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摘  要 : 猪铜锌超氧化物歧化酶 (CuZnSOD) 是一种重要的抗氧化酶，其功能已被广泛研究，但 CuZnSOD 基

因的转录调控尚不明确。为了研究猪 CuZnSOD 基因的核心启动子区域，并对其转录调控机制进行探讨，运用

PCR 方法从猪基因组克隆 CuZnSOD 基因 5′上游调控区 853 bp 的片段，然后通过巢式 PCR 方法获得 5′末端逐

渐缺失的启动子系列片段，并将这些片段定向插入到荧光素酶报告基因表达载体 (pGL3-Basic) 中。瞬时转染

小鼠胚胎细胞 (NIH/3T3)，利用双荧光素酶报告基因检测不同长度启动子活性。检测结果显示，在 CuZnSOD

基因 5′上游调控区-87 bp 和-266 bp 处分别存在 2 个潜在转录起始位点，-383 bp~+67 bp 启动区活性最强，进

一步缺失分析发现-75 bp~-32 bp 区域内含有猪 CuZnSOD 基因转录所必需的基础启动子序列，其中存在多个潜

在的转录因子结合位点，研究结果提示这些转录因子结合位点可能是参与 CuZnSOD 基因转录的重要调控序列。 

关键词 : 猪，CuZnSOD 基因，启动子，双荧光素酶报告基因  
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Cloning and analysis of promoter of pig copper zinc  
superoxide dismutase gene (CuZnSOD) 

Yuan Shi*, Wei Chen*, Yongqing Zeng, Honglei Zhu, Zhenggang Xu, Zhe Zhang, Yun Yang,  
and Tianyang Zhang 

Laboratory of Animal Breeding and Genetics, College of Animal Science and Technology, Shandong Agricultural University, Tai’an 

271018, Shandong, China 

Abstract:  Pig copper zinc superoxide dismutase (CuZnSOD) is an important antioxidant enzyme. Some studies focused 

on the function of CuZnSOD gene, but the transcriptional regulation of the CuZnSOD gene is not yet fully elucidated. 

Therefore, the aims of the study were to determine the core promoter region and to explore its mechanism of transcriptional 

regulation. The 853 bp DNA sequence of 5′-flanking promoter was amplified by performing PCR. A series of CuZnSOD 

promoter fragments with gradually truncated 5′-end were produced by nested PCR and inserted into pGL3-Basic vector. 

The activities of the promoters were measured by the dual-luciferase assay system after transient transfection into the 

NIH/3T3 cells. The results demonstrated that there were 2 potential transcription start sites in the regions from initiation 

codon to -87 bp and -266 bp, respectively. The region from -383 bp to +67 bp in CuZnSOD gene promoter showed higher 

activity than other regions, and further deletion analysis demonstrated that the region from -75 bp to -32 bp contained an 

essential promoter sequence for pig CuZnSOD gene transcription. In addition, several potential transcription factor binding 

sites were predicted with bioinformatics method. These results suggest that these transcription factor binding sites may be 

involved in the transcriptional regulation of CuZnSOD gene. 

Keywords:  pig, CuZnSOD gene, promoter, dual-luciferase reporter gene 

超氧化物歧化酶  (Superoxide dismutase, 

SOD) 是一种广泛存在于生物体中的金属酶，能

够清除机体内氧化过程中产生的多余的超氧阴

离子自由基，因此在维持生物体内氧自由基平衡

方面起着重要作用[1]。SOD可缓解或者抑制自由

基的负面效应，提高商品猪的抗氧化能力，进而

改善商品猪的肉质[2-3]。目前，已从哺乳动物体

内分离出 3种SOD：位于细胞质基质的CuZnSOD 

(SOD1)、位于线粒体的 MnSOD (SOD2) 和位于

细胞外基质的 EC-SOD (SOD3)[4]。CuZnSOD广

泛分布于细胞质基质中，约占SOD总量的90％[5]。

随着生物技术的发展，许多物种的 CuZnSOD基

因组序列已被克隆出来。杜金芳等[6]利用 RACE

的方法克隆得到了猪 CuZnSOD基因的 cDNA全

长序列。Fridovich[7]的研究发现在小鼠、大鼠、

人 的 CuZnSOD 基 因 近 端 启 动 子 区 存 在

TATA-box、CCAAT-box 以及几个富含 GC 的高

度保守区域。人类的 CuZnSOD基因的启动子已

得到研究并发现了许多假定转录因子结合位 

点[8]。Minc等[9]已经证明 sp1和 Egr-1转录因子

对人的CuZnSOD基因的基础表达和诱导表达发

挥重要作用。目前对猪 CuZnSOD基因的表达调

控机制还未见报道。本研究以莱芜猪为试验对

象，克隆了猪 CuZnSOD基因启动子区不同长度

的缺失序列，通过双荧光素酶表达载体分析启

动子区的活性，旨在进一步探索 CuZnSOD基因

的结构与功能，为揭示 CuZnSOD基因对猪抗氧

化性能的影响，以及为研究其转录调控机制提
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供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

载体 pGL3-Basic、pGL 4.74及荧光素酶检

测 试 剂 盒 Dual-Luciferase® Reporter Assay 

System 均购自 Promega 公司。转染试剂

X-tremeGENE HP购于 Roche公司。限制性内切

酶和 Taq DNA聚合酶等常用分子生物学试剂均

购自 TaKaRa公司。胶回收与质粒提取试剂盒购

自天根生化科技有限公司。DMEM-F12 细胞培

养基和新生牛血清购自 Gibco 公司 (美国)。莱

芜猪耳组织基因组 DNA、大肠杆菌 DH5α 和小

鼠 NIH/3T3细胞株均由本实验室保存。 

1.2  方法 

1.2.1  生物信息学分析 

使用Web Promoter Scan Service (http://www- 

bimas.cit.nih.gov/molbio/proscan/) 预 测

CuZnSOD 5′端转录起始位点；使用 Primer5.0软

件里的 motif模块进行 TATA-box、CAAT-box、

GC-box 的预测；使用 Transcription Element 

Search System (http://www.cbil.upenn.edu/cgi- 

bin/tess/tess) 预测潜在的转录因子结合位点；使

用 TFSEARCH (http://www.cbrc.jp/htbin/nph- 

tfsearch) 在线软件对潜在的转录因子结合位点

进行预测。 

1.2.2  猪 CuZnSOD 基因 5′上游 853 bp 启动子

序列的克隆扩增 

根据 NCBI基因数据库中猪 CuZnSOD基因

5′上游序列，设计合适的引物。上游引物 SOD-F：

5′-ACTCTAACCTCCTTGACGGC-3′，下游引物

SOD-R：5′-AGCTCGAAGTAG ATGGTGCC-3′。

使用 PrimeSTAR HS DNA Polymerase，以猪基因

组 DNA为模板，PCR扩增 CuZnSOD基因 5′上

游 853 bp片段。 

PCR扩增体系：5×PrimeSTAR缓冲液 10 μL，

dNTP Mixture (各 2.5 mmol/L) 4 μL，上游引物 

(10 μmol/L) 1 μL，下游引物 (10 μmol/L) 1 μL，

DNA聚合酶 0.5 μL，模板 DNA 1 μL，灭菌蒸馏

水 32.5 μL。反应条件：94 ℃预变性 5 min；94 ℃

变性 30 s，66 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 60 s，共

计 30个循环；最后 72 ℃延伸 10 min。使用胶回

收试剂盒回收目的 PCR片段，连接到 pMD18-T

载体上，构建重组质粒 pMD18-T-SOD1，转化至

大肠杆菌 DH5α中，氨苄青霉素平板涂板后培养

过夜进行抗性筛选，阳性克隆经酶切鉴定，使

用通用引物对其进行测序。 

1.2.3  CuZnSOD 基因启动子不同长度片段重组

载体的构建 

以测序鉴定正确的重组质粒 pMD18- 

T-SOD1为模板，设计 7条上游引物，在其上、

下游引物的 5'端分别引入了 MluⅠ和 BglⅡ酶切

位点，用巢式 PCR 的方法扩增不同长度的 5′端

缺失序列，引物信息见表 1。PCR 扩增体系如

1.2.2。反应条件：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变

性 30 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 60 s，共计

30个循环；最后 72 ℃延伸 10 min。PCR产物

经分离纯化后，用限制性内切酶 MluⅠ和 BglⅡ

进行双酶切，然后连接到同样经过 MluⅠ和

BglⅡ双酶切处理过的 pGL3-Basic线性载体上，

阳性重组子经双酶切鉴定及测序保证正确。获

得 7个插入 CuZnSOD基因启动子不同长度片段

的重组表达质粒，分别命名为 pGL3-A、pGL3-B、

pGL3-C、pGL3-D、pGL3-E、pGL3-F和 pGL3-G。 
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1.2.4  细胞培养及转染 

NIH/3T3 细胞在含有 10％新生牛血清的

DMEM-F12培养基中，于 37 ℃、含 5％的 CO2

的条件下培养。转染前，将所培养细胞按照大

约每孔 1×105细胞接种到 24 孔板，待细胞完全

贴壁生长至 70％–90％密度时可用于转染试验。 

按照 Roche 公司的 X-tremeGENE HP 转染

试剂盒说明书进行转染，将猪 CuZnSOD启动子

报告基因质粒与内参照质粒 pGL 4.74共转染至

NIH/3T3细胞中。转染时每孔加入报告基因质粒

0.5 μg，内参照质粒 pGL 4.74 0.012 5 μg，脂质

体 1.5 μL，每个实验组设置 4 个重复，

pGL3-Basic质粒和内参照质粒 pGL 4.74共转染

作为阴性对照。转染 48 h后收集细胞，检测荧

光素酶活性。 

1.2.5  双荧光素酶活性测定 

按 Promega 公司提供的 Dual-luceferase 

Assay System试剂盒进行双荧光素酶的检测，启

动子活性用相对荧光素酶值 (萤火虫荧光素酶

激发底物释放荧光的数值 M1 与内参照海肾荧

光素酶释放荧光的数值 M2的比) 表示。 

1.2.6  数据统计分析 

各组试验数据均计算平均值及标准误，应

用 SAS 8.2软件进行方差分析，采用 Duncan法

进行均数间多重比较，统计学分析 P＜0.05为差

异显著。 

2  结果与分析 

2.1  猪CuZnSOD基因 5′端序列的生物信息学

分析 

本研究采用 PCR方法从猪基因组克隆得到

CuZnSOD基因 5′上游调控区 853 bp的片段，用

生物信息学软件分析发现，在猪 CuZnSOD基因

5′端-87 bp和-266 bp处存在 2个潜在转录起始

位点 (TSS)，缺乏经典的 CAAT-box 和 GC-box

保守序列，但检测到一个 TATA-box (图 1)。 

表 1  PCR 引物序列 

Table1  Primers sequence of PCR 

Primer name Primer sequence (5–3) Size (bp) 

SOD1-A 

SOD1-B 

SOD1-C 

SOD1-D 

SOD1-E 

SOD1-F 

SOD1-G 

SOD1-G1 

SOD1-G2 

SOD1-G3 

SOD1-G4 

r-SOD1 

CGACGCGTACTCTAACCTCCTTGACGGC 

CGACGCGTCCAAACAGGAAATGCTCGCA 

CGACGCGTCCAGGGATTGGGATGTTGCG 

CGACGCGTGACAACGTCACGACCAAAGT 

CGACGCGTCTCATTTTTCCAACTTCGTG 

CGACGCGTCCGCGGGGCGGTGGGAGCCG 

CGACGCGTCGCGCGAGCGGCGATTGGTT 

CGACGCGTGAGACGGTCCGGCCTATAA 

CGACGCGTAAGGTTCCACGGCGCCGCC 

CGACGCGTGTCGGCGTGTACTGCGGCC 

CGACGCGTCCAGCCCGGACCGGAGCGCG 

GGAAGATCTAGCTCGAAGTAGATGGTGCC 

853 

753 

653 

533 

453 

353 

233 

192 

174 

143 

100 
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图 1  猪 CuZnSOD 基因 5′端调控序列及预测分析 

Fig. 1  Prediction of potential regulatory sequences of pig CuZnSOD 5'-flanking region. TSS: transcriptional start site. 

 

2.2  CuZnSOD 基因启动子及缺失片段的克隆 

以重组质粒 pMD 18-T-SOD1为模板，以不

同的引物扩增不同长度的 5′侧翼序列，片段预

期长度分别为 853 bp、753 bp、653 bp、533 bp、

453 bp、353 bp和 233 bp，琼脂糖凝胶电泳分析

显示得到了预期大小的片段 (图 2)，PCR 扩增

产物与预期片段大小相符。 

2.3  荧光素酶表达载体的构建及酶切鉴定 

构建的荧光素酶报告基因载体经限制性内

切酶 MluⅠ和 BglⅡ双酶切，酶切产物经 1.2％

琼脂糖凝胶电泳分离 (图 3)。检测结果表明， 

 

图 2  PCR 扩增 CuZnSOD 基因 5′端不同长度缺失

片段 

Fig. 2  PCR amplification of various length deletion 

fragments of CuZnSOD gene promoter. M: 2 000 bp 
DNA marker; 1: 853 bp; 2: 753 bp; 3: 653 bp; 4: 533 bp; 

5: 453 bp; 6: 353 bp; 7: 233 bp. 
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酶切下的目的片段大小与预期吻合。将重组载

体进行测序，测序结果亦表明插入片段序列及

方向正确无误。 

2.4  5′端缺失片段的双萤光素酶活性检测 

将上述构建的含 CuZnSOD 不同长度启动子

的 7种表达载体与内参照 pGL 4.74载体分别共转

染 NIH/3T3细胞，以 pGL3-Basic和 pGL 4.74共

转染作为阴性对照，48 h后收集细胞，测定荧光

素酶的相对表达活性。结果表明，pGL3-E活性最

强，启动子活性都显著性高于其他载体 (P＜0.05)。

从 pGL3-E 到 pGL3-G，相对活性出现了显著下

降 (P＜0.05)，pGL3-F 的相对荧光素酶活性是

pGL3-E 的 75％，pGL3-G 的相对荧光素酶活性

是 pGL3-E 的 33％。pGL3-F 和 pGL3-G 相对于

pGL3-E 都缺少了 -385~-285 bp 区域，提示

-385~-285 bp区域内存在正调控区域或增强子。 

 

图 3  重组载体的酶切鉴定 

Fig. 3  Identification of recombinant plasmids with digestion. M1: 2 000 bp DNA marker; M2: 10 000 bp DNA 
marker; 1: 853 bp; 2: 753 bp; 3: 653 bp; 4: 533 bp; 5: 453 bp; 6: 353 bp; 7: 233 bp. 

 

图 4  猪 CuZnSOD 基因 5′侧翼序列的启动子活性检测 

Fig. 4  Results of 7 fragments analyzed with dual-luciferase reporter system. pGL3-A−G: the activity of A−G in 
pGL3-Basic vector, respectively; pGL3-Basic: negative control, the activity in blank vector. Different letters indicate 

significant difference (P<0.05). 

 



石元 等/猪 CuZnSOD 基因启动子的克隆鉴定及分析 

cjb@im.ac.cn 

219

2.5  核心启动子的确立 

根据 CuZnSOD基因调控区 7个缺失片段相

对活性的检测结果，我们以重组载体 pGL3-G为

模板，再次设计 4 条上游引物 SOD1-G1、

SOD1-G2、SOD1-G3和 SOD1-G4 (表 1)，预期

得到片段大小分别为 192 bp、174 bp、143 bp和

100 bp，按照上述相同的方法构建重组载体，依

次命名为 pGL3-G1、pGL3-G2、pGL3-G3 和

pGL3-G4 (图 5)。按照同样的方法分别转染细胞

检测荧光素酶活性。结果发现，从 pGL3-G 到

pGL3-G4，启动子相对活性出现了显著下降   

(P＜0.05)，重组载体 pGL3-G2与 pGL3-G3相差

了 31 个碱基，但两者的相对活性差异不显著  

(P＞0.05)。pGL3-G3与 pGL3-G4的启动子相对

活性差异显著 (P＜0.05)，但 pGL3-G4的启动子

活性与 pGL3-Basic无显著差异 (P＞0.05) (图 6)。

这表明在-75~-32 bp 范围内存在调控基础转录

活性元件。为了进一步确定该调控序列，使用

在线软件 TESS对该区域进行预测，表明这一区

域有 RAF (TCGG)、T-Ag (GCGGC)、ADR1 

(TCTCC)、MAZ (CCCTCCC)、CTCF (CCCTC)、 

 

图 5  二次构建的重组载体双酶切鉴定 

Fig. 5  Identification of 4 recombinant plasmids with 

digestion. M1: 2 000 bp DNA marker；M2: 10 000 bp 

DNA marker; 1: 100 bp; 2: 143 bp; 3: 174 bp: 4: 192 bp. 

 

图 6  二次构建的重组载体的启动子活性 

Fig. 6  Results of 4 fragments analyzed with 

dual-luciferase reporter system. Different letters indicate 
significant difference (P<0.05). 

AP-2和 AP-2α (CCMNSSS) 等重要转录因子的

潜在结合位点；用 TFSEARCH分析这一序列含

有 HSF、Egr-1和 ADR1等转录因子结合位点。 

3  讨论 

超氧化物歧化酶是一种重要的细胞内抗氧

化酶，能够保护细胞以抵御超氧化物自由基的

侵害，它能将超氧阴离子自由基快速歧化为

H2O2和 O2
[10]。许多刺激都可以影响 CuZnSOD

基因的表达，例如应激、促炎性细胞因子、生

长因子 [11-12]等。 Park 等 [13]研究结果表明，

CuZnSOD基因的 5′侧翼含有一个抗氧化反应元

件 (ARE)；ARE 是一个 DNA 基序，它存在于

一些因应答氧化应激而被活化的解毒基因的上

游调控区域中[14]。 

真核生物启动子属于 mRNA 基因启动子，

相对复杂，位于结构基因 5′端上游，主要包括

TATA-box、起始子、CAAT-box和 GC-box等，

其中的TATA-box和起始子被称为核心启动子[15]，

TATA-box是转录因子 TF II D的 TBP亚基的结

合位点。本研究利用 PCR技术克隆了 CuZnSOD
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基因 5′上游启动子区 853 bp (-785 bp~+67 bp) 

长度的片段，并通过 DNA序列分析证实了其序

列无突变。生物信息学软件分析发现距起始密

码子 ATG上游 105 bp处含有一个 TATA-box，

符合真核生物基因的典型启动子结构。 

分析启动子活性，需要将启动子插入到报

告基因的上游构建表达载体，通过转染细胞来

检测启动子对报告基因表达水平的影响。韩凤

桐等 [16]和张东杰等 [17]采用这种方法分别对牛

Sry基因和猪MC4R基因的核心启动子区进行了

分析，均发现了一段对目的基因基础转录活性

起重要作用的序列。Ruan等[18]对猪生长激素基

因启动子进行了研究，发现该基因的最小启动

子区为-110 bp~+61 bp；Ling等[19]研究表明在猪

脂联素基因启动子-1 671 bp~-1 455 bp区域内

存在着对脂联素基因高表达所需的潜在调控元

件。本研究利用巢式 PCR的方法获得一系列 5′

末端逐渐缺失的 CuZnSOD基因启动子，并将这

些片段定向连接到 pGL3-Basic载体上，然后与

内参质粒 pGL 4.74共转染细胞以检测启动子的

活性。pGL3-Basic 含有萤火虫荧光素酶报告基

因，不含启动子，其荧光素酶活性直接反映了

克隆区域内启动子的活性；内参质粒 pGL 4.74

含有海肾荧光素酶报告基因，用来校正转染效

率。为消除实验误差，每次转染和测定都做重

复样。检测结果表明：第一次构建的 7 种载体

中 pGL3-E活性最强，启动子活性都显著性高于

其他载体 (P＜0.05)，pGL3-A次之，pGL3-G活

性最弱，但也显著性高于 pGL3-Basic (P＜0.05)，

从 pGL3-E到 pGL3-G，相对活性逐渐下降。为进

一步缩小区域以确定该基因启动子重要调控区

域，本研究利用相同方法又构建了 4 个不同长度

启动子的重组载体。荧光素酶活性分析表明，从

pGL3-G 到 pGL3-G4 相对活性出现了显著下降，

pGL3-G3 和 pGL3-G4 之间差异显著 (P＜0.05)，

但 pGL3-G4 已不再具有启动活性，因此认为

pGL3-G4相对 pGL3-G3所缺少的-75 bp~-32 bp

这一片段中包含着 CuZnSOD 基因的重要调控

序列。 

Minc 等[9]研究表明人 CuZnSOD 基因启动

子-71~+1 bp区域对基础水平的转录是必需的，

并且已经确认-59~-48 bp区域能够结合 SP-1和

Egr-1。本研究利用 TESS 生物信息学软件分析

-75~-32 bp这一区域，发现在这 44 bp的片段里

存在多个潜在转录因子的结合位点，如 RAF 

(TCGG)、T-Ag (GCGGC)、ADR1 (TCTCC)、

MAZ (CCCTCCC)、CTCF (CCCTC)、AP-2 和

AP-2α (CCMNSSS) 等潜在结合位点；利用

TFSEARCH 软件分析发现该区域含有 HSF、

Egr-1和 ADR1等转录因子结合位点，这提示乙

醇脱氢酶基因调节因子 ADR1 可能参与猪

CuZnSOD基因的转录调控。Kim等[20]研究表明

AP2、CREB和 HSF可能参与鼠 CuZnSOD基因

表达；Gralla 等[21]研究表明铜依赖性转录因子

ACE1 能够激活酵母 CuZnSOD 基因的表达；

Minc 等 [9]和 Seo 等 [22]研究都表明 sp1 在人

CuZnSOD基因的表达调控中起着关键作用，说

明不同物种CuZnSOD基因的表达中起关键转录

调控因子可能有所不同。 

本研究通过构建缺失片段的荧光素酶报告

基因重组载体，将猪的 CuZnSOD基因启动子区

核心元件定位在-75~-32 bp 区域内，研究结果
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不仅为详细阐明猪CuZnSOD基因的表达调控机

制奠定了基础，而且也将为研究与猪 CuZnSOD

基因启动子区结合的转录因子提供数据参考。 
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