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摘要:利用反向 PCR技术 ,研究 pigg yBac介导的转基因哺乳动物中外源基因整合位点信息。首

先在转座子 piggyBac中插入巨细胞病毒(CMV)启动子元件驱动的绿色荧光蛋白基因(EGFP),

构建用于转染哺乳动物细胞的转基因载体 pXL-CMV-EGFP;同时构建以 CMV 启动子驱动的转座

酶基因载体 。将 2种载体以脂质体共转染 HEK293细胞 ,以单独的 pXL-CMV-EGFP 转染为阴性

对照 ,结果表明 ,2个处理均观察到了绿色荧光蛋白的表达 。通过反向 PCR鉴定 ,在共转染转座酶

的细胞基因组 DNA 中检测到外源基因的整合 ,而阴性对照中没有检测到 ,研究结果为进一步分析

整合位点的信息及转基因检测提供了依据。
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Determination of T ransgenic Research Mediated by

p iggyBac in M ammalian Cells by Reverse PCR
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Abstract:To analyze the integ ration si te information , reverse PCR was performed in the t ransgen-
ic research. EGFP gene promo ted by cytomegaoviyns virus (CMV) promo ter w as cloned into the

insect t ranspo son vector p igg yBac to const ruct the t ransgenic v ector pXL-CMV-EGFP. The
transposase gene driven by CMV promoter w as also constructed. Then they we re co-transfected
into the human embryonic kidney (HEK) 293 cells. Transfection of pXL-CMV-EGFP only w as

used as the neg tive control and the f luoresences w ere observed in both t reatments. T he resul ts of

rev erse PCR show ed that EGFP gene w as inco rpo rated into the genomic DNA of the co-transfect-
ed cells ,while no objectiv e band w as detected in the controls. The results provided a basis for a-
nalysis o f integration si te and determination of the t ransgene.
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　　piggyBac 是一种从粉纹夜蛾(Trichop lusia

ni) 中分离到的具有 T TAA 插入位点特异性的

DNA 转座子 。piggyBac可在昆虫基因组中准确

切离 ,转化频率较高 ,并且不受宿主因子的限制 ,是

目前转基因昆虫研究中应用最广的转座子载体 。

Ding 等
[ 1]
研究表明 , piggyBac 系统在哺乳动物体

内也具有较高的转座活性。作为一种非病毒基因转

移工具 ,pigg yBac系统具有高容量 、高效率和高安

全性等优势 ,在动物基因工程以及基因治疗方面具

有诱人的前景 ,在转基因及其基因组功能研究领域
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均发挥着重要的作用[ 2] 。

随着转基因技术的迅速发展 ,许多学者已经致

力于应用转基因动物进行基因组功能 、基因治疗等

方面的研究[ 3] ,而转基因的稳定性 、安全性以及外源

基因的整合位点 、整合拷贝数等均影响外源基因在

转基因动物中的表达 ,因此 ,外源基因的整合位点信

息对转基因及基因组功能的深入研究均具有重要意

义。反向 PCR是用反向的互补引物来扩增一段已

知序列旁侧的 DNA ,可用于研究与已知 DNA 区段

相连接的未知染色体序列 ,因此又称为染色体缓移

或染色体步移。基本步骤是先用在已知序列中没有

酶切位点的限制性内切酶消化样品 DNA ,然后用

DNA 连接酶将酶切产物连接成一个环状 DNA 分

子 ,通过反向 PCR引物扩增已知序列的上游片段和

下游片段[ 4] ,从而获得转基因插入位点等信息 。

本研究构建了用于哺乳动物细胞的转基因载

体pXL-CMV-EGFP ,同时构建以 CMV 启动子驱动

的转座酶基因载体 ,将 2 种载体以脂质体共转染

HEK293细胞 ,以单独的 pXL-CMV-EGFP 为阴性

对照 ,通过反向 PCR鉴定证实了共转染转座酶基因

的细胞基因组 DNA 中外源基因的整合 ,而阴性对

照中没有检测到外源基因的整合 ,从而验证该方法

在转基因检测中的实用性 ,也为研究整合位点的信

息提供科学依据 。

1　材料和方法

1. 1　主要材料

HEK293 细胞 、pXL-BacⅡ-ECFP 及 pCasper-hs-

orf由江苏科技大学蚕业研究所重点实验室保存(载

体序列见 http:/ /piggyBac. bio. nd. edu /), pEGFP-

N1 载体购自 Clontech公司 ,真核表达载体 pcDNA3.

1(+)购自 Invitrogen公司。

1. 2　载体构建

1. 2. 1 　pXL-CMV-EGFP 的构建 　用 Nco Ⅰ 和

A f lⅡ酶切 pEGFP-N 1载体(用 Klenow 酶补平) ,

回收包含 EGFP 与S V40 在内的约 960 bp的片段;

将片段连接于由 NcoⅠ和 NotⅠ酶切的pXL-BacⅡ-

ECFP 载体上 (Klenow 酶补平) ,用 EGFP 基因取

代原来载体上的 ECFP , Nco Ⅰ和 EcoR Ⅴ酶切 ,鉴

定正确后命名为 pXL-BacⅡ-EGFP。同时设计一对

引物:CMV-PF(5′-GGGGAAT TCG TTGACA TT-

GA TTA TTGACTAG-3′,下划线示 EcoR Ⅰ酶切位

点)和 CMV-PR (5′-GGG CCA TGGGAGCTCT-

GCT TA TATAGACC-3′,下划线示 Nco Ⅰ酶切位

点),以pcDNA3. 1(+)DNA 为模板 ,扩增CMV 启

动 子 , 将 获 得 的 PCR 产 物 连 接 到

pXL-BacⅡ-EGFP 载体上 ,用 EcoR Ⅰ和 EcoR Ⅴ酶

切鉴定正确后命名为 pXL-CMV-EGFP 。

1. 2. 2　pCMV-Pbase 的构建 　用 Bgl Ⅱ和 Xba Ⅰ

酶切 pcDNA3. 1(+)DNA(Klenow 酶补平) ,回收

约 0. 8 kb的 CMV 启动子片段。然后将片段连接于

由 Xho Ⅰ和 Xba Ⅰ消化的 pCasper-hs-orf 载体上

(Klenow 酶补平),用 CMV 启动子取代原来载体上

的 hsp70启动子 , PCR 鉴定及测序正确后 ,命名为

pCMV-PBase ,用于瞬时转染 HEK293细胞时转座

酶的表达。

1. 3　细胞转染

将 HEK293细胞接种到 35mm 的小皿中 ,每皿

5×105 个细胞 , 过夜培养后用于转染。取 Lipo-

fectamine 2000 脂质体(Invitrogen)6μL ,按试剂说明

书进行转染 ,将 pXL-CMV-EGFP 和 pCMV-PBase按

等比例各 2μg 混合共转染 HEK293 细胞 ,同时以单

独 2μg 的 pXL-CMV-EGFP 转染 HEK293 细胞作为

对照。转染后每隔 12h 用荧光显微镜(Nikon TS100)

观察报告基因 EGFP 的表达情况 。

1. 4　细胞 DNA 提取及反向 PCR检测

在转染后60 h分别收集细胞 ,用高盐沉淀法[ 5]提

取转染细胞基因组 DNA ,参照分子克隆实验指南[ 4]

进行反向 PCR。主要步骤如下:取 3μg DNA ,用 Hae

Ⅲ限制性内切酶消化 2h后 ,再补加 1μL 的酶继续酶

切 2h ,应用酚 /氯仿和氯仿各抽提样品 1次 ,用无水

乙醇沉淀 DNA 样品。再将 HaeⅢ酶切的基因组

DNA 进行自连 ,连接体系为:DNA 100 ng ,10×连接

缓冲液 10μL , T4 DNA 连接酶 4μL ,10mmol /L ATP

10μL ,加 ddH 2O补足 100μL。连接产物于 16℃连接

过夜后 ,用酚 /氯仿和氯仿各抽提样品 1次 ,以无水乙

醇再沉淀DNA样品 ,溶于20μL ddH 2O中。

根据 piggyBac 的序列 ,设计一对引物:DF(5′-

CCTCGATA TACAGACCGATAAAACACA TGC-

3′), DR ( 5′-CAG TGACACTTACCGCAT TGA-

CAAGCACGC-3′)。取上述环状 DNA 5μL 作为模

板 ,以 DF /DR 为引物 , 反向 PCR 检测报告基因

EGFP 整 合 到 基因 组 的 情 况 , 以 单独 转 染

pXL-CMV-EGFP的细胞 DNA 模板作为对照 。

2　结果与分析

2. 1　转座载体 pXL-CMV-EGFP 的鉴定

用 NcoⅠ和 A f l Ⅱ酶切 pEGFP-N1载体 ,回收

包含 EGFP 与S V40 片段(约 960 bp),纯化后将其
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连接到转座载体 pXL-Bac Ⅱ-ECFP 上 。对获得的

载体进行酶切分析(NcoⅠ和 EcoRⅤ),电泳观察到

约 960 bp 的酶切片段 ,表明转座载体第一步构建成

功。为了分析转座载体在哺乳动物细胞的转座特

性 ,用 CMV 启动子取代了载体原来的 3×P3 启动

子 ,用 EcoRⅠ和 EcoRⅤ双酶切鉴定 (图 1),切出了

一条约 1500 bp条带 ,与预期结果一致 ,其中包括上

述 960 bp的片段和 600 bp 左右的 CMV 启动子片

段 ,表明载体构建正确。

M1.λ噬菌体DNA BamH Ⅰ 、EcoRⅠ及 H indⅢ酶切消化条带;

M2. DL2000 Marker;1- 6. pXL-CMV-EGFP 重组质粒

图 1　转座载体 pXL-CMV-EGFP 的鉴定图谱

2. 2　表达转座酶的 pCMV-Pbase载体的鉴定

由于构建载体时将 Bg l Ⅱ位点补平 ,因此采用

引物 CMV-PF 和 CMV-PR 对重组载体 pCMV-

PBase进行 PCR 鉴定 ,如图 2所示 ,获得了 600 bp

左右条带 ,与预期大小一致 ,表明载体构建成功。

M. DL2000 M ark er;1- 4.重组克隆子的

PCR结果;-.空白对照

图 2　pCMV-PBase载体的 PCR鉴定图谱

2. 3　EGFP基因在 HEK293中的表达情况

采用脂质体介导法将质粒 pXL-CMV-EGFP 和

pCMV-PBase 共转染或单独用 pXL-CMV-EGFP 转

染 HEK293 细胞 。36 h 后用荧光显微镜观察到

EGFP 在 HEK293细胞中表达 (图 3),表明 pXL-

CMV-EGFP 可以在哺乳动物细胞中表达 ,但 EG-

FP 是否插入基因组 DNA中尚未确定 。

A. pXL-CMV-EGFP和 pCM V-PBase共转染的细胞;

B. pXL-CMV-EGFP 单独转染的细胞

图 3　EGFP 基因在 HEK293中的表达情况(200×)

2. 4　反向 PCR鉴定结果

以转染细胞的基因组 DNA 为模板进行 PCR

扩增后 ,检测到约 730 bp 的阳性条带 (图 4),而未

加编码转座酶载体的对照则没有扩增条带 ,从而表

明在 piggyBac与转座酶共转染的 HEK293 细胞

中 ,外源基因已插入细胞基因组中。

M.DL2000 Marker;1. pXL-CMV-EGFP单独转染 HEK293细胞;

2- 4. pXL-CMV-EGFP和 pCMV-Pbase共转染 HEK293细胞

图 4　反向 PCR 检测 HEK293 中 EGFP 基因整合情况

3　讨论

pig gyBac转座子来源于鳞翅目昆虫 ,是目前

转基因昆虫中最有应用前景的转座子载体 , 而

CMV启动子 /增强子被广泛应用于构建高效真核

表达载体 , 用于基因工程 、基因治疗和 DNA 免

疫[ 6] 。本研究成功构建了 CMV 启动子驱动的

EGFP基因 ,并将其插入 piggyBac转座载体中 ,同

时构建了 CMV 启动子驱动的转座酶基因的辅助质

粒 ,从而获得可以用于转染哺乳动物细胞的转基因

载体。通过共转染观察到了 EGFP 的成功表达 ,并

通过进一步的反向 PCR分析发现 ,EGFP 基因已经

成功整合到转染细胞基因组中 ,而单独转染转座载体

的细胞基因组中没有检测到 EGFP 外源基因的整合 ,

说明构建的载体可以用于进一步的动物试验。在许多

稳定表达外源基因的细胞系或者转基因动物中 ,一般

用普通 PCR检测外源基因的整合。 (下转第 152页)
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面 ,规范完善的资源基础数据信息设置 ,完善高效的

模糊检索 ,精确快速的精准查询 ,完善安全的资源数

据管理 ,支持对数据库应用的开发 ,为我国从事小麦

遗传改良 、栽培技术研发 、种子企业 、推广服务的技

术人员和种植户等提供品种资源信息。

本项目构建的河南省小麦品种信息数据库 ,其

年度跨越 、品种数量及涵盖信息量在国内同类型数

据库中较为少见 ,数据库信息设置及操作界面也较

为先进 ,可为国内从事小麦品种选育 、生产技术 、推

广服务等工作的人员提供翔实可靠的信息支撑。

但农作物品种数据库的构建与更新是一个动态

过程 ,随着相关学科的发展 ,数据库查询管理系统还

有较大发展空间 ,例如 ,可将数据库扩展至其他区域

和作物 ,操作界面设计可继续优化 ,数据库可增加品

种图片支持等 ,均有待于进一步完善。
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(上接第 143页)　由于提取转染细胞基因组 DNA

时 ,一般转染的真核表达载体基因组也可以被提取

出来 ,因此 ,通过普通 PCR 检测整合情况有出现假

阳性的可能。反向 PCR由于其引物设计是特异性

载体引物 ,而模板则是环化的基因组 ,因此保证了结

果的可靠性。随着转基因新方法的出现 ,转基因检

测方法也多样化 ,该方法为转基因技术检测提供了

有效途径 ,也可以通过进一步测序分析来获知外源

基因整合位点的具体信息 ,为进一步深入研究外源

基因表达 、基因功能提供依据 。
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