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脂质体介导的螂 CA B 细胞转化

及转化细胞的核移植

赵浩斌
,
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(中国科学院水生生
一

J研究所淡水生态与生物技术国家重点实验室
,

湖北 武汉 4 乡汉刀2

摘要 : 采用脂质体法成功地使 肺 基因转人娜囊胚细胞株 CAB 细胞基因组
,

获得了具有 G4 18 抗性的细胞
。

以转化细胞为供体
,

银娜卵为受体
,

核移植得到了转基因的囊胚和原肠胚 ;并发现 4℃ 处理细胞 24 h能显著改

善核移植胚胎的发育
。
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细胞的基因转移是研究基因功能
、

基因表达和基因调控的主要手段
,

也是转基因动物研究的主要途

径
,

培养细胞的基因转化
、

筛选及克隆是核移植方法纯合转基因鱼的前提
。

细胞基因转移的方法有脂质

体介导
、

重组缺陷性病毒感染
、

显微注射
、

电脉冲介导
、

磷酸钙共沉淀法 和 Po lybre n e
介导等多种途径

。

培养细胞基因转移的研究在哺乳动物进行得比较广泛
,

而鱼类细胞基因转移的研究较少
,

有一些学者进

行了探索
,

沈孝宙等川和李金花等图用 D NA
,

磷 酸钙共沉淀法分别使 pSV Z
~

CAT 质粒和 pSV Z
一

nco 质粒

导人草鱼肾细胞株 C刀‘
,

李辉 等图 和张义兵闭分别用 孔妙bre
n e
介 导进行 了鱼类细胞的人生长激素

(h哪)基因转移
,

Z ho n g 等采用脂质体介导对鳃细胞进行了基因转移困
。
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脂质体介导具有操作简便
、

细胞毒性小等优点
,

绿色荧光蛋 白(G FP)具有可直接观察
、

检测方便等

优点
,

本研究以螂囊胚细胞株 CA B 为对象
、

功 基因为报告基因
,

用脂质体介导法进行细胞基因转移 ;并

以转化细胞为核供体
,

以银卿 。功” sius a

~
乡加z勿 B I以上 卵为受体

,

研究核移植获得转基因鱼的可能

性
。

1 材料和方法

1
.

1 细胞

细胞 为螂囊胚细 胞株 CA B 〔6〕
,

培养温度 28 ℃ ; 普通 培养基为 M199
+ 巧 % 胎 牛血清 (Fc s ) + 25

m m oL
·

L 一 ’
N- 2

一

经乙基呱嚓
一

N
’ 一

2
一

乙磺酸 (HE PI 巧)
,

PH 7
.

0 ;普通培养基中添加 3以卜g
.

mL
一 ‘

G4 18 即为选

择培养基
。

1
.

2 质粒

所用质粒有 x 哈(含 肺 基因 )
、 c c MT( 心Fp (香港中文大学 K

.

M
.

Chan 教授惠赠 )和 试》W‘即(本实

验室构建 )
。

线性质粒脱氧核糖核酸(D N A )溶于犯 中
,

过滤除菌
, 一

20 ℃保存
。

1
.

3 脂质体转化的方法

选用宝灵曼公司的 D 口rAP 转化试剂
,

在转化试验的前一天以(1
一 3 )

x l护
·

n止
一 ‘的密度进行细胞

接种
。

D N A 储存液用 I正p E S 溶液 (20 mi 刀o l
.

L
一 ‘,

PH 7
.

4 )稀释为 。
.

1愧
·

此
一 ‘ ,

D O T Ap 试剂根据 D N A 的

量(4
.

5 一 5傀)按比例 (1
: 3 或 1 :

6) 用 H E p ES 溶液稀释
,

分别混匀
。

把 D NA 溶液转人含 D O劝企 试剂的

HEPI 绍 溶液
,

用吸管吹打
、

混匀
,

室温放置 巧~
。

然后
,

把 D凡V D O T AP 混合液与培养基混匀 (D N谈了

D O T Ap 混合液量在培养基中应使 I叉刀⋯Ap 不超过 3 01 笔
.

mL
一 ’
)

。

更换细胞培养基为含 。汉A / D J 口口 混

合物的培养基
,

培养 6h
,

再更换为新鲜培养基
。

为获得稳定的转化细胞
,

在 24 h 后再换以含 G4 18 的选

择培养基
,

以后每隔 3 一 4 d 更换一次选择培养基
。

1
.

4 荧光的观察

细胞接种于含盖玻片 的培养皿中
,

4 8h 后用磷 酸缓冲液 (PB S
,

pH7
.

0) 清洗
,

用含 4 % 多聚甲醛的

PB S 固定 4 h
,

然后把盖玻片置于载玻片上
,

荧光显微镜下用兰色紫外光 (4 80 nln )激发
,

观察绿色荧光蛋

白(C FP)的绿色荧光 (slo nm )
。

1
.

5 核移植

采用脂质体转化的方法
,

把质粒坏》卿‘即C朴讨 线形化 )转人 CAB 细胞
,

短期培养
,

用 于核移植
。

含有人生长激素基因(hCH )的质粒 Ps MG H 转化的 CAB 细胞由水生生物研究所张义兵提供
。

供体细胞

一部分直接使用
,

一部分在含 10 % FC S 的 16书)培养基中 4℃保存 24 h后使用
。

用银螂成熟卵作为核移植的受体
,

经 0 25 % 胰酶消化脱膜后
,

把分离的转化细胞核注人卵子动物

极进行核移植
,

核移植胚胎在 Ho l迁比往牙 液中培育
。

1
.

6 基因检测

制备培养细胞和核移植胚胎的 D N A
,

聚合酶链式反应 (
PcR

)法检测 hGH 基因阅和 加 基因
。

hGH 的 代卫 引物为 5
’ -

AA O C( 刃℃AC CAC G A CT
~

3
’

和 5
’ -

A A A A GC G 奴工执G C A G
~

3
’ ,

分别位 于 材r

启动子和 hcH 结构基因上
,

代卫 产物 45 0 bp
。

加 的 PCR 引物位于 功 结构基因上
,

正 向引物为 5
’ -

A CC AA以义犯G A。已虹义万G 丁T
-

3
’ ,

反 向引物

为 5
’ -

T CC AT G CC G A G A G T G ATC CC
一

3
’ ,

产物长度 69 8bP
。

2 5产L 反应 体积中模板 D N A 0
.

1傀
,

4 种 dNI
,

p

各 5〕如ol
·

L
一 ‘ ,

引物各 20 pln o l
,

T aq 酶 1 单 位
。

94 ℃ 预 变性 2
~

; 30 个循环扩增 D N A
,

每个循环 94 ℃

50
5 ,

58 ℃ 30
5 ,

72 ℃ In lin ; 72 ℃保温 511五1 1
。

0
.

8 % 琼脂糖凝胶电泳
,

U vp G D SS(Xx〕凝胶成像系统检测
。
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3 讨论

3
.

1 稳定整合的转基因鱼有望通过转化细胞的核移植获得

D O叮A P转化试剂是一种可以被机体降解的脂质体
,

培养基中血清的存在不影响其转化效率
,

而且

操作简单
,

只需将其 与 D NA 混匀放置一会即可形成 D N A 的包裹物
。

D N A 与 D O T AP 的比值对转化效

率有较大的影响
,

结果发现 1 : 6 的效果较好
,

使转化率达到 5 % ; 与乃皿g 等困 基因转移后
,

绿色荧光细

胞占总数 1% 一 2 % 的结果相近
。

在两栖类
,

Kro U 和 〔记r ha rt 用脂质体介导转化爪蟾细胞 X-- C
,

获得稳定转化的含 件半乳糖昔酶基因

和氯霉素乙酞转移酶(CA T )基因的 x- c 细胞
,

核移植得到了转基因的神经胚期和尾芽期胚胎回
。

在哺乳动物
,

Sc hn ieke 等用新霉素抗性基因 neo 和人凝血 因子伐构建体共转化绵羊胚胎成纤维细

胞
,

核移植后
,

得到含有人凝血因子仪基因和 neo 基因的羊 [l0j
。

本研究首次进行了鱼类基因转化细胞的核移植
,

用 pSMG H 转化 C AB 细胞和脂质体转化法得到的

沫玉W
eG FP 转化 CAB 细胞进行核移植

,

得到了具有外源基 因的转基因胚胎
,

说明在鱼类可以通过培养

细胞转化
、

核移植的方法培育转基因鱼
。

由于得到的胚胎仅发育到原肠早期
,

无法观察 肺 基 因表达的

绿色荧光
。

但经 PCR 检测
,

区期 V eG FP 转化细胞核移植胚胎中约 7
.

5 % 含有外源基因
,

与细胞转化效率

5 % 基本相当
。

说明 CM V 日6 Fp 基因已成功地转移到细胞中
,

并通过核移植传递到核移植胚胎 中
。

在长期选择的压力下
,

外源基因稳定地存在于细胞基因组中
。

以 以18 长期筛选培养的 PS M G H 转

化细胞为供体
,

核移植得到的胚胎 100 % 具有外源基因
,

说明培养细胞转化后核移植有可能得到非嵌合

型的转基 因鱼
。

由于试验时
,

仅得到 C AB 细胞
,

所 以只能采用异倍化的 CA B 细胞作为基因转移和核移植的材料
,

致使难以获得完成胚胎发育的核移植鱼
,

仅获得原肠胚期的核移植胚胎
,

使基因表达的一致性难以观

察
、

研究
。

今后
,

应采用培养早期的
、

染色体组成正常的细胞进行基因转移和核移植
。

3
.

2 供体细胞状态对核移植胚胎发育有重要影响

细胞核移植成功的重要 因素是保持移核胚胎的染色体组成与结构 的正常
、

供体细胞核与卵细胞质

在细胞周期上 的协调
。

哺乳 动物体细胞核移植研究表 明以 q 期或 Gl 期细胞为供体最 好
。

W油m u t

等〔川用静止的乳腺细胞获得正常发育的绵羊
,

c ibe ili 等采用 G I
期胚胎成纤维细胞核移植得到转基 因

克隆牛 [ ‘2 ]
。

细胞周期的同步化有多种方法
,

包括血清饥饿法
、

细胞分裂收获法
、

代谢抑制法和低温培养法
。

有

报道人二倍体的皮肤成纤维细胞在 。℃时
,

微管解聚 ;温度恢复后
,

微管重新形成〔川
。 一 10 ℃ lh 麻蝇

(sa rc 叩ha 邵 ~ 咖勿司细胞周期扩增蛋 白(Sc R 苏叭)m R N A 降低
,

ScR 》叭 的减少使细胞处于静止状态
。

冷刺激去除后 1h
,

sc 代N A 的转录水平恢复正常「
‘4〕

。

一种冷敏感 的小 鼠细胞 21
一

F在 30 ℃时就进人静止

状态 [’5习
。

说明冷处理能使细胞微管系统改变
、

与分裂有关的蛋白因子减少
,

而使细胞分裂停滞
,

处于静

止期
。

本研究 中
,

细胞在 4℃培养 24 h
,

可能改变了 C A B 细胞的微管系统
、

改变了细胞中与分裂有关的因

子的量
、

改变了细胞的生理生化状态
,

而使细胞周期 同步化
、

处于静止状态 (这还有待进一步研究 )
。

因

而核移植胚胎的发育率显著高于未处理的细胞
,

说明细胞核的周期时相对鱼类核移植胚胎发育有重要

影响
。
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更 正

本刊 2田1 年第 25 卷
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第 4 期
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第 348 页第 4 行中
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