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两种真核启动子体内外转录活性比较研究
刘彦礼  于亚楠  杨  坤  林俊堂*

(新乡医学院生命科学技术学院, 河南省医用组织再生重点实验室, 新乡 453003)

摘要      启动子作为基因工程表达载体的核心组成部分, 在很大程度上决定了目的基因的转

录活性。为筛选出一个转录活性较高的真核启动子, 以目的蛋白与增强型绿色荧光蛋白融合表达

的形式, 在体内外检测CMV和CAG两种真核启动子的转录活性。首先, 通过常规分子生物学技术

将神经钙黏着蛋白(N-cad)克隆到pCAG-MCS-EGFP质粒中(携带CAG启动子), 菌落PCR、双酶切及

测序验证; 与pEGFP-N-cad质粒(携带CMV启动子)一起通过磷酸钙法分别转染HEK293T细胞, 比较

两种质粒在体外细胞水平转染目的基因效率; 随后, 通过已建立的鸡胚脊髓活体电转方法比较两种

质粒在活体鸡胚脊髓内转录目的基因效率, 冷冻切片后进行荧光强度观察; 而体内外实验均应用常

规Western blot和RT-PCR技术验证目的基因N-cad在蛋白及基因水平上的表达。荧光显微镜观察结

果表明, CMV启动子仅能在体外细胞水平上行使其转录活性, 而CAG启动子可在体内体外高效行

使其转录活性, 进一步的Western blot和RT-PCR结果与荧光观察结果一致。该研究结果可为体内研

究目的基因功能时的载体构建提供借鉴。

关键词      启动子; 转录活性; 活体电转技术; 增强型绿色荧光蛋白

Transcriptional Activity Assessment of Two Different Eukaryotic 
Promoters In Vitro and In Vivo
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Abstract       As a key element of a plasmid, the promoter determines the transcriptional activity of the 
exogenous genes. In order to screen for the effective promoter inside plasmid used in studying gene function, the 
transcriptional activity of two commonly used promoters, CMV and CAG were compared in vitro and in vivo by 
the fluorescence intensity of enhanced green fluorescent protein (EGFP). Firstly, the target gene N-cadherin (N-cad) 
was cloned into the plasmid of pCAG-MCS-EGFP, and confirmed by colony PCR, double digestion and sequence. 
Subsequently, these two plasmids (pEGFP-N-cad and pCAG-N-cad-EGFP) were transfected into HEK293T in vitro 
by calcium phosphate coprecipitation technique, and imaged under a fluorescence microscope, then the expression 
of N-cad was confirmed by Western blot and RT-PCR. Thirdly, the two plasmids were transfected into chicken 
embryonic spinal cord by electroporation, and imaged under a stereo fluorescence microscope. Finally, the EGFP 
positive spinal cords were selected and confirmed by frozen section under a fluorescence microscope, Western blot 
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and RT-PCR. The results showed that these two promoters had equivalent transcriptional activity in vitro, but the 
artificially designed CAG promoter could effectively drive target gene expression in vivo when compared to the 
CMV promoter that originated from cytomegalovirus.

Keywords       promoter; transcriptional activity; electroporation in vivo; enhanced green fluorescent protein

随着基因工程及蛋白质组学研究的不断深入, 
对基因功能的研究也逐渐从细胞水平的验证过渡到

组织水平。早期, 通过病毒转染技术可实现外源基

因在组织中异常表达(过表达或抑制表达), 达到对

相关基因功能研究的目的。然而, 该技术在使用中

因转染效率与病毒活力呈正相关、转染区域不明确

及病毒本身对组织的潜在影响等因素, 限制了该技

术在体内基因功能研究中的广泛应用[1-2]。近年来, 
利用质粒自身所带负电的特性, 已成功建立通过活

体电转技术实现外源基因在体内(鸡胚、鼠胚等)的
异常表达, 促进相关基因在体内的功能研究[3-4]。而

启动子作为基因工程表达载体的核心组成部分, 在
很大程度上决定了外源基因在细胞及组织水平的转

录活性, 并直接影响其最终产物的表达水平[5]。

因此, 本研究首先比较携带有两种常用启动子

(CMV和CAG)的真核表达载体在细胞水平上的转

录效率, 进一步通过本课题组已建立的鸡胚脊髓电

转技术验证上述两种质粒在体内的转录效率, 最终

为在组织水平上研究基因功能时载体的构建提供借

鉴[6]。此外, 本研究选择基因长约2 700 bp的神经钙

黏着蛋白(N-cadherin, N-cad)为目的基因与EGFP融
合表达, 一方面使用大片段目的基因可以更加真实

地反映启动子的转录效率, 另一方面与EGFP融合表

达有利于实验结果的可视化(绿色荧光), 更直观地

反映转录效率。

1   材料与方法
1.1   质粒、菌株、细胞及实验动物

pEGFP-N-cad质粒购自Addgene公司(Plasmid 
#18870), 其载体骨架为pEGFP-N1(图1A), 由本课题

组保存。pCAG-MCS-EGFP质粒(图1B)由西北农林

科技大学赵善廷教授馈赠。大肠杆菌DH5α感受态

细胞购自TaKaRa公司。HEK293T细胞由本课题组

保存。受精鸡蛋由本地养鸡场提供。

1.2   主要试剂与仪器

限制性核酸内切酶、高保真pyrobest DNA聚

合酶、T4 DNA连接酶及RNA提取试剂(RNAiso 

plus)购自TaKaRa公司。DNA纯化及胶回收试剂

盒、质粒大提试剂盒、反转录试剂盒、2×Taq 
MasterMix(含染料)及BCA蛋白定量试剂盒购自北

京康为世纪生物科技有限公司。DMEM高糖培养

基购自Hyclone公司。胎牛血清购自Gibco公司。磷

酸钙细胞转染试剂盒及RIPA裂解液购自碧云天

生物技术公司。一抗Anti-GAPDH抗体(ab181603, 
兔单克隆抗体, 抗人和鸡)和Anti-N Cadherin抗体

(ab76011, 兔单克隆抗体, 抗鼠)及二抗Goat Anti-
Rabbit IgG H&L(HRP, ab6721, 多克隆抗体, 山羊抗

兔)均购自Abcam公司。所需引物及测序服务均由

苏州金唯智生物科技有限公司完成。所用仪器包

括: VeritiTM 96-Well PCR仪(美国ABI公司)、CUY-2l
型多功能活体电转化仪(日本NEPA公司)、M205FA
型倒置体视荧光显微镜(德国Leica公司)、倒置荧

光显微镜及CMl850型冷冻切片机(德国Leica公司)、
Nanodrop 2000分光光度计(Thermo公司)。
1.3   pCAG-N-cad-EGFP载体构建及质粒大提

以pEGFP-N-cad为模板, 常规PCR扩增获得N-cad
基因片段, 所需引物见图1C。N-cad片段纯化后经

EcoR I和Bgl II双酶切, 并与经同样双酶切的表达空

载体pCAG-MCS-EGFP进行连接, 连接产物转化大

肠杆菌感受态细胞DH5α。筛选获得的阳性克隆进

行菌液PCR和双酶切验证后测序。将测序正确的携

带pCAG-N-cad-EGFP、pEGFP-N-cad、pCAG-MCS-
EGFP和pEGFP-N1菌株分别活化后接种于400 mL LB
培养基中(根据自身载体抗性添加相应抗生素), 37 °C
过夜, 离心收集菌体后按质粒大提试剂盒说明完成

质粒提取, 并统一将质粒浓度调至1 μg/μL备用。

1.4   HEK293T细胞转染

将HEK293T细胞以1×105/mL的密度接种于12孔
培养板中, 待细胞融合达70%~80%时进行转染。转染

前1 h更换不含抗生素的新鲜培养基; 随后分别将6 μg 
pCAG-N-cad-EGFP、pEGFP-N-cad、pCAG-MCS-
EGFP和pEGFP-N1质粒混匀加入到100 μL氯化钙溶

液中, 每种质粒3个重复; 将质粒−氯化钙混合液加入

100 μL BBS溶液中, 混匀后室温静置20 min。然后将
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混合液均匀滴加到相应孔中, 混匀后置于37 °C、5% 
CO2培养箱中培养。转染48 h后, 弃去培养液, PBS冲
洗3次后于倒置荧光显微镜下观察。随后, 将上述四

种质粒转染的HEK293T细胞分别消化、离心收集于

适量RNAiso plus及RIPA裂解液中, −80 °C保存待用。

1.5   鸡胚脊髓电转

参考文献[6]的方法, 取新鲜受精鸡蛋消毒后放

入孵化箱, 在温度37.8 °C、湿度为60%的条件下培

养。待培养至第2.5 d(embryonic day 2.5, E2.5)取出

鸡蛋置于超净工作台内, 在鸡蛋钝端侧面与正上方

用钢锯条轻锯相隔1 cm的两条缝, 在两条缝上用剥

离分针轻钻两个小孔, 用10 mL无菌注射器从钝端侧

面进针吸取3~4 mL蛋清, 然后用眼科手术剪从钝端

侧面小孔处将上面蛋壳剪开椭圆形开口, 口的直径

约1.5 cm, 可见鸡胚浮于蛋黄上方。随后, 将1 μL浓
度为1 μg/μL的质粒用显微注射毛细玻璃针在体视

显微镜下注射到脊髓腔, 将电极放在脊髓的两侧, 正
极在拟转染一侧, 确保电极与组织之间有一定空隙。

使用电转仪进行电转, 电转条件为电压18 V, 电脉冲

60 ms, 间隔90 ms, 电脉冲5次。电转完之后, 用医用

胶布密封, 在蛋壳上记录电转时间, 放回孵化箱继续

培养, 整个过程在超净工作台内完成, 每种质粒至少

电转5个鸡蛋。

1.6   EGFP阳性胚胎取材及冷冻切片

将电转后的鸡胚继续培养至E5, 通过倒置体

视荧光显微镜观察pCAG-N-cad-EGFP、pEGFP-N-
cad、pCAG-MCS-EGFP和pEGFP-N1四种质粒转染

的鸡胚, 筛选EGFP阳性表达胚胎, 并在显微镜下用

尖镊子小心取出脊髓。将上述四种质粒转染的胚胎

一部分收集脊髓于适量RNAiso plus及RIPA裂解液

中, 匀浆后−80 °C保存待用。另一部分胚胎用小勺

将脊髓转移至4 °C预冷处理的PBS液漂洗3次, 置于

4%多聚甲醛(PFA)中, 4 °C摇床过夜, 取出组织吸干

液体, 转移到18%蔗糖溶液中, 4 °C摇床过夜, 待沉淀

到管底部时取出组织吸干液体。用锡箔纸做一直径

为1 cm的柱状模型, 加入适量OCT包埋剂, 使脊髓朝

上竖立, 确定脊髓位于柱状模型的正中央, 置于液氮

中冷冻后放−80 °C冰箱保存; 切片时取出已包埋的

组织在冷冻切片机上切片, 厚度15~20 μm。切片后, 
于烤片机上37 °C烤片30 min以上, 常规DAPI染核后

于荧光显微镜下观察, 每条脊髓至少切5张片子。

1.7   RT-PCR检测N-cad基因表达

将收集于RNAiso plus中的HEK293T细胞及鸡

胚脊髓按RNA提取试剂说明提取各样本总RNA, 所
提取的样品RNA D260/D280>1.8, 且琼脂糖凝胶电泳后

可见明显的28S和18S两条带, 说明RNA提取效果理

想。Nanodrop 2000定量后取200 ng总RNA样品, 应
用反转录试剂盒合成cDNA。采用2×Taq MasterMix
推荐的25 μL体系, 引物(10 μmol/L)用量为1 μL, 相关

目的基因引物见表1[7-9]。PCR反应条件为: 94 °C预
变性5 min; 30个循环(94 °C变性30 s, 退火30 s, 72 °C
延伸30 s); 72 °C后延伸10 min。PCR产物通过1.2%
琼脂糖凝胶电泳进行检测, 实验结果重复3次以上。

1.8   Western blot检测N-cad蛋白表达

将收集于RIPA裂解液中的HEK293T细胞及

鸡胚脊髓, 匀浆后于冰上静置40 min, 间歇性充分

混匀5~6次, 提取各样本总蛋白。蛋白定量并稀释

到浓度为5 μg/μL, 常规SDS-PAGE(上样量为20 μL)
后转PVDF膜; 脱脂牛奶封闭后一抗4 °C孵育过夜。

TBST洗涤3次后, 二抗室温孵育1 h; TBST洗涤3次
后, ECL发光试剂盒显影, 化学发光仪检测, 实验结

果重复3次以上。

2   结果
2.1   pCAG-N-cad-EGFP载体构建及验证

常规PCR获得N-cad片段(约2 700 bp), 如图1D所

表1  引物序列

Table 1   Primer sequences
基因

Gene
核苷酸序列(5′→3′)
Oligonucleotide sequence (5′→3′)

退火温度(°C)
Temperature (°C)

种属

Species
片段大小(bp)
Size (bp)

N-cad
Sense: CCA CAG ACA TGG AAG GCA ATC C

60 Mouse 198
Antisense: CAC TGA TTC TGT ATG CCG CAT TC

GAPDH
Sense: GAA GGT GAA GGT CGG AGT

60 Human 226
Antisense: GAA GAT GGT GAT GGG ATTTC

GAPDH
Sense: TAA AGG CGA GAT GGT GAA AG

53 Chicken 244
Antisense: ACG CTC CTG GAA GAT AGT GAT
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示。转化后所得阳性克隆菌株首先进行菌落PCR, 产
物进行琼脂糖凝胶电泳, 如图1E(1、2泳道)所示。随

后, 将鉴定正确的阳性克隆菌株扩大培养后进行质粒

提取, 所提质粒进行EcoR I和Bgl II双酶切, 酶切鉴定

结果如图1E(3、4泳道)所示。菌落PCR和双酶切结果

均表明, pCAG-N-cad-EGFP载体构建正确, 随后送往

苏州金唯智生物科技有限公司测序进行最终确定。

2.2   体外HEK293T细胞转染结果

将pEGFP-N-cad和pCAG-N-cad-EGFP及对应

的空质粒pEGFP-N1和pCAG-MCS-EGFP分别转染

HEK293T细胞48 h后, 于荧光倒置显微镜下观察。

结果显示, 四种质粒转染细胞后, 均能使转染细胞呈

现绿色荧光(图2A~图2D); 进一步通过Western blot
和RT-PCR验证发现, 相较于空质粒pEGFP-N1和

pCAG-MCS-EGFP转染组, pEGFP-N-cad和pCAG-N-
cad-EGFP转染组均能在蛋白质水平(图2E)和mRNA
水平(图2F)上高效表达目的基因N-cad。
2.3   鸡胚脊髓电转结果

利用活体电转基因技术成功将携带N-cad-
EGFP融合基因的质粒 (pEGFP-N-cad和 pCAG-N-
cad-EGFP)及其对应的空质粒 pEGFP-N1和 pCAG-
MCS-EGFP转染到E2.5的鸡胚脊髓腔内, 待鸡胚发

育至E5时, 取出完整鸡胚于体视荧光显微镜下观察

并筛选EGFP阳性胚胎。图3B为pEGFP-N-cad转染

后绿色荧光检查结果, 结果中无明显绿色荧光, 暗示

转染pEGFP-N-cad质粒在活体内工作效率较低或不

工作。进一步通过Western blot和RT-PCR实验发现, 
N-cad在鸡胚脊髓内无论在蛋白还是mRNA水平均

(A)

(C)

(D) (E)

(B)Ase I
(8) SnaB I (341)ApaL I (4 362)

pUC
ori

HSV TK
poly A

Kanr/
Neor

SV40 ori

CMV IE

ECFP

SV40
poly A
f1
ori

P

P P

EcoR I
(3 856)

BsrG I (1 389)

Dra III (1 874)

Afl II (1 640)

Not I (1 402)

MCS
(591~671)

Stu I
(2 579)

pEGFP-N1
4.7 Kb

SV40e

f1 ori AMP+ pUC ori

pCAG-MCS-EGFP

EGFP MCS Beta-chinken actin promoter

GAATTC

CTCGAG CAGCGCTG GTCGAG AGATCT

CCCGG GGATCC TCTAGA GTCGAC CTGCAG AAGCTT GC
EcoR I BamH I

Xho I Bgl II

Sal I Hind III

PCR primers for the amplification of N-cad gene cloned into pCAG-MCS-EGFP

Sense: 5′-GCGAATTCATGTGCCGGATAGCGGGAGC-3′

5′-GCAGATCTGTCGTCACCACCGCCGTACAT-3′Antisense:
EcoR I

Bgl II

M

7 000 bp
4 000 bp
2 000 bp

7 000 bp
4 000 bp
2 000 bp

1 2 M 1 2 3 4

591 601 611 621 631 641 651 661 671 ECFP

Nhe I EcoR I Pst I Sal I
Acc I

Apa I

Sac II

Kpn I
Asp718 I Bsp120 I Xma I

Sma I

Age IEco47 III BamH IXho IBgl II Sal I
Ecl136 II

Hind III
G CTA GCG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG CAG TCG ACG GTA CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GTG

A: pEGFP-N1质粒结构图及多克隆位点; B: pCAG-MCS-EGFP质粒结构图及多克隆位点; C: PCR扩增N-cad所需引物; D: PCR扩增N-cad的琼脂

糖凝胶电泳结果; E: 菌落PCR(1和2泳道)及EcoR I和Bgl II双酶切(3、4泳道)的琼脂糖凝胶电泳结果。

A: map of the vector pEGFP-N1; B: map of the vector pCAG-MCS-EGFP; C: the primers used in the amplification of N-cad gene; D: PCR products of 
N-cad were analyzed by electrophoresis; E: the results of colony PCR (lane 1 and 2) and digestion of pCAG-Ncad-EGFP by EcoR I and Bgl II (lane 3 
and 4).

图1   pCAG-N-cad-EGFP载体构建及验证

Fig.1   The construction and identification of pCAG-N-cad-EGFP
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未表达(图3J和图3K)。而图3E为pCAG-N-cad-EGFP
转染后绿色荧光检查结果, 图中可观察到较强的绿

色荧光; 随后的冷冻切片(图3G~图3I)结果进一步表

明, pCAG-N-cad-EGFP可在体内高效表达; 而最终

的Western blot和RT-PCR实验结果(图3J和图3K)验证

了上述推测, 表明目的基因N-cad在蛋白质及mRNA
水平上均可高效表达。

3   讨论
近年来, 利用活体电转技术研究相关基因在组

织水平的功能已经建立并逐步完善, 并在研究大脑、

脊髓及视顶等组织内相关基因功能方面已取得重大

进展[3-4,10]。而质粒作为活体电转技术的重要组成部

分, 其上的核心元件启动子对目的基因在组织内的

异常表达起决定性作用, 因此筛选具有较强转录活

性的启动子的载体将为研究体内目的基因功能提供

有利工具。本研究重在评价两种常用启动子: CMV
启动子[11](源于巨细胞病毒)和CAG启动子[12](源于鸡

的β-actin启动子)在体外及体内的转录活性, 以期为

体内研究基因功能时的载体构建提供借鉴。

基于常规分子生物学技术将目的基因N-cad
克隆到pCAG-MCS-EGFP质粒中, 验证后分别将

pEGFP-N-cad和pCAG-N-cad-EGFP及其对应的空质

粒转染HEK293T细胞。荧光强度、基因及蛋白质

水平上的检测结果均表明, pEGFP-N-cad和pCAG-
N-cad-EGFP在体外均能高效诱导融合蛋白N-cad-

A B

C D

E F

pEGFP-N-cad pCAG-N-cad-EGFP

pCAG-MCS-EGFPpEGFP-N1

100 μm 100 μm
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pEGFP-N1
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pEGFP-N1

A~D: 依次为pEGFP-N-cad、pCAG-N-cad-EGFP、pEGFP-N1和pCAG-MCS-EGFP四种质粒分别转染HEK293T细胞后的荧光结果; E: Western 
blot检测上述四种质粒分别转染HEK293T细胞后N-cad-EGFP在蛋白水平上的表达; F: RT-PCR检测上述四种质粒分别转染HEK293T细胞后

N-cad在基因水平上的表达。

A~D: the fluorescence results of HEK293T cells after being transfected by the plasmid of pEGFP-N-cad, pCAG-N-cad-EGFP, pEGFP-N1 and pCAG-
MCS-EGFP, respectively; E: protein expression of N-cad-EGFP in HEK293T cells after being transfected by the plasmids mentioned above; F: gene 
expression of N-cad in HEK293T cells after being transfected by the plasmids mentioned above. 

图2   pEGFP-N-cad及pCAG-N-cad-EGFP质粒转染HEK293T细胞结果

Fig.2   The results of HEK293T cells after being transfected by the plasmid of pEGFP-N-cad and pCAG-N-cad-EGFP
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EGFP的表达。随后, 对所得结果的进一步分析发

现, pCAG-N-cad-EGFP质粒转染能够较pEGFP-N-
cad质粒产生更多的目的基因mRNA及蛋白质(图2E
和图2F中目的基因条带的灰度值), 暗示CAG启动

子能够在体外显著促进目的基因mRNA的转录水平, 
并最终引起目的基因在蛋白质水平上的高表达。通

过本课题组已建立的鸡胚脊髓活体电转方法, 进一

步比较两种质粒在活体鸡胚脊髓内的转录目的基因

N-cad的效率。结果表明, 二者体内转录活性差异明

显, pEGFP-N-cad质粒电转后观察不到明显绿色荧光, 
且在mRNA及蛋白质水平上均未检测到N-cad的表

达, 表明CMV启动子在活体内转录目的基因活性较

低甚至不工作; 而pCAG-MCS-EGFP质粒以相同浓度

转染情况下即可观察到较强的绿色荧光, 后续结果

亦验证了N-cad在mRNA及蛋白质水平上的高表达, 
表明CAG启动子在活体内具有较高的转录活性。

推测两种启动子在体内转录活性的显著差异

源于其自身来源: CMV启动子源于巨细胞病毒, 其
首先要保证病毒侵入机体后自身复制, 同时还受到

宿主免疫防御机制的调节。例如, 人巨细胞病毒感

染健康人群后, 大部分人无症状或仅出现较轻的

临床症状[10-11]; 而CAG作为编码看家基因β-actin的
启动子, 其产物在体内表达丰富且稳定, 暗示其较

CMV启动子在体内受到宿主防御机制调节的可能
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A~C: E2.5鸡胚脊髓电转pEGFP-N-cad质粒后继续孵化至E5时体式荧光显微镜观察结果; D~F: E2.5鸡胚脊髓电转pCAG-N-cad-EGFP质粒后继

续孵化至E5时体式荧光显微镜观察结果; G~I: E2.5鸡胚脊髓电转pCAG-N-cad-EGFP质粒后继续孵化至E5取材, 冷冻切片后倒置荧光显微镜观

察结果; J: Western blot检测pEGFP-N-cad、pCAG-N-cad-EGFP、pEGFP-N1和pCAG-MCS-EGFP四种质粒分别电转鸡胚脊髓后N-cad-EGFP在蛋

白水平上的表达; K: RT-PCR检测上述四种质粒分别电转鸡胚脊髓后N-cad在基因水平上的表达。

A~C: the results of pEGFP-N-cad being transfected into chicken spinal cord by electroporation; D~F: the results of pCAG-N-cad-EGFP being 
transfected into chicken spinal cord by electroporation; G~I: the results of frozen section after pCAG-N-cad-EGFP being transfected into chicken spinal 
cord by electroporation; J: protein expression of N-cad-EGFP in chicken spinal cord by electroporation; K: gene expression of N-cad in chicken spinal 
cord by electroporation. 

图3   鸡胚脊髓活体电转pEGFP-N-cad和pCAG-N-cad-EGFP质粒结果

Fig.3   Target gene expression of pEGFP-N-cad and pCAG-N-cad-EGFP after being transfected by electroporation
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性要小。此外, CAG启动子中的CMV增强子也可促

进其对目的基因的转录[12,15]。综上所述, 本研究表明, 
CMV启动子仅能在体外细胞水平上行使其转录活

性, 而CAG启动子可在体内体外高效行使其转录活

性, 因此在体内研究目的基因功能时, 可优先选择含

有CAG启动子的载体。
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