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#

摘
!

要!本试验旨在克隆水牛阴阳因子
%

"

TT%

#基因!并筛选获得可有效抑制水牛
TT%

基因表达的
,D123

干扰片

段(以水牛成纤维细胞
HZ23

为模板!采用
16!<91

方法!扩增水牛
TT%

基因
9Z;

序列!将其连接插入到

T

SZ%(!6

载体中!进行序列测序并分析(采用
N,+:

和
7"+1:

双酶切!将水牛
TT%

基因编码区定向克隆至
T

8Q!

5<!2%

载体中!构建其真核表达载体
T

PP%!8Q5<!2%

(设计
0

条靶向水牛
TT%

基因的
,D123

序列并构建其慢病

毒表达载体!命名为
T

;$H#1!Q5<!PP%,D123%

%

0

(以
T

;$H#1!Q5<

和
T

;$H#1!Q5<!%(.)

分别为空白对照和阴性对

照质粒!采用脂质体转染方法!将
TT%

真核表达载体分别与
0

条
,D123

慢病毒表达载体共转染
0/*6

细胞!

)(D

后观察绿色荧光蛋白
8Q5<

表达情况&

>0D

收集共转染细胞样品!采用
I

16!<91

和
[K,MKV-!XB#M

方法分析
TT%

基

因的表达水平(结果表明!克隆得到
%0)(X

T

的水牛
TT%

基因
9Z;

序列!其与牛
TT%

基因的同源性达
//a

(构

建的水牛
TT%

基因真核表达载体
T

PP%!8Q5<!2%

能在水牛胎儿成纤维细胞"
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#中瞬时表达(酶切分析及序列

测定结果表明!所构建的
,D123

慢病毒表达载体
T

;$H#1!Q5<!PP%,D123%

%

0

为阳性克隆(质粒共转染
0/*6

细

胞
)(D

后!可观察到绿色荧光蛋白
8Q5<

的表达(

I

16!<91

结果显示!设计合成的
0

条
,D123

对水牛
TT%

基因

的表达均有抑制效果!其中
TT%,D1230

的抑制效果"

/*'.)a

#显著高于
TT%,D123%

"

@&'>>a

#"

H

$

&'&@

#!

[K,MKV-!XB#M

分析结果显示!

0

条
,D123

对
TT%

蛋白表达均有抑制效果(以上结果说明克隆得到水牛
TT%

基因

编码区序列!并获得
0

条有效抑制其表达的
,D123

片段!为进一步阐明
TT%

基因在水牛早期胚胎发育过程中的作

用奠定了基础(

关键词!水牛
TT%

基因&

,D123

&慢病毒表达载体&基因表达
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#

U=,F,K"=,MDK

<91MKA

T

B=MK

!

MDK9Z;JFBB!BK-

G

MD,K

I

FK-HK#JXFJJ=B#TT%

G

K-KU=,=A

T

B$J$K"X

E

F,$-

G

M#FHD

"#U-16!<91AKMD#",'6DK

T

FV$J$K"9Z;JV=

G

AK-MU=,$-,KVMK"$-M#

T

SZ%(!6YKHM#V

!

=-"MDK

T

#,$M$YK

T

B=,A$"U=,$"K-M$J$K"=-",K

I

FK-HK"'5F,$#-KL

T

VK,,$#-YKHM#V#JXFJJ=B#TT%

G

K-KU=,

H#-,MVFHMK"X

E

$-,KVM$-

G

MDKTT%9Z;JV=

G

AK-M$-M#

T

8Q5<!2%YKHM#V

!

-=AK"=,

T

PP%!8Q5<!

2%'6DK

T

PP%!8Q5<!2%

T

B=,A$"U=,MV=-,JKHMK"$-M#_55HKBB,X

E

7$

T

#JKHM=A$-K

+

76?VK=!

G

K-M'6U#,D123JV=

G

AK-M,M=V

G

KM$-

G

XFJJ=B#TT%

G

K-KUKVK"K,$

G

-K"=-",

E

-MDK,$CK"

!

MDK$V

BK-M$Y$V=BKL

T

VK,,$#-YKHM#V,UKVKH#-,MVFHMK"

!

-=AK"=,

T

;$H#1!Q5<!PP%,D123%

%

0VK,

T

KHM$YKB

E

'TT%
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%

期 龚
!

云等$水牛
TT%

基因克隆及其
,D123

片段的筛选

VKH#AX$-=-M

T

B=,A$"

"

T

PP%!8Q5<!2%

#

=-",D123BK-M$Y$V=BKL

T

VK,,$#-

T

B=,A$"

"

T

;$H#1!Q5<!

PP%,D123%

%

0

#

UKVKH#!MV=-,JKHMK"$-M#0/*6HKBB,X

E

F,$-

G

7$

T

#!76?VK=

G

K-M=MMDKV=M$##J

%

$

%#V%

$

.

!

T

;$H#1!Q5<=-"

T

;$H#1!Q5<!%(.)

T

B=,A$"UKVKF,K"=,XB=-W=-"-K

G

=M$YKH#-MV#B

VK,

T

KHM$YKB

E

'3M>0D=JMKVMV=-,JKHM$#-

!

MDKHKBB,UKVKD=VYK,MK"

!

=-"MDKM#M=B123U=,KLMV=H!

MK"'6DKKL

T

VK,,$#-#JTT%

G

K-K$-K=HDMV=-,JKHMK"HKBB,U=,"KMKHMK"X

EI

16!<91=-"[K,MKV-!

XB#MAKMD#",'6DKVK,FBM,,D#UK"MD=MMDK9Z;,K

I

FK-HK#JHB#-K"XFJJ=B#TT%U=,%0)(X

T

!

MDK

-FHBK#M$"KD#A#B#

GE

#JTT%

G

K-KXKMUKK-X#Y$-K=-"XFJJ=B#U=,//a'6DKH#-,MVFHMK"

T

PP%!

8Q5<!2%

T

B=,A$"H#FB"MV=-,$K-MB

E

KL

T

VK,,$-_55HKBB,'6DKVK,FBM,#J

I

16!<91,D#UK"MD=M

MDKMU#"K,$

G

-K",D123,H#FB"$-D$X$MMDKKL

T

VK,,$#-#JXFJJ=B#TT%A123

!

MDK,D1230JV=

G

!

AK-MD=",$

G

-$J$H=-MB

E

D$

G

DKV$-D$X$M$#-KJJKHMMD=-,D123%

"

/*'.)a Y@&'>>a

#"

H

$

&'&@

#

'

6DKVK,FBM,#J[K,MKV-!XB#M=-=B

E

,$,H#-J$VAK"MD=MMDKMU#,D123,D="$-D$X$M$#-KJJKHM#-

G

K-K

KL

T

VK,,$#-#JXFJJ=B#TT%'6DK=X#YKVK,FBM,$-"$H=MK"MD=MMDK9Z;,K

I

FK-HK#JXFJJ=B#TT%U=,

#XM=$-K"

!

MU#KJJKHM$YK,D123JV=

G

AK-M,M=V

G

KM$-

G

XFJJ=B#TT%

G

K-KUKVK,KBKHMK"

!

UD$HDB=$"

J#F-"=M$#-J#VJFVMDKV,MF"

E

MDKV#BK#JTT%

G

K-K$-XFJJ=B#KAXV

E

#"KYKB#

T

AK-M'

5)

?

@1>A9

$

XFJJ=B#TT%

G

K-K

&

,D123

&

BK-M$Y$V=BKL

T

VK,,$#-YKHM#V

&

G

K-KKL

T

VK,,$#-
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阴阳因子
%

"

P$-P=-

G

%

!

TT%

#是一种广泛存在

于生物体中并在进化上高度保守的转录因子!它既

可以作为基因表达过程中的激活因子!又可以作为

抑制因子参与许多基因的转录调控(研究发现!哺

乳动物生长发育和维持内环境稳定都需要依赖一定

量的
TT%

基因表达*

%

+

!其参与了包括胚胎发育'细

胞周期增殖'肿瘤生成'基因组印迹和
?

染色体失

活等重要的生命活动(

TT%

基因敲除小鼠在着床

前期发生胚胎致死现象*

0

+

!

TT%

基因的高表达会促

进细胞的增殖并调控细胞周期(

TT%

基因
A123

在卵母细胞成熟和胚胎早期发育过程中都有表

达*

*

+

(有关人'黄牛'小鼠和猪的
TT%

基因
9Z;

序

列已成功克隆!对水牛
TT%

基因仅知其部分
@̀

上游

序列(为此!本研究首先对水牛
TT%

基因编码区序

列进行了克隆!同时构建
TT%

基因真核表达载体及

其
,D123

干扰载体!筛选得到有效抑制水牛
TT%

基因表达的
,D123

序列(以上研究结果为进一步

采用,

G

KM#VB#,,

-模式研究
TT%

基因在水牛植入前

胚胎中的表达规律及其功能打下了基础(

#

!

材料与方法

#D#

!

试验材料和试剂

真核表达载体
T

8Q5<!2%

'慢病毒表达载体
T

;$!

H#1!Q5<

'大肠杆菌
ZN@

"

感受态细胞'

0/*6

细胞和

水牛胎儿成纤维细胞系为课题组保存&引物合成及序

列测定均由上海生工生物工程有限公司完成&

T

SZ%(!6

载体'

/$

S

酶'限制性内切酶'

6)Z23

连接

酶'反转录酶"

3S]

#等购自大连
6=\=1=

公司&普通

质粒提取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司&去

内毒素质粒提取试剂盒购自
OS8Q3

公司&

ZS8S

和胎牛血清购自
;$

G

A=

公司&

6V$C#B

试剂'脂质体
7$!

T

#JKHM=A$-K

6S

76?

购自
:-Y$MV#

G

K-

公司(

#D!

!

方法

%'0'%

!

水牛
TT%

基因克隆'真核表达载体构建
!

!

收集水牛胎儿成纤维细胞
_55

!采用
6V$C#B

试剂

提取总
123

!在逆转录酶"

3S]

#作用下将其逆转

录为
HZ23

(根据
QK-_=-W

中黄牛
TT%

基因序列

*

2S

/

&&%&/(&(%'%

+设计扩增水牛
TT%

基因
9Z;

引物!序列$

5V

$

@̀!969Q3Q96999693Q99669!

9669!*̀

&

1Y

$

@̀!Q33669Q96QQ66Q66666!

QQ99663!*̀

!上下游引物两端分别加上
N,+:

和

7"+1:

酶切位点(通过降落
<91

扩增
TT%

基因

9Z;

全长序列!反应总体积为
0&

&

7

(反应条件$

/)

m

预变性
@A$-

&

/)m*&,

!

.&

'

@(

'

@.

'

@)m

温度退

火
*&,

!其循环数分别为
*

'

*

'

%>

'

%)

!

>0m@&,

!共

*>

个循环&

>0m>A$-

(

<91

产物经
%a

琼脂糖凝

胶电泳分离后!采用胶回收试剂盒回收目的片段!将

目的片段与
T

SZ%(!6

载体连接(转化
ZN@

"

细

胞!

7_

培养板上培养过夜(对质粒进行酶切鉴定

并测序分析(

N,+:

和
7"+1:

双酶切
T

SZ%(6!

TT%

和
T

8Q5<!2%

载体!胶回收目的片段和线性化

载体骨架!

6)Z23

连接酶连接后!挑取克隆进行

9V=HW$-

G

粗筛!而后进行双酶切鉴定!阳性克隆命

名为
T

PP%!8Q5<!2%

(

*.
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兽
!
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!
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!

报
)@

卷
!

%'0'0

!T

PP%!8Q5<!2%

载体在
_55

中的表达
!

!

按照
OS8Q3

公司去内毒素质粒提取试剂盒说

明提取并纯化
T

PP%!8Q5<!2%

质粒!采用脂质体

7$

T

#!76?

将表达质粒转染
_55

细胞!以未转染组

和空载体"

T

8Q5<!2%

#转染组为对照组(

)(D

观察

绿色荧光蛋白表达情况!

>0D

后收集
_55

细胞!采

用
I

16!<91

方法分析
TT%

基因的表达水平(

%'0'*

!

水牛
TT%

基因
,D123

慢病毒载体构建及

筛选
!!

以黄牛
TT%

基因
9Z;

序列为模板!设计

并合成
0

条
,D123

片段!分别为
,D123%

$

@̀!

969Q3Q99QQQ3Q3Q339693996996Q36!

6933Q3Q3693QQ3QQ6Q3Q6696969666!

666Q9QQ99Q9!*̀

!

,D1230

$

@̀!969Q3Q99Q!

Q9Q39QQ66Q633633Q33Q66969Q3Q3!

3966966366393399Q69Q66666QQ9QQ!

99Q9!*̀

(将
0

个
,D123

片段分别连接到
T

;$H#1!

Q5<

载 体 中! 命 名 为
T

;$H#1!Q5<!PP%

,D123%

%

0

!同时构建了阴性对照质粒
T

;$H#1!

Q5<

%

!%(.)

(采用酶切和测序鉴定重组质粒(采用

脂质体转染!将构建的靶质粒"

T

PP%!8Q5<!2%

#与

干扰质粒 "

T

;$H#1!Q5<!PP%,D123%

%

0

!

T

;$H#1!

Q5<

%

!%(.)

#以
%k%

比例进行共转染
0/*

细胞(

)(

D

后观察绿色荧光蛋白
8Q5<

表达情况(

>0D

收集

转染细胞样品(采用
6V$C#B

裂解法提取总
123

!

Z2=,K

-

充分消化残留的
Z23

后!将其逆转录为

HZ23

(稀释
HZ23

模板至终浓度为
&'%A

G

.

7

g%

!

备用于
I

16!<91

分析(定量
<91

引物$

TT%5#V!

U=V"

$

@̀!369Q39936Q3Q39QQ6QQ66!*̀

!

1K!

YKV,K

$

@̀!3Q93336696Q963Q66Q6!*̀

&

$

!=H!

M$- 5#VU=V"

$

@̀!Q9996QQ939993Q939336!

*̀

!

1KYKV,K

$

@̀!QQ3QQQQ99QQ3969369Q6!*̀

(

I

16!<91

体系$

%

&

7HZ23

"

&'%A

G

.

7

g%

#!

%&

&

7

5=,M;M=VMR-$YKV,=B;P_1QVKK-S=,MKV

"

1#L

#"

0

c

#!

&'*

&

7<V$AKV5#VU=V"

"

%&

&

A#B

.

7

g%

#!

&'*

&

7<V$AKV1KYKV,K

"

%&

&

A#B

.

7

g%

#!

12=,K!5VKK

""N

0

O

补足至
0&

&

7

(扩增条件为
/@m%&A$-

&

/@

m%A$-

!

.&m%A$-

!

)&

个循环(以
"

J$"#()

基因为

内参基因!采用
0

g

((

9M法计算
TT%

基因的相对表达

量(各组试验至少重复
*

次!采用
;<;;

软件进行分

析!

H

$

&'&@

为差异显著(

采用靶质粒与干扰质粒
%k.

共转染细胞样品

用于
[K,MKV-!XB#M

分析(采用
1:<3

裂解缓冲液及

<S;5

蛋白酶抑制剂处理提取细胞蛋白!

;Z;!

<3Q8

凝胶电泳!蛋白上样总量调整为
@&

&

G

(经

转膜 及 一 抗 孵 育 过 夜 后 "一 抗 稀 释 比$

TT%

%k0&&&

'

$

!=HM$-%k%&&&

#!

N1<

标记山羊抗兔

:

G

Q

(使用
;P2Q828

凝胶成像分析仪进行显色并

拍照(将各样品
TT%

蛋白和
$

!=HM$-

内参的
[K,M!

KV-!XB#M

条带分别进行灰度值计算"

:A=

G

K̂ 0'%')'

>

#!并进行
TT%

%

$

!=HM$-

灰度值比值计算!半定量分

析目的蛋白的表达(

!

!

结果与分析

!D#

!

水牛
77#

基因克隆及其真核表达载体构建

从水牛胎儿成纤维细胞提取总
123

!逆转录成

HZ23

后!采用降落
<91

方法扩增得到约
%*&&X

T

的片段"图
%

#!与预期相符(胶回收目的片段后!将

其连接插入到
T

SZ%(!6

载体中(采用
H;#:

酶切

质粒!得到大小约为
*/&&

和
)&&X

T

0

条带!与预期

结果一致!说明获得
T

SZ%(6!TT%

阳性克隆质粒

"图
0

#(阳性质粒测序结果显示!克隆得到水牛

TT%

基因
9Z;

长度为
%0)(X

T

(

_73;6

比对分析

发现水牛
TT%

基因编码区序列与牛的同源性达

//a

!分子进化树分析结果发现!水牛
TT%

基因与

牛'人'小鼠和大鼠的亲源关系较近"图
*

#(

S

%

'S=VWKV

*

&

%

'

0'<91

扩增产物

S

%

'S=VWKV

*

&

%

!

0'<91

T

V#"FHM,

图
#

!

水牛
77#

基因
NIB

扩增结果

Q-

8

D#

!

NIB/<

+

,-3-./0-1213=7333/,177#

8

)2)

S

%

';F

T

KVA=VWKV

&

%

'

0'

T

SZ%(6!TT%

质粒&

S

0

'S=VWKV

*

&

*

'

)'H;#:

S

%

';F

T

KV A=VWKV

&

%

!

0'

T

SZ%(6!TT%

T

B=,A$"

&

S

0

'

S=VWKV

*

&

*

!

)'<B=,A$""$

G

K,MK"X

E

H;#:

图
!

!

+

J;#&'O77#

酶切鉴定结果

Q-

8

D!

!

B)90>-.0-12)2R

?

<)/2/,

?

9-913NJ;#&'O77#

+

,/9<-A

).



!

%

期 龚
!

云等$水牛
TT%

基因克隆及其
,D123

片段的筛选

图
E

!

77#

基因核苷酸序列进化树分析结果"

C\

法#

Q-

8

DE

!

N(

?

,1

8

)2)0-.0>))1377#

8

)2)27.,)10-A)9)

M

7)2.)9

!!

采用
N,+:

和
7"+1:

双酶切
T

SZ%(6!TT%

和

T

8Q5<!2%

载体质粒!分别回收
TT%

基因目的片段

和载体骨架!将水牛
TT%

基因
9Z;

片段定向插入

T

8Q5<!2%

载体!构建
T

PP%!8Q5<!2%

真核表达

载体(经
N,+:

和
7"+1:

双酶切得到约
)>&&X

T

和
%0)(X

T

的
0

条带!与预期相符!说明获得

T

PP%!8Q5<!2%

阳性克隆质粒"图
)

#(

S

%

';F

T

KVA=VWKV

&

%'

T

PP%!8Q5<!2%

质粒&

0'

T

PP%!8Q!

5<!2%

质粒
N,+:

和
7"+1:

双酶切&

S

0

'@&&X

T

Z23

B=""KVA=VWKV

S

%

';F

T

KVA=VWKV

&

%'

T

PP%!8Q5<!2%

&

0'

T

PP%!8Q5<!

2%"$

G

K,MK"X

E

N,+:=-"7"+1:

&

S

0

'@&&X

T

Z23B=""KV

A=VWKV

图
$

!

+

XX#OG4QNOC#

重组质粒酶切鉴定结果

Q-

8

D$

!

B)90>-.0-12)2R

?

<)/2/,

?

9-913

+

XX#OG4QNOC#

+

,/9<-A

!D!

!

+

XX#OG4QNOC#

载体在
:QQ

中的表达

采 用 脂 质 体 "

7$

T

#JKHM=A$-K

+

76? =-"

<7R;

6S

#转染试剂!将空载体"

T

8Q5<!2%

#和水牛

TT%

重组质粒"

T

PP%!8Q5<!2%

#转染
_55

细胞!

)(

D

后荧光显微镜下观察均有
8Q5<

绿色荧光蛋白的

表达(

>0D

后收集转染的
_55

细胞!提取总
123

!

消化处理后反转录成
HZ23

(

I

16!<91

结果显示!

空转染组和
T

PP%!8Q5<!2%

重组质粒转染组细胞

均表达内参基因
"

J$"#()

&

T

PP%!8Q5<!2%

重组质粒

转染组细胞中
TT%

基因表达水平显著高于未转染

组"

H

$

&'&@

#"图
@

#(以上结果表明!水牛体细胞表

_55'

空载体转染组&

PP%!8Q5<!2%'PP%

重组质粒组(

不同上标值表示差异显著 "

H

$

&'&@

#(下同

_55'2#

T

B=,A$"

&

PP%!8Q5<!2%'PP%!8Q5<!2%

T

B=,A$"'

Z$JJKVK-MBKMMKV,AK=-,$

G

-$J$H=-M"$JJKVK-HKXKMUKK-MDK

,=A

T

BK,

"

H

$

&'&@

#

'6DK,=AK=,XKB#U

图
%

!

M

B'ONIB

检测结果

Q-

8

D%

!

'()

M

B'ONIB>)97,0913XX#

8

)2)-20>/293).0)A:QQ9

达
TT%

基因!构建的
T

PP%!8Q5<!2%

重组质粒可

在
_55

中瞬时表达(

!DE

!

水牛
77#

基因
9(BC*

慢病毒表达载体构建

将设计合成的
0

条水牛
PP

基因
,D123

序列

"

,D123!%

%

0

#和
%

个阴性对照序列"

,D123!%(.)

2'9

#分别连接插入慢病毒表达载体
T

;$H#1!Q5<

中(采用
N,+:

和
5+#:

双酶切
T

;$H#1!Q5<!PP%

,D123%

%

0

'

T

;$H#1!Q5<!%(.)

重组质粒!电泳结果

显示!均得到约
>&X

T

"

,D123

#条带"图略#!与预期

大小一致!表明合成的
,D123

片段已插入到
T

;$!

H#1!Q5<

载体中(测序结果也显示!合成的
,D1!

23

片段与预期相符"图略#(

!D$

!

共转染
!HE'

细胞结果

将靶质粒"

T

PP%!8Q5<!2%

#与干扰质粒"

T

;$!

H#1!Q5<!PP%,D123%

%

0

!

T

;$H#1!Q5<

%

!%(.)

#以

%k%

的比例进行脂质体共转染
0/*6

细胞!

)(D

后

观察绿色荧光蛋白
8Q5<

表达情况"图
.

#(结果显

@.



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)@

卷
!

3'

T

PP%!8Q5<!2%

和
T

;$H#1!Q5<

转染组&

_'

T

PP%!8Q5<!2%

和
T

;$H#1!Q5<!%(.)

转染组&

9'

T

PP%!8Q5<!2%

和

T

;$H#1!Q5<!PP%,D123%

转染组&

Z'

T

PP%!8Q5<!2%

和
T

;$H#1!Q5<!PP%,D1230

转染组&

8'

T

PP%!8Q5<!2%

转

染组&

5'

未转染组"空白对照#

3'

T

PP%!8Q5<!2%=-"

T

;$H#1!Q5<MV=-,JKHMK"

G

V#F

T

&

_'

T

PP%!8Q5<!2%=-"

T

;$H#1!Q5<!%(.)MV=-,JKHMK"

G

V#F

T

&

9'

T

PP%!8Q5<!2%=-"

T

;$H#1!Q5<!PP%,D123%MV=-,JKHMK"

G

V#F

T

&

Z'

T

PP%!8Q5<!2%=-"

T

;$H#1!Q5<!

PP%,D1230MV=-,JKHMK"

G

V#F

T

&

8'

T

PP%!8Q5<!2%MV=-,JKHMK"

G

V#F

T

&

5'2#!

T

B=,A$"H#-MV#B

图
T

!

靶质粒与干扰质粒共转染
!HE'

细胞荧光观察结果"

#_#

%

$&(

#

#"U

Q-

8

DT

!

B)97,09130().1O0>/293).0)A!HE'.),,972A)>3,71>)9.)2.)<-.>19.1

+?

"

0/>

8

)0

+

,/9<-A

!

-20)>3)>)A

+

,/9<-A`

#_#

%

$&(

#

#"U

示!质粒共转染组以及载体骨架转染组
0/*6

细胞

中均有绿色荧光&空白对照组细胞中没有荧光!与预

期相符(结果表明构建的
0

条水牛
TT%

基因
,D1!

23

表达载体质粒均能在
0/*6

细胞表达(

!D%

!

共转染细胞
M

B'ONIB

分析

以
%k%

质量比共转染
0/*6

细胞!

>0D

后收集

细胞样品并提取总
123

!反转录后进行
I

16!<91

分析(结果表明!相对于
,D123%(.)

阴性对照组!

TT%

基因
,D123%

'

0

对水牛
TT%

基因的表达均有

显著抑制效果!分别为
@&'>>a

'

/*'.)a

&

,D1230

的抑制效果显著高于
,D123%

"

H

$

&'&@

#"图
>

#(

!DT

!

共转染细胞
a)90)>2O=,10

分析

收集
%k.

质量比共转染
>0D

的细胞!提取总

蛋白进行
[K,MKV-!XB#M

分析!以
$

!=HM$-

为内参蛋

白(

[K,MKV-!XB#M

结果如图
(3

所示&将各样品

TT%

蛋白和
$

!=HM$-

内参的条带分别进行灰度值计

算!并进行
TT%

%

$

!=HM$-

灰度值比值计算(灰度值

半定量分析结果发现!与对照组 "

*

'

@

'

.

#相比!

,D123%

'

0

对共转染细胞中
PP%

蛋白的表达均有

抑制效果"图
(_

#(

E

!

讨
!

论

阴阳因子
%

"

PP%

!也称
25!8%

'

R91_<

#是一

种可通过多种机制改变基因表达的多功能蛋白(

TT%

基因的
9

末端包含
Q7:!\Vo

TT

KB

锌指区可与

%'

T

PP%!8Q5<!2%

质粒转染组&

0'

T

;$H#1!Q5<

质粒转染

组&

*'

T

PP%!8Q5<!2%

和
T

;$H#1!Q5<!%(.)

共转染组&

)'

T

PP%!8Q5<!2%

和
T

;$H#1!Q5<!,D123%

共转染组&

@'

T

PP%!8Q5<!2%

和
T

;$H#1!Q5<!,D1230

共转染组

%'

T

PP%!8Q5<!2%

T

B=,A$"

&

0'

T

;$H#1!Q5<

T

B=,A$"

&

*'

T

PP%!8Q5<!2%=-"

T

;$H#1!Q5<!%(.)

T

B=,A$"

&

)'

T

PP%!

8Q5<!2%=-"

T

;$H#1!Q5<!,D123%

T

B=,A$"

&

@'

T

PP%!

8Q5<!2%=-"

T

;$H#1!Q5<!,D1230

T

B=,A$"

图
Y

!

共转染细胞
77#

基因表达分析

Q-

8

DY

!

B),/0-W))K

+

>)99-121377#

8

)2)-2.1O0>/293).0-12.),,9

靶基因直接结合*

)

+

!其功能结合序列能远程增强许

多基因的表达!其中包括
-)$(6

和
K#O0

基因*

@!.

+

(

TT%

基因结合位点在许多物种上是高度保守的!仅

次于在特定细胞类型中会与
TT%

相结合作用的

;<%

保守蛋白*

>

+

(

TT%

通过抑制或强化靶位点与其

他转录激活因子的相互作用影响基因活性!例如

-H%

和
705

基因*

(!/

+

&

TT%

也可通过染色质修饰复

合物"

<1S6%

和多梳蛋白抑制复合物
<19%

%

0

#的

相互作用参与基因表达的表观调控*

%&

+

(

TT%

基因在雌雄性生殖系统发育过程中具有

..



!

%

期 龚
!

云等$水牛
TT%

基因克隆及其
,D123

片段的筛选

3'[K,MKV-!XB#M

分 析 结 果&

_'

灰 度 值 计 算 比 对 结 果 "

PP%

%

$

!=HM$-

#(

%'

T

PP%!8Q5<!2%

和
T

;$H#1!Q5<!

PP%,D1230

共转染组&

0'

T

PP%!8Q5<!2%

和
T

;$H#1!Q5<!PP%,D123%

共转染组&

*'

T

PP%!8Q5<!2%

和
T

;$H#1!

Q5<!%(.)

共转染组&

)'

T

PP%!8Q5<!2%

和
T

;$H#1!Q5<

共转染组&

@'

T

PP%!8Q5<!2%

转染组&

.'

未转染组

3'1K,FBM,#J[K,MKV-!XB#M=-=B

E

,$,

&

_'1K,FBM,#J

G

V=

E

Y=BFKV=M$##JPP%

%

$

!=HM$-'%'

T

PP%!8Q5<!2%=-"

T

;$H#1!

Q5<!PP%,D1230

&

0'

T

PP%!8Q5<!2%=-"

T

;$H#1!Q5<!PP%,D123%

&

*'

$

T

PP%!8Q5<!2%=-"

T

;$H#1!Q5<!%(.)

&

)'

T

PP%!8Q5<!2%=-"

T

;$H#1!Q5<

&

@'

T

PP%!8Q5<!2%

&

.'2#!

T

B=,A$"H#-MV#B

图
&

!

共转染细胞样品
a)90)>2O=,10

分析结果

Q-

8

D&

!

'()a)90)>2O=,10/2/,

?

9-913.1O0>/293).0-12.),,9/<

+

,)9

重要重要(研究发现缺失
TT%

基因的小鼠胚胎在

胚胎植入前发生死亡*

0

+

(

TT%

基因敲除会导致

QZ5/

和
_S<%@

不表达!并使得卵母细胞不对周围

颗粒细胞发送增殖信号!卵泡的生长停滞在初级阶

段(在生长的卵母细胞中!敲除
TT%

会导致卵泡扩

展的衰竭和卵巢旁分泌信号缺乏(此外!

TT%

可调

节
Z-AM%

的表达!并且作用于成熟卵母细胞的

Z23

甲基化*

%%

+

(在卵子发生过程中!适当的
PP%

蛋白水平可能是
<K

G

*

和
?$,MZS1,

重新
Z23

甲

基化所必需的*

%0

+

(在雄性生殖细胞中!

TT%

对

Z23

双链断裂修复和异染色质的形成起作用*

%*

+

(

为了深入研究
TT%

基因在水牛早期胚胎发育

过程中的功能作用!本研究首先克隆了水牛
TT%

基

因!发现克隆的水牛
TT%

基因编码区为
%0)(X

T

!

可编码
)%)

个氨基酸(水牛
TT%

基因核苷酸序列

与牛'人'小鼠'大鼠'鸡的同源性都在
/&a

以上!与

牛的同源性达
//a

!表明
TT%

基因在生物进化上的

高度保守(构建的其真核表达载体
T

PP%!8Q5<!

2%

可在水牛成纤维细胞中表达!说明载体构建成功

并可用于后续筛选试验(设计合成了
0

条水牛
TT%

基因
,D123

片段!通过核苷酸序列同源比对发现!

设计合成的
0

条片段在黄牛'水牛以及人
TT%

基因

上的同源性为
%&&a

!预示设计的
,D123

片段可用

于相关物种
TT%

基因功能的研究(细胞共转染样

品
I

16!<91

分析结果表明!靶质粒与干扰质粒以

%k%

比例进行共转染时!

0

条
TT%

基因
,D123

片

段均能有效抑制
TT%

基因的表达(在采用
[K,M!

KV-!XB#M

方法分析
,D123

抑制效率时!当靶质粒与

干扰质粒以
%k%

比例共转染时!

0

条
,D123

片段

的抑制效果不显著"结果未显示#(当以
%k.

比例

共转染细胞进行分析时!发现
,D123%

%

0

对
PP%

蛋白的表达均有抑制效果(本研究结果为进一步阐

明
TT%

基因表达与早期胚胎发育能力'与
Z23

甲

基化关系奠定了基础(
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]R\Ô8]:9

]

!

KM=B'TT%X$-"$-

G

M#=,FX,KM#J

T

@*Z23!M=V

G

KM

,$MK,VK

G

FB=MK,

T

@*!"K

T

K-"K-MMV=-,HV$

T

M$#-

*

^

+

'@(+J

",&<@(+

>

,

1

;=&;E+<<9)

!

0&&)

!

*%(

"

0

#$

.%@!.0)'

*

%&

+

!

1843:!43Z8N 2

!

4N32Q?

!

23SOR15

!

KM=B'

6=V

G

KMK"VKHVF$MAK-M#J=D$,M#-KN)!,

T

KH$J$HAKMD

E

B!

MV=-,JKV=,KX

E

MDKMV=-,HV$

T

M$#-J=HM#VTT%

*

^

+

'F&)&;

I&?

!

0&&*

!

%>

"

(

#$

%&%/!%&0/'

*

%%

+

!

Q1:55:6NQ^

!

613;\ S9

!

N:7781^

!

KM=B'P$-!

P=-

G

%$,VK

I

F$VK"$-MDKA=AA=B$=-##H

E

MKJ#VJ#BB$HBK

KL

T

=-,$#-

*

^

+

'@(+6=&

>

'+8

!

0&%%

!

()

"

)

#$

.@)!..*'

*

%0

+

!

\:S ^Z

!

\32Q \

!

\:S '̂TT%

2

,V#BK$-Z23

AKMD

E

B=M$#-#J<K

G

*=-"?$,M

*

^

+

'59"6&("!"(8;=&;

!

0&&/

!

*>

"

%>

#$

@.@.!@..)'

*

%*

+

!

[R;

!

NR P9

!

7:R N

!

KM=B'7#,,#JTT%$A

T

=HM,

MDKDKMKV#HDV#A=M$H,M=MK=-" AK$#M$H"#FXBK!,MV=-"

XVK=W,"FV$-

G

A#F,K,

T

KVA=M#

G

K-K,$,

*

^

+

':+6E&66

@(+6

!

0&&/

!

0/

"

0*

#$

.0)@!.0@.'

"编辑
!

程金华#

(.




