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率的家畜具有重要的研究意义'利用
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种酶的转基因小
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细胞中正常表达'通过酶活分析&
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和免疫

组织化学等检测发现!
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种酶均能在转基因小鼠消化系统各组织中表达!并且具有正常活性'本研究结果表明!在

;b%

"

启动子的控制下!

04

肽能够在小鼠中介导
;GH4

&

LG9)

和
HeFL

的正常表达!并成功建立表达外源纤维素

酶和木质素酶的转基因小鼠模型!为培育具有高饲料转化率的动物奠定研究基础'

关键词"

)

!

葡萄糖苷酶(纤维素酶(共表达(转基因小鼠(木聚糖酶(

04

肽

中图分类号"

j1(

!!!!

文献标志码"

4

!!!!

文章编号"

&*..!./.)

"

0&%.

#

&.!%%.0!&(

收稿日期"

0&%2!%%!%/

基金项目"广东省自然科学基金项目"

E%0&%0%*

#(国家转基因动物新品种培育重大专项"

0&%)gH&(&&.&&2!&&2

#

作者简介"何祖勇"

%/(%!

#!男!福建莆田人!副教授!博士!主要从事动物生物技术研究!

;!<=$>

$

P@

U

#-

?

BD

!

N#V<=$>'A#<

!

6D>

$

&0&!*//)*2*.

(

刘志国"

%/(.!

#!男!河北唐山人!助理研究员!博士!主要从事胚胎工程与转基因动物研究!

;!<=$>

$

PB$

?

@#>$@0&%&

!

%0.'A#<

!

6D>

$

&%&!.0(%***/

'何祖勇和刘志国为共同第一作者

"

通信作者"陈瑶生!教授!主要从事动物遗传育种研究!

;!<=$>

$

AB

U

=#,B

!

<=$>',

U

,@'D"@'A-

P*3*-,>;434=,G-,3+

:

*3;.@46+*@41*9J4Q*U

H

-*++;3

:

G/-**I;B-49

D

>;.<3̂

D

8*P*3*+

:;g@!

U

#-

?

%

*

!

97EgB$!

?

@#

%

!

0

*

!

3EFe=-!V$=

%

!

5KFG8D$!

O

$-

?

%

!

5:;Fe=#!,BD-

?

%

"

"

%J-#$#&.&

/

0$1+'$#+'

/

+

2

G(+"+)#'+6

!

-",++6+

2

0(

2

&-"(&)"&=

!

-8)V$#F-&)O)(>&'=(#

/

!

<8$)

9

A,+82%&&&.

!

E,()$

(

0JB)=#(#8#&+

2

!)(5$6-"(&)"&

!

E,()&=&!"$D&5

/

+

2

!

9

'("86#8'$6-"(&)"&=

!

G&(

;

()

9

%&&%/*

!

E,()$

#

0B+>-,.>

$

L

U

DV

J

SD,,$-

?

N$CS#>

U

R$AD-P

U

<D,R=S

?

DR$-

?

AD>>@>#,D=-"V

U

>=-RBS#@

?

BRS=-,

?

D-$ARDAB!

-#>#

?U

!

-DMCSDD",#N<#-#

?

=,RS$A=-$<=>,M$RBD-B=-AD"NDD"A#-TDS,$#-S=RD,A#@>"CD"DTD>!

#

J

D"':DSDMD"D,AS$CD"RBDA#!DV

J

SD,,$#-#NAD>>@>=,D

?

D-D,K<S4=-"G<0)

!

=-"RBDV

U

>=-=,D

?

D-DSV3L

!

@-"DSRBDA#-RS#>#N;b%

"J

S#<#RDS=-">$-QD"T$=04

J

D

J

R$"D,

!

$-C#RB:;̀ 0/*4

AD>>,=-"RS=-,

?

D-$A<$AD'\DA#<C$-=-RD-P

U

<DDV

J

SD,,$#-M=,"DRDARD"$-

?

=,RS#$-RD,R$-=>RS=AR=,

"DRDS<$-D"C

U

C#RBWD,RDS-C>#R=-"$<<@-#B$,R#ABD<$,RS

U

!

=-"MDSDN@-AR$#-=>>

U

=AR$TD$-AD>!

>@>#>

U

R$AD-P

U

<D=,,=

U

,'F#R=C>

U

!

=>>*N$CS#>

U

R$AD-P

U

<D,MDSDB$

?

B>

U

DV

J

SD,,D"$-RBD$-RD,R$-D

R$,,@D#NRS=-,

?

D-$A<$AD'7-,@<<=S

U

!

MDB=TD"D<#-,RS=RD"RB=RRBD;b%

"J

S#<#RDS$-A#-

+

@-A!

R$#-M$RB04

J

D

J

R$"D,D

O

@D-AD,A#@>",@AAD,,N@>>

U

<D"$=RDRBDA#!DV

J

SD,,$#-#NK<S4

!

G<0)=-"

SV3L

?

D-D,$-RS=-,

?

D-$A<$AD'6BD,R@"

UJ

SD,D-R,=ND=,$C>D<DRB#"N#S

?

D-DS=R$-

??

D-DR$A=>>

U

<#"$N$D"=-$<=>,M$RBD-B=-AD"NDD"A#-TDS,$#-=C$>$R

U

'

C*

D

A4-1+

$

)

!

?

>@A#,$"=,D

(

AD>>@>=,D

(

A#!DV

J

SD,,$#-

(

RS=-,

?

D-$A<$AD

(

V

U

>=-=,D

(

04

J

D

J

R$"D



!

.

期 何祖勇等$共表达
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种纤维素降解酶的转基因小鼠模型的建立与分析
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纤维素和木质素作为植物细胞壁的主要组成成

分!是自然界中含量最为丰富的干物质'但是单胃

动物!如猪和禽类动物!因自身不能合成和分泌降解

纤维素和木质素所需的水解酶而无法利用这两种物

质!却会因此增加肠道中食糜的黏稠度!严重抑制营

养物质的吸收!降低饲料转化率*
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!此外还会导致

排泄物中的残余营养物质增多!造成环境污染'在

动物饲料中人工添加纤维素酶和木聚糖酶虽然可以

部分解决这个问题*

*

+

!但是这无疑会增加动物的养

殖成本!并且在饲料的生产&储存和运输等过程中还

有可能发生酶活丧失的问题*

)

+

!因此培育能稳定表

达纤维素酶和木聚糖酶的转基因动物!利用自身合

成分泌的酶来消化饲料中的纤维素和木质素!从而

无需在饲料中额外添加酶!可能是一种更有效的解

决方法'有研究证明!在转基因动物中表达微生物

酶的可行性*
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!但是纤维素的完全水解过程比较

复杂!至少需要
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种酶的协同作用$内切
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此!为了有效降解植物细胞壁!必须在转基因动物体

内同时表达至少
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种酶'多功能纤维素酶
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木聚糖酶
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种活性!可水解微晶纤维

素&羧甲基纤维素以及木聚糖'相对于大多来源于

细菌的纤维素酶基因!

;GH4

具有更高的水解活力

以及在更好的低
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环境下的稳定性*
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#中克隆得到的!

具有优良的酶学性质&热稳定性和金属离子抗性!且

经过胃蛋白酶和胰蛋白酶处理后仍能保持大部分活

性*
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'因此!选择这
*

种酶作为制作转纤维素酶转

基因动物的外源基因'
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#的应用为多基因共表达提

供了一个比较有效的方法'
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肽是在研究病毒剪

切的过程中发现的一类具有自剪切功能的短肽!可

以介导连接在其上下游的基因以相同的表达水平进

行表达'

04

肽由
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$
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个氨基酸组成!因其分子

量较小!在表达载体中占用空间较小!从而留给外源

功能基因更大的空间'本研究应用
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肽策略构建

由
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启动子驱动的
K<S 4
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G<0)

&

SV3 L

基

因共表达载体!在
:;̀ 0/*4

细胞系中检测
*

个基

因的共表达情况(进一步通过原核显微注射技术制

备转
K<S 4

&

G<0)

&

SV3 L

基因小鼠!并分析
*

种外源基因在组织中的表达情况'
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均购自宝生物工程"大连#有

限公司'人胚肾细胞系
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&脂质体转染试

剂
9$

J

#NDAR=<$-D0&&&

均购自
9$ND6DAB-#>#
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公

司'除特别说明外!所有细胞培养所需试剂均购自
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公司'试验小鼠均为中山大学实验动物中心

的
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级昆明白小鼠"生产合格证号$
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"粤#
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载体构建

根据
GD-L=-Q

数据库中的序列信息!由上海生

工生物工程技术有限公司合成源于猪肠病毒"

8#S!

A$-DRD,AB#T$S@,

!

86]

#!口蹄疫病毒 "
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@$-DSB$-$R$,4T$S@,

!

;\4]

#

*

种病毒的
04

肽

XF4

序列!并将它们连接到
J

L>@D,AS$

J

R

#

3̀ f

载

体中!得到携带
04

序列以及多种酶切位点的载体

J

L>@!bYX]!04

&

J

L>@!;\4]!04

以及
J

L>@!86]!

04

'在
K<S 4

!

G<0)

和
SV3 L*

种经过,人源

化-密码子优化的
XF4

序列前端连接牛
)

!

酪蛋白

信号肽*

%2

+

!然后通过限制性内切酶位点
3,&

'

和

G$5:

'

分别将其连接到
J

L>@!bYX]!04

&

J

L>@!

;\4]!04

&

J

L>@!86]!04

载体中!使每种基因序列

都和一种
04

序列连接'将
G<0)!04

&

SV3 L!04

片段通过
-$"

'

&

-

?

&

'

以及
C()"

%

限制性内切

酶位点克隆到
J

L>@!K<S 4!04

载体上!形成
J

L>@!

K<S 4FG<0)FSV3 L

'

将合成的增强型绿色荧光蛋白 "

;-B=-AD"

?

SDD-N>@#SD,AD-AD

J

S#RD$-

!

;Gb8

#编码区序列克隆

到
J

L@"5;)'%

载体中
5Y]

启动子下游'最后!从

J

L>@!K<S4!G<0)!SV3L

载体上切下
K<S4!04!

G<0)!04!SV3 L!04

片段!克隆到
J

L@"5;)'%!
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;Gb8

载体中
;b%

"

启动子下游!形成最终的真核多

基因共表达载体
J

L@"!;b%

"

!K<S 4!04!G<0)!04!

SV3L!5Y]!Gb8

"图
%

#!以下简称
J

L@"!K<S4!

04bYX]

&

04;\4]

和
0486]%

分别代表源于口蹄疫

病毒&马鼻炎病毒以及猪肠病毒的
04

肽'分别介导

K<S 4

&

G<0)

和
SV3L*

种基因的共表达!且同时可

作为检测
*

种酶的蛋白标签'

K<S 4

&

G<0)

和
SV3 L

*

种基因
XF4

序列经过,人源化-密码子优化!并添加牛

)
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酪蛋白信号肽

04bYX]

!

04 ;\4]=-"04 86]%SD

J

SD,D-R04,D!

O

@D-AD,NS#<bYX]
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;\4]=-"86]SD,

J

DAR$TD>

U

!

RBD

U

<D"$=RDRBDA#!DV

J

SD,,$#-#NK<S 4

!

G<0)=-"SV3 L

=-"=>,#A=-CD@,D"=,

J
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?

,'6BDXF4,D

O
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#NK<S 4
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G<0)=-"SV3LMDSD#

J
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,
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-
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?

-=>

J

D

J

R$"DM=,=""D"CDN#SDD=AB

?

D-D

图
#

!

F

基因共表达载体
H

T61Q=8@ 0Q98C%Q@BFT

结

构示意图

I;

:

E#

!

5./*8,>;.1;,

:

-,84=

H

T61Q=8@0Q98C%Q@BFT2*.>4-

G<0)!SV3L

'

#EF

!

细胞培养与转染

:;̀ 0/*4

细胞复苏后!使用含
%&Z

胎牛血清

"

bDR=>C#T$-D,DS@<

!

bL3

#的
XY;Y

培养基在
2Z

5K

0

!

*1 _

培养箱中培养'取传至
*

$

2

代的

:;̀ 0/*4

细胞!等细胞汇合度约
(&Z

时!按照转染

试剂说明书进行转染'在相同条件下!每种质粒转

染
*

个孔作为重复'转染
)B

后!将无血清培养基

换为
XY;Y

培养基"

%&ZbL3

#'连续培养
0)B

后

进行细胞荧光观察!观察转染效果'在转染
)(B

后!提取细胞总蛋白进行后续分析'

#E%

!

转基因小鼠制备

多基因共表达载体
J

L@"!K<S 4!G<0)!SV3

L

经限制性内切酶
:>87

酶切后进行凝胶电泳回

收!稀释至
*

$

2-

?

.

.

9

d%

'之后将该质粒按照小

鼠原核显微注射标准操作流程注射到昆明白小鼠的

受精卵中'试验小鼠的使用符合动物保护&动物福

利和伦理原则!符合国家实验动物福利伦理的相关

规定!并通过中山大学实验动物伦理委员会审核'

#E'

!

转基因小鼠的
7J)

鉴定

通过
85\

反应鉴定胚胎移植后出生的小鼠及

其后代是否为转基因阳性个体'取出生后
*

周的小

鼠尾尖!用组织
XF4

提取试剂盒"

K<D

?

=

!美国#提

取
XF4

后!用表
%

中的引物进行
85\

反应'

85\

检测结果为阳性的小鼠用于进一步的
WD,RDS-C>#R

分析以及酶活性分析'

表
#
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鉴定转基因细胞和小鼠的引物及其序列
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:

4=>-,3+

:

*3;..*99+,318;.*

引物
8S$<DS,

序列"

2k!*k

#

3D

O

@D-AD,

扩增片段长度%
C

J

3$PD

K<S 4!b

K<S 4!\

54G45566G465G566GGG6

GG546GG6G455G64544G4

((2

#E$

!

O*+>*-3B94>

分析

根据
85\

检测结果!将阳性小鼠处死!以其全

同胞阴性小鼠作为阴性对照!分别解剖获取舌&食

道&胃&十二指肠&空肠和大肠
.

种组织'取
%&&<

?

组织按照活性蛋白提取试剂盒和全蛋白提取试剂盒

"凯基生物!南京#说明书操作提取组织总蛋白!用

LS="N#S"

法检测蛋白浓度!分装保存于
d1&_

'转

染后的
:;̀ 0/*4

细胞使用活性蛋白提取试剂盒

"凯基生物!南京#提取总蛋白!用
LS="N#S"

法检测

蛋白浓度!分装保存于
d1& _

'取适量的蛋白样

品!加入
2&

.

9

的
3X3!84G;

上样缓冲液!在
%&Z

的
3X3!84G;

胶上进行电泳后转膜!封闭后分别以

=-R$!04

肽"

Y$>>$

J

#SD

!美国#一抗以及羊抗兔二抗孵

育!之后通过增强型化学发光法检测携带
04

肽的

蛋白表达情况'

#E&

!

免疫组织化学分析

将转基因阳性小鼠处死!以其全同胞阴性小鼠

作为阴性对照!解剖采集舌&食道&胃&十二指肠&空

肠和大肠组织块!并立即放入液氮中'将组织块切

成
.

.

<

厚的冷冻切片!用丙酮固定
%2<$-

后!于

).%%
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*

种纤维素降解酶的转基因小鼠模型的建立与分析

d(&_

保存备用'在进行免疫组织化学分析时!先

用
*Z :

0

K

0

处理组织切片!去除内源性过氧化氢

酶活性'再用
2Z

的牛血清白蛋白"

L#T$-D,DS@<

=>C@<$-

!

L34

#封闭'之后分别以
=-R$!04

肽"

Y$>>$!

J

#SD

!美国#一抗以及羊抗兔二抗孵育!漂洗后进行

X4L

染色
*

$

0&<$-

!苏木精复染
%

$

0<$-

后!脱

水!封片后在显微镜下观察'

#E(

!

酶活性分析

将转染质粒后细胞的活性蛋白样品!以及转基

因小鼠&全同胞阴性小鼠的各组织活性蛋白样品进

行纤维素和木质素酶的酶活性分析'外源基因

K<S 4

的纤维素酶活性按照纤维素酶酶活测定试

剂盒"

b>@#SD,AD-R5D>>@=,D4,,=

U

$̀R

!

Y=SQDSGD-D

6DAB-#>#

?

$D,

!美国#的原理和操作步骤进行酶活测

定和分析(外源基因
G<0)

的葡萄糖苷酶活性按照

)

!

葡萄糖苷酶酶活测定试剂盒"

)

!G>@A#,=AAB=S=,D

4,,=

U

$̀R

!

L$#4,,=

U

3

U

,RD<,

!美国#的说明书进行

操作和分析(外源基因
SV3 L

的木聚糖酶活性按

照木聚糖酶酶活测定试剂盒"

H

U

>=-=,D=,,=

U

$̀R

!

7-T$RS#

?

D-

!美国#的说明书进行酶活测定和计

算*

%.

+

'

#EK

!

统计分析

所有酶活数据均以,平均值
n

标准误-表示'统

计分析使用单因素方差分析以及
X@-A=-

)

,

J

#,R!

B#ARD,R

检验'

:

$

&'&2

表示差异显著'

!

!

结
!

果

!E#

!

<Pa0

!

TPW%

以及
aYLT

酶在
R<C!KF0

细

胞中的共表达

本课题组之前已成功在
:;̀ 0/*4

细胞中分别

表达
;GH4

&

LG9)

以及
HeFL

酶*

%2!%.

+

'表达效果

良好!酶活力水平较高'为了进一步验证
04

肽能

否介导这
*

种纤维素酶同时在真核细胞中表达!构

建了真核表达载体
J

L@"!K<S 4!04!G<0)!04!

SV3L

"图
%

#'该载体含有两个真核启动子!除同

时表达
*

种纤维素酶蛋白外!还可同时表达增强型

绿色荧光蛋白"

;Gb8

#!以便直观的观察质粒的转

染效率'使用脂质体转染试剂
9$

J

#NDAR=<$-D0&&&

在相同条件下分别向
:;̀ 0/*4

细胞中转入
J

L@"!

K<S 4!G<0)!SV3 L

质粒以及
J

;Gb8!F%

质粒

"图
0

#!

J

L@"!K<S 4!G<0)!SV3 L

转染效率较

低!但是仍然能观察到
;Gb8

蛋白的表达'

4':;̀ 0/*4

细胞转染空载体
8;Gb8!F

%

质粒(

L':;̀ 0/*4

细胞转染
J

L@"!K<S 4!G<0)!SV3 L

质粒(左边为

明场!右边为绿色荧光!标尺为
%&&

.

<

4':;̀ 0/*4AD>>,RS=-,NDARD"M$RB8;Gb8!F%

(

L':;̀ 0/*4AD>>,RS=-,NDARD"M$RB

J

L@"!K<S 4!G<0)!SV3 L

(

9DNR

J

=-D>,=SDCS$

?

BRN$D>"

J

B#R#,

!

S$

?

BR

J

=-D>,=SD

?

SDD-N>@#SD,AD-R

J

B#R#,'3A=>DC=So%&&

.

<

图
!

!

R<C!KF0

细胞转染
H

T61Q=8@0Q98C%Q@BFT

后
<PI7

蛋白表达情况

I;

:

E!

!

<U

H

-*++;434=

H

T61Q=8@0Q98C%Q@BFT;3R<C!KF0.*99

2.%%
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为进一步检测
*

种纤维素酶的表达情况!收集

转染后细胞的总蛋白!使用
=-R$!04

肽抗体作为一

抗!进行
WD,RDS-C>#R

检测 "图略#'检测发现

;GH4

&

LG9)

以及
HeFL

蛋白均能正常表达!且表

达水平基本一致'这进一步说明构建的多基因表达

载体已经有效的转入
:;̀ 0/4

细胞中!并正常表

达'表明
04

肽能够高效介导
;GH4

&

LG9)

以及

HeFL

蛋白的自我切割'

!E!

!

转
=8@!

!

98C%

和
@BF9

基因小鼠的制备

通过在
:;̀ 0/*4

细胞中的试验验证
04

肽介

导的多基因表达载体的有效性后!进一步制作同时

表达
*

种纤维素酶的转基因小鼠'将
J

L@"!K<S

4!G<0)!SV3L

载体线性化后!显微注射到昆明

小鼠的受精卵中!选择
Gb8

阳性的受精卵"图
*4

#

移植到代孕母鼠中'代孕母鼠共产下
20

只小鼠!通

过
85\

鉴定"图
*L

#发现!其中
*

只为转基因阳性

个体"

6GY&0

&

6GY&*

和
6GY&1

#'但其中两只

雌性小鼠"

6Gb&0

和
6Gb&*

#由于未知原因无法生

育后代'另外一只雄性小鼠与野生型昆明鼠交配

后!获得
%&

只转基因阳性个体!其中
*

只为雌性个

体!

1

只为雄性个体"图
*5

#'

4'

显微注射
J

L@"!K<S4!G<0)!SV3L

质粒
)

$

.B

后小鼠受精卵中
;Gb8

蛋白的表达情况!标尺为
02&

.

<

(

L'b&

代转基因小鼠的
85\

鉴定'左边
1

$

%'6GY&1

&

6GY&.

&

6GY&2

&

6GY&)

&

6GY&*

&

6GY&0

以及
6GY&%

号小鼠的组

织样品(右边
%

$

2'6Gb&%

&

6Gb&0

&

6Gb&*

&

6Gb&)

以及
6Gb&2

号小鼠的组织样品'

5'b%

代小鼠的
85\

鉴定'

Y'

XF4<=SQDS

!

F'

野生型小鼠的组织样品!

8'

质粒
J

L@"!K<S4!G<0)!SV3L

!扩增引物为
K<S4!b

和
K<S4!\

4'8B#R#,MDSDR=QD-=R)!.B#@S,=NRDS<$AS#$-

+

DAR$#-'3A=>DC=S,o02&

.

<

(

L'7"D-R$N$A=R$#-#Nb&

?

D-DS=R$#-RS=-,!

?

D-$A<$ADC

U

85\'7-RBD>DNR

J

=-D>

!

1R#%SD

J

SD,D-RRBD,=<

J

>D,NS#<>$RRDS<=RD,#N6GY&1

!

6GY&.

!

6GY&2

!

6GY&)

!

6GY&*

!

6GY&0=-"6GY&%

!

SD,

J

DAR$TD>

U

'7-RBDS$

?

BR

J

=-D>

!

%R#2SD

J

SD,D-RRBD,=<

J

>D,NS#<>$RRDS<=RD,

#N6Gb&%

!

6Gb&0

!

6Gb&*

!

6Gb&)=-"6Gb&2

(

5'7"D-R$N$A=R$#-#Nb%

?

D-DS=R$#-RS=-,

?

D-$A<$ADC

U

85\'GD-#<$A

XF4M=,$,#>=RD"NS#<RBDR=$>,#Nb&

!

b%

?

D-DS=R$#-=-"M$>"R

UJ

D<$AD

!

@,D"=,RBDRD<

J

>=RD,$-85\,ASDD-$-

?

'

8S$<DS,=SDK<S4!b=-"K<S!!\'Y

!

F=-"8SD

J

SD,D-RXF4<=SQDS

!

-D

?

=R$TDA#-RS#>=-"

J

#,$R$TDA#-RS#>SD,

J

DAR$TD>

U

图
F

!

显微注射后的小鼠受精卵&

0

'以及转基因小鼠的
7J)

鉴定&

T

!

J

'

I;

:

EF

!

<U

H

-*++;434=

H

T61Q=8@0Q98C%Q@BFT;3846+**8B-

D

4+

&

0

'

,317J);1*3>;=;.,>;434=>-,3+

:

*3;.846+*

&

T

%

J

'

!EF

!

F

种纤维素酶在转基因小鼠中的表达

取
6GY&2

号转基因小鼠与其全同胞
56&*

非

转基因小鼠处死!解剖!取心&肝&脾&肺&肾&大脑&骨

骼肌&胃&大肠&小肠和卵巢共
%%

个组织的样品!提

取活性蛋白进行纤维素酶活性检测"图
)

#'并取消

化道组织$舌头&食道&胃&十二指肠&空肠和大肠等

样品进行免疫组织化学检测"图
2

#'

在解剖过程中!未发现转纤维素酶转基因小鼠

与野生型小鼠的组织器官有显著差异'通过对小鼠

不同组织中
;GH4

&

LG9)

和
HeFL*

种酶活力的

检测发现!尽管使用的并不是消化道特异性启动子!

但
*

种外源纤维素酶的活性都是在大肠&小肠等组

织中最高'另外!除少数组织中无法检测出相关酶

活性外"图
)5

#!转基因小鼠组织中
*

种酶的活性均

显著高于野生型小鼠'特别是在大肠与小肠中!转

基因小鼠的
;GH4

和
HeFL

酶活性远远高于野生

..%%
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*

种纤维素降解酶的转基因小鼠模型的建立与分析

型小鼠"图
)4

!

L

#'不同于
;GH4

和
HeFL

酶!

LG9)

酶活性在转基因小鼠的肾&脑以及卵巢组织

中远高于野生型小鼠'

取转基因小鼠的胃&大肠和小肠样品进行

WD,RDS-C>#R

检测
*

种外源纤维素酶在转基因小鼠

的胃肠道中的表达'检测发现"图
)X

#!在
*

个组织

中!胃组织中未发现
*

种外源蛋白!而大肠&小肠组

织样中则有明显的
*

种外源蛋白的条带'另外!在

*

种外源蛋白中!

LG9)

蛋白在大肠&小肠组织中的

表达量明显低于
;GH4

和
HeFL

!与酶活性检测结

果一致'酶活性试验和
WD,RDS-C>#R

检测结果表

明!尽管没有使用消化道特异性启动子!

*

种外源纤

维素酶仍然在转基因小鼠的大肠&小肠组织中高效

表达!尤其是
;GH4

和
HeFL

酶!两者在大肠和小

肠中的活性显著高于野生型小鼠'

%'

心(

0'

肝(

*'

脾(

)'

肺(

2'

肾(

.'

脑(

1'

肌肉(

('

胃(

/'

大肠(

%&'

小肠(

%%'

卵巢'所有酶活数据均表示为,平均值
n

标

准误差-!每个组织的检测结果均为同一组织上
*

个不同部位样品检测结果的平均值'

"

':

$

&'&2

'

3R'

胃组织样

品(

9$'

大肠组织样品(

3$'

小肠组织样品'

6G'

转基因个体(

W6'

野生型个体

%':D=R

(

0'9$TDS

(

*'3

J

>DD-

(

)'9@-

?

(

2'̀$"-D

U

(

.'LS=$-

(

1'Y@,A>D

(

('3R#<=AB

(

/'9=S

?

D$-RD,R$-D

(

%&'3<=>>$-RD,R$-D

(

%%'KT=S

U

'X=R==SDDV

J

SD,,D"=,

,

<D=-,n3;

-!

D=ABA#>@<-SD

J

SD,D-R,*"$NNDSD-R,=<

J

>D,NS#<RBD,=<DR$,,@D'

"

'

:

$

&'&2'3R

!

9$=-"3$'3R#<=AB

!

>=S

?

D$-RD,R$-D=-",<=>>$-RD,R$-D'6G'6S=-,

?

D-$A<$AD

(

W6'W$>"!R

UJ

D<$AD

图
%

!

转
F

基因小鼠各组织中
<Pa0

&

0

'%

TPW%

&

T

'以及
aYLT

&

J

'

F

种酶的酶活水平以及蛋白表达情况&

?

'

I;

:

E%

!

I;B-49

D

>;.*3̂

D

8*,.>;2;>;*+;3>-,3+

:

*3;.846+*,31343Q>-,3+

:

*3;.=699+;B>;++6*+

&

0

%

T

%

J

'

,311*>*.>;434=

!0Q>,

:

*1

H

-4>*;3+;3>-,3+

:

*3;.8;.*>;++6*+

&

?

'

!!

取转基因小鼠和野生型小鼠的舌&食管&胃&十

二指肠&空肠&大肠
.

个组织的样品!用
=-R$!04

抗

体进行免疫组织化学检测"图
2

#'检测显示!在整

个消化道中!外源纤维素酶主要在舌&十二指肠和大

肠这
*

个部位表达!与酶活性检测以及
WD,RDS-

C>#R

检测结果一致'

综上表明!在不使用组织特异性启动子的情况

下!小鼠的舌&大肠&小肠等部位对外源蛋白的表达效

果较好'提示这些组织可能会提供一个相对温和的

环境!有利于外源蛋白的积累以及活性的保持'其

次!

;GH4

&

LG9)

和
HeFL*

种纤维素酶中!

LG9)

蛋

白的表达量和活性均较弱!而这
*

种酶在
:;̀ 0/*4

细胞中的表达却是基本一致的!说明
LG9)

蛋白在小

鼠的肠道中可能更容易被降解'这些发现有助于今

后更好的设计和制作消化道特异性表达外源消化酶

的转基因动物!提高外源蛋白的表达效率'

1.%%
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转基因小鼠的舌&十二指肠和大肠组织中!外源蛋白的表达量显著高于野生型小鼠'

6G'

转基因个体(

W6'

野生型个体

6BDDV#

?

D-#@,

J

S#RD$-,MDSDB$

?

B>

U

DV

J

SD,,D"$-R#-

?

@D

!

"@#"D-@<=-">=S

?

D$-RD,R$-DR$,,@D,'3$

?

-=>,MDSD"DRDARD"

@,$-

?

=-:\8!X4L,

U

,RD<'6G'6S=-,

?

D-$A<$AD

(

W6'W$>"!R

UJ

D<$AD

图
'

!

转
F

基因小鼠与非转基因小鼠消化道组织的免疫组织化学分析&标尺为
!'"

%

8

'

I;

:

E'

!

N88634/;+>4./*8;.,9,3,9

D

+;+4=>;++6*+=-481;

:

*+>;2*>-,.>+4=>-,3+

:

*3;.,31A;91>

DH

*8;.*

&

5.,9*B,-_!'"

%

8

'

F

!

讨
!

论

纤维素是自然界中含量最为丰富的干物质!大

约占植物干物质总量的
)2Z

$

2&Z

*

%1

+

'如果能使

单胃动物自身合成分泌纤维素酶!降解和利用饲料

中的纤维素!不仅能消除纤维素导致的抗营养作用!

还能充分利用纤维素中的能量!提高动物的饲料转

化率'本研究成功利用
04

肽介导
*

种降解纤维素

和木质素所必需的酶在哺乳动物细胞以及转基因小

鼠的体内协同表达!为培育高饲料转化率的动物新

品种奠定了理论基础'

04

肽现已被证明能够高效的介导多个基因的

共表达!且能使上下游基因以相同的表达水平进行

表达*

%(

+

'因此!该技术比内部核糖体进入位点&多

启动子&融合蛋白等策略更具优势'在本研究中!使

用
*

种来源于不同物种的
04

序列!以避免在质粒

载体制备过程中可能发生的同源重组'与此同时!

本研究结果表明!

04

肽可以直接作为鉴定外源蛋白

的标签!从而免去了制备特异性抗体的繁琐过程'

WD,RDS-C>#R

检测表明!

*

种不同来源的
04

肽都能

高效的进行自我切割!没有形成多蛋白融合体'而

酶活检测则证明共表达的
*

种外源纤维素酶

;GH4

&

LG9)

和
HeFL

都具有正常功能!

04

肽的

添加并没有影响这
*

种蛋白的折叠以及蛋白功能!

与前人的研究结果一致*

%/!0&

+

!表明
04

肽能够有效

地介导多顺反子的共表达'

本研究在建立转基因小鼠模型时!没有使用组

织特异性启动子如腮腺分泌蛋白"

8=S#R$",DASDR

(.%%
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.

期 何祖勇等$共表达
*

种纤维素降解酶的转基因小鼠模型的建立与分析

J

S#RD$-

!

838

#启动子*

%%

+或其他消化道特异表达的

启动子'而是使用了组成性启动子
;b!%

"

!目的是

为了观察小鼠的哪些组织部位能更高效表达外源纤

维素酶并保持其活性'通过
WD,RDS-C>#R

&酶活试

验以及免疫组织化学检测!发现!

*

种外源纤维素酶

在转基因小鼠的舌&大肠&小肠等部位有较高表达!

而在食管和胃等组织中却基本没有表达'这可能说

明在哺乳动物的消化道中!口腔&大肠和小肠等组织

更容易合成&分泌外源纤维素酶蛋白以及保持其活

性!因此更适合作为表达外源蛋白的靶点'另外!在

转入的
*

种纤维素酶中!尽管
LG9)

酶在小鼠肠道

中的活性与野生型小鼠相比有显著差异!但其活性

与
;GH4

&

HeFL

相比较低'这可能是
LG9)

蛋白

与其他两种蛋白相比!稳定性较差导致的'将其替

换为稳定性&耐酸碱能力更强的葡糖苷酶可能会获

得更好效果'

本研究表明!

04

肽能够有效介导
*

个外源基因

在
:;̀ 0/*4

细胞以及小鼠中的共表达'并获得
*

基因共表达转纤维素酶转基因小鼠!为培育具有高

饲料转化率的转基因动物奠定基础'
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