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基因的启动子序列!设计特异性
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基因的启动子区!构建重组克隆载体
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!并对阳性质粒进行测序鉴定'再利用筛选试验和生物信息学分析筛选出关岭牛
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基因启动子

上的转录因子结合位点'结果!筛选出关岭牛
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转录因子结合位点!这些转录因子对启动子活性起着重要的调控作用'结果显示!关岭牛
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#家族是肌肉生成过程中参与分子调控的一

个重要基因家族)
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'该家族在肌细胞的分化和特化

过程中具有重要意义!它们只表达在骨骼肌细胞及

其前体细胞中!在非肌细胞系中的表达会被其他特

异性基因抑制)
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'生肌决定因子
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是
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#C

家族的

一员!它在肌肉特异基因的转录调控中起着总开关

的作用)
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'邱海芳等)
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*研究还表明!
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基因在

肌肉发育过程中发挥了重要作用'田璐等)
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*研究发

现!
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基因显著影响肉牛的多个肉质性状!如

宰前活重(胴体重(净肉重(眼肌面积等'
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基

因对肌肉的形成和肉质性状都具有显著影响!这引

起了大家对该基因的重视'

国内外对
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基因的研究在小鼠(鸡和猪的

肌细胞生成机理等方面较多!在牛上对该基因的研

究则主要集中在转录后和翻译水平)
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'目前!李飞

等)
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*研究表明!关岭牛
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基因启动子具有启动

活性!能在小鼠骨骼肌细胞中特异性表达!但对
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基因转录调控的分子作用机制还不清楚'

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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!但由于肌细胞的分化特性导致多种肌肉特异

性启动子只在终末分化的肌细胞内才能启动基因转

录表达!所以这些肌肉特异性启动子在体外培养的

肌源干细胞内的启动效率很低!这给肌肉机理研究

带来了困难)
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'关岭牛具有体质结实!肢蹄强健!

行动灵活!耐劳(耐旱(耐粗饲(适应性强等特性!是

一个适宜山区耕作和放牧!有较好的挽力和产肉性

能!广大农户乐于饲养的优良地方牛品种)

%&

*

'因

此!本试验以关岭牛为试验对象对其
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基因启

动子区的转录因子结合位点进行筛选!为下一步研

究提供方向'

转录因子是一类细胞核蛋白!而转录因子结合位

点则是一些短的特定的
C8A

序列!一般为
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个

核苷酸!定位于启动子(增强子(沉默子等顺式作用元

件'转录因子通过与靶基因调控区内转录因子结合

位点结合!既可以启动一组特定基因的表达!也可以

关闭一组特定基因的表达)
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'这表明转录因子与

调控序列的相互作用在决定某个基因是否表达中起

着重要的作用'随着对转录因子的深入研究!尤其是

近几年染色质免疫沉淀及生物信息学的发展!对进一

步研究基因的转录调控机制提供了思路和方法)
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具有灵敏度高(检测速度快(检测种类多(操作

简单等优点!克服了凝胶迁移试验和构建一系列启动

子缺失或突变的报告体的复杂性'

综上所述!本试验利用探针和启动子竞争性的与

转录因子结合的方法筛选
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基因启动子区的转

录因子结合位点!并结合生物信息学方法对关岭牛
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基因启动子序列进行分析!从而确定
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基因启动子区的转录因子结合位点'这对探究
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基因的转录调控有重要意义!同时也为牛肉

品质的改善和牛产肉性状的提升提供理论依据'
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蛋白定量试剂盒购自康为世纪公司&质粒小

量抽提试剂盒(动物组织
C8A

提取试剂盒(

Y!

载体

9<\

产物克隆试剂盒(琼脂糖凝胶回收试剂盒购自

上海生工生物股份有限公司&其他试剂均为国产分

析纯'
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试验方法
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关岭牛基因组
C8A

的提取
!!

利用动物

组织
C8A

提取试剂盒提取关岭牛背最长肌的基因

组
C8A

!结果用琼脂糖凝胶电泳进行检测'
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关岭牛
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基因启动子的克隆
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根据

>6-BF-H

提供的牛
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序列 "登录号
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#!利用在线软件
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预测该基

因的启动子区!并利用
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雯等$关岭牛
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基因启动子上转录因子结合位点的筛选

组
C8A

为模板!利用常规
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反应进行扩增'
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总体积的反应条件$
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预变性
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个循环&最

后再
20e0E$-
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个循环'

9<\

扩增产物用
%b

琼脂糖凝胶电泳检测并用胶回收试剂盒进行回收纯

化'
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X
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重组质粒的构建和鉴

定
! !

利用
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载体
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产物克隆试剂盒进行

X

O<E!Y!A
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X

5#

重组质粒的构建'将菌液

9<\

鉴定为阳性的克隆载体送英潍捷基"上海#贸

易有限公司测序!并利用
C8A[A8

将测序结果与
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上的序列进行比对'
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关岭牛
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基因启动子上转录因子结合

位点的筛选
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3
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(所提的细胞核提取物和回收纯化的

目的片段进行关岭牛
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基因启动子上转录因

子结合位点的筛选试验"其原理是通过启动子片段

和有标记的探针竞争性的与细胞核提取物里的蛋白

结合!再通过柱离心和洗脱等步骤将复合物
YP!

W#M-"

X

5#W6,

分离下来!再将分离的复合物变性后

与杂交板孵育!最后利用多功能酶标仪检测结果'

流程见图
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#作为空白对照!试验组与对照组的加样

体系按表
%

进行"试验操作按试剂盒说明书进行#'

试验结束后对试验结果进行处理分析'将测序正确

的序列利用在线软件
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基因启动子区转录因子结合位点

的预测!综合试验结果和预测结果进行
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基因

启动子上的转录因子结合位点的筛选'
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数据分析
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本试验得到的数据按
@$

3

-#!

,$,

科研试剂产品中国总代理0武汉中帜生物科技

有限公司提供的方法进行处理分析$对照组处理结

果
h

对照组结果的平均值
d

空白组的平均值&试验

组处理结果
h

试验组结果的平均值
d

空白组的平均

值&判断值
h

对照组处理结果%试验组处理结果'

处理结果
#

1&

!且判断值
#

*

"这个标准由武汉

中帜生物科技有限公司提供!因为数值太小的数据

误差比较大#的确定启动子区含有相应的转录因子

结合位点'
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结
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果

!G#

!

基因组
MQ+

的提取

所提基因组
C8A

用
%b

的琼脂糖凝胶电泳检

测!获得单一无明显拖尾的条带"图
0

#!表明可以用

于目的片段的扩增'

['C8A

相对分子质量标准&

%'

基因组
C8A

['C?%1&&&C8AEF5H65

&

%'>6-#E$KC8A

图
!

!

关岭牛基因组
MQ+

@6

7

G!

!

OL1

7

1/2B60MQ+23J8./>6/

7

0.99>1

!G!

!

>

D

E<<

基因启动子克隆

目的片段的扩增产物用
%b

的琼脂糖凝胶电泳

检测!获得单一目的条带!目的片段大小与预期的牛
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基因启动子区大小"
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#一致"图
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重组质粒的构建和鉴定

以重组质粒为模板进行的目的片段的扩增产物

经
%b

琼脂糖凝胶电泳检测!获得单一的目的条带!

片段大小为
01)2W

X

!与预期相符"图
)

#'将此

9<\

产物送至英潍捷基"上海#贸易有限公司测序!

其测序结果与
8<BN

上的牛
A

6

+DN

基因启动子区

序列的同源性为
//')%b

"图
1

#!说明
X

O<E!Y!

['C8A

相对分子质量标准&

%
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关岭牛
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+DN

基因启

动子区的
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扩增产物
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X

5#

构建成功'这个差异是关岭牛本身存

在的!同时也用高保真酶进行了该片段的扩增和测

序!测序结果表明!其与
8<BN

上的牛
A

6

+DN

基因

启动子区序列也存在差异!与本试验的测序结果一

致'

['C8A

相对分子质量标准&
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目的片段的克隆产物
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为模板的目的片段的克隆
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关岭牛
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E<<

基因启动子区目的片段和细胞

核提取物的浓度测定

以测序正确的
X

O<E!Y!A
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+DN!

X

5#

质粒为模

板进行目的片段的扩增!将其
9<\

产物利用胶回收

试剂盒回收后!用微量紫外分光光度计检测其浓度

为
*2&'1-

3

/
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'利用多功能酶标仪和
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蛋
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图
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关岭牛
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基因启动子的序列与
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上序列的比对结果
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基因启动子区转录因子结合位

点的筛选
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3
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的

筛选结果
!!

利用多功能酶标仪的化学发光检测功

能对试验结果进行检测!得到一系列的数值!将数值

按照试验方法里的数据分析进行处理'处理值代表

的是发光强弱!实质是表示了细胞核提取物中的每

个转录因子与对应的探针绑定后被洗脱下来的探针

多少!间接表明了启动子上是否含有该转录因子结合

位点'从处理的数据结果来看"图
.

和图
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#!可以初

步判定
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基因启动子上有转录因子结合位点$
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筛选出的转录因子的对照组与试验组处理值的比较图
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在线软件对关岭牛
A

6

+DN

基因启动子上转

录因子结合位点的预测

0'1'0'%

!

在线软件
YP@DA\<S

的预测结果$利用

图
'

!

部分未筛选出的转录因子的对照组与试验组的处

理值的比较图
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在线软件
YP@DA\<S

分析关岭牛
A

6

+DN

基因启

动子上的转录因子结合位点!分析结果显示!其上也

含有
A

6

+D

转录因子结合位点"表
0

#!与试验结果

中含有的
A

6

+D

转录因子结合位点重复!进一步推

测该基因启动子序列上存在
A

6

+D

转录因子结合

位点'

0'1'0'0

!

在线软件
A?>>D89\][]

的预测结

果$利用在线软件
A?>>D89\][]

分析关岭牛
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基因启动子上的转录因子结合位点!分析结

果显示!其上也含有
[

J

#C

(

ZC\

和
YPNNC

转录因

子结合位点"表
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#!与试验结果吻合'

从试验结果可以得出!
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*转录调控元件'所以!本试验综合上述的结

果筛选出关岭牛
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讨
!

论

目前!李飞等)

.

*已经证实!关岭牛
A
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+DN

基因

启动子为骨骼肌特异性启动子'本试验筛选出关岭

牛
A
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+DN

基 因 启 动 子 上 含 有
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9F;*

和

[DP0

转录因子结合位点!这与肌肉特异性启动子

中含有
Y56;

%

[DP!*

元件(
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元件(

9F;*

%
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元

件(

@\D

元件(

[DP!0

元件(

<A<<<

盒等)

%)

*转录调

控元件的报道相符&与肌细胞增强因子
0

"

[DP!0

#

被认为是绝大部分肌肉特异性基因的保守元件)

%1!%/

*

的报道也相符&关岭牛
A

6

+DN

基因启动子区的测序

结果显示其包含
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元件的核心序列
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明关岭牛
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元件'
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和
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元件在肌肉特异性启动子中

具有重要的转录调控作用'
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*研

究发现!多数肌肉特异基因的上游调控区域存在

[DP!%

元件!该元件被碱性螺旋
!

环
!

螺旋"
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#

家族蛋白识别激活后发挥其调控作用!
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主要存在于生肌调控家族因子中!如
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J
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和
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!它们在骨骼肌生长和发育过程

中起着至关重要的作用'有研究表明!具有
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结构域的
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J
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蛋白能与靶基因启动子区的
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激活自身的表达)

)

*有关!对于保持成肌作用具有重

要意义'
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基因

表达的作用!在胚胎的骨骼肌发育中起至关重要的

作用)
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均发生突变
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