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奶牛 Β-酪蛋白基因 5′和 3′调控区
的克隆及序列分析

Ξ
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　　[摘　要 ]　利用普通及重组 PCR 技术克隆了奶牛 Β2酪蛋白基因 (CSN 2) 5′调控成分 (2 826 bp )和 3′调控成分

(620 bp )。前者包括 5′上游调控序列、第一外显子及部分第一内含子;后者主要包括最后一个不翻译的外显子和 3′

侧翼序列。纯化 PCR 产物通过 pM D 182T V ecto r亚克隆后测序并进行软件分析的结果表明, 2个克隆片断与奶牛

CSN 2相应区域同源性分别为 99. 0%和 98. 0% ,并且包含有全部的 CSN 2表达核心调控序列和多个转录、翻译因

子的结合位点。
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　　自L ovell- Badge 提出用转基因动物乳腺生产

重组蛋白的思路以来,该技术得到了迅猛的发展,现

已成为生物技术领域发展的重要方向。乳腺生物反

应器具有产品活性好、产量高、易于纯化和成本低的

特点,利用其大规模生产具有高附加值的蛋白质可

获得良好的经济效益。制备乳腺生物反应器的关键

前提是获得能够指导靶基因在乳腺中高效、特异性

表达的调控成分。Β2酪蛋白 (Β2casein, CSN 2)是牛乳

中含量最高的乳蛋白,在泌乳激素的刺激下, CSN 2

具有很强的表达活性,其调控成分能够指导靶基因

在乳腺组织中高效表达[1～ 3 ]。N inom iya 等[4 ]采用

CSN 2 5′1. 7 kb 的调控区指导人生长激素基因

(hCG)在转基因大鼠乳腺表达,得到了 10. 9 göL 的
高水平表达。黄赞等[5 ]利用山羊CSN 2 5′6. 7 kb 的

调控区指导人凝血因子Ñ (hF Ñ )在转基因小鼠乳

腺中也得到最高为 52. 9 göL 的表达量; 张克忠等[6 ]

研究证实,牛CSN 2 5′端 2. 0 kb 的片断即能有效驱

动外源基因在乳腺组织中表达。基于此,并考虑到将

要构建表达载体 (质粒)的承载能力,本研究分离克

隆了牛CSN 2 5′长约 2. 8 kb 的调控成分。另外,由

于乳蛋白内源的 3′非翻译区,尤其是 po lyA 信号对

于mRNA 的加工、转运及稳定性有重要作用,所以

本研究还分离克隆了CSN 2 3′长约 620 bp 的下游

调控区,以保证内源性CSN 2 表达调控模式的完整

性。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　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。

1. 1. 2　质粒和菌株　质粒 pM D 182T V ecto r 购自

大连宝生物公司,宿主菌DH 5Α为本室保存。
1. 1. 3　酶和试剂　Ex T aq DNA 聚合酶、Pyrobest

DNA 聚合酶购自大连宝生物公司,限制性内切酶和

M arker 购自加拿大M B I公司, DNA Gel Ex tranc2
t ion K it 和 P lasm id M in ip rep s K it 购自上海生物工

程公司。克隆引物由上海生物工程公司合成。

1. 2　方　法

1. 2. 1　奶牛基因组DNA 的提取　奶牛颈静脉采

血, 0. 5 göL ED TA 抗凝后按照文献[ 7 ]的方法提取

基因组DNA。

1. 2. 2　CSN 2 5′调控区的 PCR 扩增及产物纯化　

由于预扩增的CSN 2 5′调控区较长,因此先将之分

为两段分别从基因组DNA 中扩增, 然后采用重组

PCR 方法连接成完整的目的片段。根据Genbank 中

登陆的奶牛 CSN 2 全基因序列 (登陆号: X14711) ,
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利用生物软件V ecto r N T I Su ite7. 0和 P rim er P re2
m ier 5. 0 辅助设计了 2 对引物,为了方便将来构建

表达载体,在第一条上游引物 5′端引入 1 个B clÉ
酶切位点,引物序列如下:

BCS1 5′TGA TCA TGA GAAAA GGGAAA TGTTGAA TGGG 3′

BCA 1 5′GCTTGCCTTTA TGGCTGA GGTA TGT 3′

BCS2 5′GCTCCTCCTTCA CTTCTTGTCCTCTA C 3′

BCA 2 5′A TGCCTAA TGTTA TCTCCCTTTGTCC 3′

首先用BCS1 和BCA 1 从奶牛基因组DNA 中

扩增出片段BC1,同法用BCS2 和BCA 2 扩增出片

断BC2,最后将BC1 和BC2 用重组 PCR 方法连接

成完整的CSN 2 5′调控区片断BBC5。PCR 反应体

系均按 Ex T aq DNA 和 Pyrobest DNA 聚合酶说明

书配置。BC1和BC2循环条件是: 94 ℃变性 4 m in

后, 94 ℃变性 30 s, 57 ℃退火 45 s, 72 ℃延伸 90 s,

进行 30个循环,最后 72 ℃延伸 7 m in。重组 PCR 循

环条件为: 94 ℃变性 3 m in 后, 94 ℃变性 30 s, 58

℃退火 45 s, 72 ℃延伸 3 m in,进行 35个循环,最后

72 ℃延伸 10 m in。

重组 PCR 产物BBC5 经低熔点胶电泳后观察

结果并记录,然后用DNA Gel Ex tranct ion K it 回收

纯化后用于下一步克隆和测序。

1. 2. 3　CSN 2 3′调控区的 PCR 扩增及产物纯化　

如 1. 2. 2 所述, 设计 2 条引物从奶牛基因组DNA

中直接扩增,并在下游引物 5′端引入M luÉ 酶切位

点,引物序列如下:

BC3S 5′AA T GA T TCCAA GTAA GCCGA T G 3′

BC3A 5′A CGCGT TCCAA T T T TAA T T T TCCA CA GC 3′

PCR 反应体系亦如 1. 2. 2所述配置。循环条件

为: 94 ℃变性 4 m in 后, 94 ℃变性 30 s, 50 ℃退火

45 s, 72 ℃延伸 45 s,进行 30个循环,最后 72 ℃延

伸 5 m in。

PCR 产物BBC3 如 1. 2. 2 电泳,并回收纯化以

用于克隆和测序。

1. 2. 4　CSN 2 5′和 3′调控区克隆　将回收纯化的

BBC5和BBC3片断用 T 2A 克隆法克隆在 pM D 182
T V ecto r 的 T 位点,转化DH 5Α感受态细胞, 蓝白

斑筛选阳性菌落,具体方法见文献[ 7 ]。

1. 2. 5　重组质粒的筛选和序列测定　用 P lasm id

M in ip rep s K it 提取质粒后,酶切鉴定重组质粒 pB2
BC5和 pBBC3,最后送交华大上海鼎安生物公司完

成序列测定。

2　结　果

2. 1　CSN 2 5′和 3′调控区的 PCR 扩增结果

　　经 PCR 扩增, 获得了 2 826 bp 的 5′调控区和

620 bp 的 3′调控区, 与预期的扩增产物大小一致,

电泳结果见图 1。

2. 2　重组质粒酶切鉴定结果

琼脂糖凝胶电泳结果见图 2。

图 1　5′和 3′调控区 PCR 扩增电泳结果

BC1, BC2. 分段 PCR 产物; BBC5. 5′调控区片断;

BBC3. 3′调控区片断;M. DNA m arker

F ig. 1　PCR p roducts of 5′、3′con tro l region

BC1, BC2. segm ental PCR p roduct; BBC5. 5′con tro l region;

BBC3. 3′con tro l region;M. DNA m arker

图 2　重组质粒酶切电泳结果

A. pBBC5 E coR É酶切结果; B. pBBC3 K pnÉ

酶切结果; C. T 2V ecto r;M. DNA m arker

F ig. 2　R esu lt of digested recom binan t p lasm id

A. pBBC5 digested by E coR É ; B. pBBC3 digested by K pnÉ ;

C. T 2V ecto r;M. DNA m arker

　　蓝白斑筛选阳性菌落并提取质粒后, 由于

BBC5 和 T 2V ecto r 的M CS (多克隆位点)区均存在

一个 E coR É 位点, 因此用 E coR É 酶切鉴定 pB2
BC5;与此相同,用 K pnÉ酶切鉴定 pBBC3。结果前
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者酶切出了 1 542 bp 和4 000 bp的 2 个片断,后者

酶切出了 645 bp 和 2 690 bp 的 2个片断,这证明 2

个目的片段已经成功克隆在 T 2V ecto r 的 T 位点,

并且均为正向插入。

2. 3　序列分析结果

扩增片断测序后,经N CB I网站数据库BLA ST

中的 b lastn 进行同源性分析, 片断BBC5 和BBC3

与奶牛 (Cow ) CSN 2全基因对应区段的同源性分别

为 99. 0%和 98. 0% ,证明克隆的片断确为牛CSN 2

基因的调控区。同时, BLA ST 结果还显示,克隆片

断与山羊 (Goat)和绵羊 (Sheep )的 CSN 2 的同源性

分别为 90. 0% , 89. 0% , 94. 0%和 95. 0%。利用

DNA Star软件和启动子区分析软件A liBaba2分析

BBC5和BBC3片断,发现这 2个调控成分含有多个

复合反应元件和转录、翻译调节因子的作用位点,具

体见表 1。

表 1　牛CSN 2 5′和 3′调控成分序列分析

T able 1　T he sequence analysis of 5′and 3′regu lato ry region of bovine CSN 2

结合元件
E lem ents

(结合)位置
(B inding)
Po sit ion

序列特征
Sequence featu re (5′23′)

类别 C lass

5′远端
5′dist

5′近端
5′p rox

3′不翻译区
3′2U TR

STA T 5 (M GF) - 1 574～ - 1 565 T TCTCA GAAA T <
- 102～ - 91 A T T TCTA GGAA T <

CöEBP - 1 612～ - 1 604 T GT T GAA T G <
- 1 587～ - 1 579 T T T T GTA T T <
- 1 556～ - 1 549 T T T T GCCT G <

1ö2GRE - 1 600～ - 1 594 A GGA CA T <
- 1 514～ - 1 507 AA GGA CA T <
- 130～ - 124 A GGAA GA <

GC island - 251～ - 247 GGGCC <
M ilk box - 175～ - 153 TA T TCCCCT T TAAAA T GCTCCCCA <
N F1 (CAA T box) - 89～ - 83 CAAA TCC <
O ct21 - 56～ - 51 AA T TA GC <
TA TA box - 35～ - 27 TA TA TA TAA <
Reti - 11～ - 7 GA TCA <

+ 1 099～ + 1 103 GGTCA in tron 1
(内含子 1)

TRE - 717～ - 712 T TCTCA <

+ 78～ + 83 TA CTCA exon 1
(外显子 1)

Sm - 150～ - 144 A T T T T T G <
+ 8 012～ + 8 018 A T GT T T G <
+ 8 154～ + 8 160 A T GT T T G <

Glyco - 288～ - 282 AA GA GA <
+ 8 187～ + 8 194 A CT GGAAA <

Pu21 + 8 025～ + 8 030 GA GGAA <
CK - 738～ - 731 GA CCCCT T <

CA C + 1 099～ + 1 103 CA CCC in tron 1
(内含子 1)

Po lyA + 8 477～ + 8 482 AA TAAA <
GöT + 8 497～ + 8 607 GnT n <

　　注: STA T 5 (M GF)表示信号转导子和转录激活子 5 (乳腺因子)结合位点; CöEBP 表示CCAA T ö增强子结合蛋白结合位点; 1ö2GRE 表示

(半回文)皮质激素应答元件; GC island 表示 GC 框、SP1 因子结合位点; M ilk box 表示“乳盒”; N F1 (CAA T box) 表示核因子21 结合位点

(CAA T 框) ; O ct21表示八聚体结合蛋白结合位点; TA TA box 表示 TA TA 框、TBF 因子结合位点; Reti表示视黄酸反应元件; TRE 表示佛波

酯反应元件、A P1结合位点; Sm 表示核糖核蛋白 Sm 结合位点; Glyco 表示糖基化位点; Pu21表示 Pu21因子结合位点; CK 表示细胞因子CK2

2e结合位点; CA C 表示 GT 21c蛋白结合位点; Po lyA 表示 po lyA 加尾信号; GöT. GT 簇。

N o te: STA T 5 (M SF) stands signal transducers and activato rs of transcrip tion 5 (m amm ary gland facto r) ; CöEBP stands CCAA T öenhancer

b inding p ro tein; 1ö2GRE stands half2palindrom ic glucoco rtico id response elem en ts; GC island stands GC box. GC signal of RNA po lym erase;

“M ilk box”stands m amm ary specific b inding facto r site; N F1 (CAA T box) stands N F21 facto r b inding site. (CAA T signal of RNA po lym erase

Ê ) ; O ct21 stands octam er2b inding transcrip tion facto rs b inding site; TA TA box stands RNA po lym erase b inding site; Reti stands retino ic acid

response elem en t; TRE stands T PA response elem en t; Sm stands sm all nuclear ribonucleop ro tein Sm binding site; Glyco stands glyco sylation

site; Pu21 stands Pu21 facto r b inding site; CK stands cytok ine22e b inding site; CA C stands GT 21c p ro tein b inding site; Po lyA stands po ly A tail

signal; GöT stands GT cluster.

3　讨　论

本次研究分离克隆了奶牛CSN 2长为 2 826 bp

的 5′调控区,包括 1. 7 kb 的上游调控序列以及 5′不

翻译区中的第一外显子和部分第一内含子。考虑到

目的片段的长度和直接从基因组DNA 中分离扩增
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基因的难度,研究中采用了重组 PCR 的方法,先分

别进行 2个短片断的扩增,而后利用重叠区进行拼

接重组。实验结果证实此法有效可靠,在使用较长引

物以保证特异性的情况下,重组 PCR 一次性获得成

功,而且产物纯,杂带极少。序列分析表明,试验扩增

的 5′调控区包含有许多重要的转录因子结合位点,

尤其是 STA T (M GF )、CöEBP、1ö2GR E、m ilk box

以及 TA TA box,这些 Β2酪蛋白基因优势表达的核
心调控序列的存在,保证了所克隆 5′调控区能够驱

动外源基因特异性在乳腺中的高效表达[8, 9 ]。另外,

研究还表明, Β2酪蛋白基因第一内含子中含有 SBS

(silence2b inding site)和 PR (p rogesterone recep to r)

2种L 2型核元件,其对于CSN 2基因表达的作用是

负性的[10 ]。因此,本研究中只扩增了第一内含子的

部分上游区域,对于 2 种负性核元件可能存在的下

游区域没有扩增。实际运用中,也可将外源基因直接

克隆在编码信号肽的第一外显子后面。另外, Persuy

等[11 ]用山羊CSN 2基因长 3. 0 kb 的 5′调控区指导

CSN 2 和 ϑ2CSN 基因在细胞水平上高效表达,也支

持了本研究的合理性。

本研究分离克隆的 3′端调控区包含CSN 2基因

最后一个内含子的小部分、最后一个不翻译的外显

子及 150 bp 的侧翼区。调控区主要包含了po lyA 加

尾信号及控制转录终止的 GöT 簇,这些序列结构对

mRNA 的转录、稳定性及介导其翻译调控起到重要

的作用。以之构建乳腺特异性表达载体的 3′端调控

区,可与 5′调控区通过分子内的“长程”互作 ( long2
range in teract ion )在靶基因转录及翻译中发挥作

用[12 ]。

用本研究分离克隆的奶牛CSN 2 5′和 3′端启动

子构建靶基因的乳腺特异性表达载体,仅仅相当于

以靶基因的 cDNA 或基因组代替 CSN 2 的结构基

因部分,基本符合内源性CSN 2表达调控模式。如果

表达载体在靶细胞中整合的位点合适,便能够指导

靶基因在乳腺上皮细胞或乳腺组织中进行有效表

达,作者目前正在从事这方面的研究。
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M o lecu la r clon ing and sequence ana lysis of bovine

beta2casein gene 5′, 3′con tro l reg ion

L IU J in - long, ZHENG Y ue-mao,W ANG Y u- j ie, ZHANG Y ong
( Institu te 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 haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: 5′and 3′con tro l reg ion of bovine CSN 2 w ere part ia lly cloned by no rm al and recom b inan t

PCR. T he fo rm er con sisted in all of the 5′up stream sequence, the first exon and part of f irst in t ron, w h ile

the la ter included the last exon and 3′f lank ing fragm en t. T he pu rif ied PCR p roducts w ere sub2cloned to

pM D 182T V ecto r, then sequenced co rresponden t ly and analysed by b io2soft. T he resu lts ind ica ted that the

tw e cloned fragm en ts have the homo logy of 99. 0% and 98. 0% respect ively w ith the comparab le reg ion of

bovine CSN 2. M o reover, a ll the vita l regu la to ry elem en ts and m any facto rs b inding sites w ere found in the

tw o fragm en ts. T he above suggested that the exp ressing vecto r, con structed by the tw o cloned fragm en ts

and w o rk under the con tro l model of endogenou s CSN 2, cou ld direct the target gene to exp ress specif ica lly

and eff icien t ly in m amm ary gland.
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A m o lecu la r b io logy m ethod to d ifferen t ia te C2st ra in

from o ther st ra in s of CSFV
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Abstract: A difference m arker sequence CT T T T T TCT T T T w as selected from C2st ra in and o ther

st ra in s of CSFV , and specif ic PCR p rim er pair and nested2PCR p rim er pair w ere designed at the basis of

p reviou sly pub lished sequences of CSFV. To ta l RNA w as ex tracted from sp leen s o r lymph nodes of su sp i2
ciou s ill p igs. T arget fragm en ts w ere amp lif ied u t ilizing R T 2PCR and nested2PCR techn iques. A fter pu rif i2
cat ion and recovery, the target fragm en ts w ere cloned in to pM D 182T vecto rs and fu rther sequenced. A c2
co rd ing to sequence analysis, sequence con ta in ing the m arker sequence belongs to C2st ra in and o thers be2
longs to o ther st ra in s of CSFV.
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