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　 　 摘要：　 为阐明广西沼泽型水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基因在水牛不同组织中的表达规律，根据 ＧｅｎＢａｎｋ 已公布的牛 Ｓｏｈｌｈ２
基因序列，设计其编码区（ＣＤＳ）扩增引物，应用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法扩增克隆获得目的基因片段；应用生物信息学方法，系
统分析了水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 的遗传进化以及蛋白质的理化性质、二级和三级结构；并应用 ＲＴ⁃ＱＰＣＲ 技术对 Ｓｏｈｌｈ２ 基因在

水牛组织（器官）的表达进行了分析。 结果表明：水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基因编码区全长 １ ２８１ ｂｐ，共编码 ４２６ 个氨基酸。 多

重序列比较分析结果显示水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 核苷酸序列与牛、绵羊、山羊、猪、马、人和小鼠相应序列的相似性分别为

９８％、９６％、９６％、８５％、８６％、８１％和 ７２％，系统进化树显示 Ｓｏｈｌｈ２ 基因在不同物种以及进化的过程中具有高度保守

性。 Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质呈弱碱性，无信号肽，在细胞中亚定位于细胞核中，存在 ｂＨＬＨ 结构。 水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基因在水牛垂

体、大脑、肝脏、骨骼、卵巢和睾丸等 １１ 个组织（器官）细胞中具有不同程度的表达，其中睾丸细胞中表达量最高，垂
体和生殖脊细胞中表达量次之，卵丘细胞中表达量低，心脏、肺脏、肌肉细胞和颗粒细胞中不表达。
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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［１⁃５］。 中国沼泽型水牛发情期人工授精受胎

率为 ３０％～４０％，产犊间隔 ４５０ ｄ 以上，而黄牛人工授

精受胎率为 ７０％～８０％［６］。 水牛非常适合于中国南

方农村饲养，据联合国粮食及农业组织（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 １．１２９ ２× １０８ 头 和 巴 基 斯 坦

３．１７２ ６×１０７头，位居世界第 ３，在中国畜牧业产业中占

有重要地位。 近年来，随着中国农业机械化程度的提

高，水牛的役用价值逐年降低，而随着人们生活水平

的提高，对水牛肉和水牛奶的需求则日益增加，亟待

应用动物生物技术尤其是基因改良技术开发利用这

一庞大的畜种资源。 目前，水牛繁殖性状相关基因研

究报道较少［７⁃９］，因此急需应用动物分子克隆和基因

表达生物技术研究阐释影响水牛繁殖性状的重要功

能基因，以建立水牛的分子育种和基因改良技术，提
高水牛的繁殖力。

精卵发生碱性螺旋⁃环⁃螺旋转录因子 ２（Ｓｐｅｒｍａｔ⁃
ｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｏｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂａｓｉｃ ｈｅｌｉｘ⁃ｌｏｏｐ⁃ｈｅｌｉｘ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２， Ｓｏｈｌｈ２），属于碱性螺旋⁃环⁃螺旋

转录因子家族 （Ｂａｓｉｃ ｈｅｌｉｘ⁃ｌｏｏｐ ⁃ｈｅｌｉｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ， ｂＨＬＨ）一员［１０］。 碱性螺旋⁃环⁃螺旋转录因子

超家族参与机体的众多生物进程，其中包括细胞分

化、细胞周期阻滞、细胞凋亡等［１１］。 有研究结果表明

ｂＨＬＨ 通过同源或异源二聚体的形式形成转录因子

复合体结合到基因启动子区的 Ｅ⁃Ｂｏｘ 结构区域

（ＣＡＮＮＴＧ）调节基因的转录［１１］。 Ｓｏｈｌｈ２ 基因敲除试

验结果表明，Ｓｏｈｌｈ２ 基因在小鼠 Ａ 型精原细胞向 Ｂ
型精原细胞及原始卵泡向次级卵泡转化的生理过程

中发挥着不可或缺的功能［１２⁃１４］。 但是，目前，关于水

牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基因的研究鲜有报道。 鉴于此，本研究旨

在克隆水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基因序列并对其特征进行生物信

息学分析，研究其组织表达规律，为进一步研究

Ｓｏｈｌｈ２ 基因在水牛配子发生过程中的功能及转基因

载体构建中的应用提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

试验材料采集方法参照本课题组前期建立的方

案［７，１５］进行。 试验用雌、雄水牛（２ ～ ３ 岁）各 １ 头，
选自广西南宁市鲁班路屠宰场，采集其新鲜的生殖

脊、心、肝、颗粒细胞、肺、卵丘细胞、肾、下丘脑、垂
体、大脑、睾丸、皮肤、骨头、卵巢、肌肉等 １５ 种组织

（细胞）放于液氮中，２ ｈ 内运回实验室，液氮罐中保

存用于后期 ＲＮＡ 提取。
１．２　 主要试剂

Ｔｒｉｚｏｌ 试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，琼脂糖凝胶

ＤＮＡ 回收试剂盒、质粒提取试剂盒均购自天根生化

科技有限公司，Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（ＡＭＶ）、ＬＡ Ｔａｑ
酶、限制性内切酶、Ｏｌｉｇｏ ｄ（Ｔ）１８Ｔ、ｐＭＤｌ８⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ
均购自大连 ＴａＫａＲａ 公司，ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ（ＲＯＸ）购自 Ｒｏｃｈｅ 公司，ＤＨ５ａ 感受态

细胞为广西大学动物繁殖研究所自备。
１．３　 试验方法

１．３．１　 引物设计　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基因

序列（ＸＭ＿５９７０１１．５）和内参基因 β⁃ａｃｔｉｎ 序列（ＮＭ＿
００１２９０９３２．１），利用 Ｏｌｉｇｏ ６．０ 软件分别设计 Ｓｏｈｌｈ２⁃
ＣＤＳ 扩增引物、定量引物及 β⁃ａｃｔｉｎ 定量引物 （表

１），其中 Ｓｏｈｌｈ２⁃ＣＤＳ 扩增引物扩增水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基因

部分 ５′ＵＴＲ 区域、全长编码区区域和部分 ３′ＵＴＲ 区

域。 引物由上海生工生物公司合成。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称 　 　 上游引物（５′→３′） 　 　 下游引物（５′→３′） 扩增长度 （ｂｐ） 退火温度 （℃）

Ｓｏｈｌｈ２⁃ＣＤＳ ＡＴＧＧＣＧＧＣＣＴＣＡＡＴＴＡＣＣ ＧＧＣＡＣＣＣＡＡＴＡＧＧＴＧＧＴＣＴ １ ３２７ ６０

Ｓｏｈｌｈ２ＤＬ ＴＴＧＡＧＡＧＡＴＧＴＧＴＴＴＡＣＣＴＣＣ ＡＣＡＡＴＣＴＴＴＴＣＴＡＡＴＧＣＣＣＡ １８８ ５５

β⁃ａｃｔｉｎＤＬ ＡＣＣＧＣＡＡＡＴＧＣＴＴＣＴＡＧＧ ＡＴＣＣＡＡＣＣＧＡＣＴＧＣＴＧＴＣ １９９ ５５
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１．３．２　 总 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 第一链的合成 　 方

法参照本课题组前期建立的体系 ［５，１３］ 进行。 具

体如下，Ｔｒｉｚｏｌ 法提取水牛生殖脊、心、肝、颗粒细

胞、肺、卵丘细胞、肾、下丘脑、垂体、大脑、睾丸、
皮肤、骨 头、卵 巢 和 肌 肉 等 １５ 种 组 织 细 胞 总

ＲＮＡ。 ＲＮＡ 提取后，通过分光光度计及电泳检测

其纯度和完整性，并置于－８０ ℃ 下保存备用。 用

ＡＭＶ 反转录试剂盒进行反转录反应，反转录体

系 ２０􀆰 ０ μｌ：２ μｇ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ，１􀆰 ０ μｌ Ｄｎａｓｅ Ｉ，１􀆰 ３
μｌ ＤＮａｓｅ Ｉ Ｂｕｆｆｅｒ，１􀆰 ０ μｌ ＥＤＴＡ，ｌ􀆰 ０ μｌ ｄＮＴＰ，２􀆰 ０
μｌ 随机引物，４􀆰 ０ μｌ ５×ＡＭＶ Ｂｕｆｆｅｒ，０􀆰 ５ μｌ ＲＮａｓｅ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，１􀆰 ０ μｌ ＡＭＶ 逆转录酶，ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ
补至 ２０􀆰 ０ μｌ。 反应条件 ２５ ℃ ５ ｍｉｎ，４２ ℃ ９０
ｍｉｎ，９５ ℃ １０ ｍｉｎ，４ ℃终止。
１．３．３　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应　 方法参照本课题组前期建立

的体系［７，１５］进行。 具体如下，以反转录产物作模板

进行 ＰＣＲ 反应，反应体系 ２０􀆰 ０ μｌ：模板 １􀆰 ０ μｌ，上、
下游引物各 ０􀆰 ５ μｌ，１０×ＬＡ Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ０ μｌ，ｄＮＴＰ １􀆰 ０
μｌ，ＬＡ Ｔａｑ ０􀆰 ３ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ 补至 ２０􀆰 ０ μｌ。 ＰＣＲ 反应

条件为：９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，６０ ℃退

火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２ ℃延伸 １０
ｍｉｎ，４ ℃终止反应。 ＰＣＲ 产物用 １％琼脂糖凝胶电

泳检测并胶回收。
１．３．４　 ＰＣＲ 产物的连接与测序 　 方法参照本课题

组前期建立的体系［７，１５］ 进行。 具体如下，ＰＣＲ 产物

纯化回收后，将目的片段与克隆载体 ｐＭＤｌ８⁃Ｔ 连

接，然后转化大肠杆菌 ＤＨ５ａ 感受态细胞，再将菌液

涂布在含有氨苄青霉素（Ａｍｐ＋）的 ＬＢ 固体培养基

上，３７ ℃培养过夜。 挑取单克隆在含 Ａｍｐ＋的 ＬＢ 液

体培养基中培养，然后细菌裂解（Ｃｒａｃｋｉｎｇ）鉴定并

用天根普通质粒提取试剂盒提取重组质粒，将含有

目的片段的重组质粒寄至上海生工生物工程有限公

司进行测序。
１．３．５　 生物信息学分析　 方法参照本课题组前期建

立的体系［７，１５］ 进行。 具体如下，序列测定的结果用

ＢＬＡＳＴ 程序进行同源序列比对，用 ＭＥＧＡ５．０ 软件构

建分子进化树，用 ＥＸＰＡＳＹ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）服务器分析水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 编码的蛋白质氨

基酸 组 成、 理 论 分 子 质 量 和 等 电 点 等， 利 用

ＳＭＡＲＴ［１６］程序（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ—ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ）预
测 Ｓｏｈｌｈ２ 编码的蛋白质氨基酸序列中可能存在的蛋

白质结构域，利用 ＳｉｇｎｌＰ 程序［１７］ （ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／

ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ）进行蛋白质 Ｎ⁃末端信号肽预测，通
过 Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｌｉｎｕｘ１． ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ． ｃｏｍ ／ ｂｅｒｒｙ． ｐｈｔｍｌ？
ｔｏｐｉｃ ＝ ｐｒｏｔｃｏｍｐａｎ＆ｇｒｏｕｐ ＝ ｐｒｏｇｒａｍｓ＆ｓｕｂｇｒｏｕｐ ＝
ｐｒｏｌｏｃ）服务器分析 Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质的亚细胞定位，利
用 ＤＮＡＳｔａｒ 中的 Ｐｒｏｔｅａｎ 程序预测 Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质二级

结构，通过 Ｉ⁃ＴＡＳＳＥＲ 程序［１８］（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｈａｎｇｌａｂ．ｃｃｍｂ．
ｍｅｄ．ｕｍｉｃｈ．ｅｄｕ ／ Ｉ⁃ＴＡＳＳＥＲ ／ ）分析预测 Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质

三级结构。
１．３．６　 ＲＴ⁃ＱＰＣＲ　 方法参照本课题组前期建立

的体系 ［７，１５］ 进行。 具体如下，反应体系为 ２０􀆰 ０
μｌ：５０ ｎｇ ＲＴ⁃ＰＣＲ 产物，１０􀆰 ０ μｌ ２×ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉ⁃
ｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ（ＲＯＸ） ，０􀆰 ３ μｌ ＰｒｉｍｅｒＦ ／
Ｒ（ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ， ＲＮａｓｅ ＦｒｅｅＨ２ Ｏ 补至 ２０􀆰 ０ μｌ。
反应条件：９５ ℃ １０ ｍｉｎ；９５ ℃ １５ ｓ，６０ ℃ １ ｍｉｎ，
４０ 个循 环。 对 每 个 样 品 进 行 ４ 次 重 复， 运 用

２ －△△Ｃ ｔ方法计算目的基因的相对表达量。 用内参

β⁃ａｃｔｉｎ 对其进行标准化，将水牛卵巢组织作为对

照品，其他为检测样品。

２　 结果与分析

２．１　 水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基因的克隆与鉴定

通过 Ｔｒｉｚｏｌ 法纯化水牛组织的总 ＲＮＡ，电泳结

果显示清晰的 １８Ｓ 和 ２８Ｓ 条带，说明获得了高质量

的 ＲＮＡ，可用于下一步的反转录试验。 应用设计的

特异性引物扩增 Ｓｏｈｌｈ２ 基因 ＣＤＳ 序列，经 ＲＴ⁃ＰＣＲ
扩增获得１ ３２７ ｂｐ 的特异性条带（图 １）。 将 ＰＣＲ
产物连接克隆到 ｐＭＤｌ８⁃Ｔ 载体，载体大小４ ０２７ ｂｐ
左右，与预期结果一致（图 １）。
２．２　 水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基因序列分析

对阳性重组质粒进行测序分析，获得水牛

Ｓｏｈｌｈ２ 基因序列，并提交 ＧｅｎｅＢａｎｋ 数据库，登陆

号为 ＪＱ３２６２８７． １。 应用 ＮＣＢＩ 的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 程

序分析，发现该基因编码区全长１ ２８１ ｂｐ，可编码

４２６ 个氨基酸（图 ２） 。 ＢＬＡＳＴ 相似性比对分析结

果显示，水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基因序列与牛、绵羊、山羊、
猪、马、人和小鼠相应序列的相似性分别为 ９８％、
９６％、９６％、８５％、８６％、８１％和 ７２％，表明 Ｓｏｈｌｈ２
基因在不同哺乳动物中具有较高的序列保守性。
２．３　 水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基因的系统进化树

选择克隆得到 的 水 牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基 因 序 列 与

牛

（ＸＭ＿５９７０１１．５） 、绵羊（ＸＭ＿００４０１２１２１．１） 、山羊
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Ａ 中，Ｍ 为 Ｍａｒｋｅｒ Ⅶ， １ 为样品 ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｓｏｈｌｈ２ 扩增产物； Ｂ 中，Ｍ１ 为 １ ｋｂ Ｍａｒｋｅｒ， １ 为重组质粒 ｐＭＤ１８⁃Ｔ⁃Ｓｏｈｌｈ２， ２ 为重组质粒的 ＥｃｏＲ Ｉ
和 Ｘｂａ Ｉ 酶切产物， Ｍ２ 为 Ｓｕｐｅｒｃｏｉｌｅｄ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ。

图 １　 水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基因的扩增与亚克隆

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｂｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｂｕｆｆａｌｏ Ｓｏｈｌｈ２ ｇｅｎｅ

图 ２　 水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基因序列及预测编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ．２　 Ｂｕｆｆａｌｏ Ｓｏｈｌｈ２ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

（ＸＭ＿００５６８７６１４．１）、猪（ＸＭ＿００５６６８３３８．１）、猫（ＸＭ
＿００６９２７２２９． １）、大熊猫（ＸＭ＿００２９２３４６０． １）、家犬

（ＸＭ＿５４３１３４．４）、非洲象（ＸＭ＿００３４０９６３０．１）、猕猴

（ＸＭ＿００１０８２３２０．２）、黑猩猩（ＸＭ＿００４０５４３７３．１）、人
（ＮＭ＿０１７８２６．２）、马（ＸＭ＿００５６０１１６９．１）、中国仓鼠

（ＸＭ＿００３５０２９５２． １）、小鼠（ＮＭ＿０２８９３７． ３）和大鼠

（ＮＭ＿００１０３４９６１．１）进行多重序列比较，结果见

图 ３ 。 由图 ３ 可知， Ｓｏｈｌｈ２ 基因在不同物种中

具有较高的保守性。 应用 ＭＥＧＡ５ ． ０ 软件，用

ＮＪ 法构建系统进化树 （ 图 ４ ） 。 由图 ４ 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 为 水 牛

Ｓｏｈｌｈ２ 基因。
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图 ３　 水牛与其他物种 Ｓｏｈｌｈ２ 氨基酸序列的多重比对

Ｆｉｇ．３　 Ｍｕｌｔｉｐｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｓｏｈｌｈ２ ｉｎ ｂｕｆｆａｌｏ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
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图 ４　 水牛与其他物种 Ｓｏｈｌｈ２ 氨基酸序列的系统进化树

Ｆｉｇ．４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｂｕｆｆａｌｏ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｓｏｈｌｈ２

２．４　 水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质特性的生物信息分析

通过 ＥＸＰＡＳＹ 服务器分析 Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质的氨

基酸组成，该蛋白质含有 ４２６ 个氨基酸，其中亮氨酸

含量最高（９􀆰 ２％），其次是丝氨酸（８􀆰 ２％），色氨酸

含量最低（０􀆰 ５％）。 Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质理论分子质量为

４．７７６×１０４，等电点为 ８􀆰 ７２，为弱碱性蛋白质，分子式

为 Ｃ２１３２Ｈ３４０３Ｎ５７５Ｏ６２７Ｓ２０。 应用 ＳｉｇｎＩＰ 程序对 Ｓｏｈｌｈ２
蛋白质 Ｎ 末端信号肽进行预测，结果显示，水牛

Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质不含信号肽位点。 通过 Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ 服务

器分析预测了水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质的亚细胞定位情

况，结果表明，水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质位于细胞核内。
进一步用 ＳＭＡＲＴ 程序预测 Ｓｏｈｌｈ２ 的蛋白质结构

域，结果显示 Ｓｏｈｌｈ２ 存 在 Ｈｅｌｉｘ⁃ｌｏｏｐ⁃ｈｅｌｉｘ ＤＮＡ⁃
ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ 结构，位于第 １９７～２５６ 位氨基酸（图
５）。 随后又对水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质的二级结构和高

级结构进行了预测分析。 用 ＤＮＡＳｔａｒ 中 Ｐｒｏｔｅａｎ 程

序分析蛋白质的二级结构，结果（图 ６）显示，水牛

Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质二级结构包含 ２０ 个 α⁃螺旋、４ 个 β⁃折
叠、２３ 个 β⁃转角和 １８ 个无规则卷曲，呈典型的跨膜

结构蛋白特征。 应用 Ｉ⁃ＴＡＳＳＥＲ 程序模拟了水牛、
黄牛和人 Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质高级结构，３ 物种的 Ｓｏｈｌｈ２

蛋白质高级结构相似性很高（图 ７）。

图 ５　 水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质结构域预测

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｂｕｆｆａｌｏ Ｓｏｈｌｈ２

２．５　 水牛不同组织中 Ｓｏｈｌｈ２ 基因表达分析

以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参基因，应用 ＲＴ⁃ＱＰＣＲ 技术对

水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基因在大脑、卵巢、肝脏、皮肤、肌肉和

肾脏等组织细胞中的表达情况进行分析，结果显示

用于 ＲＴ⁃ＱＰＣＲ 检测基因表达的定量引物熔解曲线

峰图单一（图 ８）。 定量分析结果表明水牛 Ｓｏｈｌｈ２
基因表达于所检测的 １１ 种组织细胞中，其中睾丸中

表达量最高，垂体、生殖脊次之，卵丘细胞表达量最

低，在心脏、肺脏、肌肉和颗粒细胞中没有检测到其

表达（图 ９）。 定量 ＰＣＲ 产物电泳结果一方面显示

β⁃ａｃｔｉｎ 和 Ｓｏｈｌｈ２ 没有杂带和引物二聚体，另一方面

也显示 Ｓｏｈｌｈ２ 基因高表达于广西本地水牛睾丸、垂
体和生殖脊等组织中（图 １０）。
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Ａ：螺旋；Ｂ：折叠；Ｔ：Ｔ⁃转角；Ｃ：无规则卷曲。
图 ６　 水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质二级结构预测

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｂｕｆｆａｌｏ Ｓｏｈｌｈ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ７　 不同物种 Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质三级结构预测

Ｆｉｇ．７　 Ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｓｏｈｌｈ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ８　 β⁃ａｃｔｉｎ（Ａ）和 Ｓｏｈｌｈ２（Ｂ）基因的熔解曲线

Ｆｉｇ．８　 Ｔｈｅ ｍｅｌｔ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｓｏｈｌｈ２（Ｂ） ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ（Ａ）

３　 讨 论

水牛是中国南方重要的肉、乳和役兼用畜种资

源，目前关于水牛繁殖性状相关基因的研究报道相

对较少。 本研究克隆得到了沼泽型水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基

因 ｃＤＮＡ 共１ ７２６ ｂｐ，其中编码区全长１ ２８１ ｂｐ，共
编码 ４２６ 个氨基酸。 多重序列比较分析结果显示水

牛 Ｓｏｈｌｈ２ 核苷酸序列与牛、绵羊、山羊、猪、马、人和

小鼠相应序列的相似性分别为 ９８％、９６％、９６％、
８５％、８６％、８１％和 ７２％，表明该序列在不同动物中

５０４朱　 鹏等：水牛 Ｓｏｈｌｈ２ 基因的克隆分析及其表达



图 ９　 Ｓｏｈｌｈ２ 基因在水牛不同组织（器官）中的相对表达量

Ｆｉｇ．９　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｓｏｈｌｈ２ ｍＲＮＡ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｂｕｆｆａｌｏ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ Ｉ；１： 心脏；２： 肝脏；３： 肺脏；４： 肾脏；５： 大脑；６： 皮肤；７： 骨头；８： 肌肉；９： 睾丸；１０： 颗粒细胞；１１： 卵丘细胞；１２： 生殖脊；１３：
下丘脑；１４： 垂体；１５： 卵巢；１６： 水。

图 １０　 Ｓｏｈｌｈ２ 在水牛不同组织（器官）细胞中的定量 ＰＣＲ 电泳图

Ｆｉｇ．１０　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｂｕｆｆａｌｏ Ｓｏｈｌｈ２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ ＲＴ⁃ＱＰＣＲ

具有较高的保守性；通过生物信息学方法对 Ｓｏｈｌｈ２
蛋白质的一级结构、二级结构和高级结构进行分析

预测发现，Ｓｏｈｌｈ２ 蛋白质呈弱碱性，无信号肽，细胞

亚定位于细胞核中，符合其作为转录因子的特征，存
在典型的 ｂＨＬＨ 结构，具备 ｂＨＬＨ 转录因子家族调

节基因表达的功能，能够识别多个基因启动子区的

Ｅ⁃Ｂｏｘ 顺式作用元件［１９⁃２０］，其蛋白质三级结构与牛

和人的相似。
Ｓｏｈｌｈ２ 作为碱性螺旋⁃环⁃螺旋转录因子超家族

中的重要一员，通过作用于众多基因启动子区 Ｅ⁃
Ｂｏｘ 顺式作用元件，调节基因的转录，从而参与机体

的细胞分化和凋亡［１１］。 有研究结果表明，Ｓｏｈｌｈ２ 基

因 在 卵 巢 早 衰［２１］、 肿 瘤 增 殖［１１，２２］ 和 精 卵 发

生［１０，１２⁃１４，１９⁃２０，２３］等系列重要生命活动中发挥重要功

能。 Ｑｉｎ 等［２１］２０１４ 年报道 Ｓｏｈｌｈ２ 的 ３ 种突变与中

国妇女的卵巢早衰相关，这 ３ 种突变为 ｐ．Ｇｌｕ７９Ｌｙｓ、
ｐ．Ｇｌｕ１０５Ｇｌｙ 和 ｃ．⁃２１０Ｇ＞Ｔ。 Ｚｈａｎｇ 等［２２］ ２０１４ 年的

研究结果表明 Ｓｏｈｌｈ２ 通过上调 ｐ２１ 和下调 ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１ 的表达来抑制上皮性卵巢癌（Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｏｖａｒｉａｎ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＥＯＣ）的增殖。 而 Ｓｏｈｌｈ２ 小鼠雌雄不育，
主要体现在其配子发生过程受阻。 Ｓｏｈｌｈ２ 通过调节

Ｓｏｈｌｈ１［１９］、 Ｋｉｔ［２０］、 Ｇｆｒａ１［１４］、 Ｓｏｘ３［１４］、 Ｎｏｂｏｘ、 Ｆｉｇｌａ、
Ｇｄｆ９、Ｐｏｕ５ｆ１、Ｚｐ１、Ｚｐ３、Ｋｉｔ、Ｏｏｓｐ１、Ｎｌｒｐ１４、Ｈ１ｆｏｏ 和

Ｓｔｒａ８［２３］等基因的表达，影响动物精子和卵子发生。
雄性敲除小鼠［１２］ 因 Ａ 型精原细胞不能分化为 Ｂ 型

精原细胞，雌性敲除小鼠［２３］因原始卵泡不能生长发

育为初级卵泡而不育。 本研究应用 ＲＴ⁃ＱＰＣＲ 技术

检测了 Ｓｏｈｌｈ２ 基因在水牛不同组织中 ｍＲＮＡ３ 的表

达情况，结果显示在所检测的 １５ 种组织细胞中，
Ｓｏｈｌｈ２ 表达于其中的 １１ 种。 其中在水牛睾丸组织

中表达最高，其表达量是卵巢的 ４１８􀆰 ５ 倍；其次是垂

体和生殖脊，其表达量分别是卵巢组织的 ３０􀆰 ６ 倍和

１０􀆰 ７ 倍；表达量最低是的卵丘细胞。 提示 Ｓｏｈｌｈ２ 基

因在水牛的繁殖性腺轴，即垂体、下丘脑、卵巢和睾

丸中起着重要的调节作用，参与水牛的配子发生，尤
其是精子发生。 此外，本研究结果显示 Ｓｏｈｌｈ２ 表达

不仅仅局限于水牛的繁殖器官，还表达于其他组织

结构，这与 Ｓｏｈｌｈ２ 在人［２３，２４⁃２５］ 的组织中的表达规律
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一致，其表达不仅仅局限于人的繁殖组织，还表达于

人的其他组织，尤其是上皮组织，但 Ｓｏｈｌｈ２ 基因在

水牛不同组织中表达差异的分子调控机制仍需要进

一步的研究。 总之，本研究成功克隆了水牛 Ｓｏｈｌｈ２
基因并分析了其组织表达规律，为后续进一步根据

其序列设计 ＴＡＬＥＮ ／ ＳｉＲＮＡ 位点，研究其功能，探索

其下游调控基因以及转基因动物的制备等提供了一

定理论基础。
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