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兔Oct4启动子驱动RFP基因表达载体的构建及验证
唐  澜1  姜伟华2  尹明茹2  周小梅1  李和平1*  陈学进2  李善刚2*

(1东北林业大学野生动物资源学院, 哈尔滨 150040; 2上海交通大学医学院实验动物科学部, 上海 200025)

摘要      转录因子OCT4在维持和调控胚胎干细胞的多能性中发挥着重要的作用。Oct4基因启

动子驱动标志蛋白的表达对研究胚胎干细胞多能性和建立iPS细胞有重要意义。由于GFP在慢病毒

转染过程中常用作转染标记, 计划构建兔Oct4基因启动子(rOct4)驱动红色荧光蛋白表达的载体, 这
将有利于兔ES细胞和iPS细胞制备的研究。通过PCR方法扩增rOct4, 构建了rOct4驱动RFP基因的

表达载体rOct4-RFP。经转染小鼠ES细胞验证正确后, 将rOct4-RFP质粒转染兔成纤维细胞系获得

rOct4-RFP成纤维细胞系。经过酶切和测序验证, 证明rOct4-RFP构建成功, 而且能够在小鼠ES细胞

系E14中表达细胞红色荧光蛋白, 并受细胞分化状态的调控。通过脂质体介导的基因转移、抗性筛

选和PCR鉴定建立了rOct4-RFP转基因成纤维细胞系。
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Construction and Validation of Rabbit Oct4 
Promoter-Driven RFP Expression Vector
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Abstract       The OCT4 transcription factor plays an important role in maintaining, regulating and control-
ling the pluripotency of embryonic stem cells/ES cells. The Oct4 gene promoter driving the expression of marker 
protein is significant for the pluripotency research of ES cells and the establishment of induced pluripotent stem 
cells/iPS cells. The green fluorescent protein (GFP) is always used as transfection marker in lentivirus transfec-
tion process, so the rabbit Oct4 gene promoter driving the expression of red fluorescent protein (RFP) is planned 
to be established, which will be useful to the study on rabbit ES cells and iPS cells preparation. The Oct4 promoter 
of rabbit (rOct4) was cloned through PCR and the expression vector, rOct4-RFP was constructed as the RFP was 
driven by rOct4. The rOct4-RFP vector was proved to be correct by the mouse ES cells transfection and the rabbit 
fibroblast cell line was transfected by rOct4-RFP to obtain rabbit rOct4-RFP fibroblasts. By enzyme digestion and 
sequencing verification, rOct4-RFP construction is not only proved to be successful, but also is able to express the 
red fluorescent protein in mouse ES cell line, E14. The red fluorescent protein can’t be expressed in differentiated 
rOct4-RFP transgenic E14 cells. The rOct4-RFP transgenic fibroblast cells are established through liposome medi-
ated transgenosis, resistance screening and identification of PCR.
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ES细胞(embryonic stem cells, ESCs)是从动物

发育早期的胚胎分离得到, 具有体外培养无限增

殖、自我更新和多向分化特性的全能特性未分化细

胞系[1-3], 目前已经成功建立了小鼠、大鼠、猴子和

人类等物种的ES细胞系或类ES细胞系[4-6]。2006年, 
Yamanaka等[7]研究通过4个胚胎干细胞中高表达的

基因转录因子(Oct4/Sox2/Klf4/c-Myc)的过量表达, 
诱导成纤维细胞去分化, 使成体细胞重编程为iPS细
胞(induced pluripotent stem cells)。iPS细胞技术出

现后立即成为研究热点, 并已在小鼠、人类、猕猴、

大鼠、猪和兔中先后成功应用[8-11]。ES细胞和iPS
细胞的研究在发育生物学、基因功能研究、疾病模

型、干细胞治疗和基因工程等方面具有很重要的价

值[12-13]。家兔作为重要的实验动物, 在高血脂症、心

血管疾病、代谢性疾病和肺部疾病等疾病模型方面

与人类极为相似[14-20]。另外, 兔胚胎干细胞在形态

和特性上很接近人的胚胎干细胞, 可为人的胚胎干

细胞治疗提供模型。因此, 深入研究家兔的ES细胞

和iPS细胞, 为获得基因突变兔和为干细胞治疗提供

研究材料, 有着重要的意义。

OCT4(octamer-binding transcription factor 4)是
胚胎干细胞多能性维持的重要因子之一, 利用Oct4
基因启动子驱动含荧光蛋白的基因表达可以作为

直观判断干细胞是否分化的标记, 也可定位干细胞

在体内的转移, 并分析OCT4表达程度与早期胚胎分

化的关系[20-22]。另外, OCT4-GFP(green fluorescent 
protein)转基因细胞常被用做iPS细胞和重编程的研

究的工具[23-26]。为了方便建立和研究兔的ES细胞和

iPS细胞, 我们拟建立兔Oct4基因启动子(rabbit Oct4, 
rOct4)驱动标志蛋白表达的载体, 由于GFP常被用于

转染做标记, 为了区分开在诱导iPS细胞时与Oct4启
动子驱动的报告基因的表达, 我们构建了rOct4驱动

RFP(red fluorescent protein)表达的质粒rOct4-RFP, 
经过验证正确后, 转染获得rOct4-RFP兔成纤维细胞

系, 为进一步获得的兔核移植ES细胞和iPS细胞的研

究提供干细胞多能性的红色荧光蛋白标记。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

PremixLATaq、DNA Marker、限制性内切酶、

柱式小量质粒抽提试剂盒、柱式组织DNA抽提试剂

盒、T4 DNA Ligase和E.coli Competent Cells DH5α
来自TaKaRa公司。G418、D-PBS、 0.25% Trypsin-
EDTA、DMEM、DMEM/F12、FBS(fetal calf serum)、
NEAA(non-essential amino acids)、L-glutamine和
β-mercaptoethanol来自Gibco公司。LIF(leukemia in-
hibitory factor)来自CHEMICON公司。DMSO和0.2% 
Gelatin来自Sigma公司。引物合成和Lipofectamine 
2000 Transfection Reagent来自 Invitrogen公司。DNA
胶回收试剂盒来自Qiagen公司。pEGFPC1质粒购自

clontech公司。PCR仪 : Biometra, Gemany。荧光显微

镜及照相 : OLYMPUSIX71, Japan。二氧化碳培养箱 : 
Thermo Heracell150i CO2 incubator, USA。

干 细 胞 培 养 基mESM: DMEM添 加15% FBS、
0.1 mmol/L NEAA、2 mmol/L L-glutamine、0.1 mmol/L 
β-mercaptoethanol和100 U/mL LIF。 分 化 培 养 基

dEBM: mESM中不加LIF。成纤维细胞培养基FM: 
DMEM/F12添加10% FBS。
1.2   质粒的构建

1.2.1   引物的设计       根据PCR引物的设计原理, 并
依Gen-Bank数据库中RFP和rOct4的序列分别设计

两对引物用于扩增RFP和rOct4的序列(表1)。Age I
和Mlu I酶切位点分别被引入RFP上下游扩增引物; 
Ase I和Age I酶切位点分别被引入rOct4上下游扩增

引物。根据预构建的rOct4-RFP质粒序列, 我们在

rOct4启动子的上游的PEGFPC1骨架内设计了引物

RFP F2, 与RFP R配对用于质粒的鉴定。引物序列

见表1。

表1  引物序列信息

Table 1   The information of primer sequences
引物名称                       序列(5′→3′)(下划线为酶切位点)
Primer′s names              Sequences (5′→3′) (the underline is enzyme cutting site)                      
RFP F GCA TAC CGG T(Age I)CG CCA CCA TGG CCT CCT CCG AGG AC
RFP R CAT TAC GCG T(Mlu I)CA GGT CGA GGG ATC TCC ATA A
rOct4 F TAG TTA TTA AT(Ase I)A GAC CCA GGA GAC TCA AAG
rOct4 R TGG CGA CCG GT(Age I)A GCG CTA GTG ATT ACC CAA GAT CCG CG
RFP F2 CCC TGA TTC TGT GGA TAA CCG
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1.2.2   CMVRFP-C1质粒的设计和构建      质粒构

建如图1所示, 以pCX-mRFP1(CAG驱动RFP表达载

体, 吴晓晖博士惠赠)为模版, 用引物RFP F和RFP R
扩增RFP基因编码区和Poly A, 预计PCR产物长度

为1 256 bp, 扩增条件: 98 °C预变性10 min; 98 °C
变性10 s, 68 °C退火30 s, 72 °C延伸120 s, 35个循

环。琼脂糖凝胶电泳鉴定并切胶回收PCR产物。用

酶Age I和Mlu I(TaKaRa公司)对扩增出的RFP片段和

pEGFP-C1分别进行双酶切。对RFP产物和pEGFP-
C1骨架(3 690 bp)分别回收, 用T4 DNA Ligase连接, 
转化DH5α, 涂板于卡那霉素抗性的LB固体培养基

过夜培养, 次日挑斑、摇菌培养。抽提重组质粒, 酶
切鉴定, 将鉴定结果为阳性克隆的质粒送Invitrogen
公司测序, 测序正确的质粒命名为CMVRFP-C1。
1.2.3   rOct4-RFP质粒的设计和构建      以兔基因组

为模版用引物rOct4 F和rOct4 R扩增rOct4(约3.2 Kb, 
GenBank NW_003159279.1)序列, 预计产物长度为

3 217 bp, 扩增条件为: 98 °C预变性10 min; 98 °C变
性10 s, 62 °C退火30 s, 72 °C延伸240 s, 35个循环。

琼脂糖凝胶电泳鉴定并切胶回收PCR产物。用Age I
和Ase I双酶切rOct4序列和CMVRFP-C1, 回收rOct4
和CMVRFP-C1骨架(4 332 bp), 连接重组构建质粒。

将酶切鉴定结果为阳性克隆的质粒送Invitrogen公
司测序, 测序正确的质粒命名为rOct4-RFP。
1.3   细胞转染和筛选建系

1.3.1   建立rOct4-RFP转染小鼠ES细胞系      小鼠

E14细胞(刘峻岭博士惠赠)在mESM液体中无饲养层

培养。将约1×106 E14细胞传至3.5 cm dish中。第二天, 

按Lipofectamine 2000 Transfection Reagent使用说明, 
将4 μg质粒rOct4-RFP和pCX-mRFP1分别转染到E14
细胞中。转染48 h后, 荧光显微镜下观察细胞。按

1:10的比例将转染后的E14细胞传代培养2 d, 在荧光

显微镜下挑选出生长状态良好的阳性克隆标记后在

显微镜下用10 μL的小枪头吸出, 放入0.25% Trypsin-
EDTA微滴消化为单个细胞后转入4孔板培养, 培
养条件为37 °C、5% CO2。用含200 μg/mL G418的
mESM培养基培养, 每一代生长周期为48 h, 观察每

一代的红色荧光蛋白表达情况并拍照。第3代后在

荧光显微镜下用同样的方法再一次挑选完全表达红

色荧光蛋白的克隆, 培养建系、并冻存。

1.3.2   诱导rOct4-RFP转基因E14细胞体外分化      将
正常生长的rOct4-RFP和pCX-mRFP1转基因E14细
胞的其中一个细胞系分别以1:3和1:5的比例传代, 各
传入2个非贴壁处理的3.5 cm dish中, 在同样条件下

培养: dish 1用于每天观察, dish 2用于贴壁分化。用

dEBM培养液在37 °C、5% CO2培养箱中培养。传

代3~7 d后可观察拟胚体(embryoid body, EB)形成。

7~10 d时, 在荧光显微镜下挑选dish 2中生长状态良

好并完全表达红色荧光蛋白的EB移入贴壁dish中继

续诱导分化。12~15 d时EB边缘细胞可贴壁分化为

单层细胞, 在荧光显微镜下观察分化为单层细胞的

红色荧光表达。

1.3.3   rOct4-RFP转染雄性兔体细胞      将2×105兔成

纤维细胞传入24孔板, 加入1 mL的FM。细胞生长

至60%汇合时按上述脂质体转染方式将1 μg rOct4-
RFP质粒转染到细胞兔成纤维细胞中, 6 h后更换新

图1  rOct4-RFP质粒构建示意图

Fig.1  Plasmid rOct4-RFP construction scheme
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鲜的FM, 48 h后将细胞传入4个48孔板中。在48孔
板中培养48 h后加入G418(培养液G418的终浓度为

1 000 μg/mL)进行细胞筛选。10~14 d后在显微镜下

观察, 进行单克隆细胞挑选。将挑选出来的单克隆

用含400 μg/mL G418的培养基进行扩大培养, 建立

rOct4-RFP雄性兔成纤维细胞系、并冻存。

1.3.4   转基因成纤维细胞PCR鉴定      按柱式组织

DNA抽提试剂盒操作方法从rOct4-RFP成纤维细胞

系中提取DNA, 用引物“鉴定RFP F”和“RFP R”进行

PCR扩增, 可鉴定基因组DNA中是否含有rOct4和
RFP的完整序列。

2   结果
2.1   质粒构建及鉴定

2.1.1   CMVRFP-C1质粒      用引物RFP F和引物RFP R
扩增RFP片段, 扩增长度为1 256 bp(图2A), 将构建完成

的CMVRFP-C1质粒经Age I单酶切后长度为4 932 bp 
(图2B), 用Age I和Mlu I双酶切CMVRFP-C1质粒后

的长度为3 690 bp和1 242 bp(图2C), 证明所构建的

质粒符合设计预期。质粒的测序结果也说明了质粒

构建正确。

2.1.2   rOct4-RFP质粒      根据设计, rOct4启动子扩增

长度为3 217 bp(图2D)。经过酶切替换CMVRFP-C1质
粒中的CMV启动子形成rOct4-RFP质粒。用rOct4-RFP
质粒Mlu I单酶切后, 长度为7 539 bp(图2E); 用Age I和
Ase I双酶切rOct4-RFP质粒后得到4 339 bp和3 200 bp
两个片段(图2F), 上述结果说明构建的rOct4-RFP符
合预期。质粒测序结果也证明了rOct4序列PCR扩
增的正确性。

2.2   胚胎干细胞转染鉴定

为验证rOct4-RFP构建的正确与否, 我们选取长

势良好、细胞群落结构紧凑、边缘清晰、呈隆起状

的小鼠E14细胞进行基因转染, 作为实验组。小鼠

E14细胞转染rOct4-RFP质粒48 h后, 在荧光显微镜

下观察有部分小鼠E14细胞克隆表达红色荧光蛋白

(图3)。将转染2 d后的E14细胞传代培养, 2 d后挑选

1: RFP的PCR产物; 2: 用酶Age I使CMVRFP-C1质粒线性化产物; 3: 用酶Age I和Mlu I双酶切CMVRFP-C1的产物; 4: rOct4的PCR产物; 5: 用酶Mlu I
使rOct4-RFP质粒线性化产物; 6: 用酶Ase I和Age I双酶切质粒rOct4-RFP的产物。M1: 5 000 bp DNA maker; M2: 15 000 bp DNA maker。
1: the PCR product of RFP; 2: the product of CMVRFP-C1 plasmid linearized by Age I; 3: the product of CMVRFP-C1 double-enzyme digested by 
Age I and Mlu I; 4: the PCR product of rOct4; 5: the product of rOct4-RFP plasmid linearized by Mlu I; 6: the product of rOct4-RFP plasmid double-
enzyme digested by Ase I and Age I. M1: 5 000 bp DNA maker; M2: 15 000 bp DNA maker.

图2   PCR扩增和质粒酶切鉴定

Fig.2  PCR amplification and enzyme digestion of plasmids
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出8个生长状态良好的阳性克隆, 用G418筛选后, 培
养第1代, 可见大多数克隆可表达红色荧光蛋白, 但
单个阳性克隆中并非全部细胞完全表达红色荧光蛋

白(图3), 经第二次挑选克隆筛选后, 单个阳性克隆

的全部细胞都表达红色荧光蛋白(图3)。最终获得了

3个生长状态良好的rOct4-RFP-E14细胞系。用pCX-
mRFP1转小鼠E14细胞作为对照组, 并用同样的方

法筛选出4个阳性克隆。

2.3   诱导rOct4-RFP转基因E14细胞体外分化

ES细胞在体外分化所形成的EB在结构上能够

模仿早期胚胎发育过程, 经过EB的形成和贴壁分化

我们发现, 在形成的EB中, 实验组rOct4驱动的RFP
和对照组中CAG驱动的RFP均仍有高的表达(图4), 
而EB贴壁分化后, 实验组EB边缘分化的细胞不再表

达红色荧光蛋白, 而对照组EB边缘分化的细胞仍然

表达红色荧光蛋白(图5)。
2.4   rOct4-RFP转染兔成纤维细胞及鉴定

我们将rOct4-RFP转染雄性兔成纤维细胞, 发现

转染后没有RFP表达(图6), 经过G418筛选后获得7个
细胞细胞系, 命名为: rOct4-RFP转基因成纤维细胞系

3、8、9、13、14、16、17。从这7个细胞系中分别

提取DNA作为模版, 用引物RFP F2和引物RFP R对其

图3  实验组rOct4-RFP质粒转染小鼠E14细胞后各时期表达红色荧光蛋白图

Fig.3  The figure of the experimental group rOct4-RFP plasmid expressing the red fluorescent protein in 
each period after transfecting mouse E14 cells 
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2 d after transfection

The first clone selection

The second clone selection

20×

20×

40×

图4  rOct4-REP转基因E14细胞和pCX-mRFP1转基因E14细胞分化为EB(20×)
Fig.4  rOct4-REP transgenic E14 cells and pCX-mRFP1 transgenic E14 cells differentiation into EB (20×)

Phase contrast RFP Merge

rOCT4-RFP

pCX-mRFP1
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在荧光显微镜于10×和20×镜下观察到的rOct4-RFP EB贴壁分化与pCX-mRFP1 EB贴壁分化图像。

The adherence differentiated images of rOct4-RFP EB and the pCX-mRFP1 EB observed at 10 magnification and 20 magnification under the 
fluorescence microscope.

图5  不同启动子驱动RFP在贴壁分化后的EB中的表达

Fig.5   RFP expression driven by different promoters in adherent differentiated EB

图6  RFP在rOct4-RFP转染雄性兔成纤维细胞系中的表达(10×)
Fig.6  The expression of RFP in rOct4-RFP transfecting male rabbit fibroblast cell line (10×)

M1: 10 000 bp DNA maker; 0: 5 000 bp DNA maker。1: 水(空白)对照; 2: 公兔子成纤维细胞DNA(阴性)对照; 3: Oct4-RFP质粒(阳性)对照; 4-10: 
分别为筛选出的rOct4-RFP转基因兔成纤维细胞系3、8、9、13、14、16、17。
M1: 10 000 bp DNA maker; 0: 5 000 bp DNA maker. 1: water (blank) control; 2: male rabbit fibroblast cell DNA (negative) contrast; 3: Oct4-RFP plas-
mid (positive) contrast; 4-10: the selected rOct4-RFP transgenic rabbit fibroblast cell line 3, 8, 9, 13, 14, 16, 17.

图7  转基因成纤维细胞PCR分析

Fig.7  PCR analysis of transgenic fibroblast cells
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进行PCR鉴定,结果可见有5个rOct4-RFP转基因成纤

细胞系(3、8、9、16、17)得到4 485 bp的预测片段(图7)。

3   讨论
我们构建了rOct4-RFP质粒, 转染小鼠ES细胞

系E14细胞后成功地观察到红色荧光蛋白表达, 并筛

选得到转基因克隆; 再将rOct4-RFP转染兔的成纤维

细胞, 并且建立rOct4-RFP成纤维细胞系, 为进一步

获得兔核移植ES细胞和iPS细胞的研究提供干细胞

多能性的红色荧光蛋白标记。

Oct4基因是ES细胞多能性维持和胚胎早期发

育中的重要基因。相继小鼠、人和牛等Oct4基因的

研究, 人们对兔的Oct4基因的研究也不断深入。兔

Oct4基因的全序列已经发表[27], 而且发现兔Oct4在
兔卵母细胞到囊胚的表达与人相似, 兔的Oct4启动子

CR4区和人有高度的相似性[28]。已经成功克隆得到

Oct4基因的启动子序列, 长度约2.2 Kb, 包括四个高

度保守的启动子区域(CR1-4)[28]。兔与小鼠、人和牛

Oct4启动子的对比结果显示物种间具有较高的保守

性[29]。其中兔和人的保守结构域序列相似程度最高, 
特别是CR-4区[21]。为了尽可能最大限度地表达报告

基因, 提高外源转基因效率并保持CR-4区的完整性。

我们选择兔完整Oct4基因启动子来驱动RFP的表达, 
兔启动子约2.2 Kb, 我们扩增的长度为3.2 Kb, 在上游

区域延长约1 Kb, 用来保证兔Oct4启动子的完整性。

在我们的实验中, rOct4-RFP质粒通过两次构

建完成, 通过酶切鉴定的结果和测序结果可以证明

CMVRFP-C1质粒和rOct4-RFP质粒构建均正确。

用引物RFP F2和引物RFP R进行PCR扩增出长度

为4 485 bp的片段, 通过测序说明载体包含完整的

rOct4和RFP序列。大量的实验说明, Oct4基因启动

子驱动含荧光蛋白的基因表达可作为ES细胞和iPS
细胞研究的备选标记和工具。为了验证我们构建的

rOct4-RFP载体能否在多能干细胞中表达, 我们选择

了小鼠E14细胞作为测试对象,而没有选择兔ES细
胞, 其主要原因是目前还没有建立能够形成性腺嵌

合体的兔ES细胞系。本实验中rOct4驱动的RFP在
小鼠E14细胞中得到了良好的表达。通过rOct4-RFP
质粒转染小鼠E14细胞和转染后阳性克隆的筛选以

及传代扩大培养, 我们得到了3个阳性细胞系。继

而, rOct4-RFP转基因E14细胞在特定的条件下分化

为EB, 由于EB在生长时常聚集生长, 不可避免会常

有两个或几个EB融合为一个大的EB, 因此在同样

的条件下EB的个体大小有较大差异。为避免荧光

照射对荧光表达的影响, 我们将实验组rOct4-RFP转
基因E14细胞培养的EB分到两个dish中培养, 其中一

个dish中的EB用于每天观察荧光表达情况; 另一个

dish中的EB只经过一次荧光照射并且完全表达红色

荧光蛋白, 将其 EB贴壁培养再分化后, 观察到边缘

分化的单层细胞已不表达红色荧光蛋白。而对照组

pCX-mRFP1转基因E14细胞在同样条件下分化后, 观
察到的分化细胞全部表达红色荧光蛋白, 说明CAG启

动子不受胚胎干细胞分化的影响。兔成纤维细胞转

染rOct4-RFP后, RFP并不能表达红色荧光蛋白, 初步

验证rOct4启动子特异性地驱动含RFP的报告基因在

多能干细胞中表达, 而在成纤维细胞中不表达。实验

结果也进一步验证了rOct4启动子可以在异种动物的

多能干细胞中表达[30], 而且受细胞分化状态调控。

通常我们所见到的用于ES细胞的转基因技

术有电穿孔法[31]、慢病毒感染法[32]和脂质体转染

法[17,33]等。由于慢病毒转染的方法安全性不易控制, 
所以我们从安全和便捷的角度考虑, 选择了易于操

作的脂质体转染方法, 用适当的DNA/脂质体的比例

转染ES细胞, 可以顺利得到转基因ES细胞。由于脂

质体转染的方法只能对表面细胞进行转染, 而ES细
胞生长呈克隆状, 我们不易于得到完全阳性的克隆, 
于是, 我们将转染后的ES细胞先进行一次传代培养, 
再经过两次单克隆挑选培养, 得到完全表达红色荧

光蛋白的阳性细胞系。

我们将rOct4-RFP质粒转染到兔成纤维细胞后, 用
G418筛选出7个细胞系。通过鉴定确定转染后的5个
细胞系中包含了rOct4启动子和RFP的完整序列。为

进一步研究兔核移植ES细胞和iPS细胞打下了基础。
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