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　　[摘　要 ]　根据GenBank 中已公布的人、猪和小鼠的M y oG 基因的 5′侧翼和部分第一外显子序列设计PCR 引

物, 用 touch2dow n PCR 技术扩增了牛M y oG 基因的启动子序列, 构建了重组克隆载体 pGEM 2T 2M y oG , 并通过PCR

扩增、限制性酶切对阳性克隆进行了鉴定、测序及生物信息学分析。结果表明, 牛M y oG 基因的启动子序列 (Gen2
bank 中注册号为A Y882581)长度为 672 bp , 其与猪、人和小鼠相应序列的同源性分别为 94% , 91% 和 88% , 且其在

不同物种之间具有一定的保守性。牛M y oG 基因启动子的克隆与序列分析为进一步研究牛M y oG 基因的表达调控奠

定了基础。
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　　肌细胞生成素 (m yogen in,M y oG )基因是成肌调

节因子 (m yogen ic regu la to ry facto rs, M R F s) 家族

的成员之一[1 ]。M R F s 家族由M y oD 1,M R F 4,M y oG

和M Y F 5 组成[2 ] ,M yoD 1 和M yoG 是一类肌调节蛋

白, 其中M yoD 1 确定肌源性的发生,M yoG 诱导骨

骼肌的最终分化[3 ]。M y oG 作为一个转录调节因子,

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 t r2
pon in 亚基、胚胎型肌球蛋白重链等) 的合成, 因此

M y oG 是惟一的无可替代的成肌调节因子[4 ]。W ein2
t raub 等[5 ]的研究表明, 单独敲除M y oG 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, 其骨骼肌均发育成功[5 ]。作为

一种肌细胞特异性转录因子,M y oG 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M y oG 基因可调节M R F4 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。可见,M y oG 基因的遗传

变异与肌肉的生成相关, 并最终导致产肉量与肉质

的变异。1989 年,W righ t 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[6 ]。目前, 国内外对该基因的表达调控与小鼠[7 ]、

鸡[8 ]和猪[9 ]的肌细胞生成机理等方面的相关研究较

多, 但对牛M y oG 基因的研究相对较少。为此, 本研

究对牛M y oG 基因的启动子进行了克隆, 并对其进

行了生物信息学分析, 以期为牛M y oG 基因的结构、

表达调控及其突变与牛产肉性状等方面的研究提供

理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　血　样　从福建漳州种畜场随机选取10 头

健康的成年闽南公牛, 颈静脉采血, 血液用A CD 抗

凝后, 带回实验室低温保存。

1. 1. 2　试　剂　LA T aq DNA 聚合酶与限制性内

切酶S a lÉ 均购自T aKaR a 公司; DNA 凝胶纯化试

剂盒购自上海生物工程有限公司; E. coli DH 5Α,

pGEM 2T 2easy 载体, T 4 DNA 连接酶和X2gal 购自

P rom ega 公司; 其他试剂均为国产分析纯。

1. 1. 3　引　物　用C lu sta l W 软件将GenBank 中

公布的人 ( Genbank 中注册号为 A C105940)、猪

(Genbank 中注册号为A Y921006)和小鼠 (Genbank

中注册号为M 95800)M y oG 基因的 5′侧翼和部分第

一外显子序列进行比对, 主要参考猪的相应序列, 选

取高保守区设计1 对引物。M YO GF: 5′2T T G AAA

GGA GCA GA T GA G A G23′; M YO GR: 5′2CA T
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TCA CCT TCT T GA GTC T GC G23′。引物由上海

生物工程有限公司合成, 预期扩增长度为700 bp。

1. 2　牛基因组DNA 的提取

按照Chen 等[10 ]的方法从牛血样中提取牛基因

组DNA。

1. 3　牛M y oG 基因启动子序列的 touch dow n PCR

扩增

PCR 反应总体系 25 ΛL , 其中包括 1 U T aq

DNA 聚合酶, 25 mmo löL M gC l21. 5 ΛL , 10×Buffer

2. 5 ΛL , 2. 5 mmo löL dN T P s 2. 0 ΛL , 100 ng 基因组

DNA , 10 pmo löL 上、下游引物各1 ΛL , 加ddH 2O 补

足体系。反应条件采用touch dow n PCR 策略[11 ]: 94

℃预变性4 m in; 96 ℃变性20 s, 58 ℃复性1 m in, 72

℃延伸 90 s, 3 个循环; 96 ℃变性 20 s, 56 ℃复性 1

m in, 72 ℃延伸90 s, 3 个循环; 96 ℃变性20 s, 54 ℃

复性 1 m in, 72 ℃延伸 90 s, 3 个循环; 96 ℃变性 20

s, 52 ℃复性 1 m in, 72 ℃延伸 90 s, 3 个循环; 96 ℃

变性20 s, 50 ℃复性 1 m in, 72 ℃延伸 90 s, 28 个循

环; 最后72 ℃延伸7 m in。扩增产物用10 göL 琼脂糖

凝胶进行电泳分析。

1. 4　重组克隆载体pGEM 2T 2M y oG 的构建

将用凝胶纯化试剂盒回收的 PCR 产物与

pGEM 2T 2easy 载体连接, 连接体系 10 ΛL : 2 ×

Buffer 5. 0 ΛL , vecto r 1. 0 ΛL , PCR p roduct 3. 0

ΛL , T 4DNA ligase (3 U öΛL ) 1. 0 ΛL。反应条件: 4

℃连接过夜。取连接产物5. 0 ΛL 转化DH 5Α菌株, 转

化产物在含氨苄青霉素和 X2gal、IPT G (X2galö
IPT G= 40 ΛL ö4 ΛL )的LB 培养基中培养。12 h 后,

挑取白斑于LB 培养液中进行单菌落培养, 37 ℃下

以260 röm in 摇菌过夜。用碱裂解法提取质粒。

1. 5　重组克隆载体pGEM 2T 2M y oG 的鉴定

1. 5. 1　PCR 鉴定　选取鉴定为阳性的克隆, 将重

组的质粒DNA 作模板DNA , 所用引物与扩增序列

时一致, 进行PCR 反应。PCR 反应总体系25 ΛL , 其

中包括1 U T aq DNA 聚合酶, 25 mmo löL M gC l2 1.

5 ΛL , 10×Buffer 2. 5 ΛL , 2. 5 mmo löL dN T P s 2. 0

ΛL , 重组质粒DNA 100 ng, 10 pmo löL 上、下游引物

各1 ΛL , 加ddH 2O 补足体系。反应条件: 94 ℃预变性

4 m in; 96 ℃变性 30 s, 55 ℃复性 30 s, 72 ℃延伸 30

s, 30 个循环; 最后 72 ℃延伸 5 m in。扩增产物用 10

göL 琼脂糖凝胶进行电泳分析。

1. 5. 2　酶切鉴定　用S a lÉ 酶进行酶切鉴定。反应

体系为10 ΛL , 其中包括重组的质粒DNA 0. 5 Λg, 10

×酶Buffer 1. 0 ΛL , 加ddH 2O 补足体系。在37 ℃恒

温箱内反应 2 h 至酶切完全后, 对酶切产物进行 10

göL 琼脂糖凝胶电泳分析。

1. 6　牛M y oG 基因启动子序列的测序与生物信息

学分析

取阳性重组克隆送上海博亚生物技术公司测序

(测序仪为AB I PR ISM 3730)。将牛M y oG 基因启动

子序列与人、猪和小鼠的M y oG 基因相应序列在

N CB I 数据库中用B lastn 程序进行相似性分析, 并

用C lu sta lW 程序进行多序列比对分析。用N eu ral

N etw o rk P romo ter P redict ion (h t tp: ööwww. fru it2
f ly. O rgöseq2too lsöp romo ter. h tm l) 和M cP romo ter

p redict ion ( h t tp: öögenes. m it. eduöM cP romo ter.

h tm l)程序来预测序列的转录起始位点和启动子。

2　结果与分析

2. 1　牛M y oG 基因启动子序列的PCR 扩增

　　由图1 可知, 扩增到长度为672 bp 的片段, 大小

与预期扩增的牛M y oG 基因 5′侧翼和第 1 部分外显

子序列长度一致。

图 1　牛M y oG 基因 touch dow n PCR 扩增产物电泳结果

M. DNA m arker (M arker V ) ; 1. 未加模板的

空白对照; 2. PCR 扩增产物

F ig. 1　R esu lts of B ov ine M y oG gene PCR

amp lificat ion by touch dow n

M. M o lecu lar w eigh t m arker (M arker V ) ;

1. T he con tro l amp lified w ithou t

temp late; 2. PCR p roduc

2. 2　重组克隆载体pGEM 2T 2M y oG 的鉴定

2. 2. 1　PCR 鉴定结果　图2 显示, 扩增到的672 bp

的片段与预期片段长度一致, 表明重组质粒中插入

的是目的序列片段。

2. 2. 2　酶切鉴定结果　图3 表明, 酶切后得到了长

为672 bp 的片段, 与M y oG 基因启动子的长度相符

合, 表明重组质粒中插入的是目的序列片段。
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图 2　重组质粒pGEM 2T 2M y oG 的PCR 扩增鉴定
M. DNA m arker; 1. 牛pGEM 2T 2M y oG 重组质粒

F ig. 2　PCR amp lificat ion of pGEM 2T 2
M y oG recom binan t p lasm id

M. DNA m arker; 1. pGEM 2T 2M y oG recom binan t

p lasm id of B os g runn iens

图 3　重组质粒pGEM 2T 2M y oG 的S a lÉ 酶切鉴定
M. DNA m arker; 1. 牛pGEM 2T 2M y oG 重组质粒

F ig. 3　R estrict ion enzym e digest ion of pGEM 2T 2
M y oG recom binan t p lasm id using S a lÉ

M. DNA m arker; 1. pGEM 2T 2M y oG recom binan t

p lasm id of B os g runn iens

2. 3　牛M y oG 基因启动子的测序与生物信息学分

析

2. 3. 1　测序结果　测序结果表明, 牛M y oG 5′侧翼

和部分第 1 外显子序列长度为 672 bp (Genbank 中

注册号为A Y882581)。其中5′侧翼序列长378 bp , 编

码序列长294 bp , 共编码98 个氨基酸。

2. 3. 2　相似性分析结果　将此序列在N CB I 数据

库中进行B lastn 分析, 结果其与猪、人和小鼠相应序

列的相似性分别为94% , 91% 和88% , 表明此序列在

不同物种之间具有一定的保守性。

2. 3. 3　启动子预测结果　启动子预测结果表明, 2

种程序预测到的转录起始位点一致, 转录起始位点

G 均位于TA TA box 下游66 bp 和A T G 上游49 bp

处 (图4)。

3　讨　论

肌纤维的生成受到成肌调节因子 (M R F s) 家族

的调控,M y oG 基因是M R F s 的一员, 是肌细胞终末

分化的关键因子, 在肌细胞的生成过程中起着中心

调控作用, 其表达产物可以终止成肌细胞的增殖。在

单核成肌细胞融合为多核肌细胞这一过程中,M y oG

是骨骼肌分化的必需因子。在脊椎动物肌细胞的分

化和骨骼肌系统的发育过程中,M y oG 基因具有重

要意义, 因此M y oG 基因的遗传变异被认为与肌肉

的生成有关, 并最终导致动物产肉量与肉质的变异。

中国地方黄牛品种具有许多优良特性, 但生长速度

和牛肉品质与国外品种相比有较大差距。牛的产肉

能力决定于肌纤维的数量和大小, 而肌纤维的数量

取决于胚胎发育的前70 d,M y oG 基因在肌纤维发生

过程中起着重要的调节作用, 所以该基因在促进牛

生长方面的作用是不可替代的, 极有可能成为牛生

长性状的主效基因或遗传标记。本研究对牛M y oG

基因启动子进行了克隆和序列分析, 为M y oG 基因

的表达和调控机制奠定了基础, 对于阐明牛生长速

度的遗传机制具有重要意义。

相对于M y oG 基因的编码区而言, 不同物种在

M y oG 基因的5′侧翼序列具有较大差异, 所以根据序

列同源比对结果所设计的PCR 引物肯定存在特异

性差、退火温度难以预测、二聚体多以及GC 和A T

含量无法调节等问题。本研究采用的 touch2dow n

PCR 策略[12 ] , 有效利用了 PCR 的指数扩增, 以及

PCR 扩增反应可能在预期退火温度以上发生等特

性, 因此扩增过程中当退火温度以 2 ℃的梯度从 58

℃递降到50 ℃时, 特异退火的温度适合于引物与靶

序列的结合, 从而克服了引物特异性差等一系列问

题。

本研究根据已公布的人、猪和小鼠M y oG 基因5′

侧翼和部分第 1 外显子序列设计同源引物, 采取

touch2dow n PCR 策略首次克隆和分析了牛M y oG

基因5′侧翼序列部分第1 外显子序列。通过N eu ral

N etw o rk P romo ter P redict ion 和M cP romo ter p re2
dict ion 程序从5′侧翼序列中成功预测到了转录起始

位点和启动子序列。将预测到的结果与已知的人和

猪的M y oG 基因 5′侧翼和部分第 1 外显子序列进行

多序列比对, 进一步验证了预测结果的正确性。此结

果为牛M y oG 基因的结构、表达调控及其突变与牛

的产肉性状等相关研究, 提供了重要的资料和依据。

然而, 要彻底搞清楚牛在骨骼肌的发生与分化过程

中M y oG 基因的表达和调控机制, 还需要利用克隆

到的启动子序列构建相关的报告基因载体, 在牛的
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胚胎干细胞中分不同区段对启动子序列进行活性分 析。

图 4　牛M y oG 基因序列与猪和人相应序列的C lusta lW 比对结果

3 . 示相同的碱基; ý . 示转录起始位点; . 示TA TA 框; . 示起始密码子

F ig. 4　A lignm ent of nucleo tide sequence fo r M y oG gene of bovine w ith tho se of p igand hum an by C lusta lW

3 . T he iden tical bases; ý . T he transcrip tion in it iat ion site; . TA TA box; . T he translation in it iat ion codon
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Abstract: M y oG gene w as invest iga ted to p lay a co re ro le in regu la t ing m yogen isis. A cco rd ing to 5′

f lank region s and part ia l sequences of the first exon ofM y oG of H om o sap iens, S os S crof a and M us m uscu lus

pub lished in GenBank, the homogeneou s p rim ers w ere designed to amp lify the p romo ter reg ion of M y oG of

B os tau rus by perfo rm ing touch2dow n PCR. T he PCR p roduct w as liga ted to pGEM 2T 2easy vecto r, and

then E. coli DH 5Α st ra in w as tran sfo rm ed. Po sit ive clones w ere iden t if ied by rest rict ion endonuclease, PCR

and sequencing. T he p romo ter sequence of M y oG of B os tau rus w as iden t if ied (GenBank A ccession N o

A Y882581) , w h ich show ed 94% , 91% and 88% homo logy w ith that of S os S crof a , H om o sap iens and M us

m uscu lus respect ively. It is ind ica ted that the p romo ter sequence of M y oG w as comparat ively con servat ive

among differen t species. C lon ing and analyzing of the p romo ter reg ion of M y oG m ade sub stan t ia l basis fo r

fu rther research on the m echan ism of regu la t ion and exp ression of M y oG in B os tau rus.
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