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目的
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#分析氯霉素乙酰转移酶"
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#基因的表达水平$结果
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结论
!

在稳定重组
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能够提高转基因的表达水平!
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组合其启动效率优于
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随着基因工程技术的发展及应用#目的基因发生基因沉默

现象已成为其研究和应用的主要障碍$为获得稳定高效的转

基因株系#现已经研发许多方法来避免转基因沉默#包括在表

达载体中用强启动子或增强子及去甲基化处理'

!/2

(

$核基质结

合区!

_6;

"序列是真核细胞 染色质中能与核基质特异结合

的
Je6

序列$研究表明#

_6;

能提高
O[\

表达系统中转基

因的表达水平及降低转化株转基因表达水平差异'

$/#

(

$与其他

调控元件不同#

_6;

能促进沉默基因再激活以及提高非沉默

细胞的表达水平'

0

(

$研究还发现
_6;

可以调控活跃和非活

跃表达之间的长期转变#从而减少沉默效应'

"

(

$启动子是与特

异性识别和结合
;e6

聚合酶的
Je6

序列#能够调控下游基

因表达#启动子和不同调控元件的组合会影响重组蛋白的表

达'
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$优化
_6;

和启动子等不同调控元件的组合#能提高

重组蛋白的表达*阻止启动子的甲基化并增加表达的稳定性$

本研究通过构建含
_6;

序列的具有不同启动子的载体#分析

不同启动子与
_6;

对转基因表达效率的影响并筛选出最佳

组合#为阐明
_6;

提高
O[\

细胞转基因表达水平的机制提

供理论依据$
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酶联免疫吸附试验!
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)

3Z/6̀ O

O6<6̀ <<<̀ 6̀ <<6OOO<<</$Z

$根据
7

R̀ ]T/O!

载

体上的人巨细胞病毒立早!

O_h

"启动子序列设计
T$

*

T1

引

物%

3Z/<66 6̀ 6 <O< <6̀ <<6 <<6 6<6/$Z

%

3Z/<66

66̀ O<< 6̀<O<̀ 6Ò <̀</$Z
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程序%
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$片段长度为
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引物由上海生物工程有限公司合成$
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载体构建
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质粒上#转化
R*D'?(J[3

#

#提取质粒#酶切鉴定#鉴定

正确的质粒命名为
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$将连有
O_h

片段的
</E=D@':

以

及
7
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质粒分别用
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酶切#
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连接酶将回收

的
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连接到相应内切酶的
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7
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质粒上
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"启动子#转化
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#
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双酶切#琼脂

糖凝胶回收去除
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的片段#回收片段命名为
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载体%含有
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启动子和
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报告基因)
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报告基因)

O

%

7

O6<2

载体%含有
&

珠蛋白
_6;

*

O_h

启动子及
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报告基因)

J
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载体%
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启动子及
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报告基因$
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%多聚腺苷酸
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图
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不同启动子含
_6;

载体示意图
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细胞培养及转染
!

以
2!j!)

+

&孔的密度在
21

孔板接

种
O[\

细胞#第
2

天将含构建的载体
7

O6<!

*

7

O6<2

和

7

O6<$

载体进行转染#

7
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作为对照$方法根据梭华
/-'/

B9-@

基因转染试剂盒说明书进行$转染
10A

后#加入终浓度为

0))

%

8

&

5V

的
1̀!0

#筛选
!

周后#不转染的对照细胞全部死

亡#

1̀!0

培养液降低至
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%

8

&

5V

#持续筛选
!

周#大约
!1&

待细胞集落形成后#用
)*23N

胰酶消化#对每组转染细胞转入

"+

孔板内继续培养#待细胞密度到
0)N

!

")N

时#收集细胞#

进行下一步分析$

>*?*A

!

O6<

基因表达分析
!

参考文献'
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(方法#收集稳定

转化细胞#调整每组细胞浓度为
!j!)

+ 个&
5V

#根据
O6<

试

剂盒说明进行检测$用预冷的
TXS

液洗涤
$

遍#加入
!5V

裂

解液!

3

倍稀释"轻轻晃动#室温放置
$)5(.

#

1k!2))):

&

5(.

离心
!35(.

#吸出上清液#每个标本吸出
2))

%

V

加入
R

7

管中#

并设阳性和阴性对照#其他参照试剂盒说明书检测
O6<

含量$

>*@

!

统计学处理
!

采用
STSS!0*)

软件包进行统计分析#计

量资料用
?P:

表示#不同组间比较采用单因素方差分析#各组

间两两比较采用
!

检验#以
"

"

)*)3

为差异有统计学意义$

?
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结
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果
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载体构建及鉴定
!

构建好的
7

O6<!

载体分别用
^

7

.

(

&

X

8

?

'

酶切#琼脂糖凝胶电泳鉴定结果显示有
##)K

7

片段切

出#与预期片段的大小正好相符#表明成功构建了含
_6;

!

##)

K

7

"片段的表达载体
7

O6<!

#由
Sh1)

启动子驱动$同样的将

构建的
7

O6<2

载体经
X

8

?

'

&

[(.&
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双酶切后有
+))K

7

和

2!"K

7

片段切出#其中
+))K

7

片段是
O_h

启动子片段#

2!"

K

7

是
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个
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酶切位点之间的内含子片段$
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酶切消化$
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X
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%未酶
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酶切消化$
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X
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X
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酶切)
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图
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!!7
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和
7

O6<2

酶切鉴定图
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不同表达载体的
O6<

含量分析
!

将构建好的含不同启

动子的表达载体
7

O6<!

*

7

O6<2

*

7

O6<$

和
7

O6<̀

转染

O[\

细胞#形成稳定表达株后#收集细胞并对
O6<

含量进行

分析$结果显示%含
_6;

的
7

O6<!

和
7

O6<2

载体转染的细

胞
O6<

含量比不含
_6;

的
7

O6<̀

和
7

O6<$

载体转染的

细胞高#分别提高
2*!1

倍和
!*23

倍)而由
Sh1)

启动子驱动

含
_6;

表达载体
7

O6<!

转染的细胞
O6<

含量明显比由

O_h

启动子驱动的
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高
$*2+

倍!图
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图
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不同载体转化的细胞平均
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含量
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外源基因在哺乳动物细胞中的表达与许多因素相关#如转

录和翻译调控元件*

;e6

剪接过程*

5;e6

稳定性*基因在染

色体上的整合位点*重组蛋白对细胞的毒性作用以及宿主细胞

的遗传特性等$目前提高外源基因表达水平的研究主要集中

在'
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!

"启动子的改造)!
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"适合的增强子)!

$

"选择载体
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主的最优组合等$
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作为基因表达调控的重要顺式作用
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6/K'>

!

66<666a666

"*

</K'>

!

<<W</

#0$2

重庆医学
2)!#

年
+

月第
1+

卷第
!#

期



W<<W<<

"*

Je6

链解旋序列!

66<6<6<<<

或
66<6<<

"

和拓 扑 异 构 酶
'

结 合 位 点 !

<̀eW6a6<<e6<ee

"等$

_6;

参与
Je6

复制调控和转录调控等多种核生化过程#

_6;

能有效克服外源基因沉默#提高外源基因在真核生物细

胞中表达水平和稳定性'

$/+

(

$

随着基因工程的发展#构建高表达载体的需求也越来越

多#启动子的强度对于基因的表达起着决定性的作用#是基因

工程表达载体的重要元件$启动子是位于结构基因
3U

端上游

的
Je6

序列#能活化
;e6

聚合酶#使之与模板
Je6

准确的

结合并具有转录起始的特异性$启动子本身并不控制基因活

动#而是通过与转录因子结合来控制基因活动的$

_6;

序列

提高转基因表达的机制虽然不很清楚#但也与转录因子有关$

启动子和不同调控元件的组合会影响重组蛋白的表达#启动子

与
_6;

不同组合是否能够影响外源基因表达效率是值得探

讨的问题$本研究发现在
O[\

细胞中含有
_6;

序列的载体

表达效率均显著高于不含
_6;

序列的载体#这与前期的研究

一致'

3/+

(

$此外#本研究还发现#由
Sh1)

启动子驱动的含有

_6;

序列的表达载体的基因表达水平优于
O_h

启动子驱动

的含有
_6;

序列的表达载体$有学者对含
_6;

表达载体

进行了研究#发现
_6;

提高转基因表达与启动子的种类有

关#在所使用的
Sh1)

启动子*

O_h

启动子*

R]/!

#

启动子*

D_6;

和
(_6;

启动子中#

Sh1)

启动子无论是提高转基因表

达还是稳定性方面都优于其他启动子'

!!

(

$这表明在
O[\

细

胞中#

Sh1)

启动子与
_6;

组合能使外源基因获得稳定的高

水平表达#

_6;

对转基因的影响可能依赖于启动子$

本课题组前期研究已证明
_6;

介导的质粒表达载体在

哺乳动物细胞中表达水平有不同程度的提高#但载体中各调控

元件的适配性及机制需进一步研究$本研究主要对
_6;

介

导的质粒表达载体的启动子*宿主细胞的适配性及其机制进行

研究#主要采用分子生物学技术分别克隆不同的启动子#分析

不同启动子与载体的适配性#探讨载体适配的通用高效启动

子#分析高效启动子结构及作用机制$本研究比较了
2

种不同

的启动子和
_6;

对转基因表达的影响#研究结果与
['

等'

!3

(

的一致#在哺乳动物基因工程中#常用的启动子还有很多#如

R]/!

启动子*

;Sh

启动子*

cKD

启动子等#这些启动子是否具

有同样效应#有待于进一步研究$此外#本研究仅做了
O6<

报告基因#其他的基因也需要进一步的研究$
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