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基因转录调控机制!本研究利用启动子在线预测软件分析了该基因启动子区序列特

征!根据
O-,59;Q

数据库已公布的猪
LSS%

基因的
Rl

侧翼区序列!设计特异性
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引物进行扩增(测序!进而构建

启动子区不同缺失片段的
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双荧光素酶表达载体!分别转染
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细胞和
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酶报告基因检测'结果显示!

LSS%

基因启动子中含有
%

个
WIWI!;#6

(多种转录因子和
%

个
N

?

B

岛&

LSS%

基

因启动子对
0*/W

细胞具有偏好性!其中
?

n%.1/

%

G0/0;

?

启动子片段活性最高!且显著高于其他缺失片段"

D

(

&'&%

#'

n/R*

"

n%.1/;

?

为核心启动子区域!

nR(.

"

n/R*;

?

区域可能存在负调控元件!在
n/R*

"

n%.1/;

?

区域可能存在正调控元件'本试验通过对
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基因进行生物信息学分析并结合不同长度启动子片段双报告基

因活性检测!证实了
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基因的
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侧翼区序列具有启动子转录活性!并初步确定了该基因的启动子区域!找到

了启动子的核心区域和主要调控区域!为进一步研究
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基因转录调控机制奠定基础'
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蛋白为分泌型糖蛋白)
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!DP75-$-

经典信号通路中的拮抗

因子之一!能够与细胞膜表面受体
U3̂ R

%

.

"低密度

脂蛋白受体相关蛋白
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#相互作用!从而在
M-7

信

号转导通路中起抑制作用)
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&另外!当有
K8595-

存

在时!还可形成内吞小体即
LKK%!U3̂!K8595-

三

元复合物!使膜表面
Û 3.

消除!从而阻断经典的

M-7

信号转导通路)
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*研究发

现!
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基因能够通过抑制
M-7

信号对早期心肌

细胞增殖起重要的调节作用&该信号转导通路还参

与其他多种重要的生物过程)
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!当被异常激活时!可

致使细胞异常增殖与分化!从而引起肿瘤的发生)
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作为
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信号抑制剂的
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基因参与骨形成(

骨代谢)
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!在骨髓间充质干细胞(成骨(成脂分化的

分子调节机制的研究中发现该基因的高表达有助于

促进骨髓间充质干细胞成脂分化!抑制其成骨分

化)
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&同时!
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基因也参与胚胎发育(干细胞

分化)
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(心血管疾病)

%0

*

(细胞凋亡)
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*等多个过程'
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*对猪
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基因进行了染色体

定位!以及与胴体性状进行了关联分析!不仅发现该

基因在猪的脾和淋巴组织中高表达!而且发现肌肉

组织的生成与
M-7
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信号通路的活性密切

相关'
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*研究发现!经典的
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信号

通路在脂肪形成和肌细胞生成过程中发挥着重要作

用!
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*的研究表明!
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信号通路也是毛

囊(毛发生成所必须的信号通路!而且皮肤毛囊的密

度主要受
M-7

和
LKK

两个因子调控!

M-7

信号若

使皮肤中
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异位表达则会致使毛囊发育受阻'
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*采用过表达
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基因制备的转基因

小鼠发现皮肤毛囊密度显著降低&而刘薇借助于转

基因核移植方法!通过建立
LSS%

转基因克隆小型

猪!以实现皮肤特异性过表达
LSS%

转基因无毛小

型猪)
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'由此可知!
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基因参与毛囊(毛发生成

的功能与该基因的表达量密切相关!然而目前关于

LSS%

基因相应的表达调控机制尚不清楚'

由于基因表达量的高低受多个水平的调控!其

中转录水平的调控在基因表达中起着重要作用'为

探索
LSS%

基因的转录调控机制!了解猪
LSS%

基因启动子的结构与活性!本研究通过对该基因的
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侧翼区序列进行特征分析(克隆!构建一系列缺失

片段的
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定
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基因的
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侧翼区序列的转录活性!并初步

确定该基因的启动子区域!以及启动子的核心区域

和主要调控区域!探索其可能的调控作用!为深入揭

示
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基因的转录调控机制奠定基础'
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S

T5-D5

退火温度%
m

I--5PQ$-

:

759

?

58P7T85

片段长度%
;

?

\8P

:

95-7,,$_5

?

BU*n0&%.

%

G0/0 \

$

BBBBWINNWBNIIBWBIWIBWIWBBNINN .) 0*0/

?

BU*n%.1/

%

G0/0 \

$

BBBBWINNIWWIWNIBNIIBNNIBIBBI .R %//%

?

BU*n/R*

%

G0/0 \

$

BBBBWINNBBIWNIIINIWIBBNBWWNW .R %0.R

?

BU*nR(.

%

G0/0 \

$

BBBBWINNWNWWNNWWNWWINNNWNBWW .) (/(

?

BU*n0%R

%

G0/0 \

$

BBBBWINNNNIIIWINNNIIIBWWNNWN .R R01

?

BU*G0/0 3

$

NNNIIBNWWBBIIWWBINBIBIINNBIBW

下划线字母
BBWINN

和
IIBNWW

分别表示限制性内切酶
S

@

)

'

和
I()"

%

的酶切位点

WE5Q57758,T-"58Q$-5"P8585,78$D7$#-5-_

>

95"$

:

5,7$#-,$75,#CS

@

)

'

P-"I()"

%

$

BBWINNP-"IIBNWW

!!

大白猪耳组织
LJI

提取参照基因组提取试剂

盒说明书进行'采用
N̂3

方法以基因组
LJI

为模

板!扩增猪
LSS%

基因启动子区长片段!

N̂3

反应体

系为$

%&k;TCC580'R

&

U

!

0'R99#Q

/

U

n%

"JŴ,0'&

&

U

!

n̂0&%.

%

G0/0

上(下游引物"

%&

?

9#Q

/

&

U

n%

#各

%'&

&

U

!模板
LJI%'&

&

U

!

W8P-,WP

S

!WLJI

聚合酶

"

Re

/

&

U

n%

#

&'1

&

U

!加
""@

0

<

至
0R'&

&

U

'

N̂3

反

应条件$

/)m

预变性
R9$-

&

/)m

变性
*&,

!退火温度

"表
%

#退火
*&,

!

10m

延伸
09$-

!

*)

个循环&

10m

延

伸
%&9$-

'

N̂3

产物纯化后经
%'&]

的琼脂糖凝胶

电泳检测!送华大科技公司进行测序'采用巢氏

N̂3

方法!以扩增出的猪
LSS%

基因启动子区长

片段为模板!扩增其他不同长度的片段!

N̂3

各反

应体系同上(反应条件见表
%

'

N̂3

产物经琼脂糖

凝胶电泳检测!纯化后直接测序'

%'0'*

!?

BU*!LKK%

启动子不同长度片段重组载

体的构建
! !

利用
N̂3

产物纯化试剂盒对带

S

@

)

'

和
I()"

%

内切酶位点的
N̂3

产物进行纯

化!利用限制性内切酶
S

@

)

'

和
I()"

%

对
?

BU*!

cP,$D

质粒进行双酶切后与
N̂3

产物进行连接(转

化(菌液
N̂3

鉴定(质粒
LJI

提取!并对质粒

LJI

进行酶切鉴定后!分别命名$

?

BU*n0&%.

%

G

0/0

!

?

BU*n%.1/

%

G0/0

!

?

BU*n/R*

%

G0/0

!

?

BU*

nR(.

%

G0/0

!

?

BU*n0%R

%

G0/0

!送华大科技公司

0R%%
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.

期 胡慧艳等$猪
LSS%

基因启动子区的克隆及其活性分析

进行测序'

%'0')

!

细胞培养及转染
!!

细胞在含
%&]

胎牛血

清的
LAOA

培养液中培养!并置于
*1 m

含
R]

N<

0

的培养箱中培养'在转染前
%"

!将生长状态良

好的细胞接种于
0)

孔板!每孔约
%k%&

R 个细胞!培

养过夜!采用
U$

?

#C5D7P9$-5

WA

0&&&

转染细胞!具体

步骤参照产品说明书进行'

%'0'R

!

荧光素酶报告基因检测
!!

将含不同长度

启动子片段的
?

BU*!LKK%

质粒分别转染
0/*W

细

胞及
@5QP

细胞!每个样品均设
*

个重复'细胞培养

过夜后换液!并继续培养
*.E

!裂解细胞!使用双荧

光素酶报告基因检测试剂盒!利用化学发光仪"

8̂#!

95

:

P

#测定荧光素酶活性'

%'0'.

!

数据分析
!!

对各组试验重复数据计算平

均值及标准差!采用单因素方差分析检验不同片段

酶活性的差异性!

LT-DP-

,

,

检验法进行多重比较'

数据采用
2̂ 22%/'&

统计软件进行分析'

!

!

结
!

果

!D#

!

0BB#

基因启动子生物信息学分析

利用启动子分析软件对猪
LSS%

基因启动子

序列特征信号进行了分析!发现该序列具有真核生

物启动子典型的
WIWI!;#6

!其中在
n%.*(

"

n%.0(;

?

"

BWIWIIIWIBI

#处存在
WIWI!

;#6

特征序列&转录起始位点"

W22

#位于
n%.&(;

?

处!两者间隔
*&

个碱基!相距较近'此外在该启动

子区域还发现可能存在的主要转录因子$

NW\

%

J\!

%

(

W\VVL

(

<D7!0

(

V

:

!D"

(

@J\%

(

Î !%

(

Î !0

(

2

?

%

(

W!

I

:

(

aNb!85

?

5P75"!,5

S

T5-D5

(

OI3U4!2OF%

(

NIN!ĉ

等!而且转录因子
W\VVL

和
2

?

%

分布较集中'利用

A57Ê8$958

软件预测发现该基因的
n0/

"

G1R;

?

处存在一个
%&);

?

的
N

?

B

岛"图
%

#'

图
#

!

R

4

;

岛预测结果

C8

2

D#

!

R

4

;8+9,35

4

-*58.7*5?

A

<*7/

4

-8=*-+1:7B,-*

!D!

!

0BB#

基因启动子不同长度片段扩增

通过
N̂3

扩增出猪
LSS%

基因启动子
Rl

端
R

个不同长度片段!

N̂3

产物分别经
%]

琼脂糖凝胶

电泳检测!其结果与预期片段大小一致"图
0

#'

!DK

!

0BB#

基因重组载体的构建

利用
W8P-,WP

S

!WLJI

聚合酶!分别以各个

重组质粒为模板!与相对应表
%

中引物分别进行

N̂3

扩增!经
%'&]

琼脂糖凝胶电泳检测!结果均与

各预期片段大小一致"图
*I

#'经双酶切鉴定!结果

显示各重组质粒均产生
?

BU*!cP,$D

载体片段

"

)(%(;

?

#及各自相应的片段"图
*c

#'经测序(序列

比对确定为目的片段!因而!猪
LSS%

基因启动子缺

失片段的荧光素酶报告基因载体构建成功'

A'LA0&&& Q̂T,LJI 9P8̀58

&

%!R' N̂3

?

8#"TD7,T,$-

:

?

8$958,#C

?

BU*n0&%.

%

G0/0

!

?

BU*n%.1/

%

G0/0

!

?

BU*

n/R*

%

G0/0

!

?

BU*nR(.

%

G0/0P-"

?

BU*n0%R

%

G0/0

图
!

!

0BB#

基因不同引物扩增结果

C8

2

D!

!

0-156.7+,=

4

98:8*5?

A

58::*-*37

4

-8=*-+1:0BB#

2

*3*

*R%%
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A'LJI

相对分子质量标准&

%

"

R'

?

BU*n0&%.

%

G0/0

(

?

BU*n%.1/

%

G0/0

(

?

BU*n/R*

%

G0/0

(

?

BU*nR(.

%

G0/0

(

?

BU*n0%R

%

G0/0 N̂3

鉴定结果"

I

#及酶切鉴定结果"

c

#

A'LA0&&& Q̂T,LJI9P8̀58

&

%!R'̂8#"TD7,#C N̂3

"

I

#

P-"85,78$D7$#-5-_

>

95"$

:

5,7$#-

"

c

#

#C7E5

?

QP,9$"

?

BU*

n0&%.

%

G0/0

!

?

BU*n%.1/

%

G0/0

!

?

BU*n/R*

%

G0/0

!

?

BU*nR(.

%

G0/0

!

?

BU*n0%R

%

G0/0

图
K

!

重组质粒
0R)

及酶切鉴定

C8

2

DK

!

E5*378:8.,78131:-*.1=?83,37

4

9,+=85?

A

0R),3558

2

*+7813

!D%

!

猪
0BB#

基因启动子不同片段活性分析

由上述所构建的
R

个质粒和
?

BU*!cP,$D

质粒

分别与
?

3U!WK

共转染
0/*W

细胞和
@5QP

细胞!其

中
?

BU*!cP,$D

质粒作为阴性对照!利用双荧光素酶

报告基因检测试剂盒测定各个质粒萤火虫荧光素酶

和内对照海肾荧光素酶活性!由图
)

可知!猪

LSS%

基因启动子不同长度片段荧光素酶的转录

活性在两种细胞中的变化趋势几乎相同!但各个递

减片段在两种细胞中所对应的启动子活性存在较大

差异!在
0/*W

细胞中的启动子活性远远高于在

@5QP

细胞中的活性!说明
LSS%

基因启动子对

0/*W

细胞具有偏好性'

猪
LSS%

基因启动子不同片段在
0/*W

细胞

中具有不同的启动子活性!利用双荧光素酶检测试

剂盒分析的启动子活性由强到弱依次为
?

BU*

n%.1/

%

G0/0;

?

(

?

BU*n0&%.

%

G0/0;

?

(

?

BU*

n0%R

%

G0/0 ;

?

(

?

BU*nR(.

%

G0/0 ;

?

(

?

BU*

n/R*

%

G0/0 ;

?

(

?

BU*!cP,$D

"图
R

#!除
R01

和

(/(;

?

的启动子活性不存在显著差异外 "

D

%

&'&R

#!其他片段间均呈极显著差异"

D

(

&'&%

#!因

而推测在
RleW3

的上游区域可能存在一些重要调控

元件!其中
nR(.

"

n/R*;

?

(

n%.1/

"

n0&%.;

?

区

域可能存在负调控元件!

n/R*

"

n%.1/;

?

区域可能

存在正调控元件'

图
%

!

猪
0BB#

基因
Ld

调控区不同片段在
!(KN

和
M*9,

细胞中的启动活性比较

C8

2

D%

!

>.78F87

A

.1=

4

,-8+131:58::*-*37

4

-1=17*--*

2

813+1:0BB#83!(KN,35M*9,.*99+

)R%%
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期 胡慧艳等$猪
LSS%

基因启动子区的克隆及其活性分析

相同字母表示差异不显著"

D

%

&'&R

#&不同大写字母表示差异极显著"

D

(

&'&%

#

WE5,P95Q57758,$-"$DP75-#,$

:

-$C$DP-7"$CC585-D5

"

D

%

&'&R

#&

WE5"$CC585-7DP

?

$7PQQ57758,T

?

58,D8$

?

7,95P-,$

:

-$C$!

DP-7"$CC585-D5

"

D

(

&'&%

#

图
L

!

猪
0BB#

基因
Ld

调控区缺失片段在
!(KN

细胞中的启动子活性

C8

2

DL

!

>.78F87

A

,3,9

A

+8+1:7/*Ld:9,3S83

2

-*

2

8131:0BB#83!(KN.*99+

K

!

讨
!

论

真核生物的基因表达调控是一个极为复杂的过

程!涉及转录水平(加工水平(翻译水平及翻译后水

平的调控'由于转录水平的调控是基因表达的起始

步骤!它决定着基因是否能够被转录以及转录的效

率!同时也是顺式作用元件和众多反式作用因子之

间相互作用的结果!因而转录水平的调控是基因表

达过程中尤为重要的一步!对于真核基因转录水平

调控的研究最多的是关于启动子的研究)

%/

*

'

目前生物信息学分析和表达载体的构建是研究

启动子核心区域和调控区域的常用方法!万雷等)

0&

*

通过构建过表达重组腺病毒载体来研究
LSS%

基

因的功能'基因启动子的分析通常采用荧光素酶报

告系统!如通过构建
?

BU*

报告基因载体来检测目

的基因启动子活性!该方法是基于高度敏感的化学

发光或放射性来检测!不仅简便且灵敏度高)

0%

*

'本

研究首先通过生物信息学分析软件对启动子区序列

进行初步预测!再以不含启动子和增强子!而含有荧

光素酶基因的
?

BU*!cP,$D

为载体!根据预测结果进

一步构建
Rl

端不同缺失片段的启动子报告基因表

达载体!以表达海肾荧光酶的
3̂U!WK

为内参共转

染细胞!并采用双荧光素酶检测系统测定两种荧光

素酶基因的表达!进而对调控序列做出快速分析'

曹贵玲等采用同源克隆的方法获得了山羊

LSS%

基因!该基因包含
)

个外显子和
*

个内含

子!与其他哺乳动物有较高的同源性)

00

*

'

N'='U$T

等研究表明猪
LSS%

基因定位于染色体
%)

S

0Rn

0.

)

%)

*

!本试验通过生物信息学分析发现!

LSS%

基

因启动子序列中含真核生物启动子所具有的典型

WIWI!;#6

和多种转录因子!而且转录起始位点

"

W22

#位于
n%.&(;

?

处!与
WIWI!;#6

相距较

近!两者间隔
*&

个碱基&通过荧光素酶活性分析!初

步证明了
LSS%

基因启动子片段具有转录活性!并

且
n%.1/

%

G0/0;

?

的启动子活性最强!结合生物

信息学分析结果进一步确定
n/R*

"

n%.1/;

?

为

核心启动子区域'

根据荧光素酶活性检测结果发现!猪
LSS%

基

因在两种细胞中的启动子活性的强弱并不随着片段

长度的增加而增强!即最长的启动子片段并不具有

最高的活性!说明在
n0&%.

"

G0/0;

?

区域中既存

在着对该基因的转录起正调控的元件也存在着起负

调控作用的因子'通过生物信息学方法对主要的负

调控序列
n%.1/

"

n0&%.;

?

和
nR(.

"

n/R*;

?

进行分析!发现
n%.1/

"

n0&%.;

?

区域存在

NW\

%

J\!%

及多个
W\VVL

(

J\!%

转录因子结合位

点!

nR(.

"

n/R*;

?

区域主要含有
BIWI!%

(

<D7!%

(

2

?

%

(

@<=I)

等多个转录因子结合位点'对正调控

区域
n/R*

"

n%.1/;

?

进行分析!主要转录因子结

合位点有
Wĉ

(

Î !%

(

I3̂!%

(

<D7!%

(

2̂%

(

IW\

(

N

%

OĉPQ

?

(

BIWI!%

(

44%

(

N

%

Oĉ ;57P

(

J\!

)

c

(

AOc!%

(

N3O!ĉ%

'

转录因子不仅能够控制基因的表达!而且是调

节各种生理活动的关键环节!其中
2

?

%

作为基本转

录因子!其结合位点分布广泛'研究发现!

2

?

%

不仅

可以通过
N

末端的结构域与
W\VVL

相互作用!而且

多种转录因子如
Wĉ

(

44%

也可参与
2

?

%

的转录活

性调节)

0*

*

!

M'4'UT$

等)

0)

*研究结果显示!

2

?

%

能够

与人的
S17L%&

基因启动子区结合!进而调控该基

因的表达'此外!

2

?

%

对转录调控区的
BN

盒有很

RR%%
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强的亲和力!参与细胞的分化(增殖及凋亡过程)

0R

*

'

BIWI!%

属于锌指蛋白!可通过与启动子中"

I

%

W

#

BIWI

"

I

%

B

#模序结合后激活基因的转录!在细胞

分化和增殖中扮演重要角色)

0.

*

'存在于负调控区

域的转录因子结合位点中!

@<=I)

是同源异型基

因"

@<=

#家族中的成员之一!在动物胚胎期和胎儿

的皮肤及毛囊中广泛表达)

01

*

'目前关于
LSS%

转

基因获得的无毛小鼠是受人皮肤特异性的
K%)

启

动子调控!使得皮肤特异性过表达
LSS%

基因从而

导致小鼠毛发发育受阻'但是关于该基因转录调控

方面的研究较少!因此不能有效解析
LSS%

基因启

动子区转录调控元件在毛囊(毛发生成过程中的具

体作用'

本研究通过预测与试验分析!初步在细胞水平

上证明猪
LSS%

基因
Rl

侧翼区具有启动子活性!由

于基因的转录往往受到多种调控元件的协同作用!

但具体是通过哪些顺式作用元件或反式作用因子发

挥作用!仍需通过点突变(电泳迁移率变动分析与染

色质免疫沉淀等方法进一步研究转录因子与

LSS%

基因启动子区的作用机制'

%

!

结
!

论

本试验通过对
LSS%

基因进行生物信息学分

析并结合不同长度启动子片段双报告基因活性检

测!证实了
LSS%

基因的
Rl

侧翼区序列具有启动子

转录活性!并初步确定了该基因的启动子区域!找到

了启动子的核心区域和主要调控区域!为进一步研

究
LSS%

基因转录调控机制奠定基础'
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ÎNKO3IV

!

aIJO!MVWL

!

ANUOIJU

!

57PQ'

I+P$)56

?

85,,$#-$-"5Y5Q#

?

$-

:

9#T,5EP$8C#QQ$DQ5,

P-",̀$-

)

a

*

'E&",L&=

!

0&&&

!

//

"

%!0

#$

%R*!%R1'

"编辑
!

郭云雁#

1R%%


