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摘要：试验克隆了崂山奶山羊Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ基因序列，构建了其真核表达载体，并验证了其在成纤维细胞中的表达。本研究

通过从崂山奶山羊肌肉组织中提取ＲＮＡ，反转录后采用巢式ＰＣＲ方法扩增出Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ基因序列，构建真核表达载体，通过

转染成纤维细胞，采用ＲＴ－ＰＣＲ方法验证 其 表 达。结 果 表 明，克 隆 出 崂 山 奶 山 羊 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ基 因 的 全 长ｃＤＮＡ序 列，大 小 为

１１２８ｂｐ，ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＧＵ３７７３０３．１；构建ｐｃＤＮＡ－ＭＳＴＮ真核表达载体，转染成纤维细胞４８ｈ后通过ＲＴ－ＰＣＲ检测，结果

显示，Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ表达量显著增加，表明成功构建ｐｃＤＮＡ－ＭＳＴＮ真核表达载体，为进一步研究 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ的生物学功能及转基

因羊培育奠定基础。
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　　 肌 肉 生 长 抑 制 素（Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ，ＭＳＴＮ）又 名

ＧＤＦ８（ｇｒｏｗｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　８），属 ＴＧＦ－β
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　ｂｅｔａ）超家族（Ｍｃｐｈｅｒ－
ｒｏｎ等，１９９７），是 肌 肉 生 长 发 育 的 负 调 控 因 子。该

基因突变的皮尔蒙特和比利时蓝牛具有显著“双肌”

现象（Ｋａｍｂａｄｕｒ等，１９９７），实验室培育的Ｍｙｏｓｔａ－
ｔｉｎ基因 沉 默 的 鼠（Ｍａｇｅｅ等，１９９７）及 斑 马 鱼（Ｌｅｅ

等，２００９）肌 肉 也 明 显 增 生。另 有 相 关 研 究 结 果 表

明，Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ在 脂 肪 沉 积 中 也 发 挥 着 重 要 的 作 用

（Ｍｃｐｈｅｒｒｏｎ等，２００２；Ｌｅｅ等，２００７；Ｒｅｉｓｚ－Ｐｏｒｓｚａｓｚ
等，２００３），但尚无明确定论。崂山奶山羊是中国培

育成功的优良奶山羊品种之一，该羊体质结实，结构

匀称，产奶量高。为进一步提高崂山奶山羊的肉用

性能，培育出产肉性能较高的奶肉兼用的崂山奶山

羊，研究 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ在脂肪沉积中的作用，本研究欲

克隆出崂山 奶 山 羊 的 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ基 因，构 建 真 核 表

达载体，为后期研究提供基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料　大 肠 杆 菌 菌 株ＤＨ５α、ＬＡ　Ｔａｑ酶

购自ＴａＫａＲａ公司；ＲＮＡ提取试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ）；
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基金项 目：转 基 因 生 物 新 品 种 培 育 重 大 专 项（２００９ＺＸ０８０１０－

０２４Ｂ；２００８ＺＸ０８００８－００３；２００９ＺＸ０８００６－０１３Ｂ）。

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；反 转 录 试 剂 盒

购自ＴＲＡＮＳ公司；ＤＭＥＭ、０．２５％胰蛋白酶、胎牛

血 清、高 糖 ＤＭＥＭ、０．２５％ Ｔｒｙｐｓｉ－ＥＤＴＡ、１００００
Ｕ／ｍＬ青霉素和１００００μｇ／ｍＬ链霉素均购自ＧＩＢ－
ＣＯ公司。

１．２　试验方法

１．２．１　巢式ＰＣＲ扩增ＭＳＴＮ 基因　从小尾寒羊

肌肉组 织（青 岛 畜 牧 兽 医 研 究 所 羊 场）提 取 ＲＮＡ
（按ＴＩＡＮＧＥＮ 试 剂 盒 进 行），并 进 行 反 转 录（按

ＴＲＡＮＳ试剂盒进行），反应体系：ＬＡ　Ｔａｑ　０．５μＬ，

１０×ＬＡ　ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　５．０μＬ，ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ　８μＬ，

ＲＮＡ模板５μＬ。
反应 体 系：ＬＡ　Ｔａｑ　０．５μＬ，１０×ＬＡ　ＰＣＲ

Ｂｕｆｆｅｒ　５．０μＬ，ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ　８．０μＬ，模 板５．０

μＬ，引 物（１０μｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ，加 双 蒸 水 至５０．０

μＬ。第 １ 轮 ＰＣＲ 引 物：ＱＭＳＴＮＳ：５′－ＴＴＡＣＴ－
ＣＡＡＡＡＧＣＡＡＡＡＧＡＡＡＡＧ－３′，ＱＭＳＴＮＡ：５′－
ＴＡＧＣＴＴＧＴＧＣＴＴＡＡＧＴＧＡＣＴＧＴ－３′； 第 ２ 轮

ＰＣＲ引物：ＭＳＴＮＳ：５′－ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＡＡＡＡＡ－
ＣＴＧＣＡＡＡＴＣＴＣＴＧ－３′，ＭＳＴＮＡ：５′－ＴＡＧＣＴＣＧＡＧ－
ＴＣＡＴＧＡＡＣＡＣＣＣＡＣＡＧＣＧＡＴＣＴ－３′。反 应 条 件：
第一轮：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，６０℃退火

４５ｓ，７２℃延伸９０ｓ，２８个循 环；７２℃延 伸１０ｍｉｎ。
第二轮：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５８℃退

火４５ｓ，７２℃延 伸７５ｓ，２８个 循 环；７２℃延 伸１０
ｍｉｎ。１％琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测，凝 胶 成 像 系 统 下，
割取目的条带，用凝胶回收试剂盒回收目的产物。
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１．２．２　ｐＭＤ１８－ＭＳＴＮ载体的构建　回收ＰＣＲ产

物１．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　３．０μＬ，ｐＭＤ１８－Ｔ　１．０μＬ，Ｌｉｇａ－
ｔｉｏｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　５．０μＬ，１６℃连接３０ｍｉｎ，４℃过夜。
将构建的载体 转 化ＤＨ５α：①将 上 述 连 接 后 的 反 应

液１０μＬ转入１００μＬ的ＤＨ５α感受态菌液中，轻柔

混匀，冰 浴３０ｍｉｎ。②４２ ℃热 休 克９０ｓ，冰 浴２
ｍｉｎ。③每 管 加 入 ＬＢ液 体 培 养 基４００μＬ，３７ ℃
２００ｒ／ｍｉｎ振摇培养１ｈ。④将１００μＬ菌液，均匀涂

布于含氨苄青霉素的ＬＢ选择平板上，置３７℃恒温

培养箱，待菌液吸收后，倒置培养８～１２ｈ。挑取单

克隆菌落进行摇菌，８～１２ｈ进行菌液ＰＣＲ鉴定，挑
取阳性菌液并进行测序鉴定。

１．２．３　ｐｃＤＮＡ－ＭＳＴＮ的 载 体 的 构 建　酶 切 消 化

ｐｃＤＮＡ３．１反 应 体 系 如 下：灭 菌 去 离 子 水１１μＬ，

ｐｃＤＮＡ３．１或ｐＭＤ－ＭＳＴＮ　５μＬ，１０×Ｍ　Ｂｕｆｆｅｒ　２

μＬ，ＢａｍＨ Ⅰ１μＬ，ＸｈｏⅠ１μＬ，３７℃２ｈ，琼脂糖

凝胶电泳酶切产物，并从凝胶中回收酶切后的目的

片段，步骤按照凝胶回收试剂盒的进行。连接反应，
反应体系：质粒载体１．０μＬ，ＤＮＡ　５．０μＬ，Ｔ４连接

酶０．５μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ　１．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　７．０μＬ，１６
℃过夜。转化方法同上。菌液经ＰＣＲ鉴定、测序鉴

定、鉴定正确的菌液提取质粒进行酶切鉴定。

１．２．４　真核表达载体在成纤维细胞中表达鉴定　从

－８０℃冰箱取出小尾寒羊成纤维细胞，迅速放入３８
℃水浴中解冻，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入２
ｍＬ完全培养基将细胞吹打混匀并转移至２５ｃｍ２的

培养瓶中，待细胞接触密度约９０％时传至６孔板中，
第２天按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２０００说明书进行转染，４８ｈ
收集细胞，提 取ＲＮＡ（按ＴＩＡＮＧＥＮ试 剂 盒 进 行），
并进行反 转 录（按ＴＲＡＮＳ试 剂 盒 进 行），ＰＣＲ检 测

Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ基因表达量，以ＧＡＰＤＨ作为内参对照，引
物 如 下：ＧＡＰＤＨＦ：５′－ＴＴＧＴＧＡＴＧＧＧＣＧＴＧＡＡＣＣ－
３′，ＧＡＰＤＨＲ：５′－ＡＧＴＣＴＴＣＴＧＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴ－
３′；ＭＳＴＮＦ：５′－ＡＧＡＡＣＡＧＣＧＡＧＣＡＧＡＡＧＧＡＡ－３′，

ＭＳＴＮＲ：５′－ＧＡＧＡＴＣＧＧＡＴＴＣＣＡＧＴＡＴ－３′。
反应体系：ＬＡＴａｑ０．５μＬ，１０×ＬＡ　ＰＣＲ　Ｂｕｆｆ－

ｅｒ　５．０μＬ，ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ　８．０μＬ，模板５．０μＬ，引

物（１０μｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ，加 双 蒸 水 至５０．０μＬ。反

应条件：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５８℃退

火４５ｓ，７２℃延 伸４５ｓ，２８个 循 环；７２℃延 伸１０
ｍｉｎ。１．５％琼脂糖凝胶电泳检测。

２　结果与分析

２．１　ＭＳＴＮ 基因ＰＣＲ扩增　从 小 尾 寒 羊 肌 肉 组

织提取 ＲＮＡ，琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 显 示２８Ｓ约 是

１８Ｓ的２倍，说明提取的ＲＮＡ质量较好（图１）。采

用巢式ＰＣＲ的方法扩增ＭＳＴＮ 基因，提取的ＲＮＡ
经反转录后，进行第一轮ＰＣＲ，以第一轮ＰＣＲ的产

物作为 模 板 进 行 第 二 轮ＰＣＲ，巢 式ＰＣＲ产 物 经 电

泳检测，在１１２８ｂｐ处出现条带，与目的条带片段大

小相符，ＰＣＲ产物经测序鉴定，结果正确（图２）。

图１　ＲＮＡ电泳图

图２　电泳检测巢式ＰＣＲ扩增ＭＳＴＮ基因

注：１为ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；２为 巢 式ＰＣＲ扩 增 ＭＳＴＮ 基 因（１１２８

ｂｐ）；３为内参基因ＧＡＰＤＨ（２００ｂｐ）；４为空白对照。

２．２　ｐＭＤ－ＭＳＴＮ 载 体 的 构 建 　 将 扩 增 出 的

ＭＳＴＮ 基 因 连 接 至 ｐＭＤ１８－Ｔ 载 体 上，转 化 至

ＤＨ５α，挑取单克隆菌落进行ＰＣＲ鉴定，提取测序鉴

定的阳性菌液的质粒，该质粒命名为ｐＭＤ－ＭＳＴＮ。

２．３　真核表 达 载 体 的 构 建　ｐＭＤ－ＭＳＴＮ与ｐｃＤ－
ＮＡ３．１经ＢａｍＨ Ⅰ和ＸｈｏⅠ酶切后，目的条带切

胶回收，经连接，转化至ＤＨ５α，进行菌液ＰＣＲ鉴定

（图３），其中８号孔片段大 小 为１１２８ｂｐ，经 测 序 鉴

定该序列正确，将该质粒命名为ｐｃＤＮＡ－ＭＳＴＮ，提

取质粒进行酶切鉴定（图４）。

图３　菌液ＰＣＲ鉴定

注：１为ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；２为空白对照；３为阴性对照；４～１０为菌

液ＰＣＲ。
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图４　ｐｃＤＮＡ－ＭＳＴＮ酶切鉴定结果

注：１为 ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；２为ｐｃＤＮＡ－ＭＳＴＮ 酶 切 后 产 物；３为

ｐｃＤＮＡ－ＭＳＴＮ质粒。

２．４　真核 表 达 载 体ｐｃＤＮＡ－ＭＳＴＮ在 成 纤 维 细 胞

中表达鉴 定　将ｐｃＤＮＡ－ＭＳＴＮ转 染 羊 成 纤 维 细

胞，４８ｈ后 收 集 细 胞 提 取 ＲＮＡ，采 用 半 定 量 ＲＴ－
ＰＣＲ检测 ＭＳＴＮ表 达 量，琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 结

果 显 示 转 染 ｐｃＤＮＡ－ＭＳＴＮ 的 羊 成 纤 维 细 胞

ＭＳＴＮ表 达 量 明 显 上 升（图５），说 明 构 建ｐｃＤＮＡ－
ＭＳＴＮ真核表达载体能够表达 ＭＳＴＮ。

图５　半定量ＲＴ－ＰＣＲ检测ｐｃＤＮＡ－ＭＳＴＮ

在成纤维细胞中的表达

２．５　序列分析　将崂山奶山羊 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ基 因 序

列提交至ＧｅｎＢａｎｋ，登录号：ＧＵ３７７３０３．１。崂山奶

山羊Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ基因序列与山羊Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ基因序

列（登录 号：ＡＹ４３６３４７）进 行 比 对，同 源 性 为９９％，

碱基分别在第２０位（Ｃ－Ｔ）、４６位（Ａ－Ｃ）、４８位（Ｃ
－Ｔ）、８７位（Ｃ－Ｇ）、１６３位（Ｇ－Ａ）、４６７位（Ｔ－
Ｇ）、５８４位（Ｃ－Ａ）、７１７位（Ａ－Ｔ）、８７７位（Ｇ－Ｔ）

发生改变，造 成 的 氨 基 酸 突 变 点 分 别 为７位（Ｆ－
Ｓ）、２９位（Ｑ－Ｈ）、５５位（Ｔ－Ａ）、１５６位（Ｒ－Ｌ）、

１９５位（Ｄ－Ａ）、２９３位（Ｆ－Ｖ）；与 绵 羊 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ
基因序列（ＮＭ＿００１００９４２８．１）比 对 碱 基 分 别 在１２６
位（Ｃ－Ｔ）、１６３位（Ｇ－Ａ）、１８９位（Ｇ－Ａ）、４６７位

（Ｔ－Ｇ）、７１７位（Ａ－Ｔ）、９０３位（Ｔ－Ｃ）、９３０位（Ｔ
－Ｃ）、１１２２位（Ｃ－Ｔ）发生改变，造成的氨基酸突变

点分别为５５位（Ｔ－Ａ）、１５６位（Ｒ－Ｌ）。

３　讨论

本研究利用巢式ＰＣＲ克隆出崂山奶山羊Ｍｙｏ－
ｓｔａｔｉｎ基因，构建其真核表达载体，并在羊成纤维细

胞中验证其 表 达，为 进 一 步 研 究 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ相 关 基

因的表达调控奠定了基础。Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ在肌肉组织

中的表达量较低，且在不同时期表达量不同。在牛

上的研究结果发现，发育到１６ｄ时的牛胚胎中可检

测到 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ　ｍＲＮＡ的表达，２９ｄ时表达量开始

增加，８２ｄ时表达量达到最高。在猪上的研究结果

发现，胚胎发育到２１ｄ时可以检测到 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ的

表达，１０５ｄ时开始降低，出生１４ｄ后表达水平降到

最低（Ｓｏｎｓｔｅｇａｒｄ等，１９９８）。本研究在成 年 羊 上 很

难扩增出该基因，最终在１０日龄的羔羊中扩增出该

基因，可能Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ基 因 在 成 年 羊 中 的 表 达 量 较

低，在羔 羊 中 的 表 达 仍 较 为 丰 富。Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ在 肌

肉发育中负调控作用已得到认可，但在脂肪沉积中

作用的报道存在争议。Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ基因突变纯合体

小鼠脂肪含量较少，与正常小鼠相比体脂肪约减少

７０％。皮尔蒙 特 及 比 利 时 蓝 牛 同 样 也 存 在 肌 肉 发

达，脂肪含量低的情况。肌肉与脂肪作为机体的主

要组成分，能量代谢的主要去向，是肉品质及机体健

康的重要评价指标。深入了解 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ在脂肪沉

积的作用及表达调控，有望为肥胖症的治疗找到新

的突破点，具有十分重要的意义。本研究克隆出崂

山奶 山 羊 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ基 因，为 后 续 的 研 究 奠 定 了

基础。
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减毒沙门氏菌在疫苗和疫苗载体方面的研究进展

李正，程相朝

（河南科技大学动物科技学院，河南洛阳　４７１００３）

摘要：沙门氏菌不仅可以用作疫苗，也是理想的 疫 苗 载 体，已 受 到 医 学 与 兽 医 学 的 广 泛 重 视。沙 门 氏 菌 可 以 经 黏 膜 途 径

免疫（口服或鼻内），操作方便，对接种对象刺激小；此外，沙门氏菌为胞内侵袭细菌，能有效递呈抗原，激发抗沙门氏菌和诱导

外源蛋白的特异性体液免疫反应与细胞免疫反应，并能同时诱导黏膜免疫与全身免疫。文章对沙门氏菌的入侵机制、免疫机

理及其在疫苗中的应用状况进行了综述，为新型疫苗的研究提供参考。

关键词：沙门氏菌；疫苗；载体

中图分类号：Ｓ８５２．６１　　　　　文献标识码：Ａ　　　　　文章编号：１６７１－７２３６（２０１２）０１－００４０－０５

　　沙门氏菌是重要的人兽共患病病原，在医学、兽
医学和公共卫生学上均具有十分重要的意义（蔡宝

祥等，２００１）。减毒沙门氏菌是通过物理、化学或基

因工程等方法，使沙门氏菌某些特定的基因发生不

可逆的突 变 而 降 低 其 毒 力（Ｓｈａｔａ等，２０００）。现 代

医学中，疫苗接种是预防传染病最有效的方法，减毒

沙门氏菌不但能作为疫苗，而且已被证实是理想的

修回日期：２０１１－０８－０１
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疫苗载体，减毒沙门氏菌作为载体可激发强烈的体

液免疫、细胞免疫和黏膜免疫，在研制基因工程疫苗

方面显现了独特的优越性。近年来，应用各种基因

工程方法构建沙门氏菌减毒株、研究毒力基因的功

能和表达调控以及利用减毒沙门氏菌作为活载体表

达外源抗原，研制多价疫苗等已成为该领域的研究

热点。

１　减毒沙门氏菌基因缺失疫苗

沙门氏菌的基因缺失大体上可分为两种，代谢

性途径和营养缺陷性途径（訾占超等，２００９），在疫苗

研究中，最广泛用来减毒的沙门氏菌毒力基因有１０
种之多（表１）。通过各种方法减毒后的沙门氏菌对

人和动物的致病力显著降低，但仍然保持良好的侵

袭力和免疫原性
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