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摘　要：本研究旨在比较日本和牛 ＭｙｏＧ基因的不同长度片段启动子的活性强弱并初步探讨其中的机制。根据

ＧｅｎＢａｎｋ已公布的牛ＭｙｏＧ基因的启动子序列，设 计 特 异 性ＰＣＲ引 物 扩 增 日 本 和 牛 ＭｙｏＧ基 因 的 一 系 列 启 动 子

缺失序列，构建重组克隆载体ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ，对阳性克隆进行限制性酶切鉴定、测序及生物信息学分析，进而

构建一系列启动子缺失片段的ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ双荧光素酶表达载体，转染牛肌源干细胞（ＭＤＳＣｓ）和牛胎儿成纤维

细胞，并进行双报告基因活性检测。结果表明，日本和牛ＭｙｏＧ基因的１６６～２　１２５ｂｐ启动子都能不同程度的启动

双荧光素酶报告基因在牛肌源干细胞中的表达，且具有肌肉特异性。通过生物信息学分析得知日本和牛ＭｙｏＧ启

动子序列中有１个ＴＡＴＡ盒，１５个Ｅ－ｂｏｘ，并可能含有 ＭｙｏＤ、ＭＥＦ２、ＭＥＦ３、ＭＴＢＦ、ＴＥＦ１、ＰＲＤＦ、Ｓｐ１、多个ＳＲＦ、

ＥＲＥ、ＧＲＥ及多个Ｏｃｔ－１等转录因子调控结合位点，本试验通 过 比 较 不 同 长 度 启 动 子 片 段 的 活 性 并 结 合 对 上 述 转

录因子的分析，认为这些转录因子可能对启动子活性起着重要的调控作用。对牛ＭｙｏＧ基因启动子的克隆与功能

和序列分析为进一步研究ＭｙｏＧ 基因的表达调控奠定了基础。
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Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ＭｙｏＧ　ｇｅｎｅ；ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；ｄｕａｌ－ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ　ｒｅｐｏｒｔｅｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ；

ｍｕｓｃｌｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ；ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　ａｎａｌｙｓｉｓ

　　肌细胞生成素（Ｍｙｏｇｅｎｉｎ，ＭｙｏＧ）基因是 生 肌

调节因 子（Ｍｙｏｇｅｎｉｃ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒｓ，ＭＲＦｓ）家

族的成员之一。该家族由生肌决定因子（Ｍｙｏｇｅｎｉｃ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　ｆａｃｔｏｒ，ＭｙｏＤ），生 肌 调 节 因 子 ４
（ＭＲＦ４），肌 细 胞 生 成 素 和 生 肌 因 子５（Ｍｙｏｇｅｎｉｃ
ｆａｃｏｒ　５，ＭＹＦ５）组成［１］。ＭｙｏＤ和 ＭｙｏＧ是一类肌

调节蛋白，其中 ＭｙｏＤ确定肌源性的发生，ＭｙｏＧ诱

导骨骼肌的末端分化［２］。Ｗｅｉｎｔｒａｕｂ等［３］的研究表

明，单独敲除ＭｙｏＧ基因的小鼠会由于严重的骨骼

肌发育缺陷而死亡，而单独敲除其他３个基因的小

鼠骨骼肌发育均正常。作为一种肌细胞特异性转录

因子，ＭｙｏＧ具有以下功能：（１）调 节 自 身 基 因 的 表

达；（２）与生肌因子其他成员相互作用，如ＭｙｏＧ基

因可调节ＭＲＦ４基 因 的 表 达；（３）调 节 肌 肉 特 异 基

因如肌肉肌酸激酶、肌钙蛋白、肌球蛋白轻链基因的

表达。ＭｙｏＧ作为转 录 调 节 因 子，其 表 达 启 动 了 一

系列骨骼肌特异的胚胎性受体和收缩蛋白（如胚胎

型烟碱样乙酰胆碱受体、胚胎型ｔｒｐｏｎｉｎ亚基、胚胎

型肌球 蛋 白 重 链 等）的 合 成，因 此 ＭｙｏＧ是 唯 一 的

无可替代的生肌调节因子［４］。１９８９年，Ｗｒｉｇｈｔ等［１］

首先报道了该基因，随后又有大量有关该基因突变

与人类疾病关系的研究［５－６］。目前国 内 外 主 要 集 中

在肌肉形成机理等方面的研究，但对ＭｙｏＧ基因的

表达和调控，ＭｙｏＧ启 动 子 的 功 能 和 调 控 等 的 研 究

较少，对牛ＭｙｏＧ基因启动子的功能和调控方面的

研究还未见报道。
为深入了解ＭｙｏＧ基因启动子的结构和功能，

本研究对牛ＭｙｏＧ基因的启动子进行克隆，并对其

进行生物信息学分析。根据分析结果，构建一系列

启动子缺失片段的ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ表达载体，通过

瞬时转染牛肌源干细胞和牛的胎儿成纤维细胞，检

测启动子缺失片段的活性及其肌肉特异性，寻找合

适有效的启动子片段，以期为转基因家畜的生长提

供一个优 秀 材 料。通 过 对 日 本 和 牛 ＭｙｏＧ 启 动 子

转录调控的研究，以期为牛ＭｙｏＧ基因的表达调控

等方面的研究提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌 种 与 载 体　　菌 株 ＤＨ５α、ｐＭＤ１８－Ｔ

Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｖｅｃｔｏｒ购于大连ＴａＫａＲａ生物技术有限公

司；ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ表达载体由东北农业大学动物科技

学院惠赠。

１．１．２　工具酶、试剂盒和其他试剂　　限制性内切

酶、ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ等购于大连ＴａＫａＲａ生物技术有

限公司；Ｔｉｓｓｕｅ　ＤＮＡ　Ｋｉｔ购 自 Ｏｍｅｇａ公 司；Ｐｌａｓ－
ｍｉｄ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ　Ｉ、Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｉ购 自 于 北 京

ＴｒａｎｓＧｅｎ生物技术有限公司。

１．１．３　ＤＮＡ分析软件　　ＤＮＡ序列数据库：ＮＣ－
ＢＩ／ＧｅｎＢａｎｋ／ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ；ＰＣＲ引物设计软件：Ｐｒｉｍ－
ｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０；同 源 性 分 析 软 件：ＤＮＡＭＡＮ，

ＢＬＡＳＴ；转录 因 子 预 测 软 件：ＡｌｉＢａｂａ２．１（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｇｅｎｅ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ．ｃｏｍ／ｐｕｂ／ｐｒｏｇｒａｍｓ．ｈｔ－
ｍｌ）［７］，ＭａｔＩｎｓｐｅｃｔｏｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍａｔｉｘ．ｄｅ／

ｅｎ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）。

１．２　方法

１．２．１　日本和牛ＭｙｏＧ基因启动子的克隆与测序

　　利用 Ｔｉｓｓｕｅ　ＤＮＡ　Ｋｉｔ（Ｏｍｅｇａ）从 日 本 和 牛 成

纤维细胞中 提 取 基 因 组 总ＤＮＡ，根 据 ＧｅｎＢａｎｋ已

公布的牛 ＭｙｏＧ 基 因 序 列 及 其 启 动 子 序 列，利 用

Ｐｒｉｍｅｒ　５．０设 计１对 引 物：Ｓｅｎｓｅ：５′－ＣＣＣＡＡＴＡＴ－
ＡＧＧＧＡＴＣＧＡＡＣＴＣＡＧＧＴＣ－３′，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′－ＴＣＡ－
ＧＡＡＧＡＧＡＣＴＴＧＴＴＣＣＴＧＣＣＡＣＣ－３′。以 日 本 和 牛

基因组ＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ扩增，２５μＬ总体积

的反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５６℃
退火３０ｓ，７２℃延 伸２ｍｉｎ，３５个 循 环；７２℃延 伸

１０ｍｉｎ。扩增片段经Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｉ回收后，以

３∶１的比例与ｐＭＤ１８－Ｔ　Ｃｌｏｎｇｉｎｇ　Ｖｅｃｔｏｒ　１６℃连

接。经ＫｐｎⅠ和ＨｉｎｄⅢ酶切鉴定正确后，命名为

ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ２１２５，送由上海生工测序。

１．２．２　日本和牛ＭｙｏＧ基因启动子缺失序列的克

隆与测序　　以２　１２５ｂｐ日本和 牛 ＭｙｏＧ基 因 启

动子生物信息学的分析为参考，选取９个不同长度

和位 置 的 启 动 子 片 段，分 别 设 计 相 应 的 引 物，以

ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ２１２５为 模 板，进 行 ＰＣＲ 扩 增

（具体引物序列和反应条件见表１）。
用１．０％琼脂糖凝 胶 电 泳 检 测，并 用 凝 胶 回 收

试剂 盒 进 行 回 收。回 收 ＰＣＲ 产 物 与 ｐＭＤ１８－Ｔ
Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｖｅｃｔｏｒ连 接，用ＢａｍＨ Ⅰ和 ＨｉｎｄⅢ酶 切

鉴定，鉴定正确后命名为ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ１０７４，

８３
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表１　用于ＰＣＲ扩增的引物信息

Ｔａｂｌｅ　１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｆｏｒ　ＰＣＲ

名称

Ｎａｍｅ

引物序列（５′－３′）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

延伸时间／ｓ

Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ　ｔｉｍｅ

片段长度／ｂｐ
Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ　ｓｉｚｅ

ｐｒｏ１０７４
Ｓ：ＴＡＴＡＡＧＡＣＣＡＧＡＧＣＡＡＣＣＣＡＧＣＣＡＡＧ

Ａ：ＴＣＡＧＡＡＧＡＧＡＣＴＴＧＴＴＣＣＴＧＣＣＡＣＣ
６０　 ９０　 １　０７４

ｐｒｏ８１９
Ｓ：ＣＴＧＴＡＡＡＴＴＣＣＡＡＴＣＴＣＴＧＣＴＣＴＧ

Ａ：ＴＣＡＧＡＡＧＡＧＡＣＴＴＧＴＴＣＣＴＧＣＣＡＣＣ
５８　 ９０　 ８１９

ｐｒｏ６３３
Ｓ：ＣＴＧＣＣＡＡＴＣＣＴＴＣＴＴＡＣＣＣＴＧ

Ａ：ＴＣＡＧＡＡＧＡＧＡＣＴＴＧＴＴＣＣＴＧＣＣＡＣＣ
５５　 ３０　 ６３３

ｐｒｏ５７７
Ｓ：ＴＧＣＴＧＴＣＡＣＣＣＴＣＴＧＧＡＡＡＧ

Ａ：ＴＣＡＧＡＡＧＡＧＡＣＴＴＧＴＴＣＣＴＧＣＣＡＣＣ
５５　 ３０　 ５７７

ｐｒｏ３７３
Ｓ：ＡＴＴＧＡＡＡＧＧＡＧＣＡＧＡＴＧＡＧＧ

Ａ：ＴＣＡＧＡＡＧＡＧＡＣＴＴＧＴＴＣＣＴＧＣＣＡＣＣ
５５　 ３０　 ３７３

ｐｒｏ３１８
Ｓ：ＧＧＧＧＣＴＧＴＣＧＡＧＡＡＡＴＧＡＡＡＡＣＴＡＧ

Ａ：ＴＣＡＧＡＡＧＡＧＡＣＴＴＧＴＴＣＣＴＧＣＣＡＣＣ
５５　 ３０　 ３１８

ｐｒｏ２５４
Ｓ：ＧＧＡＧＣＣＡＧＣＴＡＧＧＧＧＴＡＧ

Ａ：ＡＡＧＡＧＡＣＴＴＧＴＴＣＣＴＧＣＣＡＣ
５５　 ３０　 ２５４

ｐｒｏ１９７
Ｓ：ＡＧＡＧＧＧＡＡＧＧＧＧＡＡＴＣＡＣ

Ａ：ＴＣＡＧＡＡＧＡＧＡＣＴＴＧＴＴＣＣＴＧＣＣＡＣＣ
５５　 ３０　 １９７

ｐｒｏ１６６
Ｓ：ＴＡＡＡＣＧＴＣＴＴＧＡＴＧＴＧＣＡＧＣ

Ａ：ＴＣＡＧＡＡＧＡＧＡＣＴＴＧＴＴＣＣＴＧＣＣＡＣＣ
５５　 ３０　 １６６

Ｓ．上游引物；Ａ．下游引物　　Ｓ．Ｓｅｎｓｅ；Ａ．Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ

ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ８１９，ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ６３３，

ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ５７７，ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ３７３，

ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ３１８，ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ２５４，

ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ１９７和ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ１６６，送
由上海生工测序。

１．２．３　日 本 和 牛 ＭｙｏＧ 基 因 启 动 子 缺 失 序 列

ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ表 达 载 体 的 构 建　　构 建ｐＧＬ３－
ＭｙｏＧｐｒｏ１０７４、ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ８１９、ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ６３３、

ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ５７７、ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ３７３、ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐ－
ｒｏ３１８、ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ２５４、ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ１９７和ｐＧＬ３－
ＭｙｏＧｐｒｏ１６６一系列启动子缺失序列表达载体。质粒

ＤＮＡ提取、电泳、酶切、大肠杆菌感受态制备、转化、连
接反应等具体操作见文献［８－９］。

１．２．４　瞬时转染　　转染质粒用无内毒素质粒提

取试剂盒提取。质粒转染试剂为聚乙烯亚胺（Ｐｏｌｙ－
ｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ）。转染前２４ｈ将细胞以４×１０５

～８×１０５　ｃｅｌｌｓ·ｗｅｌｌ－１的 密 度 铺 于２４孔 板 内。待

细胞完全贴壁生长至８０％～９０％融合时，按照ＰＥＩ
转染 操 作 步 骤 将 各 启 动 子ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ和 内 参

质粒ｐｈＲＬ－ＴＫ以５０∶１（Ｗ／Ｗ）的比例分别共转染

牛胎儿成纤 维 细 胞 和 牛 的 肌 源 干 细 胞，ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ
空载体和ｐｈＲＬ－ＴＫ以同样的条件作为对照组共转

染 细 胞，转 染４ｈ后，换 成 分 化 培 养 液（２％ ＨＳ，

ＤＭＥＭ），７２ｈ后收集细胞。上述试验独立重复３次。

１．２．５　双荧光素酶活性测定　　采用双荧光素酶

报告基因检测试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ）测定报告基因的表

达水平。试验步骤简述如下：弃去２４孔板中的细胞

培养液，用ＰＢＳ洗涤细胞２次，加入１００μＬ细胞裂

解液（１×ＰＬＢ），室温放置１５ｍｉｎ后，收集细胞裂解

液。取２０μＬ细 胞 裂 解 液 至 荧 光 测 定 管 中，加 入

１００μＬ检 测 试 剂（Ｆｉｒｅｆｌｙ　ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，ＬＡＲＩＩ），混 匀

后用化 学 发 光 仪（ＦＢ　１２Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ）测 定 发 光

值，记 录 １０ｓ 时 的 值，最 后 加 入 １００ μＬ 的

Ｓｔｏｐ＆ＧＬＯ试 剂，测 定 作 为 内 标 的 Ｒｅｎｉｌｌａ荧 光 素

酶发光值，同时检测１０ｓ时的值，两者比值即为荧光

素酶 的 相 对 活 性 ＲＬＡ（Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ）。

ＲＬＡ的数值为３次重复试验结果的“平均值±标准

差”。具体操作步骤参见Ｐｒｏｍｅｇａ检测试剂盒说明
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书。

１．２．６　统计分析　　各组试验数据计算平均值及

标准差。应用ＳＰＳＳ１７．０软件包对各组试验数据之

间的差异显著性进行单因素方差分析。

２　结　果

２．１　日本和牛ＭｙｏＧ基因启动子缺失片段的克隆

及鉴定

　　采用Ｐ２１２５－Ｓ、Ｐ２１２５－Ａ引物，以日本和牛成纤维

细胞基因组ＤＮＡ为模板，扩增出一大小约２　１２５ｂｐ
的特异条带（图１）。以ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ２１２５质

粒 为 模 板，用 ｐｒｏ１０７４、ｐｒｏ８１９、ｐｒｏ６３３、ｐｒｏ５７７、

ｐｒｏ３７３、ｐｒｏ３１８、ｐｒｏ２５４、ｐｒｏ１９７和ｐｒｏ１６６引物对进

行ＰＣＲ扩增，１．０％琼脂糖凝胶电泳检测，分别在相

应位置出现明亮条带（图２）。

Ｍ．Ｄ２０００ｐｌｕｓ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ；１．ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｕｓｉｎｇ
ｐｒｉｍｅｒ　ｏｆ　Ｐ２１２５
图１　２　１２５ｂｐ启动子的ＰＣＲ结果

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　２　１２５ｂｐ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ

２．２　日本和牛ＭｙｏＧ基因启动子片段的测序与生

物信息学分析

Ｍ．Ｄ２０００ｐｌｕｓ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ；１－９．ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｕｓｉｎｇ
ｐｒｉｍｅｒｓ　ｏｆ　ｐｒｏ８１９，ｐｒｏ６３３，ｐｒｏ５７７，ｐｒｏ３７３，ｐｒｏ３１８，
ｐｒｏ２５４，ｐｒｏ１９７，ｐｒｏ１６６ａｎｄ　ｐｒｏ１０７４
图２　启动子缺失片段的ＰＣＲ结果

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

２．２．１　测序结果　　分析表明启动子２　１２５ｂｐ测

序结果 与 ＧｅｎＢａｎｋ发 表 序 列 的 同 源 性 为９９％，说

明扩增片段来源正确，可用于后续试验。

２．２．２　生物信息学分析　　生物信息学分析发现

该区域有１个ＴＡＴＡ盒，１５个Ｅ－ｂｏｘ盒，另外还发

现ＭｙｏＧ启动子序列中可能含有多个 ＭｙｏＤ（Ｍｙｏ－
ｇｅｎｉｃ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　ｆａｃｔｏｒ），ＭＥＦ２（Ｍｙｏｃｙｔｅ　ｅｎｈａｎ－
ｃｅｒ　ｆａｃｔｏｒ　２），ＭＥＦ３（Ｍｙｏｃｙｔｅ　ｅｎｈａｎｃｅｒ　ｆａｃｔｏｒ　３），

ＭＴＢＦ（Ｍｕｓｃｌｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｍｔ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｆａｃｔｏｒ），ＴＥＦ１
（Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｅｎｈａｎｃｅｒ　ｆａｃｔｏｒ　１），ＰＲＤＦ（Ｐｏｓｉ－
ｔｉｖｅ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｄｏｍａｉｎ　Ｉ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｆａｃｔｏｒ），Ｓｐ１（Ｓｐｅ－
ｃｉａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　１），多个ＳＲＦ（Ｓｅｒｕｍ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｅｌｅｍｅｎｔ
ｂｉｎｄｉｎｇ　ｆａｃｏｒ），ＥＲＥ（Ｅｓｔｒｏｇｅｎ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｅｌｅｍｅｎｔｓ），

ＧＲＥ（Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｅｌｅｍｅｎｔｓ）及 多 个

Ｏｃｔ－１（Ｏｃｔａｍｅｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　１）等转录因子调控

结合位点。转录因子调控结合位点（只包括部分结

合位点）如图３所示。

图３　日本和牛ＭｙｏＧ基因启动子区域的转录因子结合位点简图

Ｆｉｇ．３　Ｓｋｅｔｃｈ　ｏｆ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅｓ　ｉｎ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｗａｇｙｕ　ＭｙｏＧ

２．２．３　日 本 和 牛 ＭｙｏＧ 基 因 启 动 子 缺 失 片 段

ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ酶切鉴 定　　ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｍｙｏ－
Ｇｐｒｏ载体构建过程如图４所示。回收相应片段，以

３∶１的比例与ｐＭＤ１８－Ｔ　Ｃｌｏｎｇｉｎｇ　ｖｅｃｔｏｒ　４℃连

接，用ＢｇｌⅡ和ＨｉｎｄⅢ进行双酶切，１．０％琼脂糖

凝胶电泳结果表明目的片段大小与预期相符。酶切

电泳见图５。
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图４　载体ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ的构建路线

Ｆｉｇ．４　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ　ｖｅｃｔｏｒ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

２．２．４　日 本 和 牛 ＭｙｏＧ 基 因 启 动 子 缺 失 片 段

ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ酶切 鉴 定　　构 建 过 程 如 图６所

示，用ＫｐｎⅠ（ＢａｍＨ Ⅰ）和ＨｉｎｄⅢ双酶切ｐＭＤ１８－
Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ，用 ＫｐｎⅠ（ＢｇｌⅡ）和 ＨｉｎｄⅢ双 酶 切

ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ，回 收 相 应 启 动 子 片 段 和４　８００ｂｐ的

ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ载 体 大 片 段，连 接，转 化，挑 取 单 菌 落，
提取质粒进行ＫｐｎⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定，获得

相应启动子片段和４　８００ｂｐ的２条带，证明启动子

与 载 体 ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ的 连 接 正 确，命 名 为 ｐＧＬ３－
ＭｙｏＧｐｒｏ２１２５、ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ１０７４、ｐＧＬ３－Ｍｙｏ－
Ｇｐｒｏ８１９、ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ６３３、ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ５７７、

ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ３７３、ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ３１８、ｐＧＬ３－
ＭｙｏＧｐｒｏ１９７、 ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ２５４、 ｐＧＬ３－Ｍｙｏ－
Ｇｐｒｏ１６６，经ＫｐｎⅠ和ＨｉｎｄⅢ酶切鉴定，１．０％琼脂糖

凝胶电泳与预期相符。酶切电泳结果见图７。

Ｍ．ＤＮＡ 相 对 分 子 质 量 标 准；１～１０．ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｍｙｏ－
Ｇｐｒｏ２１２５、 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ１０７４、 ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｍｙｏ－
Ｇｐｒｏ８１９、ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ６３３、ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ５７７、
ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ３７３、ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ３１８、ｐＭＤ１８－
Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ２５４、ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ１９７和ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｍｙｏ－
Ｇｐｒｏ１６６载体的酶切鉴定结果

Ｍ．Ｄ２０００ｐｌｕｓ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ；１－１０．Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｚｙｍｅ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｖｅｃｔｏｒ　ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｍｙｏ－
Ｇｐｒｏ２１２５，ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ１０７４， ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｍｙｏ－
Ｇｐｒｏ８１９， ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ６３３， ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｍｙｏ－
Ｇｐｒｏ５７７， ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ３７３， ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｍｙｏ－
Ｇｐｒｏ３１８， ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ２５４， ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｍｙｏ－
Ｇｐｒｏ１９７ａｎｄ　ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ１６６
图５　质粒ｐＭＤ１８－Ｔ－ＭｙｏＧｐｒｏ酶切鉴定电泳结果

Ｆｉｇ．５　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐＭＤ１８－ＭｙｏＧｐｒｏ　ｐｌａｓｍｉｄ

图６　质粒ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ的构建路线

Ｆｉｇ．６　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
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Ｍ．ＤＮＡ 相 对 分 子 质 量 标 准；１～１０．ｐＧＬ３－Ｍｙｏ－
Ｇｐｒｏ１０７４、 ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ８１９、 ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ６３３、
ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ５７７、ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ３７３、ｐＧＬ３－Ｍｙｏ－
Ｇｐｒｏ３１８、ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ１９７、ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ２５４ 和

ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ１６６载体的酶切鉴定结果

Ｍ．Ｄ２０００ｐｌｕｓ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ；１－１０．Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｚｙｍｅ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｖｅｃｔｏｒ　ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ１０７４，
ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ８１９，ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ６３３，ｐＧＬ３－Ｍｙｏ－
Ｇｐｒｏ５７７， ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ３７３， ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ３１８，
ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ１９７， ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ２５４ ａｎｄ　ｐＧＬ３－
ＭｙｏＧｐｒｏ１６６
图７　质粒ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ酶切鉴定电泳结果

Ｆｉｇ．７　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ　ｐｌａｓｍｉｄ

２．２．５　日本和牛ＭｙｏＧ基因启动子缺失片段活性

分析　　用上述构建的１０个质粒和ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ质

粒分别转染牛胎儿成纤维细胞和牛的肌源干细胞，
其中，ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ质 粒 作 为 阴 性 对 照，检 测 各 自 的

启动子活性并经内对照海肾荧光素酶校正。
日本 和 牛 ＭｙｏＧ 基 因 启 动 子 缺 失 片 段 在 牛 的

肌源干细胞中 具 有 不 同 的 启 动 子 活 性（图８），说 明

在某些区域存在着重要的调控元件。其中１　０７４和

３７３ｂｐ的启动子活性较高，１６６ｂｐ的启动子活性最

低；３７３ｂｐ的启动子活性显著高于５７７和３１８ｂｐ的

启动子活性（Ｐ＜０．０５）。
日本 和 牛 ＭｙｏＧ 基 因 启 动 子 缺 失 片 段 在 牛 胎

儿成纤维细胞和牛肌源干细胞中的活性经内对照海

肾荧光素酶校正后，可以看出日本和牛ＭｙｏＧ基因

启动子活性在细胞间的差异较大，结果见图９。启

动子在牛肌源干细胞中的活性远远高于在牛胎儿

柱的高度和钉型标记代表３次独立重复试验（每次３个重复）的“平均值±标准误差”，方差分析结果用＊标记，代表

差异显著（Ｐ＜０．０５）。下同

Ｄａｔａ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ“ｍｅａｎｓ±ＳＥ”ｏｆ　ｔｈｒｅｅ　ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ　ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ　ｉｎ　ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅｓ．Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ　ｗａｓ　ｐｅｒ－
ｆｏｒｍｅｄ　ａｎｄ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ　ａｒｅ　ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ＊（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ
图８　ＭｙｏＧ启动子缺失片段在牛肌源干细胞中的活性

Ｆｉｇ．８　Ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ　ｏｆ　ＭｙｏＧｉｎ　ｂｏｖｉｎｅ　ｍｕｓｃｌｅ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ

图９　ＭｙｏＧ启动子缺失片段在牛肌源干细胞和胎儿 成

纤维细胞中的活性比较

Ｆｉｇ．９　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ　ｏｆ
ＭｙｏＧｉｎ　ｂｏｖｉｎｅ　ｆｅｔａｌ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｂｏｖｉｎｅ
ｍｕｓｃｌｅ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ

成纤维细胞中的活性，说明日本和牛ＭｙｏＧ基因的

启动子具有肌肉特异性。

３　讨　论

脊椎动物肌肉组织中的肌纤维在胚胎期已经形

成，出生后数目不再改变。肌肉的生长主要依赖肌

卫星细胞的增殖分化而导致肌纤维长度增加和周径

增粗。牛的肌纤维数量取决于胚胎发育的７０ｄ［１０］，
ＭｙｏＧ基因在肌肉发生过程中肌纤维形成时的作用

是不可替代的，极有可能成为牛生长性状的主要基

因或遗传 标 记。本 研 究 对 牛 ＭｙｏＧ 基 因 启 动 子 进

行克隆并对其功能进行初步分析，为ＭｙｏＧ基因的

表达和调控机制奠定了基础。
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为了研究日本和牛ＭｙｏＧ基因启动子的功能，
本研究根据ＧｅｎＢａｎｋ已 发 表 的 牛 ＭｙｏＧ基 因 序 列

及其启动子序列，克隆了１０个不同长度的启动子片

段，转染牛肌源干细胞和牛胎儿成纤维细胞。双荧

光素酶报告基因检测分析表明，日本和牛ＭｙｏＧ基

因启动子为肌肉特异性启动子。
很多 肌 肉 特 异 性 基 因 都 由 ＴＥＦ１、ＳＲＦ 和

ＭＥＦ２等转录因子进行调控［１１－１３］。生物信息学分析

发现，日本和牛ＭｙｏＧ基因２　１２５ｂｐ启动子中含有

这些转录因子的多个调控结合位点，这一发现说明

日本和牛ＭｙｏＧ基因是肌肉特异性基因，进一步说

明日本和牛ＭｙｏＧ基因的启动子具有肌肉特异性。
这一结果与转染牛胎儿成纤维细胞和肌源干细胞后

进行双荧光素酶报告基因检测得到的结果相符。
另外，还 发 现 该 启 动 子 区 域 含 有 多 个 Ｅ－ｂｏｘ。

Ｅ－ｂｏｘ这一位点是由碱性 螺 旋－环－螺 旋 蛋 白 家 族 成

员识别的［１４－１６］，很多肌肉特异性基因（如肌球蛋白轻

链基因）启动子区都存在多个Ｅ－ｂｏｘ共同调节基因

的转录［１７］。我们 的 肌 肉 特 异 性 检 测 结 果 同 样 也 与

其相符，都能够说明日本和牛ＭｙｏＧ基因的启动子

具有肌肉特异性。
在本研究中，日本和牛ＭｙｏＧ基因的１６６ｂｐ启

动子片段即具有启动活性，１　０７４ｂｐ的启动子表现出

最高的转录调控活性，但在１６６～１　０７４ｂｐ之间，日本

和牛ＭｙｏＧ基因启动子的活性并未呈现随着长度加

长而升高的规律，且最长的启动子片段２　１２５ｂｐ并不

具有较 高 的 活 性，说 明 在２　１２５ｂｐ长 的 日 本 和 牛

ＭｙｏＧ基因启动子序列中既存在对ＭｙｏＧ基因转录

起正调控作用的元件也存在起负调控作用的元件。
其 中，ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ３７３ 与 ｐＧＬ３－Ｍｙｏ－

Ｇｐｒｏ３１８质粒 相 比，表 现 出 增 强 启 动 子 活 性（Ｐ＜
０．０５）的作 用，这 可 能 与 这 些 区 域 中 存 在 的 多 个

Ｓｐ１、ＰＲＤＦ、ＡＰ１、ＮＦ１转录因子结合位点有关。但

具体起增强作用的元件还需要进一步通过定点突变

分析进行确定，另外是否有其他因子参与此增强作

用也有待进一步的研究。
ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ５７７与ｐＧＬ３－ＭｙｏＧｐｒｏ３７３质 粒

相比，表现出减弱启动子活性（Ｐ＜０．０５）的作用，这说

明在３７３～５７７ｂｐ区域中有抑制启动子活性的元件，
具体是哪些元件，也需要进一步的研究。
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