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黄颡鱼 bmp2a 与 bmp4 基因启动子的克隆及分析
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摘要　为研究黄颡鱼bmp２a与bmp４基因的功能及其相关转录因子的调控网络,采用RLMＧ５′RACE方法

确定bmp２a与bmp４基因的转录起始位点,通过hiTAILＧPCR方法克隆bmp２a 与bmp４基因启动子序列并运

用生物信息学方法预测启动子序列上的关键转录因子结合位点.结果显示,bmp２a与bmp４基因的转录起始位

点分别位于bmp２a与bmp４基因编码区上游的３９１bp与３５１bp处.克隆bmp２a 与bmp４的１８３０bp、１９６２
bp启动子序列,在启动子序列的基础上预测出 AP１、SP１、EＧbox、GATA１、CREB、PPARγ、SOX５、SOX６和SOX９
等转录因子的结合位点,提示这些转录因子对bmp２a与bmp４基因的转录调控发挥潜在的重要作用.
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　　骨形态形成蛋白 (bonemorphogenesisproＧ
tein,BMP)最初因其具有诱导骨和软骨形成的能力

而命名[１Ｇ２].迄今为止,已经确定了３０多个BMP家

族成员,除 了 BMP１ 外 均 属 于 转 化 生 长 因 子 β
(transforminggrowthfactorbeta,TGFＧβ)超 家

族[３].骨形态形成蛋白是一类具有多种生物功能的

生长因子,除了具有诱导骨和软骨的形成功能外,还
参与了胚胎发育、造血组织发育、神经发育和修复、
诱导细胞凋亡、脂肪生成与代谢等诸多过程[４Ｇ６].在

BMP家族中,BMP２与BMP４属于分泌性多功能蛋

白,作为诱导骨细胞形成能力较强的因子受到了广

泛的关注.近年来的研究发现,bmp２与bmp４ 基

因在动物机体发育中具有多种生物学功能,不仅具

有诱导软骨和骨组织形成的作用,而且在脂肪细胞

的形成过程中发挥着重要作用[７Ｇ８].

bmp２与bmp４基因正确有效的表达,依赖于

一个复杂的调控系统.转录因子与目的基因启动子

序列的转录因子结合位点相互作用,是这一系统的

重要组成部分[９].对这一调控系统的了解与研究,
有助于理解bmp２与bmp４基因的功能.目前对

bmp２与bmp４基因的启动子及其转录调控机制的

研究主要集中在哺乳动物与两栖动物中[１０Ｇ１１],而对

bmp２与bmp４基因在鱼类中的表达调控机制尚不

了解.因此,本研究克隆了黄颡鱼bmp２a 与bmp４
基因的启动子,运用生物信息学方法预测启动子序

列上存在的关键转录因子结合位点,旨在为进一步

分析启动子的活性及后续研究奠定基础.

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验用黄颡鱼来源于华中农业大学水产学院养

殖试验基地.RNA提取试剂盒(TrizolReagent)与

FirstChoiceTM RLMＧRACE 试剂盒购自Invitrogen
公司;基因组DNA提取试剂盒、质粒提取试剂盒与

凝胶纯化回收试剂盒均购自 Omega公司;pMD１９Ｇ
T载体购自 TaKaRa公司;大肠杆菌 DH５α感受态

细胞购自武汉迪跃创新生物有限公司;化学试剂均

为分析纯,购自国药集团化学试剂有限公司.
1.2　转录起始位点的确定

根据笔者所在实验室获得的黄颡鱼bmp２a
(GenBank登录号:KY９３０９１４)和bmp４(GenBank
登录号:KY９３０９１５)cDNA序列设计５′RACE巢式

引物(表１).利用 RLMＧ５′RACEPCR方法,根据

Invitrogen公 司 的 TRIzol说 明 书 进 行 黄 颡 鱼 总

RNA的提取,以提取的总 RNA 为模板,用InvitroＧ
gen公司的FirstChoiceTM RLMＧRACE试剂盒合成



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３８卷　

cDNA.按照 GeneRacerKit试 剂 盒 的 说 明 进 行

PCR扩增.OuterPCR 程序如下:９５℃ 预变性５
min;９５℃３０s,５５℃３０s,７２℃２min,３５个循环;

７２℃ 最终延伸５min.InnerPCR程序如下:９５℃
预变性５min;９５℃３０s,５７℃３０s,７２℃２min,３５

个循环;７２℃ 最终延伸５min.扩增所得的目的片

段用 Omega公司生产的EZNAGelExtractionKit
试剂盒回收纯化,通过 T/A 连接亚克隆到pMD１９Ｇ
T(TaKaRa)载体上,然后转化进入 DH５α感受态细

胞,筛选阳性单克隆送往武汉擎科生物科技有限公

表１　bmp２a与bmp４启动子克隆所用引物

Table１　Primersusedforbmp２aandbmp４promotersclone

引物名称 Primers 引物序列(５′Ｇ３′)Sequences(５′Ｇ３′)

bmp２aＧTSSOuter GCGATAGAGGTCCAGGAGATA

bmp２aＧTSSInner TGGAGGTAGCAGCACAGTCAT

bmp４ＧTSSOuter GGGCATTAGTCCCGAGAAAG

bmp４ＧTSSInner GAGTCCATTGGGCTTCACG

bmp２aR１ GATGGAGGAATGATGGACTTACAGAG

bmp２aR２ CTTCAGTTAGAAATGATCCCCGATGCTG

bmp２aR３ CCTCAGGAACCAGCAGAAACTTTTCACT

bmp４R１ CGCAGCAAACACTCGGGATA

bmp４R２ CGTTGGGGCATTAGTCCCGAGAAAG

bmp４R３ TCCTGAGTCCATTGGGCTTCACGGT

LAD１ ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCVNVNNNGGAA

LAD２ ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCBNBNNNGGTT

LAD３ ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCVVNVNNNCCAA

LAD４ ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCBDNBNNNCGGT

LAD５ ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCHNVNNNCCAC

AC ACGATGGACTCCAGAG

司测序.测序结果通过 SeqMan软件进行序列拼

接,即 可 确 定 bmp２a 与bmp４ 转 录 起 始 位 点

(TSS).
1.3　启动子序列的克隆

参照Xu等[１２]和Zhuo等[１３]的方法克隆黄颡鱼

bmp２a 与bmp４的启动子序列.克隆启动子序列

所用的引物如表１所示.简要操作步骤如下:采用

热不对称交错 PCR(hiTAILＧPCR)的方法,经过多

轮PCR反应得到特定产物.首先根据 Omega公司

的基因组DNA 提取试剂盒,从黄颡鱼尾鳍组织提

取基因组 DNA.用 Premier５软件分别在bmp２a
与bmp４的第一外显子(图１)上(约３００~５００bp长

度)设计３条嵌套的反向引物 R１、R２和 R３(表１).
取适量基因组 DNA 作为模板(不同物种的最佳反

应 DNA 量并不相同,实际用量参考说明书),以

LAD１~５兼并引物其中一条引物作为上游引物,

R１作为下游引物,进行第１轮 PCR 反应.将第１
轮PCR反应液稀释５０倍后,取１μL作为第２轮

PCR反应的模板,以 AC引物为上游引物,R２为下

游引物,进行第２轮 PCR反应.将第２轮 PCR反

应液稀释１０倍后,取１μL作为第３轮PCR反应的

模板,以 AC引物为上游引物,R３为下游引物,进行

第３轮PCR反应.将第３轮PCR目标产物按照凝

胶纯化回收试剂盒进行回收纯化,然后与pMDＧ１９T
载体连接８h后转化到大肠杆菌DH５α感受态细胞

中,筛选阳性克隆送往武汉擎科生物科技有限公司

测序,测序结果通过SeqMan软件进行序列拼接,即
得到bmp２a 与bmp４启动子序列.

图１　bmp２a与bmp４基因结构

Fig．１　Thestructurecharacteristicsofbmp２a
andbmp４genesinyellowcatfish

1.4　启动子转录因子结合位点的预测

根据已获得的bmp２a 与bmp４启动子序列,通
过 在 线 软 件 MatInspector(http://www．genoＧ
matix．de/)、JASPAR 数据库(http://jaspar．geneＧ

２９
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reg．net/)和 TFSEARCH 数 据 库 (http://www．
cbrc．jp/research/db/TFSEARCH．html)等生物信

息学方式预测bmp２a 与bmp４启动子序列存在的

关键转录因子结合位点.
1.5　启动子序列同源性分析与序列比对

通过 NCBI数据库 (https://www．ncbi．nlm．
nih．gov/)下载斑点叉尾鮰、斑马鱼、热带爪蟾、小鼠

与智人１８３０bp的bmp２a 与１９６２bp的bmp４启

动子序列,使用 MegAlign软件进行黄颡鱼bmp２a
与bmp４ 与其他物种对应基因启动子的同源性

分析.

2　结果与分析

2.1　转录起始位点的确定与启动子序列的克隆

　　利用 RLMＧ５′RACEPCR方法成功确定了黄

颡鱼bmp２a 与bmp４基因的转录起始位点,分别位

于bmp２a 与bmp４ 基 因 编 码 区 上 游 ３９１bp 与

３５１bp处.通过热不对称交错PCR(hiTAILＧPCR)
克隆得到bmp２a 与bmp４转录起始位点上游１８３０
bp和１９６２bp的启动子片段.

2.2　启动子转录因子结合位点的预测与确定

通过生物信息学方法分析基因的启动子区,得
到转录因子可能的结合位点,根据得分和转录因子

的相关功能进行筛选确定启动子序列存在的关键转

录因子结合位点.bmp２a 含１６个潜在的转录因子

结合 位 点,包 括 １ 个 GATA１、１ 个 EＧbox、１ 个

SOX５、２ 个 AP１、２ 个 CREB、２ 个 SOX６、３ 个

SOX９、４个PPARγ;bmp４含１７个潜在的转录因子

结合位点,包括１个SOX３、１个PPARγ、２个 AP１、

２个 SP１、２ 个 SOX５、３ 个 CREB、６ 个 GATA１
(图２,图３).
2.3　启动子序列同源性分析

通过bmp２a 与bmp４启动子序列比对发现,克
隆所得的黄颡鱼bmp２a 与bmp４启动子与其他物

种启动子序列的同源性分别为３１．３％~３５．６％ 与

３６．７％~８３．２％(表２).黄颡鱼bmp２a 的启动子序

列与 其 他 物 种 启 动 子 同 源 性 普 遍 较 低;黄 颡 鱼

bmp４的启动子序列与同为鲇形目的斑点叉尾鮰

bmp４启动子序列同源性最高,达到８３．２％.

图２　黄颡鱼bmp２a启动子预测的转录因子结合位点

Fig．２　Thepredictedtranscriptionfactorbindingsitesofthebmp２apromoterregioninyellowcatfish

３９
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图３　黄颡鱼bmp４启动子预测的转录因子结合位点

Fig．３　Thepredictedtranscriptionfactorbindingsitesofthebmp４promoterregioninyellowcatfish

表２　黄颡鱼bmp２a与bmp４启动子与其他物种同源性分析

Table２　Promotersequenceidentityofbmp２aandbmp４fromP．fulvidracoandotherspecies ％

基因

Gene
斑点叉尾鮰

Ictaluruspunctatus
斑马鱼

Daniorerio
热带爪蟾

Xenopustropicalis
小鼠

Musmusculus
智人

Homosapiens

bmp２a ３３．８ ３５．６ ３４．４ ３５．０ ３１．３

bmp４ ８３．２ ４０．１ ３６．７ ３８．４ ４０．９

　基因的登录号如下(顺序分别为斑点叉尾鮰、斑马鱼、非洲爪蟾、小鼠、智人):bmp２a (NC_０３０４２４．１,NC_００７１２８．７,NC_０３０６８１．１,

NC_００００６８．７,NC_００００２０．１１);bmp４(NC_０３０４２４．１,NC_００７１２８．７,NC_０３０６８４．１,NC_００００８０．６,NC_００００１４．９).Accessionnumbers

asfollows(theorderisIctaluruspunctatus,Daniorerio,Xenopustropicalis,Musmusculus,Homosapiens):bmp２a (NC_０３０４２４．１,

NC_００７１２８．７,NC_０３０６８１．１,NC_００００６８．７,NC_００００２０．１１);bmp４(NC_０３０４２４．１,NC_００７１２８．７,NC_０３０６８４．１,NC_００００８０．６,NC_

００００１４．９)．

3　讨　论

为了研究黄颡鱼bmp２a 与bmp４基因的表达

调控机制,本研究克隆了bmp２a 与bmp４基因转录

起始位点上游１８３０bp和１９６２bp序列,发现它们

的启动子含有关键转录因子 AP１、SP１、EＧbox、GAＧ
TA１、CREB、PPARγ、SOX５、SOX６和 SOX９等的

结合位点.AP１(activatingprotein１)是细胞核内

重要的转录调控因子,在生长发育、细胞分化与凋亡

和免疫调节等过程中具有重要作用[１４].AP１是细

胞核内介导众多信号转导途径的聚集点,首先细胞

外的刺激信号由上游信号通路传递至细胞核内,进

而激活 AP１调控下游含有 AP１结合位点的靶基因

表达水平,从而使机体针对外界的刺激作出适应性

反应.SP１(specificityprotein１)对 GCＧbox有很

强的亲和力,是众多基因的基本转录调控因子,在多

种组织中广泛表达,几乎参与行使机体内所有细胞

功能,在细胞的增殖与分化、动物体的生长与繁殖等

方面发挥着重要的作用[１５Ｇ１６].EＧbox是一个广泛参

与众多基因转录调控的顺式功能元件,能够促进或

抑制相关基因的表达进而影响细胞的增生、分化、组
织特异性反应以及细胞的死亡[１７].GATA１是一种

含有２个锌指结构的转录因子,参与红细胞、巨核细

胞、肥 大 细 胞 和 嗜 酸 性 粒 细 胞 的 多 种 生 物 学 功

４９
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能[１８].CREB (cAMPresponseelementbinding
protein)是一种重要的核转录因子,其生理功能包

括调控基因的转录、生理节律、细胞与胚胎的发育以

及成体神经发生等[１９].PPARγ (peroxisomeproＧ
liferatoractivatedreceptors)是需要特异性配体激

活的核转录因子.PPARγ通过识别特异性配体,与
特异性配体结合而被激活,转录调控一系列靶基因

的表达,从而参与脂质代谢、脂肪形成、细胞分裂和

凋亡等多种生物学过程[２０].SOX (SRYrelated
HMGＧboxgene)基因家族的共同特点是均含有一

个与SRY的 HMGbox同源的高度保守的 HMGＧ
boxDNA结合域[２１].SOX基因家族广泛参与了动

物的早期胚胎发育、性别决定和分化、神经系统发

育、软骨及多种组织器官的形成,具有重要的生物学

功能.SOX５、SOX６与SOX９转录因子在软骨生成阶

段表达于所有的软骨前细胞和分化的软骨细胞[２２].
在真核生物中,启动子位于基因的５′端上游,

它通过与 RNA 聚合酶Ⅱ结合,调控基因的表达.
一个启动子上通常有众多的转录因子结合位点,某
些相对应的转录因子与 RNA 聚合酶Ⅱ结合形成转

录起始复合体,进而参与基因转录的起始过程.在

bmp２a 与bmp４启动子转录起始位点附近区域筛

选出的转录因子中不存在典型的 RNA 聚合酶Ⅱ结

合元件 TATAＧbox,这似乎是大多数 BMP家族基

因启动子共有的特性[２３Ｇ２４].已有研究证明在哺乳动

物中只有１０％~２０％基因的启动子含有 TATAＧ
box,而缺少 TATAＧbox的启动子也可以调节基因

的组织特异性表达[２５Ｇ２６].在鱼类,TATAＧbox调控

基因表达的机制还需要进一步研究.由于bmp２a
与bmp４基因表达水平对骨骼与脂肪的生成、器官

的发育起着重要作用,且转录因子 AP１、SP１、EＧ
box、GATA１和CREB等结合位点也存在于其他物

种的BMP基因家族的启动子区[２４,２７],因此,可以初

步 推 断 出 AP１、SP１、EＧbox、GATA１、CREB、

PPARγ、SOX５、SOX６和SOX９等转录因子可能对

bmp２a 与bmp４基因的表达调控及功能行使具有

重要作用.黄颡鱼bmp２a 启动子序列与其他物种

对应基因启动子序列的低同源性表明其调控下游基

因的转录可能具有物种特异性,bmp４启动子序列

与斑点叉尾鮰bmp４启动子序列的高同源性则表明

黄颡鱼与斑点叉尾鮰的bmp４启动子调控下游基因

转录方式具有高度的保守性.本研究可为进一步研

究黄颡鱼bmp２a 与bmp４基因的功能及其他相关

转录因子的调控网络提供一定参考.
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Molecularcloningandanalysisofbmp２aandbmp４promoters
inyellowcatfishPelteobagrusfulvidraco

TAIZhipeng　XUYihuan　ZHANGDianguang　TANXiaoying

CollegeofFisheries/KeyLaboratoryofFreshwaterAnimalBreeding,

MinistryofAgricultureandRuralAffairs,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Toexplorethefunctionofthebmp２aandbmp４genesandregulatorynetworksofthereＧ
latedtranscriptionfactorsinyellowcatfishPelteobagrusfulvidraco,RLMＧ５′RACEmethodwasusedto
identifythetranscriptionstartsite(TSS)ofbmp２aandbmp４．Then,thepromotersofbmp２aand
bmp４wereclonedbyhiTAILＧPCRmethodandaclusterofputativebindingsitesofseveraltranscription
factorswereidentifiedbybioinformaticsanalysis．TheresultsshowedthattheTSSofbmp２aandbmp４
werelocatedat３９１bpand３５１bpupstreamofthecodingsequence,respectively．Then１８３０bpand
１９６２bpupstreamoftheTSSofbmp２aandbmp４wereclonedandkeybindingsitesofseveraltranＧ
scriptionfactors,suchasAP１,SP１,GATA１,CREB,PPARγ,SOX５,SOX６andSOX９,werepredicＧ
ted,suggestingthatthesetranscriptionfactorsmayplaycrucialrolesinthetranscriptionalregulationof
thebmp２aandbmp４genes．

Keywords　Pelteobagrusfulvidraco;bonemorphogenesisprotein,BMP;promoter;transcription
factor
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