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要!本研究旨在探究关岭牛
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个不同长度的
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启动子的启动活性!初步确定该基因核心启动子位置&

采用实时荧光定量
2UJ

技术对关岭牛不同组织中
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基因的相对表达量进行检测&以关岭牛血液
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为

模板!设计
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端加磷的引物!
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扩增获得
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个不同长度的关岭牛
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启动子!定向精确替换
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载体

的
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&利用脂质体法将重组质粒瞬时转染小鼠
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细胞!依据小鼠
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细胞发光的强弱判断
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启动子的启动活性&结果显示!
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基因在关岭牛肌肉组

织中表达量较高(目的片段成功替换
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载体的
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区(重组质粒能在小鼠
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细胞中成功表达!细胞

在激发光下发绿色荧光&本研究成功构建了重组真核表达载体
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个启动子均具有启动活性!

其中
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启动子在小鼠
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细胞中表达量最高!初步推断
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启动子是位于基因
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端上游转录起始位点附

近的一段
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序列!根据基因表达情况!可分为组

成型启动子和特异性启动子!前者在各种组织中均

能启动基因表达!后者仅在一定发育时期的特定组

织中启动基因表达!肌肉特异性启动子在肌肉组织

内能够高效地表达外源基因!但在非肌肉组织内的

启动效率很低*
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&近年来!国内外学者对肌肉特异

性启动子的转录活性及其对肌肉细胞增殖和分化的

作用进行了深入研究*

*
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!但是由于肌肉细胞的分化

特性和多种肌肉特异性启动子只在终末分化的肌肉

细胞内才能启动基因表达!所以在体外培养的肌源

性干细胞内的启动效率很低!给肌肉机理研究带来
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骼肌表达的生肌调节因子称为
3

2

+A

基因家族*
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基因家族包括
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种结构上相关的基因$
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和
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!它们对生肌发

生起重要调节作用!可使成纤维细胞'成软骨细胞和

平滑肌细胞向骨骼肌细胞分化!影响家畜肌肉的生

长&这些基因编码碱性螺旋
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环
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螺旋"
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#蛋

白!通过调节肌肉分化阶段特异性蛋白的表达来参

与肌细胞定向和分化&
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和
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在成肌细胞

增殖过程中表达!
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基因所起的作用基本能够被
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基因替代!二者的功能有许多相似的特

征*
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家族成员的表达时间和功能特点对于

骨骼肌的发生'分化和成熟起着重要作用&
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和
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基因主要在骨骼肌发育早期的肌前体细胞

向成肌细胞分化的过程中发挥作用!而
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基因主要在骨骼肌发育晚期的成肌细胞向终

末骨骼肌纤维细胞分化的过程中发挥作用*
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动子为组织特异性启动子*
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!是骨骼肌生长发育过

程中重要的正调控基因&在形成肌肉特异基因转录

调控中!
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起着总开关的作用!可以结合到肌

细胞生成素'肌酸激酶
U;

'肌球蛋白'结蛋白等基

因启动子区发挥重要调控作用!促进它们的转录激

活*
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&肌分化因子
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个外显子&
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基因产

物参与多种分化细胞向肌细胞转化!可影响肌肉结

构的表达&近年来!
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基因已经成为动物肉

质改良育种的重要研究部分*
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&目前在国内外!

该基因在小鼠'鸡和猪肌细胞生成的表达调控机制

方面报道较多(在牛方面主要集中在转录和翻译水

平的研究!而对
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基因的表达调控和
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基因启动子的功能和调控方面的研究较少*
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个黄牛品种及
)

个杂交肉牛群体
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基因多态性的研究中发现其显著影响肉牛多个肉质

性状*
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!由此可见!研究
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基因启动子有着

十分重要的意义&李飞等已经证实
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基因启

动子为肌肉组织特异性启动子*
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因启动子的活性以及核心启动子位置并没有进行详

细的研究&

本研究采用荧光定量
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技术"
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基因进行了差异表达分析(克隆关岭牛
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真核表达载体(通过转染小鼠
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细胞!

观察
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细胞的荧光强度进一步确定
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基因启动子的活性及核心启动子位置!同时为进一

步构建
3

2

+AN

启动子转基因小鼠模型奠定基础&
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反转录试剂盒'血液基因组
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提取试剂盒'柱式质粒
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抽提试剂盒'柱式
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胶回收试剂盒购于上海生工生物工程技术服
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基因启动子真核表达载体的构建及其在小鼠
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细胞中的表达

务有限公司(真核表达载体
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低温冰箱
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法对不同组织样品的总
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提取!并用微量分光光度计测定
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的浓度和纯
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保存!进行后续的荧光定量
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仪进行定量分析&

每个样品不同基因的表达均以
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为对照!每个

样品检测做
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个平行试验&扩增反应结束后由熔解

曲线判定
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反应的特异性!根据标准曲线以及
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值计算定量结果&
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数据分析
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UN

均值及标准偏差!采用
0

]

''

UN方法处理数据!分

析
3

2

+AN

基因在不同组织中的差异表达量*

01

+

&

首先计算各组织样的目的基因与内参基因的
UN

值!

即
'

UNs UN

"目的基因#

]UN

"内参基因#!然后计算

各组织样
'

UN

平均值!选取小肠做对照!用其他组

织样减去小 肠组织样的
'

UN

!即为比较的
UN

"

''

UN

#(

0

]

''

UN表示试验目的基因的表达相对于

对照组变化的倍数*

0.

+

&

%'0')

!

2UJ

扩增
3

2

+AN

启动子区
!!

根据
D@-!

:>-4

中公布的牛
3

2

+AN

"

D@-:>-46#'

$

0(%/*(

#

基因序列!用
K̂J8X<̂

程序"

FNN

T

$%%

M

'

3>$'A,F3'

#M

I

%

N##3,

%

$̂M,N<̂

%#进行启动子预测!另外结合实

验室前期的工作结果!用
2M$=@M1'&

设计
)

对
1k

端

加磷的引物"表
0

#!引物由上海英骏生物技术有限

公司 合 成&以 关 岭 牛 血 液
567

为 模 板 扩 增

3

2

+AN

启动子
2

%

"

2

)

片段!扩增体系
0&

'

Y

&

2UJ

条件"表
0

#$

/(n*=$-

(

/(n%&,

!退火
*&,

(

90n

延伸(循环
*1

次(

90n

延伸
0=$-

&反应产物

经
%'&i

的琼脂糖凝胶电泳鉴定&

%'0'1

!

2UJ

扩增不含
U[_

区的
T

<D̂ 2!6*

载体

片段
!!

以
T

<D̂ 2!6*

质粒为模板进行
2UJ

扩

增&上游引物$

1k!DUX7DUDUX7UUDD7UXU7!

D7X!*k

!下游引物$

1k!7XX77X77UX77XDU7!

XDDUDD!*k

!总反应体系为
0&

'

Y

&扩增条件$

/(n

预变性
*=$-

(

/(n

变性
%&,

!

1/n

退火
*&,

!

90n

延伸
0=$-

!

%&

个循环(

/(n

变性
%&,

!

.&n

退火
*&,

!

90n

延伸
0=$-

!

01

个循环(

90 n

延伸

%&=$-

(

)n

保存&反应结束后!用
%'&i

琼脂糖凝

电泳检测
2UJ

产物&
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表
!

!

用于
(3:

扩增的引物信息

P4=)8!

!

X6F-,.410-6-F

G

,0.8,2F-,(3:

名称

6>=@

引物序列"

1k!*k

#

2M$=@M,@

B

?@-A@

退火温度%
n

7--@>3$-

I

N@=

T

@M>N?M@

延伸时间%
,

<WN@-,$#-N$=@

片段长度%
P

T

M̂>

I

=@-N,,$O@

2

%

"

]%(/1

"

h119P

T

#

8

$

7UUXUUUD7U7XU7X7U7XX

7

$

DDXXXDDDXXDUX7D7UD

11 (& 0)10

2

0

"

]/9.

"

h%9P

T

#

8

$

DXDD7DXXUUDUXXDXXD

7

$

UXUUUU7UUUUX7UXXXU

.& *1 //*

2

*

"

])0&

"

h%9P

T

#

8

$

UXUUUXD7XXUDDX7D7XU

7

$

UXUUUU7UUUUX7UXXXU

1% %. )*9

2

)

"

]%&(

"

h%9P

T

#

8

$

UXUUUXDUXUXDXXUUX7XX

7

$

UXUUUU7UUUUX7UXXXU

1. 9 %01

8'

上游引物(

7'

下游引物

8'8@-,@

(

7'7-N$,@-,@

%'0'.

!

3

2

+AN

启动子与
T

<D̂ 2!6*

片段的连接

及转化
!!

将
2UJ

获得的不同
567

片段分别用

胶回收试剂盒回收纯化&将
)

段不同长度的
3

2

+AN

启动子片段分别与不含
U[_

区的
T

<D̂ 2!6*

片段

平末端连接&连接产物转化至预先用
U>U3

0

法制备

的大肠杆菌
5Z1

$

感受态细胞中!均匀涂布于含
1&

'

I

/

=Y

]%卡那霉素的
Y:

固体培养基上!静置
%F

!

再倒置培养
%.

"

0)F

&

%'0'9

!

菌落
2UJ

鉴定和重组质粒
2UJ

鉴定
!!

将含卡那霉素的
Y:

固体培养基上长出的阳性克隆

菌落编号!再选取这些阳性菌落进行菌落
2UJ

&用

%'&i

琼脂糖凝胶电泳检测目的条带&

选取电泳中和阳性对照有一致条带的阳性菌落

接种到含有硫酸卡那霉素的
Y:

液体培养基中扩大

培养!用质粒提取试剂盒提取重组质粒&用提取的

重组质粒作为模板!进行重组质粒
2UJ

&用
%'&i

琼脂糖凝胶电泳检测目的条带&

%'0'(

重组质粒的酶切及测序鉴定
!!

选取只能扩

增出和阳性对照有一致条带的重组质粒!用限制性

内切酶
K()"KKK

酶切验证片段连接的顺序&酶切

产物用
%'&i

琼脂糖凝胶电泳检测&将同一阳性克

隆的质粒送至上海英骏公司测序&

%'0'/

!

U0U%0

细胞的培养和重组质粒的转染
!!

用含
0&i

胎牛血清的
5[<[

培养基!

*9 n

!

1i

U\

0

条件下培养
U0U%0

细胞&待
U0U%0

细胞贴壁

后!根据培养基的颜色变化更换新的培养基&取处

于对数生长期状态良好的细胞!利用脂质体转染法

转染重组质粒
T

<D̂ 2!6*!3

2

+AN

和对照空质粒

T

<D̂ 2!6*

!每个样品重复
*

孔&转染具体步骤$转

染前
%"

将小鼠
U0U%0

细胞接种至
0)

孔板中!

%m

%&

1 个/孔]%

!使细胞达到
/&i

"

/1i

&用
1&

'

Y

\

T

N$![<[

稀释重组质粒
567

!轻轻混合!取
0

'

Y

Y$

T

#Q@AN>=$-@

X[

0&&&

用
1&

'

Y\

T

N$![<[

稀释!轻

轻混合!室温孵育
1=$-

(将
1&

'

YY$

T

#Q@AN>=$-@

X[

0&&&

混合物加入重组质粒混合物中!总体积为
%&&

'

Y

!轻轻混合!室温孵育
0&=$-

(将
%&&

'

Y567!

Y$

T

#Q@AN>=$-@

X[

0&&&

混合物加入
0)

孔板中!轻轻

混匀!培养
.F

后更换培养基!

*9n

!

1i U\

0

条件

下培养&在转染后
0)F

!将培养板置于尼康荧光倒

置显微镜下!在蓝色滤镜下用
))1

"

)/&-=

的激发

光光源观察
U0U%0

细胞有无表达的发绿色荧光的

D̂ 2

物质*

09

+

&

!

!

结
!

果

!D#

!

实时荧光定量
(3:

产物特异性分析

由图
%

可见!

$

C$"#()

和
3

2

+AN

基因扩增曲线

均呈现-

8

.形!说明
$

C$"#()

和
3

2

+AN

基因的动力

学曲线整体平行性较好!曲线拐点清晰!基线平而无

明显上扬趋势&由图
0

可见!熔解曲线图显示梯度

模板熔解曲线集中&熔解曲线上只有一个明显的

峰!表明在实时荧光定量
2UJ

过程中!荧光强度均

来自于特异性的扩增产物!目的基因及内参基因没

有产生非特异性扩增及引物二聚体!引物特异性好&

!D!

!

%

3

45(

基因在关岭牛不同组织中的
N

:PH(3:

分析

结果显示!

3

2

+AN =J67

在所检测的
.

个组

织样中均有表达!且以小肠为对照!背最长肌中表达

量最高!小肠中表达量最低"图
*

#&

009



!

1

期 桓聪聪等$关岭牛
3

2

+AN

基因启动子真核表达载体的构建及其在小鼠
U0U%0

细胞中的表达

图
#

!

!

$./"0+

和
%

3

45(

基因的扩增曲线

+0

7

D#

!

P984.

G

)0F05410-65;,M8-F

!

$./"0+46A%

3

45(

7

8682

图
!

!

!

$./"0+

和
%

3

45(

基因的熔解曲线

+0

7

D!

!

P98.8)106

7

5;,M8-F

!

$./"0+46A%

3

45(

7

8682

%'

小肠(

0'

脂肪(

*'

肝(

)'

大腿肌(

1'

心(

.'

背最长肌

%'8=>33$-N@,N$-@

(

0'̂>N

(

*'Y$S@M

(

)'[?,A3@#QNF$

I

F

(

1jZ@>MN

(

.'>+)

0

(::(@7:4+':(

图
I

!

%

3

45(.:J<

在关岭牛不同组织中的表达

+0

7

DI

!

P988R

G

,82206

7

)8M8)-F%

3

45(

7

86806A0FF8,861

1022;8206K;46)06

7

5411)8

!DI

!

%

3

45(

基因启动子片段的扩增

以提取的血液
567

为模板!将
2UJ

扩增产物

于
%'&i

琼脂糖凝胶中电泳!分别在
0)10

'

//*

'

)*9

和
%01P

T

处出现条带!与目的条带大小一致"图
)

#&

!D%

!

扩增不含
3/Z

区的
G

QK+(HJI

载体片段

以摇菌提质粒获得的
T

<D̂ 2!6*

质粒为模板

进行
2UJ

扩增获得不含启动子区的
T

<D̂ 2!6*

载

体片段!获得的凝胶条带与目的条带一致"图
1

#&

['567

相对分子质量标准(

%

'

0

'

*

'

)'2

%

'

2

0

'

2

*

'

2

)

2UJ

产物

['[>M4@M%1&&&

(

%

!

0

!

*

!

)'XF@2UJ

T

M#"?AN,#Q2

%

!

2

0

!

2

*

!

2

)

图
%

!

不同长度
%

3

45(

启动子片段
(3:

产物

+0

7

D%

!

(3:

G

,-A;51-F%

3

45(

G

,-.-18,2@019A0FF8,861

)86

7

19

!D$

!

重组质粒
G

QK+(HJIH%

3

45(

的
(3:

鉴定

选取阳性重组质粒经
2UJ

扩增出
0)10

'

//*

'

)*9

和
%01P

T

片段与阳性对照获得的
2

%

'

2

0

'

2

*

'

2

)

片段一致!而阴性对照则没有目的片段出现&试验

结果"图
.

#和预期的一致&

*09
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['567

相对分子质量标准(

%

'

0'

T

<D̂2!6*

载体目的条带

['[>M4@M%1&&&

(

%

!

0'XF@N>M

I

@NQM>

I

=@-N,#Q

T

<D̂ 2!6*

图
$

!

不含启动子区的
G

QK+(HJI

载体片段
(3:

产物

+0

7

D$

!

(3:

G

,-A;51-F

G

QK+(HJIM851-,@019-;1

G

,-.-1H

8,,8

7

0-6

['567

相对分子质量标准(

%

'

0

'

*

'

)'2

%

"

2

)

重组质粒

2UJ

鉴定

['[>M4@M1&&&

(

%

!

0

!

*

!

)'2UJ$"@-N$Q$A>N$#-#Q2

%

!2

)

M@!

A#-,NM?AN@"

T

3>,=$"

图
&

!

重组质粒
(3:

鉴定

+0

7

D&

!

XA8610F05410-6-F(3:

G

,-A;51-F,85-621,;518A

G

)42H

.0A

!D&

!

重组质粒
G

QK+(HJIH%

3

45(

酶切和测序鉴定

目的片段和质粒片段是平末端连接!酶切可以

验证目的片段插入的顺序&重组质粒
T

<D̂ 2!6*!

2

%

和
T

<D̂ 2!6*!2

0

分别在目的片段和质粒片段上

有两个
K()"KKK

酶切位点!重组质粒
T

<D̂ 2!6*!2

%

经限制性内切酶
K()"KKK

酶切!可以获得大小约

%j)

和
1'*4P

的条带"图
9

#(重组质粒
T

<D̂ 2!6*!

;

0

经限制性内切酶
K()"KKK

酶切可以获得大小约

99.P

T

和
)'*4P

的条带&重组质粒
T

<D̂ 2!6*!

2

*

'

T

<D̂ 2!6*!2

)

只在质粒片段有一个
K()"KKK

酶

切位点!重组质粒
T

<D̂ 2!6*!2

*

'

T

<D̂ 2!6*!2

)

经

限制性内切酶
K()"KKK

酶切可分别得到大小约
)'.

和
)'04P

的条带&结果证明!

2

%

'

2

0

片段已经以正

确的顺序成功替换真核表达载体
T

<D̂ 2!6*

的

U[_

区(

2

*

'

2

)

片段成功替换真核表达载体
T

<D!

2̂!6*

的
U[_

区"图
(

#!但插入顺序还需要通过

测序进一步验证&将英骏公司测序结果与
6U:K

中

的序列进行比对!吻合度达到
//i

以上!表明
)

个

不同的重组质粒
T

<D̂ 2!6*!3

2

+AN

构建成功&

['[>M4@M1&&&

(

%'

T

<D̂ 2!6*!2

%

(

0'

T

<D̂ 2!6*!2

0

(

*'

T

<D̂ 2!6*!2

*

(

)'

T

<D̂ 2!6*!2

)

图
O

!

重组质粒的双酶切鉴定

+0

7

DO

!

XA8610F05410-6-F,821,0510-6464)

?

202-F,85-621,;5H

18A

G

)42.0A

!DO

!

重组质粒
G

QK+(HJIH%

3

45(

在小鼠
3!3#!

细胞中的表达

重组质粒
T

<D̂ 2!6*!3

2

+AN

和质粒
T

<D̂ 2!

6*

转染小鼠
U0U%0

细胞
*&F

后荧光达到最大值!

用荧光倒置显微镜观察重组质粒在小鼠
U0U%0

细

胞中 的 表 达 情 况&可 见 重 组 质 粒
T

<D̂ 2!6*!

3

2

+AN

和质粒
T

<D̂ 2!6*

转染小鼠
U0U%0

细胞!

细胞荧光的表达量为
T

<D̂ 2!6*

$T

<D̂ 2!6*!2

*

$

T

<D̂ 2!6*!2

0

$T

<D̂ 2!6*!2

)

$T

<D̂ 2!6*!2

%

!且

绿色荧光蛋白在部分小鼠
U0U%0

细胞的细胞质和

细胞核中均有表达!表现为强绿色荧光"图
/

#!推测

2

*

可能为
3

2

+AN

基因的核心启动子区&

I

!

讨
!

论

生肌调节因子"

[Ĵ ,

#家族是控制骨骼肌生成

的关键调节因子&生肌分化因子"

[

R

#5

(

#是骨骼

肌生长发育过程中重要的正调控基因!在肌肉特异

基因转录调控中起着决定性的作用*

0(

+

&

本试验采用
B

JX!2UJ

方法对
3

2

+AN

基因在

关岭牛大腿肌'背最长肌'小肠'心'肝'脂肪
.

个组

织中
=J67

的表达量进行了测定&研究结果表明!

3

2

+AN

基因在背最长肌中表达量最高!在心中表

)09



!

1

期 桓聪聪等$关岭牛
3

2

+AN

基因启动子真核表达载体的构建及其在小鼠
U0U%0

细胞中的表达

图
'

!

重组质粒
G

QK+(HJIH%

3

45(

$

B

%与
G

QK+(HJI

载体$

<

%

+0

7

D'

!

G

QK+(HJIH%

3

45(,85-.=06461

G

)42.0A

$

B

%

46A

G

QK+(HJIM851-,2

$

<

%

7'

T

<D̂ 2!6*!2

%

重组载体(

:'

T

<D̂ 2!6*!2

0

重组载体(
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达量其次!在小肠中表达量最低&

3

2

+AN

基因在

肌肉中表达量相对较高!与李飞等*

0)

+证实的
3

2

+AN

基因为肌肉组织特异性基因的结论相一致&本研究

选取了小鼠的成肌细胞"

U0U%0

#为研究对象!在细胞

水平上验证
3

2

+AN

基因启动子的功能和活性!为后

续在小鼠体内验证启动子的功能和活性提供基础&

由于在扩增不含
U[_

区的
T

<D̂ 2!6*

载体片

段时对克隆位置要求精确!因此本研究采用高保真

567

聚合酶进行扩增!与
2

%

'

2

0

'

2

*

'

2

)

片段进行平

末端连接!通过采用加磷的引物可以增加平末端连

接的机率&试验通过菌液
2UJ

'酶切'测序的方法

验证阳性克隆子!结果显示!与传统的双酶切方法相

比!本方法具有不受酶切位点限制的优势!同时也避

免引入新的酶切位点!克服了目的片段上有双酶切

位点而导致在内切酶选择上的困难&通过此种方法

可以实现在载体的任意位置连接需要的目的片段而

无需考虑酶切位点&

真核生物启动子属于
=J67

基因启动子!位于

结构基因
1k

端上游!主要包括
X7X7!P#W

'起始子'

U77X!P#W

和
DU!P#W

等&

X7X7!P#W

和起始子被

称为核心启动子*

0/!*&

+

!其中
X7X7!P#W

是转录因子

X̂ KK5

的
X:2

亚基的结合位点&本研究通过替换

T

<D̂ 2!6*

载体的
U[_

区!观察转染前后
U0U%0

细胞的荧光强度!判定目的启动子的启动活性&结

果显示!

3

2

+AN

片段的
2

0

'

2

*

'

2

)

片段均可启动

T

<D̂ 2!6*

载体的
<D̂ 2

荧光蛋白表达区!启动活

性为
2

*

$

2

0

$

2

)

$

2

%

&因此!推测
2

*

可能为

3

2

+AN

基因核心启动子区!

2

%

和
2

0

片段启动活性

较低可能由于含有抑制启动子活性的区域!

2

)

片段

由于长度较短可能缺失具有启动活性的核心区域!

影响表达量&通过构建启动子
T

<D̂ 2!6*!3

2

+AN

真核表达载体!可为后续构建转基因小鼠模型提供

分子学依据!为进一步验证
3

2

+AN

基因启动子活

性与功能奠定基础&

%

!

结
!

论

本研究分析了关岭牛
3

2

+AN

基因在大腿肌'

背最长肌'肝'脂肪'心'小肠
.

个组织中的表达量!

克隆了
)

个关岭牛
3

2

+AN

基因启动子区!精确替

换
T

<D̂ 2!6*

的
U[_

区!构建了重组表达载体

T

<D̂ 2!6*!3

2

+AN

!转染小鼠
U0U%0

细胞&结果

显示!

3

2

+AN

基因在关岭牛肌肉组织中表达量较

高!推测出
2

*

片段为
3

2
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基因核心启动子区&
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