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摘　要：为研究转基因猪外源基因表达与启动子区域甲基化的关系，利用流式细胞仪检测体外传代至第５、１０
和１５代的转基因猪成纤维细胞中ＥＧＦＰ荧光强度的变化情况；采用亚硫酸盐测序的方法对这３代细胞ＣＭＶＩＥ启
动子区域３０个ＣｐＧ岛的甲基化程度进行测定。结果显示细胞从第５代培养到第１０代时荧光变弱，但是当继续
培养到１５代时ＥＧＦＰ荧光又渐渐变强，但ＥＧＦＰ阳性细胞的比例没有发生变化，均为１００％。第５、１０、１５代细
胞启动子区域的ＣｐＧ岛甲基化阳性率分别为３６４％±１２５、２９７％±１０３和１６５％±０７４，统计结果表明３代
细胞间的甲基化阳性率差异不显著 （Ｐ＞００５）。表明转基猪成纤维细胞中ＣＭＶ启动子区域的甲基化程度随着体
外培养时间的变化不明显，与ＥＧＦＰ的表达水平变化无明显相关。
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　　自２０世纪８０年代动物转基因技术出现以来，
基因导入技术已经研究得较为深入，例如原核显微

注射、体细胞核移植、逆转录病毒转导、精子介导

以及胚胎干细胞介导等方法。虽然这些方法都存在
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不同的优缺点，但如何保证外源基因表达和遗传的

稳定性仍是研究的关键内容［１－４］。

大多情况下，外源基因的表达会随着转基因细

胞培养时间的延长，表达量逐渐降低；在转基因动

物传代过程中，外源基因的表达也会出现不稳定

性［２－３］。该现象的具体机制目前尚未研究清楚，但

目前认为整合到受体基因组中的外源基因的拷贝数

和及其 ＤＮＡ甲基化修饰程度是影响其表达水平的
两个重要因素［５－６］。ＤＮＡ甲基化是抑制基因转录
的重要机制，存在着大量的可遗传信息。ＤＮＡ甲
基化除了直接与转录抑制因子结合外，大多还需要

通过与 ＤＮＡ甲基结合蛋白结合，引起基因沉
默［７－９］。在转基因动物中，体内外的实验表明基因

沉默可能与转基因启动子区 ＣｐＧ岛的甲基化相
关［１０－１２］。ＣｐＧ岛主要分布在基因的５端转录调控
区或者附近，一般位于管家基因和组织特异性基因

的启动子和第１个外显子区域［１３］。ＤＮＡ甲基化以
后，其核苷酸序列没有改变，但基因表达却受到了

影响，这是一种与基因活性开启和关闭密切联系的

动态过程［１４］。位于启动子区的 ＣｐＧ岛通常处于非
甲基化状态，这样便于与转录因子等结合，但如果

启动子区域处于甲基化状态，转录因子不能与其结

合，从而出现基因沉默。

另外，外源基因常常以多拷贝的形式整合到某

一位点上，形成首尾相连的重复［１５－１７］，拷贝数越

多，基因沉默就越严重，这可能是由于重复序列之

间自发配对，甲基化酶识别这种结构而将其甲基

化［１８］。２００９年Ｋｏｎｇ等［１９］测定了转基因猪细胞中

外源基因的拷贝数，并用亚硫酸基因测序的方法来

检测ＣＭＶ启动子区域的甲基化情况，发现随着细
胞体外培养时间的延长，外源基因的表达水平逐渐

降低，启动子区的甲基化程度也随着增大。然而外

源基因表达水平与其启动子区发生甲基化的关系在

不同的研究报道得到的结果经常是不一致的，而且

在转基因猪细胞中检测外源基因甲基化的研究报道

极少，因此本文采用亚硫酸盐基因测序的方法来研

究转基因猪细胞中外源 ＥＧＦＰ基因表达与 ＣＭＶ启
动子区域甲基化的关系，为评价转基因动物中外源

基因表达稳定性提供一定的参考数据。

１　材料与方法
１１　材料

两头ＥＧＦＰ转基因猪 （编号为３１８－４，３６４－
２）为本实验室通过体细胞克隆方法获得；成纤维
细胞系源于两头转基因猪的耳样细胞所建系；

ｐＭＤ１９ＴＶｅｃｔｏｒｋｉｔ购自 Ｔａｋａｒａ公司；ＥｃｏＲⅠ和
ＮｏｔⅠ限制性内切酶购自 ＮＥＢ（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａ
ｂｓ）公司；ＤＭＥＭ购自Ｓｉｇｍａ公司；ＥｎｄｏｆｒｅｅＰｌａｓ
ｍｉｄＭｉｄｉＫｉｔ、ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ和 ＴｉｓｓｕｅＤＮＡｋｉｔ
均购自ＯＭＥＧＡ公司；ＥＺＤＮＡＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＧｏｌｄＫｉｔ
购自Ｚｙｍｏｒｅｓｅａｒｃｈ。
１２　流式细胞仪检测细胞荧光强度

猪成纤维细胞以１０５个／孔接种至２４ｗｅｌｌ培养
板中，过夜培养，待细胞密度为８０％ ～９０％时收
集细胞。流式检测数目为１００００个，细胞悬液不
能少于３００μＬ。细胞必须经过滤膜过滤以防仪器
堵塞。用３００目滤膜将细胞过滤到流式管中检测。
ＥＧＦＰ的激发光 ４８８ｎｍ，发射光为 ５００～５４３ｎｍ，
设为通道１。设ＥＧＦＰ荧光强度大于１００的ｅｖｅｎｔ为
阳性，统计 ＥＧＦＰ的阳性细胞比例和平均荧光强
度。使用ＦｌｏｗＪｏ７６１软件对实验结果进行分析。
１３　亚硫酸盐处理及启动子区域ＰＣＲ扩增

分别取１μｇ传代至第３、１０和１５代的细胞提
取的转基因猪基因组用亚硫酸盐处理 （根据 ＥＺ
ＤＮＡＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＧｏｌｄＫｉｔ操作），分析启动子区域
的ＣｐＧ岛（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗｕｒｏｇｅｎｅｏｒｇ／ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ／）并用
ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０软件设计启动子区域的引物
ＣＭＶＦ和ＣＭＶＲ（ＣＭＶＦ５－ＡＴＡＧＴＡＡＴＴＡＡＴＴＡ
ＣＧＧＧＧＴＴＡＴＴＡＧＴＴ３，ＣＭＶＲ ５ＣＡＡＣＴＣＴＡＣＴＴ
ＡＴＡＴＡＡＡＣＣＴＣＣＣＡＣ３），ＰＣＲ反应条件：９４℃，
３ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ；５０℃，３０ｓ；７２℃，３０ｓ；７２
℃，１０ｍｉｎ；４℃，保存；４０个循环。
１４　酶切、连接和转化

在ｗ＝１％琼脂糖凝胶上电泳分离 ＰＣＲ产物，
切下含有目的片段的凝胶，用ＯＭＥＧＡ凝胶回收试
剂盒进行对应片段的回收纯化。凝胶回收的 ＰＣＲ
产物，经分光光度计测定浓度后，将 ＰＣＲ产物连
接至Ｔ载 （ｐＭＤ１９ＴＶｅｃｔｏｒｋｉｔ）。１６℃过夜后，用
Ｔｏｐ１０感受态进行转化，挑单克隆摇菌培养，提取
质粒，用ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ进行双酶切检测，将酶
切检测结果正确的１０个质粒送去测序。
１５　ＣｐＧ岛的甲基化程度检测

经分析，ＣＭＶＩＥ启动子区域的ＣｐＧ岛共有３０
个，以亚硫酸盐处理后的序列为标准序列与测序结

果进行比对：

ＡＴＡＧＴＡＡＴＴＡＡＴＴＡＣＧＧＧＧＴＴＡＴＴＡＧＴＴＴＡＴＡＧＴＴＴＡＴＡＴＡＴＧ
ＧＡＧＴＴＴＣＧＣＧＴＴＡＴＡＴＡＡＴＴＴＡＣＧＧＴＡＡＡＴＧＧＴＴＣＧＴＴＴＧＧＴＴ
ＧＡＴＣＧＴＴＴＡＡＣＧＡＴＴＴＴＣＧＴＴＴＡＴＴＧＡＣＧＴＴＡＡＴＡＡＴＧＡＣＧＴＡ
ＴＧＴＴＴＴＴＡＴＡＧＴＡＡＣＧＴＴＡＡＴＡＧＧＧＡＴＴＴＴＴＴＡＴＴＧＡＣＧＴＴＡＡ
ＴＧＧＧＴＧＧＡＧＴＡＴＴＴＡＣＧＧＴＡＡＡＴＴＧＴＴＴＡＴＴＴＧＧＴＡＧＴＡＴＡＴＴ
ＡＡＧＴＧＴＡＴＴＡＴＡＴＧＴＴＡＡＧＴＡＣＧＴＴＴＴＴＴＡＴＴＧＡＣＧＴＴＡＡＴＧＡ
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ＴＴＡＴＴＡＴＴＡＴＧＧＴＧＡＴＧＣＧＧＴＴＴＴＧＧＴＡＧＴＡＴＡＴＴＡＡＴＧＧＧＣ
ＧＴＧＧＡＴＡＧＣＧＧＴＴＴＧＡＴＴＴＡＣＧＧＧＧＡＴＴＴＴＴＡＡＧＴＴＴＴＴＡＴＴ
ＴＴＡＴＴＧＡＣＧＴＴＡＡＴＧＧＧＡＧＴＴＴＧＴＴＴＴＧＧＴＡＴＴＡＡＡＡＴＴＡＡＣ
ＧＧＧＡＴＴＴＴＴＴＡＡＡＡＴＧＴＣＧＴＡＡＴＡＡＴＴＴＣＧＴＴＴＴＡＴＴＧＡＣＧＴ
ＡＡＡＴＧＧＧＣＧＧＴＡＧＧＣＧＴＧＴＡＣＧＧＴＧＧＧＡＧＧＴＴＴＡＴＡＴＡＡＧ
ＴＡＧＡＧＴＴＧ。

２　结　果
２１　细胞荧光强度的变化

实验选择第５、１０和１５代转基因猪成纤维细
胞系 （３６４－２）进行流式分析，观察其荧光表达
变化。从图１可以看出，随着培养代数的增加，第
１０代细胞荧光强度较第５代变弱，但是当培养到
第１５代的时候，荧光强度又会变强。细胞的平均
荧光强度如图２（ａ）所示，第１０代的细胞平均荧
光强度低于５００，而第５代和第１５代的平均荧光
强度超过１０００。ＥＧＦＰ阳性荧光细胞的比例则没
有明显的变化，均接近于１００％，见图２（ｂ）。

图１　流式分析细胞荧光强度的变化
Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

ｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓ

图２　细胞的平均荧光强度 （ａ）和
荧光细胞的比例 （ｂ）

Ｆｉｇ２　Ｔｈｅｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ａ）
ａｎｄｔｈｅＥＧＦＰｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｉｏ（ｂ）
Ｐ５：第５代转基因猪细胞；
Ｐ１０：第１０代转基因猪细胞；
Ｐ１５：第１５代转基因猪细胞

２２　启动子ＣｐＧ岛甲基化程度检测
将酶切鉴定正确的１０个克隆送去测序，以亚

硫酸盐处理过的启动子区域为标准序列，用 Ｖｅｃｔｏｒ
ＮＴＩ软件进行序列比对，部分比对结果如图 ３所
示。胞嘧啶是否转化为胸腺嘧啶可以表明此位点是

否发生了甲基化，在测序结果中可以发现，在一些

非ＣｐＧ岛也有胞嘧啶没有转化为胸腺嘧啶，说明
这些非ＣｐＧ岛的胞嘧啶被甲基化了。在启动子区
域的ＣｐＧ岛总共有３０个，在所分析的１０个克隆
中，ＣｐＧ岛的甲基化结果统计结果 （图４）表明第
５、１０和１５代细胞ＣＭＶ启动子区域的ＣｐＧ岛甲基
化阳性率分别为 ３６４％ ±１２５、２９７％ ±１０３、
１６５％±０７４，三代细胞间的甲基化阳性率差异不
显著 （Ｐ＞００５）。

图３　ＣＭＶＩＥ启动子区域经亚硫酸盐处理后的部分比对序列
Ｆｉｇ３　ＡｐａｒｔｏｆｂｉｓｕｌｆｉｔｅｓｅｑｕｅｎｃｅｄａｔａｆｏｒａｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｒｅｇｉｏｎｏｆＣＭＶＩＥｐｒｏｍｏｔｅｒ
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图４　部分ＣｐＧ岛甲基化统计
Ｆｉｇ４　ＡｐａｒｔｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｔＣｐＧｓｉｔｅｓ

Ｐ５：第５代细胞；Ｐ１０：第１０代细胞；
Ｐ１５：第１５代细胞

３　讨　论
目前对影响转基因动物外源基因表达稳定性的

影响因素的研究比较少，本研究从外源基因启动子

区域甲基化的角度对转基因猪中外源 ＥＧＦＰ的表达
稳定性进行了探讨。利用流式细胞仪检测体外传代

至第５、１０和１５代的转基因猪细胞中 ＥＧＦＰ荧光
强度的变化情况，发现从第５代到第１０代细胞荧
光强度逐渐变弱，再培养到第１５代时荧光强度又
变强，并没呈现随着培养代数的增加，细胞荧光强

度有逐渐变弱的趋势。该结果与 ＱｉｎｇｒａｎＫｏｎｇ
等［１９］研究结果不一致，在他们研究中发现转基因

猪传代细胞从２０ｄ培养到９０ｄ，外源基因ＥＧＦＰ的
表达量逐渐降低，ＥＧＦＰ细胞的阳性也逐渐降低，
该作者发现ＥＧＦＰ的拷贝数随着培养时间的增加逐
渐降低，启动子区域甲基化程度随着培养时间的增

加逐渐增加，作者认为启动子区域甲基化水平的增

高是影响ＥＧＦＰ表达水平下降的主要影响因素。
通常认为外源基因沉默是由于启动子区域ＣｐＧ

岛的甲基化引起的。在一些研究中已经证明了启动

子区域的甲基化和基因表达成负相关［１９－２１］。本研

究对ＣＭＶＩＥ启动子区域的３０个 ＣｐＧ岛在不同时
间点的甲基化情况进行了分析，第１０代细胞荧光
强度变弱，而启动子区域的 ＣｐＧ岛的甲基化并没

有增加，与第５代的甲基化情况相同，第１５代时
甲基化程度反而有所减少，在本研究中并没有发现

启动子区域的甲基化程度会随着培养时间而增加，

也没有发现启动子的甲基化会与基因表达有成负相

关的联系。两者研究不一致的原因可能是外源基因

在宿主基因组的整合位点不一样。当一个外源基因

插入到异染色质区域时，如端粒或者着丝粒区域，

外源基因的表达有可能不稳定，导致表达水平的不

一样。如果外源基因插入到能够活跃表达的宿主基

因区域内，它可以促进外源基因的表达。另外，外

源基因和宿主本身基因之间的相互作用也影响着外

源基因的表达，这种作用机制通常认为是比较复杂

的。甲基化情况可能与ＥＧＦＰ整合到宿主基因组的
位点有关系，附近基因的表达也会调控外源基因的

表达。

另外外源基因通常随机整合到受体基因组中，

高拷贝的随机整合可能也是造成外源基因沉默的原

因［１７，２０］。通常认为外源基因是随机整合到基因组

中任何一个位点，但是也有学者认为在基因组中有

热点整合位点［１９］，整合到热点位点的拷贝数越多，

在传代的过程中丢失的几率性就越大。在体外

ＣＭＶ是一个很强的启动子［２２］，但有些研究表明因

为ＤＮＡ甲基化的原因ＣＭＶ启动子在体内也可呈沉
默状态［２３－２５］。另外 ＥＧＦＰ作为一个外源基因，可
能会受到机体免疫机制的影响对其进行破坏或者清

除。在外源基因进行传代和表达的时候受多种因素

的影响，如拷贝数、甲基化、组蛋白的乙酰化、调

控因子、免疫机制等，但是否某一因素占主要地位

或各种因素相互作用，还需要进一步的研究。

从目前转基因猪的耳组织细胞中 ＥＧＦＰ的表达
情况及甲基化的研究结果表明，该转基因猪中外源

基因的表达相对来比较稳定，启动子区域的甲基化

程度也没有增高。

４　结　论
转基因猪成纤维细胞中外源 ＥＧＦＰ的表达水平

相对稳定，未受到沉默，可能与其 ＣＭＶ启动子区
的甲基化水平较低，在传代过程中甲基化水平并未

增高有关。
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