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摘要: 

犬胎儿成纤维细胞在体外培养具有较强的增殖能力，可进行复杂的基因编辑操作。通过

分离培养犬的胎儿成纤维细胞，可在体外对其进行基因编辑，筛选阳性的细胞克隆，再

用阳性的细胞做体细胞克隆，可一步获得纯合的基因编辑犬。同时，该方法还可进行一

些复杂的基因操作，包括基因敲入，多基因打靶，大片断删除等。与其它类型体细胞相

比，犬胎儿成纤维细胞体外增殖能力更强，可进行复杂的基因修饰操作，同时具有较高

的克隆效率。 
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研究背景 

利用胎儿成纤维细胞、卵丘细胞或成体成纤维细胞进行体细胞克隆，已成功地培育了

各种克隆哺乳动物。关于哪种供体细胞最适合 SCNT 有很多讨论，但一般认为未分化

的供体细胞（即胚胎卵裂球）更适合用于 SCNT。此外，由于胎儿成纤维细胞具有高

增殖率，因此被广泛用于生产转基因克隆动物。因此，胎儿成纤维细胞被认为是在几

个物种中产生克隆后代的最合适的供体细胞。然而，犬和猫的第一个克隆后代分别来

自成体皮肤成纤维细胞和卵丘细胞。 

 

材料与试剂 

http://www.bio-protocol.org/e1010973
mailto:lai_liangxue@gibh.ac.cn


     

2 

www.bio-protocol.org/e1010973 
 
 

 

DOI:10.21769/BioProtoc.1010973

55555111112000 

 

1. DMEM（Hyclone） 

2. FBS（Gibco） 

3. 丙酮酸钠（Gibco） 

4. 谷氨酰胺（Gibco） 

5. NEAA（Gibco） 

6. 质粒（Addgene） 

7. G418（Merk） 

8. 电转液（Neon Transfection System 100μL Kit） 

9. 胰酶（Gibco） 

10. 克隆环（国产） 

11. 培养板（Corning） 

 

仪器设备 

1. 电转仪（Invitrogen Neon） 

2. 培养箱（Thermo-4111） 

3. 生物安全柜（ESCO-AC2-6S1） 

4. 倒置显微镜（Olympus-IX73） 

 

实验步骤 

1. 复苏犬胎儿成纤维细胞（30 天胎儿）于 10 cm 培养皿中； 

2. 待细胞长到约 90%汇合时，消化细胞； 

3. 将细胞用 PBS 清洗两遍； 

4. 用含有 Cas9 和 sgRNA 质粒的 PBS（100μl）重悬细胞，1x105细胞电转 0.5μg 质

粒(CMV-CAS9:U6-sgRNA = 1:1)； 

5. 吸入电转枪中，并插入到电转液中准备电转； 

6. 电转（电转参数：电压 1350 V；时间 30 ms；脉冲次数 1 次）； 

7. 电转后将细胞再养到 10 cm 培养皿中； 

8. 电转后 48 h 再消化细胞，准备分盘； 
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9. 细胞分盘，将细胞进行稀释，再种入 10 cm 培养皿中，40X 显微镜视野中可见 5-

7 个细胞即可； 

10. 在分盘后 24h 更换成含 G418（300 μg/ml）的培养基，每三天换一次液； 

11. 第 8 至 10 天根据细胞克隆大小选择挑取克隆时间； 

12. 用克隆环进行挑克隆，挑出的细胞培养到 24 孔板中； 

13. 细胞长满后传至 12 孔板中，留取约 1/4 的细胞进行鉴定； 

14. 鉴定后的阳性克隆细胞在 12 孔板中长满后进行冷冻，保存于液氮中。 

 

结果与分析 

1. 不同克隆基因型不一样； 

2. 挑克隆时如果两个克隆相距很近则舍弃，避免不同克隆细胞间的相互污染。 

 

失败经验 

1. 细胞分盘时密度过大，导致最后形成的克隆间距太小，无法挑取克隆。 

 

溶液配方 

1. 细胞培养液 

DMEM+15%FBS+1% 丙酮酸钠+1%谷氨酰胺+1NEAA 
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