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精子与慢病毒孵育制备转基因猪的

分子检测及遗传分析
周均云１，习欠云１，关立增２，江青艳１，吴珍芳１，张永亮１

（１华南农业大学 动物科学学院／国家生猪种业工程技术研究中心，广东 广州５１０６４２；

２延边大学 动物科学学院，吉林 延吉１３３００２）

摘要：【目的】在前期精子与慢病毒孵育法制备的转基因猪基础上，进一步探讨外源基因在转基因猪上的遗传状况．

【方法】通过转基因猪与野生猪交配扩繁后，运用ＰＣＲ和Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ法对转基因Ｇ１和Ｇ２代进行外源基因的检测

与遗传分析．【结果和结论】采用ＰＣＲ法检测，Ｇ１代 ＰＣＲ阳性率为２５４２％（１５／５９）；Ｇ２代 ＰＣＲ阳性率为４６６７％

（７／１５）．在１２头阳性转基因猪的１３种组织中，外源基因在多种组织中均有存在；对阳性转基因猪的胃、垂体、下丘

脑组织的ＲＴＰＣＲ检测结果显示，外源基因在６６６７％（２４／３６）的组织样品中均有表达．表明在精子与慢病毒共孵

育法制备的转基因猪中，外源基因能整合到猪的基因组，并遗传给后代．
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　　动物转基因技术在基因功能的阐明、农业动物
的遗传育种、医学模型的建立等方面有着广阔的应

用前景，寻求一种简便、有效和低成本的转基因方法

具有重要意义．精子可以作为外源基因转移载体来
制备转基因动物．相对于其他动物转基因方法而言，
它的突出优点是利用精子的自然属性克服了人为机

械操作给胚胎带来的损伤，提高了转基因效率，而且

操作简单、成本低廉，因而受到关注．精子介导基因
转移技术的方法最早由 Ｂｒａｃｋｅｔｔ等［１］证实．２００１年，
Ｐｆｅｉｆｅｒ等［２］将慢病毒载体用于转基因动物制备的研

究．２００２年Ｌｏｉｓ等［３］报道了慢病毒载体不仅能整合

到宿主基因组中，还能有效感染处于静息期的非分

裂细胞，外源基因在动物体内能有效表达，且可稳定

传代．慢病毒载体法在基因转导效率、目的基因表达
率、可操作性等方面有显著的优势．结合两者的优
势，本课题组建立了以精子与慢病毒共孵育来制备

转基因动物的新方法．Ｚｈａｎｇ等［４］通过慢病毒颗粒与

洗去精清的猪精子共孵育，成功制备出了 ＳＳＴ基因
表达下调的转基因猪的模型．蔡伟光等［５］优化了慢

病毒与精子共孵育条件，成功制备得到转基因猪，即

本试验中的 Ｇ０代．本研究在已获得的 Ｇ０代转基因
猪基础上，通过扩群繁殖，检测转基因的整合及遗传

效率，为精子与慢病毒共孵育法制备转基因动物的

方法提供试验依据，为建立高效、简单、经济的转基

因猪的制备方法奠定基础．

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验动物　本试验所用的转基因猪为长白
猪，由广东温氏食品集团广东华农温氏畜牧股份有

限公司森村实验猪场饲养管理．
１．１．２　试验耗材与试剂　限制性内切酶ＸｂａＩ、ＢａｍＨＩ，
ＤＮＡ提取试剂盒、质粒提取试剂盒、ＤＮＡ凝胶回收试
剂盒、无内毒素中提取试剂盒均为美国ＯＭＥＧＡ公司产
品．ＤＩＧＨｉｇｈＰｒｉｍｅＤＮＡｌａｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｔａｒｔｅｒ
ｋｉｔⅡ试剂盒、尼龙膜为美国Ｒｏｃｈｅ公司产品；ＰＣＲ扩增
引物由上海生工生物技术有限公司合成．
１．２　试验方法
１．２．１　转基因猪的杂交方案　华南农业大学动物
生理生化实验室前期通过精子与慢病毒共孵育法制

备获得了转基因猪Ｇ０代，１头公猪和１头母猪，分别
为Ｇ０４１♂和Ｇ０１８♀．在此基础上扩繁，Ｇ０４１♂分别
和Ｇ０１８♀、阴性１♀、阴性２♀和阴性３♀（分别为Ｇ０
亲代４１♂×１８♀、４１♂ ×阴性１♀、４１♂ ×阴性２♀

和４１♂×阴性３♀）进行杂交配种，获得Ｇ１代．之后
选取Ｇ０亲代４１♂×阴性２♀的杂交Ｇ１代４５♂和４７
♂、４１♂×阴性３♀的杂交 Ｇ１代１８♀以及野生阴性
４♀为Ｇ１亲本进行杂交配种（分别为Ｇ１亲代４５♂×
１８♀和４７♂×阴性４♀）．配种后得到转基因子代猪
Ｇ１、Ｇ２代．
１．２．２　转基因猪子代中阳性个体的筛选　采取转
基因猪子代个体的耳组织，提取ＤＮＡ．依据慢病毒载
体ｐｓｈＲＮＡｃｏｐＧＦＰＬｅｎｔｉｖｅｃｔｏｒ上的 ＧＦＰ基因（绿色
荧光蛋白基因）序列（共６４９ｂｐ），利用软件 Ｐｒｉｍｅｒ５
设计引物 ６４９，上游引物：５′ＣＴＡＣＧＧＣＴＴＣＴＡＣ
ＣＡＣＴＴＣＧ３′，下游引物：５′ＧＣＡＧＣＧＴＡＴＣＣＡＣＡＴ
ＡＧＣＧＴ３′．ＰＣＲ模板为耳组织ＤＮＡ，阳性个体由引物
Ｐｒｉｍｅｒ６４９ＰＣＲ法扩增筛选．反应条件为：９４℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，
３５个循环；７２℃ 延伸１０ｍｉｎ，４℃条件下保存．取５
μＬＰＣＲ产物，０００８ｇ·ｍＬ－１琼脂糖凝胶，电泳 ３０
ｍｉｎ，Ｂｉｏｒａｄ凝胶成像系统检测电泳结果．
１．２．３　转基因阳性猪各组织的 ＰＣＲ及 ＲＴＰＣＲ检
测　采集１２头转基因猪（分别为２头 Ｇ０代转基因
猪１８♀和 ４１♂，３头 Ｇ１代转基因猪 Ｇ１１８♀、Ｇ１４０
♀、Ｇ１３７♂以及７头 Ｇ２代转基因猪 Ｇ２１♂、Ｇ２４♂、
Ｇ２５♂、Ｇ２６♀、Ｇ２７♀、Ｇ２８♂、Ｇ２９♀）的心、肝、脾、
肺、肾、胃、肠、胰、肌肉、卵巢／睾丸、垂体、下丘脑、耳
共１３种组织样品，分别提取 ＤＮＡ；同时，用 ＴＲＩＺＯＬ
法提取胃、垂体、下丘脑组织的 ＲＮＡ，用 ＤＮＡａｓｅ消
化样品中的 ＤＮＡ后，用随机引物 ＯＬｉｇｏｄＴ（１８）将
ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ．

应用引物设计软件 Ｐｒｉｍｅｒ５，针对慢病毒载体
ｐｓｈＲＮＡｃｏｐＧＦＰＬｅｎｔｉｖｅｃｔｏｒ上的 ＧＦＰ基因设计引物
６４９和引物１０８．采用２０μＬ体系，对反转录得到的
ｃＤＮＡ进行巢式ＰＣＲ检测．第１轮 ＰＣＲ反应预期扩
增出来的片段为６４９ｂｐ．第２轮 ＰＣＲ反应预期扩增
出来的片段为 １０８ｂｐ．ＰＣＲ反应条件如“１．２．２”所
述．引物６４９序列同“１．２．２”．引物１０８序列的上游
引物：５′ＣＴＡＣＧＧＣＴＴＣＴＡＣＣＡＣＴＴＣＧ３′，下游引
物：５′ＣＧＴＣＣＴＣＧＴＡＣＴＴＣＴＣＧＡＴＧ３′．

２　结果与分析

２．１　Ｇ１、Ｇ２代猪中转基因阳性个体的筛选
用引物６４９对５９头所得转基因后代进行 ＰＣＲ

检测，结果显示，在Ｇ０亲代４１♂×１８♀所产的１１头
仔猪中４头为阳性，阳性率为３６３６％（４／１１）．Ｇ０亲
代４１♂×阴性１♀所产的１３头仔猪中３头为阳性，

８ 　　 华　南　农　业　大　学　学　报　　　 第３６卷　



阳性率为２１４３％（３／１４）．Ｇ０亲代４１♂ ×阴性２♀
所产的１８头仔猪中５头为阳性，阳性率为２７７８％
（５／１８）．Ｇ０亲代４１♂×阴性３♀所产的１６头仔猪中
３头为阳性，阳性率为１８７５％（３／１６）．Ｇ１代的平均
阳性率为２５４２％（１５／５９）．Ｇ１亲代４５♂×１８♀所产
的 １５头仔猪中 ７头为阳性，阳性率为 ４６６７％
（７／１５）．Ｇ１、Ｇ２代ＰＣＲ检测结果分别见图１．
２．２　阳性转基因猪不同组织ＤＮＡ的ＰＣＲ检测

对１２头经ＰＣＲ检测为阳性的猪进行采样，其中
Ｇ０代２头，Ｇ１代３头，Ｇ２代７头，每头猪分别取心、
肝、脾、肺、肾、胃、肠、胰、卵巢／睾丸、肌肉、垂体、下
丘脑和耳组织，提取各组织 ＤＮＡ，用引物 ６４９进行
ＰＣＲ检测（图２）．结果表明通过慢病毒与精子共孵
育法制备得到的转基因猪，外源基因存在于各种组

织中，并遗传给后代．

阴：阴性对照为野生型个体；阳：阳性对照；水：空白对照；Ｍ：ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒＤＬ２０００（条带从上到下依次是２０００、１０００、７５０、５００、２５０、１００

ｂｐ）；Ａ：转基因猪Ｇ１代阳性个体的 ＰＣＲ检测结果，１～５９：Ｇ１代转

基因猪；Ｂ：转基因猪Ｇ２代阳性个体的 ＰＣＲ检测结果，１～１５：Ｇ２代

转基因猪．

图１　转基因猪子代个体的ＰＣＲ检测电泳图

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｏｆｆｓｐｒｉｎｇｏｆＧ０ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｉｇｓ

阴：阴性对照；水：空白对照；阳：阳性对照；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００（条带从上到下依次是２０００、１０００、７５０、５００、２５０、１００ｂｐ）；１：心；２：肝；

３：脾；４：肺；５：肾；６：胃；７：肠；８：胰；９：卵巢／睾丸；１０：肌肉；１１：垂体；１２：下丘脑；１３：耳朵；Ａ：Ｇ０１８♀；Ｂ：Ｇ０４１♂；Ｃ：Ｇ１４０♀；Ｄ：Ｇ１１８♀；

Ｅ：Ｇ１３７♂；Ｆ：Ｇ２１♂；Ｇ：Ｇ２４♂；Ｈ：Ｇ２５♂；Ｉ：Ｇ２６♀；Ｊ：Ｇ２７♀；Ｋ：Ｇ２８♂；Ｌ：Ｇ２９♀．

图２　猪不同组织中外源ＤＮＡ基因的ＰＣＲ检测

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｆｏｒｅｉｇｎｇｅｎｅｅｘｉｓｔａｎｃｅｉｎｐｉｇｔｉｓｓｕｅｓ

２．３　阳性转基因猪３种组织的ＲＴＰＣＲ检测
对上述１２头阳性转基因猪的胃、垂体、下丘脑

组织提取ＲＮＡ，转录成ｃＤＮＡ后，先用引物６４９扩增
样品（图３Ａ），再用引物１０８扩增ＰＣＲ产物（图３Ｂ）．
结果显示，ＧＦＰ基因在胃中表达的有 Ｇ０１８♀、Ｇ０４１
♂、Ｇ１３７♂、Ｇ２１♂、Ｇ２４♂、Ｇ２５♂、Ｇ２６♀、Ｇ２８♂、Ｇ２９
♀共９头转基因猪，在垂体中表达的有Ｇ０１８♀、Ｇ０４１
♂、Ｇ１１８♀、Ｇ１３７♂、Ｇ２１♂、Ｇ２４♂、Ｇ２５♂、Ｇ２６♀、Ｇ２７

♀共９头转基因猪，能在下丘脑中表达的有Ｇ１１８♀、
Ｇ１３７♂、Ｇ２４♂、Ｇ２５♂、Ｇ２６♀、Ｇ２９♀共 ６头转基因
猪．在检测的组织样品中，６６６７％（２４／３６）的组织均
有外源基因表达．ＰＣＲ结果中除目的条带１０８ｂｐ存在
外，还存在一些非特异性条带，原因可能是由于在第２
轮ＰＣＲ过程中，体系中存在引物６４９与引物１０８共４
条引物，从而扩增出不同大小的片段．结果表明，外源
基因不仅整合进入猪基因组，且能转录表达．

９　第５期 　　　　　周均云，等：精子与慢病毒孵育制备转基因猪的分子检测及遗传分析 　　　



１：Ｇ０１８♀；２：Ｇ０４１♂；３：Ｇ１４０♀；４：Ｇ１１８♀；５：Ｇ１３７♂；６：Ｇ２１♂；

７：Ｇ２４♂；８：Ｇ２５♂；９：Ｇ２６♀；１０：Ｇ２７♀；１１：Ｇ２８♂；１２：Ｇ２９♀；

水：空白对照；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００（条带从上到下依次是２０００、

１０００、７５０、５００、２５０、１００ｂｐ）；阳：阳性对照．

Ａ：引物６４９扩增的ＰＣＲ结果；Ｂ：引物１０８扩增的ＰＣＲ结果．

图３　转基因阳性个体中胃、垂体和下丘脑组织的ＲＴＰＣＲ检测

Ｆｉｇ．３　ＲＴＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｆｏｒｅｉｇｎｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｔｏｍａｃｈ，

ｐｉｔｕｉｔａｒｙａｎｄｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｉｎｃｐｉｇｓ

３　讨论

为了检测精子与慢病毒孵育制备的转基因猪中

外源基因的遗传效率，本试验对所得到的转基因猪

子代进行了分子检测．结果显示，Ｇ１代和 Ｇ２代的
ＰＣＲ阳性率分别为 ２５４２％ （１５／５９）、４６６７％
（７／１５）．在转基因猪及子代中不同组织，如心、肝、
脾、肺、肾、胃、肠、胰、卵巢／睾丸、肌肉、垂体、下丘脑
和耳中均存在外源转基因．表明外源基因整合到了
猪的基因组中，且可以遗传给下一代．Ａｉｇｎｅｒ等［６］在

研究转基因小鼠外源基因的遗传稳定性时发现，在

转基因小鼠的遗传过程中，酪氨酸激酶基因的整合

位点是高度稳定的，但在不同世代、不同个体中，基

因的拷贝数存在差异．通常情况下，外源基因在受体
基因组中的整合位点是随机的，但一些研究结果表

明整合位点在染色体上也存在一定规律．Ｎａｋａｎｉｓｈｉ
等［７］利用ＦＩＳＨ技术来精确定位１４２个品系的转基
因小鼠整合位点．统计分析结果显示，外源基因在小
鼠基因组上的整合位点，位于２号和１１号染色体上
的概率明显比较高，且在染色体中呈集中分布，而不

是均匀分布．外源基因在受体基因组中可能会有部
分序列缺失，或发生重排，或某些碱基突变导致某些

酶切位点丢失，或被受体基因组 ＤＮＡ片段所分
隔［８］．这种外源基因以多拷贝串联的形式在受体基
因组中进行整合，使其以重复序列形式存在，容易导

致ＤＮＡ复制过程中由于复制不完全，从而丢失外源
基因拷贝数．本试验的结果也表明了这种外源基因
丢失的现象．此外，通过ＲＴＰＣＲ检测转基因猪胃、垂
体和下丘脑３个组织中外源基因的表达情况，结果
显示外源基因在多数组织中可以表达，表明外源基

因不仅能整合进入猪基因组，并且能转录表达．
但少数组织中也存在没有表达的现象，而影响

这种外源基因（如 ＧＦＰ）未能表达的因素很多．（１）
外源基因的整合位点会影响其整合结果和表达效

率．比如重复序列诱导的基因沉默效应（Ｒｅｐｅａｔｉｎ
ｄｕｃｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＲＩＧＳ），它是指多拷贝的外源基
因在同一整合位点会形成重复序列，这些重复序列

会相互影响，使外源基因呈低水平表达．换言之，单
拷贝的或有限几个拷贝的外源基因的整合形式有可

能会利于外源基因的表达．Ｗｉｌｌｉａｍｓ等［９］的研究结果

与此相似．外源基因的整合位点还与其遗传稳定性
相关．Ｍｉｇｌｉａｃｃｉｏ等［１０］筛选转基因细胞Ｋ２５６时发现，
外源基因可以在细胞基因组的许多位点进行整合并

表达，但只有整合在少数几个特别的位点时才会稳

定地遗传，绝大多数其他整合位点上的外源基因丢

失．而Ｗａｎｇ等［１１］却发现在转基因小鼠中，外源基因

能稳定地传到第７代，而且通过自交或回交，小鼠体
内外源基因的拷贝数能累积并逐渐增加，遗传效率

表现良好．（２）外源基因表达沉默与 ＤＮＡ甲基化有
关．Ｄｏｅｒｆｌｅｒ［１２］检测外源基因的启动子及编码区的甲
基化水平时发现，在转基因动物中，甲基化会降低外

源基因的表达．Ｈｏｆｍａｎｎ等［１３］研究发现，在得到的转

基因猪Ｇ１代中，有１／３个体外源基因表达低下，这

是由于超甲基化引起的．Ｂａｕｐ等［１４］研究发现，由于

外源基因甲基化水平在不同的细胞中是不一样的，

所以在转基因小鼠的同种组织中，外源基因的表达

也会存在差异．虽然慢病毒载体可以较方便地制备
转基因动物，但也容易被受体基因组甲基化，而导致

外源基因表达沉默．（３）位置效应也是基因沉默的主
要原因，一般是指由于外源基因整合进入受体基因

时，所处的染色体位置不一样，因而其表达存在差异

的现象．Ｓｉｎｇｈ等［１５］利用 ＭｕＤＲ转座子载体对玉米
进行研究，发现位置效应对外源基因的表达有非常

重要的影响．当外源基因的整合位点与异染色质相
临时，花斑效应就会出现；但当外源基因的整合位点
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位于转录比较活跃的位点，花斑效应便会消失．这些
结果说明外源基因的表达沉默与基因自身无关，而

是由与其整合位点的位置所决定［１６１７］．
本研究的结果初步揭示了在精子与慢病毒孵育

法制备的转基因猪中，外源基因可以遗传给后代，但

随着代数的增加，外源基因存在丢失现象，且代数多

丢失也增加；同时也存在表达沉默的现象．造成这些
现象的具体分子机制还有待于进一步的探讨．
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