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摘  要 : 本研究旨在筛选调控北极狐毛色基因 CBD103 的启动子活性区域及转录因子结合位点，为揭示 CBD103
基因调控北极狐毛色形成的分子遗传机制提供依据。克隆获得了北极狐 CBD103 基因 5′侧翼区 2 123 bp 的片段，

并构建了 4 个不同长度的启动子缺失片段表达载体，通过双荧光素酶检测系统对启动子活性进行检测。对启动子

活性最高区域预测出的 3 个特异性蛋白 1 (Sp1) 转录因子结合位点分别进行点突变并构建 3 个突变载体，利用双

荧光素酶检测系统测定其活性。结果显示，在构建的 4 个不同长度启动子缺失片段中 1 656 (−1 604/+51) 区域活

性最高，在此区域构建的 3 个突变载体的启动子活性较野生型 (片段 1 656) 均显著降低，说明−1 604/+51 区域为

北极狐 CBD103 基因的核心启动子区，−1 552/−1 564、−1 439/−1 454 和−329/−339 区域为正调控区域。文中成功

获得了北极狐 CBD103 基因的核心启动子区域和正调控区域，这为进一步研究该基因调控北极狐被毛颜色分子

遗传机制奠定了基础。 

关键词 : 北极狐，CBD103 基因，启动子活性，转录调控元件  
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Activity and transcriptional regulatory elements of the 
promoter in Arctic fox (Vulpes lagopus) β-defensin103 gene 
Min Guo1, Ziya Zhao1, Ruining Wang1, Xiaoning Zheng2, Yongdong Peng1, Zhengzhu Liu1, 
Xianglong Li1, and Yuanfang Gong1 
1 College of Animal Science and Technology, Hebei Normal University of Science and Technology, Qinhuangdao 066004, Hebei, China 
2 College of Animal Science and Technology, Agricultural University of Hebei Province, Baoding 071000, Hebei, China 

Abstract:  The aim of this study was to screen the active regions and transcription factor binding sites in the promoter of the 
CBD103 gene related to Arctic fox coat color, and to provide a basis for revealing the molecular genetic mechanism of 
CBD103 gene regulating the coat color formation. The 5′-flanking region fragment 2 123 bp of Arctic fox CBD103 gene was 
cloned, and 4 truncated promoter reporter vectors of different lengths were constructed. The promoter activity was detected by 
the dual-luciferase reporter assay system. Point mutations were performed on the 3 predicted specificity protein 1 (Sp1) 
transcription factor binding sites in the highest promoter active region, and 3 mutant vectors were constructed. The activity 
was then detected by the dual-luciferase reporter assay system. The results showed that the region 1 656 (−1 604/+51) had the 
highest activity in the 4 truncated promoters of different lengths, and the promoter activity of the three mutant vectors 
constructed in this region were significantly lower than that of the wild type (fragment 1 656). The region of −1 604 /+51 was 
the core promoter region of CBD103 gene in Arctic fox and −1 552/−1 564, −1 439/−1 454 and −329/−339 regions were 
positive regulatory regions. This study successfully obtained the core promoter region and positive regulation regions of the 
Arctic fox CBD103 gene, which laid a foundation for further study on the molecular genetic mechanism of this gene regulating 
Arctic fox coat color. 

Keywords:  Arctic fox, CBD103 gene, promoter activity, transcriptional regulatory element 

多彩的毛皮不仅是动物在自然选择下所遗留

的成果，更为动物界增添了靓丽。毛色作为一种

重要的表型遗传标记，在确定品种纯度、亲缘关

系等方面发挥着至关重要的作用，同时对毛皮品

质也有着重要的影响[1-2]。黑色素是位于动物表层

结构中最重要的色素[3-4]。防御素 (Defensins) 是

一种阳离子抗菌肽，根据其空间结构的不同可分

为 α、β 和 θ 防御素[5]；其中 β-防御素 103 基因主

要在哺乳动物上皮组织中表达，其编码的防御素是

富含精氨酸残基的分泌型多肽。哺乳动物 CBD103

基因通常含有 1 个内含子和 2 个外显子，第一个外

显子编码 5′端非编码序列、信号序列和部分前导序

列，第二个外显子编码剩余前导序列、3′端非编码

序列以及成熟肽[6]。CBD103 基因在一些哺乳动物

毛色类型转换的相关研究中表现出重要作用，该基

因编码蛋白结构与 Agouti 基因编码蛋白结构相似，

其蛋白产物竞争性结合 MC1R 且亲和力极高，可

改变黑色素合成通路，最终改变动物的毛色[7]。这

一结果拓展了对 β-防御素作用的认识，其不仅对

哺乳动物具有免疫作用[8]，还可通过黑皮质素受体

信号最终改变动物毛色，成为毛色调控的候选基

因。在基因表达调控过程中起“总指挥”作用的启动

子具有决定转录起始和调控基因表达的功能[9]。目

前尚未见北极狐 CBD103 基因调控毛色的报道。本

研究利用先进的分子生物学技术结合生物信息学

分析[10-11]等方法对 CBD103 基因启动子区及调控

元件进行预测及分析，探明该基因的核心启动子区

域及重要的调控元件，为深入探究该基因对北极狐

毛色形成的调控作用提供了理论支持。 

1  材料与方法 

1.1 材料与试剂 
北极狐皮肤组织样品取自河北省秦皇岛市昌

黎县金岛育种场。LA Taq DNA Polymerase、
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pMD19-T Vector、大肠杆菌 Escherichia coli DH5α

感受态细胞、反转录试剂盒和 T4 DNA 连接酶购

自大连 TaKaRa 公司；2×TransStart FastPfu PCR 

SuperMix 和 TransStart Taq DNA Polymerase 购自

北京全式金生物技术有限公司；TRIzol 试剂盒、

胰蛋白酶、限制性内切酶、血清、Lipofectamine 

2000 转 染 试 剂 及 Opti-MEM 培 养 基 均 购 自

Thermo Fisher Scientific 公司 (美国)；质粒 DNA

小量提取抽提试剂盒、无内毒素质粒 DNA 大量

提取试剂盒和 DNA 胶回收试剂盒购自天根生化

科技 (北京) 有限公司；D-PBS 和 DMEM 培养基 

(高糖型) 购自 Hyclone 公司 (美国)[12]。本实验室

保藏有人恶性黑色素瘤细胞系 (A375)、人肾上皮

细胞系 (293T)、质粒载体 pRL-TK 和 pGL3-Basic。 

1.2  北极狐 CBD103 基因启动子的克隆扩增 
课题组前期扩增获得北极狐 CBD103 基因序

列 2 327 bp (包括 5′侧翼区 2 071 bp、CDS 区   
204 bp、3′侧翼区 52 bp)，并利用生物信息学的方

法对启动子区及调控元件进行了预测[13]。根据预

测结果，选取起始密码子上游 2 000 bp 左右的序

列作为候选启动子区并设计引物 (表 1)，PCR 扩

增 4 个缺失片段 (图 1)。。使用 Primer Premier 5.0 软

件分析限制性内切酶位点。PCR 扩增体系 (50 µL)：
其中基因组 DNA 1 µL，10×PCR 缓冲液 (Mg2+  

 
表 1  本文中使用的引物 
Table 1  Primers used in this article 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Annealing temperature (°C) Extension time (min)

2123F GGACGCGTCCCCAGTAGAGGAAAAGTG 57 2.0 

1656F GGACGCGTACTCGCTTCCTCCCTCATTT 57 2.0 

1178F GGACGCGTCACGGCACTTGTCTATCTGT 56 2.0 

559F GGACGCGTATTTCCATTTCAGGCACACC 58 2.0 

R CCAAGCTTCAGGCATCAAGAACAGCAAG   

Mut-Sp1-1-F GGCACCTGAGTTGCTCATTAG 
58 0.5 

Mut-Sp1-1-R CTAATGAGCAACTCAGGTGCC 

Mut-Sp1-2-F TCTGTGCTTACTCACGCATCT 
57 0.5 

Mut-Sp1-2-R AGATGCGTGAGTAAGCACAGA 

Mut-Sp1-3-F CCCAAGAAGTAGGATGTTTTC 
57 0.5 

Mut-Sp1-3-R GAAAACATCCTACTTCTTGGG 
Note: the underlined and thickened bases represent restriction sites and mutant bases, respectively.  

 

 
 

图 1  北极狐 CBD103 基因预测启动子片段 
Fig. 1  The predicted promoter fragment of Arctic fox CBD103 gene. 
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Plus) 5 µL，dNTP Mixture (2.5 mmol/L) 8 µL，上

游引物 (20 µmol/L) 1 µL，下游引物 (20 µmol/L) 

1 µL，LA Taq DNA 聚合酶 (5 U/µL) 0.5 µL，灭

菌 ddH2O 33.5 µL。使用 JASPAR、AliBaba 2.1、

Nsite、Cluster 和 Signal SCAN 在线网站预测启动

子区的转录因子结合位点 (表 2)。 

1.3  构建及鉴定缺失片段报告载体 
将不同缺失片段的 PCR 扩增产物连接到

pMD19-T 载体中构建重组克隆载体 pMD19-X。

经过菌液 PCR 鉴定为阳性的样品送至生工生物工

程  (上海 ) 股份有限公司测序。重组克隆载体

pMD19-X 及 pGL3-Baisc 载体同时进行双酶切，将

回收产物连接至 pGL3-Baisc 中构建 pGL3-Baisc-X

重组报告载体。  

1.4  构建及鉴定突变载体 
分别以 1656F 和 Mut-Sp1-1-R、Mut-Sp1-1-F

和 R、1656F 和 Mut-Sp1-2-R、Mut-Sp1-2-F 和 R、

1656F 和 Mut-Sp1-3-R、Mut-Sp1-3-F 和 R 为引物 

(表 1)，以 pGL3-Baisc-1656 质粒为模板，通过重

叠延伸 PCR 技术扩增上下游产物。重叠延伸 PCR

扩增体系  (40 µL)：野生型质粒模板 2 µL，

2×TransStart FastPfu Super Mix 20 µL，上下游引

物 (20 µmol/L) 各 1 µL，灭菌 ddH2O 16 µL；将

上述扩增的产物进行回收并进行等比例混合，用

此混合物为模板，以引物 1656F 和 R 扩增突变载

体全长片段，PCR 扩增体系 (50 µL)：其中混合

物模板 2.5 µL，10×TransStart Taq 缓冲液 5 µL，

TransStart Taq DNA 聚合酶 0.5 µL，dNTP Mixture 

(10 mmol/L) 1 µL，上下游引物 (20 µmol/L) 各 1 µL，

灭菌 ddH2O 39 µL。 

1.5  双荧光素酶活性鉴定 
利用 Lipofectamine 2000 脂质体分别将荧光素

酶报告基因质粒 pGL3-Baisc-X 和内参质粒 pRL-TK

一起转染至 293T 和 A375 细胞中，转染细胞 48 h

后收集细胞，按照双荧光素酶检测试剂盒说明书

对基因启动子活性进行检测。使用发光仪检测

pGL3质粒中萤火虫荧光素酶活性，读出数值为 F，

检测 pRL-TK 质粒中海肾荧光素酶活性，读出数

值为 R。用 F/R 的值代表基因启动子相对活性。 

1.6  统计分析 
利用 SPSS 24.0 软件中的单因素方差分析对

不同检测片段的启动子活性数据进行统计学分

析，P<0.05 表示差异显著性，P<0.01 表示差异极

显著性。 

2  结果与分析 

2.1  北极狐 CBD103 基因启动子缺失载体的

扩增 
以基因组 DNA 为模板，对北极狐 CBD103

基因候选启动子区域进行不同缺失片段的扩增，

分别扩增出片段 1−4∶2 123 bp (−2 017/+51)、1 656 bp 

(−1 604/+51)、1 178 bp (−1 126/+51) 和 559 bp 

(−507/+51)，1.2%琼脂糖凝胶电泳检测结果见

图 2，扩增出的条带大小与预期相一致。 

 
表 2  转录因子预测网站 
Table 2  The prediction websites of transcription factor binding sites 

Software Website 

JASPAR http://jaspar.binf.ku.dk/ 

AliBaba 2.1 http://gene-regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html 

Nsite http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=nsite&group=programs&subgroup=promoter 

Cluster http://zlab.bu.edu/cluster-buster/cbust.html 

Signal SCAN http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/signal/ 
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图 2  北极狐 CBD103 基因启动子缺失片段 PCR 产物

凝胶电泳 
Fig. 2  Agarose gel electropherogram of PCR products 
of deletion fragments in Arctic fox CBD103 gene 
promoter. M1: DL5000 marker; 1: 2 123 bp; 2: 1 656 bp; 
3: 1 178 bp; 4: 559 bp; M2: DL2000 marker. 

 

2.2  北极狐 CBD103 基因启动子荧光素酶表达

载体的构建 
使用 T4 DNA 连接酶将双酶切后的片段连接

到 pGL3-Basic 质粒上，将构建完成的荧光素酶表

达载体进行鉴定 (图 3 和图 4)。 

2.3  北极狐 CBD103 基因 5′端序列的活性分析 
将启动子荧光素酶表达载体质粒与 pRL-TK

质粒共同转染至 A375 和 293T 细胞中，检测双荧 
 

 
 

图 3  北极狐 CBD103 基因荧光素酶表达载体 PCR 产

物凝胶电泳 
Fig. 3  Agarose gel electropherogram of PCR products 
of luciferase  expression vector in Arctic fox CBD103 
gene. M1: DL5000 marker; 1: 2 123 bp; 2: 1 656 bp; 3: 
1 178 bp; 4: 559 bp; M2: DL2000 marker. 

 
 

图 4  北极狐 CBD103 基因荧光素酶表达载体双酶切

产物凝胶电泳 
Fig. 4  Agarose gel electropherogram of double-enzyme 
digestion of luciferase expression vector in Arctic fox 
CBD103 gene. M: DL5000 marker; 1: 2 123 bp; 2: 1 656 bp; 
3: 1 178 bp; 4: 559 bp. 

 

光素酶活性 (图 5)，结果显示 4 个启动子缺失片

段荧光素酶表达载体质粒转染两种细胞的活性值

高低趋势一致；除报告基因 2 123 (–2 071/+51) 与

pGL3-basic 对照组相比差异显著 (P<0.05) 外，

其他 3 个启动子片段的活性与对照组比较均差异

极显著 (P<0.01)；报告基因 1 656 (−1 604/+51) 

在两种细胞间的活性均最高，且与其他 3 个片段

活性相比，均差异极显著 (P<0.01)，表明该区域

为该基因的核心启动子区域。 
 

 
 

图 5  北极狐 CBD103 基因启动子表达载体相对荧光

素酶活性值 
Fig. 5  Relative luciferase activity of Arctic fox 
CBD103 gene promoter expression vector. *: significant 
difference compared with pGL3-basic control group 
(P<0.05). **: the difference was extremely significant 
compared with the pGL3-basic control group (P<0.01). 
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2.4  北极狐 CBD103 基因核心启动子区转录因

子结合位点分析 
利用多种转录因子在线分析网站对核心启动

子区 (−1 604/+51) 的转录因子结合位点进行预测，

为了提高预测的准确性，综合考虑至少 2 个预测网

站的结果 (表 3)，分析结果表明在−1 552/−1 564、

−1 439/−1 454和−329/−339位置存在Sp1结合位点。 

2.5  北极狐 CBD103 基因核心启动子区转录因

子结合位点 Sp1 突变体活性分析 
以 pGL3-Baisc-1656 为模板对预测的 3 个 Sp1

结合位点分别进行点突变 (图 6)，通过重叠延伸

PCR 技术扩增上下游引物并构建突变载体 (图 7)，

突变前后序列对比见表 4，分别将 pGL3-Baisc-1656

载体和突变载体转染至 A375 和 293T 细胞中，并

对启动子活性进行检测，结果表明，相比于野生

型载体 1656 (−1 604/+51)，3 个 Sp1 结合位点突

变后的载体启动子活性均极显著下降  (P<0.01) 

(图 8)。 
 

表 3  转录因子结合位点分析 
Table 3  Analysis of transcription factor binding sites 
Transcription  
factor binding  
sites 

Software and database 

Cluster Nsite AliBaba2.1 Signal scan

−1 586/−1 575  Mef-2   
−1 552/−1 564   Sp1 Sp1 
−1 439/−1 454 Sp1 Sp1 Sp1 Sp1 
−1 169/−1 160   OCT-1  
−681/−672   USF  
−564/−555  NF-1 NF-1  
−329/−339  Sp1 Sp1  
−146/−137   CREB CREB 

 

 
 
图 6  北极狐 CBD103 基因转录因子结合位点突变 
Fig. 6  Illustration of the mutation of transcription 
factor binding sites of Arctic fox CBD103 gene. ：

transcription factor binding site;  : mutation. 
 

 
 
图 7  北极狐 CBD103 基因启动子突变体的扩增 
Fig. 7  Amplification of CBD103 gene promoter mutant 
in Arctic fox. M: DL-2000 marker; 1: Mut-Sp1-1 
upstream fragment; 2: Mut-Sp1-1 downstream fragment; 
3: Mut-Sp1-2 upstream fragment; 4: Mut-Sp1-2 
downstream fragment; 5: Mut-Sp1-3 upstream fragment; 
6: Mut-Sp1-3 downstream fragment; 7: Mut-Sp1-1; 8: 
Mut-Sp1-2; 9: Mut-Sp1-3. 

 

表 4  北极狐 CBD103 基因转录因子结合位点突变前后比较 
Table 4  Comparison of transcription factor binding site mutations in Arctic fox CBD103 gene 

Gene Transcription factor binding site Pre mutation sequence Mutation sequence 
CBD103 Sp1 (−1 552/−1 564) GGCACCTGGGCGGCTCATTAG GGCACCTGAGTTGCTCATTAG 

Sp1 (−1 439/−1 454) TCTGCCCTTCCTCCCGCCTCT TCTGTGCTTACTCACGCATCT 

Sp1 (−329/−339) CCCAAGAGGAAGGGGGTTTTC CCCAAGAAGTAGGATGTTTTC 

Note: the underlined and thickened bases represent mutant bases. 
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图 8  北极狐 CBD103 基因突变启动子表达载体相对

荧光素酶活性值 
Fig. 8  Relative luciferase activity of expression vector 
carrying mutant promoter in Arctic fox CBD103 gene. 
**: the promoter activity of wild-type 1 656(−1 604/+51) 
was significantly different from that of the luciferase 
reporting system (P<0.01). 

 

3  讨论 

狐皮被称为世界毛皮产业三大台柱之一，其

毛色性状[14]将直接影响皮张品质和其经济价值。

动物毛色的形成主要受遗传因素控制，基因调控

动物毛色形成的机理十分复杂[15]。启动子是 RNA
聚合酶识别、结合和开始转录的一段 DNA 序列，

就像“开关”决定基因的活动，其克隆方式也越来

越多，大致分为基因组文库筛选法、利用启动子

探针载体筛选启动子法和基于 PCR技术克隆启动

子法等，这些技术在生物实验中得到了不同程度

的应用[16]。研究表明克隆片段若仅含有转录起始

位点上游区域易出现假阳性结果，可选择包含

TSS、ATG 及部分 CDS 区来提高阳性率[17]。本研

究克隆获得了北极狐 CBD103 基因启动子序列，

构建了 4 个不同长度的启动子缺失片段表达载体，

通过双荧光素酶系统检测启动子活性，以确定启动

子的功能序列位置。经检测确定−1 604/+51 区域为

北极狐 CBD103 基因的核心启动子区，同时对此区

域的调控元件进行预测，结果显示该区域存在 3 个

Sp1 (−329/−339；−1 439/−1 454；−1 552/−1 564) 转

录因子结合位点。现已在坝上长尾鸡 TYR 基因[18]，

北极狐、水貂 TYRP1 基因[19-20]，坝上长尾鸡、北

极狐、山羊、水貂 PMEL 基因[21-24]中的启动子区

域发现存在 Sp1 这一转录因子。Sp1 已被证实是

一种能影响转录起始的反式激活子[25]。启动子中

存在多种顺式作用元件参与基因的转录，如

CAAT 框、TATA 框和 GC 框等。CAAT 框是真核

生物基因中普遍存在的调控区，控制着转录起始

的频率[26]；TATA 决定基因转录起始的选择，并

能影响转录的速率；GC 框主要分布在转录起始位

点前−128/−23 bp 区域内，一般位于 CAAT 框的两

侧和 TATA 框上游，能够结合调节蛋白 Sp1[27]。有

学者指出，某基因中 CAAT 框若存在于 TATA 框上

游，则该基因的表达量将出现大幅提升[28]。对北

极狐 CBD103 基因启动子区调控元件进行预测发

现，该基因在同一区域存在 GC 框 (−1 560) 和 Sp1 
(−1 552/−1 564) 转录因子结合位点，推测 GC 框

可能与转录因子 Sp1 结合而发挥转录激活作用，为

北极狐 CBD103 基因核心启动子区的确定提供参

考。研究发现 Sp1 的抑制表达能够显著降低猪成肌

细胞中 SKIP 启动子活性，Sp1 通过 GC 框对猪成肌

细胞分化过程中 SKIP 基因的转录激活起正调控作

用[29]。田宏攀[30]在乳腺癌的研究中发现，Sp1 对

FOXF2 基因启动子转录激活的控制受到 DNA 甲

基化的影响，Sp1 可以增强无甲基化和部分甲基化

的 FOXF2 基因启动子转录活性，对完全甲基化的

启动子转录活性无影响。3 个 Sp1 转录因子结合位

点的突变  (−1 552/−1 564、−1 439/−1 454 和

−329/−339) 都能够使得北极狐 CBD103 基因启动

子的活性显著下降，推断以上 3 个 Sp1 转录因子

结合位点为北极狐 CBD103 基因的正调控区域。

为了进一步探究转录因子 Sp1 与北极狐 CBD103

基因之间的转录调控关系，接下来可利用染色质

免疫共沉淀  (ChIP) 和凝胶迁移实验  (EMSA) 
进行验证，并与其他毛色调控基因启动子序列中

的转录因子 Sp1 结合位点在基因转录调控中的具
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体作用做对比以发现这其间的共性，为进一步探

究动物毛色的调控机制做铺垫。 

4  结论 

本研究构建了 4 个包含北极狐 CBD103 基因

5′端不同长度缺失启动子片段的荧光素酶报告基

因表达载体，确定了−1 604/+51 区域为北极狐

CBD103 基因的启动子区；通过生物信息学方法

预测出−1 552/−1 564、−1 439/−1 454 和−329/−339

处存在 Sp1 转录因子结合位点，并对以上 3 个结合

位点进行点突变和活性检测，结果显示以上 3 个转

录因子 Sp1 的结合位点为北极狐 CBD103 基因的

正调控区域。 
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