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摘　要：旨在构建不饱和脂肪酸脱氢酶基因犉犪狋１表达载体，实现人泛素启动子 ＵｂＢ调控外源基因犉犪狋１在绵羊

细胞内表达。ＰＣＲ扩增得到 ＵｂＢ序列，秀丽隐杆线虫犉犪狋１基因密码子根据绵羊对同义密码子使用偏好性优化

后，由公司合成获得狅犉犪狋１基因序列，以及ｐｃＤＮＡ３．１中的ＧＢＨｐｏｌｙＡ序列共同插入ｐＣＭＶＤｓＲｅｄ２１载体的多

克隆位点（ＭＣＳ），得到重组真核表达载体ｐＵｂＢｏＦａｔｐｏｌｙＡＣＭＶＤｓＲｅｄ，载体序列经酶切测序鉴定。线性化的表

达载体采用脂质体包裹后转染绵羊成纤维细胞，经Ｇ４１８抗性和红色荧光标记筛选得到阳性细胞，并对阳性细胞

进行ＰＣＲ和反转录ＰＣＲ鉴定，ＨＰＬＣ检测细胞中不饱和脂肪酸的变化。构建的真核表达载体序列正确，犉犪狋１基

因能够在绵羊成纤维细胞基因组中正常表达，促进细胞ω６ＰＵＦＡｓ向ω３ＰＵＦＡｓ转化，ω３ＰＵＦＡｓ占总量的百分

比从１１．４８％增加到２４．４１％，ω６ＰＵＦＡｓ的百分比从８８．５２％下降到７５．５９％，ω６ＰＵＦＡｓ／ω３ＰＵＦＡｓ比值从７．８２±

０．１８下降到３．１０±０．０３，差异极显著（犘＜０．０１）。成功构建了ＵｂＢ启动子介导的Ｆａｔ１真核表达载体，筛选得到表

达不饱和脂肪酸脱氢酶的绵羊细胞，为进一步制备转基因克隆绵羊奠定了基础。
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　　人源性泛素启动子 ＵｂＢ（ＧｅｎＢａｎｋ：Ｘ０４８０３）

和 ＵｂＣ （ＧｅｎＢａｎｋ：Ｄ６３７９１）启动子
［１］，ＵｂＢ全长

１１００ｂｐ只有１个ＴＡＴＡｂｏｘ和１个内含子，ＵｂＣ

全长１６８０ｂｐ，除了有ＴＡＴＡｂｏｘ和内含子以外，

还有多个转录因子，这些元件富含ＧＣ，能够有效指

导目的基因的表达［２３］。ＵｂＢ是一种非病毒性强启

动子，能够长期稳定地驱动目的基因的表达，与同家

族的ＵｂＣ一起被广泛应用于驱动外源基因表达，在

基因治疗中有着重要作用。该启动子不受组织细胞

的限制，在绝大部分组织、细胞中表现出启动转录的

高活性［４］。泛素在生物体内能够调节细胞内错误折

叠的蛋白或细胞程序性死亡中需要降解蛋白的降

解，并激活基因表达正确蛋白，与病毒启动子的负反

馈调节相比较，泛素启动子ｐＵｂＢ属于正调节，这样

可以提高自身活性，驱动目的基因持续表达［５］。

犉犪狋１基因来源于秀丽线虫（犆犪犲狀狅狉犺犪犫犱犻狋犲犾犲

犵犪狀狊）四号染色体上，编码产生的不饱和脂肪酸脱氢

酶，能够在ω６多不饱和脂肪酸（ω６ＰｏｌｙＵｎｓａｔｕ

ｒａｔｅｄＦａｔｔｙＡｃｉｄｓ，ω６ＰＵＦＡｓ）碳链甲基端第３个

碳原子上催化氧化生成一个碳碳双键而转化成相应

的ω３ＰＵＦＡｓ
［６７］，从而改变细胞质膜ω６／ω３ＰＵ

ＦＡｓ的比例，ω３ＰＵＦＡｓ因增加双键而影响了细胞

质膜脂类成分，使胆固醇重新分配，进而降低膜脂中

胆固醇含量，增加了细胞质膜的流动性［８１０］，这对细

胞正常生长、功能的维持和调节基因表达有至关重

要的作用。然而哺乳动物体内缺乏合成ω３ＰＵ

ＦＡｓ前体的酶和能够将 ω６ＰＵＦＡｓ转化成 ω３

ＰＵＦＡｓ的脱氢酶，所以只能通过深海鱼油、部分蔬

菜和坚果获得。因此，通过转基因的方法在绵羊细

胞表达犉犪狋１基因，培育富含不饱和脂肪酸保健羊

肉品种，使肉品质得到改善，从而提高人们ω３ＰＵ

ＦＡｓ日常摄入量就显得很有意义。

本研究旨在构建犉犪狋１基因真核表达载体，检

测ＵｂＢ启动子在绵羊成纤维细胞内指导犉犪狋１基

因的表达效率，以及犉犪狋１基因的作用，从而获得在

绵羊成纤维细胞内稳定表达不饱和脂肪酸脱氢酶１

的细胞系，为ＵｂＢ启动子在分子生物学中的应用提

供一定参考，更进一步为生产表达ω３ＰＵＦＡｓ脱氢

酶的体细胞克隆羊提供基础材料。

１　材料与方法

１．１　材料

秀丽线虫（犆犪犲狀狅狉犺犪犫犱犻狋犻狊犲犾犲犵犪狀狊）犉犪狋１基因序

列从ＧｅｎＢａｎｋ上查询，序列号：ＮＭ＿００１０２８３８９．３，根

据绵羊对同义密码子使用偏好性，将犉犪狋１基因密

码子优化后由ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ公司合成，命名为狅犉犪狋１。

核酸提取试剂盒、质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒均

购自天根生化科技（北京）有限公司，限制性内切酶

犃狊犲Ⅰ与犃犵犲Ⅰ购自Ｂｉｏｌａｂｓ公司，其他酶和 Ｔ４

ＤＮＡｌｉｇａｓｅ购自宝生物工程（大连）有限公司，Ｔ

ｅａｓｙＶｅｃｔｏｒ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ

ＬＴＸＲｅａｇｅｎｔ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，载体 ｐＣＭＶ

ＤｓＲｅｄ２１和ｐｃＤＮＡ３．１质粒由本实验室保存。

１．２　方法

１．２．１　人泛素启动子 ＵｂＢ的克隆　　利用 Ｕ１ 和

Ｕ２、Ｕ３ 和 Ｕ４（表１）２对引物从人基因组中分别

ＰＣＲ扩增获得 ＵｂＢ１和 ＵｂＢ２序列，然后分别连

接在 ＴｅａｓｙＶｅｃｔｏｒ上，再经 犃狊犲 Ⅰ和 犃犵犲 Ⅰ、

犈犮狅ｒ４７Ⅲ和犎犻狀ｄⅢ分别双酶切后回收，片段大小

均为１．８６ｋｂ，分别命名 ＵｂＢ１和ＵｂＢ２。

１．２．２　启动子检测　　ｐＥＧＦＰｃ１质粒经限制性

内切酶犃狊犲Ｉ与犃犵犲Ⅰ酶切后，与ＵｂＢ１片段相连，

命名 ｐＥＧＦＰｃ１Ｕ（图 １）。按 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

ＬＴＸＲｅａｇｅｎｔ转染试剂说明书转染细胞，将ｐＥＧ

ＦＰｃ１Ｕ和带有ＣＭＶ启动子的ｐＥＧＦＰｃ１２种质粒

分别转染ＨＥＬＬＡ细胞和绵羊成纤维细胞，１８ｈ后

在荧光显微镜下检测并比较绿色荧光的表达情况。

１．２．３　Ｆａｔ１表达载体构建　　将ＣＭＶＤｓＲｅｄ２１

载体用犈犮狅ｒ４７Ⅲ与犎犻狀ｄⅢ双酶切后回收４．１ｋｂ

片段，与ＵｂＢ２片段相连接，得到重组质粒ｐＵｂＢ

９２５
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ＣＭＶＤｓＲｅｄ。该质粒用犓狆狀Ｉ单酶切，ｐｃＤＮＡ３．１

质粒用犘狏狌Ⅱ单酶切，之后采用ＰＣＲ方法补平粘

性末端，再将两者同时用犎犻狀ｄⅢ单酶切后，分别回

收５．９ｋｂ和３５０ｂｐＢＧＨｐｏｌｙＡ片段，按照浓度３∶１

连接，得到重组质粒ｐＵｂＢｐｏｌｙＡＣＭＶＤｓＲｅｄ。

将含有狅犉犪狋１ 基因的 ｐｃＤＮＡ３．１ 质 粒 和

ｐＵｂＢｐｏｌｙＡＣＭＶＤｓＲｅｄ质粒同时用 犓狆狀 Ⅰ和

犡犺狅Ⅰ双酶切，分别回收１．４和６．２ｋｂ片段，然后

将２个片段１６℃过夜连接、转化、摇菌、提取质粒后

酶切和测序鉴定，最终得到表达载体ｐＵｂＢｏＦａｔ

ｐｏｌｙＡＣＭＶＤｓＲｅｄ（图１、２）。

图１　载体构建示意图

犉犻犵．１　犛犮犺犲犿犪狋犻犮犻犾犾狌狊狋狉犪狋犻狅狀犳狅狉狋犺犲狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狏犲犮狋狅狉狊

１．２．４　细胞转染　　取１８月龄成年萨福克公羊耳

缘皮肤成纤维细胞，３７℃、饱和湿度、５％ＣＯ２ 条件

原代培养约７ｄ后０．２５％胰酶消化传代至６孔板，

调整细胞密度约２×１０５ 个·ｍＬ－１，１２ｈ后进行转

染。将纯化后的ｐＵｂＢｏＦａｔｐｏｌｙＡＣＭＶＤｓＲｅｄ质

粒用犈犮狅ｒ４７ Ⅲ内切酶线性化后，按 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ

ｎｅＴＭＬＴＸＲｅａｇｅｎｔ试剂说明转染绵羊成纤维细胞，

经传代培养，３６ｈ后换为含０．８ｇ·ｍＬ
－１Ｇ４１８的

ＤＭＥＭ完全培养液培养８ｄ，再利用红色荧光挑选

阳性克隆细胞，扩大培养后，部分细胞冻存，部分用

于进一步检测。

图２　秀丽线虫狀３脂肪酸脱氢酶基因犉犪狋１表达载体

狆犝犫犅狅犉犪狋狆狅犾狔犃犆犖犞犇狊犚犲犱

犉犻犵．２　犜犺犲狏犲犮狋狅狉狅犳狆犝犫犅狅犉犪狋狆狅犾狔犃犆犖犞犇狊犚犲犱狌狊犲犱

狋狅犲狓狆狉犲狊狊狋犺犲犆犪犲狀狅狉犺犪犫犱犻狋犻狊犲犾犲犵犪狀狊ω３犳犪狋狋狔

犪犮犻犱犱犲狊犪狋狌狉犪狊犲犵犲狀犲狅犉犪狋１

１．２．５　基因水平检测　　提取阳性细胞基因组，用

特异性引物Ｕ３ 和Ｕ４、Ｆ１ 和Ｆ２ 进行ＰＣＲ、琼脂糖凝

胶电泳检测。用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞 ＲＮＡ 用 Ｒｅ

ｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＭＭＬＶ（ＲＮａｓｅＨ，ＴａＫａＲａ

Ｃｏｄｅ：Ｄ２６３９Ａ）反转录得到ｃＤＮＡ，然后用２对特异

性引物Ｆ１ 和Ｆ３、Ｆ１ 和Ｆ４（表１）进行ＰＣＲ检测。

表１　犘犆犚扩增引物及退火温度

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆狉犻犿犲狉狊犪狀犱犪狀狀犲犪犾犻狀犵狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅犳犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

名称

Ｎａｍｅ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒ

附加酶切位点

Ｅｘｔｒａｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ｅｎｚｙｍｅｃｕｔｔｉｎｇｓｉｔｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

延伸时间／ｓ

Ｅｘｔｅｎｄｔｉｍｅ

Ｕ１

Ｕ２

ＣＣＧＡＴＴＡＡＴＴＧＡＡＣＧＧＴＧＡＴＣＡＣＡＣＣＡＣＴ

ＣＴＧＡＣＣＧＧＴＴＣＴＣＴＴＡＣＣＡＡＧＣＧＴＣＣＡＣＡ

犃狊犲Ⅰ

犃犵犲Ⅰ
６８．０ １２０

Ｕ３

Ｕ４

ＣＣＧＡＧＣＧＣＴＴＧＡＡＣＧＧＴＧＡＴＣＡＣＡＣＣＡＣＴ

ＣＴＧＡＡＧＣＴＴＴＣＴＣＴＴＡＣＣＡＡＧＣＧＴＣＣＡＣＡ

犈犮狅ｒ４７Ⅲ

犎犻狀ｄⅢ
６０．０ １２０

Ｆ１

Ｆ２

ＧＣＴＣＡＴＡＧＴＴＣＴＧＡＡＧＧＧＣＴ

ＡＡＣＡＧＧＧＣＡＡＡＴＣＣＧＡＡＣＡＣ




５７．８ ３０

Ｆ１

Ｆ３

ＧＣＴＣＡＴＡＧＴＴＣＴＧＡＡＧＧＧＣＴ

ＣＴＴＣＴＧＣＣＡＧＧＧＡＡＡＧＴＡＴＧ




５７．８ ３０

Ｆ１

Ｆ４

ＧＣＴＣＡＴＡＧＴＴＣＴＧＡＡＧＧＧＣＴ

ＡＧＡＡＧＧＡＣＡＧＡＧＧＣＡＣＣＣＡＡ




５８．８ ５０

０３５



　４期 毛志福等：人泛素启动子ＵｂＢ介导犉犪狋１基因在绵羊成纤维细胞内的表达

１．２．６　不饱和脂肪酸含量检测　　提取约１．２×

１０７ 个细胞内总脂肪酸，利用高效液相色谱法检测

细胞不饱和脂肪酸中ω６ＰＵＦＡｓ和ω３ＰＵＦＡｓ含

量及比例的变化，对照细胞和转犉犪狋１基因细胞分

别做２个平行测定（ａ和ｂ、ｃ和ｄ），送由南京医科大

学代谢疾病研究中心检测。数据用狋检验法进行差

异显著性分析。

２　结　果

２．１　启动子的克隆与活性检测

图３中ｐＥＧＦＰｃ１质粒转染 ＨＥＬＬＡ细胞（ｄ）

和绵羊成纤维细胞（ｈ），１８ｈ后观察有绿色荧光显

示，用ＵｂＢ启动子替换ｐＥＧＦＰｃ１中的ＣＭＶ启动

子分别转染 ＨＥＬＬＡ细胞（ｂ）和绵羊成纤维细胞（ｆ）

均能检测到绿色荧光信号，ＨＥＬＬＡ 细胞中ＣＭＶ

与ＵｂＢ启动子驱动荧光蛋白表达基本相当，在绵羊

成纤维细胞中 ＵｂＢ启动子活性稍弱于ＣＭＶ启动

子，但均能启动荧光蛋白表达，表明克隆得到的

ＵｂＢ启动子序列能够作为外源目的基因的启动子。

２．２　阳性细胞的获得

图４所示，转染基因的绵羊成纤维细胞经Ｇ４１８

筛选，挑选携带红色荧光的细胞团，经扩大培养得到

了Ｇ４１８抗性和红色荧光双标记的阳性细胞。

２．３　载体构建与检测

图１ 和 图 ２ 为 构 建 重 组 质 粒 ｐＵｂＢｏＦａｔ

ｐｏｌｙＡＣＮＶＤｓＲｅｄ的线性和环状示意图。重组质

粒酶切结果与理论值大小符合。如图５所示，经

犓狆狀Ⅰ和犡犺狅Ⅰ双酶切后得到１４０２ｂｐ和６８４６

ｂｐ２个片段。进一步测序比对，如图６所示，ＵｂＢ

启动子区域比报道的序列少４个碱基，目的基因序

列与预期序列一致。

ａ、ｂ、ｃ、ｄ．ＨＥＬＬＡ细胞；ｅ、ｆ、ｇ、ｈ．绵羊成纤维细胞；ｂ、ｆ．ｐＥＧＦＰｃ１Ｕ转染细胞；ｄ、ｈ．ｐＥＧＦＰｃ１转染细胞

ａ，ｂ，ｃ，ｄ．ＨＥＬＬＡｃｅｌｌｓ；ｅ，ｆ，ｇ，ｈ．Ｓｈｅｅｐｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；ｂ，ｆ．ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＥＧＦＰｃ１Ｕ；ｄ，ｈ．ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＥＧ

ＦＰｃ１

图３　犎犈犔犔犃细胞和绵羊成纤维细胞中绿色荧光蛋白表达５０×

犉犻犵．３　犘犺狅狋狅犿犻犮狉狅犵狉犪狆犺狊狊犺狅狑犻狀犵犌犉犘犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犎犈犔犔犃犮犲犾犾犪狀犱狊犺犲犲狆犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋狊５０×

ａ．正常绵羊成纤维细胞；ｂ．ｐＵｂＢｏＦａｔｐｏｌｙＡＣＭＶ

ＤｓＲｅｄ转染后的肉羊成纤维细胞

ａ．Ｎｏｒｍａｌｓｈｅｅｐｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；ｂ．Ｓｈｅｅｐｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＵｂＢｏＦａｔｐｏｌｙＡＣＭＶＤｓＲｅｄ

图４　绵羊成纤维细胞中显示红色荧信号１００×

犉犻犵．４　犘犺狅狋狅犿犻犮狉狅犵狉犪狆犺狊狊犺狅狑犻狀犵犇狊犚犲犱犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀

狊犺犲犲狆犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋狊１００×

２．４　犇犖犃和犚犖犃水平检测

提取阳性细胞基因组，２对引物进行ＰＣＲ电泳

检测，均能得到预期大小的目的条带（图７）。提取

阳性细胞总ＲＮＡ经反转录ＰＣＲ，如图８所示２对

引物ＰＣＲ结果均与预期大小一致，阴性对照没有特

异性条带；质粒ＰＣＲ阳性对照与反转录ＰＣＲ的条

带大小一致。

２．５　犘犝犉犃狊检测

表 ２ 所 示，ω３ＰＵＦＡｓ占 总 量 的 百 分 比 从

１１．４８％增加到２４．４１％，ω６ＰＵＦＡｓ的百分比从

８８．５２％下降到７５．５９％，ω６ＰＵＦＡｓ／ω３ＰＵＦＡｓ比

值从对照组的７．８２±０．１８下降到试验组３．１０±

０．０３，差异极显著（犘＜０．０１）。表明狅犉犪狋１基因在

１３５
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绵羊细胞内编码合成的脱氢酶能够促进ω６ＰＵ

ＦＡｓ向ω３ＰＵＦＡｓ转化。

Ｍ．１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒＤＮＡ相对分子质量标准；１．重组质

粒；２．重组质粒犓狆狀Ⅰ和犡犺狅Ⅰ双酶切；

Ｍ．１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｋｅｒ；１．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；２．

Ｄｉｇｅｓｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｗｉｔｈ犓狆狀Ⅰ／犡犺狅Ⅰ；

图５　重组质粒酶切电泳分析

犉犻犵．５　犃犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳狉犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀犲狀狕狔犿犲狊犱犻

犵犲狊狋犲犱狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳狆犝犫犅狅犉犪狋狆狅犾狔犃犆犖犞犇狊犚犲犱

图６　重组质粒测序结果比对

犉犻犵．６　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狊犲狇狌犲狀犮犲犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狋狅犝犫犅犪狀犱

狅犉犪狋１

Ｍ１．１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒＤＮＡ相对分子质量标准；Ｍ２．１００

ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒＤＮＡ相对分子质量标准；１．质粒阳性对

照；３～５．转狅犉犪狋１基因细胞；２、６．未转狅犉犪狋１基因细胞

１．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；３５．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ；２，６．Ｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈｎｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｅｌｌ
图７　细胞基因组犘犆犚检测

犉犻犵．７　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮狊犺犲犲狆犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋狊犫狔

犘犆犚

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒＤＮＡ相对分子质量标准；１～３．引

物Ｆ１／Ｆ４ＰＣＲ；４～６．引物Ｆ１／Ｆ３ＰＣＲ；１、４．质粒阳性对照；

２、５．转狅犉犪狋１基因细胞；３、６．未转狅犉犪狋１细胞；

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；１３．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｗｉｔｈＦ１／

Ｆ４；４６．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｗｉｔｈＦ１／Ｆ３；１，４．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；２，５．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ；３，６．Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｗｉｔｈｎｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｅｌｌ

图８　反转录犘犆犚检测细胞中ω３脂肪酸脱氢酶基因的

表达

犉犻犵．８　犚犲狏犲狉狊犲狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳

狋犺犲狀３犳犪狋狋狔犪犮犻犱犱犲狊犪狋狌狉犪狊犲犵犲狀犲

３　讨　论

目前转基因细胞的制备为转基因克隆动物的培

育提供了细胞来源［１１］。本研究旨在通过构建合适

的真核表达载体，得到转狅犉犪狋１基因的细胞系，为

进一步制备转基因克隆绵羊奠定基础。本试验通过

从人类基因组中获得的 ＵｂＢ启动子区域，利用

ＦｉｒｓｔＥＦ在线软件分析，克隆的序列中具有核心启

动子区，以及多数脊椎动物启动子区所含有的高

ＣｐＧ岛。采用将克隆得到的启动子替代ｐＥＧＦＰｃ１

中ＣＭＶ启动子的方法，比较了 ＵｂＢ和ＣＭＶ２种

启动子在 ＨＥＬＬＡ细胞和绵羊成纤维细胞内驱动

犌犉犘基因表达的情况。转染后１８ｈ观测结果表

明，在 ＨＥＬＬＡ细胞和绵羊成纤维两种细胞中都有

绿色荧光蛋白表达，表明克隆得到了ＵｂＢ启动子区

域并能够驱动外源基因犌犉犘的正常表达。从序列

比对结果表明，尽管得到的启动子部分序列与报道

的序列存在４个碱基的差异，但没有影响绿色荧光

蛋白的表达。在 ＨＥＬＬＡ细胞中，通过荧光信号强

度比较，ＵｂＢ启动子与ＣＭＶ启动子效率相当，可能

由于来源于人类的 ＵｂＢ启动子在 ＨＥＬＬＡ细胞中

不存在种属之间的差异；而在绵羊成纤维细胞中，

ＵｂＢ启动子驱动的绿色荧光蛋白强度略低于ＣＭＶ

启动子。由于ＣＭＶ启动子是巨细胞病毒启动子，

没有种属特异性，能够在大多数真核细胞中有效驱

动目的基因的表达，而 ＵｂＢ启动子来源于人类，可
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能存在物种特异性，从而在羊的细胞中效率有所降

低。Ｂ．Ｄｕａｎ等研究报道
［１２］ＣＭＶ启动子在转犉犪狋

１基因绵羊细胞和克隆胚胎中没有甲基化，而在克

隆羊中却表现出高度甲基化，使得犉犪狋１在个体水

平上表达沉默，所以认为ＣＭＶ启动子不适合用于

制作转基因克隆动物的启动子。泛素启动子作为一

种非病毒性启动子并且能够在大多数细胞广泛表

达，可以有效驱动目的基因的表达。研究结果表明，

克隆、验证获得的ＵｂＢ启动子区序列可以作为目的

基因的启动子。

表２　绵羊成纤维细胞脂肪酸组分及含量

犜犪犫犾犲２　犆狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀犪狀犱犮狅狀狋犲狀狋狅犳犳犪狋狋狔犪犮犻犱狊犻狀狊犺犲犲狆犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋狊

脂肪酸Ｆａｔｔｙａｃｉｄｓ

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

ａ ｂ

试验组Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

ｃ ｄ

Ｃ１８：３ω３ １．４２７ １．４１５ ２．１８７ ２．１４５

Ｃ２０：５ω３（ＥＰＡ） ０．５３２ ０．５１９ １．１９０ １．２３８

Ｃ２２：５ω３（ＤＰＡ） １．３４２ １．２５５ ２．１２８ ２．２７８

Ｃ２２：６ω３（ＤＨＡ） ０．９７８ ０．９２２ １．４７８ １．５３９

Ｃ１８：２ω６ ２６．５７７ ２６．７１１ １６．２６２ １６．２８９

Ｃ２０：４ω６（ＡＡ） ６．３３７ ５．９９８ ５．５２４ ５．８３９

ω３ＰＵＦＡｓ总量ＳＵＭｏｆω３ＰＵＦＡｓ ４．２７９ ４．１１１ ６．９８３ ７．２００

ω３ＰＵＦＡｓ平均值 Ａｖｅｒａｇｅｏｆω３ＰＵＦＡｓ ４．１９５ ７．０９２

ω６ＰＵＦＡｓ总量ＳＵＭｏｆω６ＰＵＦＡｓ ３２．９１４ ３２．７０９ ２１．７８６ ２２．１２８

ω６ＰＵＦＡｓ平均值 Ａｖｅｒａｇｅｏｆω６ＰＵＦＡｓ ３２．８１２ ２１．９５７

ω６ＰＵＦＡｓ相对百分率／％ Ｒｅｌａｒｉｖｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆω６ＰＵＦＡｓ ８８．５２ ７５．５９

ω３ＰＵＦＡｓ相对百分率／％ Ｒｅｌａｒｉｖｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆω３ＰＵＦＡｓ １１．４８ ２４．４１

ω６／ω３ ７．６９２ ７．９５６ ３．１２０ ３．０７３

ω６／ω３比值平均值 Ａｖｅｒａｇｅｏｆω６／ω３ ７．８２±０．１８ａ ３．１０±０．０３ｂ

同行数据后所标字母相异表示差异极显著（犘＜０．０１）

Ｗｉｔｈｉｎｔｈｅｓａｍｅｌｉｎｅ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｄｉｆｆｅｒｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（犘＜０．０１）

　　 从表 ２ 中脂肪酸含量变化可以得出，ω

６ＰＵＦＡｓ的总量下降了１．５倍，ω３ＰＵＦＡｓ总量增

加１．７倍，其中ＥＰＡ和ＤＨＡ含量分别增加了２．３１

倍和２．６倍，证实了犉犪狋１基因能够在绵羊细胞内

正确表达，并能够有效促进细胞ω６ＰＵＦＡｓ将其转

变成ω３ＰＵＦＡｓ，明显的降低了ω６／ω３ＰＵＦＡｓ比

值。Ｚ．Ｂ．Ｋａｎｇ等
［６］在鼠心肌细胞转入犉犪狋１基

因，使细胞内ω６／ω３ＰＵＦＡｓ比值从对照组的１５

∶１下降到１∶１，在转犉犪狋１基因猪中，这个比值从

１４．５３降低到２．６２
［１３］，相比之下本试验中的比值

７．８２～３．１０，可能是在不同类型细胞中脂肪酸长链

的合成过程中有其他蛋白或酶的辅助作用而表达不

同。另外，培养液血清中可能存在ω３ＰＵＦＡｓ被细

胞直接吸收后，增加了细胞中ω３ＰＵＦＡｓ的基础水

平，加上细胞自身可能存在的内在调节机制，从而减

小了脂肪酸脱氢酶１对ω６ＰＵＦＡｓ转化作用，这也

提示人们在研究中可以人为添加ω６ＰＵＦＡｓ来检

测脱氢酶１的转化效率。

通过以上的研究，得到了正确表达外源犉犪狋１

基因的表达载体和细胞系，为进一步生产转基因后

代提供了理论基础。
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