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抗新霉素基因对草鱼肾细胞的磷酸钙共沉淀转移
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, � � � 一

磷酸钙共沉淀转移

� � 了 � � � � � �� �� � � �� �  ! � � � ���
,

� ��
� � � � ,

� � � 一 ‘� �� � � � � � � � � � � �� � � � � � � �� �� � � � � �

自 � � � � 年 � � � � � � 和 � � � � � � � �〔‘,
首次

成功地应用 � � � 一

磷酸钙 共沉淀法 转化哺乳动物

培养细胞以来
,
又提出了电 脉冲 法

〔” �显 微注 射

法
‘” � 磷脂载体法

‘, ’

及细菌原生质体融合法
仁� ’

等

多种培养细胞基因转移方法
。

然而
,

目前的研究

多局限于哺乳动物细胞
〔, ’ ,

鱼类培养细胞方面的

报道却很少“〕。

建立鱼类培养细胞基因转移的方

法
,

对研究鱼类基因表达调控机制及鱼类基因工

程育种有重要意义
。

草鱼肾组织细胞系 �� � �� �中国科学 院 水

生生物研究所二室王 铁辉提供�
,

在含 ��  新生

小牛血清的 � � 一 �” �� � 。。 ,

� � � � 培养液中

�� ℃ 培养
。

用北京大学尚克刚教授赠送的 抗新

霉 素基 因 质粒 �� ��
� � � � , �

�

� � �� �
「‘�

作 转化

� � �
。

按
�� � � � � � � � �  � � � � �� � 》 〔� �

一书的

方法在传代的贴壁细胞培养瓶中加入
“

共沉淀澎
,

�� � �补� 转化 � � � , � , �拼� � � � � � �  缓冲 液

及 � �解� � � � �� � � � � � �
�

�
,

继续在 � � ℃ 培养 � � ,

然后用 �� 肠 甘油处理 �� 三� ,

使细胞休克
,

再加

入新鲜培养液在 �� ℃ 培养 �� 和 � ��
。

用胰蛋白

酶将细胞从瓶壁上消化下来
,
用 �

�

� � � � � � �  

悬浮并洗涤两次后 加 。
�

� � � � � � � � 提 取 液

��� �� � , �
�

� 二 � �� � � � �� � , �
�

� � � �� � �

� � � � , � �, �
�

� � � � � ,

� � � � � � � �� 和蛋 白酶 � �终

浓度 � � �“� � � ��
, , � ℃ 保温 �� ,

常规方法提取细

胞总 � � � ,

溶于 一‘�拌� � � 中
。

经 � � � � � 消化

后
, 。

�

夕肠 琼脂糖胶电泳
,
进行 � ��

�

加
�。

转移
,

分

子 杂交和放射 自显影
� ” 。

用 � � � � � 和 � �� � ���

消化质粒 � ��
�

��
。 � �

回收含有 ��
。

基因 的 � � �

片段 ��
�

� � �� 作为 探 针
,

以缺 口 转 译法 进行
。 一 � ’

� 一 � � � � 标记
,

其放射比活度为 � � 一�
’� � � �

胖� � � �
�

实验结果见图 �
。

在共沉淀 转 化的 细 胞总

� � � 中存在外源 。� � 。

说明 � � � 一

磷酸钙共

沉淀法向鱼类培养细胞直接转移外源 � � � 是一

种有效的 方法
。

进人细胞 中的外源 � � � 的物理

构型发生了变化
,

其分子 量明显增大 �图 � , � �
。

初步说明外源质粒 � � � 在鱼类培养细胞中进行

了扩增
,

并形成了大分子 量的多聚体
,

或者外源

� � � 已整合入受体细胞基因组中
,

而以大分 子

的形式存在
。

但酶切结果显示
, “

大分子” 的外源

� � � 可以以原有的限制性内切酶位点和线性 片

�� �  年 � 月 � 日收到
。
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图 � 转化 � � � 细脚中外源 ��� 的鉴定

� � 又� � �  ! ∀#∃ %%% 片段
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。

说明这种“大分子”的外

源 D N A 更可能是自身连接的多采体
。

关于外源

D N A 是否与基因组 D N A 发生整合? 外源 D N A

能杏在鱼类培养细胞中正常行使功能的实验正在

进行中
。

已有实验表明
〔, ’,

s v
; 。

早期启动子是

可以在鱼类培养细胞中行使其功能的
。

.

将外源 D沁A 导入鱼类培养细胞只是工作的

第一步
。

基于我们的初步结果
,

鱼类培养细胞很

有可能被用作一个瞬时表达系统来研究一些鱼类

基因的表达
,

调控和表达产物的功能分析; 同时
,

希望在此基础上建立稳定整合外源基因的鱼类细

胞系‘ 这无论对于鱼类发育工程中的基因表达
,

还是对于鱼类细胞和基因工程育种都是有益的
。
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