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摘要 体细胞核移植技术(SCNT)在医学研究、畜牧业生产和拯救濒危动物方面有重要的应用价值，而核移植效率低是制约
其应用的主要因素.印记基因在哺乳动物胚胎发育和出生后的正常生长中都具有十分重要的作用，GTL2基因是在人和鼠中已
被鉴定的印记基因，它作为一种 RNA调解分子调控目的 mRNA的转录.为了研究 GTL2基因在自然繁殖牛和体细胞核移植
牛中的印记状态，首先应用 PCR-SSCP方法对 GTL2基因多态性进行检测，鉴定自然繁殖牛和体细胞核移植牛中的杂合子，
进而利用 RT-PCR-SSCP技术对 GTL2基因在杂合子牛的心、肝、脾、肺、肾、大脑中的表达状态进行分析．研究结果表明：
GTL2基因在自然繁殖牛的被检测的 6个组织中均表现为单等位基因表达，在体细胞核移植牛的心和肝中表现为单等位基因
表达，而在大脑、脾、肺、肾中为双等位基因表达，GTL2基因在体细胞核移植牛的部分组织中表达紊乱有可能是造成体细
胞核移植牛器官发育异常和核移植效率低下的原因之一．
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体细胞核移植技术(SCNT)是培育优良动物品
种的有效手段，在畜牧业生产中具有巨大的经济

价值．Walker等[1]对体细胞核移植牛和自然繁殖牛

的肌肉组成进行了对比分析，发现二者的肉质没有

显著差异．近日，美国药物和食品管理部门的

Rudenko等[2]在文章中指出：体细胞核移植动物以

及它们的后代是安全食品．此外，体细胞核移植技

术还有重要的医学价值，即利用病人自身的体细胞

进行核移植制造胚胎干细胞来实现治疗性克隆[3, 4].
虽然体细胞核移植技术在很多物种上已取得成

功，但核移植效率很低[5]，仅为 3%～5%[6]．核移

植动物存在高频率的表型异常，如核移植的胚胎在

妊娠后期表现为过度增长 [7]，即 LOS (larger
offspring syndrome)综合症[8]，即使存活下来的动物

也常伴有器官发育异常[9]．基因组印记是由表观遗

传修饰决定的父源或母源基因的一个等位基因表

达，大多数印记基因在调控胚胎发育和出生后的生

长中起重要作用，体细胞核移植动物表现出的发育

异常很可能与印记基因表达紊乱有关．

GTL2 (gene trap locus2)基因是在人和鼠中被鉴

定的一个母源表达印记基因，与 DLK1交互印记，
在鼠中位于 12号染色体末端[10]，在人中位于 14号
染色体的一个基因簇内 [11]，编码一段不翻译的

RNA分子，其作用是作为一种 RNA调解分子调控
目的 mRNA的转录[12, 13]．

为了研究 GTL2基因在自然繁殖牛中的印记状
态和在新生死亡的体细胞核移植牛中基因表达是否

异常，本研究首先应用 PCR-SSCP方法检测自然繁
殖牛和新生死亡体细胞核移植牛中的单核苷酸多态

性，确定杂合子，然后应用 RT-PCR-SSCP方法分
析 GTL2基因在杂合子牛的心、肝、脾、肺、肾、
大脑中的表达状态，以寻找造成核移植动物器官发

育异常及新生牛死亡的原因．
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Fig. 1 PCR products of GTL2 gene were resolved
on 1.5% agarose gels

M: DL2000 marker; 1～11: The 174 bp PCR products of GTL2 gene.

1 材料和方法

1.1 实验动物

1.1.1 实验样品及处理．实验动物是 5头出生 48 h
内死亡的雌性体细胞核移植牛(9C1～9C5)，6头出
生后 48 h内直接屠宰的雌性自然繁殖牛作为正常
对照(9N1～9N6)．采集其组织样本，包括大脑、
心脏、肾、肝、肺、脾组织，装入事先准备好的采

样袋，立即投入液氮中，-70℃冰箱保存备用．
1.1.2 主要试剂．TaqDNA 聚合酶、pMD18-T 载
体、 DNase-玉(RNase Free)、 Rnase Inhibitor购自
TaKaRa公司；TRIzol试剂盒购自 Invitrogen公司；
反转录试剂盒购自 Promega 公司；UNIQ-10 胶回
收试剂盒购自上海 Sangon公司．
1.2 实验方法

1.2.1 PCR-SSCP检测 SNP．酚仿抽提法提取体细
胞核移植牛(9C1～9C5)和正常对照牛(9N1～9N6)
肺脏组织的基因组，根据羊的 GTL2基因部分序列
(AY017217)[14]设计引物．上游引物：5忆 CCCACC-
AGCAAACAAAGCAAC 3忆；下游引物：5忆 CATC-
AAGGCAAAAAGCACATCG 3忆．25 滋l PCR 反应
体系：2.5 滋l 10伊缓冲液，2 滋l 2.5 mmol/L dNTPs，
0.1 滋l Taq DNA聚合酶，上下游引物(10 滋mol/L)各
1 滋l，模板 1 滋l，补充双蒸水至 25 滋l．扩增条件
为： 94℃预变性 5 min， 94℃ 30 s， 56℃ 30 s，
72℃ 20 s，30个循环，72℃延伸 7 min．扩增产物
用 1.5%琼脂糖凝胶电泳进行检测．对 PCR产物进
行 SSCP分析，1 滋l RCR产物加 6 滋l凝胶加样缓
冲液，98℃变性 10 min，迅速置于冰上 10 min后
上样．聚丙烯酰胺凝胶电泳浓度为 13%(29∶1)，
120 V电压，4℃电泳 12 h.银染显色．重复 PCR-
SSCP实验 5次．
1.2.2 序列测定．选取不同带型的 PCR 产物在
1.5%琼脂糖凝胶中电泳，并用 UNIQ-10胶回收试
剂盒回收，回收产物连接到 pMD18-T载体上，并
转化 DH5琢菌株，电泳检测后，送至 TaKaRa公司
测序，鉴定杂合子．

1.2.3 总 RNA提取和 cDNA的合成．利用 TRIzol
试剂盒提取杂合动物的心、肝、脾、肺、肾、大脑

的总 RNA，用无 RNA酶的 DNase-玉去除可能的
DNA污染，-70℃保存待用．利用反转录试剂盒进
行 cDNA的合成．20 滋l反应体系中含有大约 1 滋g
的 RNA，反转录反应程序按厂家提供的产品说明
书进行，Oligo (dT)和 AMV 反转录酶引导合成

cDNA．反应过程首先是 65℃变性 10 min，打开
RNA的二级结构，然后每个反应体系中加入 5U的
反转录酶，37℃延伸 50 min，70℃保温 15 min终
止反应． cDNA于-20℃保存待用．
1.2.4 RT-PCR-SSCP分析等位基因的表达．对杂
合动物的组织包括心、肝、脾、肺、肾、大脑的

RT-PCR产物进行基因表达分析．1 滋l RCR产物加
6 滋l凝胶上样缓冲液，98℃变性 10 min，迅速置于
冰上 10 min．聚丙烯酰胺凝胶电泳浓度为 13%
(29∶1)，120V 电压，4℃电泳 12 h．通过银染，
获得图像．重复 RT-PCR-SSCP实验 5次．

2 结 果

2.1 PCR扩增结果
用 GTL2 引物对 11 头牛的基因组进行扩增，

获得一个 174 bp的扩增产物，对其进行测序，测
序结果为： CCCACCAGCAAACAAAGCAAC -
CACTGGGCAGTGACCGCCCCCCCAGGCCGCC-
GAAGATTGAAGAGGACCCGAACTGACCAACC-
AGCTGTCCCTCTTGGCTAAGTGTTGAAACCAG-
TGCCCTAGTGAGGGGGCACTGGCTAACCTCG-
GACTTTCGATGTGCTTTTTGCCTTGATG． 对 所
得序列与羊的 GTL2基因序列(AY017217)进行同源
比较，相似性达 90.8%．PCR产物琼脂糖凝胶电泳
检测结果见图 1．

2.2 多态性检测

用 PCR-SSCP方法对 GTL2基因扩增产物进行
多态性分析，发现 GTL2基因在自然繁殖牛(图 2)
和体细胞核移植牛(图 3)中均存在一个多态位点，
纯合型命名为 AA，杂合型称为 AB(9N1，9C3)，
未发现另一种纯合基因型 BB．
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Fig. 6 An SSCP image of the allele鄄specific
expression pattern of the GTL2 gene in the cattle

produced by natural reproduction
1～6: Expression pattern of GTL2 in the cattle heart, liver, spleen, lung,
kidney, brain.

Fig. 7 An SSCP image of the allele鄄specific expression
pattern of the GTL2 gene in the somatic cell nuclear
transfer cattle showing biallelic expression of GTL2

1～4: Biallelic expression pattern of GTL2 in the cattle brain, spleen,
lung, kidney; 5～6: Monoallelic expression pattern of GTL2 in the cattle
heart and liver.

Fig. 3 Identification of an SNP of GTL2 gene in the
somatic cell nuclear transfer cattle by PCR鄄SSCP

An SSCP image of two different banding patterns of PCR products with

different genotypes at the SNP. 3: AB genotype; 1, 2, 4, 5: AA

genotype.

Fig. 2 Identification of an SNP of GTL2 gene in the
bovine produced by natural reproduction by PCR鄄SSCP

An SSCP image of two different banding patterns of PCR products with

different genotypes at the SNP. 1: AB genotype; 2～6: AA genotype.

2.3 序列测定

对图 2和图 3中显示不同基因型的 PCR产物
进行测序分析，测序结果：AA 型(图 4)，AB 型
(图 5)．结果表明：GTL2基因扩增产物的第 77个
碱基处发生了一个 G/A的改变，突变位点用箭头
表示．

2.4 GTL2基因印记状态分析
选取自然繁殖牛和体细胞核移植牛的杂合子

(9N1，9C3)，对其心、肝、脾、肺、肾、大脑 6个
组织进行 RT-PCR-SSCP等位基因表达分析．结果
表明：在自然繁殖牛杂合子(9N1)的 6个组织中，
与表现 3条条带的基因组 DNA扩增产物相比，只
有 2条明显的条带，即 GTL2基因在这 6个组织中
均表现出单等位基因表达(图 6)；在被检测的体细
胞核移植牛杂合子(9C3)的 6个组织中，GTL2基因
在大脑、脾、肾、肺 4个组织中表现为双等位基因
表达，在心和肝中为单等位基因表达(图 7)．

3 讨 论

基因组印记是一种表观遗传现象，只有特定的

一个等位基因表达．目前 GTL2基因在牛中还没有
明确的序列．本研究中，应用羊的 GTL2基因序列
设计引物，扩增出 174 bp的牛 GTL2基因序列，并
且在此片段上寻找到一个 SNP位点，为研究 GTL2
基因的等位基因表达状态奠定了基础．研究 GTL2
基因在自然繁殖牛中的表达，发现与小鼠、人和羊

中一样，牛中的 GTL2基因也是印记的，而且在被

Fig. 4 Gene sequencing of AA genotype
AA genotype: An animal homozygous for allele A.

AA

T G A C C A A C C A G

Fig. 5 Gene sequencing of AB genotype
AB genotype: An animal heterozygous for the SNP has double peaks of

both A and G nucleotides at the SNP.

AB

T G N C C A A C C A G
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检测的心、肝、脾、肺、肾、大脑 6个组织中均表
现为单等位基因表达，这与 Dindot等[15]的研究结

果一致，Dindot等应用种间杂交的方法制备了 72
日龄的家牛与野牛的杂交胚胎，并证明了 GTL2基
因在杂交胚胎中表现为母源等位基因表达．GTL2
基因印记状态在种间的保守性表明了哺乳动物发育

过程中这一基因印记的重要性．

在新生死亡的体细胞核移植牛中，GTL2基因
在大脑、脾、肾、肺 4个组织中表现为双等位基因
表达，呈现印记状态紊乱．Zhang等[16]分析了 H19
基因在 4头出生死亡的体细胞核移植牛中的表达，
发现其中 3头克隆动物表现为双等位基因表达．这
些克隆牛虽然发育到了出生，但出生后不久就死亡

了，这说明发育到出生的克隆牛可以承受高度的印

记紊乱．在克隆鼠中，Mann等[17]报道了只有 4%的
克隆鼠胚胎具有所测印记基因的正常表达形式，而

在发育至足月并且出生后存活的克隆鼠中，印记基

因有相对正常的表达，这也许可以帮助我们解释克

隆鼠的低效率．Dindot等[18]在 40日龄的克隆牛胎
儿和胎盘中发现，GTL2基因和 IGF2基因呈现正常
的等位基因表达，这些克隆胎儿的供体细胞是来自

家牛与野牛种间杂交得到的同一头牛．由于这些胚

胎在妊娠早期就被用来进行印记检测了，所以不知

它们能否活到出生．

体细胞核移植动物存在大量的表型异常和不同

程度的发育缺陷，主要表现为胚胎的过度增长，发

育至成年的几率很低，这与许多印记基因甲基化异

常进而表达失调导致的症状相似．CpG双核苷酸 C
残基的 DNA甲基化与组织特异性基因的表达密切
相关[19]．Liu等[20]在 2007年发表文章指出，4头自
发性流产的克隆牛胎儿中 4个印记基因(Peg3, Xist,
Peg10和 MAOA )的差异甲基化区域(DMRs)有不同
程度的甲基化异常．异常的 DNA甲基化会影响供
体核的表观重编程，是体细胞克隆效率低下和克隆

动物器官发育异常的原因之一[21]．大量研究试验表

明，供体核的不完全重编程是某些有重要作用的基

因没有表达或表达异常使核移植效率低的内在机

制[22, 23]．

虽然对哺乳动物进行体细胞核移植在 10年前
就成功了，而对核重编程的研究还处于初期阶段，

进一步研究核重编程的分子机制将使体细胞核移植

变得乐观．如果能反向控制细胞的分化阶段，体细

胞核移植将不再是学术上的难题[24]．在本研究中，

我们发现，在自然繁殖牛中 GTL2基因是印记的，

在发育异常的体细胞核移植牛的部分组织中存在

GTL2印记混乱，而印记混乱的作用机制有待进一
步研究．
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Abstract Somatic cell nuclear transfer (SCNT) has great value in medicine, stock breeding and saving
endangered animals, but the low efficiency of SCNT restricts its application. Imprinted genes regulate fetal growth
and many are essential for normal development in mammals. GTL2 is imprinted in human and mouse, which act as
noncoding RNAs regulating the translation of target mRNA. In order to identify the expression of GTL2 in cattle
produced by natural reproduction and by SCNT, a single nucleotide polymorphisms (SNPs) in GTL2 through
PCR-SSCP was identified and the GTL2 expression patterns in six organs of hybrids was analyzed by
RT-PCR-SSCP. The results demonstrated that GTL2 was monoallelic expression in all six examined organs of
cattle produced by natural reproduction, and showed monoallelic expression in heart and liver but biallelic
expression in brain, spleen, lung and kidney of cattle produced by SCNT that died shortly after birth. The abnormal
expression of GTL2 may contribute to the organ development defects and the low efficiency of SCNT.
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