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摘 要 利用体细胞基因打靶与核移植技术制备动物乳腺生物反应器是当今转基因定位整合表达的一种新技术。

分别克隆山羊的!.酪蛋白基因 %D调控区的 2E#FG 片段，外显子 =、外显子 1 和 / 三个基因片段，并与克隆的人 HI3 突

变体 ?J*3 一起构建了含有 ;5’ 和 HF 正负筛选标记基因的!.酪蛋白基因打靶载体 IKLM$HI3，并验证了 $%( 基因、/3 基

因以及 MN5.O’CI 系统的有效性。将线性化的 IKLM$HI3通过电转染整合到山羊胎儿成纤维细胞基因组中，利用 K$01 和

K3*M 进行抗性细胞克隆的药物筛选，初步获得抗性细胞克隆 !$$ 个，IMP 检测后获得阳性细胞克隆 #0 个，其中初

步验证 ! 个细胞克隆转植基因整合位点重组后的基因序列正确，并且该细胞克隆能够有效扩增。这为下一步基因

打靶体细胞核移植制备山羊乳腺生物反应器奠定了基础。
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在制备转基因动物过程中，由于外源基因在基

因组中随机整合而带来的“位置效应”，使得外源基

因在宿主动物体内的表达大多停留在一个较低水

平，且个体间表达水平差异很大。为此，国内外学者

对影响外源基因在体内表达的各种调控成分进行了

大量的研究，但无法得到生物自身内源性调控元件

原有功能的正常体现。而外源基因在基因组中定位

整合却能较好地克服这一难题，于是许多学者已开

始利 用 基 因 打 靶 技 术 进 行 转 基 因 的 定 位 整 合 研

究［0 R 2］。

将外源基因定位整合到家畜体细胞的乳蛋白基

因座，通过转基因体细胞核移植制备动物乳腺生物

反应器，将充分利用内源乳蛋白基因固有的高效表

达调控机制［=］。!""" 年，+?MN5,H: 等首次利用无启

动子载体的基因打靶技术，把 .45.667 基因连接体

定位整合到绵羊胎儿成纤维细胞的"0.原胶原基因

座上，并通过体细胞核移植获得了 ! 只成活的转基

因克隆绵羊。 667 在乳腺中的表达量达到 2%"#AS
7O，而同期随机整合 667 的绵羊最高表达量为 01

#AS7O
［!］。这些结果初步显示了基因打靶制备乳腺

生物反应器的优越性。

本研究即是以山羊的!.酪蛋白基因为靶基因构

建了含有 $%( 和 /3 正负筛选标记基因的打靶载体，

并通过对 O’CI 位点间 $%( 基因的有效删除，中靶细

胞 $%( 基因和 /3 基因的抗性筛选等试验，验证了基

因打靶载体的有效性；利用电击转染获得了 "/.869
定位整合的体细胞，这为下一步基因打靶体细胞核

移植制备山羊乳腺生物反应器奠定了基础。

’ 材料与方法

’(’ 材料

’(’(’ 载体构件和质粒：通用型打靶载体 TO’CI;5’
由杨晓教授惠赠，:H.I37 ?J*3 由本室保存，TK6+.4
载体购自 IN’75A, 公司。

’(’() 工具酶与试剂盒：J*3 提取试剂盒、质粒纯

化试剂盒和 IMP 产物纯化试剂盒等分别购自 IN’.
75A,、QU3K6* 等公司，限制酶、4$J*3 连接酶、V(5.
;’< 酶、O3.4,W 酶和 MN5 重组酶等分别购自大连宝

生物公司和 *6L 生物公司。

’(’(* 引物合成与基因测序：引物在本所 3LU1/"/
型 J*3 合成仪上合成，基因序列在本所 #0"" 型遗

传分析仪（3LU）上完成。扩增山羊!.酪蛋白 %D端调



控区的上游引物：!"#$%&$&&$’&’&&$%’’&&’$ &%$&%#("；下游

引 物：!"#&’$$%%$&$&’’$&&&’’&’$&’&&#("。 扩 增 )$#*+,
%-.+的 上 游 引 物：!"#’$&&’$&% ’’$&’’&’&’&&&%$%$&%#("；
下游引物：!"#$%’%&&$%&%’$&$$&$%’%&’’$%%#("。阳性细胞

克隆筛选用引物，上游引物在 ("同源臂内侧的 /01
基因上：!"#&’’%&’&’$%’&%’&%%$%$&$$%#("；下游引物在 ("
同源臂外侧山羊!#酪蛋白基因侧翼序列上：!"#’$&&’#
%’%’&%%’$$$’&’$’%$%%#("。
!"!"# 实验动物：关中奶山羊由西北农林科技大学

实验种羊场提供。

!"!"$ 细胞培养液与细胞因子：山羊胎儿成纤维细

胞培养用 -232、456、*56、丙酮酸钠、非必需氨基

酸、789!:胰蛋白酶#3-;+ 和青链霉素等购自 <=#
%>1/0 公司，?@AB、?+.C 和 DE4 等分别购自 ?E5CF 和

C)0,G%1/ 等生物公司。

!"% 方法

!"%"! H?5C!$*+ 的构建：利用关中奶山羊耳组织

提取基因组 -.+，进行!#酪蛋白基因 !"调控序列的

*CI 扩增，扩增产物克隆到 H?32#; 载体上，获得质

粒H?5C!。对 )$#*+, %-.+ 进行亚克隆，并在基因

的两 端 引 入 !"#"和 $#""酶 切 位 点，获 得 质 粒

H$*+，质粒 H?5C! 与 H$*+ 利用 !"#"位点进行连

接，获得质粒 H?5C!$*+，其中 ?5C! 的 J8(KL 片段作

为打靶载体的 !"同源臂。

!"%"% H?5C@$*+ 的构建：*CI 分别扩增山羊!#酪
蛋白基因外显子 M 的 ((7LH 序列和外显子 B N O 的

98@KL 序列，其中外显子 B N O 的 98@KL 片段作为 ("
同源臂。把扩增片段克隆到 HD1P*/01 中，使 %&’ 基

因位于外显子 M 与外显子 B 之间。然后利用 ()’"
和 *’+"把 H?5C!$*+ 定向克隆到 HD1P*/01 中，从而

构建了用于定位整合的打靶载体 H?5C@$*+。载体

可用 *’+"酶切线性化，+, 基因位于 ("同源臂外侧。

!"%"& D1P* 位点的有效性检测：按照试剂盒说明，

利用 CQ0 重组酶体外处理质粒 H?5C@$*+，检测 D1P*
位点的有效性。

!"%"# 山羊胎儿成纤维细胞的分离与培养：手术取

出妊娠 (!R 的关中奶山羊胎儿，去除头与肝脏后，用

胰酶消化法获得山羊胎儿成纤维细胞。培养液成分

包括 -232、A7:456、丙酮酸钠和非必需氨基酸等。

细胞在 (MS、!:CF9、饱和湿度情况下培养，原代细

胞培养 ( R 后冷冻保存。

!"%"$ 细胞的外源基因转染与阳性细胞克隆筛选

及鉴定：将 78B T A7M 细胞置于 78@%, 内径的电击杯

中，加入 A7 N 97#& 线性化 H?5C@$*+ 混匀，9@7U 和

J77#4 条件（5G1#I+-）下电击。转染细胞分散到 OJ
孔板中培养 9@) 后利用 ?@AB（J77#&V,D）和 ?+.C

（9#,1>VD）进行抗性细胞克隆筛选。提取抗性细胞

克隆的基因组 -.+ 进行 *CI 鉴定，对阳性克隆外源

基因重组区域进行基因序列测定来进一步验证。

% 结果与分析

%"! 山羊!’酪蛋白基因 $(调控序列的克隆与 )*’
+,$-./ 的构建

对获得的关中奶山羊!#酪蛋白基因 !"调控序列

的 J8(KL 基因片段进行 -.+ 序列分析，并用 5D+6;
在线软件（WWWX /%LG X />,X /G) X &1Y）对所测得的序列

与国内外山羊的!#酪蛋白序列进行了序列比较，发

现本研究获得的基因序列与国内山羊的同源性在

OO:以上，与国外山羊的同源性多在 O(: N OB:之

间。质粒 H$*+ 经基因测序验证后，与 ?5C! 片段连

接得到质粒 H?5C!$*+，酶切鉴定正确后进行基因连

接处序列测定验证（结果未显示）。

%"% )*+,#-./ 载体的构建与分析

*CI 扩 增 的 山 羊!#酪 蛋 白 基 因 外 显 子 M 的

((7LH 片段和外显子 B 到 O 的 98@KL 片段包含了内

含子 M 的部分序列，把 9 个片段克隆到 HD1P*/01 中，

即相当于使 %&’ 基因位于!#酪蛋白基因内含子 M 中

间。载体结构见图 A。基因连接处的测序结果正

确，即 )$*+, 的起始密码子与山羊!#酪蛋白基因的

+;?重合，未出现移码现象。打靶载体 H?5C@$*+
的酶切鉴定正确，结果见图 9：其中 *’+"V(-#"酶

切载体切出 @ 条带，大小分别为 B8!KL、@8AKL、(89KL
和 98JKL。

图 A 基因打靶载体 H?5C@$*+ 构建示意图

4G&XA C1/Z$Q[%$G1/ ’/R Z$Q[%$[Q0 1\ &0/0

$’Q&0$G/& Y0%$1Q H?5C@$*+
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! 讨论

基因打靶技术自上世纪 !" 年代出现以来得到

了国内外学者的重视，但直到 #""" 年 $%&’()*+ 等人

才获得首例体细胞基因打靶绵羊。至今体细胞基因

打靶过程中的诸多技术瓶颈仍然困扰着众多学者。

譬如，体细胞基因打靶时同源重组率非常低，而非同

源重组率又非常高；转染后的体细胞传代次数极为

有限，并易分化，难以用于核移植等。鉴于此，人们

探索了正负标记选择、启动子诱捕和 &’(,-./0 系统

等研究方法来提高同源重组的准确性和效率［!，1］。

国内外的同期研究，在所得到的几个体细胞基

因打靶动物的实验中，大多使用的无启动子载体，以

便利用内源基因调控序列指导标记基因的表达，从

而实现正向筛选。由于本研究的目的是使用山羊固

有的!,酪蛋白基因调控序列指导 *02 乳腺表达，并

且所 用 的 细 胞 为 易 于 核 移 植 的 胎 儿 成 纤 维 细

胞［3" 4 33］，因而很难利用启动子诱捕策略，而是选用

了正负筛选标记法。该方法的理论基础就是通过基

因打靶，把外源基因定位敲入到目标启动子下游使

其在内源调控成分的指导下有效表达。该策略弥补

了外源基因调控成分不全，排列顺序不当和表达抑

制的位置效应等缺陷。本研究构建的具有正负筛选

标记的打靶载体，在 !"# 基因的两侧插入 # 个同向

的 5./0 位点，以期利用 &’(,-./0 系统删除 !"# 基因，

以避免该基因的存在对 *02 表达产生不良影响。另

外，把 !"# 基因放在!,酪蛋白基因的第 6 内含子中，

以期利用该基因自身剪切机制有效删除 5./0 位点

的残余序列。对于 5./0 位点的有效性，周江曾对本

研究利用的 75./78(. 质粒进行过分析，该质粒在表

达 &’( 重组酶的 2$,9 菌中，# 个 5./0 位点间的片段

能被有效删除［3#］。本研究利用 &’( 重组酶在体外进

行了进一步验证。

本研究由于有效的使用了负向筛选标记，因而

在阳性细胞克隆的 0&: 初筛中得到了较高的阳性

率。但因为中靶体细胞在体外倍增次数有限（约 #"
次），估计一个细胞克隆能得到 3";级的细胞数，所以

很难得到足够的细胞基因组 <=2 进行 >.?*+(’8 杂

交鉴定。鉴于此，本研究对转植基因整合位点的同

源重组区域进行了 <=2 序列分析，初步获得 # 个阳

性细胞克隆，并正在进行核移植实验。
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