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不同异源启动子与 !"# $%启动子及其复合启动子的活性比较

邱亚峰，葛菲菲，徐学清，陈溥言"

（南京农业大学动物疫病诊断与免疫重点实验室 南京 #&$$3/）

摘 要：为了选择适宜的启动子调控外源基因的表达，以改善马立克氏病病毒为载体的重组病毒的免疫保护力。

将 EFGH立即早期启动子及增强子、IH!$早晚期启动子及增强子或 EFGH立即早期增强子的部分序列分别与马立
克氏病病毒（GJH）自身的囊膜糖蛋白 K基因（AK）启动子核心部分在体外杂合，分别构建复合启动子 LEFGH2AK、LIH2AK

或 L1;2AK；将这些启动子与虫荧光素酶报告基因相连，构建表达载体。利用脂质体将以上质粒与内标质粒（*IH2!2

M5?N）共转染鸡胚成纤维次代细胞，于转染后 !.E，将细胞刮下来，利用荧光素酶测定试剂盒和!2半乳糖苷酶测定试
剂盒分别测定转染细胞的荧光素酶和!2半乳糖苷酶的活性，通过荧光素酶和!2半乳糖苷酶活性的比值获得虫荧光
素酶的相对活性，利用虫荧光素酶的相对活性进行启动子的活性比较。结果表明，复合启动子相对马立克氏病病

毒自身的 AK启动子，活性有不同程度的提高，其中复合启动子 LEFGH2AK的活性最高，而复合启动子 LIH2AK和 L1;2AK的活

性相当；但与商业强启动子相比，复合启动子活性要弱一些或相当。因此，从某种意义上讲，这些复合启动子既具有

AK启动子的一些特性，又有商业强启动子的一些特性，为以马立克氏病毒为载体的新兴疫苗的开发奠定了基础。
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马立克氏病（G5+1P’Q 9,Q15Q1，GJ）是一种鸡的淋巴增生

性肿瘤疾病，是由马立克氏病毒血清 &型（GJH&）引起的，但

是，可以由致弱的或天然不致病的疫苗株进行防治。疫苗株

分为 %种类型：致弱的血清 & 型，天然不致瘤的血清 # 型

（GJH#）和天然不致病的火鸡疱疹病毒（RH0）。马立克氏病

毒作为活载体插入外源基因，开发禽用疫苗有几个优点：（&）

一日龄免疫可以得到终生免疫；（#）宿主谱较窄，仅限于禽

类，因此比较安全；（%）该病毒的基因组较大，有许多病毒复

制非必须区，可以用于外源基因的插入［&］。在这些毒株中，

致弱的 GJH&如 FHS3..作为载体要明显优于 RH0。

对于疫苗的好坏主要取决于重组疫苗的稳定性和重组

疫苗的免疫保护力两个因素。其中影响保护力的关键因素

之一是适宜启动子的选择。重组马立克氏病毒疫苗常用的

启动子有 RFGH启动子［#］、IH!$早晚启动子［%，!］等。虽然利

用外源的强启动子可以使外源基因较强的表达，但是，在免

疫保护实验时经常受到母源抗体的干扰而使免疫保护力下

降。有报道利用 GJH自身的 AK基因启动子进行重组病毒
的构建，在动物实验时可以有效地避免母源抗体的干扰［&］。

因此，为了提高以马立克氏病病毒为载体的重组病毒的免疫

保护力，适宜启动子的筛选势在必行。

本文将 GJH自身的 AK基因启动子与商业化的强启动

子在体外杂合，构建复合启动子，进行了适宜启动子的筛选。

& 材料和方法

&’& 材料
&’&’& 细胞、质粒和菌种：3 ’ &$9 IL4鸡胚购自南京药械厂，
原代和次代成纤维细胞（F74）按常规方法制备。质粒 *TM%2
L+U8UV1+（F5V> W 7&("&）和 *IH2!2M5?N（F5V> W 7&$.&）为 L+U81A5
公司的产品；质粒 *EFGH2M=?（含有完整的 EFGH启动子及增
强子）、*IH!$2M=?（含有 IH$启动子及增强子）和 *AK2M=?（含
有 GJH AK启动子，该启动子的克隆及功能分析另文发表）由
本室构建并保存；质粒 *IX2AK（含有 GJH AK启动子，该载体
的构建另文发表），*FJY)%和大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）JR/"
由本室保存。

&’&’( 主要试剂：限制性内切酶、0! JY)连接酶、0! JY)聚
合酶、9Y0L、&+(, 酶和 0载体连接试剂盒为 05X5Z5 公司产
品；JY) 胶回收试剂盒为上海 I5;AU; 公司产品；4=T1;1 "
0+5;QB1?V,U; Z15A1;V为 ZU?E1公司产品；虫荧光素酶活性测定
试剂盒和!2半乳糖苷酶测定试剂盒为 L+U81A5公司产品，其
他试剂为分析纯。

&’( 引物设计和基因扩增
根据质粒 *IH2!2M5?N的 IH!$ 启动子的序列，设计一对

引物，扩增大约 %($[*的 IH!$启动子核心区域（LIH!$ FU+1）
（不含转录起始位点）。引物序列为 L&：/\2)T)0F0TTFTF)
TF)FF)0TTFF2%\（含 -.*#酶切位点），L#：/\2F)0)0T0)F0



!"!##$$!$#"!"%&’（含 !"#!酶切位点）。以质粒 ()*%"%
+,-.为模板，进行 /"0扩增，反应条件：123 4567；183 &9:，
293 4567，;<3 82:，&9个循环；;<3 49567。
!"# 含复合启动子的转移载体的构建

/"0扩增 /)*89 "=>?，按 !载体连接试剂盒说明书将其克隆

入 !载体中，命名为 (@A4B%!%)*89 "=>?，对 (#+&%/>=5=C?>用
$%&#和 ’()D$双酶切以后，沉淀回收用作载体片，对质粒
(@A4B%!%)*89 "=>? 用 $%&#和 !"#!双酶切，电泳回收
/)*89 "=>?，对 ()E%FG（另文发表）用 !"#!和 ’()D$双酶切，电

泳回收 FG启动子核心部分（/FG "=>?），将上述酶切产物按一定

比例进行连接，按常规的方法转化、提质粒以及酶切鉴定，阳

性克隆命名为 ()*%FG%+H-，将 )*%FG复合启动子命名为 /)*%FG

（由 )*89启动子及增强子的核心区域与 FG核心启动子杂合
而成）；对 ("AI$&用 $%&#和 !"#!双酶切，电泳回收 8;9J(
左右的片段，该片段含有 K"@*增强子的大部分序列，将该
片段、(#+&%/>=5=C?> 用 $%&#和 ’()D$双酶切的结果以及
()E%FG用 !"#!和 ’()D$双酶切结果，按一定比例进行连
接，按常规的方法转化、提质粒以及酶切鉴定，阳性克隆命名

为 (?7%FG%+H-，该复合启动子命名为 /?7%FG（由 K"@*增强子的

部分序列与 FG核心启动子杂合而成）；对 ()*%FG%+H- 先用
!"#!酶切，回收产物用 !8 AI$聚合酶补平，再用 $%&#单
酶切，电泳回收用作载体，另一方面对 (K"@*%+H- 先用
’()D$单酶切，回收产物用 !8 AI$聚合酶补平，再用 $%&#
单酶切，电泳回收约 ;29J(的片段，将上述两片段进行连接，
按常规的方法转化、提质粒以及酶切鉴定，阳性克隆命名为

(K"@*%FG%+H-，该复合启动子命名为 /K"@*%FG（由完整的 K"@*
启动子及增强子与 FG核心启动子杂合而成）。
!"$ %&’的瞬时转染
按脂质体（LH#?7? M !>,7:N?-C6=7 0?,F?7C）使用说明书的方

法进行转染。制备 "OL的次代细胞，以 1 P 492 的细胞接种 M
孔板，49Q L")，&;3 2Q"R< 的条件培养 49 S 4<K以后，换上

没有血清，没有双抗的 A@O@营养液培养 4K，转染时再用上
述营养液洗两边；制备转染试剂：取 1;%+没有血清的 A@O@，
加入一灭菌的 O((?7D=>N管中，然后加入 &%+脂质体，轻敲管
壁将其混匀，加 4%F的 AI$混合物（含有虫荧光素酶基因的
质粒和内标质粒 ()*%"%+,-.，两者各为 9T2%F）入上述溶液中，
轻敲管壁将其混匀，放置于室温 42567，将其加入到裸的细胞
上，随后补加无血清的营养液 199%+，旋转细胞培养板将其混
匀，放置细胞培养箱中，8K以后将营养液吸出，每孔加入 2Q
L")的营养液 <5+继续培养直到对细胞进行处理为止。

!"( 虫荧光素酶和!)半乳糖苷酶活性分析
根据 />=5?F,试剂盒说明书进行操作，具体做法：细胞转

染 8BK后，弃营养液，加入 < S &5+ /G)（无 ",< U、@F< U）洗涤 &
次，每孔加入 <99%+ 在室温下平衡好的 4 P 0?(=>C?> +V:6:
GHNN?>，摇动培养板以使试剂分布均匀，室温下感作 42567（在
感作的时候每两分钟摇动培养板一次），用细胞刮子将细胞

从培养板上刮下来，将细胞裂解液转移到 4T25+离心管中，
放置冰上，用震荡器混匀 49 S 42:，83 4<999>W567 离心 <567，

将上清液移置新的离心管中待测或 X ;93保存备用。
!"("! 虫荧光素酶活性的测定：吸取 499%+ +H-6N?>,:? $::,V
GHNN?>于测定管中，加入 <9%+细胞裂解上清液充分混匀，用
+H5,7C +G129;荧光粒子计数器记数 49:内的荧光光子数。
!"("* "%半乳糖苷酶活性的测定：取 429%+细胞裂解上清液
于离心管中，加入 429%+ < P $::,V GHNN?>震荡混匀，&;3孵育
&9567（出现淡黄色），加 299%+碳酸氢钠（45=YW+）充分混匀终
止反应，在分光光度计 8<975波长下读数。
!"("# 数据分析：以"%半乳糖苷酶活性作为细胞转染效率
的校正标准，将测得各启动子的荧光素酶的活性与各转染细

胞的"%半乳糖苷酶活性相比，得到启动子的荧光素酶的活性
的相对值，每种启动子转染 &次，得到 &个相对值，然后取其
平均值，数据用平均数 Z标准差（@?,7 Z )A）表示。

* 结果

*"! +,$-启动子及增强子的核心区域的 .%/结果
根据质粒 ()*%"%+,-.的 )*89 启动子的序列，设计一对

引物，扩增大约 &;9J(的 )*89 启动子及增强子的核心区域
（/)*89 "=>?）（不含转录起始位点）。/"0产物经电泳鉴定后，发

现扩增出约 &;9J(的片段，与预期的结果相符。
*"* 0+,)12)345转移载体的构建
用 $%&#和 !"#!双酶切 (@A4B%!%)*89 "=>?，回收大约

&;9J(的 )*89启动子的核心区域，用 !"#!和 ’()D$双酶切
()E%FG，回收大约 <99J(的 FG启动子的核心区域，用 $%&#和
’()D$消化 (#+&%/>=5=C?>，回收后与上面两目的片段同时连
接。筛选阳性质粒 ()*%FG%+H-，用 $%&#和 ’()D$消化 ()*%
FG%+H-，可切出约 M99J(的 )*%FG复合启动子。以 ()*%FG%+H-
为模板，用 /"0方法可扩增出约 &;9J(的片段。酶切鉴定和
/"0结果与预期的相符，说明获得阳性质粒 ()*%FG%+H-。
*"# 067)12)345转移载体的构建
对 ("AI$&用 $%&#和 !"#!双酶切，电泳回收 8;9J(左

右的片段（含有 K"@* 增强子的大部分序列），用 !"#!和
’()D$双酶切 ()E%FG，回收约 <99J(的 FG启动子核心区域，
用 $%&#和 ’()D$消化 (#+&%/>=5=C?>，回收后与上面两目的
片段同时连接。筛选阳性质粒 (?7%FG%+H-。用 $%&#和’()D$
消化(?7%FG%+H-，可切出约 ;99J(的 ?7%FG复合启动子。酶切
鉴定结果与预期相符，表明获得阳性重组质粒 (?7%FG%+H-。
*"$ 08%9,)12)345转移载体的构建
用 ’()D$消化 (K"@*%+H-，回收产物用 !8 AI$聚合酶

补平，再用 $%&#单酶切，电泳回收约 ;29J(的片段；用 !"#!
消化 ()*%FG%+H-，回收产物用 !8 AI$聚合酶补平，用 $%&#
单酶切，电泳回收后，与目的片段连接。筛选阳性质粒

(K"@*%FG%+H-，用 $%&#和 *+,0!可以切出 4T9[J 的片段。
酶切鉴定结果与预期相符，表明获得阳性重组质粒 (K"@*%
FG%+H-。
*"( 启动子在 %&’中的活性检测
将含有待测启动子活性的质粒载体（图 4）与内标质粒，

用质脂体共转染入 "OL，于 8BK以后收集细胞，分析虫荧光素
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酶和!!半乳糖苷酶活性，获得虫荧光素酶的相对活性（测得
的数据见表 "和表 #，由于受到细胞数量、转染的效率、细胞
状态等因素的影响，因此，不同表之间相同的启动子的数据

没有可比性）。比较发现，复合启动子的活性都比完整的 $%
启动子活性高，其中 &’(!$%大约是 &$%活性的 ""倍左右，但是，

要比完整的 ’()*启动子的活性要弱（图 #!%）；&+,!$%的活性大

约是 &$%活性的 "*倍左右，而 &-./(!$%的活性要比 &+,!$%的高，

但是比 &-./(的活性弱（图 #!0）。

图 ! 转移质粒载体的结构
12$3" ’4567465+ 89 :;<=>2? @+7485 3

表 ! 以 "#$%启动子及增强子元件与 $&% ’(核心启动子杂合构

建的复合启动子活性测定

A<B;+ " 0,<;C=2= 89 4-+ <742@24C 89 4-+ 78>:8=+? :58>84+5= D-27- D+5+

=C,4-+=2E+? BC -./( :58>84+5 <,? +,-<,7+5 D24- /F( $% 785+ :58>84+5

G<>+ 89
:;<=>2?

A-+ <742@24C
89

;6729+5<=+
（;67）

A-+ <742@24C
89

!!$<;<748=2?<=+
（;<7）

A-+ 5+;<42@+
;6729+5<=+
<742@24C
（;67H;<7）

0@+5<$+ ’F

:IJK!&58>84+5
LM")N *OPLL LN"L*
LK#") *OPMP LMQ** LN*)" #PNOPL
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:$%!J67
N#PP) *OPQN N)M)K
K#P)* *O)LN NQQQQ NMPK) "NNKOQ*
MLQ#" *OLPQ NM)L#

:+,!$%!J67
)")NM* *OQKN MP#KMQ
MM""#" *OLPK N"#KMQ N*)##K "*M*POM*
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:-./(!$%!J67
K""PMQK "OK)# #K#)MQ*
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#PN*#MN "O#NL #KK)MLQ

:-./(!J67
M*NPNP) "OPL) #MMM#LP
#LPLNM" "O"KM #MMKLQQ #MM)N"# "QM*NOL
K#*KMQN "O#M) #MM)NLN

A-+ 78>:<52=8, 985 45<,=752:428,<; <742@24C 89 :58>845+5 D<= 7<552+? 864 BC
6=+ 89 4-+ <@+5<$+ 89 4-+ 5+;<42@+ ;6729+5<=+ <742@24C 89 +@+5C :58>84+5 3 %64 985
+@+5C :58>84+5， 4-5++ 89 5+;<42@+ ;6729+5<=+ <742@24C D<= 8B4<2,+? BC
45<,=9+742,$ 4-+ .R1 4-5++ 42>+=3

表 ) 以 *%+,启动子及增强子元件与$&% ’(核心启动子杂合构建

的复合启动子活性测定

A<B;+ # 0,<;C=2= 89 4-+ <742@24C 89 4-+ 78>:8=+? :58>84+5= D-27- D+5+
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A-+ <742@24C
89

;6729+5<=+
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!!$<;<748=2?<=+
（;<7）

A-+ 5+;<42@+
;6729+5<=+
<742@24C
（;67H;<7）
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:’(!$%!J67
"PM"KNKN #OP"Q NNLPN#M
"P#*""K* #OP"Q NML#)P# NN"K*PM NNQ"QOQK
"P"MN)K) #OP"Q NMNQ"Q*

:’()*!J67
)M#K"M#L #OQ)" "NM*"LK)
)MM*MPPN #OQ)" "NN*"PNP "NM"N*ML QPQMMOQP
KQ#K**MN #O#N) "N)))KQ"

A-+ 78>:<52=8, 985 45<,=752:428,<; <742@24C 89 :58>845+5 D<= 7<552+? 864 BC
6=+ 89 4-+ <@+5<$+ 89 4-+ 5+;<42@+ ;6729+5<=+ <742@24C 89 +@+5C :58>84+5 3 %64 985
+@+5C :58>84+5， 4-5++ 89 5+;<42@+ ;6729+5<=+ <742@24C D<= 8B4<2,+? BC
45<,=9+742,$ 4-+ .R1 4-5++ 42>+=3

图 ) 不同启动子活性比较

12$3# .8>:<52=8, 89 4-+ <742@24C 89 ?299+5+,4 :58>84+5=3

- 讨论

/F(基因的转录和翻译，是受到严格调控的。如当病毒
感染细胞时，病毒基因的表达分为 K个时期：立即早期、迟早
期和晚期。但是，以 /F(构建重组病毒时，异源的强启动子
受到病毒的调控较少，在重组病毒免疫的早期，该启动子所

控制地保护抗原基因大量表达，与机体中针对该抗原的母源

抗体发生反应，使得针对该抗原的母源抗体下降，从而降低

了机体对某种疾病的早期保护。如利用马立克氏病病毒载

体表达 GF( 1基因［"，K］，S%F( (&#基因［)］等，免疫效果不同
程度地受到母源抗体的干扰。但是，’8,8?< 等［"］利用 /F(
"型自身的 $%启动子构建重组病毒，表达 GF(的 1基因，免
疫商品鸡，可以提供 "**T的保护，同时，并不影响重组病毒
的稳定性。因此，进一步证实了 /F("型自身的 $%启动子
受到严格地调控，可以避免母源抗体的干扰，保证了免疫保

护力。

真核基因转录的顺式作用元件按照功能可以分为启动

子、增强子等，而启动子本身又有近端的（转录起始点和

N"K USV W<!9+,$ !" #$ 3 H%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（#**N）)N（#）



!"!"盒等构成）核心启动子和远端的上游启动子之分［#］。
复合启动子的构建，是将不同来源的启动子或增强子元件在

体外进行杂合而成，如 $%"启动子，是将 &$’(的增强子与
鸡的!)*+,-.启动子体外杂合而成，该启动子在多种细胞中具
有较强转录活性［/，0］。

本研究一方面基于异源强启动子转录的高效性和 ’1(
自身的 2%启动子转录受到病毒复制的严格调控的特点，将
来源于不同启动子的元件体外杂合，构建复合启动子，以期

筛选到既能使外源基因高效表达，又可以避免母源抗体干扰

的复合启动子，另一方面，通过启动子的改造，为开发具有独

立自主知识产权的重组病毒疫苗奠定基础。

本文首次将 ’1("型自身的 2%启动子的核心区与其它
的启动子元件进行体外杂合，构建复合启动子。通过对启动

子的活性比较发现，复合启动子的活性相对于完整的 2%启
动子活性有不同程度的提高。其中 34()2%（由 4(56核心启动
子及增强子与 2%核心启动子杂合而成）的活性约为 2%启动
子活性的 76倍，同时，要比 4(56早期启动子的活性高的多，
说明 089:的增强子在 $;<中可以增强转录，这一结果与国
外学者的结论相符［=，>］。而 3?.)2%（由 &$’(增强子部分序列
与 2%核心启动子杂合而成）的活性与 34()2%的活性相当（根据

两组数据中复合启动子与 2%启动子活性比较获得），但是，
要比 3&$’()2%（由完整的 &$’(的启动子及增强子和 2%核心启
动子杂合而成）的活性低，而 3&$’()2%的活性要比 3&$’(的活性

低。从某种意义上讲，该复合启动子的活性高低，受到不同

来源的启动子元件的调控，使得这些复合启动子不仅具有强

启动子的特性（复合启动子的活性比完整的 2%启动子活性
高，说明强启动子的元件在起作用），而且，具有 2%启动子的
一些特性（复合启动子的活性比完整的强启动子弱，说明 2%
启动子的元件在起作用），为下一步利用复合启动子构建重

组病毒奠定基础。
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