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pEGFP2hTERT载体的构建及其在牛 A 型
精原细胞中的表达
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[摘 　要 ] 　为了构建端粒酶逆转录酶表达载体 , 用带有绿色荧光蛋白报告基因的载体 p EGFP2C1 和带有

h TERT cDNA 的载体 pCL2Neo2h TERT ,通过基因重组构建新的载体 p EGFP2h TERT ,转化后筛选阳性克隆进行酶切

鉴定 ;p EGFP2h TERT 载体通过脂质体介导法转染纯化后的牛 A 型精原细胞 ,观察绿色荧光表达 , G418 筛选阳性克

隆。结果表明 ,p EGFP2h TERT 载体与预设计的一致 ;p EGFP2h TERT 载体转染牛 A 型精原细胞后 ,经筛选获得了 1

个表达绿色荧光蛋白的阳性细胞克隆。由此可见 ,h TERT 表达载体得到了成功构建 ,并在牛 A 型精原细胞中实现了

表达。
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Abstract : To const ruct a telomerase reverse t ranscriptase expression vector , a new vector p EGFP2
h TER T was established by genetic recombination of vector p EGFP2C1 with green fluorescence p rotein re2
porter gene and vector pCL2Neo2h TER T containing h TER T cDNA. Positive clones containing recombinant

plasmids were identified by rest riction endonuclease digesting. Type A spermatogonia of bovine af ter p urifi2
cation were t ransfected with p EGFP2h TER T vector mediated by lipofectamine and the expression of green

fluorescence protein was observed ,and t hen t he positive clone was screened wit h G418. The result s showed

t hat t he p EGFP2h TER T vector was identical to t he size devised in advance. Af ter t ransfecting wit h p EGFP2
h TER T vector ,a positive clone of type A spermatogonia expressing green fluorescence protein of bovine

was obtained by screening. Thus it could be concluded t hat p EGFP2h TER T vector was established and ex2
pressed in type A spermatogonia of bovine successf ully.
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　　通过将目的基因导入体外培养的精原干细胞 , 再将携带有目的基因的精原干细胞移植到受体睾丸
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中 ,从而获得源源不断的转基因精子来生产转基因

动物 ,已成为当前转基因动物生产的一条新途径。

Brinster 等[1 ]率先进行了用精原干细胞转染外源基

因生产转基因动物的研究。但该项技术仍然存在生

产效率低的问题 ,主要原因之一是精原干细胞很难

在体外长期存活。体外培养的精原干细胞由于缺乏

机体内环境因素的调控 ,很快发生分化和凋亡。所

以 ,建立永生化精原干细胞系对解决细胞来源问题

具有重要意义。

端粒酶逆转录酶 ( Telomerase reverse t ran2
scriptase , TER T)是端粒酶的催化亚基 ,可与端粒酶

RNA2端粒酶相关蛋白 1 ( Telomerase2associated

protein l , TEP l) 复合物结合形成全酶以激活端粒

酶活性。异位表达人端粒酶逆转录酶 ( h TER T) 可

使干细胞端粒酶活性提高 ,导致干细胞发生与端粒

酶相关的功能和特性的变化 ,从而达到建立永生化

细胞系等目的。有研究表明 ,导入外源 h TER T 基

因可延长细胞体外培养寿命 ,而对生长、分化等多种

生物学特性并无影响[2 ] 。为此 ,本研究试图通过构

建 h TER T 真核表达载体 ,对牛 A 型精原细胞进行

转染 ,从而为建立永生化牛精原干细胞系奠定基础。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

新生荷斯坦小公牛由杨凌区屠宰场提供 ;p EG2
FP2C1 质粒 (全长 4. 7 kb)和 D H5α菌株均为西北农

林科技大学生物工程研究所保存 ;pCL2Neo2h TER T

质粒 (全长 8. 9 kb)由第四军医大学口腔医院王新文

博士惠赠。限制性内切酶购自 MBI 公司 ; T4 连接

酶和卡那霉素购自 Promega 公司 ;凝胶回收试剂盒

为 U2gene 公司产品 ;质粒提取试剂盒购自安徽优晶

生物工程有限公司 ;琼脂糖购自 sigma 公司。Ⅳ型

胶原酶 (Col Ⅳ) 、胰蛋白酶、ED TA 为 Sigma 公司产

品 ; DM EM 为 Gibco BRL 公司产品 ; 胎牛血清

( FBS)为杭州四季清生物工程材料有限公司产品 ;

Percoll 为 Pharmacia 公司产品 ;其余试剂均为国产

分析纯。

1. 2 　p EGFP2C1 和 pCL2Neo2h TER T 质粒的提取

p EGFP2C1 质粒和 pCL2Neo2h TER T 质粒的提

取 ,均参照质粒提取试剂盒说明书进行。提取后用

分光光度法测定 DNA 含量。

1. 3 　p EGFP2h TER T 真核表达质粒的构建

p EGFP2C1 质粒和 pCL2Neo2h TER T 质粒均用

EcoR Ⅰ/ S al Ⅰ内切酶进行双酶切 ,37 ℃温育 6～12

h。将上述酶切后的产物在 10 g/ L 的琼脂糖凝胶上

电泳 ,使载体与外源基因片段充分分离。分别切下

含有 h TER T (3. 4 kb) 的目的基因片段和酶切后的

p EGFP2C1 (4. 7 kb)载体片段胶条 ,用 DNA 回收试

剂盒进行回收 ,分光光度计测定 DNA 含量。将回

收纯化的目的基因片段 h TER T 和酶切后的 p EG2
FP2C1 载体进行定向连接 ,连接体系按照 T4 DNA

Ligase 说明书操作 ,4 ℃连接 12 h。

1. 4 　p EGFP2h TER T 原核表达质粒的转染与鉴定

用 CaCl2 制备感受态宿主菌 ,具体步骤见参考

文献 [ 3 ]。将上述连接产物转化感受态宿主菌

D H5α后 ,涂布于含卡那霉素的培养板上 ,37 ℃培

养 8～12 h。挑取单克隆 ,37 ℃振荡培养过夜。提

取质粒进行 EcoR Ⅰ和 S al Ⅰ双酶切 ,0. 8 g/ L 琼脂

糖凝胶电泳检测。

1. 5 　牛 A 型精原细胞的纯化及饲养层制作

按 Izadyar 等[4 ]的方法 ,并略作修改。无菌条件

下采集新生公牛睾丸 ,去除睾丸组织块周围结缔组

织后清洗离散曲细精管 ,剪碎 ,加入 10 倍体积 0. 1

g/ L 胶原酶 Ⅳ(Col Ⅳ) ,37 ℃消化 20 min 至曲细精

管成小段 ,中间轻晃数次。PBS 洗 3 次 ,然后用 2. 5

g/ L 胰蛋白酶消化 5～10 min 成单细胞悬液 ,孔径

0. 076 mm 纱网过滤 ,采用 Percoll 密度梯度离心和

反复差速贴壁法纯化精原细胞。

将 Percoll 分离后的细胞悬液接种于直径为 60

mm 塑料培养皿 1 中 ,在接种后 6 h 收集游离的细

胞接种于 60 mm 塑料培养皿 2 中 ,6 h 后再次收集

培养皿 2 中游离的细胞 ,即为高度纯化的 A 型精原

细胞 ,对其进行台盼蓝染色计数 ,按 5 ×105 mL - 1接

种于 24 孔板。

贴壁生长的睾丸支持细胞待 80 %汇合时传代 ,

用于制作支持细胞饲养层。A 型精原细胞和支持细

胞的培养液均为添加体积分数 2. 5 % FBS 的

DM EM ,于 37 ℃、体积分数 5 % CO2 饱和湿度培

养。

1. 6 　p EGFP2h TER T 转染牛 A 型精原细胞

参考文献 [ 5 ]中介绍的方法 ,并略有修改。取

16μL 含 p EGFP2h TER T 真核表达载体的质粒

DNA ,用无血清 DM EM 稀释至 50μL ,温和混匀。

取 2μL Lipofectamine 2000 用无血清 DM EM 稀释

至 50μL ,温和混匀。5 min 后 ,将稀释的 DNA 和

Lipofectamine 2000 温和混匀 ,室温下静置 20 min。

分孔收集培养 24 h 后的 A 型精原细胞悬液 ,

1 000 r/ min 离心浓缩细胞 ,用无血清的 DM EM 漂
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洗 2 次 ,每孔加入 100μL 转染液 ,轻轻混匀。37 ℃、

体积分数 5 % CO2 饱和湿度培养 6 h。吸除转染液 ,

换为不含抗生素添加 2. 5 %FBS 的 DM EM 培养基

继续培养 24 h。按照 1 ∶5 的比例传代 ,接种于支持

细胞饲养层上 ,24 h 后添加 G418 (600μg/ mL) 进

行筛选。

2 　结果与分析

2. 1 　p EGFP2h TER T 真核表达载体的构建

重组 p EGFP2h TER T 真核表达载体 , 转化

D H5α感受态宿主菌后得到了阳性克隆。提取阳性

重组质粒 ,进行 EcoR Ⅰ/ S al Ⅰ内切酶酶切鉴定 ,结

果 (图 1) 显示 ,试验结果符合预设计要求 ,得到了

3. 4 kb 的目的条带。

2. 2 　牛 A 型精原细胞的纯化及饲养层制作

通过 Percoll 密度梯度离心及反复差速贴壁法

纯化的精原细胞 ,纯度达 90 % ,A 型精原细胞在无

饲养层条件下呈悬浮生长 (图 2) 。

支持细胞在接种 6 h 之内就可贴壁生长 ,接种

12 h 后开始伸出伪足。80 %汇合后传代 ,用于制作

饲养层 ,所得细胞形态均一 ,呈成纤维样 (图 3) 。

图 1 　p EGFP2h TERT 载体酶切鉴定结果

M. DNA Marker ;A ,B. 2 个重复

Fig. 1 　Result of p EGFP2h TERT vector identification

by enzymes digesting

M. DNA Marker ;A ,B. two repeat s.

图 2 　分离纯化的牛 A 型精原细胞 (100 ×)

Fig. 2 　Type A spermatogonia of bovine

after isolation and purification (100 ×)

图 3 　用作饲养层的牛睾丸支持细胞 (100 ×)

Fig. 3 　Sertoli cells of bovine as feeder layer (100 ×)

2. 3 　牛 A 型精原细胞的转染

牛 A 型精原细胞转染 24 h 后 ,在倒置荧光相差

显微镜下观察转染孔中的细胞 ,发现孔中有点状绿

色荧光 (图 4) 。转染 A 型精原细胞按照 1 ∶5 (体积

比)的比例传代 ,接种于支持细胞饲养层上 ,24 h 后

A 型精原细胞在支持细胞饲养层上贴附生长 ,此时

添加 G418 (600μg/ mL ) 进行筛选。每 3 d 换液 1

次。筛选 7 d 后 ,仅剩下约 15 %的支持细胞。剩余的

支持细胞和精原细胞混合物一起 ,传代接种于新的

支持细胞饲养层上 ,继续筛选。1 周以后 , G418 浓

度减半。经过 2 周筛选 ,获得了 1 株阳性克隆 (图

5) ,该阳性克隆在体外存活了近 2 个月。试验重复

3 次 ,但未获得更多的阳性克隆。
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图 4 　转染 24 h 后的牛 A 型精原细胞 (100 ×)

Fig. 4 　Type A spermatogonia of bovine t ransiently

expressed green fluorescence protein after t ransfection

for 24 h (100 ×)

图 5 　表达绿色荧光蛋白的牛 A 型精原细胞克隆 (100 ×)

Fig. 5 　Clone of type A spermatogonia expressing

green fluorescence protein of bovine (100 ×)

3 　讨　论

本研究中构建的 p EGFP2h TER T 真核表达载

体 ,为 h TER T 的转染检测提供了简单快速的方法。

绿色荧光蛋白基因是一种新的标记基因 ,对细胞无

毒 ,不影响与其连接的目的基因的表达 ,也不影响目

的蛋白的结构和功能。在组织和细胞中 ,能耐受各

种处理而保持其发光特性 ,因而作为一个直观的报

告基因得到了广泛的应用[6 ] 。

新生牛睾丸曲细精管中 ,只存在 2 种类型的细

胞 ,即 A 型精原细胞和支持细胞。A 型精原细胞又

可进一步细分为 As、Apr 和 Aal 3 种亚型[7 ] 。前两

者具有精原干细胞特性 ,而 Aal 则是处于分化阶段

的精原干细胞[8210 ] 。本试验分离纯化得到的牛 A 型

精原细胞纯度可达 90 % ,因为新生牛尚未启动精子

发生 ,所以本试验获得的主要是前两种亚型的精原

细胞。

在本试验中 ,为支持细胞饲养层的制作而未采

用传统的丝裂霉素 C 处理。因为在以前的试验中 ,

作者发现丝裂霉素处理后的支持细胞活力较差。为

了使支持细胞饲养层能适合精原细胞生长 ,又不至

于生长过快 ,作者采用了添加体积分数 2. 5 % FBS

的低血清培养法。试验结果证明 ,在添加 G418 的

条件下 ,支持细胞饲养层可维持精原细胞生长 1 周。

Feng 等[11 ]首次报道 ,利用逆转录病毒载体将

h TER T 基因导入小鼠 A 型精原细胞中 ,建立了永

生化精原细胞系 ,该细胞系具有 A 型精原细胞的形

态特征 ,同时 R T2PCR 和 Western 杂交检测表明 ,

该细胞系表达了 c2kit 受体 ,生殖细胞特异标记 DA2

ZL 和 Oct24 呈阳性。用 SCF 诱导该永生化细胞系 ,

分化形成了初级精母细胞、次级精母细胞及精子细

胞。精子细胞形成了顶体 ,表达 SP210 和鱼精蛋白

2 ,染色体倍数正常 ,而且该永生化细胞系在体外分

化的时间进程与体内一致。因此 ,该永生化精原细

胞系具有精原干细胞增殖和分化的特征 ,这对于研

究精子发生及对雄性配子体外遗传修饰具有重大意

义。本研究中获得的阳性细胞克隆 ,保持了旺盛的

增殖能力。Nagano 等[12 ] 报道 ,小鼠 A 型精原细胞

克隆在体外维持 1 周后增殖能力就会降低。而本试

验得到的牛 A 型精原细胞阳性克隆在体外维持了

近 2 个月 ,这可能是转入的 h TER T 发挥了作用。

对于本研究获得的阳性细胞克隆 ,是否具有分化为

精子的能力 ,尚需进一步试验验证。
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