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人ＨＢＶ、ＨＢｘ定向敲入ｐ５３位点大鼠胚胎干细胞株的建立
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２．浙江理工大学生命科学学院新元医学与生物技术研究所，杭州３１００１８

　　［摘要］　目的　建立人 ＨＢＶ、ＨＢｘ定向敲入ｐ５３位点的大鼠胚胎干细胞株，为建立相关动物模型奠定基础。方法　通
过ＰＣＲ方法扩增出人ｐ５３基因上下游同源臂、ＨＢＶ全基因组序列、ＨＢＶ 的Ｘ蛋白编码基因（ＨＢｘ），将其插入本实验室自主

构建的基因打靶通用载体ｐＫＯ中，分别构建ｐＫＯｇＨＢＶ及ｐＫＯＸ打靶载体。载体经ＳａｌⅠ酶切线性化后，电转入状态良好

的大鼠胚胎干细胞株中，经３轮药物筛选，获得单细胞克隆。通过ＰＣＲ技术筛选获得阳性细胞克隆，并进行支原体污染鉴定

和核型分析。结果　成功构建ｐＫＯｇＨＢＶ及ｐＫＯＸ打靶载体；电转大鼠胚胎干细胞株，经３轮药物筛选，分别挑取若干细
胞克隆，其中２个ｐＫＯＸ细胞克隆和１个ｐＫＯｇＨＢＶ 细胞克隆经 ＰＣＲ鉴定、支原体检测和核型分析确定结果正确。

结论　成功建立了人 ＨＢＶ、ＨＢｘ定向敲入ｐ５３位点的大鼠胚胎干细胞株，为后续建立动物模型奠定了基础。
　　［关键词］　乙型肝炎病毒；ＨＢｘ基因；ｐ５３基因；胚胎干细胞
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　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染与
肝癌关系密切，但其感染具有的明显的种属和组织
特异性为建立理想的动物模型带来很大困难［１２］。

２００８年人们建立了真正意义的大鼠胚胎干细胞株
（即能生殖传代的大鼠胚胎干细胞株）［３５］，这使得构

建基因定向敲入或敲除的大鼠模型成为可能。大鼠

ｐ５３基因敲除后自发产生肝癌，有别于小鼠ｐ５３基
因敲除后很少自发产生癌症，这也从侧面说明大鼠
更接近于人类［６９］。本研究拟建立人 ＨＢＶ、ＨＢＶ 的

Ｘ蛋白编码基因（ＨＢｘ）定向敲入ｐ５３位点的大鼠胚
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胎干细胞株，为研究 ＨＢＶ感染与肝癌发生发展的关
系、寻找 ＨＢＶ和 ＨＢｘ作用过程中新的信号通路和
肝癌治疗的新靶点奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料　质粒：ｐＣＡＧＥＧＦＰｉｒｅｓＰＡＣｐ５３（美
国南加州大学应其龙教授惠赠），ｐＫＯ（实验室自建，

ｐＣＡＧＥＧＦＰｉｒｅｓＰＡＣＤＴＡ）。细胞株：ＤＡ 大鼠
胚胎干细胞株（美国南加州大学应其龙教授惠赠），

Ｌ２．２．１５细胞株（实验室自建），饲养层细胞（实验室
自行制备）。菌株：ＤＨ５α及其感受态（实验室自
建）。研究中所用到的引物（利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计，
上海生工生物工程技术服务有限公司合成）见表１。

表１　基因敲除载体构建和ＰＣＲ鉴定所用的引物

Ｔａｂ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ
ｆｏｒＨＢＶ／ＨＢｘｋｎｏｃｋｉｎａｎｄＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

３Ｆ１ ＡＧＴＴＧＡＴＣＡＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＡＴＴＣＴＴＧＣＴＣ
３Ｆ２ ＧＴＣＧＣＧＡＴＣＧＣＡＣＡＡＡＧＴＣＡＣＡＧＡＧＣＣＡＣＴ
Ｘ１ ＧＴＣＣＴＣＧＡＧＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＣＴＧＣＴＡＧＧＣＴＧＴＧＣ
Ｘ２ ＧＣＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＡＧＧＣＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＡＡＧＴ
ＨＢＶ１ ＧＴＣＡＣＧＣＧＴＴＴＴＴＴＣＡＣＣＴＣＴＧＣＣＴＡＡＴＣＡ
ＨＢＶ２ ＣＧＴＴＧＡＴＣＡＡＡＡＡＡＧＴＴＧＣＡＴＧＧＴＧＣＴＧＧ
ＪＤ１ ＧＣＣＣＡＧＧＴＧＣＴＡＧＡＣＣＣＧＧＡ
ＪＤ２ ＴＧＴＣＣＣＡＧＡＡＣＣＡＣＣＣＧＧＣＡ
ＪＤ３ ＧＣＡＴＡＡＴＧＣＣＡＧＧＣＧＧＧＣＣＡ
ＪＤ４ ＣＡＧＣＧＴＧＡＴＧＡＴＧＧＴＡＡＧＧ
ＺＹＴ１ ＧＧＧＡＧＣＡＡＡＣＡＧＧＡＴＴＡＧＡＴＡＣＣＣＴ
ＺＹＴ２ ＴＧＣＡＣＣＡＴＣＴＧＴＣＡＣＴＣＴＧＴＴＡＡＣＣＴＣ

１．２　基因打靶载体片段的获取　将ｐＣＡＧＥＧＦＰ

ｉｒｅｓＰＡＣｐ５３质粒转化ＤＨ５α感受态，在Ａｍｐ抗性的

平板上挑取克隆，选用合适的限制性内切酶鉴定。鉴

定正确的菌株，重新摇菌１００ｍｌ扩增１４～１８ｈ，中量

提取质粒。以提取出来的质粒为模板，选用３Ｆ１、３Ｆ２
引物进行ＰＣＲ扩增。扩增程序：９８℃３０ｓ；９８℃１０

ｓ；５５℃３０ｓ；ＩＮＣ（每个循环梯度增加０．６℃）；７２℃

１３０ｓ（到第２步进行１２个循环）；９８℃１０ｓ；５７℃３０ｓ；

７２℃１３０ｓ（到第６步进行２４个循环）；７２℃６ｓ；４℃４

ｈ。根据扩增片段的不同，退火温度有一定差异。通过

合适条件，将３′同源臂扩增出来。扩增出来的片段电
泳凝胶回收后再进行合适酶切，重新回收待连接。

ｐＣＡＧＥＧＦＰｉｒｅｓＰＡＣｐ５３质粒酶切回收５′同源臂。
肝癌细胞株Ｌ２．２．１５培养后，取上清液提ＤＮＡ，以提
取的ＤＮＡ为模板，ＨＢＶ１、ＨＢＶ２和Ｘ１、Ｘ２为引物，

ＰＣＲ扩增 ＨＢＶ全基因组和Ｘ片段。酶切回收目的
片段，鉴定正确后待连接。

１．３　基因打靶载体的构建和鉴定　在通用载体

ｐＫＯ的基础上分别以ＢｃｌⅠＡｓｉＳⅠ酶切连接３′同
源臂，以ＳａｌⅠＰａｃⅠ酶切连接５′同源臂，以构建成
新的大鼠ｐ５３基因敲除载体。在新大鼠ｐ５３基因敲
除载体的基础上，以ＭｌｕⅠＢｃｌⅠ酶切连接乙肝病毒
全基因组序列构建成 ＨＢＶ 基因敲入载体（ｐＫＯ
ｇＨＢＶ），以ＸｈｏⅠＮｏｔⅠ酶切连接 Ｘ蛋白的 ＤＮＡ
序列构建成Ｘ蛋白基因敲入载体（ｐＫＯＸ）［５，１０］；并
进行酶切电泳鉴定。图１显示了质粒ｐＫＯｇＨＢＶ
和ｐＫＯＸ重要元件和基本结构。

图１　质粒ｐＫＯｇＨＢＶ、ｐＫＯＸ模式图

Ｆｉｇ１　ＰｌａｓｍｉｄｐＫＯｇＨＢＶａｎｄｐＫＯＸ

１．４　 胚胎干细胞培养和药物筛选　选择已经建系
的ＤＡ大鼠胚胎干细胞株，在 ＭＥＦ饲养层细胞上以

２ｉ无血清体系 （准备无血清Ｎ２Ｂ２７培养液，并于其
中加入３μｍＣＨＩＲ９９０２１和０．４μｍＰＤ０３２５９０１）进
行培养。ＭＥＦ细胞取自１３．５ｄ小鼠胚胎，预先用丝
裂霉素处理以抑制其生长。选择培养状态良好的大
鼠胚胎干细胞用于电转。用于电转的质粒以单酶切

ＳａｌⅠ线性化。建立稳定大鼠胚胎干细胞电转条件。
约１０６～１０７个胚胎干细胞和２０μｇ线性化ｐＫＯＸ、

ｐＫＯｇＨＢＶ质粒用不含钙镁离子的ＰＢＳ液混匀，冰浴

５ｍｉｎ后在２００Ｖ电压、脉冲时间５ｍｓ、脉冲次数为１
的条件下进行电转，电转后再冰浴５ｍｉｎ，再将细胞转
入铺好 ＭＥＦ细胞的６孔板中培养。２４ｈ后加０．５
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μｇ／ｍｌ嘌呤霉素进行筛选。３ｄ左右换一次液，隔天加
药培养，重复筛选３轮，通过观察荧光等确定细胞生
长状态。直到绝大部分胚胎干细胞克隆均发绿色荧
光，挑选生长状态良好者置于９６孔板中培养。将目
的抗性克隆细胞扩大培养，以供后续鉴定。

１．５　 胚胎干细胞ＰＣＲ鉴定、支原体检测和核型分析

１．５．１　基因组ＰＣＲ鉴定　挑选出来的目的单克隆
细胞扩增培养后，提取其基因组ＤＮＡ序列先进行

ＰＣＲ电泳检测，并取阴性胚胎干细胞基因作对照。
在３′同源臂下游靠近外源整合序列处设计ＰＣＲ鉴
定上游引物ＪＤ１，并在原有序列和外源整合序列处
分别设计ＰＣＲ鉴定下游引物ＪＤ２、ＪＤ３和ＪＤ４。利
用ＪＤ１、ＪＤ２和ＪＤ３检测ｐＫＯＸ整合情况；用ＪＤ１、

ＪＤ２和ＪＤ４检测ｐＫＯｇＨＢＶ整合情况。

１．５．２　支原体检测　取培养２ｄ或３ｄ的大鼠胚胎
干细胞上清１ｍｌ，１０００×ｇ，４℃ 离心１０ｍｉｎ，小心
移除上清，加入１ｍｌＳＴＥ缓冲液洗一次。加入２０

μｌＳＴＥ＋１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００重悬，１００℃加热 １０
ｍｉｎ。以此为模板做ＰＣＲ扩增，以ＳＴＥ＋１％Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００作阴性对照，支原体作阳性对照。电泳观察条
带确定是否发生支原体污染。

１．５．３　核型分析　实验前，于培养细胞中加入秋水
仙素处理；收集细胞时，用枪头吹打使细胞完全悬
浮，再置于刻度离心管中１０００×ｇ离心８ｍｉｎ；弃上
清，加入３７℃预温的０．０７５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液８ｍｌ，用
吸管轻轻吹打细胞团混匀后，置３７℃恒温水浴箱低
渗处理２５ｍｉｎ；加入１ｍｌ新配制的固定剂（甲醇
冰乙酸＝３１），用吸管小心吹打混匀，１０００×ｇ离
心８ｍｉｎ；弃上清，加入８ｍｌ固定液，吹打细胞团制
成细胞悬液后，室温下固定２０ｍｉｎ，并１０００×ｇ离
心８ｍｉｎ；弃上清，反复固定３次；吸取少量细胞悬
液，滴２～３滴于冰水浸泡过的载玻片上，吹散，气
干；将标本置于Ｇｉｅｍｓａ染液中染色８ｍｉｎ，水洗去浮
色，气干；显微镜下观察染色体标本分散情况。

２　结　果

２．１　基因打靶载体的鉴定　从图２中可以看出，成
功获得了３′同源臂、５′同源臂、ＨＢｘ基因、ＨＢＶ全
基因组片段，而且这些片段的两端带有多克隆位点，
便于连入骨架质粒。图３显示ＨＢＶ基因敲入载体

ｐＫＯｇＨＢＶ和 Ｘ蛋白基因敲入载体ｐＫＯＸ构建
成功。

图２　打靶亚克隆片段电泳鉴定图谱

Ｆｉｇ２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｔａｒｇｅｔｅｄｖｅｃｔｏｒｓ
１：３′ｈｏｍｏｌｏｇｕｅａｒｍ；２：５′ｈｏｍｏｌｏｇｕｅａｒｍ；３：ＨＢｘｇｅｎｅ；４：ＨＢＶｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅ．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

图３　ｐＫＯＸ和ｐＫＯｇＨＢＶ酶切电泳鉴定结果

Ｆｉｇ３　ＡｇａｒｏｓｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐＫＯＸａｎｄｐＫＯｇＨＢＶ
Ａ：ｐＫＯＸ，ｃｌｏｎｅ１，２，３，６ｈａｖｅ１２１９６ｂｐａｎｄ４６５ｂｐｆｒａｇｍｅｎｔｓ；

ｃｌｏｎｅ４，５ｈａｖｅ１２１９６ｂｐａｎｄ８４５ｂｐｆｒａｇｍｅｎｔｓ；ｃｌｏｎｅ６ａｓｎｅｇａｔｉｖｅ
ｒｅｓｕｌｔ．Ｂ：ｐＫＯｇＨＢＶ，ｃｌｏｎｅ１ｈａｓ１２１９６ｂｐａｎｄ３２１５ｂｐｆｒａｇ
ｍｅｎｔｓ；ｃｌｏｎｅ２ｈａｓｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

２．２　基因打靶细胞药物筛选结果　经过３轮药物

筛选后得到绿色荧光表达率高达９０％的胚胎干细胞

克隆群，从中挑选２０个克隆分开培养，得到３个

ｐＫＯＸ克隆和１个ｐＫＯｇＨＢＶ克隆（图４）。

２．３　基因打靶细胞ＰＣＲ鉴定、支原体检测和核型

分析结果　将筛选得到的细胞克隆扩大培养后，提

取ＤＮＡ进行ＰＣＲ，结果显示ｐＫＯＸ细胞克隆出现

３２３ｂｐ和５８６ｂｐ条带，ｐＫＯｇＨＢＶ细胞克隆出现

６３４ｂｐ和３２３ｂｐ条带，正常胚胎干细胞仅有３２３ｂｐ
条带（图５Ａ、５Ｂ）；支原体检测结果显示 ２ 种打

靶细胞克隆和阴性对照均未出现阳性条带（图５Ｃ）；
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体核型分析结果，１个ｐＫＯＸ打靶细胞克隆显示核

型成多倍体（图５Ｄ），而另外２个ｐＫＯＸ打靶细胞克

隆和１个ｐＫＯｇＨＢＶ 打靶细胞克隆核型均染色

正常。

图４　电转前后胚胎干细胞图

Ｆｉｇ４　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｅｄｒａｔＥＳｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ
Ａ１，Ａ２：Ｒａｔｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ；Ｂ１，Ｂ２：ＴｈｅｄｒｕｇｓｅｌｅｃｔｅｄｒａｔｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｐＫＯＸｐｌａｓｍｉｄｗａｓｅｌｅｃｔｒｏ

ｐｏｒａｔｅｄ；Ｃ１，Ｃ２：ＴｈｅｄｒｕｇｓｅｌｅｃｔｅｄｒａｔｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｐＫＯｇＨＢＶｐｌａｓｍｉｄｗａｓｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｅｄ．Ａ１，Ｂ１，Ｃ１：Ｒｅｓｕｌｔｓｕｎｄｅｒｏｐｔｉｃａｌｍｉ

ｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ａ２，Ｂ２，Ｃ２：Ｒｅｓｕｌｔｓｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

图５　基因打靶细胞ＰＣＲ鉴定及支原体检测

Ｆｉｇ５　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓａｎｄＭｙｃｏｐｌａｓｍａｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｅｄｒａｔＥＳｃｅｌｌｓ
Ａ：ＡｇａｒｏｓｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＥＳ，ｐＫＯＸ．Ｆｒｏｍ１ｔｏ３，ＰＫＯＸｔａｒｇｅｔｅｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓｈａｖｅ３２３ｂｐａｎｄ５８６ｂｐｆｒａｇｍｅｎｔｓ；ｎｏｒｍａｌｅｍｂｒｙ

ｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ（４）ｏｎｌｙｈａｓ３２３ｂｐｆｒａｇｍｅｎｔｓ；Ｂ：ＡｇａｒｏｓｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＫＯｇＨＢＶｔａｒｇｅｔｅｄｃｅｌｌｌｉｎｅ，ｉｎｗｈｉｃｈｔｈｅｒｅａｒｅ６３４ｂｐ

ａｎｄ３２３ｂｐｆｒａｇｍｅｎｔｓ（１）；ｎｏｒｍａｌｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｈａｓ３２３ｂｐｆｒａｇｍｅｎｔｓ（２）；Ｃ：ＭｙｃｏｐｌａｓｍａｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｂｙＰＣＲ，ｆｒｏｍ１ｔｏ４ａｒｅＸｔａｒ

ｇｅｔｔｅｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓ，ＨＢＶｔａｒｇｅｔｔｅｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓ，ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔａｎｄ２２０ｂｐｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ；Ｄ，Ｅ：Ｋａｒｙｏｔｙｐｉｃａｎａｌｙｓｉｓ，Ｄｉｓａｂｎｏｒｍａｌａｎｄｐｌｏｙｐｏｉｄａｎｄ

Ｅｉｓｎｏｒｍａｌ．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

３　讨　论

　　ＨＢＶ是一种嗜肝非细胞毒性ＤＮＡ病毒，因其

感染具有种属和组织特异性，致使理想的 ＨＢＶ感

染动物模型的缺乏，严重制约了对 ＨＢＶ发病机制

和抗病毒治疗的深入研究。通过对与肝ＤＮＡ病毒

感染相关的动物模型以及转基因小鼠模型的研究发

现，转基因小鼠肝脏组织出现了类似人慢性乙型肝

炎携带者的病理变化，６０．７７％（７９／１３０）的乙肝小鼠

出现比较明显的肝细胞变性坏死、单个核细胞浸润

和纤维增生［１１１２］。有研究将 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｘ基因定

向敲入ｐ２１位点建立转基因小鼠，ＨＢＶ基因表达情
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况显示 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｘ在 ＨＢＶ引起的肝癌发生发

展中发挥重要作用［１３］。但是转基因小鼠对 ＨＢＶ主

要基因产物处于免疫无应答反应状态，不能全面反

映 ＨＢＶ的致病机制，而大鼠相比小鼠，与人的生理

特性更接近［１４］。大鼠胚胎干细胞株的建立使得构

建基因定向敲入或敲除的大鼠模型成为可能。继第

１例ｐ５３敲除大鼠模型的建立［６］，我们成功建立人

ＨＢＶ、ＨＢｘ定向敲入ｐ５３位点的大鼠胚胎干细胞

株，为成功建立动物模型奠定了基础。

　　本研究在构建载体的时候考虑到打靶效率受同

源臂长度的影响，但同源臂太长会增加整个载体的

长度，为得到最理想的打靶效率，扩增的５′同源臂和

３′同源臂长度分别为５９９４ｂｐ和１６５５ｂｐ。同时我

们采用嘌呤霉素基因和白喉毒素毒性 Ａ肽链基因

来进行正负双向筛选，以大幅度提高基因打靶的效

率。经过３轮药物筛选后我们得到了绿色荧光表达

率高达９０％的胚胎干细胞克隆群，从中挑选２０个

克隆分开培养，得到３个ｐＫＯＸ克隆和１个ｐＫＯ

ｇＨＢＶ克隆，其子代胚胎干细胞克隆荧光表达率几

乎１００％。其他克隆荧光表达率也均在５０％～
８０％，荧光表达率没有达到１００％的最主要原因是

因为挑取的胚胎干细胞克隆不是单克隆，而是２个

甚至２个以上的胚胎干细胞克隆共同生长形成的克

隆，一般这一类克隆会在体积上超过单个的胚胎干

细胞克隆，而且有文献认为这一类大型克隆即使是

由单个胚胎干细胞生长形成的，也极大可能是因为

染色体畸变从而获得生长优势的克隆［１５］，所以在挑

取胚胎干细胞克隆时可以选择性地挑取体积上较小

的克隆。对这３个ｐＫＯＸ克隆和１个ｐＫＯｇＨＢＶ
克隆进行ＰＣＲ鉴定、支原体检测和核型分析，确定

获得２株Ｘ蛋白敲入ｐ５３位点的大鼠胚胎干细胞和

１株 ＨＢＶ 全基因组敲入ｐ５３位点的大鼠胚胎干

细胞。

　　ＨＢＶ全基因组或Ｘ蛋白定向敲入ｐ５３位点大

鼠胚胎干细胞株的成功建立为后续建立动物模型、

分析 ＨＢＶ 的致病机制等奠定了基础，具有重要

意义。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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