
第 32卷　第 6期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 32 N o. 6
2004年 6月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) June 2004

波尔山羊生长激素 (GH)基因克隆及序列分析
Ξ

刘长国1,罗　军2,郑新民3,杨公社2,苟德明4

(1 中国农科院 家禽研究所,江苏 扬州 225003; 2 西北农林科技大学 动物科技学院,陕西 杨凌 712100;

3 湖北省农科院 生物工程中心,湖北 武昌 430064; 4 武汉大学 生命科学学院,湖北 武昌 430072)

　　[摘　要 ]　比较生长激素 (GH )基因在不同物种间的相似性,设计引物,用 PCR 方法从波尔山羊基因组中扩

增出一条长约 2. 0 kb 的DNA 片段,然后用 PM D 218T 载体在感受态DH 5Α株大肠杆菌中获得 GH 基因克隆子。

DNA 测序结果表明,波尔山羊 GH 基因DNA 序列全长 1 951 bp (不含引物序列) ,含完整的 5个外显子编码区。应

用C lusta lW 软件进行同源性分析,结果表明,波尔山羊 GH 基因与 Tokara山羊、澳洲美利奴羊和黄牛的 GH 基因

的相似度分别为 98. 5% , 97. 0%和 95. 4% ;内元比外元的变异程度高,在 5个外元中,第一外元的保守性最高,其他

区域的变异程度随物种亲缘关系的增大而升高,在分子水平上符合物种进化原理。
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　　生长激素 (grow th ho rmone, GH )是由垂体前

叶分泌的一种单链蛋白,由大约 190个氨基酸组成,

分子质量约 22 ku。它具有促进脊椎动物机体生长

发育、加速蛋白合成及促进脂类降解的生理功能[1 ]。

近年来,研究人员通过改造或转移 GH 基因,在提高

物种的生产性能和生长速度方面取得了一定成

效[2, 3 ]。哺乳动物的生长激素基因由 5个外元和 4个

内元组成。其核酸序列的组成、内元的位置与长度、

启动子、5′端和 3′端的非转录区都具有较高的保守

性,外元和内元的交界处绝大部分符合 GT - A G 规

则,启动子中含有顺式调控序列,在转录起始位点上

游 34 bp 以内有 TA TA 盒。目前,有关 GH 转基因

动物的研究多采用其功能基因 (cDNA )为靶序列。

但研究发现,内元和两端侧翼序列对 GH 基因的表

达有重要影响[4, 5 ] ,并且用基因组DNA 建立的转基

因老鼠模型, 其外源基因的整合与表达效果强于

cDNA [6 ]。因此,克隆 GH 基因组DNA 序列对于研

究 GH 基因的结构与调控、开展转基因动物研究及

探索物种的分子进化均有重要意义。

K ioka 等[7 ] 以牛 GH cDNA 作为探针, 从

Tokara 山羊基因组中分离出 GH 基因,测定了该基

因的序列,并与牛、猪、小鼠的基因序列进行了同源

性比较;任兆钧等[8 ]克隆了绵羊 GH 基因,序列全长

2 021 bp; Byrne 等[9 ]和O rian [10 ]测定的美利奴羊和

绵羊 (品种不详) GH 基因序列全长分别为1 792 bp

和 2 160 bp。波尔山羊是南非培育成的肉用山羊品

种,以体型大、增重快、产肉多、耐粗饲而著称于世,

具有“肉羊之父”的美称,用其改良地方品种能显示

出很强的杂交优势。目前我国已引进多群纯种波尔

山羊对地方品种进行杂交改良,旨在提高本地品种

的生产性能或培育适应性强的高产肉羊品种,但对

其种质特性的基础研究较少,特别是对与动物生产

性能关系密切的 GH 基因的研究甚少,目前尚无报

道。本试验采用 PCR 方法,从波尔山羊基因组中扩

增出 GH 基因, 然后用 PM D 218T 载体在大肠杆菌

DH 5Α株中进行克隆、纯化,最后测出其序列,该序列

已在国际 GenBank 数据库中登记并认可,登录号为

A F534522。该研究结果不仅丰富了GH 基因数据库

资料,有利于基因结构与表达调控的研究,同时可为

波尔山羊的生长特性、生产性能,以及与其他物种的

亲缘关系研究提供重要参考。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　DNA 来自陕西丹凤县种羊场波尔山羊纯种种

公羊血液。PCR 试剂盒、PM D 182T V ecto r试剂盒及
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工具酶购自大连宝生物工程有限公司 (T akara) ,地

高辛试剂盒购自Boeh ringer M annheim 公司。探针

为猪 cDNA 序列,由湖北省农科院生物工程中心赠

送。

1. 2　方　法

1. 2. 1　DNA 的提取　参照文献 [ 11 ],从山羊全血

中提取基因组DNA。

1. 2. 2　GH 基因的扩增　参考 Genbank 上绵

羊、牛、猪、鹿的生长激素基因序列 , 设计 1 对

引 物 , 正 向 引 物 为 ( F ) : 5′2CA GGGA T T GAA C2
CT GA GTCTCCT GCA T T T G; 反 向 引 物 为 (R ) : 5′2
TCA T GA CCCTCA GGTA CGTCTCCGTCT T GGCA G。 该

引物由大连宝生物工程公司 (T akara)合成。PCR 扩

增体系为: 1×buffer, 0. 2 mmo löL dN T P s, 正反向

引物各 4 ngöΛL , T aq DNA 聚合酶 1. 5 U , DNA 模

板约 6 ngöΛL ,加水至终体积 25 ΛL。PCR 反应程序

为: 95 ℃预变性 2 m in; 95 ℃变性 13 s, 65 ℃复性 35

s, 72 ℃延伸 160 s, 10个循环。然后为使产物合成完

全,采用延伸时间递增的程序: 95 ℃变性 13 s, 65 ℃

复性 35 s, 72 ℃延伸 120+ (n - 1)×10 s (其中 n 表

示这一轮中第 n 个循环) ,共 25个循环。最后 70 ℃

保温 6 m in, 4 ℃保存。

1. 2. 3　PCR 产物的鉴定与回收　先将 PCR 产物

于 65 ℃水浴 10 m in,采用 1. 2%琼脂糖凝胶电泳分

离,接着转移到带正电的尼龙膜上进行 Sou thern 杂

交以鉴定目的条带。按前述操作,重新将 PCR 产物

于琼脂糖凝胶上分离,将目的片段切下,于透析袋中

电泳,酚抽提、回收。

1. 2. 4　山羊 GH 基因的克隆纯化与鉴定　参照

PM D 218T 载体使用说明书, 将目的基因与载体构

建成重组质粒。先用 PCR 法检测重组质粒是否构建

成功,随后采用热激法于 42 ℃, 90 s用重组质粒转

化感受态DH 5Α株大肠杆菌, 然后利用 IPT G 和 X2
gal对菌落进行筛选与增殖,再用碱裂解法从大肠杆

菌中回收重组质粒,再用工具酶 E coR É对重组质粒
进行酶切、电泳,最后通过 Sou thern 杂交进行目的

基因的阳性鉴定。

1. 2. 5　山羊 GH 基因的测序与分析　以阳性重组

质粒为模板,在大连宝生物工程有限公司 (T akara)

利用 370 全自动序列分析仪 (AB I 公司) , 依据

Sanger 双脱氧终止法进行序列测定, 共测定 2 遍。

先利用上述引物从正反方向进行序列测定,分别测

出 550个碱基时,再根据已知序列合成 1对引物,将

剩余部分测完。然后将所得的序列在N CB I网站进

行B last序列比较分析。

2　结果与讨论

2. 1　山羊生长激素基因的 PCR 扩增结果

　　用 PCR 方法进行分子克隆比较快捷,但要注意

扩增反应的严谨性,有人对引物或反应条件加以控

制,最终获得了理想的基因序列[5, 12, 13 ]。在本试验

中,为了增强引物与模板的特异结合,引物设计得比

较长,另外扩增的复性温度高达 65 ℃,复性时间减

少为 35 s。鉴于本次扩增的序列较长,因此采用了较

长的延伸时间,获得了较佳的效果。PCR 反应结束

后,用 0. 8%琼脂糖凝胶电泳,结果如图 1所示。图 1

表明,本试验获得了 1 条约 2. 0 kb 的片段,与引物

设计时所预计的片段大小相当。由图 1还可见,扩增

产物中还有 1 条产量略低, 约 1. 6 kb 的片段。

Goo tw ine 等[14 ]在分析几个绵羊品种、萨能山羊及荷

斯坦牛的生长激素基因多态性时认为,牛在生长激

素位点仅为单拷贝,而绵羊、山羊的生长激素为双拷

贝基因。据此认为,第 2条更小的片段可能是引物在

基因组中的非特异性扩增产物,也可能是山羊生长

激素的假基因。

图 1　PCR 扩增结果

1, 3. 扩增结果; 2. 阴性对照;M. ΚDNA öH indË

F ig. 1　T he resu lt of PCR

1, 3. T he resu lt of PCR; 2. Con tro lm en t;M. ΚDNA öH indË

2. 2　山羊生长激素基因 PCR 产物的 Sou thern 杂

交结果

用猪 GH cDNA 为探针,对山羊 GH 基因 PCR

产物 Sou thern 杂交,结果见图 2。图 2显示,扩增所

获得的 2. 0 kb 片段为山羊的 GH 基因,而第 2条更

小的片段没有出现阳性反应,又由于假基因与真基

因间具有高度的同源性[15 ] ,因此认为第 2条带为非

特异性扩增产物。
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图 2　PCR 产物的 Southern 杂交结果

1～ 3. 分别为 0. 1, 1. 0, 5. 0 ΛL PCR 产物;

1′～ 3′. 分别为泳道 1～ 3对应的杂交结果;

M ,M′. ΚDNA öE coR É + H indË

F ig. 2　Southern hybridization resu lt

1- 3. 0. 1, 1. 0, 5. 0 ΛL PCR m ix tu re,

respectively; 1′- 3′. are the Sou thern

hybrid ization resu lts of L ane 1, 2, 3, respectively;

M ,M′. ΚDNA öE coR É + H indË

2. 3　重组质粒基因克隆结果

由于 PCR 产物中还含有剩余的反应成分及非

特异扩增产物,因此必须先进行电泳分离、纯化后再

回收。但由于回收的片段可能会含有未分离干净的

上述成分,也可能由于回收过程中紫外辐射造成损

伤而使片段断裂,因此,将回收的片段与 PM D 182T

载体构建成重组质粒,然后在感受态DH 5Α大肠杆菌

中进行基因克隆。图 3所示为从大肠杆菌中回收的

重组质粒的电泳结果,初步认为第 9 泳道为阳性重

组质粒。

图 3　重组质粒回收结果
1～ 9. 重组质粒;M. ΚDNA öE coR É + H indË

F ig. 3　A gro se gel analysis of recom binan t p lasm ids

1- 9. T he recom binan t p lasm ids from differen t bacteria

strains, respectively　M. ΚDNA öE coR É + H ind Ë

2. 4　重组质粒的进一步鉴定结果

借鉴已发表的绵羊 GH 基因序列,分析其酶切

图谱,并结合 PM D 182T 载体的酶切图谱,选用仅在

PM D 182T 载体上有单酶切位点、而在绵羊 GH 基

因上无酶切位点的工具酶 E coR É进行酶切,电泳,

转膜,然后以猪 GH cDNA 为探针对这几个重组质

粒酶切结果进行 Sou thern 杂交分析,结果如图 4所

示。由图 4可见,第 2道反应很强,可判断为阳性克

隆,以此作为测序模板。而第 1, 3道杂交信号较弱,

有可能是操作造成的差异。

图 4　重组质粒酶切后 Southern 杂交结果

1～ 4. 不同克隆株中的重组质粒酶切结果;

1′～ 4′. 泳道 1～ 4对应的杂交结果;

M ,M′. ΚDNA öE coR É + H indË

F ig. 4　T he resu lt of Sou thern hybridization of

digested recom binan t p lasm ids

1- 4. T he digested recom binan t p lasm ids from

differen t clon ing strains, repectively;

1′- 4′. T he Sou thern hybrid ization resu lt of lane 1, 2, 3, 4,

respectively;M. ΚDNA öE coR É + H indË ;M′. Co rreponding lane M

2. 5　波尔山羊 GH 基因序列

本次测序连续进行 2 次,所测得的序列全长为

1 951个碱基 (不包括引物在内) , 所得序列已录入

GenBank,登录号为A F534522。

通过C lu sta lW 软件进行序列分析,与 Tokara

山羊[7 ]GH 的同源性为 98. 5% (参比碱基 1 945个,

有 29 个突变) , 与澳洲美利奴绵羊[9 ]的同源性为

97. 0% (参比碱基 1 875 个, 有 56 个突变) , 与黄

牛[16 ]序列的同源性为 95. 4% (参比碱基 1 843 个,

有 85个突变)。

本序列的 330～ 401 位, 647～ 810 位, 1 036～

1 152位, 1 382～ 1 544位, 1 822～ 1 957位,分别与

上述山羊、绵羊、黄牛的第 1、第 2、第 3、第 4 和第 5

外元对应,因此认为这几个序列片段为本序列的第

1、第 2、第 3、第 4和第 5外元,从序列可看出外元与

内元交界处具有 GT - A G 特征。

本序列中 302～ 308 位与 Tokara 山羊[7 ]及绵

羊[10 ]的 TA TA 盒序列吻合一致, 为 TA TAAAA。

而 388～ 400位及 649～ 713位与澳洲美利奴[9 ]及绵

羊[10 ]的信号肽编码序列一致。在与其他山羊、绵羊

相应序列作进一步比较分析时发现, 388～ 400位的

序列很保守,无突变,但 649～ 713 位的序列却在部

分物种间存在个别突变。
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如表 1所示,在与 Tokara 山羊[7 ]相应外元比较

中,共有 8次突变,占总突变数的 26. 2% (8ö29) ; 而

与澳洲美利奴[9 ]相应外元比较中,共有 10 次突变,

占总突变数的 17. 9% (10ö56) ; 与黄牛[16 ]的比较结

果为,外元中共有 10个突变,占总突变数的 11. 8%

(10ö85)。由此可看出,物种内与物种间的突变主要

来源于内元, 并且物种距离越大, 内元突变概率越

大。但在本次试验分析中,本序列与 Tokara 山羊[7 ]

比较时,外元中发生的突变也相对较多,占 8次。总

体而言,第 4与第 5外元中突变较多。
表 1　本序列与几个反刍物种相应序列比较中外元突变情况

T able 1　R esu lt of m utation happened in exons as th is sequence aligned to GH

gene of several o ther rum inan t species

物种
Species

第一外元
1st exon

第二外元
2nd exon

第三外元
3rd exon

第四外元
4th exon

第五外元
5th exon

与山羊[7 ]比较 Compared w ith the GH gene
of som e goat

无
N o m utation

650 (C→G)
659 (C→G)

无
N o m utation

1 531 (T→C)
1 532 (C→T )
1 536 (C→G)

1 847 (C→G)
1 897 (C→G)
1 915 (C→G)

与澳洲美利奴[9 ]比较 Compared w ith the
GH gene of A ustralia M erino sheep

无
N o m utation

无
N o m utation

1 118～ 1 119
(缺失C)

1 118～ 1 119
(C deletion)
1127 (G→A )

1 493 (G→T )
1 494 (T→G)
1 531 (T→C)
1 532 (C→T )

1 836 (C→T )
1 892 (C→T )
1 895 (C→T )
1 913 (C→T )

与黄牛[16 ]比较 Compared w ith the GH gene
of som e bovine

无
N o m utation

678 (A→G)
782 (A→G)

1 118～ 1 119
(缺失C)

1 118～ 1 119
(C deletion)

1 416 (T→C)
1 471 (C→T )
1 531 (T→C)
1 532 (C→T )

1 836 (T→G)
1 837 (T→C)
1 847 (C→G)

　　从表 1 中还可看出, 本序列第 4 外元区中

第 1 531位的 T 均突变为C,而 1 532 位的 C 均突

变为 T。在N CB I信息库中,进一步与其他几个物种

进行B last 分析,所得结果与此一致,因此认为这 2

个连续碱基的突变可作为波尔山羊的特征性标记,

并且它们的突变可能对波尔山羊该基因的表达及基

因产物的构象产生影响,当然这有待进一步确证。

在以上序列比较中,除了外元中存在 2 个特征

性突变外,在内元中也存在其他 3个特征性的突变,

即 942位与 943位之间缺失A ,而 1 178 位 T 突变

为C, 1 561位的A 突变为 G。估计这几个位点的突

变也可作为波尔山羊种质特性的分子标记。
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C lon ing and sequence ana lysis of the Boer goa t g row th ho rm one gene

L IU Zhang-guo1,L UO Jun 2, ZHENG X in -m in3,YANG Gong- she2, GOU D e-m ing4

(1 Institu te of P ou ltry S cience, Ch inese A cad emy of A g ricu ltu re S ciences, Y ang z hou, J iang su 225003, Ch ina;

2 Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

3 Center f or B iotechnology ,A cad emy of A g ricu ltu re S cience of H ubei P rov ince,W uchang , H ubei 430064, Ch ina;

4 Colleg e of lif e S cience,W uhan U niversity ,W uchang , H ubei 430072, Ch ina)

Abstract: Based on the sim ilarity of grow th ho rmone gene in differen t species, tw o p rim ers w ere de2
signed and u sed to amp lify an app rox im ately 2. 0 kb DNA fragm en t by PCR techn ique from genom ic DNA

samp le of Boer goat. T he PCR p roducts w ere liga ted in to the PM D 218T vecto r, and then tran sfo rm ed in to
competen t cells of E. coli DH 5Α. T he DNA sequencing resu lt show ed that the GH gene of Boer goat is 1 951

bp (w ithou t p rim er sequence) in length and con ta in s five comp lete exon s. T he homo logy analysis of the GH

gene of sequences by C lu sta lW softw are indica ted that the nucleo t ide sequence homo logies of GH gene of

Boer goats w ere 98. 5% w ith Tokara goats, 97. 0% w ith M erino sheep , and 95. 4% w ith bovine GH genes;

variab ility of in tron s w as greater than exon s, the varia t ion of o ther reg ion s increased w ith the increasing

genet ic rela t ion sh ip s of species,w h ich is genera lly in agreem en t w ith the mo lecu lar evo lu t ion of species.

Key words: Boer goat; GH gene; clon ing; sequencing; homo logy analysis

·简　讯·

“秦巴山区人工种草与牛羊饲养技术研究”获陕西省科学技术二等奖

由西北农林科技大学罗军教授主持的“秦巴山区人工种草与牛羊饲养技术研究”项目, 2002年 5月通过了安康市科技局

组织的鉴定, 2004年 4月获得陕西省科学技术二等奖。

该项目针对秦巴山区畜牧业发展中的关键问题进行了全面分析和探索。自 1999年起,项目组先后从原西北农业大学、原

陕西省农科院及北京、四川等地引进多年生黑麦草、1年生黑麦草、苇状羊茅、冬牧270黑麦草、百喜草、白三叶、红三叶、紫花苜

蓿、红豆草、皇竹草、鲁梅克斯、苏丹草、串叶松香草等优良牧草品种 23个,分别在试验点进行品比试验。经过连续 3年的品比

研究,筛选出适于该地区种植的 12种优良牧草品种,其中大多数品种能安全过夏并在冬季保持青绿,具有耐旱、耐瘠薄、抗逆

性强等特点。同时通过推广牧草规范化栽培技术, 使项目区人工草地禾本科牧草产量达 90 töhm 2 以上; 豆科牧草产量达

45 töhm 2以上;中高山区牧草产量一般是上述产量的 50%～ 70% ;混播牧草产量达 105 töhm 2以上。由于秦巴山区牛羊在饲养

过程中缺乏优质越冬饲料,因此项目组针对秦巴山区农户饲养规模小、分散的特点,重点在项目区内推广饲料的塑料袋半干

青贮技术,收到了良好的效果。同时,对秸秆微贮、氨化技术等进行了专题研究,结果表明,稻秸微贮、氨化后饲喂西镇牛,其日

增重较稻秸对照组分别提高 135%和 118%。秦巴山区的林果种植面积较大,为了充分利用林下草地,项目组选择苜蓿、红三

叶、白三叶、毛苕子等牧草品种进行林草间作研究,结果表明,林下种植白三叶、毛苕子的效果最好,既可增加土壤肥力,又有

利于果林生长。1999年,首次引进波尔山羊,并利用波尔山羊与南江黄羊进行了杂交改良和商品生产。项目组研制的肉山羊草

粉全价颗粒饲料,在满足山羊营养需要的基础上,增加了草粉的比例,成功制作了草粉含量为 20%的全价颗粒料,饲喂方便,

适口性好。波尔山羊和南江黄羊分别与陕南白山羊杂交后的杂交一代用草粉全价颗粒料饲喂后,其日增重较陕南白山羊分别

提高 50%和 35% ,增重效果显著。项目实施后累计新增产值 1. 12亿元,人工种草和牛羊生产等新增纯收入 9 118万元。

该成果的取得,解决了秦巴山区长期以来存在的缺乏优良牧草品种和饲料贮藏加工技术、缺少优良牛羊品种和配套饲喂

方法等问题,为该地区农业人口增收提供了有力的技术保障。该成果的鉴定专家一致认为,该研究成果为秦巴山区和全国同

类地区畜牧业、草业的发展提供了科学依据; 林下种草试验能够有效解决目前退耕还林还草远近期效益的矛盾,与国内外同

类研究相比,达国内领先水平。

(窦春蕊　供稿)
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