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　　[摘　要 ]　利用 PCR 技术从雄性中国荷斯坦牛的基因组DNA 中克隆了 Y 染色体性别决定基因 (Sex2deter2
m ining R egion on the Y Ch romo som e, SR Y)的编码区全长序列,构建了表达载体 pET 228aöSR Y,并将其在大肠杆

菌 (E. coli)中进行了诱导表达,对表达产物进行了检测。结果表明, S R Y 基因编码区长 687 bp ,编码 229个氨基酸;

表达载体 pET 228aöSR Y 构建成功;表达产物中含有相对分子质量为 33 ku 的 SR Y 蛋白。
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　　1990年,位于哺乳动物 Y 染色体上与性别发生

直接相关的 Y 染色体性别决定基因 (Sex2determ in2
ing R egion on the Y Ch romo som e, SR Y)从人的 Y

染色体上被分离[1 ] ,之后该基因被确认为人们长期

寻找的睾丸决定因子 (T est is D eterm in ing Fato r,

TD F )。该基因的有无和突变与否直接决定了哺乳

动物的性别表型。基因型为XX 且带有S R Y öS ry 基

因的哺乳动物会以雄性或间性表型存在[223 ]; S R Y

基因的突变同样会在一定程度上引起性反转或性别

异常[425 ]。

SR Y 蛋白属于含有高迁移率族蛋白 (H igh2
M ob ility Group Box, HM G) ,并且可以特异结合于

DNA 序列蛋白的一个亚类,该亚类包括多种转录因

子, 如各种与性别决定有关的高迁移率族蛋白

(SR Y2R elated H igh2M ob ility Group Box, SOX) [6 ]。

SR Y 蛋白对其他与性别相关基因的调控作用是通

过结合其启动子,调节其表达水平来实现的,如雄性

激素受体 (A ndrogen R ecep to r, A R ) [7 ]和缪勒氏管

抑制因子 (M u llerian Inh ib it ing Sub stance, M IS)。

体外试验显示, SR Y 蛋白的HM G 可特异地结合于

DNA 小沟的一致性序列AA CAA T 上[829 ]; SR Y 蛋

白是核蛋白[10 ] , 能诱导目的DNA 的强烈弯曲[11 ]。

SR Y 蛋白的这些特征与其调节转录的功能密切相

关。杜晓娟等[12 ]的研究表明, 通过原核表达的人

SR Y 蛋白能特异性结合位于 19 号染色体的M IS

基因启动子区。D esclozeaux 等[13 ]认为,磷酸化N 末

端 SR Y 蛋白的DNA 结合能力得到加强。目前,对

人和小鼠的 S R Y 基因及 SR Y 蛋白的研究较多,而

对牛 S R Y 基因的研究报道则还较少,其在胚胎性别

发育过程中的作用尚不清楚。

为此, 本研究克隆了中国荷斯坦牛的 S R Y 基

因,并将其在大肠杆菌中进行了表达,对表达产物进

行了鉴定,为进一步研究 S R Y 基因与其上、下游基

因的相互作用机理,阐明牛 S R Y 基因在性别决定过

程中的重要作用及从分子水平上控制奶牛的性别奠

定了基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　血样、细菌菌株及载体　雄性中国荷斯坦牛

的血样取自河北省大厂回族自治县屠宰场; 大肠杆

菌 E. coli DH 5Α及 E. coli BL 21 (D E3)均购自天为

时代公司; pGEM 2T 克隆载体为 P rom ega 公司产

品; pET 228a (+ )表达载体购自N ovagen 公司。

1. 1. 2　试　剂　LA T aq 聚合酶, 限制性内切酶

E coR É , S a lÉ和 dN T P 均为 T aKaR a公司产品; 琼

脂糖由上海 Y ITO 公司生产; XGal, IPT G 和琼脂粉

均购自 Sigm a 公司; T 4 DNA 连接酶为 P rom ega 公

司产品; DNA 凝胶回收纯化试剂盒、质粒提取试剂

盒均购自天为时代公司; 胰蛋白胨和酵母浸出粉均

由OXO ID 公司生产。

1. 1. 3　引物的设计与合成　根据 GenBank 收录的
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荷斯坦奶牛 S R Y 基因 (登录号为AB 039748)设计

一对引物 P1和 P2。

P1 序列为: 5′2A GT A GG T T G A T G GGT

T T 23′,

P2 序列为: 5′2T GA T TA A CA GA G GA C

CA G23′。

根据 S R Y 基因序列和载体 pET 228a (+ )的多

克隆位点设计引物 SR Y2E 和 SR Y2S。
SR Y2E 序列为: 5′2GCG GAA T TC A T G T TC

A GA GTA T T G AA C G23′,

SR Y2S序列为: 5′2GCG GTC GA C TCA A TA

T T G AAA A TA A GC A C23′(下划线示酶切位

点)。引物均由英骏生物公司合成。

1. 2　方　法

1. 2. 1　雄性中国荷斯坦牛基因组DNA 的提取　

以成年雄性中国荷斯坦牛的血液组织为材料,用酚

- 氯仿方法[14 ]提取基因组DNA。

1. 2. 2　S R Y 基因编码区的 PCR 扩增　以雄性中

国荷斯坦牛基因组DNA 作为模板, P1, P2 作为引

物, 进行 S R Y 基因编码区的扩增。PCR 反应体系

为: 10×扩增缓冲液 10 ΛL , 200 mmo löL 的 dN T P

20 ΛL , 1 mmo löL 引物各 2. 5 ΛL , 模板DNA 1Λg,

LA T aq DNA 聚合酶 2. 5 U ,加三蒸水至 100 ΛL。

PCR 反应条件为: 94 ℃ 5 m in; 94 ℃ 30 s, 54 ℃ 30

s, 72 ℃ 1 m in, 30个循环; 72 ℃ 10 m in。PCR 产物

经 10 göL 琼脂糖凝胶电泳检测后,用DNA 凝胶回

收纯化试剂盒回收 PCR 产物,采用 10 göL 琼脂糖
凝胶电泳对回收产物检测。

1. 2. 3　重组质粒 pGEM 2T öSR Y 的构建与鉴定　

回收的 PCR 产物和 pGEM 2T 载体在 T 4 连接酶的

作用下,于 16 ℃连接 1 h 后, 4 ℃连接过夜,构建重

组质粒 pGEM 2T öSR Y。将重组质粒转化至感受态

E. coli DH 5Α菌中,转化产物于 37 ℃、225 röm in 培

养 90 m in 后,涂布于含有Amp , X2gal, IPT G 的LB

固体培养基上,于 37 ℃条件下培养 14 h。挑取LB

培养基上阳性菌落,接种于含有Amp 的LB 液体培

养基中,于 225 röm in 培养过夜。对菌液进行 PCR

鉴定,同时提取大肠杆菌的质粒进行B stz É 酶切鉴
定。将 PCR 和酶切鉴定均为阳性的菌落送奥科生物

公司测序。

1. 2. 4　S R Y 基因编码区酶切位点的加入　以质粒

pGEM 2T öSR Y 为模板, SR Y2E 和 SR Y2S为引物进

行扩增。PCR 反应体系为: 10×扩增缓冲液 10 ΛL ,

200 mmo löL 的 dN T P 20 ΛL , 1 mmo löL 引物各 2. 5

ΛL , 模板DNA 0. 5 Λg, LA T aq DNA 聚合酶 2. 5

U , 加三蒸水至 100 ΛL。PCR 反应条件为: 94 ℃ 5

m in; 94 ℃ 30 s, 51 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 m in, 30个循环;

72 ℃延伸 10 m in。PCR 产物经 10 göL 琼脂糖凝胶
电泳检测后,回收并纯化 PCR 产物。

1. 2. 5　表达载体的构建与鉴定　分别将回收的加

酶切位点的产物和 pET 228a (+ )载体用 E coR É 和

S a lÉ 双酶切,产物分别进行 10 göL 琼脂糖凝胶电
泳,回收目的片段,将目的片段在 T 4 DNA 连接酶作

用下,于 16 ℃条件下连接 1 h 后, 4 ℃连接过夜。将

连接产物转化至感受态 E. coli BL 21 (D E3)中,构建

pET 228aöSR Y 重组子, 将转化产物涂布于含 50

m göL 卡那霉素的LB 琼脂平板中。对阳性 pET 2
28aöSR Y 重组子进行 PCR 和 E coR É , S a lÉ 双酶
切鉴定,选取阳性克隆送奥科生物公司测序。

1. 2. 6　SR Y 蛋白的诱导表达　将原核表达阳性克

隆接种于 5 mL 含 50 m göL 卡那霉素的LB 液体培

养基中, 于 30 ℃、200 röm in 培养至A 600为 0. 6, 然

后加入 IPT G 使其终浓度为 0. 4 mmo löL , 对 S R Y

基因进行诱导表达,分别于 0, 0. 5, 1, 2, 3, 4, 5 h 收

获菌液,共取 7 次。以相同的方法分别诱导 E. coli

BL 21 (D E3)和含转化质粒 pET 228a (+ )的 E. coli

BL 21 (D E3) 5 h,以其表达产物作为对照。

1. 2. 7　表达产物的 SD S2PA GE 检测　将 1. 2. 6中

不同诱导时间收获菌液的A 600均调至 0. 68,然后分

别取菌液 1. 5 mL , 于 4 ℃离心 (10 000 röm in, 1

m in ) , 弃上清液, 收集各种菌体。再加入上样缓冲

液,混匀,煮沸 5 m in,于 15 000 röm in 离心 10 m in,

取上清液 15 ΛL 进行体积分数 10% SD S2PA GE 电

泳,考马斯亮蓝R 250染色并脱色[14 ]。

2　结果与分析

2. 1　S R Y 基因编码区的 PCR 扩增

　　S R Y 基因编码区的 PCR 扩增产物经 10 göL
琼脂糖凝胶电泳分析,可见 1条长度为 1 041 bp 的

片段,与预期片段大小一致 (图 1)。

2. 2　重组质粒的鉴定

pGEM 2T öSR Y 质粒经B stz É酶切,分别得到 1

条约 3 000 bp 的片段和 1 条约 1 000 bp 的插入片

段 (图 2) ,与预期结果一致。序列分析结果 (图 3)显

示,黑白花奶牛 S R Y 基因编码区长度为 687 bp ,编

码 229个氨基酸。
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图 1　中国荷斯坦牛 S R Y 基因编码区 PCR
扩增产物的电泳图谱

M. DNA 分子质量标准; 1, 2. PCR 扩增产物

F ig. 1　PCR 2amp lificat ion of Ho lstein cow

S R Y gene open reading fram e
M. DNA m arker; 1, 2. PCR p roducts

　

图 2　重组质粒 pGEM 2T öSR Y 酶切产物电泳图谱
M. DNA 分子质量标准; 1. pGEM 2T öSRY

质粒的B stz É酶切片段

F ig. 2　R estrict ion iden tificat ion

of p lasm id pGEM 2T öSR Y
M. DNA m arker; 1. P lasm id pGEM 2T öSRY digested by B stz É

　

2. 3　表达质粒的构建及重组子鉴定

表达载体 pET 228aöSR Y 的酶切产物电泳图谱

见图 4。从图 4可以看出,重组表达质粒 pET 228aö

SR Y 经 E coR É , S a lÉ双酶切得到大于 5 kb 的线性

pET 228a (+ )片段和约 700 bp 的 S R Y 插入片段。

2. 4　表达产物的 SD S2PA GE 检测

由图 5可知, S R Y 基因获得了表达,诱导 4 h 表

达量达到高峰, SR Y 蛋白质相对分子质量约为 33

ku, 与预期结果一致; 对照组 E. coli BL 21 (D E3)和

含空质粒 pET 228a (+ )的 E. coli BL 21 (D E3)均未
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见 SR Y 蛋白表达。

图 4　表达载体 pET 228aöSR Y 的酶切产物电泳图谱
M. DNA 分子质量标准; 1. pET 228a (+ )质粒的 E coR É
和 S a lÉ酶切片段; 2. pET 228aöSRY重组表达
质粒的 E coR É和 S a lÉ酶切片段

F ig. 4　R estrict ion iden tificat ion of

exp ression vecto r pET 228aöSR Y
M. DNA m arker; 1. P lasm id pET 228a (+ ) digested by

E coR É and S a lÉ ; 2. Recom binan t p lasm id

pET 228aöSRY digested by E coR É and S a lÉ
　
　
　
　

　

　

图 5　中国荷斯坦牛 S R Y 基因表达产物
的 SD S2PA GE 检测结果

M. 蛋白质分子质量标准; 1. E. coli BL 21 (D E3)

菌株诱导表达产物; 2. 带有pET 228a (+ )质粒的 E. coli

BL 21 (D E3)菌株诱导表达产物; 3～ 9. 分别为转化pET 228aöSRY

质粒的 E. coli BL 21 (D E3)菌株在 0, 0. 5, 1, 2,

3, 4, 5 h 内诱导表达产物

F ig. 5　So lub le exp ression of Ho lstein cow

SR Y p ro tein by SD S2PA GE
M. P ro tein m arker; 1. P ro tein of E. coli BL 21 (D E3)

induced by IPT G; 2. P ro tein of E. coli BL 21 (D E3)

con tain ing pET 228a (+ ) induced by IPT G; 3- 9. P ro tein

of E. coli BL 21 (D E3) con tain ing pET 228aöSRY

induced in 0, 0. 5, 1, 2, 3, 4, 5 h by IPT G

3　讨　论

哺乳动物的性别决定是一个多层次调控过程,

在该过程中 SR Y 蛋白是众多性别决定基因发挥作

用的枢纽。SR Y 蛋白几乎存在于所有的哺乳动物

中,该蛋白含有一个HM G 盒。HM G 盒是 SR Y 蛋

白的保守区[15 ] ,由约 80个氨基酸组成,存在于许多

DNA 结合蛋白中。在促成胚胎雄性化过程中, SR Y

蛋白行使一个结构转录因子的功能。人类S R Y 基因

开放读码框存在于一个单外显子中,编码 204 个氨

基酸。小鼠 Sry蛋白C2末端包含一个占整个 Sry 蛋

白一半的谷氨酸重复区域,失去该区域的 Sry 蛋白

能使XX 转基因鼠发生性反转,这揭示了该区域在

性别决定中的功能[16 ]。牛的 SR Y 蛋白由 229个氨

基酸组成,并带有一个由 79个氨基酸组成的HM G

盒。

奶牛是经济价值较高的动物,实现对奶牛的性

别控制,可以在相当大的程度上节约生产成本,提高

经济效益。中国荷斯坦牛是我国的地方品种,将其作

为研究对象更具有现实意义。

当前,对人和鼠性别控制机理的研究较多,而在

牛上研究的较少。杜晓娟等[12 ]的研究表明,人 SR Y

蛋白对人M IS 基因的启动子有结合功能, 这表明

SR Y 蛋白作为转录因子对M IS 基因的表达有调控

功能,从而间接地控制性别分化。但这种调控模式在

牛上是否存在,仍然不清楚。Bergstrom 等[17 ]、Giese

等[18 ]和N g 等[19 ]的研究表明, 在人和鼠中, SR Yö

Sry 蛋白与DNA 的结合功能来自于 SR YöSry 的

HM G 盒。在众多有关 S R Y 基因的研究中,对于牛

SR Y 蛋白全序列在原核生物中表达的研究未见报

道。本试验对奶牛的 S R Y 基因进行表达, 为研究

S R Y 其因与其他性别相关基因之间的相互作用以

及在基因水平对奶牛进行性别控制奠定了基础。

基于牛 S R Y 基因为单外显子基因,其编码区可

通过以基因组为模板扩增获得,本研究对其进行了

克隆和原核表达。采用原核表达能获得大量的目的

蛋白,有利于进一步对蛋白质功能进行研究。本研究

结果表明,通过表达获得了 256 个氨基酸的融合蛋

白, 其中含有由 229 个氨基酸组成的 SR Y 蛋白和

27个非目的氨基酸残基。该融合蛋白是可溶性的,

这保证了目的蛋白的活性基本不受影响。融合蛋白

带有H is标签,可进行进一步纯化,用于 SR Y 蛋白

对其下游基因调控方面的研究。
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C lon ing of Ho lste in cow πs S R Y O R F and its exp ression in E. coli

PE I J ie1, 2,L IU X iao- l in 1,D U W e i-hua2,L IN X iu-kun2

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Institu te of A n im al S cience, Ch inese A cad emy of A g ricu ltu ra l S ciences,B eij ing 100094, Ch ina)

Abstract: T he gene of S R Y OR F w as cloned u sing Ho lstein cow genom e. T he to ta l coding region is 687

bp , encoding a pep t ide w ith 229 am ino acid residues. T he Ho lstein cow πs S R Y OR F w as cloned to E coR É

and S a lÉ sites of pET 228a (+ ) to con struct an exp ression p lasm id pET 228aöSR Y. T he exp ression p lasm id

w as tran sfo rm ed to E. Coli BL 21 (D E3) , induced by IPT G. SD S2PA GE analysis and confirm ed that the

Ho lstein cow πs SR Y pep t ide w as h igh ly exp ressed at 4 h induct ion at 37 ℃. T he SR Y p ro tein w as exp ressed

from to t le p ro tein of E. Coli BL 21 (D E3).

Key words: cow ; Y ch romo som e; S R Y gene; SR Y p ro tein; induced exp ression
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