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目的
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构建
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转基因果蝇品系!为研究
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基因在果蝇发育中的功能提供工具%方法
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利用逆转录
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技术扩增果蝇
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基因的编码序列!并亚克隆至
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重组质粒%显微注射至野生型果蝇的胚胎!
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标记筛选出
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转基因红眼果蝇%将这些转基因品系分别进行平衡与定位!并用
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扩增方法鉴定%结

果
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成功构建了
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重组质粒!通过显微注射及转基因果蝇的筛选与平衡!共获得
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个独立的转基因品系%
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分析证

实
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*已整合入各转基因品系的基因组!且处于可表达的区域%结论
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成功构建了
1+/#Y2

F

转基因果蝇!

为运用
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系统进一步研究
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F

基因的功能与调控奠定了基础%
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碱性螺旋
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环
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螺旋$

T4:>8C25><#5??
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#C25><
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TY%Y

%转录因子超

家族成员!具有
TY%Y

结构域"
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结构域及羧基末端的
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保守四肽#哺乳动物的
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基因包括
Y2

F

$

"

Y2
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%K

个成员!在发育过程中主要表达于神经系统"心脏"血

管"体节等组织!作为
,?38C

信号通路的直接靶基因参与神经

发生"心血管系统形成及骨骼发育等&

$#K
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#有研究表明!

Y2

F

$

基因高表达与胶质瘤的病理发生和侵袭密切相关&
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Y2

F

J

基

因敲除小鼠出现明显的心血管缺损表型!包括法洛四联症"膜

性室间隔缺损"心室肥大等畸形!出生数天后大部分纯合缺失

小鼠即死于心力衰竭&

(
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#系统研究
Y2

F

基因的功能和调控网

络!阐明其突变或异常表达的致病机制!可以更好地揭示
Y2

F

基因所参与的生物学过程!为其在临床治疗中的应用提供理论

依据#然而作为哺乳动物
Y2

F

基因相对应的同源基因!果蝇

Y2

F

基因的功能尚未系统研究&
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#序列比对分析发现果蝇

Y2

F

与哺乳动物
Y2

F

的
TY%Y

结构域具有
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的序列相似

性!因此!研究果蝇
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F

基因的功能和调控将为哺乳动物
Y2

F

基因的相关研究提供借鉴#
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表达系统利用组织特

异性启动子或增强子活化酵母转录激活因子
-+%)

的表达!

随后
-+%)

蛋白特异性结合融合有靶基因的
1+/

!从而调控

靶基因在特定组织特定时期过量表达!因而是研究基因功能的

有力工具&
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#本研究运用分子克隆和显微注射技术构建

1+/#Y2

F

转基因果蝇!为运用
-+%)
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1+/

系统过量表达
Y2

F

基因!进一步研究
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F

基因在发育中的功能和调控机制奠定

基础#
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材料与方法
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双平衡果蝇品系和
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载体为本实
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公司*
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公司*卤烃油
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公司#其他化学试剂

为国产分析纯#
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方法
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果蝇胚胎总
M,+

提取与质检
"

收集胚胎时!将野生

型
.$$$X

果蝇转至卵收集笼!供给涂有酵母的葡萄汁培养板#

收集
J&C

后用尼龙膜网收集卵!

(&f

次氯酸钠溶液处理
JB>7

去除几丁质外壳!然后用蒸馏水充分冲洗#取
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枚胚胎置于
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离心管中!加入
$'&&B%VM6a?5

试剂后冰上迅速匀

浆!然后按照厂家的说明书提取!总
M,+

样品于
cX&j

保存

备用#

,47?;9?
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检测
M,+

样品的浓度和纯度!

$f

琼脂糖凝

胶电泳评估样品的完整性#

C'D'D

"=

1+/#Y2
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重组质粒构建
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取质检合格的
M,+

样品

作为模板!按照
8",+

合成试剂盒的说明书进行逆转录反应

合成第
$

链
8",+

#然后以
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合成反应液作为模板!利用
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技术扩增果蝇
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扩增程序为
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解链
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L)j

变性
K&:

!

(Xj

退火
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!

WJ j

延伸

$B>7K&:

!共
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个循环*

WJj

延伸
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产物进行
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琼脂糖凝胶电泳检测#

=

1+/V

载体和纯化的
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产物分别

用
P8?M

#

和
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于
KWj

酶切
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!酶切产物进行
$f

琼脂

糖凝胶电泳!然后利用凝胶回收试剂盒分别回收目的片段#回

收产物于
J&j

在
V)

连接酶作用下连接
)C

!连接产物通过热

休克法转化
"Y(

(

感受态细胞!然后涂板培养并进行筛选和扩

增#$
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%从
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+B
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培养板上挑选单菌落接种至
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(
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培

养液中!

KWj

振荡培养
JC

!以菌液作为模板进行菌落
!RM

筛

选#$

J

%将阳性菌落培养液转移至锥形瓶中扩大培养!

KWj
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荡过夜!利用质粒纯化试剂盒提取阳性菌落所包含的质粒!然后

用
P8?M

#

和
ZC?
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进行酶切鉴定#经过酶切验证后送至
V4N4M4

公司测序!测序正确后利用质粒
O>;>

提取试剂盒抽提!得到高

浓度和高纯度的
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重组质粒!用于显微注射#
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显微注射与转基因果蝇筛选"平衡和定位
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将约
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只
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果蝇转至卵收集笼!供给涂有酵母的葡萄

汁培养板进行适应#第
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天供给新鲜的葡萄汁培养板!避光环

境下于
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收集胚胎
)&B>7

#室温下用次氯酸钠溶液处理胚

胎去除外壳!去离子水充分冲洗!然后于
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呈线性排列!通过双面胶粘在载玻片上#在胚胎表面涂一层卤

烃油
W&&

保湿!置于倒置显微镜下将显微注射针插入胚胎尾端

极细胞部位!注入显微注射液后迅速退出#其中显微注射液的
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.$$$X

品

系的处女蝇和雄蝇杂交#杂交后置于
J(j

培养!约
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后观

察其子代#

B>7>#DC>32

标记基因的表达可使野生型
.$$$X

果

蝇的复眼由白色变为红色!因此通过观察子代复眼是否变红!

即可明确目的基因有没有整合入基因组且处于可表达的区域#

筛选出的
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转基因红眼果蝇分别与
S$

(

R

F

0

"

VOJ

(

VO[S

双平衡品系杂交!进行定位和平衡!从而获得稳定遗传

的转基因品系!见图
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转基因果蝇的
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验证
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分别提取转基因果蝇和野

生型
.$$$X

果蝇的基因组
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作为模板!选择
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通用引物进行
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扩增程序为
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变性
K&:

!

[&j

退火
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延伸
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延伸
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产物进行琼脂糖凝胶电泳检测#

图
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转基因果蝇的平衡和定位

C'D'J

"

.2:3297T5?3

检测
Y2

F

蛋白表达水平
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将构建好的

1+/#Y2

F

转基因果蝇与
254H#-+%)

果蝇品系杂交!使
Y2

F

基

因靶向表达于神经系统#分别选取
1+/#Y2

F

果蝇品系"

254H#

-+%)

(
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F

果蝇品系的成虫!将其脑组织切下后立即加

入组织裂解液匀浆!冰上孵育
J&B>7

!

$)&&&i

A

离心
$&B>7

!

收集上清液蛋白样品#采用
SR+

蛋白定量试剂盒测定其浓

度!与蛋白上样缓冲液混合后
$&&j

变性
(B>7

!上样进行蛋白

电泳#电泳结束后将蛋白转移至
,RO

!

(f

脱脂奶粉
KWj

封

闭
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#然后加入抗
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F

抗体$
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抗体

$

$lJ&&&

%!

)j

孵育过夜!

YM!

标记羊抗兔
6

A

-

$

$l$&&&

%!

KWj

孵育
$C

!

"+S

显色后采用凝胶成像系统进行图像采集

和灰度分析!生物学重复
K

次#

C'E

"

统计学处理
"

采用
/!//$W'&

软件进行统计分析!计量

资料以
GeA

表示!组间比较采用单因素方差分析!检验水准

(

d&'&(

!以
!

!

&'&(

为差异有统计学意义#

D

"

结
""

果

D'C

"

总
M,+

样品质量检测结果
"

提取的
M,+

质量直接影

响后续的实验结果!因此对总
M,+

样品首先进行纯度和完整

性的检测#本次实验所提取的
K

个总
M,+

样品的浓度分别

为
J(X'&)

"

JKX'$(

"

J$('XX7

A

(

'

%

*

JN

J[&

(

JX&

分别为
J'&K

"

$'LX

"

J'&J

!纯度符合标准*琼脂糖凝胶电泳结果如图
J

所示!

$X/

条

带宽而亮!无拖尾和弥散等情况!表明总
M,+

样品是完整的!

也不存在基因组和盐成分等污染#另外!

+

A

>5273

生物分析仪

检测电泳图的基线均平整#因此!所提取的
K

个总
M,+

样品

均可用于后续的逆转录
!RM

扩增#

""

O

)分子量
O49G29

*

$

&

K

)总
M,+

样品

图
J

""

总
M,+

样品的琼脂糖凝胶电泳

D'D

"=

1+/#Y2

F

重组质粒构建结果
"

利用逆转录
!RM

技术

扩增果蝇
Y2

F

基因编码序列!并在两端分别添加
P8?M

#

和

ZC?

#

酶切位点!琼脂糖凝胶电泳结果显示!特异性扩增的

!RM

产物大小与理论值
$'JL[GT

相符$图
K

%#

=

1+/V

载体和

!RM

产物分别用
P8?M

#

和
ZC?

#

双酶切!回收的酶切产物

进行连接"转化和涂板培养#提取
!RM

筛选阳性菌落的质粒

(([

重庆医学
J&$X

年
J

月第
)W

卷第
(

期



",+

进行酶切分析!

P8?M

#

和
ZC?

#

双酶切后得到
$'JL[

GT

的目的片段$图
)

%#并对阳性质粒进一步测序鉴定!测序结

果与数据库比对未发现点突变和移码突变!所构建的
=

1+/#

Y2

F

重组质粒与理论相符#

""

O

)相对分子质量
O49G29

*

$

&

K

)逆转录
!RM

扩增产物*

)

)无模板

阴性对照

图
K

""

逆转录
!RM

扩增
Y2

F

基因编码序列

""

O

)相对分子质量
O49G29

*

$

)

=

1+/#Y2

F

重组质粒
P8?M

#

和
ZC?

#

双酶切*

J

)

=

1+/#Y2

F

重组质粒
ZC?

#

单酶切*

K

)未经酶切的

=

1+/#Y2

F

重组质粒*

)

)

=

1+/V

质粒
P8?M

#

单酶切

图
)

""=

1+/#Y2

F

重组质粒的酶切鉴定

D'E

"

显微注射和转基因果蝇平衡与定位
"

本实验显微注射了

约
$&&&

枚
.$$$X

果蝇胚胎!约
$&f

孵化成幼虫!最终有
[&

只发育至成虫#这些成虫分别与
.$$$X

品系杂交!根据复眼

是否变红!在它们的子代中筛选出
W

个转基因红眼品系#分别

与双平衡系杂交进行平衡与定位!结果发现
[

个转基因果蝇品

系!其
!

&

B>7>#DC>32

!

1+/#Y2

F

'整合入第
K

号染色体!另
$

个

果蝇品系插入到第
J

号染色体!纯化后建立稳定遗传的品系#

D'F

"

转基因果蝇的
!RM

分析结果
"

分别以
.$$$X

果蝇品系

和转基因果蝇品系的基因组
",+

!以及
=

1+/#Y2

F

重组质粒

为模板进行
!RM

扩增检测#以
.$$$X

品系的
",+

为模板未

扩增出产物!以转基因果蝇的基因组和
=

1+/#Y2

F

重组质粒

为模板均扩增出
$'XX(GT

的目的片段$图
(

%#进一步测序发

现该
!RM

产物包含了
Y2

F

基因的编码序列!且未发现点突变

和移码突变#

""

O

)相对分子质量
O49G29

*

$

)

.$$$X

野生型果蝇*

J

)

=

1+/#Y2

F

重

组质粒*

K

&

L

)转基因果蝇*

$&

)无模板阴性对照

图
(

""

1+/#Y2

F

转基因果蝇品系的
!RM

分析

D'J

"

Y2

F

蛋白在果蝇脑组织的表达水平
"

分别提取
1+/#

Y2

F

果蝇品系"

254H#-+%)

(

1+/#Y2

F

果蝇品系成虫脑组织总

蛋白!通过
.2:3297T5?3

检测
Y2

F

蛋白的表达水平!与
1+/#

Y2

F

果蝇相比!

254H#-+%)

(

1+/#Y2

F

果蝇成虫脑组织中的

Y2

F

蛋白表达明显上调$

!

!

&'&(

%!见图
[

#

""

4

)

!

!

&'&(

!与
1+/#Y2

F

比较

图
[

""

Y2

F

蛋白在成虫脑组织的表达水平

E

"

讨
""

论

""

-+%)

(

1+/

系统最早是在果蝇中建立的!

-+%)

基因与

融合有
1+/

的靶基因分别位于不同的果蝇品系中!即
-+%)

表达品系和
1+/#

靶基因品系#当这两个品系杂交使二者处

于子代的同一基因组时!

-+%)

蛋白才能特异结合
1+/

!促进

其下游靶基因过表达#

-+%)

(

1+/

系统可用于基因过量表

达"

M,+

干扰筛选"基因表达模式描绘"遗传突变挽救等!广泛

应用于神经系统"心血管系统"视网膜和肌肉等组织的发育研

究&

X#$&

'

#目前
-+%)

(

1+/

系统已应用到了多个生物类型!包

括小鼠"斑马鱼"拟南芥等!被证明是高效的基因功能研究技

术!对基因功能注释发挥着重要作用&

$$#$J

'

#

果蝇
Y2

F

基因是基于小鼠
Y2

F

$

基因的序列!通过检索表

达序列标签$

P/V

%数据库而鉴定出来#序列分析发现
Y2

F

具

有
TY%Y

结构域和
0947

A

2

结构域!因此将
Y2

F

归类于
TY%Y

超家族中的
Y2:

(

Y2

F

亚家族#哺乳动物的
Y2

F

基因表达组

织广泛!通常接受
,?38C

通路的转导信息!作为转录抑制物结

合在靶基因的启动子区抑制其转录活性!参与心脏发育"血管

发生与重建"神经发生等过程&

$

!

K

!

$K

'

#原位杂交实验发现果蝇

Y2

F

基因的
BM,+

主要表达于中枢神经系统的脑和腹神经

索*免疫染色表明
Y2

F

蛋白主要定位于有丝分裂后的新生神

经元和神经胶质细胞!初步的功能分析发现果蝇
Y2

F

作为

,?38C

信号的靶基因参与神经节母细胞的不对称细胞分裂!具

体分子机制有待进一步阐明&

W

'

#本实验结果表明!成功构建了

=

1+/#Y2

F

重组质粒!与
*

J#K

辅助质粒共同显微注射至野生

型果蝇的胚胎!然后通过
B>7>#DC>32

标记筛选出了
1+/#Y2

F

转基因红眼果蝇!并分别进行平衡与定位#

=

1+/V

载体包含

(

个串联的
1+/

序列!能够高效结合
-+%)

转录激活因子!其

后依次为
C:

=

W&

启动子!多克隆位点!

/\)&

小
V

抗原内含子

和
/\)&

多聚腺苷酸加尾信号#这些特征序列被引入
!

因子!

仅包含了
!

因子的
Kk

末端和
(k

末端!因此不能编码转座酶!但

是两末端含有转座酶结合位点#

*

J#K

辅助质粒是改造的缺陷

型果蝇
!

因子!能够编码转座酶!但是自身不能移动#在
*

J#K

辅助质粒作用下!

=

1+/#Y2

F

重组质粒中的
!

&

B>7>#DC>32

!

1+/#Y2

F

'可以发生转座!并插入果蝇的基因组中#

!RM

扩增

分析证实了
!

&

B>7>#DC>32

!

1+/#Y2

F

'已整合入
W

个独立转基

因品系的基因组!且处于可表达的区域!从而使果蝇的复眼表

现为红色#另外!本课题组将构建好的
1+/#Y2

F

转基因品系

与
-+%)

品系杂交!发现转基因品系在
-+%)

蛋白作用下能

够促使
Y2

F

基因过表达!并且出现了异位刚毛感觉器官等异

常表型!表明
Y2

F

的过量表达干扰了神经系统的正常发育!本

课题组将继续探索该表型的具体机制#

综上所述!

1+/#Y2

F

转基因果蝇品系的成功构建为应用

-+%)

(

1+/

系统过量表达
Y2

F

基因!进一步研究
Y2

F

基因在

发育过程中的功能及调控机制奠定了基础!也对哺乳动物
Y2

F

基因的相关研究提供参考和借鉴#
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$

%要认识到患者感知医疗服务质量的重要性!真正做到以患

者为中心!着力解决患者就医过程中最关心"最直接的问题!努

力做到让患者方便"有效就医!改善看病就医的感受*$

J

%采取

综合措施提高患者感知医疗服务质量水平!充分利用对满意度

和行为意向的影响作用!提高患者的满意度和后续行为意向和

忠诚度!从而提升医院的核心竞争力#
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