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摘 要 应用地高辛标记探针对转 C3D 基因（猪生长激素基因）猪染色体进行原位杂交，经胶体金抗体、银增强放

大系统检测外源 C3D 基因在染色体上的整合位点。研究表明，转基因阳性个体间外源基因整合位点存在差异，但

对个体而言，外源基因总是集中分布于某一特定的染色体上。本研究将为探究外源基因整合位点与其表达效率的

关系及今后定点整合的研究提供理论指导。

关键词 C3D 基因，转基因猪，染色体原位杂交，基因定位
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虽然早在 0% 年代 E=FG5H5=［!］首次报道了猪红

细胞抗原 I 和 J 基因的连锁关系，但是对家猪（ 3)&
&(*(-+ K*）染色体的研究，很多工作集中于核型、高

分辨率带型等方面［$ L "］。随着技术的不断发展，有

关猪基因定位的工作取得了长足的发展［1 L !!］，至

!222 年已将 $1& 个基因和标记位点定位于家猪 !1
对常染色体和 ! 对性染色体上［参阅 AMMC：NNOOO*
M(?)(?H5* ;=G- * PGN)>@NC;>N@.M(N>5=5N@AG(:(N］，然 而 基 因

定位在转基因猪研究中却鲜有报道［!$，!#］。此外，在

快速生长瘦肉型转基因猪研究中发现，经鉴定为转

C3D 基因阳性的个体，其表现性状也不大相同，除正

常个体外，一部分猪往往有胃溃疡、嗜睡、怕热、生育

力下降和食欲不振等症状。为探究其中原因，也需

要对转基因猪进行外源基因定位的研究，找出外源

基因整合位点及其表达与动物生理状态之间的关

系，为今后定点整合的研究提供理论指导。本研究

的出发点正是出于这一考虑。

$ 实验材料和方法

$%$ 染色体玻片制备

于耳缘静脉，无菌采集转 C3D 基因阳性猪和正

常猪血液，每 %Q&:K 血接于 6Q&:K 含有 !:>RDE（广

州医药工业研究所）、!%S 7TU（3;V@(）、!%%%?N:K 青

霉素（哈尔滨制药厂）、!%%%!>N:K 链霉素（华北制药

厂）的 WR,X/!06%（3;V@(）培养基中。#"Y培养 "$A，

间或摇动，于细胞收获前 6A 加入 %Q%$!> 秋水仙碱。

按常规外周血淋巴细胞染色体标本制备方法制做染

色体玻片标本，6Y保存备用。

$%& 探针的制备

用限制性酶 3&4X 切割 CU,4R3D 质粒（图 !，该

质粒由本实验室构建，含有猪生长激素基因全序列

R3D 和羊金属硫蛋白基因启动子 Z,4，C[I!2 为载

体），然后以低熔点琼脂糖凝胶回收 2%%VC（C[I!2/
Z,4）片段［!6］。

图 ! CU,4R3D 质粒图谱及 3&4X 酶切位点

7;>*! 4A5 :-C (P C)-H:;F CU,4R3D -=F MA5 3&4X @?MM;=> H;M5H
\(?V)5 -GG(O ;=F;@-M5H MA5 HMG?@M?G5 (P CG(V5



!"# 非同位素标记探针

回收 的 !""#$ 片 段 用 随 机 引 物 法 以 %&’())(
*+,- 标记（./012&3’02 453310&6 非同位素标记试剂

盒）。

!"$ 原位杂交

!"$"! 在染色体标本需要杂交的部位，滴加 )""!’7
68 的 9:5;0 溶液，于 <=>水浴保温 )1，以除去内源

性 9:? 的干扰。

!"$"% 酶消化结束后，玻片用 @ A BBC 液洗 D 次，每

次 @6&3。用 ="E、F"E、!"E、!GE、)""E冷乙醇于

H @">逐级脱水，室温下干燥。

!"$"# 染色体标本变性：将变性液（)"E @" A BBC、

@"E **I@J、="E 甲 酰 胺）滴 加 在 染 色 体 标 本 上，

=">保温 @6&3。

!"$"$ 快速转移到 ="E冷乙醇中，重复 !"$"% 的脱

水步骤。

!"$"& 在干燥后的玻片上滴加含有经 =">变性探

针的杂 交 液（G"E 硫 酸 葡 聚 糖 甲 酰 胺、)"E @" A
BBC、G"" 倍于探针的鲑精 %:?、@"3’7!8 标记探针），

覆以盖片，<=>水浴杂交 )K1。

!"$"’ 杂交后的标本用 G"E甲酰胺、@ A BBC 洗涤 G
次，每次 G6&3。

!"& 原位杂交信号的增强与放大（免疫金胶抗体法）

经 @ A BBC 洗涤的玻片在 -.B 中洗 ) 次，并保持

玻片湿润。在玻片上加入 )"!8 胶体金标记的抗 %&’
抗体（具体步骤按 ./012&3’02 453310&6 公司的试剂

盒说明书进行），盖上盖片，室温反应 )1。用 -.B 洗

片 ) 次，@""68 去离子水充分洗片 G 次，以去除氯离

子。在玻片上滴加新鲜配制的银增强试 剂（./0(
12&3’02）)""!8，于潮湿器皿内室温、避光反应 <"6&3，

结束时以去离子水洗片数次以终止反应。玻片自然

风干。

!"’ 染色体 L(显带

将染色体标本用 "M"@GE胰酶溶液（$I=M"），于

<=>消化 )6&3。用 $IKMF 的 -.B 缓冲液冲洗数次

后，以 )"E姬姆萨液染色 )G6&3。用去离子水冲洗

干净后于室温空气干燥，镜检。选择分散良好的分

散相进行拍照、记录，将所得数据作统计分析。

% 实验结果

实验处理后的染色体标本在油镜下观察，选择

染色体平直、分散良好、带型清晰的中期相进行分

析。由于材料所限，我们仅对 < 头转基因阳性猪作

了分析，通过计数不同染色体上银颗粒的数量，按下

式计算出每条染色体上银颗粒分布的机率（如表 )
所示）：

银颗粒分布机率（E）N 3 号染色体上银颗粒总数
基因组全部染色体上银颗粒数

A )""E

表 ! 转 )*+ 基因猪外源基因定位结果

,-./0 ! ,10 2-3- 45 67 8639 1:.;626<-3647 54; 310 0=4>07498 )*+ >070 /4?-/6<-3647 45 310 )48636@0 3;-78>076? )6>8

:/O B0P %5Q5 8/R5Q&/3

:/O /S R12 O @ K = )@ )< )G

@<@< ! :/O /S ’25&3; ) < K ) @ @ =T)D

L25&3 95Q&/（E）" = @" D" = )< )<

:/ /S R12 O ) @ G K ))

)!"D # :/O /S ’25&3; < @ ) = @ K$)@

L25&3 25Q&/（E） @" )< = D= )<

:/O /S R12 O @ G K F )< )K

K"DD # :/O /S ’25&3; ) < @ G @ @ F$@@

L25&3 25Q&/（E） = @" )< << )< )<

"L25&3 25Q&/ N L25&3; /S ;&3’U0 R12/67L25&3; /S Q/Q5U R12/6（ A )""E）

根据统计结果，外源 $LI 基因分别定位于 =T)D

（@<@< 号猪）、K$)@（)!"D 号猪）和 F$@@（K"DD 号猪）。

图 @ 是 @<@< 号雄性转基因猪原位杂交后染色体中

期相，箭头给出了杂交位点；图 < 是银颗粒在 )!"D
号阳性母猪染色体上分布的直方图。

# 讨 论

虽然国内外许多学者应用基因定位技术研究了

染色体上基因的位置及数量［)G，)K］，但很少将之用于

转基因动物外源基因定位的研究，根据本室以往的
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图 ! !"!" 号阳性猪染色体中期相与 #$$%&
&’()#*+,- 探针原位杂交后 . 显带

/012! !" #$%& 34%5060789:; <093 93= &5:%= :> #$$%& ,-*&’()#
0; 8 ?=98&38@= @&5=86 :> A:2!"!" 958;@1=;0B &01
-3= @0CD=5 1580; 0;60B89=6 %4 8; 855:< <=5= C:B89=6 :;

93= EF)G，H55:< 0;60B89=@ @0CD=5 1580; C:B89=6 :; EF)G

图 " 染色体原位杂交后，银颗粒在 )#$G 号阳性

转 &.I 基因猪染色体上分布的直方图

/012" -3= 30@9:158? @3:<0;1 93= 60@950%J90:; :> @0CD=5 1580;@ :;
93= ?=98&38@= @&5=86@ :> 93= A:2)#$G 958;@1=;0B &01

K8B3 6:9 5=&5=@=;9=6 8 1580; :%@=5D=6 :; 8 @&=B0>0B B35:?:@:?=，

8;6 93= =L:1=;:J@ &.I 1=;= <8@ C:B89=6 :; 93= M&)!

经验与研究成果［)!，)"］，我们再次选用该方法对转

&.I 基因猪进行外源基因定位研究。而染色体原位

杂交是进行基因定位的核心工作，该技术自 )#M# 年

开始用于动物和人类的 NAH 特异性片段及基因定

位以来［)E］发展很快，特别是近十余年来非放射性探

针染色体原位杂交技术已广泛用于基因和特异性

NAH 序列定位、染色体片段鉴定、远缘杂种分析以

及物种系统发育等方面的研究［)O P !!］。其中，选择适

当的探针标记方法是这一工作成败的关键。鉴于

NQ. 标记系统可以提供与同位素相同的敏感性，且

快速、安全、方便，所标记的探针可保存超过 ) 年，经

过 H;90*601:L01=;0;*1:C6 和 R0CD=5 =;38;B=?=;9 5=81=;9@
显色后，可在光镜下直接观察，标本可长期存放，而

且经 NQ. 标记的探针其灵敏度比其他非同位素法

（如 光 敏 生 物 素 标 记 法）为 高，杂 交 背 景 浅，显 色

深［!!］，因而成为我们首选的探针标记系统。

鉴于 猪 内 源 性 &.I 基 因 定 位 于 )!&)G 位

置［)$，!" P !S］，而实验结果未发现在 )! 号染色体上有银

颗粒分布，说明所设计的探针具有很高的特异性，完

全排除了内源性 &.I 基因的干扰。从实验结果看，

外源 &.I 基因在转基因猪的染色体上是随机整合

的，但对某一个体而言，外源基因的整合总是集中于

某一号染色体上，而且不存在同一条染色体不同位

置有多处插入位点的现象。另外，外源基因总是整

合于一对同源染色体中的一条上，是随机整合还是

对某条染色体有偏倚，还需实验证明。比较而言，转

基因阳性个体体型均较对照为大，生理指标与对照

有差别（&.I、性激素等），这可能与外源 &.I 基因的

整合及表达有关。根据目前情况，应用染色体原位

杂交技术来研究转基因动物外源基因整合及其效应

的关系，以基因定位结果来探讨外源基因整合位点

周围 NAH 序列的结构与功能，一方面可为将来外源

基因定点整合的研究提供参考，另一方面也为深入

探讨为外源基因整合所导致的生理变化等基因理论

研究打下基础。
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