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组织纤溶酶原激活剂突变体

乳腺表达载体构建及在转基因鼠中表达的研究!
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摘 要 通过./0方法从羊肝总1!2中获得了羊!&乳球蛋白（345）基因第一和第二内含
子，以羊!&乳球蛋白基因（345）’6区’78为调控序列，构建了乳腺表达组织纤溶酶原激活剂
突变体（49&:.2）载体。对’(%枚小鼠受精卵进行显微注射，经./0和;"<:=>?@8A":检测，获

得B只整合有人49&:.2的转基因小鼠，整合率为,+C。同时研究了转基因在小鼠体内的表
达。!"?:=>?@8A":分析表明，在一些转基因鼠乳腺中表达出49&:.2。在基因鼠乳汁中检测出

49&:.2的表达达B"D／E4。这为未来利用转基因动物生产49&:.2提供依据。
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自5"?G"@等［$］首次在哺乳期小鼠乳腺中分泌出有生物活性的人组织源性纤溶酶原
激活剂（:.2）以来，先后有不同目的基因在乳腺表达并获得分泌的报道。所有这些研究
令人信服地表明了乳腺特异表达的转基因动物作为生物反应器的可行性。尽管如此，由

于转基因的不可预测性，以及建立转基因动物的高费用，在目前未能充分理解乳蛋白基因

表达以及转基因对复杂调控网络的影响以前，在泌乳量高的大动物如羊、牛上实施转基因

具有极大的盲目性。因此，以小鼠作为模型，研究构件的可行性以及探讨高水平表达机制

仍极为重要。在提高表达水平方面，有效的调控序列是关键。羊乳球蛋白（345）是目前
最为理想的调控序列，用其指导的抗胰蛋白酶在羊乳中已达,%ED／E4［+］。同时，为进一
步有效地提高表达水平，使用其他一些调控元件，如内含子［,］则是十分必要的。

组织原性纤溶酶原激活剂（:.2）是血液内纤溶系统的生理激活剂。由于其与血栓基
质纤维蛋白有较强的特异亲和力，能在血栓局部高效激活纤溶系统，是一种高效特异的溶

血栓药物，应用前景广阔。但:.2在血中的半衰期很短（$#’EH@），难以在临床中应用。
生产新型的半衰期长的突变体:.2则具有重要意义［(］。采用细胞表达体系生产难以满
足临床需求，利用转基因动物乳腺获取高产量:.2，是未来:.2走向临床的重要一步。
本研究通过./0方法获得羊乳球蛋白（345）的第一和第二内含子，构建了较为有效

的乳腺表达载体，用显微注射法建立了组织纤溶酶原激活剂突变体（49&:.2）转基因小鼠，
研究了转基因在小鼠体内表达情况。为未来利用转基因动物生产多种蛋白质提供依据。
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! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 质粒与菌种：宿主菌!"#$，%&’!质粒，为本室保存。羊乳球蛋白基因（()&）
调控区为本室保存，组织纤溶酶原激活剂突变体（)*+,-./0+,/01123/4%3%5-60+*,3+-./07
8-/*9，)-7/:;）质粒为刘士辉博士惠赠。

!"!"# 限制酶及主要化学试剂：限制酶，<=连接酶等均购于中国华美生物工程公司及

:9*63,-公司。化学试剂：>#?乳酸钠，透明质酸酶，丙酮酸钠等均购自美国@0,6-公司；
牛血清白蛋白购于华美公司；其它均为国产分析纯试剂。

!"!"$ 实验动物：昆明小白鼠和昆明小鼠与ABCD()杂交鼠，购自本院实验动物中心。

!"# 实验方法

!"#"! 质粒EF;及羊肝染色体总EF;的提取、感受态的制备、EF;的连接、转化、

EF;片段的回收，按照分子克隆手册进行［B］。序列分析按试剂盒说明书进行。

!"#"# ()&基因第一和第二内含子的获得：参考已发表基因组()&基因序列［>］，设计
两对引物。第一内含子引物，引物"：BG7AA;<&;;&<&AA<AA<&A<<&AAA7$G，引物H：

BG7<<A<&A;&A;&&;<A<AA;&&<<&A7$G第二内含子引物，引物"：BG7&A;;AA<&7
&;&;<AA<&A<&A;&;7$G，引物H：BG7&;<A&;<A<<&;;A;AA&A;&&&;7$G以提取
的羊肝染色体EF;为模板，采用I3+/EF;聚合酶，按如下条件进行扩增，J=K变性$#1，

>#K退火$#1，CHK延伸=B1，反应进行$#循环，CHK保温"#60+。取"#!):AL扩增产物
电泳检查。

!"#"$ 转基因用EF;的制备：质粒EF;酶解，经低溶点琼脂糖电泳回收片段。用纯
化试剂盒纯化，操作按说明书进行。

!"$ 转基因实验方法

!"$"! !H及!">培养液的配制，超排卵与取卵，按文献［C］进行。

!"$"# 受精卵的显微注射：在凹玻片上各滴上!H培养液和EF;注射液，石蜡油覆盖。
将注射针吸入适量的EF;液。取约$#个受精卵于!H液滴中。用持卵器吸住一枚卵。
将注射针针尖刺入受精卵雄原核中，将EF;注入约"%)，见雄原核膨胀，迅速抽出注射
针，卵注射完毕后，转移至!">中，AMH孵箱培养$#60+。进行输卵管移植。

!"% 转基因鼠的检测

!"%"! 鼠尾EF;的提取：仔鼠出生"#N，提取EF;。按照分子克隆手册进行［B］。

!"%"# :AL筛选转基因鼠：)-7/:;转基因鼠的:AL筛选：在()&基因的调控序列—

"#HO%处合成第一条引物为BG7<<A;&;;&;&&;&AA;&;<AA7$G，第二条引物为BG7
&<;;&;<A<&&A<AA<A<<A<&;7$G，是在)-7/:;基因上合成一段序列。两条引物间
距H#HO%。:AL筛选转基因鼠的循环条件为：J=K变性"B1，>#K退火$#1，CHK延伸=B1，

CHK保温"#60+，反应进行$#循环。

!"%"$ @*2/P39+杂交鉴定转基因阳性鼠：取H#!,的EF;用"##2!"#QR酶切，$CK消
化过夜，上样电泳。用#ST?琼脂糖凝胶电泳。用#S=B!6的硝酸纤维素膜转膜。操作按

U52*931.30+7"H7NV<:标记检测试剂盒进行。
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!"#"# !"#$%&#’()"$分析转基因鼠中外源基因的表达：乳腺总*!+提取采用酚／氯仿
一步法［,］，!"#$%&#’杂交见文献［-］。凝胶用./01处理水洗去甲醛。232-4")／5!678
浸泡凝胶924:’。放于92;<<1浸泡=-4:’。凝胶上放置滤膜，转移>,%。滤膜于?;
<<1浸泡-4:’，凉干。,2@干烤>%。杂交。压片AB2@，曝光9=!=,%后冲片。

!"#"$ 鼠乳中表达产物的检测：产后第,天，将母鼠仔鼠隔离C%以上。注射,=?麻醉
剂。轻轻按摩乳腺。用微量加样器将乳汁吸出。加灭菌双蒸水-倍稀释，>222#／4:’离
心去乳脂。收集去脂乳检测。56A$0+检测采用溶圈法［=］。

% 结 果

%"! &’(基因第一和第二内含子的克隆
利用设计的两对引物，以提取的羊肝基因组.!+为模板，分别扩增出2DEF(和

23E-F(的G5H第一和第二内含子。将其分别克隆至IH/J载体的!"#K位点，经酶切
鉴定证实了其正确性，命名为0>>2,和0>29C。序列分析表明其正确性。为了将两个内
含子进行正确拼接，在扩增第一内含子时，所设计的逆向引物09含有一个存在的$#%K位
点，在扩增第二内含子时，所设计的正向引物0C也包含有这一$&%K位点。因此，利用

$&%K位点，将两个片段进行了正确拼接，命名为02>B，克隆程序见图>。

图> 质粒I2>B克隆程序

L:MD> 1"’N$#OP$:"’"Q
I)6N4:RI2>B

%"% 乳腺表达纤溶酶原激活剂突变体转基因小鼠的建
立

利用所克隆出的羊乳球蛋白基因约-F(的-S调控序
列和=39F(的CS端序列，以及利用01*方法克隆出的羊
乳球蛋白基因第一和第二内含子，构建了转基因鼠乳腺

表达纤溶酶原激活剂突变体（56A$0+）载体，命名为I56A
$0+用于显微注射的基因构件如图9。用 ’()K酶切

I56A$0+，回收>CD?F(片段，以显微注射法将其导入小鼠
受精卵雄原核中，先后注射-=2余枚受精卵，将经培养后
存活的=,2枚受精卵分别移植到C9只假孕小鼠的输卵
管内，共产生>=只仔鼠。经小鼠尾组织中提取基因组

.!+做01*检测及<"O$%&#’杂交分析，证实为整合人

56A$0+基因，出生鼠整合率为C9T，01*结果及<"O$%A
&#’杂交结果见图C和图=。

图9 人$A0+基因显微注射构件

L:MD9 J:P#":’U&P$:’MM&’&P"’N$#OP$N"Q%O46’$A0+
G5HM&’&-S6’RCS#&M:"’， 8O46’$A0+P.!+， 01*I#:4&#， G5HM&’&&V"’， 0#"(&
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图! "#$%&’转基因鼠的&()筛选
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图B "#$%&’转基因鼠的.:C%D1025<:%
*+,-B EF12%+G+/#%+:2%0#23,12+/4+/1

56.:C%D1025<:%
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图H 乳中"#$%&’的检测
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!"# $%&’()在转基因小鼠乳腺的表达
为研究转基因鼠的表达情况，在对这些鼠进行

繁殖传代的基础上，对后代雌性鼠进行了表达分析。

提取泌乳鼠乳腺组织总)A’，经A:0%D1025<:%分
析，证明在!、B、H、J、@号转基因鼠中检测出人"#$
%&’的表达（图略）。对乳汁进行溶圈法检测"#$%&’
的表达，表达量达7!J",／4"。结果见图H。

# 讨 论
我们克隆了羊M"N基因的两个内含子，并用于

表达载体的构建中。文献表明，利用基因组序列的

表达效果要比用/IA’表达高。其中内含子起重要
作用，尤其是第一和第二内含子。&#<4+%10等［>］利用鼠金属硫蛋白基因启动子与鼠NO
基因融合，采用删除内含子的方法研究内含子对表达水平的影响，发现内含子可增强表达

效率。内含子可能是通过几种不同的机制来提高表达效率的：一是某些内含子包含有增

强子或其它顺式调控元件，它们同某些蛋白质作用影响转录的起始和延伸；二是内含子的

剪接增加了4)A’在核内的稳定性，导致在细胞质中积累更多成熟的4)A’；另一种可
能性是内含子包含有这样一些序列，即能开放染色体的功能域，也许通过影响核质的成

分、位置等来提高转基因的表达。内含子的这些机制虽然仍需进一步研究，但其对表达的

重要作用已毋庸置疑。我们克隆的双内含子，对于表达外源基因，无论是基因组序列还是

/IA’序列均有所裨益。
转基因的表达受许多因素的影响，尽管在所构件的基因上能考虑多种因素，但由于转

基因在染色体上的整合是随机的，基因在受体细胞内的整合位置有可能影响其表达效率，

由于导入的基因随机整合，极易导致内源有利基因的破坏和失活，从而导致影响或抑制外

源基因的表达。因此转基因的表达仍然是难以预测的。本试验所建立的J只转基因鼠，
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有!只在它们或后代的乳中检测出"#$%&’的表达，而且表达水平也分布不一致。()*+),
等［-］指出，不同鼠之间表达水平的差异是由于整合位点的不同造成的，其表达水平竟然

在个体间相差到.///倍。这也许是我们试验中表达水平存在差异的原因之一。目前有
关随机整合的解决方法仍然不断在探索，利用同源重组达到对基因定位整合，这可能是今

后实现如何高效表达外源基因的一条途径。
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