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猪 SOCS22基因 cD NA全长序列的克隆与组织表达
3

杜宝文 ,杨公社 ,孙　超
(西北农林科技大学 动物脂肪沉积与肌肉发育实验室 ,陕西 杨凌 712100)

[摘　要 ] 　根据 Genbank已登录的细胞因子信号转导抑制因子 ( S OCS22)基因序列同源区设计 1对引物 ,从 8月

龄健康雄性八眉猪肾脏组织中提取总 RNA ,利用 RT2PCR技术扩增猪 S OCS22基因 ;用 CL USTAL W软件进行同源

性分析 ,利用半定量 (Semi2quantitative ,SQ) RT2PCR技术检测八眉猪各组织中 S OCS22 mRNA的表达量。结果表明 ,

猪 S OCS22基因 cDNA全长克隆成功 ( Genbank登录号为 EF121242) ;家猪 S OCS22基因与澳洲野猪、人、小鼠、大鼠

SOCS22核苷酸同源性分别为 99 % ,94 % ,91 % ,89 % , SOCS22 蛋白氨基酸序列同源性分别达到 100 % ,95 % ,94 % ,

93 % ; S OCS22基因在心脏、肺、皮下脂肪组织、腹部脂肪组织、肝脏、脾、肾脏和肌肉组织中广泛表达 ,其中肾脏组织中

最高 ,心脏次之 ,肌肉组织中表达量最低。表明猪 S OCS22序列保守性较高 ,在体内可能具有多种功能。
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Full cDNA cloning and tissue distribution of SOCS22 gene in pig

DU Bao2wen , YAN G Gong2she ,SUN Chao
( L aboratory of A nimal Fat Deposi tion and M uscle Development , N orthwest A & F Universi t y , Yangling , S haanxi 712100 , China)

Abstract :SOCS22 was very important to growt h and develop ment of organism and growt h hormone

signaling. A pair of p rimers were designed according to t he homology region of S OCS22 among ot her spe2
cies. Total RNA was isolated f rom kidney of Bamei pig ,a local st rain of Chinese pig ,and t he complete cD2
NA sequence of S OCS22 gene was cloned by R T2PCR technology firstly ( Genbank accepted number is

EF121242) . Thereafter , t he dist ribution of S OCS22 mRNA in Bamei pig was analyzed by SQ2R T PCR.

Compared wit h ot hers ,t he homology of S OCS22 to Sus scrofa ,human ,mouse and rat was 99 % ,94 % ,91 %

and 89 % ,respectively ,but t he homology of p rotein reached 100 % ,95 % ,94 % and 93 % ,respectively. And

t he data showed that t he S OCS22 could be detected in many tissues extensively ,such as heart ,lung ,subcu2
taneous adipose ,abdominal adipose ,liver , spleen , kidney and muscle. It s expression was higher in kidney

and heart but lower in muscle tissue.
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　　细胞因子信号转导抑制因子22 ( Suppressor of

Cytokine Signaling22 ,SOCS22)是新近发现的 SOCS

家族成员之一 ,该家族最早是由 Yoshimura 等[1 ]发

现的一类细胞因子诱导产生的蛋白质 ,因含有 SH2

结构域而被命名为 CIS ( Cytokine inducible SH22

containing protein) ;随后 ,其他科学家相继发现了

该家族其他成员 : SOCS21～SOCS27 [225 ]。SOCS 蛋

白家族均具有一个 SH2 结构域和一个位于 C端的

SOCS2box ,SOCS蛋白通过 SH22 与 J A K或相应受

体结合 ,或依赖 SOCS2box与泛素连接酶结合 ,经泛
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素化使相应的蛋白降解 ,从而在 J A K2STA T通路中

发挥着重要的调控作用[6 ]。

GH在机体出生后的生长发育、脂质代谢、矿质

代谢等众多生理过程中均发挥着重要的调控作用。

生长激素受体 ( GHR)属于 Ⅰ类细胞因子受体超家

族 ,其本身没有活性 ,只有与 GH结合以后才能被活

化 ,然后与其下游信号分子结合 ,发挥生理作用 ,其

中 J A K2STA T通路是 GH 发挥调控作用众多途径

中最为重要的通路之一[7 ]。有研究报道 , SOCS22

能通过 SH2 结构域与 GHR 相互作用 ,并发现

SOCS22蛋白的 3个结构域在 GH 信号通路的调控

中发挥着重要作用[8 ]。

综上 , S OCS22 可能通过 GH 信号通路参与机

体生长发育的调控 ,然而在猪上还尚未见有关

SOCS22的报道。本实验对猪 S OCS22 基因 cDNA

全长序列进行了克隆 ,并利用 SQ R T2PCR 技术研

究了其在猪心脏、肺、肝脏等组织中的表达情况 ,以

期为研究 SOCS22在 GH调控机体生长发育中的作

用及机理提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验动物　8月龄健康雄性八眉猪 3头 ,在

陕西宝鸡苣良农场屠宰后迅速采集肾脏、心脏、肺等

组织 ,置于液氮中备用。

1. 1. 2 　试剂仪和器 　RNA 提取试剂盒 TRIp ure

Reagent ,购自百泰克生物技术有限公司 ;反转录试

剂盒 RevertAid TM First St rand cDNA Synt hesis

Kit ( Fermentas)和 Taq Plus酶 ,均购自北京鼎国生

物技术有限公司 ; dN TP、Marker Ⅱ和 Marker11 ,均

购自广东东胜生物科技有限公司 ; H. Q. &. Q DNA

回收试剂盒和 H. Q. &. Q 质粒微量提取试剂盒 ,均

购自安徽优晶生物工程有限公司 ;pMD192T载体 ,购

自 Ta KaRa 公司 ; Ecoli DH 5α由西北农林科技大学动

物科技学院动物脂肪沉积与肌肉发育实验室保存。

1. 2　引物设计与合成

根据 Genbank发表的 S OCS22 基因同源区 ,利

用 Primer Premier 5. 0 软件 ,按照引物设计的基本

要求 ,设计 S OCS22 基因 PCR扩增引物 ,并同时设

计内参β2acti n 基因扩增引物。引物均由上海生物

工程技术服务有限公司合成 ,序列见表 1。

1. 3　猪肾脏组织总 RNA 的提取及 cDNA 第一链

的合成

猪肾脏组织总 RNA的提取按照 TRIp ure Rea2

gent 总 RNA提取试剂盒操作说明进行 ,提取的总

RNA用 10 g/ L 琼脂糖凝胶电泳进行检测。
表 1　β2actin、S OCS22引物序列

Table 1　Primers sequences ofβ2actin , S OCS22

基因
Gene

引物
Primer

产物长度/ bp
Lengt h of
amplified

f ragment s

β2actin
S : 5′2ACT GCCGCA TCCTCT TCCTC23′

A : 5′2CTCCT GCT T GCT GA TCCACA TC23′
399

SOCS22
S : 5′2GA T TCGT T T T GGGGT TCTC23′

A : 5’ 2TCA GCGT TCT TA GCGT T23’
822

　　注 :S为上游引物 ;A为下游引物。

Note :S means sense primer ;A means anti2primer .

1. 4　猪 SOCS22基因与β2actin基因的 RT2PCR扩增

1. 4. 1　R T反应　取 5 mL 提取的总 RNA ,按反转

录试剂盒推荐的方法以随机六聚体为引物合成 cD2
NA 第一链。取溶解于 D EPC 水中的总 RNA 5

mL ,加 0. 2 mg/ mL Random hexamers p rimer 1 mL

和 D EPC水 6 mL ,70 ℃孵育 5 min ,置冰上冷却后

加入下列试剂 :5×Buffer 4μL ,10 mmol/ L dN TP 2

μL ,20 U/ mL RNA聚合酶 1μL ,25 ℃孵育 5 min ,

加 200 U/ mL MuLV 反转录酶 1μL。在 P TC2200

热循环仪中 ,25 ℃10 min ,42 ℃反应 60 min ,70 ℃

10 min终止反应 ,冰上冷却。

1. 4. 2 　PCR反应 　PCR反应体系为 25μL :灭菌

二蒸水 17. 7 μL、10 ×PCR buffer 2. 5 μL , 2

mmol/ L dN TP 2μL ,10μmol/ L 上、下游引物各0. 8

μL ,0. 5 U/μL T aq酶 0. 4μL ,cDNA 模板 0. 8μL。

反应条件 :95 ℃5 min ;94 ℃30 s ,56 ℃30 s ,72 ℃

1 min ,29个循环 ;72 ℃10 min ,4 ℃10 min。利用

P TC2200 热循环仪 (MJ Research ,BIO2RAD ,Inc. )

进行扩增。PCR产物用 15 g/ L 琼脂糖凝胶电泳进

行检测。猪β2acti n 基因的扩增方法与上述方法相

同。

1. 5　猪 S OCS22基因的分离和克隆

利用 H. Q. &. Q 琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂

盒 ,按产品说明书从 15 g/ L 琼脂糖凝胶上回收特异

性条带。将回收产物与 pMD219 T 载体连接 ,构建

重组质粒 pMD192T2 SOCS22 ,转化感受态 E. coli

D H 5α,涂布 LB平板 ,进行蓝白斑筛选 ,挑取阳性克

隆接种于 10 mL LB 培养基中。过夜培养后 ,用

H. Q. &. Q质粒微量提取试剂盒抽提质粒 DNA (碱

裂解法) ,对重组质粒进行 PCR扩增鉴定 ,并将鉴定

为阳性的质粒送西北农林科技大学生物技术大平台

测序。
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1. 6　猪 S OCS22基因 mRNA在不同组织的表达丰

度

八眉猪心脏、肺、皮下脂肪组织、腹部脂肪组织、

肝脏、脾、肾脏和肌肉组织总 RNA 的提取以及 cD2
NA的合成参照 1. 3和 1. 4。

取 2. 5μL PCR 扩增产物与微量溴酚蓝混合 ,

进行 10 g/ L 琼脂糖凝胶 (含 0. 05 mg/ L 溴化乙啶)

电泳。电泳条带用 Wealtec 凝胶成像系统拍照 ,并

用 Dop hin21D凝胶分析软件分析。S OCS22 基因相

对表达丰度用猪 S OCS22 基因和β2acti n 基因电泳

条带的灰度值之比表示。

1. 7　数据分析

采用 SPSS 11. 5统计分析软件进行分析 , 组间

差异显著性用 ON E2WA Y ANOVA (方差分析) 进

行统计分析 ,实验数据以平均值±标准误 ( �X + S E)

表示。

2　结果与分析

2. 1　猪肾脏组织总 RNA的提取及检测

对提取的猪肾脏 RNA 进行 10 g/ L 琼脂糖凝

胶电泳检测。结果显示 ,5 ,18和 28 S 3条带清楚可

见 ,条带整齐 (图 1) ,表明 RNA没有降解。

2. 2　猪 S OCS22基因的 R T2PCR扩增结果

利用 R T2PCR技术扩增猪 S OCS22 基因 , PCR

产物用 10 g/ L 琼脂糖凝胶电泳进行检测 ,结果在约

800 bp 处得到一特异性条带 (图 2) 。

图 1　猪肾组织提取的 RNA电泳结果

Fig. 1　Elect rophoresis p rofiles of total RNA

from kidney tissue of Bamei pig

图 2　猪 S OCS22基因 PCR产物的电泳结果

M. Marker ;1. S OCS22基因

Fig. 2　Elect rophoresis result of S OCS22 PCR product s

M. Marker ;1. S OCS22 gene

2. 3　重组质粒 pMD192T2SOCS22的鉴定

结果显示 ,阳性克隆抽提的质粒均可以扩增出

目的条带 ,且特异性良好 (图 3) 。

2. 4　猪 S OCS22基因序列的结构分析

克隆测序结果证实 ,所得基因即为猪 S OCS22

基因 ( Genbank 登录号为 : EF121242) 。由于 SOCS

家族成员结构保守 ,均含有 SH2 结构域和 SOCS2
box盒 ,因此本试验对测序结果进行分析 ,确定克隆

测序的完整性和准确性。

用 Genbank中的 CDD软件对测序所得序列进

行分析 ,结果见图 4。从图 4 可以看出 ,试验中所克

隆的基因序列有 SOCS家族成员基本的结构域 SH2

和 SOCS2box。

图 3　pMD192T2SOCS22重组质粒的 PCR鉴定结果

1～3. SOCS22 ;M. Marker Ⅱ

Fig. 3　PCR identification of recombinant plasmid

1～3. SOCS22 ;M. Marker Ⅱ

图 4　S OCS22的结构域分析

Fig. 4　Structure domain analysis of SOCS22

2. 5　猪 S OCS22基因同源性比对分析

克隆的猪 S OCS22 cDNA 序列长度为 822 bp ,

从第 99位到 696位为 CDS区。将克隆测序的序列

向 Genbank提交 ,登陆号为 EF121242。将编码区

与 Genbank已发表的 S OCS22 基因序列进行比对 ,

结果发现 ,本试验克隆的家猪 S OCS22基因与野猪、

人、小鼠和大鼠 S OCS22基因的同源性分别为 99 % ,

94 % ,91 %和 89 % ,SOCS22蛋白氨基酸同源性分别

14第 10期 杜宝文等 :猪 S OCS22基因 cDNA 全长序列的克隆与组织表达



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

为 100 % ,95 % ,94 %和 93 %。表明 S OCS22基因和

S OCS22蛋白在不同物种间同源性均较高。

2. 6　猪各组织总 RNA的提取

猪各组织提取的总 RNA 的电泳结果见图 5。

由图 5可知 ,各组织总 RNA 条带均完整 ,没有被降

解 ,可以满足后续实验的要求。

2. 7　猪各组织 S OCS22基因 mRNA的表达丰度

对 S OCS22和β2acti n进行异管扩增 (扩增体系

及条件见 1. 4) ,各组织扩增结果见图 6 , S OCS22 基

因的相对表达丰度见图 7。由图 6 和图 7 可见 ,

S OCS22基因在猪肌肉组织、肾脏、脾、肝脏、腹部脂

肪、皮下脂肪、肺和心脏组织中广泛表达 ,其在肾脏

组织中表达量最高 ,心脏次之 ,肌肉组织最低。

图 5　猪各组织提取的 RNA的电泳结果

1.肌肉 ;2.肾脏 ;3.脾 ;4.肝脏 ;5.腹部脂肪 ;

6.皮下脂肪 ;7.肺 ;8.心脏

Fig. 5　Elect rophoresis p rofiles of total RNA

from different tissues of BaMei pig

1. Muscle ;2 , Kidney ;3. Spleen ;4. Liver ;5. Abdominal adipose ;

6. Subcutaneous adipose ;7. Lung ;8. Heart ;M. Marker Ⅱ.

图 6　猪各组织中 S OCS22及β2actin基因的 PCR扩增电泳结果

1.肌肉 ;2.肾脏 ;3.脾 ;4.肝脏 ;5.腹部脂肪 ;6.皮下脂肪 ;7.肺 ;8.心脏 ;M. Marker Ⅱ

Fig. 6　Amplification result of S OCS22 and b2actin f rom different tissues in Bamei pigs

1. Muscle ;2. Kidney ;3. Spleen ;4. Liver ;5. Abdominal adipose ;6. Subcutaneous adipose ;7. L ung ;8. Heart ;M. Marker Ⅱ

图 7　猪各组织 S OCS22基因 mRNA的相对表达丰度

1.心 ;2.肺 ;3.皮下脂肪 ;4.腹部脂肪 ;5.肝 ;6.脾 ;7.肾 ;8.肌肉

Fig. 7　Significance test s of S OCS22 mRNA

expression in different tissues f rom Bamei pigs

1. Heart ;2. Lung ;3. Subcutaneous adipose ;

4. Abdominal adipose ;5. Liver ;6. Spleen ;7. Kidney ;8. Muscle

3　讨　论

多种细胞因子通过 J A K/ STA T通路发挥其生

物学作用 ,如调节机体生长、发育及维持自身内环境

的稳定等。SOCS22 作为 J A K/ STA T 通路中一种

重要的负调控因子 ,从其被发现以来 ,一直被学者所

关注 ,许多科学家采用多种方法研究其功能。Met2
calf 等[ 9 ]研究发现 ,雄性 S OCS222/ 2小鼠断奶后质量

明显增加 ,多种组织质量成比例显著增加 ,且质量比

同窝野生型鼠大 40 % ,多项表型与 GH 和 IGF (胰

岛素样生长因子)转基因小鼠表型相似。Greenhal2
gh等[10 ]研究发现 ,缺乏外源 SOCS22 蛋白的 T293

细胞在 CH 剌激下 ,其 STA T5 依赖型荧光素报告

基因转录活性增加了 16倍 ,而在转染低水平 S OCS2
2基因后 ,STA T5依赖型荧光素报告基因转录活性

为缺乏外源 SOCS22蛋白时 GH 刺激下的 40 % ,但

转染高浓度 S OCS22 基因则使 STA T5 依赖型荧光

素报告基因转录活性显著增加 ; Greenhalgh等[8 ]进

一步利用转基因技术研究发现 ,SOCS22转基因小鼠

并未表现出预期的生后生长停滞 ,相反 ,雄性 SOCS2
2转基因小鼠质量比正常小鼠增加 13 %～15 %。这

些试验结果表明 ,体内 SOCS22 对 GH 信号通路可

能具有双向调节作用[ 8 ,10 ]。
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本研究发现 , S OCS22 基因在猪肌肉、肺脏、脾、

肝脏、腹部脂肪、皮下脂肪、肺和心脏组织中均有表

达 ,这与 SOCS22 在体内能够发挥多种作用有关。

多项研究表明 , S OCS22 在肌肉、睾丸、神经、骨骼等

多种组织发育中发挥着重要的调控作用 ,并参与脂

质代谢 ,还与生长激素、胰岛素和催产素、雌激素信

号通路有密切的关系[11214 ]。本试验利用 SQ R T2
PCR技术检测了猪各个组织中 S OCS22 mRNA 的

相对表达丰度 ,结果发现 ,其在心脏、肝脏、脂肪组织

中表达量较高 ,而在肌肉组织中表达量较低 ,这与

Tollet 等[ 12 ]的研究结果一致。最近有研究报道 ,

S OCS22能促进 C2C12 细胞系成肌细胞的增殖 ,抑

制肌管的形成[11 ] ,而本研究发现 , S OCS22基因在肌

肉组织中表达量较低 ,这可能是因为 S OCS22 在低

水平表达时抑制了肌管形成关键因子表达的结果。

日本科学家的一项研究显示 , S OCS22 与糖尿病人

的肥胖现象有密切的关系[15 ]。本试验发现 , S OCS2
2基因在猪腹部脂肪组织和皮下脂肪组织中表达量

均较高 ,可以推测 , S OCS22 基因的表达水平与中国

地方猪品种生长较慢 ,体脂沉积过快有一定的关系。

总之 ,S OCS22在猪肌肉组织发育以及体脂沉积中

可能发挥着重要的调控作用 ,但其具体机理还不清

楚 ,有待进一步研究。
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