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猪 ＦＡＭ２１３Ｂ基因 ｍＲＮＡ和启动子的
克隆及序列分析
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摘要：【目的】获得猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因完整ｍＲＮＡ和启动子序列，研究猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因表达，为探讨母猪妊娠的建立
和胚胎发育调控机制奠定基础。【方法】通过５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ技术，获得基因完整 ｍＲＮＡ序列，分析不同物种
该基因氨基酸序列相似性；通过ＰＣＲ克隆启动子区，并通过双荧光素酶报告基因载体系统转染猪子宫内膜细胞，研
究其转录活性。【结果】猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因ｍＲＮＡ全长８０８ｂｐ，其中５′ＵＴＲ、ＣＤＳ区和３′ＵＴＲ长度分别为６７、６０９（含
终止密码子）和１３２ｂｐ（不含ｐｏｌｙＡ序列），在１７～１０６位氨基酸之间存在硫氧还蛋白折叠结构域；与猪 ＦＡＭ２１３Ｂ
基因其他２个潜在转录本相比，三者都包含硫氧还蛋白折叠结构域，但蛋白三级结构存在较大差异；猪 ＦＡＭ２１３Ｂ
氨基酸序列与山羊、牛和绵羊高度相似，相似性分别为９４０３％、９３０３％和９１５４％。克隆获得２２６１ｂｐ（－２２３１／
＋３０）的基因启动子序列，将其连接至双荧光素酶报告基因载体，转染猪子宫内膜细胞，发现获得的启动子片段能
够启动下游报告基因的转录，在启动子区存在潜在的典型 ＮＦκＢ等转录因子结合位点。【结论】本研究获得猪
ＦＡＭ２１３Ｂ基因转录本长度为８０８ｂｐ，其蛋白存在硫氧还蛋白折叠功能结构域，其启动子序列（－２２３１／＋３０）在猪
子宫内膜细胞中具有较强的转录活性。
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　　ＦＡＭ２１３Ｂ（Ｆａｍｉｌｙｗｉｔｈｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ２１３，
ｍｅｍｂｅｒＢ），又称为前列腺酰胺合成酶（ＰｒｏｓｔａｍｉｄｅＦ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＧＦＳ），属于硫氧还蛋白超家族成员，较早
在小鼠和猪的大脑中发现，并推测在中枢神经系统

起着重要的作用［１］。ＦＡＭ２１３Ｂ也是前列腺素（Ｐｒｏｓ
ｔａｇｌａｎｄｉｎ，ＰＧ）合成过程中一种重要的催化酶。ＰＧ
的生物合成是一个复杂的过程，涉及到多个酶促反

应以及中间产物的形成（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｋｅｇｇ．ｊｐ／ｐａｔｈ
ｗａｙ／ｈｓａ００５９０）：首先，作为 ＰＧ合成的起始物之一，
花生四烯酸（Ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄ，ＡＲＡ）在酶催化下被
转变成前列腺素Ｈ２（ＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＨ２，ＰＧＨ２），ＰＧＨ２
作为一种不稳定的中间产物，很快在 ＦＡＭ２１３Ｂ的作
用下生成更为稳定的花生四烯酸酯或者前列腺素

Ｅ２α（ＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，ＰＧＥ２），以及向前列腺素 Ｆ２α
（ＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＦ２α，ＰＧＦ２α）的转变；ＦＡＭ２１３Ｂ还能
够直接催化ＰＧＨ２生成ＰＧＦ２α［２］，因此 ＦＡＭ２１３Ｂ具
有双重催化作用。

在ＦＡＭ２１３Ｂ催化 ＰＧ合成过程中，ＰＧＥ２、ＰＧＨ２
与ＰＧＦ２α是重要的中间产物。ＰＧ是哺乳动物重要
的生殖激素，参与母猪发情周期、妊娠识别和建立等

生理活动。不同来源、不同类型的ＰＧ具有不同的生
物学作用，在动物繁殖过程中具有调节作用的主要

是ＰＧＥ２和ＰＧＦ２α［３］。ＰＧＥ２和 ＰＧＦ２α之所以受到
关注是因为两者具有相反的生理功能，ＰＧＦ２α是一
种溶解黄体因子［４］，而 ＰＧＥ２则能够抑制黄体溶
解［５６］，因此 ＰＧＥ２／ＰＧＦ２α须受到严格控制，恰当的
比例维持着母猪的发情周期和妊娠［３，７］。较高比例

的ＰＧＥ２／ＰＧＦ２α对于母猪妊娠的建立和维持具有重
要作用，比如中国高繁殖力母猪梅山猪［８］和二花脸

猪［９］，相比外种猪，均表现较高的 ＰＧＥ２／ＰＧＦ２α比
例。由于ＰＧＦ２α具有溶解黄体作用，因此在怀孕母
猪体内，ＰＧＦ２α的表达量受到严格控制。从上述
ＰＧＦ２α的生成过程来看，ＦＡＭ２１３Ｂ可能间接影响
ＰＧＥ２／ＰＧＦ２α比例。

目前，ＦＡＭ２１３Ｂ作为催化 ＰＧＨ２直接生成

ＰＧＦ２α的酶相关研究较少。显然，ＰＧＨ２直接生成
ＰＧＦ２α，比ＰＧＨ２生成ＰＧＥ２再生成ＰＧＦ２α过程更为
简单，对于 ＰＧＦ２α的高效快速生成具有重要意义。
鉴于 ＰＧＦ２α的溶解黄体作用，可以推测 ＦＡＭ２１３Ｂ
可能在母猪的发情周期中起着重要的催化作用，或

者ＦＡＭ２１３Ｂ含量在母猪怀孕阶段可能受到严格的
调控。但是，ＦＡＭ２１３Ｂ也能够催化 ＰＧＨ２向 ＰＧＥ２
的转化，而 ＰＧＥ２与 ＰＧＦ２α对黄体具有相反的生理
功能，因此ＦＡＭ２１３Ｂ的表达可能会受到更严格的调
控。为了深入研究ＦＡＭ２１３Ｂ在母猪ＰＧ合成中的作
用，本研究对母猪 ＦＡＭ２１３Ｂ基因进行了全长 ｍＲＮＡ
的克隆，并在此基础上对启动子进行了克隆和转录

活性的初步分析，期望为进一步研究猪 ＦＡＭ２１３Ｂ基
因的表达调控和功能奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料

动物组织与细胞：用于提取 ＤＮＡ和 ＲＮＡ的耳
组织以及猪子宫内膜组织，均来源于妊娠 １２ｄ
（ＧＤ１２）的第３胎长大杂交母猪（ＬＬ），样品采自阳江
市某猪场；猪子宫内膜细胞的采集来源于广州市某

屠宰场长大淘汰母猪。

菌株、质粒和限制性内切酶及其他：大肠埃希菌

菌株 ＤＨ５α和 ｐＭＤ２０Ｔ载体购自 ＴａＫａＲａ公司，
ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ载体、ｐＲＬＴＫ载体、限制性内切酶购自
Ｐｒｏｍｅｇａ公司。ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、ＤＬ２０００分
子量标准、ＤＮＡ凝胶回收试剂盒等购自广东东盛生
物技术公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＲＮＡ提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ、
反转录试剂盒、ＲＡＣＥｋｉｔ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司。
无内毒素质粒小提试剂盒购自ＯＭＥＧＡ公司。
１．２　猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因完整ｍＲＮＡ序列的克隆

根据ＧｅｎＢａｎｋ上公布的猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因（ＸＭ＿
００５６６４９４９２）ＣＤＳ区的序列，设计引物，用于完整
ｍＲＮＡ序列的克隆。使用５′ＦｕｌｌＲＡＣＥｋｉｔ获得基因
的５′ＵＴＲ序列，主要步骤包括：使用烟草酸焦磷酸酶

２ 　　 华　南　农　业　大　学　学　报　　　 第３８卷　



（Ｔｏｂａｃｃｏａｃｉｄｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＴＡＰ）去掉 ｍＲＮＡ的
５′帽子结构，使用Ｔ４ＲＮＡＬｉｇａｓｅ将５′ＲＡＣＥＡｄａｐｔｏｒ
连接到 ｍＲＮＡ的５′端后，使用５′ＲＡＣＥＡｄａｐｔｏｒ上的
引物（ｐ５′Ｏｕｔｅｒ、ｐ５′Ｉｎｎｅｒ）与已知序列部分的引物
（５′ＧＳＰ１、５′ＧＳＰ２）进行巢式 ＰＣＲ反应，特异性地扩
增ｃＤＮＡ５′末端的全长序列，最后进行测序。３′ＵＴＲ
的获得过程包括：由 ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＭＭＬＶ
（ＲＮａｓｅＨ）将ｐｏｌｙ（Ａ）＋ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ，然后
再使用ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ，以反转录的 ｃＤＮＡ为模板，利

用试剂盒自带引物（ｐ３′Ｏｕｔｅｒ、ｐ３′Ｉｎｎｅｒ）和已知序列
部分引物（３′ＧＳＰ１、３′ＧＳＰ２）进行巢式 ＰＣＲ反应，上
述过程均按照使用说明书进行，获得完整３′ＵＴＲ序
列。将获得序列进行拼接，获得完整 ｍＲＮＡ序列，提
交ＧｅｎＢａｎｋ，获得基因登录号。根据获得序列设计引
物：ｐｍＲＮＡＦ和ｐｍＲＮＡＲ，以猪子宫内膜总ＲＮＡ为
模板，ＰＣＲ反应后，进行ＴＡ克隆后测序，以此验证所
拼接序列的正确性。具体的引物序列见表１。

表１　猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因ｍＲＮＡ全序列和启动子克隆所用引物信息
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｃｌｏｎｉｎｇｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｒｏｆｐｏｒｃｉｎｅＦＡＭ２１３Ｂｇｅｎｅ

名称 引物序列（５′３′）１） 产物／ｂｐ
５′ＧＳＰ１ ＧＣＧＡＣＡＣＡＣＣＡＴＧＣＡＧＣＣＧＡＡＧＣ
５′ＧＳＰ２ ＣＡＣＧＧＣＣＴＣＣＣＣＧＧＴＣＡＣＴＧＣＧＴＧＣ
３′ＧＳＰ１ ＴＡＣＧＡＡＧＣＣＴＧＴＧＧＣＡＧＧＡＧＣＡＧＧ
３′ＧＳＰ２ ＧＡＣＣＡＧＣＡＣＧＧＣＧＴＧＣＧＣＣＴＧＧＴＧＧＧ
ｐｍＲＮＡＦ ＡＧＧＡＣＴＧＣＡＧＧＣＧＧＡＧＡＧＧＧＣＴＧ ６０９
ｐｍＲＮＡＲ ＣＣＡＧＧＡＡＣＣＡＣＣＣＴＴＴＡＡＴＧＣＴ
ｐｐｒｏｍｏｔｅｒＦ ＡＣＣＡＣＣＴＧＡＧＡＣＴＧＴＣＧＣＣＡＡＣ ２２６１（－２２３１／＋３０）
ｐｐｒｏｍｏｔｅｒＲ ＧＣＡＡＧＧＴＣＣＡＣＣＧＴＧＣＴＣＡＴ
ｐ０ｐｒｏｍｏｔｅｒＦ ＣＧＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＣＡＣＣＴＧＡＧＡＣＴＧＴＣＧ ２００５（－２１７５／＋３０）
ｐ０ｐｒｏｍｏｔｅｒＲ ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＧＧＧＣＴＣＣＧＣＡＣＣＡＧＣＣＣＴＣＴ

　１）黑框内为保护碱基，下划线为酶切位点；上游为ＭｌｕＩ酶切位点，下游为ＸｈｏＩ酶切位点。

１．３　猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因启动子克隆
参照本实验室获得的猪 ＦＡＭ２１３Ｂ基因 ｍＲＮＡ

序列（ＫＸ４４４５０３）以及５′调控区序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录
号：１００１３４９５５），设计引物（表 １引物：ｐｐｒｏｍｏｔｅｒＦ
和ｐｐｒｏｍｏｔｅｒＲ），扩增获得猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因启动子
区２２６１ｂｐ，将此构建至 Ｔ载体，测序后，命名为
ＴＦＡＭ２１３ＢＰ。以此载体为模板，以带有酶切位点的
引物（ｐ０ｐｒｏｍｏｔｅｒＦ和 ｐ０ｐｒｏｍｏｔｅｒＲ）扩增启动子
区，ＰＣＲ扩增反应程序为：９８℃预变性１ｍｉｎ；９８℃
变性１０ｓ，６７℃退火１０ｓ，７２℃延伸２５ｍｉｎ，３３个
循环；７２℃后延伸１０ｍｉｎ。

将上述ＰＣＲ扩增获得ＤＮＡ片段用ＤＮＡ凝胶回
收试剂盒进行回收纯化后，用 ＭｌｕＩ和 ＸｈｏＩ进行双
酶切，同时对ｐＧＬＢａｓｉｃ载体进行酶切，酶切体系为：
１０×Ｂｕｆｆｅｒ１０μＬ，ＰＣＲ产物或者载体５０μＬ，ＭｌｕＩ和
ＸｈｏＩ各５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３０μＬ，３７℃反应３ｈ。将双酶
切后的 ＤＮＡ片段和 ｐＧＬＢａｓｉｃ载体分别用 ＤＮＡ凝
胶回收试剂盒进行回收纯化，２个 ＤＮＡ片段进行连
接，１０μＬ连接反应体系中，依次加入１μＬＬｉｇａｔｉｏｎ
Ｂｕｆｆｅｒ，２μＬｐＧＬ３ｂａｓｉｃ载体双酶切产物，６８μＬ启
动子片段，０２μＬＴ４ＤＮＡ连接酶，２２℃连接４ｈ。
转化大肠埃希菌 ＤＨ５α，涂布氨苄青霉素琼脂平板，
３７℃过夜培养，然后挑取单克隆进行测序，阳性质粒

命名为Ｐ０。
１．４　猪子宫内膜细胞的分离与培养

屠宰场采集卵泡期子宫，所采样品于切口处结

扎后，放入冰盒，迅速带回实验室。纵向剪开子宫

角，置于无菌培养皿中，用含有双抗的 ＰＢＳ中清洗数
次，直至液体清亮。剪取子宫内膜上皮组织于含有

双抗的ＰＢＳ中，漂洗数次。
用眼科剪将子宫内膜上皮组织剪成 １ｍｍ３大

小。将剪碎的组织块转移至培养瓶中。加入２倍体
积的１ｇ·Ｌ－１胶原酶 Ｉ，３７℃水浴摇床消化，每隔
０５ｈ混摇１次。２５ｈ后加入等体积含１００ｇ·Ｌ－１

ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２的终止液进行终止消化。把消化
液和终止液的混合液用１５０μｍ（１００目）细胞筛过
滤，吸取滤液至离心管中，５００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ
（沉淀主要为上皮细胞，上清主要为基质细胞）。

上皮细胞与基质细胞通过１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５
ｍｉｎ和ＰＢＳ重悬后，将沉淀细胞计数，然后以２×１０５

个细胞·ｍＬ－１接种于细胞培养瓶中，于３７℃，ＣＯ２
培养箱中静置培养（含体积分数为 ５％的 ＣＯ２和
９５％的空气）。原代细胞在接种后２４ｈ左右贴壁，约
３～５ｄ达到９０％融合。此时，吸出培养液，用 ＰＢＳ
漂洗２次后，加入 ２５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化 ３～５
ｍｉｎ。在显微镜下观察，待大部分细胞变圆时，立即
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加入等体积的终止液终止消化，轻轻吹打数次。将

细胞悬液转移至离心管中，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ
后弃上清，再加入 ５ｍＬＰＢＳ重悬细胞，１０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ后弃上清，接种于新的培养瓶继
续培养，备用。

将上述构建好的载体用 ＯＭＥＧＡ无内毒素试剂
盒提取后，与ｐＲＬＴＫ质粒用阳离子脂质体法转染细
胞，４８ｈ后，用双荧光素酶报告基因系统进行 Ｌｕｃｉｆ
ｅｒａｓｅ活性检测，收集数据分析启动子片段转录活性。
１．５　生物信息学分析

蛋白基本理化性质预测：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ／ｃｇｉｂｉｎ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ．ｐｌ，ＥｘＰＡＳｙ的 ＰｒｏｔＳｃａｌ程序；蛋
白质三级结构预测：ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／；
蛋白质结构域和基序预测：ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌ
ｂｅｒｇ．ｄｅ的 ＵｎｉＰｒｏｔ程序；序列比对工具：Ｋａｌｉｇｎ和
ＣｌｕｓｔａｌＯｍｅｇａ。

２　结果与分析
２．１　猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因完整ｍＲＮＡ序列的克隆

将提取的猪子宫内膜组织总 ＲＮＡ经过去磷酸
化处理和去帽反应，连接５′ＲＡＣＥａｄａｐｔｏｒ后反转录

成ｃＤＮＡ，以该ｃＤＮＡ为模板，进行引物 ｐ５′Ｏｕｔｅｒ和
５′ＧＳＰ１的ＰＣＲ扩增，此时产物条带弥散不清，如图
１Ａ。再以此 ＰＣＲ产物为模板，以引物 ｐ５′Ｉｎｎｅｒ和
５′ＧＳＰ２进行 ＰＣＲ扩增，此时得到单一的目的条带
２０９ｂｐ，如图１Ｂ。将目的条带连接载体后测序，将所
得序列与已知序列比对，拼接后得到了 ６７ｂｐ的
５′ＵＴＲ，即转录起始位点位于ＡＴＧ前的６７ｂｐ处。同
样，以总ＲＮＡ为模板，用 ｐｌｏｙＴ引物将 ＲＮＡ反转录
成ｃＤＮＡ，接着用ｐ３′Ｏｕｔｅｒ和３′ＧＳＰ１引物进行 ＰＣＲ
扩增，此时产物条带弥散不清，如图１Ｃ。再以此为模
板，以ｐ３′Ｉｎｎｅｒ和３′ＧＳＰ２引物进行 ＰＣＲ扩增，此时
得到单一目的条带６００ｂｐ，如图１Ｄ。将目的条带连
接载体后测序，所得序列与已知序列比对，拼接后得

到了１３２ｂｐ的３′ＵＴＲ，以及１０ｂｐ的ｐｌｏｙＡ序列。
经过测序后，以５′ＵＴＲ和３′ＵＴＲ序列设计引物

ｐｍＲＮＡＦ和ｐｍＲＮＡＲ，以长大杂母猪子宫内膜组
织ｃＤＮＡ为模板，通过 ＰＣＲ扩增获得完整的 ｍＲＮＡ
序列，并经过测序确定与 ＲＡＣＥ技术获得的 ｍＲＮＡ
序列完全一致，为８０８ｂｐ，ｐｏｌｙＡ长度为１０ｂｐ（见图
１Ｅ）。将该序列提交 ＧｅｎＢａｎｋ，获得登录号为：
ＫＸ４４４５０３。

　Ｍ为ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ，从上到下为：２０００、１０００、７５０、５００、２５０和１００ｂｐ；１：５′ＲＡＣＥＯｕｔｅｒ引物扩增弥散带；２：５′ＲＡＣＥＩｎｎｅｒ引物扩增特异性
条带；３：３′ＲＡＣＥＯｕｔｅｒ引物扩增弥散带；４：３′ＲＡＣＥＯｕｔｅｒ引物扩增特异性条带；５：ＦＡＭ２１３Ｂ基因ｍＲＮＡ验证扩增结果。

图１　猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因完整ｍＲＮＡ序列的ＲＡＣＥ结果
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＲＡＣＥｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｏｒｃｉｎｅＦＡＭ２１３ＢｍＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．２　猪 ＦＡＭ２１３Ｂ性质以及不同转录本和蛋白质
结构比较

　　用ＥｘＰＡＳｙ的ＰｒｏｔＳｃａｌ程序分析获得猪ＦＡＭ２１３Ｂ
基因ｍＲＮＡＣＤＳ编码蛋白的理化性质，发现该蛋白
的分子量为２１５４６８，等电点为８８７，半衰期为３０
ｈ，不稳定系数为６１２７（大于４０为不稳定），为一不
稳定性蛋白。用 ＵｎｉＰｒｏｔ程序分析该蛋白的结构域，
发现在１７～１０６位氨基酸之间存在硫氧还蛋白折叠
结构域。ＧＯ分析表明，该蛋白作为细胞质成分，参
与了氧化还原反应过程（ＧＯ：００５５１１４），具有催化
活性。

猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因定位于６号染色体，基因全长

３１３８ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＣ＿０１０４４８３），ＮＣＢＩ数
据库公布的猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因的ｍＲＮＡ序列有３个，
其中１个序列为６０９ｂｐ（ＮＭ＿００１１１３４４１１），是一个
完整的阅读框，不含非翻译区，将其序列与本研究获

得的ｍＲＮＡ的ＣＤＳ区进行比对，两者序列一致。另
外２个序列是根据生物信息学计算得出的转录本，
分别为 ９４０ｂｐ（ＸＭ＿０１３９９８９２２１）和 ８２４ｂｐ（ＸＭ＿
００５６６４９４９２）。鉴于人 ＦＡＭ２１３Ｂ基因存在多个转
录本，进而将本研究获得猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因ｍＲＮＡ序
列与９４０和８２４ｂｐ转录本序列进行比较（在线软件：
Ｋａｌｉｇｎ），结果表明所获得的ＦＡＭ２１３Ｂ基因ｍＲＮＡ与
另外２个转录本的非翻译区、ＣＤＳ区长度存在差异，
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结果如图２所示。８０８、８２４、９４０ｂｐ的转录本ＣＤＳ区
分别长：６０９、５５５和７１１ｂｐ，编码氨基酸数目为：２０３、
１８５和２３７。进一步与基因组序列进行比对分析，发
现猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因由７个外显子组成，本研究所获
得的ｍＲＮＡ序列与其他 ２个较长的 ｍＲＮＡ序列相
比，发现在２、３和４外显子不存在差异，而在第１、５、
６和７外显子存在差异，１和 ７外显子的差异在于
ＵＴＲ长度不同；此外，本研究获得序列第５、６外显子
分别为６９、１３２ｂｐ，而 ９４０ｂｐ序列第 ５外显子 １５９
ｂｐ，而 ８２４ｂｐ序列第５、６外显子分别为７２和９４ｂｐ。

通过在线工具预测３个转录本蛋白质三级结构
（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／），结果如图３所示。
３个蛋白均有α螺旋、β折叠、转角等结构组成，由于
３个转录本编码区前１０８个氨基酸序列一致，因此三
级结构存在类似空间构象，主要由α螺旋组成；而三
者的氨基酸序列、数目不一致，因此蛋白质三级结构

差异较大。在这些氨基酸 ４４位处为半胱氨酸
（Ｃｙｓ４４），这是该蛋白的活性位点；同时，三者都存在
硫氧还蛋白折叠结构域。

　实横线：ＵＴＲ；方框：编码区；虚线：该处不存在碱基；上方数字表示碱基数目，下方红色数字１～７表示外显子序号；８０８、８２４和９４０ｂｐ分别
表示３个转录本碱基数目。

图２　猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因ｍＲＮＡ不同转录本序列与结构分析
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｇｅｎｅｔｉｃｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｔｈｒｅｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｏｆｐｏｒｃｉｎｅＦＡＭ２１３Ｂｇｅｎｅ

Ａ、Ｂ、Ｃ分别对应于图２中３个转录本的蛋白结构，括号内数字表示３个转录本编码氨基酸数目。

图３　猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因不同转录本的蛋白质三级结构分析
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｔｈｒｅｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｏｆｐｏｒｃｉｎｅＦＡＭ２１３Ｂｇｅｎｅ

２．３　猪ＦＡＭ２１３Ｂ蛋白质同源进化分析
通过ＣｌｕｓｔａｌＯｍｅｇａ软件，将人（ＮＰ＿６８９５８４２）、

猪（ＫＸ４４４５０３）、牛（ＮＰ＿００１０３５６８８１）、山羊（ＸＰ＿
００５６９０８２２２）、绵羊（ＸＰ＿０１４９５４７５２）、小鼠（ＮＰ＿
０７９８５８２）、大鼠（ＮＰ＿００１１０２１６７１）、斑马鱼（ＮＰ＿
９９８４７８１）、爪蟾 （ＮＰ＿００１０８７１２８１）９个物种
ＦＡＭ２１３Ｂ基因开放阅读框转录所得氨基酸序列进行
蛋白质同源性分析，猪与山羊、牛和绵羊有更高的相

似性，相似性分别为９４０３％、９３０３％和９１５４％；
与人、小鼠和大鼠相似性为 ８８３８％、８６５７％和
８５５７％；与爪蟾、斑马鱼相似性分别为 ６１１９％和

５９７０％。根据氨基酸相似性分析结果，用邻接法构
建ＦＡＭ２１３Ｂ蛋白质同源进化分支图（图４）。

图４　基于ＦＡＭ２１３Ｂ蛋白质序列的聚类分析
Ｆｉｇ．４　 Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄ ｏｎ ＦＡＭ２１３Ｂ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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２．４　猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因启动子克隆与双荧光素酶重
组载体的构建

　　将５′ＲＡＣＥ试验获得的 ｍＲＮＡ序列的第１个碱
基确定为＋１，通过ＰＣＲ扩增获得２２６１ｂｐ（－２２３１／
＋３０）的猪 ＦＡＭ２１３Ｂ基因 ５′启动子序列（图 ５Ａ）。
将猪 ＦＡＭ２１３Ｂ基因启动子区序列通过在线生物学
软件进行分析，预测启动子区潜在的顺式作用元件

和结合反式作用因子，发现 ＦＡＭ２１３Ｂ基因启动子区
存在潜在的转录因子结合位点（图 ５Ｂ），如典型的
ＴＡＴＡｂｏｘ、ＣＡＡＴｂｏｘ等顺式作用元件；存在与下列
转录因子如 ｃＡＭＰ应答元件结合蛋白（ｃＡＭＰｒｅ
ｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）、ＣＣＡＡＴ增强

子结 合 蛋 白 （ＣＣＡＡＴ／ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｃ／ＥＢＰ）、Ｅｂｏｘ结合因子（Ｅｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｆａｃｔｏｒｓ）、核
因子κＢ（ＮｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）、八聚体转录因子
（Ｏｃｔａｍｅｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１，ＯＣＴ１）等潜在结合
位点。其中，ＮＦκＢ成员 ＮＦκＢ１和 ＲｅｌＡ分别位于：
－１１４３／－１１３２和 －６６４／－６５５区域（图５Ａ）。根
据在线预测结果，以２２６１ｂｐ（－２２３１／＋３０）的片段
（图６Ａ）为模板，用 ｐ０ｐｒｏｍｏｔｅｒＦ和 ｐ０ｐｒｏｍｏｔｅｒＲ
引物对扩增－２１７５／＋３０区域（图６Ｂ），并将其连接
构建报告基因重组载体，酶切鉴定结果符合预期

（图６Ｃ）。

Ａ：猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因启动子与ｍＲＮＡ结构示意图；Ｂ：猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因启动子长顺式作用元件及结合因子预测结果。

图５　猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因ｍＲＮＡ结构示意图及启动子顺式作用元件与转录因子预测结果
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅＦＡＭ２１３ＢｍＲＮＡａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｃｉｓａｃｔｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔｓａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｉｎＦＡＭ２１３Ｂ

ｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒ

　Ｍ为ＤＳ５０００Ｍａｒｋｅｒ，从上到下为：５０００、３０００、２０００、１５００、１０００、７５０、５００、２５０和１００ｂｐ；１：２２６１ｂｐ启动子片段；２：２２０５ｂｐ启动子片段；
３：２２０５ｂｐ片段重组载体双酶切结果。

图６　猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因启动子报告基因重组载体的构建
Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｏｆＦＡＭ２１３Ｂｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒ

２．５　猪子宫内膜细胞培养及ＦＡＭ２１３Ｂ基因启动子
活性的初步鉴定

　　采用胶原酶消化法，分离培养上皮细胞和间质
细胞。猪子宫内膜上皮细胞大概在２４ｈ左右开始贴
壁并成旋涡状排列的致密单层细胞集落，采用离心

的方法并不能够将上皮细胞和间质细胞完全分离，

因而偶见散在的间质细胞插入性生长（图７Ａ）。虽
然间质细胞在数小时内开始贴壁成单个生长，但并

不影响启动子活性的检测。子宫内膜上皮细胞在

３～５ｄ后可达到８０％融合，上皮细胞呈梭形，边界清

楚，排列紧密，胞质呈颗粒状，胞核大而圆，铺满瓶底

时，细胞集落扩大并相互融合成片（图７Ｂ）。
采用瞬时转染方法，将猪 ＦＡＭ２１３Ｂ基因启动子

报告基因重组载体Ｐ０转染猪子宫内膜上皮细胞，同
时共转染内参 ｐＧＬＴＫ质粒。分别检测萤火虫荧光
素酶和海肾荧光素酶的活性，萤火虫荧光素酶与海

肾荧光素酶活性的比值即表示启动子片段的活性，

启动子报告基因瞬时转染结果如图８所示：重组质
粒Ｐ０转录活性远高于对照，表明克隆所获得片段具
有启动子转录活性。
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图７　猪子宫内膜上皮细胞培养形态
Ｆｉｇ．７　Ａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｄｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

图８　ＦＡＭ２１３Ｂ基因启动子在猪子宫内膜细胞转录活性
Ｆｉｇ．８　 Ｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｐｒｏｍｏｔｅｒｏｆ

ｐｒｏｃｉｎｅＦＡＭ２１３Ｂｇｅｎｅ

３　讨论与结论
３．１　猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因ｍＲＮＡ获得与转录本分析

前列腺酰胺合成酶 ＧＦＳ存在３种同工酶，分别
是ＰＧＦＳＩ、ＰＧＦＳＩＩ和ＦＡＭ２１３Ｂ。前２种是醛酮还原
酶（Ａｌｄｏｋｅｔｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＡＫＲ）超家族，ＦＡＭ２１３Ｂ则
属于硫氧还蛋白样超家族成员［１０］。ＦＡＭ２１３Ｂ是近
年来新发现的一种氧化还原酶，这种新型酶不同于

之前所报道的 ＰＧＦ酶。ＦＡＭ２１３Ｂ蛋白质在 ＮＡＤＰＨ
作为质子供体情况下，能直接将 ＰＧＨ２做为底物一
步合成 ＰＧＦ２α，并且 ＦＡＭ２１３Ｂ合成 ＰＧＦ２α效率优
于其他ＰＧＦ酶［１］。在通过５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ技术
获得了猪 ＦＡＭ２１３Ｂ基因完整 ｍＲＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ
序列号：ＫＸ４４４５０３）的基础上，并确定了该基因的转
录起始位点位于其起始密码子前 ６７ｂｐ。由于
ＦＡＭ２１３Ｂ基因在人上存在多个转录本，推测在猪上
该基因也可能存在多个转录本。将获得的转录本序

列与ＧｅｎＢａｎｋ提交的 ＦＡＭ２１３Ｂ基因其他２个转录
本 （９４０ ｂｐ，ＸＭ＿０１３９９８９２２１；８２４ ｂｐ，ＸＭ＿
００５６６４９４９２）进行了基因结构和蛋白三维结构比
较，发现三者在１～１０８位氨基酸序列相同，而这在
１７～１０６位氨基酸之间存在硫氧还蛋白折叠功能结
构域，这可能与其共同的催化功能有关。蛋白质三

级结构虽然有较大差异，但是功能域形成的 α螺旋
基本一致，因此推测其不同的转录本的翻译蛋白其

催化功能是一致的。不过本研究在猪子宫内膜仅发

现了１种转录本，其他２个计算模拟的转录本尚未
检测到，但是这并不意味着猪 ＦＡＭ２１３Ｂ基因只有１
种转录本。目前，发现小鼠 ＦＡＭ２１３Ｂ基因只有１个
转录本。对人、猪、牛、山羊、绵羊、小鼠、大鼠、斑马

鱼、爪蟾等９个物种的 ＦＡＭ２１３Ｂ氨基酸序列相似性
进行分析，猪与山羊、牛和绵羊有更高的相似性。同

时，猪、人和小鼠的 ＦＡＭ２１３Ｂ基因结构相似，都由７
个外显子和６个内含子组成，第２、第３、第４和第５
外显子的长度在３个物种相同，第７外显子的长度
差异较大。而比较有趣的现象是在公共数据库中尚

未检索到家禽如鸡、鸭等物种ＦＡＭ２１３Ｂ基因信息。
３．２　猪ＦＡＭ２１３Ｂ基因启动子在猪子宫内膜的转录

调控

　　妊娠的建立需要功能性黄体持续分泌孕酮，而
孕酮又可促进子宫内膜的分泌活动，这对胚胎附植

及发育具有关键作用［１１］，ＰＧ与孕酮的溶解、维持密
切相关。前人研究表明猪和小鼠ＦＡＭ２１３ＢｍＲＮＡ存
在脑组织与脊髓中，而且主要在细胞质中表达，表明

ＦＡＭ２１３Ｂ在中枢神经系统发挥着重要的作用［１］；前

期研究发现，ＦＡＭ２１３Ｂ在怀孕猪子宫内膜中表
达［９］，推测ＦＡＭ２１３Ｂ基因在子宫内膜中对母猪妊娠
和胚胎发育起着调控作用。ＦＡＭ２１３Ｂ和ＣＢＲ１／２均
可以催化 ＰＧＥ２向 ＰＧＦ２α转变［１２］，但 ＦＡＭ２１３Ｂ也
能够直接催化 ＰＧＨ２向 ＰＧＦ２α的转变，因此推测
ＦＡＭ２１３Ｂ在母猪妊娠期间的低催化效率对于较高
ＰＧＥ２／ＰＧＦ２α的比率可能是必需的，ＦＡＭ２１３Ｂ基因
的ｍＲＮＡ和蛋白表达量在猪子宫内膜可能会受到严
格控制。因此，本研究在 ＲＡＣＥ技术获得完整
ＦＡＭ２１３Ｂ基因ｍＲＮＡ基础上，精准定位其转录起始
位点，并且发现获得的 ＦＡＭ２１３Ｂ基因启动子序列
（－２１７５／＋３０）在猪子宫内膜中具有转录下游报告
基因的活性。通过对猪 ＦＡＭ２１３Ｂ基因的启动子序
列生物信息学分析，发现除了典型的 ＴＡＴＡｂｏｘ、
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ＣＡＡＴｂｏｘ等顺式作用元件外，还存在其他的一些潜
在转录因子结合位点，如 Ｅｂｏｘ、ＮＦκＢ、ＯＣＴ１等，而
这些因子也决定了 ＦＡＭ２１３Ｂ基因在猪子宫内膜中
的表达规律。例如，母猪的妊娠建立类似一种炎性

过程［１３］，而炎性因子 ＮＦκＢ对于妊娠相关基因的表
达则具有促进或者抑制作用，在该启动子１１４３和
６６４位点预测到了 ＮＦκＢ１和 ＲｅｌＡ结合位点，ＮＦκＢ１
和ＲｅｌＡ均为ＮＦκＢ家族成员［１４］。有研究表明，分泌

期人类子宫ＮＦκＢ１和 ＲｅｌＡ表达上调［１５］；ＲｅｌＡ表达
量在胚胎植入窗口期表达量也会升高［１３］。有文献报

道，在母猪胚胎植入前 ＮＦκＢ就被开始被激活［１６］，

ＮＦκＢ常常作为转录因子激活炎性相关基因的
表达［１７］。

本研究发现 ＦＡＭ２１３Ｂ基因的启动子上存在潜
在的ＮＦκＢ和ＲｅｌＡ结合位点，推测ＦＡＭ２１３Ｂ基因可
能会受到ＮＦκＢ的调控，不过需要进行深入研究。总
之，初步检测到所获启动子片段具有转录活性，而且

发现与母猪妊娠密切相关的潜在顺式作用元件，这

些结果为进一步分析猪 ＦＡＭ２１３Ｂ基因转录活性区
域、特异性转录因子结合位点鉴定等研究奠定了

基础。
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