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摘 要 将山羊的!乳球蛋白启动子连接人促红细胞生成素基因，构建转基因表达载体。通

过显微注射的方法转基因小鼠。经/01斑点杂交和2"345678杂交检测验证，获得.只转基

因阳性小鼠，其中+只母鼠哺乳期收集乳汁，经9:"&9;<2=检测为阳性。对.组转基因阳性

小鼠的部分子代母鼠，经/01和2"345678杂交分析，又鉴定出*只获得遗传的阳性>,代母

鼠以?"4&9;<2=的方法检测，其中两只>,代母鼠乳汁中的9:"含量为)@%"A／B;。实验证

实，$*’C:的!乳球蛋白启动子可以指导人促红细胞生成素在小鼠乳汁中表达。
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分类号 D(* 文献标识码= 文章编号,)))&+)*,（,---）),&))($&+.

自从>"7E"8等人于,-$’年首次报道采用转基因方法从哺乳期小鼠中分泌得到有生

物活性的人组织纤溶酶原激活剂（4/=）［,］以后，引起人们对利用转基因动物的乳腺表达

生产目的 蛋 白 的 极 大 兴 趣，很 快 就 出 现 了 转 基 因 兔、转 基 因 羊、转 基 因 牛 和 转 基 因

猪［(#%］。由于动物在哺乳期，乳腺能大量合成蛋白质并分泌到乳汁中，因而可以通过转

基因动物的乳腺表达并从乳汁中分离得到目的蛋白，实现廉价的大规模生产。

人促红细胞生成素（简称9:"）是一种红细胞造血刺激因子。它能刺激人的红系造血

干细胞的增殖分化，调节和维持血液红细胞生理水平。在胎儿期，9:"主要由肝脏分泌，

成人期由肾脏的肾小球旁器分泌，受血液中氧分压及氯化钴的调节。在医学临床，它具有

重要价值。主要用于肾性贫血、再障、感染性贫血等。由于天然9:"量微极难提取，大肠

杆菌表达系统又无法完成它的糖基化加工，目前国内外均采用0FG细胞表达生产9:"，

但是细胞表达的成本比较昂贵，而用转基因动物生产9:"，可能是一条十分理想的途径。

我们将构建的:>9H&’IJ（K）!L;>&9:"表达载体转基因小鼠，经/01扩增，斑点杂交和

2"345678杂交检测证实，有.只转基因阳性小鼠。其中+只母鼠在哺乳期，采集乳汁，用

9:"&9;<2=检测为阳性。又从部分>,代母鼠中筛出*只获得遗传的小鼠，经?"4&9;<2=
检测，其中两只母鼠乳汁中9:"含量为)@%"A／B;。实验证实，$*’C:的山羊!&;>启动子

可以指导外源基因在转基因小鼠乳汁中表达。
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! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 质粒：菌种!"#$%&’()*%购自美国(+!!，它含有,-./的!"#01片段，带有完

整的)*%基因。提取的噬菌体23(经!"#01，$%&4111，’()51分别酶切鉴定，证明与

(+!!提供的鉴定图谱相符。

*6)789:;（<）购 自 中 国 华 美 公 司。*6)78=:;（<），>7,?-由 本 实 验 室 提 供。

*6)78=:;（<）!8@6质粒自己构建［A］。

!"!"# 限制酶：+’多核苷酸激酶，+’23(连接酶等购自美国B$%CDE#公司，23(序列

试剂盒购自美国FGH公司，"8=IG84(+B购自英国(CD$J"#C公司，GD*"#EK#JH#&4B$D*试

剂盒为B"#C#LM#公司的产品。细胞培养试剂和)*%8)@1G(试剂盒，均购自H%D"$M&ED$
7#&&"DMC公司。

!"!"$ 动物：昆明种小白鼠由中科院发育所动物房提供。

!"# 方法

!"#"! 转基因表达载体*6)78=:;（<）!8@68)*%的构建：重组23(操作，参照《分子克

隆》［9］。将!"#$%&’()*%23(分别以$%&4111，’()51酶切，,N琼脂糖凝胶电泳回收

IO’./的$%&4111／’()51片段，插入*6)789:;（<）载体，得到*6)789:;（<）)*%K，为了

在)*%信号肽前面直接连接山羊!8@6启动子，我们将*6)789:;（<）)*%用*"(1／

’()51双酶切得到信号肽上游A??/*被删除的’OP./)*%片段，然后通过Q个=’聚的

合成接头片段重新补齐被删去信号肽3端A个氨基酸的编码顺序，并且增加$%&+111顺

序，接头片段的碱基序列为IR+!6((6!++(+66666+6!(!66+6(6+(!
+((!=R（S,）和IR6++(6+(!+!(!!6+6!(!!!!!(+((6!++!6(=R

（SQ）。分别取S,和SQ片段各?OQT2（,P#@）加入Q#@,?U酶切缓冲液于微量离心管

中，置PIV水浴ICM&，自然冷却至QPV，用$%&4111和*"(,1切出粘性末端，另外，将

*6)789:;（<）用$%&4111和’()51切开，并与上面得到的’OP./)*%基因和接头片段一

起进行=片段连接，经克隆筛选得到*6)789:;（<）)*%Q。

将*6)7=:;（<）!8@6用’()51酶切，WKD&%X酶补平，再以!"#01酶切，,N琼脂糖

凝胶电泳，回收PA9/*的!8@6片段，插入*6)789:;（<）)*%8Q质粒的B%KYKM&.D$的

!"#01，-,(1位点构建成*6)789:;（<）!8@6)*%8Q。

!"#"# 转基因小鼠的制备和23(检测：酶切转基因目的片段用GD*"#EK#JJH#&4B$D*
.MZ回收。23(稀释液溶解，定量为,$=#E／C@。转基因小鼠操作依《小鼠胚胎操作实验

方法》［P］。转基因小鼠’周龄时作耳朵标记剪取鼠尾QLC，按《分子克隆》［9］方法提取组织

23(。采用B!0，斑点杂交和G%[Z"D$&杂交方法进行转目的基因的检测。引物的设计是

选用山羊!8@6启动子的上游序列作为B!0检测的正向引 物（引 物,：IR(!!(6(
(++!!!6!+6!+!!+6(6=R），而反向引物则选择在编码)*%信号肽第=个氨基酸

及部分第一内含子基因的互补序列（引物Q：IR(6!!!6!6(6+(!+!(!!6+6!(!
=R），扩增出的片段大小为P9?/*左右。B!0操作依G#M.M方法［-］。

由于小鼠23(没有!8@6基因，故采用PA9/*的!8@6启动子片段作为探针进行斑
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点杂交检测。在筛选!"代转基因阳性小鼠时，#$%样品的电泳区带不够清晰，因而在

#$%电泳之后，先转移到尼龙膜上，再用!&’!启动子片段作为探针进行杂交检测，获得

较好的结果。

!"#"$ 转基因小鼠的乳汁()*检测：经鉴定的转基因阳性小鼠于+周龄时，分别与正常

雄鼠或母鼠交配，,"-以后产幼鼠。母鼠分别于哺乳期的第.、/、0天取奶样，先将母鼠与

幼鼠隔离.1，腹腔注射催产素23"4／,2"’。"1以后，麻醉母鼠，轻轻按摩母鼠的乳腺，取

奶样约/2#"22"’，5026冻存。收集的乳汁样品进行"7"稀释，采用()*&(’89:检测

试剂盒并按照试剂盒说明书所提供的方法，进行()*检测操作。;*<&(’89:测定，依《单

克隆抗体技术手册》［"2］，由南京大学生化系帮助测定。

# 实验结果

#"! 转基因表达载体%&’()*+,（-）)!).&’%/)#的构建

由上述方法得到的)!(=&0>?（@）&()*&"经9ABCDE的双脱氧末端终止法测序，结果

与国外文献发表的人()*基因组的核苷酸序列的相应片段无任何差异［""］。说明我们采

用的人()*基因完全正确。)!(=&0>?（@）()*&,的测序也证实!"#-888位点移到()*基

因的信号肽上游，与原设计完全相符。

)!(=&0>?（@）!&’!&()*,质粒，由于!&’!基因片段$%&F8补平，再与补平的’(%8
相连，则恢复了$%&F8位点，故构建的!&’!()*,质粒，)*+%8，$%&F8双酶切，仍可切出

23G0HI)*+%8／$%&F8片段。,*%8酶切可以切出近,HI的,*%8片段。-.#8位点位于

()*基因内是质粒中的单一酶切位点，)*+%8和-.#8可以切出的片段"3/HI（见图"）。

它说明)!(=&0>?（@）!&’!()*&,构建正确，符合设计要求。

图" 重组质粒)!(=&0>?（@）!&’!&()*&,
限制酶消化的琼脂糖电泳照片

JKCL" %DM<EKN<K*BABAOPMKM*?
)!(=&0>?（@）!&’!&()*&,

"L$;Q:／)*+%8@!"#-888
,L)!(=&0>?（@）!&’!&()*,／)*+%8@-.#8
.L)!(=&0>?（@）!&’!&()*,／)*+%8@$%&F8
RL)!(=&0>?（@）!&’!&()*,／,*%8

图, !2代组织;Q:9*4<1DEB杂交

JKCL, ;Q:9*4<1DEBEDM4O<*?!2<EABMCDBKNSKND
"L;Q:*?B*ESAOSKNDAMN*B<E*OMAS)OD ,LT(.
.LT(+ RLT(" /LT(, +LT(I 0L)!(=&0>?（@）

!&’!&()*,-KCDM<D-IP)*+%8，（GL+HI?EACSDB<）

GL$;Q:)*+%8，!"#-888（B*<M1*UB）

Q*<D：9*4<1DEBIO*<*?S*4MDCDBD<KN<AKO;Q:?E*SMKV
!2<EABMCDBKNSKNDAB-*BDN*B<E*O-KCDM<D-UK<1-.#8，

<1D)OAMSK-)!(=&0>?（@）!&’! ()*&,AMKBWDN<D-
G3+HI?EACSDB<-KCDM<D-UK<1)*+%8，1PIEK-K>D-UK<1
G+0HI!&’!)E*IDL9*SD*?<1DSEDXDAOM<1DDV)DN<D-
IAB-*?GL+HIAB-<1DN*B<E*OM1*UBDCA<KXDL
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!"! 转基因小鼠的制备

!"#$%&’(（)）!%*"#!+,经!"#-.酶切成线性后回收，用/01稀释液溶解。再以

显微注射法导入受精卵的原核。一共注射了22&个受精卵细胞。出生的小鼠，经34-，

斑点杂交分析，获得&只初步鉴定为阳性的小鼠，5只母鼠，2只雄鼠。并进一步6+789:;<
杂交分析（见图,）。由于/#=，=周龄时病死，保留的/01降解。>#?挤奶时，麻醉致死，

保留的/01亦降解，所以6+789:;<检测仅作了@份样品。样品用A!<.酶切，（此酶是注

射片段中的单一位点），并将!"#$%&’(（)）!%*"#!+%,酶切成线性作对照，结果>#B，

>#,，>#C出现与注射基因片段相近大小的杂交目的片段。其中>#5和>#D，未见杂交区

带，故34-和斑点杂交结果可能为假阳性，而且对其子代进行34-分析，亦为阳性结果，

排除>#5，>#D为转基因阳性小鼠。>#?虽然没有6+789:;<杂交结果，但对其子代进行

34-和6+789:;<杂交分析检出为阳性，推论>#?应为转基因阳性小鼠。由于>#=无法获

得肯定结论，故认为一共获得2只"E代转基因阳性小鼠（>#B，>#,，>#?和>#C见表B）。

表# $%代小鼠&’(检测结果

)*+,-# ).-&’(/-0-1023435$%06*478-421921-

F;?<GH:<IJKIJ:LI89!+GI8IM:34-?<?NOGIG 6:P /+8CN+8 6+789:;< 0+8:

>#B ! ) )

>#, " ) )

>#5 " ) Q

>#D " ) Q

>#= " ) 0+8R+<:

>#? ! ) 0+8R+<: /01?<?NOGIG(+7<R:;NI<:G9+L!+GI8IM:

>#C ! ) )

将2只转基因阳性小鼠的子代，作部分母鼠的34-和6+789:;<检测，以便筛选出遗

传获得!%*"#!+基因小鼠。再进行交配，以获得乳汁作#!+表达分析。结果如表,。

表! $#代小鼠的:;<和=3>0.-64检测结果

)*+,-! ?/-402521*0234@20.:;<*4/=3>0.-6435$#06*478-421921-

$IJ: S+7<R:;

<7KC:;

0+T（"） 0+T（!） 34-

<7KC:;

34-!+GI8IM:

<7KC:;

6+789:;<!+GI8IM:

<7KC:;

>#B 2 B 5 5 , ,

>#, B, D D 5 B B

>#? U 2 @ 5 , ,

>#C = @ 5 5 B B

首先对"B代母鼠34-检测，34-样品电泳扩增带不够清晰，所以选出可见明显

=D&C!34-扩增 区 带 的 样 品，再 次 电 泳，并 转 移 到 尼 龙 膜，以!"#$%&’(（)）!%*"经

$%&V.／!"#-.双酶切所得的=D&C!片段为探针，进行杂交。结果均为阳性（见图5）。再

将这个D只"B代母鼠的/01样品作6+789:;<分析，亦均为阳性，从6+789:;<杂交图片

上，可以观察杂交区带，拷贝数存在显著差异，未作进一步拷贝数分析（见图2），说明整合

的!%*"#!+基因可通过生殖细胞遗传给下一代。
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图! "#代转基因母鼠的$%&检测

’()*! +,-$%&.-/01234"#4-561-5(7-
#!8*"#4-561-5(7-；9*:";<9=4（>）!"#???56.@-.

图A "#代母鼠B302,-.C杂交

’()*A B302,-.C6C61D/(/34"#4-561-5(7-
#，!*+,-:.3)-CD34E;6.-/:-72(F-1D；G*+,-:.3)-CD34E;H
A，I*+,-:.3)-CD34E;#.-/:-72(F-1D；8*+,-:.3)-CD34E;G

JKL／$%&&?>!’(M???56.@-.C32/,3NC
K32-：B65-6/4()0.-I，B302,-.CH13234530/-)-C35(7
26(1JKL43.5/(O"#2.6C/)-C(75(7-，2,-P*8@HH6CM
(CM-2(4(-MHD2,-:.3H-(/(CM(762-M*

图I ;:3Q;R?BL检测显色结果

’()*I +,-.-/012342,-5(1@/65Q
:1-/M-2-72-MHD;:3Q;R?BL
L*IS:)34;:36//26CM6.M；

E*+,-5(1@34C3.5615(7-；

%*+,-5(1@34E;6；

J*+,-5(1@34E;H；

;*+,-5(1@34E;#

!"# 转基因小鼠的乳汁$%&检测分析

对E;#，E;A，E;H母鼠分别与正常雄鼠交配以后，

于哺乳期#SM以内挤乳作;:3Q;R?BL分析，均为阳性

结果（见图I）。E;6，E;H母鼠第一次挤乳时，麻醉致

死。E;#奶样难取，仅作一次;:3Q;R?BL检测分析。

从;:3Q;R?BL检测的颜色反应结果观察，E;6，E;H，

E;#，乳汁中均含有;:3蛋白，#,以后观察酶标板，E;#
样品颜色深蓝。

8只"#代母鼠与正常雄鼠交配，产仔以后，挤乳测

定;:3含量。其中E;6的两只"#代母鼠的乳汁量收

集过少，无法测定。仅E;#的两只"#代母鼠乳汁;:3
含量达STI")／5R，其余为阴性。它说明导入的#QR"
;:3基因不仅能在小鼠乳腺组织中特异性表达，而且能

稳定遗传给"#代。

# 讨 论

近年将外源基因导入动物胚胎，并建立转基因动物已成为研究生物发育，细胞分化，

基因功能和表达调控的重要分子生物学技术。转基因动物的关键之一是外源基因的表

达，尤其是组织特异性的表达，所以首先面临的是选择合适的启动子及调控序列和需要表

达的外源基因。

在转基因动物乳腺表达领域，#乳球蛋白基因是引人瞩目的，PS年代末，美国爱丁堡

动物遗传生理研究所采用#乳球蛋白的启动子及调控序列表达人组织纤溶激活酶原和人

第九凝血因子（GT!），前者获得满意的结果。相继，世界许多研究所开展了对#乳球蛋白

基因的研究，乳蛋白基因含有一些组织特异性元件，如乳腺因子（<6556.D)16CM46723.）
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它与催乳素应答，参与乳腺的发育和哺乳期的调控［!"］。不同的乳蛋白基因的#$侧还有一

些高度保导序列，称为“%&’()*+”［!,］。-./0*1等证实，绵羊!乳球蛋白基因有乳蛋白结

合因子（2&’(34*/5&1)&16&178.9/*4）的亲合区，位于:;<=至:!==)3以内，如果除掉这段

序列，!乳球蛋白的转基因鼠的表达量急剧下降，说明它是高水平组织特异性的表达的基

本元件［!;］，->&/5’.?等进一步证实!@AB的启动子#$侧区存在强的组织特异性CDE.05F
高敏位点，:;<=的#$侧区序列足以有效指导基因在乳腺中表达［!#］。我们采用GHI方法

从中国山羊组织CDE扩增出J=K)3的!乳球蛋白基因片段，经计算机分析发现它与绵羊

的!乳球蛋白基因的同源性达L;M=N［=］，将它与人促红细胞生成素基因组CDE连接，构

建表达载体获得人促红细胞生成素在转基因小鼠乳汁中表达的结果，也证实了J=K)3的

山羊!乳球蛋白基因含有基本组织特异性调控元件。

转基因小鼠可以将遗传信息传给子代，;只转基因阳性的B!代小鼠，均获得O*P/>@
541鉴定阳性的子代小鼠，并且QR!的B!代小鼠乳汁R3*定量可达<M#"7／%A。由于样

品采集冻存时间较久，另外两只小鼠的乳汁未测出R3*活性的原因尚不清楚。实验中观

察到转基因小鼠中，雄性小鼠经过几次交配仍不育。QR!小鼠，妊娠;次均流产或死胎，

第#次交配，才产下;只幼仔，转基因对小鼠生理的影响，还需进一步实验观察。

转基因动物乳腺表达药用蛋白，还需注意异位表达的问题，有人曾经观察到小鼠乳酸

蛋白和羊!@AB启动子指导外源基因能在唾液腺血液、骨髓肌等表达，认为这是整合基因

的位置效应的结果［!=］，在转基因家畜生产药用蛋白时，如凝血因子、人促红细胞生成素

等，也会对动物带来生理损害。

影响转基因动物的表达水平因素很多，为了提高表达，我们在山羊!乳球蛋白基因的

克隆和载体构建等方面仍需作更多的努力。
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