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　 　 摘要:　 ＳＲＥＢＰ１ 是一个重要的核转录因子ꎬ参与调控胆固醇和脂肪酸等合成和代谢ꎬ本研究旨在基于获得湖

羊 ＳＲＥＢＰ１ 基因序列并分析其组织表达谱和卵巢中的表达定位ꎬ了解其在湖羊中可能的生物学功能ꎮ 本研究利用

ＲＴ￣ＰＣＲ 技术对周岁湖羊卵巢组织中 ＳＲＥＢＰ１ 基因编码区序列进行克隆和测序ꎬ用生物信息学软件对序列进行拼

接、同源比对和功能预测分析ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 检测其在湖羊组织中的表达模式ꎬ免疫组织化学染色法鉴定其在卵巢

组织中的定位ꎮ 结果显示:ＳＲＥＢＰ１ 基因在湖羊卵巢组织中有 ２ 种剪接体ꎬ对应编码区长度分别为３ ３６９ ｂｐ 和３ ４４１
ｂｐꎬ分别编码１ １２２个和１ １４６个氨基酸残基ꎻＳＲＥＢＰ１ 在哺乳动物中相对保守ꎬ含有经典的 ｂＨＬＨ￣Ｚｉｐ 结构域ꎬ通过识

别 Ｅ￣ｂｏｘｅｓ 或者固醇调节元件调控靶基因的表达ꎻ组织表达谱分析结果显示ꎬＳＲＥＢＰ１ 在湖羊组织中广泛表达ꎬ提示

ＳＲＥＢＰ１ 基因可能参与调控湖羊多种生物学过程ꎮ 免疫组织化学染色法分析结果显示ꎬＳＲＥＢＰ１ 基因在湖羊卵巢腔

前卵泡和有腔卵泡中均有表达ꎬ主要定位于颗粒细胞、卵泡膜细胞和黄体细胞中ꎬ推测 ＳＲＥＢＰ１ 可能在湖羊繁殖调

控中发挥重要的作用ꎮ 这些结果为进一步研究湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 基因的功能提供了基础ꎮ
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Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＲＥＢＰ１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

ＬＩ Ｆａｎ１ꎬ２ꎬ 　 ＳＨＵ Ｊｉａ￣ａｏ２ꎬ 　 ＬＩ Ｙｉｎ￣ｘｉａ２ꎬ 　 ＭＥＮＧ Ｃｈｕｎ￣ｈｕａ２ꎬ 　 ＺＨＡＮＧ Ｃｈｅｎ￣ｊｉａｎ２ꎬ 　 ＺＨＡＮＧ Ｊｕｎ２ꎬ 　
ＱＩＡＮ Ｙｏｎｇ２ꎬ　 ＣＡＯ Ｓｈａｏ￣ｘｉａｎ１ꎬ２

(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００９５ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ
ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 ＳＲＥＢＰ１ ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｎｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ. Ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉ￣
ｂｌｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＲＥＢＰ１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｔｓ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ａｎｄ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｉｎ
ｏｖａｒｙ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＳＲＥＢＰ１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ.
Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓｐｌｉｃｉｎｇꎬ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔ￣
ｔｅｒｎ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏ￣
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＳＲＥＢＰ１ ｇｅｎｅ ｈａｄ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｐｌｉｃｅｏｓｏｍｅｓ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｏｖａｒｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃｏｒｒｅ￣
ｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ ｗａｓ ３ ３６９ ｂｐ ａｎｄ ３ ４４１ ｂｐꎬ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｉｎｇ １ １２２ ａｎｄ １ １４６ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

ＳＲＥＢＰ１ ｗａｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｍａｍｍａｌｓ ａｎｄ
ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｂＨＬＨ￣Ｚｉｐ ｄｏｍａｉｎ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｉｔ
ｃｏｕｌｄ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ
Ｅ￣ｂｏｘｅｓ ｏｒ ｓｔｅｒｏｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＳＲＥＢＰ１ ｗａｓ ｗｉｄｅｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＳＲＥＢＰ１ ｇｅｎｅ ｍａｙ
ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ａ ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ
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ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＳＲＥＢＰ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
ａｎｄ ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｏｖａｒｙꎬ ｍａｉｎｌｙ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓꎬ ｔｈｅｃａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｌｕｔｅａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ
ＳＲＥＢＰ１ ｍａｙ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＲＥＢＰ１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ＳＲＥＢＰ１ꎻ ｃｌｏｎｅꎻ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎻ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

　 　 固醇调节元件结合蛋白( Ｓｔｅｒｏｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅ￣
ｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＳＲＥＢＰ)是机体内重要的核转

录因子家族ꎬ参与调控胆固醇和脂肪酸的合成ꎬ对维

持动物体内脂质代谢稳态至关重要[１￣３]ꎮ ＳＲＥＢＰ 属

于螺旋￣茎环￣螺旋亮氨酸拉链(Ｂａｓｉｃ￣ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘ￣ｌｅｕ￣
ｃｉｎｅ ｚｉｐｐｅｒꎬｂＨＬＨ￣Ｚｉｐ)家族ꎬ由 ３ 个结构域组成ꎬ分
别包含由 １ 个反式激活区域、１ 个富含脯氨酸的区

域和 ｂＨＬＨ￣Ｚｉｐ 结构域组成的 ＮＨ２端ꎬ２ 个疏水跨膜

片段和 １ 个 ＣＯＯＨ 末端结构域[４]ꎮ ＳＲＥＢＰ 一般在

内质网合成之后被运输到高尔基体ꎬ在高尔基体中

依次经过蛋白酶 Ｓ１ Ｐ 和 Ｓ２ Ｐ 水解ꎬ从膜中释放出

ＮＨ２末端结构域然后异位到细胞核ꎬ在细胞核内作

为转录因子与靶基因的启动子结合从而激活相关基

因的转录[５]ꎮ
ＳＲＥＢＰ 主要包括 ＳＲＥＢＰ１ 和 ＳＲＥＢＰ２ ２ 个基

因ꎬ其 中 ＳＲＥＢＰ１ 在 哺 乳 动 物 中 有 ２ 种 亚 型:
ＳＲＥＢＰ１Ａ 和 ＳＲＥＢＰ１Ｃ[６]ꎮ 研 究 结 果 显 示ꎬ
ＳＲＥＢＰ１Ａ 主要参与调控胆固醇、脂肪酸和甘油三酯

合成ꎬ而 ＳＲＥＢＰ１Ｃ 更能促进与脂肪酸相关基因的转

录[７]ꎮ 截至目前ꎬ人、小鼠、山羊和鸡中的 ＳＲＥＢＰ１Ａ
和 ＳＲＥＢＰ１Ｃ ２ 个基因亚型的序列及功能差异已有

报道[８￣１１]ꎬ但在绵羊中鲜见研究ꎮ 本研究以江苏省

特色绵羊品种———湖羊为研究对象ꎬ扩增湖羊卵巢

组织中 ＳＲＥＢＰ１ 基因编码区序列并进行序列特征分

析ꎬ鉴定其在湖羊各个组织中的表达模式和在卵巢

组织中的定位ꎬ为进一步研究该基因在绵羊中的功

能及调控机制提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物

试验羊为 ３ 只健康状况良好的周岁湖羊母羊ꎬ
来自江苏西来原生态农业有限公司ꎬ体质量(３３.０±
１􀆰 ６) ｋｇꎬ屠宰后立即采集心、肝、脾、肾、大肠、小肠、
卵巢、子宫和肌肉等ꎬ样品分成 ２ 份ꎬ１ 份置液氮中

带回实验室ꎬ存放于－８０ ℃备用ꎬ１ 份放入 ４％多聚

甲醛中固定备用ꎮ

１.２　 ＲＮＡ 提取和逆转录

参照动物组织总 ＲＮＡ 提取试剂盒(百泰克生物

技术有限公司产品ꎬ北京)说明书提取湖羊各组织样

品 ＲＮＡꎬＮａｎｄｒｏｐ 分光光度计测定 ＲＮＡ 质量和浓度ꎬ
逆转录试剂盒(诺唯赞生物科技有限公司产品ꎬ南京)
将 ｍＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡꎬ反应体系:１ ０００ ｎｇ ＲＮＡꎬ４
μｌ ４×ｇ ＤＮＡ ｗｉｐｅｒ Ｍｉｘꎬ加 ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄｄＨ２ Ｏ 至 １６
μｌꎬ混合均匀ꎬ置于 ＰＣＲ 仪上进行基因组 ＤＮＡ 去除ꎬ
程序为 ４２ ℃ ２ ｍｉｎꎬ随后加入５×ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ ｑＲＴ Ｓｕ￣
ｐｅｒＭｉｘ ＩＩ ４ μｌ 吹打混匀ꎬ５０ ℃ １５ ｍｉｎꎬ８５ ℃ ５ ｓꎬ将
ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡꎬ置－２０ ℃保存备用ꎮ
１.３　 引物合成与 ＰＣＲ 扩增

根据 ＮＣＢＩ 上绵羊 ＳＲＥＢＰ１ 预测序列 ( ＸＭ＿
０２７９７４７８４. ２ 和 ＸＭ ＿ ０２７９７４７８６. ２ )ꎬ 采用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５.０ 软件设计 ４ 对特异性引物Ｐ１~ Ｐ４ꎬ用于

分段扩增湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 基因编码区序列ꎻ 设计

ＳＲＥＢＰ１ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参基因

进行湖羊各组织 ＳＲＥＢＰ１ 基因表达谱的鉴定ꎮ 引物

由南京擎科公司合成ꎬ引物序列见表 １ꎮ
　 　 ＲＴ￣ＰＣＲ 反应体系为 ２５􀆰 ０ μｌꎬ其中含 １２􀆰 ５ μｌ
２×Ｔａｑ ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ１􀆰 ０ μｌ ｃＤＮＡꎬ上游和下游引物各

１􀆰 ０ μｌꎬ９􀆰 ５ μｌ ｄｄＨ２Ｏꎮ 反应条件为:预变性 ９５ ℃ ３
ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓ 变性ꎬ退火 １５ ｓ (具体退火温度见表

１)ꎬ７２ ℃ ９０ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ
１.４　 克隆测序

ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增获得的片段经过胶回收试剂盒获

得纯化的目的片段ꎬ将目的片段与 ｐＭＤ￣１９Ｔ 载体充

分混合ꎬ１６ ℃连接 ３０ ｍｉｎꎬ连接液转化 ＤＨ５α 感受

态ꎬ涂布在 ＬＢ 板上ꎬ３７ ℃ 过夜ꎮ 挑取单克隆培养

菌ꎬ ＰＣＲ 鉴定阳性的菌液送南京擎科公司测序ꎮ
１.５　 湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 基因生物信息学分析

分段扩增、克隆测序得到的 ＳＲＥＢＰ１ 序列用 Ｌａ￣
ｓｅｒｇｅｎｅ 和 ＤＮＡＭＡＮ６. ０ 软件比对、拼接和翻译ꎮ
ＳＲＥＢＰ１ 基因开放阅读框的预测采用 ＮＣＢＩ 的 ＯＲＦ
Ｆｉｎｄｅｒ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｐｒｏｊｅｃｔｓ / ｇｏｒｆ)
在线软件进行ꎮ 使用 ＥｘＰＡＳｙ 数据库在线工具(ｈｔ￣
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ｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ )
进行 ＳＲＥＢＰ１ 氨基酸序列特征及蛋白质理化性质分

析ꎬ采用 ＳＭＡＲＴ 网站在线工具(ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣
ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ)进行蛋白质功能域预测分析ꎮ

表 １　 引物序列及 ＰＣＲ 反应参数和用途

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ｕｓａｇｅ

引物名称 引物序列 (５′→３ ′) 　 　 　 　 　 　 退火温度 (℃) 产物长度 (ｂｐ) 用途

Ｐ１ Ｆ:ＡＴＧＣＧＧＡＧＡＣＡＣＣＡＴＣＡＡＧＣ ５７.０ ３５６ ＣＤＳ 扩增

Ｒ:ＣＧＴＡＧＧＧＣＧＧＧＴＣＡＡＡＣＡ

Ｐ２ Ｆ:ＧＴＧＡＡＴＴＣＴＧＴＧＣＴＣＧＧＡＧＡ ５４.５ ７８６ ＣＤＳ 扩增

Ｒ:ＧＣＴＣＣＣＡＣＡＴＣＴＧＴＴＴＴＣＡＴ

Ｐ３ Ｆ:ＡＣＡＧＣＣＡＴＡＧＣＣＡＣＣＣＣＣ ５８.０ １ ４９６ ＣＤＳ 扩增

Ｒ:ＧＣＣＡＣＧＧＡＣＡＣＡＧＣＡＴＣＴ

Ｐ４ Ｆ:ＧＡＴＧＣＧＧＣＣＣＴＣＧＴＣＴＡＣ ５８.５ １ ４８８ ＣＤＳ 扩增

Ｒ:ＧＣＣＧＣＴＧＡＴＡＣＧＧＡＧＡＣＣ

Ｐ５ Ｆ:ＴＣＡＡＣＧＡＡＧＣＧＧＣＣＴＴＧＧＡＧＣＴＧ ８０ ＳＲＥＢＰ１ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

Ｒ:ＣＣＡＣＣＴＴＣＴＡＴＧＴＣＧＧＴＣＡＧＣＡ

Ｐ６ Ｆ:ＡＴＣＡＣＣＡＴＣＧＧＣＡＡＴＧＡＧ

Ｒ:ＣＣＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＧＡＧＧＴ １５１ β￣ａｃｔｉｎ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

１.６　 湖羊各组织中 ＳＲＥＢＰ１ 基因的实时荧光定量

ＰＣＲ
　 　 以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬＲｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测湖羊

心、肝、脾、肾、大肠、小肠、卵巢、子宫和肌肉组织中

ＳＲＥＢＰ１ 基因的表达水平ꎮ 每 ２０􀆰 ０ μｌ 反应体系中

含 ２􀆰 ０ μｌ ｃＤＮＡꎬ １０􀆰 ０ μｌ ２ × ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ上游引物和下游引物各 ０􀆰 ４ μｌꎬ７􀆰 ２ μｌ
ｄｄＨ２Ｏꎮ 反应条件为:９５ ℃ ３０ ｓꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃
３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎻ最后 ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓꎬ９５ ℃
１５ ｓꎮ 每个样本重复 ３ 次ꎮ
１.７　 湖羊卵巢组织的免疫组织化学染色

采用免疫组织化学检测 ＳＲＥＢＰ１ 在湖羊卵巢组

织中的表达情况ꎬ具体操作如下:取 ４％多聚甲醛中

固定 ３６ ｈ 的湖羊卵巢组织ꎬ依次置于 ７０％、８０％、
９０％、９５％、１００％(体积比)颐乙醇中脱水ꎬ置于二甲

苯中进行透明后ꎬ用石蜡包埋并切片(厚 ４ μｍ)ꎮ
石蜡切片用二甲苯脱蜡ꎬ依次在逐步降低浓度的乙

醇中水化处理ꎬ然后在柠檬酸三钠溶液中高火热修

复 １０ ｍｉｎꎬ自然冷却ꎬ随后 ３％的双氧水敷育 ３０ ｍｉｎꎬ
阻断内源性过氧化氢酶ꎬＰＢＳ 充分漂洗 ３ 次ꎬ１ 次 ５
ｍｉｎꎬ用 １０％ ＢＳＡ 封闭 １ ｈ 后ꎬ兔源抗 ＳＲＥＢＰ１ 抗体

(稀释浓度:１ ∶ １００ꎬ体积比)４ ℃孵育过夜ꎮ ＰＢＳ 充

分漂洗 ３ 次ꎬ１ 次 ５ ｍｉｎꎬ二抗(Ａｂｃａｍꎻ稀释浓度:

１ ∶ ５００)室温孵育 ６０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 充分漂洗 ３ 次ꎬ１ 次 ５
ｍｉｎꎬＤＡＢ(Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ)显色剂显色 ５ ｍｉｎꎬ自来水

冲洗终止染色ꎬ用苏木精复染ꎬ用乙醇脱水并置于二

甲苯中透明ꎬ中性树胶封片ꎮ 将切片置于显微镜下

观察ꎬ采集图像ꎬ用 ｉｍａｇｅＪ 软件进行光密度值分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 基因克隆

根据 ＮＣＢＩ 上绵羊 ＳＲＥＢＰ１ 预测序列ꎬ分段设

计 ４ 对引物(图 １Ａ)ꎬ以湖羊卵巢组织 ｃＤＮＡ 为模

板ꎬ扩增湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 基因编码区全序列(图 １Ｂ)ꎬ
目的条带清晰ꎬ片段大小与预测结果一致ꎮ 回收扩

增的目的条带测序ꎬ发现与预测序列高度同源ꎬ说明

获得的序列为湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 编码区序列ꎮ
２.２　 湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 基因序列特征分析

将 ＰＣＲ 扩增获得的 ＳＲＥＢＰ１ 分段序列进行拼

接ꎬ得到 ＳＲＥＢＰ１ 在湖羊卵巢组织中的 ２ 个剪接体ꎬ
拼接好的 ２ 个序列用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 在线软件分析

ＳＲＥＢＰ１ 基因的开放阅读框ꎬ预测对应编码区长度

分别为３ ４４１ ｂｐ 和３ ３６９ ｂｐꎬ命名为 ＳＲＥＢＰ１Ｌ 和

ＳＲＥＢＰ１Ｓꎮ ＤＮＡＭＡＮ 比对结果显示ꎬ扩增获得的湖

羊 ＳＲＥＢＰ１Ｌ 核 苷 酸 序 列 与 ＮＣＢＩ 上 绵 羊 预 测

ＳＲＥＢＰ１ 的剪接体 Ｘ１ (ＸＭ＿０２７９７４７８４.２)、Ｘ２ (ＸＭ
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＿０４２２５５７４４.１)、Ｘ３ (ＸＭ＿０４２２５５７４５.１)和 Ｘ４ (ＸＭ＿
０２７９７４７８６.２) 编码区的同源性分别为 ９９􀆰 ９１％、
９６􀆰 ８９％、９６􀆰 ４８％和 ９６􀆰 ８１％ꎬ其中与 Ｘ１ 编码区的同

源性最高ꎬ仅在ｃ􀆰 １８５５Ｔ>Ｃ、ｃ􀆰 ２３６５Ａ>Ｃ 和ｃ􀆰 ２７９９Ａ>

Ｃ 有 ３ 个突变ꎬ没有插入和缺失ꎻＳＲＥＢＰ１Ｓ 核苷酸序

列与 ＮＣＢＩ 绵羊预测剪接体 Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３ 和 Ｘ４ 编码

区的同源性分别为 ９６􀆰 ８９％、１００􀆰 ００％、９９􀆰 ２９％和

９４􀆰 ０５％ꎬ与 Ｘ２ 编码区序列完全一致ꎮ

Ａ:ＳＲＥＢＰ１ ＣＤＳ 区分段扩增引物设计位置ꎻ Ｂ:４ 对引物扩增电泳图ꎮ Ｍ:２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１、２、 ３、 ４ 分别对应 Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４ 引物对扩增片

段ꎮ Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４ 见表 １ꎮ
图 １　 湖羊 ＳＲＥＢＰ１ ＣＤＳ 区分段扩增电泳图

Ｆｉｇ.１　 Ｓｅｇｍｅｎｔｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＳＲＥＢＰ１ ｇｅｎｅ ＣＤＳ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｂｙ ＰＣＲ

　 　 以扩增获得的湖羊 ＳＲＥＢＰ１Ｌ 序列为对象ꎬ与其

他物种序列的同源性比对后发现ꎬ与人类 ( ＸＭ＿
０２４４５０８９４.１)、猪 ( ＮＭ ＿ ２１４１５７. １)、小鼠 ( ＮＭ ＿
０１１４８０.４)、牛 ( ＮＭ ＿ ００１１１３３０２. １)、山羊 ( ＮＭ ＿
００１２８５７５５.１) 和鸡 (ＮＭ＿２０４１２６.２)编码区的同源

性 分 别 为 ８３􀆰 ７９％、 ８７􀆰 ７９％、 ７８􀆰 ８８％、 ９６􀆰 ４８％、
９８􀆰 ８８％和 ６７􀆰 ９４％ꎬ与反刍动物牛和山羊的同源性

较高ꎬ与禽类的同源性较低ꎮ
２.３　 湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 蛋白氨基酸序列和结构分析

扩增获得的湖羊 ＳＲＥＢＰ１ ２ 个剪接体序列分别编

码１ １４６和１ １２２个氨基酸残基(ＳＲＥＢＰ１Ｌ 和 ＳＲＥＢＰ１Ｓ)
(图 ２)ꎮ 氨 基 酸 序 列 比 对 结 果 显 示ꎬ ＳＲＥＢＰ１Ｌ、
ＳＲＥＢＰ１Ｓ 氨基酸序列分别与小鼠 ＳＲＥＢＰ１Ａ (ＮＰ ＿
０３５６１０ )、ＳＲＥＢＰ１Ｃ(ＮＰ＿００１３４５２４３)的氨基酸序列同源

性 为 ７９􀆰 ４０％、 ７９􀆰 ７６％ꎻ 与 人 的 ＳＲＥＢＰ１Ａ ( ＮＰ ＿
００１３７５３１８)、ＳＲＥＢＰ１Ｃ(ＮＰ＿００１３０８０２５)的氨基酸序列同

源性为 ８５􀆰 ０３％、８５􀆰 ２４％ꎻ ＳＲＥＢＰ１Ｓ 氨基酸序列与

ＳＲＥＢＰ１Ｌ 氨基酸序列相比ꎬ仅在Ｎ 端缺失了 ２４ 个氨基

酸残基ꎬ这与小鼠、人 ＳＲＥＢＰ１Ｃ 相对于 ＳＲＥＢＰ１Ａ 的 Ｎ
末端缺失 ２４ 个氨基酸残基类似ꎬ且在 Ｎ 端 ２４ 个氨基

酸残基中ꎬ湖羊与小鼠的同源性为 ７０􀆰 ８％ꎬ与人类的同

源性为 ８３􀆰 ３％(图 ３)ꎮ
　 　 湖羊 ＳＲＥＢＰ１Ｌ 和 ＳＲＥＢＰ１Ｓ 编码的蛋白质氨基

酸序列中亮氨酸 ( Ｌｅｕꎬ Ｌ) 的比例最高ꎬ 分别为

１４􀆰 ０％和 １３􀆰 ８％ꎬ其次为丙氨酸(ＡｌａꎬＡ)ꎬ比例分别

为 １２􀆰 ６％和 １２􀆰 ３％ꎬ二者均不含吡咯赖氨酸(Ｐｙｌꎬ
Ｏ)和硒半胱氨酸(ＳｅｃꎬＵ)(图 ４)ꎮ
２.４　 湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 蛋白理化性质

湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 基 因 编 码 的 ２ 个 蛋 白 质

(ＳＲＥＢＰ１Ｌ 和 ＳＲＥＢＰ１Ｓ)预测相对分子质量分别为

１２１ ０５０.７８和１１８ ５５０.９９ꎬ理论等电点分别为 ８􀆰 ８１
和 ９􀆰 １６ꎮ 预测正电荷氨基酸残基数均为 １０４ 个ꎬ负
电荷氨基酸残基数分别为 ９３ 个和 ８６ 个ꎬ体外半衰

期均为 ３０ ｈꎮ ＳＲＥＢＰ１ 蛋白是一个疏水性蛋白ꎬ湖
羊 ＳＲＥＢＰ１ 基因编码的 ２ 个蛋白质亲 /疏水性总和

(ＧＲＡＶＹ)分别为－０.０９９和－０.１０６ꎮ 此蛋白质不存在
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信号肽ꎬ与其他物种的 ＳＲＥＢＰ１ 蛋白一样ꎬ湖羊

ＳＲＥＢＰ１ 编码的 ２ 个不同蛋白质均在 Ｎ 端有一段脯

氨酸富集区域及典型的 ｂＨＬＨ 结构域(图 ２)ꎮ

单实线表示脯氨酸富集区域ꎬ双实线表示 ｂＨＬＨ 结构域ꎮ
图 ２　 ＳＲＥＢＰ１ 基因编码的 ２ 个蛋白质氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＳＲＥＢＰ１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

方框表示每个物种编码 ２ 种蛋白质 Ｎ 端差异氨基酸ꎮ
图 ３　 湖羊 ＳＲＥＢＰ１Ｌ、ＳＲＥＢＰ１Ｓ 与人类和小鼠 ＳＲＥＢＰ１Ａ、ＳＲＥＢＰ１Ｃ 氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.３　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＲＥＢＰ１Ｌꎬ ＳＲＥＢＰ１Ｓ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ａｎｄ ＳＲＥＢＰ１Ａꎬ ＳＲＥＢＰ１Ｃ ｏｆ ｈｕｍａｎ ａｎｄ ｍｏｕｓｅ
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图 ４　 湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 基因编码的 ２ 个蛋白质氨基酸组成

Ｆｉｇ.４　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＳＲＥＢＰ１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

２.５　 湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 基因组织表达谱鉴定

图 ５ 显示ꎬ湖羊心、肝、脾、肾、大肠、小肠、卵
巢、子宫、和肌肉等组织中均有 ＳＲＥＢＰ１ 基因的表

达ꎬ心脏和肝脏中的表达量较高ꎬ在肌肉中表达量

最低ꎮ

图 ５　 湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 基因在各组织中的表达

Ｆｉｇ.５ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＲＥＢＰ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｈｕ
ｓｈｅｅｐ

２.６　 ＳＲＥＢＰ１ 基因在湖羊卵巢组织中的表达

湖羊卵巢组织经免疫组织化学染色后ꎬ其不

同发育阶段卵泡中均存在棕黄色阳性产物ꎬ结果

显示 ＳＲＥＢＰ１ 在湖羊卵巢腔前卵泡和有腔卵泡中

均有表达ꎬ主要定位于颗粒细胞、卵泡膜细胞和黄

体细胞中(图 ６)ꎬ且 ＳＲＥＢＰ１ 蛋白表达量无显著差

异(图 ７)ꎮ

３　 讨 论

固醇调节元件蛋白 ＳＲＥＢＰ１ꎬ１９９５ 年从人 ｈｅｌａ
细胞核抽提物中分离并鉴定[８]ꎬ随后ꎬ小鼠[９]、鸡[１０]

和山羊[１１] 的 ＳＲＥＢＰ 序列被成功克隆ꎬ 为后续

ＳＲＥＢＰ１ 相关功能的研究提供了重要的基础ꎮ
ＳＲＥＢＰ１ 主 要 由 ２ 个 亚 型 组 成ꎬ ＳＲＥＢＰ１Ａ 和

ＳＲＥＢＰ１Ｃꎬ序列差异主要在 ＮＨ２末端的 ２４ 个氨基酸

残基ꎬ其他序列完全一致[１１]ꎬ其核酸序列差异主要

在启动子区和第一外显子区ꎮ 本试验通过 ＰＣＲ 分

段扩增和序列拼接获得湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 基因编码区全

序列ꎬ分析发现扩增后获得的 ２ 个 ＳＲＥＢＰ１ 不同剪

接体 ＳＲＥＢＰ１Ｌ 和 ＳＲＥＢＰ１Ｓꎮ 相对于 ＳＲＥＢＰ１Ｌꎬ
ＳＲＥＢＰ１Ｓ 的氨基酸序列在 ＮＨ２ 端有 ２４ 个氨基酸缺

失ꎬ其余的氨基酸序列完全一致ꎬ推测本研究中得到

的 ＳＲＥＢＰ１Ｌ 和 ＳＲＥＢＰ１Ｓ 可能是湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 的 ２
个亚型ꎬＳＲＥＢＰ１Ａ 和 ＳＲＥＢＰ１Ｃꎮ

研究结果表明ꎬＳＲＥＢＰ１Ａ 主要参与胆固醇合

成ꎬ而 ＳＲＥＢＰ１Ｃ 参与脂肪酸代谢ꎮ 当细胞里的胆

固醇供应充足时ꎬＳＣＡＰ( ＳＲＥＢＰ 裂解活化蛋白) ￣
ＳＲＥＢＰ 复合物通过固醇原件结合蛋白裂解激活蛋

白 ＳＣＡＰ 与 胰 岛 素 调 节 蛋 白 ＩＮＳＩＧ 结 合 形 成
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箭头表示 ＳＲＥＢＰ１ 蛋白在卵巢中的定位ꎮ
图 ６　 ＳＲＥＢＰ１ 在湖羊卵巢组织中的表达

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＲＥＢＰ１ ｉｎ ｏｖａｒｙ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

图 ７　 ＳＲＥＢＰ１ 蛋白表达的平均光密度值

Ｆｉｇ.７　 Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＳＲＥＢＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ

ＳＣＡＰ￣ＳＲＥＢＰｓ￣ＩＮＳＩＧ 复合物嵌入内质网中[３ꎬ１２] ꎮ
当胆固醇水平变低或者胆固醇的需求变高时ꎬ
ＳＣＡＰ 与 ＩＮＳＩＧ 分离ꎬＳＣＡＰ￣ＳＲＥＢＰ 复合物易位到

高尔基体ꎬ被高尔基体中的蛋白水解酶 Ｓ１Ｐ 加工ꎬ
使 ＳＲＥＢＰ 与 ＳＣＡＰ 裂解ꎬ裂解后有活性的 ＳＲＥＢＰ
转运到细胞核ꎬ激活胆固醇合成通路中关键酶羟

甲基戊二酰辅酶 Ａ 还原酶(ＨＭＧＣＲ)基因或者脂

肪合成关键基因(ＬＤＬＲ) [３] ꎬ增加胆固醇和脂肪合

成ꎬ调控机体内胆固醇和脂肪合成的稳态ꎮ 进一

步的研究发现ꎬＳＲＥＢＰ１ 中含有的 ｂＨＬＨ￣Ｚｉｐ 结构

域能与 Ｅ￣ｂｏｘｅｓ(５′￣ＣＡＮＮＴＧ￣３′) 和固醇调节元件

( Ｓｔｅｒｏｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔꎬ ＳＲＥ) (５′￣ＴＣＡＣＮＣＣＡＣ￣
３′)结合ꎬ调控靶基因表达ꎬ进而调控各种生物学

过程[１３] ꎮ 本研究发现ꎬ湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 基因序列与

哺乳动物 ＳＲＥＢＰ１ 基因序列同源性较高ꎬ特别是与

反刍动物同源性高达 ９６.４８％以上ꎬ说明 ＳＲＥＢＰ１
是比较保守的转录因子ꎮ 氨基酸序列分析结果表

明ꎬ与其他物种的 ＳＲＥＢＰ１ 相似ꎬ湖羊 ＳＲＥＢＰ１Ｌ 和

ＳＲＥＢＰ１Ｓ 都含有经典的 ｂＨＬＨ￣Ｚｉｐ 结构ꎬ与前人的

研究结果一致[１３] ꎮ
组织表达谱分析结果显示ꎬＳＲＥＢＰ１ 在牛、鸡

等动物组织中广泛表达ꎬ可能参与调控各种生物

学进程[１４￣１６] ꎮ 在 ＨＴ２９ 细胞中过表达 ＳＲＥＢＰ１ 导

致 ＭＭＰ７ 表达量上调、激活 ＮＦ￣ｋａｐｐａ Ｂ 信号通路
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并促进结肠癌、直肠癌的侵袭[１７] ꎮ 在肾脏中ꎬ
ＳＲＥＢＰ１ 激活 ＴＧＦ￣β 信号ꎬ在肾纤维化中发挥重要

的调控作用[１８] ꎻＳＲＥＢＰ１ 与子宫内膜容受性相关

联[１９] ꎮ 湖羊组织表达谱显示ꎬＳＲＥＢＰ１ 在湖羊的

所有组织中均有表达ꎬ提示湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 参与多种

组织生物学过程ꎮ 但有研究结果显示ꎬＳＲＥＢＰ１ 在

牛的背最长肌中高表达ꎬ而本研究结果显示其在

湖羊肌肉组织中表达量最低ꎬ可能是因为背最长

肌脂肪含量较高ꎬ与样品采集的部位有关[１５] ꎮ
包梅等 [２０] 的研究结果显示ꎬＳＲＥＢＰ１ 蛋白主

要分布在牦牛乳腺腺泡上皮细胞、乳腺导管上皮

细胞及血管内皮细胞ꎬ且 ＳＲＥＢＰ１ ｍＲＮＡ 表达量

与牦牛泌乳量有关ꎮ 而本研究的免疫组织化学

染色结果发现ꎬＳＲＥＢＰ１ 在湖羊卵巢各级卵泡膜

细胞、颗粒细胞和黄体细胞中均有表达ꎬ且研究

发现 ＳＲＥＢＰ１ 在卵巢组织中也发挥功能ꎮ 多囊

卵巢综合征女性和子宫内膜癌女性子宫内膜的

ＳＲＥＢＰ１ 基因表达水平与正常女性相比显著增

加 [２１] ꎬ且 ＳＲＥＢＰ１ 调控人的卵巢颗粒￣黄体细胞

中 ＬＨＣＧＲ(促黄体生成素受体) 表达和孕酮水

平 [２２] ꎮ 提示 ＳＲＥＢＰ１ 可能参与调控湖羊卵巢发

育进而调控繁殖性能ꎮ
本研究获得湖羊 ＳＲＥＢＰ１ 基因 ２ 个剪接体ꎬ分

别编码 ＳＲＥＢＰ１Ｌ 和 ＳＲＥＢＰ１Ｓꎬ含有经典的 ｂＨＬＨ￣
Ｚｉｐ 结构域ꎮ ＳＲＥＢＰ１ 在湖羊组织中广泛表达ꎬ在湖

羊卵巢各级卵泡均有表达ꎬ主要定位于颗粒细胞和

黄体细胞中ꎮ 这些结果为进一步研究湖羊 ＳＲＥＢＰ１
的生物学功能提供了线索ꎮ
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