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研究报告                                                               

不同启动子对于牛催乳素表达的调控作用 

丁志良 1, 2, 曾凡一 1, 3 
1 上海交通大学医学遗传研究所, 上海 200040 
2 上海交通大学生命科学技术学院, 上海 200240 
3 上海交通大学医学科学研究院, 上海 200025 

摘  要: 在细胞水平上比较不同启动子对于牛催乳素(bPRL)表达的调控作用。分别构建了以 CMV 启动子、牛催乳素基

因启动子和山羊β-酪蛋白基因启动子作为调控元件的 bPRL 真核细胞表达载体, 分别命名为 pCMV、pPRLP 和 pP1A3。

将 3 种载体分别转染小鼠垂体瘤细胞和小鼠乳腺上皮细胞, 使用 RT-PCR 和定量 RT-PCR 分析 3 种启动子启动 bPRL 在

2 种细胞系中的表达效果。pCMV 在 2 种细胞中有效表达 bPRL; pPRLP 在 2 种细胞中的表达效果与 pCMV 接近; pP1A3

不在垂体细胞中表达, 在乳腺细胞中表达。pP1A3 具有乳腺表达特异性; pPRLP 能够在垂体和乳腺中高表达, 在其他组

织的表达特异性有待进一步研究。 
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Abstract: To compare the regulation effects by different promoters on bovine prolactin gene expression in different cell lines, three 
recombinant bovine prolactin expression vectors were constructed using different promoters, i.e., CMV promoter, bovine prolactin 
gene promoter and goat β-casein gene promoter, respectively named pCMV, pPRLP and pP1A3, which were transfected into two cell 
lines, mouse pituitary tumor cell strain (AtT20) and mouse mammary epithelial cell strain (HC11), respectively. RT-PCR and 
real-time RT-PCR were used to investigate the expression level of the above three vectors in both cell lines. pCMV vector was 
effectively expressed in both cell lines, pPRLP vector had a similar expression level to that of pCMV in both cell lines, pP1A3 was 
expressed in HC11 but not in AtT20. pP1A3 was tissue-specific to mammary gland. pPRLP was able to express with a significant 
level in pituitary and mammary glands, while its tissue-specific characteristics in other tissues need further investigation. 

Keywords: bovine prolactin, bovine prolactin promoter, goat β-casein gene promoter, expression vector 
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催乳素(Prolactin, PRL)存在于所有已知的脊椎

动物中(包括非哺乳动物), 主要由垂体的催乳素细胞

(Lactotroph)分泌产生[1], 在垂体外的其他组织, 如生

殖系统、乳腺、免疫系统和脑等也有表达[2−4]。PRL

能通过信号传导通路刺激乳蛋白启动子下游基因的

表达[5]。我们先前的研究曾构建了 2种牛催乳素(bPRL)

和外源基因(人乳铁蛋白或人血小板生成素)的共表达

载体 , 分别转染 COS7( 非洲绿毛猴肾细胞 ) 和

HC11(小鼠乳腺上皮细胞)细胞株。RT-PCR 和 ELISA

的结果显示外源基因的表达得到提高, 证明 bPRL 可

以有效增加外源基因在哺乳动物细胞中的表达[6]。 

本研究使用先前克隆的全长 9.4 kb 的 bPRL 基

因组序列(GenBank Accession No. AF426315)[7]作为

目的基因, 分别构建了 CMV 启动子、牛催乳素基因

启动子(PRLP)和山羊β-酪蛋白基因启动子(P1A3)3

种不同启动子启动的 bPRL 真核细胞表达载体, 并

在小鼠垂体瘤细胞(AtT20 细胞株)和小鼠乳腺上皮

细胞(HC11 细胞株)瞬时表达, 研究其表达效率。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种和载体 

感受态细胞 TOP10 F’由本所保存。真核细胞表

达质粒 pcDNA3.1(+)购自 Invitrogen 公司。将该载体

用 Bgl II 和 Nhe I 酶切后补平自连, 去除了载体原有

的 CMV 启动子, 命名为 ΔpcDNA3.1(+)。pcDNA3.1- 

BP1-4(包括 CMV 启动子和 bPRL 基因组序列 )和

pcDNA3.1-P1A3-BP1-4(包括 P1A3 启动子和 bPRL 基

因组序列)由本所保存, 具体见参考文献[7]。 

1.1.2  细胞 

AtT20 细胞株购自中科院细胞库, HC11 细胞株

由本所保存。 

1.1.3  主要试剂和试剂盒 

各种限制性内切酶和工具酶分别购自 New 

England Biolabs 公司和宝生物工程(大连)有限公司, 

Pure Link 购自宝生物工程(大连)有限公司, HiPure 

Plasmid Purification kit 购自 Invitrogen 公司。RPMI 

1640 培养基购自玉森生物工程 (上海 )分公司 , 

DMEM 培养基购自 Gibco BRL 公司 , 胎牛血清

(FBS)购自兰州民海生物工程有限公司 , 胰酶购自

Sigma 公司, Lipo2000 脂质体购自 Invitrogen 公司, 

人胰岛素和人表皮生长因子(EGF)购自 Sigma 公司。

反转录试剂购自宝生物工程(大连)有限公司。 

1.2  真核细胞表达载体的构建 
1.2.1  pcDNA3.1-BP1-4(pCMV)真核细胞表达载体

的扩增 
取本所保存的pcDNA3.1-BP1-4质粒转化感受态细

胞 TOP 10F’后铺至含氨苄青霉素(终浓度 100 μg/mL)
的琼脂平板上 , 挑选菌落于含氨苄青霉素(终浓度

100 μg/mL)的 LB 培养液中, 抽提质粒, 将酶切正确

的 真 核 表 达 载 体 , 命 名 为 pcDNA3.1-BP1-4( 即
pCMV)。 

1.2.2  ΔpcDNA3.1-PRLP-BP1-4(pPRLP)真核细胞表

达载体的构建 

使用下列引物以牛基因组为模板扩增 bPRL 上

游 2.2 kb 的启动子序列。 

上游引物 PRLP1(5′-3′): AATTAAGGTAGATAG 
GCAGTG, 

下游引物 PRLP2(5′-3′): CTTGTGCATTGTAGT 

ATGCTTA。 

将扩增得到的 bPRLP 片段接入 pMD-18T 得到

中间载体 T-bPRLP, 用 Hind III 和 BamH I 双酶切

T-bPRLP 和 ΔpcDNA3.1(+)载体, 分别得到 Hind III/ 
bPRLP/BamH I 和 Hind III/ΔpcDNA3.1(+)/BamH I, 
连接后获得中间载体 Δ3.1-bPRLP。用 Apa I 和 Mfe I
先后酶切 Δ3.1-bPRLP 和 pcDNA3.1-BP1-4载体, 分别

得到 Mfe I/Δ3.1-bPRLP/Apa I 和 Mfe I/ BP1-4/Apa I, 
连 接 后 挑 选 正 确 接 入 真 核 表 达 载 体 , 命 名 为

ΔpcDNA3.1-PRLP-BP1-4(即 pPRLP)。构建流程见图 1。 
1.2.3  pcDNA3.1-P1A3-BP1-4(pP1A3)真核细胞表达

载体的扩增 

同 1.2.1 方法。将酶切正确的真核表达载体, 命

名为 pcDNA3.1-P1A3-BP1-4(即 pP1A3)。 

1.3  酶切鉴定 
pCMV、pPRLP 和 pP1A3 分别选用 EcoR V、

Hind III 和 Afl II 酶切鉴定。 

1.4  测序鉴定 
选用酶切结果完全正确的 pPRLP 质粒送往英骏

生物公司测序鉴定。 

1.5  载体的纯化 
利用 PureLink HiPure Plasmid Purification Kit 纯

化 pCMV、pPRLP 和 pP1A3 质粒, 具体方法参见

Invitrogen 公司产品说明书。 
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图 1  pPRLP 表达载体构建示意图 
Fig. 1  Representation of the construction of 

pPRLP expression vector 
 
1.6  细胞培养 
1.6.1  AtT20 细胞的培养 

悬浮细胞, 培养条件为 DMEM + 10% FBS。 

1.6.2  HC11 细胞的培养 

贴壁细胞, 采用激素诱导培养, 培养条件为 RPMI 

1640+10% FBS+胰岛素(5 μg/mL)+EGF(10 ng/mL)。 

1.7  细胞转染 
1.7.1  AtT20 细胞的转染 

将 AtT20细胞用少量 Lipo Optimum液重悬, 均匀

接种至 6 孔板, 共 4 孔, 每孔细胞密度为 5.0×105个细

胞。其中 3 孔为试验组, 分别转染 3 种不同质粒; 1

孔作为对照组, 转染空质粒。将配制好的 Lipo2000

和 DNA 转染混合液(按说明书进行)缓慢加入培养板

中, 继续培养 6 h 后收集培养液。1600 r/min 离心  

10 min 使细胞沉淀, 弃培养液。细胞在含有 10% FBS

的 DMEM 培养液连续培养 72 h 后, 收集细胞, 加入

Trizol 裂解, 抽提总 RNA。 

1.7.2  HC11 细胞的转染 

将 HC11 细胞均匀接种至 6 孔板, 共 4 孔。其中

3 孔为试验组, 分别转染 3 种不同质粒; 1 孔作为对

照组, 转染空质粒。待细胞长至 90%单层后, 弃培养

液, 用无血清 RPMI 1640 培养液洗 2 次, 将配制好

的 Lipo2000和 DNA转染混合液(按说明书进行)缓慢

加入培养板中, 继续培养 6 h 后弃培养液, 加入含有

10% FBS、人胰岛素和 EGF 的 RPMI 1640 培养液连

续培养 72 h。弃培养液, 加入 Trizol 裂解细胞, 抽提

总 RNA。 

1.8  RT-PCR 鉴定 bPRL 基因的转录 
取转染后的细胞, Trizol 法提取总 RNA, 分光光

度计测定浓度。取 2 μg RNA, 以 oligo dT 为引物反

转录合成 cDNA 第一链, 取 1 μL 反转录 cDNA 产物

用 bPRL 引物扩增。 

上游引物 BPs5(5′-3′): CTCAACAGCTGCCAT 
ACCTC; 

下游引物 BPs3(5′-3′): CTCCATGCCTTCCAG 

AAGTC。 
扩增条件为 94oC 预变性 5 min, 进入循环。循

环条件为 94oC 变性 20 s, 65.5oC 退火和延伸 5 s, 共

40 个循环。然后 72oC 延伸 10 min。PCR 产物用 2%

琼脂糖凝胶电泳, 凝胶成像仪 GE IQ3000 成像, 观

察产物条带。 

1.9  定量 RT-PCR 鉴定不同载体在两种细胞中的

表达效果 
1.9.1  定量 RT-PCR 测定 bPRL 的拷贝数 

将 BPs5 和 BPs3 扩增产物回收, 连入 pMD-18T

载体, 得到 T-BPs 质粒。根据质粒 DNA 浓度计算拷

贝数, 稀释后制成标准品。分别取样品 cDNA 和标

准品 1 μL, 使用 BPs5 和 BPs3 引物, 加入 SYBR 

Green 染料, 根据上述条件进行定量 PCR, 每一份样

品做 3 复管。得到样品 cDNA 中 bPRL 的拷贝数, 取

3 次的平均值作为该质粒在该次转染的拷贝数。 

1.9.2  定量 RT-PCR 测定小鼠 β-肌动蛋白(β-actin)

的拷贝数 

取 1 μL 反转录 cDNA 产物用小鼠β-actin 引物

扩增。 
上 游 引 物 MACT5(5′-3′): CTACAATGAGCT 

GCGTGTGG; 
下游引物 MACT3(5′-3′): CAGGTCCAGACG 

CAGGATGGC。 

扩增条件为 94oC 预变性 5 min, 进入循环。循

环条件为 94oC 变性 15 s, 63oC 退火 15 s, 72oC 延伸

15 s, 共 30 个循环。然后 72oC 延伸 10 min。PCR
产物用 2%琼脂糖凝胶电泳 , 凝胶成像仪成像 , 观

察产物条带。将扩增产物回收, 连入 pMD-18T 载

体, 得到 T-actin 质粒。根据质粒 DNA 浓度计算拷
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贝数, 稀释后制成标准品。分别取样品 cDNA 和标

准品 1 μL, 使用 MACT5 和 MACT3 引物, 加入

SYBR Green 染料 , 根据上述条件进行定量 PCR, 

每一份样品做 3 复管。得到样品 cDNA 中β-actin

的拷贝数, 取 3 次的平均值作为该质粒在该次转染

的拷贝数。  

1.9.3  计算不同载体在两种细胞中的表达效率 

将同一样品在同一次转染的 bPRL 拷贝数除以

β-actin 拷贝数, 得到的比例系数代表在相同转染效

率下, 不同启动子的 bPRL 载体在该种细胞中的表

达效率。系数越大, 表达效率越高。 

2  结果 

2.1  表达载体的鉴定 
pCMV、pPRLP 和 pP1A3 载体构建完成后进行

酶切鉴定, 如图 2 所示的图谱, 与预期相符合。同时

对 pPRLP 载体进行了测序, 结果显示 PRLP 片段、

bPRL 片段和连接接头处的序列都正确。 

 

图 2  bPRL 表达载体的酶切鉴定图谱 
Fig. 2  Identification of the bRPL expression vectors with restriction enzyme digestions 

(A) electrophoresis map of pCMV with restriction enzyme digestions; (B) electrophoresis map of pPRLP with restriction enzyme digestions; 
(C) electrophoresis map of pP1A3 with restriction enzyme digestions; 1: EcoR V; 2: Hind III; 3: Afl II; M: 1 kb marker 

 
2.2  RT-PCR 结果 

3 个载体同时瞬时转染 AtT20 和 HC11 细胞, 抽

提总 RNA 并反转录后 , 进行 RT-PCR。bPRL 的

RT-PCR 产物长度为 231 bp, 作为内参的小鼠β-actin

的 RT-PCR 产物长度为 271 bp。如图 3 和图 4 所示, 2

种细胞中内参的条带清晰正确, 证明 cDNA 样品的

可靠性。在 AtT20 细胞中, bPRL 仅在 CMV 和 PRLP

启动下转录, 且扩增条带亮度相近, 而 P1A3 启动子

在 AtT20 细胞中不能启动 bPRL 的转录。在 HC11

细胞中, 3 种启动子均能指导 bPRL 的转录。 

 

图 3  AtT20 细胞转染 bPRL 表达载体后 RT-PCR 结果 
Fig. 3  RT-PCR analysis of AtT20 cell strain transfected 

with bPRL expression vectors 
(A) RT-PCR using bPRL primers; (B) RT-PCR using mouse β-actin 

primers; 1: AtT20 transfected with pCMV; 2: AtT20 transfected 
with pPRLP; 3: AtT20 transfected with pP1A3; 4: transfection 

blank; 5: PCR blank; M: 100 bp DNA marker 

2.3  定量 RT-PCR 结果 
AtT20 和 HC11 细胞系各进行了 2 次独立的细胞

转染试验, 每份 cDNA 样品做 2 到 3 复管进行定量

PCR 试验。标准品线性拟合良好, 样品大多落于标

准品范围内, 保证了拷贝数测量的可信性。将复管

的拷贝数取平均值作为该质粒在该次转染的拷贝数

结果, 见图 5。根据: 

410
-

bPRL
actinβ

= ×
拷贝数

表达系数
拷贝数

 

计算得到不同质粒在 2 种细胞中的表达系数(图

6)。在 AtT20 细胞系中, pCMV 和 pPRLP 表达效果 

 

图 4  HC11 细胞转染 bPRL 表达载体后 RT-PCR 结果 
Fig. 4  RT-PCR analysis of HC11 cell strain transfected 

with bPRL expression vectors 
(A) RT-PCR using bPRL primers; (B) RT-PCR using mouse β-actin 
primers; 1: HC11 transfected with pCMV; 2: HC11 transfected with 

pPRLP; 3: HC11 transfected with pP1A3; 4: transfection blank; 
5: PCR blank; M: 100 bp DNA marker 
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图 5  AtT20 和 HC11 细胞转染 bPRL 表达载体后定量 RT-PCR 检测拷贝数的结果 
Fig. 5  Real-time RT-PCR analysis of AtT20 and HC11 cell strains transfected with bPRL expression vectors 

(A) bPRL copy number in AtT20 cell strain transfected with three different bPRL vectors; (B) β-actin copy number in AtT20 cell strain 
transfected with three different bPRL vectors; (C) bPRL copy number in HC11 cell strain transfected with three different bPRL vectors; 

(D) β-actin copy number in HC11 cell strain transfected with three different bPRL vectors 

 

图 6  不同载体的表达系数 
Fig. 6  Expression coefficients of three different expression vectors in AtT20 and HC11 cell strains 

(A) expression coefficient of three expression vectors in transfected AtT20 cell strain; (B) expression coefficient of three 
expression vectors in transfected HC11 cell strain 

 
相近; pP1A3 未检测出拷贝数, 与 RT-PCR 结果相

符。在 HC11 细胞系中, pCMV 和 pPRLP 表达效果相

近, 均比 pP1A3 表达系数高一个数量级。 

3  讨论 

细胞水平的研究证实, bPRL 在糖皮质激素的存

在下能够作用于酪蛋白和乳清蛋白启动子, 促进基

因的表达[5]。研究发现, 垂体分泌的 PRL 通过血液

循环到达全身各处, 作用广泛, 涉及 300 多个生化

反应[8]。根据这一性质, 血液中过高的 PRL 浓度可

能对不同组织和不同的生理活动产生影响。垂体外

组织生成的 PRL 通过自分泌和/或旁分泌的方式作

用于分泌细胞及其邻近细胞, 其浓度低、影响范围

小, 但具有生理功能[9]。 

本研究中采用了我所首次克隆的牛催乳素启动

子, 包含 bPRL 转录起始位点 5′端上游 2.2 kb 的调控
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序列, 其中包括了对 bPRL 基因高效表达至关重要

的−1124 至−985 bp 区域[10,11], 并构建了与天然牛催

乳素基因及上游启动子序列完全相同的表达载体。

P1A3 是我所克隆的山羊β-酪蛋白启动子和上游调

控元件, 包括山羊β-酪蛋白基因转录起始位点 5′端

上游−413 kb 和外显子 1、内含子 1 和部分外显子 2

共约 6.5 kb。我们利用该启动子已经获得了高表达

人凝血因子 IX、人血清白蛋白以及凝血因子 IX 突

变体的转基因小鼠[12]。CMV 是人巨细胞病毒启动子, 

是常用的强启动子, 能指导下游基因在几乎所有的

细胞组织中表达。 

分析瞬时转染 AtT20 和 HC11 细胞的试验结果, 

可以得出以下结论: (1)本试验克隆的 PRLP 启动子

在小鼠细胞中能正确指导下游 bPRL 的转录。(2)本

试验所选用的 CMV、PRLP 和 P1A3 调控元件都能

启动 bPRL在AtT20或 HC11细胞中转录。其中, CMV

和 PRLP 在 2 种细胞中均具有启动能力, 而 P1A3 仅

在 HC11 细胞中具有启动能力。(3)pCMV 的表达效

率在两种细胞中均较高 , pPRLP 的表达效率与

pCMV 接近。pP1A3 仅在 HC11 细胞中表达, 其表达

效率比前两者低一个数量级。 

先前的研究表明bPRL基因上游−1124 bp至−985 bp

的调控序列能高效启动下游基因在大鼠垂体瘤细胞

(GH3 细胞系)中表达[10,11]。本试验克隆了 bPRL 基因

转录起始位点 5′端上游 2.2 kb 的调控序列, 证实该

段序列能有效启动下游 bPRL 基因在小鼠 AtT20 细

胞系中正确转录。这一结果说明尽管鼠类和牛的

PRLP 序列同源性较低; 并且在小鼠和牛等哺乳动

物中, PRL 有多个同源基因, 小鼠有 26 个 PRL 同源

基因、牛有 8 个, 数量上差别明显。但是, 牛 PRLP
能成功地指导下游基因在小鼠细胞中转录。这一现

象可能是由于小鼠细胞中的反式作用因子也能与牛

PRLP 上的元件互作。研究显示 bPRL 上游−1175 bp

到−996 bp 的序列同人和鼠类的对应区域有很强的

相似性[11]。 

以上研究结果显示 CMV 调控序列在 AtT20 和

HC11 细胞中都具有较强的启动能力。这是由于该启

动子是一类强启动子, 能指导下游基因在各种细胞

中高效表达。在 AtT20 和 HC11 中, PRLP 具有与

CMV 启动子相近的、较强的启动能力。其原理是因为

PRL 主要由垂体前叶的催乳素细胞分泌产生[1], 垂体

细胞中的因子(如多巴胺、促甲状腺释放激素等)和多

种转录因子与 PRLP 上的元件互作[13], 使 PRLP 具有

较强的启动效果。理论上 PRLP 能启动 bPRL 在垂体

外的其他组织, 如乳腺、生殖系统、免疫系统和脑

中特异表达 [2−4], 在妊娠期和哺乳期的乳腺上皮细

胞中的表达尤其强烈。本试验使用的 HC11 细胞经

过人胰岛素和 EGF 的诱导, 在高密度的培养条件下

与哺乳期的乳腺细胞状态较为接近。在这种细胞环

境下, PRLP 近端(5′端上游−250 bp 序列)和远端(5′端

上游−1175 bp 到−996 bp)两个增强子区域被激活 , 

启动能力较强。P1A3 调控序列是我所克隆的山羊β-

酪蛋白基因启动子 , 除保留原有近端成分外 , 还保

留了远端长达 4 kb 的上游调控区, 含有 GRE、STAT

等结合位点, 这些结合位点使得下游基因能在乳腺

细胞中表达。因此 P1A3 启动子在 HC11 细胞中可以

启动下游基因的表达 , 但其表达效率较 CMV 和

PRLP 偏低。在 AtT20 细胞中没有相关因子, 导致

P1A3 没有启动能力。 

先前的研究显示 PRLP 能指导 bPRL 在牛垂体、

乳腺和胎盘[4]等组织表达, 合成的 bPRL 与牛的乳腺

发育、乳汁发生和泌乳维持息息相关[3]。除了空间

上的组织特异性, PRLP 启动子还具有时间特异性, 

PRLP 能指导 bPRL 在青春期、发情期、孕初期和分

娩后特异表达。这些时刻正是乳腺形态和功能发

育、乳汁分泌的关键时期[14]。根据 PRLP 的以上性

质, 选用该启动子构建表达载体或能使下游基因在

特定的组织和时间表达, 为生产转基因动物提供更

多的选择。 
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