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转MSTN干扰载体细胞株的获得及外源

基因整合情况的研究
刘  丹  佟慧丽  李树峰  常淑伟  杨翠翠  严云勤*

(东北农业大学生命科学学院, 哈尔滨 150030)

摘要      转基因细胞株的建立能够为转基因体细胞克隆技术奠定重要基础。该实验利用

MSTN干扰载体, 转染鲁西黄牛胎儿成纤维细胞, 获得5个相应的转基因单克隆细胞株。采用Real-
time PCR和高效热不对称互交式PCR(hiTAIL-PCR)技术检测细胞克隆中MSTN表达载体的拷贝数

及其在牛基因组中的整合位点。结果表明, 荧光定量PCR有效检测到5个细胞克隆中质粒的拷贝数

分别为2.26±0.32、1.52±0.25、25.68±1.02、8.43±0.73和6.72±0.10。hiTAIL-PCR对整合位点的检测

结果表明, 质粒片段在插入到基因组的过程中进行了重组, 其与基因组的结点处有2或4个共同的碱

基序列。该研究探索MSTN干扰载体在牛胎儿成纤维细胞中的整合机制, 以期获得遗传背景清楚的

转基因细胞作为体细胞核移植的重要材料, 为高产转基因肉牛新品种的培育提供重要的理论和实

验基础。
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Establishment of MSTN  Interfering Plasmid Transgenic Cell Lines and 
Integration of Exogenous Gene

Liu Dan, Tong Huili, Li Shufeng, Chang Shuwei, Yang Cuicui, Yan Yunqin*

(College of Life Science, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China) 

Abstract       In this study, we used MSTN interference vector to transfect Luxi cattle fetal fibroblasts and 
obtained five transgenic monoclonal cell lines. By Real-time PCR and high-efficiency thermal asymmetric interlaced 
PCR, we detected the expressing copies of MSTN plasmid and their integration sites in bovine genome. The results 
showed that the copy numbers of plasmid were effectively detected by quantitative PCR in the five positive cell 
clones which were 2.26±0.32, 1.52±0.25, 25.68±1.02, 8.43±0.73 and 6.72±0.1, respectively. Integration sites 
detected by hiTAIL-PCR showed that there was recombination in the process of insertion of plasmid fragment 
into target genome. This study explored the integration mechanism of MSTN carrier interference in bovine fetal 
fibroblasts, in order to obtain the clear genetic background of transgenic cells. It is important for obtaining transfer 
material by somatic cell nuclear, providing important theoretical and experimental basis for cultivation of high-
yielding new varieties of transgenic cattle. 

Key words        MSTN; transgenic cell lines; copy number; integration sites; Real-time PCR; hiTAIL-PCR 
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近年来, 通过体细胞核移植技术生产转基因动

物得到长足的发展。人们已经获得了多种类型的转

基因克隆牛[1-2]、羊[3-4]、猪[5-6], 但生产的转基因动物

存在成活率低[7]、整合率低[8], 外源基因的整合可能

会造成宿主细胞基因突变出现新表现型, 也可能会

中断宿主细胞一些重要功能基因的转录过程, 或者

激活有害基因, 导致胚胎畸形或死亡[9]。在生产转基

因动物前, 获得转基因的单克隆细胞株, 分析将用于

体细胞核移植的转基因细胞株中外源基因的拷贝数

和整合位点, 从而使我们对外源基因的整合机制有

较深入的了解, 避免转基因动物生产过程中的盲目

性。

Southern blot法是鉴定转基因拷贝数的传统方

法, 但费时费力, 且需要大量的基因组DNA。实时

定量PCR(Real-time PCR)法可以简便快捷地测定样

品的拷贝数, 通过定量PCR标准曲线的建立能准确

地计算出外源基因的拷贝数[10]。外源基因的整合

位点对表达水平有着至关重要的影响, 因此, 对整

合位点序列的克隆及其序列特征的研究是十分必

要的。2007年, 由Liu等[11]设计的高效热不对称互交

式PCR(high-efficiency thermal asymmetric interlaced 
PCR, hiTAIL-PCR)可以高效获得较长的侧翼序列, 
且特异性高、操作简单。

肌肉抑制素(myostatin, MSTN)属于生长转化因

子超家族, 能通过控制成肌细胞的大小、数量和增

殖速度来实现对肌肉生长的负调控[12]。MSTN基因

的干扰载体(pGenesil-1.1-MSTN)能够促进肌肉的增

殖。

据此, 实验利用MSTN干扰载体, 转染鲁西黄牛

胎儿成纤维细胞, 获得转基因细胞株后, 建立了实时

定量PCR和hiTAIL-PCR法检测转基因细胞株中质粒

的拷贝数和整合位点的方法, 探索转基因细胞株中

外源基因的整合机制, 是我们获得高效、安全的转

基因细胞供体核的重要环节, 为高产转基因肉牛新

品种的培育提供重要的理论和实验基础。

1   材料与方法
1.1   MSTN转基因单克隆细胞株的获得

用Bgl II单酶切pGenesil-1.1-MSTN载体(购自

武汉市晶赛生物工程技术有限公司), 回收得到线

性化的载体, 转染鲁西黄牛胎儿成纤维细胞(本实

验室的传代细胞)。参照Lipofectamine 2000转染试

剂说明书的技术参数进行细胞转染。转染后的细

胞传代至10 cm细胞培养皿中, 每隔3~4 d换液, 同时

加入400 μg/mL的G418(Geneticin)筛选, G418是一种

氨基糖苷类抗生素, 对细胞有毒性。被整合进细胞

基因组的pGenesil-1.1-MSTN载体含有neo基因, 能够

表达氨基糖苷磷酸转移酶, 使转染的细胞获得抗性

而能够在含有G418的培养液中生长, 未转染的细胞

死亡。约14 d后获得抗性克隆, 应用克隆环法(Clone 
Ring)[13]获得抗性克隆细胞, 提取转基因细胞DNA。

1.2   实时定量PCR对质粒拷贝数的检测

1.2.1   实时荧光定量PCR      采用20 μL的反应体系

(Power 2×SYBR Real-time PCR Premixture), 反应条

件按ABI 7300仪器使用手册设置, 95 °C预变性2 min, 
进入循环。循环条件为95 °C 15 s, 61 °C 30 s(30个
循环)。所有样品都做3次重复, 反应结束后使用定

量PCR仪的分析软件对结果进行分析。

1.2.2   标准曲线的建立      为了确定实时定量PCR 
扩增中C(t)值与初始拷贝数的关系, 将含有外源基因

的质粒pGenesil-1.1-MSTN与野生型牛基因组DNA
混合, 设置含有1、3、9、27、81和243个转基因拷贝

数的标准品对照, 具体如下: 假设含有外源基因片段

的质粒大小为a bp, 野生型牛基因组DNA用量为b ng, 
牛基因组单倍体(haploid)大小为2.475×109 bp, 外源基

因片段以头头相连或者头尾相连的线性串联重复

方式随机整合入一条染色体上, 那么b ng的转基因

细胞DNA含有一个拷贝的质量为:  ng。
用neo引物扩增neo基因片段, 以β-actin作为内参标化

基因组DNA的量。neo引物的序列为: 5′-CGT TGT 
CAC TGA AGC GGG AAG GG-3′(上 游)和5′-CGG 
CAG GAG CAA GGT GGG ATG-3′(下游), 扩增产

物为86 bp。内参引物的序列为: 5′-GAA CGG TGA 
AGG TGA CAG CAG T-3′(上游)和5′-TTA TTA GAG 
AGA AGC GGG GTG G-3′(下游), 扩增产物为180 bp。
将转基因片段检测β-actin基因的扩增C(t)β-actin减去相

应的引物扩增C(t)neo, 得到的∆Ct, 再对样品的拷贝数

的对数值作图得到标准曲线。

1.3   hiTAIL-PCR对整合位点的检测

1.3.1   引物的设计与合成      设计特异性引物, 在
pGenesil-1.1-MSTN质粒单酶切位点的侧翼序列上

下游约300 bp片段里各找出3条特异性引物。上游

引物碱基序列为SPS1: 5′-AGT TAA CAA CAA CAA 
TTG CAT TCA T-3′; SPS2: 5′-CGT GGC CGA TTA 
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TGA TCA GTT ATC T-3′; SPS3: 5′-TAA AAC GCG 
CCC TAT TCA GTT ACT G-3′。下游引物碱基序列

为SPA1: 5′-CAT CAT TTA TCA CTC TCG GCA TGG 
A-3′。SPA2: 5′-ATT ATT AGA AGA ACA CCC CCA 
TCG G-3′。SPA3: 5′-CAT AAG AAC GGC ATC AAG 
GTG AAC T-3′。

参考Liu等 [11]的方法 , 设计用于hiTAIL-PCR的
简并引物LAD1、LAD2、LAD3和LAD4, 这4条简

并引物的共有序列AC1, 引物序列如下 : LAD1: 5′-
ACG ATG GAC TCC AGA GCG GCC GC(G/C/A) 
N(G/C/A)NN NGG AA-3′; LAD2: 5′-ACG ATG GAC 
TCC AGA GCG GCC GC(G/C/T) N(G/C/T)NN NGG 
TT-3′; LAD3: 5′-ACG ATG GAC TCC AGA GCG 
GCC GC(G/C/A) (G/C/A)N(G/C/A)N NNC CAA-3′; 
LAD4: 5′-ACG ATG GAC TCC AGA GCG GCC 
GC(G/C/T) (G/A/T)N(G/C/T)N NNC GGT-3′; AC1: 
5′-ACG ATG GAC TCC AGA G-3′。
1.3.2   hiTAIL-PCR扩增      方法同Liu等[11], hiTAIL-
PCR反应条件见表1。第一轮PCR反应以转基因细

胞DNA为模板, 使用特异性引物SP(SPS1或SPA1)
与4个简并引物(LAD1~LAD4)随机组合对外源基因

3′下游和5′上游侧翼序列进行PCR扩增。上一级的

PCR反应的产物稀释100倍用于下一级PCR反应, 第
二轮和第三轮分别使用特异性引物SP与AC1组合, 
使特异性的产物被选择性扩增。

 1.3.3   扩增产物的克隆、测序与序列分析      PCR
产物经胶回收得到特异性扩增片段(Easy Pure Quick 
Gel Extraction Kit), 连接到PGEM-T Easy载体上, 由
Genewiz公司完成测序。利用NCBI网站上BLAST软
件, 将测序结果与GenBank中已知的牛核酸序列进

行比对确定其在基因组上的位置。

2   结果
2.1   获得MSTN转基因单克隆细胞株

pGenesil-1.1-MSTN载体含有EGFP基因, 转染

pGenesil-1.1-MSTN的鲁西黄牛成纤维细胞24 h后表

达EGFP蛋白, 在荧光显微镜下观察转染pGenesil-
1.1-MSTN的细胞(图1A), 转染后的细胞经过G418筛
选14 d, 大部分未转染neo基因的成纤维细胞漂浮死

亡, 经过换液清除, 转染成功的成纤维细胞逐步形成

克隆, 分别在普通光学显微镜和荧光显微镜下观察

单个克隆(图1B和图1C)。
2.2   外源基因拷贝数的检测结果

2.2.1   定量PCR标准曲线      以neo引物扩增外源基

因片段, 以β-actin作为内参, 两个溶解曲线(图2A)有
且只有一个单峰, 表明两个引物扩增的特异性好, 并
且两个引物的阴性对照和空白对照均没有扩增峰。

用β-actin基因的扩增C(t)β-actin减去相应的外源基因

片段扩增C(t)neo, 得到∆Ct, 再对样品的拷贝数的对

数值(log3N)作图得到绝对定量的标准曲线(图2B)。

表1  hiTAIL-PCR反应条件

Table 1  Thermal  conditions for hiTAIL-PCR
第一次PCR 第二次PCR 第三次PCR
Pre-amplification Primary TAIL-PCR Secondary TAIL-PCR
步骤 温度(°C) 时间(min:s) 步骤 温度(°C) 时间(min:s) 步骤 温度(°C) 时间(min:s)
Step Temperature (°C) Time (min:s) Step Temperature (°C) Time (min:s) Step Temperature (°C) Time (min:s)
1 93 2:00 1 94 0:20 1 94 0:20
2 95 1:00 2 65 1:00 2 68 1:00
3 94 0:30 3 65 3:00 3 65 3:00
4 60 1:00 4 Go to step 1 1time 4 94 0:20
5 65 3:00 5 94 0:20 5 68 1:00
6 Go to step 3 10 times 6 68 1:00 6 65 3:00
7 94 0:30 7 65 3:00 7 94 0:20
8 25 2:00 8 94 0:20 8 50 1:00
9 Ramping to 65 0.5 °C/s 9 68 1:00 9 65 3:00
10 65 3:00 10 65 3:00 10 Go to step 1 6~7 times
11 94 0:20 11 94 0:20 11 65 5:00
12 58 1:00 12 50 1:00 12 End
13 65 3:00 13 65 3:00
14 Go to step 11 25 times 14 Go to step 5  13 times
15 65 5:00 15 65 5:00
16 End 16 End
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获得pGenesil-1.1-MSTN基因的计算公式为:  log3N= 
0.8038∆Ct–4.6142, 决定系数为R2=0.992 4。
2.2.2   转基因细胞系拷贝数的鉴定      定量PCR对
转基因细胞株拷贝数鉴定结果如表2所示, 标准差在

0.1到1.02之间, 表明结果准确可信。

2.3   整合位点的序列分析

经过hiTAIL-PCR扩增。将扩增所得片段的

测序结果与GenBank中已知的牛核酸序列进行比

表2  转基因细胞系中外源基因拷贝数

Table 2   Copy number of exogenous gene in transgenic cell line

编号

Number
拷贝数

Number of copies

1
2
3
4
5

2.26±0.32
1.52±0.25
25.68±1.02
8.43±0.73
6.72±0.10

A: 荧光显微镜中观察转染pGenesil-1.1-MSTN载体24 h后的成纤维细胞; B: 普通光学显微镜观察转染pGenesil-1.1-MSTN载体筛选后得到的细胞

团; C: 荧光显微镜中观察转染pGenesil-1.1-MSTN载体筛选后得到的细胞团。

A: observation of fibroblast 24 h after infection with pGenesil-1.1-MSTN under fluorescence mincroscopy; B: observation of cell mass infected with 
pGenesil-1.1-MSTN obtained after G418 selection under Optical mincroscopy; C: observation of cell mass infected with pGenesil-1.1-MSTN obtained 
after G418 selection under fluorescence mincroscopy.

图1  显微镜观察G418筛选前后的转染细胞(40×)
Fig.1   Observation of the transfected cells of before and after G418 selection by mincroscopy (40×)

A CB

A: neo和β-actin扩增产物的溶解曲线; B: 计算拷贝数的标准曲线, 决定系数R2=0.992 4; C: 倍比稀释标准品的neo扩增曲线。

A: melting curve analyses for the product of neo and β-Actin PCR product; B: standard curve for calculating transgene copy number; C: amplification 
curves obtained from a dilution series of the pGenesil-1.1-MSTN template from 1 to 243 copies prereaction.

图2  实时定量PCR检测转基因细胞拷贝数的方法建立

Fig.2  Generation of the absolute quantitative standard curve for examining the transgene copy number of transgenic cells
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A: 经过测序得到长度为440 bp的转基因细胞株DNA的hiTAIL-PCR扩增片段序列。碱基序列(–140~+4)与牛基因组16号染色体的基因组克隆

(NW_003104426.1)上599 835~599 979 bp 100%同源。序列5′-TCCA-3′(+1~+4)是外源基因与染色体序列共用的非常短的同源臂。外源基因被

增加的5个碱基GTCAC(+93~+97)分为两部分: +1~+92与质粒序列(1 496~1 523) 100%同源; +98~+300与质粒序列(2 715~2 917) 100%同源。说

明外源基因随机插入基因组的过程中进行了重组; B: 经过测序得到长度为677 bp的转基因细胞株DNA的hiTAIL-PCR扩增片段序列。长度为

641 bp的碱基序列(–640~+2)与21号染色体上30 728 719~30 729 365 bp相似性为99%, 长度为34 bp的碱基序列(+1~+34)与质粒序列(732~765) 
100%同源, 二者共用长度为两个碱基(5′-TC-3′)的同源臂。结点处灰色框里的碱基不是转基因细胞株DNA的序列, 以上下对准的方式列出整合

位点附近外源基因(红色碱基)和宿主基因(蓝色碱基)。
A: the nucleotides from –140 to +4 were the same as the genomic sequence of 599 835~599 979 bp nucleotides of Bos Taurus on chromosome 16. Four 
nucleotides, from +1 to +4 (5′-TCCA-3′), were shared by the transgene and the 16 chromosome as a very short homologous arm. Transgenic sequences 
were divided into two classes based on the presence of five additional nucleotides (GTCAC). The sequence from +1 to +92 was 100% identical to the 
foreign sequence (from 1496 to 1523). The sequence from +98 to +300 was 100% identical to the foreign sequence (from 2 715 to 2 917). The results 
indicated that foreign genes were restructured into the genome by random insertion; B: the nucleotides from –640 to +2 were the same as the sequence 
of 30 728 719~30 729 365 bp nucleotides of Bos taurus on chromosome 21. The sequence from +1 to +34 was 100% identical to the foreign sequence 
(from 732 to 765).  Two nucleotides (5′-TC-3′) were a very short homologous arm. The sequences in grey shading is surrounding the junction sites. 
Listed foreign gene (red nucleotide) and the host genome (blue nucleotide) nearby the integration sites with aligned manner.

图3  整合位点序列分析

Fig.3  Sequence analysis of integration sites

(A)

(B)
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对。序列分析如图3所示。A和B片段都包含外

源基因和牛基因组序列, 同源性分析表明, A片段

外源基因侧翼序列与16号染色体的基因组克隆

(NW_003104426.1)中599 835~599 979 bp同 源 性

为100%, B片段外源基因侧翼序列与21号染色体上

30 728 719~30 729 365bp同源性为99%。另外, 发现

外源基因插入到基因组过程中发生了重组; 外源基

因插入到基因组上, 二者有一个非常短的同源臂。

3   讨论
生产转基因动物时, 目的基因定点整合的方法

是应用基因打靶技术通过受精卵显微注射完成。近

年来, TALEN、CRISPR-Cas系统在青鳉[14]、大鼠[15]、

小鼠[16]、斑马鱼[17]等动物的基因敲除研究中已获得

了成功。但显微注射法对受精卵损伤较大, 遗传不

稳定。体细胞核移植制备转基因动物的效率高于原

核显微注射法, 转基因动物的遗传稳定性也较高[7]。

然而基因打靶技术构建的载体分子大, 转染效率低, 
转入打靶载体的细胞增殖困难, 细胞系难以建立。

所以本研究应用pGenesil-1.1-MSTN载体, 转染鲁西

黄牛胎儿成纤维细胞, 获得随机整合的转基因细胞

株。

确定外源基因拷贝数是获得转基因细胞株后

的首要步骤。有研究表明, 外源基因拷贝数和基因

的表达水平没有呈现出明显的相关性[18-19], 外源基

因的整合位点所起的作用可能更为重要[18]。本实验

应用定量PCR法准确高效地检测了转基因细胞中外

源基因拷贝数。关于外源基因拷贝数的检测, 通过

近年来绝对定量PCR和DNA印记杂交的相互比较验

证, 发现两种方法检测转基因拷贝数的结果十分接

近[20], 并且绝对定量PCR法灵敏度高、需要DNA样

品少、省时省力、结果精确度高、重复性好[10]。本

实验选取的内参基因检测引物和外源质粒片段检测

引物片段大小相近, Tm值基本相等, 很好地起到了

内参的作用。通过溶解曲线证明了引物扩增产物的

特异性, 保证实验结果真实可信。当然, 本文的方法

也有一定不足, 如果对检测引物和内参引物用不同

的荧光基团标记, 使荧光标记基团直接进入PCR扩
增产物, neo基因和β-actin基因能够在同一个PCR反
应体系中扩增, 那么定量的结果将更准确。

外源基因的整合受到很多因素的影响, 包括

DNA构型、进入宿主细胞的方式、DNA的浓度等。

一般认为, 外源基因的整合位点对其表达水平有至

关重要的影响, 存在“有效整合”、“沉默整合”和“毒
性整合”三种整合状态, 其表达水平也非均一[21]。有

研究表明, 只有当β-球蛋白基因整合在小鼠第3号染

色体上时, 才可在转基因小鼠的骨骼肌中表达, 其
他转基因动物如转基因鱼、转基因奶牛中外源基

因的整合与表达也有类似表现[19]。如何选择出外源

基因有效表达的转基因细胞株, 整合位点序列的克

隆及其序列特征研究是十分重要的。本研究应用

hiTAIL-PCR方法克隆外源基因整合位点, 分析外源

基因整合情况。

有研究表明, 线性外源DNA分子进入细胞后会

进行迅速的环化, 重新环化后的质粒随机断裂并进

行重组[22]。此外, 重组的方式以头—尾相连的串

联体形式为主[23], 在两个串联的片段之间有碱基的

插入或缺失[24-26]。在本实验中, 外源基因随机插入到

基因组的过程中进行了重组, 重组的两段外源基因

序列之间增加了5个碱基(GTCAC)。重组后的外源

DNA分子最终通过不完全序列识别随机地非同源重

组到宿主基因组中[22]。在本实验中, 外源基因通过

非同源重组随机整合到基因组上, 外源基因和基因

组的连接处有2或4个共同的碱基序列, 相同的碱基

序列作为2个DNA结点。这个DNA结点可能是识别

外源基因和基因组的同源臂, 因为这个同源臂很短, 
只有几个相同的碱基组成, 它们更容易定位在宿主

基因组中。以前的转基因小鼠研究也发现这样的碱

基片段(3~5 bp)[23,25]。外源基因通过细胞的DNA修复

机制将外源DNA分子整合进入基因组中[27]。

综上, 实验获得MSTN干扰载体转基因细胞株

后, 通过实时定量PCR法检测了质粒的拷贝数, 并应

用hiTAIL-PCR技术克隆转基因细胞株中外源基因

在基因组上的整合位点。分析外源基因整合情况, 
为高产转基因肉牛新品种的培育提供重要的理论和

实验基础。
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