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猪犘狉狅狓１基因的染色体定位和亚细胞定位的研究

袁继红，龙　欢，田明芳，杨在清

（华中农业大学生命科学技术学院，武汉４３００７０）

摘　要：在克隆猪犘狉狅狓１基因（狊犘狉狅狓１）的基础上，对猪犘狉狅狓１基因进行染色体定位分析，并通过ＥＧＦＰ融合蛋白

对该基因产物进行亚细胞水平定位。本研究将人和鼠的犘狉狅狓１基因编码区在猪的ＥＳＴｓ数据库中进行检索，然后

根据ＥＳＴ进行序列拼接并设计引物对猪犘狉狅狓１基因编码区进行克隆。通过比对人、鼠及其他物种犘狉狅狓１基因第

二个内含子序列，设计引物扩增猪犘狉狅狓１基因部分内含子，根据克隆得到的部分内含子序列设计引物，利用猪仓

鼠体细胞辐射杂种板（ＩＭｐＲＨ）对猪犘狉狅狓１基因进行染色体定位。根据已获得的猪犘狉狅狓１基因编码区序列，构建

猪犘狉狅狓１基因的融合绿色荧光超表达载体ＥＧＦＰＰｒｏｘ１，并转染猪肾ＰＫ１５细胞，１２ｈ后倒置荧光显微镜观察

Ｐｒｏｘ１蛋白在亚细胞内的定位。结果表明：犘狉狅狓１基因定位于猪第９号染色体长臂的２６区，与标记ＳＷ１６５１紧密连

锁；构建猪犘狉狅狓１基因的真核表达载体ｐＥＧＦＰＮ１Ｐｒｏｘ１，融合蛋白ＥＧＦＰＰｒｏｘ１定位于ＰＫ１５细胞的细胞核中。
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ｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓｃｌｏｎｅｄ（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮＯ．ＥＦ４８６３２４，ＥＦ５７１５８５）．狊犘狉狅狓１ｇｅｎｅｗａｓｐｈｙｓｉｃａｌｌｙ
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｐｉｇ；犘狉狅狓１；ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ；ｐＰｒｏｘ１ＥＧＦＰ；ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

　　果蝇ｐｒｏｓｐｅｒｏ同源异形盒蛋白１（Ｐｒｏｓｐｅｒｏｒｅ

ｌａｔｅｄｈｏｍｅｏｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｐｒｏｘ１）是脊椎动物体内

调控与发育相关基因表达的核转录因子，拥有２个

高度保守的结构域———同源异型结构域和Ｐｒｏｓｐｅｒｏ

结构域，因与果蝇的Ｐｒｏｓｐｅｒｏ同源而得名。Ｐｒｏｘ１

与机体的生长发育及多个组织器官的功能有着密切
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的联系，如晶体、视网膜、肝、脑、肾原基细胞和淋巴

系统等［１５］。Ａ．Ｌａｖａｄｏ等在对鼠脑的研究中发现，

不仅前体细胞表达犘狉狅狓１，发育期和成熟期鼠脑的

粒细胞和齿状脑回中也表达犘狉狅狓１基因
［６］。另一

些研究表明，犘狉狅狓１基因作为淋巴系统发生的启动

基因，是胚胎发育中最早出现的淋巴分化标志，决定

着淋巴囊和淋巴管的形成，是血管淋巴表型的关键

调控基因，几乎在成人机体所有组织中均持续表

达［７１０］。Ｍ．Ｋ．Ｄｕｎｃａｎ等通过对大鼠、鸡和人的晶

状体中犘狉狅狓１基因表达情况的研究发现，在晶状体

发育的整个过程中，Ｐｒｏｘ１蛋白在晶状体基板胞质、

晶状体上皮细胞和出芽区中占优势［３］；然而在晶状

体纤维细胞的分化过程中，Ｐｒｏｘ１蛋白重新分配到

细胞核中。在去核作用下，晶状体纤维细胞染色质

浓缩，Ｐｒｏｘ１蛋白仍留在细胞核内，但不与染色体

ＤＮＡ发生作用。因此，这表明在发育过程中，Ｐｒｏｘ１

蛋白在亚细胞水平上的分布情况对其功能也具有一

定的影响［３］，而且有研究显示，犘狉狅狓１杂合小鼠在成

年期出现肥胖症状［１１］。

目前，对犘狉狅狓１基因的研究主要集中在人、鼠

以及斑马鱼上。已有研究表明，在进化关系上，猪与

人的关系比小鼠与人更为接近，在解剖学、生化、生

理及遗传上的相似性使猪成为一个能运用于遗传学

和生物医学领域研究的重要动物模型。目前有关猪

犘狉狅狓１基因的研究报道甚少，本研究以人、鼠等物

种犘狉狅狓１基因的序列为基础，以梅山猪为试验对

象，对猪 犘狉狅狓１基因在染色体上的定位情况和

Ｐｒｏｘ１蛋白的亚细胞定位进行了分析，为进一步阐

明猪犘狉狅狓１基因功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

２月龄雄性健康梅山猪，犈．犮狅犾犻ＤＨ５α菌株

（Ｋａｎ＋），猪肾细胞ＰＫ１５。

１．２　试剂和载体

ＭＭＬＶＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），Ｒｉｂｏ

ｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ（大连宝生物 ＴａＫａＲａ公司），

犜犪狇ｐｌｕｓＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ１０×，ｄＮＴＰｓ（北

京鼎国），ＧＣＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２× （ＴａＫａＲａ），ｐＭＤ１８Ｔ

（ＴａＫａＲａ），Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ（ＴａＫａＲａ），ＯｐｔｉＭＥＭ

Ｉ，ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００；Ａｇａｒｏｓｅ（ＳｈａｎｇｈａｉＹｉｔｏＣｏ

Ｌｔｄ．），ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００，ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ１ｋｂ

ｌａｄｄｅｒ（ＴａＫａＲａ），Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），其他试

剂为进口或国产分析纯。

１．３　方法

１．３．１　猪犘狉狅狓１基因编码区的克隆　　以人和鼠

犘狉狅狓１基因编码区为模板，在猪ＥＳＴ库中进行搜索，

得到涵盖起始密码子和终止密码子的ＥＳＴ（ＣＪ００３６０９

和ＣＢ２８８１８１），根据该ＥＳＴ设计引物Ｐ１和Ｐ２（表１）

对猪犘狉狅狓１基因编码区进行克隆。ＰＣＲ反应条件：

以猪肝ｃＤＮＡ为摸板，ＰＣＲ反应体系为２５μＬ：含模

板１μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ＭｇＣｌ２浓度１．５

ｍｍｏｌ·Ｌ
－１，ｄＮＴＰ浓度２００μｍｏｌ·Ｌ

－１，引物终浓

度为０．１μｍｏｌ·Ｌ
－１，犜犪狇ＤＮＡ聚合酶１Ｕ。ＰＣＲ

扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５８℃

退火４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０

ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用０．８％的琼脂糖凝胶电泳检测。

表１　猪犘狉狅狓１基因克隆、定位和表达载体构建的引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉犮犾狅狀犻狀犵，犿犪狆狆犻狀犵犪狀犱犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狏犲犮狋狅狉犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狀犵狅犳狆狅狉犮犻狀犲犘狉狅狓１犵犲狀犲

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

片段大小／ｂｐ

Ｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

用途

Ｕｓａｇｅ

Ｐ１

Ｐ２

ＡＴＧＣＣＴＧＡＣＣＡＴＧＡＣＡＧＣＡＣＡＧ

ＴＴＣＴＡＣＴＣＡＴＧＡＡＧＣＡＧＣＴＣＴＴＧＴＡＧＧ
２２１４ ５８ ＣＤＳ克隆

Ｐ３

Ｐ４

ＴＣＡＡＧＴＧＡＴＴＧＧＧＴＧＡＣＡＡＴＣＣＴＴＣ

ＴＣＴＣＣＡＣＧＴＧＣＡＴＣＴＴＣＡＴＴＴＣＴＧ
１０５８ ５９ 内含子克隆

Ｐ５

Ｐ６

ＴＧＡＧＴＡＡＧＧＡＣＣＴＣＧＡＡＴＧＧＣＧ

ＴＣＡＡＧＴＧＡＴＴＧＧＧＴＧＡＣＡＡＴＣＣＴＴＣ
３２９ ５９ 染色体定位

Ｐ７

Ｐ８

ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＣＴＧＡＣＣＡＴＧＡＣＡＧＣＡＣＡ

ＧＣＧＧＧＡＴＣＣＣＣＣＴＣＡＴＧＡＡＧＣＡＧＣＴＣＴＴＧＴＡＧＧＣ
２２１３ ５８

表达载体

构建

２５３
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１．３．２　猪犘狉狅狓１基因部分内含子的克隆　　参照

人和鼠 犘狉狅狓１基因的内含子序列（ＮＭ＿００２７６３，

ＮＭ＿００８９３７），找到第２个内含子３′端的同源序列

设计 ａｎｔｉｓｅｎｓｅ 引 物 Ｐ４；根 据 猪 犘狉狅狓１ 基 因

（ＥＦ４８６３２４，本研究克隆得到）第２个外显子５′端的

序列设计ｓｅｎｓｅ引物Ｐ３。利用Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设

计引物，所设计的引物序列Ｐ３、Ｐ４见表１。扩增片

段为犘狉狅狓１基因的第２个内含子３′端部分序列。

ＰＣＲ扩增反应：以猪肝基因组 ＤＮＡ 为模板，

ＰＣＲ反应体系条件见１．３．１。ＰＣＲ产物用１％的琼

脂糖凝胶电泳检测。

１．３．３　克隆测序　　用 Ａｘｙｇｅｎ公司试剂盒回收

ＤＮＡ片段，按照说明书用１％琼脂糖凝胶进行回

收，回收产物与ｐＭＤ１８Ｔ载体连接，转化大肠杆菌

ＤＨ５α感受态细胞，ＬＢ（Ａｍｐ
＋）固体培养基培养１２～

１６ｈ。挑选阳性克隆经菌液ＰＣＲ、酶切鉴定，ＤＮＡ

片段大小与预期相符，最后摇菌和测序。

１．３．４　染色体定位　　染色体定位用猪辐射杂种

板（ＩＮＲＡＵＭＮ ｐｏｒｃｉｎｅＲａｄｉａｔｉｏｎ Ｈｙｂｒｉｄ，ＩＭ

ｐＲＨ），该试剂盒包括猪／仓鼠辐射杂种细胞系的基

因组ＤＮＡ，以及仓鼠和猪基因组ＤＮＡ阳性对照。

根据已获得的犘狉狅狓１基因部分内含子序列，比

对猪犘狉狅狓１基因第二内含子部分序列和鼠犘狉狅狓１

基因第二内含子序列，选择同源性低的区段设计引

物对，用以确保只扩增猪基因组中的犘狉狅狓１基因，

而与仓鼠基因组中对应的基因序列不发生配对扩

增。染色体定位所使用的引物Ｐ５、Ｐ６见表１。ＰＣＲ

扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５９℃

退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３４个循环；７２℃延伸

５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用１％的琼脂糖凝胶电泳检测，阳

性结果用“１”表示，阴性结果用“０”表示，记录扩增情

况。将 ＰＣＲ 分型结果提交到ＩＭｐＲＨ 网站（ｈｔ

ｔｐ：／／ｉｍｐｒｈ．ｔｏｕｌｏｕｓｅ．ｉｎｒａ．ｆｒ）进行分析，利用目的

基因连锁标记的染色体位点相对确定目的基因的染

色体位置，并利用人与猪的比较基因组图谱，对目的

基因在人和猪染色体上的位置进行比较分析。

１．３．５　猪犘狉狅狓１基因融合荧光表达载体的构建及

检测 　 　 根 据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 猪 的 犘狉狅狓１ 序 列

（ＥＦ４８６３２４）设计犘狉狅狓１的ｃＤＮＡ引物，并在上、下

游引入酶切位点犈犮狅ＲⅠ和犅犪犿ＨⅠ，引物Ｐ７、Ｐ８

见表１。

以连接至ｐＭＤ１８Ｔ上的狊犘狉狅狓１序列为模板进

行ＰＣＲ扩增，扩增条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃

变性４０ｓ，５８℃退火４０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３４个循

环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。回收ＤＮＡ片段，用犈犮狅ＲⅠ

和犅犪犿ＨⅠ双酶切绿色荧光质粒表达载体ｐＥＧＦＰ

Ｎ１（４．７ｋｂ）和 ＤＮＡ 片段，胶回收目的片段；

Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃连接过夜，产物转化大肠杆菌

ＤＨ５α感受态细胞，挑选阳性克隆经菌液ＰＣＲ、酶切

鉴定，将含正确插入片段的重组质粒命名为ｐＥＧ

ＦＰＮ１Ｐｒｏｘ１，送测序公司测序。

１．３．６　猪 犘狉狅狓１基因的亚细胞定位　　培养

ＰＫ１５猪肾细胞系，用基础培养液ＤＭＥＭ补加１０％

的小牛血清，在３７℃５％的ＣＯ２ 培养箱中培养，细

胞铺满后，用０．２５％的胰酶消化传代。抽提ｐＥＧ

ＦＰＮ１菌株及ｐＥＧＦＰＮ１Ｐｒｏｘ１菌株的质粒，采用

脂质体介导基因分别转染ＰＫ１５猪肾细胞，转染细

胞培养１２ｈ后即可在倒置荧光显微镜下观察拍照。

２　结　果

２．１　猪犘狉狅狓１基因编码区的克隆

以猪肝ｃＤＮＡ 为模板，用引物Ｐ１和Ｐ２对猪

犘狉狅狓１基因编码区进行扩增，扩增片段大小为２２００

ｂｐ左右（图１），对测序结果进行分析，证明确实为

目标片段，将其提交至 ＧａｎＢａｎｋ，获得序列号：

ＥＦ４８６３２４。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准 ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．

犘狉狅狓１扩增产物

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．犘狉狅狓１ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄ

ｕｃｔ

图１　犘狉狅狓１基因犮犇犖犃的犘犆犚扩增结果

犉犻犵．１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犘狉狅狓１犵犲狀犲犮犇犖犃

２．２　猪犘狉狅狓１基因内含子的克隆与序列分析

用合成的引物和猪肝基因组ＤＮＡ为模板进行
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扩增，扩增片段长度略大于１０００ｂｐ，与预期结果相

符（图２）。ＰＣＲ产物切胶回收后与ｐＭＤ１８Ｔ连接

并送去测序，测序结果证实该片段确实为目标片段，

将序列提交至ＧｅｎＢａｎｋ获得序列号：ＥＦ５７１５８５。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准 ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．

犘狉狅狓１内含子

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．犘狉狅狓１ｉｎｔｒｏｎ
图２　犘狉狅狓１基因内含子犘犆犚扩增结果

犉犻犵．２　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犘狉狅狓１犻狀狋狉狅狀

将ｐＭＤ１８ＴＰｒｏｘ１进行菌液ＰＣＲ，ＰＣＲ扩增片

段大小约为１０００ｂｐ（图３）；并且进行酶切鉴定（图

４），分别用限制性内切酶犎犻狀ｄⅢ和犅犪犿ＨⅠ进行单酶

切鉴定，以及 犎犻狀ｄⅢ、犅犪犿ＨⅠ双酶切鉴定，结果显

示：单酶切在３．７ｋｂ左右有明显条带，双酶切时在

１．１和２．６ｋｂ左右处有明显条带，与预期结果相符。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准 ＤＬ２０００ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１．

犘狉狅狓１内含子

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．犘狉狅狓１ｉｎｔｒｏｎ
图３　狆犕犇１８犜犘狉狅狓１菌液犘犆犚检测结果

犉犻犵．３　犚犲狊狌犾狋狊狅犳狆犕犇１８犜犘狉狅狓１犫犪犮狋犲狉犻犪犘犆犚

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１．犎犻狀ｄ

Ⅲ ＋犅犪犿ＨⅠ双酶切产物；２．犅犪犿ＨⅠ 单酶切产物；３．

犎犻狀ｄⅢ单酶切产物；４．ｐＭＤ１８ＴＰｒｏｘ１质粒

Ｍ．１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１．Ｐｒｏｄｕｃｔｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犎犻狀ｄⅢ ＋

犅犪犿ＨⅠ；２．Ｐｒｏｄｕｃｔｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犅犪犿ＨⅠ；３．Ｐｒｏｄｕｃｔ

ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犎犻狀ｄⅢ；４．ｐＭＤ１８ＴＰｒｏｘ１ｐｌａｓｍｉｄ
图４　狆犕犇１８犜犘狉狅狓１酶切鉴定结果

犉犻犵．４　犈狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狆犕犇１８犜犘狉狅狓１

２．３　猪犘狉狅狓１基因的染色体定位

以ＩＭｐＲＨ克隆板中的１１８管ＤＮＡ为模板，对

猪犘狉狅狓１染色体定位的扩增结果，按照有明显的目

的条带的阳性克隆为‘１’、阴性克隆无目的条带为

‘０’、极微弱或不好判断的为‘？’，对ＰＣＲ扩增结果

判读分型。犘狉狅狓１辐射杂种板定位的ＰＣＲ分型结

果为：００００１１１００１０１０００１００００００００００１１００００１０１００１

００１０１０００１０１１００１００００１０００１００００１０１１００１００１００１０１

１００００００１０００１１００００１１０００００１０１０１００１１０１０１。

将以上分型结果提交于ＩＭｐＲＨ数据统计分析

服务器（ｈｔｔｐ：／／ｉｍｐｒｈ．ｔｏｕｌｏｕｓｅ．ｉｎｒａ．ｆｒ）进行分析，

获得犘狉狅狓１基因的最终定位结果，分析结果表明，

最近的标记是ＳＷ１６５１，ＬＯＤ值为７．９，将犘狉狅狓１基

因定位于猪第９号染色体长臂的２区６带（图５）。

一般认为，当某连锁标记ＬＯＤ值大于５时，该连锁

标记提供的定位信息是可靠的。

２．４　融合绿色荧光超表达载体的鉴定

将ｐＥＧＦＰＮ１Ｐｒｏｘ１进行酶切鉴定。分别用

限制性内切酶犈犮狅ＲⅠ和犅犪犿ＨⅠ进行单酶切鉴定，

犈犮狅ＲⅠ、犅犪犿ＨⅠ双酶切鉴定，结果显示单酶切在７

ｋｂ左右有明显条带，双酶切在４．７和２．２ｋｂ处有

清晰条带，与预期结果相符，将挑选的菌株送测序公

司测序，测序结果与猪犘狉狅狓１基因的ＤＮＡ序列相

符。说明ｐＥＧＦＰＮ１Ｐｒｏｘ１构建成功（图６）。
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图５　犘狉狅狓１染色体定位图谱

犉犻犵．５　犆犺狉狅犿狅狊狅犿犲犿犪狆狅犳犘狉狅狓１

２．５　重组质粒转染细胞的检测结果

转染１２ｈ后荧光倒置显微镜下观察，转染

ｐＥＧＦＰＮ１Ｐｒｏｘ１载体的猪肾细胞ＰＫ１５表达绿色

荧光融合蛋白，但只在细胞核中表达。转染ｐＥＧ

ＦＰＮ１空载体的猪肾细胞ＰＫ１５中细胞质及细胞核

均有绿色荧光蛋白的表达（图７）。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１．犅犪犿ＨⅠ
单酶切产物；２．犈犮狅ＲⅠ单酶切产物；３．犅犪犿ＨⅠ＋犈犮狅ＲⅠ双

酶切产物；４．ｐＥＧＦＰＮ１Ｐｒｏｘ１

Ｍ．１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１．Ｐｒｏｄｕｃｔｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犅犪犿ＨⅠ；２．

Ｐｒｏｄｕｃｔｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犈犮狅ＲⅠ；３．Ｐｒｏｄｕｃｔｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犅犪犿ＨⅠ

＋犈犮狅ＲⅠ；４．ｐＥＧＦＰＮ１Ｐｒｏｘ１
图６　狆犈犌犉犘犖１犘狉狅狓１重组质粒酶切鉴定图谱

犉犻犵．６　犚犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀犲狀狕狔犿犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊

犿犻犱狆犈犌犉犘犖１犘狉狅狓１

Ａ．ｐＥＧＦＰＮ１Ｐｒｏｘ１载体转染猪肾细胞ＰＫ１５；Ｂ．ｐＥＧＦＰＮ１空载体转染猪肾细胞ＰＫ１５；Ｃ．正常光照下猪肾细

胞ＰＫ１５

Ａ．ＰＫ１５ｃｅｌｌｓｂｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｎｇｐＥＧＦＰＮ１Ｐｒｏｘ１；Ｂ．ＰＫ１５ｃｅｌｌｓｂｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｎｇｐＥＧＦＰＮ１；Ｃ．ＰＫ１５ｃｅｌｌｓ
图７　转染狆犈犌犉犘犖１犘狉狅狓１和狆犈犌犉犘犖１猪肾细胞犘犓１５　２００×

犉犻犵．７　犘犓１５犮犲犾犾狊犫狔狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狀犵狆犈犌犉犘犖１犘狉狅狓１犪狀犱狆犈犌犉犘犖１，狉犲狊狆犲犮狋犻狏犲犾狔　２００×

３　讨　论

１９９６年Ｒ．Ｄ．Ｚｉｎｏｖｉｅｖａ等首次报道了关于人

犘狉狅狓１基因的结构与定位，人犘狉狅狓１的基因长度大

约４０ｋｂ，至少含有５个外显子和４个内含子，编码

分子质量为８３ｋｕ的 Ｐｒｏｘ１蛋白，定位于染色体

１ｑ３２．２１ｑ３２．３，人犘狉狅狓１基因的ＤＮＡ序列与鸡有

８９％的同源性，其编码蛋白与鸡有９４％的一致

性［１２］。Ｐｒｏｘ１作为核转录因子，通过不同的转录途

径控制着细胞的增殖和分化［１３］，不仅在哺乳动物中
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枢神经系统和淋巴管的发育中发挥着关键性的作

用，而且在胰腺组织的发生与发展中也尤为重要，

Ｊ．Ｗａｎｇ等
［１４］研究发现，作为胰腺组织发生的重要

转录因子———犘狉狅狓１的缺失，将严重影响胰腺被膜

的形态发生，阻碍胰腺的生长和引起外分泌部细胞

的异常增加，因此，犘狉狅狓１可能与为使胰腺在组织发

育中有充足的岛细胞而阻止多功能胰腺前体细胞分

化为外分泌部细胞有关。在对胰腺特异缺失犘狉狅狓１

的老鼠的研究中表明，胰腺发育的早期，犘狉狅狓１控制

着腺泡细胞的膨出，在胚胎发育的晚期，犘狉狅狓１对胰

腺导管细胞的增殖和形态发生起调控作用［１５］。而

犘狉狅狓１与核受体基因犳犳犾犪在红肌肌原纤维集结中

有互补作用，推测犘狉狅狓１在肌肉的形态发生中也有

非常重要的作用［１６］。本研究根据同源序列法，利用

基因序列在各个物种间高度保守的特点，以现有的

人、小鼠等物种的基因数据为参照，成功的克隆了猪

犘狉狅狓１基因第２内含子３′端序列，该序列的长度是

１０５８ｂｐ，并以此作为定位ＰＣＲ扩增的靶序列，设

计定位引物，ＰＣＲ扩增完毕后提交结果，成功定位

了猪犘狉狅狓１基因，即猪第９号染色体长臂的２６区，

与ＳＷ１６５１标记的ＬＯＤ值为７．９。而且这些染色

体区域所在的连锁群和人同源基因定位的１ｑ３２所

在的连锁群分别有对应关系，表明了此基因在进化

上的保守性。

由于绿色荧光蛋白基因可以产生绿色荧光并在

异源组织中表达，检测时不需要任何底物和辅助因

子参与，不影响宿主细胞，因而可以鉴定、跟踪、分选

表达ＧＦＰ的活细胞
［１７］。通过构建带有绿色荧光蛋

白的真核表达系统来分析犘狉狅狓１基因的亚细胞定

位可能为其功能研究提供重要的线索。为了探索

犘狉狅狓１基因在细胞中的定位及表达情况，本试验以

猪肾细胞ＰＫ１５为宿主细胞，转染带有荧光标记的

重组质粒，初步研究犘狉狅狓１基因在细胞中的定位，

荧光倒置显微镜下发现融合蛋白在细胞核表达，这

与在小鼠［１８］、人［１９］中的亚细胞定位相同，而且猪和

小鼠犘狉狅狓１基因序列的同源性也较高，这是否预示

着Ｐｒｏｘ１在猪体内的功能与小鼠体内相似还需要做

进一步的研究。

４　结　论

本研究采用ＲＴＰＣＲ方法克隆了猪犘狉狅狓１基

因的ＣＤＳ区并获得了登录号（ＥＦ４８６３２４），成功克

隆该基因第二内含子的３′端部分序列，并将犘狉狅狓１

基因染色体定位于猪第９号染色体长臂的２６区；通

过构建融合绿色荧光超表达载体并实行了体外表

达，初步将猪犘狉狅狓１基因定位于猪肾细胞ＰＫ１５的

细胞核，为进一步研究其细胞内的作用机制和生物

学功能奠定了基础。
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