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研究简报                                                              

鸡卵清蛋白基因第一内含子和 3′-调控区对外源基因表
达的调控作用 

房浩霞, 王安平, 高波, 孙怀昌 
扬州大学兽医学院, 扬州, 江苏 225009 

摘  要: 探明鸡卵清蛋白基因(ov)第一内含子和 3′-调控区对目的基因表达水平的影响, 为鸡输卵管表达载体的构建提

供科学依据。用牛生长激素基因(BGH)poly A 序列替换鸡输卵管表达载体中 ov 3′-调控区, 用限制酶消化法逐步删减第

一内含子序列, 获得 5 个表达人组织激肽释放(hK1)cDNA 的鸡输卵管表达载体, 分别命名为 pOV2K、pOV3K、pOV4K、

pOV5K 和 pOV6K。经翅静脉给产蛋鸡注射聚乙烯亚胺包裹的相同拷贝数重组载体, 通过蛋清中酶活性定量检测评价不

同载体的表达水平。结果表明: 受控于 3.0kb ov 5′-和 3′-调控区的 pOV2K 表达的重组酶活性明显高于用 BGH poly A 替

换 3′-调控区的 pOV3K; 无内含子的 pOV6K 表达水平显著低于含不同长度第一内含子的 pOV3K、pOV4K 和 pOV5K, 重

组酶表达水平随第一内含子的缩短呈逐渐下降趋势。该试验结果表明 ov 第一内含子和 3′-调控区对目的基因在鸡输卵

管细胞中的表达具有正调节作用, 应当包括在鸡输卵管表达载体中。 

关键词 : 鸡卵清蛋白基因 , 调控区 , 输卵管表达载体 , 人组织激肽释放酶  

The Regulatory Effect of the First Intron and 3′-Regulatory 
Region of Ovalbumin Gene on Transgene Expression 
Haoxia Fang, Anping Wang, Bo Gao, and Huaichang Sun 

College of Veterinary Medicine, Yangzhou University, Yangzhou 225009, China 

Abstract: We studied the influence of the first intron and 3′-regulatory region of ovalbumin gene (ov) on oviduct-specific transgene 

expression. The 3′-regulatory region in the oviduct-specific expression vector containing human tissue kallikrein (hK1) cDNA was 
replaced with bovine growth hormone (BGH) poly A, and the first intron was deleted by restriction enzyme digestion, resulting in 
five new vectors pOV2K, pOV3K, pOV4K, pOV5K and pOV6K. After mixing with polyethylenimine, we injected same copies of 
the five vectors via wing vein route into laying hens and compared their expression levels by quantitative assay for enzymatic activi-
ties in the egg whites. Among the five vectors tested, the pOV2K containing both the 5′- and 3′-regulatory regions expressed highest 

level of rhK1 activity, followed by pOV3K with the 3′-regulatory region replaced with BGH poly A, and then by the first in-

tron-shortened vectors pOV4K, pOV5K and pOV6K. These data suggest that both the first intron and 3′-regulatory region of ov gene 
have enhancing effect on transgene expression in oviduct cells, which should be included in oviduct-specific expression vectors. 

Keywords: chicken ovalbumin gene, regulatory regions, oviduct expression vector, human tissue kallikrein 
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转基因动物生物反应器是目前国际生物技术领

域研究的热点和前沿。与哺乳动物相比, 家禽具有
繁殖周期短、产蛋率高、试验成本低等优点, 其输
卵管更加适合作为生产重组蛋白的生物反应器[1]。

鸡蛋清白蛋白包括卵清蛋白(OV)、卵转铁蛋白、卵
粘蛋白和溶菌酶等, 其中 OV 占输卵管上皮细胞合
成总蛋白的 55%~60%, 因此 ov 调控序列常用于鸡
输卵管表达载体的构建[1]。 

目前对于构建鸡输卵管特异表达载体所需的 ov
调控元件尚无明确结论。先前的研究资料显示, 靠
近 TATA框的 ov启动子足以驱动目的基因在输卵管
管状腺细胞中特异表达, 但表达水平较低[2−5]; 用包
括第一内含子在内的 3.0 kb 5′调控区和 3′调控区构
建的鸡输卵管表达载体注射产蛋鸡, 结果显示报告
基因不仅能在输卵管上皮细胞中高水平、特异表达, 
而且表达产物能分泌到蛋清中[6,7]; 用 7.5 kb或 15 kb  
5′调控区与 15.3 kb 3′调控区指导人单克隆抗体基因
表达, 结果 15 kb 5′调控区控制的表达水平显著高
于 7.5 kb 5′调控区, 但有异位表达现象[8]。为了进一

步研究 ov调控序列对外源基因表达的影响, 本研究
在用 3.0 kb ov 5′和 3′调控区构建的鸡输卵管表达载
体基础上, 通过逐步删减 5′调控区中的第一内含子
序列和用牛生长激素基因(BGH)poly A 替换 3′调控
区, 经产蛋鸡体内表达试验证明第一内含子和 3′调
控区对外源基因表达具有正调节作用, 应将其包括
在鸡输卵管特异表达载体中。 

1  材料与方法 

1.1  工具酶及主要试剂 
大肠杆菌(E. coli)DH5α感受态细胞由本实验室

按常规方法制备和保存; PCR 引物由上海生工生物
工程公司合成; Pyrobest DNA Polymerase、限制性内
切酶、T4 DNA 连接酶和 pMD18-T PCR产物克隆载
体为大连宝生物工程公司产品; 25 kD 聚乙烯亚胺 
(polyethylenimine, PEI) 购自 Sigma 公司 ; Wizard 
DNA Clean-Up System为 Promega公司产品; BAEE
购自上海伯奥生物科技公司; 其它试剂均为 AR级。 

1.2  实验动物 
处于产蛋高峰期的蛋肉兼用型同群扬州鸡由扬

州大学动物科学与技术学院实验鸡场提供。 

1.3  鸡输卵管表达载体 pOV2K 的构建与鉴定 
输卵管表达载体 pOV1 的构建见文献[6]。根据

真核表达载体 pcDNA3 的限制性酶切图谱, 用限制

酶Pvu II切除其中的 neo表达盒, 载体自连后获得改

造质粒 pcDNA3.2。用限制酶 Sal I和 Not I将 pOV1

中的 3.0 kb ov 5′和 3′调控区切出, 克隆入同酶切除

CMV 启动子的 pcDNA3.2 中, 获得鸡输卵管表达载

体 pOV2。将人组织激肽释放酶(human kallikrein, 

hK1)cDNA[9]插入 pOV2 的 Xho I 位点, 获得的重组

载体 pOV2K 用限制酶 Sal I 消化法鉴定其大小, 以

OV 5′调控区正向和 hK1 cDNA反向 PCR引物鉴定

cDNA插入方向。 

1.4  鸡输卵管表达载体 pOV4K 的构建与鉴定 
以 3.0 kb ov 5′调控区和 BGH polyA 指导 hK1 

cDNA表达的鸡输卵管表达载体 pOV3K见文献[10]。
根据其限制性酶切图谱 , 用限制酶  EcoR I 切除
ov(GI:212504)1731~2680 bp区域, 经凝胶电泳分离后, 
用Wizard DNA Clean-up System回收约 5.0 kb大片段, 
用连接酶自连后转化大肠杆菌 DH5α感受态细胞, 获
得的重组载体 pOV4K用限制酶 EcoR I消化法鉴定。 

1.5  鸡输卵管表达载体 pOV5K 的构建与鉴定 
根据 pOV3K 限制性酶切图谱, 用限制酶 Hind 

III和 Hpa I切除 ov 1568~2860 bp区域, 经琼脂糖凝
胶电泳分离后, 用 Wizard DNA Clean-up System回
收约 4.7 kb大片段, 经 Klenow片段补平后连接, 转
化大肠杆菌 DH5α感受态细胞 , 获得的重组质粒
pOV5K用限制酶 Sal I消化法鉴定。 

1.6  鸡输卵管表达载体 pOV6K 的构建与鉴定 
为了克隆不包括第一内含子的 1.1 kb 5′调控区, 

根据对应于 ov 296~313 bp和 1373~1389 bp序列设
计一对 PCR 引物, 序列分别为 5′-TGCGTCGACTGG 
CACTGACTAAACTTC-3′和 5′-TTACTCGAGCTTT 
CGAGCTTGACTGC-3′, 下划线为引入的 Sal I 和 
Xho I 酶切位点。50 μL的 PCR 反应体系包括: 5 μL 
10×缓冲液, 10 pmol/L dNTPs, 10 pmol/L正、反向引
物, 1 μL pOV3K模板, 1 u Pyrobest DNA Polymerase; 
30次循环的 PCR反应程序为: 94oC/45 s (第一循 环
为 5 min), 60 oC /45 s, 72 oC /70 s (最后一次循环为 
10 min)。PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳分离后 , 用
Wizard DNA Clean-Up System回收, 末端加“A”尾[4]

后插入 pMD18-T质粒。用限制酶 Sal I 和 Xho I 将
1.1 kb  5′调控区从 pMD18-T 中切出, 插入用同酶
切去 3.0 kb 5′调控区的 pOV3K载体, 获得的重组载
体 pOV6K用限制酶 Pvu II、Sal I和 Xho I消化法鉴定。 
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图 1  鸡输卵管表达载体中 hK1 cDNA表达盒的结构示意图 
Fig. 1  The schematic presentation of the hK1 cDNA expression cassettes in the five oviduct-specific expression vectors 

 
1.7  质粒 DNA 的制备 

将上述重组质粒转化的DH5α大肠杆菌在LB培

养液中扩大培养，用标准的碱裂解法 [11]制备质粒

DNA, 用 自 行 设 计 的 方 法 ( 专 利 申 请 号 : 

200510090721.7)纯化后溶于 5%葡萄糖溶液中 , 用

紫外分光光度计测定 A260和 A280值, 计算其比值为

1.80~1.85, 调整浓度为 10 mg/mL, −20℃保存备用。 

1.8  产蛋鸡的重组载体注射 
根据分子量和核酸浓度计算重组质粒的拷贝

数。以 1 μg DNA/2 μL PEI的比例, 将纯化的重组载

体与 10 mmol/L PEI混合, 室温下孵育 15 min后备

用[12]。将 25只处于产蛋高峰期的蛋鸡分成 5组, 每

组 5只, 分别为 pOV2K、pOV3K、pOV4K、pOV5K、

pOV6K 注射组。以翅静脉为注射途径 , 每只注射

1×1014拷贝(分别为 0.99、0.66、0.55、0.52、0.46 mg) 

PEI-包裹的重组载体, 次日重复注射 1次。 

1.9  hK1 活性测定 
从再次载体注射次日起收集鸡蛋, 在无菌工作

台内分离浓稠蛋清, 按文献[13]测定蛋清中的 K1 活

性, 以猪胰腺激肽释放酶 pK1 为标准品, 以载体注

射前同鸡蛋清为阴性对照, K1活性用同组同日 3枚

鸡蛋清的平均值表示。 

2  结  果 

2.1  pOV2K 的构建与鉴定 
用限制酶 Sal I和 Not I将 pOV1中的 3.0 kb ov 5'

和 3'调控区切出 , 克隆入切除 CMV 启动子的

pcDNA3.2中, 获得鸡输卵管表达载体 pOV2。将 hK1 

cDNA插入 pOV2中 5′和 3′调控区之间的 Xho I位点,

获得的重组载体 pOV2K用 Sal I酶切和电泳分离后,

可见预期的约 9.0 kb 片段; 以 ov 5′调控区正向引  

物和 hK1 cDNA反向引物进行 PCR扩增, 结果能扩

增出预期的 3.8 kb片段, 说明 hK1 cDNA的插入方

向正确。 

2.2  pOV4K 的构建与鉴定 
pOV3K 的限制性酶切图谱分析结果显示, 在对

应于 ov 1731~2680 bp区域内存在 3个 EcoR I酶切

位点。用限制酶 EcoR I消化 pOV3K, 酶切产物用琼

脂糖凝胶电泳分离, 将回收的载体大片段自连, 获

得的输卵管表达载体 pOV4K用限制酶 EcoR I消化

后进行电泳分析, 可见预期的约 5 kb 片段, 说明

pOV4K构建正确。 

2.3  pOV5K 的构建与鉴定 
pOV3K 的限制性酶切图谱分析结果显示, 在对

应于 ov 1568~2860 bp区域内存在 1个 Hind III和 1

个 Hpa I 位点。用限制酶 Hind III和 Hpa I 酶消化

pOV3K, 电泳分离后回收载体大片段, 经末端补平

后连接, 获得的输卵管表达载体 pOV5K 用限制酶

Sal I消化, 琼脂糖凝胶电泳分析可见预期的约 4.7 kb

片段, 说明 pOV5K构建正确。 

2.4  pOV6K 的构建与鉴定 
用对应于 ov 296~313 bp和 1373~1389 bp序列

设计的 PCR引物, 以含 3.0 kb 5′调控区的 pOV3K为

模板, 经过 30次循环 PCR扩增后, 琼脂糖凝胶电泳

分析可见预期的 1.1 kb扩增产物。用限制酶 Sal I和

Xho I将克隆在 pMD18中的 1.1 kb OV 5′调控区切出, 
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替换 pOV3中的 3.0 kb 5′调控区, 获得输卵管表达载

体 pOV6。用限制酶 Xho I将 hK1 cDNA从 pOV3K

中切出, 插入 pOV6的相应位点, 获得的重组质粒用

限制酶 Xho I和 Pvu II消化, 琼脂糖凝胶电泳分析可

见预期大小的片段, 说明 pOV6K构建正确。 

2.5  3′调控区对外源基因表达的影响 
为了探索输卵管表达载体中 ov基因 3′调控区对

外源基因表达的影响, 用 PEI 包裹含 3.0 kb 5′和 3′

调控区的 pOV2K和 3′调控区被 BGH polyA替换的

pOV3K, 用相同拷贝重组载体两次注射产蛋鸡, 蛋

清中的 hK1 活性检测结果显示: 在载体注射后的前

2 天, 两个载体表达的酶活性无显著差异(P>0.05); 

在载体注射后的第 4 天 , pOV3K 表达的酶活性

(19.44±2.90 u/mL)显著高于 pOV2K(14.93±3.89 u/mL, 

P<0.05); 但从载体注射后第 5天起, pOV2K表达的

酶活性显著高于 pOV3K(P<0.05), 且高表达时间较

长(图 2)。 

 
图 2  ov基因 3′调控区对外源基因在输卵管细胞中表达

水平的影响 
Fig. 2  The influence of the 3′-regulatory region of ov gene 

on transgene expression in oviduct cells 
 

2.6  第一内含子对外源基因表达的影响 
为了探索 ov基因第一内含子在输卵管表达载体

中的作用, 用限制酶消化或 PCR 扩增法逐步删减
pOV3K 中 5′调控区的内含子序列, 获得部分保留和
不含内含子的输卵管表达载体 pOV4K、pOV5K 和
pOV6K。用 PEI包裹的相同拷贝数载体注射产蛋鸡,
蛋清中酶活性检测结果显示: 从载体注射后的第 2
天起, 不含内含子的 pOV6K表达的酶活性显著低于
含完整或部分内含子的 pOV3K、pOV4K 和 pOV5K 
(P<0.05); 对于含不同长度内含子的 3 个载体而言, 
重组酶表达水平随内含子的缩短呈下降趋势, 但除
载体注射后第 4 天外 , 其它时间的差异不显著
(P>0.05)(图 3)。 

 
图 3  ov基因第一内含子对外源基因在输卵管细胞中表

达水平的影响 
Fig. 3  The influence of the first intron of ov gene on 

transgene expression in oviduct cells 
 

3  讨  论 

ov基因包括 8个外显子和 7个内含子, 5′调控区

存在 4个激素诱导的 DNase I 高敏感位点[14,15]。位

点 I是位于−308~−88 bp区域的双重调控元件 NRE,

无固醇类激素存在时表现为抑制转录, 有类固醇激

素存在时则与类固醇激素依赖调控元件 SDRE 共同

促进转录, 其中−239~−220 bp区域为转录沉默序列, 

−280~−252 和−134~−88 bp 区域为潜在的输卵管特

异性表达调控元件[16]; 位点 II是位于−892~−780 bp

区域的 SDRE, 通过与雌激素和糖皮质激素结合启

动鸡输卵管上皮细胞的基因表达[17,18]; 位点 III含雌

激素半应答元件直接重复序列 1/2EREDR, 能增强

启动子COUP的转录活性[19]; 远端位点 IV的功能尚

不清楚。 

除 5′调控序列外，某些基因的 3′调控序列以   
及内含子对组织特异性表达及水平有不同程度影 
响[20]。Palmiter 等[21]用转基因小鼠模型进行的试验

结果表明, 内含子(尤其是第一内含子)对转基因的
高效表达是必需的。我们先前的研究结果表明, 用
包括第一内含子在内的 3.0 kb ov 基因 5′调控区和从
第 7外显子开始的 3.0 kb 3′调控区构建的表达载体,
不仅能有效驱动 lacZ报告基因和 hK1等目的基因在
鸡输卵管上皮细胞中表达, 而且表达具有良好的组
织特异性和雌激素依赖性[6,7,10], 表明这两个调控序
列中包括了 ov基因组织特异性表达所需的主要近端
调控元件。 

在制备转基因动物反应器之前，往往需用适当

的体内、外表达系统对基因构件进行验证, 以避免

试验的盲目性。常用的检验系统主要有体外细胞表
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达和动物体内暂态表达。前者的优点是影响因素较

少和结果容易解释, 但难以真实反映动物体内基因

表达的真实情况 , 对于输卵管表达载体更是如此 , 

不仅难以模拟卵清蛋白基因体内表达所需激素的种

类、水平和动态变化, 而且缺少稳定传代的细胞系, 

而体外培养的原代鸡输卵管上皮细胞的基因转染效

率很低 [7]; 体内暂态表达的缺点是易受动物个体差

异的影响, 但能为基因构件的验证提供较真实的生

理环境, 所以表达结果相对可靠。本研究将品种、

日龄、体重相同试验鸡随机分组(n=5), 每只注射相

同拷贝数的重组载体, 酶活性以同组 5 只试验鸡同

日所产 3 枚蛋蛋清的平均值计, 以尽量避免试验鸡

个体差异和载体大小不一导致的结果误差。 

产蛋鸡体内暂态表达试验结果显示, 除载体注

射后第 4 天外 , pOV3K 表达的酶活性显著低于

pOV2K。在结构组成上, 两者的唯一差别是 3′调控

区的不同, pOV2K的 3′调控区不仅包括 ov基因转录

终止信号, 还包括部分第七外显子、第七内含子和

第八外显子, 而 pOV3K仅以 BGH poly A为终止信

号。鉴于 BGH poly A是真核细胞表达载体常用的目

的基因转录终止信号, 具有向转录子 3′端加 poly A

尾功能, 因此 mRNA 稳定性可能不是导致两者表达

水平差异的主要原因, 而可能与 ov 基因 3′调控区中

poly A 以外的调控序列有关。在整个试验期中 , 

pOV3K 和 pOV6K 表达的酶活性存在显著差异, 鉴

于两者均以 BGH poly A为终止信号, 区别在于前者

含 ov 第一外显子和内含子, 后者无此序列, 可能是

导致两者表达水平差异的原因所在, 用含部分内含

子的 pOV4K和 pOV5K进行的表达试验结果进一步

证明这一观点。 

总之, 本研究用产蛋鸡进行的体内暂态表达试

验结果表明, ov 内含子和 3′调控区对外源基因表达

具有明显的促进作用, 尽管其具体调控元件及机理

有待进一步阐明, 但应将其包括在鸡输卵管高水平

表达基因构件中。 
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