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双标记选择载体转染牛胎儿成纤维

细胞方法的建立
’

龚国春 戴蕴平 樊宝良 赵春江 王莉莉 王海平 郑 敏 李 宁“

中国农业大学农业生物技术国家重点实验室
,

北京 10 0 0 94

摘要 以经 s s P I 和 aB m H I 对所构建的双标记选择载体质粒 p
cE

一

E G F p
一

IR E -s N oe
一

d N d B 双酶切

后的线性 目的 D N A 为外源基 因
,

对 电击介导的牛胎儿成纤维细 胞基 因转染方法的效率进行 了优

化 实验结果表明
,

当电场强度为 1
.

2 k V / c m
、

脉冲时间为 l m s 时可获得约 50 个阳性细 胞克隆 /

10 5
个细胞的最佳 转染效率

.

通过牛胎儿成纤维细胞 对不 同浓度 G 41 8 抗性的敏感性实验确定

8 0 0阳 / m L 4G 18 为快速筛选浓度
,

以 3 0 0 拌g / m L 4G 18 为维持筛选 浓度
.

从两个牛胎儿成纤维细

胞系中共分离了 5 6 个绿色荧光蛋 白 ( G F P )阳性细胞克隆
,

从 中选取 2 个冷冻保存
.

经 P C R 检测
,

证 实 2 个冷冻克隆株均含有所转染的外源基因
.

关键词 双标记选择载体 牛 胎儿成纤维细胞 电击 墓因转染

1 9 9 7 年
,

英国的 P P L T h e r a p e u t i e s
公司和罗斯

林研究所的 W il m ut 博士合作
,

通过体细胞核移植

率先在世界上培育 出表达 人凝血因子 I X 的转基 因

克隆绵羊 〔̀ 〕
,

从而开辟了转基因克隆的新领域
.

转

基因克隆是运用体细胞克隆技术和细胞基因转染技

术
,

首先将外 源 目的基 因导入体外培养的动物细

胞
,

然后经过各种筛选方法获得阳性细 胞及其克

隆
,

再利用这些阳性细胞进行体细胞克隆生产转基

因动物〔2一 4〕
.

但外源 目的基 因在细胞内的有效整合

率仍然是限制转基因克隆效率的一个瓶颈
.

本实验

通过对荧光蛋白
、

新霉素基因双标记选择载体质粒

p c E
一

E G F P
一

IR E s
一

N e o 一

d N d B 电击转染牛胎儿成纤维

细胞最佳条件的优化
,

获得了有效整合率较高的转

基因阳性细胞系
.

1 材料与方法

构建同时表达绿色荧光蛋白 ( G F P )和新霉素抗

性 ( N eo
r

)的哺乳 动物双标记选择载体
:

以 E co R I
,

xb al 双酶切质粒 p c E 3 21
一

F L 和质粒 p C M V
一

E G F P
-

IR E S N e o ,

将质粒 p e M v
一

E G F P
一

IR E S
一

N e o
中细胞

巨化病毒 ( C M V )启动子后的增强绿色荧光蛋白基 因

( E G F )P 和内部核糖体进入位点 ( IR E )S 及其携带的

新霉素抗性基因 ( N eo
r

)插入到质粒 p c E 321
一

F L 中由

细胞巨化病毒增强子 ( C M v
一

IE E n h a n e e r )和人延伸

因子 1 。
启动子 ( p E F3 2 i )组成的 5

’

调控 区 p C E 3 2 1

后
,

以 p C E 3 21 替代 c M v 启动子
.

去 除位于 D N A

片段 E G F P
一

I R E S
一

N e o 间的 NO
t l 位点和 B a m H I 位

点形成含双标记选择载体的质粒 p c E
一

E G F P
一

IR E s
-

N eo
一

d N d B
.

去除 No lt 位点是为在双 标记选择载体

旁端插入多克隆位点做准备
,

去除 B a m H I位点是

为将双标记选择载体从质粒上完整切下
.

以 sS IP
,

B a m H I双酶切质粒 p e E
一

E G F P
一

I R E s
一

N e o 一

d N d B 获

得线性双标记选择载体 (其结构 见图 1 )
,

经 Q IA
-

G E N 公司的 Q I A E X H 试剂盒纯化回收
,

溶于灭菌

超纯水中
.

牛胎儿成纤维细胞系的建立
:

从冀南牛 68 日龄

的胎儿分离部分皮肤组织
,

通过胰酶消化法建立牛

胎儿成纤维细胞系 5[]
.

当细胞传至 4 一 5 代 时
,

取

其中一部分冻存
,

另一部分用于基因转染
.

细胞计数
、

活细胞检测
、

牛胎儿成纤维细胞对

以 1 8 毒性敏感性检测及 电击转染的方法和步骤参

见参考文献〔6 ]
.
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Ec
0

RI B an H I

CMV
一

IE E nh nc a
er P EF 32 1 E GF P IV S IRE S N o epo ly A

p eE
一

E o F P
一

I二s
一

N e。 一

, 拐
.

竺卫竺生

m L
,

D N A 浓度为 20 粼g / m L 的条件下
,

当电场强度

为 1
.

2 k V / c m
,

脉冲时间为 l m s
时可获得最佳转染

效率
.

每 10 5
个细胞中可以获得约 50 个转基因细胞

克隆
,

优于其他处理组
.

:韶界
·

燕翅祝
。。工x戳哥叔排图 1 p e E

·
E e r p

·
x R E s

·
N e -o d N d B 双酶切后的线性图谱

e M v
一

IE E n h a n e e r ,

细胞巨化病毒增强子
; pE 3F 2 1

,

人延伸因

子 l a

启动子
; E G F p

,

增强绿色荧光蛋白基因
; IVS

,

人工内

含子
; I R E S

,

内部核糖体进入位点
; N oe

, ,

新霉素抗性基因
;

po ly A
,

s V 4 O的加尾信号

阳性细胞的单克隆培养
:

在荧光显微镜下观察

上述方法所得细胞克隆的发光情况
,

用记号笔圈住

分散 良好 (远离其他克隆 )且 细胞数量多 的荧 光克

隆 ; 吸除培养液
,

用无钙镁 P B S 漂洗细胞两次
,

在

高倍解剖镜下
,

将 30 一 5 0 拜L 0
.

25 % 胰蛋 白酶 消化

液滴加在标记好的细胞克隆上
,

待克隆的大多数细

胞收缩脱壁后
,

不等细胞悬浮
,

快速吸取细胞克隆
,

但注意不要吸入附近其他克隆的细胞 ; 转移细胞到加

有 5 00 拜L 培养液的 4 孔板中
,

吹打分散细胞团块 ;

挑出的克隆继续培养
,

降低 以18 浓度至 3 00 仁酬m L

维持筛选 ; 待克隆细胞数量扩大后或汇合后
,

将一部

分细胞转移到 35 ~ 培养皿中继续扩大培养
,

另一

部分用于转基因检测
,

其他扩大后的细胞尽早冷冻
.

转染细胞的 P C R 检测
:

根据质粒 p c M v
一

E G F P
-

I R E S
一

N e o
的 E G F P

一

IV S
一

I R E S
一

N e o 段设计一对引

物
,

扩增范围包含 I v s 和 I R E s 的全部及 E G F P 和

N eo 的部分序列
,

预计扩增长度为 1
.

3 k b
.

引物序

列如下
:

P l :
5

’

C J U
,

CC C
,

G A C
,

A A C
,

G AC
,

T A C
,

C T3
’

;

几
:

5’ Q皱玉
,

T C A月A G
,

CC G
,

A了粗
、 ,

以犯
,

C代!
,

T 〔3
’

反应体系 ( 5 0 拼L ) 含模板 D N A 3 拌 ;L 引物 1 拼;L

2
.

s m m o l / L d N T P 3 拜L ; 2 0 义 T a g 酶 缓 冲液 化

5 拼L ; T a q 酶 1 0 u
.

反应参数为 9 4℃ 5 m i n ; 9 4℃

4 0 5 ,

6 1℃ 4 0 5 ,

7 2℃ 1 m i n ,

共 2 5 个循环 ; 最后延

伸 7 2℃ 10 m in
·

2 结果与讨论

结果表明
,

2 00 一 800 拌岁mL 4G 18 对牛胎儿成纤

维细胞有明显毒害作用
,

在培养后 5一 lZ d 内可杀死

全部细胞
.

细胞对 以 18 的毒性敏感性随 以18 浓度

升高而增加
,

其中 800 拼以m L 4G 18 可在 s d 内杀死全

部细胞
,

3 00 阔 rnL 4G 18 在 巧 d 内杀死全部细胞
.

从图 2
,

3 看出
,

在细胞密度为 5 x 10 “
细胞 /
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图 3 不同脉冲时间的转染效率

电场强度为 1
.

2 k v
·

c m
一 `

不同的细胞对电场的强弱
、

电脉冲时间的长短

要求不一样
.

电场强度太小
,

不能引起细胞膜的变

化
,

D N A 就不能进入待转染细胞 ; 电场强度太大
,

容易损伤细胞
.

电击时所用的电场强度和脉冲时间

应该通过预实验来决定
.

预实验的电场强度和脉冲

时间应以 50 % 一 80 % 细胞能存活下来为准
.

本试验

观察到
,

电场强度为 0
.

8 一 1
、

s k V / c m
、

脉冲时间为

0
.

s m s
时

,

细胞存活率为 50 % 一 80 %
.

除场强外
,

电击效率和细胞存活率也受脉冲时间 t 的影响
.

已

观察到
,

当使用很窄的脉冲时 间时
,

要达到有效 的

电击效果场强通常很高
.

反之
,

当脉冲时间长时
,

所需的场强非常低
.

因此
,

看来场强和脉冲时间在

一定程度上可以互补
.

在大多数实验中
,

对于特殊

细胞类型
,

通常首先根据以前发表的文章
,

为 t 选

择一个试验值
,

然后改变电场强度的设定
,

以优化

细胞存活率和转染率
.

选择好最优 电场强度后
,

再

进行脉冲时间 t 的优化
.

电击效率还受到电击介质
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浓度的影响
.

最优组分依使用的特定细胞种类而有

明显的变化
.

因此
,

如果努力优化电场强度和脉冲

时间
,

但结果依然不令人满意
,

就应尝试改变电击

介质
.

此外
,

细胞的生长状态对 电击转染的效率影

响较大
,

一般以处于对数生长后期的细胞为佳
.

同

时电击效率还受到细胞密度和 D N A 浓度等因素的

影响
,

本实验未对这些因素进行进一步的优化
.

筛

选初期出现的单个 G F P 细胞见图 4
.

实 验共分离 出 56 个 G F P 阳性克隆 (见 图 4

( b) )
,

转移到 4 孔板后
,

有 27 个 克隆继 续增 殖存

活
,

存活的克隆转移到直径 35 m m 培养皿中后
,

仅

9 个克隆能生长至汇合
,

将其 中 2 个克隆株冷冻保

存
.

经 P c R 检测
,

证实 2 个冷冻克隆株均含有所转

染的外源基因
.

转染细胞的 P C R 检测结果见图 5
.

对于贴壁细胞而言
,

很难从培养皿中的克隆群

中分离出单个克隆
,

本试验虽然利用胰酶局部消化

的方法
,

成功地分离了 56 个阳性克隆
.

但分离出

的 5 6 个克隆最后仅有 9 个克隆能继续扩大
.

因此
,

为了提高单细胞克隆形成率和随后 的存活率
,

尚有

很多研究工作要做
,

比如
,

改进细胞培养条件
,

鉴

定和分离培养代数更长的胎儿成纤维细胞
,

增 加转

染的初始细胞数量等等
.

图 4 G F P 阳性细胞株

( a ) 筛选初期出现的单个 G F P 细胞
;

( b) 筛选两周后出现 G F P 细胞克隆
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图 5 转染细胞的 P C R 结果
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