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稳定转染纤维素酶相关基因的猪胎儿成纤维

细胞系的建立
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摘　要：旨在构建带有双筛选标记的纤维素酶基因的腮腺特异性表达载体，筛选稳定转染该载体的猪胎儿成纤维

细胞系，为制备转纤维素酶基因的转基因克隆猪提供核供体细胞。采用ＳＯＥＰＣＲ和ＰＣＲ方法，分别扩增获得筛

选标记基因ＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ序列和纤维素酶相关基因的融合序列ＳＰＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１，构建腮腺特异性表达载

体ｐＰＳＰＳＰＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１ＣＭＶＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ，经ＰＣＲ、酶切、测序鉴定正确后，通过脂质体转染猪胎儿成纤

维细胞，利用Ｇ４１８抗性和绿色荧光蛋白进行稳定筛选，并利用ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进行检测。结果表明，成功构

建了带双筛选标记的腮腺特异表达纤维素酶基因的表达载体，并获得稳定转染该载体的猪胎儿成纤维细胞系。该

结果为生产腮腺特异表达纤维素酶的转基因克隆猪研究奠定基础。
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　　纤维素是植物细胞壁的主要成分，每年植物通

过光合作用产生的２２０亿吨干物质中，纤维素占了

３５％～５０％
［１］，是植物性饲料中最主要的非淀粉多

糖（Ｎｏｎｓｔａｒｃｈｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＮＳＰ），也是地球上

最丰富、廉价的可再生资源，其降解是自然界碳循环

的中心环节。纤维素的转化利用对于解决资源与环

境问题有重要意义，利用纤维素酶降解纤维素生产

单糖被认为是最理想的转化方式。纤维素酶是由多

种酶组成的复合酶体系，包括内切葡聚糖酶、外切葡

聚糖酶和β葡萄糖苷酶３大类。协同理论认为：外

切酶作用于不溶性纤维表面，使形成结晶结构的纤

维素长分子链开裂，长链分子末端部分发生游离，从

而使纤维素易于水化；内切酶则作用于经外切酶活

化的纤维素，分解其β１，４键，产生纤维二糖、三糖

等短链低聚糖；β葡萄糖苷酶再将纤维二糖、三糖等

分解成葡萄糖［２３］。在养殖业中，由于畜禽自身不能

合成纤维素酶，降低了其对植物性饲料的利用率，造

成了一定程度的资源浪费和环境污染［４６］。福寿螺

（Ａｍｐｕｌｌａｒｉａｃｒｏｓｓｅａｎ）多功能纤维素酶ＥＧＸ同时

具有内切β１，４葡聚糖酶、外切β１，４葡聚糖酶和

木聚糖酶等３种活性；黑曲霉β葡萄糖苷酶ＢＧＬ１

能够水解纤维二塘生成葡萄糖［７８］。

本研究拟构建腮腺特异性表达犈犌犡 和犅犌犔１

的双基因多酶活共表达载体，并将犖犈犗和犈犌犉犘２

个筛选基因通过自剪切序列２Ａ进行融合并连接到

该特异性载体中，转染猪胎儿成纤维细胞，筛选稳定

转染该载体的细胞系，为生产转纤维素酶基因克隆

猪的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

携带腮腺分泌蛋白启动子的组织特异性表达载

体ｐＰＳＰＣＭＶＮＥＯ由中国农业大学李宁院士课题

组提供；克隆载体ｐＧＥＭＴＳＰＥＧＸ２ＡＢＧＬ１为

本 试 验 前 期 构 建；质 粒 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）和

ｐＴ２ＡＬ２００Ｒ１７５ＣＡＧＧＳＥＧＦＰ为本实验室保存。

限制性内切酶犖狅狋Ⅰ、犡犺狅Ⅰ、犆犾犪Ⅰ、犅犵犾Ⅱ和犃狊犮Ⅰ

购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；感受态细胞犈．犮狅犾犻Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ

ＣｅｌｌｓＤＨ５ａ、连接酶ＬｉｇａｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．２．０、高保真

快速ＤＮＡ聚合酶ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＭａｘＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅ、ＤＮＡ分子量标准购自 ＴａＫａＲａ；内切酶犃狊犮Ⅰ、

热敏磷酸酶、Ｐｈｕｓｉｏｎ 超 保 真 ＤＮＡ 聚 合 酶 购 自

ＮＥＢ；犜犪狇ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＭｉｘＫｉｔ购自广州东盛

生物科技有限公司；ＤＮＡ琼脂糖凝胶回收试剂盒

Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＴＭ ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ、ＰＣＲ产物回收试

剂盒Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＴＭＣｙｃｌｅＰｕｒｅＫｉｔ、普通质粒小提试

剂盒Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＴＭ ＭｉｎｉＰｌａｓｍｉｄＫｉｔ、无内毒素质粒

小提试剂盒 Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＴＭＥｎｄｏＦｒｅｅＭｉｎｉＰｌａｓｍｉｄ

ＫｉｔⅡ、Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＴｉｓｓｕｅＤＮＡＫｉｔ均购自Ｏｍｅｇａ

公司。

转染试剂ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｍｉｎｅＬＴＸ和筛选药物Ｇ４１８

为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 产 品；ＦＢＳ、ＤＭＥＭ、ＯＰＴＩＭＥＭ、

ＰＢＳ、胰酶、ＤＭＳＯ、双抗等为ＧＢＩＣＯ产品。

一抗 ＭｏｕｓｅｍＡｂａｎｔｉＧＦＰａｎｔｉｂｏｄｙ和二抗

ＡｎｔｉｍｏｕｓｅｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｃｏｎｊｕｇａｔｅｄＩｇＧ

购自艾比玛特生物医药（上海）有限公司；化学发光

试剂盒ＥＣＬ购自碧云天生物技术研究所；ＰＶＤＦ膜

购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。

１．２　方法

１．２．１　猪胎儿成纤维细胞的分离培养　　无菌条

件下取出３５日龄猪胎儿，放入含有双抗的ＰＢＳ中，

剪去头、尾、四肢，并去除内脏，剩余组织转移至新的

培养皿中，加适量培养液，用眼科剪将组织剪成１

ｍｍ３ 的小块。将剪碎的组织块转移至培养瓶，均匀

平铺分布，加入少量含２０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ，小心翻

转培养瓶使有组织块的一面朝上，置于３９°Ｃ、饱和

湿度、５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中培养，６～８ｈ后翻转

培养瓶，让培养液浸润组织块，继续培养，每隔２～３ｄ

换液１次。待细胞从组织块中生长出来，汇合率达到

８０％以上时进行传代或者冻存备用。

１．２．２　目的载体ｐＰＳＰＳＰＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１ＣＭＶ

ＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ的构建　　为了便于稳定转染目

的载体细胞系的筛选，本研究采用自剪切序列２Ａ

序列作为连接肽，以期在细胞中共表达 犖犈犗 和

犈犌犉犘２个筛选基因并形成２个独立的蛋白。首

先，分别以质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）和ｐＴ２ＡＬ２００Ｒ１７５

ＣＡＧＧＳＥＧＦＰ为模板，扩增筛选基因 犖犈犗（去终

止密码子）和犈犌犉犘２个片段，根据重叠ＰＣＲ（ＳＯＥ

６３５
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ＰＣＲ）的原理，利用Ｔ２Ａ序列将２个基因片段串联

到一起，并通过犈犮狅ＲⅠ和犡犫犪Ⅰ２个酶切位点与经

相同酶切处理的载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）相连，构建中

间载体ｐｃＤＮＡＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ。其次，利用犆犾犪Ⅰ和

犅犵犾Ⅱ位点从中间载体ｐｃＤＮＡＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ中获

得筛选片段ＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ；同时将腮腺特异性表

达载体ｐＰＳＰＣＭＶＮＥＯ中的犖犈犗片段切除并将

载体环化。接着，将筛选片段 ＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ和

去除犖犈犗片段的腮腺特异性表达载体相连，构建

成ｐＰＳＰＣＭＶＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ。最后，从本实验

室前期构建 的克 隆载体 ｐＧＥＭＴＳＰＥＧＸ２Ａ

ＢＧＬ１上扩增纤维素酶相关基因的融合序列ＳＰ

ＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１，通过犃狊犮Ⅰ 酶切位点与带双筛选

标记基因的表达载体ｐＰＳＰＣＭＶＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ

连 接，构 建 成 ｐＰＳＰＳＰＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１ＣＭＶ

ＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ。所有载体构建过程均经ＰＣＲ、

酶切和测序进行验证。所用到的引物如表１所示。

表１　载体构建及检测所用引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉狏犲犮狋狅狉狊犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀犪狀犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

备注

Ｎｏｔｅ

ＥｃｏＲＩＮＥＯ１ 　　　　ＡＣＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＧＡＴＣＧＧＣＣＡＴＴＧＡＡＣ 划线处为犈犮狅ＲⅠ酶切位点

ＮＥＯＴ２Ａ２
ＣＴＣＧＡＣＧＴＣＡＣＣＧＣＡＴＧＴＴＡＧＣＡＧＡＣＴＴＣＣＴＣＴＧＣＣＣＴＣＧＡＡＧＡＡ

　　　　　　　　　　　ＣＴＣＧＴＣＡＡＧＡＡＧＧ
阴影为重叠部分

Ｔ２ＡＥＧＦＰ３
　ＡＣＡＴＧＣＧＧＴＧＡＣＧＴＣＧＡＧＧＡＧＡＡＴＣＣＴＧＧＣＣＣＡＡＴＧＧＴＧＡＧＣ

　　　　　　　　　ＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＧＣＴＧＴＴ
阴影为重叠部分

ＥＧＦＰＸｂａＩ４
　　ＣＧＧＣＴＣＴＡＧＡＣＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧＣＣＧＡＧ

　　　　　　　　　　　　ＡＧＴＧＡＴＣＣＣ
划线处为犡犫犪Ⅰ酶切位点

ＳＰ０ 　　　　　　　　ＡＴＡＴＧＧＣＧＣＧＣＣＡＴＧＴＴＴＣＡＡＣ 划线处为犃狊犮Ⅰ酶切位点

ＢＧ１ 　　　　　　　　ＧＡＴＧＡＡＴＴＧＧＣＣＴＡＣＴＣＣＣＣＴＣ

ＢＧ２ 　　　　　　ＴＡＴＡＧＧＣＧＣＧＣＣＴＴＡＧＴＧＡＡＣＡＧＴＡＧＧＣＡＧ 划线处为犃狊犮Ⅰ酶切位点

ＥＧＸ１

ＥＧＸ２

ＡＴＧＣＣＣＴＣＴＧＧＴＧＣＴＧＣＴＧＧＴＧ

ＧＣＴＡＡＣＡＴＴＡＡＴＧＴＴＧＡＣＧＧ

ｐｃＤＮＡ３．１Ｆ

ｐｃＤＮＡ３．１Ｒ

ＧＴＧＴＡＣＧＧＴＧＧＧＡＧＧＴＣＴ

ＧＧＡＡＡＧＧＡＣＡＧＴＧＧＧＡＧＴＧ

１．２．３　细胞转染条件的优化　　将继代培养的猪

胎儿成纤维细胞接种于２４孔培养板，通过对质粒和

脂质体的比例（表２）进行优化，确定质粒转染细胞

的最佳条件。每组２个平行。

表２　转染质粒和脂质体比例的优化

犜犪犫犾犲２　犜犺犲狆狉狅狆狅狉狋犻狅狀狅犳狆犾犪狊犿犻犱犇犖犃犪狀犱犾犻狆狅狊狅犿犲犳狅狉狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀

项目Ｉｔｅｍ

比例Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

１∶０．５ １∶１ １∶２ １∶３ １∶４ １∶５ １∶０．５ １∶１ １∶２ １∶３ １∶４ １∶５

质粒／μｇ　Ｐｌａｓｍｉｄ ０．８ ０．８ ０．８ ０．８ ０．８ ０．８ ４ ２ １ ０．６６ ０．５ ０．４

脂质体／μＬ　Ｌｉｐｏｓｏｍｅ ０．４ ０．８ １．６ ２．４ ３．２ ４．０ ２ ２ ２ ２ ２ ２

１．２．４　细胞对Ｇ４１８的敏感性检测　　将猪胎儿

成纤维细胞正常接种于２４孔细胞培养板，分别添加

终浓度为１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００μｇ·ｍＬ
－１

的Ｇ４１８，每２～３ｄ换液１次，培养２周，以第１４天

时细胞完全死亡的Ｇ４１８浓度为筛选的最适浓度。

每个浓度做２个平行对照。

１．２．５　稳定转染目的载体细胞系的筛选　　鉴定

为阳性的重组载体菌液扩大培养，抽提无内毒素质

粒，通过犖狅狋Ⅰ和犡犺狅Ⅰ２个位点进行线性化，以

优化的转染条件转染猪胎儿成纤维细胞。转染后

４８ｈ，将细胞消化下来，按１∶１０的比例接种至９６

孔板中，加入含有Ｇ４１８（终浓度为４００μｇ·ｍＬ
－１）

的完全培养基进行抗性筛选，每３ｄ换液１次，连续

筛选３周，并以非转染细胞做为对照。同时，利用荧

７３５
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光显微镜进行荧光观察筛选。３周后，阳性细胞克

隆出现，改用含终浓度为２００μｇ·ｍＬ
－１Ｇ４１８的完

全培养基进行维持培养。待阳性克隆长满９６孔板

的１个孔后，按照１∶３进行传代，亚克隆至２４孔

板。阳性细胞扩大培养后，进行检测并冻存备用。

１．２．６　稳定转染目的载体细胞系的ＰＣＲ鉴定　　

阳性细胞扩大培养后提取基因组ＤＮＡ，分别利用表

１中的引物对ＳＰ０和ＢＧ２扩增全长融合基因ＳＰ

ＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１，用引物对ＢＧ１和ＢＧ２扩增基因

犅犌犔１，用引物对ＥＧＸ１和ＥＧＸ２扩增犈犌犡。同时，

以非转染细胞基因组ＤＮＡ作为阴性对照，目的载

体作为阳性对照。结果通过琼脂糖凝胶电泳进行检

测分析。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　收集阳性细胞裂解

产物，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测标记中２Ａ序列的切割

效率。蛋白样品经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离后转移至

ＰＶＤＦ膜，再用５％的脱脂奶粉进行封闭，随后进行

一抗（ａｎｔｉＧＦＰ）和二抗的孵育，最后根据化学发光

试剂盒说明书进行化学发光反应，并通过预冷的

ＣＣＤ相机对信号进行捕获和拍照。

２　结　果

２．１　猪胎儿成纤维细胞的分离培养

采用组织块培养法分离培养猪胎儿成纤维细

胞，组织块贴壁后３ｄ左右，开始有细胞从组织块中

游出，之后细胞逐渐增多并趋于汇合。待细胞汇合

率达到８０％左右时进行传代或冻存。原代培养细

胞呈三角形、梭形、菱形等多种形状，体积较小，传代

２～３次后获得纯度较高的成纤维细胞系。

２．２　 目的载体 狆犘犛犘犛犘犈犌犡犉２犃犅犌犔１犆犕犞

犖犈犗犜２犃犈犌犉犘的构建

　　通过ＳＯＥＰＣＲ方法获得１６００ｂｐ的双筛选基

因片段 ＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ（图１Ａ），与 ｐｃＤＮＡ３．０

（＋）连接，获得中间载体ｐｃＤＮＡＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ

（图１Ｂ），筛选片段和目的基因连入特异性表达载体

后构建成完整的目的载体 ｐＰＳＰＳＰＥＧＸＦ２Ａ

ＢＧＬ１ＣＭＶＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ（图１Ｃ）。经ＰＣＲ筛

选、酶切鉴定并测序分析，连入的各个片段序列无变

异，阅读框正确（图２），可用于下游的分析工作。

Ａ．ＳＯＥＰＣＲ扩增标记基因序列ＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ；Ｂ．中间载体ｐｃＤＮＡＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ双酶切鉴定；Ｃ．目的载

体ｐＰＳＰＳＰＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１ＣＭＶＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ双酶切鉴定。Ｍ１．ＤＮＡ相对分子质量标准ＤＬ２０００；１．Ｔ２Ａ

ＥＧＦＰ片段；２．ＮＥＯＴ２Ａ片段；３．ＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ片段；４．ｐｃＤＮＡＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ双酶切产物；５．ｐｃＤＮＡ３．０
（＋）双酶切产物；Ｍ２．ＤＮＡ相对分子质量标准ＤＬ１５０００；６．ｐＰＳＰＳＰＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１ＣＭＶＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ双

酶切产物；Ｍ３．ＤＮＡ相对分子质量标准λ犎犻狀ｄⅢｄｉｇｅｓｔＤＮＡｍａｒｋｅｒ

Ａ．ＳＯＥＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ；Ｂ．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｃＤＮＡＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰｂｙｄｏｕｂｌｅｅｎ

ｚｙｍｅｓｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ；Ｃ．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｖｅｃｔｏｒｐＰＳＰＳＰＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１ＣＭＶＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰｂｙｄｏｕｂｌｅ

ｅｎｚｙｍｅｓｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ．Ｍ１．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１．ＰｒｏｄｕｃｔｏｆＴ２ＡＥＧＦＰ；２．ＰｒｏｄｕｃｔｏｆＮＥＯＴ２Ａ；３．

ＰｒｏｄｕｃｔｏｆＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ；４．ＤｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｓｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐｃＤＮＡＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ；５．Ｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｓｄｉｇｅｓ

ｔｉｏｎｏｆｐｃＤＮＡ３．０（＋）；Ｍ２．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ１５０００；６．ＤｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｓｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＰＳＰＳＰＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１

ＣＭＶＮＥＯＴ２ＡＥＧＦ；Ｍ３．λ犎犻狀ｄⅢｄｉｇｅｓｔＤＮＡｍａｒｋｅｒ
图１　目的载体狆犘犛犘犛犘犈犌犡犉２犃犅犌犔１犆犕犞犖犈犗犜２犃犈犌犉犘的构建

犉犻犵．１　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳狆犘犛犘犛犘犈犌犡犉２犃犅犌犔１犆犕犞犖犈犗犜２犃犈犌犉犘

图２　用于稳定转染的载体狆犘犛犘犛犘犈犌犡犉２犃犅犌犔１犆犕犞犖犈犗犜２犃犈犌犉犘图谱

犉犻犵．２　犕犪狆狅犳狋犺犲狏犲犮狋狅狉狆犘犛犘犛犘犈犌犡犉２犃犅犌犔１犆犕犞犖犈犗犜２犃犈犌犉犘犳狅狉狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀
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２．３　细胞转染条件的优化

通过对犈犌犉犘在细胞中表达情况的观察分析，

结果表明，在质粒用量相同的条件下（０．８μｇ），随着

脂质体用量的增加转染效率提高；当脂质体用量为

１．６μＬ时，转染效率最高；之后，随着脂质体的增加

转染效率有所增加，但细胞死亡比例明显升高，导致

存活的转染细胞数目降低。在脂质体用量相同的条

件下（２μＬ），随着质粒用量的增加转染效率明显提

高；当质粒用量大于１μｇ时，转染后细胞死亡现象严

重。由此可知，脂质体和质粒的比例为２∶１时进行

转染（２４孔板中用量为２μＬ和１μｇ），可获得较高的

转染效率，为最优转染比例，可用于下游的转染试验。

２．４　细胞对犌４１８敏感性检测

经过２周的Ｇ４１８浓度梯度的筛选，确定Ｇ４１８对

猪胎儿成纤维细胞的最小致死浓度为４００μｇ·ｍＬ
－１。

因此，采用该浓度进行转基因细胞系的稳定筛选，并

以半致死浓度（２００μｇ·ｍＬ
－１）为维持浓度进行稳

定转染细胞系的维持培养。

２．５　稳定转染目的载体细胞系的筛选

以优化的转染条件进行细胞转染，２４ｈ后转染

细胞可见明亮的绿色荧光（图３Ａ）。４８ｈ后，以终

浓度为４００μｇ·ｍＬ
－１的Ｇ４１８进行药物抗性筛选，

２周之后，对照组细胞全部死亡，而试验组细胞也有

相当数量的细胞死亡。转染后３周左右，出现Ｇ４１８

抗性细胞克隆，在荧光镜下检测，细胞发出绿色荧光

（图３Ｂ）。将阳性克隆扩大培养，并以终浓度为２００

μｇ·ｍＬ
－１的Ｇ４１８进行抗性维持，最终获得稳定转

染纤维素酶相关基因的转基因猪胎儿成纤维细胞系

（图３Ｃ和３Ｄ）。另外，在阳性细胞稳定筛选过程中，

绿色荧光强度比瞬时表达时的荧光强度有所减弱，

可能是因为外源基因受到宿主细胞表观遗传修饰所

造成的。

Ａ．转染后２４ｈ细胞（２００×）；Ｂ．Ｇ４１８筛选３周后细胞（２００×）；Ｃ．明视野下稳定转染的细胞（１００×）；Ｄ．蓝色荧

光下稳定转染的细胞（１００×）

Ａ．２４ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（２００×）；Ｂ．３ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｓｅｌｅｃｔｉｏｎｂｙＧ４１８（２００×）；Ｃ．Ｓｔａｂｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒ

ｂｒｉｇｈｔｌｉｇｈｔ（１００×）；Ｄ．Ｓｔａｂｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｂｌｕｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（１００×）

图３　筛选基因犈犌犉犘在转染细胞中的表达

犉犻犵．３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犿犪狉犽犲狉犵犲狀犲犈犌犉犘犻狀狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱犮犲犾犾狊

９３５
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２．６　稳定转染目的载体细胞系的犘犆犚检测

提取经稳定筛选的细胞系基因组 ＤＮＡ，通过

ＰＣＲ分别扩增目的基因片段ＳＰＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１、

犅犌犔１和犈犌犡，从琼脂糖凝胶电泳检测图可见，阳

性细胞基因组中能够分别扩增出４１００、２８００和

１２００ｂｐ的目的片段（图４），说明目的外源基因已经

整合到宿主细胞基因组中。

２．７　２犃序列切割效率的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测

为了进一步检测筛选标记中自剪切序列２Ａ序

列的切割效率，本试验收集细胞裂解总蛋白，用

ＭｏｕｓｅｍＡｂａｎｔｉＧＦＰａｎｔｉｂｏｄｙ 作 为 一 抗 进 行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果显示，在２７ｋｕ处出现了单

一的目的蛋白条带，并无多聚蛋白 ＮＥＯＴ２ＡＥＧ

ＦＰ信号的存在（ＥＧＦＰ蛋白大小约２７ｋｕ，２Ａ多肽

大小约２ｋｕ，ＮＥＯ蛋白约３４ｋｕ），说明本试验中采

用的Ｔ２Ａ序列具有很高的自我切割效率，适合用于

单启动子多基因共表达系统的研究中（图５）。

Ａ．ＰＣＲ扩增ＳＰＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１片段；Ｂ．ＰＣＲ扩增犅犌犔１；Ｃ．ＰＣＲ扩增犈犌犡。１，４和７．以非转染细胞为模板的

阴性对照；２，５和８．以阳性细胞为模板分别扩增全长融合基因ＳＰＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１以及独立的犅犌犔１和犈犌犡；３，６
和９．以质粒ｐＰＳＰＳＰＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１ＣＭＶＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ为模板的阳性对照；Ｍ１．ＤＮＡ相对分子质量标准

ＤＳ１００００；Ｍ２．ＤＮＡ相对分子质量标准ＤＬ１５０００；Ｍ３．ＤＮＡ相对分子质量标准ＤＬ２０００

Ａ．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＳＰＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１；Ｂ．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ犅犌犔１；Ｃ．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ犈犌犡．１，４ａｎｄ７．Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｕｓｉｎｇｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓａｓｔｅｍｐｌａｔｅｓ；２，５ａｎｄ８．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＳＰＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１，犅犌犔１ａｎｄ犈犌犡

ｕｓｉｎｇｓｔａｂｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓａｓｔｅｍｐａｔｅｓ；３，６ａｎｄ９．ＰｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｕｓｉｎｇｐｌａｓｍｉｄｐＰＳＰＳＰＥＧＸＦ２ＡＢＧＬ１

ＣＭＶＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰａｓｔｅｍｐｌａｔｅｓ；Ｍ１．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＳ１００００；Ｍ２．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ１５０００；Ｍ３．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

ＤＬ２０００

图４　稳定转染细胞系的犘犆犚检测

犉犻犵．４　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狊狋犪犫犾狔狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱犮犲犾犾犾犻狀犲犫狔犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊

Ａ．多聚蛋白ＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ在Ｔ２Ａ处的完全切割；Ｂ．２Ａ序列介导的多聚蛋白 ＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ自剪切示意

图。１．非转染细胞阴性对照；２．稳定转染细胞

Ａ．ＣｏｍｐｌｅｔｅｃｌｅａｖａｇｅａｔＴ２ＡｓｉｔｅｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ．Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆ２Ａｐｅｐｔｉｄｅｍｅｄｉａｔｅｄ

ｃｌｅａｖａｇｅｓｏｆｐｏｌｙｐｒｏｔｅｉｎＮＥＯＴ２ＡＥＧＦＰ．１．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｕｓｉｎｇｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ；２．Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ
图５　２犃序列体外切割效率的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测

犉犻犵．５　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犮犾犲犪狏犪犵犲犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔狅犳２犃狆犲狆狋犻犱犲犻狀狏犻狋狉狅

０４５



　４期 黄妙容等：稳定转染纤维素酶相关基因的猪胎儿成纤维细胞系的建立

３　讨　论

如何较快地获得转基因阳性细胞系已成为转基

因克隆动物研究的关键技术之一，质粒的导入方法和

稳定细胞系的筛选方法是其中２个最重要的方面。

阳离子脂质体以其操作简单而被广泛用于介导

外源基因进入宿主细胞中。然而，质粒ＤＮＡ浓度、

脂质体浓度、ＤＮＡ 与脂质体的比例、ＤＮＡ脂质体

复合物的孵育时间以及转染时有无血清等均对转染

效率有一定的影响。因此，优化各种条件，提高转染

效率已成为获得转基因细胞系的前提条件。有研究

报道，质粒ＤＮＡ的大小影响ＤＮＡ的转移效率和细

胞的转染效率［９１０］。本研究中所构建的腮腺特异性

表达载体，大小接近２０ｋｂ，片段较大导致转染效率

较低，严重影响转基因细胞系的稳定筛选。通过对

ＤＮＡ与脂质体比例的优化，研究发现，在适当范围

内，ＤＮＡ与脂质体的比例为１∶２时（质量／体积），

能够获得较高的转染效率；同时，过多的脂质体或者

ＤＮＡ反而导致细胞脱落、死亡，降低了转染效率。

该结果与大部分文献报道的结果相类似［１１１２］。

抗性筛选和荧光观察是目前筛选细胞最常用的

２种方法。为了提高转基因细胞系稳定筛选的准确

性与可控性，本研究设计在表达载体中同时连入

犖犈犗和犈犌犉犘２个筛选基因，通过对药物Ｇ４１８的

抗性和绿色荧光对细胞进行双重筛选，避免了转基

因细胞假阳性的出现。通常，协同表达多个基因的

方法是利用内部核糖体进入位点（ＩＲＥＳ）或者多个

启动子，但是这些方法最大的缺点是多个基因之间

的表达水平参差不齐，影响了蛋白功能的发挥，其次

是片段太大，增加了载体的长度［１３１４］。而在口蹄疫

病毒中发现的自剪切序列２Ａ多肽，因其短小高效

而被广泛应用于基因工程研究中［１５１７］。本研究中，

利用２Ａ序列将犖犈犗和犈犌犉犘 串联到一起，通过１

个启动子启动２个基因的表达，翻译后形成２个独

立的蛋白，从 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果可见，２Ａ序列

具有很高的自我切割活性。虽然，有研究报道２Ａ

序列介导的多基因共表达系统中，翻译剪切后上游

蛋白Ｃ端携带了２Ａ 残基，可能会影响蛋白的功

能［１８１９］，但在本研究中最终获得的细胞系既具有

Ｇ４１８抗性，又能发出绿色荧光，该结果说明 ＮＥＯ

蛋白末端的２Ａ残基并未对其功能造成严重影响。

在筛选稳定转染外源基因细胞系的过程中发

现，绿色荧光蛋白荧光强度比瞬时转染时细胞绿色

荧光强度有所减弱，这也许是外源ＤＮＡ受到表观

遗传修饰的影响造成的。外源基因能否在宿主中有

效表达，涉及到很多方面的问题，表观遗传修饰是其

中的重要因素之一。目前研究较多的主要是启动子

区的ＤＮＡ甲基化和组蛋白乙酰化修饰对外源基因

表达调控的影响［２０２１］，其次是外源基因的表观遗传

修饰所导致的基因沉默［２２２６］。表观遗传修饰是可逆

的，可以通过化学药物处理来提高外源基因的表达

水平。有研究报道，ＤＮＡ 甲基转移酶抑制剂５

ＡＺＡｄＣ和组蛋白去乙酰化酶抑制剂ＴＳＡ可以通

过调控ＣＭＶ启动子区的ＤＮＡ甲基化和组蛋白乙

酰化修饰来提高外源基因在体外培养的转基因猪成

纤维细胞中的表达水平，而且ＴＳＡ和５ＡＺＡｄＣ的

联合使用可以更有效的提高外源基因的表达［２７２８］。

人们将尝试通过化学药物处理来增强犈犌犉犘 的表

达，以便于后续的研究工作。

单胃动物不能合成相应的消化酶来降解植物性

饲料中的结构多糖，使饲料得不到充分利用，营养物

质通过粪尿排泄到环境中也对环境造成了一定程度

的污染。在饲料中添加酶制剂虽然可以提高饲料利

用率，但也增加了饲料的生产成本。通过转基因技

术，使动物体自身合成纤维素酶等非淀粉多糖酶，被

认为是一种可持续的方法［２９３０］。本研究成功构建了

带双筛选标记的腮腺特异性表达纤维素酶的双基因

共表达载体，利用犖犈犗和犈犌犉犘２个标记基因进

行转基因细胞系的筛选，获得稳定转染纤维素酶基

因的转基因猪胎儿成纤维细胞系，如果将该细胞系

应用于转基因克隆猪的生产，有望在猪腮腺中合成

纤维素酶，降解纤维素。
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