
畜牧兽医学报
!

!"#$

!

%&

"

!

#$

!%Y!!HY

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

"#$

$

%&'%%()*

%

+

'$,,-'&*..!./.)'0&%.'&0'&&.

鸡
!"#$%$

&

$'#

基因启动子的克隆及分析
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要!旨在研究鸡脂滴包被蛋白基因"
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#启动子的结构及特征&本研究采用
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方法扩增了鸡
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基因
6q

侧翼区约
0XJ

的
]R4

片段!并对其进行了克隆*测序及生物信息学分析'同时!构建了其全长及

系列截短突变的报告基因表达载体!瞬时转染鸡胚成纤维细胞系"
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#!用双荧光素酶报告基因系统测定了荧光

素酶活性!确定了该基因的核心启动子区域&生物信息学分析结果表明!鸡
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基因的启动子区不存在典
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等多个转录因子结合位点'报告基因分析结果表明!本研究克隆的鸡
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基因启动子能够极显著地启动报

告基因的表达"
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#!并且随着启动子片段由
6q

端逐渐截短!报告基因活性表现出逐渐增强的趋势!其中
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片段具有最强的报告基因活性&综上表明!鸡
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基因
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区域的启动子片段具有最强

的转录活性!包含该基因的核心启动子序列&

关键词!鸡'脂滴包被蛋白'启动子'克隆'分析
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脂滴是脂肪细胞内中性脂质最主要的储存场

所!在过去的很长一段时间内!脂滴一直被认为是一

个,惰性-的细胞器!仅被用来储存能量!并在细胞需

要能量时予以供给&然而越来越多的研究表明!脂

滴不仅仅是一个简单的能量储存器!它还是一个复

杂的*动态变化的多功能细胞器(

%

)

&目前!脂滴的结

构已经被研究的比较清楚!脂滴是由胆固醇酯和甘

油三酯组成的非极性核心*胆固醇和磷脂组成的极

性单分子层和其表面的许多功能性蛋白构成的&脂

滴表面的这些蛋白对于脂滴的代谢及调节具有十分

重要的意义&脂滴包被蛋白"
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!

8E$-

#是脂

滴表面含量最多的一种蛋白!对于脂滴的代谢具有

重要的调节作用(
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)

&哺乳动物的研究表明!
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在脂肪细胞脂解过程中发挥着重要的调控作用!在

基础状态下!

8=<$E$
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包被在脂肪细胞中脂滴的表

面!通过阻止脂肪细胞中甘油三酯水解酶接近脂滴

来抑制脂肪细胞的脂解作用(
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'另一方面!在儿茶酚

胺的刺激下!
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可被蛋白激酶
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#高度磷酸化而有利于脂解酶接近脂

滴表面并促进脂解作用(

)

)

&在转录调控方面!
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基因的转录主要受过氧化物酶体增殖剂

激活受体
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#*雌激素受体相关受体
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#和肝
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受体"
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#的调控(

6!1

)

&另外!肿瘤

坏死因子
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#*维甲酸相关孤核受体
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#*二十二碳六烯酸"
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#*二十碳五烯酸

"
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雌二醇*促酰化蛋白"
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#*血清淀粉

样蛋白
4

"

544

#*雌激素受体
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基因的表达来影响脂类代谢(
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家禽的脂肪代谢规律与哺乳动物有诸多不同!

为揭示
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基因在家禽脂质代谢过程中的

作用!国内外研究者开展了大量的研究工作!并获得

了一系列重要的研究成果&赵小玲等发现!

M4()

基

因在鸡腹脂和皮下组织中的发育性表达随个体日龄

的增长明显上升!而且腹脂
M4()

基因的发育性变化

同皮脂厚的发育性变化呈极显著正相关!胸肌
M4()

基因的发育性变化同肌内脂肪含量的发育性变化呈

极显著正相关(
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&潘志雄等发现!鹅
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基

因主要表达于腹脂和皮脂!而且填饲会引起
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在鹅肝中表达丰度的极显著增加(
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)

&本课

题组前期利用鸡全基因组芯片筛选
1

周龄肉鸡脂肪

组织特异表达基因时发现!鸡
M&'(4(
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基因在脂

肪组织中高表达!同时代谢通路分析表明!鸡
M&'(4N
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基因参与影响脂类代谢的重要调控通路.
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信号通路&随后!又在鸡
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基因的

结构*组织表达特性*基因的多态性与体组成性状的

相关性以及基因功能等方面进行了研究!结果发现!

过表达
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可促进鸡前脂肪细胞的脂质蓄

积(
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本研究利用
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*生物信息学分析及报告基因

检测等方法对鸡
M&'(4(
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基因的启动子进行了

克隆及分析!发现了多个与脂质代谢相关的转录因

子结合位点!并初步确定了该基因的核心启动子区

域!这些结果为深入研究鸡
M&'(4(
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基因的表达

调控机制奠定了基础&
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*启动子活性对照质粒
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#为本实验室保存&
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基因启动子的克隆
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对引物!用

于克隆鸡
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基因的启动子&将第一外显

子的第一个碱基定义为
c%

!上游引物命名为
8E$-!

%//0

!下游引物命名为
8E$-!%%

!序列详见表
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!上游

引物引入
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酶切位点!下游引物引入
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酶

切位点"下划线表示#&以鸡基因组为模板!利用

&60
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基因启动子的克隆及分析
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基因启动子区进行
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个循环'
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&扩增产物经

琼脂糖凝胶电泳回收后连接到
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C45̂ !9%5$D
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载体上!重组质粒经
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后!送上海英骏公司测序&
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基因启动子的序列分析
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针对克隆测序获得的鸡
M&'(4(

9

()%

基因启动子区

序列"全长
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的特征分析"表
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p

V

<#

G

<;D,n,?J

G

<#?

V

p

V

<#D#A=<

>

V

2

岛分析

Y4584B HAA

V

$%%

+

;,

V

;<'

G

=-=<=

G

'-=A

%

8BM:M

HAA

V

$%%

;E

GG

=-'E,$'?

V

@'=,

%

@

G

$!J$-

%

V

<#D#

0

U*

%

V

<#D#

%

V

<#D#$-$A'@

G

$

/

"$<]\p97

0

('*

转录因子结合

位点分析

%'0'*

!

细胞的复苏与培养
!!

将一管"

%DP

#液氮

保存的
]7!%

细胞置于
*1m

的水中!快速摇动冻存

管至细胞完全融化&用
16_

酒精清洁冻存管外壁

后!将细胞悬液加入到装有
%&DP*1m

预热的完全

培养基的离心管中!轻轻吹打混匀!

%&&&<

1

D$-

b%

离心
%&D$-

&弃上清!加入
%&DP

完全培养基!重

悬细胞沉淀!全部接种于培养瓶中!置于
*1m

!

6_

>M

0

培养箱中培养!

)(H

后换液&

%60
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待细胞生长至
(&_

%

/&_

汇合时!弃培养基!

8\5

洗
0

次!然后加入
*1m

预热的
&'06_

胰蛋白

酶
!&'&)_C]94

混合消化液!

*1m

消化细胞约
0

%

*D$-

至细胞呈流沙状!立即加入适量完全培养基

终止消化!重悬细胞!按照
%r)

的比例进行传代!置

于
*1m

!

6_ >M

0

培养箱中培养!

)(H

后换液&

%'0')

!

启动子活性分析
!!

待传代后的细胞汇合

度达到
(&_

%

/&_

时!按
P$

V

#T=@A;D$-=

7

0&&&B=!

;

G

=-A

说明书进行质粒转染&转染
)(H

后收集细

胞!按双荧光素酶报告基因检测试剂盒说明书进行

荧光素酶活性检测&启动子活性分析共进行
*

次生

物学重复!每次
*

个平行试验!启动子活性用
7E?@

%

BE?@

比值表示&

%'0'6

!

数据分析
!!

数据用
Y:86'&

统计软件进

行
#

检验!

M

#

&'&6

表示差异显著!

M

#

&'&%

表示差

异极显著&

!

!

结
!

果

!D#

!

鸡
!"#$%$

&

$'#

基因启动子的克隆

本课题组前期的研究结果显示!鸡
M&'(4(

9

()%

基因位于
%&

号染色体!其
DBR4

序列由
/

个外显

子*

(

个内含子组成"

492

位于第
0

外显子上#&在

此基础上!本研究根据鸡
M&'(4(

9

()%

基因的
DBR4

序列"

2=-\;-X;@@=,,$#-R#'

$

2O*016*0'%

#及鸡

的全基因组序列"

HAA

V

$%%

G

=-#D='?@,@'="?

!

O>5>

#

设计
%

对引物"

8E$-!%//0

%

8E$-!%%

#!以鸡基因组为

模板进行
8>B

扩增!得到
%

条特异性条带!通过克

隆测序后发现该片段长度为
%/(0J

V

!与预测目的

片段大小一致&重组质粒经
.

9

)

&

*

G,+

&

酶切鉴

定!结果显示!载体和目的基因条带大小均与理论值

相符"图
%

#!进一步的测序结果表明重组质粒构建

成功&

!D!

!

鸡
!"#$%$

&

$'#

基因启动子的序列分析

0'0'%

!

同源性分析
!!

根据人
M&'(4(

9

()%

基因的完

整序列"

2=-\;-X;@@=,,$#-R#'

$

R2

0

&0/%10'%

#!小鼠

M&'(4(

9

()%

基因的
DBR4

序列"

2=-\;-X;@@=,,$#-

R#'

$

R:

0

%16.)&'0

!

R#'

$

R:

0

&&%%%*)1%'%

#及小

鼠的全基因组序列"

HAA

V

$%%

G

=-#D='?@,@'="?

!

O>!

5>

#!查找并确定人*小鼠
M&'(4(

9

()%

基因第
%

外显

子上游的
0&&&J

V

基因序列!并将这两段序列与本

研究中克隆获得的鸡
M&'(4(

9

()%

基因启动子序列

进行了比对分析!结果发现!鸡
M&'(4(

9

()%

基因启

动子序列与人*小鼠的启动子序列同源性分别为

)&o))_

和
)&'.0_

"表
*

*图
0

#&

:']R4

相对分子质量标准'

%'

重组质粒
8E$-!%//0

%

!%%

经
.

9

)

&

*

G,+

&

酶切结果

:'9<;-,0Z8E?,]R4 D;<X=<

'

%'B=@#DJ$-;-A

V

E;,D$"

8E$-!%//0

%

!%%"$

G

=,A="J

S

.

9

)

&

;-"G,+

&

图
#

!

鸡
!"#$%$

&

$'#

基因启动子报告基因重组质粒的酶

切鉴定

C.

+

D#

!

J9,/;.4.21;.*/*423.2W,/!"#$%$

&

$'#

+

,/,

G

)*6*;,)

),2*6@./1/;

G

F1-6.9-@

>

9.

+

,-;.*/

表
'

!

KF=-;1F

软件对不同物种
!"#$%$

&

$'#

基因启动子序列同

源性的分析结果

E1@F,'

!

J9,/;.;

>

1F.

+

/6,/;*4!"#$%$

&

$'#

+

,/,

G

)*6*;,)-,7

L

=,/2,16*/

+

9.44,),/;-

G

,2.,-@

>

KF=-;1F!D# _

鸡
>H$@X=-

人
L?D;-

小鼠
:#?,=

鸡
>H$@X=- %&&'&& )&')) )&'.0

人
L?D;- )&')) %&&'&& )/'(.

小鼠
:#?,= )&'.0 )/'(. %&&'&&

0'0'0

!

启动子结构的预测与分析
!!

对扩增获得

的鸡
M&'(4(

9

()%

基因
6q

侧翼序列进行启动子分析

时!不同的在线软件分析结果有所不同&

8<#D#A=<

0o&

和
R=?<;E R=AI#<X 8<#D#A=< 8<="$@A$#-

"

RR88

#软件在该片段中预测出潜在的启动子位置

及序列"表
)

*表
6

#!而
8<#D#A=<5@;-

和
78BM:

软件则在该段序列中未发现启动子结构"不存在典

型的
9494 J#F

序列#"表
.

#&在对小鼠
M&'(4(

9

()%

基因
6q

侧翼序列进行核心启动子预测时也发现了

类似的结果"表
)

*表
6

*表
.

#&但对人
M&'(4(

9

()%

基因
6q

侧翼序列进行核心启动子预测时!

R=?<;E

R=AI#<X8<#D#A=<8<="$@A$#-

和
78BM:

软件在该

片段中预测出潜在的启动子位置*序列及
9494

J#F

位置"表
6

*表
.

#!而
8<#D#A=<0'&

和
8<#D#A=<

5@;-

软件则在该段序列中未发现启动子结构

"表
)

#&

060



!

0

期 周纬男等$鸡
M&'(4(

9

()%

基因启动子的克隆及分析

图
!

!

人&小鼠&鸡
!"#$%$

&

$'#

基因启动子序列同源性的比对分析$部分%

C.

+

D!

!

<,

L

=,/2,1F.

+

/6,/;1/1F

>

-.-*43=61/

'

6*=-,1/923.2W,/!"#$%$

&

$'#

+

,/,

$

G

1);.1F

%

表
%

!

()*6*;,)!D"

软件对
!"#$%$

&

$'#

基因启动子的预测结果

E1@F,%

!

()*6*;,)

G

),9.2;.*/*4!"#$%$

&

$'#

+

,/,@

>

()*6*;,)!D"

物种
5

V

=@$=,

位置%
J

V

8#,$A$#-

分值
5@#<=

可能性
P$X=E$H##"

人
L?D;-

% % %

b%.&% &'6%&

临界预测

小鼠
:#?,= b%%&% &'.&6

临界预测

b.&% &'60%

临界预测

鸡
>H$@X=- b)/* &'.*&

临界预测

0'0'*

!

>

V

2

岛的预测
!!

在
>

V

2

岛的检测中!本

研究利用
>

V

2W,E;-"5=;<@H=<

软件!以
2>_

为

66_

*

2>

二核苷酸比例"

MJ,=<U="!A#!=F

V

=@A="

#为

&'.6

*

>

V

2

岛片段长度为
.&&J

V

*相邻
>

V

2

岛的间

隔
%&&J

V

为检测依据(

%/

)进行分析!结果发现!人*

小鼠*鸡
M&'(4(

9

()%

基因启动子序列中含有多个

>

V

2

位点!但均不存在典型的
>

V

2

岛结构"图
*

#&

0'0')

!

转录因子结合位点的预测
!!

利用
Y45!

84B

和
8BM:M

在线软件预测鸡
M&'(4(

9

()%

基因

启动子的转录因子结合位点时!

Y4B84B

软件在该

序列中发现了
1/

种转录因子共
00(

个结合位点!

8BM:M

软件发现了
%6/

种转录因子共
0*1)

个结

合位点!两种软件共有的转录因子共
%.

种!对应
0&

个结合位点!其中包括
97WW]

*

5

V

%

*

480

*

884B

*

BNB

*

5BC\8%

*

>

%

C\8

*

2494

*

CB

*

ZP76

等转录

因子"表
1

*图
)

#&

!D'

!

鸡
!"#$%$

&

$'#

基因启动子报告基因重组质粒

的构建

为进一步确定鸡
M&'(4(

9

()%

基因的核心启动

子区域!本研究构建了该基因的全长启动子及系列

截短突变的报告基因重组质粒&我们以
8E$-!

%//0

%

!%%

质粒为模板!利用相应引物"表
%

#进行
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H

!

R,=)1FR,;8*)W()*6*;,)(),9.2;.*/

软件对
!"#$%$

&

$'#

基因启动子的预测结果

E1@F,H

!

()*6*;,)

G

),9.2;.*/*4!"#$%$

&

$'#

+

,/,@

>

R,=)1FR,;8*)W()*6*;,)(),9.2;.*/

物种

5

V

=@$=,

预测结果定位%
J

V

P#@;A$#-

评分

5@#<=

启动子序列

8<#D#A=<,=

[

?=-@=

人

L?D;-

b/&0

%

b(60 &'6( >44>4494>49494499>>4>>42>44>444244449442999929999>

b.)*

%

b6/* &'.* 4>>>42242449444449>94>9922>9>9>>94>9>99>499>922942

b6.)

%

b6%) &'66 99999924499>944244292224499>>9>>>9>44>9>44422>9494

小鼠

:#?,=

b%.(/

%

b%.*/ &'.0 >4999492>49994999222292929292>292929292>2929292929

b%0/&

%

b%0)& &'1. >94299229>944424>4>42>9922>4>>4>4292>9>>49>44>4994

b.)&

%

b6/& &'6& 44929999>99944>>>9222229994>42422492424>49>9>>92>2

b%(1

%

b%*1 &'1% 992>>9444>49>>>>>49424429942229242>>>422224>4>>>92

鸡

>H$@X=-

b%6&6

%

b%)66 &'10 224944>2429444442442>9>992>922942>994>92>994>9>>94

b%&1(

%

b%&0( &'1. 29224422>4494449>229>9>9449>>4>>>44222294494>49494

b1&&

%

b.6& &'1) 22229242>>92994492>4222>929224>442>>>422>9>99>>422

序列中的阴影字母表示预测的转录起始位点

9H=E=AA=<,$-,H;"#I$-,=

[

?=-@=D=;-AH=

V

<="$@A="A<;-,@<$

V

A$#-,A;<A,$A=

表
$

!

C(0U?

软件对
!"#$%$

&

$'#

基因启动子的预测结果

E1@F,$

!

()*6*;,)

G

),9.2;.*/*4!"#$%$

&

$'#

+

,/,@

>

C(0U?

物种
5

V

=@$=,

启动子位置%
J

V

8<#D#A=<

V

#,$A$#- 9494J#F

位置%
J

V

9494J#F

V

#,$A$#-

人
L?D;- b.&* b.*)

小鼠
:#?,=

% %

鸡
>H$@X=-

% %

横线为
M&'(4(

9

()%

基因启动子序列!竖线为
>

V

2

位点

9H=H#<$K#-A;EE$-=,;<=M&'(4(

9

()%

G

=-=

V

<#D#A=<,=

[

?=-@=,

!

U=<A$@;EE$-=,;<=>

V

2,$A=,

图
'

!

K

G

5J-F1/9<,1)23,)

软件对
!"#$%$

&

$'#

基因启动子中
K

G

5

岛的预测结果

C.

+

D'

!

K

G

5.-F1/9-

G

),9.2;.*/-*4!"#$%$

&

$'#

+

,/,

G

)*6*;,)@

>

K

G

5J-F1/9<,1)23,)

)60
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0

期 周纬男等$鸡
M&'(4(

9

()%

基因启动子的克隆及分析

表
&

!

鸡
!"#$%$

&

$'#

基因启动子的转录因子结合位点预测结果

E1@F,&

!

E)1/-2).

G

;.*/412;*)@./9./

+

-.;,-

G

)*9.2;.*/-*423.2W,/!"#$%$

&

$'#

+

,/,

G

)*6*;,)

转录因子

9<;-,@<$

V

A$#-T;@A#<

起始位置%
J

V

5A;<A

V

#,$A$#-

终止位置%
J

V

C-"

V

#,$A$#-

序列

5=

[

?=-@=

预测软件

8<="$@A$#-,#TAI;<=

4HB

$

4<-A b.%) b.&6 2>4>2>>>>> 8BM:M

"

Y4584B

#

>

%

C\8!;E

V

H; b%*1* b%*1& 4999 8BM:M

"

Y4584B

#

>

%

C\8!;E

V

H; b%**0 b%*00 4999>494494 8BM:M

"

Y4584B

#

>

%

C\8

"

>

%

C\8!J=A;

#

b%/6. b%/6& 92222>4 8BM:M

"

Y4584B

#

><F b%&6/ b%&60 >9>9449> 8BM:M

"

Y4584B

#

]"$A*

$

>

%

C\8!;E

V

H; b%*/0 b%*(% 42>4992>499> 8BM:M

"

Y4584B

#

CEX!% b/** b/0. 4>422442 8BM:M

"

Y4584B

#

2494!% b%0/) b%0(/ 242494 8BM:M

"

Y4584B

#

2494!%

"

2494!)

#

b%0/6 b%0(( 92424944 8BM:M

"

Y4584B

#

LR7)4 b1(. b110 >92>>>99929>>>4 8BM:M

"

Y4584B

#

:

S

#] b%106 b%1%( 24>42>92 8BM:M

"

Y4584B

#

R7!490

"

R749>0

#

b6&1 b6&% 9999>>9 8BM:M

"

Y4584B

#

R7!49*

"

R749>0

#

b%.*( b%.0/ 2244442424 8BM:M

"

Y4584B

#

RXF0!%

"

RXF0!6

#

b%&(* b%&11 4>44292 8BM:M

"

Y4584B

#

RXF*!0 b%&(* b%&16 4>4429224 8BM:M

"

Y4584B

#

RXF.!0

"

RXF*!0

#

b/(% b/1* 994429244 8BM:M

"

Y4584B

#

884B!

G

;DD;

$

BNB!;E

V

H; b1(6 b11) 92>>>99929>> 8BM:M

"

Y4584B

#

B7N% b(. b1* 2999>>>>42>44> 8BM:M

"

Y4584B

#

BNB!J=A;

"

BNB!;E

V

H;

#

b%/&* b%(/* >4>4229>424 8BM:M

"

Y4584B

#

5949)

"

5949*

#

b%001 b%000 224424 8BM:M

"

Y4584B

#

ZP76 b/0. b/%1 2222422224 Y4584B

58% b%%%0 b%%&0 24222422222 Y4584B

48!0 b%)6. b%))1 9>>>>92>42 8BM:M

2494!0 b61. b6.( 2>>4949>> 8BM:M

5BC\8!%@ b/(0 b/1* >994429244 8BM:M

CB

(

b6/) b6(1 >924>>4 8BM:M

CB

(

b%/&) b%(/) 4>4>4229>42 8BM:M

97WW] b/16 b/.1 244494444 8BM:M

8>B

扩增!以约
6&&J

V

的距离截短启动子!获得了

长度分别为
%(0)

*

%0/1

*

(0(

和
*6&J

V

的启动子片

段&将这些片段进一步亚克隆到
V

2P*!\;,$@

载体

上!获得鸡
M&'(4(

9

()%

基因启动子系列片段缺失报

告基因重组质粒!各报告基因重组质粒依次命名$

8E$-!%(*)

%

!%%

*

8E$-!%*&1

%

!%%

*

8E$-!(*(

%

!%%

及
8E$-!

*.&

%

!%%

&重组质粒经
.

9

)

&

*

G,+

&

酶切鉴定!结果

显示!载体和目的片段条带大小均与理论值相符"图

6

#!进一步测序结果表明重组质粒构建成功&
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基因启动子的转录因子结合位点预测结果

C.

+

D%

!

E)1/-2).

G

;.*/412;*)@./9./

+

-.;,-

G

),9.2;.*/-*423.2W,/!"#$%$

&

$'#

+

,/,

G

)*6*;,)

:']R4

相对分子质量标准'

%'

重组质粒
8E$-!*.&

%

!%%

经

.

9

)

&

*

G,+

&

酶切'

0'

重组质粒
8E$-!(*(

%

!%%

经
.

9

)

&

*

G,+

&

酶切'

*'

重组质粒
8E$-!%*&1

%

!%%

经
.

9

)

&

*

G,+

&

酶切'

)'

重组质粒
8E$-!%(*)

%

!%%

经
.

9

)

&

*

G,+

&

酶切'

6'

重组质粒
8E$-!%//0

%

!%%

经
.

9

)

&

*

G,+

&

酶切

:'9<;-,0Z

V

E?,]R4D;<X=<

'

%'B=@#DJ$-;-A8E$-!*.&

%

!

%%"$

G

=,A="J

S

.

9

)

&

;-"G,+

&

'

0'B=@#DJ$-;-A8E$-!

(*(

%

!%%"$

G

=,A="J

S

.

9

)

&

;-"G,+

&

'

*'B=@#DJ$-;-A

8E$-!%*&1

%

!%%"$

G

=,A="J

S

.

9

)

&

;-"G,+

&

'

)'B=@#DJ$!

-;-A8E$-!%(*)

%

!%%"$

G

=,A="J

S

.

9

)

&

;-"G,+

&

'

6'B=!

@#DJ$-;-A8E$-!%//0

%

!%%"$

G

=,A="J

S

.

9

)

&

;-"G,+

&

图
H

!

鸡
!"#$%$

&

$'#

基因启动子报告基因重组质粒的酶

切鉴定

C.

+

DH

!

J9,/;.4.21;.*/*423.2W,/!"#$%$

&

$'#;)=/21;.*/6=7

;1;.*/-

G

)*6*;,)

G

F1-6.9-@

>

9.

+

,-;.*/

!D%

!

鸡
!"#$%$

&

$'#

基因的启动子活性检测

将
6

种启动子报告基因重组质粒分别与对照质

粒"

V

BP!9Z

#共转染到
]7%

细胞中!转染
)(H

后检

测报告基因活性&结果显示!与对照组相比!

8E$-!

%//0

%

!%%

*

8E$-!%(*)

%

!%%

*

8E$-!%*&1

%

!%%

*

8E$-!(*(

%

!%%

及
8E$-!*.&

%

!%%

质粒均具有极显著的报告基因活性

"

M

#

&'&%

#!并且随着启动子片段由
6q

端逐渐截短!

报告基因活性表现出逐渐增强的趋势!其中
8E$-!

*.&

%

!%%

质粒具有最强的报告基因活性"图
.

#!

*

次

独立试验得到了一致的结果&这表明!鸡
M&'(4(

9

()%

基因
!*.&

%

!%%

区域的启动子片段具有最强的转录活

性!包含该基因的核心启动子序列&

'

!

讨
!

论

849

蛋白家族是一类包被在中性脂滴表面的

结构蛋白!它们与脂肪细胞中脂滴的代谢具有密切

的关系(

0

)

&其家族成员包括脂滴包被蛋白"

8=<$E$

V

$-

!

8=<$E$

V

$-%

#*脂 肪 细 胞 分 化 相 关 蛋 白 "

4]B8

!

8=<$E$

V

$-0

#*尾连蛋白 "

9W8)1

!

8=<$E$

V

$-*

#*

5*!%0

"

8=<$E$

V

$-)

#和
MN849

%

:P]8

"

8=<$E$

V

$-6

#!它们在

氨基末端大约
%&&

个氨基酸的区域高度保守&

作为磷蛋白家族的主要成员之一!

8=<$E$

V

$-%

特

异性的包被于脂肪细胞中脂滴的表面(

0&

)

!其在调控

基础脂解代谢以及刺激脂肪细胞脂解过程中发挥着

重要作用&一方面!在饲喂或基础条件下!

8=<$E$

V

$-%

形成一个中性脂滴的保护屏障!阻止细胞质中的脂

肪酶接近脂滴(

0%

)

!进而抑制脂肪细胞的脂肪分解作

用'另一方面!在儿茶酚胺类激素刺激*禁食或长期

运动的状态下!被
8Z4

高度磷酸化的
8=<$E$

V

$-%

通

过许多机制来促进脂肪酶的作用!进而促进脂肪细

胞的脂肪分解作用(

(

!

00!06

)

&

为进一步研究
M&'(4(

9

()%

基因在脂肪细胞中发

挥作用的机理!

5'R;

G

;$

等对小鼠
M&'(4(

9

()%

基因的

6q

侧翼区进行了分析!结果发现!小鼠
M&'(4(

9

()%

基因

启动子区不存在典型的
9494J#F

*

2>J#F

和

>449J#F

等基本转录元件!并且在转录起始位点

附近也没有典型的启动子起始序列(

0.

)

&在本研究

中!对鸡
M&'(4(

9

()%

基因
6q

侧翼序列的分析结果表

明!鸡
M&'(4(

9

()%

基因的启动子与人*小鼠
M&'(4(

9

()%

基因的启动子同源性均较低!但其结构与人的不同!

与小鼠的类似!同样也不存在
9494J#F

等基本转
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期 周纬男等$鸡
M&'(4(

9

()%

基因启动子的克隆及分析

启动子活性表示为相对荧光素酶活性"萤火虫%海肾#!对照质粒
V

2P*!\;,$@

"

P?@

#的启动子活性表示为,

%

-'不同大

写字母表示差异极显著"

M

#

&'&%

#

9H=

V

<#D#A=<;@A$U$A

S

I;,=F

V

<=,,=";,<=E;A$U=E?@$T=<;,=;@A$U$A

S

"

7E?@

%

BE?

#!

;-"AH=

V

<#D#A=<;@A$U$A

S

#T

V

2P*!

\;,$@U=@A#<

"

P?@

#!

AH=-=

G

;A$U=@#-A<#E

!

I;,<=

V

<=,=-A=";,

,

%

-

']$TT=<=-A@;

V

$A;EE=AA=<,<=

V

<=,=-AH$

G

HE

S

,$

G

-$T$@;-A

"$TT=<=-@=

"

M

#

&'&%

#

图
$

!

鸡
!"#$%$

&

$'#

基因的启动子活性分析

C.

+

D$

!

E3,1/1F

>

-.-*423.2W,/!"#$%$

&

$'#

+

,/,

G

)*6*;,)12;.M.;

>

录元件&本研究在鸡
M&'(4(

9

()%

基因启动子区却

发现了
97WW]

转录因子的结合位点"

b/.1

%

b/16

J

V

#!该转录因子是
9494!J#F

结合蛋白"

9494!

J#FJ$-"$-

GV

<#A=$-

!

9\8

#和
%*

种
9\8

协同因子

"

9\8!;,,#@$;A="T;@A#<,

!

947,

#在体内装配的多蛋

白复合物!可与转录激活因子结合形成共激活因子!

启动
BR4

转录起始复合物的形成!引发
BR4

合成

过程!是调控基因转录的基本转录因子(

01

)

&因此!

推测鸡
M&'(4(

9

()%

基因的转录表达可能与此位点

有关&本研究还发现!人*小鼠*鸡
M&'(4(

9

()%

基因

的启动子区虽存在多个
>

V

2

位点!但均没有典型的

>

V

2

岛!暗示
M&'(4(

9

()%

基因的表达调控受
]R4

甲基化影响的可能性较小&

人和小鼠上的研究结果表明!

M&'(4(

9

()%

基因

是
884B

2

*

CBB

(

和
PNB

的靶基因(

6!1

)

&

884B

2

直接结合于
M&'(4(

9

()%

基因的
b%/(.

%

b%/1)J

V

区域!上调
M&'(4(

9

()%

基因表达(

6

)

'

CBB

(

直接结合

于
M&'(4(

9

()%

基因的
b)%)

%

b)&.J

V

区域!上调

M&'(4(

9

()%

基因表达(

.

)

'

PNB

直接结合于
M&'(4(

9

()%

基因启动子区域近端!下调
M&'(4(

9

()%

基因表达(

1

)

&

本研究的结果表明!鸡
M&'(4(

9

()%

基因的
6q

侧翼序

列也存在许多转录因子结合位点!如
5

V

%

*

480

*

884B

*

BNB

*

5BC\8%

*

>

%

C\8

*

2494

*

CB

*

ZP76

等!但未发现
CBB

(

*

PNB

等转录因子的结合位点&

这些结果表明!鸡
M&'(4(

9

()%

基因启动子的结构与

人类*小鼠的不尽相同!暗示其转录调控机制也有所

区别!其具体的机制有待进一步深入研究&

利用生物信息学预测和分析启动子序列后!需

要进行启动子缺失突变转化分析!目的是验证生物

信息学预测的结果!同时缩小启动子功能序列的范

围&在本研究中!生物信息学方法对鸡
M&'(4(

9

()%

基因启动子区域的预测结果与报告基因获得的结果

有较大不同!前者预测转录起始位点在
b)/*J

V

"

8<#D#A=<0'&

!表
)

#!启动子区域 在
b%6&6

%

b%)66

*

b%&1(

%

b%&0(

*

b1&&

%

b.6&

三个区域

"

R=?<;ER=AI#<X8<#D#A=<8<="$@A$#-

!

RR88

!表

6

#!后者则发现该基因的
b*.&

%

b%%

区域表现出最

强的启动子活性&究其原因!一方面是
8<#D#A=<0'&

的结果仅为,临界预测"

:;<

G

$-;E

V

<="$@A$#-,

#-!即

仅有
.6_

的真实性'另一方面是
RR88

软件预测的

结果主要依据于人和果蝇的相关数据和算法!利用

此软件分析禽类的启动子也存在一定的误差&而报

告基因的结果则是在鸡胚成纤维细胞中试验验证的

数据!更具有可信性&因此!推测
b*.&

%

b%%

区域

包含鸡
M&'(4(

9

()%

基因的核心启动子序列!在该基

因的转录调控中具有重要作用&但该片段中控制鸡

M&'(4(

9

()%

基因转录的调控元件及确切的转录起始

位点尚需进一步研究确定&

此外!报告基因检测结果表明!启动子片段由

b(*(

%

b%%

截短至
b*.&

%

b%%

时!报告基因活性有

极显著的提高"

M

#

&'&%

#!结合生物信息学分析结

果可知!鸡
M&'(4(

9

()%

基因的
b(*(

%

b*.&J

V

区

域存在
2494!0

等负调控因子的结合位点!因此!

推测这些负调控因子可能对鸡
M&'(4(

9

()%

基因的

160
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转录活性有一定的抑制作用(

0(

)

!其确切的调控机制

有待后续试验验证&

%

!

结
!

论

本研究成功克隆了鸡
M&'(4(

9

()%

基因的启动

子!并对其进行了初步的结构和启动子活性分析&

研究结果表明!鸡
M&'(4(

9

()%

基因的
b*.&

%

b%%

区

域具备最强的转录活性!是其核心启动子区域!这些

结果为深入研究鸡
M&'(4(

9

()%

基因的表达调控机

制奠定了基础&
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