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山羊!!"#$%&’位点打靶载体在乳腺上皮细胞中的表达研究

俞慧清 李志国 刘红茹 吴国祥 成国祥"

（上海转基因研究中心，上海 !"#!"0）

摘 要 以本地山羊基因组 B)5为模板，通过长链 C=D扩增出山羊!1A+E8F,上游包括启动子，外显子 #及部分外
显子 !的 2G#HI的调控序列及下游 0G0HI的序列，将来自质粒 J=B)50的 $%( 基因以及来自质粒 J);KL7M! 的 NH基

因，经克隆重组后构建了本地山羊乳腺特异性定点打靶载体，并在其中克隆人乳铁蛋白 <F,F基因，采用脂质体法转
染小鼠乳腺上皮癌化细胞系 =#!O，以进行打靶载体的表达功能检测，双夹心 ;PQR5测得诱导液中乳铁蛋白表达量
为 "G!"?S<P，T8EN8.,1I’&N显示重组蛋白分子量比标准品略小，约为 O2HB，结果说明本载体能够指导外源基因在动物
乳腺细胞内正确表达。
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利用动物乳腺生物反应器生产药物蛋白是现今

转基因技术中的一个热点。通过动物乳腺生产外源

蛋白，具有成本低，分离纯化简单，可持续生产，所表

达的外源蛋白可进行翻译后加工，具有天然蛋白的

结构与活性等优点［#］，传统的显微注射法制备转基

因动物由于效率低，表达不稳定而在家畜中的应用

受到了限制。!""" 年 2 月，VA=.8+N> 等将#抗胰蛋
白酶定位整合到绵羊##胶原基因位点，测得乳汁中
的#抗胰蛋白酶含量为 "G26<?S<P［!］，提示我们可
以用相似的方法获得生产药物蛋白的转基因动物。

应用该方法制备转基因动物，不仅可极大地缩短育

种周期，降低成本，而且外源基因定点整合，其表达

不受位置效应的影响。基于此，本文通过长链 C=D
法克隆了山羊!1A+E8F, 的调控序列，构建了山羊!1
A+E8F,位点定点打靶载体，并克隆入人乳铁蛋白小
基因。与此同时，为了验证本载体的表达功能，我们

采用脂质体包裹法转染小鼠乳腺癌 =#!O细胞系，在
细胞上清中检测到了人乳铁蛋白的表达，从而说明

本定点打靶载体能指导外源基因在动物乳腺组织中

的表达，是获得外源基因定点整合并稳定表达的体

细胞克隆羊的前提与保证。

( 材料与方法

()( 材料及主要试剂
本地山羊来自上海转基因中心实验牧场，;:1

J+,W !"HIJ’-E C=D R/EN8< 购自 D&A>8公司，引物合成
及测序工作由上海生工完成，各种工具酶均购自

);X公司，人乳铁蛋白 AB)5及质粒 J);KL7M! 为

本实验室保存，质粒 J=B)50购自 Q,YFN.&?8,，=#!O细
胞株购自中科院上海细胞所，PFJ&Z8ANF,#D D8+?8,N、
[$#4、BV;V培养基均购自 [QX=KXDP公司，人乳铁
蛋白标准品、胰岛素（ Q,E-’F,）、催乳素（P-N8&N.&JFA
\&.<&,8）、氢化可的松（\/W.&A&.NFE&,8）均购自 RQ[V5
公司，V&,&A’&,’ V&-E8 5,NF1\-<+, P+AN&Z8..F,购自 Q)1
=KDCKD57;B公司，D+IIFN 5,NF1\-<+, P+AN&Z8..F, 及
C8.&:FW+E81=&,]-?+N8W [&+N 5,NF1D+IIFN Q<<-,&?’&I-’F,E
购自 B5MK公司，B5X显色剂购自 5VD;R=K公司。
()* 方法
()*)( 打靶载体构建：取山羊胚胎组织块少许，按
常规方法提取基因组 B)5，参照 [8,X+,H ?F：
#6$!63O3 报 道 的 序 列 设 计 三 对 引 物 X=6^ 9#
77=5=[=555[57[[[=5=和 X=6^D# [7=77[[5771
[=775[5555=== ；X=6^ 9! [[55[=7=775[[1



!""#"!!$# 和 %#&’ () ##!"$$###$$$#!#$"$!*
##!$!$""!$$$""$"!$"$ ；%#+,’ -. ##!"$$#$*
$"!##"$$""#""#"$#"""#"$"$$ 和 %#+,’ (.
$##"!"!!!##"$! #$#"$，用长链 /#(法扩增山羊

!*012345上游包含第一外显子、第一内含子和部分第
二外显子的 67.89的调控序列及下游包括部分第六
外显子到第九外显子之间 ,7,89的序列，在 &’的下
游和 ,’的上游分别用 /#(设计了 !"#"酶切位点，
便于插入外源基因，将两端同源臂克隆到 :$;<!*
;"=>载体中，再从质粒 :#?@",中切下正向筛选标
记 $%# 基因，插入到上下游同源臂之间，从质粒
:@;A+!B) 中切下负筛选标记 C8 基因，插入到下游
同源臂之外，经一些列酶切重组后，克隆到 /DEF载
体中，得到山羊!*012345位点定点打靶载体，具体实
验方法参照文献［,］。
!"#"# 乳铁蛋白 G454基因克隆入打靶载体：在乳铁
蛋白 0?@"中克隆入内含子 )、,，并在 G454基因两端
设有 !"#"位点，克隆到 :$;<!*;"=> 载体中，
!"#"单酶切后连入同样经 !"#"单酶切并经脱磷
处理的线性化山羊!*012345乳腺特异性定点打靶载
体中，得到人乳铁蛋白的山羊!*012345 位点定点打
靶载体 :%#*C8*53H*IJK，具体结构见图 .，具体实验方
法参照文献［,］。

图 . 山羊!*012345位点打靶载体 :%#*C8*53H*IJK的构建图
-4LM. =CNO0CON3 HK CI3 LH1C!*012345 C1NL3C45L P30CHN

!"#"$ 细胞转染：用 QR"$;@胶回收试剂盒回收以
&’("酶线性化 ?@"，#.)E 细胞以 .ST?<;<培养
数日，取生长状态良好的细胞，消化后以 & U .S&

个VGW培养基接种于 6SGG平皿中，加入 XGW 培养
基，次日待其处于对数生长期时转染。取 "、% 两
管，"管中加入 )SS#W无血清培养基，&#L?@"，.S#W
:JO2室温静置 .&G45，%管中加入 )SS#W无血清培养
基和 .S#W W4:HK30C45室温静置 .&G45，混合 "，%两管
再静置 .&G45后加入无血清细胞上清中，其余具体
方法参照 W4:HK30C45!( (31L35C说明书。
!"#"% 转染细胞筛选及整合检测：细胞转染 )天后
加入浓度为 S7&GLVGW的 $X.Y筛选 )周，将细胞克
隆消化后，抽提基因组 ?@"，分别在 &’同源臂设计
上游引物 /%#- #!$#!#!""!###"$""!#!，在乳铁
蛋白 G454 基因上设计下游引物 DW-( !$!#!*
$"!#!##!""##"##，反应程序 FXZ,G45，FXZ ,S2，

6.Z ,S2，E)Z .7&G45，E)Z EG45，共 ,S个循环。
!"#"& 转染细胞诱导表达：将筛选后的细胞铺板，
待细胞长至平皿的 YST时弃去上清，加入含胰岛素
（.SGLVGW）、催乳素（.GLVGW）、氢化可的松（.&GLV
GW）的无血清 ?<;<培养基进行诱导培养，XYI后收
集上清。

!"#"’ 表达蛋白检测：双夹心 ;WR=" 检测。以
,#LVGW的人乳铁蛋白单抗包被酶标板，.T %=" 封
闭，乳铁标准品倍比稀释后作两个平行梯度，同时加

入诱导细胞上清，作用后，加入兔抗人乳铁蛋白多抗

作用后洗涤，再加入酶标二抗，显色后在酶标仪上读

取 )*XFS值，制作标准曲线，计算目的蛋白表达量。

[32C3N5*9JHC 检测，回收细胞上清经 ,S8? 滤膜超滤
浓缩 &S 倍，进行 =?=*/"$;电泳，半干法转至硝酸
纤维素膜上，进行蛋白印迹检测，具体方法参照文献

［,］，一抗以 . \ .SSS稀释，二抗以 . \ )SSS稀释，?"%
显色后拍照。

# 结 果

#"! 打靶载体鉴定
载体构建完成后用不同的酶切鉴定，得到如图

)所示的图谱。. 为 !"#"酶切质粒后得到 ,7,89
的乳铁蛋白小基因，)为 &’("酶切质粒后得到包括
同源臂、功能基因、筛选标志在内的 .E89的条带，,
为 +#,"、-.$"双酶切质粒后得到 )89的 C8，与预
期相符合。同时对载体与片段的连接处进行测序，

验证了连接反应的正确性 M

图 ) 酶切鉴定山羊!*012345位点打靶载体
-4LM) (32CN40C4H5 35]H5O0J3123 ]4L32C4H5 HK

LH1C!*012345 C1NL3C45L P30CHN
.：:90*C8*53H*IJKV!"#"；)：:90*C8*53H*IJKV&’("
,：:90*C8*53H*IJKV（+#," ^ -.$"）；X：:J12G4] L353

&：.89 G1N83N；6：$?@"V/0$]% G1N83N

#"# 聚合酶链式反应检测打靶载体
在 #.)E细胞中的随机整合结果见图 ,。.为阳
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性对照，以质粒为模板扩增出分子量为 !"#$%条带，
&为 !$% ’()$*)，+ 为转染细胞经 ,-.扩增出 !"#$%
条带，/为未转染细胞 ,-.结果。
!"# 表达蛋白检测结果
经双夹心 01234检测，制定相应的标准曲线后

测得 -!&5细胞中乳铁蛋白的表达量为 6"&!78’1。
9*:;*)<=%>?;结果见图 /。!为正常 -!&5细胞上

清浓缩后的细胞 9*:;*)<结果，&为转染细胞表达蛋
白的 9*:;*)<结果，+为乳铁蛋白标准品。

图 + 转染细胞 ,-.产物琼脂糖凝胶电泳结果
@A7B+ 47()?:* 7*> *>*C;)?DE?)*:A: ?F

;)(<:F*C;*G C*>> ,-. D)?GHC;:
!：D?:A;AI* C?<;)?>；&：!$% ’()$*)

+：,-. D)?GHC;:；/：<*7(;AI* C?<;)?>

图 / 转染细胞表达产物蛋白印迹分析
@A7B/ 9*:;*)<=%>?;;A<7 )*:H>;: ?F ;)(<:F*C;*G C*>>: *:D)*::A?<

!：<?)’(> C*>>: C?<;)?>

&：;)(<:F*C;*G C*>>: *JD)*::A?< D)?GHC;:

+：EH’(< >(C;?F*))A< :;(<G()G C?<;)?>

# 讨 论
大量研究表明，组织特异性调控原件，可以指导

任何基因在特定的组织中进行表达，以动物乳腺作

为靶组织表达转基因产物，最重要的因素之一就是

选择较好的功能完整的调控元件，决定乳蛋白基因

特异表达的顺式元件集中在近端转录起始位点附近

及远端的部分区段［/］，"=酪蛋白作为酪蛋白家簇的
一个成员，在乳蛋白成份中占有重要的比例，0%*);

等曾用山羊"=C(:*A< #K端 L"&$%和 +K端 5"!$%组成的
调控元件指导人组织纤溶酶激活剂在转基因羊中获

得了 & M +’78’1的表达量［#］，黄赞等利用山羊"=酪
蛋白调控序列指导凝血因子 2N的表达获得了表达
量达 #&"O’781的转基因小鼠［L］，但由显微注射而获
得的转基因动物个体表达水平参差不齐，常需从较

多转基因动物中才能筛选到一个高表达个体［5］，有

的甚至不表达，其中位置效应起了很大作用。因此，

基因打靶由于定点整合而成了首选之策，本研究构

建打靶载体的目的便在于此。大动物的打靶由于无

法获得相应的 03 细胞而一直难以实现，而今利用
打靶载体在同基因型山羊胚胎成纤维细胞中的打

靶，可获得定点整合的胚胎细胞，通过核移植技术得

到外源基因定点整合的山羊（未发表资料）。

家畜乳腺生物反应器的研制周期较长，难度较

大，需要进行载体功能的验证以了解实验的可行性，

传统的利用转基因小鼠来验证载体功能的方法受到

一系列条件的限制。采用细胞转染的方法相对来说

就简单得多，山羊乳腺上皮细胞的制作较繁琐，体外

生长条件苛刻，很难传代，转染后诱导表达量低［P］，

检测较困难。-!&5 是来源于小鼠乳腺上皮的癌化
细胞系，在体外培养不需要胶元，采用小鼠乳腺癌细

胞系 -!&5进行表达载体功能验证可获得省时省力，
事半功倍的效果，本文首次将乳腺特异性表达载体

转染 -!&5细胞，获得随机整合的细胞克隆，加入激
素诱导后在细胞上清中检测到了分泌的乳铁蛋白，

这足以说明我们所构建的打靶载体能够在乳腺组织

中获得有效的表达，由目的蛋白的免疫印迹图可知，

所表达的重组蛋白分子量较标准品略小一点，几乎

看不出差异，QA;)( 等曾在烟草中表达了分子量为
/P$R的重组人乳铁蛋白［O］，曹阳等用乳铁蛋白转染
鼠 Q4+5P& 细胞表达了分子量为 +/$R 的乳铁蛋
白［!6］，都比我们所获得的蛋白分子量要小，可能原

因是重组的乳铁蛋白没有得到正确的折叠或非折叠

区被降解而导致蛋白分子量变小，我们的打靶载体

在 -!&5细胞中整合、转录、翻译，再经细胞的后加工
后得到了分子量较 55$R略小的重组蛋白，而牛#3!
调控序列指导人乳铁蛋白在转基因牛体内表达融合

蛋白的分子量较人乳铁蛋白小 ! M &$R［!!］，与我们的
结果相似，这说明外源基因在 -!&5细胞内翻译后
加工过程与正常乳腺细胞无差异，完全可以用于乳

腺特异性表达载体的表达检测。
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