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摘要:为了解转录激活与信号转导因子5(STAT5)在水牛乳腺发育及泌 乳 生 理 中 的 功 能,对 水 牛STAT5a 和

STAT5b基因的5'调控区启动子序列进行了克隆,并比较其活性.根据GenBank已公布的牛STAT5a 和STAT5b
基因序列设计特 异 性 引 物,以 广 西 本 地 水 牛 乳 腺 组 织 基 因 组 DNA 为 模 板,通 过 PCR法 分 别 扩 增 不 同 长 度

STAT5a 和STAT5b基因启动子片段并进行生物信息学分析.结果表明:克隆得到的水牛STAT5a 基因启动子片

段(P1和P2)大小是500bp,700bp,STAT5b基因启动子片段(P3,P4和P5)大小是500bp,800bp,1500bp.在线

分析结果显示,仅P2片段中存在高甲基化位点,且富含SP1,AP2等转录因子结合位点.将构建的不同长度启动子

片段分别连入pGL3-Basic载体,分别转染水牛乳腺上皮细胞,检测荧光素酶表达水平.与未转染组相比,P1~P5
质粒转染组的荧光素酶比值均显著提高(p<0.05);添加5mg/mL质量浓度催乳素(PRL)处理乳腺上皮细胞,P3
质粒转染组的荧光素酶比值显著高于其他各组(p<0.05).以上结果表明,水牛STAT5a 和STAT5b 基因启动子

活性均受到PRL调节,两者表达水平在水牛乳腺上皮细胞中不同,且STAT5b基因表达受PRL调控更为明显.
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STAT5最初是从动物乳腺组织中分离鉴定出来的一种生长因子,发现它与生长激素作用有关,具有

特定的生长激素结合序列,并将其命名为 MGF因子[1].目前在哺乳动物中发现并已鉴定出的STATs蛋白

家族成员共有7个,包括STAT1,STAT2,STAT3,STAT4,STAT5a 和STAT5b,STAT6[2-5]等,其中

STAT5蛋白由STAT5a 和STAT5b基因编码,两者均为胞内信号传导因子,受酪氨酸激酶及受体激活作

用,发生磷酸化修饰,可形成同源或异源二聚体,调节靶基因的表达,广泛参与乳腺细胞增殖、分化和凋

亡[6-7].STAT5蛋白具有7个功能结构域,按照结构和功能依次可划分为氨基端结构域(NH2Domain,

ND)[8-9]、卷 曲 结 构 (Coiled-coiled Domain,CCD)[10]、DNA 结 合 结 构 域 (DNA binding Domain,

DBA)[11-12]、连接结构域(LinkDomain)、SH2结构域(Src-homologyDomain)[13-14]、转录激活结构域

(TranscriptionActivationDomian,TAD)[15]及羧基端(COOHDomain,CA)[16-17].STAT5a 和STAT5b
基因在转录调控功能上的差异主要由其基因调控元件所决定[18-20].
PRL作用下的JAK-STAT5通路对于乳腺生长、发育和泌乳具有重要的作用,STAT5a 和STAT5b

基因可以在不同类型乳腺细胞中通过内源性表达促进细胞增殖和乳蛋白合成[21-23].Nelson等[24]分析

STAT5a 和STAT5b基因在染色体中的位置时发现,STAT5结合位点在基因组中比较广泛,这些碱基序
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列通常位于基因的内含子区,虽然STAT5a 和STAT5b基因具有共同的靶点,但其表达水平不同,两者

在启动子区存在较大差异,进而影响靶基因的表达,说明STAT5a和STAT5b蛋白在影响不同类型细胞增

殖中的行为并不相同.对奶牛STAT5a 基因多态性的研究表明,奶牛乳腺组织中,STAT5a 信号通路受催

乳素激活和调节,可作为乳蛋白合成的主要通路,STAT5a 基因的突变会导致产生3种不同的基因型,即

AA/GG/AG基因型,这些基因型和奶牛的产奶性状相关联,直接影响奶牛泌乳量及其品质的改变,由此

推断STAT5a 似乎是奶牛泌乳能力的标志[25-26].因此,对STAT5a 和STAT5b基因表达及调控元件的挖

掘分析,可以进一步了解两者在乳腺发育和泌乳过程中的功能.
翟磊等[27]分析了不同泌乳阶段和产奶水平对奶牛淋巴细胞凋亡的影响,但目前尚无关于水牛STAT5

基因克隆及其功能的研究报道.本研究以广西本地水牛为研究对象,旨在克隆并分析水牛STAT5a 和

STAT5b基因启动子序列,通过构建双荧光素酶报告载体,并在水牛乳腺上皮细胞(BMECs)中分析PRL
对STAT5a 和STAT5b基因启动子活性的影响.研究结果可为进一步研究STAT5a 和STAT5b 基因在

水牛乳腺发育和泌乳过程中的表达及功能奠定基础.

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 组织与细胞来源

水牛乳腺组织取自于广西南宁市鲁班路屠宰场.

1.1.2 主要试剂

Trizol试剂购自Invitrogen公司;LATaq酶,DNA MarkerⅢ,限制性内切酶 HindⅢ、KpnⅠ,T4
DNALigation,dNTP,2×GCbuffer,ReverseTranscriptaseXL(AMV),OligodT,pMD18-T载体等均

购自大连宝生物公司;DH5α感受态细胞 、TransIntroTMELTransfectionReagent细胞转染试剂盒均购自

北京全式金生物科技公司;蛋白酶K、琼脂糖凝胶回收试剂盒、普通质粒提取试剂盒等购自北京天根生物

科技公司;DualLuciferase@ReporterAssaySystemkit荧光素酶检测试剂盒、pGL3-Basic和pRL-TK质

粒购自Promega公司;DMEM、胰蛋白酶、青链霉素、胰岛素、氢化可的松、催乳素、转铁蛋白因子等购自

Sigma公司细胞培养级;其他均为国产分析纯试剂.
1.2 方 法

1.2.1 引物设计

根据NCBI和Ensembl数据库上的牛STAT5a(AJ242522.1)和STAT5b(NM_174617.4)基因序列,
利用Oligo6.0软件分别设计STAT5a 和STAT5b基因启动子区特异性引物,在上下游引物序列5'端分

别加入 HindⅢ和KpnⅠ限制性内切酶位点,引物序列如表1所示.
表1 PCR引物序列

基因 引物序列(5'-3') 长度/bp

P1(STAT5a ) F:AAGCTTAATTTTCGTTCTTAAATCGT
R:GGTACCCAGACACGCTTTCCTGT 500

P2(STAT5a) F:AAGCTTAATTTTCGTTCTTAAATCGT
R:GGTACCCCTTCTTCCTCTCCCCT 700

P3(STAT5b) F:AAGCTTCCTTTTAAAAGTAAAA
R:GGTACCATCTGATGAAGGGCATCGC 500

P4(STAT5b) F:AAGCTTGTCTGAAAAGGTATCGTGGTA
R:GGTACCATCTGATGAAGGGCATCGC 800

P5(STAT5b) F:AAGCTTTGATGTCTTGGGTGATCTC
R:GGTACCATCTGATGAAGGGCATCGC 1500

  注:下划线为引入的酶切位点.
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1.2.2 启动子克隆

取0.1g水牛乳腺组织,通过酚/氯仿抽提的方法提取总DNA,以设计合成的STAT5a 和STAT5b
基因特异性引物,扩增5段不同长度的启动子片段.PCR反应体系共20μL:DNA模板1.0μL、LATaq
1μL、2×GCBuffer10μL、dNTP2μL、上下游引物各0.5μL、ddH2O5μL.采用降落PCR方法扩增,
反应程序为4℃预变性5min;94℃变性30s,分别于62℃,60℃,58℃,56℃,54℃退火30s,其循

环数分别为5℃,5,5,10,10,72℃延伸0.5~2min,共35个循环;72℃延伸10min;4℃保存.
PCR产物经1%琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 分 析,并 对 目 的 条 带 胶 回 收、TA 克 隆,然 后 转 化 大 肠 杆 菌

DH5α,挑菌后进行扩大培养;Cracking法快速鉴定重组质粒,然后提取质粒,酶切鉴定并送至上海生

工生物公司测序分析.
1.2.3 启动子生物信息学分析

利用UCSC和Ensembl分析克隆得到STAT5a 和STAT5b基因启动子区最长序列;Methprimer分

析启动子区CpG岛;FirftEF和BDGP分析转录起始位点;TFBIND预测启动子区结合元件.
1.2.4 启动子荧光素酶报告载体构建及鉴定

将pMD-18T-P1~P5和pGL3-Basic重组质粒分别用 HindⅢ和KpnⅠ进行双酶切,酶切片段经琼脂

糖凝胶电泳后回收,用T4DNA连接酶将启动子片段定向连接入pGL3骨架载体,重组载体命名为P1~
P5.转化提取质粒,进行酶切鉴定.
1.2.5 启动子活性检测

转染前1d将细胞以1×105/mL的密度接种于24孔板,待80%~90%汇合度时进行细胞转染,转染

方法参照全式金细胞转染试剂盒说明书进行操作.每组设置3个重复,将P1~P5质粒和内参pRL-Trk质

粒分别按照9∶1质量比共转染水牛乳腺上皮细胞.在水牛乳腺上皮细胞培养中,分别设置添加5mg/mL
质量浓度的PRL药物处理组和未添加组作为对照.72h后收集细胞,按照双荧光素酶法检测试剂盒说明书

操作分析启动子活性.
1.2.6 数据分析

使用SPSS17.0软件的单因素方差分析(ANOVA);所有试验均重复3次以上,p<0.05表示差异具

有统计学意义,p>0.05表示差异不具有统计学意义.

Note:M1,MarkerⅢ;a.STAT5a 启动子片段扩增产物;1,P2;

2,P1;b.STAT5b启动子片段扩增产物;1,P5;2,P4;3,P3.

图1 水牛STAT5a和STAT5b基因

启动子区PCR扩增结果

2 结 果

2.1 水牛STAT5a 和STAT5b 基因启动子的克隆与

分析

利用Oligo6.0软件共设计5对特异性引物,以本

地水牛乳腺组织DNA为模板,扩增得到的STAT5a
和STAT5b基因启动子片段大小和预期一致(图1).将

PCR产物纯化后,分别与pMD-18T载体连接,筛选得

到阳性重组质粒,命名为pMD-18T-P1,pMD-18T-P2,

pMD-18T-P3,pMD-18T-P4和pMD-18T-P5.经测序分

析,水牛STAT5a基因启动子片段大小分别为500bp
和700bp,STAT5b 基 因 启 动 子 片 段 大 小 分 别 为

500bp,800bp和1500bp.
利用 启 动 子 分 析 软 件 在 线 分 析 STAT5a 和

STAT5b基因启动子区 CpG 岛情况,分析标准为

Window>100bp,GC%>50%,Obs/Exp>0.8.结果显示,STAT5a 基因启动子序列存在2个CpG岛,

STAT5b基因启动子序列不存在CpG岛(图2).转录因子预测结果发现,STAT5a 基因启动子区转录因子

以SP1,AP1等为主,STAT5b基因则包含CREB,AP1等主要的转录因子结合位点(表2).
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图2 水牛STAT5a和STAT5b基因启动子区甲基化预测图谱

表2 水牛STAT5a和STAT5b基因转录因子结合分析

基因 结合位点 分数 共 有 序 列 信 号 序 列

STAT5a SP1 0.860419 NGGGGGCGGGGYN GGATGGAGGGAGG
AP1 0.857394 RSTGACTNMNW CGTGACTGGGA
CREB 0.839813 TGACGTMA AGACGTCG
STAT 0.818503 TTCCCRKAA TTCCCAACA
P53 0.847011 NGRCWTGYCY AAGCGTGTCT

STAT5b AP1 0.848609 RSTGACTNMNW TCTTAGCCACT
CREB 0.788588 NNGNTGACGYNN ACACCTCATTGT
SP1 0.753551 NGGGGGCGGGGYN GCAGCCACCCCAC
YY1 0.786370 NNNNNCCATNTWNNNWN AAGATTCAGTTTTAGTC

Note:M1,MarkerⅢ;a. pGL3-STAT5a-promoters;1. pGL3-
STAT5a-0.7kb;2. pGL3-STAT5a-0.5kb;a. pGL3-STAT5b-
promoters;1. pGL3-STAT5b-1.5kb;2. pGL3-STAT5b-0.8kb;

3.pGL3-STAT5b-0.5kb;4.pGL3-Basic.
图3 重组质粒酶切鉴定结果

2.2 双荧光素酶报告基因载体构建

将测序验证正确的pMD-18T-P1,pMD-18T-P2,

pMD-18T-P3,pMD-18T-P4,pMD-18T-P5 和 pGL3-
basic重组质粒分别用 HindⅢ和 KpnⅠ双酶切,T4
连 接 后 分 别 得 到 pGL3-STAT5a-promoter(P1 和

P2),pGL3-STAT5b-promoter(P3,P4和P5)重组质

粒.酶切鉴定重组质粒,均得到1条预期大小DNA
片段(图3),测序验证亦证明构建正确.
2.3 水牛STAT5a和STAT5b基因启动子活性分析

将含启动子的双荧光素酶报告质粒P1~P5分别

与内参pRL-TK质粒共转染BMECs细胞,转染48h
后检测双荧光素酶表达水平,并计算荧光素酶比值.
结果显示,在BMECs细胞系中,与对照组相比添加

5mg/mL质量浓度PRL处理乳腺上皮细胞时,P3质

粒转染 组 荧 光 素 酶 比 值 显 著 高 于 其 他 各 组(p<
0.05);随着PRL激素处理时间延长,各组荧光素酶
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比值明显提高,说明PRL可以促进STAT5a 和STAT5b启动子活性(图4).

图中柱子上*表示与其他组差异具有统计学意义(p<0.05).

图4 PRL对启动子活性的影响

4 讨 论

STAT5a 和STAT5b基因在不同物种的各组织中广泛表达,受到生长激素(GH)、催乳素及红细胞生

成素(EPO)等与细胞生长和增殖功能密切相关的激素或细胞因子调节,参与了细胞增殖、分化和凋亡,在

免疫、癌症、乳腺发育等过程中均发挥重要的作用[7,28-30].研究发现,STAT5蛋白由STAT5a 和STAT5b
基因分别转录翻译而来,在小鼠中两者均定位在11号染色体上,其氨基酸序列相似性达到96%[31].

STAT5基因在体内受PRL作用,参与了乳腺发育和泌乳过程,但目前对其在水牛乳腺发育和泌乳中的功

能尚无报道.本试验首次克隆并分析了水牛STAT5a 和STAT5b基因启动子区序列,为进一步研究水牛

PRL诱导下的STAT5a 和STAT5b基因在水牛乳腺发育和泌乳中的功能奠定基础.

2002年,Ambrosio等[32]克隆人STAT5基因时发现,STAT5a 和STAT5b基因主要差异位于非编码

区,并且进一步确定了STAT5a 基因启动子区CpG岛所占碱基比率为23.2%,STAT5b 基因启动子区

CpG岛占碱基比率为30.2%,同时发现GH作用下STAT5a 和STAT5b基因启动子活性不同.本试验以

水牛乳腺基因组DNA为模板,克隆得到了水牛STAT5a 和STAT5b基因5'端非编码区序列,采用生物信

息学方法分析发现,水牛STAT5a 基因转录起始位点附近具有多个高甲基化位点.启动子区预测结果显

示,水牛STAT5a 基因存在2个CpG岛,水牛STAT5b基因5'端调控区域内未发现CpG岛.此外,在水

牛STAT5a 和STAT5b基因启动子区内,我们不仅发现了典型的启动子元件如TATAbox,CAATbox
等,同时也发现一些转录因子及Cis元件.STAT5a 基因启动子区以SP1,AP1等转录因子结合位点为主,

STAT5b基因则包含CREB,AP1等主要的转录因子结合位点.以上结果说明克隆得到的水牛STAT5a 和

STAT5b基因启动子区序列是正确的,并且进一步发现STAT5a 和STAT5b基因启动子上转录因子结合

位点和甲基化位点存在差异,提示两者在基因表达和调控机制上的功能可能不同.
在动物 乳 腺 中 已 有 发 现,STAT5a 和 STAT5b 基 因 启 动 子 上 确 实 存 在 甲 基 化 修 饰,因 此

STAT5a 和STAT5b受到特定的转录因子调节影响两者启动子活性,并且和乳腺泌乳过程密切相关.

2013年,郑宜文等[33]发现奶牛STAT5a 基因启动子区上游-689~0bp存在一个 CpG岛,包 含

P300和SP1等多个转录因子的结合位点,泌乳期STAT5a 基因甲基化水平低于妊娠期.2015年,吴

贤锋等[34]研究发现山羊STAT5a 基因存在 DNA甲基化CpG岛,STAT5a 基因表达受PRL激素调

节,在泌乳期甲基化水平变化与产奶量显著相关.本试验构建了水牛STAT5a 和STAT5b基因启动

子的双荧光素酶报告载体,在水牛乳腺上皮细胞中验证启动子活性,结果发现各启动子片段均有启动

活性.在水牛乳腺上皮细胞中,STAT5a 和STAT5b基因启动子活性受到PRL作用持续增强,有趣

的是STAT5b基因500bp长度启动子活性最高(p<0.05).Crispi等[35]对HeLa,HepG2和Jurkat等3
种细胞系的研究发现,STAT5a 基因(-430~+244,-430~+1075,-2119~+244)各长度启动子均比
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STAT5b基因(+100~+1739,-1690~+236)启动子活性相对要高,且甲基化程度低的STAT5a 基因

启动子活性明显高于STAT5b基因.我们在水牛乳腺上皮细胞中发现了STAT5a 和STAT5b基因启动子

活性受 PRL影响,首次发现 STAT5b 启动子活性明显高于STAT5a,在 PRL作用下 STAT5a 和

STAT5b基因通过启动子区的甲基化修饰阻止特定转录因子结合,DNA 甲基化修饰可能是影响水牛

STAT5a 和STAT5b基因启动子表达的重要因素之一,这一推测还有待进行进一步验证.

5 结 论

本试验克隆并分析了水牛STAT5a 和STAT5b基因启动子区片段,并分析了PRL对两者启动子转录

活性的影响.研究结果发现水牛STAT5a 和STAT5b基因启动子区甲基化位点和转录元件存在差异,仅

在STAT5a 基因启动子区存在高甲基化位点;PRL可以增强水牛STAT5a 和STAT5b基因启动子在乳

腺上皮细胞中的活性.
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CloningandActivityAnalysisofBuffalo
STAT5aandSTAT5bPromoters

LI Sheng1, HUANGShi-hai2, ZHANG Yan1,

SHIDe-shun1, LIXiang-ping1
1.StateKeyLaboratoryofConservationAndUtilizationofSubtropicalAgro-Bioresources,

 GuangxiUniversity,Nanning530004,China;

2.CollegeofLifeScienceandTechnology,GuangxiUniversity,Nanning530004,China

Abstract:Inordertounderstandtheroleoftranscriptionalactivationandsignaltransductionfactor5
(STAT5)proteininthedevelopmentofthemammaryglandandlactationinbuffalo,weclonedandana-

lyzedthepromotersequencesof5regulatoryregionofSTAT5aandSTAT5bgenesandcomparedtheir

activity.WedesignedspecificprimersaccordingtotheSTAT5aandSTAT5bgenesequencespublishedin

GenBank,usedthemammaryglandtissuegenomicDNAofGuangxilocalbuffaloesasatemplate,ampli-

fiedthepromoterfragmentsofSTAT5aandSTAT5bgenesbyPCR,andmadebioinformaticsanalysisof

them.Thesizeofthepromoterfragments(P1andP2)ofthebuffaloSTAT5agenewasshowntobe500

bpand700bp,andthesizeofthepromoterfragments(P3,P4andP5)oftheSTAT5bgenewas500bp,

800bpand1500bp,respectively.Theresultsofon-lineanalysisshowedthattherewerehypermethylation

sitesinP2fragment,whichwerealsorichintranscriptionfactorbindingsitessuchasSP1andAP2.The

promoterfragmentswereinsertedintopGL3-Basicvector,andtransfectedintobuffalomammaryepithelial

cellsrespectively.DetectionoftheexpressionlevelofluciferaseshowedthattheratioofluciferaseinP1~

P5plasmidtransfectedgroupwassignificantlyhigherthanthatofinuntransfectedgroup(p<0.05).By
adding5mg/mLPRL (prolactin)tomammaryepithelialcells,thepromoteractivitywassignificantly
higherinP3thantheothergroups(p<0.05).Theaboveresultsshowedthatthepromoteractivityofthe

STAT5aandSTAT5bgeneswasregulatedbyPRL,andsuchregulationwasmoreobviousforSTAT5b.

Keywords:buffalo;STAT5a;STAT5b;promoter;PRL(prolactin);activity
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