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摘　要：为研究垂体特异性转录因子（Ｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１，Ｐｉｔ１）启动子转录调控机制，将获得的犘犻狋１基

因的启动子，插入荧光素酶报告基因载体中，构建犘犻狋１基因启动子调控的报告基因重组表达质粒。本研究利用染

色体步移技术扩增鹅犘犻狋１基因的启动子，定向亚克隆至荧光素酶表达载体ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ中，构建含有正确目的基因

的报告基因重组体ｐＧＬ３Ｐｉｔ１，并通过限性内切酶酶切、ＰＣＲ及测序进行鉴定。通过酶切鉴定及基因测序证明，所

克隆的基因产物与预期结果一致，序列无碱基突变。结果，成功构建了含有犘犻狋１启动子基因序列的荧光素酶报告

基因真核表达载体，为下一步分析该启动子活性及转录调控机理奠定基础。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｇｏｏｓｅ；犘犻狋１ｇｅｎｅ；ｐｒｏｍｏｔｅｒ；ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｖｅｃｔｏｒ

　　垂体特异性转录因子（Ｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ１，ＰＩＴ１）是 ＰＯＵ 结构域（ＰＩＴＯＣＴＵＮＣ

ｄｏｍａｉｎ）中几种同源（异型）蛋白之一，目前已被正

式命名为Ｐｉｔ１
［１］。ＰＯＵ结构域是由一段 ＤＮＡ 结
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合区域组成，包括１个ＰＯＵ特异性区域（ＰＯＵｓｐｅ

ｃｉｆｉｃｄｏｍａｉｎ，ＰＯＵＳＤ）和１个 ＰＯＵ 同源性区域

（ＰＯＵｈｏｍｏｅｏｄｏｍａｉｎ，ＰＯＵＨＤ）
［２３］。垂体特异

转录因子由犘犻狋１基因编码，是动物垂体前叶特异表

达的一种具有重要功能的转录因子［４］。犘犻狋１与垂

体中犘犚犔、犌犎、犜犛犎β基因以及犘犻狋１自身的启动

子结合，调控这些基因的转录，通过调节这些基因的

表达而对动物的生长、发育、繁殖和免疫等很多方面

起着重要的作用［２］。目前对该基因研究主要集中在

基因的外显子和内含子的多态性以及基因表达等方

面，并把此基因作为控制生长相关的候选基因，研究

表明犘犻狋１基因与猪的生长、屠宰性状和脂肪性状相

关［５９］，与牛的生长和屠宰性状［１０１１］具有相关性，在

家禽上也发现了许多ＳＮＰ位点，已经证明在ＰＯＵ

结构域的（Ａ／Ｔ）突变与鸡的８周龄体质量具有极显

著差异［１２］，最近研究证明犘犻狋１基因多态性和单倍

型与鸡的生长性状具有相关性但与屠宰性状和脂肪

性状相关性还未发现［１３］。而对于该基因的表达调

控方面研究则相对较少。在基因表达调控中，转录

环节是最主要的调控点，而启动子在转录和调控此

基因表达方面起着关键的作用，所以启动子的研究

对整个基因的转录调控具有重要的意义。

为了深入分析犘犻狋１基因启动子区域的功能以

明确犘犻狋１基因的表达调控机制，本研究以太湖鹅为

试验对象，成功地克隆了太湖鹅犘犻狋１基因启动子序

列，构建并鉴定了太湖鹅犘犻狋１基因启动子荧光素酶

报告载体，为进一步研究其转录调控奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　材料　　太湖鹅由国家级水禽基因库（泰

州）提供，１０周龄采集血样。

１．１．２　试剂　　ＧｅｎｏｍｅＷａｌｋｉｎｇＫｉｔ、ＤＮＡ 聚合

酶、ｐＭＤ１９Ｔ载体连接试剂盒、限制性内切酶犡犺狅Ⅰ、

犎犻狀ｄⅢ和ＴａＫａＲａＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ

Ｖｅｒ．２．０为ＴａＫａＲａ公司产品；不含启动子的荧光素

酶报告质粒ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；质粒

提取试剂盒购自鼎国生物公司；引物合成及测序均

由上海生工生物技术有限公司完成；大肠杆菌

ＤＨ５α由本室保存。

１．２　方法

１．２．１　利用染色体步移技术扩增犘犻狋１基因启动子

　　参照已经发表的鹅犘犻狋１基因的第一外显子及部

分ＣＤＳ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＥＦ５２２１０６），按 Ｇｅ

ｎｏｍｅＷａｌｋｉｎｇＫｉｔ试剂盒说明书设计３对下游引物，

上游为试剂盒的兼并引物，按试剂盒说明书的反应条

件和体系进行巢式ＰＣＲ扩增，取第３次扩增结果切

胶回收，然后进行克隆测序。下游引物序列：ｓｐ１：

ＧＣＡＣＴＴＣＣＡＧＴＣＣＴＧＣＡＣＡＴＡＡＴＴＧ，ｓｐ２：ＴＧＴＡＧ

ＡＧＡＣＡＡＣＡＴＴＧＧＴＣＧＣＡＴＧＧ，ｓｐ３：ＧＣＴＧＴＧＡＴＧ

ＣＡＴＴＡＴＣＡＧＡＧＧＣＡＧＡＧ 。

１．２．２　犘犻狋１的引物设计及犘犻狋１启动子扩增　　

根据染色体步移扩增得到的犘犻狋１基因启动子序列，

利用Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物，上游引物引入限

制性内切酶犡犺狅Ⅰ识别位点，下游引物引入限制性

内切酶犎犻狀ｄⅢ识别位点，引物序列：上游引物为５′

ＧＧＧＧＴＡＣＣＧＣＣＡＡＡＣＣＣＡＡＡＧＴＡＡＴＡ ３′，下

游引物为５′ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＣＣＣＴＣＡＡＡＧＡＧＧＴ

ＧＡＡＡ３′。

以鹅基因组ＤＮＡ为模板，利用常规ＰＣＲ反应

进行扩增；反应体系：１０×ＰＣＲ 缓冲液２μＬ，２５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｍｇ
２＋２．０μＬ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１ｄＮＴＰｓ

０．４μＬ，１０μｍｏｌ·Ｌ
－１上下游引物各１μＬ，ｒ犜犪狇酶

２．０Ｕ，１００ｎｇ·μＬ
－１ＤＮＡ模板１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１２．２

μＬ。反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，

６５℃退火４５ｓ，７２℃延伸１．５ｍｉｎ，共进行３５个

循环；７２℃终末延伸５ｍｉｎ。扩增产物取５μＬ用

１％琼脂糖凝胶电泳检测；剩余ＰＣＲ产物用 ＤＮＡ

纯化试剂盒回收纯化备用。

１．２．３　ＰＣＲ产物回收及鉴定　　将ＰＣＲ产物琼

脂糖凝胶电泳后，按 ＴａＫａＲａ公司 ＡｇａｒｏｓｅＧｅｌ

ＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．２．０操作步骤进行切胶

回收目的片段，将回收产物与ｐＭＤ１９载体连接，然

后转化ＤＨ５α并挑取阳性克隆，先菌液ＰＣＲ鉴定为

阳性克隆后送上海生工生物技术有限公司测序，序

列鉴定正确的质粒命名为ＴＰｉｔ１质粒。

１．３　双酶切犘犌犔３犅犪狊犻犮载体和质粒犜犘犻狋１

用限制性内切酶 犡犺狅Ⅰ和 犎犻狀ｄⅢ内切酶将

ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ载体进行双酶切，酶切反应体系：ｐＧＬ３

Ｂａｓｉｃ载体１μｇ，１０×ＭＢｕｆｆｅｒ５μＬ，犡犺狅Ⅰ和犎犻狀ｄⅢ

各１μＬ，用双蒸水补足到总体积为５０μＬ，３７℃水浴

３ｈ。酶切产物１％琼脂糖凝胶电泳，用回收试剂盒

回收纯化分子量大的酶切产物，得到线性化的

ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ载体。

１．４　质粒犜犘犻狋１双酶切及产物回收

酶切体系和条件与ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ载体酶切一致，

３３０１
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酶切产物经１％琼脂糖凝胶电泳，采用 ＴａＫａＲａ公

司琼脂糖酶切试剂盒进行切胶回收，具体操作步骤

按说明书进行。

１．５　犘犻狋１启动子荧光素酶报告基因载体的构建

将酶切回收后的ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ载体质粒和犘犻狋１

基因启动子目的片段在０．２ｍＬ的离心管中进行连

接反应，１６℃酶连过夜。取１０μＬ连接产物直接转

化１００μＬ大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞。经过含有

氨苄青霉素的ＬＢ平板固体培养基中选择培养。从

转化子的平板上随机挑取１０个菌落，菌液ＰＣＲ初

步鉴定阳性克隆，将阳性克隆的菌液经过不含氨苄青

霉素的ＬＢ液体培养基扩增培养，培养后用试剂盒抽

提法提取质粒备用；经过ＰＣＲ、酶切、测序鉴定。

２　结　果

２．１　染色体步移扩增犘犻狋１基因启动子并克隆测序

运用基因组步移扩增，得到了大约３０００ｂｐ的

犘犻狋１基因５′侧翼序列，１％琼脂糖凝胶电泳检测（图

１），测序结果表明，序列总长度为３１４９ｂｐ，包括第

一外显子９０ｂｐ，启动子区３０５９ｂｐ，在线启动子预

测软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｆｒｕｉｔｆｌｙ．ｏｒｇ／ｓｅｑｔｏｏｌｓ／ｐｒｏ

ｍｏｔｅｒ．Ｈｔｍｌ）预测表明，该启动子在转录起始点上

游包括典型的ＴＡＴＡ框（－２５ｂｐ处）和ＣＡＡＴ框

（－７６ｂｐ处），但无 ＧＣ框；使用 ＴＥＳＳ、Ｐｒｏｍｏｔｅｒ

ＴＦＳＥＡＲＣＨ等分析，发现一系列潜在的启动子转

录因子结合位点，如 ＴＦＩＩＤ、ＴＢＰ、ＴＥＦ１、ＧＡＴＡ

１、ＡＰ１、ＰＢＦ、ＳＰ１等。

１～３．以鹅基因组为模板的巢式ＰＣＲ产物；Ｍ．ＤＮＡ
相对分子质量标准ＤＬ５０００ｍａｒｋｅｒ

１３．ＴｈｅｎｅｓｔＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｆｒｏｍｔｈｅｇｏｏｓｅｇｅｎｏｍｉｃ

ｔｅｍｐｌａｔｅ；Ｍ．ＤＬ５０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
图１　染色体步移犘犆犚产物１％琼脂糖的凝胶电泳图

犉犻犵．１　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅狀１％犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犫狔犵犲狀狅犿犲狑犪犾犽犻狀犵

２．２　犘犻狋１基因启动子序列的犘犆犚扩增

根据克隆测序所得序列，设计１对引物，ＰＣＲ

扩增产物为１４８５ｂｐ，扩增得到的产物用１％琼脂糖

凝胶电泳检测与预期大小相符，说明扩增正确（图２）。

１～７．ＰＣＲ扩增片段；Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准ＤＬ２０００

１７．Ｔｈｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔ； Ｍ．ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ
（ＤＬ２０００）

图２　鹅犘犻狋１基因启动子犘犆犚扩增１％琼脂糖凝胶电泳结果

犉犻犵．２　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳犘犻狋１犵犲狀犲狆狉狅犿狅狋犲狉犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

狅狀１％犪犵狉狅狊犲犵犲犾

２．３　犜克隆犘犻狋１基因启动子鉴定

切胶回收ＰＣＲ产物，连接、转化后，菌液ＰＣＲ，

小提质粒后，酶切鉴定，如图３。电泳结果表明，单

酶切把ＴＰｉｔ１质粒酶切成线性化，双酶切成目的片

段和载体片段，菌液送公司测序，测序表明，序列无

碱基突变，说明ＴＰｉｔ１质粒已成功将Ｐｉｔ１启动子连

接到载体中。

１．ＴＰｉｔ１质粒单酶切；２．ＴＰｉｔ１质粒双酶切；Ｍ．ＤＮＡ相

对分子质量标准ＤＬ５０００ｍａｒｋｅｒ

１，２．ＰｌａｍｉｄｏｆＴＰｉｔ１ａｆｔｅｒｒｅｓｔｒｉｃｔｉｖｅｅｎｄｏｎｃｋｅａｓｅｄｉ

ｇｅｓｔｉｏｎ；Ｍ．ＤＬ５０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
图３　犜犘犻狋１质粒１％琼脂糖凝胶电泳酶切检测结果

犉犻犵．３　犜犺犲犪狊狊犪狔狋犺犲犜犘犻狋１狆犾犪狊犿犻犱犫狔狉犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀犲狀犱狅

狀狌犮犾犲犪狊犲

２．４　犘犻狋１基因启动子狆犌犔犅犪狊犻犮报告载体的构建

和鉴定

　　将１４８５ｂｐ的Ｐｉｔ１启动子插入到线性化的

ｐＧＬＢａｓｉｃ报告载体，转化感受态大肠杆菌后，菌液

ＰＣＲ鉴定，随机挑取６个单克隆，菌液ＰＣＲ检测，

如图４所示。６个克隆均可扩增出长度为１４８５ｂｐ

的目的片段，说明这６个克隆中均被转化有启动子

ｐＧＬＢａｓｉｃ报告基因；将其中２个克隆提取质粒，

犡犺狅Ⅰ和 犎犻狀ｄⅢ酶切鉴定，均得到与预期大小相

４３０１



　７期 赵荣雪等：鹅垂体特异性转录因子荧光素酶报告基因重组体的构建和鉴定

等的目的条带，如图５，通过测序结果也证明与预期

的一致无缺失突变发生（图６），说明序列插入正确。

１～６．挑取的重组体单克隆；７．阴性对照；Ｍ．ＤＮＡ相对
分子质量标准ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ
１６．Ｐｉｃｋｅｄｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ；７．Ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
图４　狆犌犔犘犻狋１重组体菌液犘犆犚电泳检测结果
犉犻犵．４　犜犺犲犪狊狊犪狔狋犺犲狆犌犔犘犻狋１狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狏犲犮狋狅狉犫狔

犫犪犮狋犲狉犻犪犘犆犚

１、３．ｐＧＬＰｉｔ１重组体单酶切；２、４．ｐＧＬＰｉｔ１重组体双
酶切；Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准ＤＬ５０００ｍａｒｋｅｒ
１４．ＰｌａｍｉｄｏｆｐＧＬＰｉｔ１ａｆｔｅｒｒｅｓｔｒｉｃｔｉｖｅｅｎｄｏｎｃｋｅａｓｅｄｉ
ｇｅｓｔｉｏｎ；Ｍ．ＤＬ５０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
图５　狆犌犔犘犻狋１重组体酶切电泳检测结果
犉犻犵．５　犜犺犲犪狊狊犪狔狋犺犲狆犌犔犘犻狋１狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狏犲犮狋狅狉犫狔狉犲

狊狋狉犻犮狋犻狅狀犲狀犱狅狀狌犮犾犲犪狊犲

５３０１



畜　牧　兽　医　学　报 ４２卷　

图６　构建好的狆犌犔犘犻狋１重组质粒及序列比对结果

犉犻犵．６　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳狆犌犔犘犻狋１狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱犪狀犱狊犲狇狌犲狀犮犲犪犾犻犵狀犿犲狀狋
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３　讨　论

垂体特异性转录因子１（Ｐｉｔｌ）基因是重要的组

织特异性转录因子，同时是调控垂体 ＧＨ、ＰＲＬ、

ＴＳＨβ亚基转录的重要反式因子，对动物早期发育

和相关基因的启动表达起重要的调控作用，是与生

长相关的候选基因之一，也是研究动物生长机制的

重要基因之一。启动子是指ＤＮＡ 分子上被ＲＮＡ

聚合酶识别并结合形成起始转录复合物的区域，它

还包括一些调节蛋白因子的结合位点。如启动子和

其上游远处的转录调控蛋白的结合位点［１４１５］。本试

验通过染色体步移获得的犘犻狋１基因启动子序列，包

含典型的启动子结构域（如ＴＡＴＡ框和ＣＡＡＴ框

等）和转录因子结合位点（如ＴＴＦＩＩＤ、ＴＢＰ、ＴＥＦ１、

ＧＡＴＡ１、ＡＰ１、ＰＢＦ、ＳＰ１等）。至于结构域和转录

调控元件序列的改变是否影响启动子活性和基因表

达，还有待进一步研究，但近年来，对真核生物细胞

的转录调控的研究取得了一些进展：研究证实，启动

子区转录调控元件序列的改变会影响基因的表达，

而调控元件与调控元件之间的序列突变一般不影响

启动子的功能，如ＣＡＡＴ框内的突变对基因转录起

始的影响很大，使转录效率低下或不能起始转

录［１６］。本研究选取的犘犻狋１基因作为控制动物生

长、发育、繁殖和免疫的候选基因，因此对其启动子

的克隆及其序列分析，为进一步研究基因的转录调

控机制具有重要的意义。

目前，启动子区的研究主要是调控区功能性分

析，进而来评价调控区模拟内源基因表达模式，即通

过报告基因与目的启动子连接的方法，启动子区调

控报道基因的转录。而目前多采用荧光素酶报告基

因，由于荧光素酶报告基因技术以其简单、快速、定

量等特点，在研究基因调控机制方面起到广泛应用，

ｐＧＬＢａｓｉｃ是一个能表达荧光素酶蛋白的质粒，作

为研究启动子调控的常用载体，大量的转录调控研

究都是依靠荧光素酶报告基因为媒介，构建荧光素

酶报告基因重组子进行启动子区域的转录因子及其

作用元件分析，进而确定转录调控的机制［１６１８］。本

研究成功地构建了含有启动子序列的荧光素酶报告

基因载体，并通过酶切和测序加以鉴定，为后续系列

启动子缺失体构建、启动子活性检测和调控区域

（正、负调控区）确定奠定基础。

４　结　论

本研究以太湖鹅为试验对象，利用染色体步移

技术成功地克隆了太湖鹅犘犻狋１基因启动子序列，构

建并鉴定了太湖鹅犘犻狋１基因启动子荧光素酶报告

载体，为进一步研究其转录调控奠定基础。
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