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, 直接注射或間
接送入受精卵中 , 使此基因能夠錶段於欲研究之生物體遺傳
物質上 , 而達到生物品急改良或基礎研究之目的 , 此種方法
謂之基因轉遞 (transgenic) 研究 , 而此帶有異質性基因之動
物種局長 , 就稱之為“基因轉遞動物 " 。

魚類之基因轉蘊研究 , 已經在娃、縛、鯉、吳郭魚、稻
田魚、斑馬魚、金魚、泥紙上得到成功的轉遍結果。在魚類
基因轉撞上而言 , 原核通常較難察覺 , 而利用顯很注射法較
常使用注射於已受精之卵細胞質中 , 而後再分析此注射入之
特殊基因在魚體上之整合性、表現度與種急遺傳之情形。

實驗室中 , 以電玻法為研究方法 , 以斑是網為轉至直動
物 , 研究電玻法在基因轉蘊之效率性。而利用 pmiwZ 以電玻
法轉遞進入斑是網 , 入個細胞期的胚胎中 , 就Baekon 2000

、電玻儀器 ;q 言 , 其最適宜的參數如下 : Tb=0.8sec, Tp 口

160 μS, Cy=5cycles, Np=64, D=395, 伏特數為 7000 伏
特。而斑慈鋼經電玻徒有 28 % 的存活率 y 其中 22 % 具有
fJ - galactosidase 活性表現 , J1丕體表現,為緣故性的分布。

摘

在許多魚種中 , 體外受精是一種天然的過程 , 而受精後 , 胚胎可以利
用人工繁殖、養成之方式 , 畜養成長。而魚類一次產卵 , 可以產下數十萬
之卵 , 故魚類就轉殖動物之層面而言 , 應屬良好之生物轉殖模式魚種 , 但
情況並非如此。在某些魚種而言 , 受精卵卵分裂期 , 發育非常迅速 , 而很
難達到基因轉殖之目的。許多魚卵 , 卵外包圍著一層硬卵鞘 , 致使利用顯
微注射法之顯微注射長針無法穿透卵鞘之屏障。近年來 , 基因轉殖之研
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究著重於「如何將外源性基因轉殖進入卵細胞中 J , 而基因轉殖技術發
展計有DNA 沈澱法、 DEAE 葡聚醋法、原生質融合法、微量注射法、
雷射砲擊法、脂質體法、反轉錄病毒感染法、胚幹細胞法、精子載體法
(1,2,3,4 后 ,6 月后 ,9,10,11,12,13) 被發展出來。但這些方法不是相當費時 , 就
是需要潤熟的技藝或昂貴的儀器設備費。而最近發展出之電破法 (electrQ-

poration) , 具有快速、方便、不需精巧技術之優點。其基本原理是利用
瞬間高壓電場使卵膜形成孔 , 讓外來基因轉殖至細胞中 , 最早使用於
動物細胞的基因轉殖 ( 14,15, 此 ,17, 凹 , 凹 ,20 ) , 而今於植物
(21,22,23, 鈍 ,25,26,27, 鉤 ,29) 、原生動物 (30) 、徽菌 (31) 、酵母菌 (32,33) 及細

菌 (34) 均有成功之例子。
1985 年Zhu et al. 首先將基因轉殖技術應用在魚類方面 , Zhu et 祉 ,

將MT-hGH 以顯微注射法殖入法除卵殼之金魚受精卵中 , 結果以南氏點墨
法(Southern blot) 分析轉殖後 50 天大之金魚 , 顯示外來人類生長激素基因
已成功插入魚體染色體中 , 許多學者相繼投入轉殖魚類的研究。到目前為
止 , 做為基因轉殖研究的魚種 , 大部分是以高經濟價值的魚種為主 , 尤以
鯉科 (cyprinids: carp) 、蛙鱗魚類 (salmonids: salmon and trout) 、慈網
科 (cichlids: tilapia) 及鱗魚類 (catfish) , 約占全世界淡水養殖魚類總產量
的80% 。而以魚類做為基因轉殖的研究材料 , 除了因其經濟價值外 , 魚類
實具有其特殊的生物特性 : 魚類通常行體外受精 , 使得胚胎實驗容易操
作 , 不需複雜的處理步驟 , 如在轉殖老鼠 (transgenic mice) 需將交配後一
個細胞期胚胎 (one cell embryo) 自母體輪卵管內取得 , 以顯微注射法將外
來基因殖入pronucleus 後 , 再放回假母親 (foster mother) 之子宮中。魚類
的卵遠比哺乳類大且堅韌 , 使得卵的處理過程簡化了許多 , 且不需在無菌
的狀態下操作。魚類相當多產 , 一次可產數百個或數千個卵 , 可提供充足
的實驗樣品 , 許多魚種在生殖季期間 , 只要緩和擠壓魚體腹部 , 即有大量
精、卵自生殖孔排出。某些魚種 , 例如 : 斑馬魚 (zebrafish) 、稻田魚 (me-

daks) 及斑慈網 (zebracichlid) , 因有透明的卵鞘 , 使得胚胎發育過程的觀
察及操作容易許多。魚類的演化地位特殊 , 介於高等脊椎動物與低等無脊
推動物之間 , 適合做分子演化的相關研究。可提高魚類之經濟價值 , 如加
速成長、抗寒、抗病性。

二、基因轉殖技術

動物基因轉殖之主要構成因素 , 可分三部分 : ←)載體 (vector) 的構
築 ;(. 二)啟動園子 (promoter) 與強化因子 (enhancer) 的應用 ; 但)基因轉殖之
方法。

(一) 、載體 (vector)

1. SV40 載體
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SV40 載體 , 是傳遞外來DNA 進入動物細胞最常用的載體。其

DNA 為一個以共價鍵連接的圖環。其長度約為5,200 鹼基對 , 可分為
「早期基因 J (early) 及「晚期基因 J (late) 區域。早期基因在整個溶

裂循環 (lytic cycle) 過程均能表現 , 而晚期基因僅於病毒的DNA 開始
複製後才表現。在早期基因與晚期基因之間 DNA 上含有一段控制
DNA 複製的始點 (origin of viral DNA replication) 。早期基因產
物 , 大 T 抗體 (large T antigen) 是導致「非容許性 J (nonpermiss-

ive) 細胞 ( 病毒不能在其體內完成複製的細胞 ) 的惡性瘤的物質。其
也為促使病毒 DNA 在容許性細胞中複製的因子。晚期基因的職司 ,
為製造病毒的被囊體 (Capsid) 蛋白質 , 或稱病毒的外殼。

利用 SV40 病毒為轉殖基因載體的途徑有二。其一為製造 SV40

DNA 與外來DNA 片段的重組體 (recombinants) 然後將其移入容許的

細胞中 ? 產生含有重組DNA 的病毒顆粒。另外一種方法 , 是製造SV
40 DNA 與外來DNA 片段的重組體如前途 , 但是不形成病毒顆粒。重
組後的DNA 可以移入細胞內暫時地以類似質體 (plasmid -like) 的形
式自行複製 7 或插入細胞染色體中成為染色體的一部份。

任何帶有 SV40 複製始點的DNA 均能自行複製插入 SV40 中的外來
DNA, 至少暫時會隨之在細胞染色體外開始複製。含有 SV40 複製始

點及外來基因的重組 DNA, 於進入 COS 細胞後會大量複製。因此在
這種似質體的DNA 上外來基因 , 其轉錄機轉得以研究。在一個實驗
中 (35) 學者發現 7 外來的戶一球蛋白 ({J - globin) 基因 , 能正確地開始
轉錄 , 而且產生經過適當接合 (spliced) 的mRNA( 圖一 ) 。

2. 乳頭狀瘤病毒載體
另外一種在真核細胞中從事基因傳遞的 DNA 病毒媒介 y 是牛類

乳頭狀瘤病毒 (bovine papilloma virus; BPV) 。這種病毒能引起家
畜的腫瘤 q 其DNA 為環狀 u 長度為 8,000 鹼基對 , 能轉化某些白鼠細
胞為惡性瘤的形態。在轉化的細胞中 , BPV 的DNA 仍為環狀 , 且不
與細胞的染色體結合。每一個細胞中含有大約 30 至 100 個這種病毒
DNA 。這種現象 , 首先清楚地顯示 , ["" 質體 J (plasmid) 類的DNA 能
夠在真核細胞中穩定地存在。利用這種病毒 DNA, 我們可以將其他
的基因傳遞於白鼠細胞中。在白鼠細胞中帶有外來基因的病毒
DNA, 仍然獨立存 , 不與細胞的染色體合併。例如 y 老鼠的膜島
素 (insulin) 基因 , 掃於BPV 病毒的DNA 中 (36) 然後用以轉化白鼠細
胞。在白鼠細胞內 ? 此種重組DNA 形成 30 至 50 個類似質體 , 且產生
大量的膜島素mRNA 及其蛋白質 ( 圖二 ) 。

BPV 病毒DNA 上如果插有pBR322 質體的序列 , 則能往返大腸菌
及自鼠細胞間 , 作為能夠傳遞外來基因於這兩種生物細胞的載
體。(37)
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3. 逆轉錄病毒載體
逆轉錄病毒 (retrovir1 叫也可用作傳遞外來基因至真核細胞的媒

介。逆轉錄病毒含有一個RNA 分子 , 後者的 5' 端有甲基化的頂蓋 (me-

thlated cap) , 而 3' 端有聚 A 的長尾 (poly -' A tail) , 女DmRNA 。在感
染細胞時 , 病毒的RNA 逆轉錄為雙股DNA, 此DNA 再插入細胞的基
因內。於插入後 , 此種先軀病毒 (provirus; 即併入之病毒DNA) 猶如
細胞的基因維持在細胞的染色體上。合併於細胞染色體中的前驅病
毒 , 其兩端有相同的 long terminal repeat(LTR) 序列 , 促使病毒基
因表現的唯一啟動子 (promoter) 便在LTR 中。而製造各種病毒蛋白質
的RNA, 會經過RNA 接合 (RNA splicing) 的控制。前驅病毒的
DNA, 如果經外來DNA 序列局部的置換 , 可用作傳遞基因至動物細
胞的工具。受這種重組 DNA 轉殖的細胞 , 能夠在LTR 序列處開始轉
錄而產生大量新的mRNAo

(二) 、啟動因子與強化因子的應用
研究人員發現利用 SV40 早期基因的啟動子 (promoter) 與其複製

始點重組時 , 發現 SV40 大 T 抗原啟動子前方的某些鹼基序列 y 能夠
大幅地增進其後幾乎任何啟動子的轉錄作用。這種稱為「增效序
列 J (enhancer sequences) 的SV40 片斷 , 長度為 72 鹼基對 y 且為前
後相連的重複單位 (repeated in a tandem fashion) 。這種 72 鹼基對
的重複序列 , 若同時與免子的戶一血球蛋白基因 , 連接於一個質體
中 , 然後移入人體細胞內 , 使能產生大量的戶一血球蛋白基因
mRNA 。反之 , 無增效序列的上述質體 , 則無產生戶一血球蛋白
mRNA 的能力。 (38)

已) 、基因轉殖之方法
1. DNA 沈澱法
-棋據白鼠細胞攝取 tk 基因的實驗,結果顯示 , 當 tk 基因與他種

DNA 共同用 Ca++ 沈澱移入細胞中後 , tk 基因以及部分的他種DNA,
均有插入細胞染色體的可能 ,DNA 上的磷酸鹽 , 若欲與 CaH 形成沈
澱 , 必須要達到一定量的要求。因此利用 CaH 沈澱 tk 基因時 , 經常
需添加大量的他種 DNA, 作為載體 (carrier) 以滿足磷酸鹽在量方面
的要求。在目前 , 我們還無法瞭解細胞優先攝取 CaH 沈澱的DNA 的
機制 , 利用這種共同轉殖的技術 , 幾乎任何選殖的DNA 片段 , 均可
進入培養的真核細胞。 (1)

2. 顯微注射法
DNA 也可以利用管尖極細 ( 0.1 至 0.5 微米 ) 的玻璃微量注射

管 (glass micropipette) 直接注入培養的細胞中。這種微量注射 (mi-

croinj ection) 的程序 , 需有相當精密的設備 y 於製造細長管尖時 , 需
用微量吸管拉長器 (micropipette puller) , 注射時需有固定管尖位置
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的微量操縱器 (micromanipulator)
, 這種技術的長處 , 為任何DNA

在原則上均可傳入任何種類的細胞內。而其缺點為其設備昂貴、操作

技術需要有相當時間的練習 , 及每次只能注射相當有限細胞。 (6)

3. 雷射法
把細胞和 DNA 溶液 , 經由雷射照射 , 使細胞膜短暫的形成小

孔 , 而DNA 就經由小孔進入細胞中 , 這種方法需要昂貴的雷射器
材。(6)

4. 電破法
在瞬間高揚下 , 細胞膜形成可逆的破裂 , 而形成孔 ,DNA 經由

細胞膜孔而進入 cell 中 , 當電場消失後細胞膜可再回復 , 使DNA 保留

在細胞內。
一般而言 , 細胞膜或是平面的lipid bilayer 膜 , 在極短時間內 ?

通 tJ 高電場 , 會造成細胞膜的導電性和滲透性增加 (39,40) , 如果電場
增加至某種程度 , 則會造成細胞形成孔 , 這種現象被稱為電性破
裂 (electrical breakdown) 是屬於可逆性的破裂 , 如電場再增加 , 使
細胞孔變得更大 , 形成不可逆性的破裂 , 會造成細胞死亡。這種現象
可用下列公式表示 (41,42,43)

.,

3
﹒ E﹒ω公式ω

6.V= 膜電壓
r= 細胞膜半徑
。 = 細胞膜上一點和電場線的夾角

E= 外加電場

因細胞膜是phospholipid bilayer 組成
, 導電性低 , 當細胞溶液

通電後 , 溶液中的離子就延著電場線運動 , 遇到低導電性的細胞膜 ,

離子就堆積在細胞膜 , 形成膜電壓 ( 6. V) , 由公式 (1) 得知 , 外加電
場愈大 7 膜電壓也就愈大 , 當膜電壓大過細胞膜所能忍受閥值 , 就會
形成孔 , 如膜電壓和細胞直徑成正比 ( 公式 1) , 所以在相同的外加
電場下 7 大細胞會先破裂 , 而小細胞保持完整 7 如圖三所示 : 注意電

= 金三三支主三毛三

二三三芸芸芸主
圈三細胞形成孔與細胞大小 1l 電場方向的關條
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場線的變化。
而膜電壓和電場線方向成正比 , 所以當電場慢慢上升到細胞溶液

中 , 接近電場線的地方先破 (Gos 0 �

=1, Coo 90 �

C =0) 如圖四所示 ,
注意平行電場線的地方先破。最先利用電穿孔轉移感細胞成功的是
Neumann et al.(43), 他提出電穿孔的模式如圖五 : (a)DNA 和細胞

液 , 受外加電場 (E) , 而形成孔。 (b)DNA 由細胞破裂進入細胞中。 (c)
DNA 再和核仁結合。 (d) 完整的細胞膜。 (e) 受到電場影響而形成孔的
細胞膜。
5. 電破法儀器種類
電破法儀器依電場輸出方式可分為 : (a) 電容器放電 , (b) 電源供

應器直接放電 (21,22) 。

(a) 電容器放電 : 電流先脖藏在電容器中 , 需要電場時 , 才由電容
器 , 輸出瞬間高壓高脈 , 但是其輸出電壓和輸出時間成一個尖
鋒(peak) 關係存在如圖六 , 其電脈強度和電脈時間不易控制。

(b) 電源供應器直接放電 : 瞬間高壓電 , 直接由 power supply 輸出 ,
在某一電脈時間內 , 其電壓為一固定值 , 即輸出電壓和輸出時問
成一方形關係存在 , 如圖七 , 其電脈強度和電脈時間 , 較電容器
放電精確 , 如Beak 2000 , 電穿孔儀器即是。

6. Beakon 2000 電破法之儀器

Beakon 2000 電破法儀器主要分為兩部分說明 : (a) 電壓輸出主機
體(controller) , (b) 電穿孔反應器 (reactor )( 圖八 ) 。

(a) 電壓輸出主機體 : Beakon 2000 有五種可調節的參數 :

�G-@
(a)

-hu ( ι )

1 喃喃甘于 1 治們
也品品 Jj\Jy�

ρ怠宗有
岡山

(e)

圈四 電穿孔法轉移 DNA 到細胞之間解
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圈六

(1) 電壓 : 輸出電壓的範團由 O.lKV 至 10KV, 最大電流是40mA 。

(2) 電脈時間 (pulse time): 電脈的定義是突然很強的增加電流。電脈
時間範圈由 0 到 160 μ see, 是屬於方形電脈輸出方式。

(3) 電脈數目 (number of pulses) : 電脈數目範園由 2 。到少。
(4) 電穿孔時間 (burst time) : 電穿孔時問可用下列公式表示。
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Beakon 2000 電穿孔儀器參數之相互圖解關條圈七

CA 只只
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�
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Beakon 2000 電穿孔儀器圖解圈八

TB=TA +TR

T B = Bur 叫 time ( 電穿孔時間 )

T A = Action time = 真正電穿孔時間

= 電脈時間×電脈數目
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Day No.

volts Day 0 Day 1 Day 2 Day 3 Day 4

�1�0�0"� �1"��(�1�0�0�0�7�0�) �4�6�(�4�6f��) 34(34 % ) �3�2�(lãv„�) 30(30% )

的∞ �1"��(�1�0�0�%�) v„�(�6�5�%�) 56(56070) �5�4�(�5�4f��) 52(52%)

�7�0"� �1"��(�1�0�0�%�) 62(62%) 54(54%) 54(54%) 50(50%)

�5�5"� �1"��(�1�0�0�%�) 80(80% ) 70(70%) v„�(�6�9�%�) 57(57%)

�4�0"� �1"��(�1�0�0�%�) 89(89%) 85(85%) 82(82%) 80(80%)

�2�5"� �1"��(�1�0�0�%�) 97(97%) 91(91 %) 90(90% ) 84(84%)

Control 96(100% ) 92(92%) 85(88.5%) v„�(�8�8�.�5�%�) 76(79.2%)

TR=Relaxation time
(5) 循環次數 : 重覆(1) , (2) , (3) , (4) 設立的參數稱為一個循環 , 循環範
圈由 1 到無限多。

(6) 電穿孔反應器 : 主要功能是調節電極和細胞溶液表面的距離 , 可由
Dial 所示 ( 圖八 ) , 而細胞和DNA 溶液放在特殊電穿孔容器內 (recep-

tacle) , 再放入Reacor cavity 進行電穿孔。

三、計劃執行成果

電破法實為較適合魚類的生殖策略 ( 卵數多 ) 的基因轉殖法。斑慈鋼
一次可產400 - 800 顆卵 , 即若能成功地以電破法進行轉殖 , 則可使斑慈網
成為更佳之轉殖魚類模式系統。參考 Baekon 2000 所提供之電破法參數 ,
先固定五個參數 : Tb=0.8sec, Tp=160us, Np=64, Cy=5, D=lmm ,
改變不同電壓大小 , 先不加質體DNA, 對斑慈網不同細胞期魚卵進行電
穿孔 , 觀察電壓大小對其存活率的影響。表一為發育至桑權期 (morula) 的
魚卵 , 施以不同電壓後至其孵化之存活率比較。施以 7000 伏特以上電壓
後 , 馬上可見大量魚卵死 , 在顯微鏡下觀察可見大部分魚卵是因卵黃部分
受到嚴重傷害而致死 , 肉眼即可見魚卵反白 , 至第四天孵化後 , 其存活率
白4000 伏特以下與未施電破之控制組沒有明顯差異 , 而 5500 伏特存活率只
有57% , 見圖九及表一 , 此次實驗所用魚卵為同一對魚一次所生共 696

顆。表二及圖十為胚胎在一個細胞期時 (1 cell stage) 施以 4000, 時 00,

7000 伏特三種電壓 , 其卵發育至孵化之存活率比較 , 由結果可見當施以

-‘

SUR VIV AL RA TE AFTER ELECTROPORA TION:

Numbers of survival and survival rate of zebracichlid embryos
until hatching after electroporated at morula stage with different

voltages.

一 38 一

表



Day No.

volts Day 0 Day 1 Day 2 Day 3 Day 4

7000 �1"��(�1"�f��) 59(59070 )  ��(�4�4�%�) 33(33%) 29(29%)

5500 �l"��(�1�0�0�%�) 54(54%) 39(39%) 24(24%) 24(24%)

4000 �1"��(�1�0�0f��) 90(90% ) 72(72%) �5�7�(�5�7Tü�0�) 57(57%)

Control 91(100%) 90(98.9% ) 79(86.8%) 61(67%) 57(62.6%)
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Day No.

volts Day 0 Day 1 Day 2 Day 3 Day 4

7000 + �1"��(�1"�f��) 51(51070) 34(34070) 20(20070 ) 20(20070 )

5500

4000 �1"��(�1�0�0�0�7�0�) �7�9�(�7�9Sî�0�) �6g��6�2�0�7�0 ) 46(46070) �4�6�(�4�6f��)

Control 91(100070 ) 90(98.9070 ) 79(86.8070) 61(67070) �5�7�(�6�2�.�6v„�)

4000 伏特電壓時 , 卵的存活率與未施以電壓之控制組沒有差異 , 而 5500 伏

特與 7000 伏特至孵化時存活率不到 30% 。表三及圖十一與表二及圖十為同
一批魚卵 591 顆 ? 但是至其發育至2-4 細胞期才施以電壓 , 結果可見施以
5500 與 7000 伏特之存活率只有 20% ' 不到 4000 伏特的一半。表四及圓十二

為魚卵發育八個細胞期才施以不同電壓 , 至魚卵孵化其存活率之比較。此
次7000 伏特以上 ? 魚卵只有4% 的存活率 , 5500 伏特有 32% 存活率。同一

批卵施以 7000 及 5500 伏特兩種電壓 , 此次電破時以 100ugfml 之 pmiwZ 質

體DNA 溶於一次水中 , 每次處理 50 顆卵 , 電擊反應容器 (receptacle) 總體

積為 500ul , 結果由表五及國十三。可見施以5500 伏特與 7000 伏特孵化時
之存活率沒有顯著差異 , 約為 25% 。而未施以電壓之控制組存活率為
90.5% , 可見此批魚卵之卵質甚佳。

SUR VIV AL RA TE AFETR ELECTROPORA TION:

...

Numbers of survival and survival rate of zebracichlid embryos

until hatching after electroporated at 2-4 cell stage with different

voltages.
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Day No.

volts Day 0 Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Dan 5

�1�0�0"� �5�0�(�1"��0�7�0�) 14(28%) 2(4%) �2�(�4eå���o�) �2�(�4f��) 2(4% )

的∞ �1�0�0�(�1"��%�) 26(26%) 9(9% ) 9(9% ) 9(9% ) 5(5% )

�7�0"� �1�0�0�(�1"��%�) 32(32%) 5(5%) 5(5070) 5(5% ) 4(4%)

�5�5"� �1�0�0�(�1"�f��) 58(58%) �3�5�(�3�5v„�) 34(34 %) 33(33 %) 32(32% )

�4�0"� �1�0�0�(�1"��%�) 79(79% ) 61 (61 %) 58(58%) 57(57%) 55(55%)

�2�5"� �5�0�(�1"��%�) 45(90% ) 39(78 %) 37(74%) 37(74%) 37(74%)

Control �7�4�(�1"��%�) 73(98.6%) 68(91. 9 % ) 68(91.9%) 68(91.9% ) �6�7�(�9�0�.�5f��)

SUR VIV AL RA TE AFTER ELECTROPORA TION:

Numbers of survival and survival rate of zebracichlid embryos

until hatching after electroporated at 8 cell stage with different

表四

voltages.
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圖十二

pmiwZ 為含有 1acZ ( (3 - galactosidase gene) 之質體 ? 為一很好

測試其表現的 reporter gene 。魚卵孵化一天後 ( 體長約5mm) , 偵測其
(3 - galactosidase 在胚體的表現。若胚體某一特定細胞有戶 - galactosid-

ase 表現 , 貝 U (3 - galactosidase 會將滲入胚體中之x - gal ( lactose 之類同
物 ) 分解 , 氧化而呈現藍色。施以 7000 伏特電壓之 14 隻孵化稚魚 (larva) 有
11 隻有 (3 - galactosidase 表現。施以 5500 伏特電壓之 25 隻稚魚 , 有 11 隻有

(3 - galactosidase 表現。施以 7000 伏特電壓時 , 有 28% 魚卵會存活至孵

- 41 一



Day No.

volts Day 0 Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Dan 5

7000 �5�0�(�1"��0�7�0�) �2�0�(�4�0f��) 16(32070 ) 16(32070) 16(32070) �1�4�(�2�8Så0��)

5500 �1�0�0�(�1"��0�7�0�) �4�8�(�4�8Så0��) 28(28070 ) 26(26070) 26(26070 ) 25(25070)

Control �7�4�(�1"��0�7�0�) �7�3�(�9�8�.�6f��) 68(91.9070) �6�8�(�9�1�.�9Sï0��) 68(68070) 67(90.5070)

SUR VIV AL RA TE AFETR ELECTROPORA TION:

Numbers of survival and survival rate of zebracichlid embryos

until hatching after electro po rated at 8 cell stage with 100ug/ml

pmiwz plasmid DNA.
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化 , 其中有 71.4% 有戶 - galactosidase 活性表現 ; 施以 5500 伏特電壓時 ,
有 25 % 魚卵會存活至孵化 , 其中有的 % 表現戶一 galactosidase 活性。

而且由胚體之呈色 , 可明顯觀察到受 7000 伏特比 5500 伏特的胚體 , 其
B - {!alactosidase 表現強了許多 , 且分布之細胞範圍較廣 , 但仍均為鎮最
狀分布 , 因此可知 7000 伏特與 5500 伏特之存活率沒有差異 , 但轉殖效果及
表現率 7000 伏特較5500 伏特為佳 , 故 7000 伏特為較5500 伏特為更適當之轉

殖條件。但同樣施以 7000 伏特電壓 , 由胚體呈現藍色程度及分布可明顯看
出不同仔稚魚其 f3 - galactosidase 表現程度有所差異。

全軍
目目

將外來基囡轉殖入動物體內 , 已發展出多種方法。例如 : 以顯微注射
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法 (microinjection) , 以重組反轉錄病毒 (recombinant retrovirus) 感染 ,
及經由 embryonic stem cells 或 teratocarcinoma cells 進行轉殖 y 均已在

老鼠上發展成功 (45) 。而以電破法 ( electroporation) 進行基因轉殖 p 已在

各種不同型態的細胞轉殖成功 , 包括培養的細胞株 , 哺乳類的prImary

cell cultures, embryonic stem cell , 植物protoplasts 及細菌等。而魚類
的細胞株亦以電破法轉殖成功 (46) 0 Inoue et al.(1990) 首先將帶有虹縛生

長激素 cDNA 之質體DNA 以電破法對稻田魚未分裂之受精卵進行轉殖 ,
成功得到基因轉殖動物。 Inoue et al. 的結果顯示以稻田魚未分裂之受精

卵 , 進行轉殖 , 成功得到基因轉殖動物。 Inoue et al. 的結果顯示以稻田

魚未分裂之受精卵進行電破轉殖 , 其轉殖效率 (4% ) 遠比以卵母細胞進

行顯微注射轉殖之效率 ( 27 % ) 為低 , 但因電破法一次可轉殖大量受精
卵 , 可彌補其轉殖效率低的缺點。而 Powers et al. 以電破法進行斑馬魚末
去除卵鞘的受精卵轉殖 , 其轉殖率為 25% 至 75% , 由此結果更加顯示電破
法實具有十足潛力 , 可取代顯微注射法成為魚類基因轉殖 (gene transfer)

的主要方法。尤其是對海水魚而言 , 其生殖策略為產卵量多 , 但存活率
低 , 且海水魚生殖季短 , 以顯微注射法轉殖之效率太低 , 故本計劃擬發展
電破法為魚類基因轉殖的主要方法。

而斑慈網囡一次產卵量為 400 -- 800 顆 , 且卵鞘柔軟 , 因此本實驗室希
望能將其發展成為電破法轉殖之模式系統。此次實驗轉殖含有戶 - galact-

osidase 之質體pmi wZ , 因戶 - galactosidase 為一很容易偵測的 reporter

gene' 故轉殖此基因能快速找到斑慈觸電破轉殖之較佳條件。因電破法為
將魚卵浸在DNA 溶液中 , 故只要能與外界DNA 溶液接觸的細胞均有可能
有DNA 進入其細胞質中 , 所以電破法應可適用於多細胞胚胎的轉殖 , 如
此則可有效地延長基因轉殖的時間 , 自一個細胞期至多個細胞期皆可。此
次實驗以八個細胞期之斑慈鋼受精卯進行電破轉殖 , 以 100ug/ml pmiwZ

之DNA 濃度下 , 固定Baekon 2000 之其他主個參數 : Tb=0.8, Tp=

160us, Np=64, Cy=5, D=lmm , 以 7000 伏特及5500 伏特兩種電壓進行
電破轉殖。結果 7000 伏特與 5500 伏特之存活率沒有差異 , {旦 f3 - galactos-
idase 活性偵測顯示 7000 伏特之轉殖效果比 5500 伏特好得多 , f3 - galactos-
idase 分布區域較廣 , 表現亦較廣。但以 7000 伏特電破轉殖 , f3 - galactos-
idase 之表現仍為鍍蔽性 (mosaic) 分布於全身各組織。以八個細胞期的電

破轉殖條件為基礎 , 應可推廣至其他細胞期進行轉殖。而以 f3 - galactos
idasel!treporter gene 找到電破轉殖的條件後 , 可用不同的具有組織特異
性 (tissue - specific) 的起動子 (promoter) , 連接戶 - galactosidase 基因 ,
趨動戶 - galactosidase 表現 , 並以斑慈網為模式魚種研究組織特異性之基
因表現與調控。而海水魚的電破轉殖亦可以此 reporter gene 進行 , 幫助
其快速找到轉殖所需之條件。以 Baekon 2000 對斑慈鋼八個細胞期的受精
卵進行電破轉殖 , 約有 20% 的魚卵存活至孵化 , 而其轉殖基因表現率為
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44 % - 71.4 % 0 Inoue et al.(1990) 以 Shimadzu GTE - 1對稻田魚未分裂

受精卵進行電破轉殖 , 亦約有25% 的孵化率 7 但其中只有4% 偵湖到帶有

外來基因。斑慈網之轉殖效率遠比稻田魚高 , 可能是因為斑慈網具有柔軟
的卵鞘 , 而稻田魚的卵鞘較為堅韌。而Powers et al. 對斑馬魚末去除卵鞘

受精卵進行電破轉殖 7 有 25 % - 75 % 帶有外來基因 ? 與斑慈網之轉殖效果
相當。
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