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转基因克隆牛胎盘中印迹基因 PEG10 的 DNA 甲基化 
水平 

苏建民, 许文兵, 李艳艳, 王丽君, 王勇胜, 张涌 

西北农林科技大学动物医学院, 农业部动物生殖生理和胚胎工程重点实验室, 杨凌 712100 

摘要: 低效率的体细胞核移植技术显著制约着该技术在转基因动物生产上的广泛应用。目前认为供体细胞核不能被

受体卵母细胞胞质完全的表观重编程是其效率低下的最主要原因, 而DNA甲基化是基因表观修饰的主要方式之一。

为了探求转基因克隆牛的死亡是否与其胎盘中印迹基因的甲基化的重编程程度相关, 文章通过亚硫酸氢盐测序法

(Bisulfite sequencing PCR, BSP)和亚硫酸氢盐联合限制性内切酶分析法(Combined bisulfite restriction analysis, 
COBRA), 对印迹基因PEG10 在围产期死亡且存在发育缺陷的转基因克隆牛的胎盘 (死亡组)和存活的转基因克隆牛

的胎盘(存活组)与正常对照牛胎盘(对照组)的DNA甲基化水平进行了详细的比较。结果发现, 与对照组相比, PEG10
基因在死亡组上表现出异常的超甲基化水平, 而存活组与对照组相比无显著性差异。研究结果显示, 胎盘中印迹基

因的DNA甲基化表观重编程不彻底可能是导致转基因克隆牛发育异常进而死亡的主要原因之一。 
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The methylation status of PEG10 in placentas of cloned transgenic 
calves 
SU Jian-Min, XU Wen-Bing, LI Yan-Yan, WANG Li-Jun, WANG Yong-Sheng,  
ZHANG Yong 
College of Veterinary Medicine, Northwest A&F University, Key Laboratory of Animal Reproductive Endocrinology & Embryo Biotech-
nology, Ministry of Agriculture, Yangling 712100, China

Abstract: The low efficiency of somatic cell nuclear transfer (SCNT) is a significant barrier to the production of highly 
valuable transgenic livestock. It is generally believed that the principal cause of the low SCNT efficiency is the aberrant 
nuclear epigenetic reprogramming of donor somatic cell. DNA methylation is a major epigenetic modification of the ge-
nome and plays a crucial role in nuclear reprogramming during SCNT. In order to assess whether the abnormal epigenetic 
modifications of the imprinted gene in placenta are correlated with the development abnormality and death of the cloned 
transgenic calves, the DNA methylation patterns of PEG10 were compared in the placentas from different kinds of cattle. 
This comparison included transgenic cloned calves died during perinatal stage and showed developmental defects (Death 
group), transgenic cloned calves survived and lived on healthily (Live group) and the normal reproduced calves (N group) 
used as the control group analyzed by Bisulfite Sequencing PCR (BSP) method and Combined Bisulfite Restriction Analy-
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sis (COBRA). Comparing to the control group, PEG10 gene in the Death group showed abnormal hypermethylation, but 
was not significant different in methylation level from the Live group. It can be postulated from the results that the incom-
plete or abnormal DNA methylation epigenetic reprogramming of imprinting gene in placenta may be one of the main 
causes of the abnormal development and death of the transgenic cloned cattle. 

Keywords: DNA methylation; PEG10; SCNT; cloned transgenic cow 

1985年, Hammer等[1]用显微注射法首次生产出转

基因家畜, 但其低的效率显著制约着转基因技术的发
展。1996年随着Dolly 的诞生[2], 体细胞核移植技术给
转基因动物的高效生产带来新的希望。但至今体细胞

核移植的效率仍然较低, 表现为胚胎着床率低、胎儿
流产率高以及新生犊牛成活率不高。存活的克隆动物

很大比例存在各种表型异常, 例如心、肝、肺和胎盘
等器官发育异常、畸形, 一般表现为过度增长。这种
克隆动物体型过大并伴随各种器官发育缺陷的症状, 
称为Large Offspring Syndrome (LOS)。很多克隆动物
的发育异常都与胎盘相关[3]。在体细胞克隆牛上, 胎盘
的子叶数量减少但直径变大, 另外胎盘脉管系统发育
不全[4~6]。多项研究发现在克隆动物上, 胎盘比克隆胎
儿更容易表现发育异常。一些与胚胎和胎盘发育相关

的基因在克隆牛[7]、小鼠[8]和猪[9]的胎盘上表达异常, 
但在克隆胎儿上表达正常。由此推断低的克隆效率与

胎盘发育异常密切相关。 
目前认为, 克隆效率低下的主要原因是供体体

细胞核没有被受体卵胞质完全的重编程, 包括该去
除的原有体细胞表达模式没有去除, 以及该建立的
胚胎表达模式没有建立 , 即体细胞的去分化不彻
底、重编程不完全。在供体体细胞的重编程过程中

没有涉及基因序列的变化, 主要是表观遗传修饰的
变化。而DNA甲基化是其最主要的方面。基因的甲
基化状况(特别是启动子区域)有调控基因表达的作
用, 异常的DNA甲基化表观修饰引起的基因表达异
常有可能是克隆动物表型异常和缺陷的原因[10, 11]。 

印迹基因是根据亲源性的不同, 只表达来源父
本或母本的一个拷贝的一类基因。这种单等位基因

(Monoallelic expression)表达模式是通过印迹控制区
(Imprinting control region, ICR)的DNA甲基化水平调
控的[12]。印迹基因对哺乳动物早期胚胎、胎儿和胎

盘的生长发育起着重要的作用。通常情况下, 父源
表达 (母源印迹 )的印迹基因促进营养的摄取和胚 
胎发育; 而母源表达(父源印迹)的印迹基因减少营

养的开支和削弱胚胎发育 [4]。PEG10 (Paternally 
expressed gene 10)是母源印迹、父源表达的印迹基
因。该基因在调控胎盘形成以及滋养层分化过程中

起着至关重要的作用。另外参与调控脂肪细胞的早

期分化以及多类肿瘤的发生、发展和转移 [13~17]。

Smallwood等[16]研究发现敲除PEG10 基因可使小鼠
胎盘发育缺陷并最终导致小鼠在胚胎早期死亡。

PEG10 基因在哺乳动物中高度保守, 与相邻的母源

印迹基因Sgce以头对头的形式共用一个甲基化差异区
(DMR)。DMR 位于Sgce 基因的转录起始位点上游的
0.87 kb以及覆盖PEG10外显子 1和部分内含子 1。本
研究以PEG10 基因DMR 的一段序列作为甲基化分
析区域。Liu等[17]发现PEG10 基因在早期流产克隆牛
胎儿的皮肤组织中表现异常的DNA甲基化水平。 

亚硫酸氢盐测序法 (Bisulfite-sequencing PCR, 
BSP)是检测 DNA 甲基化水平的金标准, 可以明确目
的片段的每一个 CpG 位点的甲基化情况。为了验证
上述方法中有限的测序结果是否反映了该区整体的

DNA甲基化水平, 本研究还用亚硫酸氢盐联合限制性
内切酶分析法(Combined bisulfite restriction analysis, 
COBRA)进行了验证。COBRA是一种依赖限制性内切
酶定量检测特定酶切位点的 DNA甲基化水平的技术。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

用于收集卵母细胞的黄牛卵巢采于西安屠宰场, 

5 h内于 20~25℃生理盐水中送回实验室。用于对照组
的荷斯坦母奶牛胎盘以及胚胎受体安格斯母牛来自杨

凌科元克隆有限公司。本研究中的转基因牛的供体细

胞都来自此公司的一头 46日龄的荷斯坦雌性胎儿。 

1.2  方法 

1.2.1  转基因克隆牛的生产 

人β-防御素-3(Human β-defensin-3, HBD-3)载体
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的构建、转染及阳性细胞的筛选见参考文献[18, 19]。
卵母细胞的采集与体外成熟培养、卵母细胞的去核、

注核、重构胚的融合、重构胚的激活、克隆胚胎的培

养、胚胎移植以及妊娠检测见参考文献[20]。2009年, 
本研究组共获得 21头转HBD-3 转基因克隆牛。其中
4 头在围产期流产死亡, 17 头经剖腹产成功降生, 分
别命名为 GT09001-GT09017。选取死亡的 4 头转基
因牛的胎盘作为死亡组(D1、D2、D3和D4)。该组牛
都表现有不同程度的发育异常。D1 (68.54 kg) 和 
D3 (64.28 kg) 体重显著大于对照组牛和存活组牛。
D2全身性水肿且表现肺膨胀不全; D4为死胎, 其心

脏较对照组大, 肺脏壁厚呈分叶状同时也表现肺脏

发育不全。随机选取 9头存活的转基因牛的胎盘为存
活组(L1、L2、L3、L4、L5、L6、L7、L8和L9)。另
外采集 4 头正常健康的荷斯坦母牛犊的胎盘作为对
照组(N1、N2、N3和N4)。转基因牛通过PCR、Southern 
blotting和FISH鉴定(未发表)。 

1.2.2  组织采集、基因组 DNA 的提取及基因组 DNA
的亚硫酸氢盐处理 

将采集的各组胎盘样品用生理盐水冲洗掉血液, 
剪成小块后放入陶瓷研钵中, 用液氮彻底研磨成粉
末, 每个样品取 30 mg于 1.5 mL离心管, 用动物组织
基因组 DNA提取试剂盒(TianGen, China)提取基因组
DNA。提取后用 Epoch Multi-Volume Spectropho-
tometer System (BioTek, USA) 分析基因组DNA的浓
度和质量。每个样品取 500~900 ng 基因组 DNA, 用
EZ-Gold DNA 甲基化试剂盒 (ZYMO RESEARCH, 
USA)进行亚硫酸氢盐处理, 处理过程中离心管用铝
箔纸包裹, 避光快速操作。由于亚硫酸氢盐转化后的
基因组 DNA 失去了维持稳定作用的甲基化结构, 且
含有大量的 poly 结构, 故很不稳定, 应该立即用于
PCR反应或存于−80℃冰箱, 应避免反复冻融。 

1.2.3  PEG10 基因 CpG 岛的预测与引物的设计 

将牛PEG10 基因序列 (NW_931245)导入软件
Methprimer[21]预测CpG岛, 该基因片段有 3个CpG岛, 
结合文献[17], 本研究选择第 2个CpG 岛作为研究区
域。用软件Methprimer 和Methyl Primer Express® 
Software v1.0 (Applied Biosystems) 对PEG10 基因经
亚硫酸氢盐转化后的DNA序列为第 2个CpG岛设计特
异性引物。引物设计要求: ① 为了区别甲基化的DNA

和非甲基化的DNA, 引物内不能有CpG; ② 引物应该
尽可能多地包括非CpG位点的C, 以验证转化彻底; ③ 
扩增产物应该包括尽可能多的CpG位点。 

1.2.4  PCR 扩增基因片段及胶回收 

PCR反应体系为 50 μL, 包括 25 μL Taq DNA 聚
合酶(ZYMO RESEARCH, USA), 21 μL ddH2O, 2 μL
亚硫酸氢盐处理后的基因组 DNA 以及上下游引物
各 1 μL。引物序列为: Primer F: 5′-TGTAGATGTGTT 
GTAAAGTGATATT-3′, Primer R: 5′-CTCATCAATC 
TATAATTCATAAATC-3′。扩增程序为: 94℃预变性
4 min; 94℃ 30 s, 50.5℃ 40 s, 72℃ 30 s, 共 45个循
环; 72℃ 7 min; 4℃保存。PEG10 的扩增目的片段为
313 bp。在各个胎盘组织上重复扩增 3次。将扩增产
物通过 2%的琼脂糖凝胶电泳后, 用琼脂糖凝胶 DNA
回收试剂盒(TianGen, China)回收目的片段。将回收的
DNA 分为两份, 一份用于测序的 BSP 研究, 一份用
于 COBRA分析。 

1.2.5  BSP 测序 

胶回收产物与 pMD18-T载体(TaKaRa, Japan)连
接过夜, 转化涂板后每个胶回收产物挑取 4~5个阳性
单克隆送华大基因测序。即在各个胎盘组织上都有

12~15个 BSP测序结果。 

1.2.6  COBRA 分析 

将上述每个样品的 3 次重复PCR回收产物放入
一个PCR离心管中, 混匀, 分别取适量用限制性内切
酶BstUI(NEW ENGLAND BioLabs, UK)60℃消化
2 h。将酶切产物通过 2.5%的琼脂糖凝胶电泳后照相。
如果目的片段的 3 个酶切位点CGCG处的C都为甲基
化状态, 313 bp的目的片段将被切成 210 bp+60 bp + 
17 bp + 26 bp。由于非甲基化的C能被亚硫酸氢盐转
化为T, 所以酶切位点如果切不开说明该位点的C为
非甲基化的C。具体分析方法见文献[22]。 

1.2.7  数据分析 

用BiQ Analyzer 软件[23]分析亚硫酸氢盐的转化

率(亚硫酸氢盐处理后非甲基化的胞嘧啶转化为尿嘧
啶的效率)并将BSP测序结果以圆圈图输出。测序数据
的分析方法依据文献[24, 25], 首先将测序结果分为两类: 
将mCpGs≥50%的链归为甲基化链, mCpGs<50%的归
为非甲基化链, 统计前者占总链数的百分比。各组间
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的甲基化差异显著性通过 SPSS 统计分析软件
(version13.0; SPSS, Inc., Chicago, IL, USA)分析, 结果
以平均值±标准误表示, 组间比较采用LSD法。 

2  结果与分析 

2.1  牛胎盘 PEG10基因的 BSP分析 

各组中 PEG10 基因的亚硫酸氢盐测序结果见 
图 1。转基因组中的存活组的甲基化水平 (71.07± 
3.88%)低于对照组(75.00 ± 4.19%), 但差异不显著(P> 

0.05); 死亡组呈现超高的甲基化水平(95.00±3.19%), 
与对照组差异显著(P<0.05)。 

2.2  牛胎盘 PEG10基因的 COBRA分析 

亚硫酸氢盐联合限制性内切酶分析法的检测结

果见图 1。由电泳图可见, 酶切电泳样品分别在 60 bp、
210 bp、271 bp和 313 bp有条带。D1和 D2的电泳图
只有 210 bp和 60 bp条带, 说明这两个样品在该酶切
位点的胞嘧啶都为甲基化的, 此结果与亚硫酸氢盐测
序结果相吻合, 证明 BSP的分析结果可信。 

 

 
图 1  牛 PEG10 基因 DMR 区的 DNA 甲基化水平 
(a): 牛 PEG10 在各组胎盘上的 BSP 测序结果图。每个横向的圆圈串代表一个单克隆测序结果(每个胎盘样品都有 12~15 个); 每个圆圈串上的 22
个圆圈代表扩增的目的片段上的 22个 CpG位点, 其中实心的圆圈代表该 CpG位点上的 C是甲基化的; 空心的圆圈代表该 CpG位点上的 C是未
甲基化的。(b): COBRA酶切电泳图。当原始序列中的酶切位点的 C是甲基化的时候, BstUI可以在此位点将其切开; 当原始序列中的酶切位点中
的 C是非甲基化的时候, 亚硫酸盐会把非甲基化的 C转化为 T, 故 BstUI切不可。 
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3  讨 论 

Wilmut等[26]认为胎盘发育失败是克隆胎儿死亡

的主要原因。近期的多项研究也显示克隆动物的胎盘

表现发育异常[6, 9, 27]。但至今尚无在转基因克隆动物

上的详细研究。因此, 为了探究印迹基因在胎盘上异
常的DNA 甲基化水平是否与转基因克隆牛发育异常
以及转基因克隆效率低下相关, 本研究挑选对胎盘
发育有重要调控作用的印迹基因PEG10 为研究基因, 
以正常荷斯坦奶牛的胎盘为对照, 利用亚硫酸氢盐
测序法和亚硫酸氢盐联合限制性内切酶法详细分析

了印迹基因PEG10 的DMR在转基因克隆牛胎盘上
的DNA 甲基化水平。 

Liu等[17]研究发现PEG10 基因在 3 个早期流产
死亡的克隆牛胎儿的皮肤组织上表现与对照组相似

的DNA甲基化水平, 但在另一个早期流产克隆牛胎
儿皮肤组织上呈现较低的DNA甲基化水平(35.7%)。
结合本研究在转基因克隆牛胎盘上的数据 , 说明
DNA甲基化程度在克隆动物上存在种间和个体差异, 
并且这种差异也可能存在于同一克隆动物各个组织

上[28, 29]。目前, 调控胎盘发育的印迹基因PEG10的甲
基化水平在转基因克隆动物上尚无报道。本研究结

果显示, PEG10 在存活的转基因克隆牛的胎盘上的
甲基化水平与对照组的差异不显著。但PEG10 基因
在围产期死亡且有发育缺陷的转基因克隆牛的胎盘

上表现超甲基化水平。其中在D1 和D2 两头牛的胎
盘上表现完全的DNA甲基化状态。此结果说明
PEG10 基因在胎盘上可能重编程紊乱, 该去除的印
迹没有去除, 导致胎盘发育异常, 后者可能进而导
致转基因克隆牛发育异常而死亡。Wei等[9]在克隆猪

胎盘上的研究得到相类似的结果。他们发现数个印

迹基因在死亡克隆猪的胎盘上表达异常, 且表现超
高的DNA 甲基化水平 , 但在存活健康的克隆猪胎
盘上的表达以及DNA 甲基化水平都与对照组差异
不显著。Liu等[30]在流产的克隆牛胎儿上的研究发现, 
DNA甲基化转移酶基因的 5′端区域呈现异常的DNA
甲基化水平, 显示DNA甲基化转移酶基因在重编程
过程中没有完全的重编程。本研究组近期的研究发

现 [31], 与牛早期体外受精胚胎相比, 体细胞克隆胚
胎上的全能性基因(Oct, Sox2, Nanog, Rex1 和Fgf4)
的 5′端区域呈现异常的DNA甲基化水平, 说明这些
基因在重编程过程中也没有完全的重编程。2002 年

日本科学家Inoue 等 [8]在克隆小鼠上的研究显示印

迹基因H19 和Igf2 在克隆小鼠胎儿上表达正常, 但
在克隆小鼠胎盘上表达异常。杨向忠等[7]在克隆牛上

的研究上也发现, 印迹基因IGF2R 在克隆牛胎盘上
表现出异常的单等位基因表达模式, 却在克隆牛内
脏上表达正常。这些结果表明转基因克隆过程可能

会引起胎盘中印迹基因的DNA甲基化的不完全重编
程使胎盘发育失败, 进而可能导致了克隆动物器官
发育异常以及死亡。 

本研究利用亚硫酸氢盐测序法和亚硫酸氢盐联

合限制性内切酶法对印迹基因 PEG10在转基因克隆
牛胎盘上的甲基化状况进行了研究。结果显示

PEG10 在围产期死亡且有发育缺陷的转基因克隆牛
的胎盘上的DNA甲基化程度异常高, 而存活组表现
出较为正常的 DNA甲基化程度。本研究显示, 调控
胎盘发育的印迹基因在胎盘上重编程不彻底导致其

表达紊乱可能是克隆动物发育异常以及死亡的主要

原因之一。但本研究只对 PEG10一个基因进行了研
究, 后续需要选取更多的与胚胎和胎盘发育相关的
基因进行详细研究。为了提高应用体细胞核移植技

术生产具有重要价值的转基因动物的效率, 后续有
待对表观重编程事件作进一步深入的研究认识。 
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