
动 物 学 研 究 !""#，$%& ’ !(（)）：*) + *( ,- ./ + )"*" 0 1 233- "!.* + .4./
5667689:;7 <%=%;>:?

!

牛胎儿成纤维细胞的组织块贴附法分离
培养与电穿孔法基因转染

杨东山"，杜晨光，高 飞，旭日干
（内蒙古大学 实验动物研究中心，哺乳动物生殖生物学及生物技术教育部重点实验室，内蒙古 呼和浩特 !"!!#"）

摘要：为获得转基因克隆牛的供体细胞，采用组织块贴附培养的方法分离培养牛胎儿皮肤成纤维细胞，经
# $ % 次传代纯化，绘制生长曲线，分别分析体外传代培养 "! 代以内和 #! 代以上细胞的核型特征。分别采用
&!!、’!!、" !!! ( ) *+ 和 "、,、"!、", 和 #! +- 的参数组合，将线性化的带有新霉素抗性和绿色荧光蛋白双重
筛选标记的人胰岛素原乳腺特异表达载体 ./01 电穿孔转入体外培养的牛胎儿成纤维细胞，经 &!!!2 ) +3 45"&
筛选 # 周，继续以 %!!!2 ) +3 45"& 扩大培养 # $ % 代，取部分筛选后的细胞进行 678 检测结果表明，体外培养
的牛胎儿成纤维细胞生长旺盛，体外传代 #! 次后核型未发生改变；转染后 #5 $ 5& 9 在荧光镜下检测各组均可
观察到绿色荧光表达，筛选后各组克隆形成数以 ’!! ( ) *+ 和 , +- 组最多；678 检测得到了预期条带，说明目
的基因已经成功导入。分离得到的牛胎儿耳成纤维细胞有可能作为体细胞核移植的供体，进行转基因克隆研
究。
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长期以来，显微注射法的高成本和低效率制约

着转基因动物研究的发展，体细胞核移植技术的出

现为转基因动物的制作提供了新的思路。转基因克

隆方法将基因转染及筛选的步骤提前到了体外细胞

培养阶段，大大提高了基因转染及筛选的灵活性。

自从首例体细胞克隆羊多莉诞生以来，各国研究者

利用 多 种 体 细 胞 成 功 的 进 行 了 核 移 植 实 验

（L"7"2"5" (# "*，M@@>；E)-(**) (# "*，M@@>；N"#&
(# "*，M@@>；L(**$ (# "*，M@@@；O%)/" (# "*，M@@@；

N"$)4"#%"4 (# "*，9::M；P%7&$%) (# "*，9::Q）。对于

制作转基因克隆动物来说，一方面对细胞供体的生

产性状等生理指标并没有单纯制作克隆动物那样要

求严格；另一方面基因转染及体外筛选过程对细胞

在体外的传代次数及基因组的稳定性要求较高。因

此，在利用体细胞克隆技术生产转基因动物的研究

中，胎儿成纤维细胞由于其取材方便、生长快、体

外传代次数相对较高、转基因效率高等特点，成为

用于生产转基因克隆动物的首选体细胞系。近年

来，由胎儿成纤维细胞提供核供体相继产生了转基

因克隆绵羊（O.%)(7( (# "*，M@@R）、山羊（+"S<)$)
(# "*，M@@@）、牛（E)-(**) (# "*，M@@>）以及基因定

点修饰的绵羊（T.E("#% (# "*，9:::）和猪（U") (#
"*，9::9）。

目前，有关由胎儿成纤维细胞产生转基因克隆

牛的报道比较少，且大多是只用一个药物筛选标

记，即新霉素抗性基因用于筛选，尽管理论上采用

筛选后的细胞进行核移植得到的转基因克隆动物后

代 M::V都是转基因动物，但事实并非如此。许多

研 究 （ +&4!)&*) (# "*， 9::M； U") (# "*， 9::9；

J.%(*"0! (# "*，9::9）表明，利用该方法培育的克

隆动物后代中转基因阳性率从 : 到 M::V都存在。

实际上表达抗生素抗性基因的转基因细胞可以通过

分泌基因产物到培养液中或通过细胞间的直接接触

而保护其邻近的非转基因细胞。由于这种旁侧效应

（-2$#"4!(0 (88(.#），许多经药物筛选得到的细胞克

隆都是转基因和非转基因细胞的混合体。因此，用

经过药物筛选得到的转基因细胞进行核移植得到的

动物并不都是转基因动物。本研究在以人胰岛素基

因为目的基因的载体构建中，同时加入新霉素抗性

基因和绿色荧光蛋白基因两个筛选标记，使用这一

载体转染胎儿成纤维细胞后，可以在药物筛选的基

础上，进一步通过绿色荧光蛋白标记筛选出转基因

细胞用作核移植供体细胞，同时绿色荧光蛋白标记

还可以在囊胚阶段进行第 Q 次筛选，进一步保证出

生的后代为转基因动物。

本文通过组织块贴壁培养的方法分离培养牛胎

儿成纤维细胞，并采用电穿孔方法将带有新霉素抗

性基因和绿色荧光蛋白基因双筛选标记的人胰岛素

乳腺特异表达载体转入体外培养的牛胎儿成纤维细

胞，以获得用于转基因克隆牛制作的核供体转基因

细胞，为高效率、低成本的制作转基因克隆牛奠定

基础。

* 材料与方法

* +* 材 料

M WM W M 活体材料 Q X C 月龄雌性牛胎儿取自呼和

浩特西郊屠宰场，要求妊娠母牛健康状况良好，将

胎儿连同子宫放入 QRY灭菌生理盐水中，9 % 内带

回实验室。

M WM W 9 转基因载体 6ZJI （如图 M）。

M WM W Q DEF 引物 根据质粒 6ZJI 的序列，分别设

计上游引物和下游引物，使得 DEF 产物跨过 JK,D
基因与人胰岛素原乳腺特异表达载体的交界处。引

物由上海生工生物工程有限公司合成，预期产物为

M M>: -6。引 物 序 列：DM C[?K\EE\EG\EE\KE\?
K\\E\E?Q[， D9 C[?EE\KK\\K\KK\GK\E\\K\?
Q[。
M WM W = 试剂耗材 !"#!购自大连宝生物公司；

无内毒素型质粒大量提取试剂盒（J4!&80(( D*"$5)!
T"]) N)#，^I\KJZ）、普通型质粒大量提取试剂盒

及细胞总 _Z\ 提取试剂盒均购自上海华舜生物工

程公司；KJZJGIEIZ!F O(*(.#)1( \4#)-)&#).（K=M> O<*?
8"#(）、_TJT B ,M9购自KI+EP；无机盐类及_?D+O ‘
为 日本和光试剂；胰蛋白酶为O)/5"产品；标准胎
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图 ! 转基因载体 "#$% 结构示意图

&’( ) ! *+" ,- ./0 .1+23(02’4 504.,1 "#$%

牛血清为 678 产品，其余试剂为国产分析纯；细

胞培养板、培养瓶为 #924 产品，其余玻璃器皿及

耗材均为国产。

! "# 研究方法

! :; : ! 组织块贴附法分离和培养牛胎儿成纤维细

胞 将包有胎儿的子宫放入 <= >灭菌生理盐水中

带回。用手术剪在 8?@7A 中剥除胎膜，将分离出

的牛胎儿（体长约 !B 4C）用 @7A 液洗两遍，用

=BD的乙醇进行消毒，再用 @7A 洗两遍。将胎儿

耳尖 剪 下 放 入 三 角 瓶 中 剪 碎，用 含 !BD 血 清 的

8*$* 培养液洗两遍，转移到盛有培养液的 <E CC
培养皿中，将培养液吸干，放入培养箱中培养 E /
让组织块贴壁。E / 后加入培养液，在 <= >、ED
FG;、饱和湿度培养至第 = 天，观察细胞贴壁情

况。去除组织块，B :BED 61"3’2?$86H（<= >，E
C’2）消化收集细胞，传代培养，大量扩增后冷冻

保存。

! :; : ; 细胞冷冻 用 B :BED 61"3’2?$86H，<= >
处理 E C’2 消化细胞，! BBB 1 I C’2 离心 E C’2 收集

细胞，弃上清，加入适当体积培养液重悬细胞，每

个冷 冻 管 中 放 入 约 ! J !BE 细 胞，加 入 冷 冻 液

（8*$* K !BD 8*AG K ;BD &7A），冻存管置 L >
冰箱平衡 ; /，然后放入 M NB >冰箱，;L / 后投入

液氮。

! :; : < 细胞解冻复苏及培养 从液氮罐中取出冻

存管，投入 LB >的水浴中 ! O ; C’2，使其完全溶

解。用 E O N CP 培养液，离 心（! BBB 1 I C’2，E
C’2）洗涤两次，弃上清，加入培养液重悬细胞接

种于六孔细胞培养板中，<= >、ED FG;、饱和湿

度培养，生长至约 =BD汇合后，传代扩大培养。

! :; : L 牛胎儿成纤维细胞生长曲线的测定 将牛

胎儿成纤维细胞消化收集后，接种于 L 个六孔培养

板中，每孔接种细胞 ! J !BL，<= >、ED FG;、饱

和湿度培养。每隔 < 天换液一次，每隔 ;L / 消化

收集 < 孔细胞，用血球计数板分别计数 < 个孔的细

胞数，求平均值。连续计数 = Q，绘制生长曲线。

! :; : E 牛胎儿成纤维细胞的核型分析 采用空气

干燥法制备中期相染色体，待细胞长至对数生长期

时，用 B :!!( I CP 秋水仙素的 8*$* 培养液培养 L
O N /，! BBB 1 I C’2，E C’2 收集细胞。向细胞中逐

滴加入 B :E CP 预温（<N >）的 RFS（B :B=E *），

混匀并补加至 E CP，<= >孵育 <B C’2，加入 ! CP
新配制固定液（甲醇 T 冰醋酸 < T !）预固定 < C’2，

低速离心（! BBB 1 I C’2）!B C’2，收集细胞。再缓

缓加入固定液 E O N CP，室温固定 ;B C’2，低速离

心 !B C’2，收集细胞，按此法固定 ; O < 次。固定

完毕，加适量固定剂调整细胞浓度，吸取细胞悬液

于 <B 4C 高度滴在 M ;B >冰冻的载玻片上，用嘴

吹散，空气自然干燥，U’0C3+ 染色 ;B O <B C’2，

流水冲洗，自然干燥，油镜（ J ! BBB）下观察拍

照，分析核型。

! :; : V "#$% 载体的线性化及提纯 采用去除内毒

素的质粒提取试剂盒提取质粒 "#$%，在 "#$% 中只

有一个 !"#"位点，质粒经 !"#"过夜酶切线性

化，经电泳检测确定反应完全。经酚、氯仿抽提纯

化或经质粒大量提取试剂盒纯化，最后用 6$ 溶

解，将终浓度调至 !!( I!P。

! :; : = 牛胎儿成纤维细胞的准备和电转 将冷冻

保存 的 牛 胎 儿 成 纤 维 细 胞 解 冻 后 传 代 培 养，至

=BD O NBD 汇 合。胰 蛋 白 酶 消 化 收 集 细 胞，用

W07A 液（!LB CC,S I P #+FS，E CC,S I P RFS，B :=E
CC,S I P #+;W@GL，V CC,S I P US94,30，;E CC,S I P
W0"03）重悬、计数，调整细胞密度至 E J !BV I CP，

每次取 ;BB!P 加入电击杯，加入提纯的线性 "#$%
8#H L!(，轻轻敲击杯底混合，置于电击槽中，

设置相应的参数组合进行电击，电击后室温静置 ;
C’2，然后将其加入到含 ; CP 培养液的六孔细胞培

养板中，置 FG; 培养箱培养。
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! "# " $ 转基因牛胎儿成纤维细胞的筛选和纯化

转染的细胞在培养 %$ & 后，加入含有 $’’!( ) *+
,%!$ 的全培养液进行筛选，每两天更换一次培养

液，两个星期后，观察每孔中细胞克隆的形成数及

荧光表达。将筛选出的细胞传代，,%!$ 的浓度降

到 -’’!( ) *+ 继续培养扩增，冷冻保存备用。

! "# " . 转基因牛胎儿成纤维细胞的 /01 检测 取

部分筛选出的细胞，根据组织细胞 234 提取试剂盒

说明提取细胞 234。取 !!+ 234 进行 /01 反应，

扩增条件为：.% 5预变性 - *67 后；.8 5! *67，89
5! *67，:# 5%’ ;，-’ 个循环；最后 :# 5延伸 !’
*67。产物用 ’ "$<的琼脂糖凝胶进行电泳分析。

! 结 果

! "# 牛胎儿成纤维细胞组织块贴附法分离培养结

果

接种第 # 天，组织块边缘开始游离出单细胞，

大多数为上皮样细胞及一些颗粒物质，只有少部分

已开始游离出个别成纤维细胞；第 - 天组织块周围

仍有大量上皮样细胞，但大部分组织已游离出成纤

维细胞；第 % 天上皮样细胞比例减少，成纤维细胞

已占多数，成梭状延伸；第 9 天成纤维细胞生长旺

盛，已基本铺满瓶底，但组织块间仍有间隙；第 :
天后组织块间隙消失，细胞汇合连生，密密的铺满

瓶底。体外传代培养 #’ 代以上（%’ = 以上），细胞

生长缓慢，成片状铺于皿底，很难长至密集汇合

（图 #）。

! "! 传代细胞生长曲线

通过绘制的生长曲线（图 -）可知，牛胎儿成

纤维 细 胞 体 外 培 养 时，零 到 第 ! 天 为 生 长 潜 伏

期，第#天 开 始 进 入 对 数 生 长 期 ，第9到 第 :天 进

入平台期，指数期倍增时间约为 !# &。

图 # 组织块贴附法分离培养的牛胎儿成纤维细胞

>6( ? # @>>@ ABCC; ADCEDFB= !" #!$%&
G：培养第 % 天，（ H !’’）；I：培养第 : 天（ H #’’）；A：分离纯化的细胞（ H #’’）；=：培养 %’ 天（#’ 代）以上（ H #’’）。

G：J6;;DB BKLCG7E ADCEDFB= MNF % =GO;， H !’’；I：J6;;DB BKLCG7E ADCEDFB= MNF : =GO;，H #’’；A：/DF6M6B= @>>>@ ABCC;， H #’’；

=：; ;DIADCEDFB= MNF *NFB E&G7 #’ LG;;G(B;，H #’’ ?
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图 ! 组织块贴附法培养的牛胎儿成纤维细胞
生长曲线

"#$ % ! &’()*+ ,-’./ (0 1(.#2/ 0/*34 0#1’(1435* ,/445
,-4*-’/6 !" #!$%&

! "# 牛胎儿成纤维细胞核型分析

对体外培养 78 代以内和 98 代以上细胞中期相

进行染色体分析，核型均正常，为 92 : ;8，<<，

与所取雌性牛胎儿相吻合（图 =）。

图 = 牛胎儿成纤维细胞的中期染色体（油镜，> 7 888，
箭头示 < 染色体，核型为 92 : ;8，<<）

"#$ % = ?/*3@+35/ ,+’(A(5(A/5 (0 1(.#2/ 0/*34 0#1’(1435*
,/445 ,-4*-’/6 !" #!$%&（143,B 3’’()5 5+() *+/ <
,+’(A(5(A/5，92 : ;8，<<% (#4， > 7 888）

! "$ 牛胎儿成纤维细胞电转条件的优化

分别采用 C88、D88、7 888 E F ,A 和 7、G、78、

7G、98 A5 的参数组合电击转染体外培养的牛胎儿

成纤维细胞，转染后在六孔板中培养，=C + 后加入

C88!$ F AH &=7C 筛选，两星期后计每孔中细胞克隆

形成数，结果 D88 E F ,A 和 G A5 为最佳条件参数组

合（图 G）。

! "% 转基因牛胎儿成纤维细胞的检测和 &’( 鉴定

转染后经 &=7C 筛选两周，收集细胞传代扩大

后取部分细胞提取基因组 IJK 进行 LMN 检测，得

到了预期的条带（图 ;）。荧光镜观察细胞可见强绿

色荧光表达（图 O）。

图 G 不同电击参数组合对筛选后克隆形成数的影响

"#$ % G P00/,* (0 /4/,*’(@(’3*#(2 @3’3A/*/’5 (2 *+/ ,/44
,(4(2Q 0(’A3*#(2 30*/’ &=7C 5/4/,*#(2

图 ; 转基因牛胎儿成纤维细胞的 LMN 鉴定

"#$ % ; R6/2*#0#,3*#(2 (0 5@/,#0#, $/2/ #2 *+/ *’3250/,*/6
1(.#2/ 0/*34 0#1’(1435* ,/445 1Q LMN

?：IJK 分子量标准（IJK A(4/,-43’ )/#$+* A3’B/’）； S ：阳性
对照 质 粒 @JPR［L(5#*#./ ,(2*’(4（L435A#6 @JPR 35 */A@43*/）］；

T ：空白对照［U/’( ,(2*’(4（2( */A@43*/）］；V：转基因细胞 IJK
为模板［V3A@4/（W’325$/2#, ,/44 IJK 35 */A@43*/）］；M：未转基
因细胞 IJK 为模板［J/$3*#./ ,(2*’(4（J(2 *’325$/2#, ,/44 IJK
35 */A@43*/）］。

# 讨 论

目前用于成纤维细胞分离培养的方法有两种：

消化法和组织块贴附法。消化法一般是将组织块用

胰蛋白酶消化处理，分离出单细胞进行培养。由于

酶的消化作用与温度、组织块大小、酶浓度等因素

有关，消化时间过长或酶浓度过大都会使细胞受损

而影响生长，而消化时间过短或酶浓度过低则达不

到分散细胞的目的，而且用此法获得的细胞参差不

齐，有些样品消化后细胞很少，以至不能很好地传

代。相对而言，组织块贴附法简便易行，得到的细

胞均质性好，便于选择，而且可以避免酶消化对细

胞造成的损伤。
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图 ! 转基因牛胎儿成纤维细胞中绿色荧光蛋白的表达

"#$ % ! &’()*$+)#, -./#)+ 0+1(2 0#-’.-2(*1 ,+22* +34’+**#)$ 56"7
(：电击转染后培养 89 :（暗视野，荧光镜 ; <==）；-：筛选 < 周后（暗视野，荧光镜 ; <==）；,：冷冻解冻后的转基因
牛胎儿成纤维细胞（相差 ; <==）；>：冷冻解冻后的转基因牛胎儿成纤维细胞（暗视野，荧光镜 ; <==）。

(：?""?* 89 :.@’* (01+’ +2+,1’.4.’(1#.)（02@.’+*,+)1 A#,’.*,.4+ ; <==）；-：&’()*$+)#, ?""?* (01+’ < B++C* *+2+,1#.)（02@.’+*,+)1
A#,’.*,.4+， ; <==）；,：&’()*$+)#, ?""?* (01+’ 0’++D#)$ ()> 1:(B#)$（,.)1’(*1 A#,’.*,.4+， ; <==）；>：&’()*$+)#, ?""?* (01+’ 0’++D#)$
()> 1:(B#)$（02@.’+*,+)1 A#,’.*,.4+， ; <==）%

牛胎儿成纤维细胞在体外培养时呈贴附型生

长，原代细胞主要由形状不等的梭状细胞组成，细

胞足伸展较短，绝大多数是成纤维细胞，但其中也

含有极少量其他类型的细胞（如上皮细胞等），这

些细胞容易区分，并且随着细胞在体外传代次数的

增加而逐步被淘汰。根据成纤维细胞对消化液比上

皮细胞更敏感的特性，通过控制适宜的消化时间可

以使成纤维细胞脱壁，而上皮细胞仍保持贴壁，经

过 E F G 次传代纯化后，就可以得到比较纯的成纤

维细胞。

成纤维细胞在体外培养存活时间取决于动物种

类，长期反复传代，细胞可逐渐失去二倍体性，进

入衰退期（H#&@ I J@，KLL!）。对于体细胞转基因

克隆来说，从细胞转染到获得阳性克隆至少需要 KG
F <= >（相当于 9 F K= 代），再加上原代细胞培养及

纯化，到转基因细胞核移植时，细胞在体外培养至

少已经历了 KE F KG 代，远比大多数体细胞核移植

所用的供体细胞在体外的传代次数多。本研究对不

同传代次数的牛胎儿成纤维细胞核型分析表明，牛

胎儿成纤维细胞体外培养 K= 代以内和 <= 代以上均

可保持二倍体核型，这说明牛胎儿成纤维细胞可以

作为转基因克隆的核供体细胞来源。

电穿孔技术在 <= 世纪 9= 年代初期开始用于将

MNO 导入多种动物细胞，理论上电穿孔法可以转

染各种细胞。?(@A +1 (2（KLL8）用电穿孔法对 KL
株细胞进行了转染，结果所有细胞都得到了转染。

较之传统的磷酸钙和脂质体转染，电穿孔法具有使

用方便、操作简便、转染效率高等诸多优点，特别

是对那些其他方法难以奏效的细胞具有明显优势。

采用电穿孔的方法，MNO 浓度对转化率的影响不像
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化学转化方法那样明显，一般来说，!"# 浓度在 $
% &’!( ) *+ 的范围内都可以获得较好的转染效率。

此外电穿孔法最重要的优点，是该方法得到的转基

因细胞中外源基因通常以单拷贝形式整合（,-((.
/0 12，$345），这对于转基因动物外源基因的高效表

达非常重要。

尽管经过基因转染后 "/-6 基因的表达可以使细

胞耐受 7&$4 的毒性，但是，7&$4 的长期作用仍然

可能对细胞造成不利影响。8(961 /0 12（:’’’）和

;1<=160>=/?<- /0 12（:’’$）报道，非转基因细胞比

经过药物筛选得到的转基因细胞克隆的效率高。这

种差别很可能就是由于基因转染和药物筛选的过程

引起的。但是由于这些研究是以体外筛选后分离出

的单克隆细胞为研究对象的，因此，这种差别也可

能与细胞之间的个体差异有关。因为，转染后经

7&$4 筛选得到的不同的细胞克隆在用于核移植时

发育潜能差别很大（!1@ /0 12，:’’:）。转染后短期

筛选即可得到足够数量的转基因细胞群，而要想得

到单克隆细胞，需要延长体外培养及药物作用的时

间使得单克隆细胞能够生长增殖到所需的数量。

A=/? BC /0 12（:’’:）认为，用转基因的细胞群进

行转基因克隆可以避免将研究集中于少数几个发育

潜能未知的细胞克隆而导致灾难性后果，而且短期

筛选得到的转基因细胞群的细胞比转染后长期药物

筛选得到的单克隆细胞更适合于核移植；他们还认

为与使用单克隆细胞相比，这种策略可以增加后代

中基因插入位点的可能性，从而有可能筛选出高表

达的转基因系。因此，对于不以基因打靶为目的的

转基因动物制作来说，采用短期药物筛选后得到的

基因，随机整合的转基因细胞群比采用长期药物筛

选后的单克隆细胞更有可能避免风险，提高成功

率。但是短期筛选的细胞群中非转基因细胞的比率

大大高于长期筛选得到的单克隆细胞，导致转基因

克隆动物后代中非转基因动物比率难以预测。本研

究在新霉素抗性基因的基础上加入第二个标记基因

———绿色荧光蛋白基因，这样在经过 7&$4 短期筛

选富集后，得到的转基因细胞群中虽然仍有较多的

非转基因细胞，但是在进行核移植时我们只需再选

择表达绿色荧光的细胞作核供体即可排除非转基因

细胞用于核移植。因此，采用这一策略不需经体外

长期筛选即可选出转基因细胞，避免了长期药物筛

选对细胞的不良影响，也可避免使用单克隆细胞导

致的风险。
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