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摘要 : 通过 咒R 技术从产蛋鸭输卵管基因组中扩增出 1
.

2 kb 的鸭清蛋白 5’ 端调控区
,

将其亚克隆人 P I山 18
一
T 载体

的多克隆位点 (命名为 p o V)
,

经酶切和测序鉴定可作为启动外源基因表达的调控序列
.

为构建其启动外源基因的

质粒表达载体作准备
.
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在牛的乳腺 生物反应器研究中
,

研究者用 卜酪

蛋白基因的启动区来启动外源基因在乳腺的特异表

达
.

而在鸡的输卵管生物反应器研究中
,

选用鸡蛋中

含量最多的卵清蛋白的调控 区来调控外 源基因在输

卵管组织的表达 〔’ ]
.

早在 19 82 年 eH iil g 等 〔’ 〕克隆并

研究了鸡卵清蛋 白 5
`

端调控区
,

它除 了具真核基 因

启动子所共有的特点外
,

还具有一些特殊的特点
,

如

具有上游启动子成分
、

T A
r

fA 框样序列
、

短 回文序列

以及激 素依赖性调控元件等
.

日本 的 oc hi ia 等 s[]

19 9 8年证明了卵清蛋 白 5
’

端调控 区调控人促红细胞

生成素在鸡输卵管组织的特异表达
.

克隆卵清蛋 白

5
’

端调控区是研究禽类输卵管生 物反应器 的关键
,

本研究克隆了鸭清蛋白 5’ 端调控区
,

以期为构建其

启动外源基因的质粒表达载体奠定基础
.

1 材料与方法

1
.

1 材料

大肠杆菌菌株 C H
一

5 为实验 室分离 ; 克隆载体

户 1D 8了 为 大连宝 生物 公 司产 品 ; 限制 性 内切酶
、

瓜DN A 连接酶
、

ha 酶
、

M a r k e r
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、
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日本 1恤
a R a
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京六一 D、胃
一
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.

根据有关文献田设计了 1对引物
:

T 1 5
’
了 IU G C AC叭;A C r AA A CT TC AG C-T 3

`
;

咒 5’
一

CT’ 1U AC代汇
口

D叭人 C GCA月队 C
一

3
`

.

送 San
-

脚公司合成
.

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 鸭输 卵管组织 DNA 的提取闭 取产蛋鸭的

输卵管膨大部 的组织块约 l oo mg
,

剪碎置人 1
.
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的饰ep n do fr 管

.
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拼L
,
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.

55 ℃水浴锅中消化至澄清
.
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,
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取上清
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加

人 2 倍体积冷乙醇沉淀 D NA
.

用体积分数为 70 % 的
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乙醇冲洗
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晾干
.

加人 TE 充分溶解
.

电泳观察结果
.

1
.
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.

2 清蛋白 5’ 端调控 区的扩 增 z[] 反应体系
:
模

板 DN A 20
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5 ,
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n ,

72 ℃延伸 1
.

5 而 n ,

共计 30 个循环 ; 72

℃延伸 or 而
n

.

4 ℃保存
.

1
.
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.

3 电泳鉴定阎 cP R 产物用 0
.

00 8 g/ mL 琼脂

糖电泳
,

TA B B l l
玉

r ,

恒压 or Vc/ m
,

电泳 2 一 3 h
,

用澳

化乙锭 ( or
n l留mL )染色

,

紫外分析仪照相记录
.

1
.

2
.

4 卵清蛋白 5’ 端调控 区 ( vo ) 克隆到 户1D 8
一

T

载体 按 户1D 8
一

T 载体说明书操作
,

连接过夜
.

将克

隆的卵清蛋 白 5
’

端调控区亚克隆人 p hD 18
一

T 载体
,

连

接产物 转化大肠杆 菌感受态 细胞
,

小 量提 取 质粒

D NA
,

用限制性内切酶 峥
几 I和 iH dn lll 进行双酶切鉴

定
.

1
.

2
.

5 卵清蛋白 5’ 端调控区的测序 将所得纯化质

粒用全自动测序仪测定
.

2 结果与分析

2
.

1 卵清蛋白 5’ 端调控区的克隆

卵清蛋白 5
`

端调控区扩增产物经 0
.

的8 岁mL 的

琼脂糖电泳
,

可见其位于 M aJ 人e r Z 《X旧的 2 汕条带近

前端
,

大小约为 1
.

2 hk
,

与预期的结果相符 (图 1 )
.

行双酶切鉴定
,

p o V 阳性质 粒经酶切后得 到约 2
.

7

kb 和 1
.

2 kb 的 2 条带
,

2
.

7 比 条带大小和载体相

同
,

1
.

2 k b 条带大小与所扩增的卵清蛋 白 5’ 端调控

区大小相符 (图 2 )
,

这些结果表 明卵清蛋 白 5’ 端调
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.
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3 卵清蛋 白 5’ 端调控区的序列测定

为进一步鉴定卵清蛋白 5
’

端调控区是否具有调

控作用
,

对其进行测序
.

测定限制性内切酶 峥
几 I和

从耐 111 之间 1
.

2 油 的序列
,

从测序结果 (图 3 )看出

上游序列连接 天乙。 I
、
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。 I ( Sma l)

、

峥
几 I几个

酶切位点
,

下游序列连接 阮11
、
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、

私 I
、
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个酶切位点
.
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,
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图 1 卵清蛋白 5’ 端调控区扩增图谱
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2 卵清蛋白 引端调控区的酶切

将扩增产物克隆人 p h1D 8
一

T 载体后
,

先用 cP R

进行初步鉴定
,

证明质粒含有卵清蛋 白 5
’

端调控 区
.

再进一步用酶切鉴定
,

选用 Xb al 进行单酶切鉴定
,

p O V 阳性质粒经酶切得到 1条 3
.

8 比 的条带
,

位于

Makr er 巧 《XX)的 s kb 条带和 2
.

5 k b 条带之间
,

靠近

5
.

0 比 条带 ; 选用 峥
n l 和 月艺耐 m 限制性内切酶进

3 讨论

作为启动子的某段序列包括核心启动子和上游

启动子元件
.

核心启动子又包括转录起始位点 (帽子

位点 )和
一

25 区的 TAT A 框
,

其单独起作用决定转录的

起始和产生基础水平的转录
.

许多基因的上游启动

子元件为 C C AA I
,

框
,

存在于基因转录起始位点的上

游
,

可通过与转录因子的结合提高基因的表达水平
.

受激素诱导基因的转录起始位点上游存在激素诱导

识别序列
,

可通过与激素受体和激素的结合诱导基

因转录
.

本试验扩增 的卵清蛋白 5’ 端调控区测序结

果与国外已 发表序列 ( SHI JMAN R
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发现有 13 个碱基发生

变化
,

碱基序列发生变化 的原因可能是个体品系的
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(一 )仲
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,
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,
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端调控区测序分析

iF g
.

3 N u e b iDt 由 肠卿
e
nC

e of o v司山山双访 5
, ~ t e lr in耐 卿刘时呵 比子叨

差异或者 7匈 酶效应所致
,

也可能 由于测序误差
.

虽

然多个碱基发生 突变
,

但转 录起始位点
、 一

25 区 的

TAT A框
、

上游启动子成分 C口认 T 框
、 一 87 0 - 一 700

区的 T ATA 框样序列以及
一 8印

- 一 824 区和 一 2 28 -

一

oo2 区的短 回文序列 [ 6〕都没有发生变化
.

卵清蛋

白基因受激素的调控
, 一 870

- 一 780 区 的激素依赖

性调控元件 v[, s]也没有变化
,

所 以作为调控序列并不

影响其应用
,

因此所克隆的卵清蛋 白 5
’

端调控 区可

用来启动外源基因的表达
,

为下一步构建卵清蛋 白

5
`

端调控区调控 h EP O 基因的质粒作准备
.

从测序结

果也可以看出 叉灰王I
、

刀抓 IH
,

叉h地 (I nS 砚 l)
、

峥
几 I 几

个酶切位点和上游序列相接
,

撇 I
、

stP l
、

hrS l
、

拭耐m

几个酶切位点和下游序列相接
,

结合质粒 图谱知卵

清蛋白 5’ 端调控区方向与 p hD 18
一

T 载体中的 加己
、

为即 及启动子方向一致
,

知其方向便于下一步设计

构建其调控外源基因的表达载体
.
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