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细小病毒是一组结构简单 ， 直径为 20-

25 nm ， 无包膜线状单链 DNA 病毒， 能明显抑

制实验动物的自发和诱发肿瘤生长[1)。人类流

行病学研究结果表明某些细小病毒如腺联病毒

(AAV)感染和一些肿瘤的低发生率有关[ 2 ) 。

体外转化试验同样证明细小病毒能抑制包括肿

瘤病毒和细胞癌基因在内的多种致癌物所诱导

的细胞转化[1) 。 有关细小病毒抗肿瘤形成的机

理目前尚不明了， 研究得最多的是非结构蛋白

(NS )o NS 是一种多功能核磷酸蛋白，对多种

异源性启动子具有反式调节作用凹，能抑制起

始密码子诱导的 DNA 放大[4)以及抑制细胞癌

基因如 c-ras ， c-myc 的表达。 因此细 小病毒

的抗肿瘤形成作用可能和 NS 的这些功能有

关。但目前国内外尚无直接明确的体内研究证

据支持这一假设。 80 年代转基因小鼠模型的

制备成功，使我们能在活体内从时间和空间角

度同时观察基因表达的调控及其表型效应[ 5) 。

本试验将小鼠乳腺癌病毒(MMTV) 启动子控制

的细小病毒 NS 基因，用显微注射'技术导入小

鼠受精卵雄核，市IJ备了转基因小鼠模型，以期

从整体水平， 系统研究细小病毒抗肿瘤形成的

机理。

材料和方法

1 . 细小病毒 NS 基因 DNA 的制备和纯化

质粒 pULB 3238，含完整细小病毒 MVMp NS 基

因 ， 原控制该基因的瓦启动子被激素敏感的 MMTV

启动子.取代(比利时自由大学 J. Rommalare 教授馈

赠)， Bam H1 酶切，低熔点凝胶电泳分离出含 MMTV

启动子的 NS 基因片段 (5 .7 kb) 。 依次用百分， 盼 : 氯

仿(1:1)， 氯仿 :异戊薛( 24:1)常规拙提， 酒精沉淀，

将上述提取的 DNA 溶于 2 . 4 mlTE 缓冲液(10 mmol 

Tris- HCl , 1 mmo1 EDTA) ， 加 3 . 0 g 氯化绝溶解。

用 Beckman SW 50 . 1 转 头离心， 40000 rpm 48 小

时。分步收集离心液， 电泳确定 DNA 所在管， 集中

DNA 溶液， 于 4 0C将 DNA 溶液对大体积显微注射用

TE 缓冲液(10 mmol Tr is-HCl pH 7 . 4 , 0 . 1 mmol 

EDTA)透析 48 小时，换液 4 次。取少量 DNA 电泳，

定量。用显微注射 TE 缓冲液稀释样品至 1-3 阳jm! ，

每管分装 20 μ1 ， -20"C保存。

2. 超排卵与取卵

4-6 周龄母鼠 (C 57 BLj SJL F 1 代〉在明暗循环

动物房内饲养 3-5 天，每只小鼠腹腔注射 5 u孕马血

清 (PM酌， 48 小时后腹腔注射入绒毛膜促性腺激素

(HCG )5 uj只。随后与单宠饲养的正常公鼠 (SJL) 合

宠。次晨检查阴栓， 引颈处死母鼠。取出双侧输卵管

至 M2 培养液中 ， 于解剖显微镜下取卵。透明质酸酶

轻轻消化 ， M2 洗 3一5 次后移至 M16 培养液中 ， 37 "c 

培养待用。

3. 显微注射

将受精卵移至显微注射槽， 用持卵管将卵固定。

玻璃注射针将纯化 DNA 注射入受精卵雄核(约 1-2

p l ) 。同时用不含 DNA 的 TE 作对照。将注射后存活

的受精卵移至 M16 培养液内 ， 3 7 "C、 5%C02 孵 箱 内

培养待用。

4. 卵移植入假孕母鼠输卵管

显微注射前一天， 让假孕母鼠 (BALBjc) 与绝育

公鼠交配， 取有精栓者戊巴比妥麻醉。在解剖显微镜

下暴露输卵管壶腹部开口，把注射目的基因后存活的

受精卵移入假孕母鼠的输卵管壶腹部。 20 天左右产

仔。

5. 转基因小鼠鉴定

幼鼠基因组 DNA 提取s 幼鼠编号标记后剪下1.5

cm 尾巴置。 . 7ml 裂解液 (50 mmol Tris-HCl, 100 

mmol EDTA, 100 mmol NaCl, l%SDS) 内力n 35 μ1 

蛋白酶 K (1 0 mgj ml) 55 0C 消化过夜(18 小时)，依次

用盼， 盼 : 氨仿(1: 1) ， 氯仿:异成醇(24: 1) 抽提，酒
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黯沉淀，溶解于 TE 缓冲液中，定量。
PCR 检测 NS 基因 DNA 整合I叫将上述小鼠尾

巴抽提的基因组 DNA 过 Sphadex 0-50 柱 ，去除 PCR

抑制物。在 50μ1 反应体积中分别加入去离子超纯水

20μ1 ， 10xdNTP 5μ1 ， 5 x Buffer 10 μ1 ， 引物 1 μ1 (含

3' 和 5' 端引物各 100 ng , 3 '分揣为 TGATGGCTCA­

ACCAGOTG GA; 5'~.措为 TGGTGTGCTCCAAGG-

CTCTA ， 由复旦大学罗祖玉教授设计， 能特异性扩增 ‘ 

细小病毒 NS 基因中 908 bp 的片段) ， 处理厉的小鼠

DNA ~莫板 10μ1(0 . 5μg) ，混匀，覆盖 50 μl 石腊油。

置 95 "C 5 分钟后加入 Taq DNA 聚合酶(复旦大学)4

μ1 ( 1. 5 u). 94 "C 30 秒 ， 56 "C 30 秒 ， 72 0C90 秒为一循

环， 共计 35 循环， 最后一个循环 72"C延长 10 分钟。

扩增结束后取下层水相 10 μl 电泳。

Southern b1ot: 将 PCR 扩增产物电泳后转移至

尼龙膜，用 α_32P-ATP (Amersham UK ) 标记的细小

病毒 NS 基因探针(5.7 kb 、 2 .8 x 10 8cpmjμg DNA) 
杂交。探针标记用随机标记试剂盒(Amersham UK) , 

按试剂盒推荐步骤标记。

结 呆

1.受精卵注射目的 DNA 后的存活率和两

细胞分裂率

四次实验共注射 720 多枚受精卵 ， DNA 

注入雄核后受精卵存活 500 余枚， 存活率在

70% 左右。将注射目的 DNA、 TE 和未注射

的受精卵 ， 于 M 16 中培养过夜， 两细胞分裂

率分别为 25% (12/50) , 70 % (35/50) 和 92%

(46/50)。说明将细小病毒 NS 基因 DNA 注射

入受精卵雄核后能明显抑制卵细胞的两细胞分

裂。 TE 也能抑制部分卵细胞分裂。

2. 卵移植后的受胎革和产仔率

将注射目的 DNA 后存活的受精卵， 于注

射当天植入假孕母鼠单侧输卵管。每只母鼠植

入 25 枚卵 ， 共移植 9 只母鼠。其中 4 只怀孕

(44 %) ， 共产仔 15 只 ， 产仔率约 7% (15/ 

-':" "~ 啕吁卢，<，".'~ ，、…， 可吼 叫.... .-- ‘ 

飞~. 芒，:~\ ~ '-$ t:f "; r' ;.-~ 

国 1 PCR 产物与 NS 特异性，探针 Southem

杂去

+阳性对照 ， C 阴性对照
卜10 待检小鼠 DNA ， 6 、 8 、 9 、 1 0 为杂交阳性

、"

qr飞 冉

毡奇"'_'，""_'_ 、
4 母 ~.; :! 

图 2 子代小鼠 DNA PCR 产物与 NS 特异

f生探针 Southern 杂究

+ ~ß性对照， FB 6( Ò) , C 阴性对照‘
1-8 待检子代小鼠， 1 、 6 、7 为杂交阳性

结果证实其中 4 只小鼠整合有 NS 基因 (图 1 ) 

占检测小鼠的 40% 。

4. 转基因的遗传

把首建 (Go ) 代 NS 基因整合的小鼠 B6 ( ♂)

与正常的 C 57 BL/SJL Fj 小鼠交自己，产仔 8 只。

PCR 和 Southern blot 证实其中 3 只 (G1 代)为

阳性(图 2 )即基因组整合有 NS 基因 ， 说明整

225)0 台的 NS 基因能传代。

3. IJ、恩细小需莓 NS 基因黯合事
讨论

抽取小鼠尾巴 DNA ， 对 1 0 只小鼠的基因

组 DNA {'fô PCR 检测及 Southern blot 杂交。 转基因动物是从分子水平入手，实现对动
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物基因的定向改变，然后从活体动牧的不同层

次和不同时间，观察基因表达的调控和表型效

应。在医学科学研究中，应用转基因动物模型

已很大程度上加深了我们对人体生理和病理现

象以及疾病防治的认识，如免疫球蛋白在因重

排机理[7]; 生长因子基因，癌基因，抑癌基因

在个体生长发育和肿瘤发生、发展过程中的作

用 "]p 病毒如乙型肝炎病毒的致病机理等 [ 自 ]。

建立转基因动物的方法，目前使用最广泛也是

最有效的就是将外源性基因通过显微注射技术

直接导入受精卵原核。这一方法能使 10-40%

存活受精卵的染色体稳定地整合有导λ的目的

基因。但影响转基因效率的因素很多。如溶解

DNA 的缓冲液，用于显微注射的缓 冲液一般

含 5-10 rnmol Tr is (p日' 7. 4) 与 0.1-0.25

mmol EDTA ， 增加 EDTA 能降低注射后受精

卵的两细胞分裂率，但如不用 EÐTA 则又会降

低整合效率[1 1 ]。我们实验中 EDTA浓度为 0 ;1

mmo l , 注射 TE 后的两细胞分裂率为 70% ，

稍低于对照的 92% 。 导入受精卵原核的 DNA

量对基因整合也很重要， DNA 浓度低于 1μgj

ml 时，转移基因在染色体上的整合效率低，

DNA 浓度高于 3 问jml 时，受精卵注射' DNA

后两细胞分裂率显著降低; 当 DNA 浓度 为

1-3μgjml 时， 对 5 kb 左右的 DNA 而言相当

于 200-600 分子/抖，其整合效率可达 20-

40%[ 11]。我们实验中采用的 DNA 浓度为 3μgj

ml，注射后两细胞分裂率为 25%，产生 的小

鼠经 PCR 和 southem blot 鉴定， 基因整合率

为 40%，与国外报道相近[11 ]。利用细小病毒 NS

转基因小鼠模型可以进一步做如下几方面工

作。 1. NS 基因表达研究。整合于小鼠染色体

的外源性基因的表达受诸多因素影响， 如整合

部位，所用的启动子，外源性基因是否合内含

子，载体以及甲 拔化程度 等。 我们选择的

MMTV 启动子，应该在乳腺、顿下腺、前列

腺等组织有高表达 ( 1 0) 。 在我们的随后实验中

利用 RT-PCR 证实，整合的 NS 基因能在乳

腺、顿下腺、肺等多种组织和器官 中高表达

(未发表资料) 0 2. 细小病毒抗肿瘤机理研究。

体外实验证明 NS 在细小病毒抗肿瘤过程中起

着关键作用。 NS 基因在体内表达是否能抑制

化学、 生物致癌物诱导的肿瘤发生。利用该转

基因小鼠模型我们已证实 NS 基因表达能明显

抑制乌拉坦诱导的小鼠肺 癌发生(未发表资

料') 0 3. NS 基因表达对细胞内重要基因转录，

表达的影响。体夕I、研究表明， NS 能抑制 c-ras，

c-myc 癌基因的表达， 增强甲状腺素受体基因

的表达。 NS 基因在休内表达后是否具有同样

的作用，以及其在抗肿瘤过程中所起的作用有

待进一步研究。

摘 要

将小鼠乳腺癌病毒启动子控制的细小病毒

非结构蛋白基因 (长 5.7kb)氧化铠超速离心，

纯化透析后用显微注射法导入 C 57 ELj SJL F 1 

小鼠受精卵雄核， 植入假孕母鼠输卵管，得成

活小鼠 15 只。 抽取鼠尾 DNA ， 对其中 10 只

小鼠作 PCR 和 southern blo t 鉴定， 其中 4 只

(40%)整合有目的基因。 对首建者 B6 ( Ó )的

8 只子代小鼠鉴定， 3 只 (37 . 5%) 整合有目的

基因。说明导入的目的基因能传代。

关键词:细小镜毒 非结构蛋白 转

基因小鼠
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PREPARATION OF PARVOVIRAL NONSTRUCTURE PRO­

TEIN TRANSGENIC MICE 

SHEN Xi Zhong CONG Xiao Qian JIANG Shao Ji XIAO Shu Dong 

(Shanghai lnst itute 01 Digestíve Díseases, Shanghai Second MedicaL University Ren Ji 

Hospital, Shanghai 200001 ) 

ABSTRACT 

DNA containing the genes of parvoviral nonstructure protein was microinjected into the 
male pronucleus of fertil ized ovum (Cs,BL/ SJL F 1 ) , the injected eggs (225) wcre implanted 
into the fa l10pian tube of 9 pseudopregnant foster mothers (BABL/ C) . After a normal gesta­
tion ensues (approximately 3 weeks) , 4 out of 9 faster mothers delivered 15 viable pups. DNA 
was extracted from tai ls of the 10 of 15 pups . PCR and Southern blot Were performed to con­
firm the presence of the NS gene. 4 out of the ] 0 mice were showed the integration of the NS 
gene. The 8 offspring of founder B 6 ( ó ) were also checked by PCR and Southern blot, 3 out 
of the 8 mice were found the integration of NS gene, the reEults suggested that the integrated 
NS gene are inheri table. 

Key words, Parvovirus Nonstructure protein Transgenic mice 

脊髓内源性物质对脊髓神经元在体外存活的影晌

果 吉吉杨 浩农艺鲍 5睿鞠躬

(第四军医大学神经科学研究所 西安 710032)

神经生长因子 (Nerve Growth Factor , 

NGF)是第一个被发现的神经营养 因子[汀，它

在神经系统的发育期、 成年期及损伤修复期都

起着重要的作用，它可以诱导神经纤维的定向

生长，控制神经元存活的数量，促进神经元的

分化[2]。以后，随着研究的深入， 又发现了许

多神经营养因子，有的可以促进神经元存活，

有的可以促进神经突起的生长， 有的既可以促

进神经元存活又可以促进神经突起生长，有的

则对不同的神经元有不同的作用 [3] 。

脊髓损伤后脊髓自身是否会分泌一种或一

些神经营养因子，以促进脊髓自身神经元功能

的恢复， 这是长久以来未引起重视的问题。发

育中的胚胎脊髓可以促进成年脊髓损伤后运动

神经元功能的恢复， 这已有许多实验可以证

明[竹 ， 表明胚胎脊髓中存在有促进运动神经元

功能恢复的物质， 但是是否可以促进脊髓神经

元的存活尚无直接的实验证据。我们以人胚胎

脊髓为材料制备脊髓提取液，研究了脊髓内源

性物质对体外培养小鼠脊髓神经元存活的影

响。
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