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摘要：目的 建立表达绿色荧光蛋白(GFP)的转基因昆明白小鼠，为相关实验提供带报告基因的远交系动物模型。方法 用携带有绿色荧光蛋白报告基因的慢病毒载体感染昆明小鼠胚胎干细胞系KES，得到稳定高效表达绿色荧光蛋白的胚胎干细胞KES-GFP。通过将KES-GFP与129品系小鼠的胚胎进行聚合发育形成嵌合体囊胚,移植到假孕小鼠子宫获得表达绿色荧光蛋白的嵌合体小鼠,嵌合体小鼠与昆明白小鼠交配获得转基因小鼠。结果 成功获得了表达GFP的转基因昆明白小鼠。结论 基于胚胎干细胞成功建立了绿色荧光蛋白转基因昆明白小鼠。
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Establishment of Transgenic Kunming White Mice Expressing Green Fluorescence Protein
YANG Baotian1, LIU Tao2, ZHAO Wuyang1, QIAN Qijun2
(1. Xinyuan Institute of Medicine and Biotechnology, Zhejiang Sci-Tech University, Hangzhou 310018;
2. Laboratory of Viral and Gene Therapy, Eastern Hepatobiliary Surgery Hospital, Shanghai 200438)
Abstract: AIM To establish transgenic Kunming white mice expressing green fluorescence protein (GFP), providing outbred animal models carrying reporter gene for related studies. METHODS Infected Kunming mouse embryonic stem cell line KES using a lentivirus carrying GFP as a reporter gene, and generated an ES cell line KES-GFP expressing GFP efficiently and stably. These ES cells were introduced into host embryos from 129 stain mouse through aggregation to form chimeric blastocysts, then transferred it into uterus of pseudopregnant mice to obtain chimeric mice expressing GFP. These chimeric mice were mated with Kunming mice to obtain transgenic mice. RESULTS We obtained transgenic Kunming white mice expressing GFP successfully. CONCLUSION Transgenic Kunming white mice expressing GFP can be successfully established based on embryonic stem cells.
Key words: Embryonic stem cell; Transgenic mouse; Green fluorescence protein; Chimera
0 引言
胚胎干细胞（Embryonic Stem Cells, ESCs）是一类来源于囊胚内细胞团（Inner Cell Mass, ICM）且具有自我更新和多向分化潜能的细胞。1981年Evans和Kaufman[1]等人首次成功从129品系小鼠胚胎中分离并培养了ESCs。1984年Bradley[2]等人又通过囊胚注射方法成功获得了第一例小鼠ES细胞的生殖系嵌合体。遗传修饰ES细胞的突变小鼠的产生在过去几年内已经成为一项标准技术，基本上有两种常规方法用于将ES细胞的基因组传递给后代获取嵌合体，即ES细胞注射到囊胚腔或者与卵裂球期的胚胎聚合[3]。无论哪种方法都表明了体外培养的小鼠ESCs再次与宿主囊胚融合后可以广泛地参与到宿主各种组织的分化中，能否进行生殖系嵌合亦成为鉴定ESCs的金标准。

绿色荧光蛋白（Green Fluorescent Protein, GFP）及其多种衍生物作为一种报告蛋白，由于其无需酶底物、抗体或其它辅助因子等的参与即可在蓝光激发下发出绿色荧光[4]，现已在细胞生物学和其它生物学科中广泛应用[5]，主要用于细胞的示踪过程。

在上个20年间，已经启动了一些小鼠突变计划，而且通过在小鼠ESCs内靶向变异形成而产生的突变小鼠的数量正以指数方式增长[6-9]。昆明白小鼠作为国内药理学和遗传学研究中常用的一支远亲繁殖小鼠品系，具有许多自身优势，比如抗病性较高，生长迅速等。然而，基于ESCs构建昆明白转基因小鼠研究却未有报道，本实验室成功建立了昆明白小鼠ESCs[10]，为构建转基因昆明白小鼠提供了最优靶细胞。本实验通过将携带有绿色荧光蛋白基因的慢病毒载体导入昆明小鼠胚胎干细胞系KES，从而得到稳定表达绿色荧光蛋白的胚胎干细胞KES-GFP。应用胚胎聚合技术将KES-GFP细胞与129品系小鼠的早桑葚胚期胚胎进行融合获得了嵌合鼠，进而获得了转基因小鼠。
1 材料与方法
1.1 实验材料
实验用昆明白小鼠及129品系小鼠均购于中国科学院上海实验动物中心；昆明白小鼠胚胎干细胞系KES由本实验室自建。

所有动物实验均依照美国国立卫生院关于实验动物使用健康指南进行，经第二军医大学动物管理委员会批准（EC11-055）。

慢病毒包装所用质粒（pMD2G、psPAX2及pLV120-EGFP）均由本实验室保存；胚胎操作所用玻璃工具均为自制。

H-DMEM、Neurobasal Medium、DMEM/F12、KSOM、L-谷氨酰胺、β-巯基乙醇、N2和B27等购于GIBCO公司；FBS购于PAA公司；CHIR99021和PD0325901购于STEMGENT。

1.2 培养体系

293T细胞培养基：含10% FBS的H-DMEM。

小鼠胚胎成纤维细胞培养基：H-DMEM和DMEM/F12培养基等体积混合，添加10% FBS。

小鼠ES细胞培养基：在N2B27基础培养液[11, 12]中，添加小分子抑制剂CHIR99021、PD0325901，终浓度分别为3 μmol/L和1 μmol/L[13]。

1.3 实验方法

1.3.1 携带EGFP基因的慢病毒的制备
提前15 min用0.1%的明胶包被100 mm培养皿，选取长势良好的293T细胞铺1.0~4.0×106/皿，37℃、5% CO2条件下培养。待细胞汇合度达到70~80%，转染前3~4 h换液。采用磷酸钙转染法转染293T细胞。按照表达质粒：包装质粒：包膜质粒=3:2:1的比例，混合后加入无血清H-DMEM，总体积450 μl，吹打混匀，滴加至293T细胞上。转染后8 h换为正常培养液。48 h和72 h分别收集病毒上清。将病毒上清浓缩并分装，-80℃冻存待用。
1.3.2 KES-GFP细胞的建立和培养

复苏3代以内昆明白小鼠ES细胞KES于滋养层上，N2B27+2i培养体系下培养2~3天。待细胞克隆长大后，传代接种于无滋养层且用0.1%明胶包被的组织培养皿中，以去除滋养层细胞。将长势良好的第三代KES细胞以2.5×105/孔的密度接种于六孔板内，5% CO2、37℃培养过夜。第二天更换新鲜培养液，用携带EGFP基因的慢病毒载体感染细胞，6h-10h换液，24小时后再感染一次。36 h后用荧光显微镜观察细胞表达EGFP的情况。将病毒感染的KES细胞按1:50传到明胶包被的培养皿中。继续培养5天后在荧光显微镜下挑取绿色荧光最强的细胞单克隆移植到96孔板中继续扩增培养，命名为KES-GFP。

取对数生长期的KES-GFP细胞，用终浓度为0.25 μg/ml的秋水仙素处理4小时，胰酶消化制备单细胞悬液，0.35%的KCl低渗处理，固定，滴片。自然干燥后用DAPI染液染色，镜检分析20个核分裂像。
1.3.3 聚合用胚胎的收集

将交配后2.5天的129品系雌性小鼠的输卵管及子宫整个取出，剪取输卵管，PBS清洗2次，置于无菌培养皿中。用自制尖端口径200~300微米的玻璃冲卵针吸入含血清的DMEM/F12作为冲卵液从输卵管伞插入将桑葚期胚胎冲出。将盛有胚胎和冲卵液的培养皿置于50~100倍的解剖显微镜下，用自制玻璃吸卵针收集胚胎。挑选形态良好的胚胎酸性台式液中孵育去除透明带，然后用自制吸卵针分别将其转移到含有10% FBS的KSOM微滴中培养，微滴上覆盖一层矿物质油，准备用于聚合实验。

1.3.4 胚胎聚合

选取无滋养层条件下培养的形态良好，核型正常，无分化迹象且无支原体污染的KES-GFP细胞，去除培养皿中的培养液，PBS清洗细胞一次。加适量0.25%胰酶覆盖细胞，置于37℃消化1~2分钟。待大多数克隆漂浮，加入含血清的培养基终止消化。收集疏松联系的细胞团，小心转移至大滴的KSOM液中。然后利用自制吸卵针将每个细胞团转移至新的胚胎液滴中。选择形态最好的8~15个细胞的细胞团转移至培养胚胎的KSOM微滴中，并与其接触。聚合物放在37℃、5%CO2、饱和湿度培养箱中培养24 h。第二天，将发育到桑椹胚晚期或囊胚早期的聚合物移植到交配1.5~2.5天的假孕129雌性小鼠子宫内。每侧子宫分别植入7~8枚聚合胚胎，之后将母鼠放回笼内饲养待产。17~18天后，母鼠产下小鼠。

1.3.5 小鼠嵌合情况的观察

通过毛色观察小鼠嵌合程度。

1.3.6 生殖系嵌合检测

选取雄性灰白花嵌合小鼠与昆明白雌鼠交配。将子一代毛色为白色的小鼠进行自交，得到子二代毛色为白色的小鼠即认定为生殖系嵌合。

2 实验结果

2.1 KES-GFP细胞的准备

KES-GFP细胞呈克隆状生长，边缘清晰，表面平滑，结构致密（图1），且在荧光显微镜下可见克隆发出较强的绿色荧光，表面荧光强度均匀。经核型分析，KES-GFP细胞保持正常小鼠40条染色体数目的百分率在90%以上（图2）。
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图1 KES-GFP细胞的克隆形态

Fig.1 Cloning morphology of KES-GFP cells
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图2 KES-GFP细胞的核型分析

Fig.2 Analysis of KES-GFP karyotype
注：A、B均为KES-GFP细胞的正常核型，均为40条。
2.2 胚胎融合及嵌合体小鼠的获得

KES-GFP细胞与桑葚期胚胎聚合后发育到囊胚，在蓝光激发下可见绿色荧光细胞嵌合到内细胞团中（图3）。将发育到桑椹胚晚期或囊胚早期的胚胎移植到假孕母鼠子宫内继续发育。17~18天后，假孕母鼠产下灰白花色小鼠（图4）。
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图3 发生聚合后的胚胎

Fig.3 Embryo after aggregation

注：（A）明场下KES-GFP细胞与桑葚期胚胎聚合后发育到囊胚期的形态；（B）同场景蓝光激发下的细胞形态。
[image: image5.jpg]



图4 毛色嵌合小鼠

Fig.4 Coat color in chimeric mouse

2.3 生殖系嵌合

嵌合小鼠与昆明白小鼠配种后2.5~3d的桑椹胚期胚胎，可见其中有5个胚胎表达GFP（图5），说明KES-GFP成功嵌合到生殖系中。将子二代纯白色小鼠置于紫外灯下观察，可见小鼠耳朵、鼻尖、眼睛等毛发未覆盖处发出明显的绿色荧光（图5），其它部位由于毛发覆盖未能观察到明显的绿色荧光。
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图5 嵌合小鼠配种后的桑椹胚
Fig.5 Morulas of chimeric mice after mating
注：（A）明场下桑椹胚的形态；（B）同场景蓝光激发下桑椹胚的形态。
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图6 紫外线照射下的生殖系嵌合小鼠
Fig.6 Germline chimeric mouse under UV
3 讨论
人类基因组序列已经差不多被完全排列出来，而且至少已经发现了2.7~2.8万个基因。采用cDNA微阵列进行基因表达模式的系统研究，通过同时对比数万个基因的表达水平，提供了细胞和组织的分子水平的可靠剖析方法。然而，关于各种基因体内功能的信息，尤其是致病基因，仍然需要进行具有特殊变异的动物模型的研究。

目前针对胚胎干细胞的应用研究主要集中在两个方面，即细胞分化和基因功能研究。胚胎干细胞是一类具有多能性的细胞，可以被诱导分化为多种特定的组织类型细胞，通过绿色荧光蛋白的表达可以直观追踪和实时观察ES细胞的分化过程。嵌合体作为研究胚胎干细胞应用的主要手段之一，它的成功获得高度依赖于ES细胞和胚胎被处理的好坏。只有最高质量的胚胎才能用于聚合实验。细胞和组织培养过程中要完全无菌操作，避免任何可能的污染风险。本实验所用的KES-GFP细胞经过严格的核型分析和支原体污染检测，确保细胞核型正常，无任何可能形式的污染。

在ES细胞基础上进行遗传修饰一般情况下都要通过嵌合体的生殖细胞才能传递给后代，因而生殖系嵌合体的获得是实现ES细胞途径遗传修饰的关键步骤，仅仅得到非种系嵌合体对于功能基因研究而言是没有实际意义的。本研究所得到的灰白花色嵌合鼠与昆明白小鼠交配，子一代得到的白色小鼠再次进行自交实验，可得到转基因纯合子小鼠。我们的结果证明，除已经得到证明的近交系129小鼠外，远交系昆明白小鼠的ES细胞同样具有生殖系嵌合能力。因此，我们所建立的KES-GFP细胞系为今后方便地制备转基因动物和基因敲除动物等研究奠定了基础。
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