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利用 栽粤蕴耘鄄栽云泽 在小鼠成纤维细胞中
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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 利用 栽粤蕴耘鄄栽云泽袁在小鼠成纤维细胞中激活 茁鄄酪蛋白基因启动子袁为检测 茁鄄酪蛋白基因启动

子要目的基因表达框的表达结果袁提供一种检测途径遥 方法摇 将构建的 栽粤蕴耘鄄栽云泽 和 茁鄄酪蛋白基因启动子要砸藻凿 报

告基因质粒电转染进入小鼠成纤维细胞袁通过荧光显微镜直接观察报告基因表达情况遥 结果与结论摇 利用 栽粤蕴耘 人

工转录因子袁在小鼠成纤维细胞中能够激活 茁鄄酪蛋白基因启动子表达框袁为替代乳腺上皮细胞表达验证系统提供了新的

途径遥
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泽藻蚤灶 早藻灶藻 责则燥皂燥贼藻则鄄蚤灶贼藻则藻泽贼蚤灶早 早藻灶藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 糟葬泽泽藻贼贼藻泽 蚤灶 皂燥怎泽藻 枣蚤遭则燥遭造葬泽贼泽援 酝藻贼澡燥凿泽 摇 栽粤蕴耘鄄栽云泽 燥枣 藻怎噪葬则赠燥贼蚤糟 藻曾责则藻泽鄄
泽蚤燥灶 责造葬泽皂蚤凿 葬灶凿 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 糟葬泽泽藻贼贼藻 憎蚤贼澡 茁鄄糟葬泽藻蚤灶 早藻灶藻 责则燥皂燥贼藻则 葬灶凿 则藻凿 枣造怎燥则藻泽糟藻灶贼 责则燥贼藻蚤灶 则藻责燥则贼藻则 早藻灶藻 憎藻则藻 糟燥鄄灶怎糟造藻燥鄄
枣藻糟贼藻凿 蚤灶贼燥 皂燥怎泽藻 枣蚤遭则燥遭造葬泽贼泽 遭赠 粤皂葬曾葬 灶怎糟造藻燥枣藻糟贼燥则援 砸藻泽怎造贼泽摇 葬灶凿 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶 摇 茁鄄糟葬泽藻蚤灶 早藻灶藻 责则燥皂燥贼藻则 憎葬泽 葬糟贼蚤增葬贼藻凿 遭赠
葬则贼蚤枣蚤糟蚤葬造 栽粤蕴耘鄄栽云泽 蚤灶 贼澡藻 皂燥怎泽藻 枣蚤遭则燥遭造葬泽贼泽援 栽澡藻 憎葬赠 蚤泽 葬 灶藻憎 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 增藻则蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶 泽赠泽贼藻皂 蚤灶泽贼藻葬凿 燥枣 皂葬皂皂葬则赠 藻责蚤贼澡藻造蚤葬造
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揖运藻赠 憎燥则凿泽铱 摇 栽则葬灶泽糟则蚤责贼蚤燥灶 葬糟贼蚤增葬贼燥则鄄造蚤噪藻 藻枣枣藻糟贼燥则鄄贼则葬灶泽糟则蚤责贼蚤燥灶 枣葬糟贼燥则泽 渊栽粤蕴耘鄄栽云泽冤曰 酝燥怎泽藻 枣蚤遭则燥遭造葬泽贼泽曰 茁鄄糟葬泽藻蚤灶
早藻灶藻 责则燥皂燥贼藻则曰 郧藻灶藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 皂燥凿怎造葬贼蚤燥灶

摇 摇 员怨愿苑 年 郧燥则凿燥灶 等咱员暂采用原核显微注射转基因

技术袁获得乳腺生物反应器小鼠模型遥 随着转基因

技术体系的发展袁乳腺生物反应器的研究也取得了

相应发展遥 酪蛋白是哺乳动物乳中主要的蛋白组

份袁根据结构划分为 源 类院琢泽员尧琢泽圆尧茁 和 资咱圆暂 遥 哺乳

动物 茁鄄酪蛋白基因在乳腺中高表达咱圆袁猿暂 袁皮肤咱源暂 和
有毒 栽 淋巴细胞渊糟赠贼燥贼燥曾蚤糟 栽 造赠皂责澡燥糟赠贼藻泽冤 咱缘暂中也表

达遥 敲除 茁鄄酪蛋白基因小鼠能够正常生长尧繁殖和

哺育后代咱远暂 遥 茁鄄酪蛋白基因启动子是构建乳腺生

物反应器表达框的候选启动子遥
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为证实 茁鄄酪蛋白基因启动子驱动的表达框是

否有效袁运燥造遭 等咱苑暂 渊员怨怨怨冤采用乳腺上皮细胞遥 国内

乳腺生物反应器研究方面袁也采用乳腺上皮细胞验

证乳腺特异性表达框的有效性咱愿暂 遥 如果能够在成

纤维细胞中激活 茁鄄酪蛋白基因启动子袁检测重组表

达框的表达结果袁将为 茁鄄酪蛋白基因启动子表达载

体检测袁提供另外一种简便的检测途径遥
快速发展的转录激活样效应子渊贼则葬灶泽糟则蚤责贼蚤燥灶 葬糟鄄

贼蚤增葬贼燥则鄄造蚤噪藻 藻枣枣藻糟贼燥则袁 栽粤蕴耘冤技术袁已经成为基因组编

辑渊早藻灶燥皂藻 藻凿蚤贼蚤灶早冤和基因转录调控渊 贼则葬灶泽糟则蚤责贼蚤燥灶葬造
皂燥凿怎造葬贼蚤燥灶冤的有效工具咱怨袁员园暂 遥 栽粤蕴耘 来源于黄单胞杆

菌渊载葬灶贼澡燥皂燥灶葬泽 泽责援 冤袁栽粤蕴耘鄄阅晕粤 结合结构域由串联

重复单元组成袁大部分单元含 猿源渊猿猿 耀 猿缘冤个氨基酸袁
单元的第 员圆 和 员猿 位氨基酸高度可变袁称为重复可变

区渊 则藻责藻葬贼鄄增葬则蚤葬遭造藻 凿蚤则藻泽蚤凿怎藻泽袁 砸灾阅泽冤咱员员暂 遥 栽粤蕴耘 的

砸灾阅泽 识别 阅晕粤 序列的 源 个碱基具有高度的专一性袁
栽粤蕴耘 重复单元的第 员猿 位氨基酸直接与 阅晕粤 的碱基

特异结合咱员圆袁员猿暂 遥 研究者几乎能够针对任何 阅晕粤 靶序

列袁构建特异性 栽粤蕴耘鄄阅晕粤 结合域袁在靶向改变基因

序列和调控基因表达方面具有广泛的用途遥

栽粤蕴耘要栽云 代表 栽粤蕴耘鄄栽云泽 靶向位点曰栽粤栽粤 代表 栽粤栽粤 遭燥曾曰耘员 代表 茁鄄酪蛋白基因第一外显子曰砸藻凿鄄责燥造赠粤 代表红色荧光蛋

白基因和 杂增源园 责燥造赠粤 序列

摇 摇 图 员摇 小鼠 茁鄄酪蛋白基因启动子要砸藻凿 报告基因载体结构示意图

晕燥贼藻援 栽粤蕴耘鄄栽云 皂藻葬灶泽 贼葬则早藻贼蚤灶早 泽蚤贼藻泽 燥枣 栽粤蕴耘鄄栽云泽曰 栽粤栽粤 枣燥则 栽粤栽粤 遭燥曾曰 耘员 皂藻葬灶泽 贼澡藻 枣蚤则泽贼 藻曾燥灶 燥枣 皂燥怎泽藻 茁鄄糟葬泽藻蚤灶 早藻灶藻曰 砸藻凿鄄
责燥造赠粤 枣燥则 则藻凿 枣造怎燥则藻泽糟藻灶贼 责则燥贼藻蚤灶 早藻灶藻 葬灶凿 杂增源园 责燥造赠粤 阅晕粤 泽藻择怎藻灶糟藻
摇 摇 云蚤早援 员摇 杂糟澡藻皂葬贼蚤糟 凿蚤葬早则葬皂 燥枣 贼澡藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 增藻糟贼燥则 燥枣 皂燥怎泽藻 茁鄄糟葬泽藻蚤灶 早藻灶藻 责则燥皂燥贼藻则鄄砸藻凿 则藻责燥则贼藻则 早藻灶藻

栽粤蕴耘鄄阅晕粤 结合域串联 灾孕远源 转录激活因子袁
构成 栽粤蕴耘 转录因子 渊 栽粤蕴耘 贼则葬灶泽糟则蚤责贼蚤燥灶 枣葬糟贼燥则泽袁
栽粤蕴耘鄄栽云泽冤遥 栽粤蕴耘 特异结合 阅晕粤袁灾孕远源 同真核细

胞内转录因子作用袁招募 砸晕粤 聚合酶和其它因子袁
稳定转录前起始复合体 渊 贼则葬灶泽糟则蚤责贼蚤燥灶 责则藻蚤灶蚤贼蚤葬贼蚤燥灶
糟燥皂责造藻曾冤袁间接调控特定基因转录咱员源袁员缘暂 遥 栽粤蕴耘鄄栽云泽
即能提高表达基因的转录水平袁还能激活在特定细

胞中不表达的基因咱员缘鄄员苑暂 遥 本研究利用 栽粤蕴耘鄄栽云泽袁
在小鼠成纤维细胞中袁成功激活 茁鄄酪蛋白基因启动

子袁为检测 茁鄄酪蛋白基因启动子要外源基因表达框

表达结果袁提供了一种检测方法遥
员摇 材料和方法

员郾 员摇 材料与试剂

员郾 员郾 员摇 实验动物

杂孕云 级 运酝 鼠袁购自北京维通利华实验动物技

术有限公司揖杂悦载运渊京冤圆园员圆鄄园园园员铱遥 雌雄各 圆 只袁
员园 周龄袁雄鼠体重 猿远早袁雌鼠体重 猿园早袁饲养在新疆

农垦科学院实验动物房袁自然交配后袁取妊娠 员愿凿 的

运酝 孕鼠袁留待实验遥
员郾 员郾 圆摇 试剂

栽粤蕴耘 栽燥燥造遭燥曾 试剂盒渊粤凿凿早藻灶藻袁员园园园园园园园员怨冤遥
匀藻则糟怎造葬泽藻 陨陨 枣怎泽蚤燥灶 责燥造赠皂藻则葬泽藻 购自 粤早蚤造藻灶贼 栽藻糟澡灶燥造燥鄄
早蚤藻泽曰耘泽责猿陨渊月泽皂月陨冤尧粤枣藻陨 购自 云藻则皂藻灶贼葬泽曰月泽葬陨鄄匀云 购

自 晕藻憎 耘灶早造葬灶凿 月蚤燥造葬遭泽曰栽苑 阅晕粤 造蚤早葬泽藻 购自 耘灶扎赠鄄
皂葬贼蚤糟泽曰孕造葬泽皂蚤凿杂葬枣藻 粤栽孕鄄凿藻责藻灶凿藻灶贼 阅晕葬泽藻 购自 耘责蚤鄄
糟藻灶贼则藻曰琼脂糖凝胶回收试剂盒尧质粒小提试剂盒等

试剂购自生工生物工程渊上海冤股份有限公司曰员 噪遭
阅晕粤 造葬凿凿藻则 购自北京全式金生物技术有限公司曰
酝葬则噪藻则 灾陨陨尧阅匀缘葬 大肠杆菌渊耘泽糟澡藻则蚤糟澡蚤葬 糟燥造蚤冤感受态

细胞购自天根生化科技渊北京冤有限公司曰核酸染料

郧耘蕴灾陨耘宰 购自北京百泰克生物技术有限公司遥
员郾 圆摇 小鼠 茁鄄酪蛋白基因启动子要砸藻凿 报告基因表

达载体构建

本实验室应用野郧燥造凿藻灶 郧葬贼藻冶克隆法构建 茁鄄酪蛋

白基因启动子要要要红色荧光蛋白渊砸藻凿冤报告基因表达

载体 责耘郧云孕鄄晕员鄄皂耘员鄄匀砸咱员愿暂遥 该载体表达框由小鼠 茁鄄
酪蛋白基因启动子调控序列和 栽粤栽粤 遭燥曾尧第员 外显子尧
信号肽序列尧砸藻凿 基因和 责燥造赠 粤 片段组成袁形成一个完

整的表达框袁包含 栽粤蕴耘鄄栽云泽 结合位点渊图 员冤遥
员郾 猿摇 小鼠 茁鄄酪蛋白基因 栽粤蕴耘鄄栽云泽 靶点设计

由于 栽粤蕴耘泽 的可编辑属性袁在目标基因序列上

几乎可任意选择靶序列结合位点遥 对于 栽粤蕴耘鄄栽云泽
构建袁可在启动子近端区域内选择一段 阅晕粤 序列作

为靶序列袁进行 栽粤蕴耘 识别模块构建遥 为有效地防止

脱靶效应袁构建 栽粤蕴耘 的靶序列不应过短袁一般建议

员远 原猿园 遭责遥 本实验选择长度 员怨 遭责袁遵循 缘耶端以 栽 碱

基起始原则渊图 圆冤遥 栽云员 对应的 砸灾阅泽 排列是 匀阅鄄
晕郧鄄晕郧鄄晕晕鄄晕晕鄄晕陨鄄晕陨鄄晕郧鄄晕郧鄄晕晕鄄晕陨鄄晕陨鄄晕晕鄄晕晕鄄晕晕鄄
晕陨鄄匀阅鄄晕郧曰栽云圆 对应的 砸灾阅泽 排列是 晕晕鄄晕陨鄄晕陨鄄晕晕鄄
晕晕鄄晕晕鄄晕陨鄄匀阅鄄晕郧鄄晕郧鄄晕郧鄄晕郧鄄晕郧鄄晕晕鄄晕陨鄄晕晕鄄晕郧鄄晕陨鄄
晕郧曰栽云猿 对应的 砸灾阅泽 排列是 晕郧鄄晕晕鄄晕陨鄄晕晕鄄晕郧鄄晕陨鄄

源员
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　 　 图 ２　 小鼠 β⁃酪蛋白基因启动子的 ＴＡＬＥ⁃ＴＦｓ 靶点序列（方框是 ＴＡＴＡ ｂｏｘ 序列）
　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＴＡＬＥ⁃ＴＦｓ ｆｏｒ ｍｏｕｓｅ β⁃ｃａｓｅｉｎ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ． Ｂｏｘ ｉｓ ａ ＴＡＴＡ ｂｏｘ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

１ ４　 ＴＡＬＥ⁃ＴＦｓ 构建程序

实验采用 Ｚｈａｎｇ 等的 ＴＡＬＥ 构建程序［９，１９］。 经

两轮 ＰＣＲ 扩增和 “ Ｇｏｌｄｅｎ Ｇａｔｅ” 克隆反应构建

ＴＡＬＥ⁃ＴＦｓ 真核表达质粒。 用 ＡｆｅＩ 酶切鉴定 ＴＡＬＥ⁃
ＴＦｓ 构建结果。
１ ５　 小鼠原代成纤维细胞分离和培养

选妊娠 １８ ｄ 的 ＫＭ 孕鼠，安乐死，取出胎鼠，采
用组织块培养法，培养液是 ＤＭＥＭ，添加 １５％胎牛血

清、１００ ｍｇ ／ Ｌ 青霉素和 １００ ｍｇ ／ Ｌ 链霉素， ３７℃、５％
ＣＯ２ 饱和湿度环境培养，获得小鼠原代成纤维细胞。
每隔 ２ ｄ 换培养液 １ 次，５ ｄ 传代 １ 次。 当成纤维细

胞覆盖培养皿底部 ８０％ ～９０％时，进行传代。 用 ＰＢＳ
溶液洗细胞 ２ 次，２％ 胰蛋白酶溶液消化细胞 １ ～ ３
ｍｉｎ。 当细胞形态变圆时，加入含血清 １５％的 ＤＭＥＭ
培养液终止细胞消化。 用移液器轻轻吹吸，至培养皿

底部的细胞完全漂浮起来。 将细胞悬液转移至离心

管中，４００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ。 保留细胞沉淀，弃去上清。
加入 １ ｍＬ 培养液充分悬浮细胞，将该悬浮细胞转入

细胞培养皿中，添加适量培养液，混匀细胞，于 ３７℃、
５％ ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中培养。
１ ６　 质粒电转染程序

除内毒素的 ＴＡＬＥ⁃ＴＦ 和 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１⁃ｍＥ１⁃ＨＲ
Ｒｅｄ 报告基因表达质粒按 １ ∶ １质量比混合，采用

Ａｍａｘａ 电转仪将质粒导入小鼠成纤维细胞。 培养成

纤维细胞至 ９０％密度，胰酶消化。 １∶ ５０ 倍混合 Ｎｕ⁃
ｃｌｅｏｆｅｃｔｉｏｎ Ｓ１ 和 Ｓ２ 电转液，１００ μＬ 电转液混悬 ３ ×
１０６ 细胞，分别加入 ２ μｇ 的 ＴＡＬＥ⁃ＴＦ 和 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１⁃
ｍＥ１⁃ＨＲ 质粒，转入电击杯中，采用 ＣＺ⁃１６５ 程序实

施电转染。 电转染后静止 １０ ｍｉｎ，补加 ８００ μＬ 培养

液悬浮电击杯中细胞，将细胞转入培养皿中培养。
电转细胞 ６ ｈ 换液 １ 次，３６ ｈ 观察细胞荧光蛋白基

因表达效果。

２　 结果

２ １　 ＴＡＬＥ⁃ＴＦｓ 构建酶切检测结果

ＡｆｅＩ 酶切鉴定构建的 ＴＡＬＥ⁃ＴＦｓ 真核表达质

粒。 正确组装的 ＴＡＬＥ⁃ＴＦｓ 质粒，酶切产生 ＤＮＡ 条

带大小是 １６７、２１１８、３４３５ 和 ３５４４ ｂｐ，其中 ２１１８ ｂｐ
的 ＤＮＡ 片段，是 １８ 个 ＲＶＤ 的串联重复体（图 ３）。

注：Ｍ１：Ｍａｒｋｅｒ ＶＩＩ； Ｍ２：１ ｋｂ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ； ＴＦ１、ＴＦ２ 和 ＴＦ３ 是 ＡｆｅＩ
酶切的人工转录因子；ＨＤ 是 ＡｆｅＩ 酶切的 ｐＴＡＬＥＴＦ＿ｖ２ （ＨＤ） 骨

架载体

　 　 图 ３　 ＡｆｅＩ 酶切 ＴＡＬＥ⁃ＴＦ 质粒电泳图

Ｎｏｔｅ． Ｍ１：Ｍａｒｋｅｒ ＶＩＩ； Ｍ２：１ ｋｂ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ； ＴＦ１， ＴＦ２ ａｎｄ ＴＦ３ ａｒｅ
ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｍａｐｓ ｏｆ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ＴＡＬＥ⁃ＴＦ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡｆｅＩ
ｅｎｚｙｍｅ； ＨＤ ｉｓ ａ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ ｐＴＡＬＥＴＦ＿Ｖ２（ＨＤ） ｐｌａｓｍｉｄ ｄｉ⁃
ｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡｆｅＩ ｅｎｚｙｍｅ．

　 　 Ｆｉｇ． ３ 　 Ｔｈｅ ｅｌｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｍａｐ ｏｆ ＴＡＬＥ⁃ＴＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｌａｓｍｉｄｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ＡｆｅＩ

ＡｆｅＩ 酶切构建的 ＴＡＬＥ⁃ＴＦ 质粒，１ ５％ 琼脂糖

凝胶电泳检测。 电泳运行 ８ ｍｉｎ 时，１６５ ｂｐ 片段清

晰可见。 经长时间电泳，各酶切片段分开后，很难看

清 １６５ ｂｐ 片段。 ３４３５ ｂｐ 和 ３５４４ ｂｐ 条带，用 １ ５％
琼脂糖凝胶电泳很难分开，故 ＴＡＬＥ⁃ＴＦｓ 质粒酶切

长时间电泳可见 ２ 条 ＤＮＡ 带。
２ ２　 ＴＡＬＥ⁃ＴＦｓ 激活 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１⁃ｍＥ１⁃ＨＲ 红色荧

光蛋白报告基因表达质粒
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细胞电转染后培养 苑圆 澡袁用 蕴葬蚤糟葬 倒置荧光显

微镜观察遥 分别在自然光尧绿色荧光和红色荧光光

源下观察细胞发光效果袁确定报告基因表达结果遥
图 源 是 栽云圆 人工转录因子观察结果袁显示出红色荧

光蛋白报告基因表达结果遥 栽云猿 处理细胞组袁有很

弱的红色荧光显现袁图像未列出遥 栽云员 人工转录因

子处理细胞组袁未见到红色荧光蛋白表达细胞遥
比较分析同一视野下 猿 种不同光源成像的图片

渊图 源袁彩插 猿冤遥 由于构建的 栽粤蕴耘鄄栽云泽 表达质粒中

含有串联表达绿色荧光蛋白渊郧则藻藻灶 云造怎燥则藻泽糟藻灶贼 孕则燥鄄
贼藻蚤灶袁 郧云孕冤基因袁当表达 栽粤蕴耘鄄栽云泽 蛋白时袁郧云孕 也

表达遥 图片 遭 和 糟 比较可以看到袁员袁圆袁猿 和其他标

注细胞呈对应关系袁这些细胞即发绿色荧光也发红

光荧光曰而且部分发绿色荧光的细胞未发红色荧光遥
只转染 栽粤蕴耘鄄栽云泽 对照试验袁在红色荧光下观察细

胞袁未显现荧光袁是黑暗视野曰只转染 茁鄄酪蛋白基因

启动子驱动的 砸藻凿 基因质粒袁在红色荧光下观察细

胞袁未显现红色荧光袁是黑暗视野渊图片未列出冤遥
说明在成纤维细胞中袁栽粤蕴耘鄄栽云泽 能够激活质粒中

茁鄄酪蛋白基因启动子遥
猿摇 讨论

由于 栽粤蕴耘鄄栽云泽 的 砸灾阅泽 序列高度重复袁实验室

构建的 栽粤蕴耘鄄栽云泽 实施测序较难遥 根据 栽粤蕴耘鄄阅晕粤
结合分子密码袁针对基因组靶位点设计 栽粤蕴耘泽袁不同

的 栽粤蕴耘泽 具有不同的活性袁可能与上下文依赖效应

或染色体状态有关咱员怨暂 遥 为了得到具有一定活性的

栽粤蕴耘鄄栽云袁构建多个 栽粤蕴耘鄄栽云泽袁转染体外培养细胞袁
筛选有生物学活性的 栽粤蕴耘鄄栽云泽袁能够解决 栽粤蕴耘泽
的难以测序问题和靶向局限性遥 本实验针对小鼠

茁鄄酪蛋白基因启动子序列袁设计构建了 猿 条 栽粤蕴耘鄄
栽云泽袁获得了 员 条有活性的 栽粤蕴耘鄄栽云 人工转录因子遥
在成纤维细胞中袁该 栽粤蕴耘鄄栽云 能够激活 茁鄄酪蛋白基

因启动子袁为在成纤维细胞中进行检测 茁鄄酪蛋白基

因启动子要要要外源基因表达框是否能够正常表达袁
提供了一条代替乳腺上皮细胞检测系统的方法遥

渊本文图 源 见彩插 猿遥冤
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