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摘要  牛αS1- 酪蛋白基因是制备乳腺生物反应器常用的表达载体, 可以指导外源基因在动物乳腺中高水平表达。对牛αS1- 酪蛋白基因
的结构、表达载体的各种调控元件及其研究应用进展等方面作一综述。
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Construction of the Mammary Gland-specific Expression Vector by Bovine αS1-casein Gene
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Abstract  Bovine αS1-casein gene was usually used as expression vector to construct mammary gland bioreactor . It could make exogenous gene expressed
highly i n ani mal galactophore . Inthis article the structure of bovine αS1-casein gene , the various regulative component of expression vector and its devel-
opment of related research and application were reviewed .
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  自从1987 年 Gordon 等将人组织纤溶酶原激活剂( tPA)

c DNA 与小鼠乳清酸蛋白( WAP) 基因启动区构建融合表达载

体, 首建乳腺生物反应器小鼠模型以来 , 在不到20 年的时间

里, 人乳铁蛋白( hLF) 、人血清白蛋白( hSA) 、人促红细胞生成

素( hEPO) 、人α1- 抗胰蛋白酶( hα1- AT) 、人凝血因子Ⅸ( hFⅨ) 、

人尿激酶( hUK) 等诸多重要药物蛋白在转基因动物中已经获

得有效表达。牛αS1- 酪蛋白基因是制备乳腺生物反应器常

用的调控成分 , 可以指导外源基因在动物乳腺中高水平表

达。因此深入探讨牛αS1- 酪蛋白基因在构建乳腺生物反应

器表达载体中的作用, 对推动转基因药物的研制和现代动物

育种技术的发展意义重大。

1  牛αS1- 酪蛋白基因的结构

牛αS1- 酪蛋白基因全长17 508 bp , 其中19 个外显子占

1 138 bp , 大小在24～385 bp ;18 个内含子占16 370 bp , 长度为

90～1967 bp。通过全序列的分析发现, 牛αS1- 酪蛋白基因结

构有以下特点[ 1] : ①全基因序列中,A 和T 高达67 % , 这是一

般的基因序列很少见的。②53 bp 的第1 外显子为5′非翻译

区。信号肽基因以及成熟蛋白质的前2 个氨基酸由63 bp 的

第2 外显子编码。③除终止密码子UGA 是由第17 外显子的

最后2 个碱基UG 和第18 外显子的第1 个碱基 A 经剪切后

拼接而成外 , 其余三联体密码子均不受剪切影响 , 因此第3

到第16 外显子都是三碱基对的倍数。④16 个编码外显子中

有9 个均以“GAX”起始, 这与 cDNA 序列分析结果一致。序

列中主要的磷酸化位点是由第10 外显子的第1 个密码子

( GAA) 与前一外显子拼接后产生。⑤2 段 154 bp 的区域

( + 9 101～+ 9 254和+ 11 489 ～+ 11 642) 的碱基顺序几乎完

全一致, 同源性高达97 .4 % , 仅有4 个 C/ T 碱基转变。⑥在

启动区有2 个功能性TATA 盒, 分别位于 - 23 ～ - 29 和 - 92

～- 98 处, 序列为“TTTAAAT”。⑦第18 外显子和含有polyA

信号的第19 外显子为3′非翻译区。

2  牛αS1- 酪蛋白基因表达载体的调控元件

2 .1  顺式作用元件  牛αS1- 酪蛋白基因的2 个具有潜在功

能的TATA 盒分别位于- 23 ～ - 29 和- 92 ～ - 98 的位置上 ,
�
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其序列是“TTTAAAT”。通过与牛及其他物种的乳蛋白基因

序列进行比较, 推断出牛αS1- 酪蛋白基因的乳腺组织特异性

转录因子( MGF) 的结合位点可能位于 - 87 ～ - 100 的位置 ,

核苷酸序列为“AATTCTTAGAATT ”, 这段序列几乎在所有的乳

蛋白基因中都是保守的。另一种乳腺特异性转录因子叫做

乳蛋白结合因子( MPBF) , 它在牛αS1- 酪蛋白基因的结合位点

可能有2 个, 一个位于 - 333 ～ - 346 的位置上, 其序列是

“TGTCCCAAGAATT”; 另一个位于 - 11 ～- 24 的位置上, 其序

列是“ATAGCTTGGAAGC”。在牛αS1- 酪蛋白基因的 - 157 ～

- 148的 位 置 上 有 一 段 叫“milk box”的 序 列“TCTCCTTA-

GAATTTCTTGGG”, 是一种类似于CTF/ NF-1 活性的一般性核

转录因子的结合位点。而另一种一般性核转录因子 oct- 1 在

牛αS1- 酪蛋白基因序列上的核心结合位点可能位于 - 47 ～

- 54 的位置, 序列是“AATTAGCA ”。从以上序列分析的结果

来看, 牛αS1- 酪蛋白基因的重要调控元件均位于启动区 - 400

～- 10 。利用乳蛋白基因启动区进行乳腺特异性表达的转

基因试验表明, 只要乳蛋白基因启动区包括了 - 500 ～+ 500

的区域 , 一般就能够进行高水平的乳腺特异性表达[ 2] 。

2 .2  内含子  从牛αS1- 酪蛋白基因启动区来看 , 它不具有

CAAT 盒,TATA 盒序列“TTTAAAT”为一弱启动区, 但牛αS1-

酪蛋白基因的表达量却很高, 因此推测除了5′端调控机制

外, 内含子及3′端在表达过程中会起到一定的作用。内含子

可充当转录促进子, 在基因组的 DNA 上内含子核苷酸序列

中存在转录调节蛋白的结合位点。此外, 内含子上的剪接信

号也能刺激转录 , 因为 RNA 的加工与转录是一个互动的过

程, 剪接过程能反馈促进 RNA 聚合酶的活动[ 3] 。内含子除

能促进转录外还可影响翻译。将成熟的 mRNA 直接注射到

核中, 当它被运送到胞质中时并不能进行翻译 , 而在注射核

酸结合蛋白的抗体或 mRNA 的3′端非编码区包含1 个可剪

接的内含子时, 上述抑制被解除[ 4] 。有很多试验都表明采用

基因组基因表达构件比采用 cDNA 表达构件提高表达量10

～100 倍。此外, 异源内含子( 特别是第1 、2 内含子) 可提高

外源基因( 特别是以cDNA 为表达构件) 的表达效率。

2 .3 UTR  真核生物 mRNA 的5′端和3′端非翻译区( Un-

translated region ,UTR) 也是调控基因表达的元件。3′- UTR 不

仅控制 mRNA 的体内稳定性和降解速度, 而且能够控制基因
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表达的组织特异性;3′- UTR 还是糖皮质激素和某些细胞因子

如β- 干扰素、白介素- 2 和肿瘤坏死因子等对 mRNA 的调控位

点; 此外,3′- UTR 还可以辨认某些特殊密码子, 控制 mRNA 的

利用效率。在真核细胞所有已知的 mRNA 中, 位于 mRNA 的

5′端的帽子结构都与40S 核糖体亚基结合。由40S 核糖体亚

基与起始因子所形成的复合物沿着 mRNA 的5′- UTR 迁移 ,

直到碰到起始密码子 AUG。这种搜寻过程可能很慢, 甚或被

5′- UTR 的二级结构所中断。5′- UTR 中富含 GC 的序列能形

成一种稳定的二级结构抑制 mRNA 的翻译[ 5] 。

2 .4 MAR 染色体是由许多独立的染色质环组成。染色质

环的形成是由染色质上一段特殊的 DNA 序列 - 核基质结合

区( Matrix attachment region ,MAR) 锚定到主要由蛋白质成分组

成的核基质上, 从而把染色体分隔为一个个环状结构。研究

表明, 作为真核生物特有的一种基因表达调控元件, MAR 与

增强子不同 , 它对邻近基因的表达没有增强作用, 只对稳定

整合于染色体上的外源基因表现出位点不相关而拷贝数相

关的增强作用[ 6] 。在载体构建时, 添加顺式和反式2 种 MAR

元件比单独添加顺式或反式 MAR 元件效果更好。这说明多

个 MAR 元件对外源基因的联合整合作用更能使其高水平表

达[ 7] 。

2 .5  LCR 人们在一些基因中发现了一种调控元件, 它们

具有转录增强活性 , 能够保障外源基因可以直接被转录而不

依赖DNA 在染色体上随机整合的位置。这种调控元件就是

基因座控制区( Locus control region ,LCR) 。据估计, 牛酪蛋白

基因座存在LCR, 使得酪蛋白基因可以成为一个完全独立的

表达单位。研究表明 , 含外源LCR 元件的表达载体比不含

LCR 元件的表达载体更有效且受位置效应和基因沉默的影

响更小[ 8] 。用于乳腺生物反应器表达载体的构建时,LCR 能

对同源或异源的启动子起作用, 使转基因表达呈位点非依赖

性, 一般认为它具有增强子和绝缘子的双重功效。

3  牛αS1- 酪蛋白基因表达载体的研究与应用

3 .1  国外的研究现状  10 余年来, 世界各国的研究者对牛

αS1- 酪蛋白基因表达载体进行了大量的研究, 取得了显著成

果。1990 年 Meade 等[ 9] 用牛αS1- 酪蛋白基因的5′端包括21

kb 的上游序列和第1 、2 外显子翻译起始位点以前的部分,3′

端包括编码蛋白羧基端一半的外显子和PolyA 信号及2 kb 的

下游侧翼序列作为调控序列指导人尿激酶基因在转基因小

鼠乳腺中表达, 表达量为1 ～2 mg/ ml 。1993 年 Riego 等[ 10] 用

牛αS1- 酪蛋白基因1 .6 kb 的调控序列和兔的β- 球蛋白基因、

SV40 基因的3′- UTR 共同指导人组织纤溶酶原激活剂 cDNA

序列在转基因小鼠和兔乳腺中表达 , 表达量分别为50 μg/ ml

和8～50 ng/ L。1994 年Platenburg 等[ 11] 应用6 .2 kb 牛αS1- 酪

蛋白基因5′端调控区与人乳铁蛋白基因制备了转基因小鼠 ,

人乳铁蛋白的表达量为3 mg/ ml 。而将其中的人乳铁蛋白基

因置换为cDNA 后, 乳铁蛋白的表达水平明显下降, 在动物乳

汁中的表达量仅为0 .1 ～36 μg/ ml 。2001 年 Zavadskaia 等[ 12]

用牛αS1- 酪蛋白基因调控序列指导内皮细胞抑制素在小鼠

乳腺中表达, 表达量为70 ～300μg/ ml , 并且能稳定地遗传给

后代。2005 年Zakharova 等[ 13] 用牛αS1- 酪蛋白基因调控序列

指导人乳铁蛋白在小鼠乳腺中表达, 用 Western 印记法在乳

中未检测到人乳铁蛋白, 但在乳腺中发现有转录产物 mRNA。

3 .2  国内的研究现状  与发达国家相比较, 我国对牛αS1-

酪蛋白基因表达载体的研究起步较晚, 但也取得了可喜的成

绩。1997 年张靖溥等[ 14] 将牛αS1- 酪蛋白基因5′端含转录起

始点上游约8 kb、下游( 包括5′- UTR) 约3 .5 kb 的基因片段和

3′端含PolyA 信号的4 .5 kb 基因片段作为调控序列与人乙肝

表面抗原( HBsAg) 基因的2 .3 kb 片段拼接, 构建了融合基因

表达载体λ106 , 在转基因山羊乳腺中表达阳性率为44 % , 阳

性羊的后代的乳汁仍为HBsAg 阳性, 提示构建框架已正确表

达且表达性能稳定。1999 年该组研究人员又以小鼠为模型 ,

发现外源基因在转基因小鼠中可以稳定遗传并在后代中表

达目标产物[ 15] 。2001 年谭晓红等[ 16] 用牛αS1- 酪蛋白基因5′

端约3 .6 kb 的片段和3′端约1 .4 kb 的片段作为调控序列, 指

导人组织纤溶酶原激活剂基因在小鼠乳腺中表达 , 表达量为

0 .18 μg/ ml 。2001 年张传生等[ 17] 以小鼠乳清酸蛋白基因5′端

调控区和牛αS1- 酪蛋白基因3′端调控区作为调节元件构建

了用于表达人促血小板生成素( hTPO) 的乳腺组织特异性表

达载体pWAPTPO , 共9 .8 kb。结果hTPO 在小鼠乳腺中得到

表达, 表达量在0 .8 μg/ ml 以上。

3 .3  在商业生产上的应用  1990 年美国的 GenPharming 公

司在世界上首先培育了含有人乳铁蛋白的转基因牛。公司

用牛αS1- 酪蛋白基因5′、3′端旁侧序列开发了表达载体 , 构建

了人乳铁蛋白cDNA 表达盒 , 通过原核显微注射法制备了人

乳铁蛋白转基因牛。其生产的人乳铁蛋白于1997 年进入临

床试验,2000 年正式推入市场, 这种转基因奶牛年产牛奶10

t , 每年生产的含人乳铁蛋白的奶粉价值达60 亿美元。这一

成就为今后牛αS1- 酪蛋白基因乳腺表达载体的更为广泛的

应用奠定了坚实基础。

4  问题与展望

天然乳蛋白的表达量都高达毫克级, 而用牛αS1- 酪蛋白

基因的调控序列来指导外源基因的表达结果往往偏低 , 并且

表达先定性和遗传稳定性往往不高。主要原因在于人们还

没有完全掌握载体构建的规律, 对牛αS1- 酪蛋白基因表达载

体的各种调控元件的基本功能、作用机制等都有待进一步的

研究。另外, 目前的研究大都在小鼠、兔等小动物上进行, 且

大都还处于实验室研究阶段。在小鼠上的研究结果未必与

在牛、羊等大家畜上的研究结果一致, 表达结果的不确定性

阻碍着牛αS1- 酪蛋白基因表达载体的广泛应用。但是目前

国外已经在商业生产应用方面走出了开创性的一步, 并且取

得了不错的经济效益。1997 年美国红十字会和遗传学会预

测, 至2010 年 , 所有基因工程药物中利用动物乳腺生物反应

器生产的份额将高达95 % 。尽管牛αS1- 酪蛋白基因表达载

体的研究道路还会很曲折, 但由于各国研究者卓有成效的工

作, 相信在不久的将来牛αS1- 酪蛋白基因表达载体会在乳腺

生物反应器技术中占有重要的地位, 并极大地推动乳腺生物

反应器的商业化进程。
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最明显, 菌落生长慢, 菌丝稀薄且气生菌丝少。种子-1 与种

子-2 共生菌在菌落形态和长势方面都明显不同。

2 .2  拮抗试验结果  从叶中分离的共生菌与其他4 类共

生菌之间都有拮抗关系 ; 从茎中分离的共生菌与从根中分

离的共生菌有明显的拮抗关系 , 但与种子- 2 共生菌没有拮

抗关系 ; 生长速度相近的种子-1 共生菌与从根中分离的共

生菌也没有拮抗关系。

3  小结

从5 类共生菌之间的菌落形态、长势、长速和拮抗关系

来看, 太行山野生红豆杉共生菌在红豆杉的不同部位有不

同的分布。叶中的共生菌与其他部位的共生菌为不同的种

类, 分布局限性强。种子中有一类未发现菌核的共生菌也

与其他部位的共生菌有不同的特征 , 可能是特有的种类。

而根中共生菌与种子中另一类有明显菌核的共生菌特征相

似, 前期的研究也发现 , 红豆杉根部和种子中都存在能形成

菌核的共生菌 , 很可能这2 个部位中有共同的种。因此说,

有些共生菌可以在红豆杉体内多个部位分布, 而有些共生

菌只能分布在红豆杉体内的一定部位 , 这主要因为不同的

部位有不同的环境条件 , 而不同种类的共生菌适应于不同

的环境或者说对环境条件有不同的要求。正因为有些共生

菌可以在红豆杉体内多个部位分布 , 使得红豆杉种子中有

可能含有红豆杉菌根菌的一些种, 并有利于种子苗生长。

而红豆杉扦插苗则不具这种优势。

从红豆杉体内共生菌的分布规律来看 , 种子中很可能

有在根部进入豆杉体内通过茎转移到种子中的共生菌; 根

部的菌根菌可能来源于土壤 , 但更有可能来源于上一代种

子, 可以通过分离根部的菌根菌和种子中的共生菌来研究

它们对红豆杉的生态效应 , 以便在栽培红豆杉组培苗或扦

插育苗时接种菌根菌, 并进一部推广菌根化红豆杉苗木 , 提

高苗木的成活率和生长速度 , 增强苗木的长势。总的来说,

红豆杉体内的共生菌有些种类可以从下往上转移, 然后停

留在适宜的部位。

有资料表明一些红豆杉共生菌能够产生紫杉醇或有助

于红豆杉产生紫杉醇[ 5 - 7] , 而红豆杉根部和种子中的共生

菌能否产生紫杉醇或有助于红豆杉产生紫杉醇有待进一步

研究。
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