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[摘 　要 ] 　以牛基因组 DNA 为模板 ,在一对特异性引物的引导下 ,利用 PCR 技术成功地扩增了牛 S R Y 基因。

纯化回收目的片段 ,克隆到 pMD 182T 载体上 ,筛选阳性克隆测序 ,得到 S R Y 基因两端的序列 (5′端 641 bp ,3′端 786

bp) 。与网上公布的牛 S R Y 基因序列进行同源性比较 ,结果显示 ,牛 S R Y 基因长度为 2 713 bp ,克隆的 5′和 3′端 2 个

片段与网上公布的牛 S R Y 基因序列对应片断的同源性分别为 98. 7 %和 98. 1 %。
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Abstract :The S R Y gene was amplified by the polymerase chain reaction ( PCR) wit h a pair of specific

p rimers ,t hen a 2 713 bp bovine S R Y gene f ragment wit h genomic DNA as t he template was gained. The

gene was p urified and recovered and cloned into t he pMD182T vector ,and the identified positive clone was

sequenced to obtain 5′and 3′sequence (5′end was 641 bp and 3′end was 786 bp) . Compared wit h t he S R Y

gene sequence on web ,t he result indicated t hat t he S R Y gene was 2 713 bp . The homologs of t he two se2
quenced result s and the bulletin result of bovine S R Y gene are 98. 7 % and 98. 1 % ,respectively.
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　　哺乳动物的性别决定与分化 ,是多基因有序协

调表达的过程。其中 S R Y 基因是人和动物性别的

决定基因 ,其在哺乳动物胚胎发育过程中诱导睾丸

分化 ,是一个十分重要的发育开关。人类 Y 染色体

上具有决定睾丸分化的基因称睾丸决定 ( testis de2
terming factor , TDF) 因子。1990 年 , Sinclair 等[1 ]

在人类 Y染色体的短臂近拟常染色体区域分离和

克隆了一个单拷贝基因 ,与性别决定相关 ,命名为

S R Y 基因。同年 , Gubbay 等[ 2 ] 也克隆到小鼠的相

关基因 ,命名为 S ry 基因 ,认为其就是小鼠的睾丸决

定基因 ( testis2determining y , Tdy) ,即性别决定区

基因 ( sex determining region , S R Y) 。S R Y 基因的

DNA 序列在所有已检测的哺乳动物中是高度保守

的 ,该基因的发现 ,使 Y 染色体上性别决定基因的

研究取得重大突破。1991 年 , Koop man 等[3 ]将含有

S ry 的 14 kb DNA 片段导入 XX 雌性胎鼠中 ,结果

部分小鼠产生了性反转 ,成功诱导出雄性转基因小

鼠 ,从而确定小鼠 S ry 基因就是 Tdy ,也使 S R Y 基
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因成为 TDF 的最佳候选基因。Liu 等[4 ]用 FISH 和

R H 技术研究了牛 S R Y 基因的图谱 ,发现牛 S R Y

基因位于 B TA Yq 的末梢。Parma 等[5 ] 扩增了水牛

S R Y 全序列 ,确定在家牛和水牛之间 , S R Y 基因于

一千万年前已出现了变异。Daneau 等[6 ] 认为 ,牛和

人 S R Y 基因 5′侧翼序列保守而小鼠的不保守。本

试验以牛基因组 DNA 为模板 ,设计一对特异性引

物 ,采用 PCR 方法扩增牛 S R Y 基因 ,并对其进行了

克隆和测序 ,以期为下一步研究牛 S R Y 基因的作用

机制奠定基础。

1 　材料与方法

1. 1 　主要试剂与仪器

dN TPS、T aqDNA 聚合酶和 p MD182T Vector

为 Ta KaRa 公司产品 ,UN IQ210 柱式 DNA 胶回收

试剂盒和 UN IQ210 柱式质粒小剂量提取试剂盒为

上海生物工程公司产品 ,琼脂糖、DNA marker 和

H i nd Ⅲ、EcoR Ⅰ限制性内切酶为 MBI 公司产品 ,

X2gal 和 IP T G为 BBI 公司产品。PE22400 PCR 仪

为 PER KIN EL M ER 产品 ,电泳电源为 L KB Mul2
tip hor 2197 ,D YY2Ⅲ 31A 型水平电泳槽为北京六

一仪器厂产品 , GDS28000 凝胶成像系统为 UV P 产

品。

1. 2 　牛血样

牛血样采自陕西杨凌某牛场的荷斯坦公牛。

1. 3 　引物设计与合成

查询 Genbank 中发表的牛 S R Y 基因序列 ,用

Clustal W 程序软件对猪、牛、羊、小鼠等几种动物的

S R Y 基因序列进行分析 ,结果发现哺乳动物的 S R Y

基因核酸序列有很高的同源性和保守性。按引物设

计的一般原则 ,用 primer 软件设计一对引物用于牛

S R Y 基因的克隆 ,碱基序列如下 :

P1 5′2引物 : 5′2GT T T GC CT T A T G GA T

T TA T T23′;

P2 3′2引物 : 5′2TCT ACT T TA GCC TA T

T T G23′。

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成 ,预期扩增片段长度为 2 713 bp 。

1. 4 　牛基因组 DNA 的提取

牛全血基因组 DNA 用蛋白酶 K和苯酚从荷斯

坦公牛全血中提取 ,按照 Blin 和 Stanfford 的方法

改进后进行操作[ 7 ] 。

1. 5 　牛 S R Y 基因的 PCR 扩增

PCR 反应体系为 50μL :25 mmol/ L MgCl2 3μL ,

10 mmol/ L dN TP 1μL ,10 ×PCR buffer 5μL , 引物

P1 1μL , 引物 P2 1μL , Taq DNA 聚合酶 0. 5μL ,模

板 DNA 1μL ,加 ddH2 O 至 50μL。PCR 反应程序

为 :95 ℃预变性 5 min ;95 ℃变性 30 s ,55 ℃退火 1. 3

min ,72 ℃延伸 2 min ,30 个循环 ;72 ℃继续延伸 10

min。反应完毕后 ,取 10μL 扩增产物在含 10 g/ L 溴

化乙锭的琼脂糖凝胶上进行电泳 ,然后在紫外透射仪

下观察。观察到目的条带后 ,使用 UNIQ210 柱式

DNA 回收试剂盒对其进行纯化回收。

1. 6 　牛 S R Y 基因的测序

在一支 PCR 管内制备连接反应液 ,全量为 10

μL :50 ng/μL pMD 182T Vector 1μL , PCR 产物 4

μL ,连接液 5μL 。4 ℃反应过夜。用 CaCl2 制备感

受态大肠杆菌 ,按照文献[ 7 ]的方法并略作改进后进

行。在无菌条件下将培养好的大肠杆菌菌液转移到

一个高压灭菌、用冰预冷的 50 mL 聚丙烯管中 ,在

冰上放置 10 min ,使培养物冷却至 0 ℃,于 4 ℃、

4 000 r/ min 离心 10 min ,回收细胞 ,倒出培养液 ,将

管倒置 1 min ,以使最后残留的痕量培养液流尽。

以 10 mL 用冰预冷的 0. 1 moL/ L CaCl2 重悬每份

沉淀 ,冰浴放置 15 min ,4 ℃、4 000 r/ min 离心 10

min ,回收细胞 ,倒出培养液 ,将管倒置 1 min ,以使

最后残留的痕量培养液流尽。每 50 mL 初始培养

物用 2 mL 预冷的 0. 1 moL/ L CaCl2 重悬每份细胞

沉淀 ,即成感受态细胞 ,将其分装成 200μL 小份。

将连接液转化到制备好的感受态细胞中 ,然后将加

有连接液的感受态细胞加入 LB 培养液中 ,37 ℃摇

床温育过夜。培养好的菌液使用 UN IQ210 柱式质

粒小量抽提试剂盒 ,将连有 S R Y 的质粒用 EcoR I

和 H i nd Ⅲ进行双酶切。37 ℃水浴温育 1. 5 h ,10

g/ L 琼脂糖凝胶电泳。将培养好的菌液涂布于加有

14μL 20 g/ L X2gal 和 7μL 200 g/ L IP T G的琼脂

平板上 ,37 ℃培养箱内培养 24 h 进行蓝白斑筛选。

在 1. 5 mL 灭菌的 Ep 管中加入含有 Amp 的琼脂培

养基。将经过酶切鉴定的阳性菌体用灭菌牙签穿刺

于琼脂培养基中 ,37 ℃培养过夜 ,离心管用封口膜

包裹好 ,交由上海华大公司进行测序。将测序结果

与网上公布的牛 S R Y 基因序列进行同源性分析。

2 　结果与分析

2. 1 　牛 SRY基因的 PCR扩增

从图 1 可以看出 ,靠近 3 000 bp 处有强的特异

性条带 ,与预期结果 (2 713 bp)相符。
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2. 2 　牛 S R Y 基因的回收

为确保后续工作的进行 ,必须对从凝胶中回收

的牛 S R Y 基因片段进行检测。本试验用回收产物

进行琼脂糖凝胶电泳 ,结果得到了清晰可见的条带

(图 2) ,条带大小为 2 713 bp 。

图 1 　牛 S R Y 基因的 PCR 产物电泳结果

P. PCR 产物 ;M. DNA 分子标样

Fig. 1 　Elect rophoresis of bovine S R Y PCR product

P. PCR product ;M. DNA marker

图 2 　牛 S R Y 基因 PCR 纯化产物的电泳结果

P. 凝胶纯化产物 ;M. DNA 分子标样

Fig. 2 　Elect rophoresis of bovine S R Y PCR

product purified f rom agrose gels

P. PCR product purified f rom agrose gels ;M. DNA marker

2. 3 　重组质粒 pMD182T/ S R Y 的提取结果

采用 UN IQ210 柱式质粒小量抽提试剂盒提取

质粒 DNA 后 ,进行琼脂糖凝胶电泳 ,结果见图 3。

由图 3 可见 ,获得了一条明亮的条带 ,该条带长度为

T 载体 (2 692 bp) 与 S R Y 基因 (2 713 bp ) 片段之

和 ,即约 5 384 bp 。

2. 4 　重组质粒 pMD182T/ S R Y 的酶切鉴定结果

用内切酶 EcoR I 和 Hi nd Ⅲ对重组质粒 pMD

182T/ S R Y 进行双酶切 ,应切出 2 713 和 2 627 bp

两部分。由于二者核苷酸数接近 ,电泳结果 (图 4)

表明 ,两条带的位置非常靠近 ,不能完全分开。由此

判断 ,所需目的片段克隆成功 ,可以进行测序。

图 3 　重组质粒 pMD182T/ S R Y 电泳结果

P. 质粒 DNA ;M. DNA 分子标样

Fig. 3 　Elect rophoresis of pMD182T/ S R Y

recombination plasmids

P. plasmids DNA ;M. DNA marker

图 4 　重组质粒 pMD182T/ S R Y 双酶切产物电泳结果

P. EcoR I/ Hind Ⅲ双酶切产物 ;M. DNA 分子标样

Fig. 4 　Endonuclease digestion of recombination

plasmids pMD182T/ S R Y

P. EcoR I/ Hind Ⅲendonuclease digestion ;M. DNA marker

2. 5 　牛 S R Y 基因测序结果与同源性比较

对得到的牛 S R Y 基因两端进行测序 ,其 5′端为

641 bp ,3′端为 786 bp 。

将所得测序结果在 NCBI 网站上进行 BL AST
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比较 ,结果显示这两个片段与牛的 S R Y 基因对应片

段的同源性分别为 98. 7 %和 98. 1 %。

3 　讨　论

S R Y 基因作为性别的决定基因 ,已在人类及哺

乳动物中得到证实 ;此外 ,在鱼类 (泥鳅) 、爬行类

(鳖) 、鸟类和果蝇中也都检测到 S R Y 的同源基因 ,

说明该基因在进化上是高度保守的。Gutierrez

等[8 ]用 R T2PCR 检测体外生产的黑白花牛胚胎 ,表

明从 428 细胞到囊胚期 ,S R Y 基因都有表达 ,显示了

体外培养的牛雄性胚胎比雌性胚胎发育快 ,性腺分

化前性别已经开始分化 ,说明移植前胚胎具有性别

二态性。Daneau 等[9 ] 从猪基因组 DNA 克隆出长

1 664 bp 的 S R Y 基因片断 ,发现猪 S R Y 基因在结

构上与人和牛 S R Y 基因的相似度比与小鼠的更高 ;

他们还用牛基因组 DNA 克隆出长 1 800 bp 的 S R Y

基因片断 ,发现人 S R Y 启动子序列的结合位点也出

现在牛 S R Y 基因的启动子区 ,CAA T 和 TA TA 盒

出现在牛 S R Y 序列内部[10 ] 。鲁晓瑄等[11 ] 对小麂

S ry 基因进行了克隆和测序 ,表明小麂 S ry 基因保

守序列与人的 S R Y 基因保守区相同碱基的比值为

152/ 184 ,达到 82. 6 % ,提示小麂 S ry 基因与人的

S R Y 基因存在着较高的同源性 ,说明 S R Y 基因在

进化过程中高度保守。洪桂云等[12 ] 用设计的引物

和最适条件扩增了 20 头牛的 DNA 样品 ,结果表

明 ,公牛样品均出现预期的 S R Y 特异性扩增带 ,大

小为 163 bp ,而母牛样品不能扩增出特异带 ,因此所

扩增的序列为公牛特异的 S R Y 序列 ,且片段大小与

设计的序列完全一致。本试验以牛基因组 DNA 为

材料 ,应用设计的特异引物成功地扩增出牛 S R Y 基

因全序列 ,片段大小与设计的完全一致。为了进一

步确证试验结果 ,本试验将牛 S R Y 扩增产物克隆到

质粒 pMD182T 载体上 ,筛选阳性克隆进行基因测

序 ,并将测序结果在 NCBI 网站上进行 BL AST 比

较 ,结果显示 ,所测得的牛 S R Y 基因 5′端和 3′端两

个片段 ,与网上公布的牛 S R Y 基因对应片段的同源

性分别为 98. 7 %和 98. 1 % ,说明 S R Y 基因的进化

与哺乳动物进化的方向一致 ,同时也再次证实 S R Y

基因存在着高度的保守性。
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