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摘要　　通过 PCR技术从异源四倍体鲫鲤基因组 DNA 中分离到 Sox4 基因部分基序. 序列分析表

明 , 其 5′端调控区具有多种启动子所特有的序列元件 , 如 TATA 框 , CAAT 框等 , 据此推测 , 它

具有启动子活性. 采用高保真 PCR方法克隆了异源四倍体鱼 Sox4 基因 5′端调控区 600 bp启动子

片段 , 将其插入启动子缺失的增强绿色荧光蛋白(EGFP)表达载体 pEGFP-1 中 , 构建重组载体

pA tso x4EGFP-1. 通过瞬时转染 HeLa 细胞 , 在倒置荧光显微镜下可检测到绿色荧光. 结果表明 ,

克隆的 Atsox4 基因 5′端调控区具有启动子活性 , 并成功构建了含四倍体鱼 Sox4 基因启动子片段

的报告基因载体 , 为以后研究 Sox4 基因表达调控的分子机制奠定了基础.

关键词　　Sox4 　启动子　EGFP(增强绿色荧光蛋白)　5′端调控区

　　Sox基因家族是一类以S RY 基因为代表的 , 具

有一个高迁移率组(HMG)盒区 , 其编码的蛋白质

可以和 DNA 序列特异性结合的转录调控因子家

族[ 1] , 对性别分化和组织器官的形成起着重要的作

用. 例如 , Sox5 和Sox6 基因在成年小鼠的睾丸有

表达[ 2 , 3] , 人的 Sox9 基因突变会导致性反转[ 4] . 目

前 , 在进化位置明显不同的各类物种如哺乳类 、 鸟

类 、 爬行类 、两栖类 、鱼类以及昆虫中克隆到了 40

多个 Sox 基因 , 并对其序列和功能进行了研究. 迄

今发现的所有 Sox 基因 , 按其 HMG-box 的同源性

程度可划分为从 A 到 J共 10个不同的亚族 , 其中

Sox4 基因与 Sox11 , Sox12 , Sox22 , Sox24 一起

构成 C 亚族[ 5] . 人 、 鼠 、鸡和斑马鱼等的 Sox4 基

因全长核苷酸序列表明 Sox4 基因由单一外显子组

成 , 没有内含子. Sox4 基因编码的蛋白质包括两个

功能区域 ———位于 N 端的 HMG 盒区和位于 C端的

转录激活区 , 说明了 Sox4 基因的结构在进化中是

高度保守的
[ 6—9]

. 人类 Sox4 基因可在脑 、 心和睾

丸组织中大量表达 , 推测其功能不仅与性腺功能有

关 , 还可能在神经系统功能中有重要作用[ 6] .

M avropoulos等曾报道 , 斑马鱼 Sox4b 基因在内分

泌细胞中瞬时表达 , 并且在 α内分泌细胞的发生中

具有至关重要的作用[ 9] . 目前 , 对于 Sox4 基因的

转录和翻译后调控机制 , 以及参与其调控的内在和

外在因素均无报道. 我们以前的研究发现在红鲫

(Carassius auratus red var . , 2n =100)(♀)×湘江

野鲤(Cyprinus carpio L . , 2n=100)(♂)中出现部

分可育后代 , 它们自交获得二倍体 F2 群体
[ 10]
, 一

些二倍体 F 2 个体能产生二倍体卵子和二倍体精子 ,

它们受精后在 F3 代中形成了两性可育的异源四倍

体鲫鲤 , 该异源四倍体鲫鲤 F 3 交配形成了 F4 代个

体 , 经过连续繁殖 , 目前已繁殖到了 F 16 , 形成了
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一个遗传性状稳定的四倍体鱼新种群(F3 —F16). 异

源四倍体鲫鲤与其二倍体父母本相比 , 在遗传组成

上已发生了根本性的改变 , 它们具有两套红鲫染色

体和两套鲤鱼染色体. 那么 , 很有必要对他们的性

别决定与分化机制进行研究. 我们已对异源四倍体

鱼性别决定相关基因 Sox9b 进行了初步研究 , 发现

Sox9b在精巢宏量表达而在卵巢不表达
[ 11]

. 因此 ,

为进一步研究可能参与四倍体鱼雄性性腺发育相关

基因及其调控机制 , 本文克隆了四倍体鱼 Sox4 基

因部分序列 , 并对其 5′端调控区启动子片段的活性

进行了初步研究. 实验结果显示克隆到的异源四倍

体鲫鲤 Sox4 基因 600 bp启动子能够指导外源增强

型绿色荧光蛋白(EGFP)的表达 , 这为进一步研究四

倍体鱼 Sox4 基因在转录和翻译过程中的调控机制以

及此过程所涉及的调控因子具有极其重要的意义.

1　材料与方法

1. 1　材料

异源四倍体鲫鲤取自位于湖南师范大学校内的国

家四倍体鱼种资源保护基地 , 从其背动脉取血 , 加入

抗凝剂充分混匀后 , - 80℃保存. 真核表达载体

pEGFP-1和大肠杆菌(E. coli)DH5α由本室保存. 克

隆载体 pMD18-T 和高保真 Ex Taq 酶为 TaKaRa 公司

产品 , 限制性内切酶 、 T4 DNA 连接酶由上海生工公

司提供. 质粒提取及纯化试剂盒购自 Omega 公司.

Lipofectamine转染试剂盒为Invitrogen公司产品.

1. 2　基因组 DNA的提取及 Sox基因的扩增和克隆

采用上海生工生物公司的 UN IQ-10柱式 DNA

抽提试剂盒从异源四倍体鲫鲤全血中提取基因组

DNA , 具体操作按实验操作手册进行.

对异源四倍体鱼 Sox基因 HMG盒序列的扩增参

照文献[ 12]进行. 上游引物:5′TGAAGCGACCCAT-

GAA(C /T)G 3′, 下游引物:5′AGGTCG (A /G)

TACTT (A /G)TA (A /G)T 3′. PCR 扩增产物经

Sangon公司胶回收试剂盒纯化后连入 pMD18-T 载体 ,

转化大肠杆菌(E. coli)DH5α, 经酶切及电泳法筛选重

组转化子
[ 13]
, 所得阳性克隆由 Sangon生物公司测序.

1. 3　Sox4 基因 5′端调控区启动子片段的扩增

根据已克隆的四倍体鱼 Sox4 基因 5′端调控区

序列设计一对特异引物(P1 /P2), P1:5′GAGCTCG

AGAAA TACACA TCAGCG TG TT TCA 3′

P2:5′GATAAGCTTCACCGTGTCGCTAAAGAAAAC 3′

两端分别加入 XholⅠ和 HindⅢ酶切位点(用下划线

表示)及保护碱基(用斜体表示). 以异源四倍体鱼基因

组 DNA为模板 , 用 P1 /P2引物进行PCR扩增. 25μL

反应体系中含有 1×反应缓冲液 , 1. 5mmol /L Mg
2+
,

0. 3μmol引物 , 150μmol /L dNTPs , 1 U Ex Taq 酶.

反应程序如下:94℃预变性 5min , 每个循环包括 94℃

变性 30 s , 57℃复性 40 s , 72℃延伸 1min , 共 30个循

环 , 最后一个循环结束后在72℃延伸 7min. PCR产物

经1. 2%的琼脂糖凝胶电泳分离 , 切取目的片段进行亚

克隆及测序.

1. 4　重组载体 pAtsox4EGFP-1的构建

用 XholⅠ和 HindⅢ分别对含 Atsox4 启动子片段质

粒及 pEGFP-1 载体进行双酶切 , 回收及纯化目的片

段 , 经 T4 DNA 连接酶连接过夜 , 转化感受态细胞

DH5α, 在卡那霉素抗性平板上挑选阳性克隆 , 参照

Omega公司质粒提取及纯化试剂盒说明书提取并纯化

质粒 DNA ,再经双酶切鉴定重组载体 pAtsox4EGFP-1.

1. 5　瞬时转染和报告基因检测

采用脂质体转染法. 接种 1×105 生长良好的

HeLa细胞于 35 mm 培养皿 , 待细胞生长至适当汇

合度 (60%—70%)时 , 吸去原有的正常培养基

(DMEM +10%FBS), 并用 D-Hanks 液洗涤细胞

1—2次 , 更换成无血清的培养基(DMEM), 37℃

继续培养 5—6 h. 分别取 10μL Lipofectamine 转染

试剂于 2 mL Eppendorf 管 , 并用 500μL 无血清无

抗生素培养基(DMEM)稀释混匀 , 再分别取 2μg 待

检测的重组质粒 pAtso x4EGFP-1 和作为对照的质

粒 pEGFP-1 于 2 mL Eppendorf 管内 , 并加入

500μL无 血 清 无 抗 生 素 培 养 基 , 然 后 将 含

pAtso x4EGFP-1或 pEGFP-1的无血清无抗生素培

养基分别滴入相应的装有 Lipo fectamine 转染试剂

的另两支 2mL Eppendo rf 管内 , 室温放置 45 min ,

分别加入至长有适当密度的 HeLa细胞的培养皿中 ,

轻轻混匀 , 37℃培养. 转染后 5 —6 h 后视转染液对

细胞的毒性大小更换新的正常培养基 , 37℃继续培

养 , 20 h 后在荧光显微镜下观察荧光报告基因的瞬

时表达情况.

1175自然科学进展 　第 17卷　第 9期　2007年 9月



2　结果

2. 1　Atsox4 基因部分序列的克隆及序列分析

异源四倍体鱼 So x 基因的 PCR 扩增产物经亚

克隆 、测序及在 GenBank 中搜索发现 1957 bp的扩

增产物(命名为 ATSox4)包含一个 So x4 基因的

HMG-box 基序和 5′端调控区 , 并且此片段在

HMG-box 区没有内含子 , 其 HMG-box 区与人 、

鼠 、 鸡的 Sox4 以及斑马鱼的 Sox4a 和 Sox4b 基因

对应核苷酸序列的同源性均在 88%—90%之间 , 对

应的氨基酸序列同源性在 95%—98%之间(表 1),

暗示了 AtSox4 基因在功能上的高度保守性. 经序

列分析后 , 我们发现在 A tsox4 基因的起始密码子

之前有一段大小为 1588 bp的 5′端调控区 , 该区内

具有启动子结构 , 如 TA TA 框 、 CAA T 框和 GC

框(图 1).

表 1　AtSox4 基因 HMG-box和其他 Sox基因的同源性比较

物种 基因 氨基酸 /% 核苷酸 /% 登录号

人(H omo Sap iens)

鼠(Mus muscu lus)

小鸡(Gal lu s gal lus)

斑马鱼(D an io rer io)

斑马鱼(D an io rer io)

hSox4

mSox4

cSo x4

zS ox4a

zS ox4b

98

97

98

96

95

90

88

90

89

88

NM_003107

NM_009238

AY249864

AY369081. 1

AY369082. 1
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图 1　AtSox4 基因部分序列及其 5′端调控区序列

TA TA 框 、 CAAT 框和 GC框分别用双下划线表示 , HMG 保守区和起始密码(ATG)分别用下划线和方框表示

2. 2　Atsox4 基因启动子片段的克隆

以异源四倍体鱼基因组 DNA 为模板 , 通过特

异引物(P1 /P2)的 PCR扩增 , 分离到 600 bp启动子

片段 , 与预期的片段大小相符(图 2). 将此片段亚

克隆及测序 , 结果表明其序列与已知的 A tsox4 基

因 5′端调控区相应序列完全相同 , 将所得到的

600 bp的 DNA 序列在 ht tp:/ /www. cbrc. jp / re-

search /db /TFSEARCH . htm l上进行潜在的真核转

录因子识别位点的搜索分析表明 , Sco re 值等于或

大于 90. 0的转录因子结合位点共 44个 , 如 SRY ,

CA P , Nkx-2 , HSP , GA TA-1 , GA TA-2 , CdxA

及 E2F , 而且 SRY , CAP , HSP , CdxA , Dfd 等

具有多个特异结合位点(图 3).

图 2　PCR扩增异源四倍体鲫鲤 Sox4 基因启动子

M , 200bp分子标记;1. Sox4 基因启动

子片段;2. 空白对照
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2. 3　重组表达质粒的酶切鉴定

pA tso x4EGFP-1重组载体经 Xhol Ⅰ和 Hind Ⅲ

双酶切 , 1. 0%琼脂糖凝胶电泳分离 , 在紫外透射

反射检测仪上观察可见一条 600 bp 的目的片段和

4. 2 kb的载体片段(图 4), 与预测的结果相符 , 表

明A t sox4 启动子片段已被插入到载体pEGFP-1中 ,

将其命名为 pA tsox4EGFP-1.

2. 4　绿色荧光蛋白的瞬时表达

将脂质体转染的 HeLa 细胞 37℃培养 20 h 后 ,

在倒置荧光显微镜下即可检测到明亮的绿色荧光 ,

即 EGFP 的表达信号(图 5(a)), 荧光强度随着培养

时间的延长而增加(图 5(b)). 而转染启动子缺失的

pEGFP-1 质粒的 HeLa 细胞未见绿色荧光 (图

5(c)).

图 4　pAtSox4EGFP-1 重组质粒酶切图
1. pAtSox4EGFP-1;M , λDNA 分子量标记

图 5　转染 HeLa细胞后 EGFP的表达

(a)转染 pAtSox4EGFP-1重组质粒 20h 后;(b)转染 pAtSox4EGFP-1重组质粒 24h后;(c)转染启动子缺失的 pEGFP-1质粒

3　结论

本研究从异源四倍体鲫鲤基因组 DNA 中获得

了 Sox4 基因 HMG-box 部分基序与 5′端调控区 ,

并从 5′端调控区克隆了 600 bp启动子片段 , 然后对

其启动子转录功能活性进行了初步分析. 为下一步

研究 A tSox4 基因的表达调控提供了一个有力的研

究工具. 通过对所得启动子片段进一步分析可知 ,

此区域是一些转录因子的基序区 , 提示这些区域含

帽子位点(CAP)及多个转录因子结合位点 , 如

SRY , GATA-1 等 , 这些 转 录因 子 可能 参 与

A tSox4 基因的表达调控. 有趣的是 , 四倍体鱼

Sox4 基因启动子区具有 SRY转录因子结合位点 ,

我们推测 SRY基因可能参与 AtSox4 基因的表达调

控 , 而 A tSox4 基因的表达对雄性四倍体鱼的性腺

发育可能具有重要意义. 因此 , 深入研究不同转录

因子对 Sox4 基因的确切作用位点 , 将为进一步阐

明 Sox4 基因的表达调控提供十分重要的信息.
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