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融合启动子调控下的 t-PA cD NA 乳腺定位表达
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　　 [摘　要 ]　由牛 Β2Casein 启动子与大鼠WA P 启动子融合构建了 t2PA cDNA 乳腺定位表达载体 pSVL 2

Β△WA P2PA , 以研究 t2PA 乳腺定位表达的调控。结果表明, 将表达载体 pSVL 2Βb2PA , pSVL 2WA P2PA 及 pSVL 2

Β△WA P2PA 分别直接注入怀孕的家兔乳腺管中, 溶圈试验显示 3 种表达载体均能在家兔乳腺中表达, 且以分娩后

第 4 天的乳汁中表达水平最高, 分别为 390, 430 和 670 ngömL。证明 0. 6 kb 的牛 Β2Casein 上游调控序列具有一定

的定位表达调控能力。融合启动子较单纯的 Β2Casein 或WA P 启动子调控下的 t2PA cDNA 表达水平高。

[关键词 ]　Β2Casein 基因; 乳清酸蛋白基因; t2PA cDNA ; 乳腺定位表达

[中图分类号 ]　Q 78　　　　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]100022782 (2001) 052023204

　　转基因动物研究与应用的一个重要方面是生产

珍贵的药用蛋白。乳腺是人们首先和主要研究的靶

组织。因此, 探索基因转移的有效途径和外源基因在

乳腺中定位表达调控, 是建立乳腺生物反应器的关

键。

组 织 型 纤 溶 酶 原 激 活 剂 ( t issue2type

p lasm inogen act iva to r, t2PA ) 是血栓性疾病治疗上

非常理想的药物。由于 t2PA 在血液、组织液等天然

材料中的浓度极低, 难以大量制备。目前应用的是体

外细胞培养生产的基因工程产品, 产量低, 成本高,

不能满足临床需要。自从 Go rdon 等[1 ]人建立 t2PA

乳腺定位表达的转基因小鼠以来, 许多国家竞相研

究 t2PA 的乳腺定位表达系统, 以期得到表达量高、

能够大规模生产 t2PA 的大型转基因动物。但是, 由

于转基因的不可预测性, 在目前尚未能够充分了解

乳蛋白基因表达及转基因对复杂调控网络的影响以

前, 在泌乳量高的大动物如牛、羊上实施转基因具有

很大的盲目性。因此, 国内外研究者常以小鼠为模

型, 利用受精卵显微注射的方法来研究乳腺定位表

达载体构件的可行性以及探讨高水平表达的机制。

这种方法比较真实可靠, 但试验周期长, 表达水平因

整合位点的不同差异很大。笔者将定位表达载体直

接注入乳腺管中, 也能得到暂进性的表达, 这种方法

操作简单, 试验周期短, 在大动物中易实施, 可用于

检验乳腺定位表达载体中各构件的正确性。同时, 笔

者构建了多种定位表达载体, 以研究 t2PA 乳腺定

位表达调控, 为建立高效表达 t2PA 的转基因动物

作一有益的探索。

1　材料和方法

1. 1　菌种和质粒

　 　 HB 101, DH 5a 受 体 菌; 质 粒 PGEM 2T 2Β2
Casein, 内含 0. 6 kb 的牛 Β2Casein 上游调控区序

列, 均由本室保存; pSVL 2W A P2PA 为本室构建的

定位表达载体, 内含W A P 基因2948～ + 1 序列及 t2
PA cDNA。

1. 2　酶及试剂

工具酶分别购自 P rom ega 公司和华美生物工

程公司, 牛凝血酶、牛纤维蛋白原购自北京生物制品

检测所, 脂质体购自 P rom ega 公司, t2PA 标准品为

Sigm a 公司产品, 其他试剂均为分析纯。

1. 3　试验动物

妊娠 27 d 的青紫兰母兔。

1. 4　试验方法

质粒的提取和纯化　参照文献[ 2 ], 采用碱裂解

法提取并用聚乙二醇沉淀法纯化质粒。

质粒DNA 的酶切分析、片段回收、连接及细菌

转化　参照文献[ 2 ]方法进行。

转染液的制备　取质粒 pSVL 2Βb2PA、pSVL 2
Β△W A P2PA 和 pSVL 2W A P2PA 各 25 Λg (25 ΛL )。

分别加入 5 ΛL 脂质体, 静置 15 m in 后各加生理盐
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水 100 ΛL。

家兔乳腺的基因注射　妊娠到 27 d 的母兔, 用

速眠新注射液 250 ΛL 耳静脉注射麻醉, 用直径约

600 Λm 尖部钝化的玻璃管吸取 120 ΛL 的转染液,

后端经乳胶管与注射器相连; 兔的乳头有多个乳头

管, 逐一注射, 每管约 20 ΛL , 注射后稍加按摩, 依此

法分别将 3 种转染液依次注入不同乳腺中。

t2PA 基因乳腺表达产物的检测　参照文献

[ 3 ], 采用琼脂糖平板溶圈法检测。14 göL 琼脂糖, 2

m gömL 的牛纤维蛋白原及 50 Λmo löm in 的牛凝血

酶均以 0. 1 mo löL 的 PBS (pH 7. 4)配制。取 6 mL 融

溶并降温到 60 ℃左右 14 göL 琼脂糖, 加入 5 mL

37 ℃预热的牛纤维蛋白原及 0. 2 mL 42 ℃预热的

凝血酶, 混匀倒入 96 孔酶联板盖内, 凝固后打孔。标

准对照孔分别加入 10 ΛL 含 0, 50, 100, 200, 400,

600, 800 ng 标准 t2PA 的阳性对照乳, 样品孔加入

30 ΛL 乳汁, 阴性对照为兔无注射基因乳头分泌乳
(30 ΛL ) , 37 ℃饱和湿度下过夜, 观察结果。以标准

t2PA 产生的溶圈直径对标准 t2PA 量作出标准曲

线, 以测定样品乳中 t2PA 含量。 i

2　结果与分析

2. 1　pSVL 2Βb2PA 表达载体的构建与鉴定

　　将含牛 Β2Casein 基因上游调控序列的质粒

PGEM 2T 2Β2Casein 以 N co É 酶切完全后, 加入

K lenow + dN T P, 37 ℃作用 30 m in 补平, 电泳纯化

后再以 S p eÉ 酶切, 回收 0. 6 kb 的 Β2Casein 上游调

控 区片段。 pSVL 2W A P2PA 以 X ho É 酶切, 加

K lenow + dN T P 补平, 电泳纯化后再以 S p eÉ 酶切,

电泳回收 6. 3 kb 大片段, 并与回收的 Β2Casein 基因

上游调控区连接, 转化DH 5a 宿主菌。正向插入的重

组表达载体经H ind Ë 酶切后出现 3 条带 (0. 4, 1. 0,

5. 4 kb) , 与理论设计相符, 即为 pSVL 2Βb2PA 乳腺

定位表达载体。构建路线见图 1, 酶切鉴定结果如图

2。

图 1　表达载体 pSVL 2Βb2PA 和

pSVL 2Β△WA P2PA 的构建

F ig. 1　Construction of pSVL 2Βb2PA and

pSVL 2Β△WA P2PA exp ression vecto rs

　

　

　

图 2　pSVL 2Βb2PA 酶切鉴定

1. ΚDNA öE coR É + H ind Ë m arker;

2. pSVL 2Βb2PA H ind Ë 酶切

F ig. 2　lden tification of pSVL 2Βb2PA

using endonuclease

1. ΚDNA öE coR É + H ind Ë m arker

2. pSVL 2Βb- PA digested w ith H ind Ë
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2. 2　pSVL 2Β△W A P2PA 表达载体的构建与鉴定

将质粒 pGEM 2T 2Β2Casein 以 S p h É 酶切完全

后, 加 DNA Po lym erase I+ dN T P, 在 37 ℃条件下

作用 30 m in 切补成平端, 回收 0. 6 kb 的 Β2Casein

基因上游调控区片段。pSVL 2W A P2PA 以X hoÉ 酶

切, 加 K lenow + dN T P 补平, 回收 7. 5 kb 大片段,

并与回收的 Β2Casein 调控区序列连接重组, 转化

DH 5a 宿主菌, 经 E coR É 酶切筛选, 正向插入的重

组表达载体切出 5 条带 (0. 5, 0. 7, 1. 2, 2. 6, 3. 2

kb ) , 与理论设计相符, 即为 pSVL 2Β△W A P2PA 乳

腺定位表达载体。构建路线见图 1, 酶切鉴定如图 3。

图 3　pSVL 2Β△WA P2PA 酶切鉴定
1. ΚDNA öE coR É + H ind Ë m arker; 2. pSVL 2Β△WA P2PA E coR É 酶切

F ig. 3　 Iden tification of pSVL 2Β△WA P2PA using endonuclease
1. ΚDNA öE coR É + H ind Ë m arker; 2. pSVL 2Β△WA P2PA digested w ith E coR É

2. 3　t2PA cDNA 在家兔乳腺中的定位表达

分别在分娩后第 1, 2, 4, 6, 8, 10 天取乳, 以琼脂
糖平板溶圈法检测 pSVL 2Βb2PA , pSVL 2Β△W A P2
PA 和pSVL 2W A P2PA 的表达水平, 结果见表 1。由

表 1 可以看出, 融合启动子调控下的 t2PA 基因表

达水平明显高于 Β2Casein 启动子 (P < 0. 05) 或高于

W A P 启动子。W A P 启动子较 Β2Casein 启动子调控

下的 t2PA 表达水平偏高, 但差异不显著。
表 1　3 种载体在家兔乳腺中的表达量

T able 1　T he exp ression of the

th ree vecto rs in rabb it m ilk ngömL

时间öd
T im e

pSVL 2
Βb2PA

pSVL 2
Β△WA P2PA

pSVL 2
WA P2PA

阴性对照乳
N egative

rabb it
m ilk

1 220 360 240 80
2 300 450 280 80
4 390 670 430 50
6 340 500 410 20
8 180 340 210 10

10 200 260 170 20

X{ 271. 67 430 290 43. 33

3　讨　论

转基因动物个体表达系统的特点是表达量高,

可以规模化生产, 并能够在机体水平上研究表达生

物活性物质的机制。t2PA 是心血管疾病治疗上非常

理想的药物。Ebert 等[4, 5 ] 首次利用 t2PA 基因在

W A P 启动子的控制下培育出转基因羊, 并在乳腺

中表达出了 t2PA。这种方法获得的转基因动物一般

具有遗传性, 表达量稳定, 但技术难度大、周期长、整

合率低。利用乳腺注射方法将基因直接转移, 能得到

暂时性表达, 这种方法比较简单, 在哺乳动物中易实

施, 可验证乳腺定位表达载体中基因调控序列的功

能正确性, 以用于转基因动物乳腺定位表达的研究。

乳蛋白的合成与分泌是受多种因素影响的调控

过程, 外源基因在乳腺细胞中的特异性表达, 通常是

DNA 结合蛋白和基因 5’侧翼序列中顺式作用元件

( cis2act ing elem en t) 特异性反应调节转录水平所

致。影响转录水平的因素很多, 其中主要是顺式作用

元件中的启动子、增强子及mRNA 的剪切加工效

率。W A P 和 Β2Casein 基因 5′侧翼区的启动子含有

乳腺因子及一些激素受体的结合位点,DNA 结合蛋

白通过和这些位点的结合以调节DNA 在乳腺中特

异的转录和表达。

判断某一启动子的强弱, 主要是根据其转录水

平的高低, 应当测定起始相应mRNA 合成的效率,

但这种测定方法很难做到。通常是根据其相应蛋白

产物的表达水平间接地推算出某一启动子的效率。

这种方法也不能完全正确地比较不同启动子的效

率。因为不同的mRNA 含有不同的 5’端非翻译区,

它们能影响mRNA 的翻译效率。因此, 蛋白产物的

表达水平既反映了启动子的强度, 又反映了 5’端非

翻译区的组成与长度对翻译的影响, 或者反映出两

者联合的效果。

大鼠的W A P 基因全长 2. 8 kb, 其 5’端2948～

+ 1 序列足以指导内源基因或外源基因在动物乳腺

中的特异表达。这一序列除 TA TA 盒 ( - 30)、

CAA T 盒相似序列“GAAA GT G”(- 55) 等[6 ]典型

的启动子序列外, 还有乳腺因子及一些激素 (如糖皮

质激素和催乳素等) 受体结合位点。牛 Β2Casein 基

因全长 8. 49 kb [7 ]。在定位表达的调控中, 各国学者

采用的长度不同。但 0. 5 kb 5’端上游调控区和 0. 5

kb 的 5’结构基因组成的序列即可指导外源基因在

乳腺中的表达[3 ]。pSVL 2Β△W A P2PA 表达载体中,

去除A T G 的W A P 与去除 TA TA 盒的 Β2Casein 基

因调控序列融合, 将含有激素受体及组织特异性因

子结合位点的 Β2Casein 调控序列置于W A P 的上游

调控区, 以增加调控成分。结果显示, 融合启动子调
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控下的 t2PA 基因表达水平较单纯 W A P 或 Β2
Casein 调控下的表达水平高。说明分娩以后, 孕激

素水平和其他抑制因素下降或消失, 导致催乳激素

及其他激素的迅速释放和乳腺因子的迅速合成。融

合启动子中增加了激素受体及组织特异性因子结合

位点, 从而强烈促进该启动子调控下的 t2PA 基因

的转录和高水平蛋白产物的表达。同时, 由于

pSVL 2Β△W A P2PA 与 pSVL 2W A P2PA 表达载体构

件中 TA TA 盒与外源基因的位置相同, 转录后有相

同的mRNA 5’非翻译区, 说明了融合启动子的高

效表达体现在转录水平上, 亦即融合启动子的启动

强度高于W A P 启动子。

相比而言, 牛 Β2Casein 启动子指导下的 t2PA

cDNA 表达水平较W A P 调控下的水平稍低, 这可

能与其结构和调控序列不完整有关。但也说明了

0. 6 kb的牛 Β2Casein 上游调控序列有一定的乳腺定

位表达调控能力。
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Fu sed p rom o ter regu la t ing t2PA cDNA exp ression in m amm ary g land

L IY in - ju1, CHENG X iang-chao1,LA IL iang-xue2,

ZHAO Jun 2, HU Rong- l iang2,Y IN Zhen 2

(1 L uoy ang A g ricu ltu ra l Colleg e, L uoy ang 471003, Ch ina; 2 T he M ilita ry V eterinary lnstitu te,

Q uarterm aster U n iversity of PL A , Chang chun 130062, Ch ina)

Abstract: In o rder to study the exp ressing regu la t ion of t2PA cDNA in m amm ary gland, tw o specif ic
exp ression p lasm ids, pSVL 2Βb2PA and pSVL 2Β△W A P2PA , con ta in ing t2PA cDNA gene, w ere con structed

by fu sing w ith bovine Β2Casein p romo ter, respect ively. T he th ree p lasm ids, pSVL 2Βb2PA、pSVL 2W A P2PA

and pSVL 2Β△W A P2PA w ere m ixed w ith lipo som e and in jected direct ly in to p regnan t rabb it m amm ary

gland duct. F ib rin clo t lysis assay show ed that the th ree p lasm ids cou ld exp ress t2PA in rabb it m ilk. T he
exp ression level w as 390, 430 and 670 ngömL on day 4, respect ively. It occu red that 0. 6 kb bovine 5’
regu la to ry region of Β2Casein gene w as ab le to direct low level exp ression of t2PA cDNA in m amm ary

gland, and the exp ression level of t2PA cDNA regu la ted by fu sed p romo ter w as h igher than Β2Casein o r
W A P p romo ter. It a lso p rovides the u sefu l info rm at ion fo r studing the regu la t ion of specif ic exp ression in

m amm ary gland and the estab lishm en t of t2PA m amm ary gland b io reacto r.

Key words: Β2Casein gene;W A P gene; t2PA cDNA ; m amm ary exp ression
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