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摘要: 提高目的基因的转植效率与可遗传效率是转基因鱼研制的关键点之一。本研究利用近年开发的金鱼转座子系统进行转基因斑马鱼的研制, 探讨其在转基因鱼上应用的可行性。通过PCR方法, 改造Tgf2转座子供体质粒pTgf2-EF1α-eGFP, 将肌球蛋白轻链2启动子(mylz2)与红色荧光蛋白基因(RFP)定向插入其中, 构建可在肌肉组织特异性表达红色荧光蛋白的Tgf2转座子供体质粒pTgf2-Mylz2-RFP。通过显微注射, 将Tgf2转座子供体质粒与Tgf2转座酶mRNA共注射于斑马鱼(Danio ririo)受精卵中, 共注射受精卵972粒, 出膜后存活的仔鱼803尾, 其中携带外源基因的仔鱼为615尾, 阳性率为76.6%。转红色荧光蛋白基因斑马鱼首代F0培育至性成熟, 将其中的10尾F0斑马鱼分别与野生型斑马鱼进行配对繁殖, 其中1个组合产生了体表呈现均匀红色荧光的F1个体, 因此RFP在F0的整合率为10%。将红色荧光F1个体培育至性成熟并与野生型鱼配对繁殖, F2的阳性个体占69%。本研究结果说明, 由Tgf2转座子介导的转基因技术, 可有效提高目的基因的转植效率与整合效率, 在转基因鱼构建以及相关研究中具有开发应用前景。
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转座子(Transposon, Tn)是存在于染色体DNA上可自主复制和位移的单位, 分为插入序列和复合型转座子[1]。20世纪40年代美国学者McCli​ntock[2]首先在玉米中发现了可自主移动的DNA片段。后来发现转座子广泛存在于从原核细菌到真核高等动植物的细胞中, 如细菌、酵母、果蝇(Drosophila melanogaster)、金鱼草(Cerato​ph​yllum demersum)和拟南芥(Arabidopsis thaliana)等[3–5]。根据活性不同, 转座子可分为自主性转座子和非自主性转座子, 前者自身可编码转座酶, 而后者自身不能编码转座酶, 只有在前者存在时才能发生转座, 如玉米的AC转座子为自主性转座子, 而Ds为非自主性转座子[2]。
脊椎动物如鱼类中也存在转座子, 但大多在进化过程中失活。Ivics等[6]通过基因工程技术将无天然转座活性的大麻哈鱼(Oncorhynchus keta)转座子改造成具转座活性的转座子SB(sleeping beauty); 1997年日本学者Kawakami[7]在白化青鳉(Oryzias latipes)中发现了第一个天然的具有活性的脊椎动物转座子, 即Tol2转座子(transposable element of Oryzias latipes 2); 近年发现的具转座活性的鱼类转座子还有青鳉Tol1转座子(tran​sposable element of Oryzias latipes 1)[8]、鲽(Pleuro​nectes platessa)Passport转座子[9] 以及金鱼(Car​a​ssius auratus)Tgf2转座子(transposon of goldfish 2)[10]等, 其中Tgf2转座子是迄今发现的第二例有自主转座活性的脊椎动物转座子, 为鲤科鱼类上发现的唯一具有天然自主转座活性的转座元件。Tgf2转座子属hAT转座子家族, 具有完整的编码序列, 含有末端反向重复序列、亚末端重复序列和内含子中间倒位重复等与转座相关的结构域。Tgf2转座子与青鳉Tol2序列的相似度为97%, 但其中间反向重复序列(1 453~2 091 bp)与青鳉Tol2转座子形成的茎环结构不同, 可形成“十”字结构, 这些区域与转座活性密切相关[5–6]。近年转座子正开发成为各种生物基因分析的重要工具之一[2]。利用转座子特有的转座功能发展起来的转座子标签技术、转座子定点技术与转座子打靶等技术, 可用于筛选主效功能基因、促进基因整合或改变基因活性与构建转基因生物等。
在转基因鱼研究中, 如何提高目的基因的转植效率与可遗传效率一直是关注热点之一。本实验室近年采用显微注射的方法将线性化的质粒转入唐鱼受精卵中, 获得了转RFP基因唐鱼可遗传品系, 但与有关的研究报道相似, 普通显微注射方法产生的转基因鱼遗传率偏低[11–13]。最近的研究显示金鱼Tgf2转座系统可高效介导基因在团头鲂基因组中的插入[14]。本研究利用金鱼Tgf2转座系统, 以及本实验室已构建的转基因元件, 斑马鱼肌球蛋白轻链2(mylz2)启动子和红色荧光蛋白基因[13, 15], 进行Tgf2转座子介导的转基因斑马鱼研究, 获得较高的转基因阳性率(76.6%)、整合率(10%)以及转基因斑马鱼可遗传品系。这是应用Tgf2转座系统首次获得转基因鱼可遗传品系的报道, 说明由Tgf2转座子介导的转基因技术, 可有效提高目的基因的转植效率与整合效率, 在转基因鱼构建以及相关研究中具有开发应用前景。
1  材料与方法
1.1  实验材料与仪器
实验所用AB系斑马鱼由中国科学院神经科学研究所、国家斑马鱼模式动物中心的杜久林研究员提供, 由珠江水产研究所水产生物技术研究室培育, 培育与孵化水温为25~28℃。编码Tgf2转座酶的辅助质粒pCS2-CMV-gfTP、Tgf2转座子供体质粒pTgf2-EF1α-eGFP [12]由上海海洋大学农业部淡水水产种质资源重点实验室构建与保存。pTgf2-EF1α-eGFP质粒图谱见图1A, pCS2-CMV- gfTP体外转录辅助质粒包含有原核SP6启动子、577 bp的Tgf2转座酶ORF。含斑马鱼肌球蛋白轻链2启动子(mylz2)的RFP重组质粒pMYLZ2-RFP [13]由本研究室构建与保存。
E.coli DH5α感受态细胞购自Takara公司; PCR用的DNA聚合酶为Phusion DNA Ploymerase与T4 DNA连接酶均购自Promega公司; 限制性内切酶为Fermentas公司产品, 引物由英潍捷基公司合成; 其他试剂均为国产分析纯。显微注射仪、拉针仪及毛细管玻璃均为NARISHIGE产品; 倒置荧光显微镜为宁波舜宇XD30; 斑马鱼独立养殖系统为上海海圣水族设备厂生产。
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图1  改造前后的Tgf2转座子供体质粒结构示意图
Fig.1  Transposase Tgf2 donor plasmids

A. pTgf2-EF1α-eGFP; B. pTgf2-Mylz2-RFP

1.2  肌肉特异性表达的Tgf2转座子供体质粒pTgf2-Mylz2-RFP的构建
对pTgf2-EF1α-eGFP进行Xho I和Cla I双酶切, 酶切产物经1.2%琼脂糖凝胶, 割胶并回收纯化目的片段。为了将mylz2启动子和RFP基因定向插入Tgf2载体上, 设计1对引物(P1: 5′-CCGCT CGAGTTCGCCACAGAGGAAT-3′, P2: 5′-CCATC GATCTACAGGAACAGGTGG-3′), 引物P1引入Xho I酶切位点, 引物P2引入Cla I酶切位点(加下划线序列为酶切位点)。使用P1、P2引物, 以pMYLZ2-RFP为模板, 对其进行PCR扩增, 反应条件如下: 98℃预变性30 s, 进入循环, 每个循环包括98℃变性10 s, 60℃复性30 s, 72℃延伸2 min, 共30个循环, 最后1个循环结束后72℃延伸12 min。扩增片段经Cycle-Pure kit(OMEGA, USA)纯化。扩增产物经Xho I和Cla I限制性内切酶双酶切, 酶切后进行胶回收、纯化, 并与经相同的限制性内切酶酶切获得的pTgf2-EF1α-eGFP的双酶切产物大片段连接, 转化E.coli DH5α感受态细胞后涂于含氨苄霉素(Amp+)的LB平板上, 挑选阳性克隆, 经PCR鉴定后送上海英骏公司测序。具体操作方法参照Sambrook等的《分子克隆实验手册》[16]以及相关产品推荐的使用说明书。
1.3  Tgf2转座酶mRNA的体外转录
用限制性内切酶Not I酶切辅助质粒pCS2- CMV-gfTP, 酶切产物经Cycle-Pure kit(OMEGA, USA)纯化, 并进行电泳检测。以该回收纯化产物作为模板, 采用SP6 mMessage mMachine kit (Ambion, USA)试剂盒进行体外转录合成, 该试剂盒可对体外转录出的mRNA进行5′加帽反应, mRNA5′端的“帽子”结构可使mRNA免遭核酸酶的破坏, 且更有利于被蛋白合成的起始因子所识别, 从而促进蛋白质的合成。转录出的mRNA经0.8%的琼脂糖凝胶电泳检测质量。
1.4  显微注射
选择性成熟的亲鱼, 傍晚时按雌雄数量2︰1的比例放入分隔开的产卵池中, 第2天早上取出分隔板使其产卵、受精。清洗、分选受精卵并移到铺有琼脂糖的表面皿上, 以显微操作仪和玻璃注射针对1-2细胞期的斑马鱼受精卵进行显微注射。每个胚胎注射Tgf2转座子供体质粒pTgf2-Mylz2- RFP与Tgf2转座酶mRNA混合液2 nL, 质粒DNA质量浓度为50 ng/μL, mRNA的质量浓度为100 ng/μL。对受精卵的动物极进行注射, 注射完毕后缓慢抽出注射针, 并将受精卵置于装有无菌水的培养皿中, 使其恢复发育; 对照组斑马鱼受精卵仅注射生理盐水。注射后的斑马鱼受精卵经孵化、培育, 荧光显微镜下进行荧光检测。
1.5  转基因鱼的培育及转基因斑马鱼F1和F2的获得及检测
经镜检挑选出来的带红色荧光的F0斑马鱼饲养至性成熟, 与野生型斑马鱼进行配对产卵, 收集受精卵孵化、培育, 并于荧光显微镜下对F1进行荧光检测。将性成熟的转RFP基因F1斑马鱼与野生型斑马鱼配对繁殖, 获得F2。
2  结果与分析
2.1  肌肉特异性表达的转座子供体质粒pTgf2- Mylz2-RFP的构建与鉴定
实验设计构建的肌肉特异性表达的转座子供体质粒pTgf2-Mylz2-RFP包含Tgf2转座子左臂(220 bp)、右臂(185 bp)以及斑马鱼mylz2启动子和RFP基因(图1B)。用引物F1和R1从pMY​LZ2-RFP扩增到编码mylz2-DsRed2的DNA片段, 经测序鉴定后插入到pTgf2-EF1α-eGFP的Xho I和Cla I位点, 获得pTgf2-Mylz2-RFP。PCR方法鉴定获得的pTgf2-Mylz2-RFP, 琼脂糖凝胶电泳显示所获得的PCR产物与预期大小一致(图2), 测序结果进一步证实所构建的载体序列正确。
2.2  Tgf2转座子介导RFP基因的转植与表达
在立体解剖镜下挑选高质量1或2细胞的受精卵, 对其注射Tgf2转座子供体质粒pTgf2- Mylz2-RFP与Tgf2转座酶mRNA混合液。注射后的受精卵置于水体中, 孵化培育, 定期在荧光显微镜下观察胚胎荧光表达情况。受精卵在显微注射48 h后在荧光显微镜下可观察到红色荧光, 此时荧光强度较低, 主要分布在躯干部, 呈现亮点状和短带状(图3-a)。约72 h仔鱼孵化出膜, 刚
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图2  Tgf2转座子供体质粒pTgf2-Mylz2-RFP的PCR
检测图谱
Fig.2  PCR analysis of pTgf2-Mylz2-RFP 
出膜的仔鱼的躯干部在荧光显微镜下可观察到鲜红的高亮点状或短带状荧光, 有些个体则几乎整个躯干部都具红色斑点、呈红色荧光(图3-b, c)。1个月后在普通光下肉眼即可观察到鱼躯干部呈现出的浅红色, 并随着个体的生长荧光逐渐增强呈鲜红色。部分早期荧光较弱的个体此时也可在普通光下肉眼观察到体表局部的红色荧光。
本研究进行了3批斑马鱼受精卵的显微注射, 共注射受精卵972粒, 出膜后存活仔鱼803尾。转RFP基因斑马鱼在出膜时的平均存活率和荧光蛋白表达阳性率分别为81.9%和76.6%(表1)。共有34尾转RFP基因阳性斑马鱼F0培育至成鱼阶段, RFP的表达稳定, 未发现红色荧光减弱的现象(图4)。

表1  Tgf2介导的转RFP基因斑马鱼的存活率和荧光率检测
Tab. 1  Survival and positive rate in RFP gene transferred Danio rerio using Tgf2 transposons

	组别
group
	注射卵数

injected egg number
	出膜后存活仔鱼数
larval number after hatch
	存活率/%
survival rate
	观察到荧光胚胎数fluorescence embryo number
	荧光阳性率/%
positive rate in RFP

	实验组
test group
	A
	229
	183
	79.9
	133
	72.7

	
	B
	250
	202
	80.8
	151
	74.8

	
	C
	492
	418
	85.0
	331
	79.2

	平均 mean
	324
	268
	81.9
	205
	76.6

	对照组control group
	150
	141
	94
	0
	0
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图3  荧光显微镜下的转RFP基因斑马鱼的胚胎与仔鱼
a: 胚胎(显微注射后48 h); b、c: 仔鱼(显微注射后3 d)

Fig.3  RFP gene transferred Danio rerio under microscope

a: Embryo(48 h after microinjection); b, c: Fry(3 d after microinjection)
[image: image4.png]



图4  普通光下的转RFP基因F0斑马鱼

箭头示斑马鱼体表局部呈红色荧光.
Fig.4  RFP gene transferred Danio rerio F0 under normal daylight
Arrows indicate red fluorescence on the body surface of Danio rerio.

2.3  转RFP基因鱼F1及F2的获得与检测
转RFP基因斑马鱼F0培育至性成熟, 取10尾转基因斑马鱼F0分别与野生型斑马鱼进行配对繁殖, 发现其中1尾转基因F0(图5a)与野生斑马鱼交配产生呈红色荧光的F1, 因此RFP在F0的整合率为10%。
与F0相似, F1转RFP基因斑马鱼胚胎在受精后48 h可观察到红色荧光。但F1个体的荧光遍布整个躯干部, 孵化出膜后约15 d, 在普通光下肉眼即可观察到整个躯干部呈现出浅红色, 随着个体生长荧光强度逐渐增加, 体色变得鲜红, 普通光下呈鲜艳的红色, 与野生型斑马鱼有明显的区别(图5b)。将性成熟的转RFP基因F1斑马鱼与野生型斑马鱼配对繁殖, 获得一批呈红色荧光的F2(图5c), 且F2与F1红色荧光的表型相似, F2个体的阳性率为69%。
[image: image5.png]



图5  普通光下的转RFP基因斑马鱼F1(a)、F1(b)和F2(c)
箭头所示个体为转RFP基因斑马鱼.
Fig.5  RFP gene transferred Danio rerio F1(a), F1(b) and F2(c) under normal daylight
 Individuals with red fluorescence are RFP gene transferred Danio rerio.

3  讨论
鱼肌球蛋白(myosin)约占肌肉总蛋白的60%, 构成肌原纤维中的粗丝, 为“Y”形不对称六聚体, 由2条重链和4条轻链组成, 在鱼游泳运动中起重要作用。肌球蛋白轻链2是构成鱼类肌球蛋白的肌球蛋白轻链之一, 在肌肉的发生过程中调控重链表达, 对肌球蛋白的结构与功能有重要调节作用。它结合于肌球蛋白的颈部铰链区, 为肌肉运动提供能量[17–19]。Xu等[20]首先克隆得到了斑马鱼肌球蛋白轻链2(mylz2)启动子, 发现其可驱动目的基因特异表达于骨骼肌快肌, 表达较myoD和myogenin基因晚, 首先表达于前几个体节, 其后在鱼鳍基部、眼睛和下颌肌肉中也有表达。Zeng等[21]利用斑马鱼mylz2启动子构建了转GFP基因青鳉, 发现GFP基因的表达与青鳉自身的mylz2基因的表达一致, 只在骨骼肌细胞中表达; Ju等[22]在转GFP基因斑马鱼中也得到了同样的结论。本研究利用荧光显微镜观察转基因斑马鱼F2的肌肉、眼睛、鳃、心脏、肠、脾、胆囊、鳔和尾鳍等主要组织器官, 发现除了肌肉外, 在心脏中也有较弱的红色荧光, 而其他组织均未观察到。说明该启动子可驱动在骨骼肌与心肌中的

表达。Jian等也从斑马鱼基因组DNA中分离了mylz2启动子, 其序列与Xu等[20]获得的mylz2启动子序列的相似性为98.6％, 利用该启动子已成功构建了转RFP基因唐鱼[13], 发现经显微注射后的受精卵到血液循环期(约48 h)在躯干部检测到红色荧光, 荧光强度随着胚胎的发育不断增强, 且出膜后随着鱼体的生长, 荧光强度不断加强。本研究中, mylz2启动子驱动RFP基因在斑马鱼胚胎中的表达情况与转RFP基因唐鱼的类似, 胚胎直到约48 h才检测到明显的红色荧光, 并随着胚胎发育荧光逐渐增强。这可能是与mylz2基因的表达特性有关[20]。前期mylz2启动子表达不活跃, 由其介导的荧光蛋白基因的表达量较少, 不足以在荧光显微镜下观察到, 而随着胚胎的发育, 肌纤维细胞的生长, 荧光蛋白逐渐累积到一定量可在荧光显微镜下观察到; 其后荧光蛋白与肌肉组织同步增长, 出膜后约15天在普通光下肉眼即可观察到荧光; 红色荧光强度随着转基因鱼的生长而增强, 在成鱼期保持稳定, 未发现减弱现象。
从多管水母(Aequorea victoria)中分离得到的GFP和从海葵(Discosoma sp.)中分离得到的RFP均已成为转基因研究中广泛应用的报告基因。Wan等[23]的研究发现, 由同一启动子, 表皮特异性启动子(CK)或肌肉特异性启动子(MLC)驱动GFP和RFP基因在表皮或肌肉组织表达时, 转基因斑马鱼F1的绿色荧光均比红色荧光的出现更早, 但发育过程中红色荧光的增加更为稳定。Jian等[23–24]以mylz2为启动子, 将线性化的GFP表达载体(pEGFP-mylz2)和RFP表达载体(pDsRed-mylz2)分别导入斑马鱼和唐鱼受精卵中, 发现无论是转基因斑马鱼还是转基因唐鱼, RFP在表达量、荧光强度以及表达部位的面积方面都大幅超过了GFP, 因此本研究选用RFP基因作为报告基因, 可方便检测目的基因转植与表达效果。
有关的研究结果已显示转座酶系统介导的转基因技术可提高转植基因的阳性率与整合率。Sumiyama等[25]将Tol2转座子载体携带的外源基因与转座酶mRNA共注射入鼠受精卵中, 使显微注射法的整合效率提高到了20%以上。Xue等[26]也通过Tol2转座子介导的大规模增强子诱捕筛选到26个血管特异表达绿色荧光蛋白报告基因的转基因斑马鱼品系, 阳性个体之间交配得到的F1阳性率为21%。近年的研究显示Tgf2转座子介导的转基因也可显著提高转植基因效率, 孙效文等[27]认为金鱼Tgf2转座子较日本学者发现的青鳉Tol2转座子的转基因效率可提高约10%, 高于第一代线性化质粒注射方法及应用其他转座子进行的转基因方法。本研究应用Tgf2转座子介导RFP基因在斑马鱼上的转植, 也取得了较高的阳性率与整合率。
Jiang等[28]的研究结果说明, Tgf2转座子的左末端和右末端是进行高效转座所必需的, 因此本研究设计构建的肌肉特异性表达的转座子供体质粒pTgf2-Mylz2-RFP包含Tgf2转座子左臂(220 bp)、右臂(185 bp)以及斑马鱼Mylz2启动子和RFP基因。在Tgf2转座酶mRNA的介导下, 显微注射获得的转RFP基因的阳性率为76.6%, F0与野生型斑马鱼配对获得呈现红色荧光的子代(F1), RFP基因在F0的整合率为10%, 目前已繁殖得到F2, 说明Tgf2转座子介导的整合是可传代遗传的。与本实验室以往采用传统显微注射法进行转基因鱼构建的结果相比, Tgf2转座子转基因系统确可介导较高的阳性率与整合率, 在较短周期内获得可遗传的转基因鱼F1。将性成熟的转RFP基因F1斑马鱼与野生型斑马鱼配对繁殖, 获得F2, F2个体阳性率为69%。根据孟德尔分离规律, F2表现红色和正常体色的个体数量应为1︰1, 即阳性率应为50%, 阳性个体数量偏高的原因应与斑马鱼卵子受精率、胚胎孵化率及仔鱼的成活率有关。本研究结果显示了Tgf2转座子介导的转基因可提高转基因效率与整合率, 该转座系统可应用于转基因鱼类构建及相关转基因研究中。本研究获得的转基因整合率比Jiang等[5]获得的结果略低, 这可能与本研究培育至性成熟的转RFP基因斑马鱼F0个体数量较少, 且仅将其中的10尾与野生型斑马鱼进行配对产卵, 数据偏少有关, 因此尚需要更多的实验, 特别是在不同鱼类上的实验以更客观地反映Tgf2转座子介导基因转植的作用。
本研究结果说明, 由Tgf2转座子介导的转基因技术, 可有效提高目的基因的转植效率与整合效率。由于Tgf2转座子介导的转基因还具有处理和操作比较简便, 且可携带大片段外源基因进行转座等优点, 相信Tgf2转座子系统在转基因鱼类中会得到更广泛的应用。
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Application of the Tgf2 transposon system to RFP transgenic Danio rerio construction

WU Fang1, 2, YE Xing1, 2, ZOU Shuming2, ZHANG Lili1, SUN Chengfei1, TIAN Yuanyuan1, BAI Junjie1, 2
1. Pearl River Fishery Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences of China, Key Laboratory of Tropic & Subtropic Fisheries Resource Utilization Aquaculture, Ministry of Agriculture, Guangzhou 510380, China; 

2. Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China
Abstract: Improving the efficiency of gene transfer and integration is a key objective in transgenic fish research. To evaluate its use for transgenic fish applications, we used the Tgf2 transposon system to construct a transgenic zebrafish line. The Tgf2 transposon donor plasmid pTgf2-EF1α-eGFP was re-constructed by replacement of the transgenic elements, EF1α-eGFP with the myosin light chain 2 promoter (mylz2) and the red fluorescent protein (RFP) gene, mylz2-RFP. The recombinant Tgf2 transposon donor plasmid, pTgf2-Mylz2-RFP was intended to serve as a transposon donor plasmid that specifically expresses red fluorescent protein in muscle tissue. The donor plasmid and the Tgf2 transposase mRNA were co-injected into zebra fish fertilized eggs. A total of 972 eggs were microinjected and 803 larvae survived, with a positive rate of 76.6%. The red fluorescence (RFP) gene transgenic zebrafish (F0) were subsequently cultivated and 10 sexually mature transgenic individuals were mated with wild-type zebrafish, respectively. F1 individuals that exhibited red fluorescence on their body surface were obtained from one of the mating pairs yielding an integration efficiency of 10%. The positive rate of F2 individuals, which were generated by mating the mature transgenic F1 with the wild-type fish, was 69%. The mature RFP positive F1 individual was then mated with wild-type fish, yielding a 69% positive rate in the F2 generation. Our results demonstrate that the Tgf2 transposon  improves the efficiency of gene transfer and integration during transgene treatments. Thus, the Tgf2 transposon can be used to construct transgenic fish and in other transgenic fish research.
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