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以乳清酸蛋白 (WAP)基因 5′区为调控序列 ,人基因组 G2CSF 基因为目的片段 ,

构建成转基因动物乳腺表达载体 ,将其直接注射到泌乳牛乳腺 ,在乳汁中表达出人

G2CSF。表明乳腺直接注射质粒的方法可以作为暂时性的一种表达系统 , 对开发新

的重组蛋白生产体系有一定指导意义。
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前 言

用细菌以及哺乳动物细胞来生产重组蛋白由来以久 ,但其产量低以及产物不能或不完全

能进行翻译后修饰等不足限制其发展 ,探索新的生产体系一直在进行。近年来 ,基因治疗已取

得惊人进展 ,已有多种有效的载体和方法用于体内的基因转移 ,包括病毒载体、脂质体法、微粒轰

击法以及直接注射法[1 ] , 为建立新的重组蛋白表达体系提出了设想。本试验以人粒细胞集落刺

激因子 ( G2CSF)基因为目的片段 ,以鼠乳清酸蛋白 (WAP )基因的 5′区做调控序列构建了乳腺表

达质粒 ,采用乳腺直接注射质粒 DNA 的方法 ,探讨了利用乳腺生产重组蛋白的可能性。

材 料 与 方 法

材料　质粒与菌种 :宿主菌 J M103、pUC19 质粒 ,由本室保存。含有全长乳清酸蛋白

(WAP)基因组基因的质粒 pWAP24 , 由作者亚克隆获得[2 ] 。含有人基因组 G2CSF 基因的质粒

p GG22 , 由作者自行克隆获得。

限制性内切酶及化学、生物学试剂 :限制性内切酶及 T4DNA 连接酶、T4DNA 聚合酶等购

于华美生物公司及 Promega 公司。化学试剂均为国产分析级产品。α232 P2dA TP 购于亚辉生

物技术公司。人 G2CSF 检测试剂盒购于华美生物工程公司。

实验动物 :泌乳量正常的荷斯坦奶牛。

方法　质粒的提取、感受态制备、DNA 连接与转化、酶切分析 :按文献[3 ]进行。

α232 P 标记探针及菌落原位杂交 :按标记试剂盒说明书操作。

质粒直接注射奶牛乳腺 :质粒 DNA 的注射分为两组 :A 组为空白对照 ,注射 PBS (p H7.
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5) 。B 组为试验组 ,注射含 G2CSF 基因的表达质粒。注射部位位于腹股沟两侧的乳腺。将针

在酒精灯上灼烧以消毒 ,注射时将针压于皮肤。注射深度为 2～4cm , 4 个乳房各注射 1 针 , 在

同一部位连续注射 3 天。注射剂量 :A 组 —注射 PBS 100μl/ 次 ; B 组 —注射表达质粒 100μl (60

～70μg) / 次。

乳汁的采集 :从注射第 3 天开始 ,每天取样 3 次。连续取样 3 天。乳汁中人 G2CSF 的检测

按试剂盒说明书进行。

结 果

(一) WAP调控序列控制下的人 G2CSF基因组基因表达载体的构建 3
在 WAP 基因的第 1 外显子上的起始密码子 A TG前存在有单一的 Kpn Ⅰ位点 ,因此可以

利用其作为外源基因的插入位点。为了回收目的片段 ,用 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶切质粒 p GG2
2 ,回收 115kb 的 G2CSF 基因全长片断 ,溶于 20μl TE ,加绿豆核酸酶 3～5U ,30 ℃反应 015h ,

削平粘末端 ,加 015mmol/ L SDS 终止反应。经乙醇沉淀后 ,取 1μl 与用 Kpn Ⅰ消化质粒

pWAP24 并经绿豆核酸酶处理的含 WAP 基因的载体进行连接反应。转化宿主菌 J M103 , 采

用菌落原位杂交方法 ,以 G2CSF cDNA 为探针 ,筛选出 18 个阳性克隆。随机挑选作酶切分析。

表达质粒 pW GG构建如图 1。

图 1 　重组质粒 pWGG的构建

Fig. 1 　Construction of plasmid pWGG

在 G2CSF 基因的第 1 个内含子中存在有 1 个 B am H Ⅰ位点 ,而在该基因的后面的载体多

克隆位点上存在有 1 个 B am H Ⅰ位点。因此 , 当以 B am H Ⅰ酶切时 ,应切出近 115kb 的片段。

由于在 WAP 全长基因的第 4 外显子上存在有单一的 B am H Ⅰ位点 ,故应出现近 3kb 的 WAP

片段。因此 ,用 B am H Ⅰ酶切即可以确定出外源基因的插入。

在此基础上 ,进行了插入方向的鉴定。在插入的 G2CSF 片段的后面 ,带有多克隆位点的
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Hinc Ⅱ位点 ,而在 G2CSF 基因内不存在该位点。WAP 的第 2 外显子末端存在有 Hinc Ⅱ位

点 ,故在插入方向正确的情况下 ,应切出约 115kb 的片段 , 反之则应切出近 3kb 的片段。以

WAP 全长基因为对照 , 同时用 Hinc Ⅱ酶切 ,结果获得 1 个插入方向正确的重组质粒 ,命名为

pW GG ,其酶切鉴定如图 2。

图 2 　重组质粒 pWGG的酶切鉴定
Fig. 2 　Plasmid pWGG identification by enzyme digest

1. λDNA/ Hi nd ⅢMarker 　21pWGG Bam H Ⅰdigest 　31pWGG EcoRⅠdigest 　41pWGG Kpn Ⅰdigest 　51pWGG S ma

Ⅰdigest 　61pWGG plasmid DNA 　71pWGG Hi nc Ⅱdigest 　81pWAP24 plasmid digest 　9. λDNA/ Hi nd ⅢMarker

(二) WAP基因调控序列控制下的重组质粒在奶牛乳腺的表达

采用碱裂解法大量提取表达质粒 pW GG , 经聚乙二醇纯化后 ,经 70 %乙醇消毒 ,无菌吹

干之后 ,溶于 TE(p H 8. 0)中 ,以微量注射器注射 100μl (60～70μg) / 次于奶牛乳腺 , 收取乳样

进行检测 ,结果见表 1。
表 1 　pWGG质粒直接注射牛乳腺的表达

Table 1 　Expression of human G2CSF by injecting plasmid pW GG into cow mammary

质粒 试验牛 (头) 表达牛 (头) 表达水平 (平均)

Plasmid Number of Number of Level of experssion level (Mean)
test cow expression cow

pWGG 1 1 404μg/ ml

pWGG 1 1 732μg/ ml

pWGG 1 1 528μg/ ml

PBS 1 1 未检测到 Not found

从表 1 中可以看出 ,在注射 PBS 的空白对照中未能检测出表达人 G2CSF ,而在含有完整

人 G2CSF 基因的表达载体 pW GG中 ,对 3 头奶牛注射 ,均检测出人 G2CSF 有表达。

讨 论

最为简单的真核细胞表达载体应既含有原核基因的复制位点 ,以便在细菌中进行扩增 ,

又带有能在真核细胞中进行表达的真核转录单位。真核转录单位由真核基因调控序列与结构

基因组成。在原核质粒中插入一个完整的哺乳动物细胞转录单位 ,便可组成一个简单的真核

表达载体。由于这种载体没有真核复制位点 ,因此转染后的 DNA 不会在真核细胞中扩增 , 而

是在其中低水平地表达相应的蛋白质。我们利用小鼠的乳清酸蛋白 ( WAP) 的调控序列 ,构建
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了真核表达载体 ,将其直接注射入奶牛的乳腺 , 获得了表达。

将外源基因直接注入动物体内 , 是近年来发展起来的以实现治疗疾病为目的的一种新技

术 ,它是基因治疗中体外转导方法的一种发展。1990 年 Wolff 等首次报道将带有目的基因的

质粒直接注射小鼠骨骼肌中 ,获得外源基因在骨骼肌细胞内的表达[4 ] 。此后 ,众多学者研究表

明了这一方法的可行性[5 ,6 ] 。

在我们的试验中 ,借鉴基因治疗中的质粒直接注射方法 ,试验结果证明了这一方法的可行

性。这对未来利用乳腺表达重组蛋白的应用有一定的指导意义。

在我们的试验中 ,仅仅在注射后第 3 天时取样检测 ,尚没有测定何时表达量最高 ,以及在

乳腺的表达可以持续多长时间。目前的试验已证明 ,采用直接注射质粒 DNA ,质粒 DNA 以非

整合状态存在[6 ] ,因此表达的时间受到一定限制 , 而对于获得重组蛋白来说 ,选择最佳表达时

间无疑也具有重要意义。
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STUDY ON HUMAN G2CSF EXPRESSION BY INJECTING

PLASMID INTO COW MAMMARY
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ABSTRACT

　　Expression plasmid with whey acid protein ( WAP) gene 5′as a control region and human

G2CSF gene as a target was constructed. This plasmid was injected into cow mammary by injec2
tor. The results showed that there were 732μg/ ml human G2CSF in cow milk. It is suggested that

this method might be used as a new system to produce recombinant protein in future.

　　 Key words : Injection , mammary ,expresion , G2CSF
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