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鸭犆犇８α基因启动子区的克隆及荧光素酶报告

基因重组体的构建
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摘　要：旨在了解分化群α基因可能的调控序列及其转录调控机制。本研究利用基因组步移技术扩增鸭犆犇８α基因

的启动子区序列，使用在线软件进行序列分析；分别将鸭肝炎易感组和抗性组的犆犇８α基因启动子区定向亚克隆至荧

光素酶表达载体ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ中，利用酶切与测序技术进行鉴定；并瞬时转染细胞，采用荧光素酶报告基因系统检测

启动子载体的活性。结果，扩增出一条长度为２４８０ｂｐ的片段（包含第一外显子５６ｂｐ，启动子区２４２４ｂｐ）。经序

列分析，鸭犆犇８α基因启动子区具有典型的ＴＡＴＡｂｏｘ、ＧＣｂｏｘ和ＣＡＡＴｂｏｘ，其转录起始位点位于翻译起始密码

子ＡＴＧ上游－４０６ｂｐ处，且发现了ＣｄｘＡ、Ｎｋｘ２、ＧＡＴＡ１、ＳＲＹ等４１个潜在转录因子结合位点。经酶切与测序

鉴定，成功构建了鸭犆犇８α基因荧光素酶报告基因重组体。荧光素酶报告基因检测系统显示，构建的鸭肝炎易感组

和抗性组的报告基因启动子载体具有相当的活性。研究结果为进一步探讨犆犇８α基因的转录调控奠定了基础。
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中图分类号：Ｓ８３４；Ｓ８１３．３　　　　文献标识码：Ａ　　　　文章编号：０３６６６９６４（２０１２）０４０５４６０７

收稿日期：２０１１０７０７

基金项目：国家自然科学基金（３１１０１７０４）；现代农业产业技术体系建设专项资金（ｎｙｃｙｔｘ４５０４）；江苏省属高校自然科学基础研究面上项目

（０７ＫＪＢ２３０１３８）

作者简介：徐　琪（１９７８），男，江苏如东人，博士生，主要从事家禽遗传育种研究，Ｅｍａｉｌ：ｘｕｑｉ＠ｙｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

通讯作者：陈国宏，Ｅｍａｉｌ：ｇｈｃｈｅｎ＠ｙｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

犕狅犾犲犮狌犾犪狉犆犾狅狀犻狀犵犪狀犱犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳犔狌犮犻犳犲狉犪狊犲犚犲狆狅狉狋犲狉犚犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狅犳

犆犇８α犌犲狀犲犘狉狅犿狅狋犲狉犻狀犇狌犮犽

ＸＵＱｉ１，ＣＨＥＮＹａｎｇ
１，ＨＵＡＮＧＺｈｅｎｇｙａｎｇ

１，ＺＨＡＯＷｅｎｍｉｎｇ
１，ＺＨＡＮＧＹａｎｇ

１，

ＬＩＸｉｎｙｕ
２，ＺＨＡＯＲｏｎｇｘｕｅ

１，ＬＩＸｉｕ１，ＤＵＡＮＸｉｕｊｕｎ
３，ＣＨＥＮＧｕｏｈｏｎｇ

１

（１．犑犻犪狀犵狊狌犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犃狀犻犿犪犾犌犲狀犲狋犻犮狊，犅狉犲犲犱犻狀犵犪狀犱犕狅犾犲犮狌犾犪狉犇犲狊犻犵狀，犢犪狀犵狕犺狅狌

２２５００９，犆犺犻狀犪；２．犆狅犾犾犲犵犲狅犳犃狀犻犿犪犾犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犑犻犪狀犵狓犻犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，

犖犪狀犮犺犪狀犵３３００４５，犆犺犻狀犪；３．犖犪狋犻狅狀犪犾犠犪狋犲狉犳狅狑犾犌犲狉犿狆犾犪狊犿犚犲狊狅狉狌狉狊犲，犜犪犻狕犺狅狌２２５３００，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｔｈｉｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓｃｏｎｄｕｃｔｅｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｄｕｃｋ

犆犇８αｇｅｎｅａｎｄｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ．Ｔｈｅ犆犇８αｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｗａｓｃｌｏｎｅｄ

ｂｙｇｅｎｏｍｅｗａｌｋｉｎｇ，ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｐｒｏｍｏｔｅｒｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｏｎｌｉｎｅｓｏｆｔｗａｒｅｏｆｂｉｏｉｎｆｏｒｍａ

ｔｉｃｓ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｐｒｏｍｏｔｅｒｓｆｒｏｍＤＨＶｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄＤＨＶｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｄｕｃｋｗｅｒｅｓｕｂｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏ

ｔｈｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＧＬ３Ｂａｓｉｃｄｉｒｅｃｔｌｙ，ａｎｄｔｈｅｉｒｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ．

ＴｈｅＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ２４８０ｂｐｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｉｎｃｌｕｄｉｎｇ５６ｂｐｉｎｅｘｏｎ１ａｎｄ２４２４ｂｐｏｆｐｒｏｍｏｔｅｒ

ｒｅｇｉｏｎ．Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ＴＡＴＡｂｏｘ，ＧＣｂｏｘ，ＣＡＡＴｂｏｘａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｓｔａｒｔｓｉｔｅｉｎｔｈｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ．４１ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｆａｃｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇＣｄｘＡ，Ｎｋｘ２，ＧＡＴＡ１，ＳＲＹ，ａｎｄｓｏ

ｏｎ，ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．ＴｈｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐＧＬ３ＣＤ８αｉｎｃｌｕｄｉｎｇｃｏｒｒｅｃｔｔａｒｇｅｔ

ｇｅｎｅｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｖｅｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｅｎｚｙｍｅｃｕｔｔｉｎｇａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，



　４期 徐　琪等：鸭犆犇８α基因启动子区的克隆及荧光素酶报告基因重组体的构建

ｔｈｅｐＧＬ３ＧｙａｎｄｐＧＬ３Ｇｋｐｌａｍｉｄｓｈａｄｓｔｒｏｎｇｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｌａｙａｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒ

ｅｘｐｌｏｒｉｎｇｔｈｅｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｄｕｃｋ犆犇８αｇｅｎｅ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｄｕｃｋ；犆犇８αｇｅｎｅ；ｐｒｏｍｏｔｅｒ；ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅ

　　ＣＤ８是Ｔ细胞表面的双链糖蛋白，存在ＣＤ８α

和ＣＤ８β２种亚基形式，也是Ｔ淋巴细胞表面的重

要标志物。ＣＤ８α参与胸腺分化以及 Ｔ细胞活化的

信号传导，而ＣＤ８β主要是协助ＣＤ８α发挥生物学

功能。ＣＤ８α作为白细胞分化群基因家族的重要成

员之一，在哺乳动物和禽类免疫防御中起重要作

用［１］。自 Ｋｏｔｈｌｏｗａ等首次克隆了 犆犇８α基因以

来［２］，该基因研究已引起多个学者的关注。Ｍａｎｃｅｂｏ

等研究发现犆犇８α基因的 Ｇｌｙ→Ｓｅｒ突变会导致

ＣＤ８分子免疫缺陷
［３４］，鸡感染马立克病毒后，也会

引起犆犇８α基因的表达下降
［４］。亦有研究证实，

犆犇８α基因表达的调节可能存在包括犆犇８α特异性

增强子和可能的沉默子在内的多种顺式调控元件和

反式作用因子［５］。因此，研究并阐明犆犇８α基因的

表达调控机制具有重要的生物学意义。然而，目前

关于犆犇８α调控机制的研究仍鲜有报道，其启动子

区域仍不清楚。

本研究通过染色体步移法，拟扩增鸭犆犇８α基

因的启动子区序列，并构建犆犇８α启动子荧光素酶

报告基因重组体，为进一步研究犆犇８α基因的转录

调控奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　　试验用金定鸭来自国家水禽

种质资源基因库。

１．１．２　试验试剂　　ＧｅｎｏｍｅＷａｌｋｉｎｇＫｉｔ、ＬＡ

犜犪狇ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ｄＮＴＰｓ、ｐＭＤ１９Ｔ 载体、限

制性内切酶犡犺狅Ｉ、犓犘犖Ｉ、琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收

试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司，质粒小量提取试剂盒购

自鼎国生物公司，荧光素酶报告质粒ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ购

自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，鸡淋巴瘤ＤＴ４０细胞和淋巴细胞

培养液由上海佛雷堡生物科技发展有限公司提供，

大肠杆菌ＤＨ５α由本实验室保存。

１．２　方法

１．２．１　实验动物模型构建　　建立金定鸭全同胞

家系，３日龄通过肌注、口服和滴鼻感染Ⅰ型雏鸭肝

炎标准毒株（０．３ｍＬ·只－１），２～３ｄ后，部分出现

雏鸭肝炎典型症状（易感组），另有部分个体未出现

任何症状（抗性组），采集血样样本用于ＤＮＡ提取。

１．２．２　引物设计　　参照鸭犆犇８α基因序列（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号：ＡＦ３７８３７３．１），按照 ＧｅｎｏｍｅＷａｌｋｉｎｇ

Ｋｉｔ试剂盒要求，利用在线引物设计软件Ｐｒｉｍｅｒ３．０

设计 ３ 条 特 异 性 下 游 引 物 （Ｓｐ１：ＧＴＣＴＴＧＴ

ＧＧＧＣＴＴＧＣＴＣＴＴＣＡＴＴＴ，Ｓｐ２：ＴＧＡＡＣＧＣＣＴ

ＴＡＡＣＣＣＣＴＴＴＴＡＣＴＣ 和 Ｓｐ３：ＡＴＡＣＴＣＡＣＡ

ＧＡＧＣＣＣＣＡＧＧＣＴＧＡ）。根据第１次步移结果再

设计 ３ 条 特 异 性 下 游 引 物 （Ｓｐ４：ＧＡＣＡＧＡＧ

ＣＡＡＡＣＡＡＧＡＴＧＣＴＧＧＡＡ，Ｓｐ５：ＴＣＴＴＴＣＡＧＣ

ＣＣＣＡＴＴＧＴＴＣＴＣＴＧ，Ｓｐ６：ＡＡＡＣＣＣＡＴＣＡＡ

ＧＡＡＡＧＣＣＣＴＧＴＧ），上游引物为ＧｅｎｏｍｅＷａｌｋｉｎｇ

Ｋｉｔ提供的兼并引物ＡＰ３。具体步移引物设计策略见

图１。根据基因组步移结果，利用Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设

计报告基因重组体引物（Ｆｚ：ＣＧＧ犌犌犜犃犆犆ＡＴＧ

ＧＡＴＣＴＴＡＧＴＧＧＧＣＧＴＡＡ，Ｒｚ：ＣＣＧ犆犜犆犌犃犌ＴＣＧ

ＧＧＡＣＧＡＧＧＣＡＧＣＧＡＧＣＡ，斜体为酶切位点，前为

保护性碱基），所有引物由上海生工生物技术有限公

司合成。

图１　鸭犆犇８α基因扩增示意图

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳狔犻狀犵狆狉狅狋狅犮狅犾狅犳犆犇８α犵犲狀犲犻狀犱狌犮犽

１．２．３　基因组步移 ＰＣＲ 扩增及测序　　分别利

用设计的２组特异性引物（Ｓｐ１～ Ｓｐ３、Ｓｐ４～

Ｓｐ６），以鸭基因组 ＤＮＡ 为模板进行步移 ＰＣＲ 扩

增，反应体系和扩增程序按照基因组步移试剂盒操

７４５
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作说明书方法操作，连续进行３轮巢式ＰＣＲ扩增，

１％ 的琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果。取２次第３

轮步移ＰＣＲ产物，经琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒

纯化回收后，连接到ｐＭＤ１９Ｔ载体，转化到ＤＨ５α

感受态宿主菌中培养过夜；随机挑选阳性单克隆菌

株，扩增，菌液 ＰＣＲ 鉴定，并将阳性克隆送上海生

物工程技术服务有限公司测序。

１．２．４　序列分析　　启动子序列分析、转录因子结

合位点预测、启动子区序列比对和进化树构建、以及

ＣｐＧ岛预测分别通过在线软件ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｆｒｕｉｔ

ｆｌｙ．ｏｒｇ／ｓｅｑ＿ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｍｏｔｅｒ．ｈｔｍｌ、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｃｂｉｌ．ｕｐｅｎｎ．ｅｄｕ／ｃｇｉｂｉｎ／ｔｅｓｓ／、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｒｃ．

ｊｐ／ｒｅｓｅａｒｃｈ／ｄｂ／ＴＦＳＥＡＲＣＨ． ｈｔｍｌ、 ｈｔｔｐ：／／ｇｅ

ｎｏｍｅ．ｌｂｌ．ｇｏｖ／ｖｉｓｔａ／ｉｎｄｅｘ．ｓｈｔｍｌ和ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｕｒｏｇｅｎｅ．ｏｒｇ／ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ／ｉｎｄｅｘ１．ｈｔｍｌ完成。

１．２．５　鸭犆犇８α基因启动子区扩增　　分别以易

感组和抗性组雏鸭基因组ＤＮＡ为模板，利用常规

ＰＣＲ反应进行扩增；反应条件为：９５℃预变性５

ｍｉｎ；９５℃变性４５ｓ，６５．５℃退火４５ｓ，７２℃延伸

１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物进

行琼脂糖凝胶电泳检测，并对ＰＣＲ产物回收纯化。

１．２．６　报告基因ｐＧＬ３ＣＤ８αｐｒｏｍｏｔｅｒ载体的构

建　　将回收的ＰＣＲ产物与ｐＧＭ１９Ｔ载体连接，

转化感受态大肠杆菌ＤＨ５α，扩增，提取质粒后，进

行犡犺狅Ｉ、犓犘犖Ｉ双酶切和克隆测序鉴定。并将酶

切后的启动子亚克隆至ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ真核表达载

体，命名为ｐＧＬ３ＣＤ８αｐｒｏｍｏｔｅｒ，酶切、菌液ＰＣＲ

和克隆测序鉴定。

１．２．７　鸭犆犇８α基因启动子转录活性的检测　　将

ＤＴ４０细胞培养在添加１０％胎牛血清的１６４０培养液

中，于３７℃、５％ＣＯ２ 的条件下培养，待细胞状态良

好，密度达到１×１０６个·ｍＬ－１时，以５００个·孔－１

接种细胞至２４孔板中，继续在培养箱中培养２４ｈ，

然后将质粒ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ、ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃｐｒｏｍｏｔｅｒ、

ｐＧＬ３Ｇｙ、ｐＧＬ３Ｇｋ分别瞬时转染ＤＴ４０细胞。参

照荧光素酶检测试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ）操作说明进行，

裂解细胞后，利用化学发光仪（Ｐｒｏｍｅｇａ）测定荧光

素酶活性，每组重复３孔。

１．３　统计学处理

数据以“狓±狊”表示，采用ＳＰＳＳ１１．５统计软

件进行单因素方差分析。

２　结　果

２．１　基因组步移犘犆犚扩增与克隆测序

运用基因组步移扩增，分别得到了大约８００和

１８５０ｂｐ的条带（图２）。将２次第３轮步移ＰＣＲ产

物进行克隆测序，截除２组引物间的重叠序列，经拼

接获得长为２４８０ｂｐ的片段，包括第１外显子５６

ｂｐ，启动子区２４２４ｂｐ，该片段与已知序列进行比对

（图３），仅在编码区发现有１个碱基的缺失，说明该

步移结果即为鸭犆犇８α基因启动子区。

左图为第１次步移结果，右图为第２次步移结果；１、２、

３．分别是以鸭基因组为模板的巢式 ＰＣＲ 产物；Ｍ．

ＤＮＡ相对分子质量标准

Ｌｅｆｔｉｓｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｆｉｒｓｔｇｅｎｏｍｅｗａｌｋｉｎｇ，ｒｉｇｈｔｉｓｔｈｅ

ｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｓｅｃｏｎｄｇｅｎｏｍｅｗａｌｋｉｎｇ；１，２，３．Ｔｈｅｎｅｓｔ

ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓｆｒｏｍｔｈｅｄｕｃｋｇｅｎｏｍｉｃｔｅｍｐｌａｔｅ；Ｍ．

ＤＬ５０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

图２　鸭犆犇８α基因启动子区基因组步移扩增电泳图

犉犻犵．２　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅狀１％犪犵狉狅狊犲犵犲犾犫狔犵犲狀狅犿犲狑犪犾犽犻狀犵

上为基因组步移结果；下为鸭犆犇８α基因已知序列

Ｔｈｅａｂｏｖｅｉｓｓｅｑｕｅｎｃｅｇｏｔｂｙｇｅｎｏｍｅｗａｌｋｉｎｇ，ｔｈｅｎｅｘｔｉｓｔｈｅｋｎｏｗｎｓｅｑｕｅｎｃｅ
图３　鸭犆犇８α基因启动子区基因组步移结果与已知序列比对结果

犉犻犵．３　犛犲狇狌犲狀犮犲犪犾犻犵狀犿犲狀狋犫犲狋狑犲犲狀狊犲狇狌犲狀犮犲犵狅狋犫狔犵犲狀狅犿犲狑犪犾犽犻狀犵犪狀犱犽狀狅狑狀狊犲狇狌犲狀犮犲

２．２　鸭犆犇８α基因启动子区序列分析

对已拼接的鸭犆犇８α基因启动子区序列使用在

线软件进行启动子区结构及生物信息学分析。将鸭

犆犇８α基因启动子区序列提交网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｆｒｕｉｔｆｌｙ．ｏｒｇ／ｓｅｑ＿ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｍｏｔｅｒ．ｈｔｍｌ）使用神经网

络方法在线预测到鸭犆犇８α基因启动子区有１处得

分较高（０．９８），发现鸭犆犇８α基因启动子区具有典

型的真核生物启动子结构元件和序列特征，含有

８４５
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ＴＡＡＴｂｏｘ、ＧＣｂｏｘ、ＣＡＡＴｂｏｘ以及转录起始位

点（位于翻译起始密码子 ＡＴＧ上游－４０６ｂｐ处），

如图４斜体部分所示。使用在线软件（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｃｂｒｃ．ｊｐ／ｒｅｓｅａｒｃｈ／ｄｂ／ＴＦＳＥＡＲＣＨ．ｈｔｍｌ）分

析鸭犆犇８α基因启动子区域，发现了ＣｄｘＡ、Ｎｋｘ２、

ＧＡＴＡ１、ＳＲＹ 等４１个潜在转录因子结合位点

（Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ，ＴＦＢＳ），如图４

中下划线所示。使用在线软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｒｏ

ｇｅｎｅ．ｏｒｇ／ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ／ｉｎｄｅｘ１．ｈｔｍｌ）预测鸭犆犇８α

基因启动子区含有１个ＣｐＧ岛（Ｉｓｌａｎｄｓｉｚｅ＞１００，

ＧＣＰｅｒｃｅｎｔ＞６０．０），包含部分第１外显子序列，长

约１２２ｂｐ，如图５所示。

图４　鸭犆犇８α基因启动子区序列分析

犉犻犵．４　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狆狉狅犿狅狋犲狉狉犲犵犻狅狀狅犳犱狌犮犽犆犇８α犵犲狀犲

９４５
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图５　鸭犆犇８α基因启动子区犆狆犌岛的预测

犉犻犵．５　犅犻狅犻狀犳狅狉犿犪狋犻犮狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆狆犌犻狊犾犪狀犱狅犳犱狌犮犽

犆犇８α犵犲狀犲

２．３　鸭犆犇８α基因狆犌犔３犆犇８α狆狉狅犿狅狋犲狉载体的构

建

　　根据基因组步移所获得的序列信息，分别构建

易感组和抗性组犆犇８α基因ｐＧＬ３ＣＤ８αｐｒｏｍｏｔｅｒ

载体。首先扩增２组犆犇８α启动子区片段，琼脂糖

凝胶电泳可见在约１４００ｂｐ处出现单一条带（图

６Ａ），与１４１５ｂｐ的片段大小相符，再将该片段亚

克隆至ｐＧＭＴ载体，构建ｐＧＭＴＣＤ８αｐｒｏｍｏｔｅｒ

重组体，将经酶切的犆犇８α启动子（１４１５ｂｐ）亚克隆

至ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ构建ｐＧＬ３犆犇８αｐｒｏｍｏｔｅｒ载体，进

行犡犺狅Ｉ、犓犘犖犐双酶切，琼脂糖凝胶电泳可获得１

条约１４００ｂｐ的片段（图６Ｂ），测序结果显示，犆犇８α

基因启动子成功插入到ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ载体中，且发

现易感组和抗性组间存在５处碱基突变（－９８５Ｔ＞

Ｃ、－５５２Ｇ＞Ａ、－４８４Ｇ＞Ａ）在这３个突变位点中，

其中－９８５Ｔ＞Ｃ突变导致易感组的犆犇８α基因增加

１个 ＭＺＦ１转录因子结合位点。

１、２．为易感组和抗性组ＰＣＲ扩增结果；３、４．为易感组

和抗性组菌液ＰＣＲ鉴定；５、６．为易感组和抗性组双酶

切鉴定；Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准

１，３．ＴｈｅＰＣＲｒｅｓｕｌｔ；２，４．Ｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙｂａｃｔｅ

ｒｉａＰＣＲ；５，６．Ｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；

Ｍ．ＤＬ５０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

图６　鸭犆犇８α启动子区犘犆犚扩增、犘犆犚鉴定及狆犌犔３

犆犇８α狆狉狅犿狅狋犲狉的重组体双酶切鉴定

犉犻犵．６　犘犆犚狉犲狊狌犾狋狅犳犆犇８α狆狉狅犿狅狋犲狉犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲

狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狆犌犔３狆狉狅犿狅狋犲狉犫狔犫犪犮狋犲狉犻犪

犘犆犚犪狀犱犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀

２．４　鸭犆犇８α基因启动子载体活性分析

将 质 粒 ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ、ｐＧＬ３ｂａｓｉｃｐｒｏｍｏｔｅｒ、

ｐＧＬ３Ｇｙ、ｐＧＬ３Ｇｋ分别瞬时转染 ＤＴ４０细胞，利

用荧光素酶检测系统测定其荧光值，结果表明，本试

验所构建的ｐＧＬ３Ｇｙ、ｐＧＬ３Ｇｋ与ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ空

载体相比都具有明显的启动活性（犘＜０．０１），且两

者启动子活性相似（犘＞０．０５，图７）。

图７　鸭犆犇８α基因启动子报告基因重组体活性分析

犉犻犵．７　犔狌犮犻犳犲狉犪狊犲犪狊狊犪狔狅犳狋犺犲犆犇８α狆狉狅犿狅狋犲狉狉犲狆狅狉狋犲狉

犮狅狀狊狋狉狌犮狋狊犻狀犱狌犮犽

３　讨　论

基因表达调控是一个多层次的复杂过程，其中

转录水平的调控是最重要、最复杂的环节。转录起

始水平的调节机制则是基因表达的基本控制点。启

动子是转录激活过程中起发动作用的特异 ＤＮＡ 序

列，与转录因子结合后调节基因的转录，所以对特定

基因启动子的研究尤为重要［５］。本研究通过基因组

步移法成功地获得了鸭犆犇８α启动子区序列，与公

共数据库的鸭犆犇８αｍＲＮＡ序列相比，仅在编码区

发现了１个碱基缺失，这充分证明了克隆结果的正

确性。

目前，已有２０００多种转录因子识别序列得到

了鉴定，而各种分析转录因子结合位点的工具软件

也不断出现，这为利用生物信息学方法研究转录因

子对基因表达调控的作用奠定了基础［６］。生物信息

学在基因５′调控区转录因子和启动子分析中已得

到了广泛的应用［７］。本研究结果显示，鸭犆犇８α启

动子区具有典型的ＴＡＴＡｂｏｘ、ＧＣｂｏｘ和ＣＡＡＴ

ｂｏｘ。作为真核生物的启动子最常见的元件之一，

ＴＡＴＡｂｏｘ能准确地识别转录起始位置，对转录水

平有定量效应。本研究预测的 ＴＡＴＡｂｏｘ （５′

ＴＡＴＡＴＡ３′）符合真核生物启动子５′ＴＡＴＡ［Ａ／

Ｔ］Ａ３′序列模式。但是，一般认为ＴＡＴＡｂｏｘ位

于转录起始点上游３０～５０ｂｐ
［８］，本研究发现 ＴＡ

ＴＡｂｏｘ距转录起始点为－８７ｂｐ，这可能与预测的

０５５
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转录起始点（Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓｔａｒｔｓｉｔｅ，ＴＳＳ）的准确

性有一定关系。转录因子结合位点分析表明，犆犇８α

启动子区域４１个潜在的转录因子结合位点，其中包

含有９个同源的ＣｄｘＡ作用元件，３个甲状腺转录

因子１（Ｎｋｘ２．１）作用元件、３个 ＧＡＴＡ１作用元

件，ＣｄｘＡ元件能够增强基因的转录活性
［９］，但是数

目众多的ＣｄｘＡ对犆犇８α转录调控起何种作用尚不

明了，而在化学传感器基因（Ｃｈｅｍｏｒｅｃｅｐｔｏｒｇｅｎｅ）

中一般只出现１次
［１０］。不少研究表明，转录因子

ＮＫＸ２．１、ＧＡＴＡ１和激活蛋白１（ＡＰ１）参与细胞

增殖、细胞凋亡以及病变过程的基 因 表 达 调

控［１１１３］。ＮＫＸ２．１是甲状腺组织特异性转录因子的

家族成员之一，目前发现，ＮＫＸ２１对ＳＰＡ、ＳＰＢ、

ＳＰＣ和ＳＰＤ的启动子活性有正向调节作用，其表

达和缺失与许多疾病关系密切，且该转录因子是一

些与癌症相关的亚基因的表达所必需的，如溶酶体

相关膜蛋白３、癌胚抗原相关性细胞黏附分子

６
［１４１５］。ＧＡＴＡ１是最早发现的ＧＡＴＡ家族成员，

在正常红细胞增殖、分化过程中起重要的生物学作

用，且控制着巨核细胞、肥大细胞和嗜酸性细胞的分

化。转录因子ＧＡＴＡ．１可以和许多生物大分子相

互作用，如红细胞生成素（ＥＰＯ）、ＦＯＧ（Ｆｒｉｅｎｄｏｆ

ＧＡＴＡ）、ＧＡＴＡ２等，在血小板减少症、多发性骨

髓瘤、白血病等疾病发病中发挥着重要的生物学效

应［１６］。ＡＰ１ 是一类立早基因 （Ｉｍｍｅｄｉａｔｅｅａｒｌｙ

ｇｅｎｅｓ，ＩＥＧｓ）编码的核转录因子，这种转录因子主

要由Ｊｕｎ、Ｆｏｓ、ＡＴＦ及ＪＤＰ亚家族组成，亚家族单

体以同源或异源二聚体的形式结合ＤＮＡ靶序列，

调节靶基因，在细胞的正常生长和病变过程中起着

重要作用。有研究报道，ＡＰ１对于病毒性肝炎的发

病机制有重要意义，病毒蛋白和其他的激活因子可

通过与ＡＰ１结合位点的作用调控有关基因的转录

与表达，另外与Ｊｕｎ和Ｆｏｓ家族的相互作用也是影

响ＡＰ１功能的重要方式
［１７］。同时，张澄等在－６４７

～－６３７ｂｐ处发现ＣＲＥＢ转录因子作用元件，该元

件与ＣＲＥＢ基序（ｍｏｔｉｆ）５′ｔｇａｃｇｔｃａ３′具有很高的

同源［１８］，试验证实，ＣＲＥＢ是激活多个免疫基因的

作用元件［１９］，Ｇａｏ等人研究发现，人犆犇８ａ基因的

－１４３～－１３３ｂｐ处的ＣＲＥＢ结合位点是影响启动

子活性的关键，研究还发现－４２９ｂｐ处的ＣＲＥＢ结

合位点的突变也会降低启动子活性［２０］。通过比较

易感组和抗性组的ｐＧＬ３ＣＤ８αｐｒｏｍｏｔｅｒ载体序

列，虽发现有３处碱基突变，但仅在易感组增加１个

髓样锌指蛋白１（ＭＺＦ１）转录因子潜在结合位点，该

转录因子是一种Ｃ２Ｈ２锌指蛋白转录因子，研究发

现此因子可调节细胞增殖和分化，并参与肿瘤形

成［２１］。至于这些关键的转录因子是如何来调节

犆犇８α基因转录调控的，笔者将在下一步的研究工

作中，通过凝胶阻滞迁移率分析、染色质免疫共沉淀

和ＲＮＡ干扰等试验确认上述转录因子在犆犇８α基

因转录调控以及其在疾病发生发展中的作用。此

外，笔者还发现，犆犇８α基因启动子区域含有１个典

型的ＣｐＧ岛区，这也提示犆犇８α基因的表达调控可

能还涉及表观遗传修饰（如甲基化修饰）的调节。

犆犇基因家族启动子区ＣｐＧ岛的甲基化修饰在疾

病相关基因表达调控中的作用已得到广泛的研究和

认可［２２２４］。

荧光素酶报告基因载体不含启动子，将目的基

因调控序列克隆到含有报告基因的表达质粒，荧光

素酶的表达受重组质粒上游启动子序列的调节，重

组质粒转染适当的细胞系，荧光素酶活性可直接反

映启动子的强度。目前，此研究方法已经被广泛应

用［２５２６］。本研究分别将易感组和抗性组犆犇８α启动

子克隆到荧光素酶报告基因载体，且两者均具有较

高的启动活性，这为后续的犆犇８α转录调控研究提

供了有效工具。

４　结　论

本研究获得了鸭犆犇８α启动子区序列，该基因

启动子具有典型的启动子元件，并成功构建了鸭

犆犇８α基因荧光素酶报告基因重组体。为进一步研

究调控区中的各种顺式作用元件和与之发生相互作

用的反式作用因子，及阐明犆犇８α基因的表达调控

机制奠定了坚实的基础。
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