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猪生殖细胞特异性基因 Ｓｏｈｌｈ１及启动子的研究
刘　凯１，刘国乾１，２，曹亚鸽１，卫恒习１，李　莉１，张守全１

（１华南农业大学 动物科学学院／国家生猪种业工程技术研究中心／广东省农业动物基因组学与
分子育种重点实验室，广东 广州 ５１０６４２；２广东科贸职业学院，广东 广州 ５１０６４０）

摘要：【目的】探究猪生殖细胞特异性基因 Ｓｏｈｌｈ１在幼年和成年各组织中的表达情况，分子遗传进化特点，及其启
动子的核心区域和特异性调控区间。【方法】通过ＲＴＰＣＲ验证猪不同时期不同组织Ｓｏｈｌｈ１基因的表达情况，通过
生物软件分析其分子遗传进化特点，构建启动子验证载体，通过双荧光素酶分析基因启动子的核心区域和特异性

调控区间。【结果】Ｓｏｈｌｈ１基因在仔猪与成年猪睾丸和仔猪卵巢中都有表达，在成年猪卵巢不表达；通过多个物种
进化分析，Ｓｏｈｌｈ１基因随着脊椎动物从低等到高等的演变也在进化；通过双荧光素酶分析构建的启动子验证载体，
猪Ｓｏｈｌｈ１基因的启动子的核心区域在７８ｂｐ附近，特异性调控区间在７７１～２９８１ｂｐ之间。【结论】基于 Ｓｏｈｌｈ１基
因的进化分析，作为试验动物模型，猪可能更优于啮齿类动物，其组织特异性表达可能主要通过其启动子特异性调

控区间调控。
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　　原始生殖细胞（Ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌｇｅｒｍｃｅｌｌｓ，ＰＧＣｓ）形成
成熟配子过程中，生殖细胞特异性转录因子调控及

表观遗传修饰是必需的［１２］。Ｓｏｈｌｈ１是一种生殖器
官特异表达基因，编码了１种 ｂＨＬＨ转录调控因子，
调控精子和卵子的发生。在雄性老鼠中 ＳＯＨＬＨ１蛋
白集中于Ａ型精原细胞分化的所有过程中，而在精
母细胞和新生的小鼠中未检测到［３］。对新生小鼠卵

巢进行组织切片原位杂交或抗体染色观察发现

ＳＯＨＬＨ１主要分布在卵原细胞簇、原始卵泡和初级
卵泡的卵细胞中，而在次级卵泡中不表达［４］。

研究表明，Ｓｏｈｌｈ１基因调控生殖细胞分化是通
过与Ｓｏｈｌｈ２基因一起调节Ｋｉｔ信号通路来实现，同时
ＳＯＨＬＨ１与ＳＯＨＬＨ２共同或单独作用于其他基因的
启动子上，主要是Ｅｂｏｘ位点实现基因的转录激活或
抑制［５９］。Ｓｏｈｌｈ１基因的自我调控是通过 Ｓｏｈｌｈ２／
Ｓｏｈｌｈ１／Ｓｐ１复合物作用 Ｓｏｈｌｈ１基因的启动子的
Ｅｂｏｘ位点实现的［３４，６，８，１０］。Ｓｕｚｕｋｉ等［７］研究表明，

小鼠Ｓｏｈｌｈ１基因敲除后精原细胞能够继续增殖但不
能进行正常分化，从而导致雄性小鼠不育，Ｐａｎｇａｓ
等［４］研究表明在Ｓｏｈｌｈ１基因敲除雌性鼠卵巢中主要
是通过下调 ２个与卵泡形成相关的基因 Ｎｏｂｏｘ和
Ｆｉｇｌａ的表达来阻碍卵泡的形成，最终造成不育。

Ｓｏｈｌｈ１基因调控生殖细胞生成过程在小鼠上已
被深入研究，随着各种动物基因组公布，很多物种

Ｓｏｈｌｈ１基因被验证或预测，目前国内外主要集中在
Ｓｏｈｌｈ１基因的调控等方面的研究，但对该基因的启
动子的功能和调控方面的研究还太少。通过分析已

报道的小鼠Ｓｏｈｌｈ１基因的启动子和预测的猪 Ｓｏｈｌｈ１
基因的启动子，发现猪 Ｓｏｈｌｈ１基因的启动子 ＧＣ含
量远高于小鼠，同时发现小鼠 Ｓｏｈｌｈ１基因的启动子
与猪Ｓｏｈｌｈ１基因的启动子有很大的差异性。因此，本
研究首先通过ＲＴＰＣＲ方法检测猪生殖细胞特异性基
因Ｓｏｈｌｈ１在仔猪及成年猪各组织表达情况，进而扩增
猪Ｓｏｈｌｈ１基因并对其进行分子遗传进化分析，最后探
究猪Ｓｏｈｌｈ１基因的启动子的核心区域和特异性调控
区间，为后续利用猪Ｓｏｈｌｈ１基因的启动子制备生殖细
胞特异性表达目的基因克隆猪奠定基础。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　试验动物　１日龄长白仔猪，购于广东省广
三保原种猪场，成年猪各组织采自广州附近屠宰场。

１．１．２　质粒和细胞株　ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ启动子验证载体
为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，小鼠精原干细胞株 ＧＣ１为
ＡＴＣＣ公司产品。

１．２　方法
１．２．１　猪组织样品采集　１日龄仔猪组织样品采
集：仔猪全身用φ为７０％乙醇棉球擦拭，确保全身消
毒，将仔猪固定于清洁手术盘中，割破仔猪颈动脉处

死仔猪，依次采取皮肤、肌肉、心、肝、脾、肺、肾、脑、

睾丸（公猪）及卵巢（母猪）分装２份，一份置于２ｍＬ
ＲＮａｓｅｆｒｅｅ离心管中立即置于液氮中保存，另一份放
于ＲＮＡ样品保存液中于－２０℃条件保存。

成年猪组织样品采集：在屠宰场依次采取皮肤、

肌肉、心、肝、脾、肺、肾、脑及卵巢，睾丸采自广三保

淘汰种公猪，分２份，保存方法同仔猪组织样品。
１．２．２　猪各组织样品 ＲＮＡ抽提及反转录　根据
ＯＭＥＧＡ公司的动物组织总 ＲＮＡ抽提试剂盒说明书
抽提猪各组织 ＲＮＡ，ＲＮＡ抽提出来后，一部分立即
进行反转录，另一部分分装后立即保存于 －８０℃冰
箱中，以防 ＲＮＡ降解。以抽提的 ＲＮＡ为模板，按
Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ反转录试剂盒说明书合成 ｃＤＮＡ，反应在
ＰＣＲ仪进行，反转录程序为２５℃，１０ｍｉｎ，５０℃，３０
ｍｉｎ，８５℃，５ｍｉｎ。
１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测　以上述合成 ｃＤＮＡ为模板，
用Ｓｏｈｌｈ１基因检测引物和启动子扩增引物序列（表
１），ＲＴＰＣＲ检测猪 Ｓｏｈｌｈ１基因在各组织中表达情
况。１ｇ·ｍＬ－１琼脂糖凝胶电泳检测ＲＴＰＣＲ产物。
１．２．４　猪Ｓｏｈｌｈ１基因遗传进化分析　从ＮＣＢＩ数据
库下载已报道的动物 Ｓｏｈｌｈ１基因，包括猩猩、猴子、
猪、小鼠、大鼠、牛、大象等２７个品种或亚种，将这些
动物 Ｓｏｈｌｈ１基因序列的编码区翻译为对应的
ＳＯＨＬＨ１蛋白，应用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ和 ＭＥＧＡ４等生物软
件，采用自动填缺口的 ｃｌｕｓｔａｌＷ方法比对，使用临近
比较法作图（１０００个ｂｏｏｔｓｔｒａｐ重复）［１１１２］。
１．２．５　猪Ｓｏｈｌｈ１基因启动子扩增及验证载体构建
　根据扩增出的猪Ｓｏｈｌｈ１基因，在ＮＣＢＩ中ＧＥＮＥ数
据库选取Ｓｏｈｌｈ１基因起始密码子前１００００ｂｐ，进行
生物信息学分析（同源比对：ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ，启动子预测：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｆｒｕｉｔｆｌｙ．
ｏｒｇ／ｓｅｑ＿ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｍｏｔｅｒ．ｈｔｍｌ，ｈｔｔｐ：／／ｇｐｍｉｎｅｒ．ｍｂｃ．
ｎｃｔｕ．ｅｄｕ．ｔｗ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ；ＣｐＧ岛预测：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｕｒｏｇｅｎｅ．ｏｒｇ／ｃｇｉｂｉｎ／ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ／ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ．ｃｇｉ），结
合几个启动子预测软件，设计 １对引物 ＦＷ ＰＳ和
ＦＷ２９４３Ｒ（表１）扩增出起始密码子前５１０２ｂｐ核酸
序列，克隆到 ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ载体，标记为 ｐＧＬ３Ｓｏｈｌｈ１
５１０２。通过在线转录因子预测软件，以ｐＧＬ３Ｓｏｈｌｈ１
５１０２为模板，再次设计８对不同长度引物（表１）扩
增出不同长度启动子，并克隆到 ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ载体，送
生工测序部测序。
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表１　Ｓｏｈｌｈ１基因检测和启动子扩增引物
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒＳｏｈｌｈ１ｇｅｎｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物名称 引物序列（５′→３′） 长度／ｂｐ

Ｓｏｈｌｈ１ Ｆ：ＡＣＣＴＣＧＡＣＧＴＧＧＡＡＡＴＡＧＣＣ 　　４００

Ｒ：ＧＧＣＡＧＧＧＡＴＣＴＧＡＧＡＡＧＴＧＧ

ＦＷＰＳ ＡＴＴＴＣＴＣＴＡＴＣＧＡＴＡＧＧＴＡＣＣＡＴＧＧＡＧＣＣＧＡＧＡＡＧＡＧＣＡＧＡＡＧＣ ５１０２

ＦＷ２９４３Ｒ ＣＡＧＴＡＣＣＧＧＡＡＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＡＣＧＣＡＧＣＴＣＣＧＣＧＡＧＧＣＧＧＣＧＧ

ＦＷ４９８４Ｆ ＡＴＴＴＣＴＣＴＡＴＣＧＡＴＡＧＧＴＡＣＣＡＴＧＣＧＴＧＧＧＧＧＧＣＧＧＧＣＣ ７８

ＦＷ２９０２Ｒ ＣＡＧＴＡＣＣＧＧＡＡＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＧＧＣＣＣＣＣＣＡＣＧＣＧＣＧＣＣＣ

ＦＷ４９８４Ｆ ＡＴＴＴＣＴＣＴＡＴＣＧＡＴＡＧＧＴＡＣＣＡＴＧＣＧＴＧＧＧＧＧＧＣＧＧＧＣＣ １１９

ＦＷ２９４３Ｒ ＣＡＧＴＡＣＣＧＧＡＡＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＡＣＧＣＡＧＣＴＣＣＧＣＧＡＧＧＣＧＧＣＧＧ

ＦＷ４９２４Ｆ ＡＴＴＴＣＴＣＴＡＴＣＧＡＴＡＧＧＴＡＣＣＣＧＧＡＡＣＴＴＴＣＴＧＧＣＡＡＣＧＴＣ １３８

ＦＷ２９０２Ｒ ＣＡＧＴＡＣＣＧＧＡＡＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＧＧＣＣＣＣＣＣＡＣＧＣＧＣＧＣＣＣ

ＦＷ４８７４Ｆ ＡＴＴＴＣＴＣＴＡＴＣＧＡＴＡＧＧＴＡＣＣＧＧＧＣＧＣＣＣＧＣＡＧＣＣＧＴＧＡＧ １６９

ＦＷ２９４３Ｒ ＣＡＧＴＡＣＣＧＧＡＡＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＡＣＧＣＡＧＣＴＣＣＧＣＧＡＧＧＣＧＧＣＧＧ

ＦＷ４８２４Ｆ ＡＴＴＴＣＴＣＴＡＴＣＧＡＴＡＧＧＴＡＣＣＣＴＴＡＣＡＴＣＣＴＧＡＧＡＴＣＴＴＧＣ ２１９

ＦＷ２９４３Ｒ ＣＡＧＴＡＣＣＧＧＡＡＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＡＣＧＣＡＧＣＴＣＣＧＣＧＡＧＧＣＧＧＣＧＧ

ＦＷ４７０２Ｆ ＡＴＴＴＣＴＣＴＡＴＣＧＡＴＡＧＧＴＡＣＣＧＣＣＣＧＴＡＣＴＧＧＴＧＣＴＧ ７７１

ＦＷ２９４３Ｒ ＣＡＧＴＡＣＣＧＧＡＡＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＡＣＧＣＡＧＣＴＣＣＧＣＧＡＧＧＣＧＧＣＧＧ

ＦＷ４２９１Ｆ ＡＴＴＴＣＴＣＴＡＴＣＧＡＴＡＧＧＴＡＣＣＧＡＣＣＡＧＧＡＧＧＣＡＧＧＧＣＣＧ １９７８

ＦＷ２９４３Ｒ ＣＡＧＴＡＣＣＧＧＡＡＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＡＣＧＣＡＧＣＴＣＣＧＣＧＡＧＧＣＧＧＣＧＧ

ＦＷ２０８１Ｆ ＡＴＴＴＣＴＣＴＡＴＣＧＡＴＡＧＧＴＡＣＣＣＴＡＣＣＣＣＡＧＧＧＴＴＴＧＣＧＣ ２９８１

ＦＷ２９４３Ｒ ＣＡＧＴＡＣＣＧＧＡＡＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＡＣＧＣＡＧＣＴＣＣＧＣＧＡＧＧＣＧＧＣＧＧ

１．２．６　双荧光素酶测定　将测序正确的重组质粒
转染ＧＣ１细胞，４８ｈ后去除细胞培养基，ＰＢＳ小心
洗涤２次，加上适量细胞裂解液１×ＣｅｌｌＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ
室温裂解细胞１０ｍｉｎ，细胞刷刮取至１５ｍＬ离心管
中，４℃１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液备用。
将１００μＬ平衡至室温的 ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＲｅａｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ
加入试管中，再小心吸取２０μＬ细胞裂解物至试管
中，混匀，于化学发光仪中检测萤火虫荧光素酶报告

基因的活性。检测完后，吸取１００μＬ平衡至室温的
ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＲｅａｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔⅡ加入上述反应试管中，
涡旋混匀，于化学发光仪中检测海肾荧光素酶报告

基因的活性。

２　结果与分析
２．１　生殖细胞特异性基因 Ｓｏｈｌｈ１在成年猪及仔猪

各组织表达情况

　　１ｄ仔猪和成年猪心、肾、肝、脾、肺、脑、胃、肌
肉、睾丸及卵巢等组织通过 ＲＴＰＣＲ检测 Ｓｏｈｌｈ１基
因表达。结果显示，在仔猪与成年猪睾丸里 Ｓｏｈｌｈ１
基因都有表达，在仔猪卵巢中可以检测到 Ｓｏｈｌｈ１基
因的表达，而在成年猪卵巢里及仔猪、成年猪其他组

织未检测到Ｓｏｈｌｈ１基因的表达（图１Ａ、图１Ｂ）。

　Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ１０００（上），ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００（下），Ｈｅ：心，
Ｌｉ：肝，Ｓｐ：脾，Ｌｕ：肺，Ｋｉ：肾，Ｂｒ：脑，Ｍｕ：肌肉，Ｓｔ：胃，Ｏｒ：卵巢，Ｔｅ：睾

丸；βａｃｔｉｎ大小为６５８ｂｐ。

图１　猪各组织Ｓｏｈｌｈ１基因 ｍＲＮＡ表达情况

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｏｈｌｈ１ｇｅｎｅｍＲＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｉｇｔｉｓ

ｓｕｅｓ

２．２　猪Ｓｏｈｌｈ１基因分子遗传进化特点
首先，用高保真 ＤＮＡ聚合酶，以仔猪睾丸中获

得的ｃＤＮＡ为模板，扩增出猪 Ｓｏｈｌｈ１基因（图２），并
将其克隆到平末端载体，经测序及比对，所获得的猪

Ｓｏｈｌｈ１基因序列与 ＮＣＢＩ数据库报道的基本一致。
将猪Ｓｏｈｌｈ１基因编码的蛋白与已报道的脊椎动物
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ＳＯＨＬＨ１蛋白进行氨基酸序列比对发现，ＳＯＨＬＨ１蛋
白在脊椎动物上相对不保守；进一步将 Ｓｏｈｌｈ１基因
所编码蛋白进行分子遗传进化分析（图３），图３显
示，Ｓｏｈｌｈ１基因在脊椎动物上具有从低等到高等进
化特性，猪处在灵长类动物与啮齿动物之间。结果

表明猪作为动物试验模型，比如人类疾病模型，可能

更优于啮齿类动物。

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００，Ｓｏｈｌｈ１：ＰＣＲ扩增的Ｓｏｈｌｈ１基因。

图２　ＲＴＰＣＲ扩增猪Ｓｏｈｌｈ１基因
Ｆｉｇ．２　ＲＴＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｉｇＳｏｈｌｈ１ｇｅｎｅ

图３　Ｓｏｈｌｈ１基因编码蛋白在脊椎动物的遗传进化
Ｆｉｇ．３　ＧｅｎｅｔｉｃｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｄｅｄｂｙＳｏｈｌｈ１ｇｅｎｅ

２．３　猪Ｓｏｈｌｈ１基因的启动子构建
为了探讨猪 Ｓｏｈｌｈ１启动子活性及特异性，结合

对其的生物信息学分析（图４），构建了不同长度猪

Ｓｏｈｌｈ１启动子，克隆到 ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ的启动子验证载
体上，ＰＣＲ鉴定（图 ５）测序结果表明不同长度猪
Ｓｏｈｌｈ１基因的启动子构建成功。
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　Ａ：猪Ｓｏｈｌｈ１基因启动子的预测；Ｂ：猪Ｓｏｈｌｈ１基因ＣｐＧ的预测。
图４　猪Ｓｏｈｌｈ１基因结构预测

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｐｉｇＳｏｈｌｈ１ｇｅｎｅ

　Ｍ：１５０００＋２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１～８分别代表 ｐＧＬ３Ｓｏｈｌｈ１７８、
ｐＧＬ３Ｓｏｈｌｈ１８８、ｐＧＬ３Ｓｏｈｌｈ１１３８、ｐＧＬ３Ｓｏｈｌｈ１３６０、ｐＧＬ３Ｓｏｈｌｈ１７７１、

ｐＧＬ３Ｓｏｈｌｈ１１９７８、ｐＧＬ３Ｓｏｈｌｈ１２９８１及ｐＧＬ３Ｓｏｈｌｈ１５１０２。

图５　ｐＧＬ３Ｓｏｈｌｈ１启动子ＰＣＲ鉴定
Ｆｉｇ．５　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＧＬ３Ｓｏｈｌｈ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ

２．４　猪Ｓｏｈｌｈ１启动子作用机制的研究
将上述构建好的不同长度启动子，转染２９３ＦＴ

细胞，４８ｈ后收集细胞，进行双荧光素酶活性检测，
进一步统计出猪Ｓｏｈｌｈ１基因的启动子不同长度的活
性。结果显示，起始密码子上游７８ｂｐ长度的Ｓｏｈｌｈ１
基因的启动子便能够启动荧光素酶的表达，在 ７７１
ｂｐ时，Ｓｏｈｌｈ１启动子的活性达到最大。随着启动子
的长度增加，其活性开始下降，在２９８１ｂｐ长度时表
现较低活性，并且与阴性对照组相比差异不显著（图

６）。启动子长度在２１９ｂｐ以下时，不同长度 Ｓｏｈｌｈ１
基因的启动子活性差异不显著，３５ｂｐ长度启动子与
７８ｂｐ长度的启动子相比活性极显著下降，与空白对
照组差异不显著（图６）。
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　图中荧光素酶相对活性柱旁凡是有一个相同小写字母者，表示在００５水平差异不显著；凡是有一个相同大写字母者，表示在０００１水平差
异不显著（ＴｕｋｅｙＨＳＤ多重比较）。

图６　双荧光素酶检测不同长度Ｓｏｈｌｈ１基因的启动子活性结果
Ｆｉｇ．６　ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＳｏｈｌｈ１ｐｒｏｍｏｔｅｒｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｎｇｔｈｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｓｓａｙ

３　讨论与结论
ＳＯＨＬＨ１是一种生殖特异性 ｂＨＬＨ转录调节因

子，基因敲除试验证明 Ｓｏｈｌｈ１基因在生殖细胞成熟
过程中起着重要的作用［３４］。本研究通过 ＲＴＰＣＲ
方法验证了Ｓｏｈｌｈ１基因只在猪生殖器官中特异性表
达，且在成年猪卵巢中不表达；获得了猪Ｓｏｈｌｈ１基因
ｍＲＮＡ，与 ＮＣＢＩ数据库预测序列基本一致，通过对
比多物种之间 Ｓｏｈｌｈ１基因分子遗传进化特点，发现
Ｓｏｈｌｈ１基因在脊椎动物上相对不保守，猪 Ｓｏｈｌｈ１基
因与灵长类动物遗传关系较近，侧面印证了猪是人

类较好的动物试验模型，比如人类疾病模型。

生殖细胞特异性基因能够在生殖细胞中特异性

表达，是通过转录调控因子及其他多种因素共同调

节的结果，生殖细胞特异性基因由于只在生殖细胞

中表达，对于遗传学分析的研究显得十分重要。目

前，Ｈａｍｍｏｎｄ等［１３］根据已有的生殖细胞特异性基因

对生殖细胞进行遗传学分析来研究老鼠的生殖细

胞。本研究通过克隆生殖细胞特异性转录因子

Ｓｏｈｌｈ１基因的启动子，并构建了不同长度的猪
Ｓｏｈｌｈ１基因的启动子，对其功能进行初步分析，验证
了猪 Ｓｏｈｌｈ１基因的启动子的核心区域在 ７８ｂｐ附
近，特异性调控区间在 ７７１～２９８１ｂｐ之间。对于
ｂＨＬＨ转录调节因子研究表明，Ｅｂｏｘ这一位点主要
是由碱性螺旋 －环 －螺旋蛋白家族成员识别［１４１７］，

ｂＨＬＨ转录调控因子主要是通过形成同源或异源二
聚体结合到ＤＮＡ的Ｅｂｏｘ位点来调节基因的表
达［５，８９，１６］。Ｔｏｙｏｄａ等［１０］的研究表明 ＳＯＨＬＨ１和
ＳＯＨＬＨ２可以形成异源二聚体，绑定到 Ｓｏｈｌｈ１启动

子上游 ３个 Ｅｂｏｘ位点，上调 Ｓｏｈｌｈ１基因的表达。
本研究对猪 Ｓｏｈｌｈ１启动子进行生物信息学分析发
现，其起始密码子上游２１９～７７１ｂｐ之间也含有３个
Ｅｂｏｘ位点，而双荧光素酶试验结果表明猪Ｓｏｈｌｈ１启
动子在长度为２１９与７７１ｂｐ的启动子活性差异显
著，因此推测其活性与这些 Ｅｂｏｘ位点相关。对７７１
～２９８１ｂｐ这段启动子序列分析发现，其含有第１个
ＣｐＧ岛，因此推测这段区间内启动子活性显著下降
可能与ＣｐＧ岛甲基化有关。ＧＣｂｏｘ是重要的转录
因子ＳＰ１的结合位点［１８］，对本研究中的起始密码子

前７８ｂｐ启动子长度进行生物信息学分析发现，仅有
一个确定的 ＳＰ１转录因子结合位点，敲除这个位点
后，启动子相比活性极显著下降，因此推测Ｓｏｈｌｈ１基
因的核心启动子活性可能与ＳＰ１转录因子有关。

目前，关于Ｓｏｈｌｈ１基因的研究不多，最新的研究
表明，Ｓｏｈｌｈ１基因可能被视为原发性卵巢功能不全
（ＰＯＩ）的候选基因［１９］，非梗阻性无精子症也与

Ｓｏｈｌｈ１基因的突变有关［２０］。在人体上的研究也表

明，Ｓｏｈｌｈ１基因的突变会导致非综合性促性腺激素
分泌过多性腺机能衰退［２１］。同时还有许多生殖基

因、ｍｉＲＮＡｓ与Ｓｏｈｌｈ１基因之间的关系［１９］、Ｓｏｈｌｈ１基
因在生殖调控中的具体作用，以及启动子之间的作

用等都还不清楚，有待于我们进一步的研究。通过

猪Ｓｏｈｌｈ１基因及其启动子的初步研究，为后续课题
研究奠定理论基础。
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