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利用转基因动物乳腺生产药用蛋白质是近年来研究的

热点，在这方面已有不少成功的例子，展现出良好的应用前

景［!，#］。本研究选择人瘦蛋白基因作为目标基因是因为其

表达产物瘦蛋白能对人体内脂肪的蓄积和能量消耗进行有

效的反馈调控，美国科学家已将用340(,#表达的人瘦蛋白
用于人肥胖症的治疗并取得了良好的治疗效果［2］，但尚未见

到利用转基因动物乳腺表达这种蛋白质的研究报道。

! 材料与方法

!"! 实验材料

!"!"! 试剂和酶类：5(/I，30(J%，K’7,&B为L>&’+DA公司产
品，69M)H’>N+A7为OLI公司产品，30(JI，6#$P"，蛋白酶

K及J)+A7为华美生物工程公司产品，MI4标记试剂盒为宝
灵曼公司产品，6.>A及胚胎培养基成分均为Q>N=+公司产
品，M)H测序反应试剂盒为R<公司产品，其它生化试剂多
为国产分析纯产品。

!"!"# 质粒及菌株：质粒CL’-7AE.>CS（克隆有人瘦蛋白基因

EM)H），质粒CJ（克隆有兔乳清酸性蛋白基因终止子），质粒

C#5（克隆有兔乳清酸性蛋白基因启动子及其远端上游区以
及第一外显子的部分）由法国科学家6F7C&S等惠赠，宿主菌

M?1#由中国农业大学农业生物技术国家重点实验室提供。

!"!"$ 转基因6<：!$==&’／T6.>A·U’（C?"(9），$(!==&’／T
<M6H，用O>’’>0G水配制。

!"!"% 实验动物：昆明小白鼠购自国家计划生育研究所动
物部。

!"# 试验方法

!"#"! M)H测序反应：参照R<公司M)H测序试剂盒说明书。

!"#"# 注射用M)H溶液的制备：用5(/I消化表达载体，回
收"V1WD片段，溶于6<，调整M)H浓度为#$N／=T，每=T
溶液中M)H的拷贝数约为#V9X!$!!。

!"#"$ 显微注射：参照文献［9］，每一枚原核期小鼠胚胎雄
原核内注射!%#CT。

!"#"% 小鼠尾组织M)H的提取：四周龄时剪小鼠尾尖，按
常规方法提取尾组织M)H。

!"#"& 探针的获得及其标记：用30(JI消化质粒CL’-7A0
E.>CS并回收!V$WD的人瘦蛋白基因EM)H作探针，标记方法
参照MI4说明书。

!"#"’ 组织M)H的消化及Q&-SF7.,杂交：用30(JI完全消
化!$%!1$N小鼠尾组织M)H，用于转膜及Q&-SF7.,杂交。

!"#"( 小鼠乳汁的获取：将母鼠与仔鼠隔离2F以上，腹腔
注射$V2IY的缩宫素，!$=>,之后腹腔注射!$Z巴比妥钠
（$($$8=T／N体重）麻醉小鼠，待完全麻醉后，用食指与中指
由乳腺根部向上捋，反复数次，然后捋到乳头，乳汁便顺乳头

孔流出，助手用移液器将乳汁收集至一小离心管，冻存于

[#$\。

!"#") 奶蛋白QMQ0RH4<：参照《生物化学实验技术》［1］，

1Z的浓缩胶和!#V1Z的分离胶。

# 结果与分析

#"! 表达载体的构建策略
根据质粒载体的酶切图谱及有关文献，设计构建表达载

体的策略，见图!。

#"# 人瘦蛋白基因（*+,-）序列的测定
本研究所用的人瘦蛋白基因是由国外学者惠赠的，该片

段对我们来说是未知的，通过HLI2""M)H测序仪测定，其
序列见右侧：

测序结果表明，该序列包含人瘦蛋白基因EM)H第一外
显子的3DC，完整的第二外显子（!"#DC）和部分第三外显子，
包含了人瘦蛋白基因完整的编码序列。

#"$ 表达载体的物理图谱
表达载体的物理图谱见图#。

#"% 始祖转基因小鼠的检测
经过显微注射后出生的小鼠，9周龄时剪耳号剪尾尖，

并用常规方法提取尾组织 M)H。用30(JI消化总组织



图! 表达载体的构建策略

"#$%! &’()’*$+,-(’.*/-01’(2/’#-0-,*34(*11#-05*/’-(

图6 表达载体的物理图谱

"#$%6 7.*4.+1#/)89)4-,’.*:;<21*=,-(9#/(-#0>*/’#-0

:;<，用:?@标记的人瘦蛋白基因/:;<为探讨，与AB只
小鼠的尾组织:;<进行杂交，用于杂交的组织:;<的量为

!C!!D"$，其中6#与EF6只小鼠在!GCHI处出现明显的杂
交带，结果十分稳定。更为幸运的是获得的6只转基因小鼠
均为母鼠，从而便于直接分析产仔后的乳汁，&-2’.*(0杂交
结果见图F。

!"# 人瘦蛋白在转基因小鼠乳腺中的表达
将奶样用水稀释F倍后于沸水中煮沸F!D9#0，冷却后

加入等量的上样缓冲液。DJ的浓缩胶，!6GDJ的分离胶。
用于&:&KL<@M的奶样均为CGN"O，开始电泳时的电压为

PPQ，电泳过程中对电压不作任何调整。当溴酚蓝电泳至距
凝胶底端!/9时终止电泳，取出凝胶经考马斯亮蓝R6DC染
色、充分脱色后的结果见图A。

以上结果表明，两只转基因小鼠奶样与对照小鼠奶样相

比均多出一条带，其分子量约为!PH:，与报道的人瘦蛋白的
分子量接近。据此我们初步认为人瘦蛋白基因在获得的6
只转基因小鼠的乳腺中均得到表达。

$ 结论与讨论

乳清酸性蛋白是小鼠、大鼠和兔泌乳期间乳汁中主要的

蛋白质，其合成和分泌受糖皮质激素、促乳素以及细胞与细

胞之间、细胞与胞外基质（M3’()/*8828)(S)’(#3，MES）之间互
作的调节。兔乳清酸性蛋白在所报道的啮齿动物乳汁中是

最高的，每9O乳汁中乳清酸性蛋白的含量高达!FP9$，说
明其表达是非常活跃的。用该调控元件可确保该启动子在
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图! "!与#!小鼠与人瘦蛋白基因

$%&’的()*+,-./杂交结果

0123! 4,-()*+,-./56)++1/2.-7*6+)8"!9/:#!;1$-<1+,

%=>695-6-:,*;9/6-?+1/2-/-97?.)5-
@3&-29+1A-$)/+.)6；#3()*+,-./56)++1/2.-7*6+)8"!+.9/72-/1$;)*7-；

!3()*+,-./56)++1/2.-7*6+)8#!+.9/72-/1$;)*7-；

B3C)71+1A-$)/+.)6；D3@E569::-.;9.E-.7

图B 转基因小鼠奶样的(%(FC’>G结果

0123B 4,-(%(FC’>G.-7*6+7)8+.9/72-/1$;1$-;16E
（4,-79;?6-A)6*;-)8;16E8).(%(FC’>G<97H3I"J，

9/:+,-A)6+92-<97KKL）

@3C.)+-1/;)6-$*69.<-12,+;9.E-.7；

#34,-(%(FC’>G.-7*6+)8+,-/-29+1A-$)/+.)6；

!34,-(%(FC’>G.-7*6+)8#!+.9/72-/1$;)*7-；

B34,-(%(FC’>G.-7*6+)8"!+.9/72-/1$;)*7-3

转录过程中能被宿主M&’聚合酶识别并启动转录，其强的

终止子可确保M&’聚合酶集中力量转录表达基因而不去转

录其它无关序列。此外，强的终止子所产生的;M&’较为

稳定，便于随后翻译出蛋白质。本研究中所使用的启动子为

NK!HH5?#O#P5?的兔乳清酸性蛋白基因上游调控区，该

基因的翻译起始位点位于OBI5?处，也就是说该序列未包

含兔乳清酸性蛋白翻译的起始密码子，序列为：

%-A1/)Q等［K］将位于.R’C基因第#P位的$92$$+序列
定点突变为992$$+就产生了一个!"#:$的酶切位点，这一
位点是以.R’C基因启动子构建融合表达载体的一个比较
理想的酶切位点，已有两篇报道［K，I］在构建表达载体时使用

了该位点并获得了较高的表达效果。以上分析表明我们所

构建的融合表达载体具备一个良好表达载体应具备的全部

特征，整合后可望有良好的表达。奶样的(%(FC’>G结果证
实我们对表达载体所作的分析是有道理的，在本次研究中，

人瘦蛋白在转基因小鼠乳汁中的含量保守估计为@##;2／

;J，依据之一是用考马斯亮蓝M#DH染色出现清楚的条带所

要求的蛋白质的量至少为#SD"2
［D］，而在实验中奶样的上样

量仅为HSI"J。从(%(FC’>G结果我们能够大致看出两只
始祖转基因小鼠表达转基因的水平有差别，其原因可能与转

基因整合的拷贝数有关，也可能与转基因在宿主染色体上整

合的位置有关。值得一提的是所构建的表达载体在两只始

祖转基因小鼠的乳腺中均得到表达，而未出现位点效应，与

4,-)?+等［I］人的报道结果一致。在4,-)?+等［I］的研究中，
含该调控序列的P只转牛生长激素基因小鼠中牛生长激素
基因都得到有效表达，表达量最低的为@;2／;J，最高的

@K;2／;J。这表明由.R’C上游序列驱动的下游基因的表
达可能不受位点效应的影响。

由于购买不到检测人瘦蛋白的抗体，本研究未能完成表

达产物的R-7+-./杂交。值得说明的是本研究很可能是国
内外通过转基因动物乳腺表达人瘦蛋白的首例试验。目前

我们正通过多种渠道筹措资金，希望能进一步完善这项研

究，并希望最终能将该动物模型应用到转基因大动物上。
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%&’()*+,’-./012.334+,+56(78,9.1’4,4,’-.
:87782*;<8,)3+5=28,3>.,4?:4?.

@WNX$*+9G02+%A YWZ:R<-*+9G0-A! @W:$+%E
A（7!18#9%:’*;/0<!+!"/(=#+,>63*’5!6!+"’:-?/+!=!@0*/()$")*#$&/+/="*1，A)#B?’+0@0*/()$")*#$

C+/5!*=/"1，D)?#+!T[[U[，-?/+#）
E（E#"/’+#$7!18#9%:’*@0*’F9/’"!(?+’$’01，-?/+#@0*/()$")*#$C+/5!*=/"1，G!/H/+0A[[[B!，-?/+#）

%@3’28?’ ’-5*+.1,/$+1S,#1331&67.%(’$/0*&611+-31&/2/#1*/0-5*+2613$/7$+851#$J*+*+&3J$1+/$3/30*&
*J0$1O1&%22&1LL1J/3，/01#131*#J01#301#1;*+/1&/2=+2;;01/01#0-5*+.1,/$+J*+611S,#1331&$+/015*55*#7
%.*+&32L/#*+3%1+$J*+$5*3(W+/0$33/-&7，0-5*+.1,/$+%1+1*62-/A([=6，/01/1#5$+*/2#2L#*66$/;017*J$&,#2/1$+
%1+1（#H8P）*62-/[(E=6*+&/01,#252/1#$+J.-&$+%/01&$3/*.-,3/#1*5#1%$2+*+&,*#/2L/01L$#3/1S2+2L#H8P%1+1
*62-/D(T=6;1#1-31&/2J2+3/#-J/*1S,#133$2+O1J/2#("1L2#1;1&$&/013-6J.2+$+%3，/0131K-1+J132L/010-5*+.1,/$+
%1+1;1#131K-1+J1&678"WTUUQ:8?1K-1+J1#，/01#13-./3302;1&/0*//01L#*%51+/2L0-5*+.1,/$+%1+1$+J.-&1&/01
.*3/+$+16*31,*$#32L/01L$#3/1S2+，/01J25,.1/131K-1+J132L/0131J2+&1S2+（AUE6,）*+&,*#/32L/01/0$#&1S2+（$+9
J.-&$+%,*#/2L/011+J2&$+%31K-1+J13*+&,*#/2L/01T\-+/#*+3.*/1&#1%$2+）(I01L$+*.1S,#133$2+O1J/2#;*3&$%13/1&
;$/0E’"W*+&*L#*%51+/2LU(F=6;*3J2..1J/1&*+&&$332.O1&$+I4（A[552.／@I#$3·>.，,’U(!；[(A552.／@4QI8）

L2#.*/1#5$J#2$+M1J/$2+(I01J2+J1+/#*/$2+2LQ:8;*3*62-/E"%／5@，/01J2,7+-561#$+A5@;*3*62-/E(!]A[AA，

1O1#7A/2E,@2L/01,#1,*#1&Q:832.-/$2+;*35$J#2$+M1J/1&$+/2/0152-31156#723*/,#2+-J.1-33/*%1(8L/1#3/*+9
&*#&5$J#2$+M1J/$2+,#2J1&-#13，!C.$O15$J1;1#126/*$+1&(I01/*$.32L/015$J1;1#1J-/（*62-/[(A%）*/L2-#;11=32L
*%1，%1+25$JQ:8;*31S/#*J/1&*+&&$%13/1&J25,.1/1.7;$/0.(’VW，/;2;1#1J2+L$#51&/261/#*+3%1+$J5$J1（62/0
;1#1L15*.1）67?2-/01#+076#$&$̂*/$2+-3$+%QWR.*61.1&0-5*+.1,/$+%1+1*3,#261，/#*+3%1+$J#*/1*52+%/015$J1
62#+;*3*62-/!_（E／!C）(I01/;2L15*.1/#*+3%1+$J5$J1（E#*+&>T）;1#15*/1&;$/0+2+/#*+3%1+$J5*.15$J1(
I01/;2L2-+&1#/#*+3%1+$J5$J1;1#131%#1%*/1&;$/0/01$#6*675$J1L2#*/.1*3//0#1102-#3*//01L$L/0&*7*L/1#,*#/-9
#$/$2+*+&;1#15$.=1&67$+/#*,1#$/2+1*.$+M1J/$2+2L[(TWN2L2S7/2J$+*+&-&&1#5*33*%1(?Q?9P8R4;*3-31&/2*+*9
.7̂1;01/01#/01#1;1#11S,#133$2+2L0-5*+.1,/$+$+/015$.=2L/01/;2L2-+&1#/#*+3%1+$J5$J1;$/0/015$.=2L+2+9
/#*+3%1+$J52-31*/L$L/0&*7*L/1#,*#/-#$/$2+*3J2+/#2.(?Q?9P8R4#13-./3302;1&/0*/J25,*#1&;$/0/01J2+/#2./01#1
;*3*+1;6*+&$+62/02L/01L2-+&1#/#*+3%1+$J5$J15$.=，*+&$/352.1J-.*#;1$%0/;*3*62-/AD=Q，;0$J0;*3K-$/1
3$5$.*#;$/0/0*/2L/010-5*+.1,/$+(I01#131*#J01#313/$5*/1&/0*//011S,#133$2+.1O1.2L/0$3,#2/1$+$+/015$.=2L/01
/#*+3%1+$J5$J1;*3*62-/A!E5%／5@(

A.*B+2)3 /#*+3%1+$J5$J1，5*55*#7%.*+&3，0-5*+.1,/$+

V1J1$O1&：)*7AF，E[[[

I0$3;2#=;*33-,,2#/1&67%#*+/L#25:*/$2+*.“BUT”P#2%#*5（RE[[[[ADA[F）(

!>2##13,2+&$+%*-/02#(I1.：CD9EU9CUTB!AC!；‘*S：CD9EU9CUTB!AC!；495*$.：’̂*-?;$+$,-6.$J(;0(06(J+

TBA期 刘建忠等：转基因小鼠乳腺表达人瘦蛋白的研究


