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摘  要: 利用启动子捕获对中靶细胞进行富集是提高体细胞基因打靶效率常用的策略之一。敲除动物的 Prnp 可使其具

有抵抗 Prion 病感染的能力。采用启动子捕获策略, 构建了牛 Prnp 启动子缺陷型打靶载体 BoPrneo, 线性化后, 再通过

电穿孔转染牛胎儿成纤维细胞 BFF, 用 250 μg/mL G418 进行药物筛选, 共得到 99 个药物抗性细胞克隆。对细胞克隆进

行 PCR、测序及 Southern blotting 鉴定, 结果表明, 其中的 4 个细胞克隆为中靶细胞, 说明牛胎儿成纤维细胞中的 Prnp

一条等位基因被成功敲除。本研究为牛 Prnp 的敲除提供了一种简单、安全、有效的方法。 
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Abstract: Promoter-trap strategy for enriching targeted colonies has been usually used to elevate the gene targeting efficiency in 
somatic cells. Knocking out Prnp in animals by gene targeting can render them resistant to Prion diseases. We constructed a bovine 
Prnp promoter-less targeting vector BoPrPneo, then transfected the linearized vector into the bovine fetal fibroblasts BFF through 
electroporation. After selecting in cell culture medium with 250 μg/mL G418, we obtained 99 drug-resistant cell colonies, 4 of them 
were positive for targeted events after PCR screening, and the targeted colonies were further confirmed by sequencing and Southern 
blotting. This suggests that one allele of Prnp has been successfully knocked out in bovine fetal fibroblasts. This research supplies a 
simple, safe and effective method to targeting bovine Prnp. 
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相对于小鼠 ES细胞基因打靶, 体细胞基因打靶

的效率要低 2 个数量级[1], 因此常需要采取一定的

策略对中靶细胞进行富集。目前主要的富集策略有

启动子捕获、Poly-A 捕获、正负筛选策略(Positive- 

negative selection, PNS)等[2]。启动子捕获策略, 即在

打靶载体上下游同源臂之间插入启动子缺陷的药物

抗性基因, 细胞克隆的存活必须依赖于抗性基因的

条件性表达, 当打靶载体与靶基因序列发生同源重

组时 , 利用靶基因的内源性启动子 , 抗性基因才会

被转录、表达, 细胞才能存活, 从而达到对阳性细胞

克隆进行富集的目的。 

Prion 病, 是一类传染性的累及人和动物的神经

退行性脑病 [3], 大量研究表明 , 该病的病原体是

PrPSc——一种内源性膜锚定蛋白 PrPc 的异构体, 其
发病过程中的主要事件就是 PrPSc 诱导的 PrPc 向

PrPSc 的转化[4]。因此, 科学家推断 PrPc 缺失的动物

因缺乏转化的底物而可能具有抵抗 Prion 病的能力。

通过小鼠 ES细胞基因打靶, 敲除编码小鼠 PrPc的基

因 Prnp, 实验结果证实了以上推断[5, 6]。而对 Prion

病的自然宿主如羊、牛等, 通过体细胞基因打靶敲

除 Prnp, 也应能使其具有抵抗 Prion 病的能力。2004
年, 日本的 Kuroiwa等[7]通过 PNS策略, 成功敲除了

牛的 Prnp, 同年, Hirata 等[8]也通过腺相关病毒载体

(adeno-associated virus, AAV), 敲除了牛胎儿成纤维

细胞的 Prnp。2006 年, Yu 等[9]则通过启动子捕获策

略, 成功敲除了山羊的 Prnp, 与 PNS 策略和 AAV 载

体相比, 启动子捕获策略具有方法简单、效率较高、

操作安全等优点。 
本研究便是采用启动子捕获策略, 构建了启动

子缺陷型打靶载体 BoPrPneo, 再通过电穿孔转染牛

胎儿成纤维细胞, 最终获得了 4 个中靶细胞, 成功

敲除了牛胎儿成纤维细胞中的一条 Prnp 等位基因。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
妊娠 40 d 龄的牛胎儿由上海转基因研究中心实

验牧场提供; 质粒 pBSK 购自 Stratagene 公司。 

LA Taq 购自 TaKaRa 公司, DNA 凝胶回收试剂

盒购自 QIAGEN 公司, 各种限制性内切酶、T4 DNA 

连接酶等购自 NEB 公司。 

细胞培养相关试剂, 包括 Glasgow 基本培养基

(GMEM)、胎牛血清、L-谷氨酰胺、丙酮酸钠、非必

需氨基酸、青霉素、链霉素、碱性成纤维细胞生长

因子(bFGF)购自 GIBCO 公司, 人白血病抑制因子

(hLIF)购自 CHEMICON 公司, G418 购自 Invitrogen

公司, 其他试剂购自 GIBCO、Sigma 等公司。 

引物合成及基因测序工作均由上海英骏生物技

术有限公司完成。 

1.2  方法 
1.2.1  原代牛胎儿成纤维细胞的分离培养 

将怀孕 40 d 的牛胎儿无菌取出, 去除脑部和内

脏, PBS 洗数次, 用剪刀将其剪碎, 然后用含 0.25%

胰酶-EDTA 在 37oC 水浴中消化约 15 min。将消化后

的单个细胞悬液离心 , 去上清后 , 将细胞团块重悬

在含有 2 mmol/L 的 L-谷氨酰胺, 1 mmol/L 的丙酮酸

钠, 1×非必需氨基酸, 2 ng/mL bFGF, 1000 u/mL hLIF, 

10%胎牛血清, 100 u/mL 的青霉素, 100 μg/mL 的链

霉素的 GMEM 中, 最后将细胞悬液移入 25 cm 培养

瓶中, 于 37oC、5% CO2、饱和湿度的培养箱内培养, 

每 3~4 d 换液, 在细胞密度达到 80%左右时将其冻

存, 并命名为 BFF。 

1.2.2  打靶载体 BoPrPneo 的构建 

将 neo 基因的表达框架直接插入到 Prnp 的翻译

起始位点 ATG 后, 构建启动子缺陷型打靶载体。根

据 GenBank中公布的牛 Prnp序列(序列号: AJ298878)

设计引物。用 PrPLf 和 PrPLr 扩增打靶载体 5′同源

臂, PrPLf: 5′-ATC CCC GCG GGT CGA CCC TTA 
TGT CCT ATT GCC TGT ATC TC-3′; PrPLr: 5′-GCA 
ATC CAT CTT GTT CAA TCA TGA TGA CTT ATC 
TGC AAA ATA AAG-3′。其中, 在 PrPLf 的 5′端引入

Sal I 和 Sac II 用于载体线性化和连接; PrPLr 的 5′端

引入 22 bp 与 neo 基因互补的序列用于 PCR 方法连

接两个片段。用 neof 和 neor 为引物, 扩增 pcDNA3

质粒上的 neo 基因表达框架, neof: 5′-CTT TAT TTT 
GCA GAT AAG TCA TCA TGA TTG AAC AAG ATG 
GAT TGC-3′; neor: 5′-GAA TGC GGC CGA GTA 
CTC AGA CAT GAT AAG ATA CAT TGA TGA G-3′。

其中在 neof 的 5′端引入 22 bp 与 5′同源臂互补的序

列用于 PCR 方法连接, 在 neor 的 5′端引入 Not I 和

Sca I 用于连接。用 PrPRf 和 PrPRr 扩增打靶载体 3′

同源臂, PrPRf: 5′-ATA AGA ATG CGG CCG CAC 
TAG TGA GCT CTT TGG CAG TGA CTA TGA GGA 
CC-3′; PrPRr: 5′-ATC CGC TCG AGG TCG ACT 
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TCT TGG GAG ATT ATG ATT GGC-3′。其中, PrPRf

的 5′引入 Not I 和 Spe I, Sac I 用于连接, 在 PrPRr 的

5′端引入 Xho I 和 Sal I 用于连接和载体线性化。最

终构建成的载体可用 Sal I 酶切线性化, 获得去除了

克隆质粒 pBSK 原核序列的片段用于打靶。 

1.2.3  打靶载体转染牛胎儿成纤维细胞 

将约 1×107 个处于对数生长期的牛胎儿成纤维

细胞 BFF 与 10 μg 经 Sal I 线性化的 BoPrPneo 质粒

混合 , 吹匀后转移至 0.4 cm 电转杯 , 在 220 V,   

950 μF 条件下电穿孔。将转染过的细胞培养于不含

筛选药物的 GMEM 培养液中 , 48 h 后 , 换含有   

250 μg/mL G418 的培养液进行筛选。每 2 d~3 d 更换

培养液, 大约 7 d~8 d 后, 可见有细胞克隆形成。将

边缘清晰、生长旺盛的细胞克隆用克隆环挑取后转

移至 48 孔细胞培养板中。待细胞克隆长至 80%~90%

密度时, 消化、分离出一半的细胞用裂解液消化, 用

于 PCR 鉴定, 其余细胞继续培养, 隔日冻存。 

1.2.4  细胞克隆的 PCR 及测序鉴定 

将待鉴定细胞用 40 μL 裂解液  [40 mmol/L 
Tris/HCl (pH 8.0), 0.9% Triton X-100, 0.9% Nonidet 
P-40, 0.4 mg/mL proteinase K]于 65oC 裂解 15 min, 

再于 95oC 处理 10 min 以灭活蛋白酶 K, 得到可用于

PCR 的细胞基因组 DNA。根据 GenBank 中公布的

牛 Prnp 序列(序列号: AJ298878)设计 3 对鉴定引物: 

P1/P2, P1/P4, P3/P5。P1: 5′-CAG CCA GGC ATT 

CAG AAA CC-3′; P2: 5′-CCA CCA TGA TAT TCG 
GCA AG-3′; P3: 5′-CGC CTT CTT GAC GAG TTC 
TTC-3′; P4: 5′-CAG TTT CGG TGA AGT TCT 
CCC-3′; P5: 5′-CAA GGG AAG CCC AAA GTT ACC 
A-3′。其中, P1 位于 5′同源臂外侧, P2、P3 位于 neo

表达框架内, P4 位于 3′同源臂内侧, P5位于 3′同源臂

外侧。将 P1/P2, P3/P5 扩增出的 PCR 产物 TA 克隆

后, 送测序, 以进一步验证同源重组的发生。 

1.2.5  中靶细胞克隆的 Southern blotting 鉴定 

取约 10 μg 中靶细胞克隆的基因组 DNA, 经 Sac I

酶切后在浓度为 0.8%的琼脂糖凝胶中进行电泳, 再

通过毛细管法将 DNA 转移到尼龙膜上, 紫外交联法

固定。以 5′同源臂作为探针, 32P 同位素标记后与结

合有基因组 DNA 的尼龙膜 42oC 杂交过夜, 洗膜后

于−70oC 用 X 光片曝光 72 h, 最终获得放射自显影

图像。 

2  结果 

2.1  启动子缺陷型打靶载体的构建 
牛 Prnp 是单拷贝基因, 含有跨越 20 kb 的 3 个

外显子 , 其中 794 bp 的编码区 (Coding sequence, 

CDS)位于第 3 个外显子中。打靶载体 BoPrPneo 由

2.0 kb 的 5′同源臂和 4.5 kb 的 3′同源臂, 以及位于其

中的 1.1 kb 的 neo 基因表达框架构成(图 1)。如果打

靶载体与牛 Prnp发生同源重组, 则 Prnp中的 453 bp

的 CDS 被 neo 基因表达框架取代, 从而破坏了 Prnp

的表达, 达到敲除 Prnp 的目的(图 2)。 

2.2  药物抗性细胞克隆的获得及 PCR、测序鉴定 
将经 Sal Ι 线性化的打靶载体 BoPrPneo 转染

BFF 成纤维细胞, 经过 G418 药物筛选后共获得 99

个抗性细胞克隆。裂解液裂解培养于 48 孔板的细胞, 

得到细胞基因组 DNA 用作 PCR 模板。用 P1/P4 进

行 PCR 鉴定, 中靶细胞克隆会产生 2 条带: 一条来

自野生型的 Prnp 等位基因的 3.0 kb 片段, 另一条来

自于中靶的 Prnp 等位基因的 3.7 kb 片段(图 3a); 用

P1/P2进行PCR鉴定, 中靶细胞克隆会产生一条 2.9 kb

片段, 未中靶或野生型无条带(图 3b); 用 P3/P5 进行

PCR 鉴定, 中靶细胞克隆会产生一条 5.8 kb 片段, 

未中靶或野生型无条带(图 3c)。3 组引物的 PCR 鉴

定结果显示, 在获得的 99个细胞克隆中, 4 个为中靶

细胞, 打靶效率为 4.08%。 

 

图 1  打靶载体 BoPrPneo 构建图 
Fig. 1  Structure of targeting vector BoPrPneo 
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图 2  牛 Prnp 基因打靶示意图 
Fig. 2  Diagram of gene targeting in bovine Prnp 

 

 
图 3  部分抗性细胞克隆 PCR 鉴定图 

Fig. 3  PCR analysis of drug-resistant cell colonies 
a: PCR products of P1/P4; b: PCR products of P1/P2; c: PCR 

products of P3/P5. No. 30 and No. 34 are positive cell colonies. 
M: 1kb DNA ladder 

 

为进一步验证 PCR 鉴定为阳性的细胞克隆确实

发生了同源重组, 将 P1/P2、P3/P5PCR 产物 TA 克隆

后送测序, 结果表明, 打靶载体 BoPrPneo 与牛 Prnp

位点重组后的接头处序列与预期相符, 进一步证明

了同源重组事件的发生。 

2.3  中靶细胞克隆的 Southern blotting 鉴定 
为了更进一步证明中靶细胞确实发生了同源重

组, 我们以 PCR 鉴定为阳性的 30 号细胞克隆为例, 

用 Southern blotting 进行验证。用 Sac I 分别酶切未

转染的 BFF 细胞和 30 号中靶细胞的基因组 DNA, 

以 5′同源臂作为探针进行杂交。由于原先在打靶载

体中引入了一个 Sac I 位点, 若发生了同源重组, 将

会出现 2 条条带: 一条带为野生型 Prnp 等位基因的 

12.5 kb的片段, 另一条带为中靶的 Prnp 等位基因的

4.5 kb 的片段, 而未转染的 BFF 细胞只有一条的

12.5 kb 的野生型条带(图 4)。Southern blotting 结果

进一步证明了 PCR 鉴定为阳性的 30 号细胞克隆为

正确的同源重组克隆。 

 
图 4  30 号中靶细胞克隆的 Southern blotting 鉴定图 
Fig. 4  Southern blotting analysis of No. 30 positive cell 

colony 
WT: untransfected wild type BFF; 30: No. 30 PCR positive cell colony 
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3  讨论 

体细胞基因打靶的各种富集策略中, PNS 在一

定程度上减少了随机整合的发生, 提高了同源重组

效率, 但是当负筛选基因被破坏或表达产物活性不

高时, 随机整合的细胞也能存活。研究发现, 相对于

简单的正筛选, PNS 在体细胞基因打靶中的富集效

率只有 2~5 倍[10], 不能充分满足体细胞打靶研究。

启动子捕获策略则是利用靶基因的启动子对药物抗

性基因进行调控, 当打靶载体与靶基因发生同源重

组时, 抗性基因才会表达, 细胞才能存活。而发生随

机整合时, 整合到基因组中的药物抗性基因由于没

有启动子调控而不能表达, 细胞仍旧对筛选药物敏

感而不能存活。相对于简单的正筛选, 启动子捕获

策略的富集效率可达 100~500 倍[10], 而当靶基因启

动子调控的药物抗性基因表达水平和药物筛选压力

得到优化后, 其富集效率可高达 1000~5000 倍[10]。

因此, 启动子捕获是体细胞基因打靶研究中一种十

分有效的富集策略[11]。值得注意的是, 启动子捕获

策略的应用依赖于靶基因的表达 , 因此 , 它只能应

用于转录活性位点的打靶 , 如成纤维细胞中的

Prnp、GGTA1 等 , 而对沉默基因位点如 IGHM、

β-casein 等则不适用。而且, 由于不同靶基因启动子

活性不同 , 由其调控的抗性基因表达水平有异 , 药

物的筛选压力也需与之相匹配。 

在设计打靶载体时, 我们选择删除第 3 外显子

中部分序列以破坏牛 Prnp 的表达框, 达到敲除 Prnp

的目的, 保留了第 3 外显子的剪切受体位点, 避免

了删除此剪切受体位点后, 位于 Prnp 下游 16 kb 处

Prnd 基因的异常表达导致的动物共济失调及

Purkinje 细胞的死亡[12]。 

通过采用启动子捕获策略成功敲除了牛胎儿成

纤维细胞中的 Prnp, 与其他实验室采用的 PNS[7]、

AAV 介导[8]等策略敲除牛 Prnp 相比, 启动子捕获策

略获得了较高的打靶效率 , 而且其操作简单易行 , 

没有携带病毒的风险。因此, 启动子捕获为牛 Prnp

等活性位点的基因打靶提供了另一种简单、安全、

有效的方法。 

鉴定为阳性的细胞中 Prnp 的一条等位基因被

成功敲除 , 此细胞可用作供核细胞 , 通过核移植技

术制备 Prnp 单基因敲除的克隆牛, 再通过自然繁育

或第 2 轮基因打靶[13]敲除 Prnp 另一条等位基因, 最

终获得 PrPc 缺失的牛。缺失了 PrPc 的转基因牛不会

携带疯牛病病原体, 可进一步用于乳腺生物反应器

等应用研究, 也可作为 Prion 病发病机理、治疗及

PrPc 生理功能等基础研究的大动物模型。 
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