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!"#$"%&’%和鼠 (%’共注射提高"%&’%在
转基因小鼠乳腺中的表达水平

周 江! 邓继先#" 程 萱 卢一凡 杨 晓 黄培堂#"

（军事医学科学院生物工程研究所 北京 !$$$"!）

摘 要 为了提高长效组织纤溶酶原激活剂（EFBGF）在转基因小鼠乳腺中的表达水平，将受控于羊"0乳球蛋白
（HEI）的EFBGF表达载体HEI0EFBGF与小鼠乳清酸蛋白（JFG）基因片段进行共注射，采用此方法建立的转基因
小鼠，经GKL筛选和M&,BN5.+印迹鉴定，获得2只EFBGF和JFG共整合阳性鼠，并在阳性母鼠乳汁中检测到有溶
纤活性的EFBGF表达，表达水平达到!$#@／=E。
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转基因动物在体内表达外源基因具有其独特优

势，特别是乳腺生物反应器生产重组蛋白具有高效、

总体费用低、产物生物活性有保障等特点越来越受

到广泛关注［!］。迄今为止，有关转基因乳腺定位表

达所做的工作主要集中在研究各种乳蛋白基因启动

子的功能，人们一直在寻找一种理想的乳蛋白基因

启动子元件，但由于生物机体的复杂性和多样性，对

有效、高水平表达的必要调控元件尚缺乏深入了解，

以致多数报道的外源基因表达水平仍然不高［#］。

共注射是将不同基因或不同构件同时注射到同一受

精卵中而建立转基因动物的方法。!77#年，英国

K’-.P等首次创立［2］，他们认为不同的基因构件以首
尾相连的形式共整合，在某种程度上形成一个相对

独立的区域，或形成一个开放的染色体区域，这些都

将有利于提高外源基因的表达水平。

组织纤溶酶原激活剂（BGF）是一种较理想的溶
血栓药物，为探索用转基因动物乳腺生产EFBGF
（E&+@5.-CB>+@B>QQ,5A’-Q=>+&@5+-CB>R-B&.，EFBGF）
的可能性，在此之前我们曾建立了羊"0乳球蛋白
（HEI）基因启动子调控的乳腺定位表达长效BGF
突变体的转基因小鼠，并在阳性母鼠乳汁检测到有

溶纤活性的EFBGF，但是表达水平较低，为!$##@／

=E［8］。为进一步提高EFBGF在转基因鼠乳汁中的
表达水平，我们将HEI0EFBGF和鼠乳清酸蛋白
（JN5/-C>SA.&B5>+，JFG）基因进行共注射，在获得
的HEI0EFBGF和JFG共整合的转基因鼠乳汁中，

EFBGF表达水平有了显著提高，达到!$#@／=E。

) 材料和方法

)*) 质粒与菌种
羊"0乳球蛋白（HEI）基因调控的EFBGF表达

载体AHEI0EFBGF为本室构建、保存；AJF质粒包
含鼠乳清酸蛋白（JFG）基因组T)F及其;U和2U端
的调控序列，为本室保存［;］。

)(+ 限制酶及主要化学试剂
限制酶等均购于中国华美生物工程公司及

G.&=5@-公司。
化学试剂：1$V乳酸钠，透明质酸酶，丙酮酸钠

等均购自美国M>@=-公司；牛血清白蛋白购于华美
公司；其它葡萄糖、氯化钙等均为国产分析纯试剂。

孕马血清促性腺激素（GWMI）购于天津实验动
物中心；人绒毛膜促性腺激素（?KI）购自上海生物
制药厂；681麻醉剂购于中国人民解放军农牧大学
兽医研究所。



!"及!#$培养液的配制，按文献［$］。

!"# 实验动物
昆明白小鼠由本院实验动物中心提供。

!"$ 方法

!"$"! 羊%&’基因()端扩增引物由本所合成：
引物#：()*’+,*’+’++*’+*’*,*,,-)
引物"：()+’,’+*’+,’+*’’’’*+’*’-)
.+/扩增的循环条件为：012变性-34，$#2退
火#(4，5"2-34。

!"$"% 质粒67,的提取，感受态细胞的制备，

67,的连接、转化，67,片段的回收，按照“分子克
隆实验手册”进行［5］。

!"$"# 受精卵的显微注射和移植：持卵器拉成83
!#(3"9直径的细管，烤平断口；用拉针仪拉成针
尖约#"9直径的注射针。在凹玻片上各滴上 !"
培养液和67,注射液，石蜡油覆盖。低倍镜下将
注射针吸入适量的67,注射液，受精卵注入!"液
滴中。高倍镜下，注射针针尖刺入受精卵雄原核中，

将67,液注入约#:&，可见雄原核膨胀，迅速抽出
注射针，卵注射完毕后，立即将卵转移至 !#$培养
基中，+;"孵箱培养-39<=。将受精卵从!#$培养
液移至!"培养液中，再吸入移卵管中，在解剖镜下
找到输卵管伞开口，将移卵管插入伞部后将卵吹入，

手术完毕后缝合切口。

!"$"& 鼠尾67,的提取：仔鼠出生#3!#(>，即可
用于提取67,。按照分子克隆手册进行。

!"$"’ ?@ABCDE=杂交鉴定转基因阳性鼠：鼠尾

67,用!"##／$%&$双酶切过夜，?@ABCDE=转印
按分子克隆手册操作，杂交、洗膜温度$(2。%&’
()端探针用%F-".>+*.标记。

!"$"( 阳性鼠乳汁中B.,活性测定：采取母鼠乳
汁，用双蒸水#3倍稀释，离心去乳脂，采用纤维蛋白

F琼脂糖F平板法测定B.,溶纤活性。

% 结 果

%"! 显微注射获得转基因鼠

&,B.,表达载体:%&’F&,B.,用 ’&(#酶
切，低熔点琼脂糖回收#3G(HI目的片段，透析纯化
稀释到1!("J／9&；:K,.采用)*+/#酶切回收

5G(HI目的片段，纯化后稀释到1!("J／9&（图#）。
将上述经过处理的%&’F&,B.,融合基因和 K,.
基因等体积混合，经显微注射导入小鼠受精卵的雄

原核中，再将注射后的受精卵移植入受体假孕母鼠

的输卵管伞部，最后发育成个体，先后注射##3(余

枚受精卵，将培养存活的830枚卵分别移植到-$只
假孕母鼠输卵管，最后获得$#只仔鼠，显微注射结
果见表#。

图# %&’F&,B.,和K,.结构示意图

L<JM# ?BEANBAED4@O%&’F&,B.,P=>K,.

表! 显微注射结果一览表
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%"% 转基因鼠的:;<筛选和=312.-/8印迹鉴定
正常小鼠基因组67,中没有%&’基因及其调

控序列，采用羊%&’基因()端引物.+/应扩增

"13I:目的条带。最终我们从$#只仔鼠中获得-
只%&’F&,B.,整合阳性的转基因鼠（图"）。

图" .+/检测转基因小鼠

L<JM" S>D=B<O<NPB<@=@OBCD9@A4DIR.+/

图- %&’F&,B.,和K,.共整合示意图
（.E@ID示意?@ABCDE=探针位置）

L<JM- *CD9P:@ON@F<=BDJEPB<@=@O%&’F&,B.,P=>K,.

为进一步鉴定转基因鼠、排除假阳性并确定

K,.确实和%&’F&,B.,发生了共整合，我们进行

($#期 周江等：%&’F&,B.,和鼠K,.共注射提高&,B.,在转基因小鼠乳腺中的表达水平



了!"#$%&’(印迹杂交。如果 )*+和,-./-*$+*
发生了正确的共整合，!"#!／$%&"双酶切产生

012条带（参见图3，)*+片段用’()4!／!"#!酶
切产生312和512片段；,-./-*$+*片段用 *&+
!／$%&"酶切产生612和712片段），我们用,-.
基因58端+94扩增的:6;2<作为探针，#/3:+=9>+
标记，对获得的3只+94阳性鼠进行杂交（图6）。
结果3只小鼠都具有012目的条带，阴性对照无目
的条带，从!"#$%&’(杂交结果还能看出?12、@;12
和@:12条带，这表明,-./-*$+*和 )*+都是多
拷贝、多方向以串联形式整合到小鼠基因组中，?12
条带是反向)*+和,-./-*$+*串联整合产生的，

@;12和@:12条带是两个,-./-*$+*以正、反串联
形式整合分别产生的。

图6 转基因鼠!"#$%&’(鉴定结果

ABCD6 >%&’&E#F$"G!"#$%&’(2F"$
@D:H(=3D>%&<"EB$BI&J"#E&；

6D,-./-*$+*HEH@;12JH’1&’

图5 纤维蛋白/琼脂糖/平板法对$+*活性检测

ABCD5 9F"$FKEBE2B"HEEHK"GE&L’&$&=-*$+*D
@D’&L"J2B(H($$+*E$H(=H’=E；

:DEHJ<F&EG’"J$%&<"EB$BI&G&JHF&J"#E&；

3D(&CH$BI&J"#E&JBF1L"($’"FD

!"# 阳性鼠表达产物的检测

,-./-*$+*转基因小鼠作为一种乳腺生物反
应器模型，外源的目的基因-*$+*表达后能分泌到
乳汁中，未转基因的正常小鼠乳汁中不含$+*。3
只阳性鼠中@只雄性、:只雌性，先将阳性雄鼠与阴

性雌鼠交配进行传代，在子代中再挑选阳性雌鼠进

行传代以获得哺乳期的阳性雌鼠；:只雌性的转基
因阳性小鼠直接与阴性雄鼠交配后进入哺乳期。对

哺乳期阳性雌鼠麻醉取乳汁@;$-，@;倍稀释，离心
去乳脂，@;$-点样，采用纤维蛋白/琼脂糖/平板法
测定$+*溶纤活性。有活性的$+*能激活纤溶酶
原成为纤溶酶，纤溶酶能消化琼脂糖平板上的纤维

蛋白，形成透明圆圈，通过对比透明圈的大小可测定

$+*的活性。3只阳性鼠乳清中都检测到$+*表
达，最高达到@;$C／J-（图5），这也说明乳腺细胞对
目的蛋白的加工正确、生产出具有生物活性的$+*
产物。

# 讨 论

@0M?年，."’="(等首次利用组织纤溶酶原激活
剂与小鼠乳清酸蛋白（)*+）启动子的融合基因，培
育出了3?只转基因鼠，外源性$+*在小鼠乳腺中
得到表达［M］。我们采用羊%/乳球蛋白基因（,-.）启
动子作为调控元件，同样在小鼠乳腺中获得了具有

生物活性的-*$+*。这说明 )*+和,-.都能有
效地指导外源基因在乳腺表达。但我们同时也面临

表达水平低下的问题，在目前对有效、高水平表达的

必要调控元件尚缺乏深入了解的情况下，结合现有

条件，我们考虑到)*+和,-./-*$+*的共注射的
方法简单易行，不用重新构建新的乳腺表达载体，直

接共注射可获得共整合的转基因小鼠，并最终获得

较好结果，$+* 表达水平@;$C／J-，较原来的

@&:$C／J-有5倍以上的提高。
转基因在宿主细胞内的整合与表达一直是研究

的热点问题，尽管这方面的研究仍不断在进行，但迄

今为止，有关外源基因整合到染色体的机制并不是

很清楚。,’B(E$&’等提出，外源NO*整合在染色体

NO*的断裂处，断裂处随机发生，并且断裂可能是
注入的NO*分子游离末端诱导的修复酶造成的，
外源片段常首尾相连多拷贝整合到断裂位点。有观

点认为共注射将不同基因或不同构件同时注射到同

一受精卵中，不同的基因构件同样也以首尾相连的

形式共整合，在某种程度上形成一个相对独立的区

域，或形成一个开放的染色体区域。由于转基因的

表达调控高度地受到其整合部位的影响，如果将特

定的高表达水平基因与构件共注射，可以协同作用

从而营救外源基因，防止整合部位染色体局部功能

向邻近结构域蔓延，从而获得高表达［3，0，@;］。在本

研究中，共注射提高了外源$+*的表达水平，也不
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排除转基因两侧的!"#的$%和&%侧翼序列中含有
的顺式调控元件在转录中起的积极作用，有些顺式

作用序列对有效的’("加工和提高其稳定性都是
十分重要的［))］。
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P])期 周江等：B[0R["4#"和鼠!"#共注射提高["4#"在转基因小鼠乳腺中的表达水平


