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山羊 BL G基因 5′调控序列克隆及其
调控 GFP 基因细胞的表达

Ξ

宋红卫,郑月茂,张明烽,唐　爽,张　涌
(西北农林科技大学 生物工程研究所,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　通过 PCR 扩增出 2. 2 kb 的山羊 Β2乳球蛋白基因 5′端的调控序列,包括第一外显子和第一内含子。

测序结果表明,该序列与 GenBank 中登录序列相比,同源性为 99. 5%。用其替代表达载体 pEGFP2c1 上原来的启动

子CM V ,指导报告基因绿色荧光蛋白 (GFP)在山羊乳腺细胞中的瞬时表达,结果发现该调控序列可以有效指导报

告基因的表达,从而初步验证了所克隆的山羊乳球蛋白 (BL G)基因表达调控序列的有效性。表明克隆的调控序列

可用于乳腺生物反应器的研究。
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　　乳腺作为一种重要的生物反应器用于生产外源

蛋白时,具有成本低、分离纯化简单、产量高、不易被

污染、不污染环境及可持续生产等特点,特别是表达

的外源蛋白可以进行翻译后加工,具有天然蛋白的

结构和活性[1～ 3 ],因而成为当前研究的热点。乳球蛋

白 (BL G)是反刍家畜乳汁中主要的乳清蛋白质,对

5′端的调控序列研究[4 ]表明, 转录单位上游0. 8 kb

的区域是高效、特异性表达所必需的,而且- 460区

和- 149 区缺失不影响表达,将外源基因置于乳球

蛋白基因 5′端调控区的下游,能够控制外源基因在

动物乳腺组织中的特异性表达。现在已经清楚BL G

基因 5′端调控区有多个乳核因子 1 和转录因子

Stat5 的识别位点, 此外还存在多个激素作用位

点[5 ]。具有这些调控成分的BL G 基因 5′端调控序

列,能够控制外源基因在乳腺的表达,这是构建高效

特异乳腺表达载体的基础。

绿色荧光蛋白 (GFP)是从多管水母中发现的一

种蛋白质,可在蓝光激发下产生绿色荧光。研究[6 ]表

明, GFP 基因可在哺乳动物细胞中表达并产生荧

光,而且对细胞无毒性作用。为了快速检测乳腺表达

载体的合理性, 本研究克隆了BL G 基因 5′端 2. 2

kb 调控序列,并将其置于 GFP 报告基因上游构建

载体转化体外培养的山羊乳腺细胞作瞬时表达,以

确定其是否可以控制 GFP 基因的表达,为该调控区

进一步用于乳腺生物反应器研究奠定基础[7 ]。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　质粒 pEGFP2c1,菌株DH 5Α及山羊乳腺上皮细
胞均由本实验室保存; pM D 218T 载体, LA T aq 酶

和 T 4 DNA 连接酶购自大连宝生物公司; 各种限制

性内切酶购自M B I公司; DNA 凝胶回收试剂盒为

杭州维特洁公司产品; 质粒抽提试剂盒 (W izard

P lu s M in ip rep s DNA Pu rif ica t ion System ) 购自

P rom ega 公司;阳离子脂质体购自 Invit rogen 公司。

1. 2　方　法

1. 2. 1　引物设计　根据发表的山羊BL G 基因序列

(GenBank 登陆号: Z33881)设计引物。其中 F 1 5′端

添加A seÉ位点, S1 5′端添加N heÉ位点。引物由北
京三博远志生物技术有限责任公司合成。

F1: cgA T TAA TCT GCCTCCCT GT TCA CA CA T GC;

S1: ggCTA GCGGA CCT T GA GT T GCA CTCCG。

1. 2. 2　山羊基因组DNA 的提取　在 30 mL 淋巴

细胞分离液上小心加入 20 mL 山羊血, 2 000 röm in

离心 15 m in。吸取分层处灰白色的淋巴细胞, 5 000

röm in 离心 5 m in 后收集细胞,加入 1 mL 哺乳动物
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细胞裂解液, 37 ℃静置 1 h,加入蛋白酶K 到终浓度

100 ΛgömL , 50 ℃温浴 3 h, 然后用酚抽提 3 次, 上

清液中加入 2 倍体积的无水乙醇沉淀DNA , 吸出

DNA 后用体积分数 75%乙醇洗 3次,烘干后加 500

ΛL T E 溶解。

1. 2. 3　山羊BL G (Β2lactoglobu lin )基因 5′调控序

列 PCR 扩增及产物纯化　本试验拟扩增 2 200 bp

5′端调控序列,包括第一外显子和部分第一内含子。

反应体系如下: 5 ΛL 10×LA PCR buffer, 4 ΛL

dN T P (2. 5 mmo löL ) ,模板 1 ΛL , F1和 S1各 1 ΛL ,

LA T aq 0. 5 ΛL ,加灭菌水至 50 ΛL。94 ℃预变性 3

m in, 94 ℃变性 30 s, 61 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 1

m in, 30个循环;最后 72 ℃延伸 7 m in。预期目的片

断大小为 2 263 bp ,扩增产物经凝胶电泳纯化后用

于下一步克隆和测序。

1. 2. 4　扩增片段的克隆　回收纯化的扩增片段按

操作手册与 pM D 218T 质粒连接后, 转化DH 5Α感
受态细胞,涂板 (加有X2gal, IPT G 和氨苄青霉素的

LB 琼脂平板) , 37 ℃培养 16 h,筛选白色阳性克隆

菌落。提取重组质粒,用A seÉ 和N heÉ 酶切鉴定,

记作 pBL G,送交上海生物工程公司测序。

1. 2. 5　GFP 乳腺表达载体构建　分别用A seÉ 和

N heÉ 双酶切载体 pEGFP2c1 和 pBL G 并回收目的

片段,然后用T 4 DNA 连接酶连接构建载体。载体用

A seÉ和N heÉ双酶切鉴定。
1. 2. 6　山羊乳腺上皮细胞的体外培养　从液氮罐

中取出冷冻保存的山羊乳腺上皮细胞, 37 ℃快速复

苏后加入 5 mL DM EM öF 12培养液 (含D öF 12 5 mL ,

FBS 100 ΛL ömL , EGF 10 ngömL , IF 5 5 ΛgöΛL ) ,待

细胞长满平皿后,用 2. 5 göL 胰酶消化后备用。
1. 2. 7　pBL G2GFP 转化山羊乳腺细胞　将密度为

1×105 的细胞接种于 24孔板中,培养 24 h 后,待细

胞约长满培养皿底部面积的 80%后,用 pBL G2GFP

质粒转染细胞, 48 h 后在荧光显微镜下观察报告基

因的表达。

2　结果与分析

2. 1　山羊BL G 基因 5′调控序列的 PCR 扩增

　　PCR 扩增获得了 2 263 bp 的目的片段 (图 1)。

图 1　PCR 产物的电泳结果

A. PCR 产物;M. DNA m arker

F ig. 1　E lectropho resis of PCR p roduct

A. PCR p roduct;M. DNA m arker

2. 2　目的片段的克隆与测序

通过白斑筛选阳性克隆,得到了 pBL G 重组质

粒,酶切鉴定结果见图 2。测序分析表明,目的片段

序列与发表序列一致,同源性达 99. 5%。

2. 3　GFP 基因乳腺表达载体的构建

用A seÉ和N heÉ双酶切pBL G2GFP 乳腺表达

载体,结果见图 3。图 3表明,克隆的BL G 基因 5′调

控系列已连接在 GFP 上游。

2. 4　pBL G2GFP 转化乳腺细胞后荧光显微镜观察

结果

由图 4 可知,转化细胞的细胞质中有报告基因

GFP 表达,并且分泌到了细胞外。

图 2　pBL G目的片段酶切电泳结果

A. 双酶切产物;M. DNA m arker

F ig. 2　R estrict ion endonuclease diges2
t ion of target fragm ent

A. A seÉ and N heÉ digestion;M. DNA m arker

图 3　pBL G2GFP 双酶切分析

A. 双酶切产物;M. DNA m arker

F ig. 3　T he digested DNA fragm ents

of A seÉ and N heÉ
A. F ragm ents;M. DNA m arker
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图 4　荧光显微镜检测 GFP 表达

F ig. 4　GFP exp ression th rough observation under UV m icro scope

3　结论与讨论

目前,用于构建乳腺特异性表达载体的乳蛋白

基因调控序列有乳清酸蛋白基因 5′端调控序列、乳

球蛋白基因 5′端调控序列和酪蛋白基因 5′端调控

序列。乳球蛋白基因普遍存在于哺乳动物中,其上游

调控序列作为乳腺特异性启动子受到研究者的关

注[8, 9 ]。在目前文献[10 ]报道的乳腺特异表达载体中,

用绵羊BL G 基因调控区构建的载体表达水平最高,

原代转基因绵羊的表达水平达 60 göL。本试验克隆
的山羊BL G 基因 5′端的调控序列包含乳蛋白结合

因子 (M PBF )、糖皮质激素受体和核因子等转录因

子结合位点,另外还包括第一外显子和第一内含子

的部分序列。从理论上看,它可以指导外源基因在乳

腺中有效表达,能够使外源基因按内源BL G 基因转

录方式进行转录。因此,如果整合位点合适,该结构

应该能够指导外源基因在乳腺中的表达。

细胞转染后的瞬时表达常用来评价和预测体外

构建的外源基因表达结构的合理性。以GFP 为报告

基因构建的乳腺表达结构,可以直接通过荧光显微

镜观察,是一个较好的评价方法,具有快速、简便和

直观的优点。

本试验通过检测报告基因 GFP 在山羊体外培

养乳腺细胞中的表达,证明此载体可以指导 GFP 基

因的表达。因此克隆的调控序列可以构建乳腺特异

表达载体,用于指导外源基因在乳腺中的表达。
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T he iso la t ion and cu lt iva t ion of goa t p rim o rd ia l germ cells

YANG J i- j ian , GE X iu-guo,DOU Zhong-y ing
(S haanx i B ranch of N a tiona l S tem Cells E ng ineering & T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: 30- 50 dpc (days po stco itum ) Guanzhong goats fetu s w ere selected to iso la te the PGC s by

iso la t ing the mou se PGC s. T h ree m ethods w ere taken in the experim en t: f irst, PGC s w ere cu ltu red on the

STO feedo rs; second, PGC s w ere co2cu ltu red w ith the GEF; th ird, PGC s w ere co2cu ltu red w ith the GSC s.

T he resu lts ind ica ted that EG cells w ere all ab le to gain in the th ree w ays. A nd, PGC s co2cu ltu red w ith

GSC s w ere cu ltu red fo r 6 passages, PGC s on STO w ere cu ltu red fo r 4 passages, bu t PGC s co2cu ltu red w ith

GEF w ere lo st in the th ird passage.

Key words: goat; p rimo rdia l germ cells; em b ryon ic stem cell
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C lon ing of 5 flank ing sequence of goa t BL G and regu la t ing

the exp ression of GFP in cell

SONG Hong-we i, ZHENG Y ue-mao, ZHANGM ing-feng, TANG Shuang, ZHANG Y ong
( Institu te of B io2E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S hannx i 712100, Ch ina)

Abstract: 5′f lank ing region of goat BL G w as amp lif ied from goat genom ic DNA acco rd ing to the pub2
lished w ho le sequence of goat BL G and cloned to pM D 218t vecto r co rresponden t ly. By sequencing, the am 2
p lif ied sequence w as the sam e as 99% as pub lica t ion, w ith w h ich rep laced p reviou s p romo ter CM V cloned

in pEGFP2c1 exp ressional vecto r and tran sfected the cu ltu red M amm ary cell in v ivo. T h rough ob servat ion

under UV m icro scope, it show ed that GFP had been successfu lly exp ressed in M amm ary Gland cell. T hen,

the cloned sequence can be served fo r the study of m amm ary gland exp ression con struct.

Key words: goat; Β2lactoglobu lin gene; green fluo rescen t p ro tein gene
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