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动物及兽医生物技术                                                               

以经过转染的乳腺上皮细胞生产克隆羊 

袁玉国, 丁国梁, 安礼友, 赵俊辉, 曹玉娟, 缪明星, 成勇 
扬州大学兽医学院 江苏省转基因动物制药工程研究中心, 扬州 225009 

摘  要: 为研究转基因乳腺上皮细胞发育的全能性, 利用电转染方法将人乳铁蛋白(hLF)乳腺特异性表达载体电转染山

羊乳腺上皮细胞, 经 G418 和 PCR 筛选获得阳性克隆细胞株, 经催乳素诱导的细胞株上清液用 Western blotting 方法检测

hLF 的表达。以转基因与上清液中表达 hLF 均为阳性的细胞为核供体细胞, 进行山羊体细胞核移植。结果为: 16 株细胞

表达重组 hLF, 分子质量为 75 kD; 将 144 枚重构胚移入 16 只同步发情的山羊输卵管中, 在移植后的 30 d、60 d 和 90 d
的妊娠率分别为 87.5%、81.3%和 62.5%; 最终 3 只受体妊娠足月, 产下 3 只克隆羊, 克隆效率为 2.1%, PCR-RFLP 分析

表明克隆羊均来自供体羊细胞, 但没有整合外源基因。结果表明, hLF 转基因乳腺上皮细胞能分泌 hLF; 乳腺上皮细胞

经转染、筛选和长期培养的条件下, 能保持发育的全能性。 
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Abstract: In this study, we evaluated the development potential of caprine mammary gland epithelial cells (CMGECs) after 
transfection and nuclear transfer into enucleated, ovulated oocytes. We first isolated CMGECs from udders of lactating goats which 
were transfected with expression plasmid for human lacterrin and selected by G418. Then we chose sixteen neomycin resistant lines 
and induced them with prolactin for the expression of human lactoferrin checked by Western blotting. The donor cells, expressing 
human lactoferrin of 75 kD, were fused and activated with enucleated ovulated oocytes. Pronuclear-stage reconstructed embryos 
were transferred into the oviducts of 16 recipient goats. There were fourteen (87.5%), thirteen (81.3%), and ten (62.5%) pregnancies 
confirmed pregnant by ultrasound on Day 30, 60, and 90, respectively. Three recipients carried the pregnancies to term and delivered 
one goat each. Nested PCR-RFLP analysis confirmed that all of the kids were clones of the donor cells. These results demonstrated 
that CMGECs after transfection remain totipotent for nuclear transfer. 

Keywords: mammary gland epithelial cell, goat, nuclear transfer, human lactoferrin, transgene 

人乳铁蛋白(Human lactoferrin, hLF)是一种分

子量约为 80 kD的糖蛋白, 属于转铁蛋白家族成员, 

具有广泛的生物学活性[1], 被认为是一种新型抗菌、

抗癌药物和极具开发潜力的食品、化妆品和饲料添
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加剂。目前, 重组 hLF已在动物[2]、昆虫[3]和植物[4] 

等中表达, 并表现出与天然人乳铁蛋白相似的生物

学功能。 

源于胎儿组织的细胞增殖旺盛、传代周期短 , 

并具有在体外长时间培养保持遗传稳定性的潜能 , 

从而能满足转染、筛选等需要, 因此, 国内外普遍采

用胎儿成纤维细胞作为生产转基因克隆动物的供体

细胞[5-8]。但胎儿成纤维细胞不具有分泌功能, 无法

在细胞水平上预测目的蛋白的表达情况, 这就可能

造成出生的转基因克隆动物虽然整合外源基因但不

表达目的蛋白的情况发生。乳腺上皮细胞具有合成

和分泌乳汁的功能 , 是乳腺生物反应器的靶细胞 , 

可以用体外培养的乳腺上皮细胞来检验乳腺特异性

表达载体的有效性和合理性, 并具有操作方法简单

而又真实反应表达载体在体内表达水平。因此, 乳

腺上皮细胞转染乳腺特异性表达载体后, 能合成并

分泌目的蛋白到培养液中, 通过检测诱导表达目的

蛋白产物来筛选高效表达的细胞, 再结合其他筛选

方式(G418 和 GFP)能提高转基因效率和成本, 并有

可能得到高表达转基因动物[9]。但目前还没有用转

基因乳腺上皮细胞作供核细胞获得克隆羊的报道。

本实验用山羊乳腺上皮细胞转染人乳铁蛋白乳腺特

异性表达载体, 以诱导表达检测阳性的细胞克隆株

为供核细胞进行核移植实验, 检验了经过转染、筛

选和长时间体外培养条件下的乳腺上皮细胞所构建

的重构胚发育潜能, 并获得了存活的克隆羊。 

1  材料与方法 

1.1  化学试剂与实验材料 
DMEM/F12 购自 Gibco 公司; FCS 购自 Hyclone

公司; 电转染液(Hypoosmolar Buffer)购自 eppendorf公

司; FSH, LHRH和PG购自宁波激素厂; 其他试剂除特

殊说明外, 均购自 Sigma公司; 实验羊购自徐州地区。 

1.2  hLF 表达载体转染乳腺上皮细胞 
1.2.1  乳腺上皮细胞的培养 

无菌手术切取大约 5 g 左右的泌乳期(第 5 天)

山羊乳腺实质组织, 将腺泡组织剪成约 1 mm3大小, 

用 I型胶原酶消化液(含 I型胶原酶 200 IU/mL, 透明

质酸酶 100 IU/mL)振荡消化 1.5 h, 收集悬液离心后, 

用 D-hank’s离心洗涤 3次, 细胞计数并用培养液(含

DMEM/F12, 10% FCS, 乙酸钠 5 mmol/L, 转铁蛋白

5 μg/mL, 乙醇胺 0.5 mmol/L, 胰岛素 10 µg/mL, 氢

化可的松 5 μg/mL)调整密度至 4×105个/mL 接种于

六孔板中, 置 CO2培养箱中, 37 oC、5% CO2、饱和

湿度下静置培养。根据成纤维细胞对消化液敏感性

不同, 贴壁生长的细胞用 0.05% 胰蛋白酶 + 0.02% 

EDTA 消化 3 min 后, 弃去含脱壁成纤维细胞的消

化液, 重新加入培养液培养, 传代重复 3 次可获得

较纯的乳腺上皮细胞[9]。 

1.2.2  细胞转染、筛选 

用 Sal I和 Not I双酶切 pBLC-14质粒(本室保存)

获得线性化 hLF 乳腺特异性表达载体 (图 1), 经

QIAEX试剂盒回收后溶于超纯水中, −20 oC保存。收

集对数期乳腺上皮细胞, 用电转染液洗涤离心后重悬

细胞密度至 1×106 个/mL, 加入 DNA 使终浓度为   

10 μg/mL, 以 2.0 kV/cm、100 µs的条件电击 1次, 48 h

后加入 400 μg/mL G418筛选, 每 2天换 1次液, 14 d

后挑取克隆细胞以 200 µg/mL G418筛选扩增传代, 用

DMEM/F12 + 10% DMSO + 20% FBS的冷冻液冻存。 
 

1.2.3  细胞整合和表达产物的检测 

在冷冻细胞同时, 每孔留一半扩增至 80%的丰

度后, 在培养液中加入催乳素(5 μmol/L)诱导人乳铁

蛋白的表达, 48 h 后收集培养液进行 SDS-PAGE 电

泳和 Western blotting 检测 , 具体步骤详见文献

[9-10]。收集经过诱导的细胞, 提取 DNA 进行 PCR

检 测 , 跨 接 头 引 物 序 列 如 下 : 上 游 : 

5′-ATGGGCGTGGATAGCGGTTTGAC-3′; 下 游 : 

5′-CCACCA TCAAGGGTCACAG CATCG-3′。阳性

细胞孔作供核细胞。 

1.3  供体羊与受体羊的准备 
供体羊和受体羊均为波尔山羊与长江白山羊杂 

 

图 1  乳腺表达载体 pBLC-14 结构 
Fig. 1  Structure of hLF expression pBLC-14. BLG: goat 
β-lactoglobulin promoter; CMV: human cytomegalovirus 
immediate early promoter; hLF: human lactoferrin cDNA; pA: 
SV40early mRNA polyadenylation; Neo: neomycin resistance 
gene; 3′-flanking: β-lactoglobulin untranslate flanking sequence. 
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交羊。供体羊注射 PG, 于发情后第 9~13 天开始超

排。连续 3 d注射 FSH, 每天 2次, 总剂量 260~300

单位。第 4 天下午注射 PG, 第 5 天注射 50 单位

LHRH。受体羊的同步除不注射 FSH外均同供体羊。 

1.4  供核细胞与卵母细胞的准备 
冷冻乳腺上皮细胞解冻后培养至 80%汇合后, 

在 0.5% FCS培养液中饥饿 48 h, 于核移植前 2 h胰

蛋白酶消化处理, 用 M2悬浮细胞备用。卵母细胞在

注射 LHRH 后 26~30 h 输卵管手术冲取, 用透明质

酸酶消化并吹打去除颗粒细胞。 

1.5  核移植、融合和激活 
卵母细胞预先置于含 5 μg/mL Hoechst33342和

7.5 μg/mL CB的M2中处理 20 min, 在荧光下确定纺

垂体位置并去核, 同时吸取中等大小光滑的乳腺上皮

细胞, 移入卵周隙中。一批结束后, 重构胚移入 M16

中培养 30~60 min后开始融合(融合液: 0.3 mmol/L 甘

露醇、0.05 mmol/L氯化钙、0.1 mmol/L硫酸镁、3% 

BSA), 条件为 2.1 kV/cm、40 μs、2个脉冲。融合后

在 M16中培养 30~60 min后观察, 未融合卵按以上

条件重复 1次。融合卵在 M16中培养 5 h; 在激活液

(5 μmol/L 离子霉素 + 7.5 mg/mL CB)中 5 min; 然

后在含有 2 mmol/L 6-DMAP和 7.5 μg/mL CB的M16

中培养 5 h, 然后移入 M16 中短暂培养直到胚胎  

移植[11-13]。 

1.6  胚胎移植 
激活后培养的胚胎手术法移入同步发情受体的

输卵管内, 每只受体移植 4~15 枚胚胎, 在胚胎移植

后 30 d、60 d和 90 d进行 B超诊断妊娠情况。 

1.7  克隆羊鉴定 
克隆羊鉴定采用 PCR+RFLP(限制酶片段多态

性分析)的方法[11]。扩增山羊 MHCⅡ类 DRB基因第

二外显子的引物为 : 1)DRB1.1: 5′-ATCCCGTCTC 

TGCAGCACATTTC-3′; 2)Gio: 5′-CGTACCCAGAG 
TGAGTGAAGTATC-3′; 3)DRB1.2: 5′-TCGCCGCT 
GCACACTGAAACTCTC-3′。常规方法提取克隆羊、

寄母羊和供核细胞羊基因组 DNA。以样品 DNA 为

模板进行 PCR 扩增, 第 1 轮以 1)、2)为引物, 进行

10 个循环; 用扩增产物为模板再加入 1)、3)引物进

行第 2轮扩增, 30个循环。PCR产物经 Rsa I酶切、

10%聚丙烯酰胺凝胶电泳后, 染色拍照观察结果。 

2  结果 

2.1  乳腺上皮细胞表达 hLF 和整合检测 
纯化的山羊乳腺上皮细胞(图 2)转染人乳铁蛋

白乳腺特异性表达载体, 经 G418 抗性筛选 14 d 后, 

共挑取 54个单克隆扩增传代, 细胞诱导液经Western 

blotting检测, 其中有 16孔的单克隆细胞表达的重组

乳铁蛋白与人乳铁蛋白相似, 分子量约为 75 kD(图 3), 

PCR检测结果证明均成功整合外源基因(图 4)。 

 

图 2  乳腺上皮细胞 
Fig. 2  Caprine mammary gland epithelial cells. 

 

图 3  Western blotting 检测 hLF 的表达 
Fig. 3  Western blotting analysis of hLF in the induced culture 
medium of cell. 1: the induced culture medium; 2: control group; 
3: standardl hLF; M: protein marker. 

 

图 4  PCR 检测细胞整合情况 
Fig. 4  Analysis of DNA sample from cell. M: DNA marker; 1: 
transgeic caprine mammary gland epithelial cells; 2: the control. 
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表 1  长期培养的乳腺上皮细胞核移植效率 
Table 1  Efficiency of nuclear transfer from long-term cultured caprine mammary gland epithelial cells 

Number pregnant (%) 
Cell type Number of 

fused (%) 
Number of 
transfers 

Number of
recipients Day 30 Day 60 Day 90 Day 150 

Number of offspring

CMGECs 156(64.7) 144 16 14(87.5) 13(81.3) 10(62.5) 3(18.8) 3 

 
2.2  克隆胚的发育情况 

如表 1 所示, 共融合 156 枚重构胚, 融合率为

64.7%; 激活后的 144 枚重构胚短暂培养后移入 16

只同步发情受体输卵管中, 在移植后的 30 d、60 d

和  90 d 进行 B 超诊断, 妊娠率分别为 87.5%、

81.3%和 62.5%; 3只受体妊娠足月生下 3只克隆羊, 

产羔率为 18.8%, 共 4只受体在怀孕过程中流产, 其

中 2只流产胎儿表现为肝肿大。 

2.3  克隆羊鉴定 
出生的 3 只克隆羊表型为黑白花色, 与供核羊

表型一致。分别提取克隆羊、寄母羊和供核羊基因

组 DNA, 采用 PCR+RFLP的方法分析表明, 克隆羊

条带与供核羊一致, 而与寄母羊不同, 从而证明克

隆羊来自于供核羊细胞(图 5、图 6)。 

 

图 5  Nested PCR-RFLP 法分析克隆羊 
Fig. 5  Nested PCR-RFLP analysis of the cloned goats. 1−3: the 
cloned goats; 4: donor goats; 5−7: foster mother of cloned goats. 

 

图 6  克隆羊 
Fig. 6  Cloned goats. 

3  讨论 

目前已有多种类型的体细胞用来生产克隆动

物 [14]。但是, 用乳腺上皮细胞为供核细胞生克隆羊

研究的报道较少, 至今还没有出生克隆山羊的相关

报道。并且, 乳腺上皮细胞作为转基因小鼠的替代

品, 可用来评估目的基因在转基因克隆动物中的表

达效率, 若结合其他适当的筛选方式, 以诱导表达

目的蛋白的转基因乳腺上皮细胞为供核细胞, 能提

高生产转基因动物的效率和降低成本[9,15-16]。本实验

以表达人乳铁蛋白的转基因乳腺上皮细胞系进行核

移植, 共生产了 3 只克隆羊, 从而在国内外首次证

明山羊乳腺上皮细胞经过转染和长期筛选的条件下, 

能保持发育的全能性, 为应用乳腺上皮细胞生产转

基因克隆动物提供了一定的实验依据。 

在 G418 抗性筛选过程中, 整合 Neor基因而产

生抗性的细胞分泌基因产物到培养液中, 使其周围

或接触的非整合细胞获得抗性而存活下来[5-6,14,17]。

因此, 在挑选克隆时很难获得高度纯化的转基因细

胞, 使得在转基因克隆中, 利用抗性细胞生产的克

隆动物并非全部整合外源基因[5,17]。在本实验过程中

也存在同样的情况, 出生的 3 只克隆羊没有检测到

外源基因, 其原因可能是在挑选单克隆细胞时混有

多量的非整合细胞在 G418 筛选后存活, 使得在核

移植时挑选用的供核细胞为非整合细胞, 从而导致

出生的克隆羊没有整合外源基因。在以后实验中 , 

考虑结合荧光蛋白标记基因筛选转基因细胞来提高

生产转基因动物的效率。 

本研究中山羊乳腺上皮细胞表达的人乳铁蛋白

分子量约为 75 kD, 与标准分子量有一定差异, 这可

能是基因整合到细胞染色体中, 由于受到细胞内核

酸酶等影响, 使得表达产物在加工、分泌和运送到

胞外过程中受到影响, 导致乳铁蛋白的分子量变小, 

这种现象在其他重组蛋白的表达研究中也经常发
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生[16]。 

胎儿成纤维细胞由于生长快、易分化等特点而

被广泛用作转基因动物的供核细胞[5-8]。本实验用的

供核细胞是来自泌乳期的山羊乳腺上皮细胞, 是经

过基因转染和 G418 长期筛选条件下获得的, 但重

构胚的融合率(64.7%)、怀孕率和克隆效率(2.1%)都

较高 , 与用胎儿成纤维细胞获得的结果相差不   

大 [8,18], 高于用转基因胎儿成纤维细胞的结果 [7,19], 

从而在一定程度上表明山羊乳腺上皮细胞同样具有

和胎儿成纤维细胞相近的优点, 可用于转基因动物

的供核细胞。在 14 只怀孕受体羊中, 有 10 只流产

或胎儿吸收发生在妊娠后期(60 d), 且流产胎儿器官

发育异常, 与其他报道的结果一致[18,20]。 

总之, 本实验表明山羊乳腺上皮细胞经过长期

培养筛选后, 能保持发育全能性, 且重构胚的融合

率、怀孕率和克隆效率都较高, 可为制备转基因动

物提供另一种供体细胞的选择。 
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