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摘要　通过双荧光素酶报告基因载体系统检测猪抗酶１(AZ１)基因启动子转录活性,分析蓝塘和长白猪群

体AZ１基因启动子SNP及单倍型,在此基础上比较不同单倍型转录活性.结果表明:－４５３/＋７９为核心启动

子区;在２ 个 群 体 中 检 测 到 AZ１ 基 因 启 动 子 ８ 个 SNPs,分 别 为 －７１３ T＞C、－５８４ A＞C、－４７６ G＞
A、－３６５T＞C、－３４８C＞T、－２９４G＞C、－２８８T＞G和 －２３４T＞C,蓝塘猪群体具有更丰富的单核苷酸多态

性,而长白猪群体仅在－２８８座位存在 GG和 GT２种基因型,其他７个SNPs均为纯合状态;蓝塘猪群体 LTH１
单倍型(TAGCCGTC,－７１３/－２３４)频率为０．５２６,为蓝塘猪优势单倍型,其次为 LTH２(TAGCCGTT),频率为

０．１６６;长白猪群体优势单倍型为 LandraceＧH(TAGTCGGT),频率为０．９３９.LTH１转录活性高于 LTH２和

LandraceＧH,推测－２３４T＞C、－３６５T＞C和－２８８T＞G座位是造成不同单倍型转录活性差异的原因.
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　　多胺,包括腐胺、亚精胺、精胺等,是机体内广泛

存在的一类脂肪族多价阳离子,对于基因表达、蛋白

合成和细胞的程序性死亡具有重要的意义[１Ｇ２].但

是多胺的代谢异常能够损害细胞功能并引起死

亡[３],如过低水平多胺导致细胞增殖停止[４],过高则

由于多胺的毒性使细胞死亡[５],因此多胺水平在体

内受到严格控制.合成多胺的原料是鸟氨酸,鸟氨

酸在鸟氨酸脱羧酶(ornithinedecarboxylase,ODC)
的作用下脱去羧基生成腐胺,腐胺在相关酶的催化

下进一步转变为精脒和精胺[６].ODC是多胺合成

过程中的第一个限速酶,抗酶 (antizyme,AZ)与

ODC结合使之降解,从而控制细胞内多胺水平[７].
此外 AZ也能够直接调节多胺在细胞内的浓度,如
降低细胞摄入多胺的速度,抑制细胞对多胺的摄取,
刺激多胺的胞内向胞外运输,最终稳定细胞内多胺

水平[８].

AZ家族有３种异构体,分别为 AZ１、AZ２和

AZ３[９].AZ３仅存在于睾丸中;AZ１和 AZ２在动物

细胞内广泛存在,但 AZ１的浓度远高于 AZ２,AZ１
为动物体内的主要抗酶[１０],对于多胺的调节起主要

的作用.AZ１基因表达水平与胞内多胺浓度密切

相关,细胞内多胺水平高低可以刺激AZ１基因的表

达强度,如在体外培养的大鼠小肠上皮细胞(IECＧ６)
中,亚精胺能够导致AZ１基因表达大量升高[１１],反
过来,AZ在不依赖于多胺的情况下也可以调节小

肠上皮细胞的生长[１２].在过表达AZ１转基因小鼠

中,发现细胞增殖减慢,而由致癌物诱导的肿瘤细胞

凋亡率增加[１３],所以 AZ１被认为是细胞生长的负

调节因子和肿瘤抑制因子.此外,AZ１除了与 ODC
结合外,还能够与一些小分子蛋白结合并促进其降

解,如Smad１[１４]、Snip[１５]、CyclinD１[１６]等.
目前研究发现,在多个物种 AZ１蛋白水平受到

翻译＋１移码(translationframeshift)机制的调节,
移码效率关系到细胞内多胺的水平;细胞内高水平

多胺能够提高移码效率[１０],便于多胺向胞外的运

输.目前,多个物种AZ１基因序列已经得到克隆,
如人、猴、牛、山羊、狗、鸡、爪蟾以及多种酵母等.本

课题组前期克隆获得猪AZ１基因的全序列,与其他

物种AZ１基因相比,猪AZ１基因同样存在２个阅

读框(ORF)以及移码现象,移码位置在 ORF１最后
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１个有义密码子的３′端(第６９位的密码子处),密码

子由 UCCＧUGAＧU移码变成了 UCCＧ(U)ＧGAU,产
生了更长的 ORF２,而且AZ１基因表达呈现组织差

异性,相比心、肝脏、肾等组织,在肺脏中AZ１基因

表达量最高[１７].AZ１基因的表达还受到其抑制物

AZ抑制子(AZinhibitor)的影响,AZinhibitor与

ODC结构相似,但缺少酶活性,相比 ODC,AZ１与

AZinhibitor有更强的亲和力,AZ１与 AZinhibitor
结合后 AZ１活性降低,而 AZinhibitor活性升高的

同时 ODC活性的升高也印证了AZ１基因对 ODC
的降解作用[１８].

启动子是基因转录调节的重要元件,关于AZ１
基因启动子的研究比较少见.Dumont等[１９]报道

AZ１基因的多态性与血管平滑肌细胞的增殖和迁

移有关.课题组前期工作发现 AZ１基因启动子

RFLP多态性与长白×蓝塘 F２代群体眼肌面积和

大理石纹相关[２０].本研究以本地猪种蓝塘猪和外

来猪种长白猪群体为研究对象,分析不同群体AZ１
基因启动子单核苷酸多态性,及不同单倍型转录活

性,了解猪AZ１基因的转录调控机制,探讨AZ１基

因作为猪的经济性状分子标记的可能性.

1　材料与方法

1.1　试验材料

蓝塘猪(４０头)、长白猪(４９头),来自广东省某

猪场,耳组织 DNA 由笔者所在实验室保存.PCR
扩增体系试剂、DNA分子质量标准、DNA回收试剂

盒为广东东盛生物技术公司产品;限制性内切酶

KpnⅠ和 HindⅢ以及双荧光素酶报告基因载体系

统为 Promega 公 司 产 品,T４ DNA 连 接 酶 购 自

TaKaRa公司.
1.2　引物设计及 PCR 扩增方法

猪耳组织基因组 DNA 提取按试剂盒说明进

行.以笔者所在实验室前期获得的猪AZ１基因５ ¢

调控区序列为模板(GenBank登录号:JF８３１０８５)设
计５对PCR引物,用于扩增猪AZ１基因不同的启

动子片段,由上海生工生物工程有限公司合成,见表

１.PCR扩增体系(２５μL)为:１０×PCRBuffer２．５

μL,２５mmol/LMgSO４１．５μL,dNTPMixture(２．５
mmol/L)３μL,上下游引物(２０μmoL)各０．３μL,

表１　引物名称及其序列

Table１　Theinformationoftheprimers

序号

Number
引物序列(５′Ｇ３′)

Sequences(５′→３′)
扩增片段长度/bp

Length

１
S:CGGggtaccGTGACCCAAGCCACCACAGTGACAAC
A:cccaagcttCCGGCCGCTGGGGTCCGAAACC AZ１Ｇ１,２２３８(Ｇ２１５９/＋７９)

２
S:CGGggtaccCCAGGCTAGGGGTTGAATCAGAGTTG
A:CGGaagcttCCAGGCTAGGGGTTGAATCAGAGTTG AZ１Ｇ２,１９８２(Ｇ１９０３/＋７９)

３
S:CGGggtaccTCCCAGGCTAAGGGTTGAATCTGAGC
A:CGGaagcttTCCCAGGCTAAGGGTTGAATCTGAGC AZ１Ｇ３,１５５９(Ｇ１４８０/＋７９)

４
S:CGGggtaccGGGACACATGCGGATTCAGCCACA
A:CGGaagcttGGGACACATGCGGATTCAGCCACA AZ１Ｇ４,１０７１(Ｇ９９２/＋７９)

５
S:CGGggtaccAATACCCAGGACCTTTGTCGTCAGAGC
A:CGGaagcttAATACCCAGGACCTTTGTCGTCAGAGC AZ１Ｇ５,５３２(Ｇ４５３/＋７９)

AZ１ＧSNPＧp
S:TTGCAGACTCTGTGCCTAAACCCT

８０９(Ｇ７９２/＋１７)
A:CTCGCCGTTCGCAAAATGG

　注:下划线为保护碱基,斜体小写字母ggtacc和aagctt分别为限制性内切酶KpnⅠ和 HindⅢ识别序列.Note:Underline:Protective

bases;ItalicggatccandaagcttweretherecognitionsitesforrestrictionenzymesiteforKpnⅠ和 HindⅢ．

Taq DNA 多聚酶(２U/μL)０．５μL,DNA 模板 ０．３

μL,ddH２O１６．６μL.PCR反应程序为:９５℃预变性

５min;９４℃变性３０s,６２℃退火３０s,７２℃延伸３０s,
然后转至９４℃变性３０s,６２℃退火３０s,７２℃延伸

３０s,３０~３５个循环后７２℃延伸１０min,备检测.
1.3　猪 AZ1 基因启动子 5′缺失片段载体的构建与

双荧光素酶检测

　　将上述PCR扩增获得的DNA片段用 DNA凝

胶回 收 试 剂 盒 进 行 回 收 纯 化 后,用 Kpn Ⅰ 和

HindⅢ进行双酶切,同时对pGLＧBasic载体进行酶

切,酶切体系为:PCR产物或者载体１５μL,KpnⅠ
和HindⅢ各１．５μL,１０×Buffer５μL,ddH２O２７

μL,３７℃反应３h.
将双酶切后的 DNA 片段和pGLＧBasic载体分

别用DNA凝胶回收试剂盒进行回收纯化,各 DNA
片段分别与pGLＧBasic载体进行连接:１０×Buffer
１μL,DNA 片 段 ３μL,pGL３ＧBasic 载 体 ２μL,

T４DNA连接酶１μL,ddH２O３μL,转化大肠杆菌

５９
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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.

培养猪胎儿成纤维细胞[２１],将上述构建好的载

体和pRLＧTK 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 LuciferＧ
ase活性检测,收集数据比较各启动子片段转录

活性.
1.4　猪 AZ1 基因启动子 SNP 筛选与单倍型分析

根据前期对猪AZ１基因启动子的生物信息学

分析[１７],设计 AZ１ＧSNPＧp引物(见表１),用于扩增

AZ１基因启动子８０９bp(－７９２/＋１７),分析长白

和蓝塘猪２个群体的单核苷酸多态性,SNP单倍型

分析采用 Haploview软件进行.
1.5　长白和蓝塘猪群体 AZ1 基因启动子不同单倍

型的转录活性分析

　　选取在长白和蓝塘猪２个群体中优势单倍型个

体作为研究对象,以其基因组 DNA 为模板,用扩增

AZ１Ｇ４片段的 DNA 作为引物,分别扩增不同的单

倍型,并按照本文“１．３”方法,构建相应的双荧光素

酶报告基因载体,转染猪胎儿成纤维细胞,分析不同

单倍型转录活性.

2　结果与分析

2.1　猪 AZ1 基因启动子 5′缺失片段扩增及转录活

性检测

　　用相应的引物分别扩增获得了猪AZ１基因启

动子片段:AZ１Ｇ１(２２３８bp)、AZ１Ｇ２(１９８２bp)、

AZ１Ｇ３(１５５９bp)、AZ１Ｇ４(１０７１bp)、AZ１Ｇ５(５３２
bp),与pGL３ＧBasic载体连接,并测序验证.将上述

测序正确的猪AZ１基因启动子５′系列缺失片段重

组载体转染猪成纤维细胞,同时共转染内参pRLＧ
TK质粒,通过检测荧光素酶活性,分析不同启动子

片段的活性,结果见图１.可以看出:５个５′缺失片

段转录 活 性 与 对 照 pGL３ＧBasic活 性 差 异 显 著;

AZ１Ｇ４(－９９２/＋７９)与 AZ１Ｇ５(－４５３/＋７９)转录活

性最高,两者之间差异不显著,与 AZ１(－２１５９/＋
７９)、AZ２(－１９４０/＋７９)、AZ３(－１４８０/＋７９)差异

极显著,AZ１Ｇ５较 AZ１Ｇ４启动子活性更高.AZ１Ｇ２、

AZ１Ｇ３两者差异不显著,但与 AZ１片段差异极显

著,最长片段的重组质粒 AZ１Ｇ１的活性最低.以上

结果说明在－９９２/＋７９之间可能存在丰富的顺式

作用元件,－４５３/＋７９为核心启动子区.

　误差线代表算术平均数的标准误;相同字母表示差异不显著

(P＞０．０５);不同字母表示差异极显著(P＜０．０１).下图同.The

errorbarsarethestandarderrorsofthearithmeticmeans．The

samelettersrepresentP ＞０．０５,anddifferentlettersrepresent

P＜０．０１．Thesameasbelow．

图１　猪AZ１基因启动子５′端缺失片段对

荧光素酶基因转录活性分析结果

Fig．１　Theluciferaseactivitiesofthefive５′Ｇdeletion
fragmentsofporcineAZ１genepromoter

2.2　猪 AZ1 基因启动子 SNP 筛选与单倍型分析

根据前期构建 DNA 池对猪AZ１基因启动子

SNP筛选[１７]以及核心启动子活性检测结果,通过

DNA测序法分析蓝塘猪和长白猪群体－９９２/＋７９
启动子区域SNP,结果如表２所示.虽然在前期研

究中检测到－７３４座位存在 T碱基缺失,但是在这

２个群体中并未检测到缺失突变,在其他座位２个

群体则差异较大.在长白猪群体中,除了－２８８座

位中存在 GG和 GT２种基因型外,其他７个SNP
座位均为纯合状态.而蓝塘猪群体中所检测到的８
个SNP座位呈现不同程度多态性,每个SNP座位

为遗传平衡状态(表２).－７１３T、－５８４A、－４７６G、

－３６５C、－２９４G和－２８８T等位基因在蓝塘猪群体

中为优势等位基因,基因频率分别为０．７０６、０．７５７、

０．６９２、０．９４９、０．７１８和０．７９５,而这些等位基因在长

白猪群体中为纯合状态,也属于优势等位基因.
鉴于蓝塘猪群体AZ１基因启动子存在较丰富

的单核苷酸多态性,对该群体进行了单倍型分析.

８个SNP 共产生 １ 个单倍型模块,１０ 种单倍型.
LTH１(TAGCCGTC)(－７１３/－２３４)单倍型频率为

０．５２６,为优势单倍型,其次是LTH２(TAGCCGTT)
单倍型,频率为０．１６６,其他单倍型频率则较低(表
３). 在 长 白 猪 群 体 中,共 产 生 ２ 种 单 倍 型:

TAGTCGGT和TAGTCGTT(－７１３/－２３４),前者

为优势单倍型(命名为 LandraceＧH),频率为０．９３９,
并未在蓝塘猪群体中检测到,后者与蓝塘猪 LTH６
单倍 型 相 同 (表 ３).LTH６ 单 倍 型 碱 基 序 列 为

TAGTCGTT,与 AZ１Ｇ４序列一致.

６９
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表２　蓝塘(LT)和长白猪(LD)AZ１基因启动子SNP座位基因型与基因型频率分布

Table２　GenotypicandallelicfrequenciesofSNPsofAZ１promoterinLantang(LT)andLandrace(LD)populations

座位

SNPs
群体

Populations

基因型频率

Genotypicfrequencies
MM MN(He(o)) NN

基因频率

Allelicfrequencies
M N

HＧW
P

－２３４T/C
LT ０．２３１(９) ０．４８７(１９) ０．２８２(１１) ０．４７５ ０．５２５ １．０００
LD １．０００(４９) ０．０００(０) ０．０００(０) １．０００ ０．０００ ———

－２８８T/G
LT ０．５３９(２１) ０．３３３(１３) ０．１２８(５) ０．７０６ ０．２９４ ０．５１３
LD ０．０００(０) ０．１２２(６) ０．８７８(４３) ０．０６１ ０．９３９ ———

－２９４G/C
LT ０．５６４(２２) ０．３８５(１５) ０．０５１(２) ０．７５７ ０．２４３ １．０００
LD １．０００(４９) ０．０００(０) ０．０００(０) １．０００ ０．０００ ———

－３４８C/T
LT ０．４１０(１６) ０．３５９(１４) ０．２３１(９) ０．５９０ ０．４１０ １．０００
LD １．０００(４９) ０．０００(０) ０．０００(０) １．０００ ０．０００ ———

－３６５T/C
LT ０．１２８(５) ０．３５９(１４) ０．５１３(２０) ０．３０８ ０．６９２ ０．４８１
LD ０．０００(４９) ０．０００(０) ０．０００(０) ０．０００ ０．０００ ———

－４７６G/A
LT ０．８９７(３５) ０．１０３(４) ０．０００ ０．９４９ ０．０５１ １．０００
LD １．０００(４９) ０．０００(０) ０．０００(０) １．０００ ０．０００ ———

－５８４A/C
LT ０．５３８(２１) ０．３５９(１４) ０．１０３(４) ０．７１８ ０．２８２ ０．６７３
LD １．０００(４９) ０．０００(０) ０．０００(０) １．０００ ０．０００ ———

－７１３T/C
LT ０．６１５(２４) ０．３５９(１４) ０．０２６(１) ０．７９５ ０．２０５ １．０００
LD １．０００(４９) ０．０００(０) ０．０００(０) １．０００ ０．０００ ———

　注:１)LT:蓝塘猪;LD:长白猪.２)在SNP座位,MM 型为上述表格座位列内斜线前碱基纯合基因型,NN 为斜线后碱基纯合基因

型,杂合基因型∶MN.∗:该SNP位点为 HardyＧWeinberg非平衡状态.———:没有进行检验.Note:１)LT:Langtang;LD:

Landrace．２)MM:Thehomozygousgenotypesofthebasebeforetheobliquelineinthefirstcolumn;NN:ThehomozygousgenoＧ

typesofthebasebehindtheobliqueline．MNwastheheterozygousgenotypeoftheSNPs．∗:ThelocuswasnotinageneticequiＧ

librium．—:TheHＧWtestwasnotanalyzed．

表３　蓝塘猪AZ１基因启动子区单倍型频率分布

Table３　ThehyplotypefrequenciesofporcineAZ１genepromoterinLTpopulation

单倍型

Haplotypes
－７１３T/C －５８４A/C －４７６G/A －３６５T/C －３４８C/T －２９４G/C －２８８T/G －２３４T/C

单倍型频率

Haplotypefrequency
LTH１ T A G C C G T C ０．５２６
LTH２ T A G C C G T T ０．１６６
LTH３ C C G T T C G T ０．１４１
LTH４ T C G T C G G T ０．０３８
LTH５ C C A T T C G T ０．０３８
LTH６ T A G T C G T T ０．０２６
LTH７ T C G T T C G T ０．０２６
LTH８ C C G T T C T T ０．０１３
LTH９ C C G T C C G T ０．０１３
LTH１０ T C A T T C G T ０．０１３

2.3　2 个猪群体 AZ1 基因启动子不同单倍型转录

活性分析

　　为深入探讨AZ１基因是否在２个群体中存在

转录调控差异,以及不同单倍型之间是否存在差异,
选择２个群体中实际存在的AZ１基因启动子单倍

型纯合个体(表４),即 LTH１、LTH２、LandraceＧH
和 AZ１Ｇ４进行转录活性分析.结果表明:LTH１转

录活性最高,与 AZ１Ｇ４、LTH２、LandraceＧH 差异显

著,LTH２ 和 LandraceＧH 两者之间差异不显著,

AZ１Ｇ４与其他３个均差异显著(P＜０．０１,图２).在
所分析的４个单倍型中,－７１３座位处均为 T碱基,

－４７６座位均为 G 碱基.在剩下的６个SNP座位

中,优势单倍型 LTH１在－３６５处为 CC 型,在－
２３４处为CC型,其他３个单倍型则在这２个位点均

为TT型,由于LTH１转录活性显著高于其他３个单

倍型,推测－３６５T＞C和－２３４C＞T 突变是造成

LTH１与其他单倍型转录活性差异的原因之一.

LTH２和 LandraceＧH 两者转录活性差异不显

著(P ＞０．０５),表 明 －５８４C＞A、－３４８T＞C、

－２９４C＞G突变并不能引起转录活性的改变.此

外,－２８８TT 是 单 倍 型 AZ１Ｇ４ 与 LTH(GG)和

LandraceＧH(GG)的序列差异所在,由于 AZ１Ｇ４转

录 活 性 显 著 低 于 LTH２ 和 LandraceＧH,表 明

－２８８G＞T是造成三者转录活性差异的因素.LTH１

７９
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单倍型在－２８８处为 TT 型,与 AZ１Ｇ４相同,因此

－２８８G＞T不是引起转录活性改变的关键因素.
表４　用于AZ１启动子转录活性比较的

蓝塘猪和长白猪群体纯合个体基因型

Table４　ThehomozygotegenotypesfortheAZ１promoter

transcriptionalactivityanalysisinLTandLandracepopulations

单倍型

Haplotypes
SNP座位 SNPLoci

－７１３－５８４－４７６－３６５－３４８－２９４－２８８－２３４
AZ１Ｇ４ T C G T C G T T
LTH１ T A G C C G T C
LTH２ T C G T T C G T
LandraceＧH T A G T C G G T

图２　猪AZ１基因启动子４个单倍型转录活性比较

Fig．２　Theluciferaseactivitiesofthefourhaplotypes

ofporcineAZ１genepromoter

3　讨　论

本研究是在克隆猪AZ１基因基础上[１７],获得

该基因启动子序列(－２１５９/＋７９),并确定该基因

启动子的核心转录活性区域位于－４５３/＋７９,在蓝

塘和长白猪２个肉用性状差异明显的群体中共检测

到８个SNP,随后检测了２个群体实际存在的优势

单倍型的转录活性.前期研究中,通过PCRＧRFLP
方法,检测到长白×蓝塘猪 F２代群体AZ１基因启

动子－７９２/－４３３区域存在－７１３T＞C、－５８４A＞
C和－４７６G＞A突变,AZ１基因启动子不同的基因

型与长白 × 蓝塘猪 F２ 代群体部分性状相关[２０],

－７１３座位 TT基因型、－５８４AA 和－４７６GG 基因

型是潜在的生长和肉质性状相关分子标记[２２].由

于PCRＧRFLP方法的局限性,前期研究仅在－７９２/

－４３３区间检测到了３个SNP.鉴于SNP可能引起

潜在的启动子转录活性的改变,因此,对性状差异明

显的蓝塘和长白猪群体进行 AZ１基因启动子的

SNP筛查,以获得更多的信息.本研究通过测序的

方法在较长的 AZ１基因启动子区检测到的８个

SNP,包括上述检测到的３个 SNP.在８个 SNP
中,长白猪群体中只有１个(－２８８)座位存在 T＞G

突变,而在蓝塘猪群体中８个SNP均存在不同程度

的多态性,表明外来猪群体中AZ１基因启动子比较

保守,在本地群体中存在较大变异.在长白×蓝塘

猪F２群体中,－７１３TT、－５８４AA 和－４７６GG为优

势基因型,而在蓝塘猪和长白猪２个群体中,它们也

是优势基因型,而且在长白猪群体中并没有变异

(表２).单倍型分析结果也表明在蓝塘猪和长白猪

２个群体中优势单倍型－７１３T、－５８４A 和－４７６G
总是紧密连锁.

在蓝塘猪群体中,AZ１基因的８个SNP理论

上产生１０种单倍型(表３),但是实际上多数单倍型

频率非常低,只有 LTH１、LTH２和 LTH３为优势

单倍型,在２个群体中实际存在且为优势纯合基因

型的是 LTH１、LTH２、LTH６(AZ１Ｇ４)和 LandraceＧ
H.LTH１单倍型在蓝塘猪群体占优势,而 LandＧ
raceＧH 在长白猪群体中占绝对优势,可以认为优势

基因型代表了该群体的大部分遗传信息.分析４个

单倍型SNP组成,在蓝塘猪群体４个基因型片段

上,－７１３座位碱基均为 T,－３６５、－２８８、－２３４座

位为不同的碱基;在长白猪群体中,仅存在－２８８座

位多态性.与前期研究比较,代表了２个群体大多

数基因型的单倍型在－７１３T、－５８４A、－４７６G３处

相同,并没有产生其他基因型,原因可能在于研究的

群体不同,如本工作中研究群体为蓝塘和长白猪群

体,而前期为长白×蓝塘猪 F２代群体,不过在长

白× 蓝 塘 猪 F２ 代 群 体,－７１３TT、－５８４AA、

－４７６GG为优势基因型[２０],这一点与本研究结果一

致.在长白 × 蓝塘 猪 F２ 代 群 体 中,－７１３TT 和

－５８４AA基因型个体大理石纹评分要低于其他基

因型个体,－４７６GG基因型个体中躯皮脂质量大于

其他基因型个体,而且是处于连锁状态,为优势单倍

型,可以认为－７１３T、－５８４A、－４７６G 是潜在与大

理石纹密切相关的SNP标记.在本研究中,检测到

了更多SNP,蓝塘猪群体和长白猪群体２个优势单

倍型 LTH１和 LandraceＧH 在这３个位点碱基相

同,不同之处在于－３６５、－２８８和－２３４处,由于受

到样品来源与性状记录限制,本研究未进行SNP与

经济性状的关联分析,但是可以进一步推测这３处

SNP可能是影响大理石纹的关键碱基变异.

LTH１转录活性显著高于其他单倍型,AZ１Ｇ４
活性最低,LTH２和 LandraceＧH 之间转录活性差

异不显著,但高于 AZ１Ｇ４单倍型(P＜０．０１,图２).
根 据 单 倍 型 的 SNPs 异 同,可 知 －３６５C＞ T

８９
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和－２３４C＞T突变使 LTH１的转录活性高于与其

他３种单倍型,－２８８G＞T突变使 AZ１Ｇ４的转录活

性低于与LTH２和LandraceＧH 单倍型.生物信息

学分析除－７１３的突变外,其他突变多数可引起潜

在的相结合转录因子的改变[１７],对于上述３个位

点,生物信息学预测结果为－３６５T＞C、－２８８T＞
G,未引起潜在结合转录因子的改变(分别为 CREB
和 MZF１),而－２３４T＞C则导致潜在结合因子由

SP１F转变为 KLFS.不过,生物信息学预测结果还

需要进一步实验验证３个SNP是否引起结合因子

的改变进而影响转录活性及经济性状.由于在不同

组织中转录因子的差异也会影响到启动子的活性,因
此在特定组织中研究该SNP对性状的影响则更有意

义,如在肌细胞中研究可以揭示更精确的效应.
不仅SNP可能引起转录活性的改变,其实对于

同一种单倍型,在不同的组织中也会呈现不同的转

录活性,如AZ１基因 mRNA 在蓝塘猪的肺脏和骨

骼肌呈现较高水平表达,在其他组织表达量则很

低[１７],表 明 AZ１ 基 因 启 动 子 具 有 组 织 特 异 性.

AZ１基因的高表达量意味着该组织的细胞生长较

活跃,并产生较多的多胺,刺激AZ１基因的表达量

升高以此来降解多胺以达到细胞内稳定水平.相比

长白猪品种,本地品种蓝塘猪则表现较慢的生长水

平.在本研究中,蓝塘猪优势单倍型 LTH１的转录

活性高于代表长白猪的优势单倍型LandraceＧH,意
味着对于大多数蓝塘猪个体而言,其核心启动子的

转录活性高于长白猪群体,但并不能说明大多数单

倍型群体其AZ１基因表达量一定会高于长白猪群

体,因为用于单倍型活性分析的宿主细胞均为杜长

大杂交种的胎儿成纤维细胞.AZ１基因对于动物

细胞的生长、增殖、分裂和分化起着重要的调节作

用[１Ｇ２],AZ１和IGFＧ１基因协同调控细胞的生长和

分化[２３],因此,AZ１基因是潜在的与机体生长发育

相关候选基因.蓝塘猪和长白猪品种在生长速度、
肉质性状、繁殖性能等方面存在较大差异,如果从

２个品种的不同发育阶段、更多特异组织着手去检

测AZ１基因的表达情况,将更有助于揭示AZ１基

因在猪生长发育、肉质性状等方面的功能.本研究

表明,AZ１基因不同单倍型的转录活性不同,因此

还需要进一步的研究证实其功能性.本研究虽然未

对SNP与肉质性状进行关联分析,但是SNP造成

潜在转录活性变化有望为２个群体在生长速度、肉
质性状的差异分子机制探索提供资料.

综上,通过双荧光素酶报告基因载体系统,确定

猪AZ１基因核心启动子区位于－４５３/＋７９处;在
此基础上,在对蓝塘和长白猪２个群体中共获得８
个SNP,其中只有－２８８座位在长白猪群体中存在

多态性,产生２个单倍型,而８个SNP在蓝塘猪群

体中呈现丰富的多态性,产生１０个单倍型;对实际

存在的４个单倍型进行转录活性分析,发现在蓝塘

猪群体中的优势单倍型转录活性显著高于长白群体

单倍型及其他单倍型,－２３４T＞C、－３６５T＞C和

－２８８T＞G座位可能是造成体外转录活性差异的

原因,因此,可能是功能性SNP.
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IdentificationofcorepromoterofporcineAZ１
geneandtranscriptionalactivityofhaplotypes

ZHANGAiling１,２　SUNXianyue１　ZHANGZhe１　LIJiaqi１　ZHANGHao１

１．GuangdongProvincialKeyLaboratoryofAgroＧAnimalGenomicsandMolecularBreeding/

CollegeofAnimalScience,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou５１０６４２,China;

２．CollegeofBiologicalandFoodEngineering,GuangdongUniversity
ofEducation,Guangzhou５１０３０３,China

Abstract　Inthestudy,thecoreregionofporcineAZ１genepromoterwasidentifiedthroughthe
DualＧluciferaseReporterAssaySystem．SNPsandhaplotypeswereanalyzedinLantangandLandracepig
populations,andthetranscriptionalactivitiesofdifferenthaplotypesweremeasured．Theresultsshowed
thattheregionof-４５３/＋７９ntwasthecoreregionofthepromoter．EightSNPswerefoundinthetwo
populations,andtheywere -７１３T＞C,-５８４A＞C,-４７６G＞A,-３６５T＞C,-３４８C＞T,-２９４G＞C,
-２８８T＞G,and-２３４T＞C．RicherSNPswerefoundintheLantangpigs．IntheLandracepopulation,GG
andGTgenotypeswerefoundat-２８８locus,andnoheterzygotesweredetectedintheothersevenloci．
ThefrequenciesofpredominanthaplotypesofLTH１(TAGCCGTC)andLTH２are０．５２６and０．１６６reＧ
spectivelyinLantangpopulation,andtheLandraceＧHhaplotype(TAGTCGGT)waspredominantinthe
Landracepopulation．TheactivityofLTH１wasstrongerthanthatofLTH２andLandraceＧH．TheSNPs
of-２３４T＞C,-３６５T＞Cand-２８８T＞GmightbethecausativemutationsthatchangethedifferentacＧ
tivitiesofthehaplotypes．

Keywords　pig;AZ１(antizyme１)gene;promoter;SNP;haplotype
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