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牛 Β-乳球蛋白基因 5′调控成分的分离、
克隆及序列分析
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　　[摘　要 ]　利用 PCR 方法克隆了牛 Β2乳球蛋白基因 5′调控成分 (1 449 bp ) ,其中包括 5′侧翼序列 (645 bp ) ,第

一外显子及第一内含子 (804 bp )。PCR 产物回收纯化后,克隆在 pM D 182T V ecto r的 T 位点。序列分析表明,该序

列与牛 Β2乳球蛋白A 型基因、牛 Β2乳球蛋白B 型基因、山羊和绵羊 Β2乳球蛋白基因的同源性分别为 98. 55% ,

99. 79% , 90. 70%和 90. 09%。计算机分析表明,此调控成分含有诸多调节因子结合位点或反应元件,其中包括视黄

酸反应元件 (RA R E)、佛波酯反应元件 (TR E)、乳腺特异性因子 (M SBF)和核因子 1 (N F1)结合位点等,提示此调控

成分可调控外源基因在乳腺细胞中高效表达,可用于构建乳腺特异性表达载体。
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　　利用乳腺生物反应器能大规模地生产人类所急

需的外源活性蛋白,该法因具有独特的优点而引起

人们的广泛关注。制备乳腺生物反应器最关键的环

节是构建高效、特异的表达载体。Β2乳球蛋白 (Β2
lactoglobu lin , BL G)是反刍动物最主要的乳清蛋

白,大量研究证明,它的调控成分能指导外源基因在

乳腺细胞中特异、高效表达。杨国庆等[1 ]以牛BL G

基因 5′调控序列作为启动子与人生长激素基因
(hGH )构建表达载体, 在转基因小鼠乳清中 hGH

的表达量为 420 m göL。陈红星等[2 ]以牛BL G 基因

5′调控序列构建表达载体,获得组织型纤溶酶原激

活剂 ( t2PA )转基因鼠, t2PA 在乳腺中也有较高的表

达量。最引人瞩目的是W righ t [3 ]以绵羊BL G 基因

的 5′调控序列来表达 Α12抗胰蛋白酶 (Α12A T ) , Α12
A T 在转基因绵羊乳中表达量高达 35 göL。鉴于此,

本试验拟以牛BL G 基因 5′调控成分构建表达载体,

考虑到第一外显子和第一内含子在指导外源基因正

确翻译、表达和分泌等方面中的作用,也克隆了此序

列。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　试验动物　美国荷斯坦奶牛由杨凌科元生物工

程有限公司提供。

质粒和菌种　宿主菌DH 5Α为本室保存,质粒

pM D 182T V ecto r购自大连宝生物公司。

试剂和仪器　限制性内切酶、T 4 连接酶和

M arker 均购自加拿大M B I公司, T aq DNA 聚合

酶、10×PCR Buffer 和 dN T P M ix tu re 购自大连宝

生物公司, DNA Gel Ex tract ion K it 和 P lasm id

M in ip rep s K it 购自上海生物工程公司。PCR 仪为

Gene AmpR PCR 2System 2400 (美国 PE 公司) ,凝

胶成像分析系统为英国UV P GD S8000 型,紫外分

光光度计为C in tra (GBC)型。

1. 2　方　法

奶牛基因组DNA 的提取　奶牛颈静脉采血,

0. 5 göL ED TA 抗凝, RN ase 酶、蛋白酶 K 消化后,

利用酚2氯仿法提取基因组DNA ,真空干燥后溶于

300 ΛL 灭菌超纯水中, 并用紫外分光光度计测定

DNA 样品在 260, 280 nm 处的OD 值, 计算DNA

样品的浓度和纯度,具体方法见参考文献[ 4 ]。

特异性引物设计　参考A lexander 等[5 ]发表在

Gen Bank 中的奶牛BL G 全基因序列,利用引物设

计软件 P rim e P rem ier 5. 0辅助设计。为方便构建表

达载体, 在上、下游引物的 5′端各加上了 1 个

E coR É限制性酶切位点和两个保护碱基,引物序列

如下:

上游引物　5′gcg, aa t, tcA , TCC, CA C, GT G,
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CCT , GC 3′

下游引物　5′gag, aa t, tcC, T GG, GGA , GGG,

A CC, T T 3′

PCR 扩增　取DNA 样品 1 ΛL (100 ng) ,M g2+

4 ΛL (25 mmo löL ) , dN T P M ix tu re 4 ΛL (各 2. 5

mmo löL ) ,引物各 2 ΛL (25 Λmo löL ) ,超纯水 33 ΛL ,

10×PCR Buffer 5 ΛL , T aq聚合酶 1 ΛL (5 U öΛL )。

瞬间离心混匀,首次 96 ℃变性 5 m in 后, 94 ℃变性

30 s, 61 ℃退火 45 s, 72 ℃延伸 90 s,进行 35 轮循

环,最后 72 ℃延伸 10 m in。

琼脂糖电泳　制备 0. 7 göL 的琼脂糖凝胶,加

入溴化乙锭 (EB ) (20 m göL )至 1 m göL。取 PCR 扩

增产物 5 ΛL 与 6×凝胶电泳上样缓冲液 1 ΛL 混匀

后,点样电泳,电压 5 V öcm。45 m in 后,在凝胶成像

分析系统中观察结果并记录。

克隆　利用DNA Gel Ex tract ion K it从琼脂糖

凝胶上回收并纯化 PCR 产物后,克隆在 pM D 182T

V ecto r 的 T 位点,并转化感受态大肠杆菌,蓝白筛

选阳性菌落,具体方法见参考文献[ 4 ]。

目的片段的鉴定和序列测定　利用 P lasm id

M in ip rep s K it 提取质粒后, E coR É酶切鉴定重组质
粒,最后送交大连宝生物公司完成序列测定。

2　结　果

2. 1　牛基因组DNA 的完整性

　　经紫外分光光度计测定, 牛基因组DNA 样品

OD 值为 1. 72,取 2 ΛL 进行 0. 7 göL 琼脂糖凝胶电
泳,溴化乙锭染色,紫外灯下观察基因组DNA 无降

解。

2. 2　PCR 扩增结果

利用提取的基因组DNA 和特异性引物进行扩

增,取 5 ΛL PCR 扩增产物电泳,发现与预期的扩增

产物大小一致,结果见图 1。

2. 3　重组质粒酶切鉴定结果

利用蓝白筛选法筛选阳性重组菌落,提取质粒

后, E coR É酶切 (电泳结果见图 2)鉴定,目的片段已

成功地克隆在 pM D 182T V ecto r的 T 位点。

图 1　牛BL G基因 5′调控成分 PCR 扩增电泳

A , B, C, D. PCR 产物;M. DNA m arker

F ig. 1　PCR p roduct of bovine BL G gene 5′regu lato ry elem ent

A , B, C, D. PCR p roduct;M. DNA m arker

图 2　重组质粒 E coR É酶切电泳
A. pM D 182T vecto r; B. 重组质粒酶切结果;M. DNA m arker

F ig. 2　T he recom binan t p lasm id digested by E coR É
A. pM D 182T vecto r; B. Recom binan t p lasm id;M. DNA m arker

2. 4　序列分析结果

目的片段测序后, 利用BLA ST 软件进行同源

性分析,结果见表 1。同时利用DNA Star软件分析,

发现此调控成分含有多个调节因子作用位点或反应

元件,其中包括视黄酸反应元件 (RA R E)、佛波酯反

应元件 (TR E)、乳腺特异性因子 (M SBF )和核因子

(N F1)结合位点等,见图 3。

表 1　牛BL G基因 5′调控成分序列的比较

T able 1　T he comparison of bovine BL G gene 5′regu lato ry elem ent w ith o ther m amm als

哺乳动物
M amm als

基因
Gene

同源性ö%
Homo logy

奶牛 Cow Β2乳球蛋白A 型基因 Β2lactoglobu lin gene varian t A 98. 55

奶牛 Cow Β2乳球蛋白B 型基因 Β2lactoglobu lin gene varian t B 99. 79

山羊 Goat Β2乳球蛋白基因 Β2lactoglobu lin gene 90. 70

绵羊 Sheep Β2乳球蛋白基因 Β2lactoglobu lin gene 90. 09
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图 3　牛BL G基因 5′调控成分的DNA 序列及分析

CAA T box. CCA T 框、核因子21 结合位点; CA C. GT 21c 蛋白结合位点; CK. 细胞因子 CK22e 结合位点; Code. 翻译起始位点; GC

box. GC 框、SP1因子结合位点; g lyco. 糖基化位点;M SBF. 乳腺特异性因子结合位点; Pu21. Pu21因子结合位点; reti. 视黄酸反应元

件 (RA RE) ; Sm. 核糖核蛋白 Sm 结合位点; Start. 转率起始位点; TA TA box. TA TA 框、TBF 因子结合位点; TRE. 佛波酯反应元件、

A P1结合位点

F ig. 3　T he sequence and analysis of bovine BL G gene 5′regu lato ry elem ent

CAA T box. CAA T signal of RNA po lym erase Ê . N F21 facto r b inding site; CA C. GT 21c p ro tein b inding site; CK. cytok ine22e b inding

site; Code. start code of translation; GC box. GC signal of RNA po lym erase Ê . SP21 facto r b inding site; g lyco. glyco sylation site;

M SBF. m amm ary specific b inding facto r site; Pu21. Pu21 facto r b inding site; reti. retino ic acid response elem en t (RA RE ) ; Sm. sm all

nuclear ribonucleop ro tein Sm binding site; Start. start code of transcrip tion; TA TA box. RNA po lym erase b inding site. TA TA 2box

b inding p ro tein site; TRE. T PA response elem en t. A P- 1 facto r b inding site

3　讨　论

利用乳腺生物反应器制备转基因动物,是当前

生物技术领域的研究热点之一,但是外源基因在乳

腺细胞中特异性表达受诸多因素的影响。①内含子:

目前已经有充分的研究[6 ]证实,内含子 (特别是第一

内含子)对外源基因正确的剪接、修饰以及提高表达

效率有重要的作用。这可能是由于内含子区包含增

强子序列以及基质结合区 (M A R )、内含子可开放染

色体区域,或通过内含子的剪接可增加mRNA 在细

胞质的稳定性,在本研究中克隆牛BL G 基因第一内

含子序列正是基于此。②位置效应:表达构件在宿主

染色体上的整合位点强烈影响外源基因的表达,若

外源基因整合在宿主异染色质区,它的表达便会被

强烈抑制。然而有些表达构件似乎不存在整合效应,

表达水平直接与其在染色体上整合的拷贝数有关。
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研究证明[7 ] , 乳腺细胞中BL G 基因启动子区存在

DN aseÉ 超敏感位点,此位点是诸多反式作用因子

识别和作用的位点,与基因的表达息息相关。

本研究通过对牛BL G 基因启动子区的克隆及

序列分析, 发现此调控成分存在视黄酸反应元件

(RA R E)、佛波酯反应元件 (TR E)、乳腺特异性因子

(M SBF )和核因子 (N F1)等诸多调节因子结合位

点,这对调节外源基因在乳腺上皮细胞特异性的表

达至关重要。同时,本研究之所以克隆牛BL G 基因

第一外显子,主要考虑第一外显子中的信号肽序列

在指导外源基因特异性表达和分泌中是重要的。但

是,究竟此调控成分的活性如何,还需要制作转基因

动物来验证,这也是作者目前正在从事的研究。
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T he iso la t ion, clon ing and sequence ana lysis of bovine

Β2lactog lobu lin gene 5′regu la to ry elem en ts

SH IY u-q iang, ZHANG Y ong, ZHENG Y ue-mao,L IU J ian -zhong, ZHANG Zh i-p ing
( Institue of B io2E ng ineering ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S hannx i 712100, Ch ina)

Abstract: Fo r the pu rpo se of con struct ing m amm ary gland specif ic exp ressional vecto r, the bovine Β2
lactoglobu lin gene 5′f lank ing fragm en t w as cloned by PCR amp lif ica t ion. It con sisted in part of the gene

up stream region abou t 645 bp , the first exon and the first in t ron abou t 804 bp. A fter PCR p roduct w as

recovered and pu rif ied, the aim fragm en t w as cloned at T site of pM D 182T V ecto r. T he fragm en t w as

sequenced, and it w as compared w ith bovine BL G gene varian t A , bovine BL G gene varian t B , goat and

sheep BL G gene. T he resu lts ind ica ted the homo logy w as 98. 55% , 99. 79% , 90. 70% and 90. 09%

respect ively. T he nucleo t ide acid sequence w as analyzed by compu ter, and found m any facto r o r p ro tein

b inding sites and respon se elem en ts such as m amm ary specif ic b inding facto r (M SBF ) , nuclear facto r21

(N F21) , ret ino ic acid respon se elem en t (RA R E ) and T PA respon se elem en t (TR E ). It suggested the

cloned regu la to ry elem en t shou ld direct ex tra genes to exp ress specif ica lly in m amm ary gland ep ithelia

cells, and it cou ld be u sed as con struct ing m amm ary gland2specif ic exp ressional vecto r.

Key words: Β2lactoglobu lin gene; bovine; PCR; sequence analysis
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