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!!'摘要(!目的!分析不同启动子与核基质结合区!>4)"组合对中国仓鼠卵巢细胞!.B("中转基因表达的影

响)方法!将%,珠蛋白 >4)!,J9%"与人巨细胞病毒早期启动子!#JP-&("-猿猴空泡病毒&%!!P&%"启动子组

合#构建两种不同启动子与,J9%组合的表达载体)转染.B(细胞#&T@后观察增强型绿色荧光蛋白!6DY/"的

瞬时表达情况&D&!T筛选稳定转化的细胞株#流式细胞术分析稳定.B(细胞A;ML基因的表达水平#实时荧光定

量/.)!0/.)"分析A;ML基因的相对拷贝数)结果!不含,J9%的表达载体##JP-&( 启动子A;ML 表达明显

强于!P&%启动子&,J9%能提高#JP-&( 启动子A;ML 表达水平#但在!P&%启动子中并未表现出提高作用)两

侧含,J9%的表达载体比一侧含有,J9% 的表达载体#JP-&( 启动子A;ML 表达荧光强&D&!T加压筛选后#含

!P&%启动子的,J9%表达载体A;ML 基因表达不稳定#荧光逐渐减弱#因此#后期只对稳定表达A;ML 基因的

#JP-&( 启动子表达载体进行流式细胞术和0/.)分析)流式细胞术检测结果显示#一侧含有与两侧含有,J9%

的#JP-&( 启动子表达载体A;ML 基因表达量比不含,J9% 的表达载体分别提高U#TW倍和!"#U&倍&0/.)结

果显示#以不含,J9%的载体的A;ML 基因拷贝数为!#一侧含有与两侧含有,J9%的#JP-&( 启动子表达载体

A;ML 基因相对拷贝数为-#$T和U#"W)结论!#JP-&( 启动子活性强于!P&%启动子&,J9%能提高#JP-&( 启

动子外源基因的表达水平#其机制可能与增加基因拷贝数相关)
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MK:6:@K:M68@66QC9677J=:<6S6<7=O89K:7H6:6#R@JM@2KN;696<K86I8=8@6J:M96K76=OH6:6M=CN:E2;69#

'J,KLCB-?(!!>K89JQK88KM@26:896HJ=:!!#JP-&(C9=2=869!!!P&%C9=2=869!!.B(M6<<

!!随着基因工程技术和大规模动物细胞培养技术

的应用和不断发展#中国仓鼠卵巢细胞!.B("表达

系统已经成为生物技术药物最重要的表达或生产系

统#并被广泛应用于抗体-重组蛋白药物和疫苗等产

品的研发和生产中#接近A%Z的重组蛋白是用

.B(细胞生产
+! -,)在细胞长期培养过程中#重组

蛋白产率和稳定性会受质粒载体的组分和整合位点

的影响
+& W,#可能导致基因拷贝丢失-转录失活-基

因沉默等)在表达载体中插入如核基质结合区

!>4)"-内部核糖体进入位点!*)L+"-遍在染色质

开放元件!?.(L7"等顺式作用元件来调控转录活

性#能够增加目的基因的表达水平+$ !!,)

>4)是存在于真核细胞染色质中的一段与核

基质特异结合的V34序列)>4)可以通过边界

效应提高转基因表达水平#同时也能降低不同转化

株之间的表达水平差异
+!" !$,)截止目前#文献已经

报道了数个 >4)片段可以用来提高.B(细胞中

的转基因表达水平和阳性克隆细胞数
+!A "&,)此外#

>4)在提高转基因表达时具有3位置效应4-3叠加

效应4及3距离效应4+!$#"- "W,)虽然目前 >4)详细

的作用机制尚不清楚#但 >4)功能或活性会受到

载体组分的影响#V34序列本身并不能使 >4)激

活#而 >4)活性可能与它们富含 41碱基或组蛋

白修饰等高阶调控V34形成的特定构象相关
+"$,)

启动子是表达载体的重要组成部分)哺乳动物

细胞中重组蛋白高水平表达常用的高效启动子有人

巨细胞病毒早期启动子!.>f,*L"#以及猿猴空泡

病毒&%!+f&%"启动子 +"A "T,)但有报道称启动子

本身容易受到干扰#导致长期培养下重组蛋白产率

下降或不稳定
+"U --,)为进一步分析不同启动子与

>4)组合对.B(中转基因表达的影响#本研究构

建了!P&%和#JP-&("种不同启动子与含%,珠蛋

白 >4)!,J9%"质粒的表达载体#观察在.B(细

胞中#不同启动子与,J9%相互作用对增强型绿色

荧光蛋白!6DY/"表达水平和稳定性的影响#这将有

助于在设计质粒表达载体时选择适用于稳定高产重

组蛋白的有效顺式作用元件)

1!材料与方法

1#1!材料

限制性内切酶-O/>V34聚合酶-V34连接

酶-I31/均购自大连宝生物公司&C*)L+,:6="载

体-C.41')-,.=:89=<f6M8=9-CLDY/,.!保存于本

实验室#质粒提取和凝胶回收试剂盒购自康为世纪

生物科技有限公司&FJC=O6M8K2J:6
')-%%%基因转染

试剂盒购自*:SJ89=H6:公司&基因组V34提取试

剂盒-!Z青链霉素购自上海碧云天生物公司&

V>L>\Y!"细胞培养基-胎牛血清-D&!T均购自

美国DJ;M=公司&.B(细胞购自北京协和医学院细

胞所&其他常规试剂均购自上海生工公司#引物合成

也由上海生工公司完成)

1#/!方法

1#/#1!不同启动子含,J9%载体的构建!基因引

物序列见附表)/.)扩增,J9%1!D6:'K:P3=#

F""AW&"T&%0"UUU;C之间的片段2-A;ML 报告

基因!来源于CLDY/,.!"和!P&%启动子!来源于

C.41')-,.=:89=<f6M8=9")以C*)L+,:6="为基础

载体!含#JP-&( 启动子"#A;ML报告基因插入到

其多克隆位点得到C*)L+,#JP-&(,A;ML载体&将

+f&%启动子替换C*)L+,#JP-&(,A;ML 表达载

体上的#JP-&( 启动子#构建C*)L+,!P&%,A;ML

载体&为实现定向克隆#将酶切位点:C33.JK33

!1.D.D4# 4.D.D1 "# =67 3.!T/ 3

!.1.D4D#41114441"分别加入到引物的 Ẁ

端 !图!")将扩增的,J9% 分别克隆到C*)L+,

!P&%,A;ML和C*)L+,#JP-&(,A;ML载体启动子

上游#以 及 C*)L+,#JP-&(,A;ML 载 体 启 动 子

C=<N4 下游#构建表达载体 C*)L+,!P&%,A;ML-

,J9%-C*)L+,#JP-&(,A;ML-,J9%!和C*)L+,

#JP-&(,A;ML-,J9%")

附表!基因引物序列

D'H=,!OB#E,B?,Q&,($,?

D6:6 /9J269 +60E6:M6!Ẁ,-̀" /9=IEM8.

;C

A(;ML /! 41DD1D4D.44DDD.D4DD4D.1D1 A!A

/" 114.11D14.4D.1.D1..41D..D

!P&%
!C9=2=869

/- D.41.1.44114D1.4D.44..414 "%"

/& 44D.11111D.4444D..14DD..1

,J9% /W 4414141.1..1D4144441D1.14 "!$%

/$ DD41..1...4111.DD..1..1D4

1#/#/!细胞培养及转染!.B(,+细胞培养于

V>L>\Y!"培养基中#其中含有!%Z胎牛血清和

!Z青.链霉素#在-Aa-饱和湿度-WZ .(" 培养箱

中培养#待细胞贴壁生长达U%Z时#用%#"WZ胰蛋

U!
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图1!表达载体示意图

U#<1!.@AB,??#C(*,$>CBCR?$%,E'>#$#==&?>B'>#C(

!P&%$+J2JK:SJ9E7&%C9=2=869&#JP-&($.N8=26HK<=SJ9E7

J226IJK86,6K9<N C9=2=869& ,J9%$ '68KH<=;J: >4)& *)L+$

*:869:K<9J;=7=266:89N7J867&A;ML$L:@K:M6IH966:O<E=967M6:8

C9=86J:

白酶消化收集细胞#以"[!%$.孔接种于"&孔板

内#次日各表达载体分别进行转染#以不转染表达载

体的 .B(,+细胞为阴性对照#C*)L+,#JP-&(,

A;ML和C*)L+,!P&%,A;ML为阳性对照#不同批次

的各表达载体分别单独转染-次#转染方法按照

FJC=O6M8K2J:6-%%%基因转染试剂盒说明书进行)

1#/#;!瞬时A;ML 转基因表达水平分析!转染

&T@后#荧光倒置显微镜观察细胞6DY/的表达情

况#分析瞬时转染效率)

1#/#3!稳定转染条件下A;ML转基因表达水平分

析!采用D&!T筛选稳定转化的细胞株)首先选取

质量浓度为T%%$H.2F的D&!T培养液#经过加压

筛选"周后#待阴性对照细胞全部死亡#改为质量浓

度为W%%$H.2FD&!T培养液维持培养#待稳定转

化的多克隆细胞形成后#转入培养瓶内继续培养#待

细胞浓度约!%$ 2Fb!
时#收集细胞#流式细胞术检

测6DY/表达量#以平均荧光强度!>Y*"表示#分析

稳定细胞6DY/表达情况)

1#/#M!稳定转染条件下A;ML转基因的相对拷贝

数分析!应用实时荧光定量/.)!0/.)"进行拷贝

数分析)分别提取不含,J9%及含,J9% 表达载

体转染的.B(细胞稳定株的基因组V34#以此作

为模板#根据A;ML基因序列及内参片段甘油醛,-,

磷酸脱氢酶!;9L@'"基因序列用/9J269W#%设计

引物#A;ML引物$/!$Ẁ,.14.D1..4DD4D.D.

4..41.1,-̀&/"$Ẁ,D11.11.1D.11D1.DD

..41D4141,-̀&;9L@' 引物$/-$Ẁ,D1.11

1.11.1D..D11.1.,-̀&/&$Ẁ,4..4D..1.

4114DD111D1,-̀)采用+̂ 'L)D966:3荧光

染料法用荧光定量/.)仪测定A;ML 基因的相对

拷 贝 数)/.) 扩 增 体 系 设 为 !% $F#采 用

CJP=96K<82U$实时/.)系统!赛默飞世尔科技-美

国"配备的CJP=96K<软件"#"进行分析)/.)程

序$UWa预变性W2J:#UWa-%7#$%a-%7#A"a

-%7#&%个循环#所有样品重复-次)用"b"".8
方法

计算A;ML基因的相对拷贝数#其数值表示目的基

因拷贝数相对于内参基因拷贝数的相对倍数)

1#/#N!统计学方法!计量资料采用$QdH表示)组

间比较采用单因素方差分析#组间两两比较采用D

检验#L%%#%W为差异有统计学意义)

/!结果

/S1!瞬时+67)转基因的表达

见图")转染.B(细胞&T@#可见!P&%启动

子的表达载体!图"4-"'-"."中A;ML荧光明显弱

于含#JP-&( 启动子的载体 !图 "V-"L-"Y"&

,J9%并不能明显提高!P&%启动子载体的转染效

率和表达水平!图"'-".")在#JP-&( 启动子载

体中两侧含,J9% 的A;ML 荧光比一侧含,J9%

稍强!图"L-"Y")

/S/!稳定转染条件下+67)转基因的表达

D&!T!T%%$H.2F"加压筛选后#含!P&%启动

子的,J9%表达载体!C*)L+,!P&%,A;ML-,J9%"

A;ML基因表达不稳定#荧光逐渐减弱!图"."#因

此#后期只对稳定表达A;ML基因的#JP-&( 启动

子表达载体!C*)L+,#JP-&(-A;ML-,J9%"进行评

估)结果显示#含,J9% 载体!C*)L+,#JP-&(-

A;ML,,J9%!和C*)L+,#JP-&(-A;ML-,J9%""

的A;ML表达量比不含,J9% 的表达载体!C*)L+,

#JP-&(-A;ML"分别平均提高U#TW倍和!"#U&倍#

两侧含,J9%!C*)L+,#JP-&(-A;ML-,J9%""比

一侧含,J9% 表达载体!C*)L+,#JP-&(-A;ML-

,J9%!"高!#"U倍#不同载体转染的细胞A;ML含

量差异有统计学意义!L%%#%!"#见图-)

/S;!稳定转染条件下+67)转基因的相对拷贝数

0/.)实验结果显示#将不含,J9%的对照载

体!C*)L+,#JP-&(-A;ML"的基因拷贝数设为!#则

Ẁ端含,J9% 表达载体!C*)L+,#JP-&(-A;ML-

,J9%!"A;ML 基因相对拷贝数为-#$T#两侧含

,J9% 的 表 达 载 体 !C*)L+,#JP-&(-A;ML-

,J9%""拷贝数为U#"W!L%%#%!"#见图&)

%"
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图/!+67)基因瞬时表达

U#</!DB'(?#,(>,@AB,??#C(CR+67)<,(,

4$C*)L+,!P&%-A;ML 6QC9677J=:S6M8=9&'$C*)L+,!P&%-A;ML-,J9% 6QC9677J=:S6M8=9&.$Y<E=967M6:M6=OC*)L+,!P&%-A;ML-

,J9%6QC9677J=:S6M8=9KO8697M966:J:HAIRJ8@D&!T&V$C*)L+,#JP-&(-A;ML 6QC9677J=:S6M8=9&L$LQC9677J=:S6M8=9M=:8KJ:J:H=:6

,J9%K88@6Ẁ 7J86!C*)L+,#JP-&(-A;ML-,J9%!"&Y$LQC9677J=:S6M8=9M=:8KJ:J:H8R=,J9%O<K:PJ:H8@6A;ML6QC9677J=:MK776886

!C*)L+,#JP-&(-A;ML-,J9%""

图;!+67)基因稳定表达!!!图3!+67)基因拷贝数分析

U#<;!">'H=,,@AB,??#C(CR+67)<,(,!!!U#<3!G('=K?#?CR+67)<,(,$CAK(&EH,B

>Y*$>6IJK:O<E=967M6:M6J:86:7J8N&4$C*)L+,#JP-&(-A;ML&'$C*)L+,#JP-&(-A;ML-,J9%!&.$C*)L+,#JP-&(-A;ML-,J9%"#

" L%%#%!#S7#C*)L+,#JP-&(-A;ML&4L%%#%!#S7#C*)L+,#JP-&(-A;ML-,J9%!

;!讨论

.B(细胞具有准确的转录后修饰功能#其表达

蛋白在分子结构-理化特性以及生物学功能方面更

接近于天然的蛋白分子#目前已成为生物技术药物

最重要的表达或生产系统
+! "#-&,)然而#由于转基

因在转染细胞后往往会发生随机整合#经常引起转

基因沉默或表达水平低下
+-W,)故构建有效的表达

载体在哺乳动物细胞高效-稳定表达重组蛋白技术

中占据着重要的位置)除感兴趣的基因外#质粒表

达载体的组成部分包括启动子-多聚腺苷酸化信号

以及诸如 >4)的顺式作用元件)

最近的研究发现#人H>4)-%,干扰素 >4)及

鸡溶菌酶 >4)等均能促进基因表达
+"-#"W#-$,)有研

究表明#>4)可与核基质结合成环#促使基因上游

的调控序列和启动子靠近#驱动环中的V34序列

与核基质靠近#从而使启动子与核基质结合的

)34聚合酶及转录因子发生相互作用#进一步提

高启动子的活力#增强了基因的转录水平+-A,)而利

用强的哺乳动物病毒启动子如+f&%和.>f也能

!"
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够达到高表达)本研究构建了具有#JP-&( 和

!P&%两种启动子的含,J9%表达载体#分析启动

子和,J9%不同组合对A;ML 基因表达的影响)

本研究结果显示#不论是否含有,J9%#在含#JP-

&(启动子的表达载体中的A;ML 基因表达水平和

稳定性均高于含!P&%启动子的表达载体#这说明

>4)提高外源基因表达依赖于表达载体中的启动

子)

此外#有报道称.>f,*L启动子强效驱动作用

主要归因于它位于!!T0W"&核苷酸之间的增强子

元件#其增强子包含有如核因子!!3Y!"-环磷酸腺

苷反应元件结合因子!.)L'"-特异性蛋白!!+/,

!"-激活蛋白!!4/,!"-L二十六!L1+"样转录因

子!!LFG,!"等多个转录因子结合位点+-T &%,#外源

基因高效表达除依赖载体中启动子的强弱外#基因

序列-载体类型及所用细胞系等也是影响其表达的

重要因素)本研究结果表明#无论在瞬时转染条件

下还是在稳定筛选后#含,J9% 元件的表达载体

A;ML 基因表达均高于不含,J9% 的表达载体#且

A;ML基因两侧含有,J9% 的表达载体高于一侧

含有,J9% 的表达载体&0/.)结果显示A;ML基

因两侧含有,J9% 的表达载体的拷贝数明显高于

一侧含有,J9% 的表达载体)以上结果表明#两侧

含有,J9%的表达载体A;ML 表达水平增高可能

与A;ML 拷贝数增多有关)在 >4)提高转基因表

达方面#本实验的结果可以为今后选择适宜的启动

子提供一定的理论依据)同时我们也分析了转基因

高表达的可能机制#为基因工程技术中重组蛋白高

水平表达提供新的思路)
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