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比較異種基因起動子在牡蠣幼生之妓率
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要

研究外來基因在牡蠣之調控或表現重組蛋白質 ,
首先須要合適的基因起動子﹒本研究應用精子

媒介基因轉殖方式將含有 CMV 、 RSV 及 SV40 基因起動子及生物冷光基因載體分別轉入卵子 ,
以

評估起動子在幼生之強度 ,
結果發現 RSV 基因起動子在受精 16 小時後即開始作用 ,

而且效率顯著
高於 CMV 及 SV40; 但是在受精 24 - 32 小時後效率排序為 RSV = CMV > SV40 ; 而在受精 40 小
時後效率排序為 RSV> CMV = SV40.

以維持起動于作用之時間及強度而霄 'RSV 基因起動子優於CMV, 而 CMV 優於 SV40 。結果顯示 ,
對牡蠣而霄 , RSV 及 CMV 起動子屬於高效率起動子 ,

而SV40 起動子則屬於低效率起動子。

摘

關鍵詞 : 牡睛、起動子、電穿孔、基因轉殖

過去研究牡蠣基因轉殖的種類 ,
主要是具有

高經濟價值之東方牡蠣 (Crassostrea virginica) 及
巨牡蠣 (c. gig, 師) , 而目前只有東方牡蠣弘 actin

起動子被選殖出來 (Cadoret et 瓜 , 1999) , 但是未
被應用於其它基因轉殖研究 ,

因此目前研究牡蠣
基因轉殖 ,

皆使用來自哺乳類病毒之異源起動
子 ,

包括 cytomegalovirus early gene promoter

(CMV) (Boshart et al., 1985)' murine leukemia virus

long terminal repeat promoter (MLVLTR) (Gilboa et

G人 1982) , rous sarcoma virus long terminal repeat

(RSV) (Norton and Coffm 1987) , simian virus 40

適當的基因起動于是研究基因功能必要條
件 ,

當外來基因被轉入細胞內 ,
進入細胞核時 ,

基因表達程度受到多層的調控 ,
包括基因轉錄

(transcription) 、 RNA 的處理 (RNA processing) 、

mRNA 的傳送 (mRNA transportation)
、 mRNA 的

穩定性 (mRNA stability) 、 mRNA 轉譯 (mRNA

translation) 及轉譯後蛋白質的修飾 (post
translation modification) 等層面 ,

但是其主要在轉
錄層面受到起動子之控制 (Darnell 1982) 。

前

early promoter (SV 40) (Benoist and Chambon

1981) ,
然而這些異源起動子之效率尚未在培養的

牡蠣細胞或活體中作有系統的比較。

東方牡蠣基因轉禮之研究只注重在活體 ,
例

如 CMV 起動子曾被用在幼生 (Buchanan et al.

200 1 ) 及成體血球細胞 (Buchanan, Cheng et al.,

2001) 中表達螢光基因 ,
而 SV40 起動子則被用於

幼生表達抗生素篩選基因 (Buchanan et 戚 ,

2001) ,
但是這二個起動子之效率則未曾作比較。

而巨牡蠣之基因轉撞研究只注重在培養的牡蠣細
胞 ,
雖然分別比較了 CMV 與 SV40 起動子在心臟

研究基因轉殖所使用之起動子可分為來自同

種生物之同源起動子 (homologus prompter) 及來
自異種生物之異源起動于 (heterologus

promoter) 。雖然一般認為使用同源起動子比使用

異源起動于較易受到宿主細胞之調控 (Du et 試 ,

1992; Devlin et al., 1994; Takagi et al., 1994) ,
但是

當無法獲得同源起動子時 ,
只能使用異源起動子。
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細胞的效率 (Boulo et al., 1996) 及 ML VL TR 興

的V 起動子在胚體細胞的效率 (Boulo et al.,

2000) , 但是使用不同組織之細胞使得實驗結果之

間不能比較。因此本研究採用最常用之哺乳類病

毒起動子 CMV 、 RSV 與 SV40, 比較該三種起動

子在巨牡蠣幼生的效率 , 以做為將來基因轉殖及
表現重組蛋白質時選擇起動子之依據。

材料與方法

一、載體構築

除了 pSV40/GL3E (Promega Inc. USA) 外
,
基

因起動子以 PCR 擴大並轉接到含有生物泠光

(luciferase) 之報導基因載體 pGL3E (Promega Inc.

USA) 。應用研加er Premier 5.0 個 iosoft

International, USA) 電腦程式輔助分析在載體

pDsRed2-Cl 上之 CMV promoter (Clontech

Laboratories Inc. USA) 及 pRc/RSV (Invitrogen)

上之 RSV promo 能r 序列 ,
設計 5' 端帶有 Kpn I

限制臨切割序列 (劃底線 ) 之前進引子 (fo 向前d

primer) 及帶有 Bgi II 限制臨切割序列 (劃底線 )

之後退引子 (backward primer) (CMV: forward

5'-TTGGTACC TAG TTA TTA ATA GTA ATC

AAT-3', reverse: 5'-TIAGATCT TCT GAC GGT

TCA CTA AAC CAG C-3', RSV: forward 5'-

TTGGTACC AAG CGG GGC TIC GGT TGT A-3',

reverse: 5九TT 主旦主TC 工 AAT GTG GTG AAT GGT

CAA A-3') ,
應用 PCR 先以 1 次 95

�C 、 3 分鐘變

性後
,
再以 35 個循環的的。c 、 30 秒 ,62 �C 、 1

分鐘及 72
�c 、 1 分鐘 , 擴增出 589 鹼基對之 CMV

及 329 鹼基對之 RSV 起動子片段
,
再以 Kpnl 或

Bgi II 限制醋切割後純化 ,
而帶有生物冷光報導基

因之載體亦以相同之限制酵素切割純化後 , 再將
兩者以濃度比為 1 : 3 混合 , 加入連接酵素 , 置於
25 �C 中 16 小時以上使兩者接合。接合後之產物以

熱刺激方式 (heat shock) 轉入 DH5a 勝任細胞

(competent cell) 中 , 塗於含有 30 μglml ampicillin
LBag 訂 plate 上 , 置於 37

�C 恆溫箱中培養 12 - 16

小時後
,
再挑出 10 個單一菌落

, 分別接種於 5 ml

含有 30 μglml ampicillin LB broth 中
, 置於 37

�C

恆溫箱中培養 12 - 16 小時後取出 3 ml 作小量質

體純化
, 純化之質體先以 1 % T AE agarose gel 電

詠檢測質體大小
,
再選取 3 個正確大小之質體菌

落 , 以 DNA 螢光自動定序儀 (ABI P 即SM@3100

Genetic Analyzer, Applied Biosystems, USA) 定序

後並應用 Vector NT! 8.0 (Invi 甘ogen Corporation,

USA) 電腦程式與原來序列作比對 , 再將含有正確
序列之菌株以 Qiagen plasmid maxi-perp kit

(Qiagen Inc. USA) 大量製造載體 ,
分別命名為

pCMV/GL3E 及 pRSV/GL3E 並與 pSV40/GL3E 供

起動子效率比較之用 (Fig. 1) 。

二、基因轉殭

購自屏東之巨牡蠣以流水蓄養三天後使用,

精子由生殖腺直接刮取後
,
以 4

�C 海水稀釋成為

1500 隻/ μ1 ' 再取 800 μ1 分別加到含有 200 μg

pCMV/GL3E 、 pRSV/GL3E 或 pSV40/GL3E, 載體

之兩極距1 是 8mm 之電穿孔槽中
,
以經 121

�C 、 1.2

大氣壓誠菌後之天然海水為緩衝液進行電穿孔

(BTX 830) ,
參考 Tsai et al (1997) 其條設定條件為 :

400 V 、 1 ms 、 1 cycle 。電穿孔後 , 立即與卵以 100:1

之比例受精
, 並在受精後 0 、 8 、 16 、 24 、 32 及 40

小時取樣活存之幼生
,
供生物冷光酵素活性之測

定。

三、生物冷光酵素活性測定

使用生物冷光酵素分析系統 (Luciferase Assay

System, Promega Inc. USA) 測定生物冷光酵素之活

性。首先將 reporter lysis buffer 400 μl 加入含有牡
蠣幼生之 1.5 ml 微量離心管中 , 劇烈振盪 ,

使幼

生充分與 lysis buffer 混合後
, 迅速置入 -70

�C 冷

凍庫中凍結
,
再將樣本以低於 25

�C 之溫度解凍 ,

並充分混合後 , 以 14000 g 、 20 �C 、 3 分鐘離心 ,

取 20 μ l 上層液加到含有 100 μ l 之間porter assay

buffer 之微量離心管中 , 充分混合之後
,
以

Luminometer TD 20/20 (Turner Biosystems, USA)

測量生物冷光酵素之活性。

四、數據資料分析

各項實驗至少重覆三次
,
每項實驗中之相同

處理組有三重覆 , 所收集之數據以 SPSS for
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Fig. 1 Plasm ids containing the CMV, RSV, and SV40 promoters used for
comparison of efficiency in oyster larvae.

Window (SPSS Inc. USA) 電腦統計軟體做單因子
分析 ,

各組間若有顯著差異 (p< 仗。15) , 則再以
Tukey 進一步分析。

結 果

Figure 2 之結果顯示 ,
當比較 3 個起動子在同

一取樣時間點之效率時 ,
發現牡蠣卵子受精後 O

及 8 小時之取樣中 ,
並無顯著生物冷光酵素活性

被測出
,
然而在受精後 16 小時之取樣中發現 RSV

起動子效率顯著高於 CMV 及 SV40 起動子 ,
但是

CMV 及 SV40 起動子間之效率則無顯著差異。當

受精後 24 小時取樣時發現 CMV 起動子效率已升

高到與 RSV 起動子效率之間沒有顯著差異 ,
而

SV40 起動子效率顯著低於上述兩者。在受精 32

小時各起動子之間的效率仍與受精後 24 小時各起

動子之間的效率相同 ,
但是在受精後的小時 CMV

起動子效率則連降至與 SV40 起動子效率無顯著

差異 ,
而 RSV 起動子效率仍顯著高於 CMV 及

SV40 起動子。

當比較個別起動子在不同取樣時間點之效率

時 ,
發現雖然 3 個起動子在受精後 16 小時的取樣

中皆可湖得生物冷光酵素之括性 ,
但是 SV40 起動

子之效率並沒有隨著時間而顯著增加 ,
而 CMV 起

動子之效率則在受精後 24 小時之取樣中顯著增加

而且在受精後 32 小時仍顯著保有其效率 ,
但在受

精後 40 小時才進降至與受精後 ]6 小時之取樣無
顯著差異。RSV 起動子之效率則自受精後 16 、 24 、

32 到 40 小時之取樣中一直保持高效率沒有顯著之
變化。

短暫性基因轉殖之研究 ,
並不要求載體上之

冷光報導基因插入細胞染色體。因此影響冷光報

導基因表達強度之因子在於冷光報導基因濃度、

起動子效率及冷光報導基因蛋白質濃度。而本實

驗之冷光報導基因濃度固定 ,
各實驗組之冷光報

導基因蛋白質濃度則取決於起動子強度。但是冷

光報導基因濃度會隨著時間而被細胞內酵素分解

而逐漸地減少 ,
而且冷光基因蛋白質並不會如螢

光蛋白 (green fluorescent protein, GFP) 會長時間

累積在細胞內 ,
因此冷光報導基因表現到達高峰

後會迅速下降 ,
因此本實驗觀察到帶有三種起動

子之冷光報導基因蛋白質其濃度皆在受精後期會
迅速下降。Subramanian and Srienc (1996) 曾以流

式細胞儀觀察 GFP 基因在 CHO 細胞中動態之表

達強度 ,
結果發現細胞平均 GFP 螢光強度隨著時

間 ,
在 24 小時先到達窩蜂後而下降 ,

其推測可能
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Fig. 2 Comparison of promoter e 仟iciency in oyster larvae. The pGl3E vectors containing the CMV, RSV, or SV40
promoters were delivered into an oyster egg by sperm electroporation at 500 V!cm. Samples were collected at 0/ 8/

16/ 24/ 32/ and 40 h after fertilization for luciferase activity measurement Samples with a star indicate a significant
difference from the others at the same sampling times (p < 0.05).

Cheng et al. (2001) 及 Lacoste et al. (2001) 亦發現

來自蝸牛之熱刺激蛋白 70 起動子亦可在牡蠣心臟

及血球細胞以熱刺激方式在特定時間誘導其作

用。因此在牡蠣幼生基因轉殖研究 ,
除了 RSV 、

CMV 及 SV40 起動子之外 ,
熱刺激蛋白 70 起動子

與其它起動子之相對效率亦是值得探討。

RSV 、 CMV 及 SV40 起動子亦常被用在魚類

基因轉殖研究 , SV40 起動子在早期之研究被直接

使用在活體基因轉鐘 , 包括虹縛 (Salmo gairdnerl)

(Chourrout et al., 1986) 及斑馬魚 (Stuart et al.,

1988) 等 ,
但多數無法作用而其所帶動的基因亦無

法測得
, 後來之研究大多數利用 RSV 及 CMV 起

動子。在細胞株基因轉殖研究中曾經在鯉魚的

EPC 、桂魚的 CHSE 及吳郭魚的 TO2 等細胞株中

比較 RSV 及 CMV 起動子的效率
,
發現兩者效率

並沒有顯著差異而且能有效表達所驅動之基因

(Bearzotti et 此 , 1992; Betancourt et 祉 , 1993) ,
而

Paul et al. (200 1) 亦在斑 ,馬魚 ZF-4 及藍總魚 BF-2

細胞株比較 RSV 及 CMV 起動子效率時發現在

ZF-4 細胞株中 RSV 起動子效率是 CMV 的 6.6 倍 ,

在 BF-2 細胞株中 RSV 起動子效率是 CMV 起動子

的 5.7 倍。在活體基因轉殖研究中亦已成功地應用

RSV 起動子表達生長荷爾蒙基因 (Dunham;

原因亦為 plasmid 在細胞內被分解
,
而 Floch et al.

(1998) 亦發現轉殖 �-galactosidase 報導基因到人

額造血細胞株 K562 時 , 亦發現相似趨勢。

目前為止
,
有多篇論文探討牡蠣基因轉殖

(T 的 Ie 1) , 但並無同時比較 CMV 、 RSV 、 SV40 起

動子在牡蠣幼生之效率的報導。本研究發現 RSV

起動子之效率最佳 ,CMV 起動子次之 , SV40 起動

子居末。Buchanan et al. (200 I) 為了找尋最佳基因

轉殖方法 ,
就根據 CMV 起動子之效率在巨牡蠣心

臟中顯著高於 SV40 起動子 (Boulo et al., 1996) 之

研究結果
,
直接使用 CMV 起動子在牡蠣幼生

,
結

果發現轉殖基因表達之效率低於千分之一 ,
因此

建議須先比較起動子效率之後
,
再選用比 CMV 起

動子更高效率之起動子來進行基因轉殖研究。

Cadoret et al. (1997) 為了要評估以粒子槍基因轉

殖牡蠣之效率
,
直接將 CMV 及果蠅熱刺激蛋白

70 起動子用在牡蠣幼生 ,
因為 2 個起動子在不同

之載體上所以實驗結果無法直接比較 , 可是間接
發現 CMV 起動子效率僅比控制組增加 4 倍

,
而

果蠅熱刺激蛋白 70 起動子之效率比控制組增加

55 倍。 Boulo et al. (1996) 亦發現果蠅熱刺激蛋白

70 起動子效率在牡蠣心臟細胞中分別高於 CMV

起動于效率 5 倍及 SV40 起動子效率 8 倍。而



Table 1 Promoters used in transgenic oyster studies

Cell type Method

Heart Cells (C virginica) Lipofection

Hemocytes (C virginica) Lipofection

Larvae (ι virginica) Electroporatorn lipofection

Heart Cells (C gigas) Lipofection

Heart Cells (C g 信as) Lipofection

Embryo 仁ells (C gigas) Retrovirus

Larvae (C g 位的 ) Biolistic

Hemocyte (C gigas) Lipo 胎ction

比較異種基因起動子在牡蠣幼生之效率的

Promoter efficiency" Reference

SHSP70 Cheng et a/., 2001

CMV Buchanan et a/., 2001

CMV/SV40 (No comparison) Buchanan et a/., 2001

DHSP70 >CMV>SV40 Boulo et a/., 1996

Beta-Actin (No comparison) Cadoret et a/., 1999

ML VL TR>RSV>DHSP70 Boulo et a/., 2000

DHSP70/CMV (No comparison) Cadoret et a/., 1997

SHSP70 Lactose et a/., 2001

.CMV: cytomegalovirus early gene promoter; DHSP70: drosophila heat shock protein 70; MLVLTR: murine luekemia virus
long terminal repeat; SHSP70: snail heat shock protein 70; RSV: rous sarcoma virus long terminal repeat; SV: simian virus
early promoter 40.

Chatakonli et 瓜 , 2002) 、 CMV 起動子表達抗菌蛋

白基因 (Sarmakik et 戚 , 2002; Dunham et 戚 ,

2002) 、生長荷爾蒙基因 (Martinez et al., 2000) 及

碳水化合物代謝酵素基因 (pitkanen et al., 1999) 。

這些結果間接顯示 RSV 及 CMV 起動于效率優於

SV40 起動子效率。

在其它脊椎動物基因轉殖研究中 ,
無論在淋

巴細胞株包括CEM 、 Jurkat 、 ST-F10 、 REH 、 SMS-SB

及 C3P (Zarrin et al., 1999; Sutherland and Williams

1997) 或非淋巴細胞株包括 CV 仆 , CHO, HeLa,

NH/3T3 (Cornelia et al., 1982) 及 K-562 (Keating et

al., 1990)' 都顯示出 RSV 起動子效率顯著高於

CMV 起動子及與 CMV 起動子無顯著差異 , 而且
RSV 及 CMV 起動子效率皆顯著高於 SV40 起動子

效率。在陸上動物活體基因轉鐘 , RSV 及 CMV

起動子已被廣泛應用 (Wheeler et al., 2003) 。

造成不同起動子在相同細胞內效率差異之主

要原因在於起動子上之 DNA 序列 (transcription

element) 及細胞內之轉錄因子 (transcription

factor) , 起動子上會影響轉錄效率之 DNA 序列可

分為轉錄增進子 (e 由ancer) 及轉錄抑制子

(repressor) ,
而其是否能增進或抑制起動子轉錄效

率取決於細胞內之是否有相對應及適當量之轉錄

因子與之結合。基於此原理 , 控制起動子效率研
究可由兩方面著手 : 第一 ,

同時混合多種起動子

序列
,
組成人工起動子以期能在多種之細胞內作

用
,
而仍保有或增進其效率 ,

例如海鹿貝 (Aplysia

kurodai) 神經細胞基因轉殖研究中發現 , RSV 、

CMV 及 SV40 起動子幾乎無法作用 ,
然而為了研

究外來基因功能 , 而以在一般細胞中效率較高之

起動子為核心再加上轉錄增進子

(enhancer) , 結果發現含有四、八及十二個 AP-1

轉錄增進子之序列皆能明顯增進起動子效率。其

中含有八個 AP-1 轉錄增進子其效率比不含 AP-1

轉錄增進子之 RSV 起動子高 192 倍 (Kanng

1996) 。在哺乳類研究亦發現 SV40 、 human

beta-actin 及 ubiqutin C 起動子之序列所合成之起

動子無論在凹的與 ARPE-19 細胞株中 ,
其效率

可增加達 10 倍 (Tornoe et 此 , 2002) 。第二 , 調節

細胞內轉錄因子 , 即根據使用之起動子所需之轉

錄因子 , 使細胞增加或減少表達該轉錄因子以控

制起動子效率例如 Yaghmai and Cutting (2002) 將

VP16 或 P65 正轉錄因子與錚指形蛋白質結合並增

加此重組蛋白基因在 Hela 細胞株及 CRL8805 細

胞株的表達 ,
而使 RSV '

CMV 及 SV40 起動子在

上述細胞株之效率增加 5 倍以上。

RSV

結 論

在牡蠣幼生中 RSV 及 CMV 起動子屬於高效
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率起動子 , 而 SV40 起動子則屬於低效率起動子
,

在魚類及其它脊椎動物基因轉殖研究中亦發現相

同之趨勢 , 本研究結果提供基因轉殖之前可依效
率排序來選擇適合實驗目的之起動子

,
即可作為

基因轉殖及表現重組蛋白質時選擇起動子之參考

依據。
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Comparison of Heterologous Promoter Efficiency

in Oyster (Crassostrea gigas) Larvae

Ta-Chih Cheng 戶 , Shih-Yao LU2, Chun-Pei WU3 and Min-Nan Lin4

I Aquacul 個re Division, and 4Mariculture Research Center, Fisheries Research Institute

2Department of Aquaculture, and 3Department of Food Sciences, National Taiwan Ocean University

ABSTRACT

High-efficiency promoters 紅'e necess 缸y for the study of functions of foreign genes in vivo and in vitro.

sperm-mediated gene 甘ansfer technique was used to deliver a luciferase vector containing a cytomegalovirus

(CMV), rous sarcoma virus (RSV), or simian virus 40 (SV40) promoters into oyster (Crassostrea gigas) eggs for

comparison of promoter efficiency in larvae. We found that the RSV promoter began to function 16 h after

fertilization, which was significantly earlier th 個 the CMV and SV40 promoters. No significant difference in

promoter efficiency was found between the RSV and CMV promoters, while the efficiency of the SV 40

promoter was significantly lower than those of the RSV and CMV promoters at 24 個d 32 h after fertilization.

Based on the timing and 甜ength of the promoters, the RSV promoter is better than the CMV promoter, and the

CMV promoter is better than the SV40 promoter. 前lis is the first report regarding comparisons of the

efficiencies of the CMV, RSV, and SV40 promoters in oyster larvae. The results of this study may become

important guidelines for the selection of a promoter for transgenic studies such as recombinant protein

expression in the oyster. Further studies to obtain high-efficiency promoters for oyster larvae can use a

synthesis of artificial promoters or cloning of homologous promoters. However, a comparison of the

promoters' efficiency must be conducted before transgenic studies are carried out.

A
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