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摘要:为研究睾丸内注射外源 DNA 法生产转基 因 小 鼠 (Mus musculus) 的 可 行 性，并 探 讨 注 射 DNA 的 最

佳浓度。将环形的质粒 DNA pEGFP-N1 与脂质 体 混 合 制 备 DNA-脂 质 体 复 合 物，按 DNA 浓 度 不 同 分 为

0. 08 μg /μl、0. 12 μg /μl 和 0. 24 μg /μl 3 组，分别注射入成年 SPF 级昆明小鼠睾丸内，同时设空白对照;

每 组处理公鼠 2 只，注射 5 d 后每只与 3 只成年母鼠同笼，20 d 后在荧光显微镜下检测公鼠附睾精子，并

制作睾丸石蜡切片，检测绿色荧 光 蛋 白 (GFP) 的 表 达;PCR 法 检 测 各 组 后 代 阳 性 率。结 果 显 示，3 组 小

鼠附睾荧光精子比例分别为 9. 09%、47. 06% 和 27. 78%。3 组 小 鼠 的 睾 丸 石 蜡 切 片 中 均 可 看 到 不 同 强

度的 GFP 表达。后代经 PCR 检测阳性率分别为 17. 26%、47. 61% 和 22. 11%。本实验证实 了 睾 丸 注 射

法能使外源 DNA 整合进入精子基因组，并能在自身和后代中得到表达，本研究中外源 DNA 注射浓度以

0. 12 μg /μl 效果为最佳。
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Testis Injection of Exogenous DNA Results in Expression in Mouse Sperm
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Abstract:The aim of this study is to produce transgenic mice by testis-mediated gene transfer and investigate

the suitable concentration of exogenous DNA for injection. A total of six SPF KM male mice were divided into

three groups and liposome-treated exogenous DNA was directly injected into testis at three different

concentrations:0. 08 μg /μl，0. 12 μg /μl and 0. 24 μg /μl，respectively. Every treated mouse was naturally

mated with 3 female mice on the 5th day after the injection. The spermatozoa were detected on the 20th day after

injection under the fluorescence microscope，and mouse testicular paraffin sections were prepared for detection of

green fluorescent protein (GFP) expression under fluorescence microscope. The integration of pEGFP-N1 in the

F1 was determined by PCR. The results showed that the proportion of florescent sperm in 3 groups were 9. 09% ，

47. 06% and 27. 78% ，respectively. Expression of GFP in different degrees was also found in three groups of

paraffin sections. The PCR positive rates of offspring were 17. 26% ，47. 61% and 22. 11% ，respectively. It is

concluded that the transgenic mouse could be produced by direct injection of foreign DNA into mouse testis，and

0. 12 μg /μl was the suitable concentration of exogenous DNA for injection in this study.
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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，其原理是精子具有主动结合、
转运、整合外源 DNA 的 能 力，并 可 在 受 精 时 导

入卵母细胞，进而获得转基因动物
［1］。睾丸注

射法作为 SMGT 的一 种，是 将 外 源 目 的 基 因 直

接注入动物睾丸内，使之与精子染色体进行整

合，然后通过自然交配、人工授精、胞浆 内 注 射

等多种途径使外源目的基因进入胚胎，获得转

基因动物。此法避免 了 精 子 与 外 源 DNA 共 孵

育时精浆的抑制作用，无需复杂的体外处理过

程，而且耗费小、操作简便，是近年来颇 受 关 注

的一种方法
［1 － 2］。

自 1997 年 Kim 等
［3］

率先使用睾丸注射法

后，其他实验室也相继用此法生产转基因动物。
1999 年 Farre 等 进 行 猪 ( Sus domestica) 睾 丸 内

转染，得 到 47% 的 阳 性 精 子 和 22% 的 阳 性 胚

胎
［4］;2002 年沈新明等应用此法获得了 34. 8%

的转 基 因 阳 性 小 鼠 (Mus musculus)［5］;2005 年

李福兵等 通 过 山 羊 ( Capra hircus) 双 侧 睾 丸 注

射 GFP 质 粒，得 到 了 66. 7% 的 阳 性 胚 胎
［6］;

2006 年肖 红 卫 等 获 得 了 4. 3% 的 转 基 因 阳 性

猪
［7］。虽然以上研究取得了一定成果，但不同

实验室报道的结果存在较大差异，且一般没有

产生存活的转基因后代。另外，睾丸注 射 法 体

系目前尚 不 稳 定，诸 如 实 验 动 物 的 选 择、外 源

DNA 浓 度、注 射 时 间 及 部 位，是 否 需 要 脂 质 体

介导等都有待于进一步研究。
本实验以 SPF 级 成 年 昆 明 小 鼠 为 研 究 对

象，按脂质体(μl) 与 DNA(μg) 为 3∶ 1的比例配

制不同 DNA 浓度的注射液，探讨注射不同浓度

的外源 DNA 对转染效率的影响，优化睾丸内注

射操作方法。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 实验动物 成年 SPF 级昆明小鼠，由第

三军医大学实验动物中心提供。
1. 1. 2 药品试剂 pEGFP-N1 质粒为本实验室

保 存，LipofectamineTM 2000 购 于 Invitrogen 公

司。质粒 小 量 提 取 试 剂 盒 购 于 V gene 公 司，

Marker DL2000 Plus 购 于 北 京 全 式 金 公 司。其

他试剂均为国产分析纯。
1. 2 方法

1. 2. 1 DNA-脂质体混合物的制备 pEGFP-N1

转化大肠杆 菌 DH5α，卡 那 霉 素 (50 μg /ml) 筛

选阳性菌落，LB 培 养 基 扩 大 培 养，用 质 粒 提 取

试剂盒提取 pEGFP-N1 质粒，测定浓度为 2. 1 ～
2. 3 μg /μl。脂质体(μl) 与质粒(μg) 比例为 3∶
1，按 Lipofectamin Reagent 说 明 书 进 行 混 合 孵

浴。各试剂具体剂量见表 1。
1. 2. 2 睾丸内注射质粒 DNA 用眼科手术刀

于阴囊开一小口，将单侧睾丸通过开口裸露于

体外，用微量注射器吸取相应剂量 ( 表 1) 的 试

剂，穿过附睾头刺入睾丸实质 5 ～ 6 mm，将试剂

缓缓注射入相应组别小鼠的睾丸;对另一侧睾

丸进行相同操作。
1. 2. 3 F1 代鼠的产生 将处理过的公鼠单独

饲养 5 d 后，于 2008 年 12 年 14 日每只公鼠分

别与 3 只成年健康空怀母鼠同笼;见阴道栓者，

分笼继续饲养，于 2009 年 1 月 1 ～ 3 日 获 得 各

实验组及对照组 F1 代小鼠。
1. 2. 4 转染效果检测 睾丸注射后 20 d，取公

鼠两侧附睾，剪碎，加入 1 ml PBS，室温放置 10
min，使其中的精子游离出来;吸取 10 μl 抹片，

自然风干;荧光显微镜 488 nm 激发波长观察精

子 绿 色 荧 光 蛋 白 ( green fluorescent protein，

GFP) 的表 达 情 况。取 睾 丸 组 织 做 常 规 石 蜡 包

埋，然 后 对 切 片 进 行 脱 蜡，水 化; 用 EDTA ( pH
9. 0) 进行 92 ～ 98℃ 的抗原热修复，用缓冲甘油

(pH 9. 5) 进行封片;荧光显微镜观察 GFP 在睾

丸中的表达情况。
1. 2. 5 F1 代鼠 pEGFP-N1 质粒 PCR 检测 剪

取 5 ～ 10 日龄小鼠的尾巴 0. 5 ～ 1. 0 cm，按酚-
氯仿法提取基因组 DNA。pEGFP-N1 上游引物

为 5′-ACGGCCACAAGTTCAGC-3′，下游引物为

3′-CGTCGCCGATGGGTGGTGTTCT-5′，由 上 海

英骏生物技术有限公司合成，理论扩增片段长

度为 507 bp。取 1. 5 μl DNA 制备总体积为 25
μl 的 PCR 反应体系:1. 5 μl 模 板 DNA、2. 5 μl
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10 × buffer ( 包 含 15 mmol /L MgCl2 )、1 μl 10
pmol /L 引物、2 μl 2. 5 mmol /L dNTP 、0. 5 μl
Taq 酶(5 U /μl) ，加灭菌双蒸水至 25 μl。PCR
反应 条 件 为: 94℃ 预 变 性 5 min; 进 入 循 环

(94℃ 45 s，60℃ 45 s，72℃ 75 s) ，35 次循环;

72℃ 延伸 10 min，4℃ 保存。70 V 电压，电泳 45
min，凝胶成像系统成像。
1. 3 统计方法 荧光显微镜下的荧光精子数

与普通光下精子数的比值为荧光精子比例;用

SPSS for Windows 13. 0 对 PCR 结果进行统计分

析。

2 结 果

2. 1 睾丸注射后精子 GFP 的表达检测结果

3 组公鼠精 液 抹 片 中 均 能 看 到 荧 光 精 子，其 中

低、中、高浓度注射组的小鼠附睾精子显示荧光

比例分 别 为 9. 09%、47. 06% 和 27. 78% ，对 照

组未观察到荧光精子( 图 1)。

图 1 光镜和荧光显微镜下的精子(200 × )

Fig. 1 Spermatozoa transfected with pEGFP-N1 under light- and fluorescence-microscope at 20 d
A:光镜( 实验组) ; B:荧光显微镜( 实验组) ; C:光镜( 对照组) ; D:荧光显微镜( 对照组)。

A:Light microscope (Test group) ; B:Fluorescence microscope (Test group) ; C:Light microscope (Control group) ;

D:Fluorescence microscope (Control group) .

2. 2 睾丸注射后睾丸 GFP 荧光检测 荧光显

微镜下可以看到 3 个实验组小鼠睾丸组织均有

绿色荧光蛋白表达，间质细胞、精原细 胞、精 子

等部位绿色荧光蛋白明亮，表达量较高，在精母

细胞和精细胞中也有表达，但量较 少 ( 图 2) ;3
组相比，中浓度组的小鼠睾丸荧光强度略高于

低、高浓度组。
2. 3 F1 代转基 因 小 鼠 检 测 将 F1 代 小 鼠 置

于紫外灯下检测，未发现荧 光 ( 图 3)。通 过 引

物对 F1 代进行 PCR，检测基因的整合，结果见

图 4。第 1 ～ 6 泳 道 ( 琼 脂 糖 凝 胶) :与 DNA 分

子量标准对照，1、2、4、5、6 泳 道 中 的 片 段 大 小

位于 500 bp 下方，产物长 度 约 为 507 bp，与 目

的片段大小一致，判断为转基因阳性;3 泳道中

未发现与目的条带大小相似的片段，判断为转

基因阴性。
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图 2 GFP 在小鼠睾丸组织中的表达(200 × )

Fig. 2 GFP expression in mouse testis
A:对照组;B:实验组。A:Control group;B:Test group.

图 3 F1 小鼠紫外灯下拍照结果

Fig. 3 The photo of F1 offspring under ultraviolet light

2. 4 公鼠的交配和受精能力 公鼠和母鼠合

笼 7 d 后，若母鼠没有怀孕，则认为公鼠没有正

常的交配和受精能力。本实验显示，注 射 后 的

公鼠能使母鼠受孕，各组母鼠受孕数见表 1，表

明小鼠睾丸注射后性欲和交配能力没有受到明

显影响。
2. 5 睾丸注射法建立 EGFP 转基因小鼠结果

用 SPSS for Windows 13. 0 统计分析 F1 代中

PCR 扩增检测 pEGFP-N1 的阳性率。结果显示

中浓度组阳性率最高( 表 1)。

3 讨 论

3. 1 睾丸注射法生产转基因鼠的可行性 睾

丸介导的基因转移就是将外 源 DNA 直 接 注 射

到雄性动物睾丸内，转染各个发生阶段的精子

细胞，转染精子经体内成熟后采用自然交配或

人工授精获得转基因动物。这是一项曾经让人

振奋同 时 又 备 受 质 疑 的 技 术。让 人 振 奋 的 是

Kim 等
［3］、Muramastu 等

［8］
和 Yamazaki 等

［9］
通

过睾丸注射外源基因的研究证实了在精子发生

过程中能整合外源基因，并且 Yamazaki 等
［9］

发

现有一群分化的生精细胞在转染 2 个月后仍能

表达 外 源 基 因。但 Yamazaki 等
［9］

在 后 续 的 实

验中通过对小鼠曲细精管注射外源基因和体内

电穿孔 10 d 后进行自然交配，结果不能从交配

所得的后代精子中检测出外源基因的表达。
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图 4 F1 小鼠基因组 PCR 检测结果

Fig. 4 The results of genomic DNA PCR test
M. DL2000 Plus DNA 分子量标准; C. 对照; 1、2、4、5、6 为实验组阳性 PCR 结果; 3 为实验组阴性 PCR 结果。

M:DL2000 Plus DNA marker; C:Control group; 1，2，4，5，6:Positive PCR product; 3:Negative PCR product.

表 1 睾丸内注射法转基因小鼠试验设计和结果

Table 1 The experimental design and results

低浓度组

Low concentration group

中浓度组

Middle concentration group

高浓度组

High concentration group

对照组

Control group

注射剂量 Injection dose (μl) 50 50 50 50

质粒 Plasmid (μg) 4 6 12 0

脂质体 Liposome volume (μl) 12 18 36 0

处理公鼠数 No. of male mice 2 2 2 2

与配母鼠数 No. of female mice 6 6 6 6

受孕母鼠数 No. of pregnant 4 5 3 5
F1 代小鼠数 No. of offspring 52 61 38 59
PCR 阳性数 No. of PCR positive 9 29 8 0
PCR 阳性率 Rate of PCR positive (% ) 17. 26 47. 61 22. 11 0

因此，Yamazaki 等
［9］

认为睾丸内直接注射外源

基因可能不能用于制备转基因动物，或需要其

他方法辅助。但这种说法并没有让众多研究者

气馁，反而出现更多的实验室来尝试和验证此

项技术。Farre［4］
行睾丸体内转染，得到 47% 的

精 子 阳 性 率 和 22% 的 猪 胚 胎 表 达 阳 性 率;

Sato［10］
利用睾丸注射成功制备 转 基 因 小 鼠，基

因从 F0 传代到 F2 代，并建立了转基因小鼠品

系;Yonezawa 等
［11］

等利用脂质体包裹的外源基

因注射入 大 鼠 (Rattus norvegicus) 睾 丸 内，受 精

后 的 桑 葚 胚 80% 表 达 EGFP，后 代 经 PCR 和

Southern blotting 检测出 阳 性 鼠;Huang 等
［12］

行

曲细精管注射，从精液中筛选表达报告基因的

精 子 行 卵 胞 浆 注 射 ( intracytoplasmic sperm
injection，ICSI) ，出生的 4 只小鼠全部是转基因

鼠;赵君 等
［13］

以 逆 病 毒 载 体 行 小 鼠 睾 丸 内 注

射，得到 1 只转基因( tPA) 后代;沈新明等
［5］

等

采用曲细精管微注射法生产绿色荧光蛋白转基

因小鼠，共 获 仔 数 382 只，PCR 检 测 阳 性 小 鼠

133 只，Southern blotting 分 析 阳 性 为 15 只; 高

华 颖 等
［14］

将 脂 质 体 包 裹 的 重 组 质 粒

PLNCXHCF 注射到兔 (Oryctolagus cuniculus) 睾

丸中，得到 85% 的 转 基 因 仔 兔 (11 /13)。以 上

的这些研究结果均证实了睾丸或曲细精管注射

外源基因生产转基因动物的方法是可行的。对

于阴阳性结果之间和阳性率数据之间的差异，

一些实验室解释为是由于实验条件、技术方法

及供体动物选择的差异所致
［15］。

本研究组采用脂质体介导转染雄性生殖细

胞的方法，然后通过自然交配，从而获得转基因
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后代。为了比较外源 DNA 的 浓 度 对 转 染 效 率

的影响，按脂质体(μl) 与 DNA(μg) 为 3∶ 1的比

例分别 配 制 了 DNA 浓 度 为 0. 08 μg /μl、0. 12
μg /μl 和 0. 24 μg /μl 的 注 射 液。结 果 显 示，

0. 12 μg /μl 的注射液的转染效率最高，后代经

PCR 检测 阳 性 率 达 47. 61%。对 于 DNA 的 浓

度，Sciamanna 等
［16］

有过类似的报道，其用小鼠

和猪进行实验，将射出的精子分别与不同浓度

的携带有外源 DNA 的两种质粒进行孵育，然后

分别进行人工授精，发现质粒诱导死亡在小鼠

和猪上均是由 DNA 的浓度引起。最高的 DNA
浓度(500 ng /106

个精子) 会导致大量的胚胎死

亡，而较低 DNA 浓度则 和 胚 胎 的 发 育 相 适 应。
马百超等

［17］
研究表明目的基因剂量越多，转染

的细胞数 量 也 越 多，但 是 浓 度 过 高 时，过 量 的

DNA 或脂质体沉积于细胞表面，会对细胞造成

诸如细胞收缩，有丝分裂减少等一些毒性作用。
在探索外源基因较适浓度的同时，本研究也观

察到了行体内转染后外源基因对精子发生的影

响。印证了雄体内转染后的生殖细胞在相当长

的时间内能 够 保 持 受 精 能 力 的 报 道
［18 － 19］。在

注射后 20 d，取小鼠睾丸制备石蜡切片，在荧光

显微镜下仍能看到大量的处于不同分化阶段的

生精细胞，精原细胞部位绿色荧光蛋白亮度较

强，可随着精子发生周期的循环，将外源基因传

递给精子，并且精子的活力和受精能力均不受

影响
［20］。

3. 2 外 源 DNA 体 内 转 染 时 脂 质 体 的 作 用

研究表明，精子受到 外 源 DNA 侵 入 时，大 量 核

酸酶被激活，不仅导 致 外 源 DNA 的 降 解，同 时

还能导致精子染色体 DNA 的降解，最终引起精

细胞 的 程 序 性 死 亡。根 据 细 胞 转 化 的 原 理，

Brachiller 等
［21］

于 1991 年首次将脂质体应用到

精子介导法生产转基因动物中。其后，Rottman
等

［22］
也利用脂质体对精子载体法进行了改进，

外源 DNA 在与兔精子混合培养 之 前 先 用 脂 质

体包裹，脂质体自发地与 DNA 相互作用而形成

DNA-脂质体 复 合 物。脂 质 体 膜 和 精 子 质 膜 因

相似而相融合，并且避免了 DNA 与细胞膜直接

相互作用而引起的凋亡级联反应，大大提高了

外源基因的转染效率。应用这种改良的精子载

体法在转 基 因 鸡 (Gallus gallus) 生 产 上 获 得 满

意的结果
［23］。Nakinishi 等

［24］
使用电穿孔法和

脂质体介导生产转基因鸡，证明电穿孔效率较

低，脂质体介导效率最高。脂质体与 DNA 的比

例对转染的效率起着决定性作用。不适的比例

会造成转染低下或对细胞造成一定的毒性。马

百超等
［17］

采用 DNA 延滞实验观察阳离子脂质

体与 DNA 的结合能力，然后进行细胞转染实验

研 究 脂 质 体 的 转 染 效 率，结 果 表 明，

Lipofectamine 2000 与 DNA 有很强的结合力;与

DNA 质量比 为 3 ∶ 1时 转 染 效 率 最 高，为 72% ;

对细胞的毒性较小，在最佳转染剂量时，细胞存

活率在 75% 以上。
3. 3 睾丸内注射制备转基因动物的优势 在

以往的 SMGT 中，精子 转 染 外 源 基 因 的 操 作 都

是在体外进行，比如说将精子直接或间接与外

源 DNA 共孵育，利用电穿孔法协助 DNA 进入

精子等。但是在哺乳动物中进行的所有实验均

已清楚地表明，其精浆中存在一种拮抗 DNA 结

合的抑 制 因 子 ( inhibitory factor，IF-1) ，只 有 通

过冷冻-加热处 理 或 用 洗 涤 剂 处 理 的 方 法 把 精

浆彻底去除，精子才能吸收 DNA。电穿孔则是

利用高电场暂时性地破坏精子质膜，从而使外

源 DNA 比较容易地进入细胞核内，多用于鱼类

和鸡。相对于精子直 接 与 外 源 DNA 共 孵 育 方

法而言，一般能将精子对外源 DNA 的携带率提

高 10% ～ 15%。但 Nakinishi 等
［24］

对鸡的研究

结果表明，电穿孔法会过早的引起精子顶体的

损坏，虽然对精子的活力影响不大，但受精率却

明显下降。考虑到体外精子载体法会对精子造

成一定的损伤，并且转染效率较低，一些学者探

究在精子发生及成熟部位进行体内精子转染外

源基因，体内精子载体法介导基因转移可以弥

补体外精子载体法的部分不足。
体内精子载体法只需注射、交配、检测 3 个

步骤，简单方便，便于推广。目前应用较多的是

睾丸注射或曲细精管注射，其特点是通过注射

外源 DNA 转染精原细胞或其他生精细胞，随着

精子发生周期的循环，可连续不断地获得携带
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外源 DNA 的精子。转染 后 的 精 子 可 在 附 睾 内

成熟，经过生理状态的调整，其活力与未转染精

子相同，Villuendas 等
［20］

研 究 已 经 证 实 了 这 一

观点。另外，睾丸注射后转染精子在数 量 上 较

体外孵育法多，并且此项操作对卵原核无损害，

符合生理受精过程，所以最终获得转基因动物

的几率也会增多。Kim 等
［3］

将脂质体包裹后的

外源 DNA 注射到猪睾丸组织内，获得的阳性精

子率高于体外孵育及电穿孔等方法。
3. 4 今后需继续开展的研究工作 本论文探

讨了睾丸内注射外源 DNA 法生 产 转 基 因 小 鼠

的可行性，并探讨注射 DNA 的最佳浓度。由于

时间关系，本研究只用 PCR 方法检测了转基因

小鼠，今后应对转基因 F1 作进一步的检测，并

检测外源基因的传代情况。
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