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要!旨在研究山羊卵巢维持基因
<JT90

启动子活性以及探究该基因的调控机理&从
4EXY

数据库调取

<JT90

基因启动子序列!用生物信息学软件对其核心启动子和转录因子进行预测分析&使用
PE3

技术克隆

<JT90

基因启动子序列!并构建一系列缺失载体!瞬时转染
0/*<

和
5*:1

细胞!利用双荧光素酶基因检测仪测定

相对荧光素酶活性值&结果表明!该基因启动子区域存在两个典型的
E

C

N

岛!分别位于"

a/0&

%

u1%

"

/:0L

C

##和

"

u%01

%

u111

"

)*&L

C

##区域(经
I

;

)

.

和
.()"

*

双酶切鉴定表明!重组载体质粒构建正确(在细胞中插入不同

长度的
<JT90

基因启动子片段!随着启动子
1[

端截短!荧光素酶转录活性先升高再逐渐降低&"
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域存在转录活性!"
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#区段包含了转录的基本元件("
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#区域在转录过程中对
<JT90

基因起

负调控作用!"
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#区域为正调控区域&
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转录因子家族!在体细胞中广泛表达&该基因在人

类'鼠和山羊等物种中高度保守!人同源序列缺失则

导致眼裂狭小综合症"

XP?9

#

*

%

+

!突变后
<JT90

生

物学结构与功能的改变!可能是小睑裂综合征的致

病原因*
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+

&

<JT90

被认为在性别分化中起到重要

作用*

*!1

+

!是雌性的性别决定基因*

.!:

+

!对卵巢发育调

控起关键作用*

(!%%

+

!在小鼠和山羊的早期卵巢分化

中!均发现了
<JT90

基因的表达*

%0

+

!其功能缺失

会导致性别反转*

%*!%)

+

&

<JT90

基因从正常山羊胚

胎发育的初期开始表达!并且
*."

C

6

表达呈上升趋

势!成年后表达消失*
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+

&山羊
<JT90

基因受无角

间性综合症"
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PY9

#区域调

控表达!并与山羊间性形成具有紧密联系*

%.

+

&山羊

<JT90

基因上游长度为
%&11L

C

的启动子区域曾

被作为
PY9

区域调控重要元件被首度克隆!并插入

到荧光素酶
_I6

报告基因载体!细胞转染试验验证

了该启动子活性*

%:

+

&据报道
<JT90

基因启动子

为典型的
NE!7$6A

启动子!并且包含
9

C

%

结合位

点*

%:

+

&通常来说!这种类型的启动子应该含有多个

转录起始位点!且转录起始元件分布在
%&&L

C

范围

内*

%(

+

&除受启动子元件的转录调控外!山羊基因接

受位于
%

R

0*

无角综合症"

PY9

#区域的调控&到目前

为止!虽然已验证了山羊
<JT90

基因的启动子区

域!但对于山羊
<JT90

基因的转录调控的正负调

控区域尚不明确&

本试验克隆了山羊
<JT90

基因启动子序列!

并通过生物信息学分析构建了启动子系列缺失报告

基因载体!分析并探讨该基因的转录活性区域!为进

一步研究
<JT90

基因表达调控奠定基础&
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材料与方法
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样品及试剂

健康'体况良好的唐山奶山羊血液样品"正常

.)

个!间性
*)

个#(

MF1

%

菌种和绿色荧光蛋白质粒

由实验室保存(

C

ZM

1

%/!<

载体为宝生物工程有限

公司产品(

C

N_*!X@,$6

'

C

N_*!E#-87#>

和
P3_!<;

载体均由北京原平皓生物技术有限公司赠送&

<7@-,98@78A$
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M45 P#>
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和
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M45

连接酶为全式金"北京#生物技术有限公司产

品(限制性内切酶
I

;

)

.

和
.()"

*

购自
<A=72#

公司(质粒
M45

小量提取试剂盒和琼脂糖凝胶回

收试剂盒为上海生工生物工程有限公司产品(双荧

光素酶
_I6

报告基因检测试剂盒为北京原平皓生

物技术有限公司产品(脂质体转染试剂
_$

C

#!

Q=68@2$-=0&&&

为
Y-U$87#

D
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公司产品(

%.)&

固体

培养基'

&'01o

胰蛋白酶和小牛血清购自
NYXE\

公司&

#C!
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启动子序列分析

利用
4EXY

数据库调取山羊
<JT90

基因启动

子序列"

5O%%0:01'0

#!使用软件
P7$2=71'&

设计

引物扩增该区域序列并送至测序公司测序&利用在

线
Z=8A

C

7$2=7

程序对山羊
<JT90

基因启动子序

列进行
E

C

N

岛预测"

A88

C

$%%

SSS'I7#

D

=-='#7

D

%

2=8A

C

7$2=7

%#(使用在线程序
4=I7@>4=8S#7TP7#!

2#8=7P7="$68$#-

"
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7#,6@-

%#进行核心启动子预

测及转录因子分析*
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#CF

!

引物设计及载体构建

根据生物信息学分析结果!以
<JT90

基因

a%&&&

!

u*1&

区域"

5O%%0:01'0

#为模板!对其

1[

端进行不同长度的缺失!并命名为
P%

"

a/*)

%
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P0

"

a)1.
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P*
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a%/0
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#'

P)

"

a%&)

%

u*0)

#和
P1

"

a*0

%

u*0)

#"图
%

#!引物序列

设计了
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和
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*

两种酶切位点"表
%

#&

PE3

扩增
1

个启动子缺失片段并切胶纯化回收!连

接到
C

ZM

1

%/!<

载体!利用引物两端酶切位点!再

将目的片段从克隆载体上切割下来!并连接到表达

载体
C

N_*!X@,$6

上&酶切鉴定筛选的阳性克隆送

至测序公司测序&

#C%

!

山羊
$%&!!

基因启动子转录活性的检测

0/*<

和
5*:1

细胞均使用添加
%&o

小牛血清的

%.)&

培养基培养&转染前
%"

以
%'1c%&

1 个0孔a%

的密度接种于
0)

孔培养板过夜培养!用于转染&

0/*<

和
5*:1

细胞脂质体与质粒总量比分别为
%p

&'1

和
%p&'01

&设计阳性对照组为
C

N_*!

C

7#2#8=7

质粒与
C

3_!<;

质粒共转染!阴性对照组为
C

N_*!

X@,$6

质 粒与
C

3_!<;

质 粒 共 转 染!试 验 组 为

C

N_*!X@,$6

%

PV

质粒与
C

3_!<;

质粒共转染!具体

转染与双荧光素酶检测荧光值步骤参照荧光素酶检

测试剂盒操作说明进行&试验重复
*

次!每次
*

个

平行&

#C$

!

数据处理

将所测得萤火虫荧光素酶蛋白表达量检测值
^

除以内参海参荧光素酶蛋白表达量检测值
3

!所得

)1%0
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启动子活性及调控区域分析

即为萤火虫荧光素表达量的相对值
^

%

3

!再除以阴

性对照
C

N_*!X@,$6

的相对荧光素酶检测的背景值!

以消除不同转染批次的系统误差&试验数据使用

9P99%:'&

进行统计学分析&

图
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!

山羊
$%&!!

基因启动子不同长度片段扩增示意图
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!

山羊
$%&!!

基因启动子扩增引物
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引物
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序列"
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#
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R
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产物长度%
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!

结
!

果

!C#

!

$%&!!

基因启动子全长片段的获得

以正常唐山奶山羊基因组为模板!进行
PE3

扩

增测序后!克隆得到的目的片段与
4EXY

提交的山

羊
<JT90

基因序列"

5O%%0:01'0

#相似性为
//o

"图
0

#!说明扩增片段来源正确!可用于后续试验&

!C!

!

$%&!!

基因启动子生物信息学分析

将测序得到的
<JT90B-!

序列
0%)/L

C

"

a%1*:

%

u.%0

#提交到
Z=8A

C

7$2=7

程序进行预测

分析"图
*

#&该区段存在两个典型的大小分别为

/:0

和
)*&L

C

的
E

C

N

岛!分别位于
.%.

!

%1((L

C

"

a/0&

'

u1%

#区段和
%..0

!

0&/0L

C

"

u%01

'

u111

#区段&因此可以确定!

<JT90

基因启动区

域通过
E

C

N

岛招募重要转录因子发挥启动转录作

用!而高甲基化状态的
E

C

N

岛反过来影响其对转录

因子的招募!从而降低下游基因转录活性!即影响基

因表达&

44PP

启动子程序的预测结果显示了
*

个阈值

超过
&'(1

的候选核心启动子区段!分别为
a/:(

!

a/0/L

C

'

u01:

!

u*&:L

C

'

u0/)

!

u)))L

C

!预

测得分分别为
&'(1

'

&'(.

和
&'(.

"表
0

#&

图
!
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$%&!!

基因在
+QUS

中的比对结果
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1

232

11%0
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图
F

!

$%&!!

基因
Q

?

T

岛预测结果

;)

1

CF

!

*2-L>408

?

/29)74)3

1

80/Q

?

T)->63908$%&!!

1

232

表
!

!

+2L/6>+24:0/V./0(042/./29)74)03

启动子预测结果

G6@>2!

!

G52

?

/0(042/

?

/29)74)03/2-L>4@

B

32L/6>324:0/V

?

/0(042/

?

/29)74)03

起始位置

98@78$-

DC

#,$8$#-

终止位置

?-"

C

#,$8$#-

得分

96#7=

启动子序列

P7#2#8=7,=

R

I=-6=

1.&

"

a/:(

#

.%&

"

a/0/

#

&'(1 <<5EEEE5<555<5<555<E<E5E5<E<<5<5<E<N<NE5<5EE<N<<<E

%:/)

"

u01:

#

%())

"

u*&:

#

&'(. ENNENEE5NENN5555N5NE5NNN5E<NEEENNEENENNENENEENNE<<

%/*%

"

u0/)

#

%/(%

"

u)))

#

&'(. NNENEENNENEENEEE5NEEENNNE55NNNENNENNENNENN<NENNNNN

!!

使用
P7#2#8=796@-

程序预测
<JT90B-!

启

动子结合位点!结果显示!

u)*

!

u0/*L

C

区段的

启动子分值最高达到了
.%':%

"预测阈值为
1*'&

#!

并且在此区域预测出
9

C

%

'

?53_O!9?e%

'

<!5

D

'

5P!0

'

GE?'0

'

;3\H0)

'

?N3!%

'

GE?'%

'

Z<!Y'.

和
NÊ

转录因子!其中
9

C

%

和
5P!0

出现频数最

高!分别为
:

和
)

次&

a0:.

!

a10.L

C

区段预测分

值为
1)m&.

!也超出了阈值
1*m&

分&此段区域中包

括了
NÊ

'

GE?'0

'

5P!0

'

9

C

%

'

<!5

D

'

F)<̂ %

'

KÈ

'

?53_O!9?e%

'

PÎ

和
9Ŷ

转录因子!其中
9

C

%

出

现
.

次!

5P!0

出现
1

次"表
*

#&这些转录因子分布

集中的区域!预示着对
<JT90

基因表达起着重要

调控作用!

u)*

!

u0/*L

C

区域可能为
<JT90

基

因核心启动子区&

!CF

!

缺失启动子基因载体的构建

依据上述生物信息学分析结果!选取
a/*)

%

u*0)

区间作为最长克隆片段!其他片段分别为对其

1[

端进行不同长度的缺失!构建命名如下质粒$

C

N_*!X@,$6

%

P%

"

a/*)

%

u*0)

#'

C

N_*!X@,$6

%

P0

"

a)1.

%

u*0)

#'

C

N_*!X@,$6

%

P*

"

a%/0

%

u*0)

#'

C

N_*!X@,$6

%

P)

"

a%&)

%

u*0)

#和
C

N_*!X@,$6

%

P1

"

a*0

%

u*0)

#&最长片段
C

N_*!X@,$6

%

P%

覆盖了两

个
E

C

N

岛和所有转录因子富集区域(

C

N_*!X@,$6

%

P0

为第一个
E

C

N

岛部分缺失片段!但包含
P7#2#8!

=796@-

程序预测的两个核心启动子区域(

C

N_*!

X@,$6

%

P*

"

a%/0

%

u*0)

#缺失了
P7#2#8=796@-

程

序预测的一个核心启动子区域(

C

N_*!X@,$6

%

P)

"

a%&)

%

u*0)

#保留了转录起始位点前
%&&L

C

区

域(

C

N_*!X@,$6

%

P1

"

a*0

%

u*0)

#缺失了转录起始

位点前所有片段&

将构建完成的
_I6

报告基因载体使用限制性

内切酶
I

;

)Y

和
.()"YYY

进行双酶切鉴定!如图
)

所示!所有正常长度的目的基因片段均被切割下来!

因此所构建的重组载体质粒含有所克隆目的片段&

!C%

!

细胞转染及活性分析

使用
_I6

报告基因载体瞬时转染
0/*<

和

5*:1

细胞!转染
)(A

后裂解并收获细胞!细胞裂解

液用于测定双荧光素酶活性并且计算
_I6

报告基因

.1%0
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表
F

!

./0(042/D763

预测启动子结果

G6@>2F

!

./0(042/

?

/29)74)03@

B

./0(042/D763

转录因子

<7@-,67$

C

8$#-

Q@68#7

正%反义链

9=-,=

%

5-8$,=-,=

,87@-"

位置%
L

C

P#,$8$#-

权重

]=$

D

A8

转录因子

<7@-,67$

C

8$#-

Q@68#7

正%反义链

9=-,=

%

5-8$,=-,=

,87@-"

位置%
L

C

P#,$8$#-

权重

]=$

D

A8

9

C

% u )* *'&%* NÊ u a0:. 0'0()

9

C

% a )( *'&.% GE?'0 a a*%1 %'0:(

?53_O!9?e% a 1& 1':/1 5P!0 a a**) %'%&(

9

C

% a 1& .'(%/ 9

C

% a a*1& *'0/0

<!5

D

u 10 %'&(. 5P!0 a a*1& %'*11

5P!0 u /& %'*11 9

C

% u a*11 *'*.%

5P!0 u /0 %'%&( GE?'0 u a*.% %'0%.

9

C

% u %%( 0':11 NÊ u a*.) 0'0()

9

C

% a %0* 0'::0 <!5

D

a a):& %'&(.

GE?'0 u %0) %'0:( F)<̂ % a a)/0 %'.:/

GE?'0 a %0: %'0%. KÈ a a)/) %')0:

5P!0 a %*( %'&/% 5P!0 u a)/1 %'&/%

5P!0 a %)& %'.:0 5P!0 u a)/1 %'&.)

;3\H0) u %(* 0'%1% 5P!0 u a)/: %'.:0

9

C

% u %(: *'&%* 9

C

% a a)/( .'..%

?N3!% a %/% 0'0/) 9

C

% a a)/( %&'.(%

9

C

% a %/0 *'&.% 9

C

% a a)// *'&%*

GE?'0 u 00* %'0:( 9

C

% u a1&) *'&.%

GE?'0 a 00. %'0%. ?53_O!9?e% u a1&. 1':/1

GE?'% a 0*. %':&& GE?'0 a a1%. %'0:(

Z<!Y'. u 0)& ('.&. PÎ a a10. %'&(0

NÊ u 01. 0'*.% 9Ŷ u a10. %'%.%

NÊ a 0.0 0'0()

P%

!

P1'_I6

报告基因载体双酶切产物(

Z'M45

相对分子质量标准
M_1&&&

P%!P1'_I67=

C

#78=7

D

=-=U=68#7"#IL>==-W

B

2=

C

7#"I68,

(

Z'M_1&&&M452@7T=7

图
%

!

重组质粒酶切检测结果

;)

1

C%

!

*2-L>408/270(@)3634

?

>6-()9@

B

9)

1

2-4)03

:1%0
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相对活性值&经过数据校正后!综合多次测定结果!

用
9P99%:'&

软件分析缺失启动子片段启动子活

性&试验结果表明!本试验所构建的各个缺失启动

子片段的载体与
C

N_*!X@,$6

空载体相比都具有明

显的启动活性"

:

&

&'&%

#&

由图
1

可以看出!

<JT90

基因启动子随
1[

端

截短!荧光素酶转录活性先升高再逐渐降低!并且在

0/*<

和
5*:1

细胞中的变化趋势几乎相同!说明试

验结果具有可信度&缺失启动子片段在两种细胞中

表达的共同特点是$

C

N_*!X@,$6

%

P1

区段的启动子

活性均为
1

个区段中活性最低的片段!但是这个缺

失片段在两种细胞中与阴性对照相比仍然具有启动

子活性!且统计学差异极显著"

:

&

&'&%

#(同时

C

N_*!X@,$6

%

P0

与
C

N_*!X@,$6

%

P%

片段相比!启动

子活性极显著升高"

:

&

&'&%

#!其余缺失片段与

C

N_*!X@,$6

%

P0

片段相比!启动子活性极显著降低

"

:

&

&'&%

#&结果表明!

C

N_*!X@,$6

%

P1

缺失片段具

备转 录 的 基 本 元 件(

C

N_*!X@,$6

%

P%

片 段 中 的

"

a/*)

%

a)1.

#区域在转录过程中可能起了负调控

的作用(

C

N_*!X@,$6

%

P0

片段中的"

a)1.

%

a%/0

#区

域为山羊
<JT90

基因正调控区域&在
5*:1

细胞

中各个缺失启动子片段荧光素酶的表达量均相应高

于
0/*<

细胞!因此与
0/*<

细胞相比!

5*:1

细胞的

内环境更适合于
<JT90

基因启动子的转录&

""

':

&

&'&%

图
$

!

$%&!!

启动子缺失片段在
!EFG

和
,F'$

细胞中的活性比较

;)

1

C$

!

Q0(

?

6/64)=2674)=)4

B

089)882/234

?

/0(042/-08$%&!!)3!EFG639,F'$72>>-

F

!

讨
!

论

本试验通过
1[35E?

从
%

个月的山羊卵巢中

成功克隆了
<JT90

基因启动子序列!并确定翻译

起始密码子&对所得序列进行生物信息学分析发

现!该基因启动子区域存在两个典型的大小分别为

/:0

和
)*&L

C

的
E

C

N

岛!分别位于"

a/0&

%

u1%

#区

段和"

u%01

%

u111

#区段&该启动子为典型的
NE!

7$6A

启动子!并且包含
9

C

%

结合位点!与
Z'P@--=8!

$=7

等人研究结果一致*

%:

+

&

<JT90

基因启动子是

通过
E

C

N

岛招募重要转录因子发挥启动转录作

用*

0&

+

&

E

C

N

岛通常存在于基因启动子区域!基因末

端常存在一些富含,

EN

-双核苷酸区域&

E

C

N

岛不

仅是基因的一种标志!可通过
E

C

N

岛甲基化来参与

基因表达调控和影响染色质结构*

0%

+

&

<JT90

基因

E

C

N

岛的范围几乎包含了转录起始位点上游
%&&&

L

C

和下游
1&&L

C

!暗示该区域存在较为广泛的调控

作用&

使用
P7#2#8=796@-

程序预测
<JT90B-!

启

动子结合位点!结果给出了
0

个候选核心启动子区

域!并且"

u)*

%

u0/*

#区段预测分值高于"

a0:.

%

a10.

#区段&其中两个区段中
9

C

%

和
5P!0

转录因

子出 现 频率最高!预示着 这两 种转 录 因 子 对

<JT90

基因表达起着重要调控作用&

u)*

!

u0/*

区域可能成为
<JT90

基因核心启动子区&

综合对核心启动子及转录因子预测结果!推测

出
*

个候选核心启动子区域分别是"

u)&

%

u*&&

#区

段'"

a1&&

%

a0&&

#区段和"

a/1&

%

a/&&

#区段&依

(1%0
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据
E

C

N

岛位置'核心启动子预测位置和转录因子预

测位置设计不同的启动子缺失片段!并连接至荧光

素酶
_I6

报告基因载体!所构建的
_I6

报告基因载

体分别为
C

N_*!X@,$6

%

P%

"

a/*)

%

u*0)

#'

C

N_*!

X@,$6

%

P0

"

a)1.

%

u*0)

#'

C

N_*!X@,$6

%

P*

"

a%/0

%

u*0)

#'

C

N_*!X@,$6

%

P)

"

a%&)

%

u*0)

#和
C

N_*!

X@,$6

%

P1

"

a*0

%

u*0)

#!利用绿色荧光蛋白报告基

因载体分别瞬时转染
0/*<

和
5*:1

细胞!发现所构

建的缺失启动子片段均具备启动子活性!该结论与

E

C

N

岛存在范围相一致&其中在细胞中插入

<JT90

基因不同长度的启动子片段!荧光素酶的

转录活性有显著差异$随着
1[

端的截短!荧光素酶

的转录活性先升高再逐渐降低&

C

N_*!X@,$6

%

P0

片

段与其他片段相比!启动子活性极显著升高!说明

C

N_*!X@,$6

%

P0

片段中的"

a)1.

%

a%/0

#区域为山

羊
<JT90

基因正调控区域(

C

N_*!X@,$6

%

P1

区段

的启动子活性为
1

个区段中活性最低的片段!说明

缺失了转录起始位点前所有片段的
C

N_*!X@,$6

%

P1

片段为仍具备转录活性的基本元件!并且该结果与

P7#2#8=796@-

程序的预测结果相一致&"

a/*)

%

a)1.

#区域的缺失使启动子转录活性显著上升!在

转录过程中起了负调控的作用!"

a)1.

%

a%/0

#区域

的缺失使启动子活性显著下降!可知该区域为

<JT90

基因正调控区域*

00

+

&

本研究克隆了山羊
<JT90

基因的启动子片

段!并通过生物信息学分析构建了启动子缺失报告

基因载体!通过瞬时转染
0/*<

和
5*:1

细胞的体外

尝试分析并探讨了该基因的转录活性区域!为进一

步研究
<JT90

基因表达调控奠定基础&有关

<JT90

基因启动子的活性功能验证还有待于在更

多种类细胞中进行试验&

%

!

结
!

论

山羊
<JT90

基因"

a/*)

%

u*0)

#区域存在转

录活性!"

a/*)

%

a)1.

#区域缺失使启动子转录活性

显著上升!在转录过程中起负调控作用!"

a)1.

%

a%/0

#区域缺失使启动子活性显著下降!为
<JT90

基因正调控区域&
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