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稀有绚鲫 I]I一肌动蛋白启动子的克隆及其 

驱动活性的初步检测 
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摘 要 稀有鱼句鲫是一种新型的模式实验鱼，具有利用转基因技术培育开发成为观赏性鱼类的潜 

在可能。本实验采用 PCR方法，从稀有鳓鲫基因组 DNA中分离得到大小为 1 584bp的 B肌动蛋白 

(t3一actin)基因片段 。序列分析表明，该片段 包括长为 1 507bp的启动调控 区和 77bp的部分转录区序 

列。启动调控 区包括一段长为 109bp t?-actin基 因上游调控序列，不翻译 的外显子 1和 内含子 1。上 

游调控序列中含有TATA box，CAAT box和CArG box等与转录活性密切相关的作用元件，并且在 

稀有鱼句鲫fi_actin基因第一个内含子中也含有 1个 cArG调控元件。将该启动子片段克隆到绿色荧 

光表达载体(pAcGFP1—1)上，显微注射入稀有妁 鲫的受精卵中，通过荧光显微镜能观察到绿色荧光 

蛋白的表达。本实验成功分离了具有驱动活性的稀有鳓鲫J3一actin基因启动子。 
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Cloning of~-actin promoter of Gobiocypris rarus 

and detection of its transcription activity 
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(Key Laboratory of Aquatic Genetic Resources and Aqua—cultural Ecosystem Certified by the Ministry of 

Agriculture，Shanghai Ocean University，201306) 

ABSTRACT As a new laboratory fish in China，Gobiocypris rarus has the potential to devel— 

op into an ornamental fish by use of the transgenic techniques．A DNA fragment of 1，584bp of 

t3-actin gene from G．rarus genome was obtained by PCR，which included a 1，507bp of a regula— 

tory region and a 77bp of partial open reading frame(ORF)．The regulatory region included a 

109bp of 5 proximal promoter，an untranslated exon，and an intron of~t-actin gene．The proxi— 

real promoter region contained consensus sequences of TATA box．CCAAT box and CArG box 

which were critical for transcription activity．Moreover，the intron also contained a typical CArG 

box．This promoter region fragment was inserted into green fluorescent protein gene vector 

(pAcGFP1—1)，and the recombinant is then injected into the fertilized eggs of G．rarus by the 

method of micro—inj ection．The green fluorescence was observed under micro fluoroscope．This 
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study proves that the cloned~l-actin promoter has effective transcription activity． 

KEY W ORDS Gobiocypris rarus —actin Promoter Sequence analysis 

Transgene Green fluorescent protein 

稀有鲍 鲫 Gobiocypris rarus又名金 白娘、墨线鱼 ，属鲤形 目 Cypriniformes，鲤科 Cyprinidae，鱼句鲫属 Go— 

biocypris，是我国特有的一种小型鲤科鱼类 。由于稀有鱼=句鲫具有体型小、易于饲养、性成熟周期短、能周年繁 

殖 、连续产卵、对环境因子敏感 、卵膜透明等一系列特性 ，已作为一种新型的模式实验鱼(王剑伟 1992；曹文宣 

等 2003)应用于鱼病学 (王铁辉等 1994)、遗传学(贾方钧等 2001)环境科学(周永欣等 1995)等多个研究 

领域 ，并具有通过转基因技术开发培育类似于斑 马鱼 Danio rerio、青鳝 Oryzias latipes等观赏鱼的潜在可能 

性 。 

转基因技术是改变动物遗传性状，培育动物新品系的有效途径(徐美瑜等 2002)，且在观赏鱼培育和市场 

开发上具有较好的实用价值。转基因重组表达载体构建的关键是强效启动子的克隆。肌动蛋白(Actin)是真 

核生物 中参与构成细胞骨架的结构成分 ，在脊椎动物 中主要有 6种异构体 ，根据等电点 的不同 ，可分为 a、p、7 

肌动蛋 白(Venkatesh et a1． 1996)。J3一actin是主要的胞质肌动蛋 白，参与细胞分裂、细胞内运动和维持细胞 

结构等真核生物的几乎所有生命过程 (Sheterline et a1． 1995；weIch et a1． 1994)，广泛表达于真核生物的 

非肌细胞和未分化的成肌细胞 中(Wolfgang et a1． 1989)。 目前 已成 功分离 了多种鱼类 的 8一actin基因启 动 

子，并在转基因鱼的应用研究中发现其具有很强的转录活性(Liu et a1． 1990；Liu et a1． 1990；Hwang et 

a1． 2003；Higashijima et a1． 1997；王海英等 2008)。有关稀有鱼句鲫 8一actin基因启动子序列的克隆和活 

性研究尚未见报道 ，本研究 旨在克隆稀有绚 鲫的 l3一actin基因启动子 ，构建以绿 色荧光蛋 白为报告基因的重组 

真核表达载体 ，并检测稀有鲍 鲫 j3一actin基因启动子的驱动表达活性 。 

1 材料和 方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验 动物 

实验用稀有鲕 鲫 由中国科学院水生生物研究所王剑伟教授惠赠 。 

1．1．2 主要 试剂 和仪 器 

Agarose Gel DNA Purification Kit，DNA Fragment Purification Kit，pMD1 9一T Vector，限制性 内切 酶、 

DNA Marker等购 自TaKaRa公司。pAcGFP1—1 Vector购 自Clontech公司。蛋 白酶 K、2×Taq PCR master— 

mix和 TOP10 E．coli购 自北京天根生化科技有限公司。X-Gal、氨苄西林购 自上海 申能博彩生物科技有 限公 

司。其他试剂均采用国产分析纯。 

冷冻离心机 、梯度 PCR仪和显微注射仪均为 Eppendorf公司产品；荧光显微成像系统为 OLYMPUS公司 

产品。 

1．2 方法 

1．2．1 基 因组 DNA提取 

取约 0．05 g的稀有绚鲫肌肉组织用 SDS／蛋白酶 K裂解、酚一氯仿抽提法提取基因组 DNA，1 的琼脂糖 

凝胶 电泳检测其纯度 ，一20℃保存备用 。 

1．2．2 t?-actin启动子区域片段的克隆与测序 

根据 NCBI网上公布的多种鲤科鱼类的 8 actin基因启动子序列，利用 Primer Premier 5．0软件设计 1对 

特异 性 引物 ，上游 为 actin—S：5，-GTGTGTGACGCTGGACCAATCAGAG一3 ，下游 为 actin—X：5，_GAGCAT— 

CATCTCCAGCGAAT一3 (由上海生工生物技术有 限公司合成)。以稀有绚 鲫基因组 DNA为模板 ，以 actin-S、 

actin—X为引物进行 PCR扩增。PCR反应总体积为 50 l，包括：去离子水 23．4 l，2×Taq PCR mastermix 25 
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l，actin-S(10／,mol／I )0．5 1，actin—X(10 tool／L)0．5 1，模板 DNA 0．6 l。反应 程序 为：94℃预变性 1 

min，每循环包括 94℃变性 20 S，66．5。c复性1 min，72℃延伸 3 min，共 32个循环，最后 1个循环结束后再延 

伸 7 min。扩增片段经 1 琼脂糖凝胶电泳检测。 

PCR扩增产物经胶回收试剂盒(Agarose Gel DNA Purification Kit)纯化回收后，与 pMD19一T载体 16℃ 

连接过夜。连接产物命名为 8一actin—pMD19-T。连接产物转化感受态大肠杆菌 TOP10中，经蓝 白斑筛选重组 

子。筛选所得菌液经菌液 PCR、抽提质粒酶切鉴定后委托上海生工生物技术有限公司进行测序 。 

1．2．3 序列测定和分析 

测序结果用 CLUSTALX(1．8)和 BLAST软件与 GenBank中登录的核苷酸序列进行序列比对和同源性 

分析。利用在线软件 BDGP(http：／／www．fruitfly．org／index．htm1)和 GenScan(http：／／genes．mit．edu／ 

GENsCAN．htm1)，并结合序列比对预测转录起始位点以及外显子和内含子的拼接位点；利用 Genomatix(ht— 

tp：／／www．genomatix．de／index．htm1)的在线软件 Matlnspector和 Match 1．0 Public(http：／／www．gene— 

regulation．corn／pub／programs．html#match)对启动子的顺式调控元件进行预测分析 。 

1．2．4 表达载体 7-actin—AeGFP1的构建和显微 注射 

对重组子 actin—pMD19一T经 PCR改造后引入 HindlI、SacⅡ酶切位点。扩增产物经 HindⅢ和Sac 11双 

酶切 、纯化后与经同样条件处理的 pAcGFP1—1载体进行过夜连接 ，连接产物命名为 —actin—AcGFP1。产物转 

化 TOP10 E．coil、蓝白斑筛选。得到的菌液用碱裂解法质粒抽提后用 Hind11I和 Sac1I酶进行双酶切鉴定。将 

t3-actin—AcGFP1用Xho I进行线性化、纯化回收后所得产物用 TE溶液稀释 50倍后电泳，估算浓度。参照孙 

效文等(1993)的方法 ，通过显微注射将线性化的表达载体导入稀有鱼句鲫 的受精卵 中。注射过的受精卵经孵 

化、培育 ，用荧光显微镜检测绿色荧光的表达情况 ，并记录观察结果 。 

2 结果与分析 

2．1 稀有鲕 鲫 ~-actin基因启动子及部分开 

放阅读框 (ORF)的克隆 

以 actin—S、actin—X为 引物，以稀有的 鲫 

基因组 DNA 为模板进行 PCR扩增的 电泳 

结果如图 1所示，得到 1条约 1 6oobp的特 

异性条带，与预期相符。胶 回收此片段 。 

2．2 ~actin基 因启动子序列测定与分析 

B～actin基 因启动子序列测序 结果见 图 

2，并 已 登 录 于 GenBank(登 录 号 为： 

GQ397462)。 

序列分析表明，该片段全长 1 584bp，含 

1 5O7bp的启动调控区序列和 77bp的 B—ac 

tin基因的部分 编码 序列。通过 BI AST分 

析 ，同 GenBank中登录的核苷酸序列进行相 

似性比较，发现与青鱼(GenBank登录号： 

AY289135．1)和 草 鱼 (GenBank登 录 号 ： 

M25013．1)的相似性分别为 86％和 85 ，与 

泳道 M 表示 500 bp Marker；泳道 1，2表示稀有鲺鲫 口actin启动子 

Note：Lane M ：500 bp Marker；Lane 1，2：G—actin promoter of G．rur“ 

图 1 稀有酌 鲫 B—actin启动子 

Fig．1 13-aetin promoter of G．rarus 
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l09 GTGTGTGACG CTGGACCAAT CAGAGAGCAG AGCTCCGAAA GTTTACCTTT TATGGCTAGA 

CCAAT box 

49 GCCGGGCATA TGCTGTCGTA TAAAAGAGCG 

+12 

+72 

翻  box 

+1 CArG 
q ％0％ | 一 ∞ ■。 。̈。 饕  

CGCCCAGTTT TTCACCCTCA a1Tr( G{m  
强 强强 l嚣 ∞ 强臻 镰 强l 

exon 1 

intron l 

+1 32 TTAGTTCATT AATATTAATT TAAATGTTTA ACTGATGTAT AAATAAAACT GG ATATGTCA 

+l92 TTAAACGAAG TTACCGGTCT TTTTGCTGTT AAT1lACTAAA TCTGCTTAAA AGCGGTAGTT 

+252 ATTCTTTAAT ACGTGGCTAT TTGTATGTAA ATGATTGTTG TATTATAACT TTACTTATTG 

+3 12 GACATGTCAG CTGGAAArGA CGGTAACCGT TGTAGGCACG ACACTGAATG GCCGGTGGGA 

+372 AATAAGCGTT TACCTCC A=rT AACATTTAAG ATGTGCTGTG GTTAACCGTG CTTTAAAAGT 

+432 TATGAACACG ACTTTACAGT TTTAAGGGTG TTCGTGAGGC ATTTTACACA CTTGATGGAT 

+492 AGCCGGCATG GGAAGTTCTT TGTGCAGGCG TTGCTGCAGC AGGGTGTGAC CTACTTTAGC 

十552 TAACGTTAGC CGGCTAACGA GCATTCACCT TCTGTAAACC TGGAGAATCT AATATGCCCT 

+6 12 TATACAACCG AAATGGTCAA AGACCAGCTA TTTGTTCACT TTCAACACAT CCACCATTTT 

+672 AGTGAACATT GACTCTT工AT ATCGTAGACC TTCAGTCTTT ACAAAAGACT GATGATTAGT 

+732 CGAGTATTTC ATAGTTAACG TTACCATTAA AACGTTTCGA AATA=n AGGT GTGGTCAAAT 

+792 TAACTGATGT AACGTGTTCT GGTTGCTTTT AAACGTCTTA GTTTTATAAC GTACTTGTGT 

+852 CGACTATTAA TTTCCCTTAA ATCTCATTGA TAAAGAGTAG AATA．rAAACT GAATGGGCTT 

+9 l2 TTGGTGATCG CTCACAAGTG CTCTGGTGTG AAGTCTGCTC TTGGAGTCAT TGAAGTGACT 

+972 GCAGATCTGT GACGCAGTAA TGTTGGGCAG ACACCCGTCG AAATTCGGTT GTGTAATTGA 

+l032 TACCAGGCGA AGATGGAAGA GGATGTGAAA CTACATTCGT GTAGAATTTA GGGAGTGGCC 

+1092 CTAGCCTGAT GATTGTGTCG AAATCTGTTC CTTTTTACTG AACTCTGACT CTGGCTTAAT 

+1 l52 GCCACACCGC CGGCAGCCGC AAAGCGGCTC AATCC TGC CTTTTATGGT AATAATGAGA 

+12l2 

+l272 

+1332 

+1392 

+1452 

CArG 

GAATGCAGAG GGACTTCCTT TGTCTGGCAT ATCTGAGGCG CG1 ATTGTCA CTCTAGCACA 

CTCTAGCGGC CAGACTGTAG AATGCAGCAC GAAACAGGAA GTTGACTACA CATGGTCGCA 

exon 2 M D D E I A A L V V D N G S G M C K 

A G F A G D D A 

注：图中下划线部分分别代表 CCAAT box、CArG、TATA box；+1为转录起始位点；阴影部分代表外显子区域 ； 

方框代表外显子／内含子的拼接位点；大号字体代表翻译起始密码子 

Note：Sequences underlined are CCAAT box，CArG and TATA box respectively．The site for initiation of transcription is indicated by“+ 1” 

Sequences in shadow are exons．Sequences in box are the intron／exon splicing sites．Sequence in large is the initiation codon 

图 2 稀有酌鲫 ~-actin启动子及部分编码序列 

Fig．2 8一actin gene promoter and partia1 ORF sequence of G．rarus 

团头鲂(GenBank登录号：AY170122．2)的相似性为 84 。 

对稀有约鲫 J3一actin基因启动子区域进行在线分析发现，该启动调控区包括一段长为 109 bp的 t3-actin基 

因上游调控序列，第 1个不翻译的外显子和第 1个内含子。内含子和外显子交界处符合典型的GT—AG规律， 

即 ：5 端为 GT，3 端为 AG。在转录起始位点(+1)上游一31、一64、一94为 TATA box、CArG box和 CCAAT 

box(图 3)。在第 1个内含子中也发现有 1个 CArG调控元件，其位置为+1 191位。 

通过 BLAST软件分析比对，发现该 77 bp的部分开放阅读框与其他鱼类的口一actin具有高度的保守性：与 
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鲮(GenBank登录号：DQ2418O9．1)和斑马鱼(GenBank登录号：EF026002．1)的序列相似性为 100 9／6，与团头 

鲂(GenBank登录号：AY170122．2)的相似性为 98 。 

GR 

GC 

BG 

M A 

CC 

HM  

CM 

TA 

DR 

CCAAT box CArG box 

TATAAA 

rATAAAA 

r I：AAAA 

弘 AA 

TATAAA 

TATAAA 

TATAAA  ̂

TATAAA 

r TAAAA 

CCAAT 

CCAA=r 

CCAAT 

CCAAT 

CC_AAr 

CCAAT 

CCAAT 

：CAAT 

0CAAT 

+ } } + 十 + 十 + 十 } } } } } } 十 十 } { 十 } 十 } } } } } } } } { } } 十 十 } + 木 }} 十 + 

GR：稀有酌鲫；GC：草鱼(M25013)；BC：青鱼(AY289135)；MA：团头鲂(AY170122)；CC：鲤鱼(M24113)；HM：乌苏里江(鱼骨)(EF554926)； 

CM：鲮 (DQ2418o9)；TA：唐鱼 (EF026000)；DR：斑 马鱼 (EF026002) 

GRiG．raru$；GC：C．idellus(M25013)；BC：M  piceus(AY289135)；M A：M  amblycephala(AY170122)；CC：C．carpio(M 24113)；HM ：H． 

mylodon(EF554926)；CM ：C．molitorella(DQ241809)；TA：T．albonubes(EF026000)；DR：D．rerio(EF026002) 

图3 稀有约鲫与其他鲤科鱼类 p—actin基因近端启动子的上游调控序列比对 

Fig．3 3-actin proximal promoter of G．T'ar／,／S and other cyprinid fishes 

2．3 ~-actin-AcGFP1表达载体的构建 

13-actin—pMD19一T经 PCR改造 、用 HindllI和 SacⅡ双酶切后插入 pAcGFP1—1载体(同样经 HindⅢ和 Sac 

Ⅱ双酶切)的多克隆位点。连接产物转化大肠杆菌后提取 阳性质粒。经 HindⅢ和 Sac II双酶切鉴定表明，启 

动子与载体连接正确(图 4)。 

2．4 表达载体在稀有 鲫体内的表达 

用 Xho I酶切重组质粒 8一actin—AcGFP1，使 

其线性化。酶切产物经纯化后，用 TE溶液稀释 

5o倍，l 琼脂糖凝胶电泳，Mass—ruler估算浓度 

(图 5)。根据图 5，确定稀释后的线性化质粒浓度 

约为 5．5 ng／／xl，则 未 稀 释 前 的浓 度 约 为 275 

ng／~l，然后将线性化后的重组表达载体显微注射 

到稀有绚 鲫的受精卵 中。受精卵于 25℃孵化培 

育。孵出后在荧光显微镜下可观测到出膜后的仔 

鱼体上的绿色荧光(图 6)，其 中阳性率最高为 

7．69 。 

3 讨论 

启动子是控制基因转录的起始时间和表达程 

度的关键性序列，是转基因研究的热点。研究发 

现 ，来 自自源或近源 的启动子比来 自亲缘性远的 

外源 物种 的启动 子具 有更 强 的表达 驱 动活 性 

(Hwang et a1． 2003；Alam et a1． 1996)。本 

注 ：泳道 M表示 200 bp Marker；泳道 1，2，3表示 

8一actin—AcGFP1表达载体经 Hind III和 SacⅡ双酶切 

Note：Lane M ：200 bp Marker；Lane 1，2，3： 

~l-aetin—AcGFP1／Hind llI and Sac lI 

图 4 8 actin-AcGFP1表达载体双酶切鉴定 

Fig．4 p～actin-AcGFP1 digested by enzymes 
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实验旨在克隆稀有鲍 鲫的 自源 B—actin基因启动子 ，为构建相应的表达载体以及有效启动 目的蛋 白的表达打下 

基础 。 

注 ：泳道 M 表示 massrulerTM express DNA ladder 10“1； 

泳道 1表示 5O倍稀释后线性化的6-actin AeGFP1 10“l 

Note：Lane M ：MassrulerTM express DNA ladder，HR reverse 

1O t*l；Lane 1：Linear plasmid B—actin AcGFP1 diluted 10 ul 

图5 线性化质粒 p—actin—AcGFP1浓度测定 

Fig．5 The concentration of linear plasmid l?-actin—AcGFP1 

3．1 鱼类 ~-actin启动子核酸序列相似性 比较 

图 6 口一actin启动子驱动 的 AcGFP1基 因在 

稀有鱼句鲫体内的表达(出膜后第 1O天) 

Fig．6 The expression of AeGFP1 in G．varus 

promoted by 13-actin promoter(1 0 dph) 

实验采用 PCR方法 ，成功地从稀有鲍 鲫基因组 DNA中分离得到大小为 1 584 bp的 8肌动蛋 白基 因启动 

子片段。利用 BLAST软件 比对分析 GenBank核酸数据库后发现 ，该片段在该 区域与青鱼(GenBank登录号： 

AY289135．1)、草鱼(GenBank登录号 ：M25013．1)和团头鲂 (GenBank登录号 ：AY170122．2)具有较 高的相似 

性。本研究中还发现 ，所克隆片段与多数物种在上游调控序列 、外显子 1、部 分开放阅读 框区域有着高度 的保 

守性 ，而内含子 1为 差异 主要 发生 的区域 。稀 有鱼句鲫 t?-actin基 因 5 侧 翼 区与 罗非 鱼 (GenBank登 录号 ： 

AY116536)及青鳝(GenBank登录号：$74868)比对，其相似度分别为 5O．3 和 49．2 。但如果仅仅比对上游 

调控序列和外显子 1，则相似性分别为 72．3 和 72．4 。这与 Hwang等(2003)对 罗非鱼 3-actin启动子的研 

究结果相似 。这可能是由于 内含子较之外显子而言，所 承受的进化压力相对较小 ，因而其变异发生的频率更 

高 。 

3．2 稀有鲕 鲫 —actin启动子上游调控序列分析 

鱼类 J3一actin基因启动子上游调控序列一般包含 3个转录调控元件 ，即 1个 TATA box，1个 CArG序列和 

1个 CCAAT box(Liu et a1． 1990；Noh et a1． 2003)。本实验所得到的 f}Iactin启动子也具有这 3个重要的 

元件 ，具有典型的脊椎动物 G—actin启动子特征(图 3)。 

TATA box是 RNA聚合酶 Ⅱ的识别位点 ，指导转录起始位 点的选择 ，为基因的正确启动表达所必须 (0 

Shea—Greenfield et a1． 1992)。本实验所获序列含 1个 TATA box，位于转录起始位点上游一31处，符合真 

核生物启动子 TATA box的一般规律(Lagrange et a1． 1997)。 

CCAAT box已经被发现对于转 录活性有着非常重要的影响(Robert et a1． 1989)。在对鼠、人和鸡的 8一 

actin启动子序列的比对中发现，CCAAT box具有高度的保守性，主要由GCCAATCAG这 9个碱基所组成。 

而对该区域进行的突变研究发现，决定活性的主要是 GCCAAT这 6个碱基的区域(Wolfgang et a1． 1989)。 

王海英等(2006)在对多种鱼类 8_actin启动子的比对中发现，多数鱼类 的 CCAAT box临近的 9个碱基处 主要 

为 ACCAATCAG，即在第一个碱基处多为 A，这与其他脊椎动物存在一定 的差异。本实验设计引物时采用的 
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亦是鱼类的一般模式。 

和许多高等的真核生物一样，鱼类的l~-aetin启动子中也存在一种血清反应因子，即CArG调控元件。该 

序列高度保守，也是维持启动子活性的必需元件。当缺失该元件时，基因可能失去转录功能(Liu et a1． 

1990；Subramaniam et a1． 1989；Danilition et a1． 1991)。本实验克隆得到的稀有鲍鲫 13-actin启动子的上 

游调控区一64位也具有 1个 CArG序列。 

3．3 内含子与基因表达调控 

占真核生物基因组大部分的非编码的内含子区功能的研究已越来越受到重视。目前已在许多基因的内含 

子区域 ，特别是第一内含子中发现有增强基因表达的调控序列(李 华等 2002；Rose et a1． 2000)。 

在人类的B—actin启动子的研究中发现，内含子 1中的 1个 CArG元件对基因表达起正调控的作用(Rob- 

ert et a1． 1989)。鲤鱼的 —actin启动子的内含子 1中存在一段长 304 bp的单向转录调控原件 PstI片段，这 

段片段的倒置或移除甚至会直接导致启动子转录活性的几乎消失，而在该片段中存在一段与上游调控序列相 

同的 1O bp的CArG调控元件(Liu et a1． 1990)。在鲮和泥鳅 ~-actin基因内含子 1也各具有一个保守的 

CArG调控元件(张殿昌等 2007；Noh et a1． 2003)。Liu等(1991)发现在鲤鱼 ~-actin的转录中，上游调控 

序列中的CArG元件通过和内含子 1中的CArG元件相互作用而激活转录。本实验中，在稀有 鲫 7-actin的 

第一个内含子区域也发现了一个典型的CArG序列，推测其与 7-actin表达正调控有关。 

3．4 启动子的长度与启动活性 

鱼类 G—actin启动子 5 侧翼区的上游序列的长度不同，其启动活性也有所不同。在转基因罗非鱼的研究中 

发现，1．6 kb罗非鱼 p—actin启动子和 1．5 kb鲤鱼 p—actin启动子的活性要高于 4．7 kb鲤鱼 8一actin启动子 

(Hwang et a1． 2003)。王海英等(2008)应用红色荧光蛋白(Red fluorescent protein，RFP)表达载体，通过构 

建重组表达载体显微注射入唐鱼的受精卵中，比较近端与远端 3-actin启动子的活性发现，3．0 kb的唐鱼 

l~-actin启动子要明显高于 1．3 kb的唐鱼p—actin启动子。本实验中通过荧光显微镜可以检测到绿色荧光的表 

达，证明所克隆的稀有酌鲫 p—actin启动子序列具有有效的驱动活性，但对于该启动子 5 侧翼区的上游是否还 

存在重要的启动元件，将在进一步的研究中探讨。 
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