
中国是世界上养猪规模最大的国家，但猪生产

水平远低于欧美养猪发达国家[1]。短期内传统的育

种手段很难在猪生产性能方面取得大的进展，转

基因动物为猪遗传育种提供了新的技术手段，可

大大加速遗传改良的速度，尤其是转基因体细胞

核移植技术的出现，为转基因技术在猪改良育种

收稿日期：2014-06-14

基金项目：吉林省科技发展计划项目（20080566）

作者简介：于永生(1976-)，男，博士，副研究员,从事动物生物技

术研究。
通讯作者：王晓阳，男，副研究员，

E-mail: wangxiaoyang3005@163.com

中 的 应 用 提 供 了 技 术 支 撑。绿 色 荧 光 蛋 白

（Green-fluorescent protein, GFP）cDNA 由 Prash-

er 等在维多利亚水母（Aequorea Victoria）中克隆

获得[2]，该蛋白在一定波长的紫外光下呈现绿色荧

光，可作为标记蛋白用于生物学研究，尤其是由于

可直观表现表达效果，而在转基因动物研究领域

中广泛应用[3-6]。
表达 GFP 的转基因猪由 Park 等采用核移植

方法在 2001 年获取[7]，随后韩国的 2 个实验室也

分别获取了 GFP 转基因猪[8-9]。国内东北农业大学

刘 忠 华 研 究 团 队 于 2007 年 也 获 得 了 国 内 首 批

GFP 转基因猪[10]。
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猪胎儿成纤维细胞的分离与基因转染
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摘 要：为利用核移植法获取转基因克隆猪提供供体细胞，体外分离培养猪胎儿成纤维细胞并进行了绿

色荧光蛋白基因转染。首先采用组织块贴壁法分离培养猪胎儿成纤维细胞，绿色荧光蛋白表达载体以脂质法

介导转染猪胎儿成纤维细胞，通过 G418 筛选获得稳定转染的细胞克隆，PCR 鉴定外源基因在细胞基因组中

的整合，利用荧光显微镜检测荧光蛋白的表达。结果表明，组织块贴壁后 9 d 可获取原代成纤维细胞，基因转

染后利用 G418 筛选 9 d 即可获得转基因细胞，对转基因细胞进行传代，PCR 检测显示荧光蛋白基因整合到

细胞基因组中，荧光显微镜下观察到绿色荧光蛋白表达，为下一步通过核移植方法获得转基因猪提供了基础。
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Abstract: In order to offer donor cells for porcine transgenic cloning by nuclear transferring, fibroblast

cells were isolated by attaching tissue explants from porcine fetal. The plasmid containing green-fluorescent

protein cDNA was transfected into porcine fetal fibroblast by Lipofectmine. Cell clones were obtained after

screening by G418. The recombinant of extrogenous DNA was identified by polymerase chain reaction, the

extrogenous DNA expression was identified by fluorescence microscope. Results showed that primary porcine

fibroblast cells were isolated from the tissue cultured for 9 days, and the transgenic cells were obtained after

G418 selection for 9 days. Identification of the transgene in the cell clones was examined by PCR and the ex-

ogenous DNA had been integrated into genome. The transgenic cell line could express green-fluorescent pro-

tein. These results have paved the way to obtain the new transgenic porcine by nuclear transfer in the future.
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图 1 猪胚胎成纤维细胞分离培养

(A)组织块贴壁培养 9 d；(B)传代后的成纤维细胞

图 2 猪胎儿成纤维细胞生长曲线图

本文利用组织块贴壁法获取猪胎儿成纤维细

胞，通过脂质体介导的转基因技术获得了表达绿

色荧光蛋白的转基因细胞，为建立利用核移植技

术获取转基因猪的技术平台奠定了基础。

1 材料与方法
1.1 试验材料

怀孕 35 d 的大白猪来源于吉林省农业科学

院畜牧分院种猪场，手术法采集子宫，置于 37℃
PBS 中，1 h 内运送至实验室；荧光蛋白真核表达

质粒 pEGFP-C1 为本实验室保存。
1.2 猪胎儿成纤维细胞的分离培养

用灭菌剪刀剖开子宫，取出胎儿，利用添加抗

生素的 37℃ PBS 洗涤至少 3 遍，置于无菌平皿

中，去除头、四肢、内脏，将剩余的躯干转移到另外

的灭菌安瓿瓶中，利用灭菌眼科剪将组织剪碎至

糊状，将其涂布到细胞培养皿底部，置于 38℃、饱

和湿度的 CO2 培养箱中放置 4h 后，小心加入细胞

培养液 （DMEM+10%胎牛血清 +1%双抗 +1%非

必需氨基酸），尽量避免组织块漂浮，继续以上述

条件进行培养，每 72h 换液一次，在第 9 d 左右

成纤维样细胞开始从组织块孵出，利用 0.25%的

胰蛋白酶消化细胞，进行传代。
1.3 猪胎儿成纤维细胞生长曲线测定

用 0.25%胰蛋白酶消化传至第三代的猪胎儿成

纤维细胞，将细胞悬液与等量 0.5%台盼蓝混合染

色，利用细胞计数板进行活细胞计数，利用细胞培养

液将活细胞浓度调整为 2×104 个 /mL，接种至 24

孔细胞培养板，每孔接种量为 0.5 mL，将细胞培养板

置于 38℃、5% CO2、饱和湿度的 CO2 培养箱中培养。
每 24 h 利用细胞计数板计数 3 个孔中的活细胞数

目，计算平均活细胞数，利用 Excel 绘制生长曲线。
1.4 猪胎儿成纤维细胞最小致死浓度测定

将传至第三代的猪胎儿成纤维细胞按每孔接

种 2×105 细胞的量接种到 24 孔板的 6 个孔，24

h 后换液,分别用终浓度为 0、200、400、600、800、
1000μg/mL 的 G418 进行处理,每 72h 换液 1 次,

培养 9 d 后所有细胞均凋亡的 G418 浓度, 就是

G418 对猪胎儿成纤维细胞的最小致死浓度。
1.5 猪胎儿成纤维细胞的转染

将传至第三代的猪胎儿成纤维细胞接种至 6

孔板中，利用不添加双抗的细胞培养液进行培养，

待生长至 80%汇合时，按照脂质体 2000 说明书

的方法进行基因转染，每孔用脂质体 10μL，质粒

4μg。转染 18 h 后利用含最小致死浓度的 G418

的细胞培养液进行筛选，每 72 h 换液一次。
1.6 转基因细胞的鉴定

筛选 9 d 后，利用荧光显微镜观察细胞是否

具有荧光，同时利用 0.25%胰蛋白酶消化部分细

胞，蛋白酶 K（150μg/mL）消化后用两倍体积的无

水乙醇（含 0.075M 的氯化钠）沉降 DNA，利用引

物 P1 和 P2，PCR 检测外源基因的整合。引物序列

如表 1 所示。

2 结果与分析
2.1 组织块法分离培养猪胎儿成纤维细胞

贴壁的组织块培养 3 d 后仅有少量成纤维细

胞从组织块边缘游离出，接种 9 d 后，组织块周围

即可长出大量成纤维细胞(图 1A)。利用胰蛋白酶

传代，传代后的细胞呈梭形，生长旺盛(图 1B)。

2.2 细胞生长曲线的测定

每天对 24 孔板中的 3 个孔进行活细胞计数，

绘制细胞生长曲线（图 2），可以发现细胞生长趋

势为：细胞生长滞留期为 0～1 d，对数生长期为

2～4 d，5 d 后进入平台期。

2.3 G418 对猪胎儿成纤维细胞最小致死浓度

的确定

表 1 PCR 引物序列

引物 序列

P1 5′-ACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGC -3′

P2 5′-CTTGATGCCGTTCTTCTGCTTGT -3′
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以 6 个不同浓度的 G418 处理猪胎儿成纤维

细胞,观测细胞形态，发现 600μg/mL 的 G418 处

理 9 d 后可使猪胎儿成纤维细胞全部死亡，因此

在 筛 选 转 基 因 细 胞 时 采 用 的 G418 浓 度 为

600μg/mL。
2.4 转基因细胞的鉴定

对筛选得到的转基因细胞提取 DNA，利用

PCR 对外源基因的整合进行鉴定，结果显示，可

检测到预期片段(图 3)，说明外源基因有效整合到

细胞基因组。

图 3 GFP 转基因细胞和克隆胚胎 DNA 检测结果

M：Marker 8000；-：阴性对照；+：质粒阳性对照；1：转基因细胞

在荧光显微镜下，可以看到筛选得到的细胞

大多可表达绿色荧光蛋白（图 4），说明外源基因

得到有效表达。

图 4 GFP 转基因猪成纤维细胞（200x）

A:光镜下照片；B：荧光镜下照片

3 讨 论
目前猪胎儿成纤维细胞的分离主要采用两种

方法：蛋白酶消化法和组织块法。前者是先用蛋白

酶对组织块进行消化，经过筛网过滤后，细胞悬液

接种到细胞培养皿(瓶)，经过 3～5 d 培养获得原

代细胞，该方法需要时间短，但蛋白酶消化程度不

好把握，容易对分离的细胞增殖造成一定影响；后

者是把组织剪碎后接种到培养皿（瓶）壁，当组织

周围孵出的细胞形成单层时，消化这些单层细胞

即可获得原代细胞，该方法获得的细胞增殖能力

比较稳定，但需要的时间长。综合考虑利弊，本文

采用组织块贴壁法进行猪胎儿成纤维细胞的分

离，通过 9 d 组织块贴壁培养，最终获得了形态正

常的猪原代胎儿成纤维细胞。传至第三代，绘制的

细胞生长曲线显示，接种第一天细胞处于恢复期，

细胞数量有所下降，因为部分细胞死亡。从第二天

开始细胞恢复旺盛的增殖分裂，进入对数生长期，

5 d 后进入平台期，细胞铺满培养皿，随后由于细

胞相互接触，生长受到抑制。该结果与李仕新等采

用酶联检测仪测定 OD 值法绘制的蛋白酶消化法

分离的猪胎儿成纤维细胞的生长曲线的实验结果

不一致，该研究小组结果显示猪胎儿成纤维细胞

于生长初期 １～6 d 呈对数增长，此后进入平台

期，差异可能是由于细胞分离方法以及生长曲线

绘制方法不同而造成[7]。猪胎儿成纤维细胞的分离

为进一步的基因转染奠定了基础。
转基因细胞一般采用脂质体介导转染法、电

击法、钙沉淀法、病毒介导法进行获取。电击法往

往适用于所转移的片段比较大、细胞转染率低等

情况；钙离子沉淀法需要对钙离子浓度进行精密

控制，不易操作且实验重复性差；病毒介导法具有

转基因效率高的特点，但考虑到安全性，往往在以

获取转基因动物为目的的研究中应用不多；脂质

体法主要利用带正电荷的阳离子脂质体与带负电

荷的 DNA 片段结合，进而将 DNA 导入细胞膜脂

质双分子层内，从而完成转基因，目前脂质体法已

经在猪、牛、羊等动物细胞转基因方面得到应用。
综合考虑上述的转基因方法，本项目采用脂质体

介 导 的 转 基 因 技 术 进 行 基 因 导 入 ， 按 脂 质 体

10μL：荧光蛋白质粒 4μg 的比例对六孔板中的

细胞进行转染，由于荧光蛋白质粒上带有 neo 基

因，一旦整合到细胞中，可表达 neo 蛋白，有效抵

抗 G418 对细胞的危害，因此可用 G418 对转染后

的细胞进行筛选，经过 600μg/mL 的 G418 的筛

选，最终得到转基因细胞，PCR 检测荧光蛋白基

因得到有效整合，荧光检测显示，所获取的细胞大

多可表达绿色荧光蛋白，说明外源基因得到有效

表达，所得转基因细胞可以作为生产转绿色荧光

蛋白猪的核移植供体细胞，为下一步通过核移植

方法获得转基因“荧光猪”奠定了基础。
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(上接第 34 页)变化趋势，滴灌克瑞森葡萄花前氮、
钾及有机质含量明显高于果实采收后，磷含量明

显低于果实采收后；果实采收后各个施肥处理土

壤肥力大部分高于花前。由此可见，土壤肥力是土

壤特性的综合反映，不同的生长期对各种养分的

需求程度也有很大差异[9-10]。由于土肥管理不一

致，不同土层的土壤养分和理化性状有着很大的

差异，应在了解土壤特性的基础上，科学合理补充

养分、改良土壤[11]。随着采样土层深度的增加，氮、
磷、钾及有机质含量整体呈减少的趋势，这与田间

管理和营养成分的特性有关，如肥料补充多集中

在 0～20 cm，磷和有机质的游离能力较差，相对

集中在表层土壤，而氮和钾随着滴水会从表层土

壤流失。因此，在补充养分时，应结合各养分的特

点进行，如在施有机肥时，最好能深施基肥。
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