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　 　 摘要：　 为了阐明水牛透明带 ３ 基因（ＺＰ３）表达调控机理，通过 ＰＣＲ 技术、载体构建和细胞转染等技术，对
其转录活性进行了研究。 结果表明：成功克隆得到广西本地水牛 ＺＰ３ 基因 ５′侧翼序列及部分编码区序列（ＣＤＳ）
区序列，共３ ０８１ ｂｐ；广西本地水牛 ＺＰ３ 核苷酸序列与河流型水牛、黄牛、绵羊和山羊的相似性分别为 ９９％、９６％、
９２％和 ９２％；在 ＺＰ３ 翻译起始位点上游－１４７ ｂｐ 至－１９６ ｂｐ 处存在 ＴＡＴＡ ｂｏｘ，启动子区存在 ＧＡＴＡｓ、Ｆｏｘｏ３、Ｎｏｂｏｘ、
Ｓｔａｔ３、Ｓｔａｔ４、Ｓｔａｔ５ａ、Ｓｔａｔ５ｂ、Ｓｔａｔ６ 和 ＹＹ１ 等反式作用因子结合位点，其中 Ｓｔａｔｓ 家族在 ＺＰ３ 启动子区存在多个结合

位点，且同一位点又存在多个 Ｓｔａｔｓ 结合的情况；水牛 ＺＰ３ 启动子不能启动绿色荧光蛋白（Ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓ⁃
ｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＥＧＦＰ）在 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞中的表达，但能启动其在 ＣＨＯ 细胞中的表达，且启动子活性比 ＣＭＶ 启动

子弱。
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　 　 水牛具有适应性强、耐高温高湿、耐粗饲、抗病

力强、使用年限长、静默发情、繁殖力低和产奶量低

等生物学特点，非常适合于中国南方农村饲养［１⁃２］。
据联合国粮食与农业组织（ ＦＡＯ） ２０１３ 年统计数

据，２０１１ 年底中国水牛存栏量达２．３３８ ２×１０７ 头，仅
次于印度的１．１２９ １６×１０８ 头和巴基斯坦的３．１７２ ６×
１０７ 头，位居世界第 ３。 水牛在中国畜牧业产业中占

有重要地位，是重要的肉、乳和役兼用畜种资源，水
牛奶更有“奶中之王”之称。 但是，当前繁殖力低是

制约水牛养殖业发展的瓶颈。 水牛性成熟晚，属季

节性发情动物，产后卵巢长时间不活动，发情症状不

明显，怀孕率低，各地调查的繁殖率为 ３０％～ ６０％；
通过超数排卵结合活体采卵技术（Ｏｖｕｍ ｐｉｃｋ ｕｐ，
ＯＰＵ）每个水牛卵巢可以获得 ２．２５ 枚卵母细胞［３⁃４］，
而黄牛平均卵母细胞数则高达 ３０．８４±０􀆰 ８８ 枚［５］。
因此，深入阐明水牛繁殖调控的机理，了解其卵泡发

生模式，尤其是关键基因的表达和作用方式，对于提

高水牛的繁殖力具有重要意义，但是当前关于水牛

繁殖分子机制的研究较少［６⁃１０］。
透明带蛋白对于脊椎动物的精卵识别、多精受精

的防控以及胚胎的保护起着关键性的调节作用。 透

明带蛋白家族，由透明带蛋白 １（Ｚｏｎａ ｐｅｌｌｕｃｉｄａ １，
ＺＰ１）、透明带蛋白 ２（Ｚｏｎａ ｐｅｌｌｕｃｉｄａ ２， ＺＰ２）、透明带

蛋白 ３（Ｚｏｎａ ｐｅｌｌｕｃｉｄａ ３， ＺＰ３）和透明带蛋白 ４（Ｚｏｎａ
ｐｅｌｌｕｃｉｄａ ４， ＺＰ４）组成。 小鼠的透明带由 ＺＰ１ ～ ＺＰ３
组成，其中 ＺＰ３ 蛋白是小鼠主要的精子受体，能够诱

发小鼠精子的顶体反应［１１］。 人的透明带由 ＺＰ１～ＺＰ４
组成，其中 ＺＰ１、ＺＰ３ 和 ＺＰ４ 与精子结合并诱发顶体

反应［１２］。 猪和牛的透明带由 ＺＰ２、ＺＰ３ 和 ＺＰ４ 组成，
其中 ＺＰ３ 与 ＺＰ４ 形成异源二聚体，然后与精子结

合［１３］。 ＺＰ３ 基因特异表达于动物的初级卵母细胞

中［１４］，已被成熟地应用于基因的时空特异性敲

除［１５］。 但当前关于水牛 ＺＰ３ 基因的表达调控机制研

究较少，鉴于此，本研究旨在克隆水牛 ＺＰ３ 基因 ５′侧
翼序列，对其序列特征进行生物信息学分析，并构建

ｐＺＰ３⁃ＥＧＦＰ⁃１ 真核表达载体，转染 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞和

ＣＨＯ 细胞，分析 ＺＰ３ 启动子的组织表达特异性。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

试验用水牛选自中国农业科学院广西水牛研究

所水牛养殖基地。

１．２　 主要试剂

水牛血液基因组提取试剂盒 ＴＩＡＮａｍｐ Ｍａｒｉｎｅ
Ａｎｉｍａｌｓ ＤＮＡ Ｋｉｔ、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒、质
粒提取试剂盒和 ＤＨ５ａ 感受态细胞均购自天根生化

科技 有 限 公 司， 去 内 毒 质 粒 提 取 试 剂 盒 购 自

ＯＭＥＧＡ 公司，ＬＡ Ｔａｑ 酶、ＢａｍＨ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 限制性

内切酶、ｐＭＤｌ８⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ 均购自大连 ＴａＫａＲａ 公司，
Ｔ４ 连接酶购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司，ＤＭＥＭ 高糖基础液

体培养基（ＧＩＢＣＯ）、胎牛血清（ＦＢＳ， Ｈｙｃｌｏｎｅ）、胰酶

和脂质体转染试剂盒（Ｌｉｆｅ ３０００， Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）等购自

Ｌｉｆｅ 公司。 倒置荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ）、０􀆰 ２２ μｍ 过滤

器（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）、其他试剂无特殊说明的均购自 Ｓｉｇｍａ
公司。 试验所用载体、细胞均为中国农业科学院广

西水牛研究所保存。 引物由上海生工生物工程有限

公司合成。
１．３　 试验方法

１．３．１　 引物设计　 以奶牛 ＺＰ３ 基因序列（ＤＱ４８９３１９．
１）为参考，进行同源比对，根据 Ｉｎ⁃Ｆｕｓｉｏｎ 引物设计特

点，应用 Ｏｌｉｇｏ ６．０ 软件针对 ＺＰ３ 的同源保守区域设

计了 １ 对引物，扩增 ＺＰ３ 基因 ５′端３ ０８１ ｂｐ。 引物

ＺＰ３⁃Ｆ 序 列 为 ５′⁃ＣＴＣＡＡＧＣＴＴＣＧＡＡＴＴＣＴＣＴＡ⁃
ＧＡＣＡＡＣＣＣＣＡＣＣＣＴＡＣＴＣＣＣＡＧ⁃３′，ＺＰ３⁃Ｒ 序列为 ５′⁃
ＣＡＴＧＧＴＧＧＣＧＡＣＣＧＧＴＣＧＧＴＧＣＣＧＡＡＡＡＧＧＴＣＴＴＴＧ⁃
３′，下划线处为 Ｉｎ⁃Ｆｕｓｉｏｎ 引物同源区域，退火温度为

５５ ℃。
１．３．２　 水牛血液基因组 ＤＮＡ 的提取及 ＰＣＲ 扩增　
按照血液基因组提取试剂盒 ＴＩＡＮａｍｐ Ｍａｒｉｎｅ Ａｎｉｍａｌｓ
ＤＮＡ Ｋｉｔ 操作说明书提取水牛基因组 ＤＮＡ。 ＰＣＲ 反

应体系 ２０ μｌ：模板 １ μｌ，上、下游引物（各 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
各 １ μｌ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ（２×） １０ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ 补

至 ２０ μｌ。 ＰＣＲ 反应条件为：９８ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；９８ ℃
变性 １０ ｓ，５５ ℃退火 １５ ｓ，７２ ℃延伸 １５ ｓ，３５ 个循环；
７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ，４ ℃终止反应。 ＰＣＲ 产物用 １％琼脂

糖凝胶电泳检测，胶回收并进行 ＴＡ 克隆。
１．３．３ 　 生物信息学分析 　 应用 ＮＣＢＩ 数据 ＢＬＡＳＴ
程序（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）对沼

泽型水牛 ＺＰ３ 测序结果进行同源序列比对，用

ＭＥＧＡ５．０ 软件进行分子进化树构建，用 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｆｒｕｉｔｆｌｙ． ｏｒｇ ／ ｓｅｑ ＿ ｔｏｏｌｓ ／ ｐｒｏｍｏｔｅｒ． ｈｔｍｌ）、
Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｌｉｎｕｘ１． ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ． ｃｏｍ ／ ｂｅｒｒｙ． ｐｈｔｍｌ？
ｔｏｐｉｃ ＝ ｆｐｒｏｍ＆ｇｒｏｕｐ ＝ ｐｒｏｇｒａｍｓ＆ｓｕｂｇｒｏｕｐ ＝ ｐｒｏｍｏｔｅｒ）
预测启动子，用 Ｇｐｍｉｎｅｒ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｐｍｉｎｅｒ． ｍｂｃ． ｎｃｔｕ．
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ｅｄｕ．ｔｗ ／ ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）预测启动子和转录因子，用 Ｊａｓｐａｒ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｊａｓｐａｒ．ｇｅｎｅｒｅｇ． ｎｅｔ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｊａｓｐａｒ＿ｄｂ． ｐｌ？ ｒｍ
＝ｂｒｏｗｓｅ＆ｄｂ＝ｃｏｒｅ＆ｔａｘ＿ｇｒｏｕｐ ＝ ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ）预测转录

因子， 用 Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｒｏｇｅｎｅ． ｏｒｇ ／ ｃｇｉ⁃
ｂｉｎ ／ ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ ／ ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ．ｃｇｉ）预测 ＣｐＧ 岛。
１．３．４　 载体构建　 应用 Ｂｇｌ ＩＩ 和 Ａｇｅ Ｉ 双酶切骨架载

体 ｐＥＧＦＰ⁃１，酶切体系及方法参照试剂说明书。 酶切

３ ｈ 后进行 １％琼脂糖凝胶电泳检测和胶回收，并于 ４
℃保存用于后续 Ｉｎ⁃Ｆｕｓｉｏｎ 连接。 Ｉｎ⁃Ｆｕｓｉｏｎ 连接体

系：５×Ｉｎ⁃Ｆｕｓｉｏｎ ＨＤ Ｅｎｚｙｍｅ Ｐｒｅｍｉｘ ２ μｌ，ＰＣＲ 胶回收

产物 ６ μｌ，线性化骨架载体 ２ μｌ。 反应条件为：５０ ℃
１５ ｍｉｎ，之后 ４ ℃保存。 转化、质粒提取、去内毒质粒

提取等严格按照试剂盒的操作说明书进行。 重组质

粒送至上海生工生物工程有限公司进行测序。
１．３．５　 细胞培养及转染 　 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 和 ＣＨＯ 细胞

系用含有 １０％进口胎牛血清（ＦＢＳ）的 ＤＭＥＭ 培养

基，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２浓度下培养，隔天传代。 转染

按照 Ｌｉｆｅ ３０００ 转染试剂盒的操作说明书进行。 ４８ ｈ
后在倒置荧光显微镜下检测绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）
的表达情况。

２　 结果与分析

２．１　 水牛 ＺＰ３ 基因的克隆与鉴定

以水牛血液基因组为模板，应用设计的特异性

引物扩增 ＺＰ３ 基因，经 ＰＣＲ 成功扩增获得 ３ ０８１ ｂｐ
的特异性条带（图 １），与预期结果一致。

Ｍ１：λ⁃Ｈｉｎｄ ＩＩＩ ｄｉｇｅｓｔ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：样品 ＺＰ３ 基因 ＰＣＲ 扩增产物；２：样品 ｐＥＧＦＰ⁃１ 的 ＡｇｅＩ 和 Ｂｇｌ ＩＩ 酶切产物；Ｍ２：Ｓｕｐｅｒｃｏｉｌｅｄ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ；
３：重组质粒 ｐＺＰ３⁃ＥＧＦＰ⁃１。

图 １　 水牛 ＺＰ３ 基因的扩增与亚克隆

Ｆｉｇ．１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｂｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｂｕｆｆａｌｏ ＺＰ３ ｇｅｎｅ

２．２　 水牛 ＺＰ３ 基因序列分析

对获得的阳性重组质粒进行测序分析，获得水

牛 ＺＰ３ 基因序列。 应用 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 软件进行

相似性比对分析，结果显示，广西本地水牛 ＺＰ３ 核

酸序列与河流型水牛、黄牛、绵羊和山羊的相似性分

别为 ９９％、９６％、９２％和 ９２％，表明 ＺＰ３ 基因在不同

哺乳动物中具有较高的序列保守性。
２．３　 水牛 ＺＰ３ 基因系统进化树

选择所克隆得到的广西本地水牛 ＺＰ３ 基因序

列与黄牛、小鼠和人相关序列进行多重序列比较，结
果表明广西本地水牛 ＺＰ３ 基因序列与黄牛具有较

高的相似性，与小鼠和人的序列差别较大。 进一步

应用 ＭＥＧＡ５．０ 软件，用 ＮＪ 法构建系统进化树（图
２）。 由图 ２ 可知，水牛与黄牛的相应序列聚为一

支，与绵羊的遗传距离相对较近，进化树的形态与分

类学具有较高的一致性，进一步说明克隆的序列为

水牛 ＺＰ３ 基因。
２．４　 水牛 ＺＰ３ 基因启动子和转录因子的生物信息

分析

　 　 选取广西本地水牛 ＺＰ３ 基因 ５′侧翼 ２ ０００ ｂｐ
序列，进行启动子及转录因子反式作用元件等分析。
Ｇｐｍｉｎｅｒ 在线网站预测结果显示，在－１４７ ｂｐ 至－１９６
ｂｐ 区域存在启动子特征序列（ＴＡＴＡ ｂｏｘ），序列为

ＴＣＡＴＣＡＧＧＧＧＴＡＴＡＡＧＡＣＧＧＴＧＧＧＴＧＧＴＧＣＣＴＧ⁃
ＣＣＣＡＧＧＡＧＴＣＡＣＡＧＴＧＧ。 经 Ｊａｓｐａｒ 和 Ｇｐｍｉｎｅｒ 软
件预测发现本地水牛 ＺＰ３ 基因 ５′侧翼序列 ２ ０００ ｂｐ
内存在 ２ 个潜在核心启动子区，其中一处为－５０ ｂｐ
至－ ４０９ ｂｐ 区域，此区域存在 ＴＢＰ （ － １８７ ｂｐ……
－１７３ ｂｐ）、ＳＰ１（ －６０ ｂｐ……－５０ ｂｐ）、ＣＥＢＰＡ（ －４０９
ｂｐ……－３９９ ｂｐ）和 ＵＳＦ１，２（－１２６ ｂｐ……－１１６ ｂｐ）
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等结合位点，分别结合 ＴＡＴＡ ｂｏｘ、ＧＣ ｂｏｘ、ＣＡＡＴ ｂｏｘ
和 Ｅ ｂｏｘ；另一处为－１ ０３１ ｂｐ 至－１ ２４８ ｂｐ 处，此区

域存 在 ＴＢＰ （ －１ ０６９ ｂｐ …… －１ ０３１ ｂｐ ）、 ＳＰ１
（－１ ２４８ ｂｐ……－１ ２２６ ｂｐ）、ＣＥＢＰＡ（－１ １２２ ｂｐ……
－１ １１２ ｂｐ）和 ＵＳＦ１，２（－１ １０５ ｂｐ……－１ ０９５ ｂｐ）等
转录因子结合位点。 此外在广西本地水牛 ＺＰ３ 基

因 ５′侧翼序列２ ０００ ｂｐ 内，也存在 Ｆｏｘｏ３、Ｎｏｂｏｘ、

Ｓｔａｔ３、Ｓｔａｔ５ａ、Ｓｔａｔ５ｂ、Ｓｔａｔ６、ＹＹ１ 和 Ｇａｔａ 家族等反式

作用元件结合位点，其中 Ｓｔａｔ 家族基因在 ＺＰ３ 基因

启动子区存在多个结合位点，且 ＺＰ３ 同一位点处存

在多个 Ｓｔａｔ 家族基因结合的情况（图 ３、图 ４、图 ５）。
通过 Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ 预测发现在 ＺＰ３ 基因翻译起始位

点上游不存在 ＣｐＧ 岛。

图 ２　 水牛与其他物种 ＺＰ３ 基因核苷酸序列的系统进化树

Ｆｉｇ．２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＺＰ３ ｇｅｎｅ ａｍｏｎｇ ｂｕｆｆａｌｏ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

图 ３　 水牛 ＺＰ３ 基因启动子的预测

Ｆｉｇ．３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ ｂｕｆｆａｌｏ ＺＰ３ ｇｅｎｅ

２．５　 ｐＺＰ３⁃ＥＧＦＰ⁃１ 真核表达载体构建及转录活性

检验

　 　 应用 Ｉｎ⁃Ｆｕｓｉｏｎ 技术构建 ｐＺＰ３⁃ＥＧＦＰ⁃１ 真核表

达载体，电泳及测序结果表明所构建载体正确（图
１）。 应用脂质体 Ｌｉｆｅ ３０００，将阳性对照质粒 ｐＥＧ⁃
ＦＰＮ１ 转染 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 和 ＣＨＯ 细胞系，阴性对照质

粒 ｐＥＧＦＰ⁃１ 转染 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 和 ＣＨＯ 细胞系，所构

建的 ｐＺＰ３⁃ＥＧＦＰ⁃１ 质粒转染 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 和 ＣＨＯ 细

胞系，４８ ｈ 后进行荧光观察。 结果表明：阳性对照

载体 ｐＥＧＦＰＮ１ 在 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 和 ＣＨＯ 细胞系中有

ＥＧＦＰ 蛋白表达，且在 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 中荧光信号显著

强于 ＣＨＯ 细 胞 系； 阴 性 对 照 载 体 ｐＥＧＦＰ⁃１ 在

ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 和 ＣＨＯ 细胞系中均无 ＥＧＦＰ 蛋白表达；
试验载体 ｐＺＰ３⁃ＥＧＦＰ⁃１ 在 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞系中无

ＥＧＦＰ 蛋白表达，在 ＣＨＯ 细胞系中有 ＥＧＦＰ 蛋白

表达（图 ６）。
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图 ４　 水牛 ＺＰ３ 基因启动子区转录因子的预测

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ｂｕｆｆａｌｏ ＺＰ３ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

图 ５　 水牛 ＺＰ３ 启动子区转录因子结合位点分布图

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｂｕｆｆａｌｏ ＺＰ３ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ

４５３１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１５ 年 第 ３１ 卷 第 ６ 期



图 ６　 水牛 ＺＰ３ 基因启动子的转录活性

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ ｂｕｆｆａｌｏ ＺＰ３ ｇｅｎｅ

３　 讨 论

小鼠透明带由 ＺＰ１、ＺＰ２ 和 ＺＰ３ ３ 种糖蛋白组

成，三者的含量比值为 １ ∶ ４ ∶ ４［１６］。 其中 ＺＰ３ 基因

特异表达于初级卵泡阶段及其之后的卵母细胞

中［１７］。 ＺＰ３ 的缺失，一方面致使透明带不能形成，
另一方面致使胚胎发育不能跃过 ２ 细胞期［１８］。 人

的 ＺＰ３ 基因位于 ７ 号染色体上，含有 ７ 个可变剪切

体，其中 ４ 个可以编码蛋白质，分别编码 ３７３ ａａ、４２４
ａａ、２４８ ａａ 和 ２５８ ａａ。 编码区最长的可变剪切体含

有 ８ 个外显子和 ７ 个内含子。 小鼠的 ＺＰ３ 基因位

于 ５ 号染色体上，含有 ２ 个可变剪切体，仅有 １ 个可

以编码蛋白质，含有 ５ 个外显子和 ４ 个内含子。 黄

牛的 ＺＰ３ 基因位于 ２５ 号染色体上，编码 ４２１ ａａ。 对

透明带基因表达调控研究发现，位于透明带蛋白质

翻 译 起 始 位 点 上 游 ２００ ｂｐ 处 存 在 Ｅ⁃ｂｏｘ
（ＣＡＮＮＴＧ），能够与反式作用因子 Ｆｉｇｌａ 和 ＵＳＦ１ 等

结合，从而促进透明带蛋白质基因的表达［１９］。 Ｓｈｉ

等［２０］研究发现，鲫鱼的 ＺＰ１、ＺＰ２ 和 ＺＰ３ 基因聚集

在一起，其跨度为１０ ８５５ ｂｐ，其中 ＺＰ２ 和 ＺＰ３ 间的

１ ０９７ ｂｐ 具有双向启动子的特性，能够同时调节

ＺＰ２ 和 ＺＰ３ 基因的表达。 本研究成功克隆获得沼

泽型水牛 ＺＰ３ ５′侧翼序列及部分外显子序列，共
３ ０８１ ｂｐ，同源性分析结果表明其与河流型水牛和

黄牛的序列相似性较高。
本研究通过信息学分析发现，在水牛 ＺＰ３ 启动

子区内存在 ２ 个潜在核心启动子区，其中一处为

－５０ ｂｐ至 － ４０９ ｂｐ 区域，此区域存在 ＴＢＰ、 ＳＰ１、
ＣＥＢＰＡ 和 ＵＳＦ１，２ 等结合位点，与文献［２１］报道的

一致；另一处为－１ ０３１ ｂｐ 至－１ ２４８ ｂｐ 处，此区域存

在 ＴＢＰ、ＳＰ１、ＣＥＢＰＡ 和 ＵＳＦ１，２ 等转录因子结合位

点。 此外还存在 ＧＡＴＡｓ、Ｆｏｘｏ１、Ｆｏｘｏ３、Ｓｔａｔｓ 和 ＹＹ１
等反式作用元件结合位点，且存在 Ｓｔａｔ３、 Ｓｔａｔ４、
Ｓｔａｔ５ａ、Ｓｔａｔ５ｂ 以及 Ｓｔａｔ６ 同时结合的位点，提示 Ｓｔａｔｓ
可能通过形成二聚体的形式调控 ＺＰ３ 的表达。 通

过构建 ｐＺＰ３⁃ＥＧＦＰ⁃１ 表达载体转染 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 和
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ＣＨＯ 细胞，发现 ＺＰ３ ５′侧翼序列能够启动绿色荧光

蛋白表达于 ＣＨＯ 细胞中，但不能启动其表达于

ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞中，表明所克隆获得的沼泽型水牛

ＺＰ３ ５′侧翼序列具有组织表达特异性。 总之，本研

究成功克隆了广西本地水牛 ＺＰ３ ５′侧翼区域，并验

证了其转录活性，但对其转录调节机制还需进行进

一步研究。
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