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牛：S1酪蛋白基因启动区的克隆和序列分析

李 宁 吴常信 陈永福

（中国农业大学农业生物技术国家重点实验室，北京 100094)

摘 要 牛，S1酪蛋白是牛奶蛋白的最主要成份。本研究利用%EM BL3载体构建了牛基因组文库，并

且从文库中分离克隆了牛 ：Sl酪蛋白基因的启动区。利用自动测序仪，对牛。S1酪蛋白基因5‘侧翼

+298一一1082的核昔酸顺序作了测定。经过与牛和其他物种的奶蛋白基因序列比较，推断了牛 aS 1酪

蛋白基因的乳腺组织特异性转录因子和一般性核转录因子的结合位点。此夕卜 本文还讨论了牛IS1酉各蛋

白基因启动区的利用前景。
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Abstract Bovine YS I casein is the most abundant bovine milk protein, A recombinant bacteriophage con-

taining the entire 5‘flanking region of bovine aSl casein gene was isolated from a bovine genomic lib：一：try

constructed with bacteriophage }EMBL3, The nucleotide sequence ranging froth +298 to一1082 of bovine

caS I casein gene was determined with a DNA sequencer, The putative binding sites of mammary gland spe-

cific transcriptional factors and general nuclear transcriptional factors in bovine aSI casein gene were

found out by the consensus sequence comparison with other milk genes from bovine and other animal spe-

cies, Furthermore, the potential utilization of bovine :cSI casein gene promoter in many aspects has been

also discussed in the paper.
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酪蛋白是哺乳动物奶蛋白的主要成份 牛奶中存在着4种酪蛋白 分别为：SI酪蛋白、xS2 6各蛋白、刀酪蛋

白和、酪蛋白，其中USl酪蛋白在牛乳蛋白中含量最高，约为13克／升〔10) 牛的4种酪蛋白基因成簇地位于

牛第6号染色体，物理长度在 200--300kb之间，基因排列顺序为：YSl酪蛋白基因一刁｛酪蛋白基因一二S2酪蛋C7

基因二 酪蛋白基因（“’4〕 目前，对牛0酪蛋白基因和‘2酪蛋白基因的表达调控研究均有报道．并在这些基

因的启动区发现了乳腺特异性转录因子的结合位点和其他一些重要的调控元件二’气6〕，但对牛：Sl酉各蛋白基因的

表达调控研究仍是空白 据估计，牛酪蛋白基因座位存在座位控制区域（(Locus Control Region)、因而使得酪蛋白

基因可以成为一个完全独立的表达单位〔”〕。由于座位控制区域通常位于基因座位的5'侧翼、显然对‘！酪蛋

白基因启动区进行分析或以此为基点进行巡查将更易证实座位控制区域的存在 另一方面，利用转基因技术在牛



｝期 李 宁等：牛 ：S1酪蛋白基因启动区的克隆和序列分析 5

乳腺中生产人类药用蛋白是生物反应器技术中最活跃和最有商业化前景的研究领域之一〔’、’“〕 要在乳腺中表达

人类药用蛋白基因，转基因结合中必需有一个高效的、乳腺特异性表达的启动区，显然，牛YSl酪蛋白基因的启

动区是最好的候选启动区‘基于这些设想，在本研究中我们首先从牛基因组文库中克隆了asl酪蛋白基因的启动

区，并对启动区的部分核昔酸序列作了分析，为进一步研究奠定了基础

]材 料 与 方 法

1.1实验材料和生化试剂

牛肝组织购自屠宰场。i.EMBL3和pGEM-7Zf克隆载体及相应的宿主菌购自Promega公司 限制性内切

酶、DNA修饰酶和其他生化试剂均购自商业公司 [a-s2P]dCTP和[;' z2 P] TAP购自福瑞公司

1.2探针制备

根据有关参考文献〔18)，由本室化学合成寡聚核昔酸作为探针，序列如下：

5‘-TAGCTTGGTGGTATAATTAAAAT-3'，位于牛asl酪蛋白基因5‘侧翼-547至一569的位置 合

成的寡聚核昔酸通过末端标记;2P作为筛选文库的探针。

1.3牛基因组文库的构建和筛选

牛基因组DNA从肝组织细胞中提取，构建文库的方法按照参考文献 〔13〕进行。在筛选文库时，每个平板

（直径9厘米）含有2000-3 000个噬菌斑，利用经末端标记32P的寡核普酸探针进行原位杂交筛选

1.4 Southern杂交分析

利用牛：Sl酪蛋白基因阳性克隆的DNA片段作为探针时，标记32P的方法为随机引物法，杂交温度为

62'C, Southern杂交的操作程序同文献 〔13)

1.5序列分析

作核昔酸序列测定的亚克隆通过Erase-a-Base系统（(Promega公司）产生，测序反应按照Taq Dye试剂盒

(PE公司）说明书进行、核昔酸顺序确定在 370A全 自动序列仪（ABI公司）上实现，序列比较分析利用

DNASIS(Hitach、公司）软件系统进行。

2结 果

2.1牛，S1奶酪蛋白基因启动区阳性克隆的分离

牛基因文库的重组噬菌体总数为6.5 x 105，大约从其中2.1 x 10'的重组噬菌体中分离到2个阳性克隆，分别

命名为bC AS 1和bCAS2 阳性克隆经Sal工酶切分析发现，bCASI的DNA插人片段约为4kb，而bCAS2的

DNA插人片段约为14kb。通过用HindIII , EcoRl, BamHl, Bg1II限制性酶进行单酶或双酶剪切分析bCASI

和bCAS2，构建了bCAS 1和bCAS2的限制性酶切f}l is (M 1).

Hind爪 EcoRl
EcoRl Hindlff EcoRl BglII BamHl

bCAS2

0.bkb 3.2kb 4.5kb 0.3kb 1.5kb 1.3kb

bCASI

图1 牛usl酪蛋白基因启动区的限制性酶切图谱

2.2牛：si酪蛋白基因启动区阳性克隆的序列分析

将阳性克隆bCAS2的限制性酶切图谱与参考文献 〔7, 18〕报道的牛，S1酪蛋白基因的限制性酶切图谱相
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比。表明牛，Sl酪蛋白基因启动区应该位于bCAS2克隆的BgIII酶切位点的5‘端 将bCAS2 4.5kb Hindlll

-FcoRl DNA片段、0.3kb EcoRI-EcoRI DNA片段和1.5kb EcoRI-BgIII DNA片段插人于pGEM-7Zl质粒

的多克隆位点上，相应的亚克隆分别命名为pCASPI, pCASP2和pCASP3。我们对pCASPI和pCASP3插n

DNA片段的部分核昔酸序列作了测定，同时也测定了pCAS P2插入DNA片段的全部核昔酸序列‘经过与已发

表的牛，S1酪蛋白基因的核昔酸序列（7. 18)进行比较，发现本研究测定的牛‘1酪蛋白基因5’侧翼核昔酸序列

是在＋298一一1082的位置。共计为1 380个核昔酸（图2).测定的序列与文献 〔7〕报道的序列相比、变异率是

0.2%；而与文献 〔18〕报道的序列相比，变异率是0.7%0

-1082 -1050

at tcctttctta taaacaatga gttgcaatca acaagttttt aaagctctca cttgtataga
-1000

t占套attttta gcacataata tttttctaca atgtacaatg ccagttaatt一c0 -9丢aggagtca aattaagaat0
tggagagata ggaatttttt tcttttactt g轰套丢acttta aaagatggaa aatcagagtt atggtttatt
tttcgcaata一t-8丢丢aaaaatt ataattcttg aataactatt aattttaatt aaataatctg李aatgagaat50
cctcctacca atgtaggaga cgtgagtttg actcccgggt ag息乞aagata ccctgcagaa ggaaatggca
acccactcca atattattac ttgggaaatc ccatggacag aggagactgg caggctgcag tccatggggg

-650

主丢a0苏aaagaa ctggacacga cttagaaact aaacaacaac aatttatacc agaatgaatg aactagttac-550
cacaactagt acacccaaaa tgaacaaaaa a套a0gcttggt ggtataatta aaatgccacc aaaatttata
caataattat a退套丢’“‘’“tgcaggaaaa agattagacc acatataatg taacttattt cacaaggtaa-400
ataattataa taaataatat ggattaactg agttttaaaa gg-3套gaaataa ataatgaatt cttctcatggC
tcttgtatgt taataaaaat tgaaaaattt tgaagacccc attttgtccc aagaatttca tttacaggtaMPBF

-300

t姜gaattttt caaaggttac aaaggaaatt ttattgatat aataaatgcaz0 生蓦志丢ctcata ataaccataa
atctagggtt ttgttggggt ttttttttgt t空5志taattt agaacaatgc““’‘““““‘cctgtataat
gagtcacttc’‘tgttgtaa actctcctta gaatttcttg ggagaggaac tgaacagaacmilk bog “‘’““‘”““

-100 -50

aatgtgagag aattctta a atttaaataa acctgttggt taaactgaaa ccacaaaatt王agcattttacmay-- oct-1
-1 +1

taatcatgag gtttaaata_ ctt as ca aaagtctgcc ATCACCTTGA TCATCAACCC AGCTTGCTGCMP BF
+50 +100

TTCTTCCCAG TCTTGGGTTC AAGgtattat gtatacatat aacaaaa空套丢ctatgatttt cctctgtctc
atctttcatt cttcactaat acgcagttgt aacttttcta tgtgattgca agtattggta ctttcctatg

+200

atatac牛签套丢agcttaaaaa tatatttgca aatgttgata ctatctatct cagagc+2毒ata ggtgaaaaat8
taaatacttt tataaagacc aaattgatca ttttttaaac gaaaatttct tatatact

图2 牛a.Sl酪蛋白基因5‘侧翼核昔酸序列

外显子用大写字母表示几转录囚子结合位点在底部划线
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2.3牛ISl酪蛋白基因启动区的Southern杂交

随机抽样，取4头牛提取基因组DNA，经用EeoRI和HindIll双酶完全消化 然后进行Southern杂交，探

针为经过随机引物法标记;2P的丙ASP] DNA‘杂交结果（图3）表明：4头牛的基因组DNA均有4.5 kb的杂交

带．不存在非特异性杂交带。

"-4.5kb

： ：’“’ 、洲
图3 牛基因组DNA的Southern杂交结果

探针是pCASP 1的插人DNA片段．1-4. 4头不同的牛基因组DNA/ HiitdM+Ec,oRl

3讨 论

本研究测定的核昔酸序列中，包括了牛xsI酪蛋白基因的第一个外显子，为53个核昔酸，没有编码功能．

是牛：SI酪蛋白mRNA的5‘非翻译区．两个具有潜在功能的TATA盒分别位于一23- 29和一92---98的位

置。契合序列是TTTAAAT．通过与牛及其他物种的奶蛋白基因序列进行比较(6.11.18)，推断出牛VSl酪蛋白基

因的乳腺组织特异性转录因子（MGF)的结合位点可能位于一87-- - 100的位置。核昔酸序列为

AA丁下CTTAGAATT．这段序列几乎在所有的奶蛋白基因中都是保守的（表1).另一种乳腺特异性转录因子叫做

奶蛋l'7结合因子（MPBF)，首先从乳球蛋白基因启动区中发现〔’“）、这种因子在牛，Sl酪蛋白基因的结合位点可

能有两个，一个位于一333--346的位置上，其序列是TGTCCCAAGAATT;另一个位于一11- 24的位登、序

列是 ATAGCTTGGAAGC． 在 牛 “Sl酪 蛋 白基 因 的 一157一 一148的 位 置 ， 序 列 为

TC TCCTTAGA ATTTCTTGGG，叫做 奶盒”(milk box)，是一种类似于C TF / NF-！活性的一般性核转录因

子的结合位点‘而另一种一般性核转录因子oct-1在牛us]酪蛋白基因序列上的核心结合位点可能位于一47-

-54的位置，序列则是AATTAGCA．从以上序列分析的结果来着。牛始061酪蛋白基因的乳腺组织特异性转录

因子结合位点及其他一些重要调控元件均位于一400---10之间‘

利用奶蛋白基因启动区进行乳腺特异性表达的转基因实验表明，只要奶蛋白基因启动区包括了-500-+500

的区域，一般就能够进行高水平的乳腺特异性表达f2.A.17)‘本研究分离的阳性克隆bCAS2包含了牛O's]西各蛋白

基因5̀ 侧翼IOkb以上的序列，并且通过与参考文献发表的YS l酪蛋白基因酶切图谱相比，可以推断bCAS2的

3̀ 端则位于牛xS 1酪蛋白基因的第三个内含子中‘因此，本研究克隆的牛沼！西各蛋白基因启动区完全可以在乳

腺组织中特异性地高效转录任何结构基因、

1 2 3 4
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1)结合区域的第一个碱基位置；2)表示任何核昔酸，R表示嗦吟，Y表示啼陡。
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表 11 奶蛋白基因的乳腺组织特异性转录因子结合位点的比较

奶蛋白荃因 位 里1> MGF结合区域

牛“引酷蛋白

牛“S2酪蛋白
牛fi酪蛋白
牛x酪蛋白
牛乳球蛋白
牛乳清蛋白
羊fi酪蛋白
羊乳球蛋白

鼠ft酪蛋白
鼠“酪蛋白

人乳清蛋白

一100

一100

一100

-110

-93

-299

-98

-93

一100

一102

-287

AATTCTTAGAATT

ACTTCTTAGAATT

ATTTCTTGGAATT

tTTTCTTAGAAgT
GATTCggGGAACC
GCTTCCTAGAACC

ATTTCTTGGAATT

GATTCCgGGAACC
ACTTCTTGGAATT

AATTCTTAGAATT

GCTTCCcAGAAC C

契合序列2） RNTTCYTRGAI'Y


