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摇 摇 摘要:摇 为构建肌肉中特异表达真核载体,本试验以 PGL4. 10 质粒为骨架,利用基因合成、酶切连接方法获得重

组载体,同时利用红色荧光蛋白基因DsRed2 作为标记基因来检测重组载体在非肌源细胞和肌细胞中的表达情况。 结

果表明,成功构建了含有肌球蛋白轻链基因 MLC 启动子及其增强子的肌肉中特异表达载体,通过 mRNA 和蛋白水平

检测,该表达载体在非肌源性细胞和肌细胞中均不表达 DsRed2,只在分化的肌细胞中表达 DsRed2。 该表达载体的构

建为制备肌肉中特异表达的转基因动物奠定了基础。
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Construction and verification of muscle鄄specific expression eukaryotic vector
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摇 摇 Abstract:摇 To construct a muscle鄄specific eukaryotic expression vector and to verify its specific expression, a recom鄄
binant vector was constructed using gene synthesis and enzyme digestion ligation method based on PGL4. 10 plasmid as a
backbone. Meanwhile, a red fluorescent protein (DsRed2) was used as a marker to detect the expression of the recombi鄄
nant vector in non鄄muscle鄄derived cells and muscle cells. The results showed that the muscle鄄specific eukaryotic expression
vector containing the promoter and enhancer of myosin light chain (MLC) gene was successfully constructed. This expres鄄
sion vector did not express DsRed2 in non鄄myogenic cells and muscle cells, and could only express in differentiated muscle
cells at mRNA and protein levels. The results provide a solid foundation for the preparation of muscle鄄specific expression for
transgenic animal.

Key words:摇 muscle; expression vector; myosin light chain(MLC); promoter; red fluorescent protein(DsRed2);
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摇 摇 在转基因动物的研究和生产中,往往需要借助表 达载体来实现宿主中外源基因的表达,从而使宿主获

得由该基因表达而带来的新表型。 自从 1980 年 Gor鄄
don 首次获得转基因小鼠后[1],人们迅速运用转基因

技术在改变动物的生长性能上做了尝试并取得了较

好的结果[2]。 然而随后发现这些表达载体采用的都

是无组织特异性的启动子,由此导致外源基因在宿主

内的其他组织中以及胚胎发育阶段中持续表达,反而

使机体出现一系列异常,对转基因动物自身的生长发
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育造成损害[3鄄4]。 因此,构建有组织表达特异性启动

子的载体能避免目的基因表达紊乱带来的危害。
中外猪种在生长速度以及瘦肉率上有明显差

别,通过转基因技术将一些对肌肉生长发育有明显

促进作用的基因(如 Follistatin[5])转到本地猪中,对
其瘦肉率等的改善具有重要意义。 此外,还可以利

用一些基因( fat鄄1[6]、DGAT1[7] )来改善三元猪高瘦

肉率的肉质品质。 借助肌肉特异表达载体,不仅可

以达到上述目的,还能尽量保障转基因动物生长发

育的安全。
肌球蛋白轻链(MLC)是肌纤维粗丝的主要成

分,通过与细丝滑动为肌肉收缩提供动力。 有研究

结果表明,MLC 基因中的启动子和增强子使其特异

表达于终端分化的肌纤维中,其转录活性要比肌细

胞以及非肌肉组织高出许多倍[8]。 由 MLC 启动子

和增强子构建的肌肉表达载体可避免目的基因表达

对肌细胞自身增殖分化和其他组织发育可能造成的

不利影响,而且 MLC 在胚胎发育晚期才开始表

达[8鄄9],进一步避免了目的基因表达对胚胎早期发育

造成的危害[4]。 此外,MLC 增强子在物种间具有较

强的保守性[10鄄11],在不同物种上都能发挥相似的功

能,因此其顺式作用元件可以作为一个理想的肌肉

特异表达元件。
本研究拟利用大鼠 MLC 基因的启动子和增强

子构建肌肉特异表达载体,并利用红色荧光蛋白基

因 DsRed2 验证其在肌肉中表达的特异性,为下一步

制备在肌肉中特异表达的转基因动物提供基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 试验材料

1. 1. 1摇 细胞摇 猪肾上皮细胞 PK15、小鼠胚胎成纤

维细胞 NIH鄄3T3、大鼠 L6 肌细胞购于中国医学科学

院基础医学研究所基础医学细胞中心,猪肺泡巨噬

细胞 3D4 / 21 为本实验室保存。
1. 1. 2摇 主要试剂摇 限制性内切酶、T4 DNA 连接酶

购 于 NEB 公 司, DNA marker、 primerSTAR Max
Premix 购于 TaKaRa 公司,感受态细胞购于北京全

式金公司,质粒提取试剂盒购于 Omega 公司,胶回

收试剂盒购于北京天漠科技开发有限公司,DMEM
培养基、胎牛血清、青链霉素和 Lipofectamine 3000
购于 Thermo Fisher 公司,PGL4. 10 载体、Dual鄄Lucif鄄
erase Reporter Assay System 购于 Promega 公司,MLC

基因启动子 5Promoter 和增强子 3Ehancer 的合成、
引物合成、基因测序均由南京金斯瑞生物科技有限

公司完成。
1. 2摇 试验方法

1. 2. 1 摇 PGL4. 10鄄5Promoter 以 及 PGL4. 10鄄
5Promoter鄄3Ehancer 质粒构建 摇 以 PGL4. 10 质粒为

骨架载体, 同时双 酶 切 PGL4. 10 质 粒 和 pUC鄄
5Promoter(Sac I+Xho I),分别将切下的 PGL4. 10 线

性载体和 5Promoter 进行回收,然后以 T4 连接酶连

接,转化大肠杆菌 Trans5a,培养并挑菌,进行 PCR
与测 序 鉴 定, 将 该 重 组 载 体 命 名 为 PGL4. 10鄄
5Promoter。 利用 PGL4. 10鄄5Promoter 质粒为骨架载

体,同时双酶切 PGL4. 10鄄5Promoter 质粒与 pUC鄄
3Ehancer(Bam H I+Sal I),分别将切下的 PGL4. 10鄄
5Promoter 线性载体和 3Ehancer 进行回收,然后以

T4 连接酶连接,转化大肠杆菌 Trans5a,培养并挑

菌,进行 PCR 与测序鉴定,将该重组载体命名为

PGL4. 10鄄5Promoter鄄3Ehancer。
1. 2. 2 摇 红色荧光蛋白基因 DsRed2 的克隆 摇 根据

pIRES2鄄DsRed2 质粒上 DsRed2 基因序列,分别设计

编码区上下游引物并引入酶切位点 Xho I、Eco R I、
Bgl II 和 Hid III、Xma I、Xba I 以及保护碱基。 上游

引物(5忆鄄CCGCTCGAGGAATTCAGATCTGCCACCAT鄄
GGCCTCCTCC鄄3忆) 和 下 游 引 物 ( 5忆鄄GCTCTAGAC鄄
CCGGGAAGCTTCTACAGGAACAGGTGGTGGC鄄3忆)均
由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。 以 pIRES2鄄
DsRed2 质粒为模板,用 primerSTAR Max Premix 进行

PCR 扩增。 PCR 反应体系为:2 滋l 上游引物 (10
滋mol / L),2 滋l 下游引物(10 滋mol / L),20 ng 质粒,
25 滋l primerSTAR Max Premix,添加 ddH2 O 至总体

积为 50 滋l。 PCR 反应条件为:95 益预变性 3 min;
98 益变性 10 s,60 益退火 15 s,72 益复性 15 s,循环

30 次后于 4 益下保存。
1. 2. 3 摇 PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer 质粒构

建摇 琼脂糖凝胶回收 DsRed2 基因的 PCR 产物,用
Xho I 和 Xba I 双 酶 切 PCR 产 物 和 PGL4. 10鄄
5Promoter鄄3Ehancer,然后再进行琼脂糖凝胶回收。 将

回收的 PCR 酶切产物和 PGL4. 10鄄5Promoter鄄3Ehancer
酶切产物用 T4 DNA 连接酶连接,然后转化大肠杆菌

Trans5a,随机挑取 5 个克隆,PCR 鉴定为阳性后送去

测序,待测序正确后再进行酶切鉴定。 将该重组载体

命名为 PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer。
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1. 2. 4摇 细胞培养、分化和转染 摇 L6 细胞的培养基

为含有 10% FBS 和 1%青链霉素的 DMEM 培养基,
置于含有 5% CO2的培养箱中,于 37 益下培养。 细

胞密度为 70%时按 1 颐 3 传代。 L6 细胞分化为肌管

时,换成含 2% 马血清的 DMEM 培养基。 转染按照

Lipofectamine 3000 说明书进行,12 孔板步骤主要如

下:在 50 滋l opti鄄MEM 中加入 1 滋g 质粒和 2 滋l
P3000TM并混匀,在 50 滋l opti鄄MEM 中加入 3 滋l Li鄄
pofectamine 3000 混匀,然后再相互混匀并在室温下

孵育 5 min 后滴加到细胞培养基中。
1. 2. 5摇 双荧光素酶活性检测 摇 12 孔板转染前 1 d
铺 L6 细 胞, 待 密 度 为 80% 左 右 时 分 别 转 染

PGL4. 10鄄5Promoter 和 PGL4. 10鄄5Promoter鄄3Ehancer
质粒,同时分别加入 pRL鄄TK 质粒作为内参。 转染

24 h 后换成含 2%马血清的 DMEM 培养基分化 3 d,
每孔用 PBS 洗 3 次后加入 250 滋l 1伊PLB 溶液,室温

下摇晃 15 min 后根据 Dual鄄Luciferase Reporter Assay
System 说明书进行测定。
1. 2. 6 摇 RNA 的提取、 cDNA 合成及 PCR 扩增 摇
RNA 提取的主要步骤为:12 孔板中吸取培养基后用

PBS 洗 1 遍,加入 1 ml 裂解液并于室温下裂解 5
min,然后加入 200 滋l 氯仿混匀后静止 3 min,4 益、
12 000 r / min离心 10 min 后取约 400 滋l 上清液,转

移到新的 1郾 5 ml EP 管中,加入等体积的 70%乙醇,
颠倒混匀,10 000 r / min离心 45 s,弃掉废液。 加 500
滋l 去蛋白液 RE,12 000 r / min离心 45 s,弃掉废液,
加入 700 滋l 漂洗液 RW,12 000 r / min离心 60 s,弃
掉废液,加入 500 滋l 漂洗液 RW,12 000 r / min离心

60 s,弃掉废液。 将吸附柱 RA 放回收集管中,
12 000 r / min离心 2 min,在吸附膜的中间部位加 35
滋l RNase free water,室温放置 2 min,12 000 r / min离
心 1 min,-80 益冰箱中保存备用。

采用 TaKaRa cDNA 合成试剂盒进行反转录,主
要步骤为:1 滋l Oligo dT primer、1 滋l dNTP mixture 和

1 滋g RNA 加入 0. 2 ml EP 管中,补水至 10 滋l,置于

PCR 仪中,于 65 益下作用 5 min 后立即冰浴 2 min,
然后加入 4 滋l 5伊primescript II buffer、0郾 5 滋l RNase
inhibitor 和 1 滋l primescript II RTase,补水至 20 滋l,
混匀离心后于 42 益下反应 60 min,最后以 70 益热

处理 15 min,-80 益冰箱中保存备用。
PCR 反应条件及体系:10郾 0 滋l premix、0郾 5 滋l

上游 引 物 ( 10 滋mol / L )、 0郾 5 滋l 下 游 引 物 ( 10
滋mol / L)、2郾 0 滋l cDNA、7郾 0 滋l ddH2 O,总体积 20
滋l。 PCR 反应条件为:95 益预变性 3 min;95 益变性

15 s,60 益退火 30 s,72 益延伸 20 s,循环 32 次,4
益保存。 引物序列见表 1。

表 1摇 PCR 扩增引物

Table 1摇 The sequence of primer for PCR

摇 基因 GenBank 登录号 摇 摇 引物序列(5忆寅3忆) 退火温度(益) 产物大小(bp)

HPRT(pig) NM_001032376. 2 CCCAGCGTCGTGATTAGTGA 60 191

TTGAGCACACAGAGGGCTAC

HPRT(mouse) NM_013556. 2 CCATCACATTGTGGCCCTCT 60 167

TTATGTCCCCCGTTGACTGA

HPRT(rat) NM_012583. 2 ACCAGTCAACGGGGGACATA 60 197

TCCAACACTTCGAGAGGTCC

EGFP ATCATGGCCGACAAGCAGAA 60 187

TCTCGTTGGGGTCTTTGCTC

DsRed2 CCGACATCCCCGACTACAAG 60 151

ACGCCGATGAACTTCACCTT

2摇 结果与分析

2. 1摇 PGL4. 10鄄5Promoter 质粒的酶切鉴定

PGL4. 10鄄5Promoter 质粒经 Sac I 和 Xho I 双酶

切鉴定,切出了约 4 200 bp 的 PGL4. 10 骨架与1 500

bp 的 5Promoter 条带(图 1),此结果与预期相符。
2. 2 摇 PGL4. 10鄄5Promoter鄄3Ehancer 质粒的酶切

鉴定

摇 摇 图 2 显示,PGL4. 10鄄5Promoter鄄3Ehancer 质粒经

过 Bam H I 和 Sal I 双酶切,切出了约5 700 bp 的
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M:1 000 bp DNA ladder;1:PGL4. 10鄄5Promoter 质粒电泳图;2:
PGL4. 10鄄5Promoter 质粒 Sac I 和 Xho I 双酶切。
图 1摇 PGL4. 10鄄5Promoter 质粒的酶切鉴定

Fig. 1 摇 Identification of PGL4. 10鄄5Promoter plasmid by en鄄
zyme digestion

PGL4. 10鄄5Promoter 骨架与900 bp 的 3Ehancer 条带,
此结果与预期相符。

M:1 000 bp DNA ladder;1:PGL4. 10鄄5Promoter鄄3Ehancer 质粒电泳图;
2:PGL4. 10鄄5Promoter鄄3Ehancer 质粒 Bam H I 和 Sal I 双酶切。
图 2摇 PGL4. 10鄄5Promoter鄄3Ehancer 质粒的酶切鉴定

Fig. 2摇 Identification of PGL4. 10鄄5Promoter鄄3Ehancer plasmid
by enzyme digestion

2. 3摇 不同载体转录活性的比较

图 3 显示, 加入 MLC 增强子后, PGL4. 10鄄
5Promoter鄄3Ehancer 载体的转录活性比只有 MLC 启

动子的 PGL4. 10鄄5Promoter 载体高出 4. 5 倍,而

PGL4. 10 载体作为参照显示出极低的转录活性。
2. 4摇 DsRed2 基因的克隆

以 pIRES2鄄DsRed2 为模版,获得的 DsRed2 基因

产物经琼脂糖凝胶电泳后大小约为 700 bp(图 4),
此结果与预期相符。

图 3摇 不同载体转录活性的比较

Fig. 3摇 Comparison of transcriptional activity for different vectors

M:DL2000;1:DsRed2。
图 4摇 DsRed2 的 PCR 扩增

Fig. 4摇 Amplification of DsRed2 gene by PCR

2. 5摇 PGL4. 10鄄5Promoter鄄 DsRed2鄄3Ehancer 的酶

切鉴定

摇 摇 构建好的重组质粒 PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄
3Ehancer(图 5)经过 Xho I 和 Xba I 双酶切后得到约

4 900 bp 的 PGL4. 10鄄5Promoter鄄3Ehancer 骨架与 700
bp 的 DsRed2 条带(图 6),此结果与预期相符。
2. 6 摇 PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer 肌肉

特异性表达的验证

摇 摇 将 PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer 与 pEG鄄
FP鄄C1 质粒按照 4 颐 1 的比例进行转染,转染 3 种非

肌源细胞(猪肺泡巨噬细胞,3D4 / 21;猪肾上皮细胞,
PK15;小鼠胚胎成纤维细胞,NIH鄄3T3)和大鼠肌细胞

L6 后检测。 从图 7 的 RT鄄PCR 结果中可以看出,在
mRNA 水平上,非肌源性细胞、大鼠肌细胞和分化的

肌细胞中增强型绿色荧光蛋白基因 EGFP 都转录表

达,而红色荧光蛋白基因 DsRed2 不转录表达,当肌细

胞开始分化为肌纤维时红色荧光蛋白基因 DsRed2 才

开始转录表达。 HPRT 基因为内参基因。
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图 5摇 PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer 质粒图谱

Fig. 5摇 The map of PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer plas鄄
mid

M1:1000DNA ladder;M2:DL2000;1:PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄
3Ehancer 质粒;2:PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer 质粒Xho I
和 Xba I 双酶切。
图 6摇 PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer 的酶切鉴定

Fig. 6摇 Identification of PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer
plasmid by enzyme digestion

M: DL2000;1:3D4 / 21 细胞;2:PK15 细胞;3:NIH鄄3T3 细胞;4:
L6 细胞;5:L6 细胞分化 3 d。
图 7摇 PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer 转染非肌源细胞

和肌细胞后 DsRed2 的 mRNA 水平检测

Fig. 7摇 DsRed2 mRNA detection in non myogenic cells and mus鄄
cle cells transfected with PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄
3Ehancer

摇 摇 从图 8 至图 12 中可以看出,在蛋白水平上,非
肌源性细胞与大鼠肌细胞中绿色荧光蛋白都表达,
而红色荧光蛋白不表达,当肌细胞开始分化为肌纤

维时该载体才开始表达红色荧光蛋白。

3摇 讨 论

PGL 载体系列被专门用来研究一些顺式作用元

件(包括启动子和增强子等)的活性,利用其骨架作

为转基因表达载体的研究也有过报道[4]。 PGL4 是

新一代载体,与以往的 PGL2 和 PGL3 载体相比,其
骨架上又进行了进一步的优化,去除了一些潜在的

转录因子结合位点,从而使该载体的表达更为严谨、
可靠[12] ,这也是本研究选用PGL4 . 10作为骨架来

A:明场下的 3D4 / 21 细胞;B:470 nm 光波激发下的 3D4 / 21 细胞;C:554 nm 光波激发下的 3D4 / 21 细胞。
图 8摇 PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer 转染 3D4 / 21 细胞 48 h 后的 DsRed2 荧光检测

Fig. 8摇 DsRed2 fluorescence detection for 3D4 / 21 cells transfected with PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer after 48 h
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A:明场下的 PK15 细胞;B:470 nm 光波激发下的 PK15 细胞;C:554 nm 光波激发下的 PK15 细胞。
图 9摇 PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer 转染 PK15 细胞 48 h 后的 DsRed2 荧光检测

Fig. 9摇 DsRed2 fluorescence detection for PK15 cells transfected with PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer after 48 h

A:明场下的 NIH鄄3T3 细胞;B:470 nm 光波激发下的 NIH鄄3T3 细胞;C:554 nm 光波激发下的 NIH鄄3T3 细胞。
图 10摇 PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer 转染 NIH鄄3T3 细胞 48 h 后的 DsRed2 荧光检测

Fig. 10摇 DsRed2 fluorescence detection for NIH鄄3T3 cells transfected with PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer after 48 h

A:明场下的 L6 细胞;B:470 nm 光波激发下的 L6 细胞;C:554 nm 光波激发下的 L6 细胞。
图 11摇 PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer 转染 L6 48 h 后的 DsRed2 荧光检测

Fig. 11摇 DsRed2 fluorescence detection for L6 cells transfected with PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer after 48 h

构建重组载体的原因。 增强子是一段能增强基因转

录的元件,与其在基因座位上的方向和位置关系不

大[13],但是在构建载体过程中,考虑到 MLC 基因座

位上增强子原本的位置结构[14],因而还是将增强子

序列构建到了转录终止序列的下游端,从荧光活性

结果可知,这段增强子确实起到了增强基因转录的

作用。
红色荧光蛋白可在 554 nm 左右光波的激发下

显现红色荧光,由于其检测的直观性和便捷性,因此

红色荧光蛋白基因 DsRed2 已被广泛用于转基

因[15鄄16] 和一些基础生物学[17鄄18] 的研究中。 本试验

利用 DsRed2 基因这一特点有效评估了重组载体在
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A:明场下分化 3 d 的 L6 细胞;B:470 nm 光波激发下分化 3 d 的 L6 细胞;C:554 nm 光波激发下分化 3 d 的 L6 细胞。
图 12摇 PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer 转染 L6 细胞分化 3 d 后的 DsRed2 荧光检测

Fig. 12摇 DsRed2 fluorescence detection for 3d鄄differentiated L6 cells transfected with PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer

肌肉中表达的特异性。 pEGFP鄄C1 质粒的启动子为

组成性启动子,可在多种细胞系中表达绿色荧光蛋

白。 试验中将 PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer
质粒与 pEGFP鄄C1 质粒按照 4 颐 1 的比例进行共转

染,这样如果少量的 pEGFP鄄C1 质粒能表达 EGFP,
那么就说明 PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer 质
粒大都转染到细胞里了。 研究结果表明,无论是非

肌源性细胞、肌细胞和分化的肌细胞,通过与明场比

较,EGFP 表达的细胞数占总数比例较高,说明

PGL4. 10鄄5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer 质粒的转染效

率较高,避免了由于转染效率低而带来的假阴性结

果。 通过对 DsRed2 表达的分析发现, PGL4. 10鄄
5Promoter鄄DsRed2鄄3Ehancer 质粒在肌细胞开始分化

为肌纤维时才开始表达 DsRed2,验证了该质粒肌肉

表达的高特异性。 本试验在验证该质粒肌肉表达的

特异性时,虽然只选取了数量不多的 3 种细胞类型,
然而这 3 种细胞类型也代表了常见的成纤维细胞、
上皮细胞以及免疫细胞等,因而在一定程度上可以

说明该载体肌肉表达的特异性较强。
在以往的转基因研究中,外源基因是以随机插

入方式整合到基因组中,而这种随机方式往往导致

外源基因表达的可控性差甚至不表达[19],因而导致

后代外源基因表达水平的差异较大[20],很难获得表

达稳定且整齐性好的个体。 定点整合因为其表达稳

定而且不易沉默[19] 等特点成为当前转基因动物生

产中较好的方法。 外源基因片段的大小是影响其整

合到基因组效率的一个重要因素,本试验构建的载

体大小适中,利于细胞转染和基因组整合,可适当提

高由 CRISPR / Cas9 介导的定点敲入效率[21鄄22]。 此

外,我们在 DsRed2 两侧还额外引入了多个酶切位

点,方便其他目的基因的置换和引入,从而使该载体

被更广泛地应用于转基因以及组织特异疾病模型构

建等研究中。
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