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摘　要：本研究旨在构建溶葡萄球菌素基因牛乳腺特异表达载体（ｐＥＰＢ），转染牛胎儿成纤维细胞，为制备溶葡萄

球菌素基因的转基因克隆牛提供核供体细胞。本研究以ｐＥＧＦＰＣ１为载体骨架，通过ＰＣＲ扩增牛２．６ｋｂ的β酪

蛋白５′调控区及０．６ｋｂ的３′侧翼区（ｐｏｌｙＡ）序列作为调控序列，制备成含有绿色荧光和新霉素筛选标记的牛乳腺

特异表达载体，经ＰＣＲ和酶切鉴定正确后，用转染试剂ＦｕＧｅｎｅＨＤ反复转染牛ｐＥＰＢ乳腺上皮细胞３～５次，用催

乳素诱导后，经免疫荧光分析，检测目的蛋白的表达。然后，用电转染法转染牛胎儿成纤维细胞，经Ｇ４１８筛选得到

阳性细胞后，把阳性细胞扩大培养并提取其基因组，因为溶葡萄球菌素基因是外源基因，经ＰＣＲ及Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ

检测来确定目的基因是否已经整合到细胞的基因组上。结果表明，溶葡萄球菌素基因在牛乳腺细胞中得到了表

达，并整合到牛胎儿成纤维细胞的基因组中，得到了转溶葡萄球菌素基因的核供体细胞。结果显示，本研究所获得

的转基因牛胎儿成纤维细胞可作为体细胞核移植的供体细胞进行转基因克隆牛研究。
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　　乳房炎是影响奶牛业发展的主要疾病之一
［１］，

给奶牛业带来了巨大的经济损失，乳房炎多数是由

病原 微 生 物 引 起 的，葡 萄 球 菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｕｓ

ａｕｒｅｕｓ）是引起奶牛乳房炎的主要致病菌之一。目

前，治疗奶牛乳房炎主要以抗生素治疗为主，但长期

使用抗生素会使细菌产生耐药性，使药物的抗菌能

力下降甚至失效，所以寻求一种新的，有效的治疗乳

房炎的药物迫在眉睫［２５］。

溶葡萄球菌素（Ｌｙｓｏｓｔａｐｈｉｎ）最早是由Ｓｃｈｉｎ

ｄｌｅｒ等人于１９６４年从模仿葡萄球菌Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｕｓ

ｓｉｍｕｌａｎｓＮＲＲＬＢ２６２８株的培养物中发现并分离

的一种含有Ｚｎ２＋的金属蛋白酶，属肽酶家族 Ｍ２３，

具有内切酶活性，能够特异性裂解金黄色葡萄球菌

细胞壁肽聚糖的“五肽甘酰键”（水解第２与第３个

甘氨酸形成的肽键）而杀灭金黄色葡萄球菌且不易

产生耐药性，已经成为治疗葡萄球菌属细菌引发感

染的特效药物［６７］。因此，通过转基因技术使具有抑

菌活性的溶葡萄球菌素基因在奶牛乳腺组织中特异

表达，既是一种有效的提高奶牛预防乳房炎的方法，

也是一种培育转抗病基因新品种的有效策略［８］。

本研究以ｐＥＧＦＰＣ１为载体骨架，以牛β酪蛋

白的部分序列作为牛乳腺特异启动子，构建了含有

溶葡萄球菌素基因，以绿色荧光及新霉素作为筛选

标记的牛乳腺特异表达载体（ｐＥＰＢ），转染牛乳腺上

皮细胞和胎儿成纤维细胞后，经Ｇ４１８筛选，得到转

溶葡萄球菌素基因的牛胎儿成纤维细胞，经过

ＰＣＲ、免疫荧光和Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ分析得到了转溶葡

萄球菌素基因的核共体细胞，为通过体细胞核移植

技术制备转抗病基因新品种做了初步研究。

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　试验试剂　　犜犪狇ＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ

连接酶、各种限制性内切酶均购自 ＴａＫａＲａ公司，

Ｇ４１８、ＤＭＥＮ培养基、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血

清、催乳素、电转液均购自Ｇｉｂｃｏ公司，ＦｕＧｅｎｅＨＤ

细胞转染试剂购自Ｒｏｃｈｅ公司，细胞培养板和培养

皿为Ｃｏｒｎｉｎｇ公司产品，溶葡萄球菌素基因的成熟

肽序列由ＴａＫａＲａ公司合成，免疫荧光分析抗体稀

释液、封闭液均为天根生物技术有限公司产品；质粒

提取试剂盒、细胞基因组提取试剂盒、凝胶电泳胶回

收试剂盒购自上海生工生物技术有限公司。

１．１．２　细胞和菌株的来源　　试验中用到的牛胎

儿成纤维细胞和牛乳腺上皮细胞、ＤＨ５α菌株等均

由实验室保存。

１．２　试验方法

１．２．１　特异表达载体ｐＥＰＢ的构建、检测与纯化　

　溶葡萄球菌素基因牛乳腺特异表达载体ｐＥＰＢ是

以ｐＥＧＦＰＣ１为骨架，从本实验室保存的含有牛β

酪蛋白基因全序列（ＮＣＢＩ登陆序列号：Ｘ１４７１１）的

载体中经ＰＣＲ扩增获得牛β乳球蛋白的５′端启动

子和非翻译区（包括第一外显子和第一内含子部分

序列）和３′端非翻译区。试验中用到的引物见表１。

表１　试验中用到的引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犲狊狋狌犱狔

引物名称

Ｎａｍｅｏｆｐｒｉｍｅｒｓ
引物序列（５′３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物长度／ｂｐ

Ｌｅｎｇｔｈ

限制性内切酶

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｎｚｙｍｅ

扩增片段

Ｓｅｇｍｅｎｔｓａｍｐｌｉｆｉｅｄ

上游正义链

上游反义链

ＧＣＣＴＣＧＡＧＴＧＡＧＡＡＡＡＧＧＧＡＡＡＴＧＴＴＧＡＡＴＧＧ

ＧＣＧＧＡＴＣＣＧＧＴＡＣＣＡＴＧＣＣＴＡＡＴＧＴＴＡＴＣＴＣＣＣＣＴＴＴＧ

３２

３８

犡犺狅１

犅犪犿ＨⅠ、犃犮犮６５Ⅰ
β酪蛋白５′端调控区

下游正义链

下游反义链

ＧＣＧＧＴＡＣＣＡＡＴＧＡＴＴＣＣＡＡＧＴＡＡＧＣＣＧＡＴＧ

ＣＧＡＣＧＣＧＴＴＣＣＡＡＴＴＴＴＡＡＴＴＴＴＣＣＡＣＡＧＣ

３０

３０

犃犮犮６５Ｉ

犕犾狌Ⅰ
β酪蛋白３′端调控区

正义链

反义链

ＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＧＡＣＣＧＧＧＴＣＣＣＧＣＡＣＣ

ＧＧＧＡＴＣＣＴＣＡＣＴＴＴＡＴＡＧＴＴＣＣＣＣＡＡＡＧＡＡＣ

ＡＣＣＴＡＡＡＧＴＡＴＧ

２８

４２

犅犪犿Ｈ Ⅰ

犅犪犿Ｈ Ⅰ

人生长激素信号

肽加溶葡萄球菌素

基因成熟肽序列

探针１

探针２

ＴＧＧＴＣＡＡＡＴＡＡＴＣＧＧＴＴＧＧＴＣＴＧ

ＣＣＡＡＡＣＡＴＧＡＣＣＧＴＣＴＴＧＴＴＴＣＡ

２３

２３




Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ探针

５７３１
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　　ＰＣＲ总体系为２５μＬ：１０×ＬＡＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，

ｄＮＴＰ混合物（２．５ｍｏｌ·Ｌ－１）４μＬ，ＬＡ犜犪狇聚合酶

０．３μＬ，引物（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）各２μＬ，模板１μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ１３．２μＬ。反应条件为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃

３０ｓ，５６℃４５ｓ，７２℃２．５ｍｉｎ，３０个循环；７２℃

１０ｍｉｎ。用以指导溶葡萄球菌素基因在牛乳腺细胞中

表达。以溶葡萄球菌素基因成熟肽前端加入人生长

激素信号肽的序列作为目的基因进行ＰＣＲ扩增，

ＰＣＲ总体系为２５μＬ：１０×ｐｆｕＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，

ｄＮＴＰ混合物（２．５ｍｏｌ·Ｌ－１）４μＬ，ｐｆｕ犜犪狇聚合酶

０．３μＬ，引物（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）各２μＬ，模板１μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ１３．２μＬ。反应条件为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

６５℃４５ｓ，７２℃２．５ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

将ＰＣＲ产物克隆到ｐＭＤ１９Ｔ中，通过连接，

并转化ＤＨ５α大肠杆菌后，挑取单克隆细菌扩大培

养，将１ｍＬ菌液送华大基因测序，将测序正确菌液

进行质粒提取。提取的质粒经限制性内切酶酶切，

聚丙烯酰胺凝胶回收和Ｔ４连接酶连接，构建成溶

葡萄球菌素基因的牛乳腺特异表达载体ｐＥＰＢ。用

ｐＥＰＢ转化ＤＨ５α大肠杆菌，提取质粒经酶切、ＰＣＲ鉴

定及再次送华大基因测序正确，保证无突变后，选取

测序正确的菌液扩大培养，用去内毒素质粒提取试剂

盒提取质粒，经测定质粒浓度为１２０８．６ｎｇ·μＬ
－１，

ＯＤ２６０／ＯＤ２８０为１．８０７６，说明质粒较纯，可以用于细胞

转染。

１．２．２　牛乳腺上皮细胞和牛胎儿成纤维细胞的培

养　　把实验室冻存的高产奶牛乳腺上皮细胞和牛

胎儿成纤维细胞解冻，从液氮中分别取一管胎牛成

纤维细胞和牛乳腺上皮细胞于３８℃ 解冻后，加适

量细胞培养液１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清，

加３ｍＬ新鲜培养液悬浮细胞接种于培养皿中置于

３７℃，５．０％ＣＯ２ 浓度的培养箱中培养。当培养皿

中细胞密度达到９０％以上时，对细胞进行传代培

养，选择细胞浓度达到８０％～９０％的１～３代细胞

用于转染。

１．２．３　Ｇ４１８最小致死浓度的测定　　因为ｐＥＰＢ

载体上包含有Ｇ４１８抗性基因狀犲狅，所以本研究首先

要确定正常细胞Ｇ４１８的最小致死浓度，并将其作

为后续试验的筛选浓度。在体外培养的牛胎儿成纤

维细胞培养液中加入浓度梯度的Ｇ４１８，筛选１周后

观察，牛胎儿成纤维细胞的培养液中Ｇ４１８的浓度

≥６００μｇ·ｍＬ
－１时，显微镜观察可见细胞全部死

亡，所以Ｇ４１８对牛胎儿成纤维细胞的最小致死浓

度确定为６００μｇ·ｍＬ
－１。

１．２．４　转染牛乳腺上皮细胞　　选取细胞生长浓

度在８０％～９０％的牛乳腺上皮细胞，按照ＦｕＧｅｎｅ

ＨＤ转染试剂盒操作，脂质体与质粒的体积质量比

为８∶２，用ｏｐｔｉＤＭＥＭ 将转染试剂的总体积补至

１００μＬ，加入到更换了培养液的细胞培养皿中，２４ｈ

后，再用ＦｕＧｅｎｅＨＤ转染试剂重复转染，重复该步

骤３～５次并更换新的培养基后，放入３７℃，５．０％

ＣＯ２ 浓度的培养箱中进行培养。

１．２．５　电转染牛胎儿成纤维细胞及单克隆细胞的

筛选与扩大培养　　选取细胞浓度达到９０％以上

的牛胎儿成纤维细胞，经胰酶消化，１０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心 ３ ｍｉｎ 后，弃上层培养液，用无血清 ｏｐｔｉ

ＤＭＥＭ重悬细胞，洗涤２～３次，将细胞转移到含有

７５％的电转液和２５％ｏｐｔｉＤＭＥＭ 的电转杯中，冰

上放置１０ｍｉｎ，进行电转染，电转程序为：９６０Ｖ，间

隔９９μｓ，电击１０次。电转后，电转杯置于冰上

１０ｍｉｎ，把细胞转到已加入新鲜培养液的培养皿进

行培养，电转染后培养的成纤维细胞在１２～２４后，

在荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白的表达，更换培

养液，加入６００μｇ·ｍＬ
－１的Ｇ４１８进行筛选。１周

后，当对照组全部死亡，将 Ｇ４１８浓度减半继续培

养，用酶消化法挑取单克隆细胞转移到 Ｇ４１８浓度

减半的培养液中继续培养直到细胞铺满皿底，胰酶

消化细胞至不含Ｇ４１８的正常培养液中扩大培养。

１．２．６　免疫荧光分析检测溶葡萄球菌素在牛乳腺

上皮细胞中的表达　　对ＦｕＧｅｎｅ转染后的牛乳腺

上皮细胞进行扩大培养，在细胞培养液中加入催乳

素诱导２４～４８ｈ，对扩大培养的细胞进行免疫荧光

分析，鉴定目的蛋白的表达情况。

１．２．７　核供体细胞的ＰＣＲ鉴定　　提取牛胎儿成

纤维单克隆细胞的基因组，以其为模板进行ＰＣＲ，

扩增目的基因，阴性对照为没有转染的牛胎儿成纤

维细胞基因组，用０．８％琼脂糖凝胶电泳检测。

１．２．８　Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测目的基因是否整合到阳

性细胞的基因组中　　提取牛胎儿成纤维单克隆细

胞的基因组，根据目的基因的序列设计探针引物（表

１）。用犓狆狀Ⅰ和犅犪犿Ｈ１限制性内切酶对基因组

进行双酶切，酶切体系为：总体系５０μＬ，犓狆狀Ⅰ和

犅犪犿Ｈ Ⅰ各１μＬ，１０～１２ｈ后各补加０．５μＬ；单克

隆细胞的基因组２０μｇ；限制性内切酶１０×Ｂｕｆｆｅｒ

为５μＬ；用ｄｄＨ２Ｏ补至５０μＬ，３７℃酶切。没有转

染的牛胎儿成纤维细胞基因组为阴性对照，酶切体
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系同上。同时将转染的载体质粒做酶切，用于检测

探针是否正确。Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测方法按照分子

克隆（第二版）和ＲｏｃｈｅＤＩＧＨｉｇｈＰｒｉｍｅＤＮＡＬａ

ｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｔａｒｔｅｒＫｉｔＩＩ试剂盒进行操

作。

２　结　果

２．１　牛乳腺特异表达载体的构建、检测与纯化

本试验成功构建了溶葡萄球菌素基因牛乳腺特

异表达载体，图１显示为载体图谱。经过犡犺狅Ⅰ和

犕犾狌Ⅰ双酶切及ＰＣＲ鉴定，图２显示得到与预期一

致的目的条带，证实载体构建成功。

图１　载体狆犈犘犅图谱

犉犻犵．１　犕犪狆狅犳狏犲犮狋狅狉狆犈犘犅

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．ｐＥＰＢ载体用犡犺狅Ⅰ和

犕犾狌Ⅰ双酶切鉴定；２．以ｐＥＰＢ载体为模板的ＰＣＲ鉴

定；３．ｐＥＰＢ质粒

Ｍ．ＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１．ＤｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＥＰＢｖｅｃｔｏｒｗｉｔｈ

犡犺狅Ⅰ ａｎｄ犕犾狌 Ⅰ；２．ＰＣＲｆｒａｇｍｅｎｔｏｆｌｙｓｏｓｔａｐｈｉｎ；

３．ＰｌａｓｍｉｄｏｆｐＥＰＢｖｅｃｔｏｒ

图２　狆犈犘犅载体的双酶切和犘犆犚检测

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狆犈犘犅狏犲犮狋狅狉犫狔犱狅狌犫犾犲犱犻犵犲狊

狋犻狅狀犪狀犱犘犆犚

２．２　细胞转染与筛选

对转染的牛乳腺上皮细胞和胎儿成纤维细胞，

在转染后１２～２４ｈ观察绿色荧光蛋白的表达情况，

可以清楚的看到部分细胞有绿色荧光，图３所示为

转染后的牛乳腺上皮细胞绿色荧光的表达情况，图

４显示为牛胎儿成纤维细胞在转染后１２～２４ｈ的

绿色荧光蛋白的表达情况。

对有绿色荧光蛋白表达的细胞更换新的培养

液，牛乳腺上皮细胞直接更换不含有 Ｇ４１８药物的

培养液。牛胎儿成纤维细胞的培养液中加入终浓度

为６００μｇ·ｍＬ
－１的Ｇ４１８进行筛选，１周后，当对照

组全部死亡后，将Ｇ４１８浓度减半继续培养，至有单

克隆细胞样细胞出现，用克隆环和酶消化法挑取单

克隆细胞，转移到不含 Ｇ４１８药物的培养液中继续

培养，直到细胞铺满皿底，通过细胞传代继续扩大培

养。图５ａ、５ｂ分别显示为扩大培养的阳性单克隆牛

胎儿成纤维细胞及绿色荧光蛋白的表达情况。

２．３　免疫荧光分析检测溶葡萄球菌素基因在牛乳

腺上皮细胞中的表达

　　取转染后扩大培养的牛乳腺上皮细胞，将细胞

培养液中加入催乳素培养２４～４８ｈ后，经细胞的免

疫荧光分析（图６）表明，溶葡萄球菌素能够在牛乳

腺上皮细胞中表达。

２．４　单克隆核供体细胞犘犆犚鉴定

取转染筛选后扩大培养的有绿色荧光蛋白表达

的牛胎儿成纤维细胞，提取细胞基因组ＤＮＡ，并以

其为模板，以未转染的牛胎儿成纤维细胞基因组作

为阴性对照，用ＰＣＲ的方法扩增目的基因，ＰＣＲ产

物经０．８％琼脂糖凝胶电泳检测，如图７所示，获得

了与预期结果一致的８５０ｂｐ左右的条带，由于溶葡

萄球菌素基因在牛的基因组中是不存在的，因此该

ＰＣＲ的结果可以初步说明目的基因已经整合到了

牛胎儿成纤维细胞的基因组中。

２．５　犛狅狌狋犺犲狉狀犫犾狅狋检测

按照分子克隆（第２版）和 ＲｏｃｈｅＤＩＧ Ｈｉｇｈ

ＰｒｉｍｅＤＮＡＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｔａｒｔｅｒＫｉｔＩＩ试剂

盒的方法对牛胎儿成纤维单克隆细胞基因组、没有

转染的牛胎儿成纤维细胞基因组和转染的载体质粒

的酶切产物进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果如图８所

示，只有在转染的载体质粒和牛胎儿成纤维单克隆

细胞的基因组的泳道中有特异条带，说明Ｓｏｕｔｈｅｒｎ

ｂｌｏｔ的探针制备是成功的，证明溶葡萄球菌素基因

已经整合到了牛胎儿成纤维细胞的基因组中，试验

得到的单克隆细胞可以用于后期制备转溶葡萄球菌

素基因动物的核供体细胞。
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图３　牛乳腺上皮细胞在转染后绿色荧光的表达（１００×）

犉犻犵．３　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犵狉犲犲狀犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲（犈犌犉）狆狉狅

狋犲犻狀狅犳犫狅狏犻狀犲 犿犪犿犿犪狉狔犲狆犻狋犺犲犾犻犪犾犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉

狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀（１００×）

图４　牛胎儿成纤维细胞在转染后绿色荧光蛋白的表达

（１００×）

犉犻犵．４　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犈犌犉狆狉狅狋犲犻狀狅犳犫狅狏犻狀犲犳犲狋犪犾犳犻

犫狉狅犫犾犪狊狋狊犪犳狋犲狉狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀（１００×）

ａ．扩大培养的单克隆细胞；ｂ．单克隆细胞绿色荧光的表达

ａ．Ｅｘｐａｎｄｅｄｍｏｎｏｃｌｏｎａｌｃｅｌｌｓ；ｂ．ＴｈｅＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｏｎｏｃｌｏｎａｌｃｅｌｌｓ
图５　扩大培养的单克隆细胞及绿色荧光的表达（１００×）

犉犻犵．５　犈狓狆犪狀犱犲犱犿狅狀狅犮犾狅狀犪犾犮犲犾犾狊犪狀犱狋犺犲犈犌犉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犿狅狀狅犮犾狅狀犪犾犮犲犾犾狊（１００×）

图６　免疫荧光分析溶葡萄球菌素在阳性乳腺上皮细胞

中的表达

犉犻犵．６　犐犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻犮犪犾犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳

犾狔狊狅狊狋犪狆犺犻狀犻狀狆狅狊犻狋犻狏犲犿犪犿犿犪狉狔犲狆犻狋犺犲犾犻犪犾犮犲犾犾狊

（４００×）

３　讨　论

β酪蛋白是动物乳汁中主要的蛋白质，在泌乳

激素的刺激下，该蛋白的基因具有很强的表达活

性，其调控成分能够指导靶基因在乳腺组织中高效

表达。已有诸多学者以β酪蛋白基因作为乳腺特异

启动子制备了相应的转基因动物，并在转基因动物

的乳汁中鉴定出具有很高活性的目的蛋白或因

子［９１１］。本研究使用的β酪蛋白乳腺特异启动子包

括β酪蛋白基因２．２ｋｂ的５′调控区（含１．７ｋｂ的

上游调控序列以及５′非翻译区中的第一外显子和

部分第一内含子）及０．６ｋｂ的３′端调控区（包含

犆犛犖２基因最后１个内含子的小部分、最后１个不

翻译的外显子及１５０ｂｐ的侧翼区），３′调控区主要

包含ｐｏｌｙＡ加尾信号及控制转录终止的 Ｇ／Ｔ簇，

这些序列结构对ｍＲＮＡ的转录、在细胞质内的稳定

性及介导其翻译调控起到重要的作用。该载体中的

β酪蛋白基因的调控功能已在前人的研究中得到了

证实［１２１５］，因此可以用来调控外源基因的表达。
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　１０期 上官陶等：溶葡萄球菌素基因乳腺特异表达载体的构建与检测及转基因核供体细胞的制备

１．以转基因细胞为模板；２．以未转染细胞为模板；３未

转染细胞基因组；４．转基因细胞的基因组；Ｍ．ＤＮＡ 相对

分子质量标准

１．Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｅｌｌｓｇｅｎｏｍｅａｓｔｅｍｐｌａｔｅ；２．Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ，ｎｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｅｌｌｓｇｅｎｏｍｅａｓｔｅｍｐｌａｔｅ；３．

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ，ｎｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｅｌｌｓ ｇｅｎｏｍｅ；４．

Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｅｌｌｓｇｅｎｏｍｅ；Ｍ．ＤＮＡＬａｄｄｅｒ
图７　转基因细胞的犘犆犚鉴定

犉犻犵．７　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮犮犲犾犾狊犫狔犘犆犚

１．阴性牛胎儿成纤维细胞基因组的Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测；

２．载体质粒的Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测；３．单克隆细胞基因组

的Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测

１．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｎｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｅｌｌｓ

ｇｅｎｏｍｅｂｙＳｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ；２．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｖｅｃｔｏｒｐｌａｓ

ｍｉｄｓｂｙＳｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ；３．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｏｎｏ

ｃｌｏｎａｌｃｅｌｌｓｇｅｎｏｍｅｂｙＳｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ

图８　犛狅狌狋犺犲狉狀犫犾狅狋检测

犉犻犵．８　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犻狀狋犲犵狉犪狋犻狅狀狅犳犾狔狊狅狊狋犪狆犺犻狀

犵犲狀犲犻狀狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮犮犲犾犾狊犫狔犛狅狌狋犺犲狉狀犫犾狅狋

　　通过取催乳素诱导后的牛乳腺上皮细胞进行免

疫荧光分析（图６）证实，人生长激素信号肽能够有

效的引导目的蛋白分泌到细胞外。通过提取阳性细

胞的基因组，并以该基因组为模板，以未转染的牛胎

儿成纤维细胞的基因组为阴性对照进行ＰＣＲ及

ＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳分析（图７），初步判断

得到了转溶葡萄球菌素基因的阳性细胞。经过对牛

胎儿成纤维阳性细胞基因组、没有转染的牛胎儿成

纤维细胞基因组和转染的载体质粒的酶切产物进行

Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测（图８）发现，在阳性细胞基因组

泳道中得到了特异的条带，与预期结果一致，证明溶

葡萄球菌素基因已经整合到了牛胎儿成纤维细胞的

基因组中，试验得到的单克隆细胞可以用于后期制

备转溶葡萄球菌素基因动物的核供体细胞。

４　结　论

本研究成功获得了生长旺盛，形态良好的转溶葡

萄球菌素基因的牛胎儿成纤维细胞作为制备转基因

动物的核供体细胞，为制备转抗溶葡萄球菌素基因的

动物做了准备。然而，基因表达调控本身的复杂性以

及外源基因在动物基因组中整合的随机性和表达的

不确定性，溶葡萄球菌素基因将来能否在转基因动物

的乳腺组织中正确表达，并有效的发挥其预防奶牛乳

房炎发生的作用还需后续试验的进一步研究。
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