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摘要:为探讨超急排斥反应( Hyperacute rejection，HAR) 及延迟性异种排斥反应( Delayed xenograft rejection，DXR)
的分子调控机制，采用优化的精子介导法( Sperm-mediated gene transfer，SMGT) 对建立 hHT /hDAF 双基因转移小鼠模
型进行了研究。结果表明，应用树枝状聚合物( Dendrimers) 优化 SMGT后，2 细胞胚 GFP + RFP的阳性率达到 4． 51%，
同对照组相比差异极显著( P ＜ 0． 01) 。选取标记基因 GFP + RFP 双阳性的胚胎进行移植后获得 36 只仔鼠，PCR 及
Southern Blot检测结果表明，17 只小鼠 PCR 结果呈 hHT + hDAF 双阳性，其中 5 只小鼠 Southern Blot 结果呈 hHT +
hDAF双阳性。上述结果表明，成功建立了 Hht /hDAF双基因转移小鼠模型。
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Abstract: To explore the molecular mechanism of hyperacute rejection ( HAR) and delayed xenograft rejection
( DXR) ，double-gene transgenic mouse model expressing Human alpha1，2-fucosyltransferase( hHT) and human-decay
accelerating factor( hDAF) was established using sperm-mediated gene transfer optimized by dendrimers( SMGT) ． The
positive rate of PCR for GFP + RFP in 2-cell embryos was 4． 51% after the SMGT was optimized，which was signifi-
cantly higher than that of the control group( P ＜0． 01) ． Embryos expressing both GFP and RFP were got were trans-
planted to the pseudopregnant female mice． 36 offspring were got． The founder transgenic mice( G0 mice) were identi-
fied with PCR and southern blot． The results of PCR showed that genomes from 17 mice were integrated by both hHT
and hDAF． The results of southern blot for 5 mice showed a positive signal of hHT + hDAF． These results indicated that
G0 double-gene transgenic mouse model for hHT and hDAF was established．
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异种器官移植是当前生物学研究热点，具有重

要应用前景。异种器官移植成功的主要障碍是超急
排斥反应( Hyperacute rejection，HAR) 和延迟性异种

排斥反应( Delayed xenograft rejection，DXR) ［1，2］。排
斥反应涉及异种抗原、抗体、补体和血管内皮细胞等
多个环节，针对不同环节进行调节可以从不同角度
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抑制排斥反应。异种抗原主要是半乳糖 α-1，3 半乳
糖( α-Gal) 。人 α-1，2 岩藻糖苷转移酶( hHT) 是 α-
1，3GT强有力竞争性抑制酶，将其转入动物体内，可
使 Gal表达显著降低。转 hHT 基因猪可抑制 HAR，
并在一定程度上抑制 DXR，还可能削弱细胞介导的
排斥反应［3］。人衰变加速因子( hDAF) 是一种人补体
调节蛋白( CRPs) ，转 CRPs 基因猪可以较好地抑制
HAR的发生，也有助于抑制 DXR［4］。为探讨联合
hHT和 hDAF基因对异种移植排斥反应的抑制作用，
需要建立 hHT + hDAF双基因转移小鼠模型。
精子介导法 ( Sperm-mediated gene transfer，

SMGT) 是制备转基因动物的重要方法，具有操作简
单、高效和适用广泛等优点［5］，该技术由意大利科
学家创建［6］。目前，SMGT 已被多家实验室在包括
牛、羊、猪、兔、鼠、鸡、鱼、蛙、蜂、蚕等多种动物上被
证实［7 － 9］。然而，精子介导转基因方法仍然不成熟、
不稳定，重复性较低。我们采用新型纳米材料—树
枝状聚合物( Dendrimers) 对精子介导法进行了优
化，并应用该方法制备 hHT /hDAF 双基因转移小鼠
模型，为进一步开展异种器官移植奠定基础。

1 材料和方法
1． 1 材料
克隆有 hHT 基因 cDNA 全序列的真核表达载

体 pEGFP-C1-hHT，克隆有 hDAF基因 cDNA 序列的
真核表达载体 pDsRed2-C1-hDAF 均由本实验室冻
存。限制性核酸内切酶购于大连 TaKaRa 生物公
司。化学发光 Southern Blot试剂盒购自北京中杉生
物技术公司。昆明白小鼠购自协和医科大学。树形
高分子材料( Dendrimer) 由天津大学化工学院合成
并提供。
1． 2 方法
1． 2． 1 DNA 与 Dendrimers 的包装 将 3 μg DNA
( pEGFP-C1-hHT 与 pDsRed2-C1-hDAF 等比例) 和
2． 4 μL Dendrimers 分别以 50 μL 受精液( TYH) 稀
释，然后将二者混合，静置 5 ～ 10 min，再加入 100
μL TYH，以此混合液做成获能液滴，以矿物油覆盖，
放在 CO2 培养箱中平衡备用。对照组获能液滴中
不加入 Dendrimers。
1． 2． 2 精液采集与孵育 成熟雄性昆明白小鼠，采
精前 1 周与雌鼠 1∶ 1 交配，颈椎脱臼法处死小鼠，取
出附睾，用镊子挤压附睾尾部，使精子释放到预先平

衡于 CO2 培养箱中的获能液中，待精子自行扩散

后，离心洗涤 3 次，以少量获能液重悬精子，然后加
入到预先平衡的、含有 DNA和 Dendrimers的获能液

滴中，放到 CO2 培养箱中获能孵育 1． 5 ～ 2 h。
1． 2． 3 卵子采集与体外受精 对 4 ～ 6 周龄昆明白
雌鼠腹腔内注射 10 IU 孕马血清促性腺激素
( PMSG) ，48 h 后注射人绒毛膜促性腺激素( HCG，
宁波激素厂) ，14 h后处死小鼠，从离体输卵管内回
收成熟卵母细胞。收集到的卵母细胞在获能液中洗
涤 3 次，放到预先在 CO2 培养箱中平衡的受精液滴

中( 每滴 50 μL，以矿物油覆盖) ，每滴 20 枚卵子。
从获能液滴中吸取 5 μL获能精子，加入到含有卵子
的受精液滴中，使精子密度为 2 × 106 ～ 5 × 106

个 /mL。精子和卵子在 CO2 培养箱内共同孵育 5 ～
6 h。
1． 2． 4 胚胎培养与荧光检测 将受精孵育 5 ～ 6 h
后的卵子取出，转移到胚胎培养液( KSOM) 中继续
培养，在第 2 天观察胚胎卵裂情况，并在随后几天观
察胚胎发育情况。在荧光显微镜下以蓝色荧光( 激
发波长 488 nm) 和绿色荧光( 激发波长 530 nm) 分
别照射胚胎，观察胚胎是否表达绿色荧光蛋白 GFP
和红色荧光蛋白 RFP。
1． 2． 5 胚胎移植 将结扎公鼠与雌鼠交配获得假
孕小鼠作为受体。把 GFP 与 RFP 同时表达的胚胎
移植到受体输卵管中，妊娠小鼠在约第 20 天分娩。
1． 2． 6 G0 小鼠的 PCR检测 以出生后 1 月龄仔鼠
的基因组 DNA为模板，分别 PCR扩增 hHT与 hDAF
基因。根据 GenBank 中 hHT 基因序列( D82933．
1) ，应用 Primer 5． 0 软件设计扩增引物 P1: 5'-AC-
CCGCCCTTCCTTCTCCACCTT-3' 和 引 物 P2: 5'-
TTAGTGCTTGAGTAAGGGGGACAGG-3'，反应体系
25 μL，扩增程序: 95℃ 3 min; 95℃ 50 s，63℃ 50 s，
72℃ 50 s，共 35 个循环; 72℃ 10 min。根据 hDAF
基因序列( M31516． 1 ) 设计扩增引物 P3: 5'-GTTCT-
GCAATCGTAGCTGCGAGGT-3'和引物 P4: 5'- CTA-
AGTCAGCAAGCCCATGGTTACT-3'，反 应 体 系 25
μL，扩增程序: 95℃ 3 min; 95℃ 45 s，63℃ 45 s，
72℃ 45 s，共 35 个循环; 72℃ 10 min。
1． 2． 7 G0 小鼠的 Southern Blot检测 对 PCR结果
呈阳性的 G0 小鼠进行 Southern Blot 检测。PCR 标
记法制备探针，以 pEGFP-C1-hHT为模板时，引物为
P5: 5'-CTGGCGATGGCATTGAGGGC-3' 和 P6: 5'-
TCTGCGGCAATCCCTGTCCACT-3'。以 pEGFP-C1-
hHT 为模板时，引物为 P7: 5'-GCTGCGAGGTGC-
CAACAA-3'和 P8: 5'-GCACTCTGGCAACGGGTC-3'。
取 10 ～ 12 μg基因组 DNA，加 EcoRⅤ 50 U，制成 50
μL反应体系，酶切过夜; 酶切体系上样于 0． 8%琼
脂糖凝胶; 在 1 ～ 1． 5 V /cm 电压下电泳 20 ～ 30 h
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后，进行转膜; 通过紫外铰链使 DNA固定到膜上; 膜
预杂交以封闭非特异性结合; 膜杂交 6 ～ 8 h; 洗膜、
压片，放射自显影; 显影、定影后观察结果。
1． 3 数据分析
试验结果以统计分析软件 SPSS V14． 0 进行卡

方检验。

2 结果与分析
2． 1 转基因胚胎的制备

本研究以新型纳米材料———树枝状聚合物
( Dendrimers) 对精子介导法进行了优化。研究结果
表明，在精子、DNA、Dendrimers 共同孵育后，囊胚发
育率为 52． 73%，同对照组相比差异不显著( P ＞
0. 05) ，表明 Dendrimers 对精子受精能力及早期胚
胎发育能力未造成显著伤害。但在孵育过程中增加
Dendrimers后，GFP和 RFP阳性率远高于对照组，差
异达极显著水平( P ＜ 0． 01) ，具体结果如表 1 所示。

表 1 体外受精胚胎发育及 GFP和 RFP的表达情况
Tab． 1 Development of embryos produced IVF and expression of GFP and RFP in 2-cell embryos

体外受精
卵子数

No． of oocyte
for IVF

2 细胞胚 GFP、RFP表达数
No． of 2-cell embryos expressing GFP or RFP

2 细胞胚数
2-cell
embryos

GPF阳性数
GFP +

embryos

RPF阳性数
RFP +
embryos

双阳性数
GFP + + RFP +

embryos

4 细胞胚数
No． of 4-cell
embryos

囊胚数
No． of

blastocyst

对照组 Control 1 553 1 324( 85． 25% ) 13( 0． 98% ) 9( 0． 68% ) 0( 0% ) 1 127( 72． 60% ) 801( 51． 58% )
试验组 Experment 1 447 1 219( 84． 24% ) 104( 8． 53% ) ＊＊ 101( 8． 29% ) ＊＊ 55( 4． 51% ) ＊＊ 1 065( 73． 60% ) 763( 52． 73% )

注: * P ＜ 0． 05，＊＊ ． P ＜ 0． 01。

选取形态正常，发育良好的 GFP + RFP 双阳性
胚胎进行移植。共移植受体鼠 9 只。总产仔数为

36 只，其中雌鼠 15 只，雄鼠 21 只。图 1 为在光视
野及暗视野下观察到的胚胎。

A．明视野下的胚胎; B．暗视野下 GFP表达的胚胎; C．暗视野下 RFP表达的胚胎。
A． Embryos in bright field; B． GFP + embryos in dark field; C． RFP + embryos in dark field．

图 1 GFP和 RFP在胚胎中的表达( 200 × )
Fig． 1 Expression of GFP and RFP in embryos( 200 × )

M．核酸 Marker; CK．阴性对照; 1 ～ 10．不同个体的 PCR结果。
M． DNA marker; CK． Negative control;
1 － 10． Results of different mouse．

图 2 G0 小鼠 hHT的 PCR检测
Fig． 2 Results of PCR for hHT in G0 mouse

2． 2 G0 小鼠的 PCR检测
提取 G0 小鼠的基因组 DNA，用 PCR 初步检测

具有转基因 hHT与 hDAF的阳性个体。G0 有 36 个
样品，其中 29 只小鼠检测到约 1 000 bp的阳性条带
( 图 2) ，27 只小鼠检测到约 900 bp 的阳性条带( 图

3) ，17 只小鼠同时检测到上述条带。初步表明，hHT
与 hDAF基因已整合入小鼠基因组中，其中 17 只呈
hHT + hDAF双阳性。图 2、图 3 所示为 G0 小鼠基因

组的部分 PCR检测结果。

M．核酸 Marker; CK．阴性对照; 1 ～ 10．不同个体的 PCR结果。
M． DNA marker; CK． Negative control;
1 － 10． Results of different mouse．

图 3 G0 小鼠 hDAF的 PCR检测
Fig． 3 Results of PCR for hDAF in G0 mouse
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2． 3 G0 小鼠的 Southern Blot检测
对 G0 小鼠经过 PCR 初步检测后，对 hHT +

hDAF双阳性小鼠进行 Southern Blot 检测。结果 5
只小鼠出现 hHT + hDAF 杂交带，进一步表明，hHT
与 hDAF 基因已同时整合入小鼠基因组中，建立了
hHT + hDAF 双基因转移小鼠模型。图 4、图 5 所示
为 G0 小鼠基因组的部分 Southern Blot检测结果。

图 4 G0 小鼠 hHT的 Southern Blot检测
Fig． 4 Results of Southern Blot for hHT in G0 mouse

图 5 G0 小鼠 hDAF的 Southern Blot检测
Fig． 5 Results of Southern Blot for hDAF in G0 mouse

3 讨论
自 1989 年意大利学者 Lavitrano 首次报道以精

子作载体生产转基因动物以来，精子介导基因转移

技术( Sperm mediated-gene transfer，SMGT) 已得到广
泛认可 ［6 － 10］。为了提高该方法的转基因效率，研究
者对精子结合外源 DNA 的影响因素及作用机制进
行了大量探索，许多提高精子结合外源 DNA能力的
有效途径也应运产生［11］。
近年来，在基因治疗领域将一种新型纳米材

料———树枝状聚合物( Dendrimers ) 应用于基因转
移［12，13］。Dendrimers与 DNA 分子相互接触形成复
合物，Dendrimers-DNA复合物通过其表面所携带的
正电荷阳离子，与细胞膜表面带有负电荷的糖蛋白

及磷脂结合而进入细胞［14］。基因治疗同动物转基
因技术的原理相似，这提示 Dendrimers 可以提高精
子介导的转基因效率，有助于外源基因在精子细胞

的稳定整合。在前期工作中，将 hHT cDNA 与猪精
子共孵育后，发现 Dendrimers 可以提高 hHT cDNA
进入精子内的效率 70%以上［15］，这一结果初步证
实了上述推断。该试验中，应用 Dendrimers 改进了
精子介导法。在精子 /DNA共孵育体系中添加 Den-
drimers后，其 GFP /RFP 阳性胚胎均显著增加。同
时，其胚胎发育率同对照相比差异不显著，表明

Dendrimers可显著提高基因转移效率，而且不影响

胚胎发育能力。
异种器官移植给人体后，首先引起超急排斥反

应( HAR) ，渡过 HAR 后即出现延迟性异种排斥反
应( DXR) ［1，2］。目前认为，从多个环节干预异种移
植排斥反应才有可能使动物器官应用于临床。本研
究采用精子介导法将 α-1，2 岩藻糖苷转移酶基因
( hHT) 、人衰变加速因子基因( hDAF) 导入到小鼠基
因组中，获得了 G0 小鼠，对 G0 小鼠进行了分子遗

传学检测，其中 5 只为 hHT + hDAF 双基因转移阳
性。表明成功建立了 hHT /hDAF双基因转移小鼠模
型，这将为进一步阐明 HAR及 DXR的机制，提高异
种器官移植的成功率奠定基础。
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