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诱导表达!通过构建真核表达载体
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!利用脂质体介导法转染寿光鸡成纤维细胞!

并进行阳性细胞的克隆化筛选与检测'结果表明$
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基因开放阅读框序列长为
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重组融合蛋白在分子量约为
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处有

特异的蛋白条带出现!与预期分子量大小一致!等电点为
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扩增与
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检测确认
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融合蛋白基因

已经整合到寿光鸡成纤维细胞的基因组中!获得正常表达'研究结果为揭示我国优良地方鸡种的风味基因结构!
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随着人们生活水平的提高以及营养和健康意识

的增强!人们对畜禽肉质风味的要求亦越来越高'

因此改善和提高畜禽肉质风味的研究是新时期育种

学家所面临的问题'有关寿光鸡&石歧杂鸡和黄羽

鸡等肌肉中化学成分的研究表明$氨基酸&肌内脂肪
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苷酸起始合成与循环的唯一双功能酶'
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和
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在
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发现第一个
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缺陷病人开始!至今已经发现有
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多处有致

病作用的
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基因的点突变*
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'所以当前国内

外对影响肌苷酸生成的限速酶
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基因的研究

还主要集中在病理&生理&免疫等领域!而其对肌苷

酸含量影响的研究尚未见报道*
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'本研究在利用
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与
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技术获得寿光鸡
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基因全

长
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序列的基础上!通过分析
!.-/

基因结构

以及构建原核与真核表达载体!实现了其在原核与

真核细胞中的高效表达!得到以
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表达

为主的基因工程菌!确定了
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基因在靶细胞中的

分布及亚细胞定位!为阐述
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基因与风味特性关

联的分子机制!
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基因的精确定位!以及不同组

织&不同发育阶段的时空表达等后续研究奠定基础'
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的抽提与
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取新鲜寿光鸡心&肝&脾&肺&肾&脑&腿肌与胸肌

等不同组织各
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总
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!用紫外分光光度计及
-81

甲醛变性凝胶

电泳对
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的质量进行检测分析'参照使用
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!利用限制性内切
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寿光鸡
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基因真核表达载体的构建与脂

质体介导法转染成纤维细胞
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1.:

前面!加入了
G,+=

酶切

位 点
;5;I!I

"

1456 >#

$

,@!I!!55;1.:

:0:100000.:0:00:1::1!$@

#!

$@

端引物在原

有的终止密码
.11

前面加入了
F"+-=

酶切位点

I!!55;

"

1456 -#

$

,@!;5;I!I11:.:.!

01:0.011....0001!$@

#'定向插入处理的

9

2:>/!8$

中!构建融合表达载体
9

2:>/!1456

!

转化感受态细胞'
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日龄胚胎!采用组织块贴壁培养法

进行体外培养&传代和冻存*
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法*

"'

+

!将融合表达载体
9

2:>/!1456

转入寿光鸡
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"g%

密度传代!继续

培养至细胞密度达
+(M

!

3(M

融合!更换浓度为

3((

%

V

,

76

A"的
:%"3

全培养液进行筛选!每
$^

换
"

次培养液!约
"(^

后!对照细胞大部分死亡!观

察每孔中细胞克隆的形成数及荧光表达强度'

:%"3

培养液浓度换为
$((

%

V

,

76

A"继续筛选培

养!基本得到
:%"3

抗性细胞的稳定克隆'

'I'"

!

单克隆阳性细胞荧光蛋白基因整合%表达的

检测及鉴定

从挑选扩大培养的
1456

阳性表达细胞培养

物提取总
-81

*

"$

+

%利用特异引物
:>/>"

与
:>/

-"

进行
/0-

扩增!检测外源基因的表达及整合情

况!同时设计引物
:1/4Y>"

$"

,@!100101:.0!

01.:001.010!$@

#和
:1/4Y-"

$"

,@!.0010!

01000.:..:0.:.1!$@

#扩增
I!J.H

!将其

作为
-.!/0-

内参'用
9

2:>/!1456

重组表达载

体转染寿光鸡成纤维细胞!

%(L

后收集细胞进行

DEFGEHI!?JKG

检测'一抗为小鼠抗
:>/

单克隆抗

体!二抗为辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠抗体!

41<

显色'

!

!

结
!

果

!I'

!

EAL@>CK

文库构建以及
!"#$

基因
EAL@

序列的
>CK

扩增

在获得寿光鸡
d4

#'(

-

d4

#3(

值为
")*,

!

#)((

之间的总
-81

的基础上!构建
R481/0-

文库以

及进行
!.-/R481

序列的
/0-

扩增'用
R481

分子两端的接头对应引物对
R481

混合物进行有

限的扩增!获得
R481/0-

文库*

"+

+

'所构建的

R481/0-

文库中!

R481

分子量在
$((?

9!

$B?

%3*
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期 刘长青等$寿光鸡腺苷酸琥珀酸裂解酶
!.-/

基因的表达与克隆化细胞株的筛选

之间!绝大多数在
"(((?

9

左右"图
"1

#'如图
"<

所示!

$@!-102

扩增
!.-/

基因
R481

序列
%('

?

9

%

,@!-102

扩增其
,@

端序列为
"#,?

9

%用特异引

物
1456,"

!

1456,#

扩增中间序列为
"""#?

9

"图
"0

#'

1&

寿光鸡合成
R481

电泳图'

<&,@!-102

与
$@!-102

!

"

&

#),@!-102

扩增产物%

$

&

%)$@!-102

扩增产物'

0&!.-/

基因
R481

中间序列

1&R481F

`

IGLEFQFFE

9

PHPGÊQI"MP

V

PHKFE

V

EJ&<&$@!-102PÎ ,@!-102

!

"

!

#)17

9

JQ]QÊ ]HP

V

7EIGFK]$@!

-102

%

$

!

%)17

9

JQ]QÊ ]HP

V

7EIGFK]$@!-102&0&.LE7Q̂ ĴE

9

PHGQPJFE

S

CEIREFK]!.-/

V

EIE

图
'

!

寿光鸡
!"#$EAL@

序列全长
>CK

扩增

=.

D

R'

!

>CK6:

*

8.;.E62./0/;19/3

D

360

D

E9.EF,0!"#$;388?8,0

D

29EAL@

!

!I!

!

全长
!"#$

基因
EAL@

序列

根据测序得出的
$

部分寿光鸡
!.-/R481

核苷酸序列!如图
#

所示用
41[<2

软件拼接起全

长为
",,3?

9

的
!.-/

基因
R481

序列'利用

<JPFGI

软件将
!.-/

基因
R481

全序列进行同源

性基因检索!结果在
:EI<PIB

-

2[<6

-

44<Z

数据

库中
!.-/R481

序列与家鼠*

"3

+

&人类*

"*

+和狗分

别具有
3#M

&

+3M

和
3(M

的同源性!证明此基因为

寿光鸡的
!.-/

基因'根据测序得出的
!.-/

基

因核苷酸序列!利用
80<=

与
481FGPH

软件提供的

d->

进行开放阅读框的判定!从
h"

到
"%,,?

9

为

完整阅读框!编码
%3,

个氨基酸'

,@

端非翻译区从

A#3

到
A"?

9

处!

$@

端非翻译区为
,,?

9

'在
$@

端

非翻译区距离
/KJ

`

1

尾
"%

核苷酸处!出现大多数

真核 生 物 共 有 的
11.111

转 录 终 止 信 号

"

1W+('(%%

#'

!IJ

!

MN

侧翼调控区分析

使用
!.-/

基因的
,@

端特异引物与试剂盒接

头引物扩增出
"($,?

9

的
!.-/

基因
,@

侧翼调控

区序列'通过
.-185>10

转录因子数据库与

8ECHPJ8EGTKHBF/HK7KGEH/HÊQRGQKI

预测!寿光

鸡
!.-/

基因
,@

侧翼调控区具有一些典型的调控

元件!如$

dRG!"

!

1

9

!#

!

:0!?K\

!

8>!1.

!

5

9

"

和

8->!#

等'但并没有明显的
.1.1

和
011.

框出

现!而且在位于起始密码子
1.:

前
#$%?

9

的区域

具有
+#)',M

的
:0

含量!这都与管家基因的特征

相一致"图
$

!

1W*"",$$

#!与大鼠&人类的
!.-/

基

因启动子区的研究结果十分相似'

寿光鸡
,@

侧翼调控区
A#3?

9

处发生
0

#

.

突

变!存在于所有研究的寿光鸡个体中!频率为
"

'该

突变使得本来不是核呼吸因子
!#

"

8->!#

#结合位点

的
0.00

突变为
8->!#

结合位点
0..0

'使得寿

光鸡在
A"*

与
A#3?

9

位置上具有
#

个相邻的顺式

转录调控因子!

#

个潜在的
8->!#

结合位点!在人

的相同位置也具有
#

个
8->!#

因子结合位点!寿光

鸡&

:EI<PIB

以及人类野生型&突变型
!.-/

基因

,@

侧翼区序列比较见图
%

'

[PHQE

等通过定点诱变

研究!认为人类
,@

侧翼调控区的
#

个
8->!#

因子

在调控
!.-/

基因功能方面具有重要作用*

#(

+

!这
#

个
8->!#

因子与鸡
!.-/

基因的
#

个
8->!#

因子

位置相同'

!I$

!

不同物种间
@A1B

氨基酸序列比对分析

对寿光鸡与人类"

H+?+2$

B

(&)"&

#&小鼠"

D>2

?>2">6>2

#&芽孢杆菌"

@$"(66>22>C#(6(2

#&曼氏血吸

虫"

-",(2#+2+?$?$)2+)(

#

1456

进行多重序列比

对!分析结果表明!人类&大鼠的序列比先前研究的

鸡
1456

氨基酸"

8/

.

**(3'(

#序列多
#'

个氨基酸!

并且我们对寿光鸡全长
!.-/

基因的
R481

序列

,3*
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末段与先前研究比较增加的
#'

个氨基酸用黑框标出!

#

个翻译起始位点用三角号标出'星号指终止密码子!转录终止信号

11.111

用单下划线标出

.LE#'P7QIKPRQ̂FQIRHEPFQI

V

QIGLE8AGEH7QIPJK]

9

HKGEQIFE

S

CEIRERK7

9

PHQI

V

TQGL

9

HE_QKCFHEFEPHRLPHEFLKTIQIFLP̂Ê ?K!

\EF&1JGEHIPGQ_EQIQGQPGQKIRK̂KIFPHEFLKTIQIGHQPI

V

JE&.LEFGPHQÎQRPGEFGLEGEH7QIPGQKIRK̂KI

!

PÎ GLE

9

KJ

`

P̂EI

`

JPGQKIFQ

V

!

IPJQFCÎEHJQIÊ

图
!

!

寿光鸡
!"#$

基因全长
EAL@

序列与预测氨基酸序列

=.

D

R!

!

L3E8,/2.4,-,

S

3,0E,604

*

+,4.E2,4

*

+/2,.0

*

+/43E2/;29,;388?8,0

D

2919/3

D

360

D

E9.EF,0!"#$EAL@

图
J

!

寿光鸡
!"#$

基因
MN

调控区序列及启动子调控元件预测

=.

D

RJ

!

1,

S

3,0E,/;29,MN;860F.0

D

+,

D

./0/;19/3

D

360

D

E9.EF,0!"#$

D

,0,604

*

+,4.E2./0/;

*

+/:/2,+-

'3*
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期 刘长青等$寿光鸡腺苷酸琥珀酸裂解酶
!.-/

基因的表达与克隆化细胞株的筛选

图
$

!

寿光鸡%

<,0T60F

以及人类野生型%突变型
!"#$

基因
MN

侧翼区序列比较

=.

D

R$

!

P9,E/:

*

6+.-./0-/;19/3

D

360

D

E9.EF,0

&

<,0T60F

&

H.842

5*

,604:3262./02

5*

,/;

93:607,.0

D

.0!"#$MN;860F.0

D

+,

D

./0

!

研究结果证实!

!.-/

基因
,@

端在过去认为的起始密

码子"

[#

#前面具有另外一个起始密码子"

["

#"图
,

#'

!IM

!

寿光鸡
!"#$

基因的表达情况

!.-/

在包括心&肝&脾&肺&肾&脑&腿肌和胸肌

等
3

种器官或组织中表达情况见图
'

所示!

!.-/

表达最多的是胸肌!其次是肝脏&脾&肾和腿肌!而

心&肺和脑中表达量较低'

图
M

!

不同物种间
@A1B

氨基酸序列的多重序列比对图

=.

D

RM

!

C/:

*

6+.-./0/;29,@A1B6:.0/6E.4-,

S

3,0E,-;+/:;.U,-

*

,E.,-

!

1&

寿光鸡
!.-/

在
3

种组织和器官中的差异表达%

<&

!.-/

基因在
3

种组织差异表达量的比较!

"&

心!

#&

肝!

$&

脾!

%&

肺!

,&

肾!

'&

脑!

+&

腿肌!

3&

胸肌

1&2\

9

HEFFQKI K] !.-/ QI P

9

PIEJ K] GQFFCEF ]HK7

5LKC

V

CPI

V

RLQRBEI

%

<&0K7

9

PHPGQ_EJE_EJFK]E\

9

HEFFQKIK]

1456QI3GQFFCEF&"&YEPHG

%

#&6Q_EH

%

$&5

9

JEEI

%

%&

6CI

V

%

,&cQ̂IE

`

%

'&<HPQI

%

+&6E

V

7CFRJE

%

3&<HEPFG

7CFRJE

图
O

!

寿光鸡
!"#$

在
&

种组织中的差异表达

=.

D

RO

!

P9,+,-382/;4.;;,+,02.68,)

*

+,--./0/;!"#$:KL@

.019/3

D

360

D

E9.EF,0&2.--3,-

!

!IO

!

重组寿光鸡
!"#$

的表达及
Q,-2,+0?78/2

检测

545!/1:2

结果表明"图
+1

#!寿光鸡
1456

融合表达载体
9

:2;!1456

菌株经
=/.:

诱导后!

在分子量
3(),BC

处有一条特异蛋白条带'未经诱

导的菌株无此蛋白带!含空载体的菌株经
=/.:

诱

导后也没有此蛋白带!未经诱导的
9

:2;!1456

菌

株表达了此蛋白!但其含量为总蛋白含量的
$)%M

'

随着
=/.:

诱导时间的延长!该特异蛋白带的表达

量相应增加!

,L

表达量最高!占所有蛋白总表达

量的
#$)'M

!诱导
$L

后融合蛋白表达量差异不

大!可 见
"M=/.:

诱 导 表 达
$L

后 即 可 获 得

9

:2;!1456

良好的表达'

9

:2;!1456

菌株在宿

主菌
F0"+6(<6#"

"

42$

#特异表达了重组蛋白
!14!

56

!融合蛋白的分子量约为
3(),BC

!与预期的分

子量大小基本一致"

:5.#'BC

与寿光鸡
1456

,%),BC

融合#'

将纯化得到的融合蛋白
9

:2;!1456

进行

DEFGEHI!?JKG

检测!利用
:5.

单克隆抗体检测

9

:2;!1456

重组融合蛋白的表达情况'结果显

示!纯化的寿光鸡
9

:2;!1456

重组融合蛋白能特

异性结合
:5.

单克隆抗体!融合蛋白
9

:2;!1456

在
/a4>

膜上呈现
#

条显色带!分子量分别为
3(),

和
#'BC

!推测
3(),BC

应为
9

:2;!1456

融合蛋

白!

#'BC

蛋白条带为纯化过程中断裂下来的蛋白

:5.

!此结果与
545!/1:2

电泳结果一致"图
+<

#'

!I%

!

外源基因表达靶细胞的培养

本试验进行了寿光鸡成纤维细胞的体外培养

"图
3

#!细胞冻存个体数达
##

个!冻存支数达
","

支!每支细胞含量为
$

!

,e"(

'

-

76

!为外源基因在

细胞中的表达提供了良好的靶细胞'

+3*
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1&

寿光鸡
!.-/

基因原核诱导表达
545!/1:2

分析!

"&<6#"

菌液表达产物%

#=/.:

诱导表达
9

:2;!%.!"

菌株表达产

物%

$A'&

9

:2;!1456

诱导
"

&

#

&

$

和
,L

效果图%

<&DEFGEHI!?JKG

鉴定
9

:2;!%.!1456

重组融合蛋白的表达!

"&

未纯化

9

:2;!1456

融合蛋白
DEFGEHI!?JKG

检测结果%

#&

纯化
9

:2;!1456

融合蛋白
DEFGEHI!?JKG

检测结果%

$&:5.

对照蛋白

DEFGEHI!?JKG

检测结果%

[&

蛋白质相对分子质量标准

1&545!/1:2PIPJ

`

FQFK]HERK7?QIPIG

9

:2;!1456]CFQKI

9

HKGEQIF

!

"&.LEGKGPJ

9

HKGEQIFK]<6#"

%

#&.KGPJ

9

HKGEQIFK]

<6#"RKIGPQIQI

V9

:2;!%.!"QÎCRÊ TQGL=/.:

%

$A'&.KGPJ

9

HKGEQIFK]<6#"RKIGPQIQI

V

1456KI"

!

#

!

$PÎ ,LP]GEHQI!

ĈRGQKITQGL=/.:&<&DEFGEHI!?JKGPIPJ

`

FQFK]HERK7?QIPIG

9

:2;!1456]CFQKI

9

HKGEQIF

!

"&6

`

FPGEF]HK7HERK7?QIPIG]C!

FQKI

9

HKGEQI

9

:2;!1456

%

#&/CHQ]QÊ J

`

FPGEF]HK7HERK7?QIPIG]CFQKI

9

HKGEQI

9

:2;!1456

%

$&6

`

FPGEF]HK7:5.

9

KFQGQ_E

RKIGHKJ

%

[&/HKGEQI7PHBEH

图
%

!

寿光鸡
!"#$

基因原核诱导表达及
Q,-2,+0?78/2

检测

=.

D

R%

!

1A1?>@<(604Q,-2,+0?78/26068

5

-.-/;+,E/:7.0602

*

<(V?@A1B;3-./0

*

+/2,.0-,)

*

+,--,4.029,%&'()*+'(+,'-.+

TB!'

#

A(J

$

!I&

!

@A1B

在转染细胞中的亚细胞定位与克隆化

细胞的筛选

脂质体介导法转染后
#%

&

%3

和
+#L

!转染率在

#')%M

!

%")#M

之间!采用荧光共聚焦显微镜观察

绿色荧光在寿光鸡成纤维细胞中的分布!以确定

1456!:>/

融合蛋白在细胞中的分布和亚细胞定

位'结果发现!转染空载体
9

2:>/!8$

的阳性对照

组中!绿色荧光均匀的分布于整个细胞!呈弥散分

布!说明仅有
:>/

表达%而在转染融合基因
1456!

9

2:>/!8$

的细胞中!转染
#%L

后!寿光鸡成纤维

细胞中开始出现绿色荧光!绿色荧光均匀分布于整

个细胞!在转染
%3L

后!细胞核内绿色荧光较强!而

细胞质中绿色荧光较弱!说明
1456!:>/

融合蛋白

在寿光鸡成纤维细胞内均有分布!当表达量高时!在

细胞中聚集成团块状或颗粒状"图
*

#'

1&

寿光鸡原代培养细胞%

<&

寿光鸡继代培养细胞%

0&

寿光鸡复苏后细胞

1&/HQ7PH

`

RCJGCHÊ REJJFK]5LKC

V

CPI

V

RLQRBEI

%

<&5C?RCJGCHÊ REJJFK]5LKC

V

CPI

V

RLQRBEI

%

0&5LKC

V

CPI

V

RLQRBEIRCJ!

GCHÊ REJJFP]GEHHERK_EH

`

图
&

!

寿光鸡成纤维细胞的培养#

$"W

$

=.

D

R&

!

=.7+/786-2E,88E3823+,/;19/3

D

360

D

E9.EF,0

#

$"W

$

!

!!

在细胞转染
%3L

后!将细胞以
"g%

的比例传

代!传代
$

!

%L

待细胞贴壁后!开始用最小致死量

3((

%

V

,

76

A"的
:%"3

全培养基进行药物抗性筛

选!筛选
$

!

%

周后!获得多个阳性细胞克隆'挑选

33*
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基因的表达与克隆化细胞株的筛选

表达强烈的克隆进行了扩大培养!目前传了
+

!

"(

代!这些细胞表达荧光强度仍然强烈!获得表达

9

2:>/!1456

融合蛋白基因的寿光鸡成纤维细胞

株"图
*<

#'

1)

9

2:>/!1456

在寿光鸡成纤维细胞中的表达"

%(e

#%

<)

9

2:>/!1456

阳性细胞株集落"

"((e

#%

0)

9

2:>/!14!

56

在成纤维细胞中分布"

",(e

#%

4)

9

2:>/!1456

在成纤维细胞中表达"

%((e

!

%33I7

激发#%

2)

使用
41/=

对转

染绿色荧光蛋白细胞进行细胞核染色"

%((e

!

%(,I7

激发#%

>)

为
4

&

2

两个图片在共聚焦显微镜的结合图"

%((e

#

1).LEE\

9

HEFFQKIK]

9

2:>/!1456QI5LKC

V

CPI

V

RLQRBEI]Q?HK?JPFGREJJ&<)

9

2:>/!1456REJJJQIERKJKI

`

&0).LE

REJJCJPHJKRPJQbPGQKIK]

9

2:>/!1456

"

",(e

#

&4).LE

9

2:>/!1456JKRPGQKIQIREJJ

"

%((e

!

E\RQGÊ PG%33I7

#

&2)8C!

RJEQFGPQIÊ TQGL41/=

"

%((e

!

E\RQGÊ PG%(,I7

#

&>).LEK_EHJ

`

Q7P

V

EF

9

HK̂CRÊ ?

`

7EH

V

QI

V

GTKFQ

V

IPJFGK

V

EGLEH

"

%((e

#

图
#

!

@A1B

融合蛋白在转染细胞中的亚细胞定位

=.

D

R#

!

P9,-37E,88386+8/E62./0/;

*

(<=>?@A1B;3-./0

*

+/2,.0.019/3

D

360

D

E9.EF,0;.7+/786-2E,88-

!I#

!

成纤维细胞中表达重组融合蛋白的检测

因寿光鸡成纤维细胞本身不表达
:>/

!而构建

的
!.-/

基因的真核表达载体上带有
IKJ

基因!

根据
IKJ

基因序列设计特异引物!利用
.HQbKJ

提

取克隆细胞的总
-81

!以提取的总
-81

为模板!

进行
/0-

扩增检测!获得了一条
+"'?

9

左右的片

段!与设计的引物预期扩增的片段大小相符!而没

有转染的空白对照组没有目的条带出现!说明
$

种

荧光蛋白基因都已经整合到寿光鸡成纤维细胞的基

因组染色体上!从
-81

水平上证实了荧光蛋白基

因在寿光鸡成纤维细胞中能够正常的转录&表达"图

"(1

#'利用
:>/

单克隆抗体检测
9

2:>/!1456

重组融合蛋白的表达情况'结果显示!在寿光鸡成

纤维细胞中表达的重组融合蛋白能特异性结合

:>/

单克隆抗体!融合蛋白在
3$),BC

处具有明显

的条带!空白对照组无特异条带"图
"(<

#'

1&-.!/0-

检测重组融合蛋白的表达%

<&DEFGEHI!?JKG

鉴定重组融合蛋白的表达

1&1IPJ

`

FQFK]:>/E\

9

HEFFQKIQIGHPIF]ERGÊ <Z2[

-

2:>/!8$!1456REJJF?

`

FE7Q!

S

CPIGQGPGQ_E-.!/0-

%

<&

DEFGEHI!?JKGK]GLEE\

9

HEFFQKIK]HERK7?QIPIG]CFQKI

9

HKGEQI

9

2:>/!1456QI5LKC

V

CPI

V

RLQRBEI]Q?HK?JPFGF

图
'"

!

寿光鸡
*

(<=>?@A1B

克隆细胞株
KP?>CK

与
Q,-2,+0?78/2

检测

=.

D

R'"

!

P9,4,2,E2./0/;29,,)

*

+,--./0/;!"#$

D

,0,.02+60-;,E2,4E,88-7

5

KP?>CK604Q,-2,+0?78/2
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报
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J

!

讨
!

论

JI'

!

全长
!"#$

基因
EAL@

序列及其编码氨基酸

序列分析

有关人类
!.-/

基因是从
["

还是
[#

起始翻

译曾经存在过争议!

5GPIQFJP_

等在
F0"+6(

中克隆并

表达了人类
!.-/

基因!发现!从
["

起始翻译的

蛋白质是可溶的!稳定的!并且具有
1456

酶活力%

而从
[#

起始翻译的蛋白质是不溶的!不具有
14!

56

酶活力*

#"

+

'鸡
1456

酶氨基酸残基在此位置上

与人类*

#(

+

&大鼠*

"3

+

1456

酶高度的序列同源性也强

有力地支持了鸡
!.-/

基因应该从第一个起始密

码子
["

起始翻译'因此!鸡的
1456

酶具有
%3,

个氨基酸残基!而人类和大鼠都具有
%3%

个氨基酸

残基'

JI!

!

!"#$

基因
MN

侧翼调控区的研究

位于寿光鸡
,@

侧翼调控区
A#3?

9

处发生
0

#

.

突变!使得本来不是
8->!#

"核呼吸因子
#

#结合

位点的
0.00

突变为
8->!#

结合位点
0..0

!而且

在
A"3?

9

处具有另外
"

个潜在的
8->!#

结合位

点'在人类
!.-/

基因
,@

侧翼调控区靠近起始密

码子"

1.:

#处也具有
#

个类似相邻的
8->!#

结合

位点'

[PHQE

等对一名
1456

缺陷病人的研究发

现!其第
"

个
8->!#

结合位点发生了突变"

0..0

#

0.00

#

*

"*

+

!他认为$这
#

个潜在的
8->!#

结合位

点的突变在很大程度上会引起
1456

缺陷%

8->!#

结合位点在嘌呤核苷酸生物合成途径基因调控上起

到重要作用'本研究证实的
A#3?

9

处发生
0

#

.

突变也恰好位于寿光鸡
,@

侧翼调控区第
"

个
8->!

#

结合位点!这与
[PHQE

等的研究结果相似'如果

以
:EI<PIB

上
8D

.

('#((*

相关序列为野生型!那

么该突变使寿光鸡
,@

侧翼调控区存在
8->!#

结合

位点!可能会增强寿光鸡
!.-/

基因的转录'

JIJ

!

*

(<=>?@A1B

在细胞中的定位

采用荧光共聚焦显微镜观察绿色荧光在寿光鸡

成纤维细胞中的分布发现!在转染空载体
9

2:>/!

8$

的阳性对照组中!绿色荧光均匀的分布于整个细

胞!呈弥散分布!说明仅有
:>/

表达%而在转染融合

基因
9

2:>/!1456

的细胞中!转染
#%L

后!寿光鸡

成纤维细胞中开始出现绿色荧光!均匀分布于整个

细胞内%在转染
%3L

后!细胞核内绿色荧光明显增

强!而细胞质中绿色荧光较弱!说明
9

2:>/!1456

融合蛋白在寿光鸡成纤维细胞均有分布!但细胞核

内较多!当表达量高时!在细胞中聚集成团块状或颗

粒状'可见荧光蛋白对于外源基因
!.-/

的分布

及定位没有明显的影响!然而在其它细胞系中
:>/

的分布可能会影响外源基因的分布!因此利用
IKJ

作为报告基因分析融合蛋白产生的荧光之前!首先

研究各种所需报告基因荧光蛋白在一个未知的细胞

系的定位特点尤为重要*

##

+

'

JI$

!

寿光鸡成纤维细胞
*

(<=>?@A1B

阳性细胞株

的建立与重组融合蛋白检测

在阳性细胞抗性筛选的过程中!有少部分细胞

虽然没有观察到荧光的表达!但在药物抗性筛选过

程中一直能够存活!可能是由于细胞内存在相关的

限制性内切酶类!将转入细胞内的荧光蛋白基因编

码区随机切开!但抗性基因部分却没有被破坏!使其

具有抗药性却不表达荧光'因此!共聚焦显微镜能

观察到荧光表达!并不能证实荧光蛋白基因已经整

合到细胞基因组染色体上!必须进行克隆培养'本

研究中!挑取了荧光蛋白基因转染稳定表达!荧光强

度高的细胞!利用有限稀释法对阳性细胞进行稀释

培养!

:%"3

抗性筛选
$

!

%

周!可见明显的抗性细胞

集落!获得了稳定表达
9

2:>/!1456

的阳性表达

成纤维细胞株'

-.!/0-

结果显示!在空白对照组

和空载体组中均有
()'B?

的扩增带!且强度相似!

一方面表明正常寿光鸡成纤维细胞中有
!.-/

基

因的表达!另一方面也排除了载体对转染带来的影

响%而与空载体组和空白对照组相比!重组转染组却

有
!.-/

的过量表达!说明转染是成功的!实现了

9

2:>/!1456

重组融合蛋白在成纤维细胞中的表

达'

DEFGEHI!?JKG

检测结果显示!在寿光鸡成纤维

细胞中表达的重组融合蛋白能特异性结合
:>/

单

克隆抗体!融合蛋白在
3$),BC

处有明显的条带!转

染空载体
/2:>/!8$

的阳性对照组的
:>/

蛋白在

#*BC

处显带!空白对照组无特异条带!从蛋白质水

平也证实了
9

2:>/!1456

重组融合蛋白在寿光鸡

成纤维细胞中的表达'

本研究获得的寿光鸡
!.-/

基因阳性细胞株!

一方面为寿光鸡转基因动物克隆提供了重要的试验

材料%另一方面对于鉴定
!.-/

基因是否是控制寿

光鸡风味特性优良的主效基因!为实现育种理论和

关键技术新突破等具有一定指导作用'
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用胶原酶消化法培养德

宝矮马耳缘组织成纤维细胞初探*
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蒙古羊成纤维细胞中的表达*

Z

+

&

畜牧兽医学报!

#(('

!

$+

"

""

#$

""%"!""%3&

*

"+

+

!

李晶泉!袁晓东!汤敏谦
&

微量
-81

的
R481/0-

文库的构建*

Z

+

&

遗传!

#(("

!

#$

"

#

#$

"%+!",(&

*

"3

+

!

Dd8:6Z

!

d@<-=28 D2&0LPHPRGEHQbPGQKIK]GLE

R481PÎ GLE
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质粒转染

乳鼠心肌细胞的分布及效率*
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