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红系特异表达载体在转基因小鼠中表达的研究
’

贾春平 颜景斌 肖艳萍 方或腆 黄淑帧 曾溢滔 “

上海交通大学 医学遗传研究所
,

上海 2 00 0 40

摘要 为在个体水平上研 究珠蛋 白基 因位点控制区的 H sZ
,

H 3S 及 H s Z
一

H 3S 元件对 p
一

珠蛋 白基

因的时空表达调控作用
,

选择本实验 室构建的 c M v / G F P
,

H sZ A L L
,

H s 3A L L
,

H s2 3 A L L 等 4

种重组 载体
,

经 限制性酶切及 两步纯化
,

得到 了 5 种重组 D N A 片段
:

C M v / G F P
,

H SZ / G F P,

CM v / H S Z / G F P
,

H 2S 3/ G F P
,

H S 3/ G F P
,

并用显微注 射技术获得转基因小鼠
.

用流式细胞仪分析

转基因各组 织中绿色荧光蛋 白( G F P )表达情况
,

结果表明 H SZ 元件及 1
.

7 k b 的 份珠蛋 白启动子足

以调控 p
一

珠蛋 白基 因的组织特异性表达
.

此外
,

在不 同的转基因小 鼠中
,

G F P 的表 达虽有明显 的

个体差异
,

但综合分析比较可以看出
,

H sZ 与 H 3S 元件在调控 件珠蛋 白基因表达方 面
,

其增强子

作用基本相 当
,

且两者显示出显著的协同作用
.

关键词 卜珠蛋白基因 位点控制区 绿色荧光蛋白 转荃因小鼠

人类件珠蛋白基因簇的表达具有鲜明的发育阶

段特异性
,

即在胚胎期为
。
基因表达

,

到胎儿期该

基因逐渐关闭
,

G了和 A下基 因逐渐开 启 ; 到成体

期
,

下基 因趋 向不 完全关闭
,

俘基 因表达 量增高
,

出生 1年后
,

主要表达 p基 因
,

合成珠 蛋白的特异

性组织器官也随发育阶段 的演变而发生变化
,

即胚

胎期主要在卵黄囊
,

胎儿期在胎肝
,

到成人期则主

要在骨髓的红细胞 〔̀
,

2 ]
.

因此
,

各珠蛋 白及血红蛋

白的合成在个体发育过程中所出现的变化
,

反映了

珠蛋白基因在表达时空的遗传控制上具有精确的协

调性
,

这些都需要在个体水平才能显示出来
.

为了

研究调控 件珠蛋白基因簇各基因时空表达的顺式元

件
,

也需要在个体水平下进行才能反映出来
.

位点控制区 ( L C R )是珠蛋 白基因表达调控 中的

一个重要的顺式作用元件
,

对珠蛋 白基因组织及发

育阶段特异性表达具有十分重要 的作用 〔’ 」
.

L c R 位

于 俘珠蛋白基因簇上游较远处
,

长约 2 0 kb
,

在转基

因鼠研究中
,

L C R 可保证使与其相连的外源基因进

行组织特异性表达
,

且不依赖整合位点
,

表达量仅

与拷 贝数 有 关 [ 4 一 6]
.

L c R 由 5 个 I 型 D N A 酶

( D N a s e
l )高敏感位点 ( H S ) H S I 一 H S S 组成

,

各

H s 位点具有不 同的功能〔3
,

7
,

“ 〕
.

经过一系列研究发

现
,

H SZ 和 H s 3 是 L c R 活性的重要组成部分
,

其

中 H SZ 无论在细胞水平还是在个体水平都表现出典

型的增强子活性 〔9 一川 ; H 3S 在稳定整合情况下
,

有

增强子及开放染色质结构的活性
,

并可能对各 p珠

蛋白基因的发育阶段特异性表达具有重要作用
,

而

在瞬时转染中
,

其功能不一 〔̀ 2一 `4 〕
.

我们曾报道了几种红系特异表达载体在细胞水

平的表达情况
,

在 细胞水平 研究 了 H SZ
,

H 3S 及

H sZ
一

H 3S 对 p
一

珠蛋 白基 因的表达调控 〔̀ 5〕 ,

这些结

果能否在个体水平重现呢 ? 根据各种红系特异表达

载体在细胞水平表达的结果
,

我们选择 了本实验室

构 建 的 CM V / G F p
,

H望AL L
,

H邓AL L
,

H望 3 A L L

等 4 种表达载体 [` 5〕
,

经进一步纯化
,

用显微注射技

术共获得 了 29 只转基 因小鼠
.

经流式细胞仪检测

及荧光显微镜下观察各成体转 基 因小 鼠血 液
,

肝

脏
,

骨髓
,

脾脏
,

肺
, ’

肾脏
,

心脏
,

肠
,

脑等组织

中的绿色荧光蛋白 ( G F P )表达情况及不同重组表达

载体在成体小鼠外周血中的表达情况
,

为研究 件珠

蛋白基因的时空表达
,

H SZ 和 H 3S 的功能及两者之

间的相互作用提供了一定的依据
.
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材料与方法

1
.

1 重组 N A D片段的纯化

分别用限制性内切酶 尸v u
l

,

A at ll
,

sa l l 酶

切 CM V / G F P
,

H S ZA L L
,

H S 3 A L L
,

H S 2 3A L L 4

种表 达载体
,

进 行两 步纯 化
,

具体操 作方法详见

Q IA q u i e k g e l e x t r a e t i o n
试剂盒 说明书 ( Q ia g e n )及

5/ 5 e l u t i o n
说明书 ( S e h le i e h e r & S e h u e l l )

.

H S 3 / G F P 和 H S 2 3 / G F P )和 1 只阴性小 鼠
,

用骨髓

细胞 制 备 染 色 体 标 本
,

探 针 采 用 重 组 载 体

H SZ A L L
,

H S 3 A L L 和 H S 2 3 A L L
.

F IS H 操作参见

文献 [ 1 7 ]
.

2 结果

1
.

2 转基因小鼠的制备
,

p C R 及 s o u t h e r n b一o t 鉴

定

转基因小鼠的制备和 鼠尾组 织 D N A 的提取按

参考文献「1 6] 进行
.

以小鼠基 因组 D N A 为模板
,

P C R 扩增 G F P 基因
,

以鉴定外源基因是否整合
.

P C R 扩 增 所 用 引 物 为
:

5 几T G A C C T A C G
-

G C G T G C A G T G C T T
一

3
`

(上 游 )
,

5气T CG T C C A T G C
-

C G A G A G T G A T C C 3
’

(下 游 )
.

P C R 扩 增 条 件 为
:

9 4 ℃ s m i n
,

1个循环 ; 9 4 ℃ 4 5 5 ,

5 9 ℃ 4 5 5 ,

7 2 ℃

l m i n
,

3 2 个循环 : 7 2 ℃ 1 0 m in
.

P C R 产物作 电泳

检测
.

将 P C R 检 测 阳性 的转基因小 鼠基 因组 D N A,

用 B a m H I完全酶解
,

进一步进行
S o u t h e r n b l o t 鉴

定 [` 6 ]
.

2
.

1 转基因小鼠所用 D N A 片段的纯化

C M V / G F P
,

H S ZA L L
,

H S 3A L L
,

H 2S 3 A L L 4

种重组载体经限制性内切酶 p vu l
,

A at ll
,

S al 工

酶切及两步纯化
,

得到 了 5 种用作制备转基因小鼠

的重组 D N A 片段 (表 1 )
.

表 1 转基因小鼠所用重组 DN A 片段一览表

载体名称 片段名称 重组 D N A 片段结构示意图 长度 / kb

C M V / G F P C MV / G F P

CM V G FP
~ ~ ~ 司二习 - - - 名 . . 圈

— p C

P v u
l 线性化

D卜 A 3
.

1

H S Z 日P G F P pE

H S Z A L L H SZ / G F P

H S Z A L L

C M V/
HSZ /G F P

C M V H S Z p P G F P pE

H S 3 2 pP G F P p E

H S 2 3 A L L H S 2 3 / G F P

1
.

3 成体转基因小鼠各组织中 G F P 表达的检测

选择年龄
,

体重相 当的阳性成年转基 因小 鼠
,

处死后取其血液
,

肝脏
,

骨髓
,

脾脏
,

肺
,

肾脏
,

心

脏
,

肠
, `

脑等组织
,

用含适量抗凝剂的生理盐水多次

冲洗
,

将各组织中的血液尽可能冲洗干净
.

然后
,

取

少量组织充分匀浆
,

过滤
,

将获得的单细胞悬液用流

式细胞仪 ( eB
c

ont 及ck in 、 n F A C S alC
ib ur )检测

.

H S 3 即 G F P pE
一~ 把二立二口一 . . . 目 . . . . 卜 - -也手 -

SH 3AL
L

SH 3/ GF ”
}

_

}
` 。

一
A口 t ll

一

1
.

4 不同重组 D N A 的转基因小鼠外周血中 G F P 表

达的检测

分别取 由 H S Z / G F P
,

C M V / H S Z / G F P
,

H 2S 3 /

G F P
,

H S 3/ G F P 重组 D N A 得到的同龄转基因小 鼠

的外周血
,

先取一滴外周血做血涂 片
,

95 % 乙醇固

定 3 0 m in
,

以备在荧光显微镜下观察及拍照 ; 向其

余的外周血 中加适量含 2 % 小牛血清的 P B S
,

20 00

r/ m in 离心 5 m in
,

用含 2 % 小牛血清的 P B S 洗沉淀

的细胞
,

重复 2 一 3 次
,

用流式细胞仪分析其荧光

强度
.

1
·

5 FI S H 检测转基因小鼠整合位点

选取 3 只不 同类 型 的转基 因 小 鼠 ( H SZ / G F P,

2
.

2 转基因小鼠 P c R检测结果

以小鼠尾组织 D N A 为模板
,

P C R 扩增 G F P 基

因
,

检测外源基因是否整合
,

结果获得一些阳性转

基因小鼠
.

由 CM V / G F P
,

H S Z / G F P
,

CM v / H S Z /

G F P
,

H S 2 3 / G F P
,

H S 3/ G F P 得到 的原代转基 因小

鼠个体数分 别为 3
,

5
,

13
,

4
,

4 只
,

平均 整合率

为 10
.

8 9 %
,

具体 P C R 检测结果见图 1 及表 2
.

图 1 转基因小鼠的 P C R 检测结果

M 是以 1 00 b p 作为分子大小的单位
; 1一 7

,

H s Z/ G FP 转基因

小鼠
; s

,

P e R 检测阴性小鼠
; 9

,

阴性对照
; 1 0

,

阳性对照
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表 2 转荃因小鼠一览表

DN A

C MV /G FP

HSZ /G FP

C MV / HSZ /G FP

S 2 3 H/G F P

S 3 H/G F P

生产小鼠数 整合小鼠数 整合率 /% 舍 早 死仔

31

5 4

8 0

46

1 3

4

9
.

6 8 1 1

1 1
.

1 1 5

1 6
.

2 8 5

8
.

69 1 3

6
.

78 1 3

2
.

3 转基因小鼠
s o u t h e r n b 一o t 鉴定结果

为进一步验证外源基因是否真正整合到小 鼠基

因组 DN A 上
,

进行了 so ut h er
n bl ot 鉴定

,

鉴定结果

与 P CR 检测结果一致
,

结果见图 2
.

织中
,

没有检测到 G F P 的表达
,

因此在该转基因小

鼠中
,

G F P 的表达呈现 出明显 的红系组织特异性
.

在由重组体 CM V / H SZ / G F P 得到的成体转基因小

鼠中
,

也得到 了类似的 G F P 表达情况
,

骨 髓
、

脾

脏
,

外周血中表达 G F P 的阳性细胞数分别占骨髓
、

脾脏
、

外周血细胞总数的 2
.

34 %
,

1
.

35 %
,

1
.

1 %
.

在 由重组体 C M V / G F P 得到的成体转基因小鼠

中
,

G F P 表达情况 则 明显 不 同
.

C M V 介导 下的

G F P
,

在小 鼠各组织 中基本上都有表达
,

如在外周

血
、

骨髓
、

脾脏
、

肝脏
、

肺
、

肾脏
、

心脏
、

脑等组

织 中
,

表达 G F P 的 阳 性 细 胞 数分别 为 0
.

2 %
,

0
.

8 3%

0
.

1 6%

6 5 %

14 %
.

0
.

7 2%
,

0
.

2 1%
,

0
.

1 8 %o0

3
.

5 k b

5
.

8 k b

2
·

S E` 2 与 H泌 元件协同调控 卜珠蛋白基因的表达

分别 取 由 CM刀 / G FP
,

H义 / G F P
,

CM V/ H里 /

G F P
,

H发 3/ G F P
,

E旧3 / GF p 重组体得到的同龄转基

因小鼠的外周血
,

经流式细胞仪分析及荧光显微镜下

观察其表达情况
,

结果见表 3
.

当用
`

F AC S 分析转基

因小鼠 4G
一

34 和 4G
一

45 的外周血时
,

其
GFP 州性细

胞所在区域呈现 出两个明显 的峰 (见 图 3)
,

表明在

G F P 阳性细胞中
,

G F P 的表达量有明显不同
.

表 3 F A C S 检测转墓因小鼠外周血中 G F P 表达情况

3
.

5 kb

ee
D N A 编号

小鼠年龄

/月
小鼠性别

G F P 阳性

细胞 / %

百分数

平均值

( M 士 S D ) %

2
.

2 k b
C MV/ G F P

G l
一

2 0

G Z
一

12

G Z
一

4 2

0
.

17

0
.

3
0

.

2 3 士 0
.

0 9
早
A占

了n6

,ú
。。

,l

,1
0

门j
Z
,̀

图 2 转墓因小鼠的
s o u t h e r n b一o t 鉴定

1一 8
,

H S Z / G F p 转基因小鼠
,

其中 4 号为阴性
; 9 一 21

,

C M v / H S Z / G F P 转基因小鼠
; 2 2 一 2 5

,

H 2S 3 / G FP 转基因

小鼠
,

其中 24 号为阴性
;
26 一 29

,

H S 3 / GFP 转基因小鼠

H S Z / G F P 1
.

8 1 士 1
.

2 6

1
.

5

4
.

2

2
.

6

1
.

4 6 士 1
.

3 3
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ù工ú

.

…
n0
d.111

早早早早
人。人六ù人6
早
A右人。早

2Gù3G333GGG

C M V /

HSZ / G F P

了04

:
00

人6
早

G 3
一

5 8

G 3
一

6 4

00
ù
6创5155ù2卜3上

一尹d一11
尸̀

;

人占ù
早全
é

早
ù
早早早全
é

八j八、à二322
二内、ù凡j内」7

.
1二44
11éù月z八,11Ù7
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2
.

4 转基因小鼠各组织中 G F P 表达情况

经过流式细胞仪分析及荧光显微镜下观察各转

基因小鼠中血液
、

肝脏
、

骨髓
、

脾脏
、

肺
、

肾脏
、

心脏
、

脑等各组织的 G F P 表达及分布情况
,

结果表

明
:

在 由重组体 H SZ/ G F P 得到的成体转基 因小鼠

中
,

G F P 在各红系组织
,

如骨髓
、

脾脏
、

外周血中

均有表达
,

尤其是骨髓中表达 G F P 的阳性细胞占骨

髓细胞总数的4
.

39 %
,

脾脏
,

外周血中表达 G F P 的

阳性细胞数分别占脾脏
,

外周血细胞总数的 2
.

6 %
,

2
.

44 %
,

而在肝脏
、

肺
、

肾脏
、

脑等其他非红 系组

H S 2 3 / G F P

H S 3 / G F P

4 4
.

8 士 3 8

1
.

9 1士 1
.

3 8

G S
一

4 2
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图 3 F A c s 检测转基因成体鼠外周血中 G F P 的表达情况

B
,

非转基因小鼠外周血
; G 4 3 4

,

H s 2 3 / G F P 转基因小鼠 3 4 号
;

以
一

4 5
,

H咫 3 / G F P 转基因小鼠 4 5 号

在荧光显微镜下发现
,

p
一

珠蛋白启动子在 H SZ
,

H 3S 组合元件的调控下
,

不仅表达 G F P 的阳性红细

胞个数远远多于 H SZ 或 H 3S 元件
,

而且大 多数单

个细胞 中的 G F P 表达水平要远远高于 H SZ 或 H 3S

调控下的阳性细胞的表达水平 (图略 )
.

以上结果表

明
:

在个体水平上 H SZ 与 H 3S 元件对调控 各珠 蛋

白基因表达时
,

其增强子作用基本相当
,

且两者显

示出明显的协 同作用
.

2
.

6 转基因小鼠整合位点的 IF SH 检测结果

F I SH 结果显示 3 只 (即 3 种 )转基因小 鼠中外

源基 因的整合位 点各不相同
.

其 中
,

在 1 只 H S 3/

G F P 转基 因小鼠中外源基因整合在两条不同的染色

体上
.

而且不同小 鼠间杂交信号的强度亦有很大的

差别 (图版 工 )
.

3 讨论

研究 L C R 中各 H S 位点的功能以及它们之间的

相互作用
,

对了解 件珠蛋 白基因表达调控机制具有

十分重要的作用
,

这也是多年来的研究热点
.

通过

构建一些含单独 的 H S 位点或几个 H S 组合位 点的

珠蛋白基因表达载体
,

运用细胞转染及转基因小鼠

研究各 H S 位点的功 能及其相互作用
,

这 是 目前用

来研究珠蛋白基因表达调控最为常用的方法
.

本研 究 中
,

在 含 重 组体 H SZ/ G F P 及 CM V /

H S Z / G F P 的成体转基因小 鼠中
,

G F P 在 1
.

7 k b 的

件珠蛋白启动子调控下
,

可在血液
、

骨髓
、

脾脏等

红系组织中特异表达
,

尤其在骨髓中表达量最高
,

而在肝脏
、

肺
、 ’

肾脏
、

脑 等非 红 系组 织 中未 见 表
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达
.

C Mv 是真核表达载体 c PD N A 3
.

1 上 的人类 巨

细胞病毒增强子及启动子序列
,

可调控 目的基因在

大多 数 哺 乳 动物 细 胞 中高 效 非 特 异 表达
,

而 在

CM V / H SZ / G F P 重组体中虽然保留了 CM V
,

但是

因为有 H sZ 元件及 件珠蛋白启动子的存在
,

仍可调

控 G F P 在成体转基因小鼠红系组织中特异表达
,

因

此表明
,

H SZ 元件及 1
.

7 k b 的 件珠蛋 白启动子足以

调控 件珠蛋白基因的组织特异性表达
.

在 H S Z
一

H S 3 元件的调控下
,

日
一

珠蛋 白启动子的

活性远远大于在 H SZ 或 H 3S 元件单独调控 下的活

性
,

由此表明
,

H sZ 和 H s3 元件在调控 p
一

珠蛋白启

动子时
,

在个体水平呈现 出明显 的协 同作用
.

S ar
-

ge nt 等人的研究表明
,

H SZ 与 H 3S 元件在调控珠蛋

白基 因发育阶段特异性表达方面是具有一定的协同

作用的
,

尤其对协助 y
一

珠蛋 白与 件珠蛋白基因在胎

儿时期的竞争表达起的作 用更明显 〔̀ “ 〕
.

M o let e
等

人 〔̀ ” 〕利用同源重组的方法
,

在稳定整合的 M E L 细

胞系中
,

研究各 H S 位点的相互作用
.

他 们发 现
,

H SZ
,

H S 3
,

H 4S 核心序列 的组合元件 (共 1 kb) 作

用于人的 件珠蛋白启动子时无明显增强活性
,

其功

能只相当于各 H S 元件的水平
,

无 明显的叠 加或协

同作用 ; 而带 有 侧 翼序 列 的较大片段 组合 H s Z
-

H S 3
一

H 4S (共 3
.

5 kb) 增强作用较 明显
,

并显示出明

显的协同作用
.

尽管他们的实验同时表 明
,

o
.

4 k b

的 H SZ 核心序列
,

0
.

2 k b 的 H S 3 核心序列的功能分

别与 1
.

4 k b H SZ 元件及 1
.

g kb 的 H 3S 元件相 当
,

因此推测各 H S 位点的侧翼 序列对它们的协同作用

是必需的
.

因为各 H S 核心之 间分布着一系列的在

系统进化上非常保守的序列
.

虽然这些序列本身无

增强子活性
,

但是它们可以结合一些特殊的蛋白因

子
,

起着
“

操纵子
”

的作用
,

通过调整各 H S 元件

的作用方向来增强它们之间的协同作用
.

本研 究中所用 H SZ
,

H 3S 元件的 D N A 片段均

较长
,

而且保 留了它们之间的间隔序列
,

这可能对

于它们之间的协同作用是非常重要的
.

而我们前面

的文献报 道 〔̀ 5 ]
,

各红 系特异 表达 载体在 胚 胎 型

K 56 2 及 胎 儿 /成 年 型 M E L 细 胞 的 瞬 时 表 达 中
,

H SZ 和 H S 3 元件并没显示 出协同作用及叠加作用
.

至于同样的元件
,

为什么在体外的瞬时表达与体内

稳定表达中的活性明显不同
,

可能是由于在稳定整

合情况下
,

H 3S 元件为重组体中 目的基因的表达提

供了一个开放的染色质结构环境
,

隔绝了整合位点

附近小鼠基因组染色质的影响作用
,

为 H 3S 和 H SZ

元件的增强子功能 的发挥提供 了有利条件 〔̀ ”」
.

此

外
,

H 3S 元件在瞬时表达及转基因水平呈现 出不同

的功能
,

即在瞬时转染中
,

H S 3 元件在 K 562 细胞

中对 p
一

珠蛋 白启动子无增强子活性
,

仅在 M E L 细

胞中有增强作用
,

且增强子活性远低于 H SZ 元件
,

而在成体转基因小鼠水平 H S 3 元件的增强子活性基

本与 H s Z 元件相当 〔̀ 5 〕,

这也说 明了 H s3 元件开放

染色质结构的活性
,

可能需在稳定整合的情况下才

能体现出来
,

同时推测 H s3 元件可能对 p
一

珠蛋白基

因发育阶段特异性表达起一定的调控作用 〔’ 4
,

2“ ]
.

总之
,

同一种表达 载体 在不同的研 究模型 (细

胞水平及个体水平 )上会得到不同的结果
,

这 可能

与其所在的表达环境有密切关系
,

即受各种蛋 白因

子
,

顺式元件及染色质结构等因素的影响
,

尤其是

染色质结构的影响
.

因此
,

对于不同实验获得的结

果
,

应该针对其所用的研究方法和实验模型进行具

体的分析和讨论
,

要考虑到在细胞及个体水平上的

差异
,

综合分析研究才能得到更客观的结论
.
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