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五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因启动子多态性分析
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　 　 【摘要】 　 目的　 对五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因启动子调控区域多态性进行分析。 方法　 根据猪 ＰＰＡＲγ２ 启

动子调控区域 ２２００ ｂｐ 设计 ５ 对引物，对 ５７ 头封闭群五指山小型猪的多态性进行检测，并用多种生物信息学软件

对调控区域的启动子、转录因子结合位点、ＲＮＡ 二级结构、ＣｐＧ 岛进行预测分析。 结果　 筛选到 ９ 个单核苷酸多态

性（ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰｓ）位点，分别是： － １５９５Ｔ ／ Ｃ、 － １５３４Ｇ ／ Ａ、 － １２６２Ｃ ／ Ａ、 － １２２０Ｃ ／ Ａ、 － １０１７Ａ ／
Ｇ、 － ９６３Ａ ／ Ｇ、 － ９５５Ｇ ／ Ａ、 － ８６６Ａ ／ Ｇ、 － ３３３Ｇ ／ Ａ。 ＳＮＰｓ 都没有处在软件识别的启动子区域中，但 － ３３３Ｇ ／ Ａ 突变位

于核心启动子（ － ６５６ ～ － ２３ ｂｐ）区域。 突变的 ＳＮＰ 位点附近转录因子结合位点会发生改变，突变前后 ＲＮＡ 二级

结构最小自由能发生变化，其结构也发生显著变化。 目标序列未找到 ＣｐＧ 岛。 结论 　 筛选到的五指山小型猪

ＰＰＡＲγ２ 启动子调控区域 ＳＮＰｓ 可能对该基因的表达调控产生影响，为进一步研究其功能奠定基础。
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　 　 过氧化物酶体增殖物激活受体 （ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＰＡＲ）基因是 １９９０ 年

Ｉｓｓｅｍａｎｎ 等［１］首先发现的能被过氧化物酶体增殖剂

（ＰＰ） 激 活 的 物 质， 因 此 命 名 为 ＰＰ 激 活 受 体

（ＰＰＡＲ）。 ＰＰＡＲ 属于核激素受体超家族，有 ３ 个亚

型分别为 α、β、γ，其中 ＰＰＡＲγ 是最重要的 ＰＰＡＲ。
人的 ＰＰＡＲγ 位于 ３ 号染色体，而猪位于 １３ 号染色

体上。 ＰＰＡＲγ 可产生 ４ 种 ｍＲＮＡ 异构体，编码 ２ 种

蛋白，其中 ＰＰＡＲγ１、ＰＰＡＲγ３、ＰＰＡＲγ４ 编码相同的

蛋白，ＰＰＡＲγ２ 编码蛋白比 ＰＰＡＲγ１ 编码蛋白在 Ｎ
末端多了 ２８ ～ ３０ 个氨基酸，而激活效率则高 ５ ～ ６
倍［２ － ３］，因此 ＰＰＡＲγ２ 基因是现在研究的热点。
ＰＰＡＲγ 基因的多态性与疾病密切相关，现已发现多

种单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，
ＳＮＰｓ），包括 Ｃ１４３１Ｔ、Ｐｒｏ１２Ａｌａ、 ｒｓ１８０１２８２ 等，这些

ＳＮＰｓ 可能与糖尿病、肥胖、心血管等疾病相关［４ － ６］。
五指山小型猪（Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ，ＷＺＳＰ） 是

目前国内应用最为广泛的小型猪之一，具有体型矮

小、性成熟早、适应性强、遗传稳定、代谢率低等诸

多优点。 有研究证明，五指山小型猪对高糖高脂饲

料敏感，可建立 ２ 型糖尿病模型［７］；本研究前期对

封闭群五指山小型猪的糖耐量和血脂进行筛查，发
现有部分小型猪糖代谢和脂代谢异常［８］；五指山小

型猪的 ＰＰＡＲγ 基因存在多态性［９］。 五指山小型猪

具有独特的脂肪吸收和代谢能力，可用于建立高血

脂、糖尿病等模型。 本研究对ＷＺＳＰ 猪群的 ＰＰＡＲγ２
基因启动子调控区域 ＳＮＰｓ 进行扫描，结合生物信

息学方法对 ＳＮＰｓ 进行预测，分析 ＳＮＰｓ 对该基因的

调控作用，为进一步研究其功能奠定基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

普通级封闭群五指山小型猪 ５７ 头，雌雄不限，
体重 １６􀆰 ２ ～ ３３􀆰 ８ ｋｇ，为 ６ 月龄以上的成年猪，来源

于广东省实验动物监测所和广东大华农动物保健

品股份有限公司合作建立的实验用 ＷＺＳＰ 繁育基地

［ＳＣＸＫ （粤） ２０１３ － ００２２］。 动物饲养于普通级实

验设施内［ＳＹＸＫ （粤） ２０１８ － ００８７］。 实验过程中

按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道主义关怀，动
物抓取、采血等过程中尽量减少对其应激，动物置

于吊床上保定后采血。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

血液 ＤＮＡ 抽提试剂盒，Ｏｍｅｇａ 公司；Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ

Ｔａｑ Ｈｏｔ Ｓｔａｒｔ 试剂， Ｔａｋａｒａ； ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ，
Ｔａｋａｒａ；引物，由英潍捷基（上海）贸易有限公司合

成；ＴＢＥ 缓冲液、超纯水为本实验室提供。 ＰＣＲ 仪，
Ｂｉｏｍｅｔｒａ 公司，型号 ＴＰｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｇｒａｄｉｅｎｔ；
电泳仪，北京六一仪器厂，型号 ＤＹＹ⁃６Ｃ；全自动凝

胶成像系统， 美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司， 型号 ＰｏｗｅｒＰａｃ
Ｂａｓｉｃ １６４⁃５０５０；漩涡振荡器，江苏海门麒麟医用仪

器厂，型号 ＱＬ８６１；高速离心机，Ｓｉｇｍａ 公司，型号

３ｋ１８；干式恒温器，杭州奥盛仪器有限公司，型号

Ｋ２０⁃Ｂ。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 基因组 ＤＮＡ 抽提

从前肢皮下头静脉或后肢隐静脉采取五指山

小型猪抗凝血 ３ ｍＬ， 用试剂盒抽提血液基因

组 ＤＮＡ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 引物设计及 ＰＣＲ

在 ＵＣＳＣ 基因组数据库中查找猪 ＰＰＡＲγ 基

因 序 列 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｎｏｍｅ． ｕｃｓｃ． ｅｄｕ ／ ， 基 因 位 置

ｃｈｒ１３： ７５４５５８９７ － ７５６６３４８９ ） ，结合猪 ＰＰＡＲγ２
基因启动子（ ＧｅｎｅＢａｎｋ 登录号：ＡＹ０４４２３８􀆰 １ ）和

ｍＲＮＡ（ ＧｅｎｅＢａｎｋ 登录号：ＤＱ４３７８８５􀆰 １ ） 序列确

定猪 ＰＰＡＲγ２ 基因转录起始点前后共 ２２００ ｂｐ 左

右的调控序列，用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计 ５ 对引物，
以该基因 ｍＲＮＡ 第 １ 位碱基为 ＋ １ 位，引物信息

及产物大小见表 １，产物总长度为 ２０６８ ｂｐ （ －
２０１１ ～ ５７ ｂｐ） 。 ＰＣＲ 反应体系为 ８０ μＬ，其中

ＤＮＡ 模 板 ８ μＬ， Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ｈｏｔ Ｓｔａｒｔ 试 剂

４０ μＬ，上下游混合引物（浓度 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ）４ μＬ，
超纯水 ２８ μＬ。 采用 ＰＣＲ 仪扩增，ＰＣＲ 条件为：
９４℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９４℃ 变性 １ ｍｉｎ， ５５℃ 退火

１ ｍｉｎ，７２℃ 延 伸 １ ｍｉｎ， ４０ 个 循 环； ７２℃ 延 伸

１０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物 １％ 琼脂糖凝胶电泳，再用凝

胶成像系统检测条带情况。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＣＲ 产物测序及序列分析

将有目的条带的 ＰＣＲ 产物直接送英潍捷基（上
海）贸易有限公司测序。 测序结果用 Ｃｏｎｔｉｇ Ｅｘｐｒｅｓｓ
９􀆰 １ 软件拼接，结合 ＤＮＡｓｔａｒ ７􀆰 １ 软件对测序结果进

行修正、比较，再用 Ｖａｒｉａｎｔ ｒｅｐｏｒｔｅｒ 软件分析确定

ＳＮＰｓ。
１􀆰 ３􀆰 ４　 生物信息学分析

利用多种生物信息学软件对启动子、转录因子

结合位点、ＲＮＡ 二级结构、ＣｐＧ 岛进行预测分析，可
以提高预测的准确性。 各种软件方法参见表 ２。

２２ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



表 １　 引物序列、位置及产物长度
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ， ｐｏｓｉｔｉｏｎ， ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列（５’ → ３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５’ → ３’）

产物位置（ｂｐ）
Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

产物长度（ｂｐ）
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｐ１ Ｆ： ５’⁃ＣＴＣＡＣＧＧＣＡＡＣＡＣＣＧＡＡＴＣ⁃３’
Ｒ： ５’⁃ＣＡＧＣＡＡＣＴＴＧＴＧＧＣＴＴＴ⁃３’ － ２０１１ ～ － １４４４ ５６８

Ｐ２ Ｆ： ５’⁃ＣＴＴＴＴＧＣＴＧＧＴＴＣＣＴＴＧＣ⁃３’
Ｒ： ５’⁃ＧＧＧＣＴＴＧＡＴＡＣＡＧＴＴＴＡＧＡＴ⁃３’ － １６０６ ～ － １０７１ ５３６

Ｐ３ Ｆ： ５’⁃ＣＡＡＴＧＴＴＣＡＧＧＣＡＴＣＡＧＣ⁃３’
Ｒ： ５’⁃ＡＴＡＧＡＣＡＡＡＧＧＧＡＧＴＧＧ⁃３’ － １１８６ ～ － ５９６ ５９１

Ｐ４ Ｆ： ５’⁃ＴＧＣＡＡＧＴＴＧＧＴＴＴＡＴＣＣＧＧＴ⁃３’
Ｒ： ５’⁃ＴＴＣＡＧＴＧＴＣＴＴＧＴＧＡＧＧ⁃３’ － ８５６ ～ － ２７６ ５８１

Ｐ５ Ｆ： ５’⁃ＣＣＣＡＣＴＣＣＣＴＴＴＧＴＣＴＡＴ⁃３’
Ｒ： ５’⁃ＣＴＣＣＣＡＧＡＧＴＴＴＣＡＣＣＣＡＴ⁃３’ － ６１３ ～ ５７ ６７０

表 ２　 生物信息学分析软件
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ

预测内容
Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ

软件
Ｓｏｆｔｗａｒｅ

网址
Ｗｅｂｓｉｔｅｓ

启动子
Ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

ＷＷＷ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ＳＣＡＮ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ⁃ｂｉｍａｓ． ｃｉｔ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｍｏｌｂｉｏ ／ ｐｒｏｓｃａｎ ／
Ｎｅｕｒａｌ Ｎｅｔｗｏｒｋ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｆｒｕｉｔｆｌｙ． ｏｒｇ ／ ｓｅｑ＿ｔｏｏｌｓ ／ ｐｒｏｍｏｔｅｒ． ｈｔｍｌ

Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ２􀆰 ０ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ／
Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｌｉｎｕｘ１． ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ． ｃｏｍ ／ ｂｅｒｒｙ． ｐｈｔｍｌ

转录因子结合位点
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

Ｔｆｓｉｔｅｓｃａｎ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｉｆｔｉ． ｏｒｇ ／
ＴＦＳＥＡＲＣＨ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｒｃ． ｊｐ ／ ｒｅｓｅａｒｃｈ ／ ｄｂ ／ ＴＦＳＥＡＲＣＨ． ｈｔｍｌ
ＧｅｎｅＢｕｉｌｄｅｒ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｅｕｓ２． ｉｔｂ． ｃｎｒ． ｉｔ ／ ～ｗｅｂｇｅｎｅ ／ ｇｅｎｅｂｕｉｌｄｅｒ． ｈｔｍｌ
ＡｌｉＢａｂａ ２􀆰 １ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ． ｃｏｍ ／ ｐｕｂ ／ ｐｒｏｇｒａｍｓ． ｈｔｍｌ

ＲＮＡ 二级结构
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＲＮＡ Ｇｅｎｅｂｅｅ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｂｅｅ． ｍｓｕ． ｓｕ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ｒｎａ２＿ｒｅｄｕｃｅｄ． ｈｔｍｌ

ＣｐＧ 岛
ＣｐＧ ｉｓｌａｎｄｓ

Ｂｉｏ⁃ｓｏｆｔ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏ⁃ｓｏｆｔ． ｎｅｔ ／ ｓｍｓ ／ ｃｐｇ＿ｉｓｌａｎｄ． ｈｔｍｌ
ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｒｏｇｅｎｅ． ｏｒｇ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ ／ ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ． ｃｇｉ
Ｗｅｂｇｅｎｅ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｅｕｓ２． ｉｔｂ． ｃｎｒ． ｉｔ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｗｗｗｃｐｇ． ｐｌ

Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｌｉｎｕｘ１． ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ． ｃｏｍ ／ ｂｅｒｒｙ． ｐｈｔｍｌ？ ｔｏｐｉｃ ＝
ｃｐｇｆｉｎｄｅｒ＆ｇｒｏｕｐ ＝ ｐｒｏｇｒａｍｓ＆ｓｕｂｇｒｏｕｐ ＝ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

ＣｐＧ Ｉｓｌａｎｄ Ｓｅａｒｃｈｅｒ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｓｃｎｏｒｒｉｓ． ｃｏｍ ／ ｃｐｇｉｓｌａｎｄｓ２ ／ ｃｐｇ． ａｓｐｘ

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＣＲ 产物测序

ＰＣＲ 产物分为 ５ 段条带，大小为 ５３６ ～ ６７０ ｂｐ
之间，产物电泳结果见图 １。 测序分析结果发现 ９
个 ＳＮＰｓ，其在 ＤＮＡ 序列上的位置参见图 ２，各 ＳＮＰｓ
基因型频率及突变类型见表 ３。
２􀆰 ２　 五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因启动子预测

根据 ４ 种不同软件对启动子进行预测，上述

ＳＮＰｓ 都没有处在软件识别的启动子区域中，结果参

见表 ４。
２􀆰 ３　 五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因转录因子结合位

点预测

利用 ４ 种不同软件对五指山小型猪的 ＰＰＡＲγ２

基因转录因子结合位点进行预测，可以发现该基因

包含 ＴＡＴＡ ｂｏｘ、Ｐｕ ｂｏｘ、ＮＦ⁃κＢ、ＧＡＴＡ⁃１ 等多种对

ＰＰＡＲγ２ 基因转录起重要作用的结合位点。 突变后

的序列提交分析后可见转录因子结合位点的数量

发生了改变（表 ５），并且改变都发生在突变的 ＳＮＰ
位点附近。
２􀆰 ４　 五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因 ＲＮＡ 二级结构

预测

将突变前后的 ＰＰＡＲγ２ 基因 ＤＮＡ 提交软件

预测 ＲＮＡ 二级结构的变化，结果表明，突变引起

ＲＮＡ 二级结构最小自由能发生变化，由 － １􀆰 ５８０
× １０ ６ Ｊ ／ ｍｏｌ 变为 － １􀆰 ５６６ × １０ ６ Ｊ ／ ｍｏｌ。 ＲＮＡ 二

级结构也发生明显改变，多处茎环结构发生较大

变化（图 ３） 。

３２中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



注：从左向右各孔道分别为：ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ，１００ ～ ２０００ ｂｐ；引物 Ｐ１ 的 ＰＣＲ 产物，５６８ ｂｐ；引物 Ｐ２ 的 ＰＣＲ 产物，５３６ ｂｐ；引物 Ｐ３ 的

ＰＣＲ 产物，５９１ ｂｐ；引物 Ｐ４ 的 ＰＣＲ 产物，５８１ ｂｐ；引物 Ｐ５ 的 ＰＣＲ 产物，６７０ ｂｐ。

图 １　 ＰＣＲ 产物凝胶电泳结果

Ｎｏｔｅ． Ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ， ｔｈｅ ｌａｎｅｓ ａｒｅ： ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ， １００ － ２０００ ｂｐ； ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ Ｐ１， ５６８ ｂｐ； ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ
Ｐ２， ５３６ ｂｐ； ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ Ｐ３， ５９１ ｂｐ； ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ Ｐ４， ５８１ ｂｐ； ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ Ｐ５， ６７０ ｂｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

图 ２　 五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因 ＳＮＰｓ 在 ＤＮＡ 序列上的位置

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＰＰＡＲγ２ ＳＮＰｓ ｏｆ Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

表 ３　 五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因 ＳＮＰｓ 基因型频率
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ＰＰＡＲγ２ ＳＮＰｓ ｏｆ Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ

ＳＮＰｓ 动物数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ

基因型 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ
ＴＴ ／ ＡＡ ＴＣ ／ ＡＧ ／ ＡＣ ＣＣ ／ ＧＧ

突变类型
Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ

－ １５９５Ｔ ／ Ｃ ５６ ０ １８（０􀆰 ３２） ３８（０􀆰 ６８） 转换 Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
－ １５３４Ｇ ／ Ａ ５７ ０ １５（０􀆰 ２６） ４２（０􀆰 ７４） 转换 Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
－ １２６２Ｃ ／ Ａ ５７ １９（０􀆰 ３３） ２２（０􀆰 ３９） １６（０􀆰 ２８） 颠换 Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ
－ １２２０Ｃ ／ Ａ ５７ ３７（０􀆰 ６５） １８（０􀆰 ３２） ２（０􀆰 ０４） 颠换 Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ
－ １０１７Ａ ／ Ｇ ５７ ４１（０􀆰 ７２） １６（０􀆰 ２８） ０ 转换 Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
－ ９６３Ａ ／ Ｇ ５７ １８（０􀆰 ３２） ２２（０􀆰 ３９） １７（０􀆰 ３０） 转换 Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
－ ９５５Ｇ ／ Ａ ５７ ３５（０􀆰 ６１） ２２（０􀆰 ３９） ０ 转换 Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
－ ８６６Ａ ／ Ｇ ５７ １６（０􀆰 ２８） ２２（０􀆰 ３９） １９（０􀆰 ３３） 插入 Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ
－ ３３３Ｇ ／ Ａ ５７ ３７（０􀆰 ６５） ２０（０􀆰 ３５） ０ 转换 Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

表 ４　 五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因启动子预测结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＰＡＲγ２ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ

软件
Ｓｏｆｔｗａｒｅ

起始位点
Ｓｔａｒｔ ｓｉｔｅ

结束位点
Ｅｎｄ ｓｉｔｅ

评分
Ｓｃｏｒｅ

ＷＷＷ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ＳＣＡＮ — — —
Ｎｅｕｒａｌ Ｎｅｔｗｏｒｋ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ － １４７３ － １４２３ ０􀆰 ８２

Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ２􀆰 ０ － １８４ — ０􀆰 ６８５
Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ — — —
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表 ５　 不同软件预测五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因转录因子结合位点数量
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｆａｃｔｏｒ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＰＰＡＲγ２ ｇｅｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｉｎ Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ

软件
Ｓｏｆｔｗａｒｅ

转录因子结合位点数量
Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｆａｃｔｏｒ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

高评分结合位点数量
Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｓｃｏｒｅｓ

原序列
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

突变序列
Ｍｕｔａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

原序列
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

突变序列
Ｍｕｔａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｔｆｓｉｔｅｓｃａｎ ５３４ ５６０ ２７ ２８
ＴＦＳＥＡＲＣＨ ４９７ ４９３ ３０ ３２
ＧｅｎｅＢｕｉｌｄｅｒ ７２３ ７２５ ４ ４
ＡｌｉＢａｂａ ２􀆰 １ １６８ １７２ — —

注：Ｔｆｓｉｔｅｓｃａｎ 软件：高分为 １０ 分；ＴＦＳＥＡＲＣＨ 软件：高分为 １００ 分，最低分为 ８５ 分；ＧｅｎｅＢｕｉｌｄｅｒ 软件：核心相似度 １􀆰 ０，矩阵相似度 ０􀆰 ８５；ＡｌｉＢａｂａ
２􀆰 １ 软件参数：配对已知位点数 ＝ ５０，矩阵宽度 ＝ １０ ｂｐ，位点最小数量 ＝ ４，最小矩阵保守度 ＝ ７５％ ，与矩阵序列相似度 ＝ １％ ，因子水平 ＝ ４（例
如：ＲＡＲ⁃ｂ’）。
Ｎｏｔｅ． Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｔｆｓｉｔｅｓｃａｎ： １０ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｓｃｏｒｅ． Ｓｏｆｔｗａｒｅ ＴＦＳＥＡＲＣＨ： １００ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｓｃｏｒｅ； ８５ ｉｓ ｔｈｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｓｃｏｒｅ． Ｓｏｆｔｗａｒｅ ＧｅｎｅＢｕｉｌｄｅｒ： Ｃｏｒｅ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｉｓ １􀆰 ０； Ｍａｔｒｉｘ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｉｓ ０􀆰 ８５． Ｓｏｆｔｗａｒｅ ＡｌｉＢａｂａ ２􀆰 １ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ： Ｐａｉｒｓｉｍ ｔｏ ｋｎｏｗｎ ｓｉｔｅ ＝ ５０； Ｍａｔｒｉｘ ｗｉｄｔｈ ＝ １０ ｂｐ； Ｍｉｎｉｍｕｍ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｓｉｔｅｓ ＝ ４； Ｍｉｎｉｍｕｍ ｍａｔｒｉｘ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ＝ ７５％ ； Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｏ ｍａｔｒｉｘ ＝ １％ ； Ｆａｃｔｏｒ ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ ＝ ４ （ｅ． ｇ． ： ＲＡＲ⁃ｂ’） ．

注：红色数字为茎环结构的自由能；黑色数字为碱基的位置（从提交的第一个碱基计算）；绿色线条表示 ＲＮＡ 碱基链。

图 ３　 ＰＰＡＲγ２ 基因 ＲＮＡ 二级结构预测

Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｅｍ ｒｉｎｇ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ． Ｂｌａｃｋ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｓｅ （ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｂａｓｅ ｓｕｂｍｉｔｔｅｄ） ． Ｇｒｅｅｎ ｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ＲＮＡ ｂａｓｅ ｃｈａｉｎｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＲＮＡ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＰＡＲγ２ ｇｅｎｅ

２􀆰 ５　 ＰＰＡＲγ２ 基因 ＣｐＧ 岛预测

用 ５ 种不同的软件预测 ＰＰＡＲγ２ 基因 ＣｐＧ 岛，
参数设为：Ｏｂｓ ／ Ｅｘｐ 值大于 ０􀆰 ６，ＧＣ 含量大于 ５０％ ，
范围大于 ２００ ｂｐ。 结果未发现 ＣｐＧ 岛的存在。

３　 讨论

现已发现多个与疾病相关的 ＰＰＡＲγ 基因多态

位点，Ｙｅｎ 等人［１０］首次报道了 ＰＰＡＲγ２ 基因的两个

常见多态位点 Ｃ１４３１Ｔ 和 Ｐｒｏ１２Ａｌａ 可能与糖尿病、
肥胖 等 疾 病 有 关。 启 动 子 区 域 的 突 变 位 点

－ １２７９Ｇ ／ Ａ突变体在 Ｐｒｏ１２Ａｌａ 突变体 Ｐｒｏ ／ Ｐｒｏ 基因

型存在的情况下，可提高对 ２ 型糖尿病的易感性；而
在 １２Ａｌａ 等位基因存在时，则表现对 ２ 型糖尿病的

保 护 作 用［１１］。 Ｃｈａｎ 等 人［１２］ 发 现 ｒｓ６８０９６３１、
ｒｓ９８１７４２８、ｒｓ１０５１０４１１、ｒｓ１２６２９２９３ 和 ｒｓ１２６３６４５４ 这

５ 个启动子区域 ＳＮＰｓ 与 ２ 型糖尿病显著相关。
ＰＰＡＲγ２ 的启动子区域突变 Ｃ⁃２８２１Ｔ 可能通过调节

ＰＰＡＲγ２ 基因的表达来影响其激活［１３］。
本研究一共筛选到 ９ 个 ＳＮＰｓ，包括 － １５９５Ｔ ／ Ｃ、

－ １５３４Ｇ ／ Ａ、 － １２６２Ｃ ／ Ａ、 － １２２０Ｃ ／ Ａ、 － １０１７Ａ ／ Ｇ、
－ ９６３Ａ ／ Ｇ、 － ９５５Ｇ ／ Ａ、 － ８６６Ａ ／ Ｇ、 － ３３３Ｇ ／ Ａ。 用 ４
个启动子预测软件预测五指山小型猪的 ＰＰＡＲγ２ 基

５２中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



因在 － １４７３ ｂｐ 和 － １８４ ｂｐ 位置可能存在两个启动

子，这 ９ 个 ＳＮＰｓ 都没有处于预测的启动子区域，可
能作用于其他调控区域而影响基因的表达。 其中

－３３３Ｇ ／ Ａ 突变位于核心启动子（ － ６５６ ～ － ２３ ｂｐ）
区域，可能对 ＰＰＡＲγ２ 基因的表达发挥重要调控

作用。
利用 ４ 种不同软件对五指山小型猪的 ＰＰＡＲγ２

基因转录因子结合位点进行预测，发现突变前后的

转录因子结合位点数量都发生了改变，这些改变都

发生在突变的 ＳＮＰｓ 位点附近。 说明这 ９ 个 ＳＮＰｓ 都
可导致 ＰＰＡＲγ２ 基因转录因子结合位点发生改变，
从而可能影响该基因的转录表达。 通过软件预测

该基因 ＲＮＡ 二级结构发现其最小自由能发生变化，
二级结构也有显著变化，可能影响 ＲＮＡ 二级结构的

稳定性，进一步说明突变位点可能对该基因的转录

表达产生影响。 通过 ５ 种软件均未能预测出五指山

小型猪的 ＰＰＡＲγ２ 基因有 ＣｐＧ 岛的存在，说明通过

改变甲基化水平调节该基因表达的可能性较小。
人的 ＰＰＡＲγ２ 基因存在一些突变位点与本研究

获得的突变位点位置接近，如 － １２７９Ｇ ／ Ａ 突变体可

能与 ２ 型糖尿病的易感性有关［１１］，这个位点与本研

究中 － １２６２Ｃ ／ Ａ 突变体位置靠近，且该突变三种基

因型频率接近（０􀆰 ３３∶ ０􀆰 ３９∶ ０􀆰 ２８）。 此外， － ９６３Ａ ／ Ｇ
（０􀆰 ３２∶ ０􀆰 ３９∶ ０􀆰 ３０）和 － ８６６Ａ ／ Ｇ（０􀆰 ２８ ∶ ０􀆰 ３９ ∶ ０􀆰 ３３）
突变的基因型频率也比较接近，均衡的基因型有利

于筛选需要的突变体。 有研究者在二花脸猪

ＰＰＡＲγ 基 因 转 录 调 控 区 域 鉴 定 出 两 个 ＳＮＰｓ，
－ １６３３Ｃ ＞ Ｔ和 － １５７２Ｇ ＞ Ａ，并进一步证实 Ｔ⁃Ａ 单体

型可能与更高的肌内脂肪含量有关［１４］，这两个位点

与本研究中 － １５９５Ｔ ／ Ｃ 突变位置接近。 另外，
－ ３３３Ｇ ／ Ａ突变位于核心启动子可能对该基因的表

达产生重要影响。 这几个 ＳＮＰｓ 都可以引起转录因

子结合位点的变化，有必要进一步研究其功能。
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ｈｕｍａｎ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ （ ｈＰＰＡＲγ）
ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ Ｃａｕｃａｓｉａｎｓ： ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ Ｐｒｏ１２Ａｌａ
ＰＰＡＲγ２ ｍｉｓｓｅｎｓｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ
Ｃｏｍｍｕｎ， １９９７， ２４１（２）： ２７０ － ２７４．

［１１］ 　 Ｖｉｍａｌｅｓｗａｒａｎ ＫＳ， Ｒａｄｈａ Ｖ， Ｊａｙａｐｒｉｙａ ＭＧ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ
ａｎ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ａｔ ｔｈｅ ＰＰＡＲＧ ｌｏｃｕｓ
ｉｎ ａ Ｓｏｕｔｈ Ｉｎｄｉａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ２０１０， ５９（４）：
４５７ － ４６２．

［１２］ 　 Ｃｈａｎ ＫＨ， Ｎｉｕ Ｔ， Ｍａ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｍｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｎｔｓ ｉｎ
ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃γ （ＰＰＡＲＧ） ａｎｄ ｔｙｐｅ ２
ｄｉａｂｅｔｅｓ ｒｉｓｋ ａｍｏｎｇ Ｗｏｍｅｎｓ Ｈｅａｌｔｈ Ｉｎｉｔｉａｔｉｖｅ ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ
ｗｏｍｅｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ Ｍｅｔａｂ， ２０１３， ９８ （３ ）： Ｅ６００
－ Ｅ６０４．

［１３］ 　 Ｍｕｌｌｅｒ ＹＬ， Ｂｏｇａｒｄｕｓ Ｃ， Ｂｅａｍｅｒ ＢＡ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｖａｒｉａｎｔ
ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ２ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｅｄｉｃｔｏｒｓ ｏｆ ｏｂｅｓｉｔｙ ａｎｄ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｉｎ Ｐｉｍａ
Ｉｎｄｉａｎｓ ［Ｊ］ ． Ｄｉａｂｅｔｅｓ， ２００３， ５２（７）： １８６４ － １８７１．

［１４］ 　 Ｗａｎｇ Ｈ， Ｘｉｏｎｇ Ｋ， Ｓｕｎ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｔｗｏ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｌｉｎｋｅｄ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｉｎ ｔｈｅ ＰＰＡＲＧ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｅｇｉｏｎ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｆａｔ
ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓ ｄｏｒｓｉ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ Ｅｒｈｕａｌｉａｎ ｐｉｇｓ ［Ｊ］ ．
Ａｎｉｍ Ｇｅｎｅｔ， ２０１３， ４４（４）： ４５８ － ４６２．

〔收稿日期〕２０１８ － ０３ － ３０

６２ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９


