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受体 ＮＲ５Ａ１ 基因内含子(翻译起始位点 ＡＴＧ 前 ３９３ ｂｐ 片段)含有 ３ 个 ＣＴＣＦ 结合位点ꎬ双荧光素酶试验结果显示ꎬ
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　 　 ＣＴＣＦ(ＣＣＣＴＣ ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ)是一个重要的转录

因子ꎬ由一个 Ｎ 末端结构域ꎬ一个包含 １１ 个 Ｃ２Ｈ２ 锌

指中心结构域和一个 Ｃ 末端结构域组成[１]ꎮ 哺乳动

物基因组中大约含有３０ ０００~７０ ０００个 ＣＴＣＦ 结合位

点[２]ꎬ调控多种功能ꎬ包括微调基因表达、Ｘ 染色体失

活、印记和三维染色质组织等[３￣４]ꎮ 体内、外研究发

现ꎬＣＴＣＦ 结合位点完全破坏或缺失的纯合子在整个

胚胎期都是致死的[５]ꎬ且在特定细胞如卵母细胞[６]、
淋巴细胞[７]、神经元[８]中特异性敲除 ＣＴＣＦ 后导致器

官特异性功能失效、异常的增强子￣启动子相互作用

和转录失调ꎮ 小鼠雄性生殖细胞中 ＣＴＣＦ 失活导致

精子发生异常和不育[９]ꎮ 说明 ＣＴＣＦ 在动物生长发

育过程中具有非常重要的作用ꎮ
ＣＴＣＦ 作为转录因子发挥重要的调控作用ꎮ 作为

转录抑制因子负调控 ｃ￣ｍｙｃ 和溶菌酶基因转录[１０￣１２]ꎬ
作为转录激活因子与 Ｃｏｈｅｓｉｎ 蛋白参与调控人 ＵＧＴ１
基因簇的转录[１３]ꎬ驱动端粒重复编码 ＲＮＡ 的转录进

而促进端粒 ＤＮＡ 复制的完成[１４]ꎮ
孤儿核受体 ＮＲ５Ａ１ 基因参与调控湖羊的繁殖

性能[１５￣１７]ꎬＪＡＳＰＡＲ 在线软件预测发现ꎬ在 ＮＲ５Ａ１
基因内含子(翻译起始位点“ＡＴＧ”前 ３９３ ｂｐ 内)含
有 ３ 个 ＣＴＣＦ 结合位点ꎬ但 ＣＴＣＦ 是否参与调控湖羊

ＮＲ５Ａ１ 基因转录尚未知道ꎮ 本研究以湖羊为研究

对象ꎬ扩增卵巢组织中 ＣＴＣＦ 基因编码区序列ꎬ进行

序列特征分析ꎬ同时鉴定其在湖羊各组织中的表达

模式ꎬ最后构建 ＣＴＣＦ 结合位点野生型 /突变型

ＮＲ５Ａ１ 序列的荧光素酶报告载体ꎬ研究 ＣＴＣＦ 对

ＮＲ５Ａ１ 活性的影响ꎬ解析 ＣＴＣＦ 对湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因

的调控作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物

试验湖羊母羊(来自西来原生态农业有限公司)
屠宰后ꎬ立即采集各个组织器官样(包括心、肝、脾、
肺、肾、子宫、卵巢、大肠、小肠和肌肉等)于液氮中保

存备用ꎮ 采用传统的酚￣氯仿方法提取 ＤＮＡꎬ用 ＲＮＡ
提取试剂盒(百迈客生物科技有限公司产品)提取

ＲＮＡꎬ并使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｑ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ(诺唯赞生物

科技股份有限公司产品)完成 ｃＤＮＡ 第一链的合成ꎮ

１.２　 引物的合成和扩增

用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件先设计 ２ 对 ＣＴＣＦ 基

因(序列号:ＸＭ＿０２７９７８０８９.１)特异性引物 Ｐ￣ＣＴＣＦ１
和 Ｐ￣ＣＴＣＦ２ꎬ用于扩增湖羊 ＣＴＣＦ 编码区ꎻ再设计 Ｐ￣
ＣＴＣＦ３ 引物ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参 (表 １) 进行湖羊

ＣＴＣＦ 基因组织表达谱的鉴定ꎮ 引物由南京擎科生

物有限公司合成ꎬ引物序列的相关信息见表 １ꎮ
以湖羊卵巢组织为模板ꎬ扩增湖羊 ＣＴＣＦ 基因编

码区序列ꎻ 以湖羊各组织逆转录的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ以
β￣ａｃｔｉｎ 为内参ꎬ扩增不同组织中 ＣＴＣＦ 基因及对应 β￣
ａｃｔｉｎꎬ分析湖羊 ＣＴＣＦ 基因组织表达谱ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 反

应体系为 ２０ μｌꎬ含模板 ＤＮＡ 或者 ｃＤＮＡ ６０ ｎｇ、１.５
ＴＭ２Ｘ Ｈｉｇｈ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (南京擎科生物科技

有限公司产品) １０ μｌ、引物(１００ μｍｏｌ / Ｌ)１ μｌꎬ加灭

菌双蒸水至 ２０ μｌꎮ ＰＣＲ 扩增程序:９８ ℃预变性 ２
ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 １０ ｓꎬ５３~５８ ℃(表 １)退火 １０ ｓꎬ７２ ℃
延伸 ２ ｍｉｎ ꎬ３５ 个循环ꎻ最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ
１.３　 序列分析和转录因子结合位点预测

克隆测序获得的序列在 ＮＣＢＩ 的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｐｒｏｊｅｃｔｓ / ｇｏｒｆ / )中进

行开放阅读框预测ꎬ并用 ＤＮＡＭＡＮ６.０ 软件进行编

码区序列翻译ꎮ 用 ＳＭＡＲＴ( ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣ｈｅｉ￣
ｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / )软件预测 ＣＴＣＦ 蛋白功能域ꎮ 用 ＪＡＳ￣
ＰＡＲ 在线预测数据库(ｈｔｔｐ: / / ｊａｓｐａｒ.ｂｉｎ.ｋｕ.ｄｋ)预测

转录因子结合位点ꎮ
１.４　 荧光素酶载体构建

以湖羊 ＤＮＡ 为模板扩增 ＮＲ５Ａ１ 基因自翻译起

始位点 ＡＴＧ 前 ３９３ ｂｐ 至 ＡＴＧ 后 ８５ ｂｐ 的片段(片段

长 ４８１ ｂｐ)ꎬ连接到 ｐＭＤ￣１９Ｔ 载体上ꎬ由南京擎科生

物科技有限公司测序鉴定后获得 ｐＭＤ￣１９Ｔ￣ＮＲ５Ａ１ 载

体ꎮ 用内切酶 Ｎｈｅ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶切荧光素酶报告

载体(ｐＧＬ３￣ｂａｓｉｃ)和 ｐＭＤ１９Ｔ￣ＮＲ５Ａ１ꎬ目的片段切胶

回收后 Ｔ４ 连接酶连接过夜ꎬ转化 ＤＨα 感受态细胞ꎬ
测序鉴定后获得 ｐＧＬ３￣ＮＲ５Ａ１ 载体ꎮ
１.５　 点突变载体构建

以获得的 ｐＭＤ１９Ｔ￣ＮＲ５Ａ１ 质粒为模板ꎬ根据

ＴａＫａＲａ ＭｕｔａｎＢＥＳＴ Ｋｉｔ 引物设计原理设计 ３ 对 ５′端
邻接、３′端方向相反的引物用以导入变异点ꎬ同时使

用高保真 ＤＮＡ 聚合酶(Ｐｙｒｏｂｅｓｔ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ)进
行 ＰＣＲ 扩增、连接和质粒 ＤＮＡ 转化ꎬ构建 ３ 个
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ＮＲ５Ａ１ 基因 ＣＴＣＦ 结合位点突变型 ｐＭＤ１９Ｔ￣ＮＲ５Ａ１￣
ＴＵ１、 ｐＭＤ１９Ｔ￣ＮＲ５Ａ１￣ＴＵ２ 和 ｐＭＤ１９Ｔ￣ＮＲ５Ａ１￣ＴＵ３
载体ꎬ用内切酶 Ｎｈｅ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 分别双酶切荧光素

酶报告载体( ｐＧＬ３￣ｂａｓｉｃ) 和 ｐＭＤ１９Ｔ￣ＮＲ５Ａ１￣ＴＵ１、
ｐＭＤ１９Ｔ￣ＮＲ５Ａ１￣ＴＵ２ 和 ｐＭＤ１９Ｔ￣ＮＲ５Ａ１￣ＴＵ３ 载体ꎬ

目的片段切胶回收后 Ｔ４ 连接酶连接过夜ꎬ转化

ＤＨα 感受态细胞ꎬ测序鉴定后获得 ｐＧＬ３￣ＮＲ５Ａ１￣
ＴＵ１、ｐＧＬ３￣ＮＲ５Ａ１￣ＴＵ２ 和 ｐＧＬ３￣ＮＲ５Ａ１￣ＴＵ３ 载体ꎬ
引物见表 １ꎮ

表 １　 本研究中的基因扩增引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 　 退火温度
Ｔｍ(℃)

产物长度
(ｂｐ) 目的

Ｐ￣ＣＴＣＦ１ Ｆ:ＧＡＧＧＣＴＴＧＡＧＡＧＣＴＧＡＧＴＴＣ ５５ １ １５１ ＣＤＳ 扩增

Ｒ:ＧＣＡＣＴＴＧＴＧＡＧＧＡＣＧＡＧＴＡＣ

Ｐ￣ＣＴＣＦ２ Ｆ:ＧＧＧＣＡＡＡＧＡＴＧＴＧＧＡＴＧＴ ５３ １ ５７６ ＣＤＳ 扩增

Ｒ:ＡＣＡＣＡＧＣＣＣＡＧＡＧＣＡＧＴＣ

Ｐ￣ＣＴＣＦ３ Ｆ:ＡＧＡＡＡＧＡＣＴＴＡＣＣＡＧＡＧＡＣＧ ５６ ２５０ ＲＴ￣ ＰＣＲ

Ｒ:ＣＣＴＣＣＡＴＡＴＴＴＡＣＡＡＣＣＴＧＣ

Ｐ￣β￣ａｃｔｉｎ Ｆ:ＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＣＧＴＧＧＡＧＧ ５８ ３７９ ＲＴ￣ＰＣＲ

Ｒ:ＧＡＡＧＡＧＴＧＡＧＴＧＴＣＧＣＴＧＴＴＧ

Ｐ￣ＮＲ５Ａ１ Ｆ:ＡＴＡＧＣＴＡＧＣＣＴＴＡＡＡＴＧＡＡＣＧＡＡＴＣＣＧ ５８ ４８１ 荧光素酶载体构建

Ｒ:ＣＴＡＡＡＧＣＴＴＡＴＧＴＧＡＧＣＡＧＣＣＣＧＴＡＧＴＧＧ

Ｐ￣ＮＲ５Ａ１￣ＣＴＣＦ ＴＵ１ Ｆ:ＧＡＧＣＣＣＣＴＧＧＧＡＧＧＧＴＧＧＧＧＡＧＣＧＧＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧ ５５ ４８１ 荧光素酶载体构建

Ｒ:ＣＴＣＣＴＧＡＧＴＧＧＣＣＣＣＴＴＧＡＡＧＣＧＧＣＣＧＡＣＣＴＧＧＧＡ

Ｐ￣ＮＲ５Ａ１￣ＣＴＣＦ ＴＵ２ Ｆ:ＧＧＧＧＡＧＣＧＧＧＣＧＣＧＧＣＴＴＴＧＣＴＧＣＣＧＧＧＡＣＡＧＧＧＣ ５５ ４８１ 荧光素酶载体构建

Ｒ:ＡＣＣＣＴＣＣＣＡＧＧＧＧＣＴＣＣＴＣＣＴＧＡＧＴＧＧＣＣＣＣＣＣＡＣ

Ｐ￣ＮＲ５Ａ１￣ＣＴＣＦ ＴＵ３ Ｆ:ＧＣＣＣＡＧＧＴＣＣＣＣＣＴＧＣＡＴＴＧＣＣＡＧＣＧＧＣＣＧＴＣＣＧＧ ５５ ４８１ 荧光素酶载体构建

Ｒ:ＧＣＧＧＴＧＧＧＴＣＣＴＧＣＧＣＴＣＣＧＣＧＧＣＣＧＣＧＣＧＧＣＣＣＴ
下划线表示插入的酶切位点ꎮ

１.６　 细胞转染和荧光素酶活性测定

２９３Ｔ 细胞传代到含有 １０％胎牛血清[赛默飞世

尔科技(中国)有限公司产品]、１００ Ｕ / Ｌ氨苄 /四环

素[赛默飞世尔科技 (中国) 有限公司产品] 的

ＤＭＥＭ(Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ’ｓ ｍｅｄｉａ) 培养基

的 １２ 孔板中ꎬ在 ５％ ＣＯ２的 ３７ ℃培养箱中培养到细

胞汇合度８５％~９０％ 时ꎬ使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００[赛
默飞世尔科技(中国)有限公司产品]分别转染空载

ｐＧＬ３￣ｂａｓｉｃ、ＮＲ５Ａ１ 野生型载体 ｐＧＬ３￣ＮＲ５Ａ１ 和 ３ 个

ＣＴＣＦ 结合位点突变型 ＮＲ５Ａ１ 载体 ｐＧＬ３￣ＮＲ５Ａ１￣
ＴＵ１、 ｐＧＬ３￣ＮＲ５Ａ１￣ＴＵ２、 ｐＧＬ３￣ＮＲ５Ａ１￣ＴＵ３ 于 细 胞

中ꎬ转染后 ４８ ｈ 搜集细胞进行荧光素酶活性测定ꎮ
１.７　 数据分析

试验结果用平均数 ± 标准差表示ꎬ用 ＳＰＳＳ１６.０
软件中 ｔ 检验进行独立样本统计分析ꎬ用 Ｏｎｅ￣ｗａｙ
中的 ＡＮＯＶＡ 进行多重比较分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 湖羊 ＣＴＣＦ 基因编码区序列扩增

以湖羊卵巢组织 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ２ 对特异性引

物扩增湖羊 ＣＴＣＦ 编码区序列ꎬ１％琼脂糖凝胶电泳

检测发现 ２ 对引物在湖羊中均有特异性扩增(图
１)ꎬ切胶回收测序后进行序列比对和拼接ꎬ得到湖

羊 ＣＴＣＦ 基因的整个编码区 ＣＤＳ 序列ꎮ
２.２　 湖羊 ＣＴＣＦ 基因序列特征分析

测序获得的 ＣＴＣＦ 序列用在线软件(ＯＲＦ Ｆｉｎｄ￣
ｅｒ )预测发现ꎬ完整的开放阅读框长度为２ １８７ ｂｐꎬ
编码 ７２７ 个氨基酸残基ꎮ ＳＭＡＲＴ 在线预测发现湖

羊 ＣＴＣＦ 编码的蛋白质与其他哺乳动物一样ꎬ含有

１１ 个连续的锌指结构域ꎬ１１ 个锌指结构域在编码区

的起始位点见表 ２ꎬ说明 ＣＴＣＦ 基因在哺乳动物中高

度保守ꎮ
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１、２ 表示 ２ 对引物特异性扩增片段ꎻ Ｍ１ 和 Ｍ２ 分别代表 ５ ０００
ｂｐ 和 １０ ０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎮ
图 １　 湖羊 ＣＴＣＦ 基因外显子扩增电泳图

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＣＴＣＦ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｕ
ｓｈｅｅｐ

表 ２　 湖羊 ＣＴＣＦ 蛋白 ＺｎＦ￣Ｃ２Ｈ２ 结构域位置

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＺｎＦ￣Ｃ２Ｈ２ ｄｏｍａｉｎ ｉｎ ＣＴＣＦ ｐｒｏｔｅｉｎ

起始位点(ｎｔ) 结束位点(ｎｔ) Ｅ 值

２６６ ２８８ ０.０００ １２２

２９４ ３１６ ０.００７ ２６０

３２２ ３４５ ０.０００ ６８８

３５１ ３７３ ０.００５ １４０

３７９ ４０１ ０.００２ ０９０

４０７ ４３０ ０.２０２ ０００

４３７ ４６０ ０.０９４ ４００

４６７ ４８９ ０.０７６ ７００

４９５ ５１７ ０.０３３ ４００

５２３ ５４６ ０.０２５ ３００

５５５ ５７５ １２.３００ ０００

２.３　 ＣＴＣＦ 基因在湖羊组织器官中的表达

ＲＴ￣ＰＣＲ 方法检测 ＣＴＣＦ 基因在湖羊子宫、卵
巢、脾脏、肝脏、肾脏、胃、肌肉、肺脏、小肠和大肠等

１０ 个组织器官中的表达模式ꎬ结果发现 ＣＴＣＦ 基因

在检测的 １０ 个湖羊组织器官中广泛表达 (图 ２)ꎬ
在子宫中表达量相对较低ꎬ胃中表达量相对最高ꎮ
统计分析发现子宫、卵巢、脾脏和肝脏中 ＣＴＣＦ 表达

量显著低于肾脏、胃、肌肉、肠等组织(Ｐ<０􀆰 ０５) (图
２)ꎮ
２.４　 转录因子 ＣＴＣＦ 调控湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因活性

２.４.１　 湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因翻译起始位点 ＡＴＧ 前 ３９３
ｂｐ 序 列 扩 增 　 以湖羊 ＤＮＡ 为模板ꎬ 扩增湖羊

不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ２　 湖羊 ＣＴＣＦ 基因组织器官表达

Ｆｉｇ.２　 Ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｏｒｇａｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＴＣＦ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

ＮＲ５Ａ１ 基因翻译起始位点 ＡＴＧ 前 ３９３ ｂｐ 至 ＡＴＧ 后

８５ ｂｐ(共计 ４８１ ｂｐ)的片段ꎬ测序后比对分析发现其

与引物源序列高度一致ꎮ ＪＡＳＰＡＲ 软件预测发现在

翻译起始位点 ＡＴＧ 前的 ３９３ ｂｐ 片段内存在 ３ 个转

录因子 ＣＴＣＦ 结合位点(图 ３)ꎮ
２.４.２　 ＣＴＣＦ 调控湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因转录活性　 构建

湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因 ＡＴＧ 前 ３９３ ｂｐ 至 ＡＴＧ 后 ８５ ｂｐ 的

片段野生型荧光素酶报告载体 ｐＧＬ３￣ＮＲ５Ａ１ 和 ３ 个

突变型荧光素酶报告载体 ｐＧＬ３￣ＮＲ５Ａ１ ＴＵ１、ｐＧＬ３￣
ＮＲ５Ａ１ ＴＵ２、ｐＧＬ３￣ＮＲ５Ａ１ ＴＵ３ (图 ４Ａ)ꎮ 将 ４ 个荧

光素酶报告载体转染 ２９３Ｔ 细胞ꎬ双荧光素酶检测试

剂盒检测荧光素酶活性ꎬ结果(图 ４ Ｂ)发现第一个

ＣＴＣＦ 转录因子结合位点突变后荧光活性下降ꎬ但
是与野生型相比差异不显著ꎻ第二个 ＣＴＣＦ 转录因

子结合位点突变后ꎬ荧光活性与野生型相比显著下

降(Ｐ＝ ０􀆰 ０４２)ꎻ第三个 ＣＴＣＦ 转录因子结合位点突

变后ꎬ荧光活性与野生型相比极显著下降 (Ｐ＝
０.００１)ꎮ 说明转录因子 ＣＴＣＦ 参与调控湖羊 ＮＲ５Ａ１
基因的转录活性ꎮ

３　 讨 论

转录因子 ＣＴＣＦ 在调控动物生长发育过程中发

挥重要作用[１８￣１９]ꎮ ＣＴＣＦ 通过抑制 Ｓ１００Ａ１ 上调

ＲＹＲ２ꎬ从而抑制心肌细胞的内质网应激和凋亡[２０]ꎬ
ＣＴＣＦ 缺失胚胎无法植入[２１￣２２]ꎬＣＴＣＦ 在人类胚胎发

生过程中的 ３Ｄ 染色质结构建立中具有关键作用ꎬ
ＣＴＣＦ 缺失导致小鼠早期大脑发育中 ＰＵＭＡ(受 Ｐ５３
上调表达的凋亡调控基因) 上调和随后大量凋

亡[２３]ꎮ
研究发现 ＣＴＣＦ 可调控脊椎动物大脑、心血管、

四肢和肌肉发育等[２４]ꎬ而本研究组织器官表达谱显
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下划线表示转录因子 ＣＴＣＦ 结合位点ꎬ＋１ 表示翻译起始位点ꎮ
图 ３　 ＮＲ５Ａ１ 基因 ＡＴＧ 前 ３９３ ｂｐ 序列扩增及转录因子 ＣＴＣＦ 结合位点预测

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ３９３ ｂｐ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ＡＴＧ ｏｆ ＮＲ５Ａ１ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＴＣＦ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

Ａ:ＣＴＣＦ 转录因子突变位点位置示意图ꎻＢ:ＣＴＣＦ 转录因子对湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因荧光酶活性的影响ꎮ 图 Ｂ 中ꎬａ:ＮＲ５Ａ１￣ＣＴＣＦꎻｂ:ＮＲ５Ａ１￣
ＣＴＣＦｍｕｔ１ꎻｃ:ＮＲ５Ａ１￣ＣＴＣＦｍｕｔ２ꎻｄ:ＮＲ５Ａ１￣ＣＴＣＦｍｕｔ３ꎮ ∗和∗∗分别表示差异显著和差异极显著ꎮ

图 ４　 转录因子 ＣＴＣＦ 调控湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因转录活性

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＴＣＦ ｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＲ５Ａ１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

示 ＣＴＣＦ 基因在湖羊各个组织器官中广泛表达ꎬ是
一种组成型表达基因ꎬ提示可能在湖羊各个组织中

均发挥重要的调控作用ꎬ与前人的研究结果一

致[２４￣２５]ꎮ
人[２６]、牛[２７]、猪[２８]、小鼠[２９] 和斑马鱼[３０] 等的

ＣＴＣＦ 基因均已被克隆ꎬ本研究首次克隆获得湖羊

ＣＴＣＦ 编码区全序列ꎬ比对发现 ＣＴＣＦ 编码的蛋白质

含有连续的 １１ 个锌指结构域ꎬ与其他哺乳动物一

致ꎮ ＣＴＣＦ 转录因子一般通过其第 ３ 到第 ７ 结构域

结合 ＤＮＡ 的 １５ ｂｐ 核心基序调控靶基因表达[３１]ꎬ但
ＣＴＣＦ 中的 １１ 个锌指结构域在不同物种中参与调控

靶基因的功能也时有不同ꎬ转录因子 ＣＴＣＦ 调控靶

基因 ｃ￣ｍｙｃ 基因时ꎬ第 ２ 至第 ７ 锌指结构域对于鸡

ｃ￣ｍｙｃ 基因 Ｖ 位点的结合是必需的ꎬ而第 ３ 至第 ７
锌指结构域对特异性结合人 ｃ￣ｍｙｃ 基因 Ａ 位点是必

须的[３２]ꎬ说明转录因子 ＣＴＣＦ 通过不同锌指结构域

与不同 ＤＮＡ 靶序列结合参与调控多种生物学功

能[３３￣３５]ꎬ是一个多价转录因子ꎮ

进一步研究发现 ＣＴＣＦ 主要与基因间区域和内

含子相关联ꎬ像增强子一样作为调控元件调控基因

表达[３６]ꎮ ＣＴＣＦ 通过与 ＦＭＲ１ 基因启动子区、外显

子区和内含子 ２ 相结合参与调控 ＦＭＲ１ 基因转录调

控[３７]ꎬ通过与 ＢＣＬ６ 基因第一内含子结合参与调控

基因转录和表观遗传学修饰[３８]ꎬＣＴＣＦ 与巨细胞病

毒(ＣＭＶ) ＭＩＥ 基因的内含子 Ａ 结合并具有抑制

ＭＩＥ 基因表达和病毒复制的功能[３４]ꎮ ＮＲ５Ａ１ 是核

受体 ＮＲ５Ａ 家族重要成员之一ꎬ与哺乳动物雌性生

殖、卵泡发育、类固醇生成等关系密切[３９￣４０]ꎬ是维持

雌性卵巢功能和繁殖力必需的因子[４１￣４３]ꎮ 在湖羊

中发现 ＮＲ５Ａ１ 基因在卵巢组织中高表达ꎬ是调控湖

羊产羔数的重要候选基因之一[１５￣１７]ꎬ５′ＲＡＣＥ 方法

鉴定其转录起始位点与翻译起始位点(ＡＴＧ)间有

一个长度为１ ４２４的内含子存在[１６]ꎬ可能对 ＮＲ５Ａ１
的转录发挥调控作用ꎮ 本研究发现的 ＮＲ５Ａ１ 基因

ＡＴＧ 前 ３９３ ｂｐ 片段位于此内含子中ꎬ 此 ３９３ ｂｐ 片

段存在 ３ 个 ＣＴＣＦ 转录因子结合位点ꎬ荧光素酶活
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性分析结果显示 ＣＴＣＦ 转录因子参与调控湖羊

ＮＲ５Ａ１ 基因的转录活性ꎬ该结果初步说明转录因子

ＣＴＣＦ 可能通过调控 ＮＲ５Ａ１ 基因转录进而参与调控

湖羊繁殖性能ꎮ
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