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摘要 主要采用了绝对定量 PCR和热不均一交错 PCR(thermal asymmetric interlaced PCR，TAIL-PCR)，检测了体细胞核移植
技术生产的绿色荧光蛋白转基因猪中外源基因拷贝数和整合位点，并利用旁侧 PCR(Junction PCR)对整合位点进行确定，同
时进一步分析了整合位点的纯合性．结果表明，绝对定量 PCR可以准确有效地检测外源基因拷贝数，标准曲线为：log2N (拷
贝数) =-0.935 4驻Ct + 3.411 6 (R2=0.997 4，P < 0.001)，两只转基因猪中外源基因拷贝数分别为 30.85 依 1.77 和 18.87 依 1.34；
TAIL-PCR能成功地克隆转基因猪中外源基因整合位点，得到 25条特异性条带，经 BLAST比对，共获得 TgInS1 (1 440 bp)、
TgInS2 (1 263 bp)和 TgInS3 (1 861 bp) 3 个整合位点．以整合位点侧翼序列特异性引物与外源基因特异性引物的组合引发
Junction PCR，得到预计大小的特异性片段，确定了整合位点上、下游侧翼序列的准确性．采用整合位点 5忆上游和 3忆下游侧
翼序列特异性引物与外源基因特异性引物的组合，进行 Junction PCR，在两只转基因猪中都得到与野生型猪一致的侧翼序列
特异性引物扩增片段，表明我们获得的转基因猪都为整合位点杂合子．初步建立了绝对定量 PCR和 TAIL-PCR对外源基因
拷贝数和整合位点检测的体系，为今后研究外源基因在转基因猪中遗传和表达的稳定性打下了基础．
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近 10年来，通过转基因技术与体细胞核移植
技术的结合使转基因动物生产得到了长足的进展．

目前，人们已获得多种类型的转基因克隆牛 [1, 2]、

羊[3, 4]和猪[5～8]等，本实验室也于 2006年获得了我国
首例绿色荧光蛋白转基因克隆猪[9]．确定外源基因

的拷贝数和整合位点是成功建立转基因动物模型后

的首要步骤，也是后续表型研究和基因功能探讨的

前提条件．

在转基因动物中，对外源基因拷贝数的检测一

直是个难题．DNA印迹杂交法是鉴定外源基因拷
贝数的传统方法，但费时费力，且只能做到半定

量．实时定量 PCR法是一种可以简单地测定样品
中外源基因绝对拷贝数的方法，通过绝对定量标准

曲线的建立能准确地计算出外源基因的拷贝数[10]．

外源基因的整合位点对表达水平有着至关重要

的影响，因此，对外源基因整合机制的研究是十分

必要的，整合位点序列的克隆及其相关序列特征研

究正是其中的重要一环．目前，以 PCR技术为基
础的扩增外源基因整合位点的方法有很多，如反

向 PCR法(inverse PCR，I-PCR)，连接介导 PCR法
(ligation-mediated PCR)等，但都由于具有扩增效率

不高，非特异反应过多，操作复杂等问题没有被广

泛应用．热不均一交错 PCR (thermal asymmetric
interlaced PCR，TAIL-PCR)是由 Liu 等 [11]设计的，

其利用 3个嵌套的特异引物(SP primer)分别和一组
较短的随机简并引物 (AD primer)组合引发巢式
PCR 扩增．这种方法可以高效获得较长的侧翼序
列、且特异性高、操作简单．

据此，本研究建立了实时定量 PCR(real time
PCR)和 TAIL-PCR 检测绿色荧光蛋白转基因猪中
外源基因拷贝数和整合位点的方法，并进一步应用

旁侧 PCR(Junction PCR)对整合位点进行确定，分
析整合位点的纯合性．旨在准确地得到外源基因的

整合情况，为今后研究外源基因在转基因猪中遗

传及表达的稳定性打下基础．
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Fig. 1 TAIL鄄PCR primers (a) and procedure (b)

1 材料和方法

1.1 绝对定量 PCR对外源基因拷贝数的检测
1.1.1 实时荧光定量 PCR．采用 25 滋l PCR的反应
体系(SYBR Premix Ex TaqTM，TaKaRa)和条件按
ABI 7300仪器使用手册设置，95℃ 10 s，95℃ 5 s
(40个循环)，60℃ 31 s；95℃ 15 s, 60℃ 30 s, 95℃
15 s．反应体系在 96孔板(MJ Research HSP29655)
中混匀并用超净光盖 (MJ Research TCS20803)封
口． 反应结果使用 Sequence Detection System
software收集、分析．所有的样品都在同一块板中
做 3次重复，数值以 x 依 s 表示．
1.1.2 标准曲线的建立．将含外源基因的质粒

pEGFP-C1与野生型 E32胎猪 gDNA混合，设置含
有 1、2、4、8和 16个转基因拷贝数的标准品对
照，具体如下：假设含有转基因片段的质粒大小为

a bp，野生型猪基因组 DNA用量为 b ng，转基因
片段完全随机地头尾相连(或头头相连)插入一条染
色体上，由于猪基因组 DNA单倍体(haploid)大小
为 3 伊 109 bp，那么 b ng 的转基因阳性猪基因组

DNA含有一个转基因拷贝的质量为： a伊b伊0.5
3伊10

9 ng.

以引物 TG-P扩增 GFP基因片段，以 eT-P扩增管
家基因转铁蛋白受体(transferrin receptor，TFRC)作
为内参标化基因组 DNA的量．TG-P引物序列为：
5忆 TGAACCGCATCGAGCTGAAGGG 3忆 (上游)和
5忆 ACCTTGATGCCGTTCTTCTGCTTG 3忆 (下游)，
扩增产物 110 bp． eT-P引物序列为：5忆 GAGACA-

GAAACTTTCGAAGC 3忆 (上游)和 5忆 GAAGTCTG-
TGGTATCCAATCC 3忆 (下游)，扩增产物 81 bp．
将外源基因片段检测引物扩增 C(t)GFP减去相应的
TFRC基因的扩增 C(t)TFRC，得到 驻C(t)，再对样
品的拷贝数的对数值作图便得到绝对定量的标准

曲线．

1.2 TAIL鄄PCR对整合位点的检测
1.2.1 引物序列．a．特异性引物．上游引物碱基
序列为 SPS1：5忆 GCTACCCGTGATATTGCTGAA-
GAGCTTGGCG 3忆； SPS2： 5忆 GGAGGCTAAC-
TGAAACACGGAAGGAGACAATACC 3忆； SPS3：
5忆 CAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACT 3忆.
下游引物碱基序列为 SPA1：5忆 GTTCACCTTGA-
TGCCGTTCTTCTGCTTGTC 3忆；SPA2: 5忆 GCTAG-
CGGATCTGACGGTTCACTAAACCAG 3忆；SPA3：
5忆 CGGATCTGACGGTTCACTAAACCAGCTCTGC 3忆 .
b．简并引物 AD1: 5忆 NGTCGASWGANAWGAA 3忆;
AD2: 5忆 TGWGNAGSANCASAGA 3忆; AD3: 5忆AGW-
GNAGWANCAWAGG 3忆 ; AD4: 5忆 STTGNTAST -
NCTNTGC 3忆; AD5: 5忆 NTCGASTWTSGWGTT 3忆 ;
AD6: 5忆 WGTGNAGWANCANAGA 3忆．
1.2.2 TAIL-PCR 反应体系和程序．方法同 Pillai
等 [12]，采用两组 3 个嵌套外源基因特异性引物
(SPS1、SPS2、SPS3或 SPA1、SPA2、SPA3)分别
和 6个随机的简并引物(AD1～AD6)组合对外源基
因 3忆下游和 5忆上游侧翼序列进行 PCR扩增．上一
级 PCR反应的产物稀释 200倍用于下一级 PCR反
应．三级 PCR 反应程序为(图 1)：1st PCR 反应.
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94℃ 5 min； 94℃ 10 s， 64℃ 30 s， 72℃ 3 min
(10个循环)；94℃10 s，25℃ 3 min，72℃ 2.5 min；
94℃ 10 s，64℃ 3 min，72℃ 2.5 min，94℃ 10 s，
64℃ 3 min，72℃ 2.5 min，94℃ 10 s，44℃ 1 min，
72℃ 2.5 min(15个循环)；72℃ 10 min，4℃ 1 h．
2nd PCR 反应．94℃ 5 min； 94℃ 10 s， 64℃
3 min，72℃ 2.5 min，94℃ 10 s，64℃ 3 min，72℃
2.5 min, 94℃ 10 s, 44℃ 1 min, 72℃ 2.5 min (12个
循环 )；72℃ 10 min，4℃ 1 h．3rd PCR 反应．
94℃ 5 min；94℃ 10 s，44℃ 1 min，72℃ 2.5 min
(20个循环)；72℃ 10 min，4℃ 1 h．
1.3 测序与序列分析

将 15 滋l 3rd TAIL-PCR 产物用 1%琼脂糖凝
胶电泳检测，胶回收特异性片段 (TIANgel Midi
Purification Kit)，由 Invitrogen 公司完成测序．利
用 NCBI网站的 BLAST软件与 GenBank中的已知
猪核酸序列和 ESTs进行比对做功能和结构上的同
源性分析．

1.4 Junction PCR对整合位点的验证
根据得到的外源基因 5忆和 3忆侧翼序列设计位

点特异性引物，分别与外源基因特异性引物 SPA3
或 SPS3组合 PCR扩增外源基因侧翼序列，验证整
合位点(图 2)．位点特异性引物序列为: P-TgInS1U,

5忆 CTATTGCCTTGGCAGACTGACCTCT 3忆 ，
P-TgInS1D， 5忆 ACAGATCAATGGAATAGAACA -
GAGGG 3忆；P-TgInS2U，5忆 CTGTTCTGCCTAA-
ACCGCATCACCATG 3忆，P-TgInS2D， 5忆 GCCT-
GGAGACGCCATCCACGCTGTTT 3忆；P-TgInS3U,
5忆 CCCCGTGAGTCAAACCGCTATCCA 3忆 ，
P-TgInS3D，5忆 TGCATTCTGTCGATACGCCACG-
AGGAC 3忆. PCR反应条件为: 94℃ 3 min; 94℃ 30 s,
55 ℃ 30 s，72℃ 1 min(30 个循环)；72℃ 5 min；
4℃ 1 h．
1.5 整合位点纯合性分析

5忆上游侧翼序列特异性引物、3忆下游侧翼序列
特异性引物与外源基因特异性引物 SPA3组合进行
PCR扩增，分析整合位点的纯合性．PCR 反应条
件为：94℃ 3 min; 94℃ 30 s, 55 ℃ 30 s, 72℃ 1 min
(30个循环)；72℃ 5 min；4℃ 1 h．
1.6 数据分析

采用 SPSS13.0软件进行数据处理，比较各组
间差异．

2 结 果

2.1 外源基因拷贝数的检测结果

2.1.1 绝对定量标准曲线．为了确定 Real-time
PCR扩增中 C(t)值与初始拷贝数的关系，我们将转
基因质粒与野生型猪基因组 DNA混和，设置了分
别含有 1、2、4、8、16个拷贝的标准品对照，以
TG-P扩增外源基因片段(110 bp)，以 eT-P扩增管
家基因 TFRC作为内参(81 bp)，每个反应重复 3次
(扩增曲线见图 3a)，取平均 C(t)值，将外源基因片
段检测引物扩增 C(t)GFP减去相应的 TFRC基因的扩
增 C(t)TFRC，得到 驻C(t)，将 驻C(t)对样品拷贝数的对
数 (log2N)作图得到改进型的绝对定量标准曲线
(图 3b)．本实验的实时分析精确度高、重复性
好，同一标准品的 3次重复 C(t)值变化很小．以
驻C(t)与拷贝数的对数(log2N)做标准曲线，决定系
数也很高(R2 =0.997 4)，计算公式为：log2N (拷贝
数)=-0.935 4驻Ct+3.411 6 (R2=0.997 4，P < 0.001)．
为了评估反应的特异性并鉴定产物，我们在扩增后

进行了两个引物扩增产物的融解曲线分析(图 3c)．
负导数计算表明，两个融解曲线分别在大约 88℃
和 80℃附近有且只有一个单峰，表明两个引物扩
增的特异性非常好，并且两个引物的阴性对照和空

白对照均没有扩增峰．Fig. 2 Junction鄄PCR primers and products
(a), (b), (c) Integration sites TgInS1, TgInS2, TgInS3.
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Fig. 4 The electrophoresis of TAIL鄄PCR products
(a) The products of first TAIL-PCR cycle. (b) The products of second

TAIL-PCR cycle. (c) The products of third TAIL-PCR cycle. M:

DL15000; 1～6: PCR products by AD1～AD6.

M 1 2 3 4 5 6
(a)

(b)

(c)

2.1.2 转基因拷贝数的鉴定．Real-time PCR 对转
基因猪拷贝数鉴定结果如表 1所示，标准差在 1.77
到 1.34之间，表明结果准确可信．

2.2 TAIL鄄PCR对整合位点的克隆
以转基因猪基因组 DNA为模板，上游特异引

物(SPS1、SPS2 和 SPS3)和下游特异引物 (SPA1、
SPA2和 SPA3)分别与 6个简并引物(AD1～AD6)组
成引物组合对整合位点的下游和上游侧翼序列进行

TAIL-PCR扩增．结果：在对 K25-2的检测中，得
到 9条上游和 6条下游特异条带；在对 K25-3的检

测中，得到 7条上游和 3条下游特异条带．条带的
大小在 750～5 000 bp之间(图 4)．

2.3 序列测序和分析结果

胶回收后，对所获的 DNA片段进行测序，然
后将得到的序列在 NCBI网站上与 GenBank中猪的
已知核酸序列和 EST 序列进行 BLAST 比对，在
K25-2和 K25-3中各得到 2个整合位点，分别命名
为：TgInS1、TgInS2、TgInS3，其中 TgInS2 为两
只转基因猪共有．整合位点序列如下．

TgInS1 (1 440 bp)：TACCTCCATACTGTTTT-
CCATAGTGGTTGTACCAATTTATATTCCCACC-
AATAGTGCAAGAGGGTTGCCTTTTCCCCACAG-
CTTCTTTAGCATTTGTTATTTGTA GAATTATTA-
ATGATGACCATTCTGAATGGTGTGAAGTGGTA-
TTTCATTGTAGTTTTGTTTTGCATTTCTCAAAT -
AGTTACTGATGTTGAACATTGTTTTACTCATG-
TGCCTACTGGCCATCCATGTGTCTTCTTTGGG -
GAAATGTTTATTTAGGTCTTCTGCCCGAGATT-
AAGCCCTTGTCATTTGTATTGTTTGCAATGAT -
TTTCTCCATTCCATTGGTTGTATTTTGTTTGTT-
TTATGGTGTCCTTTGCTGTGCAAAAGCTTGTA-
AGTTTGATTCGGTTCAATTGGTTTATTTTTGTT-
TTTATTTCTATTGCCTTGGCAGACTGACCTCT-
GAAAATATTTGTATGGTTTATGTCACCACACA -
TTTTGCCTATGTTCTCTTCTATAGCTTTATGGT -

Pigs No. of copies

K25-2 18.87 依 1.34a

K25-3 30.85 依 1.77b

Table 1 Copy number of GFP in transgenic pigs

Different superscripts indicate statistical difference (P < 0.05).

Fig. 3 The estabalishment of absolute quantitative
standard curve

(a)The amplication plot of GFP. (b) The absolute quantitative standard

curve. (c) The association curve of GFP and TFRC.
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GTCTTGTCTTCTGTTCAACTTTGTTAAGCCATT-
TTGAGCTTGTTTATTGTGCATGGTGGGCGGAT-
GTATTCTAGTTTCACTGATGGACATGCAGCTG-
TCCAGTTTTCTGAAAAAAATATCCAGAAGAG-
ATTGTCTTTTCCCCATTTTATATTCCTTCATCT-
TTTATTAAAGATTAATTGACCATAGGTATCTG-
GGTTTATTTCTGGGCCCTCTGTTCTATTCCATT-
GATCTGTATGTCTGTTTTTGTAACAGTGCCAT-
ATTGTCTTGATTACTATAGCTTTGTAAGAAAC-
ACCAAAATGTCTGAAGTCTGGAAGAGTTATG-
CCTCCAGCTTGCTTATTTTCTTTCCTCCCTCAG-
GAATATTTGGCAATTCTGGGTCTTTCATAGTT-
CCATCAACAATTTTGGATTATTTGTTCTAGTTC-
TGTAAAAAATGTGGGGTACTTTGTTGTGGTTT-
GTATTAAATCTGTAGATTGCTTTGGGTAATAT-
GGCCATTTTAGCAATATTAGTTCCTCCAAGCC-
AGGAGCATGTGATATCTTTCCATTTCTTTGAA-
TCCTCTTTATTTTCCTTGATTGATGTTTTATAG-
TTCTCTGAGTATAATTCTCTCACCCCCTTGGA-
CAGATGTACTAGGTCTTTTATTTTTGGGGGTG-
AATCTTTAAAAGGTATTGCTTTAATTTTAATT-
CATTTTCTAATATTTTATTGTTAATATAAAGA-
AATGCAGTTGATTTCTGAATATTAATCTTGTA-
TCCTGATACTTTGCTGAATTTTTTGACTCAGG-
AAGTAGTTTGTTTGTGCAGAGTCCTTAGGGT-
TTTCTATATATCATATCATGTTATTCAACTTGA-
GTGACAATTTTACCTCTTGGTTTCCAATTTAG-
ATACCTGTTCTTTCTTTTATTTGTCTGATTTCT-
GTGGCTAGGACTTCCAATACTATATAAAAGC-
AGTGAG
此段序列为 K25-2中整合位点，经 BLAST比

对,发现其为一段长散在重复序列(long interspersed
nuclear elements，LINE)———L1M LINE，与猪第四
号染色体上 92 224 bp到 93 714 bp之间的序列同源
(94%)．经分析后，外源基因插入位点在 575 bp
处，而且插入造成其间大约 115 bp的核苷酸序列
的丢失．

TgInS2 (1 263 bp)：TTACTATGGGAACATA -
CGTCATTATTGACGTCAATGGGCGGGGGTCG-
TTGGGCGGTCAGCCAGGCGGGCCATTTACCG-
TAAGTTATGTAACGCGGAACTCCATATATGGG-
CTATGAACTAATGACCCCGTAATTGATTACTA-
TTAATAACTAATGCATGAAGCTGGGTACGCG-
TAAGCTTGGGCCCCTCGAGAGCCTGCTGAAG-

CTGGGTACGCGTAAGCTTGGGCCCCTCGAGA-
GCCTGCTTTTTTGTACAAACTTGTTCTATAGT-
GTCACCTAAATAGGCCTATCCCGCGGCCTAT-
GCTAGAGTCCGGAGGCTGGATCGGTCCCGGT-
GTCTTCTATGGAGGTCAAAACAGCGTGGATG-
GCGTCTCCAGGCGATCTGACGGTTCACTAAA-
CGAGCTCTGATTATAGGGACCTCCCCACCGTA-
CACGCGTTCTTAAAATGTTTTATTTGTAAACG-
GGCAATCATTGCTTTACATGGGAAAAAAAAA-
AAAATCCCGTTAAAGTTACTGTGAAAAATACT-
CAAAGAGAGGGAGGAGGAAAAAGAAAACAA-
CGAAAACAAACACTACAAAAAAAAAAAAAA-
AAAGGGCGGCCGCCCGCGATCTAAAACTAGT-
CCGGACGCGTGGGTCGACGATATAGCCTGCTT-
TTTTGTACAAACTTGTTCTATAGTGTCACCTA-
AATAGGCCTATCCCGCGGCCTAGGCTAAAGT-
CCGGAGGCTGGATCGGTCCCGGTGTCTTCTAT-
GGAGGTCAAAACAGCGTGGATGGCGTCTCCA-
GGCGATCTGACGGTTCACTAAACGAGCTCTGC-
TTATATAGACCTCCCACCGTACACGCCTACCG-
CCCATTTGCGTCAATGGGGCGGAGTTGTTACG-
ACATTTTGGAAAGTCCCGTTGATTTTGGTGCC-
AAAACAAACTCCCATTGACGTCAATGGGGTG-
GAGACTTGGAAATCCCCGTGAGTCAAACCGC-
TATCCACGCCCATTGATGTACTGCCAAAACCG-
CAAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATG-
TGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACC-
GTAATAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTATTCCAT-
AGGCTCCGCCTCCCTGACGAGCATCACAAAA-
ATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCC-
GACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCC-
CTTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCC-
GACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCT-
TTCTCCCTTTGCTACTCCACACA
此段序列为 K25-2和 K25-3共有的整合位点，

经 BLAST 比对，发现其与猪 ESTs 中 CV877820
序列 (98% )和 CV877787 序列 (97% )同源，这两
段 ESTs 都与鼠 Embigin 基因同源．插入位点在
809 bp处．

TgInS3 (1 861 bp)：TCACCATGGTAATAGC-
TTACCGTAAATACTCCACCCATTGACGTCAAT-
GGAAAGTCCCTATTGGCGTTACTATGGGAACA-
TACGTCATTATTGACGTCAATGGGCGGGGGTG-
TACCGGGCCCATAAGGCCCTATAGTGAGTCGT-
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Fig. 5 Determining integration site by Junction鄄PCR
(a) Determining 3忆 chromosomal regions of integration sites in K25-2.

(b) Determining 5忆 chromosomal regions of integration sites in K25-2.

(c) Determining integration sites in K25-3. M: DL2000.
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ATTAAGTCGACCATGGTTTTTTCCTCCTGTGT-
GAAATGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACA-
TACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTG-
GGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAA-
TTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCG-
GGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAA-
TCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCG-
TATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTG-
ACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCG -
AGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATA-
CGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAG-
GAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAA-
GGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTG-
GCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGA-
GCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGG-
TGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACC-
AGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGC-
TCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATA-
CCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGTTGGGCGTAG-
ATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATC-
AATCTAAAGTATATATGAGTAACCTGAGGCTA-
TGGCAGGCCTGCCGCCCCGACGTTGGCTGCG-
AGCCCTGGGCCTTCACCCGAACTTGGGGGGT-
GGGGTGGGGAAAAGGAGAAACGCGGTGTAT-
TGGCCCCAAGGGGTCCTCGTGGCGTATCGAC-
AGAATGCAGCCCTGGAACCGACCCACGCGTT-
TATGAACAACGATCCAACACCGGCGTTTTTAT-
TCTATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAA-
AGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAG-
GCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCG-
CCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGC-
TCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGAC-
TATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGC-
TCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCC-
GCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTT-
CGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGC-
TGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCG-
CTCCAAGCTGGGCTGGGTGCACGAACCCCCC-
GTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAA-
CTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACG-
ACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAAC-
AGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTG-
CTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTAC-
GGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTG-

CGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAA-
GAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACC-
ACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAA-
GCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCT-
CAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTT-
CTGACGCTCAGTGGAACGCCTTTTATTGGCGT-
TGTCAGCCAGGCGGGCCATTTACCGTAAGTTT-
ATGTAACGCGGAACTCCATATATGGGCTATGT-
AACTAATGACCCCGTAATTGATTACTATTAAT-
TAACTAATGCATGGCGGTAATACGGTTATCCT-
ACAGAATCAGGGGGAAA
此段序列为 K25-3中整合位点，经 BLAST比

对，发现其与猪 ESTs 中 EW560169(99%)序列和
EV932945(99%)序列同源，这两段 ESTs分别与鼠
Ski和 Che基因同源．插入位点在 680 bp处，位于
EW560169和 EV932945同源序列之间．
2.4 整合位点的验证结果

5忆上游或 3忆下游侧翼序列特异性引物分别与外
源基因特异性引物 SPA3或 SPS3组合进行 PCR扩
增验证整合位点，结果如图 5所示．采用的引物组
合方式分别为：P-TgInS1U、P-TgInS2U 与 SPA3
(图 5a)；P-TgInS1D、P-TgInS2D 与 SPS3(图 5b)；
P-TgInS2U、 P-TgInS3U 与 SPA3 和 P-TgInS2D、
P-TgInS3D与 SPS3(图 5c)．结果在两只转基因猪中
都得到了位点特异性扩增产物，进一步确定了整合

位点克隆的准确性．
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Fig. 6 Analysis of zygosity by Junction鄄PCR
(a) (b) and (c) show the zygosity determination of TgInS1, TgInS2 and

TgInS3, respectively. M: DL2000; WT: Wild-type control.
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2.5 整合位点纯合性分析结果

采用 5忆上游侧翼序列特异性引物、3忆下游侧翼
序列特异性引物和外源基因特异性引物 SPA3的组
合进行 PCR扩增，对外源基因整合位点的纯合性
进行分析，结果如图 6所示．结果表明，在野生型
对照组中，只得到一条由 2条侧翼序列特异性引物
扩增得到的特异性条带，而在实验组中，还得到了

一条由 5忆上游侧翼序列特异性引物与 SPA3扩增得
到的特异性条带，因为在实验组中没有得到只有一

条由 5忆上游侧翼序列特异性引物与 SPA3扩增得到
的特异性条带的个体(预计的纯合子)，因此可以推
测我们得到的转基因猪都为整合位点杂合子．

3 讨 论

在转基因动物中，对外源基因拷贝数的检测一

直是个难题．与其他技术如 DNA印迹杂交相比，
绝对定量 PCR法灵敏性高(可定量检测一个拷贝数
的转基因样品)、需要 DNA样品少、省时省力、不
需进行放射性试验，而且结果精确度高、重复性

好[10]．据此，本实验建立了绝对定量 PCR 法对转
基因猪中外源基因拷贝数进行检测．由于我们采用

的荧光染料 Sybr Green 能广泛地结合双链 DNA，

不能特异性地检测某一特定模板，因此，引物的高

特异性是实验成功的决定性因素．本实验通过融解

曲线证明了引物扩增产物的特异性，保证实验结果

真实可信．此外，对于绝对定量的 Real-time PCR
法，内参的选择也是关键．我们选取猪高度保守基

因 TFRC(每个基因组只有一个拷贝)作为内参，对
基因组 DNA浓度进行标化．内参基因检测引物和
外源基因片段检测引物的扩增片段大小相近，Tm

值基本相等，扩增效率基本一致，很好地起到了内

参的作用．总之，本研究应用绝对定量 PCR法准
确高效地检测了转基因猪中外源基因拷贝数，为今

后相关研究奠定了基础．

外源基因的整合受很多因素的影响，包括

DNA的构型、进入宿主细胞的方式、DNA的浓度
等．其特点为：a．多拷贝的外源基因以头尾成串
的方式整合到宿主细胞的染色体上，一般为单位点

整合，有时为多位点整合；b．整合一般具有稳定
性，大部分以孟德尔方式遗传给后代，但有时外源

基因未整合到染色体上，而是以附加体形式存在，

不稳定；c．目前认为，基因表达的强弱与整合的
拷贝数无关，而与整合位置有关；d．整合会引起
外源基因位点的侧翼序列发生重排、缺失、重复或

异位现象；e．外源基因的整合可能会造成宿主细
胞基因突变出现新表现型，也可能会中断宿主细胞

一些必需基因的转录过程，或激活有害基因，导致

胚胎畸形或死亡[13]．一般认为，外源基因的整合位

点对其表达水平有着至关重要的影响，有时同样一

个外源基因可在一定的整合位点正常表达，而在另

一些位点不表达或低水平表达．因此，外源基因整

合位点的检测是对后续研究和探讨外源基因表型和

功能以及选择适当的个体扩群是十分重要的[14]．

目前，以 PCR技术为基础的扩增外源基因整
合位点的方法有很多，本研究建立 TAIL-PCR克隆
外源基因整合位点的方法．TAIL-PCR法在两只转
基因猪中共得到 16个上游边界扩增产物和 9个下
游边界扩增产物，而且扩增片段能达到 5 kb．
TAIL-PCR法中简并引物对结果的影响较大，发现
不同简并引物与特异性引物组合扩增所得的特异性

片段有很大差异．将得到的序列经过 BLAST比对
后，共获得 3 个整合位点，TgInS1、TgInS2 和
TgInS3．我们进一步采用 Junction PCR对整合位点
进行确定，得到特异性扩增片段，证明了结果的准

确性．

我们应用的转基因猪外源基因整合是随机的，
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一般来说，在不同的原代转基因猪中整合位点应该

是不同的，但本研究发现，两只转基因猪(K25-2
和 K25-3)共有一个外源基因整合位点———TgInS2，
这可能预示着在猪基因组中这段 DNA序列是易于
外源基因插入的，但具体机制还需要进一步研究，

相信对该现象的揭示对外源基因整合机制的研究和

转基因效率的提高有重大意义．本研究还发现，在

我们获得的转基因猪中外源基因以多拷贝的形式插

入到猪基因组的两个位点中，而且外源基因的插入

造成了侧翼序列不同程度的丢失，这种丢失是否导

致了内源基因表达的异常还需要进一步探讨．目前

为止，一只转基因猪(K25-2)生理正常并获得了多
批次后代，而另一只转基因猪(K25-3)并不能正常
繁殖，这种生理上的异常是与外源基因的插入和表

达相关，还是与整合位点侧翼序列的丢失相关，我

们还不得而知．

随机整合会导致外源基因以单位点或多位点的

形式插入到宿主细胞的一个或多个染色体上，即形

成整合位点的纯合子、杂合子和多重杂合子．在获

得转基因动物后，分析外源基因整合位点的纯合

性，选择纯合子进行传代，则能大大提高转基因动

物的扩群效率[12]．传统的方法只有原代转基因动物

获得第一代后，才能选择外源基因单一整合位点的

纯合子进行扩群，这种方法既容易造成时间和财力

的浪费，又容易受到多重杂合子的干扰．本研究采

用外源基因 5忆上游侧翼序列特异性引物、3忆下游侧
翼序列特异性引物和外源基因特异性引物的组合进

行 PCR，通过与野生型基因组的扩增结果比较，
可以有效地区分单一整合位点的纯合子和杂合子．

这种方法简单准确，节约成本，相信能为今后相关

研究提供新的思路．

获得转基因动物后，确定外源基因拷贝数和整

合位点是十分必要的．本研究采用绝对定量 PCR
法检测了外源基因的拷贝数，并应用 TAIL-PCR法
成功地克隆了外源基因整合位点，为下一步研究

外源基因在转基因猪中遗传和表达的稳定性奠定

基础．
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Transgene Copy Number and Integration Site Analysis in Transgenic Pig*
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Abstract Transgene copy number and integration site were checked in transgenic pigs produced by somatic cell
nuclear transfer (SCNT), moreover, Junction PCR was employed to confirm the integration site and analyze
zygosity. The results showed that: absolute quantitative PCR could calculate transgene copy number efficiently.
The parameters of the standard curve was: log2N=-0.935 4驻Ct+3.411 6 (R2=0.997 4, P < 0.001), and copy number
were 30.85依1.77, 18.87 依1.34, respectively, in two transgenic pigs; transgene integration site was successfully
cloned by TAIL-PCR, and 25 bands were obtained. Three integration sites, named TgInS1 (1 440 bp), TgInS2
(1 263 bp) and TgInS3 (1 861 bp), were detected by BLAST; Junction PCR combining with integration site and
transgene specific primers was performed and specific bands confirmed the integration site; Junction PCR
combining with 5忆 and 3忆 integration site and transgene specific primers was performed to analyze integration site
zygosity. Bands amplified by 5忆 and 3忆 integration site specific primers just as WT control were obtained to
determine the heterozygosity of integration site. Absolute quantitative PCR, and TAIL-PCR were established to
check transgene copy number and integration site, and it has laid the foundation to study the inheritance and
expression stability of transgene in transgenic animals.
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