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异种器官移植转基因猪检测系统的建立
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　　[摘　要 ]　以 PCR、免疫荧光、细胞毒试验在DNA、表达、功能水平对转 hDA F 基因猪进行了检测。结果表明:

转基因猪的整合率为 19. 35% (18ö93) ; 在 14 头转基因阳性猪中, 有 7 头动脉肌肉层表达了外源 hDA F 基因, 6 头猪

的外源基因表达产物可以抑制猪淋巴细胞的裂解。
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　　随着外科手术的不断提高以及免疫抑制剂的不

断发现, 同种器官移植 (allo transp lan tation)取得了飞

速发展, 但随之而来的是供体器官的严重不足[1, 2 ]。

据美国健康资源与服务部 (H ealth R esources and

Service A dm in istration) 1996 年 8 月的统计显示: 需

要进行移植的患者就有 33 000 人, 每年大约有 3

000 名患者因不能及时获得所需器官而死亡。异种

器官移植可能是解决这一问题的最有效途径。

在选择异种移植供体时, 由于猪具有繁殖率高、

世代间隔短、不属保护动物、内脏器官大小与人类相

近等特点而成为首选动物[3 ]。然而, 这种远离种族间

的移植会发生强烈的超急性排斥反应 (HA R )。DA F

(decay accelerating facto r) 是一种补体调节因子, 可

以阻止经典或替代途径C3、C5 转化酶的装配, 并且

可通过诱导 C2a 或Bb 的快速解离而使已形成的

C3、C5 转化酶失去稳定性, 从而抑制补体攻击单位

的活化[4 ]。因此, 转 hDA F 基因猪可能克服异种器官

移植的最大障碍——超急性排斥反应。

转基因猪的检测是一项重要而复杂的任务, 一

旦误检、漏检, 将造成极大的人力、物力浪费。作者于

1997 年 5 月将 hDA F 基因导入湖北白猪并结合

hDA F 的特点, 在各水平进行了检测, 初步建立了转

hDA F 基因猪的检测系统。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂

　 　 RAM I21640 培 养 基 ( G IBCO ) ; 胎 牛 血 清

( G IB ICO ) ; 抗人 CD 55 (DA F) öF ITC 单抗 (A ncell) ;

各种酶类 (华美公司) ; 其他试剂均为国产。

1. 2　基因导入

以湖北省农科院畜牧所湖北白猪育种场Î 系后

备母猪为试验材料, 按魏庆信等人的方法导入外源

DA F 基因[5 ] , 共注射 517 枚胚 (见图版 1)。

1. 3　整合检测

据人DA F 基因序列设计一对引物, 扩增片段长

度为 672 bp。引物序列 P1: T G G C G A G A A G

G A C T C A G T G A T C T; P2: T G A A C T G

T T G G T G G G A C C T T G G A。受体母猪分

娩后, 取仔猪耳组织或尾组织, 提取DNA , 然后进行

PCR 扩增[6 ]。扩增条件: 94 ℃ 5 m in 后, 94 ℃

1 m in, 62 ℃ 1 m in, 72 ℃ 80 s, 35 个循环, 最后

72 ℃ 10 m in。在阳性对照、阴性对照同时成立的情

况下, 与阳性对照一样扩增出 672 bp 条带的样品,

判为转DA F 基因阳性猪 (见图版 2)。

1. 4　表达检测

用无菌剪刀取整合外源 hDA F 基因阳性猪与

阴性对照猪耳组织, 消毒并缝合伤口。耳组织块剪

毛, 用生理盐水冲洗干净, 放入冰盒。CM 2020 冰冻

切片机制片, - 20 ℃丙酮固定 15～ 20 m in。置

- 20℃保存。0. 01 molöL PBS 清洗玻片 3×5 m in。

3%～ 10% FCS 封 闭 10 m in, 倾 去 FCS, 用

0. 01 molöL PBS 稍清洗。加入抗 hDA F 单克隆抗

体, 37 ℃置湿盒中1～ 3 h。0. 01 molöL PBS 清洗玻

片 3×10 m in。滴加甘油2PBS 液, 用指甲油封片。荧
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光显微镜观察并照相 (见图版 3)。把免疫荧光照片

输入电脑进行图文分析。采用M P IA S2500 多媒体彩

色病理图文分析系统, 选取像素点长 0. 785 Λm , 测

量商 1. 71 8×105 Λm 2。

1. 显微注射法将外源 hDA F 基因注入雄原核; 2. 转基因猪 PCR 检测: ①m arker, ②转基因阳性猪, ③阳性对照, ④⑤阴性;

3. hDA F 基因在动脉肌肉层中的表达

1. Exogenous hDA F w as in jected in to the m ale p ronucleis by m icro in jection; 2. T ransgen ic p igs detected by PCR: ①M arker,

②Tansgen ic p igs, ③Positive con tro l, ④⑤N egitive p igs; 3. The exp ression of exogenous hDA F in the vascular smooth m uscle

1. 5　功能检测

自 14 头阴性猪和 2 头阳性猪耳静脉采血各

5 mL , 肝素抗凝, 混匀。用常规法分离淋巴细胞, 适

当调整淋巴细胞的浓度, 取 72 孔微量淋巴细胞毒试

验反应板, 每孔加入混合人血清 1 ΛL , 猪淋巴细胞

悬液 1 ΛL , 充分混匀, 然后于 24 ℃保温 30～

45 m in。每孔加 5% 伊红 2～ 3 ΛL , 染色 2～ 5 m in。每

孔加 12% (L öL )福尔马林 8 ΛL , 固定。置 4 h, 待细

胞充分沉至孔底, 再于倒置相差显微镜下读结果。

2　结　果

2. 1　hDA F 基因在受体猪中的整合

本试验共注射 517 枚受精卵, 生仔猪 93 头, 成

活 61 头, PCR 整合鉴定, 其中有 18 头发现特异的

672 bp 扩增带。在同一检测过程中, 阴性对照未扩

增出任何带。转基因猪的整合率为 19. 35%。

2. 2　转 hDA F 基因猪外源基因的表达

取转基因阳性猪耳组织冰冻切片, 然后进行免

疫荧光试验 (如果有 hDA F 基因表达, 就会与抗人

CD 55 单抗结合而在荧光显微镜下观察到荧光)。在

荧光显微镜下的观察表明, 转基因猪耳组织中的静

脉、动脉肌肉层、鳞状上皮、毛囊、外分泌腺及散状纤

维组织中均有荧光发现。在 14 头整合有 hDA F 基因

阳性猪中, 有 7 头在动脉肌肉层中有荧光, 只有

6015# 猪静脉发现有荧光, 其灰度为149. 1。

表 1　转基因猪动脉肌肉层荧光平均灰度

Table 1　The average grey2scale of fluorescence of

transgen ic p ig vascular smooth m uscle

猪号
P ig num ber

动脉肌肉层
平均灰度
A verage
grey2scale

猪号
P ig num ber

动脉肌肉层
平均灰度
A verage
grey2scale

6084 131. 3 6083 127. 3

6008 167. 8 6053 154. 0

6061 157. 8 6010 170. 6

6011 169. 0

2. 3　外源 hDA F 基因在受体猪中的功能

　　在相差显微镜下, 被杀伤的淋巴细胞显橙
红色, 而活细胞四周透明, 有良好的结构。观察并计

数每孔活细胞与死细胞数, 计算活细胞数与总细胞

数的百分比。有 hDA F 基因整合的 14 头阳性猪中,

7 头有活细胞存在, 其他 7 头阳性猪与 2 头对照均

未发现有活细胞存在。

表 2　细胞毒试验结果

Table 2　The result of m icro lymphocyto tox icity

猪号
P ig num ber

活细胞数ö
总细胞数×100
L ive cell No. ö
to tal No. ×100

猪号
P ig num ber

活细胞数ö
总细胞数×100
L ive cell No. ö
to tal No. ×100

6061 44. 44 6008 14. 29

6011 34. 15 6053 11. 11

6001 30. 77 6084 8. 00

6083 14. 95

3　讨　论

PCR 是灵敏度非常高的一种分子生物学技术,
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如果 1 Λg 总体DNA 经扩增后, 电泳分析出特异性

带, 说明 1 Λg 总体DNA 含有pg 级被扩增的特异性

序列, 相当于每个细胞中具有至少 1 个拷贝的特异

性序列。因此, 若在转基因动物个体 (或转基因胚)中

检测出有特异性带存在, 说明被扩增序列在个体细

胞中存在至少 1 个以上的外源基因拷贝。所以把

PCR 技术用于转基因动物研究是完全切实可行的。

在异种器官移植临床实践中, 受体血浆首先接

触的是供体血管内皮细胞。其内皮细胞被分隔开, 且

被一些间质紧密连接, 当发生细胞毒效应时, 人补体

会接触到动脉肌肉层。如果外源 hDA F 基因在猪动

脉肌肉层表达时, 它会抑制人补体活性, 进而达到保

护组织的目的。所以, 笔者认为应将动脉肌肉层作为

研究转基因猪外源 hDA F 基因表达的主要指标之

一。本试验中发现, 14 头转基因猪中 7 头动脉肌肉

层有 hDA F 基因表达产物, 用平均灰度表示其表达

强度。而其他 7 头猪未观察到动脉肌肉层荧光, 其原

因可能与基因结构的甲基化, 外源基因与内源基因

的共抑制, 整合位点等因素有关。统计结果表明, 外

源 hDA F 基因在猪耳组织的动脉肌肉层、鳞状上

皮、毛囊、外分泌腺、散状纤维组织中染有荧光, 而在

软骨组织中没有, 这与 Rosengard 的研究结果一

致[8 ]。本试验只发现 6015# 猪静脉表达有 hDA F 基

因, 而Rosengard 所检测全部 27 头猪中则未发现一

例[8 ] , 因此对 6015# 猪有待进一步研究。经检查, 对

照组鳞状上皮、毛囊、外分泌腺、散状纤维组织有荧

光, 而其动脉肌肉层却未发现。这与Rosengard 的研

究结果一致, 但他未对这一现象作进一步解释。这是

由于这些组织强有力的非特异性吸附造成的。

中国人DA F 基因在猪体内表达后, 通过抑制补

体攻击单位的活化, 最终使猪的淋巴细胞未全部被

杀伤, 而且活细胞存活最多者达到 44. 44% , 这提示

hDA F 基因的表达产物在一定程度起避免超急性排

斥反应发生作用, 具有生物学功能。对比表 1, 2 可

见, 在 7 头动脉肌肉层表达 hDA F 基因的转基因猪

中有 6 头在不同程度上表现出抗异种排斥功能, 表

明其基因结构, 整合入猪基因组中的构象等都相对

较理想, 也在实践中证明了动脉肌肉层可以作为转

基因猪外源 hDA F 基因表达的主要指标之一。

1999 年 12 月, 同济医科大学附属同济医院器

官移植研究所用本检测系统检测出的转 hDA F 基

因猪进行了猪- 猴心脏移植并获得成功, 验证了该

试验初步建立的转 hDA F 基因猪检测系统的可行

性与可靠性。
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Abstract: By using PCR , imm unfluo rescence, m icro lymphocyto tox icity, transgen ic p igs w ere detected in

levels of DNA , exp ressing and function. T he results indicated that the in tegration ratio w as 19. 35% (18ö93). O f
the 14 transgen ic p igs, 7 p igsπvascular smoo th m uscle exp ressed exogene of hDA F, and the exp ressing p roducts

of hDA F in 6 transgen ic p igs could delay p igs’lymphocyte cleavaging.
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