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人胰岛素原基因在转基因小鼠乳汁中的表达 
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(新疆畜牧科学院 农 业部畜牧兽医生物技术重点 开放实验室，乌鲁木齐 830000) 

[摘 要] 将构建的绵羊 乳球 蛋白基因(BLG)调控人胰岛素原基 因的重组基因通 过 

显微注射生产转基 因小鼠 共移植 888枚注射 BLG一胰岛素原基因的小 鼠卵 ，移植受体 31只 ， 

怀孕 14只，产仔 53只。PCR检测 51只 ．有 5只为阳性 ，并均为雌性 ，其中 2只小 鼠秘乳 ．经放 

免检测小鼠乳汁中人胰岛素原的质量浓度分别为37．44mg／L和 39．99mg／L 另外3只异常 

消瘦而不孕 ．其中 1只极度衰竭而死亡 ．
一  
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人胰岛素(insulin)是 由A和 B两条多肽链组成的蛋白质激素，A 链由 21个氮基酸 

残基组成 ，B链由 3o个氨基酸残基组成 ，共有 3个二硫键 ，在体内其 A链 的 N端和 B链 

的c端通过 c肽(由 31个氨基酸残基组成)连接成胰岛素原(proinsulin)。 

糖尿病是～种高发的老年性疾病 ，胰岛素是治疗糖尿病的特效药，因此有很大的需求 

市场。目前，市场上销售的胰岛索主要是动物脏器的提取品，基因工程产品的产量和质量 

还不能令人满意，因而可通过动物乳腺生物反应器来生产稀有的、用其他方法不易得到 

的、有生物活性的多种药用蛋白质。到目前为止，已在动物乳腺中表达的人类蛋白质主要 

有 n一1一抗胰蛋白酶 ]、血红蛋白Ⅲ。]、纤维蛋白原0]、 一乳清蛋白Ⅲ、红细胞生成素[ 、7一干扰 

素 、乳铁蛋白 ]、转糖酶口]、组织纤溶酶原激活物啪、血清白蛋白[ ]、超氧化物歧化酶 、 

凝血因子VII 、(1I-蛋白酶抑制物“ 等。当前阻碍动物乳腺生物反应器产业化的主要问题 

是外源基因能否在动物乳腺稳定、高效地表达。本研究将绵羊 乳球蛋白基因(调控基 

因)和人胰岛素原基因(结构基因)组成的基因构件，通过显微注射生产乳汁中表达人胰岛 

素原的转基因小鼠，以检测基因构件的表达效率，为进一步生产转基因家畜奠定基础 。 

1 材料和方法 

1．1 外源基因 

调控基因是绵羊 乳球蛋白基因，其大小为 10 807 bp(其中包含 4，2 kb的 5 调控序 

列，2，4 kb的 3 调控序列，7个外显子及其内含子的全部序列)；目的基因是人胰岛素原基 

因，其大小为 1 118 bp(其中包含信号肽+A肽，B肽，C肽的编码序列及其内含子序列)， 

将人胰岛素原基因插入绵羊乳球蛋白基因的第一个外显子下游，整个融合基因的总长约 
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为 12 kb。所用基因由新疆新科力生物技术研究所构建。 

1，2 试验动物 

试验小鼠为父系 BALB／C 鼠与母系昆明白外、鼠杂交产生的 F 代鼠，产后饲养 1～2 

月，体重 20 g左右。小鼠饲养室照明与黑暗时间分别为 14，10 h 

1，2，I 供 体 的 处 理 试 验 小 鼠腹 腔 注 射 PMSG(天 津 动 物 中 心．批 号 9204) 

10 gmol／min，46～48 h后注射 hCG(宁渡激素制品厂，批号 970106)10 b~mol／mint并按 

I；iX入公鼠笼 第 2天挑选出有阴道栓的小鼠做供体。 

I．2．2 受体鼠的准备 挑选性成熟的、体重在 25 g左右的母 鼠，在供体鼠注射 hOG的 

同时，按 1：1放入结扎公 鼠笼 ，第 2天挑选出有阴道栓的小鼠做受体。 

I．3 受精卵的注射与移植 

在体视镜下，将集卵皿中的卵用移卵管移入注射用载玻片上的 M2培养液(SIGMA， 

M7167)中，于微分 干涉相差倒 置显微镜(LEICA DM IRB)下观 察卵 ，并将外诼 基因 

(2 mglL)注入原核 中。将注射好的卵移回培养皿观察，挑选成活的注射卵 由伞 口移入受 

体输卵管 。 

1．4 整合检测 

1．4．1 尾组织 DNA的提取 取 0．5～1，0 cm 的小鼠尾巴，经组织 消化液 (10 mrnollL 

Tris．C1，pH8．0，100 mmollL EDTA，pH8，0，20 mglL胰 RNA 酶，质量分数 0．5 十二 

烷基硫酸钠(SDS)，0．I gg／L蛋 白酶 K)，先 37 C保温 I h，然后 55 C过夜消化，再加入等 

体积的饱和苯酚，氯仿提取 DNA，无水乙醇沉淀 DNA，最后溶解在 100 gL无菌水中0 

1，4．2 PCR检测 PCR反应体系为 50 L(10X buffer 5 gL，10 mmol／L dNTP 4 L， 

Tag酶 29 gmol／min，引物各 20 pmol，H2O 32．4 L，样品 DNA 4 L)于 PE4BOPCR扩增 

仪上扩增 ，条件为；94℃ 5min，然后 94C 45 s，58"C 45 S，72℃ 90 s进行 35个循环，最后 

在 72"C延伸 7 min 扩增产物于质量分数 2 的琼脂糖凝胶上电泳检测是否有 I 300 bp 

阳性扩增带 。 

1，5 表达检测 

1．5．1 乳样收集 在哺乳期的第 12天，将母鼠与仔鼠分开 3 h，然后按每 10 g体重 0．1 

mL腹腔注射 10 g／L的异戊 巴比妥钠 ，并 同时腹腔注射 1 t~mol／min的缩宫素注射液(上 

海禾丰制药有限公司 980501)，0．5 h后收集乳汁做 10倍的稀释后进行放免检测 ”]。 

I．5，2 放免检测 小 鼠乳样经离心脱脂后 ，采用北京北方生物技术研究所生产的“胰岛 

素放射免疫分析测定盒”(RH一042—50)，通过SN一682放射免疫 计数器(上海核福光电仪 

器公司)检测小鼠乳样中的胰岛素原含量(放免检测由兰州军区乌鲁木齐总医院核医学科 

承担)。 

2 结果与讨论 

2．1 转基因鼠的生产情况 

共移植 888枚注射了BLG一胰岛素原基因的小鼠卵 ，移植受体 31只，怀孕 14只，产仔 

53只。检测51只，其中5只为阳性，阳性鼠数分别占移植卵数、产仔数的0 56％~9 4 
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2．2 PCR检测结果 

引物选择位于 BLG基因 4 2O4～4 226碱基对处(23 bp)和人胰岛素原基因 3 5O6～ 

3 483碱基对处(24 bp)的序列，其中 P1；5'-CAC TCC CrG GAG AGC TCA GAA GC一 

3 ；P2：5 GAT GCT GGT ACA GCA TTG TTC CAC一3 。扩增片段约 1 300 bp。PCR 

检测 51只试验小鼠，有 5只小 鼠有阳性扩增 

带(见图 1)，且均为雌性小鼠。 

2．3 放免检测结果 

转基因小鼠中有两只泌乳 ．经放免检测 

乳 汁 中人 胰 岛 素 原 的质 量 浓 度 分 别 为 

37．44 mg／L和 39．99 mg／L，将 对照 鼠与阳 

性 鼠的检测结果进 行 Students 检验，差异 

极显著(P<O．01)。由于该放免检测是利用 

均相竞争抑制原理，采用非饱和(顺序饱和) 

法，样品中的胰 岛素原与限量 的抗体预先反 

应一段时间，加人标记抗原，以竞争结合剩余 

的抗体结合位点。当样品中胰岛素原含量高 

时，剩余抗体结合位点较少，与抗体结合的标 

记抗原相应减少 用分离剂分离出抗原一抗体 

+ 2O 18 l7 16 14 13 

图 1 BLG一胰 岛素原基因检测结果 

复合物，测定结合物中的放射性，因标记抗原的结合量与样品中胰岛素原含量成函数关 

系，故可以计算出样品中胰岛素原浓度 但由于小鼠的胰 岛素原与人胰岛素原有相似的抗 

原性，用放免检测无法将两者区分开，因而不能精确定量人胰岛素原在小鼠乳汁 中的含 

量 。 

转基因小鼠中有 3只异常消瘦而不能怀孕，其中 1只极度衰竭而死亡 这可能是因为 

外源基因的随机整合插人而抑制小鼠正常的生 长发育造成的。 
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Expression of human proinsulin gene 

in milk of transgenic mice 

HUANG Jun—cheng，SHI Hong—cai，LI W en-tong， 

W U Jian·YANG Dong-mei．GUO Zhi-qin 

(Key L曲 8 。竹 Anir,t~l＆Veterinary Biotechnology，Ministry oy Agricutlure 

Xinjia,tg Academy of Animal Scie~ce~．Urun~qi 830000，China) 

Abstract：The recombinant gene containing human proinsulin gene driven by ovine 

lactoglobulin gene was microinjected into the pronucleus of mouse zygotes．A total of 

888 eggs injected were transferred into 31 recipients，of which 14 recipients were 

pregnant and produced 53 pups，and there were 5 transgenic female mice in 51 pups 

screened by PCR．Milk samples，collected from two lactating transgenic mice，contained 

37．44 mg／L and 39．99 mg／L human proinsulin respectively by radj0immunoassay． 

Other three transgenic mice were tOO weak to be pregnant，of which one was dead
．  

Key words：Human proinsulin gene；transgenic mice；gene expression 
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