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摘 要 为获得整合有人血清白蛋白（G4<）基因的猪胎儿成纤维细胞克隆，从猪基因组文库中杂交筛选得到猪血清白蛋白
（I4<）基因全序列 "P @8并克隆了人血清白蛋白 -Z)<序列，扩增猪血清白蛋白基因 P]调控序列 $\!@8片段及第一内含子至第
四内含子 !\F@8的片段；构建了含有 $%( 及 /@ 正负筛选标记基因的人血清白蛋白基因打靶载体，并验证了 $%( 基因的有效性。
将线性化的打靶载体通过电击转染的方法整合到猪胎儿成纤维细胞基因组中，利用 Y:9F及 Y<)J进行细胞克隆的抗药性筛
选，IJ/及 4&A6.0,D 8’&6鉴定抗药性细胞克隆，最终获得 "个发生同源重组的细胞克隆。这为下一步进行体细胞核移植制备生
产人血清白蛋白转基因猪奠定了基础。

关键词 基因克隆，基因打靶，人血清白蛋白基因
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目前制备转基因动物的方法有传统的显微注射

法，精子介导法，逆转录病毒载体介导法等，但是这

些方法都存在制备效率低、表达不稳定等缺点，因而

在家畜中的应用受到限制。而利用基因打靶制备转

基因动物可以实现外源基因的定位整合，使其自动

获得内源基因所有调控序列，因而克服了随机整合

所带来的“位置效应”。!### 年，*-J,0+6. 等［9］将!
抗胰蛋白酶定位整合到绵羊胎儿成纤维细胞!9胶



原基因座，通过体细胞核移植获得转基因克隆绵羊；

赖良学等［!］利用基因打靶和核移植相结合的方法生

产出敲除了!"#，$"半乳糖苷转移酶基因的转基因
猪，这些研究结果提示我们可以采用类似的方法获

得生产人血清白蛋白的转基因猪。

本研究以人血清白蛋白基因为目的基因，构建

了含有 !"# 和 $% 正负筛选标记的猪血清白蛋白基
因座定点整合打靶载体，电击转染猪胎儿成纤维细

胞，筛选获得了人血清白蛋白基因定位整合细胞，为

下一步通过体细胞核移植制备生产人血清白蛋白的

转基因猪奠定了基础。

! 实验材料和方法

!"! 实验材料
!"!"! 工具酶与试剂盒：随机引物标记试剂盒、
%&’提取试剂盒、质粒提取试剂盒、()* 纯化试剂
盒购自 (+,-./0公司；(1/ /.2,-."/3## 450/. 617+0+8购
自 )6,23.95 公司；［0"$!4］:);( 购自亚辉公司；& <
’#() %=>!9,-4.3.23 9.66?和 %&’ ?302:0+: @0+A.+购自
天为时代；BC’4+.4 D412 @1214+.4 E13购自基因公司；
F.6 GH3+0931,2 @121 E13购自上海华舜生物工程公司；
;I %&’ 4,68-.+0?. 购自华美公司；(8+,7.?3 %&’
(,68-.+0?.、;I %&’ J1/0?.购自 ;0E0*0公司；限制酶
分别购自 K1,607?公司和 ;0E0*0 公司；引物由国家
生物医学分析中心合成。

!"!"# 质粒：4FG@"LMN 质粒、4;"KF=(,68’ 质粒由
军事医学科学院生物工程研究所一室保存；通用型

打靶载体 46,H(2., 由林福玉博士惠赠，4FG@";
O.93,+购自 (+,-./0公司。
!"!"$ 引物合成与基因测序：引物 (#、(!用于扩增
猪血清白蛋白基因 >P端 Q #$I!至 R #>之间的序列，
使之与 4LMN"&>! 中的 >P端调控序列片段连接为完
整的 >P端调控区，作为基因打靶 >P同源臂，在 (! 的
) 端引入 *+$(#位点。(#：>P"F;F’)’;FF);F’
)’F;;;F’;;F"$P， (!： >P"’’’FF;;’)))’);
;)’;;F;F))’’’FF"$P；引物 ($、(I 用于合成第一
内含子至第四内含子之间的 %&’ 片段，正向引物
($：>P"F;’ ’FF F;’ )); F); )F’ F’F ;;) F’;
;;; ;); ’;; F;; )"$P，反向引物 (I：>P"FFF ’’F
);; FF; ;)) )’’ ’F’ FF’ )’; F;; FFF F;F"$P；
扩增人血清白蛋白基因 9%&’ 的正向引物 (L：>P"
F’’ F;F FF; ’’) );; ;’; ;;) )); ;); ;;; ;);
);; ;’F );) FF) ;;’ ;;) )’F FFF ;F; F;; ;)F
;)F ’F"$P，反向引物 (S：>P" FFF F;) F’) ;;’

;’’ F)) ;’’ FF) ’F) ;;F ’); ;F) ’F) ’’)
’’F ;;; ;;; ’)) );) );) FF) ’’’ F)’ FF; )"
$P；中靶细胞检测的正向引物 (ITI 位于 !"# 基因
上，(ITI：>P")F) ’;F );) )’F ’); F)) ;;F FF’
’’’ F) $P，反向引物 (IT>位于 $P同源臂外侧相邻
的基因组序列中，(IT>：>P"FF’ ;F’ ’)) ;’F ’F’
;;’ ;)’ ;’) ;’’ F’)"$P。
!"# 实验方法
!"#"! >P同源臂、$P同源臂及人血清白蛋白基因
9%&’亚克隆：取冷冻的猪肝组织按常规方法进行
猪基因组 %&’的提取，采用噬菌斑原位杂交及 ()*
交替筛选的方法获得含有猪血清白蛋白基因的 I个
基因片段克隆 4LMN"&>#，4LMN"&>!，4LMN"&$#，4LMN"
&$!，对重组子进行 ()*和酶切鉴定并进行基因的
序列测定及分析。

>P同源臂的亚克隆：4LMN"&>#、4LMN"&>!质粒中
分别含有猪血清白蛋白基因 >P端调控序列的不同
片段，并有部分重叠，因此通过重叠处的 ,-’#位点
将位于两个载体中的 >P端调控序列连接在一起，作
为打靶载体的 >P端同源臂，构建的质粒命名为
4&>$。

$P同源臂的亚克隆：以 4LMN"&$# 为模板，以 ($"
(I 为引物，扩增第一内含子到第四内含子的片段，
以此作为基因打靶 $P端同源臂，在正向引物中引入
./##、01!#位点，以便插入正筛选标记 !"# 基因，
将扩增的 $P同源臂克隆至 ;载体上，重构质粒命名
为 4&$#。
人血清白蛋白基因 9%&’序列的克隆：采集人

血，按常规方法提取人基因组 *&’，并进行反转录，
以 (L"(S 为引物，扩增人血清白蛋白基因编码区
#UVA7的片段，克隆至 ;"载体上，其中反向引物 (S
中引入 2-(#位点，质粒命名为 4=9%&’。
!"#"# 打靶载体的构建：用 4=9%&’起始密码子后
*+$(#酶切位点及引入的 2-(#位点，将其连于用同
样酶处理的 4&>$载体上，并进行 ()*和酶切鉴定，
质粒命名为 4&>$"=’。在 4&>$"=’的 =9%&’序列
后连接 KF= 4,68’信号序列，构建质粒命名为 4&>$"
=’"(’。
在 4&>$"=’"(’ 质粒的基础上，构建打靶载体

4(=’#。首先，用 ./##、01!#双酶切 46,H4 质粒，
并回收 #USA7 的 !"# 片段，定向连于 ./##、01!#
双酶切的 4&$#质粒中，作为正筛选标记，然后将连
接在一起的 $P同源臂及 !"# 片段连接于 4&>$"=’"
(’质粒中的 KF= 4,68’信号序列之后，质粒命名为

I!! 3/)!"+" 4#56!-( #7 *)#$"’/!#(#89 生物工程学报 !TTL，O,6U!$，&,U!



!"#$%&’%(’%"$)%*+,。!"#-!、$%&"双酶切 !.,/!
质粒，回收 &’ 基因片段，并连接于 $0同源臂后，作为
基因打靶负筛选标记。构建的打靶载体命名为

!(&’)。载体可用 ()*"酶切线性化，&’ 基因位于
$0同源臂外侧。对载体各基因片段连接处进行序列
测定。

!"#"$ 猪胎儿成纤维细胞的分离和培养：手术取出
妊娠 $1 -的猪胎儿，去除头和肝脏后，用胰酶消化
法获得猪胎儿成纤维细胞。培养液成分为 2343、
)#5 678、丙酮酸钠、非必需氨基酸、双抗、96:6等。
细胞在 $;<、#5 =>1、饱和湿度情况下培养，原代细

胞培养 $-后冷冻保存。
!"#"% 电击转染猪胎儿成纤维细胞及阳性细胞克
隆的筛选及鉴定：将 ?@; A )?; 细胞置于 ?@BCD内径
的电击杯中，加入 )? E 1?#F 线性化 !(&’) 混匀，
1B?G，;??#6条件进行电击，转染细胞分散到 BH 孔
板中，每孔细胞约为 1???个。培养 BHI后利用 :B)H
（$??#FJDK）和 :’"=（1#FJDK）进行抗性细胞克隆筛
选，筛选两次后用 :B)H（)#?#FJDK）和 :’"=（1#FJ
DK）继续筛选并进行克隆细胞的维持培养。取每个
细胞克隆的部分细胞进行核型分析，将其余的细胞

分为三等份，一部分用于提取抗性细胞克隆基因组

2"’进行 (=L及 8,MNI+O* 9.,N鉴定；一部分冷冻保
存；另一部分用于体细胞核移植。

# 实验结果与分析

#" ! 猪血清白蛋白基因的克隆
通过噬菌斑原位杂交及 (=L的交替筛选，共获

得猪血清白蛋白全基因约 $#P9，其中包括 )#个外显
子及 )B 个内含子约 )Q#Q19!，#0端调控序列约
)B1;#9!。获得的猪血清白蛋白基因全序列已在
:+*7R*P 登录，登录号为 ’STT$#B$。
#"# &’()!打靶载体的构建
在载体的构建中选择 ;@1P9的 #0端调控序列作

为基因打靶中同源臂的长臂，第一内含子至第四内

含子之间 1@HP9 的片段作为基因打靶的短臂，
7:&(,.U’位于目的基因人血清白蛋白 C2"’ 序列
之后，正筛选标记基因位于短臂中，负筛选标记位于

基因打靶 $0同源臂的外侧。
基因片段连接处测序结果正确（图略）；打靶载

体的酶切鉴定结果正确，结果见图 1：当用 ()*"J
+*)"双酶切 !(&’)，切出 Q))? 9!及 )??;$ 9!的条
带，电泳图可见一条 )?P9左右的条带（见 B，#）；又因
&’ 片段末端有一个 ,-#"位点，所以用 ,-#"酶切

鉴定时，当 &’ 正向连入时，切出 1 条 ;@#P9左右的
条带及两条小带，反向连接时除两条小带外，还切出

#@#P9和 )?P9左右的两条带（见图 1）。酶切鉴定正
确后进行基因连接处序列验证（测序结果图略）。

图 ) 基因打靶载体 !(&’)构建图
6VFW ) 8NOMCNMO+ ,X F+*+ NROF+NV*F Y+CN,O !(&’)

图 1 打靶载体 !(&’)酶切鉴定结果
6VFW 1 ZI+ V-+*NVXVCRNV,* ,X !(&’) Y+CN,O

) E $：!(&’)（,-#"）；B E T：!(&’)（()*"J+*)"）；
) E 1：!(&’)（,-#"），&’ V*[+ON+- V* -VXX+O+*N -VO+CNV,*；
$：!"#$%&’%(’（,-#"）；
T：!"#$%&’%(’（()*"J+*)"）W

#"$ 细胞电击转染与阳性细胞克隆的筛选及鉴定
利用胰酶消化法获得猪胎儿成纤维细胞，当细

胞生长至 ;?5 汇合时，消化收集细胞，以 )?;

细胞JDK密度电击转染，转染后加压进行正负筛选，
)#-后统计抗性细胞克隆数，共 )1T个；在逐级扩大
培养过程中，仅有少量克隆能够扩至 T孔板及小培
养瓶中并生长良好（图 $）。对生长状态良好的细胞
克隆进行核型分析，有 $H 条染色体（图 B），分别提
取这些细胞克隆基因组 2"’ 进行 (=L 及 8,MNI+O*
9.,N鉴定。以抗药性细胞克隆基因组 2"’为模板，
用一对引物 (;J(H 进行目的基因 &C2"’的 (=L扩
增，图示有 T个克隆扩增出了 )@HP9的目的条带（见
图 #）；用跨过 $0同源臂的一对引物 (B?BJ(B?# 进行
K,*F (=L扩增，其中 (B?B位于 #.% 基因上，(B?#位
于 $0同源臂外侧相邻的基因组序列中，结果显示有
#个克隆扩增出目的条带（图 T）；分别回收 (=L产
物，亚克隆至载体中并进行序列测定，其中 $个结果

#11孙世惠等：人血清白蛋白基因的打靶研究



测序正确（图 !），为发生了同源重组的克隆；此外，
进行 "#$%&’() *+#% 鉴定：用 !"#,!-$%&"双酶切细
胞基因组 ./0，其中 12同源臂外侧的 !"#,!位点位
于猪血清白蛋白基因组上，以 12同源臂中的一段
344*5左右的片段为探针进行杂交（见图 6），发生同

源重组的细胞克隆切出 78*和 94:78*的条带，从图
可见 ;、6、<号克隆扩增出目的条带（见图 <），与 =>,
结果一致，说明这三个细胞克隆为发生了同源重组

的目的克隆。

图 1 转染得到抗性细胞克隆（9 ? 74）
@ABC1 ,’DAD%E)% F’++ F+#)’D %(E)DG’F%’H *I 5=J09（9 ? 74）

图 7 抗性细胞克隆核型分析（9 ? 74）
@ABC7 KE(I#%I5’ #G F’++ F+#)’D（9 ? 74）

图 3 抗性细胞克隆 =>,部分鉴定结果（=!-=6）
@ABC3 L&’ AH’)%AGAFE%A#) #G (’DAD%E)% F’++ F+#)’DM9

;M3，!M6：5#DA%AN’ F’++ F+#)’DC

图 O 抗性细胞克隆 =>,部分鉴定结果
（=747-=743）

@ABCO L&’ AH’)%AGAFE%A#) #G (’DAD%E)% F’++ F+#)’DM;
;，7，3，!M6：5#DA%AN’ F’++ F+#)’DC

图 ! =747 P =743 Q#)B =>,产物部分测序结果
@ABC! ,’D$+%D #G Q#)B =>,（=747 P =743）

O;; $’()*+* ,#-.)&% #/ 0(#1*"’)#%#23 生物工程学报 ;44!，R#+:;1，/#:;



图 ! 同源重组过程示意图
"#$%! &#’$(’) *+ ,*)*-*$*./ (01*)2#3’4#*3

图 5 抗性细胞克隆 6*.4,0(3 2-*4鉴定结果
7，!，5号为中靶细胞

"#$%5 6*.4,0(3 2-*4 *+ (0/#/4’34 10-- 1-*30/

! 讨论
转基因动物生物反应器是生产重组蛋白的发展

方向，有多家实验室开展了以转基因动物表达重组

人血清白蛋白研究，但是存在表达水平低等问题，分

析原因是由于导入的外源基因均为随机整合，因此

受整合位置、表达调控元件等因素造成的影响［8，9］。

尽管研究者在载体表达调控元件（如启动子、增强

子、核基质结合区和位点控制区等）以及目的基因结

构（插入提高表达的重要内含子或者采用全基因组

序列）等方面进行了大量的探素研究，但与机体内源

性基因表达量相比，仍然存在较大差距。

克服外源基因低表达最有效的策略是“定位整

合（也称基因打靶）”，即利用基因打靶技术将目的基

因定位整合在内源性高表达基因调控区的下游，这

样既克服了随机整合所带来的“位置效应”，又简化

了载体构建中调控元件的配置组成，而且还能显著

提高目的基因表达水平［:，;］。本研究构建了血清白

蛋白基因打靶载体，利用同源重组的原理将人血清

白蛋白基因定位整合到猪胎儿成纤维细胞血清白蛋

白基因座，使人血清白蛋白基因自动获得猪白蛋白

基因所有的表达调控元件，避免位置效应对人白蛋

白基因表达的影响。

本研究采用猪胎儿成纤维细胞进行体细胞基因

打靶，是因为目前还没有成功分离大动物的 <6 细
胞，但已有多个实验室利用胎儿成纤维细胞进行体

细胞打靶获得成功［=，7，!］。但是利用体细胞进行基因

打靶仍存在许多问题，如体细胞打靶同源重组的频

率比 <6细胞低两个数量级，且非同源重组的频率
非常高；其次，体细胞在转染后传代次数有限、易分

化等。因此，除了优化胎儿成纤维细胞的培养条件

外［5］，如何提高体细胞基因打靶的效率就集中在对

中靶体细胞的筛选和富集这一关键环节。目前采用

的提高打靶效率的方法有无启动子筛选法、无 >*-?@
筛选法、正负筛选法、>AB 筛选法、A(0CD*E> 系统的
应用等。在国内外报道的转基因大型动物研究中，

大多采用无启动子筛选法，以便利用内源基因的调

控序列指导 !"# 基因的表达［!］。而本研究中由于血
清白蛋白基因是在肝脏组织中特异性表达，而在成

纤维细胞中此基因并不表达，因此本实验利用猪胎

儿成纤维细胞作为靶细胞时无法使用无启动子筛选

法，而是采用了正负筛选的方法。

研究表明，打靶载体同源臂的长度对基因打靶

的效率影响很大［=F，==］，大多数载体同源臂的长臂在

9 G !H2之间，短臂在 FI9 G 7H2之间。本实验从猪的
基因组文库中筛选了 ;I7H2的 9J调控区作为基因打
靶同源臂的长臂，7I!H2 的基因片段作为基因打靶
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的短臂，目的是既便于 !"#的筛选又提高了同源重
组的效率。另有资料表明［$%］，在基因的内含子中尤

其是第一或第二内含子中可能含有增强子序列并对

目的基因的表达起正调控作用，因此本研究选择猪

血清白蛋白第一内含子至第四内含子之间约 %&’()
的基因片段作为基因打靶 *+同源臂，目的是通过保
留猪血清白蛋白基因的前几个内含子，提高转录水

平，进而提高目的基因的表达水平。

由于正筛选标记基因 !"# 的存在对目的基因的
表达有一定影响［$*］，因此本研究构建的含有正负筛

选标记基因打靶载体中，在 !"# 基因的两侧引入两
个同向的 ,-.! 序列，以期利用 "/01,-.!系统有效删
除 !"# 基因；另一方面，将正筛选标记插入 *+同源臂
近 2+端的内含子中，目的在于在基因的转录过程中
能够将 !"# 基因连同内含子一起剪切掉［$3］，避免后
期在转基因动物中由于 !"# 基因的表达而影响了目
的基因的表达。

通过对抗性细胞克隆的筛选、!"#扩增、!"#产
物的序列测定和 4-5670/8 )9-6鉴定，表明我们已经获
得发生了同源重组的阳性细胞克隆，目前正在进行

体细胞核移植试验。
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