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　　[摘　要 ]　以中国西门塔尔牛肝脏组织为材料, 运用同源序列克隆技术并结合R T 2PCR 技术, 对牛A CA S 2 基

因的部分cDNA 进行了克隆与序列分析, 应用SUN bRH 7000 型辐射杂种板对分离的牛A CA S 2 基因进行了染色体

定位。结果显示, 本研究所获得的长为 1 535 bp 的 cDNA 序列为牛A CA S 2 基因的部分编码序列, 该段序列与人

(GenBank 登录号: NM - 139274)和小鼠 (GenBank 登录号: NM - 019811)的A CA S 2 基因mRNA 序列的相似性分别

为 91% 和 88% ; 牛A CA S 2 基因被定位于牛的 13 号染色体上, 与该染色体上的标记D IK 4350 的距离为 1. 51 cR。

[关键词 ]　牛; 乙酰辅酶A 合成酶 2 基因; 基因克隆; 辐射杂种板; 染色体定位

[中图分类号 ]　S823. 2; Q 343. 1+ 7　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2006) 1020021206

　　乙酰辅酶A 合成酶 2 (acetyl2Coenzym e A syn2
thetase 2, A CA S2) 基因是乙酰辅酶A 合成酶短链

家族的成员之一, 也称乙酰辅酶A 合成酶短链家族

成 员 2 ( acyl2CoA syn thetase sho rt2chain fam ily

m em ber 2, A CSS2) , 它可以为催化乙酸盐活化为乙

酸提供脂肪合成的原料, 同时产生能量物质。该基因

的表达受固醇调控元件结合蛋白的调节, 而固醇调

控元件结合蛋白是激活胆固醇和不饱和脂肪酸合成

所需的转录因子[1 ]。Jerez 等[2 ]研究发现, 在小鼠2 号

染色体上存在一个对小鼠体重、体脂、瘦肉率、骨灰

分浓度、肝重等指标有显著影响的数量性状位点

(Q uan t ita t ive tra it loci,Q TL )。而小鼠的A CA S 2 基

因恰好也被定位于 2 号染色体上。因此, 将A CA S 2

基因作为影响动物生长和脂质性状的候选基因加以

研究, 有着非常重要的意义。

在人上,A CA S 2 基因定位于20 号染色体上, 该

基因翻译的产物乙酰辅酶A 合成酶蛋白的相对分子

质量为59 347 ku, 包含有701 个氨基酸[1 ]。但到目前

为止, 尚无该基因分离及cDNA 的信息, 在家畜上也

未见其核甘酸全序列的报道, 在牛上仅有少量EST

和电子预测的mRNA 部分序列信息。

本研究采用电脑克隆与分子生物学技术相结合

的方法, 对牛A CA S 2 基因的cDNA 进行分离、克隆、

鉴定、序列分析, 并对分离的牛A CA S 2 基因进行染

色体物理定位, 以期为牛的基因组学研究增加新资

料, 同时为进一步研究该基因及相关基因家族的功

能奠定基础, 并为牛生产性能的改良提供新的基因

素材。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　组织样　中国西门塔尔牛肝脏组织, 采自内

蒙古自治区通辽市科左中旗新三维肉牛养殖有限公

司肉牛育肥场。

1. 1. 2　主要试剂及菌株　TR IZOL 试剂盒购自美

国G IBCO 公司; T aKaR a RNA PCR 试剂盒 (AM V )

V er. 3. 0, T aKaR a LA T aq 聚合酶购自大连宝生物

工程有限公司; RNA 酶抑制剂、PGEM 2T 2Easy 载

体购自 P rom ega 公司; DNA 分子质量M arker Ì
(500～ 7 000 bp )、DNA 快速纯化回收试剂盒购自

北京天为时代公司; T aq DNA 聚合酶购自北京博大

泰克生物公司; T 4DNA 连接酶、IPT G 和DNA 分子
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质量M arker (100～ 600, 100～ 1 500 bp ) 购自Sigm a

公司; 其他试剂均为国产分析纯; 大肠杆菌DH 5Α由

中国农业科学院畜牧研究所牛遗传育种研究室保

存。

1. 1. 3　用于新基因染色体定位的DNA 样品　所用

辐射杂种板 (R dia t ion hyb rid panel, RH ) 是 92 个杂

种细胞系的SUN bRH 型辐射杂种板[3 ] , 使用的辐射

剂量是7 000 rad。该辐射杂种板包括92 个牛×仓鼠

辐射杂种细胞系以及仓鼠和牛基因组DNA 阳性对

照。92 个杂种细胞系和仓鼠DNA 样品分别由美国

内达华大学柳万生教授和中国农业科学院畜牧研究

所猪分子育种实验室提供。

1. 1. 4　引物设计　参照文献 [ 4 ] 的方法, 用人

A CA S 2 基因 cDNA ( GeneBank 登录号为: NM -

139274)为信息探针设计引物。用于牛A CA S 2 基因

分离和定位的引物序列如表 1 所示, 其中R T 21PL、

R T 21PR 分别为反转录扩增A CA S 2 基因 cDNA 序

列的上游和下游引物; 1PL、1PR 和 2PL、2PR 分别

为依据已得到的A CA S 2 基因 cDNA 序列设计的用

于扩增该基因DNA 序列的两对引物;M PL 和M PR

分别为定位A CA S 2 基因的上游和下游引物。以上引

物均由北京赛百盛生物技术有限公司合成。
表 1　用于分离和定位牛A CA S 2 基因的引物及其序列

T able 1　P rim ers used fo r iso la t ion and physical m app ing of the A CA S 2 gene and their sequencing

引物名称
P rim er

引物序列
P rim er sequence

引物位置
B inding
region

退火温度ö℃
A nnealing
temperatu re

预期片段
长度öbp
P redicted

length

RT 21PL 5′2A CA CA C A GT T GG GGG CTA CA 23′

RT 21PR 5′2A CA AA C A GG CA T T TC TCG GG23′
51. 5 1 535

1PL 5′2GCT CA G AA T GA C CA C GA C C23′ EXON 18

1PR 5′2CT T CCC T GT T TC A GT CCA T 23′ EXON 18
62. 5 422

2PL 5′2CA C CT G GA T T GC CTA AAA 23′ EXON 17

2PR 5′2CCA GGT CGT GGT CA T TCT 23′ EXON 18
52. 0 222

M PL 5′2CCG GA T TA C A TC CA G AA T GC23′ IN TRON 17

M PR 5′2CT G GT G GTC GCA GGA A GT T G23′ EXON 18
56. 0 495

1. 2　牛总RNA 的提取

利用TR IZOL 试剂盒从西门塔尔牛肝脏组织中

提取总RNA , 具体操作依照试剂盒说明书进行。提

取的总RNA 用 12 göL 琼脂糖凝胶电泳进行检测,

质量完好的RNA 用于反转录第一链cDNA 的合成。

1. 3　牛A CA S 2 基因的R T 2PCR

R T 2PCR 第一链 cDNA 的合成按照 T aKaR a

RNA PCR 试剂盒 (AM V )V er. 3. 0 的说明书进行;

第一链 cDNA 合成后进行反转录扩增, 扩增反应体

系为 T aKaR a LA T aq 聚合酶 0. 25 ΛL (5 U öΛL ) ,

GC Buffer É (T aKaR a LA T aq 试剂盒自带) 12. 5

ΛL , dN T P s (2. 5 mmo löL ) 4 ΛL : 上、下游引物R T 2
1PL , R T 21PR 各 1 ΛL (20 Λmo löL ) , R T cDNA 1. 5

ΛL , 灭菌水3. 75 ΛL , 总体积为25 ΛL , PCR 扩增程序

为: 94 ℃ 3 m in, 94 ℃ 30 s, 51. 5 ℃退火45 s, 72 ℃

1 m in, 循环35 次; 最后72 ℃延伸5 m in。PCR 反应

产物用12 göL 琼脂糖凝胶电泳检测。

1. 4　牛A CA S 2 基因的普通PCR 扩增

以试验牛基因组DNA 为模板进行 PCR 扩增,

PCR 反应总体积为20 ΛL , 其中模板DNA 为100 ng,

引物终浓度为 0. 3 Λmo löL , dN T P s 终浓度为 150

Λmo löL , T aq DNA 聚合酶0. 5 ΛL (5 U öΛL )。扩增程

序为 94 ℃ 3 m in; 94 ℃ 30 s, 退火 30 s, 72 ℃ 2

m in, 循环35 次; 最后72 ℃延伸10 m in。每对引物的

退火温度见表1。PCR 反应产物用20 g öL 琼脂糖凝

胶电泳检测并在紫外灯下拍照。

1. 5　牛A CA S 2 基因PCR 产物的测序

对以上分离的 cDNA 片段及基因组DNA 片段

采用克隆方法测序。将纯化回收的 PCR 产物与

PGEM 2T 2Easy 载体连接后, 转化大肠杆菌DH 5Α,

蓝白斑筛选挑取单个阳性克隆子由上海英骏生物技

术公司测序, 每个基因片段至少测2 个克隆子。

1. 6　牛A CA S 2 基因cDNA 序列及基因组DNA 序

列同源性分析

　　用美国国家生物技术信息中心 (N at ional Cen2
ter fo r B io techno logy Info rm at ion, N CB I) 网 站

(h t tp: ööwww. ncb i. n lm. n ih. gov. ) 提供的BLA ST

(Basic local a lignm en t search too l) 软件, 将本研究

测序获得的牛A CA S 2 基因 cDNA 序列及基因组

DNA 序列与GenBank 数据库中公布的人和小鼠的

A CA S 2 基因 (GenBank 登录号依次为NM - 139274

和NM - 019811) 进行序列同源性分析, 以鉴定所获
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得的序列是否为目的序列。

1. 7　定位扩增结果的分型

(1)首先用上述的特异性 PCR 定位引物在仓

鼠、小鼠和牛基因组中进行扩增, 并重复 2 次, 电泳

检测为如下两种结果之一时方能用上述引物在杂种

细胞系DNA 中扩增: ①只在牛基因组DNA 中扩增

得到特异的目的产物, 而在仓鼠和小鼠基因组中的

扩增结果为阴性; ②在牛、仓鼠和 (或) 小鼠基因组

DNA 中均得到特异的扩增片段, 但牛基因组DNA

扩增得到的片段能够与仓鼠和 (或) 小鼠基因组

DNA 中扩增得到的片段通过电泳分离, 并能够清晰

地判定这3 (或2)个不同长度的片段是在不同基因组

DNA 模板中扩增得到的。

(2) 在SUN bRH 中进行扩增, PCR 反应总体积

为15 ΛL , 其中模板DNA 为 25 ng, dN T P 终浓度为

250 Λmo löL , 引物终浓度为4 Λmo löL , Immo laseTM

DNA 聚合酶 (B io line, L ondon, U K) 0. 3 ΛL (1 U ö

ΛL )。PCR 扩增程序是: 95 ℃ 7 m in, 循环 37～ 40

次; 94 ℃ 1 m in, 退火1 m in, 然后72 ℃ 2 m in; 最后

72 ℃延伸5 m in。PCR 反应产物用20 göL 琼脂糖凝

胶电泳检测, 重复2 次。每次扩增结果分别由两个观

测者判定, 在SUN bRH 中,“ 1”和“ 0”分别表示阳性

和阴性扩增结果。

1. 8　定位扩增结果的数据分析

将PCR 分型数据提交SUN bRH 统计分析网站

( h t tp: ööwww. an im algenom e. o rgöcat t leöm ap s ) ,

运用RHM A PPER 程序进行统计分析以获得SUN 2
bRH 克隆板的定位结果[3 ]。

2　结果与分析

2. 1　牛A CA S 2 基因cDNA 的克隆与测序鉴定

牛A CA S 2 基因R T 2PCR 产物的琼脂糖凝胶电

泳检测结果见图 1。由图 1 可知, A CA S 2 基因R T 2
PCR 扩增产物电泳条带 A 位于M arker 指示的

1 500 bp条带上方附近, 预计牛A CA S 2 基因的R T 2
PCR 产物长度在1 500～ 1 700 bp , 与预期结果基本

一致。将R T 2PCR 产物回收纯化, 克隆测序后, 得到

1 535 bp 的cDNA 序列。将其递交至GenBank 数据

库进行同源性分析, 结果表明, 该段序列与人 (NM -

139274) 和小鼠 (NM - 019811) 的A CA S 2 基因mR 2
NA 序列的相似性分别为91% 和88%。由此可以初

步判定, 该序列为牛A CA S 2 基因的部分 cDNA 序

列。

图 1　A CA S 2 基因的R T 2PCR 电泳结果

M. M arker (100～ 1 500 bp) ; A. RT 2PCR 产物

F ig. 1　E lectropho resis resu lt of R T 2PCR

p roduct purified from agaro se

gel fo r A CA S 2 gene

M. DNA M arker (100～ 1 500 bp) ; A. RT 2PCR p roduct

2. 2　牛A CA S 2 基因编码序列的分析与同源鉴定

利用Editseq 程序, 对牛A CA S 2 基因 cDNA 的

起始密码子及开放阅读框 (OR F) 进行搜索, 结果并

未找到最大开放阅读框与起始密码子。用在线 (由

h t tp: ööwww. eb i. ac. uköclu sta lw ö提供) 多序列比

对软件C lu sta lw 对所获得的牛A CA S 2 基因 cDNA

序列与人 (NM - 139274) 和小鼠 (NM - 019811) 的

mRNA 序列进行比对, 其结果见图2。由图2 可见, 人

A CA S 2 基因mRNA 904～ 2 437 bp 的序列及小鼠

该基因mRNA 的1 046～ 2 535 bp 序列, 与本试验得

到的牛 cDNA 序列的全部碱基 (2～ 1 535 bp ) 吻合

程度很高。3 个cDNA 序列两两比对, 相似性得分均

在80% 以上。故可以判定, 本研究获得的牛cDNA 序

列为包含部分CD S 的牛A CA S 2 基因的中间部分

cDNA 序列。将这段序列递交GenBank, 获得的登录

号为DQ - 489534。

2. 3　与定位有关的A CA S 2 基因DNA 序列的克隆

和分析

　　对表1 的2 对牛A CA S 2 基因引物同样以中国西

门塔尔牛基因组DNA 为模板进行扩增, 扩增的PCR

产物经20 göL 琼脂糖凝胶电泳检测, 结果在 2 对引

物中得到了特异性的扩增片段 (图3)。

将这些片段回收纯化并克隆测序。结果表明, 引

物1PL 和1PR 的扩增产物大小为 422 bp , 引物 2PL

和2PR 的扩增产物大小为222 bp。

2. 4　牛A CA S 2 基因的物理定位

用表1 所列的3 个基因的定位引物, 以仓鼠基因

组DNA 为阴性对照, 以牛基因组DNA 为阳性对照,

分别在牛×仓鼠92 个杂种细胞系中进行PCR 扩增,

其结果见图4。
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　　由图 4 可以看出,A CA S 2 基因的定位引物只在

牛基因组DNA 阳性对照中能扩增到特异性的目的

条带, 同样引物在仓鼠和小鼠基因组DNA 对照中均

无特异性扩增条带产生。统计在牛×仓鼠体细胞辐

射杂种板第9, 22, 26, 28, 36, 67, 79 个杂种系上得到

的目的片段, 将分型结果提交SUN bRH 统计分析网

站 ( h t tp: ööwww. an im algenom e. o rgöcat t leö

m ap s) , 运用RHM A PPER 程序进行统计分析以获

得SUN bRH 克隆板的定位结果, 其结果见表2。

由表2 结果知,A CA S 2 基因与牛13 号染色体上

的标记D IK4350 紧密连锁, 其与标记D IK4350 和

BL 1071 的遗传距离分别为1. 51 和21. 7 cR , 两点分

析结果LOD 值为36. 44。因此,A CA S 2 基因被定位

于牛13 号染色体上。
表 2　牛A CA S 2 基因的RH 定位结果

T able 2　RH m app ing resu lts of bovine A CA S 2 gene

基因
Gene

定位引物
P rim er

标记2
L ocus 2

人染色体
定位

L ocation
in hum an

牛染色体定位
A ssignm ent in bovine ch romo som e

LOD
标记1

M arker 1

图距öcR
In terval

from m arker

牛染色体
Bovine

ch romo som e

A CA S 2
PF: CT G GT G GTC GCA GGA A GT T G

PR: CCG GA T TA C A TC CA G AA T GC
BL 1071 20q11. 22 36. 44 D IK4350 1. 51 13

　　注: 人相应基因的定位结果来自于网站: h ttp: ööwww. ncb i. n im. n ih. govögene。

N o te: L ocation of genes in hum an is ob tained from h ttp: ööwww. ncb i. n im. n ih. govögene.

3　讨　论

3. 1　牛A CA S 2 基因的快速克隆

　　分离基因常用的方法包括差异表达基因显示技

术、转座子标签技术、图位克隆技术、同源序列技术

以及表达序列标签 ( exp ressed sequence tagging,

EST ) 等。本研究根据比较基因定位信息, 以人

A CA S 2 基因的cDNA 为信息探针, 通过搜索公共数

据库中同源的牛的EST s, 根据EST s 连接群构成的

一致序列 (Con sen su s) 设计引物, 分离、定位牛的A 2
CA S 2 基因。它实际上是同源序列法与表达序列标

签法的结合, 因而同时具有同源序列法目的性强和

表达序列法准确性高的优点。本研究根据EST 设计

的引物是牛A CA S 2 基因的特异性引物, 因而 PCR

扩增成功率高; 获得的序列经过了同源性比较分析

与鉴定, 因而结果较为可靠。

3. 2　牛A CA S 2 基因的染色体辐射杂种定位

与其他物理定位技术相比, 基于PCR 分型检测

技术的体细胞杂种细胞系技术具有更为简便、快捷

的优势, 特别是现在研究者倾向的由92 个杂种细胞

系组成的辐射杂种板, 在引物设计合理、扩增条件稳

定、检测技术快速的前提下, 用96 孔的PCR 仪在1 d

内就可得到结果。此外用辐射杂种板定位的DNA 标

记具有累加性, 能够综合一批DNA 标记分型数据进

行分析, 而且其结果也便于不同实验室间的比较, 极

大地推进了牛、猪基因物理定位的进程。体细胞杂种

细胞系技术的原理是染色体上两个标记位置相距越

远, 则辐射使染色体在这两个标记间断裂, 从而造成

这两个标记分离的可能性就越大, 所以极有可能在

某个杂种细胞系中只存留其中 1 个标记, 因此根据

任意 2 个标记在各杂种细胞系中的存留模式, 利用

统计学方法计算染色体间断裂频率可以推算出2 个

标记间的距离及其在染色体上的排列顺序, 从而可

以达到染色体精细定位的目的。

本研究采用辐射杂种板对新分离的A CA S 2 基

因进行了定位研究。研究所采用的SUN bRH 辐射杂

种板是经过7 000 rad 辐射后得到的, 与以往的3 000

和5 000 rad 杂种板相比, 杂种细胞系中存留的染色

体片段更短, 定位的区域更为精细。

基因定位中最常用的方法为优势对数计分法,

即LOD 法。LOD 值反映的是两个位点在一定的遗

传学距离上连锁在同一染色体上的可能性与不连锁

在同一染色体上的可能性之比的对数值,LOD 值越

大, 待定基因与已知标记之间连锁的可能性就越大。

LOD 值大于3, 一般就认为存在连锁, 从而就可以确

定该基因在染色体上的粗略位置。在此基础上, 再在

该染色体区域使用覆盖程度更高的标记物做深入的

连锁分析, 就可以将基因确定在较小的区域内。在本

研究中, A CA S 2 基因与牛 13 号染色体上的标记

D IK4350 紧密连锁, 其LOD 值为36. 44。由两点分析

结果看, LOD 值远大于 3 这个连锁与否的判断标

准, 表明了连锁结果的可靠性, 说明本研究定位这个

基因是成功的。

最近公布的牛2人全基因组比较定位图谱[5 ]显

示, 牛13 号染色体存在与人 10 号及 20 号染色体上

序列相似程度很高的保守序列。牛13 号染色体包含
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A CA S 2 基因及邻近标记区域的序列与人 20 号染色

体 17～ 63 M b 区域的序列一致性非常高, 而人的

A CA S 2 基因则被定位于20 号染色体的32M b, 此结

果也对本研究把牛A CA S 2 基因定位于牛13 号染色

体上给予了有利的支持, 进一步表明本研究对牛A 2
CA S 2 基因定位结果的可靠性。

本研究是对牛A CA S 2 基因的初步探索, 其结果

将有利于对牛A CA S 2 基因及其编码的A CA S2 蛋白

功能进行更为深入的研究, 对进一步了解A CA S 2 基

因对牛脂肪蓄积、肌肉生长的基因效应以及利用该

基因改良牛肉质性状、繁殖性状及生长性状具有重

要意义。
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Study on the clon ing, sequence ana lysis and ch rom o som e

m app ing of bovine A CA S 2 gene

M A Y un 1, 2, XU Shang-zhong2, GAO Xue2, ZHANG Y ing-han 1,

X IN Ya-p ing1, GAO Shu-x in3, REN Hong-yan 2

(1 Institu te of A n im al S cience ( IA S ) , T he Ch inese A cad emy of A g ricu ltu ra l S ciences (CA A S ) ,B eij ing 100094, Ch ina;

2 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;

3 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , Inner M ong olia U niversity f or N ationa lities, T ong liao, Inner M ong olia 028000, Ch ina)

Abstract: T he liver t issue from Ch inese Simm en ta l ca t t le w as co llected to ex tract RNA and the cDNA

of the bovine A CA S 2 gene w as determ ined and analyzed by homo logy clon ing app roach com b ined w ith R T 2
PCR in th is study. Sequence analysis and b io info rm at ics study show ed that th is part ia l cDNA con ta ined

1 535 nucleo t ides. A nd its basic compo sit ion show ed 91% and 88% iden t ity w ith mRNA sequence,A CA S 2

gene of the hum an NM - 13274 and mou se NM - 019811 respect ively. T he SUN bRH panel w as emp loyed to

determ ine the p recise locat ion of bo th th ree genes. Sta t ist ica l analysis revealed that, the bovine A CA S 2 gene

w as m apped to the bovine ch romo som e (BTA ) 13 and w as clo sely linked to a fram ew o rk m arker D IK4350

at a 22po in t LOD sco re of 36. 4.

Key words: ca t t le; A CA S 2; gene clon ing; RH; ch romo som e m app ing
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