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山羊胎儿成纤维细胞转染人 t-PA 指形区
缺失基因及其核移植研究

Ξ

赵晓娥, 安志兴, 马保华, 武　浩, 高立功, 刘新颖, 张　涌
(西北农科技大学 生物工程研究所, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　采用阳离子脂质体法将人 t2PA 指形区缺失基因乳腺特异性表达载体 (pEBT ) 导入山羊胎儿成纤

维细胞, 以山羊胎儿成纤维细胞和转染的山羊胎儿成纤维细胞作供体, 构建核移植胚, 对其体外发育情况进行了研

究, 比较了 2 种供体细胞 (山羊胎儿成纤维细胞和转人 t2PA 指形区缺失基因的山羊胎儿成纤维细胞) 及转人 t2PA

指形区缺失基因的山羊胎儿成纤维细胞饥饿处理与否对核移植胚胎体外发育的影响。结果表明, 早期核移植胚有

荧光蛋白 (GFP)的表达; 以山羊胎儿成纤维细胞作供体细胞时, 核移植胚的桑葚胚率 (50. 3% ) 及囊胚率 (16. 0% )

均高于以转人 t2PA 指形区缺失基因胎儿成纤维细胞为供体时的桑葚胚率 (48. 4% ) 和囊胚率 (10. 9% ) , 但差异不

显著 (P> 0. 05) ; 转人 t2PA 指形区缺失基因的山羊胎儿成纤维细胞经饥饿处理后, 其核移植胚胎的卵裂率

(73. 6% ) 与不饥饿时的卵裂率 (73. 9% ) 差异不显著; 饥饿处理后核移植胚胎的桑葚胚率 (48. 5% ) 和囊胚率

(11. 2% )均高于不饥饿处理的桑葚胚率 (39. 2% )和囊胚率 (9. 2% ) , 但差异不显著 (P > 0. 05)。本研究成功地构建

了转人 t2PA 指形区缺失基因的体细胞核移植胚胎, 体外囊胚率为 11. 2%。
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Abstract: Goat feta l f ib rob lasts w ere tran sfered in to m amm ary gland exp ressed vecto r pEBT t2PA gene

by u sing lipofectam in. T he developm en t of nuclear t ran sfer em b ryo s derived from feta l f ib rob lasts including

t2PA gene w ere studied. A nd tran sgen ic feta l f ib rob lasts w ere u sed to m ake nuclear t ran sfer em b ryo s; T he

developm en t of nuclear t ran sfer em b ryo s derived from feta l f ib rob lasts including t2PA gene, feta l f ib rob2
lasts w ere compared. T he developm en t of nuclear t ran sfer em b ryo s derived from feta l f ib rob lasts including

t2PA gene in m edium DM EM including 0. 5% FBS fo r starvat ion and including 10% FBS w ere compared.

T he resu lt show ed: nuclear t ran sfer em b ryo s w ere saw fluo rescen t p ro tein ( GFP ) ; T he mo ru lae ra te

(50. 3% ) and b lastocyst ra te (16. 0% ) of feta l f ib rob lasts cells w ere h igher than that of feta l f ib rob lasts

including t2PA gene (48. 4% , 10. 9% ) (P > 0. 05) ;M o ru lar ra te (48. 5% ) and b lastocyst ra te (11. 2% ) nu2
clear t ran sfer em b ryo s derived from feta l f ib rob lasts including t2PA gene cu ltu red in m edium DM EM in2
cluding 0. 5% FBS w ere h igher than that (39. 2% , 9. 2% ) in m edia DM EM including 10% FBS (P >

0. 05). T he tran sgen ic nuclear t ran sfer em b ryo s w ere recon structed, and b lastocyst ra te of t ran sgen ic nucle2
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　　以动物体细胞 (成体细胞、胎儿成纤维细胞以及

多潜能干细胞)为受体, 将融合目的基因和标记基因

的基因以DNA 转染的方式导入能够进行传代培养

的动物体细胞中, 通过标记基因来筛选转基因阳性

细胞及克隆, 再以这些转基因阳性细胞为核供体进

行动物克隆, 可以提高转基因动物的生产效率。目

前, 利用体细胞核移植的方法已获得了转基因绵

羊[122 ]、牛[3 ]、山羊[4 ]等动物。 t2PA 为组织型纤溶酶

原激活剂, 能有效激活纤溶酶原成为纤溶酶, 纤溶酶

能使血栓中的纤维蛋白溶解, 血栓消散, 是治疗心血

管疾病的一种新型特效药物。本研究采用阳离子脂

质体法将人 t2PA 指形区缺失基因乳腺特异性表达

载体 (pEBT ) 导入山羊胎儿成纤维细胞, 用 G418 对

转染细胞进行筛选, 以转染的山羊胎儿成纤维细胞

作供体细胞构建核移植胚, 对早期胚胎进行荧光检

测, 以实现在胚胎植入前对其进行基因整合检测, 达

到移植后生产的动物 100% 为转人 t2PA 指形区缺

失基因动物。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　表达载体 pEBT　人 t2PA 指形区缺失基因

乳腺特异性表达载体 pEBT , 由西北农科技大学生

物工程研究所提供, 此载体含有报告基因 EGFP、抗

性基因 neo、调控成分牛 Β2酪蛋白基因调控序列以

及 t2PA 指形区缺失基因 (目的基因)。

1. 1. 2　山羊胎儿成纤维细胞　山羊胎儿成纤维细

胞来源于杨凌科元公司妊娠 40 d 奶山羊的流产胎

儿。用常规组织块法进行山羊胎儿成纤维细胞的原

代培养, 待细胞相互汇合形成单层后用 2. 5 göL 胰

蛋白酶消化传代。原代培养用液为DM EM + 体积分

数 10% FBS。

1. 1. 3　山羊卵巢　山羊卵巢采集于陕西省西安市

某屠宰场。将卵巢置于 20～ 30 ℃, 含 0. 32 m gömL

硫酸庆大霉素的生理盐水的保温瓶内, 6～ 8 h 运回

实验室。

1. 1. 4　引物设计与合成　依据 Genbank 上登陆的

t2PA cDNA 序列 (登陆号 X7393) , 利用生物软件

V ecto rN T I Su ite 9. 0 和 P rim er P rem ier 5. 0 设计 1

对引物, 其序列为:

tPA 1: 5′2CCG T GA A T T TAA GGG A CG

CT G T G23′;

tPA 2: 5′2GAA GA G GCG GGA TCT CA T

T T G CT 23′。

1. 1. 5　试剂及仪器　试剂: 细胞松弛素B (CB ) , 离

子霉素 ( Ionom ycin ) , 62二甲氨基嘌呤 (62DM A P ) ,

聚乙烯醇 (PVA ) 和胰蛋白酶等均为 Sigm a 公司产

品; G418 为Am resco 公司产品; 胎牛血清 FBS 为

H yclone 公司产品; DM EM 和DM EM öF12 脂质体

L ipofectam ineTM 2000 为 Invit rogen 公司产品。

试验仪器有显微操作仪 (N ikon) , 倒置相差显

微镜 (O lympu s) , PCR 仪 (美国M J 公司) , 荧光显微

镜 (日本N ikon) , CO 2 培养箱 (Fo rm a)。

卵母细胞成熟液OM 及胚胎培养液 SO Faa 的

配制参照文献[ 5 ]方法。

1. 2　山羊胎儿成纤维细胞的转染与鉴定

1. 2. 1　外源基因的转染及阳性细胞克隆的筛选　

将山羊胎儿成纤维细胞在 37 ℃、体积分数 5%

CO 2、饱和湿度条件下培养, 待其生长至 80% 左右贴

壁时利用脂质体L ipofectam ineTM 2000 转染人 t2PA

指行区缺失基因。转染细胞培养 24 h 后用 G418

( 600 ΛgömL ) 进行抗性细胞克隆筛选 8 d, 然后用

G418 (250 ΛgömL )继续扩增克隆筛选 17 d。在荧光

显微镜下观察, 当扩增克隆细胞的 GFP 表达情况趋

于稳定时, 收集细胞克隆, 一部分冻存, 另一部分继

续扩增克隆, 用于构建转基因核移植胚。

1. 2. 2　PCR 鉴定　提取筛选的山羊胎儿成纤维细

胞基因组DNA 作为模板, PCR 扩增 t2PA , 扩增产

物进行琼脂糖凝胶电泳检测。PCR 反应体系按 Py2
robest DNA 聚合酶说明书配制, 在 0. 2 mL 的 PCR

反应管中依次加入: 10×PCR Buffer 5 ΛL , dN T P

M ix tu re (10 Λmo löL ) 1 ΛL , PS (10 Λmo löL ) 1 ΛL ,

PA (10 Λmo löL ) 1 ΛL , Pyrobest DNA 聚合酶 0. 3

ΛL (10 U öΛL ) , cDNA 产物 2 ΛL , 超纯水 39. 7 ΛL。

瞬间离心混匀, 94 ℃变性 4 m in; 94 ℃变性 30 s, 59

℃退火 45 s, 72 ℃延伸 100 s, 30 个循环; 最后 72 ℃

延伸 10 m in。

1. 3　山羊卵母细胞的回收及体外成熟培养

用切剖法采集山羊卵母细胞。将卵巢用生理盐

水洗净后, 用外科手术剪剔除卵巢表面的结缔组织

及附着的输卵管, 清洗干净后, 置于盛有杜氏磷酸盐

缓冲液 (D 2PBS) 的培养皿中。在培养皿中用剃须刀

2 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 35 卷



片或手术刀片切开卵巢表面 1～ 5 mm 的卵泡。切剖

完成后, 将切剖液置于体视显微镜下采集培养皿中

的卵丘2卵母细胞复合体 (cum u lu s2oocyte comp lex2
es, COC s)。将COC s 在 38. 5 ℃、体积分数 5% CO 2、

饱和湿度条件下培养 20～ 22 h, 用透明质酸酶处理

除去 COC s 的卵丘细胞, 在体视显微镜下检出具有

第一极体的卵母细胞, 备用。

1. 4　山羊卵母细胞的去核

将体外培养 20～ 22 h 成熟的并去掉卵丘细胞

的山羊卵母细胞置于含 7. 5 ΛgömL 细胞松弛素B

(CB )的显微操作液微滴中 (每个液滴移入约 30 枚

山羊成熟卵母细胞) , 置于N ikon 显微操作仪上进

行去核。固定卵母细胞时, 把极体摆放在相当于时钟

4～ 5 点左右的位置进行去核, 去核针从 3 点钟位置

进入, 注射针下压接近极体时, 吸取极体及周围的部

分胞质, 吸取的胞质最好不要超过 1ö3。

1. 5　核移植胚胎的构建与激活

1. 5. 1　核移植胚胎的构建　将去核的卵母细胞按

15～ 20 枚ö批置于含 7. 5 ΛgömL CB 的显微操作液

微滴中, 用石蜡油覆盖, 然后吸取 10～ 20 ΛL 供体细

胞 (转人 t2PA 指形区缺失基因的山羊胎儿成纤维

细胞) 悬液加入 100 göL PVA 的操作液滴, 置显微

操作仪下注核。移动固定管和注射管到含供体细胞

液滴中, 吸取细胞并反复吹吸细胞直到破膜, 然后吸

取核胞体并使之位于注射针尖端, 再移动固定管和

注射管到含卵母细胞的液滴中, 用固定管固定卵母

细胞, 将注射管与卵母细胞调到同一高度, 插入卵母

细胞, 轻轻将供体细胞核胞体注入卵母细胞质中, 退

出注射管。

1. 5. 2　核移植胚胎的激活　将核移植胚胎放在含

7. 5 ΛgömL CB 的 PBS 液中平衡 1 h, 用 PBS 洗 3 遍

后, 移入含 5 Λmo löL 离子酶素 ( Ionom ycin ) 的 SO 2
Faa 中激活 4 m in, 再用 SO Faa 培养液洗 3 遍后, 移

入含 2 mmo löL 62DM A P 的 SO Faa 中培养 3～ 4 h。

1. 6　核移植胚胎的体外培养

核移植胚胎激活处理后, 先用胚胎培养液清洗

3 次, 然后移入含 SO Faa 液的颗粒细胞单层上于体

积分数 5% CO 2、38. 5 ℃饱和湿度下培养, 培养皿上

覆盖矿物油。在培养的第 3 天加入体积分数 10% 的

BFF, 继续培养 2 d 后观测卵裂率, 培养 5～ 9 d 时,

观测记录发育到桑囊胚阶段的胚胎数, 评定早期胚

胎发育能力。所有试验均重复 3～ 5 次, 试验数据进

行 ς2 统计分析。

1. 7　核移植胚胎中外源基因的荧光检测

转人 t2PA 指形区缺失基因的山羊胎儿成纤维

细胞核移植胚培养后, 应用N ikon 显微镜 (T E2300)

紫外光系统 (UV 的发射波长为 490 nm ) 对早期胚

胎进行观察, 检测 GFP 的表达情况。

1. 8　不同类型供体细胞对核移植胚胎体外发育的

影响

　　对山羊胎儿成纤维细胞和转基因山羊胎儿成纤

维细胞进行传代培养, 待其壁铺满皿底后消化, 作为

供核细胞进行胞质内注射, 构建核移植胚胎, 并检测

其体外发育情况。

1. 9　供体细胞饥饿对核移植胚胎体外发育的影响

　　分别以正常培养和 DM EM öF12 (含 0. 5%

FBS) 饥饿处理 1～ 3 d 的转人 t2PA 指形区缺失基

因山羊胎儿成纤维细胞作为供核细胞, 进行胞质内

注射, 构建核移植胚胎, 检测其体外发育情况。

2　结果与分析

2. 1　转染后山羊胎儿成纤维细胞的荧光鉴定

　　转染后, 筛选阳性细胞传代培养 25 d (5 代) , 在

荧光显微镜下观察 GFP 表达情况。结果表明, 转染

的山羊胎儿成纤维细胞中有 GFP 表达 (图 1)。

图 1　转人 t2PA 指形区缺失基因山羊胎儿

成纤维细胞的观察 (荧光显微镜)

F ig. 1　O bservation of transfer hum an t2PA gene to the

goat feta l fib rob lasts (fluo rescen t m icro scope)

2. 2　转染后山羊胎儿成纤维细胞的 PCR 鉴定

对 G418 筛选的阳性细胞进行 PCR 鉴定, 结果

见图 2。由图 2 可知, PCR 电泳得到 1 条 1 640 bp 的

条带, 与预期结果一致, 可见目的基因已经整合到了

细胞基因组上。
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图 2　转人 t2PA 指形区缺失基因山羊胎儿
成纤维细胞的 PCR 鉴定

M. DNA M arker; A. 阳性细胞的 PCR 结果

F ig. 2　D eterm ination of transfer hum an t2PA

gene to the goat feta l fib rob lasts
M. DNA M arker; A. PCR resu lt of po sit ive cells

2. 3　外源基因在早期胚胎中的表达

由图 3 可以看出, 核移植胚胎发育良好, 由图 4

可知, 早期核移植胚中有不同程度的 EGFP 表达。

图 3　转人 t2PA 指形区缺失基因山羊胎儿
成纤维细胞核移植胚胎 (16 细胞, 200×)

F ig. 3　N uclear transfer em bryo of transfer hum an t2PA

gene to the goat feta l fib rob lasts (16 cells, 200×)

图 4　转人 t2PA 指形区缺失基因山羊胎儿成纤维

细胞核移植胚胎的荧光照片 (16 细胞, 200×)

F ig. 4　F luo rescen pho tograph of nuclear transfer

em bryo of transfer hum an t2PA gene to

the goat feta l fib rob lasts (16 cells, 200×)

2. 4　不同类型供体细胞对山羊胎儿成纤维细胞核

移植胚胎体外发育的影响
　　由表 1 可知, 以胎儿成纤维细胞作供体时, 核移

植胚的桑葚胚率为 50. 3% , 囊胚率为 16. 0% , 高于

以转基因胎儿成纤维细胞为供体时的桑葚胚率

(48. 4% ) 和 囊 胚 率 ( 10. 9% ) , 但 差 异 不 显 著

(P > 0. 05)。

2. 5　供体细胞饥饿与否对转人 t2PA 指形区缺失

基因核移植胚胎体外发育的影响

　　由表 2 可知, 转人 t2PA 指形区缺失基因山羊

胎儿成纤维细胞饥饿处理组核移植胚胎的卵裂率

(73. 6% )与不饥饿处理 (73. 9% )差异不显著。饥饿

处理组核移植胚胎的桑葚胚率 (48. 5% ) 和囊胚率

(11. 2% )均高于不饥饿处理组的桑葚胚率 (39. 2% )

和囊胚率 (9. 2% ) , 但差异不显著 (P > 0. 05)。

　

表 1　不同类型供体细胞对山羊胎儿成纤维细胞核移植胚胎体外发育的影响

T able 1　Effect of dono r cells on nuclear transfer em bryo s in v itro developm ent

供体细胞
Dono r cells

卵母细胞数
N o. of oocytes

卵裂率ö%
C leavage rate

桑椹胚率ö%
M o ru lae rate

囊胚率ö%
B lastocyst rate

胎儿成纤维细胞 Fetal frb rob lasts 225 75. 1 (169ö225) 50. 3 (85ö169) 16. 0 (27ö169)

转基因胎儿成纤维细胞 T ransfer
t2PA gene fetal frb rob lasts

336 73. 8 (248ö336) 48. 4 (120ö248) 10. 9 (27ö248)

表 2　供体细胞饥饿与否对核移植胚胎发育的影响

T able 2　Effect of starvating dono r cells on N uclear transfer em bryo s in v itro developm ent

组别
Group

卵母细胞数
N o. of oocytes

卵裂率ö%
C leavage rate

桑椹胚率ö%
M o ru lae rate

囊胚率ö%
B lastocyst rate

饥饿组 Strvation group 182 73. 6 (134ö182) 48. 5 (65ö134) 11. 2 (15ö134)

不饥饿组
N o stravtion group 176 73. 9 (130ö176) 39. 2 (51ö130) 9. 2 (12ö130)
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3　讨　论
3. 1　供体细胞类型对核移植胚胎体外发育的影响

　　目前使用比较多的供体细胞有胎儿成纤维细

胞[627 ]、颗粒细胞[829 ]、输卵管和子宫上皮细胞[9 ]、成

年动物成纤维细胞[10 ]等, 供体细胞类型对核移植胚

胎体外发育有很大的影响。利用小鼠睾丸支持细胞

和脑神经细胞不能克隆出个成活个体, 而利用卵丘

细胞可以获得克隆小鼠[11 ]。龚国春等[12 ]在牛体细胞

核移植研究中, 综合比较了Ho lstein 奶牛的 4 种体

细胞重构胚的发育情况, 结果显示, 输卵管上皮细胞

系重组胚的囊胚发育率最高, 胎儿成纤维细胞系和

奶牛颗粒细胞系次之, 成年成纤维细胞系最低。本试

验以山羊胎儿成纤维细胞和转人 t2PA 指形区缺失

基因山羊胎儿成纤维细胞为供体, 对构建的核移植

胚胎体外发育能力的比较表明, 用山羊胎儿成纤维

细胞构建的核移植胚胎, 其体外囊胚率 (16. 0% ) 高

于用转人 t2PA 指形区缺失基因山羊胎儿成纤维细

胞构建的核移植胚胎 (囊胚率为 10. 9% )。其原因可

能是细胞在转染过程中受到一定程度的损害, 也有

可能是转基因细胞的染色体核型因为外源基因的插

入而发生了异常。

3. 2　供体细胞饥饿与否对转基因核移植胚胎发育

的影响

　　目前在体细胞核移植研究中大多使用 G0öG1

期的细胞作为供体, 该时期的细胞活动减慢,DNA

合成基本停止, G0 期细胞有利于核的重新编程, 能

导致染色质结构改变, 使基因表达的初始化容易进

行。在对绵羊的研究中,W illm u t 等[13 ]认为, G0 期的

细胞作为供核细胞是核移植胚胎发育到个体的关

键。因此, 选择处于细胞周期的 G0öG1 期细胞作供

核细胞, 有利于核移植重建胚的发育[13 ]。G0öG1 期

细胞可利用细胞贴壁生长接触抑制的特性或利用低

浓度血清饥饿培养处理来获得。本试验结果显示, 血

清饥饿法处理供体细胞构建的核移植胚胎的囊胚发

育率 (11. 2% )稍高于不经血清饥饿法处理的供体细

胞 (9. 2% ) , 但差异不显著。其原因可能是未经饥饿

处理的细胞在培养过程中, 当细胞铺满皿底后, 由于

细胞间的接触抑制使大部分细胞也处于 G0öG1 期。

Kues 等[14 ]对猪成纤维细胞的研究结果表明, 猪的

成纤维细胞用一般培养法培养贴壁铺满后, 有

66. 6%～ 73. 7% 的细胞停留在 G0öG1 期, 而用血清

饥饿法培养 24～ 72 h, 处于 G0öG1 期的细胞增加至

77. 9%～ 80. 2%。郝茹等[15 ]用血清饥饿法处理兔成

纤维细胞 1～ 3 d, 结果发现处于 G0öG1 期的细胞比

例由正常培养条件下的 72. 3% 增加到 86%。饥饿法

处理供体细胞可使核移植胚胎较好地完成早期发

育[16 ] , 但饥饿处理是否会对细胞核产生损伤而影响

胚胎的后续发育, 还需进一步研究。
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