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摘要: piggyBac(PB)转座子作为一种遗传工具被广泛应用于多个物种的转基因及插入突变研究, 目前 PB 转座

子在牛中的相关研究还较少。为了获得 PB 转座子在牛基因组中的整合位点, 总结其转座特征, 文章构建了

PB[CMV-EGFP]和 pcDNA-PBase 二元转座系统, 利用细胞核电转技术共转染牛耳组织成纤维细胞, 经 G-418 筛

选, 获得了稳定转染 EGFP 的转基因细胞系; 提取细胞基因组 DNA, 利用基因组步移技术扩增 PB 转座子 5′ Bac

区插入位置的 DNA 序列; 通过与牛基因组序列进行 BLAST 比对, 得到 PB 转座子在牛基因组中的插入位点。

文章共获得了 8 个有效的整合位点, 但仅有 5 个位点定位到染色体 1、2、11 和 X 染色体上。序列分析表明：

在牛基因组中 , PB 转座子可特异性的插入到“TTAA”位置 , 并整合到基因间的非调控区 ; 分析整合位点

“TTAA”相邻一侧的 5 个碱基组成, 发现 PB 转座子 5′端倾向于插入到 GC(62.5%)碱基富集区。该研究表明, PB

转座子可以在牛基因组中发生转座, 获得的整合位点信息为利用 PB 转座子在牛上开展遗传学研究提供了理论

参考。 
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Integration sites and their characteristic analysis of piggyBac trans-
poson in cattle genome 

DU Xin-Hua, GAO Xue, ZHANG Lu-Pei, GAO Hui-Jiang, LI Jun-Ya, XU Shang-Zhong 
Key Laboratory for Farm Animal Genetic Resources and Utilization of Ministry of Agriculture; Beef Cattle Research Center, Institute of 
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Abstract:  As a useful tool for genetic engineering, piggyBac (PB) transposons have been widely used in more than one 
species of transgenosis or generating mutation studies. At present, the studies about PB transposons in cattle were few. In 
order to get the PB transposon integration sites and summarize its characteristics in bovine genome, donor plasmid of 
PB[CMV-EGFP] and helper-dependent plasmid of pcDNA-PBase were constructed and transferred into bovine fibroblasts 
by Amaxa basic nucleofector kit for primary mammalian fibroblasts. Cell clones stably transfected were obtained after 
screening by G-418. Genomic DNA of transgenic cells was extracted and the integration sites of PB transposon were de-
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tected by genome walking technology. Eight integration sites were obtained in bovine genome, although only 5 sites were 
mapped on chromosomes 1, 2, 11, and X chromosome. We found that PB transposon was inserted into the “TTAA” loca-
tion and integrated into the intergenic non-regulatory sites between two genes. Analysis of the composition of the five bases, 
which was close to the side of the PB integration sites “TTAA”, showed that PB 5′ tended to be inserted into region rich in 
GC (62.5%). From the study, we got that transposition occurred in cattle genome by PB transposons and the integration site 
information acquired from the research will provide theoretical references for bovine study by PB transposon. 

Keywords: piggyBac; transgenic; cattle genome; integration sites 

转基因技术经过近半个世纪的发展, 已成为当
今生物技术研究的热点。克隆技术与转基因技术的

结合, 为动物育种工作者提供了新的思路。然而, 外
源基因在宿主细胞内的随机整合、嵌合表达[1]以及

转基因造成的宿主细胞基因表达差异引起的一系列

安全问题[2,3], 严重制约了转基因动物的生产。因此, 
寻找一个良好的转基因表达载体, 成为动物转基因
技术研究的关键所在。piggyBac(PB)转座子是 Fraser
等[4,5]从粉纹夜蛾(Trichoplusia ni)TN368细胞系中分
离得到的一种 DNA 型转座子, 可特异性的插入到
“TTAA”靶位点, 并且可以精确切离。PB 转座子
介导的转基因具有整合效率高、稳定整合、长期表

达、外源基因负载容量大、单拷贝整合、插入位置

可定位及操作简便等特点[6,7]。2005年, Ding等[6]通

过受精卵原核注射带有 PB转座子的供体质粒和 PB
转座酶(PBase)的辅助质粒, 获得了稳定遗传的 Tyr
和 RFP 转基因小鼠, 开启了利用 PB 转座子进行哺
乳动物遗传学研究的先河。如今, PB转座子已成为
昆虫[8~10]、寄生虫[11~13]、鱼类[14~16]、家禽[17,18]和哺

乳动物[3,19,20]基因功能和转基因研究的有效工具。目

前, 关于 PB转座子与牛的相关研究还较少, 而关于
PB转座子在牛基因组中的整合位点还未见报道。本
研究构建了以 EGFP 为报告基因的 PB 二元转座系
统, 共转染牛耳组织成纤维细胞, 筛选 EGFP 阳性 

细胞; 提取转基因细胞基因组 DNA, 利用基因组步
移技术扩增 PB转座子 5′ Bac区插入位置的 DNA序
列, 探讨 PB 转座子在牛成纤维细胞染色体中的整
合位点及转座特性, 为利用 PB 转座子开展转基因
牛研究提供理论参考。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

大肠杆菌 DH5α 购自天根生化科技(北京)有限
公司。质粒 pXLBacⅡ-Pub-nls-EGFP 和 phsPBac 由
西北农林科技大学陈玉林教授实验室惠赠, pcDNA3.1 
(+)表达载体由中国农业大学李秋玲博士惠赠 , 
pEGFP-C1表达载体购自 Clontech公司, pMD19-T克
隆载体购自宝生物工程(大连)有限公司。PCR 扩增
所用引物(表 1)由北京赛百盛基因技术有限公司合成。 

1.2  方法 

1.2.1  牛耳组织成纤维细胞的分离和培养 

牛耳组织成纤维细胞的分离培养参照郭瑜等[21]

报道的方法, 实验材料来自一头健康的鲁西黄牛成
年公牛耳组织, 采用组织贴块法分离培养成纤维细
胞。实验所用培养基为含 10% FBS 的 DMEM高糖
培养基(Hyclone公司), 细胞在 37℃、5%浓度的CO2、 

 
表 1  PCR 扩增引物序列 

引物 序列(5′→3′) Tm ( )℃  产物/位置(bp) 

F: GGATCCATGGGTAGTTCTTTAGACGATG 
PBase 

R: GAATTCTCAGAAACAACTTTGGCAC 
60 1 785 

SP1 CCTCGAGGTCGACGGTATCGATAA  5972~5995 

SP2 ATGCGTCATTTTGACTCACGCG  6112~6133 

SP3 GTCCTAAATGCACAGCGACGGATTC  6212~6236 

注：下划线部分为酶切位点。 
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饱和湿度的培养箱中培养。 

1.2.2  PB 转座子载体和辅助载体的构建 

PB 转座子供体质粒 PB[CMV-EGFP]的构建过
程如下：首先, 用 HpaⅠ和 SmaⅠ内切酶(TaKaRa公
司 )酶切质粒 pXLBacⅡ-Pub-nls-EGFP, 回收长为
4.23 kb 的片段 , 回收的片段用 T4 DNA 连接酶

(TaKaRa 公司 )连接 , 得到含有 PB 骨架结构的
pXLBacⅡ质粒; 然后, 将质粒 pXLBacⅡ和 pEGFP- 
C1分别进行MluⅠ内切酶(TaKaRa公司)酶切和 SAP
碱性磷酸酶(TaKaRa 公司)去磷酸化处理; 最后, 将
处理后的两个片段用 T4 DNA 连接酶连接, 得到含
有 EGFP标记的 PB供体质粒 PB[CMV-EGFP](图 1)。 

PB 转座子辅助质粒 pcDNA-PBase 的构建过程
如下：以 phsPBac质粒为模板, 使用引物对 PBase-F/R 
(表 1)扩增 PBase 基因, 扩增产物克隆到 pMD19-T
载体上, 经 BamHⅠ和 EcoRⅠ酶切后, 回收目的基
因克隆到 pcDNA3.1(+)相应的多克隆位点上, 得到
PB转座酶辅助质粒 pcDNA-PBase(图 2)。 

1.2.3  PB 转座子二元转座系统共转染牛耳组织成

纤维细胞 

构建好的 PB 二元转座系统共转染牛耳组织成 

纤维细胞, 转染实验严格按照哺乳动物成纤维细胞
核电转染试剂盒(Lonza 公司)说明书进行。转染前
18~24 h 细胞传代, 至转染时细胞汇合度达到 70%; 
收集细胞, 进行计数。用含有 4.5 μg PB[CMV-EGFP]
和 1.5 μg pcDNA-PBase 质粒的电转缓冲液悬浮
1×106个细胞, 立即转入电极杯, 使用 Lonza 核电转
仪自带的 U-023 体系进行电转, 电转后立即将细胞
加入含预热的 1.5 mL 培养基的 6 孔板中, 补加 0.5 
mL培养基, 混匀后放入培养箱培养。 

转染后 24 h, 将每孔细胞用 0.25%的胰酶
(Hyclone 公司)消化, 并接种于 10 cm 培养皿中, 待
细胞贴壁后加入含终浓度为 600 μg/mL G-418的培
养基进行筛选, 连续筛选 2 w 后用维持浓度为 300 
μg/mL的 G-418培养基维持筛选 1 w, 获得稳定的转
EGFP基因的阳性细胞, 经扩大培养后冻存备用。 

1.2.4  PB 转座子在牛基因组中整合位点研究 

收集 EGFP 阳性细胞, 利用动物细胞基因组小
提试剂盒(天根生化)提取 DNA。在 PB转座子 5′ Bac
区设计 3条引物 SP1、SP2、SP3(表 1), 引物之间的
间隔为 100~200 bp。以 EGFP转基因牛细胞系基因
组 D N A 为模板 ,  严格按照基因组步移试剂盒 

 

 
 

图 1  PB[CMV-GFP]载体的构建流程图 
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图 2  pcDNA-PBase 质粒构建流程图 
 
(TaKaRa 公司)的步骤, 经 3 轮巢式 PCR, 在牛基因
组上捕获 PB转座子 5′端插入位置的 DNA片段。将
第 3 轮 PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳, 回收所有条
带。回收的片段克隆到 pMD19-T载体上, 送北京华
大基因研究中心测序 , 测序结果与牛基因组进行
BLAST 比对, 分析 PB 转座子在牛基因组中的整合
位点, 并总结其插入特征。 

2  结果与分析 

2.1  载体的构建 

2.1.1  PB[CMV-EGFP]载体的构建 

构建的 PB[CMV-EGFP]供体质粒用 MluⅠ酶切, 
经琼脂糖凝胶电泳检测 , 得到大小为 4.23 kb 的
pXLBacⅡ片段和大小为 4.7 kb 的 pEGFP-C1 片段, 
同时经 NheⅠ酶切鉴定得到长度约 8.93 kb 的片段, 
表明载体构建成功(图 3)。测序结果显示, 载体序列
完全正确, 没有碱基突变。 

 
 

图 3  PB[CMV-EGFP]质粒酶切检测电泳图 
A：PB[CMV-EGFP]质粒 MluⅠ酶切电泳图; B：PB[CMV-EGFP]
质粒 NheⅠ酶切电泳图。1：PB[CMV-EGFP]质粒酶切电泳图; 2：
对照质粒电泳图; M：DL15000 Marker。 
 

2.1.2  pcDNA-PBase 载体的构建 

构建的 pcDNA-PBase 辅助质粒用 BamHⅠ和

EcoRⅠ双酶切, 经琼脂糖凝胶电泳检测, 得到大小
为 1 785 bp的目的基因 PBase和 5.4 kb左右的空质
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粒片段, 说明目的片段 PBase成功插入到 pcDNA3.1 
(+)载体中。测序结果显示克隆载体中目的基因序列
与 phsPBac质粒中 PBase序列完全一致。 

 

 
 
图 4  pcDNA-PBase 酶切检测电泳图 
M：DL15000 marker。 
 

2.2  PB 转座子二元转座系统共转染牛耳组织成纤
维细胞 

环化的质粒 PB[CMV-EGFP]和 pcDNA-PBase
以细胞核电转染的方式共转染牛耳组织成纤维细

胞, 经 G-418 连续筛选 21 d, 得到绿色荧光密集
的细胞群(图 5), 表明获得了稳定转染 EGFP的转
基因细胞。 
 

 
 

图 5  筛选 21 d 后 EGFP 转基因阳性克隆(20×) 
 

2.3  PB整合位点检测 

以 EGFP 转基因阳性细胞基因组 DNA 为模板, 
利用基因组步移试剂盒扩增 PB 转座子插入位置的
DNA片段, 得到了 8个有效的 PB整合位点(表 2)。
扩增片段与供体质粒 PB[CMV-EGFP]比对发现：仅
在转座子的 5′端内侧有同源序列, 表明 PB转座子全
部以转座的方式特异性的插入到牛基因组“TTAA”

位置。分析整合位点“TTAA”相邻一侧的 5个碱基

发现, PB 转座子倾向于插入到牛基因组的 GC 富集
区 , PB 插入位置的 GC(62.5%)碱基数明显多于
AT(37.5%)碱基数(图 6, P＜0.05)。将得到的片段与
牛基因组序列进行核酸序列 BLAST比对, 其中 5个
位点定位到染色体 1、2、11和 X染色体上, 且整合
到基因间的非调控区。  
 
表 2  PB 转座子在牛基因组中的转座位点 

编号 邻接处基因组序列 染色体 插入位置

1 TTAATCGCCTTGCAGCACAT 2 基因间 

2 TTAATTGCGTTGCGCTCAC 未知  

3 TTAAAGTCACTAGTATCCAA 11 基因间 

4 TTAAGTTGGGTAACGCCAG 2 基因间 

5 TTAATCTGATTTTAAAAAT X 基因间 

6 TTAATGCAGCTGGCACGAC 未知  

7 TTAATTGCGTTGCGCTCAC 未知  

8 TTAAGCCAGCCCCGACACC 1 基因间 

 

 
 
图 6  牛基因组中 PB 整合位点“TTAA”相邻 5 个碱基组

成比例 
 

3  讨 论 

启动子是基因表达调控的重要元件, 它能够控
制基因表达的起始时间及表达程度。同样, 在转基
因动物的生产中, 启动子的强弱也直接影响目的基
因在宿主体内的表达效率。因此, 选择合适的启动
子, 可以有效调节目的基因的表达, 是转基因成功
的关键因素之一。通过分析 PB转座子在不同哺乳动
物个体及细胞中的研究发现, CMV启动子和 SV40启
动子是目前使用频率较高的启动子。为了提高目的

基因的表达效率, 本研究对 PB 转座系统的启动子
进行了改造, 用 CMV 启动子分别替换了供体质粒
pXLBacⅡ-pub-nls-EGFP 上多聚泛素启动子(pub)和
辅助质粒 phsPBac上热休克蛋白启动子(hsp)。 
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目前, PB转座子在家蚕(Bombyx mori)[22]、疟原

虫 (Plasmodium falciparum)[13] 、 果 蝇 (Drosophila 
melanogaster)[23]、小鼠 (Mus musculus)[6]、绒山羊

(Capra)细胞 [24]以及体外培养的人类细胞 [25, 26]的转

基因及遗传学研究发现, PB转座子在宿主基因组中
可特异性的插入到“TTAA”位置, 本研究也得到了
相同的实验结果。此外, 通过分析插入位点“TTAA”

相邻一侧的 5个碱基组成发现, PB转座子在牛基因
组中倾向于插入到 GC 碱基富集区 , 且插入位置
GC(62.5%)碱基含量明显多于 AT(37.5%)碱基, 这与
绒山羊胎儿成纤维细胞的研究结果相同, 即 PB 转
座子 5′区域倾向于插入 GC 碱基富集区[24]; 而与家
蚕[22]、疟原虫[13]及果蝇[23]中的研究结果不同, PB转
座子在这些物种中倾向于插入 AT 碱基富集区。由
此, 我们推测 PB 转座子在基因组的插入位置可能
具有物种特异性。 

通过分析 PB 转座子在不同物种中的插入位置, 
可以看出 PB 转座子在宿主基因组中并非随机整合, 
而是倾向于插入到基因的内含子区或两个基因之

间。研究表明：PB转座子在小鼠基因组中倾向于整
合到基因的内含子区[6]; 在HEK293和HeLa细胞中, 
倾向于整合到基因的转录起始位点和长末端重复元

件区域[25]; 而在人 T 细胞中, 则倾向于整合到转录
单位、CpG岛和转录起始位点区域[26]。由于琼脂糖

凝胶电泳的分辨率, 无法同时分离大小比较相近的
多个片段, 可能使部分整合位点信息遗漏掉, 因此, 
本研究仅获得 8 个有效的整合位点。加之基因组数
据库中存在空位和重复序列, 导致一些转座位点无
法准确定位, 因此, 获得的 8个整合位点, 仅有 5个
定位到染色体 1、2、11和 X性染色体上, 且全部整
合到两个基因间的非调控区。表明利用 PB转座子介
导生产转基因牛, 外源基因倾向于插入两个基因之
间, 一般不会影响牛本身基因的表达, 安全性较高。 

本研究得到了 PB 转座子在牛耳组织成纤维细
胞染色体中的一些插入位点 , 并总结了其插入特
点。尽管所得数目较少, 但还是初步探讨了 PB转座
子在牛基因组中的转座特性, 为利用 PB 转座子开
展转基因牛研究提供了理论参考。 
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•综合信息• 
 

“第三届中国秀丽线虫学术研讨会”将在合肥召开 
 

为了进一步加强国内以秀丽线虫为模式的生命科学研究, 促进国内外秀丽线虫及相关领域科研人员之间的学术交
流, 研讨相关领域中的最新成果和进展, 凝聚中国线虫科研工作者的研究力量, 使以秀丽线虫为模式的科学研究为国
民经济发展做出应有的贡献, 中国遗传学会拟于 2013年 9月 6~8日在合肥举行“第三届中国秀丽线虫学术研讨会”, 诚
邀国内外与秀丽线虫研究相关的学者和研究生踊跃参加。 

一、主办单位 

中国科学技术大学生命科学学院、中国遗传学会 

二、承办单位 

中国科学技术大学生命科学学院 

三、组织委员会 

蔡时青、丁梅、董梦秋、光寿红、黄勋、苗龙、欧光朔、单革、王晓晨、徐涛、杨崇林、张宏 

四、论文摘要 

会议接收秀丽线虫遗传、发育和应用等相关研究领域的论文摘要(英文)。字数限制在 500字以内, 不用图表。会议
学术报告将依据研究方向及摘要内容从与会代表中遴选, 优先考虑高年级博士生、博士后、新近建立实验室的 PI。论
文摘要接收截止日期为 2013年 8月 9日。 

五、学术墙报 

会议接收的墙报规格为 70cm(高)×100cm(宽), 英文。会议组委会将从参会墙报中评选优秀墙报若干。 

六、会议时间、地点 

会议时间：2013年 9月 6日-8日    会议地点：安徽省合肥市中科大生命科学学院 

七、报名联系人： 

中国科学技术大学生命科学学院 单革 
E-mail: shange@ustc.edu.cn    电话：0551-63606274    通讯地址：安徽省合肥市黄山路 443号, 邮编：230027 
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