解于适量的 TALP液中, 孵育, 取

上游精子
[ 11]
。

2 2 2 优化转染外源 DNA 的条件 影响精子

转染效率的 DNA 因素主要有: DNA 浓度、DNA

片段大小、DNA 序列、DNA 结构形式。我们从

精子结合及内化外源 DNA的影响因素入手, 应

用正交设计 L16 ( 4
4
) , 因素 A、B、C、D 分别为

DNA片段大小、精子与 DNA共孵育时间、DNA

浓度、共孵育温度, 每个因素选择 4个水平, 筛

选出山羊精子转染和检测方法。采用该方法得

到与 PCR检测相似的结果,表明这种方法比较

有效
[ 11]
。

2 3 调控质膜, 提高精子转染外源 DNA 效率

调控质膜,有利于提高精子转染外源 DNA 效

率。主要采用以下的一些措施。

2 3 1 增强质膜的通透性 增强质膜通透性

的方法很多, 如电穿孔、人工破坏膜的完整性

等。电穿孔是使精细胞在瞬时高压脉冲刺激

下,增加细胞膜通透性, 有利于外源 DNA 分子

迅速透过细胞膜, 进入胞浆和 或胞核, 但目前

该方法多用于鱼类和鸡( Gallus) , 一般能使精子

对外源DNA的携带率提高 10%~ 15%,在鱼中

转基因效率达 23% ~ 37% , 在鸡中有高达

59 3%的报道
[ 21]
。孙新明优化了山羊精子电

穿孔转染外源 DNA的条件, 表明电穿孔导入法

可用于山羊精子介导转染外源 DNA。电场强

度、电击时间和电击次数同时影响精子活力, 山

羊精子最适电穿孔条件为 400 V、200 s、电击 1

次。该条件下电击后精子活力和结合率、内化

率分别为 0 45和 27 6%、22 5% ; 最适电穿孔

条件下电击洗涤精子比未洗涤精子的内化率提

高了 14% ( P< 0 01) ; 将洗涤精子与外源 DNA

共孵育后再电击比不孵育处理组的提高了

5 8%( P> 0 05) ; 且电击转染的精子被内化转

运到精细胞内的外源 DNA分布不规则
[22]
。

众所周知,精液冷冻破坏精子质膜完整性,

但是否影响精子结合及内化外源 DNA 的效率?

我们优化了一种提高精子转染外源 DNA效率的

山羊精液冷冻 解冻方法
[ 23]

, 比较了鲜精和冻精

转染外源基因的效率,发现冻精显著提高了结合

率和内化率( 81 60% & 16 59% vs. 32 95% &

2 93%, P< 0 01; 41 80% & 6 26% vs. 27 89%

& 8 64%, P < 0 05)。PCR 和 Southern blotting

检测表明,外源DNA已经整合到冷冻精子基因

组上
[ 24]
。冷冻破坏精子质膜完整性, 解除质膜

的阻碍作用,是提高外源 DNA内化效率的一个

主要原因。

2 3 2 改变 DNA进入质膜的方式 如以阳离

子脂质体先行包裹 DNA,再利用脂质体与细胞

膜的相容性以及细胞对脂质体的吞噬作用,将

外源 DNA导入精细胞。该方法不仅提高 DNA

转运效率,而且可保护核酶对 DNA 的降解, 已

在鸡、兔、小鼠上获得成功
[ 25]
。孙新明研究表

明,脂质体介导法可用于山羊精子转染外源

DNA,还比较了该方法转染山羊精子的效果及

其影响因素
[ 26]
。

2 4 睾丸内注射 精清中的 DNA结合抑制因

子促使研究者思考在精子发生及成熟部位进行

转染。李福兵选择 4头山羊,双侧睾丸注射不

同剂量的质粒 DNA, 注射后用 PCR 和 Southern

杂交方法检测外源DNA在精子中的整合, 探讨

了睾丸内注射法在精细胞的整合和在早期胚胎

中表达。发现转染效率最高发生在注射后第

40 d, 转染阳性率最高为 81%; 绿色荧光蛋白在

精子及其体外受精的部分胚胎中表达, 胚胎阳

性率最高的达 66 7%。睾丸内注射法可能是

一种可行、简单并利于推广的制备转基因山羊

的方法
[ 18]
。
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3 小 结

精子因素是影响 SMGT 方法生产转基因动

物的重要方面。转染用山羊精液的来源、精子

质膜完整性、精液品质和发育阶段等精子因素

影响精子结合外源 DNA及 SMGT 方法生产转

基因动物的效率。从这些影响因素入手, 优化

精子和外源 DNA处理方法, 对提高精子载体法

生产转基因山羊效率是比较有效的措施。
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