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基于 !"#重组酶系统构建莱航鸡多位点基因打靶载体的研究
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摘 要 以莱航鸡重复的 *>?< 基因间的间隔序列为靶位点，利用 \4F重组酶系统构建含人干扰素基因的多位点基因打靶载
体，为建立莱航鸡多位点基因打靶技术获得关键材料。首先构建 \4FM>Q) 筛选载体，然后构建 :ZR%DMJSQ表达载体。将

\4FM>Q)筛选载体和 :ZR%DMJSQ表达载体共转化至大肠杆菌 )D"K!H中，通过其 F,0重组酶的作用形成 \4FM>Q)M%DMJSQ质
粒，采用归位内切酶 SM70%!切除 :ZR%D质粒骨架，利用接头 RD使之环化，构建成莱航鸡大容量多位点基因打靶载体 \4FM
>Q)MJSQ。每次克隆均经酶切或 ]F/、测序等鉴定 Q)4片段的插入及插入方向。以该载体为材料的多位点基因打靶技术将提
高基因定点整合效率，解决外源基因不能稳定表达、安全性等部分问题，突破了 Q)4重复序列不能作为外源基因整合靶位点
的禁区。
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IPPL年英国 7;98博士将外源基因导入公鸡，首
次获得了蛋黄中含有珍贵的人类蛋白的母鸡［I］。由

于莱航鸡的繁殖周期短，产蛋量高，蛋中转基因产品

具有巨大的潜在价值，因此，转基因莱航鸡是一种理

想的输卵管生物反应器［Q］。目前，王晓通、孙怀昌和

R;14" 3%!"等人利用显微注射鸡胚的方法，都各自成
功地获得了报告基因 !/( S和人生长素 $01 等外
源基因随机插入转基因鸡［L，T］。除了显微注射鸡胚

以外，还出现了诸如鸡卵原始胚细胞的弹道转染法、

逆转录病毒载体法、精子载体法和胚胎干细胞原始

生殖细胞法等转基因鸡技术［L］。

然而，随机插入的转基因方法严重阻碍了外源

基因在转基因动物体内的有效整合、稳定遗传及表

达。能使基因定点整合的基因打靶技术是解决该问

题的一种理想方法。但是，目前的基因打靶技术存

在打靶效率低、容易受到随机插入的干扰等不足之

处，作者建立的以 -.)重复序列为靶位点的多位点
基因打靶技术可解决这部分问题［U］。

本研究以莱航鸡（ !"#$%&’ ($)(*"’）核仁组织区
&-.)串连重复基因（IV7、UWV7和 QV7 &234 基因）间
的间隔序列为靶位点，基于 ()*（(;#$"&4;3 )&$4’4#4;3
*6&%1%<%1"）重组酶系统构建含增强型绿色荧光蛋
白基因和人干扰素基因的莱航鸡多位点基因打靶载

体，为建立适用于莱航鸡基因定点敲入的多位点基

因打靶技术获得关键材料。

) 材料与方法
)*) 材料

5*,X."%等质粒为佛山大学分子生物学实验室
保存；55067 质粒为暨南大学生物化学与分子生物
学实验室保存；()*YTY.、5AB7C和 5ABC7质粒以及
.7LUQP大肠杆菌菌种由华南农业大学刘耀光教授
惠赠［Z］；5*-.)L+$863 重组质粒为中南大学湘雅医
院传染病研究室惠赠；凝胶回收试剂盒、B) ,;@ -.)
聚合酶、/*缓冲液和各种限制性内切酶为 ,;X;G;

公司产品。归位内切酶（[%1498 \9>%92#3";<"）0+7#" 0
为 .":\983;9> (4%3;=公司产品。
)*+ ,-./012筛选载体的构建
)*+*) 5AB7C+,-.质粒的构建：以莱航鸡基因组为
模板，以 &-.) 基因间的间隔序列 0,7I（ 49$"&9;3
$&;9<#&4="> <5;#"&，0,7）为靶位点，通过 B) ,;@ F*G
扩增 同 源 重 组 引 导 序 列 [G-7I（ 6%1%8"9%2<
&"#%1=49;$4%9 >4&"#$ <"@2"9#"，[G-7）［Y，V］。引物设计
有相应的限制性内切酶位点。经 9/:[!O+/-! 双
酶切后将 [G-7I 克隆到 5AB7C 质粒上，获得
5AB7C+[G-7I 质粒。然后，以 5*,X."% 质粒为模
板，扩增 ,X和 ."%基因分别经 +/-!O1)’>"和 ;$%
!O9/:[!双酶切克隆至 5AB7C+[G-7I 质粒中
[G-7I的上下游。经酶切、测序鉴定获得 5AB7C+
<=+[G-7I+3"%，即 5AB7C+,-.质粒。
)*+*+ ()*+,-.筛选载体的构建：用 1)’> "O3%>
!大量酶切上述 5AB7C+,-.质粒，回收 ,X+[G-7I+
."% -.) 片段，克隆到经 1)’>"O3%> !酶切的
()*YTY 质粒中。经 F*G、测序鉴定获得 ()*+,-.
筛选载体。

)*3 45678/9:1表达载体的构建
为了去除 55067 质粒上 5*]C与 5067 编码

序列间的多克隆位点，以 55067 质粒为模板，通过
F*G扩增出 5*]C和 5067 编码序列的 -.)片段，
经 +/-!O7?>!和 7?>!O1)’>"双酶切后分别克隆
到 5^*IV 质粒上，经 F*G鉴定得到 5^*+5*]C+067
质粒。以 5^*+5*]C+067 质粒为模板，通过 F*G扩
增出 5*]C+067 的 -.)片段，克隆到经 1)’>"O+/-!
酶切的 5ABC7质粒上，获得 5ABC7+067 质粒。
以莱航鸡基因组作模板，通过 F*G扩增出同源

重组引导序列 [G-7Q片段，经 3$"!O,-/!双酶切
后将 [G-7Q 克隆到 5ABC7+067 质粒中。经 F*G、
测 序 鉴 定 获 得 5ABC7+067+[G-7Q 质 粒。以
5*-.)L+$863 质粒为模板，通过 F*G 扩增出 $863
基因的 -.) 片段，通过 +/-!O3$"!双酶切后将
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!"#$克隆到 %&’()*!"#*+,-). 质粒中。经 /0,、
酶切、测序鉴定获得 %&’()*!"#*$%"&*+,-).，即
%&’()*1"-表达载体。
!"# 大容量 $%&’()*’+,)打靶载体的构建
将 230*4-$筛选载体和 %&’()*1"- 表达载体

共转化入大肠杆菌 $)56.7，通过 089重组酶的作用
形成 230*4-$*()*1"-质粒，卡那霉素养:氯霉素双
抗筛选，混收菌落，提取质粒后转化大肠杆菌

-+;<2，纯化得到 230*4-$*()*1"-质粒。
通过归位内切酶 "*’()!切除 230*4-$*()*1"-

质粒中的 %&’()质粒骨架，利用接头 ’)使之环化，
形成莱航鸡大容量多位点基因打靶载体 230*4-$*
1"-（图 ;）。去除了氯霉素抗性基因，可以用于
%&’)(质粒携带其他基因进行其它目的基因的插
入。

图 = %&’()*1"-表达载体的 /0,、酶切鉴定
#>?@= 4!9 >A9BC>D>EFC>GB GD C!9 /0, FBA AGHIJ9 9BKLM9 A>?9NC>GB GD %&’()*1"-

$GC9：’FB9 O PFN C!9 -$3 MF8Q98 @ #>?@ =3 PFN C!9 /0, >A9BC>D>EFC>GB GD %&’()*!"#；#>?@ =2 PFN C!9
%8GAHECN GD 9BKLM9 A>?9NC>GB GD %&’()*!"#*+,-). P>C! *+,+!；#>?@ =0 PFN C!9 %8GAHECN GD AGHIJ9
9BKLM9 A>?9NC>GB GD %&’()*1"- P>C! &$)!:-./A " @

图 ; 大容量 230*4-$*1"-打靶载体构建示意图
#>?@; 4!9 >JJHNC8FC>GB GD EGBNC8HEC>GB GD C!9 ?9B9

CF8?9C>B? R9ECG8 P>C! JF8?9 EF%FI>J>CL GD 230*4-$*1"-

- 结果与分析

-"! ./012’()* 质粒的鉴定
%&’)(*4-$ 质粒经 ’+0!:-./A"、*+,+!:

’+0!、1$2!:*+,+!以及 1$2!: -./A"酶切的产

物经 <STU琼脂糖凝胶电泳，可见大小分别约为
;T<<I%、;6<<I%、;6<<I% 和 =T<<I% 的 -$3 片段（图
.）。结果表明，34、+,-); 和 &)2 已成功地克隆到
%&’)(中，并经测序证实。

图 . %&’)(*4-$质粒的酶切鉴定
#>?@. 4!9 >A9BC>D>EFC>GB GD AGHIJ9 9BKLM9

A>?9NC>GB GD %&’)(*4-$
$GC9：’FB9 O PFN C!9 -$3 MF8Q98 @ ’FB9 3，2，0，- P989 C!9 %8GAHECN GD
AGHIJ9 9BKLM9 A>?9NC>GB GD %&’)(*4-$ P>C! ’+0!:-./A "、*+,+!:
’+0!、1$2!:*+,+! FBA 1$2!: -./A " 89N%9EC>R9JL@

-"- $%&’()*筛选载体的鉴定
230*4-$筛选载体经 /0, 鉴定可扩增出 34*

+,-);*&)2 大小约 = T<<I%的片段（图 5）。测序结
果表明已成功地构建出 230*4-$筛选载体。

图 5 230*4-$筛选载体的 /0,鉴定
#>?@5 4!9 /0, >A9BC>D>EFC>GB GD 230*4-$

$GC9：’FB9 O PFN C!9 -$3 MF8Q98 @ ’FB9 3 PFN C!9 /0, %8GAHEC GD C!9
D8F?M9BC GD 34*+,-);*&)2 >B 230*4-$@

-"3 ./021’+,)表达载体的鉴定
%&’()*1#/质粒的 /0,鉴定产物经 <STU琼脂

糖凝胶电泳，可见大小约 ; 6<<I% -$3片段（图 =3）。
用 *+,+!单酶切消化质粒 %&’()*1#/*+,-).，酶
切后的质粒产生 . 条带，一条为 %&’()*1#/*+,-).
质粒的大部分，大小约为 6 <<<I%，另一条为切断的
+,-).片段，大小约为 V<<I%（图 =2）。用 &$)!:
-./A"双酶切消化质粒 %&’()*!"#*$%"&*+,-).，
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酶切后的质粒产生 !条带，一条为 "#$%&’()*&!质
粒的大部分，大小约为 + ,--."，另一条为插入的
/012’314片段，大小约为 5 +--."（图 +6）。结果表
明，已成功地构建 "#$%&’30* 表达载体，也得到了
测序结果的证实。

!"# $%&’()*’+,)打靶载体的鉴定
将 786’9*2筛选载体和 "#$%&’30* 表达载体

共转化入大肠杆菌 2&5,!:，卡那霉素养;氯霉素双抗
筛选后混收菌落，抽提质粒，质粒应为 5种形式，独
立的 786’9*2筛选载体、"#$%&’30*表达载体和重
组整合形成的 786’9*2’%&’30*质粒（图 ,8）。将所
有质粒转化大肠杆菌 *(<-7，纯化得到 786’9*2’
%&’30*质粒。使用归位内切酶 0’!"#!将质粒 786’
9*2’%&’30*质粒中 !,--."的 "#$%&质粒骨架切除
（图 ,7）。如图 <所示，只有当 "#$%&’30*表达载体
以正确地方向整合进入 786’9*2筛选载体，归位内
切酶 0’!"#!才能正确地切除 "#$&%，因此，如图 ,7
所示的 "#$%& 质粒骨架能被切除证明已成功地构
建大容量多位点基因打靶载体 786’9*2’30*。

图 , 786’9*2’%&’30*电泳、酶切鉴定
1=>?, 9/@ =A@BC=D=EFC=GB GD C/@ @H@ECIG"/GI@J=J
FBA @BKLM@ A=>@JC=GB GD 786’9*2’%&’30*

2GC@：$FB@ N OFJ C/@ *28 MFIP@I ? F：$FB@ 8 OFJ C/@ "#$%&’30*；
$FB@ 7 OFJ C/@ M=QCRI@ GD 786’9*2，"#$%&’30* FBA 786’9*2’%&’
30*；$FB@ 6 OFJ C/@ 786’9*2? .：OFJ C/@ "IGARECJ GD @BKLM@ A=>@JC=GB
GD 786’9*2’%&’30* O=C/ 0’!"#! ?

- 讨论

-". 利用 $%&重组酶系统构建大容量打靶载体
多位点基因打靶载体先后要插入 S 个 *28片

段，共 <-多 P.长。传统的质粒载体通常很难满足
太大的克隆容量要求，因此本研究利用细菌人工染

色体构建正负筛选基因打靶载体。细菌人工染色体

786的容量可以达到 <-- T !--P.，与酵母人工染色
体 #86（#@FJC 8IC=D=E=FH 6/IGMGJGM@）相比较，786 不
但保留了大容量的特点，并且去除了 #86容易发生
重组的缺点；由于其在大肠杆菌中以超螺旋的质粒

形式存在，对其各种操作相比 #86简便了许多。因
此，利用 786构建基因打靶载体，可以比较圆满地
解决载体容量不足、操作难度大等的问题。

但是相比普通的质粒载体，786本身的骨架序
列较长，通常可达到 <- T !-P.，造成了在 786上限
制性内切酶识别位点过多，可以用于克隆外源 *28
片段的限制型内切酶识别位点稀少，很难在其质粒

上反复多次克隆不同的外源 *28片段，这限制了其
在构建基因打靶载体上的应用。

因此本研究尝试利用含 $%# ; &’(4 系统的 786
构建正负筛选基因打靶载体，在 786和另一小型质
粒如 "#$%&上分别构建 &’(4位点和归位内切酶 0’
!"#!及 40’!"#!识别位点［S］，先在小型质粒上克隆
外源 *28 片段后，将其与 786 共转化大肠杆菌
2&5,!:，利用其中的 6I@重组酶将 786与携带的外
源 *28片段的小型质粒整合，再利用归位内切酶 0’
!"#!或 40’!"#!去除小型质粒骨架，通过接头连接
去除归位内切酶识别位点，之后通过此系统循环操

作，可在 786 上反复克隆目的基因的 *28 片段。
由于此系统在将外源 *28片段整合至 786 上时，
不涉及到限制型内切酶的使用，所以几乎不受 786
上可用于克隆的酶切位点稀少的限制，解决了利用

786构建打靶载体的问题，使得可以利用 786构建
大型、复杂的多位点打靶载体。

-"! /)*% 基因作为同源重组引导序列及其 ,(0
作为基因打靶靶位点的意义

目前基因打靶的靶位点通常为单拷贝序列，

*28重复序列被认为是外源基因整合的禁区，原因
是重复序列处通常无基因表达。然而研究表明核仁

组织区虽以重复序列为主，但其中的 I*28 基因完
全能表达。作者前期研究在人类、鳜鱼、奶牛的细胞

或动物体内建立了以 I*28基因重复序列为靶位点
的多位点基因打靶技术［,，:，<-］，研究显示核仁组织区

的低中度重复序列是高效表达的靶位点。

家禽的 <U&、,VU&、!U& I*28的基因及其基因间
的 09&串联成一个转录单位，每个家禽细胞的基因
组中均有 <-- T 5--个拷贝的转录单位［<<］。因此，在
5种 I*28基因间的 09&定点插入外源基因，外源基
因位于活跃的转录单位内，可以为外源基因的表达

提供一个开放和活跃转录的环境，从而克服位置效

应的影响，外源基因将稳定表达。此外，在不同个

体、同一个体的不同组织细胞甚至同种细胞的不同

代谢时期，其 I*28的表达水平或 I)28拷贝数均不
一致，故外源基因的插入不会因 I*28 表达水平改
变而影响细胞的功能。

本研究就是利用莱航鸡 I*28的 09&作为靶位
点，来研究用重复序列作为基因打靶的靶位点产生
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转基因鸡的价值。用莱航鸡的原始生殖细胞（!"#）
进行多位点基因打靶［$］，建立一套适用于家禽的基

因定点敲入的多位点基因打靶技术。其意义在于：

!以 !"#$ 基因的 %&’作为靶位点，将使基因打靶的
靶位点增加到 ()) * $))个，使基因定点整合效率提
高 ()) * $))倍。"由于外源基因插入位点为基因
间的转录序列，位于活跃的转录单位内，故可解决外

源基因不能稳定表达的部分问题，该位点有望成为

高效表达的靶位点。#靶位点为基因间的间隔序
列，故插入外源基因不会破坏细胞的基因而导致细

胞死亡或恶变，克服了毒性整合等安全性问题。$
突破了 +,-重复序列不能作为外源基因整合靶位
点的禁区。

把人干扰素作为目的基因生产转基因莱航鸡，

不仅可以将转基因鸡作为输卵管生物反应器从鸡蛋

中提取人干扰素用于人类的疾病治疗，而且对莱航

鸡有望起到抗病育种的作用。
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