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摘  要 : 以随机整合方式获得的转基因动物外源基因的拷贝数、整合位点及染色体核型等遗传背景并不清楚，可

能会存在外源基因的沉默整合、无效整合、毒性整合以及其表达水平不可预测等问题。文中选取了 6 只原代（F0）
及其相对应的子一代（F1）的人乳铁蛋白（hLF）转基因山羊作为研究对象，分别颈静脉采血、提取 DNA，通过

染色体核型分析、实时荧光定量 PCR（qPCR）、ELISA 和 Western blotting 等检测技术，研究其外源基因的遗传

背景与表达水平。结果显示，6 只 F0 代转基因山羊的染色体没有明显的形态变异、数量改变等异常情况。相对

拷贝数高低不同（2–16），且能够稳定地遗传给下一代，F0 和 F1 代 hLF 基因拷贝数一致。F1 代转基因山羊表达

hLF 水平最高可达 1.12 g/L（L3-1，拷贝数 8）。结果表明，整合的外源基因能够稳定地遗传下一代，也没有对转

基因山羊个体的生长发育造成障碍，而且拷贝数高低与 hLF 表达水平无明显的相关性，这为转基因山羊及其他转

基因动物的新品种培育奠定了基础，解析了遗传背景。 

关键词 : 转基因动物，核型分析，乳铁蛋白，拷贝数，遗传 
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Abstract:  The genetic background such as copy number, integration site and chromosome karyotype of exogenous genes of 
transgenic animals obtained by random integration is still unclear. There may be some problems such as silent integration, 
invalid integration, toxic integration and unpredictable expression level of exogenous genes. In this study, six primary (F0) 
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and their corresponding offspring (F1) of human lactoferrin (hLF) transgenic goats were selected as the research objects, and 
blood samples were collected from jugular vein and DNA were extracted. The genetic background and expression level of 
exogenous genes were studied by chromosome karyotype analysis, real-time quantitative PCR (qPCR), ELISA and Western 
blotting. The chromosomes of six F0 transgenic goats had no obvious morphological variation, number change and other 
abnormalities. The relative copy number was different (2–16) and could be steadily inherited to the next generation. The copy 
number of F0 and F1 hLF gene was the same. The highest expression level of hLF was 1.12 g/L in F1 transgenic goats (L3-1, 8 
copies). The results proved that the integrated exogenous genes could steadily inherit the next generation, and did not cause 
obstacles to the growth and development of transgenic goat individuals. Moreover, there was no obvious correlation between 
the number of copies and the expression level of hLF. This laid a foundation for the new varieties cultivation of transgenic 
goats and other transgenic animals, and analysis of genetic background. 

Keywords:  transgenic animals, karyotype analysis, lactoferrin, copy number, heredity 

通过转基因技术生产的后代外源基因并不一

定都能高效表达及稳定遗传，有可能产生基因沉

默或外源基因拷贝数丢失，这些都是育种过程中

无法回避的问题[1]。另外，相关文献报道，转基

因技术可能会引起宿主染色体数量和结构的改

变，易造成重构胚的损伤和重编程异常，从而造

成异常的核型[2-4]，直接导致胚胎在发育过程中死

亡、流产或幼崽畸形[5]。Pursel 等[6]和 Reik 等[7]

相关研究也证实了当外源基因插入到宿主染色体

上重要的功能基因中，就会导致宿主的畸形发育

甚至死亡。因此，在转基因新品种培育的过程中，

从分子遗传到染色体核型以及动物外在表型，都

需要进行不断的遴选。 
相关研究表明，外源基因的拷贝数在传递中

会出现差异，有可能会影响外源基因的表达和遗

传稳定，而且外源基因的拷贝在世代传递过程中

还可能发生丢失[8-10]。Migliaccio 等[11]通过体外筛

选 K256 细胞发现，外源基因虽然能在许多位点

整合和表达，但是只有在特定的位点才能稳定遗传

给下一代，而其他位点处的外源基因就会发生丢

失。此外，关于外源基因的拷贝数与表达水平之间

的关系也说法不一。蒋冬花等[12]研究发现，转抗

虫基因的烟草中，抗病效果与整合的拷贝数呈负

相关性，单拷贝的植株比 2–3 个拷贝的植株抗病

能力更强。Mansur 等 [13]构建了携带不同拷贝数 
(1、5、11) 的胰岛素前体 (MIP) 基因的毕赤酵

母载体，发现表达水平与拷贝数呈正相关性。 

但是，目前关于转基因动物的遗传背景分析较

少报道，尤其是人乳铁蛋白 (hLF) 转基因山羊的

遗传背景分析尚未见报道，如刘长国等对陕西省境

内 5 个山羊品种遗传背景的随机扩增多态性 DNA 
(Radom amplified polymorphic DNA，RAPD) 分
析[14]，毛凤显等对贵州地方山羊品种遗传背景的

微卫星分析[15]，这些均是针对非转基因普通山羊

的遗传背景分析。 
因此，本研究为了分析转基因山羊的遗传背

景，选取扬州大学兽医学院江苏省转基因制药工

程研究中心通过核移植制备的 hLF 转基因山羊作

为研究对象，采用荧光原位杂交 (Fluorescence in 
situ hybridization，FISH)、实时荧光定量PCR (qPCR)、
酶联免疫吸附试验(Enzyme-linked immunosorbent 
assay，ELISA)和 Western blotting 作为研究手段，

对转基因山羊的核型和外源基因拷贝数进行分

析，旨在阐明转基因山羊整合的外源基因是否会

对本身造成影响、是否能够稳定遗传给后代、拷

贝数与外源基因表达水平的关系等一系列遗传背

景问题，为今后转基因山羊及其他动物新品种培

育提供良好的指导作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂 

GoTaq qPCR Master Mix (Promega)，GoTaq 
Green Master Mix (Promega)，Wizard Genomic 
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DNA Purification Kit (Promega)，pGEM-T Easy 
Vector (Promega)，SunShineclean 质粒小量抽提试剂

盒 (SunShineBio)，凝胶回收试剂盒 (QIAGEN)，
GeneRuLer™ Low Range DNA ladders 
(Fermentas)，鼠抗 hLF 单克隆抗体 (Santa Cruz，
sc-53498)、羊抗鼠单克隆抗体 IgG-HRP (Santa 
Cruz，sc-2005)，其余未说明试剂均为国产分析纯，

分别购自生工生物工程 (上海) 股份有限公司和

国药集团化学试剂有限公司等。 
1.1.2  引物 

根据外源基因和管家基因 (山羊 β-actin，基

因组拷贝数为 2) 序列用 Primer Premier 5.0 软件

设计引物，由生工生物工程 (上海) 股份有限公

司合成 (表 1)。 
1.1.3  质粒 

BLC14 载体构建并保存于本实验室，含有山羊

β-乳球蛋白调控元件和 hLF 功能基因 (图 2 A)。 
1.1.4  实验动物 

F0 (标记 L1–L6，BLC14 载体转染山羊胎儿

成纤维细胞作为供核细胞，通过体细胞核移植制

备的转基因克隆山羊， 整合 hLF 外源基因) 及
F1 代 (标记 L1-1、L2-1、L3-1、L4-1、L5-1、L6-1，
F0 代与普通山羊杂交后代) 的 hLF 转基因山羊和

普通非转基因正常山羊 (标记 N0、N0-1) 来自扬

州大学实验农牧场，常规饲养。 

1.2  方法 
1.2.1  山羊血细胞染色体片的制备及核型分析 

选取 6 只原代 hLF 转基因山羊 (F0，标记

L1–L6) 和 2 只正常山羊 (标记 N0、N0-1)，1%
肝素钠作抗凝剂，颈静脉无菌采血 2 mL。37 ℃
恒温箱中培养 72 h，添加终浓度 0.5 mol/mL 的  

 
表 1  RT-PCR 扩增引物序列 
Table 1  The primer sequences of RT-PCR 

Primer name Primer sequence (5–3) 
hLF-F GTGGTGTCTCGGATGGATAAG 
hLF-R TTAGTAATGCCTGCGACATACTG 
actin F CTTCCTTCCTGGGTGAGTGAGA 
actin R ACAGCACCGTGTTGGCGTAAA 

 

秋水仙素处理后，继续培养，使细胞分裂停止

在分裂中期。收集对数生长期细胞，使用终浓

度 0.05 μg/mL 的秋水仙素处理 6 h，然后依次 5 mL
低渗液 (0.075 mol/L KCl) 37 ℃处理 30 min、1 mL
固定液 (甲醇/冰醋酸 3∶1) 4 ℃放置 20 min，重

复固定 2 次后，−20 ℃过夜。次日，调整细胞浓度

为 1×105 个/mL，滴片 (20 cm 高度滴到预冷冻的

载玻片上)，在空气中放置干燥。最后，添加 1.5 g/L 
Giemsa 工作液染色 20 min，自来水冲洗载玻片，

自然干燥。挑选良好的分裂相在显微镜下进行放

大、摄影。利用 Adobe Photoshop 图像处理软件

进行染色体的计数、剪切、排队，进行同源染色

体的配对、测量。 
1.2.2  荧光原位杂交 (FISH) 检测 

BLC14 质粒经 Not /Ⅰ SalⅠ酶切回收 15 936 bp
的片段作为 BLC14 探针。Digoxigenin-11-dUTP
切口平移法标记探针，并进行探针免疫学检测：1 μL
探针点尼龙膜；2 000 W，5 min，紫外交膜；马莱

酸缓冲液，室温摇动 2 min；2 mL封闭液 (5% BSA)，
30 min；添加 2 mL 荧光抗体 Anti-Dig-fluorescine，
使其终浓度为 200 μg/mL，孵育 30 min；洗涤 2 次 
(洗涤液为 0.1 mol/L 马来酸+0.3% Tween20)，  
15 min/次；添加 10 mL 检测缓冲液 (0.1 mol/L 
Tris-HCl 缓冲液，pH 9.5)，平衡 5 min；显色、拍

照并保存结果。标记成功的探针，按照常规方法[16]

进行探针杂交：玻片置于 85 ℃变性液 (70%甲酰

胺/2×SSC) 中 3 min，立刻转移至 70%冰乙醇，脱

水，晾干；探针杂交液 (2 μL 20×SSC，10 μL 去

离子甲酰胺，4 μL 50% DS，2 μL 探针，2 μL 超

纯水) 沸水浴 5 min，转移至冰浴 5 min；滴加变

性后的杂交缓冲液 20 μL 于玻片上，封口，37 ℃
湿盒杂交过夜；PBS 洗净后，滴加 100 μL 抗体 
(anti-dig-antibody)，37 ℃孵育 2 h；PBS 洗净、晾

干后，滴加 20 μL DAPI 复染；使用荧光倒置显微

镜 (IX-71，Olympus，日本) 观察，并拍照。 
1.2.3  实时荧光定量 PCR 检测拷贝数 

选取 6 只原代 hLF 转基因山羊 (F0，标记
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L1–L6) 及其对应的后代 (F1，标记 L1-1、L2-1、
L3-1、L4-1、L5-1、L6-1) 和 2 只正常山羊 (标记

N0、N0-1)，颈静脉无菌采血 0.5 mL (加 15% EDTA
抗凝)，提取基因组。根据外源基因和管家基因 
(β-actin，内参基因) 序列，应用 Primer Premier 5.0
软件设计引物，PCR 扩增、回收，与 pGEM-T Easy 
Vector 以 3∶1 的比例进行连接，4 ℃反应 8 h，转

化感受态细胞，挑取单克隆菌落扩增，提取质粒，

酶切和测序鉴定，正确结果分别命名 actin-T 和 
hLF-T。按照 qPCR 的操作说明进行转基因山羊和

普通山羊基因组扩增，反应体系 (20 μL)：2×RT 
mix，10 μL；模板，1 μL；引物 F 和 R (2 μmol/L)，
2 μL；无核酸酶水，7 μL。反应程序：95 ℃预变

性 2 min；95 ℃变性 5 s，60 ℃退火及延伸 30 s，
40 个循环。熔解曲线：温度为 60–95 ℃，间隔为

0.5 ℃，时间为 5 秒/个。设定好如上程序，Ct 值、

阈值等实验数据由软件自动收集生成。 
1.2.4  ELISA 检测 

选取 F1代 hLF转基因山羊 (标记 L1-1、L2-1、
L3-1、L4-1、L5-1、L6-1) 和正常山羊 (标记 N0-1) 
的乳清作为检测样品，每天用雌二醇 (2 mg/只)、
黄体酮 (10 mg/只) 进行人工诱导泌乳，连续催乳

14 d 后注射一支利血平 (0.5 mg/只)，2 d 后收集

乳汁。乳汁离心 (10 000 r/min，30 min) 去除上

层脂肪及下层浑浊，吸取乳清，−20 ℃保存备用。

以转基因山羊乳清作为样本、普通山羊乳清作为

阴性对照、PBS 作为空白对照、人乳清作为阳性

对照，使用鼠抗 hLF 单克隆抗体作为一抗 
(sc-53498 ， Santa Cruz) 、 羊抗 鼠单 克隆 抗体

IgG-HRP (sc-2005，Santa Cruz) 作为二抗进行

ELISA 检测，显色后酶标仪测定 OD450 值，并绘

制标准曲线、计算 hLF 表达量。 
1.2.5  Western blotting 检测 

乳清样品以样本稀释液 (125 mmol/L NaCl，
25 mmol/L Tris，5 mmol/L KCl, 2 mmol/L 苯甲基

磺酰氟，pH 7.4) 进行 100 倍稀释，按照 1 1∶ 体

积与电泳上样缓冲液 (100 mmol/L Tris-HCl，pH 6.8，

200 mmol/L 1,4-二硫苏糖醇，4% SDS，0.2%溴酚

蓝，20%甘油) 混匀，100 ℃加热 5 min，变性，进

行 12% SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE)[17]。

使用转移缓冲液 (1.93 g/L Tris，9 g/L glycine) 将
聚丙烯酰胺凝胶转移至 PVDF 膜，250 mA，转印

3 h。超纯水冲洗后，37 ℃封闭 (20 mmol/L Tris，
137 mmol/L NaCl，0.1% Tween-20，10%胎牛血清，

pH 7.6)，2h。加入一抗稀释液 (1 1 000∶ 稀释，鼠

抗 hLF 单克隆抗体，sc-53498，Santa Cruz)，37 ℃
孵育 2 h。TTBS (20 mmol/L Tris，137 mmol/L NaCl，
1% Tween-20，pH 7.6) 洗涤 3 次后，加入二抗-HRP
稀释液  (1 2 000∶ 稀释，羊抗鼠单克隆抗体

IgG-HRP，sc-2005，Santa Cruz) 中，37 ℃孵育 2 h。
取出 PVDF 膜，PBS 洗净后，添加显色液 (DAB 
50 mg，0.05 mol/L TB 100 mL, 30 μL 30% H2O2 ，
pH 7.6)，室温 15 min，晾干后拍照、记录并保存。 

2  结果与分析 

2.1  转基因山羊的染色体图谱分析 
普通健康山羊的染色体数目是 60 条，有 29 对

是同源染色体的常染色体，最后一对是性染色体。

在 hLF 转基因山羊染色体片中挑选分散良好、形

态清晰、收缩适中的中期分裂相，通过与普通非

转基因正常山羊染色体进行比较，结果显示：选

取的 6 只 F0 代转基因山羊 (L1、L2、L3、L4、
L5、L6) 的染色体和正常山羊的染色体十分相似，

没有发现转基因山羊的染色体数目和形态结构异

常变化。从图 1 中可以看出染色体数目均为 60 条，

形状均为马蹄形；而性染色体 X 也为端着丝粒染

色体，相对长度较大；Y 染色体形态较小，可以

很明显地辨认。 

2.2  荧光原位杂交检测结果 
BLC14 质粒 (图 2A) 酶切回收 15 936 bp 大

小的片段，与预期的结果一致，如图 2B 所示。

按照切口平移法用 Digoxigenin-11-dUTP 标记

BLC14 探针的标记效率如图 3 A 所示。本实验共 
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图 1  山羊染色体核型分析图 
Fig. 1  The karyotypes analysis map of goats. (A) Normal ram chromosome. (B) Normal ewe chromosome. (C) L1 
chromosome. (D) L2 chromosome. (E) L3 chromosome. (F) L4 chromosome. (G) L5 chromosome. (H) L6 chromosome. 

 

图 2  BLC14 载体结构示意图与质粒酶切图谱 
Fig. 2  The structure diagram of BLC14 vector (A) and enzyme digestion analysis of BLC14 (B). 
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图 3  山羊染色体杂交检测结果 
Fig. 3  The hybridization result of goat chromosomes. (A) Determination of the probe labeling efficiency (1–5: 
standard concentration (1 ng/μL, 0.5 ng/μL, 250 pg/μL,100 pg/μL, 0 pg/μL); a: 0.5 ng/μL concentration labeled probe; 
b: 1 ng/μL concentration labeled probe). (B) Hybridization results of BLC14 probe in goat Chromosomes (B1: 
Chromosomes of hLF transgenic goats L3; B2: Chromosomes of normal goats). 

 

标记了 0.5 ng/μL 和 1 ng/μL 两种浓度的探针，均

能够达到实验的预期目标，且标记效率均能达到

要求。BLC14 探针与转基因山羊杂交结果显示，

染色体上有明显的绿色信号 (图 3B1，L3 转基因

山羊，箭头所示)，说明在该处染色体位点整合了

外源目的基因 (11 号染色体)；而正常非转基因普

通山羊中未见到杂交绿色荧光信号 (图 3B2)，说

明正常普通山羊中不含有该外源基因。 

2.3  实时荧光定量 PCR 检测外源基因 hLF 拷

贝数 
本研究检测的拷贝数是相对于内参基因的相

对拷贝数，故内参基因的选择至关重要，我们选择

山羊 β-肌动蛋白 (β-actin) 作为内参基因，内参基

因 β-actin 和外源目的基因 hLF 的 PCR 扩增产物进

行 1%凝胶电泳，分别得到 193 bp 和 210 bp 的目标

片段，如图 4 所示。根据 qPCR 的 Conc (β-actin)= 
10(–0.286*Ct+12.272) 和 Conc (hLF)=10(–3.05*Ct+13.070) 公

式，分别计算出内参基因和外源基因的平均拷贝

数[18-19]。由于该内参基因在山羊体内是纯合二倍

体[20]，而转基因山羊的外源基因是纯合体的几率

极小，因此，通过公式“外源基因拷贝数=(待测

试样转基因拷贝数×2)/待测试样内标准基因拷贝

数”计算出外源基因 hLF 的相对拷贝数。如表 2
和表 3 所示，L1–L6 号转基因山羊的 hLF 及其相  

 

 
 

图 4  内参基因 β-actin 和外源基因 hLF 的 PCR 扩增

电泳图 
Fig. 4  The PCR amplification of reference gene β-actin 
and exogenous gene hLF.  

 

表 2  hLF 转基因山羊中外源基因的拷贝数 
Table 2  The copy number of exogenous gene in goats integrating with hLF 

Gene Average number of copies 2×hLF/actin Relative number of copies for hLF sample hLF β-actin 
L1 72.2 89.1 1.6 2 
L2 279.0 34.7 16.1 16 
L3 7.6 2.0 7.7 8 
L4 84.4 81.3 2.1 2 
L5 199.0 32.1 12.4 12 
L6 42.5 16.2 5.2 5 
N0 2.2 174.0 0.0 0 
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表 3  hLF 转基因山羊中外源基因的拷贝数与表达水平 
Table 3  The copy number of exogenous gene in goats integrating with hLF and expression level 

Gene Average number of copies 
2×hLF/actin Relative number of copies for hLF hLF expression level (g/L)

sample hLF β-actin 

L1-1 81.6 95.4 1.7 2 0 

L2-1 283.0 36.1 15.7 16 0.85 

L3-1 26.5 6.8 7.8 8 1.12 

L4-1 454.0 463.0 2.0 2 0 

L5-1 383.0 64.2 11.9 12 0.13 

L6-1 31.9 12.0 5.3 5 0.19 

N0-1 3.1 153.2 0.0 0 0 

 
应的后代相对拷贝数分别是 2、16、8、2、12、5，
而正常普通山羊 (标记 N0、N0-1) 的相对拷贝数

是 0，这说明了转基因山羊的外源基因能够稳定

地遗传给后代，拷贝数不发生变化。 

2.4  ELISA 检测乳腺表达 hLF 情况 
以人乳清标准品浓度  (g/L) 作为横坐标、

OD450 值作为纵坐标，制作标准曲线 (如图 5A 所

示)，6 只 F1 代转基因山羊乳腺表达 hLF 含量检

测结果见表 3。根据曲线计算，其中 L1-1 和 L4-1 

转基因山羊乳清未检测出 hLF，其余 4 只转基因

山羊乳清检测表达 hLF 的浓度在 0.13–1.12 g/L 之

间 (L2-1：0.85 g/L，L3-1：1.12 g/L，L5-1：0.13 g/L，
L6-1：0.19 g/L)，最高表达水平达到 1.12 g/L 
(L3-1)。从表 3 的转基因山羊表达水平和相对拷贝

数对照结果中，可以看出 hLF相对拷贝数过低 (2) 
的转基因山羊未表达 hLF，而其他表达 hLF 的转

基因山羊拷贝数与表达水平高低无直接明显的相

关性。 

 

 

图 5  转基因山羊乳腺表达 hLF 的检测结果 
Fig. 5  Detection of hLF expression in mammary glands of transgenic goats. (A) Standard curve of the concentration of 
hLF in whey samples. The standard concentrations of lactoferrin in human whey were 0, 0.031 25, 0.062 5, 0.125, 0.25, 
0.5, 1.0 and 2.0 g/L, respectively. L1-1–L6-1 were collected from F1 transgenic goats after lactagogue. (B) Western 
blotting analysis of the milk of transgenic goats (All samples were diluted 100 times). 1: positive control (human whey); 
2: negative control (normal sheep whey); 3: L1-1 sheep whey; 4: L2-1 sheep whey; 5: L3-1 sheep whey; 6: L4-1 sheep 
whey; 7: L5-1 sheep whey; 8: L6-1 sheep whey; M: protein marker. 
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2.5  Western blotting 检测乳腺表达 hLF 情况 
乳清 Western blotting 结果 (图 5B) 表明，

L2-1、L3-1、L5-1、L6-1 号转基因山羊的乳汁中

均有人乳铁蛋白 (分子量 80 kDa) 的表达，出现

大小约 80 kDa 的条带，与预期目标一致；而 L1-1、
L4-1 和普通山羊乳汁中并没有检测出人乳铁蛋白

条带，这与 ELSIA 检测结果相一致。 

3  讨论 

自转基因技术诞生以来，在生物医药、农业

生产等领域产生了巨大的效益[1]，但外源基因在

转基因动物培育繁殖过程中无法稳定高效地遗传

和表达是目前转基因新品种培育面临的主要困难

之一，因此只有弄清外源基因的遗传背景才能更

好地建立转基因新品系[21-22]。刘长国等分析了陕

西省境内 5 个山羊品种 (陕南白山羊、莎能奶山

羊、关中奶山羊、安哥拉山羊、波尔山羊) 的遗

传变异及遗传关系[14]，毛凤显等研究了 4 个贵州

省地方山羊品种 (贵州白山羊、贵州黑山羊、黔

北麻羊、榕江小香羊) 的遗传背景[15]，均是针对

普通山羊的遗传背景分析。关于转基因动物的遗

传背景分析的研究较少，尤其是 hLF 转基因山羊

的遗传背景分析少之又少。本文主要是从染色体

的形态结构和数量、外源基因在染色体上的拷贝

数和遗传性、拷贝数与表达水平间的关系等方面

来研究 hLF 转基因山羊的遗传背景。 
通过核移植和显微注射等方法制备的转基因

动物很容易造成染色体数目和结构异常，致使胚

胎在发育过程中自然流产或产生畸形个体[23]。而

从我们获得的结果中发现，转基因山羊的染色体

核型、数量与普通山羊没有明显的差异，染色体

数目均是 60 条，其中 29 对为同源染色体的常染

色体，最后一对为性染色体，形态结构呈现为马

蹄形，性染色体 X 相对长度较大，Y 染色体形态

较小。转基因动物中的外源基因通常以头尾相连

串联体的形式整合到宿主染色体基因组上，分为

单拷贝单一位点的整合、多拷贝单一位点的整合

及多拷贝多位点的整合[24]。本实验结果显示 6 只

F0 代 hLF 转基因山羊与其相应的 F1 后代外源基

因的相对拷贝数相同，但整合拷贝数高低不同 
(2–16)，这表明外源基因整合在宿主染色体拷贝

数目不定，但是能够在转基因动物中稳定遗传，

且拷贝数不变。同时，L3 转基因山羊的 FISH 结

果显示只有单一的荧光信号，说明该外源基因

hLF 是以多拷贝单一位点的整合方式进入山羊染

色体中。此外，由于外源基因的绝对拷贝数较难

测量，本文提出了“相对拷贝数”这一概念，主要

是参照山羊 β-actin 基因，以此作为内参进行拷贝

数计算[18-19]。 
据有关文献报道，拷贝数与外源基因表达可

以呈现正相关，也可以是负相关，或者拷贝数多

少对表达无显著的影响[8,25]。例如，Hobbs 等[26]

通过对转基因烟草的 GUS 基因表达研究发现表

达量的高低取决于外源基因的插入位点而不是拷

贝数。Meyer 等[27]的研究发现，多拷贝时，90%
的转基因玉米 A1 外源基因失活，在该基因启动子

附近还出现甲基化现象，这一现象表明多拷贝可

能会导致外源基因表达抑制或失活。Kohli 等[28]

的研究发现，外源基因多拷贝并未导致其表达量

下降或转基因沉默，外源基因 4–5 个与 1–2 个拷

贝的表达水平相差无几。本研究中发现，hLF 转

基因山羊的相对拷贝数过低时 (2) 不表达，但是

表达水平的高低又和拷贝数无直接的相关性，最

高表达水平 (1.12 g/L) 的转基因山羊拷贝数 (8) 
并非最高。产生这一现象的原因可能是外源基因

的表达受拷贝数在内的多种机制的调节，不能单

独考虑某一个特定的因素。 
总之，本实验主要通过对 hLF 转基因山羊的

遗传背景分析研究发现：转基因山羊的染色体核

型、数量与普通山羊没有明显的差异，这表明外

源基因的插入未导致染色体出现断裂、缺失等现

象；整合外源基因 hLF的拷贝数高低不同 (2–16)，
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但 F0 和 F1 代拷贝数相一致，这表明转基因山羊

外源基因能够稳定遗传给下一代；6 只 F1 代 hLF

转基因山羊中，2 只山羊的乳汁未检测到表达 hLF 
(L1-1 和 L4-1，拷贝数均为 2)，其余 4 只表达 hLF
量在 0.13–1.12 g/L，最高表达水平达到 1.12 g/L 
(L3-1，拷贝数为 8)，这表明外源基因拷贝数多少

和表达水平无直接明显的相关性，过低或过高在一

定程度上均可能影响外源基因的表达水平。因此，

本研究首次比较全面地分析了 hLF 转基因山羊的

遗传背景，且该转基因山羊能够健康存活、正常繁

殖和表达外源目的蛋白，为进一步转基因山羊遗传

育种和转基因动物新品种培育奠定了基础。 
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