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研究报告                                                               

唐鱼β-actin 基因近端和远端启动子的鉴定及其启动活性

分析 

王海英 1,2, 叶星 1, 劳海华 1, 夏仕玲 1, 白俊杰 1, 简清 1 
1 中国水产科学研究院珠江水产研究所 中国水产科学研究院热带亚热带鱼类选育与养殖重点开放实验室, 广州 510380 
2 上海海洋大学水产与生命学院, 上海 201306 

摘  要: 利用高保真 PCR 技术获得唐鱼(Tanichthys albonubes)长为 1.3 kb 的β-肌动蛋白(β-actin)近端启动调控序列(TA, 

1.3 kb)。在此基础上采用基因组步移技术(Genome walker)获得 5′侧翼上游序列 1.7 kb, 再根据所获的近端启动子序列和

上游序列设计引物, 扩增获得全长为 3.0 kb 的唐鱼β-actin 基因远端启动调控序列(TLA, 3.0 kb)。此 1.3 kb 和 3.0 kb 启动

调控序列均包含 3 个转录活性元件: CAAT Box(−89~−85), CArG Box (−59~−49), TATA Box(−26~−20)。利用启动子分析

软件 TRANSFAC 6.0 分析, 结果显示启动调控序列(−105~1261)中含有 E-Box、NF-Y、Sp1 等多个重要转录因子结合位

点, 在远端启动调控序列(−1719~1261)中还含有更多的重要转录因子结合位点。将这两个序列分别定向克隆到红色荧光

蛋白(Red fluorescent protein，RFP)表达载体中, 构建重组表达载体 pTLA-DsRed 和 pTA-DsRed, 并分别注射到唐鱼受精

卵中, 结果显示转 pTLA-DsRed 基因唐鱼的阳性率较转 pTA-DsRed 的高, 且所发出的红色荧光的强度也比后者的强。

采用 RT-PCR 检测孵化后第 15 天的转基因唐鱼中 RFP 的 mRNA, 结果显示转 pTLA-DsRed 基因唐鱼中 RFP mRNA 的

表达量比转 pTA-DsRed 基因唐鱼高 35.7%。结果表明两种长度的启动调控序列均能有效驱使外源基因在唐鱼体内表达, 

且长度为 3.0 kb 的启动子序列具有更强的驱动活性。 

关键词 : 唐鱼 , β-肌动蛋白启动子 , 红色荧光蛋白 , 显微注射 , 表达 , 转录活性  

Identification of Two Different Length of β-actin Promoters of 
Tanichthys albonubes and Comparison of Their Activity 
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Abstract: Through PCR amplification, 1.3 kb of 5′-proximal promoter (TA, 1.3 kb) of the β-actin gene of white cloud mountain 
minnow Tanichthys albonubes was obtained. Using Genome Walker, a 1.7 kb 5′-upstream sequence from the proximal promoter of 
the β-actin gene was isolated, and a further promoter (3.0 kb in size) was amplified according to the isolated 5′-proximal and 
upstream sequences (TLA, 3.0 kb). Both the 1.3 kb and 3.0 kb promoters contain elements that were critical to the transcription 
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activity of other species, including the CCAAT Box (−89~−85), CArG Box (−59~−49), TATA Box (−26~−20). Results of putative 
transcription binding sites analysis of the promoters by software TRANSFAC 6.0 revealed the presence of E-box, several transcript 
binding sites NF-Y, SP1 (Stimulating Protein 1), AP1 (Activator Protein 1), and some more transcription binding sites existing in the 
further promoter. The two promoter sequences were inserted into the expression vector to construct the recombinant expression 
vector, pTA-DsRed and pTLA-DsRed, respectively. The vectors were microinjected into the fertilized eggs of Tanichthys albonubes 
and higher positive rate was obtained and stronger red fluorescence was observed in pTLA-DsRed transgenic fish. RT-PCR analysis 
showed that RFP (Red fluorescent protein) mRNA level in pTLA-DsRed transgenic fish was 35.7% higher than that of the 
pTA-DsRed transgenic fish of 15-days-post-hatched. The present study showed that both the proximal and further promoter 
sequences have effective transcription activities and the 3.0 kb promoter possesses higher potent activity than that of the 1.3 kb 
promoter. 

Keywords: Tanichthys albonubes, β-actin gene promoter, red fluorescent protein (RFP), microinjected, expression, transcription 
activity 

肌动蛋白(Actin)是真核细胞中所发现的最保守

的蛋白。它在维持细胞骨架结构完整性、细胞运动、 

分化以及细胞间转运和收缩等方面具有重要作用。

β-actin 是最主要的非肌肉或胞质肌动蛋白异型体, 

它在真核生物的大多数非肌肉细胞以及未分化的成

肌细胞中表达[1]。β-actin 基因为管家基因, 其启动子

具有广泛启动表达功能。该基因转录下调相关的元

件位于 3′非翻译区, 不带此 3′非翻译区下调相关元

件的β-actin 启动子在所有研究过的细胞类型, 包括

肌肉细胞中组成性表达[2,3]。除了位于转录起始位点

上游 100 bp 左右的 CAAT、TATA 框等基本调控元件

外, β-actin 基因可能还有更多的正调控或负调控元

件 , 分布于近端或远端序列的不同区域 , 因此不同

长度的β-actin 启动调控序列具有不同的启动活性。

Liu等研究发现 1.5 kb鲤鱼β-actin启动子(cβAP)的活

性强于 4.7 kb cβAP[4]。Hwang 等发现 1.6 kb 的罗非

鱼β-actin 启动子(tiβAP)和 1.5 kb 的鲤鱼β-actin 启动

子(cβAP)在转基因罗非鱼大部分组织的启动活性要

高于 4.7 kb 鲤鱼β-actin 启动子 cβAP[5]。研究显示人

的β-actin 基因的 5’侧翼序列以及第一个内含子的

β-actin 启动子具有与 SV40 早期启动子相当的或更

强的启动转录活性[6–9]。 

鱼类方面, 已分离到几种鱼类的β-actin 基因启

动子, 其中鲤的β-actin 启动子作为第一个被分离的鱼

类自身强启动子已广泛应用于转基因鱼研究 [10−13]。 

由于启动子的强度受一些内源或外源调控因子的影

响, Higashijima 等[14]推测使用异源启动子可能导致

外源基因表达量低等问题 , 因此分离出斑马鱼

β-actin 启动子, 并发现该序列能有效启动 GFP 在斑

马鱼中表达。利用 鳉青 的β-actin 启动子, 亦获得能

稳定遗传外源基因 GFP 鳉的转基因青 [15]。出于安全方

面的考虑, 近年来提出了自源转基因(Auto-transgenic)

的概念, 多位学者进行自源转基因鱼的研究并取得

进展, 如 Nam 等[16]利用泥鳅的β-actin 启动子驱动泥

鳅的 GH 基因在泥鳅中表达获得比对照个体大 30 倍

的泥鳅。 

唐鱼(Tanichthys albonubes Lin)又名白云金丝鱼

(White cloud mountain minnow), 属鲤形目, 鲤科,   

亚科, 唐鱼属, 为我国特有种, 分布区狭窄, 近代仅

分布于广州白云山 , 花都以及附近山溪中 , 目前仅

在从化发现自然生活的群体[17]。由于唐鱼的个体小、

性成熟期与孵化期短、胚体透明、具有和斑马鱼

(Danio rerio)等模式生物相似的特征, 因此唐鱼既为

观赏价值较高的观赏鱼也是鱼类转基因研究的良好

材料。但迄今未见关于唐鱼的基因与表达调控的相

关研究报道。本研究分离、比较两种长度的唐鱼

β-actin 启动子在唐鱼体内驱动外源基因转录的活性, 

以期获得具有较强启动活性的启动子, 为下一步构

建转自源生长激素基因唐鱼的研究打下基础。 

1  材料 

高质量 DNA 提取试剂盒为 QIAGEN 公司产品。

SV Total RNA Isolation System 为 Promega 公司产

品。限制性内切酶、PCR 扩增试剂盒和 pMD19-T 
Easy Vector Systems 为 TaKaRa 公司产品。质粒 DNA

提取试剂盒和胶回收试剂盒购自 Omega 公司。

Genome Walker Universal Kit 以及红色荧光蛋白基

因载体(pDsRed2-1)购自 Clontech 公司。反转录试剂

盒 ReverTra Ace-α-TM 为 TOYOBO 公司产品。其他

试剂和仪器其他试剂为国产分析纯。大肠杆菌 DH5α
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由本实验室保存。 
试验用唐鱼为 4 月龄性成熟亲鱼, 为珠江水产

研究所生物技术室培育。 

2  方法 

2.1  引物设计 
根据已在GenBank上登录的, 如斑马鱼AF057040, 

鲤 (Cyprinus carpio)M24113, 草鱼 (Ctenopharyngodon 

idella)M25013 等十几种鲤科鱼类的β-actin 启动子序

列以及尼罗罗非鱼β-actin 启动子序列[5]设计 1 对特

异引物 Z1、Z2, 用于克隆唐鱼β-actin 近端启动子。

根据已获得的近端启动子序列设计下游引物 SP1、

SP2, 以试剂盒提供的接头引物 AP1、AP2 作为上游

引物扩增唐鱼β-actin 启动子 5′上游远端调控序列。

根据 NCBI 上已登录的鱼类β-actin 基因的序列, 在

保守区上设计一对 RT 内参引物扩增β-actin 基因作

为内参, 上游引物β-actin-F 位于β-actin 基因第 4 个

外显子中, 下游引物β-actin-R 位于第 5 个外显子中。

同时在红色荧光蛋白基因序列的特异区上设计一对

检测引物 Red-F、Red-R, 作为外源基因表达的检测

引物(表 1)。 

表 1  用于β-actin 启动子克隆及 RFP 检测的引物 
Table 1  Primers for β-actin promoter cloning and 

RFP assay 

Primer Sequence (5′-3′) 

Z1 GTGTGTGACGCTRGACC 

Z2 AAACAGCACGAGGGGCATCATC 

SP1 TTACCTTAGGTTTGGGGGGGGTTGTCG 

SP2 GCTGTTTTATACGACACCACATGCCCG 

AP1 GTAATACGACTCACTATAGGGC 

AP2 ACTATAGGGCACGCGTGGT 

β-actin-F GTGCCCATCTACGAGGGTTACGC 

β-actin-R TGGTCTCGTGGATACCGCAAG 

Red-F GTTCCAGTACGGCTCCAAGGTGT 

Red-R  CTACGGAACAGGTGGTGGCGG  

TB-F GGGAATTCGGCTGGTATCTTATGTC 

TB-R GAGGATCCGGCTGAACTGTAAATGTG 

 
2.2  唐鱼β-actin 近端启动子的克隆 

取唐鱼血液 100 μL(含抗凝剂), 按 QIAGEN 基因

组提取试剂盒提供的方法提取高质量基因组 DNA。 

以唐鱼基因组 DNA 为模板, 以 Z1、Z2 为引物

进行 PCR 扩增, 反应条件为: 94oC 3 min; {94oC 50 s, 

54oC 1 min, 72oC 1 min} ×30 循环; 72oC 10 min。

1.0%琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。 

PCR 扩增产物按胶回收试剂盒使用手册所提供

的方法回收后, 与 pMD19-T Vector 连接, 连接产物

转化大肠杆菌 DH5α菌株, PCR、酶切进行初步鉴定

后委托上海英竣生物公司进行 DNA 序列测定。测定

结果用 DNA 分析软件 VECTOR VTI 8.0 进行分析, 

并通过 BLAST 软件搜索 NCBI 的核酸数据库, 进行

同源性比较, 确定重组子命名为 TA-T。为便于将启

动子插入红色荧光载体, 设计引物在启动子两端分

别引入 EcoR I 和 BamH I 酶切位点。 

2.3  唐鱼β-actin 远端启动子的分离 
通过搜索 NCBI 的核酸数据库, 比较分析鲤科

鱼 类 β-actin 基 因 上 游 调 控 序 列 , 并 根 据

GenomeWalker Universal Kit 使用手册 , 将基因组

DNA 用 EcoR V 消化, 并与试剂盒所提供的接头进行

连接。以连接产物为模板, 以 AP1 和 SP1 为引物进行

第 1次 PCR扩增, 反应条件为 {94oC 25 s, 72oC 3 min} 

×7 循环; {94oC 25 s, 67oC 3 min} ×32 循环; 67oC   

7 min。取 1 μL 1st PCR 产物 49 μL ddH2O 中, 稀释

50 倍配制 PCR 反应液, 以稀释液为模板, 以 AP2 和

SP2 为引物进行二次 PCR, 反应条件为 {94oC 25 s, 

72oC 3 min} ×5 循环; {94oC 25 s, 67oC 3 min} ×20 

循环; 67oC 7 min。PCR 扩增产物参照 2.2 方法确定

为唐鱼β-actin 启动子 5′侧翼序列。 

根据上述实验所获得的唐鱼β-actin 启动子 5′ 

上游侧翼序列以及唐鱼β-actin 近端启动子序列 TA

设计上下游引物 TB-F、TB-R, 以获得远端启动调控

序列。为了便于将启动子序列插入到荧光蛋白基因

载体上, 在上游引物 TB-F 引入 EcoR I 酶切位点, 

下游引物 TB-R 引入 BamH I 酶切位点, 引物序列见

表 1。以高质量的唐鱼基因组 DNA 为模板, 以 TB-F、

TB-R 为引物进行 PCR 扩增, 扩增产物胶回收、连接

并转化大肠杆菌 DH5α, 初步酶切鉴定后测序, 重组

子命名为 TLA-T。 

2.4  调控序列转录因子的预测分析 
利用在线工具 Matinspector software(http://www. 

genomatix.de/cgi-bin/matinspector.pl)以及 Match program 
(http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/ 
match/bin/match.cgi) 的分析软件 TRANSFAC 6.0, 对

启动子进行预测分析。根据转录调控因子结合位点
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核心区的相关度, 选取相关度系数大于 0.9 的结合

位点以确保其具有较高的特异性。 

2.5  β-actin 启动子-RFP 表达载体的构建, 显微注

射以及荧光检测 
取近端调控序列重组子 TA-T 的 PCR 产物以及

远端调控序列重组子 TLA-T 经 EcoR I 和 BamH I 双

酶切回收后, 与经同样酶切消化后的红色荧光表达

载体(pDsRed2-1, 4.1 kb)连接, 连接产物转化大肠杆

菌后提取质粒, 进行初步酶切鉴定后委托上海英竣

生物公司进行 DNA 序列测定 , 分别命名为 pTA- 

DsRed(5.4 kb)和 pTLA-DsRed(7.1 kb)。将质粒分别

用内切酶 Hind III 线性化后 , 参照简清、朱新平   

等 [18,19]的方法将重组质粒显微注射到唐鱼的受精卵

中, 进行孵化、培育, 用荧光显微镜(带有 2072 滤光片

组合)检测 RFP 的表达情况, 数码相机存储实验结果。 

2.6  转基因唐鱼中的外源基因RFP 的RT-PCR 检测 
分别取孵化出膜 15 d、荧光显微镜下已检测出

有红色荧光的转 pTA-DsRed 基因、转 pTLA-DsRed

基因唐鱼以及野生唐鱼(作对照组)各 20 尾, 进行

RFP mRNA 的半定量分析。根据 SV Total RNA 

Isolation System 试剂盒所提供的方法提取总 RNA。

取 1 μg总 RNA, 以Oligo(dT)20为引物按照 TOYOBO 

ReverTra Ace(TOYOBO, Japan) 的 使用 说明合 成

cDNA 第一链。 

以 2 μL cDNA 第一链为模板, 以β-actin-F 和

β-actin-R 为引物扩增β-actin 基因预期长为 346 bp 的

中间片段, 同时以 Red-F 和 Red-R 为引物扩增红色

荧光蛋白基因预期长为 487 bp 的片段。PCR 反应条

件为: 预变性 94oC 3 min; 94oC 30 s, 58oC 30 s, 72oC  

1 min, 30 个循环 ; 72oC 10 min。 

PCR 产物各取 5 μL 于 1.0%的琼脂糖凝胶电泳

检测, 用 AlphaImagerTM 图像分析系统观察、记录电

泳结果, 并用其软件进行浓度分析。RFP 基因的表

达丰度以 RFP mRNA 与β-actin 基因的比值表示, 取

重复试验的平均值。 

3  结果与分析 

3.1  唐鱼β-actin 近端启动子及部分开放阅读框

(Open reading frame, ORF)的获得 
采用特异引物, 以唐鱼基因组 DNA 为模板, 扩

增出一条约 1400 bp 的特异带。将其回收后与

pMD19-T Vector 连接, 经菌落 PCR 和酶切筛选出重

组子并命名为 TA-T, 重组子测序。序列经分析并登

录于 GenBank (Accession No. EF026000)。序列分析

表明: 所克隆到的片段长度为 1464 bp, 含 1374 bp

的近端启动子和 90 bp 的β-actin 基因的部分开放阅

读框序列, 近端启动子序列包含 105 bp 的 5′侧翼序

列以及长为 1.2 kb 的β-actin 的第 1 个不翻译的外显

子和第 1 个内含子, 部分开放阅读框编码 30 个氨基

酸。通过 BLAST 软件搜索 NCBI 的核酸数据库, 发

现该部分开放阅读框与其它鱼类的β-actin 基因具有

高度的保守性:与斑马鱼的同源性为 100%, 与斑点

鮰叉尾 的同源性为 97%, 与罗非鱼的同源性为

96.7%。其 5′侧翼序列含有与大多数鱼类相同的与转

录密切相关的几个转录元件: CAAT Box、CArG Box 

和 TATA Box, 其位置分别在转录起始位点(+1)上游

的−89、−59、−26 处(图 1)。 

3.2  唐鱼β-actin 远端启动子的获得 
基因组 DNA 经内切酶 EcoR V 消化纯化后产物

与 GenomeWalker Universal Kit所提供的接头连接后, 

可用接头引物 AP1 和特异引物 SP1 进行扩增得到目

的背景带, 背景带用接头引物 AP2 和特异引物 SP2

进行扩增得到 1800 bp 的特异带。该特异带经克隆

测序后证实为β-actin 5′侧翼序列。序列见图 2。 

 
图 1  唐鱼β-actin 基因近端启动子序列 

Fig. 1  Sequence of the proximal promoter of Tanichthys albonubes β-actin gene 
The CAAT, CArG and TATA Box were showed in box; +1 is the site for initiation of transcription; shadow is the first 

exon of β-actin gene; the first codon was shown in bold 
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图 2  唐鱼β-actin 基因 5′-远端序列及潜在的转录因子结合位点 
Fig. 2  Putative transcription factor binding sites in the further 5′-flanking region of Tanichthys albonubes β-actin gene 

E-Box, Sp1, USF are indicated by box, dots and a solid line, respectively. Shadow is the partial 5′-flanking region of TA 
 

采用特异引物 TB-F 以及 TB-R, 以唐鱼基因组

DNA 为模板, 扩增出一条约 3000 bp 的特异带, 该

特异带经克隆测序后确定为β-actin 启动子序列 , 

命名为 TLA, 包含 1.8 kb 的 5′侧翼序列以及长为

1.2 kb 的β-actin 的第一个不翻译的外显子和第一个

内含子。 

3.3  转录因子的在线分析 
分析表明 3.0 kb 的全长启动调控序列含有 16 个

E-Box位点(CANNTG), 23个USF(Upstream stimulating 

factor)位点, 2 个 SRF(Serum response factor)位点等

多种转录因子结合位点(相关度系数>0.9)(表 2)。与

近端启动子(1.3 kb)的相比, 在远端启动调控序列的

5′上游区(−1719~−105)还存在有 10个 E-Box 位点, 11

个的 USF 位点 , 1 个 NF-Y(Recognize concensus 

sequence CCAAT), 4 个 Sp1 (Promoter specificity 

factor 1)位点等多个转录因子结合位点(图 2)。 

3.4  转 pTA-DsRed 和 pTLA-DsRed 唐鱼的构建 
将唐鱼β-actin 近端和远端启动子序列分别经

粘端连接插入红色荧光蛋白表达载体 pDsRed2-1 中, 

连接产物转化大肠杆菌后提取阳性质粒, 测序结果

表明启动子与载体连接正确 , 分别命名为 pTA- 

DsRed (5.4 kb)和 pTLA-DsRed(7.1 kb)。 
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表 2  启动子序列 TLA 可能存在的重要转录结合因子和

启动元件的预测 
Table 2  Prediction of important transcription factor 

binding sites and promoter elements in TLA 

Name Sequence position (5′-3′, bp) Scorea

TATA box −26~−24 1.00 
CREB −1710~−1703b//−755~−750 1.00 
MTBF −1706~−1698 0.92 
RU49 −1665~−1659 0.99 
 −435~−429 0.98 
E Box- −1571~−1566//−1060~−1055//−1027~−102  
 2//−991~−986b//−961~−956//−664~−659b//  
 −503~−498//−494~−489b//−310~−305b//  
 −134~−129//−38~−33//222~228b//310~315//  
 405~410//458~463b//1198~1203b 1.00 
NF-Y −855~−851//−89~−85 1.00 
SRF −59~−50//1068~1077 1.00 
USF −1106~−1102//−1099~−1095//−1025~  
 −1021//−992~−988//−959~−955 b//−665~  
 −658//−646~−642//−495~−491//−361~  
 −357//−311~−307//−132~−128b//−119~  
 −115//−105~−101b//−36~−32//32~36b//  
 228~232//311~315b//356~360b//457~461//  
 714~718//755~759 b//891~896//1196~1200 >0.90 
AP1 −1706~−1702b//−1262~−1258b//−1218~  
 −1214b//−1138~−1134b//−1108~−1104b//  
 −994~−990b//−755~−748//−667~−663b//  
 −651~−647//1178−1182−497~−493b//−381  
 ~−377//−323~−319//−231~−227 b//−668~  
 −664 b//−99~−95//195~199 b//306~310 b//  
 319~323//376~380b//446~450b//518~522//  
 575~579//750~754//856~860//870~874b//  
 1014~1018//1113~1118//1135~-1139 b//  
 1157~1161 b//1192−1196 >0.93 

 

a: indicates matrix similarity score, 1.00 represents a prefect match; 
b: indicates antisense sequence 

线性化后的重组表达载体分别显微注射到唐鱼

的受精卵中, 经孵化培育。两组转基因唐鱼仔鱼(孵

化出膜 72 h)在荧光显微镜下均可见体表发出红色荧

光, 部分转 pTLA-DsRed 仔鱼在普通解剖镜下即可

观察到鱼体背部的红色荧光; 两种转基因唐鱼成鱼

在肉眼下均可观察到红色荧光(图 3)。 

3.5  转基因唐鱼红色荧光蛋白基因 mRNA 表达水

平的半定量分析 
分别以转 pTA-DsRed 基因唐鱼、转 pTLA-DsRed

基因唐鱼和野生型唐鱼的 cDNA 第一链为模板, 以

Red-F/Red-R 和β-actin-F/β-actin-R 为引物分别进行 RFP
和β-actin 基因的扩增及电泳(图 4)。AlphaImagerTM  图

像分析系统的相对半定量分析显示: 2 种转基因唐鱼 

 
图 3  RFP 在转基因唐鱼中的表达 

Fig. 3  Expression of RFP in transgenic Tanichthys albonubes 
a: pTA-DsRed transgenic fish under UV light (72 hph); b: pTA-DsRed 
transgenic fish under normal light(4-month-old); c: pTLA-DsRed 
transgenic fish under normal daylight (72 hph); d: pTLA-DsRed 
transgenic fish under normal daylight(4-month-old); e: wild fish under 
normal daylight (72 hph); f: wild fish under normal daylight(4-month-old) 

 
图 4  半定量RT-PCR检测两种转基因唐鱼体内RFP 表达量 

Fig. 4  RT-PCR detection of RFP expression in two 
transgenic Tanichthys albonubes 

1: 100 bp marker; 2: wild fish; 3: pTLA-DsRed transgenic fish; 
4: pTA-DsRed transgenic fish 

 
图 5  两种转基因唐鱼体内 RFP 与 β-actin mRNA 表达量

比率的比较 
Fig. 5  Ratio of RFP/β-actin mRNA abundance of the two 

transgenic Tanichthys albonubes 

均能检测出外源基因 RFP 的 mRNA, 且在转 pTLA- 

DsRed基因唐鱼中 RFP mRNA的表达量比在转 pTA- 

DsRed 基因唐鱼中的高 35.7%(图 5)。 
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4  讨论 

对人类或鱼类等多个物种的β-actin 基因及启动

子研究的结果显示, β-actin 5′侧翼区以及 5′非翻译

区是保持高水平转录活性所必需的序列 [6,20–22]。

β-actin 启动子包含典型的 CAAT box 及 TATA box 

以及进化保守的 CArG motif, 即 CC(A/T)6GG 序列。

β-actin 启动子的活性除了与上述 5′侧翼区调控元件

密切相关外, 也与 5′非翻译区有关。已证实β-actin

基因的第一个内含子中含有增强子[2]。Liu 等[4]分析

了鲤的β-actin 基因的序列, 发现包含上游基本序列

以及不翻译的第一个外显子和第一个内含子的启动

子序列, 其转录 CAT 的活性要比单纯具有上游基本

序列的启动子的活性高出 4 倍, 其中包含在第一个

内含子序列中的长 304 bp 的 Pst I 片段对于转录的活

性尤为重要, 这段序列的反转和缺失都会使启动子

的转录活性几乎为零。本试验根据这些研究结果设

计并分离的唐鱼β-actin 基因近端和远端启动调控序

列均含有β-actin 基因典型的调控因子: 位于转录起

始位点 (+1)上游−89~−85 处的 CAAT box、位于

−59~−49 处的 CArG box、位于−26~−20 处的 TATA 

box 以及不翻译的第 1 个外显子和第 1 个内含子, 并

通过报告基因 RFP 证明了两者在唐鱼体内均具有有

效的转录启动活性。 

不同长度的β-actin 启动调控序列具有不同的启

动活性。Liu 等发现 1.5 kb 的鲤鱼β-actin 启动子

(cβAP)的活性强于 3.7 kb 的鲤鱼β-actin 启动子

(cβAP), 同时发现在该基因 5′上游−2300 到−1100 的

区域内有一个负调控元件, 包含此负调控元件的序

列(3.7 kb cβAP)会使启动子转录 CAT 的活性降低一

倍多, 而包含更长上游序列的 4.7 kb cβAP 使启动子

转录 CAT 的活性略微升高 , 但也仅为只包含上游

100 bp左右序列的 1.5 kb cβAP启动活性的 70%[4,10]。

人的β-actin 基因调控序列−1433~−1418 的区域内则

存在 CArG Box[23]。Hwang 等利用报告基因 lacZ 通

过转基因罗非鱼比较了 1.6 kb 长的罗非鱼β-actin 启

动子(tiβAP)以及 1.5 kb 和 4.7 kb 的鲤鱼β-actin 启动

子(cβAP)的活性, 发现 1.6 kb tiβAP 和 1.5 kb cβAP

在转基因罗非鱼大部分组织的启动活性要高于 4.7 kb 

cβAP, 说明鲤鱼和罗非鱼仅包含上游约 100 bp 序列

的β-actin 启动子比含更长β-actin 基因 5′端上游序列

更强的启动转录活性[5]。本研究结果却显示 3.0 kb

的唐鱼β-actin 启动调控序列的启动活性明显高于

1.3 kb 的唐鱼β-actin 启动调控序列 , 在转 pTLA- 

DsRed 基因唐鱼体表的红色荧光强度以及组织 RFP 

mRNA 的表达量高于转 pTA-DsRed 基因唐鱼, 推测

在 3.0 kb 的唐鱼β-actin 启动调控序列中可能存在其

它未知的影响转录活性的正调节因子。软件分析表

明在 3.0 kb 的启动序列中包含有更多的转录因子结

合位点, 其中还有 E-box、USF、Sp1 以及 NF-Y 等

肌肉特异性结合位点, 推测可能是由于这些结合位

点的存在而提高了外源基因的表达效率。关于这些结

合位点的转录调控功能与机制尚待进一步的研究。 
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