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人乳铁蛋白基因乳腺特异性表达载体
的构建及转染研究

Ξ

张晶晶, 刘凤军, 彭淑英, 宋红卫, 张　涌
(西北农林科技大学 生物工程研究所, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　构建了携带人乳铁蛋白 (L T F)基因、绿色荧光蛋白 (GFP) 基因的乳腺特异性表达载体 (pEBL ) , 用

脂质体法转染泌乳期莎能奶山羊乳腺上皮细胞, 转染后于荧光显微镜下观察 GFP 表达情况。用 G418 对转染细胞

进行筛选, 获得抗性细胞克隆, 并对转染细胞进行 PCR 检测。结果显示, pEBL 构建成功, 转染 6 h 后可观察到细胞

有 GFP 表达, PCR 检测阳性克隆细胞转有L T F 基因。表明 pEBL 载体已转染山羊乳腺上皮细胞, 为进一步建立转

基因动物乳腺生物反应器奠定了基础。
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C ons truc tion a nd ide ntifica tion of the m amm a ry g la nd

spe c ia l e xp re s s ion ve c to r fo r hum a n la c tofe rritin
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( Institu te of B ioeng ineerinf , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he m amm ary gland specia l exp ression vecto r pEBL con ta in ing green fluo rescence p ro tein

(GFP) and hum an lactoferrit in (L T F) w as con structed and tran sfected in to goat m amm ary ep ithelia l cells

(GM EC) by lipo som e. C lones w ere screened by G418 and w ere iden t if ied by PCR. T he GFP exp ressed cells

w ere detected in 6 hou rs after t ran sfect ion, PCR resu lt show ed that L T F gene w as exp ressed in tran sfected

cells. T he vecto r pEBL w as tran sfected successfu lly and eff icien t ly. T h is lays a so lid foundat ion fo r con2
st ruct ing tran sgen ic an im als and its m amm ary gland b io reacto r.
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　　利用体细胞核移植技术生产转基因动物, 是当

前动物生物技术领域的研究热点, 并己在牛[1 ]、山

羊[2 ]、绵羊[3 ]等动物上取得成功。尤其令人鼓舞的

是, 采用该技术己获得了基因打靶的转基因绵羊[4 ] ,

显示出了其广阔的应用前景。

乳腺生物反应器是一种利用转基因技术获得药

物蛋白的动物个体表达系统, 其核心内容是通过各

种转基因技术, 将乳腺组织特异性启动子驱动的某

一种或几种具有重要生物活性的外源基因, 在动物

乳腺组织中高效表达, 从而在乳腺中生产药用重组

蛋白。1987 年 Go rdon [5 ]等首次利用小鼠乳腺, 生产

出人类医用蛋白质——人组织纤溶酶原激活剂

( tPA ) , 成功研制出首例转基因动物乳腺生物反应

器小鼠模型, 此后世界各国争相开展乳腺生物反应

器研究。尽管动物乳腺生物反应器有着巨大的前景,

但是现在构建的许多动物模型中获得高效表达、成

功开发的例子却很少, 许多工作由于外源基因表达

量低而缺乏进一步研发的价值, 外源基因在乳腺组
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织中的高效表达已成为一个技术瓶颈。因此, 构建能

够高效表达目的蛋白的乳腺表达载体, 对乳腺生物

反应器研究有重要的意义。基于此, 本试验构建了以

山羊 Β2乳球蛋白 (BL G) 为调控序列、以绿色荧光蛋

白为报告基因的表达载体, 并克隆了人乳铁蛋白基

因, 为实现人乳铁蛋白在乳腺中的表达奠定了基础。

1　材料和方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　载体及细胞　含有 Β2乳球蛋白基因的载体

pBL G、含有人乳铁蛋白基因的载体 pL T F, 载体

pEGFP2C 1、莎能奶山羊乳腺上皮细胞和 E. coli

DH 5Α菌株, 均为西北农林科技大学生物工程研究

所构建、保存。

1. 1. 2　试剂　内切酶 A seÉ , N heÉ ; S a l É 购自

M B I 公司; B am H É 购自 Invit rogen 公司; 质粒纯化

试剂盒W izard○R Pu re Fect ion P lasm id DNA Pu rif i2
cat ion System 购自 P rom ega 公司; 脂质体 L IPO 2
FECTAM IN E2000 和 G418 购自 Invit rogen 公司;

培养基DM EM 购自 Gibco 公司。其他试剂均为国

产或进口分析纯级。

1. 1. 3　引物　设计的 PCR 引物包含乳球蛋白的 5′

端调控序列和乳铁蛋白 cDNA 的 3′端。引物序列

为: 下游引物, 5′2AA T CCC CA C CT T CA G CA G2
3′; 上游引物, 5′2CA G A CC GCA GA C A T G AAA

CT 23′。PCR 引物由上海生物工程技术服务有限公

司合成, 预期扩增片段长度为 2 259 bp。

1. 2　载体 pEBL 的构建及酶切鉴定

用A seÉ 和N heÉ 双酶切载体 pEGFP2C 1 去掉

其原有启动子 CM V , 然后用相同的酶切载体

pBL G, 回收目的片段 Β2乳球蛋白基因 b lg, 与去掉

CM V 的pEGFP2C1 相连 (插入到CM V 的位置)。将

连接产物转化 E. coli DH 5Α感受态细胞, 蓝白斑筛

选获得阳性质粒 pEB。用 S a lÉ 和B am H É 双酶切

pL T F, 回收目的片段人乳铁蛋白L T F, 定向克隆入

载体 pEB 的多克隆位点, 使人乳铁蛋白基因与绿色

荧光蛋白进行融合, 构建表达载体 pEBL , 并对其进

行A seÉ + N heÉ 和 S a lÉ + B am H É 双酶切鉴定。

1. 3　转染质粒 pEBL 的提取和纯化

用试剂盒W izard○R Pu re Fect ion P lasm id DNA

Pu rif ica t ion System 提 取 和 纯 化 质 粒 pEBL ,

- 20 ℃保存, 用于细胞转染。

1. 4　山羊乳腺上皮细胞的制备

从液氮中取出山羊乳腺上皮细胞, 立即投入 37

～ 40 ℃温水中快速晃动, 直至冻存液完全溶解。将

细胞冻存液移入离心管, 加入约 5 mL 培养液, 用吸

管轻轻吹匀, 1 000 röm in 离心 5 m in, 弃上清, 向沉

淀中加入培养液, 用吸管轻轻吹打均匀, 将细胞悬液

移入培养皿中, 培养备用。转染前 1 d, 用胰酶消化细

胞并计数, 挑取生长旺盛、形态好的细胞传代接种于

24 孔培养板, 细胞接种密度约为 1. 0×105ö孔, 待细

胞铺满培养皿底的 70%～ 80% 时, 改用无血清、无

抗生素的DM EM 培养基洗涤细胞 2 次, 即为备用

细胞。

1. 5　山羊乳腺上皮细胞的转染

将山羊乳腺上皮细胞接种于 24 孔培养板中, 每

孔用 500 ΛL 体积分数 10% 胎牛血清、无抗生素的

DM EM 培养基进行培养, 待次日完全贴壁后除去含

血清培养基, 加入无血清、无抗生素的DM EM 培养

基, 按L IPO FECTAM IN E 2000 说明书进行转染,

脂质体 (ΛL ) 与质粒 (Λg) 的比例为 3∶2。细胞培养

24 h 后弃去混合液, 加入体积分数 10% 胎牛血清、

不含抗生素的DM EM 培养基继续, 待细胞长满后

进行传代。转染结束后, 在倒置荧光显微镜下观察绿

色荧光蛋白的表达情况。

1. 6　转染后山羊乳腺上皮细胞的 G418 筛选及

PCR 检测

　　转染后的山羊乳腺上皮细胞用含 400 ΛL ömL

G418 的培养液进行筛选培养, 每 3 d 更换 1 次培养

液, 观察细胞生长情况。一周后, 换为含 200 ΛL ömL

G418 的培养液进行低浓度维持筛选, 10 d 后可观

察到抗性细胞克隆。选取荧光表达较强的细胞用有

限稀释法稀释培养, 扩增细胞。提取细胞基因组

DNA 进行 PCR 鉴定。PCR 反应体系为 50 ΛL : 10×

缓冲液 5 ΛL , dN T P (各 0. 5 mmo löL ) 4 ΛL , 上下游

引物各 5 ΛL , 模板约 100 ng, T aq 酶 1 ΛL ( 5

U öΛL ) , 补加 ddH 2O 至 50 ΛL。反应程序为: 94 ℃预

变性 5 m in; 95 ℃变性 30 s, 60 ℃退火 1 m in, 72 ℃

延伸 30 s, 35 个循环; 最后 72 ℃保持 7 m in。取 20

ΛL PCR 产物进行 8 göL 琼脂糖凝胶电泳检测。

2　结果与分析

2. 1　载体 pEBL 的酶切鉴定

　　由图 1 可知, 质粒pEBL 经A seÉ 和N heÉ 双酶

切后得到 2 200 bp 的 B L G 基因, 经 S a l É 和

B am H É 双酶切后得到的长度为 2 259 bp L T F 基

因, 均与预期结果相符。
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图 1　载体 pEBL 酶切鉴定图

A. 2 000 bp DNA 标样; 1. A seÉ + N heÉ 双酶切产物;

2. S a lÉ + B am H É 双酶切产物; 3. pEBL ; B. 10 000 bp DNA 标样

F ig. 1　 Iden tificat ion of vecto r pEBL

digested w ith restrict ion enzym es

A. 2 000 bp DNA M arker; 1. pEBL öA seÉ + N heÉ ;

2. pEBL öS a lÉ + B am H É ; 3. pEBL ; B. 10 000 bp DNA M arker

2. 2　转染山羊乳腺上皮细胞的绿色荧光检测

转染后 6 h 在倒置荧光显微镜下观察, 结果显

示山羊乳腺上皮细胞发出绿色荧光 (见图 2) , 说明

绿色荧光蛋白基因已经在山羊乳腺上皮细胞中表

达, 载体 pEBL 已成功转入山羊乳腺上皮细胞并在

其中表达。

图 2　转染山羊乳腺上皮细胞的荧光照片 (×100)

F ig. 2　GFP exp ression of transfected

goat m amm ary ep ithelia l cell (×100)

2. 3　转染山羊乳腺上皮细胞的 PCR 检测

转染山羊乳腺上皮细胞的 PCR 检测结果见图

3。由图 3 可知, 扩增出长度约为 2 259 bp 的片段,

与本实验所转染的载体pEBL 中的人乳铁蛋白基因

(2 259 bp ) 片段长度相同, 说明载体 pEBL 已转入

山羊乳腺上皮细胞中。

图 3　转染山羊乳腺上皮细胞的 PCR 电泳结果

A. 10 000 bp DNA 标样; 1. 载体 pEBL S a lÉ 和B am H É 双酶切产

物; 2, 3. 转染后的细胞株; 4. 未转染的细胞 (阴性对照) ;B. 3 000 bp

DNA 标样

F ig. 3　E lectropho resis resu lt of

transferred cells L T F2PCR

A. 1 kb DNA M arker; 1. pEBL öS a lÉ + B am H É ; 2, 3. Ransfected

cells; 4. N agative con tro l; B. 3 000 bp DNA L adder

3　讨　论

本试验采用阳离子型脂质体介导法, 将质粒

pEBL 成功转染到山羊乳腺上皮细胞。由于转染效

率受培养细胞生长密度的影响较大, 因此保持统一

标准的细胞接种程序在实验中是必要的。转染细胞

最好处在对数生长期, 而且理想状态为在转染时细

胞生长至铺满皿底的 70%～ 90%。在转染过程中, 血

清通常会降低脂质体öDNA 复合物的转化效力, 因

此, 本实验在转染时采用无血清培养基。培养基的量

也不宜添加过多, 以刚好覆盖培养皿中的细胞为宜。

本试验获得了抗 G418 的山羊乳腺上皮细胞克

隆, 说明采用的载体和转染方法是正确的。本试验用

GF P 基因作为标记基因, 其可以与目的基因 (L T F )

一起表达, 形成融合蛋白, 因而采用这种方法可以直

观动态地观察目的蛋白的表达情况。研究表明, GFP

或其突变体对寄主细胞生长发育没有明显影响[6 ] ,

本试验结果也证实了这一点, 获得的 GFP 阳性细胞

生长形态未发生改变。本研究通过对抗性基因 neo

和报告基因 GF P 的筛选和纯化, 得到阳性山羊乳

腺上皮细胞克隆, 为下一步通过核移植方法制作转

基因动物奠定了基础。

Tom an 等[7 ]、C lark [8 ]分别利用鼠和牛的乳腺生

物反应器表达了人乳铁蛋白, 表达产物与来自母乳

中的乳铁蛋白相同, 活性相似, 但表达水平较低。
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Patrick 等[9 ]成功利用转基因奶牛实现了人乳铁蛋

白批量生产, 尽管重组表达产物在N 2端糖基化结构

上与天然人乳铁蛋白有轻微差异, 但在促进铁的吸

收、抗菌、抗病毒和免疫活性上与天然人乳铁蛋白相

同。在国内, 目前此方面的研究仅限于小鼠、昆虫和

植物等模型上[10213 ] , 尚未见到以人乳铁蛋白基因作

为外源基因, 构建表达载体、转染体外培养的山羊乳

腺上皮细胞的报道。本试验对人乳铁蛋白基因乳腺

特异性表达载体的构建及其转染山羊乳腺上皮细胞

进行了研究, 结果表明所构建的载体可将目的基因

(人乳铁蛋白基因) 转入山羊乳腺上皮细胞并表达。

但本试验未对表达蛋白的功能进行检测, 今后的工

作还需对其进行进一步的研究, 从而为转基因动物

的生产奠定基础。
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