
第 35卷　第 6期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) Vol. 35 No. 6
2007年 6月 Journal of Northwest A & F University (Nat . Sci. Ed. ) J un. 2007

山羊β2酪蛋白基因调控区的克隆及
启动子活性的检测

3
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[摘　要 ]　为了克隆山羊β2酪蛋白基因的调控区并检测 5′调控区的启动子活性 ,利用 Long PCR技术对西农莎

能奶山羊β2酪蛋白基因 (CSN2) 5′和 3′调控区进行了克隆 (5′调控区分两段进行克隆 ,3′调控区进行直接克隆) 、测序 ,

将克隆的 5′调控区的两个片段通过共有的单一性酶切位点 Hind Ⅲ融合成一个长为 6. 7 kb的片段 ,用其替代表达载

体 p EGFP2C1上原来的启动子 CMV ,指导报告基因绿色荧光蛋白 ( GFP)在山羊乳腺上皮细胞中的瞬时表达。结果表

明 ,克隆的 GC 3. 3、GC 4. 3、GC 6. 6 3个片段与 GenBank中登录的山羊 CSN2基因相应序列相比 ,同源性均为 99 % ,

其包含了 TA TA box、GC island、CAA T box 、SAR、A P1、Oct21、Sm、Glyco、Pu21、CAC等复合元件和转录翻译调节因

子的作用位点 ,并且 5′调控区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 CSN2基因 5′调控区的

有效性 ,表明克隆的调控区可用于乳腺生物反应器的研究。
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Cloning of control region of goat CSN2 and the
detection of the promoter
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Abstruct : To clone t he 5′and 3′cont rol regio of goat CSN2 gene ,and to detect t he p romoter’s activity

of 5′cont rol reqion. 5′and 3′cont rol region of Xinong Saanen dairy goat CSN2 were partially cloned by Long

PCR and sequenced. The 5′cont rol region was divided into two f ragment s to be cloned , The first f ragment

of 5′cont rol region was joined to t he second one t hrough the H i nd Ⅲ rest riction site ,so a longer f ragment

which is 6. 7 kb in lengt h was const ructed. 3′cont rol region was cloned directly. Sequence analysis on NCBI

with blast indicated t hat the t hree cloned f ragment s had t he homology of 99 % respectively with the compa2
rable region of goat CSN2. The t hree f regment s contained many multiple component s and factors binding

sites ,such as TA TA box , GC island ,CAA T box ,SAR ,A P1 ,Oct21 ,Sm , Glyco , Pu21 ,CAC ,and so on. The

5′cont rol region replaced previous p romoter CMV cloned in p EGFP2C1 expressional vector and t ransfected

t he cult ured mammary epit helial cell in vivo . Through observation under UV microscope ,it showed t hat

GFP had been successf ully expressed in mammary epit helial cell . Then ,t he cloned cont rol region could be

served for t he st udy of mammary gland expression vector const ruction.
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　　1985年 ,Badge等[1 ]首次提出了用转基因动物

乳腺生产重组蛋白的思路 ,1987 年 , Gordon 等[2 ]以

人组织纤溶酶原激活剂 (t PA)与小鼠乳清酸蛋白基

因启动区构建融合表达载体 ,研制出了首例乳腺生

物反应器小鼠模型。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

达的乳蛋白调控区。β2酪蛋白是牛羊乳中含量最高
的乳蛋白 ,山羊β2酪蛋白在山羊乳中占 50 %以

上[3 ] ,这说明山羊β2酪蛋白基因 (CSN2)在泌乳激素

的刺激下具有很强的表达活性 ,在乳蛋白的表达过

程中处于绝对优势地位 ,利用山羊β2酪蛋白基因的
调控区作为外源基因的调控序列能够指导外源基因

的高效表达。在国外 , Ebert 等[ 4 ]用山羊β2酪蛋白
基因 5′端长度约 6. 2 kb和 3′端长度约 7. 1 kb的侧

翼序列 ,构建了人长效 t PA 乳腺表达载体 ,其在山

羊乳中的表达量达到 1～3 mg/ mL ;在国内 ,黄赞

等[5 ]用山羊β2酪蛋白基因 5′端长度约 6. 7 kb 的片

段构建了人 F2Ⅸ表达载体 ,其在转基因小鼠乳腺中

的表达量高达 52. 9 mg/ L。由此可见 ,国内生产的

转基因动物外源基因的表达量与国际水平还有很大

差距 ,这可能是由于国内构建的表达载体都没有采

用乳蛋白较长的 3′端调控区。为了构建一个拥有β2
酪蛋白基因较长 5′端和 3′端调控区的乳腺表达载

体 ,本研究通过分段克隆的方法 (分 GC 3. 3 和 GC

4. 3两段 ,其长度分别为3. 3 ,4. 3 kb)克隆山羊β2酪
蛋白基因 5′调控区 ,一次性克隆长度为 6. 6 kb的 3′

调控区 ,并将 GC 3. 3和 GC 4. 3通过共有的单一限

制性酶切位点连接成一个长为 6. 7 kb 的片段 GC

6. 7 ,以期为构建拥有较长 5′端和 3′端调控区的高效

乳腺表达载体的研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验动物　西农莎能奶山羊 ,由杨凌科元生

物工程有限公司提供。

1. 1. 2　质粒、菌种和细胞 　质粒 p GEM2T Vector

购自美国 Promega 公司 ,宿主菌 D H5α、质粒 p EG2
FP2C1及山羊乳腺上皮细胞 ,由西北农林科技大学

生物工程研究所保存。

1. 1. 3　酶和试剂 　L A2 T aq DNA 聚合酶和 dN TP

购自大连宝生物工程有限公司 ;限制性内切酶A geⅠ

购自 N EB公司 ,其他限制性内切酶和 DNA Marker

购自加拿大 MBI 公司 ; T4 DNA Ligase 购自美国

Promega公司 ;DNA Gel Ext raction Kit 和 Plasmid

Minip rep s Kit 购自安徽优晶生物公司 ;阳离子脂质

体购自 Invit rogen公司。

1. 1. 4　引　物　根据 GenBank中登陆的山羊 CSN2

基因序列 (登陆号 : A F409096) ,利用生物软件 Vec2
tor N TI Suite 7. 0和 Primer 5. 0辅助设计了 3对引

物 ,由上海生物工程公司合成。为了将 GC 3. 3 与

GC 4. 3连成一个大片段 GC 6. 7 ,及方便将来构建

表达载体 ,在第 1对引物的上游引物 GC 3. 3 S5′端

先后引入 S alⅠ(“ ”所示)和 A p aL Ⅰ(“ ”所示)

两个酶切位点 ;在第 2对引物的下游引物 GC 4. 3A

的 5′端引入一个 A geⅠ(“ ”所示)酶切位点 ,引物

序列如下。

第 1 对引物:上游 GC 3. 3 S 5′2GTCGA C GTG2
CA CTCGTGGTA GA GGTCAA GGATGCTGCT 23′,

下游 GC 3. 3 A 5′2GAA GGGCAAA T GA GGGAA G2
CAA GAAA23′;

第 2对引物 :上游 GC 4. 3 S 5′2ATCTTGCTCC TCA T2
TCA GGGT TA TCT23′,

下游 GC 4. 3 A 5′2A CCGG T T T GTCT GT GT TC2
CT TCT T GT T GGTCT23′;

第 3对引物 :上游 GC 6. 6 S 5′2TCCTCA TCCT T2
GCCT GTCT GGT G23′,

下游 GC 6.6 A 5′2ATAACTCTTCATCTCACCCCATTTC2
CA 23′。

3对引物分别用于扩增片段 GC 3. 3、GC 4. 3和

GC 6. 6。由于引物上设计了酶切位点 ,这些酶切位

点在合成引物时加到了引物 5′端 ,在引物扩增基因

过程中可直接扩增到基因端侧。

1. 2　山羊基因组 DNA的提取

山羊颈静脉采血 ,0. 5 g/ L ED TA 抗凝后按照

文献[6 ]的方法提取基因组 DNA。

1. 3　山羊β2酪蛋白基因的 PCR扩增及产物纯化

1. 3. 1 　PCR 扩增 　PCR 反应体系均按 L A2 T aq

DNA聚合酶说明书配制 ,在 0. 2 mL PCR管中依次

加入 :10 ×PCR Buffer 5μL , dN TP Mixt ure 8μL

(2. 5 mmol/ L) ,上、下游引物各 1μL (10μmol/ L) ,

山羊基因组 DNA 样品 1μL ( 100 ng) , L A2 T aq

DNA聚合酶 (10 U/μL ) 0. 5μL ,加超纯水至 50. 0

μL。PCR反应条件分别如下 : GC 3. 3 的反应条件

为 94 ℃预变性 3 min ;94 ℃变性 30 s ,67 ℃退火 30

s ,72 ℃延伸 220 s ,30 个循环 ;最后 72 ℃延伸 10

min。GC 4. 3的反应条件为 94 ℃预变性 3 min ;94

℃变性 30 s ,63 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸 300 s ,30个

循环 ;最后 72 ℃延伸 10 min。GC 6. 6的反应条件
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为 94 ℃预变性 3 min ;94 ℃变性 30 s , 66 ℃退火 30

s ,72 ℃延伸 400 s ,30个循环 ;最后 72 ℃延伸 10 min。

1. 3. 2　片段 GC 3. 3、GC 4. 3、GC 6. 6 的回收纯化

和 T2A克隆 　利用 DNA Gel Ext raction Kit 回收

纯化各片段 ,然后用 T2A克隆法将 3个片段分别克

隆至 p GEM2T Vector 的 T位点 , T2A 克隆的反应

体系按照 p GEM2T Vector 说明书配制 ,克隆产物转

化 DH5α感受态细胞 ,蓝白斑筛选阳性菌落 ,具体方

法见文献[6 ]。GC 3. 3、GC 4. 3 和 GC 6. 6 克隆到

T载体上得到的阳性菌落分别命名为 p GGC 3. 3、

p GGC 4. 3和 p GGC 6. 6。

1. 4　重组质粒的筛选和序列测定

用 Plasmid Minip rep s Kit 提取质粒后 , 分别用

S alⅠ和 Hi nd Ⅲ双酶切鉴定重组质粒 p GGC 3. 3

和 p GGC 4. 3 ,用 N ot Ⅰ酶切鉴定重组质粒 p GGC

6. 6 ,最后送交上海英骏生物技术有限公司测序 ,测序

结果经 NCBI网站的 blastn软件进行同源性分析。

1. 5　片段 GC 3. 3和 GC 4. 3的连接及重组质粒的

筛选、酶切鉴定

由于 p GEM2T Vector 上没有 Hi nd Ⅲ酶切位

点 ,其多克隆位点有一个 S al Ⅰ酶切位点 ,片段 GC

3. 3和 GC 4. 3均有一个 Hi nd Ⅲ单一性酶切位点 ,

但没有 S alⅠ,所以可以用 S alⅠ和 Hi nd Ⅲ对 p G2
GC 3. 3 和 p GGC 4. 3 进行双酶切。对 p GGC 3. 3

酶切后回收长度为 2. 5 kb的小片段 GC 2. 5 ,对 p G2
GC 4. 3 酶切后回收长度为 7. 1 kb 的大片段 GC

7. 1 ,用 T4 DNA Ligase 系统 ,将回收纯化的片段

GC 2. 5和 GC 7. 1进行定向连接 ,反应体系按照 T4

DNA Ligase 系统说明书配制。将连接产物转化

D H5α感受态细胞 , 蓝白斑筛选阳性菌落[6 ] ,用

Plasmid Minip rep s Kit 提取质粒 ,A p aL Ⅰ和 A geⅠ

进行双酶切鉴定 ,正确的重组质粒命名为 p GGC

6. 7。

1. 6　GFP乳腺表达载体的构建

分别用 A p aL Ⅰ和 A geⅠ双酶切载体 p EGFP2
C1和 p GGC 6. 7 ,并回收目的片段 ,然后用 T4 DNA

连接酶连接构建载体 ,构建的载体命名为 p GGC

6. 72GFP。对构建的载体进行 A p aL Ⅰ和 A geⅠ双

酶切鉴定。

1. 7　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/ F12 培养

液 ,待细胞长满平皿后 ,用 2. 5 g/ L 胰蛋白酶消化后

备用。

1. 8　p GGC 6. 72GFP转化山羊乳腺细胞

将密度为 1×105 mL - 1的山羊乳腺上皮细胞接

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 ,用脂质体包裹的 p GGC 6. 72
GFP质粒转染细胞 ,48 h后在荧光显微镜下观察报

告基因的表达情况。

2　结果与分析

2. 1　片段 GC 3. 3、GC 4. 3和 GC 6. 6的 PCR扩增

结果

经 PCR扩增 ,获得了长度为 3. 3 kb的 GC 3. 3、

长度为 4. 3 kb的 GC 4. 3和长度为 6. 6 kb的GC 6. 6

3个片段 (图 1) ,与预期的扩增产物大小一致。

图 1　GC 3. 3、GC 4. 3和 GC 6. 6的 PCR扩增结果

M. DNA Marker ;1. GC 3. 3扩增产物 ;

2. GC 4. 3扩增产物 ;3. GC 6. 6扩增产物

Fig. 1　PCR product s of GC 3. 3 , GC 4. 3 and GC 6. 6

M. DNA Marker ;1. PCR product of GC 3. 3 ;

2. PCR product of GC 4. 3 ;3. PCR product of GC 6. 6

2. 2　重组质粒的酶切鉴定结果

重组质粒 p GGC 3. 3 进行双酶切后得到 3. 0 ,

2. 5和 0. 8 kb 3条片段 (图 2) ,说明 GC 3. 3反连于

p GEM2T Vector上 ;重组质粒 p GGC 4. 3进行双酶

切后得到 7. 1 和 0. 2 kb 两条片段 (图 2) ,说明

GC 4. 3正连于 p GEM2T Vector上 ;用 N otⅠ对重组

质粒 p GGC 6. 6进行单酶切后 ,切出 6. 6和 3. 0 kb

两条片段 (图 2) ,以上结果表明重组质粒的酶切结

果均与预期结果一致。用 A p aL Ⅰ和 A geⅠ对重组

质粒 p GGC 6. 7 进行双酶切 ,用 H i nd Ⅲ对其进行

单酶切 ,双酶切切出 6. 7 和 3. 0 kb 两条片段 ,单酶

切切出一条长度为 9. 7 kb的片段 (图 3) 。

2. 3　重组质粒的序列分析结果

序列分析结果表明 ,片段 GC 3. 3、GC 4. 3 和

GC 6. 6与 GenBank中山羊 CSN2 基因对应区段的
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同源性均为 99 %。表明克隆的目的片段为山羊

CSN2基因的序列 ,所克隆的 5′调控区包括 4. 2 kb

的 5′侧翼区、第 1～8个外显子、第 1～7个内含子以

及部分第 8内含子 ;3′包括部分第 2外显子、部分第

8内含子、第 2～8 外显子以及第 3～7 内含子。应

用 DNA Star 软件和启动子区分析软件 Ali Baba2

分析 GC 3. 3、GC 4. 3和 GC 6. 6 ,结果表明 ,3个片

段包含了 TA TA box、GC island、CAA T box、SAR、

A P1、Oct21、Sm、Glyco、Pu21、CAC等复合元件和转

录翻译调节因子的作用位点。

图 2　质粒 p GGC 3. 3、p GGC 4. 3 和 p GGC 6. 6

的酶切鉴定结果

M. DNA Marker ;1.质粒 p GGC 3. 3 ;2.质粒 p GGC 3. 3 的 Hind Ⅲ和

S alⅠ酶切结果 ;3.质粒 p GGC 4. 3 ;4.质粒 p GGC 4. 3 的 Hind Ⅲ和

S alⅠ酶切结果 ;5.质粒 p GGC 6. 6 ;6.质粒 p GGC 6. 6 的 N otⅠ酶切结果

Fig. 2　Digested result of p GGC 3. 3、p GGC 4. 3

and p GGC 6. 6

M. DNA Marker ;1. Plasmid p GGC 3. 3 ;2. p GGC 3. 3 digested by

Hind Ⅲand S alⅠ;3. Plasmid p GC 4. 3 ;4. p GGC 4. 3 digested by

Hind Ⅲand S alⅠ;5. Plasmid p GC 6. 6 ;6. p GGC 6. 6 digested by N otⅠ

图 3　质粒 p GGC 6. 7的酶切鉴定结果

M. DNA Marker ;1.质粒 p GGC 6. 7 ;2. A paL Ⅰ和 A geⅠ

酶切结果 ;3. Hind Ⅲ酶切结果

Fig. 3　Indentified result of p GGC 6. 7 vector

M. DNA Marker ;1. Plasmid of p GGC 6. 7 ;2. Digested

result by A paL Ⅰand A geⅠ;3. Digested result by Hind Ⅲ.

2. 4　GFP基因乳腺表达载体的构建

用 A p aL Ⅰ和 A geⅠ双酶切 p GGC 6. 72GFP乳

腺表达载体 ,结果见图 4。图 4 表明 ,克隆的 CSN2

基因 5′调控序列已连接在 GFP上游。

图 4　质粒 p GGC 6. 72GFP的酶切鉴定结果

M. DNA Marker ;1.质粒 p GGC 6. 72GFP ;2. A paL Ⅰ

和 A geⅠ酶切结果

Fig. 4　Indentified result of p GGC 6. 72GFP vector

M. DNA Marker ;1. Plasmid of p GGC 6. 72GFP ;

2. Digest result by A paL Ⅰand A geⅠ

2. 5　p GGC 6. 72GFP转化乳腺上皮细胞的试验结

果

p GGC 6. 72GFP转化乳腺上皮细胞后荧光显微

镜观察结果见图 5。由图 5 可知 ,转化细胞的细胞

质中有报告基因 GFP表达。

图 5　荧光显微镜检测山羊乳腺上皮细胞中 GFP的表达

Fig. 5　GFP expression in gaot mammary epithelial cell

through observation under UV microscope

3　讨　论

国内对山羊β2酪蛋白基因调控区的克隆一般都
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是采用直接克隆的方法 ,本研究由于未找到能够直

接克隆 5′调控区的引物 ,同时考虑到应用 Long

PCR方法突变率高的因素 ,所以采用分段克隆的方

法 ,分两段 ( GC 3. 3、GC 4. 3)克隆出了长度为 6. 7

kb的 5′调控区。

研究表明 ,乳蛋白调控区越长 ,被驱动基因的表

达量就越高[7 ] ,这可能是由于内含子及远端的增强

子等成分对基因的表达水平有很大影响。在对相关

研究[ 425 ]的分析中可以看出 ,所构建的乳腺表达载体

在拥有较长的 5′调控区的同时 ,拥有一个较长的 3′

调控区也很重要 ,这可能与石统东等[8 ]研究中提到

的 3′调控区与 5′调控区在基因转录后翻译过程中 ,

起着“长程”的相互作用 (long range interactions)有

关。目前 ,国内还没有克隆并采用较长 3′调控区构

建载体的报道 ,因此 ,本试验还克隆了长为 6. 6 kb

的 3′端调控区 GC 6. 6。登陆 NCBI网站进行 blast n

分析发现 , GC 3. 3、GC 4. 3、GC 6. 6 与山羊 CSN2

基因对应区段的同源性均为 99 % ,并且应用生物软

件分析发现 , 3 个片段包含了 TA TA box、GC is2
land、CAA T box、SA R、A P1、Oct21、Sm、Glyco、Pu2
1、CAC等复合元件和转录翻译调节因子的作用位

点。结果表明 ,扩增出的片段正确 ,所以本试验成功

地扩增出山羊β2酪蛋白基因的 5′和 3′调控区。

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。目前 ,使用

的标记基因 ,如 lacZ、CA T、luc 等均是利用酶促催

化反应 ,需要加入外源底物和辅助因子 ,不仅操做繁

琐而且价格昂贵[ 9 ]。研究表明 , GFP基因可在哺乳

动物细胞中表达并产生绿色荧光 ,而且对细胞无毒

性作用[10 ]。以 GFP为报告基因构建的乳腺表达载

体 ,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在体外培养山羊乳腺上皮细胞

中的表达结果 ,证明克隆的 5′调控区可以指导 GFP

基因的表达 ,具有启动子的活性。同时利用生物软

件分析的结果表明 ,克隆的 5′与 3′调控区可以作为

外源基因的调控序列 ,用于乳腺表达载体的构建。

因此 ,可以用本试验克隆的 GC 6. 7作为 5′调控区 ,

以 GC 6. 6 作为 3′调控区 ,在两者之间设计合适的

酶切位点 ,将目的基因插入其中 ,构建含目的基因的

乳腺特异性表达载体。本研究为构建一个拥有较长

5′端和 3′端调控区的高效乳腺表达载体的研究奠定

了基础。
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