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牛!!乳球蛋白基因调控序列指导组织型纤溶酶原激活剂
在小鼠乳腺中的表达

陈红星 程 萱 杨 晓 邓继先 苏国富 黄培堂"

（军事医学科学院生物工程研究所，北京!$$$"!）

摘 要 用全长1B7CD的牛"0乳球蛋白基因（EFG）作为调控序列，用!B2CD的鸡溶菌酶+HI序列作为对抗转基
因中位点效应的工具，构建了组织型纤溶酶原激活剂（AJH）乳腺表达载体。对#%$$枚卵进行显微注射，经JKI和

L’MA/5-@0E(’A检测，在!"$只出生小鼠中获得6只整合有牛EFG0AJH融合基因的转基因小鼠，并在转基因小鼠乳
汁中检测到AJH的活性，AJH的表达水平最高达到!##N／<F。整合在小鼠基因组中的牛EFG0AJH融合基因能稳定
地遗传给子代。
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!61:年F’P5((0D,QN5首次提出用转基因动物乳
腺生产重组蛋白质，短短几年，先后有利用酪蛋白、

乳球蛋白、乳清蛋白、乳清酸蛋白调控序列指导外源

基因在乳腺中表达并获得分泌的报道［!$7］。所有

这些研究令人信服地表明了乳腺特异表达的转基因

动物作为生物反应器的可行性。用转基因动物乳腺

生产重组蛋白具有产量高、费用低的特点，并且对表

达产物具有翻译后修饰和加工能力。人组织型纤溶

酶原激活剂对纤维蛋白有较强亲和力，可选择性溶

解血栓而不引起全身出血现象，是一种理想的溶血

栓药物，但它在血浆中的半衰期短，因而临床用量高

达1$<N／人份。使用体外细胞表达系统难以达到中
试规模，因此，我们建立乳腺定位表达AJH的转基
因小鼠模型，探索用转基因动物乳腺生产AJH的可
能性。制备乳腺生物反应器的前提是要有合适的调

控成分，研究证明乳蛋白基因的:R侧翼区、%R侧翼
区、内含子都对外源基因的表达有影响［:］。牛EFG
是牛乳清中的主要蛋白质，为了获得它的表达调控

序列，本文克隆了1B7CD的全长牛EFG基因，包括

!B1CD的:R侧翼区、7B"CD的基因组S*H区、!B"CD
的%R侧翼区。为乳腺生物反应器的制备准备了表
达调控序列。+HI序列具有克服位点效应的功
能，本文用JKI克隆了!B2CD的鸡溶菌酶+HI序

列，与:个牛EFG片段及AJH.S*H拼成牛EFG0
AJH表达载体并建立了相应的转基因小鼠系，转基
因小鼠乳汁中AJH的表达量最高达到!##N／<F，为
今后建立大型动物乳腺生物反应器奠定了基础。

" 材料与方法

"#" 试剂与仪器

&5@AS*H聚合酶、40&5.A’-C=A、限制酶、S*H
.(5,@0MTC=A为T-’<5N,公司产品。+#、+!2、石蜡
油为L=N<,公司产品。4,US*H聚合酶、凝血酶、
纤维蛋白原为华美公司产品。拉针仪、显微注射仪

为*=C’@公司产品。菌株V+!$6为T-’<5N,公司
产品。昆明白小鼠由本院丰台动物中心提供。

"$% 实验方法

"$%$" 牛EFG基因及鸡溶菌酶+HI序列的JKI
扩增：根据G5@0E,@C中发表的牛EFG序列设计:
对引物，分:段扩增，:对引物依次为：

!：:RANA.N,,ANN..N,N.A...A..%R
:RA...AN.NNANAA.,,N,A.N,ANN%R

#：:R,,AN,NNN..ANNN.N..,.,,N%R
:R,NN.,N.AA,....,N,NN.N..%R

%：:R.,NA,,NN.,NNA,AA.AN,,AA.N.%R
:RN.NN,A..,N,NAANNN.AA..,N%R



!："#$%$&&’’&%%%’’%$%$&&’$%%&(#
"#’&&%’&%$$’%%%%’&’&&%&%%(#

"："#$&%%&&%&%%$%$&&&&$’’&%(#
"#$&%%’%%&’&%&&%$$%%$&&(

根据)*+,-’+.中发表的鸡溶菌酶/01序列合成2
对引物扩增：

"#&&%$$%%$’$&%&$&%$%’&’’’’%(#
"#&&%%’%’%%’&’&%%$’%’%%$&(#

341条件为：5!6!78+，5!6(9:，;<6278+，=>6
278+，(9循环，=>62978+，!6保存。

!"#"# 牛-?),$30表达载体的构建及鉴定：将

/01、@2、$30%AB0、@>、@(、@!、@"=个片段按顺序拼
成牛-?),$30表达载体，使$30%AB0位于牛-?)
基因起始0C)之前。

!"#"$ 显微注射获得转基因小鼠［;］：=周龄公鼠;9
只，(9只作正常公鼠，(9只结扎作结扎公鼠。29D
的3/E)和29D的F4)隔天注射后的母鼠与正常公
鼠交配制备供体鼠，同时用母鼠与结扎公鼠交配制备

受体鼠，上午29：99杀供体鼠取卵，培养到下午>：99
注射，注射完后将卵移植到受体鼠中发育成小鼠。

!"#"% 转基因小鼠的检测：合成一对引物用于转基
因小鼠的341检测，引物序列为：

"#&%&&’$%%’&’&$$&&&%$$%%’&(#
"#&&%$%’&%’%$&$$%$%%’$&%’&(#
引物扩增牛-?)上第三内含子与第四外显子

之间(99GH片段。见图2。341 条件为：5!6
!78+；5!6(9:；;<6(9:，=96(9:；(9%I%J*:；=>6
2978+；!6保存。341阳性的小鼠使用EKD$L*M+
GJK$进一步鉴定，使用!"#NN酶切小鼠AB0，以@(
和@!为模板标记探针。

图2 牛-?),$30表达载体示意图

O8&P2 CL*:.*$%L7’HK@$L*GKQ8+*-?),$30*RHM*::8K+Q*%$KM

!"#"& 转基因小鼠乳汁中$30含量的测定：采取
母鼠乳汁，离心去除乳脂，采用纤维蛋白原,琼脂糖,
平板法测定$30溶纤活性［=］。

# 结 果

#’! 牛()*+,-.表达载体的构建及鉴定
为了获得制备乳腺生物反应器所需的调控序

列，我们以牛染色体AB0为模板，分"段扩增出了
全长<S!.G的牛-?)基因（从"#端到(#端按顺序依
次为2S<.G的扩增片段2（@2）、2S<.G的@>、2S".G
的@(、2S!.G的@!、>S(.G的@"），以鸡染色体AB0
为模板，扩增出了2S;.G的鸡溶菌酶 /01序列。
扩增出的各个片段克隆到C载体上，经酶切及测序
鉴定证明正确。

用$%#N、!%&FN切下@(，同样用$%#N、!%&FN
切开@!，连接得到@(!。用$%#N、’()1N切下@(!片
段，同样用$%#N、’()1N切开@>，连接得到@>(!。用

*%+N切下@>(!片段，同样*%+N切开@"，连接得到

@>(!"。用!%&FN、,-.NN切下2S<.G的牛-?)"#
侧翼区@2片段（包括启动子部分）并削平，用/01N
切开$30质粒并削平，连接得到@J$30，用$%#N、

2#.N切下鸡溶酶/01并补平，用341T!切开@J$,
30并补平，连接得到/01@J$30。用$%#N、56)N切
下/01@J$30片段，同样用$%#N、2#.N切开@>(!"，
由于56)N与2#.N是同尾酶，连接得到牛-?),$30
表达载体，见图2。对牛-?),$30表达载体使用

$%(N、$%(NN酶切鉴定。$%(N切出：!;GH、!<2GH、

2("!GH、><"9GH、>5>!GH、=>"9GH;个片段，其中

!;GH难以观察，><"9GH和>5>!GH难以区分，因而预
计只能看到 ! 个片段。$%(NN切出：(999GH、

2>999GH>个片段，其中(999GH片段为原核载体序
列，2>999GH片段为显微注射片段。酶切结果正确，
见图>。

图> 牛-?),$30表达载体酶切鉴定图

O8&P> CL*8T*+$8@8%’$8K+K@GKQ8+*-?),$30*RHM*::8K+
Q*%$KMGIM*:$M8%$8K+*+UI7*T8&*:$8K+
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!"! 显微注射
通过显微注射，共获得!只"#$%&’(转基因小

鼠，以下列表总结显微注射的过程。

表# $%&转基因小鼠的建立

’()*+# ’,++-$()*.-,/+0$12$%&$3(0-4+0.5/.5+

)*’+(,%-"’(.

(’&’/0(1#-

)*’02(+*’&

/23’

)*’+(,%-.

4’%23/23’

)*’(,2+##"

+(,%-4’%23/23’

)*’"2(-+5*,-’ 6788 69: ; 6<9=

+*’-’3#%&5*,-’ >>8 ;9 ? @8<8=

转基因小鼠的制备过程可以分成两个阶段，第

一阶段由于处于技术的摸索时期，转基因小鼠的阳

性率仅为6A9=，经过不断地改进，阳性率增长到

@8=。

!"6 转基因小鼠的检测

BCD检测方法具有简单、快速的优点，缺点是
容易产生假阳性。假阳性主要是由于扩增出了内源

性片段。由于小鼠体内没有!.乳球蛋白基因，所以
我们用BCD扩增牛EFG上@8805片段的方法来初
步筛选出生的6?8只子代鼠，结果显示其中有!只
为"#$%&’(转基因小鼠，见图@。

图@ 九只"#$%&’(转基因小鼠的BCD鉴定

H24<@ )*’BCD2&’%+2"23,+2#%#"%2%’"#$%&’(+(,%-4’%23/23’

为了确证BCD的结果，我们对!只BCD阳性
鼠做进一步的I#$+*’(%0J#+鉴定，选用!"#KK酶切
小鼠LMN，在整个注射片段（由 OND"6+BN";"@
"9">?个片段组成，长约6;88805）中仅有一个

!"#KK位点。位于第@>8805处，我们以"@和"9部
分为模板标记探针，如果转基因鼠系为单拷贝整合，

则杂交后会出现一条未知大小的条带，这个条带从

注射片段中的!"#KK位点到小鼠染色体LMN上的

!"#KK位点，长度应大于7>8805。如果为多拷贝整
合，则除了以上所说的未知带外，尚还有一条

6;88805的条带，也即整个插入的注射片段（图9）。
我们的I#$+*’(%0J#+结果显示!只BCD阳性结果
的小鼠确实是"#$%&’(转基因鼠，证明BCD的方

图9 牛EFG.+BN融合基因在小鼠基因组中的整合示意图

H24<9 )*’-*’+3*/,5#"+*’0#P2%’EFG.+BN"$-2#%4’%’
2%+’4(,+’&2%+#+*’/#$-’4’%#/’

法是准确可靠的，而且!只转基因鼠全部为多拷贝，
因为它们都出现了多拷贝的特征带.6;88805的注
射片段。从另一个方面说，我们的注射片段是完整

地插入鼠染色体LMN中的，并未发生打断事件。

I#$+*’(%0J#+的结果还显示各个"#$%&’(插入的拷
贝数不同。结果见图>。

图> 各转基因小鼠的I#$+*’(%0J#+鉴定

H24<> )*’I#$+*’(%0J#+2&’%+2"23,+2#%#"
’24*++(,%-4’%23/23’

!"7 转基因鼠系的建立
在获得的!只"#$%&’(转基因小鼠中，有?只能

稳定地将整合的牛EFG.+BN融合基因遗传给后代，
经过@代杂交筛选，已获得转基因纯合的小鼠。有

;只"#$%&’(转基因小鼠无法将整合的融合基因遗
传给后代，估计它们是嵌合体。

!"8 转基因小鼠乳汁中$%&含量的测定
使用溶圈法测定鼠乳中+BN的含量，发现各个

转基因小鼠系乳汁中+BN的含量差异较大，其中以

@6（>）转基因小鼠系+BN的表达量最高，测活结果
显示>8倍稀释的鼠乳样品与>倍稀释的标准样品
溶解圈直径相同，标准的浓度为6A;>"4／/F，因此
判断@6（>）鼠系+BN的表达量为6;A>"4／/F，结果

?@6;期 陈红星等：牛!.乳球蛋白基因调控序列指导组织型纤溶酶原激活剂在小鼠乳腺中的表达



见图!。表"总结了各个转基因小鼠系的表达情
况。

图! #$（%）转基因小鼠乳汁中&’(含量的测定

)*+,! -./0123&*4*52&*6364&’(*3&./7*89
64#$（%）&:23;+/3*57*5/

表! 各转基因鼠系"#$的表达量

%&’()! %*)"#$)+,-)../01()2)(03.)2)1"-&1.4)1/5(/1).

-:23;+/3*5761;/8*3/ &’(/<=:/;;*638/>/8（!+／7?）

#$（%） $"@%AA

%B（%） A@ABC

!"（$） !A@ABC

B%（$） 13D/&/5&2E8/

BB（#） 13D/&/5&2E8/

CA（$） 13D/&/5&2E8/

CA（"） B@#AA

从表中可以看出B个转基因小鼠系中&’(的
表达量最高达$"@%AA!+／7?，而最低则检测不到，
这个结果显示出位点效应的影响，也说明本文中的

鸡溶菌酶F(G序列显然并未起到对抗位点效应的
功能。

6 讨 论
牛H?I基因相对于其他乳蛋白基因来说，开发

利用较晚，有关的研究报道较少。$JJJ年KL&&*3/3
MF报道牛H?I基因在小鼠中高效表达，表达量达

$7+／7?。使用的牛H?I基因包括$@C9E的%N侧
翼区、O@B9E的基因组PQ(区、$@J9E的#N侧翼
区［C］。国内杨国庆利用!%AE=的牛H?I基因启动
子在小鼠中表达人生长激素基因，表达量达到

A@%7+／7?。以上的例子说明在C@O9E的牛H?I
基因中应已包含有足够的表达调控序列。虽然小鼠

中并没有乳球蛋白基因，但从KL&&*3/3的结果看，
可能由于乳蛋白表达调控的保守性，牛H?I基因在
小鼠中依然能表达。综上所述，选用C@O9E的牛

H?I基因作为制备乳腺生物反应器的调控元件是

可行的。

本实验室周江等曾利用羊H?IO9E的%N侧翼
区和O@%9E的#N侧翼区指导&’(5PQ(的表达，表
达量达到$@%!+／7?

［J］。卢一凡等利用羊H?I%9E
的%N侧翼区、O@"9E的#N侧翼区以及第一、第二内含
子指导&’(5PQ( 的表达，表达量达到!@A!+／

7?［$A］。我们利用C@O9E的牛H?I基因的调控序
列指导&’(5PQ(在小鼠乳腺中获得表达，并且表
达产物能分泌到乳汁中，各个转基因鼠系中&’(的
表达量最高达$"@%!+／7?，在旧有工作的基础上使

&’(的表达量获得了较大的提升，但与国外水平相
比依然有较大差距［$$］。虽然现在已有很多报道表

明一个种系的乳蛋白可以在另一个种系中表达，但

种系的差别很可能会影响到表达载体的表达能力。

我们所构建的载体已用于转基因牛的研究。
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