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摘!要!在一项研究中发现$雌激素受体在胚胎发育后期对绵羊子宫平滑肌/0123-+-!/05"基因的活动有明显上

调作用$而/05一直被作为观察其他基因表达水平变化的基准参照基因!J0;0.0790K070"(迄今为止$绵羊/05
尚未完整克隆$为进一步了解其结构和功能$根据人)小鼠和家猪的同源保守区序列设计锚定寡核苷酸引物$通过

$LFJMNE及#LFJMNE方法克隆了绵羊子宫平滑肌组织全长/054(9<4M!K07O57P登录号#M@#!"((D"$在9<4M
序列的基础上$又通过QNJF**Q方法获得了/054(基因除内含子()!之外的其余’个内含子全部序列 !K07F

O57P登录号分别为#M@""(D&"$M@""(D&D$M@""(D&)$M@""(D(&"(<4M序列测定和分析表明$绵羊子宫平滑肌

/054(9<4M全长(’))2,$编码!)"个氨基酸$$LFRBJ及#LFRBJ分别为")2,和$!)2,(/054(基因组<4M的

克隆和序列分析表明$绵羊/05全长约DP2$由"个外显子和%个内含子组成(同源序列比较发现$该基因外显子

在不同物种间相对保守*与人类)野猪)小鼠)大鼠和鸡 /0123-+-GJ4M同源性分别为DDS))!S)D(S)")S和

D(S$但不同物种间内含子存在较大差异!"$&S"(填补了绵羊/05 基因分子克隆的空白$为进一步研究该基因

的功能及子宫平滑肌收缩的调节机理奠定了基础(
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98-70123$LF571#LFJMNE!K07O57P5990==6-77+G20.a M@#!"((D"AB?09<4M]5=(’))2,67807>/?5719-7F
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!!/0123-+-!/05"是一类编码钙调结合蛋白的调
节基因$因其产物既能与钙调蛋白N58G-1+867结合
又可与抗肌钙蛋白B.-,-767B的抗体交叉反应而得
名%(&(作为平滑肌细丝蛋白 M9/67的重要辅助蛋
白$N58,-767是平滑肌能量和信号传递系统的重要
组成部分(B5P5?5=?6从鸡胃中首先分离得到的

N5Q?(是一种碱性蛋白!等电点5%aD!(&"$特异
性分布在已分化的平滑肌细胞%!&$与分布于心肌的
中性N5Q?!!5%a"!D"有很高的序列同源性%#!$&(
另一种为无组织特异性分布的酸性蛋白N5Q?#!5%
a$!%"(所有#种N5Q都是寡肽蛋白$在其氨基
端存在包含第#!!(!"个氨基酸残基的同源保守区
!N58,-767?-G-8->31-G567"(#种N5Q=由各自的
基因所编码$分别位于不同的染色体上%#$%&(

N5Q按一定比例与肌动蛋白纤维结合在调节
肌肉收缩中发挥重要功能(有研究结果表明$在给
定的肌凝蛋白轻链磷酸化水平下N5Q降低了平滑
肌对钙离子的敏感度%"&(免疫组化实验发现N5Q
与M9/67及\3-=67在细胞内基本共存于同一位置$
但诱导肌肉收缩后分布有所改变$从而推测N5Q引
导肌动蛋白丝锚定于细胞膜%D&(N5Q可能作为信号
分子促进QcN活性并连接EJc和QcN的导向目标
到细 胞 膜 上%)&(多 项 研 究 证 明$N5Q 能 够 与

<0=G67$Q?-=,?-86,61=$Z7/0.G0165/0,.-/067$B+2+F
867$\69.-/+2+80,.-/067等相互作用%(&!(#&$并发现

N5Q具有稳定肌动蛋白骨架的作用%(’&(c570P-
!!&&!"等人亦报道/054(与肿瘤发生)细胞移动
和抑制细胞分化相关%($&(

/054(的9<4M全长基因已经在人)小鼠)大
鼠)鸡和猪中成功得到克隆$但在绵羊或其他偶蹄类
中尚未见报道(N5Q分子在氨基端!+#的序列中表
现出高度相似性$但是羧基端差异明显%(%&(
我们在利用绵羊作为生殖分娩机理模型的研究

中发现$绵羊的雌激素及雌激素受体在胚胎发育后
期对编码绵羊子宫平滑肌/054(GJ4M的表达水
平有明显上调$而该基因在此前一直作为观察其他
基因表达水平变化的基准基因!J0;0.0790K070"(
因此在此研究体系中/05不再适合作为参考基因(

为进一步阐明/054(受雌激素调节的机理$本研
究通过同源序列比较$计算机拼接)JMNE和QNJF
**Q等方法从绵羊子宫平滑肌中分离得到了绵羊

/054(基因的完整9<4M序列和大部分基因组序
列$并对其基因组结构和氨基酸序列进行了分析(

(!材料和方法

4;4!组织材料
绵羊子宫平滑肌材料取自我国华北地区绵羊品

种小尾寒羊(

4;<!总=>5和基因组?>5的提取
新鲜子宫平滑肌组织于液氮中速冻并粉碎后用

于提取总J4M$提取J4M使用BJZH-8#试剂!Z7̂6/.-F

>07"并按生产商所推荐的程序进行(为保证J4M
质量$在 J4M 沉淀步骤之前增加了一次酸性酚
!Q?07-8dN?8-.-;-.Ga(d(*,X’A#$"抽提以除去
微量的<4M污染(总J4M质量在经由含$S甲醛
的(S琼脂糖变性胶电泳检查合格后用于其后的实
验操作(
绵羊核<4M的分离纯化按照,分子克隆实验指

南-第!版介绍的相关技术路线进行(

4;@!%?>5基因克隆
绵羊子宫平滑肌9<4M第一链文库通过反转录

!JB"绵羊总J4M获得(反应体系包括!A&$>J4M
模板$’&,G-8+Y寡核苷酸引物!$LFMBKKMBKNNBMF
NMKNKNBNFBBBBBBBBBBBBBBBBBF#L"$ (e&R
*+,0.=9.6,/% J4M反转录酶!KZONWOJY"$!&&

$G-8+Y14BQ(JB反应的其他条件遵照反转录酶生
产商的推荐(
通过比较人)鼠)猪/054(的同源保守区段$使

用Q.6G0.!A&软件设计用于QNJ放大绵羊/054(
序列的寡核苷酸锚定嵌套引物($LFJMNE和#LFJMNE
分别使用自行设计的嵌套引物与*\MJBJMNE克隆
试剂盒!N8-7/09?"提供的通用引物$以及与,-83B引物

$L端同源的通用引物(所有JMNE反应遵照生产商推
荐的反应条件$所用全部寡核苷酸引物序列参见表(
!未标明位置引物均为试剂盒所提供通用引物"(

QNJ扩增产物经(S琼脂糖凝胶电泳检测回收后连

!"# 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!&&$!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



接到载体,KE\FB05=3!Q.-G0>5"(

表4!克隆绵羊子宫平滑肌)’#3"*+*14所用关键寡核苷酸引物

A’6#$4!B#+,"*&%#$"0+:$3(+/$(2&2$:-"(%#"*+*,"-21$$3&0$(+*$2/""01/&2%#$)’#3"*+*14

用途

Q+.,-=0

方向

<6.09/6-7

序列

*0b+0790

位置

Q-=6/6-7!2,"

( 特异区 正!:" $LF/>>95995>9/>>5>5595/F#L #’(

*,09658.0>6-7 反!J" $LF99//>//>9/>9995/9/F#L D$&

! $LFJMNE 通用!R" $LF55>95>/>>/5/9559>95>5>/59>9>>>F#L

长!Y" $LF9/55/59>59/959/5/5>>>955>95>/>>/5/9559>95>5>/F#L

短!*" $LF9/55/59>59/959/5/5>>>9F#L

反!J" $LF/>/>>//>>/>//9/9>5595>>/9F#L ’)(

# #LFJMNE 长!Y" $LF9/55/59>59/959/5/5>>>955>95>/>>/5/9559>95>5>/F#L

短!*" $LF9/55/59>59/959/5/5>>>9F#L

’ 9<4M 正!:" $LF9959959955995>95/>/99/99F#L D)

反!J" $LF595>9!/9"5///5//>/>9/995>/>55!5>"/5F#L (’)&

$ 内含子( 正!:" $LF9/99>9/959//95599>5>>F#L* (&D

Z7/.-7( 反!J" $LF99>/995/>55>//>//>99>5/F#L )’

% 内含子# 正!:" $LF9959959955995>95/>/99/99F#L* D)

Z7/.-7# 反!J" $LF//99>//99/>9//9/99>9>/5//F#L $$’

" 内含子’$$$% 正!:" $LF//95/955>>995/959955>/59>F#L* #"’

Z7/.-7’$$$% 反!J" $LF595>9!/9"5///5//>/>9/995>/>55!5>"/5F#L (’)&

!!4-/0#:F:-.]5.1*JFJ0̂0.=0*RFR76̂0.=58*YFY-7>**F*?-./A

4;C!)’D14内含子序列确定
在绵羊/054(9<4M全长序列的基础上$依据

其与人)小鼠/054(同源序列比较$初步确定内含
子与外显子序列的分界点$然后设计位于外显子或
内含子的同源保守寡核苷酸引物与位于外显子的引

物配对$使用QNJF**Q及Q.6G0.]58P67>方法逐段
放大内含子序列直到获得内含子全长(所使用的引
物序列及位置见表((对一些较小的内含子$也采
用了直接在相邻外显子端部设计引物对然后QNJ
直接放大的方式(
本研究对/054(9<4M及内含子的全部测序

工作由上海申能博彩公司和上海博亚公司进行(测
序结果使用*0bE1软件整理后拼接成全长9<4M序
列及包含内含子的基因组<4M序列(

!!结果与讨论

<;4!绵羊)’#3"*+*14的克隆与序列分析
通过$LFJMNE和#LFJMNE及QNJF**Q方法成

功克隆得到了绵羊子宫平滑肌/0123-+-4(包含全
部氨基酸编码区域$以及$L末端和#L末端RBJ区域
的全长9<4M序列(这些克隆工作通过一系列的

QNJF**Q得到不同长度的9<4M片段$又全部经过
半巢式!*0G6F70=/01"QNJ进行验证$得到的阳性

BM克隆最后进行<4M序列测定(绵羊子宫平滑肌

/0123-+-4(GJ4M全长(’))2,$其中阅读框D)(
碱基$编码!)"个预期氨基酸$$LFRBJ及#LFRBJ分
别为")2,和$!)2,(该全长9<4M已经存入国际
基因数据库中并获得 K07O57P注册号!M990==6-7
7+G20.#M@#!"((D"(绝大部分内含子亦录入数据
库中$内含子#)’)$)%的 K07O57P登录号分别为

M@""(D&"$M@""(D&D$M@""(D&)$M@""(D(&(

<;<!绵羊)’#3"*+*14与其他物种)’D14的序
列比较

比较已知几个物种的/054(9<4M序列$发现
绵羊/054(的阅读框及预期氨基酸总数!!)"MM"
与人)大鼠)小鼠和野猪的同源序列一致$但比鸡的

$"#!#期!!!!!!!!!!!!岳作军等#绵羊钙调蛋白调节基因/0123-+-4(的分子克隆



同源GJ4M在#L末端多出$个预期氨基酸!图("(
表明绵羊/054(的GJ4M序列在进化上与人)猪)
鼠)及鸡的同源序列相当保守$特别是在/054(的

两个结构保守区域(然而$我们发现%个物种的

/0123-+-4(基因GJ4M在#LFRBJ区域的<4M序
列差异较大!图!"(

图4!绵羊子宫平滑肌)’#3"*+*14/=>5的预期氨基酸序列与人及其他E个物种同源序列的多重比较
左侧列为物种的通俗名称$右侧为预期氨基酸由起始位置起的序号编码*星号!#"表示该预期氨基酸在所比较的物种间完全保守$两点!#"

及一点!A"表示该预期氨基酸在不同物种间发生了同类和性质相似的替换(下划线部分为NX结构域*方框部分为NYJ结构域(

F+,;4!!&#0+3#$%"/3’(+2+"*"-$G3$%0$:’/+*"’%+:22$H&$*%$2"-)’#3"*+*14,$*$’/"*,I&/’*#!"&2$#

=’0#D+,#)1+%J$*’*:.1$$3
!#".0,.0=07/=9-7=0.̂015G67-5961=*!#"571!A".0,.0=07/==6G685.=+2=/6/+/6-7A*0b+0790+710.867016=/?0NX1-G567A

*0b+0790G5.P01]6/?2-_0=6=NYJ1-G567A

%&# 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!&&$!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



图<!不同物种)’#3"*+*14/=>5@KLMA=部分区段?>5序列变异情况
左侧列为比较物种的通俗名称$数字显示的是<4M区段在各自GJ4M序列中的碱基位置(

F+,;<!.$H&$*%$N’(+’0+"*"-)’#3"*+*14+*01$@KLMA=($,+"*’/"*,O23$%+$2
B?080;/=?-]=/?075G0=-;=,0960=*7+G20.=.0,.0=07//?0,-=/6-7-;/?05G67-5961A

!!其中绵羊与人类及野猪比较接近$但又各不相
同(与另外#个物种相比$小鼠及大鼠均比绵羊缺
失("个碱基$而鸡则缺失更多(经统计分析$绵羊
的/054(GJ4M序列与野猪同源性最高!)!S"其
他依次为人类!DDS")大鼠!D(S")鸡!D(S"和小鼠
!")S"(而相应氨基酸序列与人类)野猪)小鼠和大
鼠的同源性都在)DS以上$惟与鸡的同源性最低$
为D#S!表!"(

表<!绵羊子宫平滑肌)’#3"*+*14序列与P$*Q’*J
中已知物种的同源基因的比较结果

A’6#$<R$N$#"-/=>5’*:552$H&$*%$1"/"#",8"-

)’#3"*+*14’/"*,O:+--$($*023$%+$2
绵 羊

*?00,

猪

Q6>

人

X+G57

小 鼠

\-+=0

大鼠

J5/

鸡

N?69P07
绵羊*?00, )) )D )D )D D#
猪Q6> )! )D )D )" D#
人X+G57 DD D) )" )" D#
小鼠\-+=0 D( D& D’ )D D!
大鼠J5/ ") D& D# )# D!
鸡N?69P07 D( D& D& "’ ""

!!注#右上角为预期氨基酸序列同源比较*左下角为GJ4M序列同

源比较(

4-/0#;6>+.0=67/?0+,,0.F.6>?/165>-758.0,.0=07/MM=0b+0790

?-G-8->3*8-]0.F80;/165>-758=?-]=/?0GJ4M?-G-8->3A

!!使用N8+=/.58‘软件对%个/054(同源基因
进行聚类分析$所得结果清晰表明绵羊与野猪最近$
其次与人类)大鼠和小鼠聚类$而鸡则单独成为一个
分支!图#"(与鸡同源性低的主要原因是鸡的MM
序列在#L末端区缺失$个氨基酸所致(

图@!绵羊子宫平滑肌)’#3"*+*14/=>5与已知

不同物种同源基因聚类情况!N8+=/.58‘软件"

F+,;@!A1$:$*:(",(’/"-)’#3"*+*14

-("/2$N$(’#23$%+$268)#&20(’#S

<;@!基因组结构分析
经过<4M测序确定的绵羊/0123-+-4(核<4M

序列长度约为DA&P2$由"个外显子和%个内含子
组成!图’"(

图C!绵羊)’#3"*+*14基因结构
罗码数字表示外显子$阿拉伯数字表示内含子大小!P2"(

F+,;C!A1$,$*"/+%20(&%0&($"-21$$3)’#3"*+*14,$*$
J-G07+G20..0,.0=07/=/?0,-=6/6-7-;0_-7*M.527+G20..0,.0=07/=/?0807>/?-;/?067/.-7!P2"A

’&#!#期!!!!!!!!!!!!岳作军等#绵羊钙调蛋白调节基因/0123-+-4(的分子克隆



!!这个结构与目前所发现的其他物种的结构基本
一致$变化主要表型在各个内含子的序列长度变化(
大鼠基因组序列比人及小鼠的小$约DP2$人((
P2$小鼠(&P2A主要因为大鼠第()!内含子比人
!!A#P2$$A$P2"及小鼠的要小$内含子F外显子的
边界与人及小鼠的精确一致(主要是第$内含子明
显小于人及小鼠的第$个内含子(所有内含子F外
显子边界拼接子都符合>/+5>规则$而且与人及小
鼠一致(绵羊/0123-+-4(基因在染色体上的定位
工作正在进行之中(
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<TTE国际?>5和基因组节在大连召开
%本刊讯&!为加强国际间的交流与合作$促进中国基础生命科学及生物技术产业的发展$由美国国际高科合作协会!‘XB*"
发起$大连市政府主办的首届国际<4M和基因组节大型活动于!&&$年’月!$!!)日在大连举行(
本次会议共邀请到$位诺贝尔奖得主$同时还吸引了来自!$个国家和地区的(&&多位知名专家学者以及近千名国内专

家学者参会(大会共设有主题会议)专题论坛)学术报告)科研成果展示)科技成果产业化报告)学术成果与企业运行相结合
等新颖而丰富的活动$内容涉及基因组学)遗传学)免疫学)糖生物学)细胞凋亡)<4M与干细胞)系统生物学)克隆技术等数十
个生命科学前沿领域(其中$专题论坛共举行##场$为国内外学者进行科研工作的交流合作构建了很好的平台(
活动周期间$还开展了丰富多彩的青年学术交流展)生物技术领域企业展览)<4M科普活动)项目合作谈判)项目对接等

活动$并取得了一系列成果(
大会不仅得到了大连市市政府及大连相关高新技术企业的有利支持$而且还得到了众多媒体的广泛关注(作为本次活

动的协办方$,遗传学报-,遗传-编辑部在会议前期的宣传方面给予了大力协助$并且派代表参加了此次大会$不仅了解了学
科的最新动态而且宣传刊物扩大了国际影响(

!韩玉波"

(&# 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!&&$!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!


