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　　[摘　要 ]　钙激活中性蛋白酶1 (CA PN 1)基因是影响肉嫩度的侯选基因。根据GeneBank 中已公布的CA PN 1

基因cDNA 序列设计同源PCR 引物,通过R T , nested和 touch2dow n PCR 技术从牦牛肌肉组织总RNA 中分离目的

序列 ,与pGEM 2T 2easy载体连接后转化DH 5Α感受态菌株,通过PCR 扩增、限制性酶切和测序分析鉴定阳性克隆。

分离到的基因片段为牦牛CA PN 1大亚基的部分编码序列,在GeneBank 中的注册号为A Y197555,与奶牛、人、食蟹

猴、小鼠、绵羊以及大鼠相应序列的同源性分别为 98% , 89% , 89% , 83% , 96%和 81% ,在不同物种之间具有较强的

保守性。CA PN 1基因EST 的分离为进一步研究牦牛CA PN 1基因奠定了基础。此研究表明,在总RNA 质量不理

想的情况下,同时采用这 2种技术可以较大限度地获取目的序列。
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　　应用PCR 扩增微量靶序列时,一次扩增往往难

以获得满意效果,通过巢式PCR 技术进行多次扩增

可以提高扩增的特异性;同样,扩增产物的电泳带谱

中往往杂带占优势,解决此问题的经验方法是调整

M g2+ 浓度或者 PCR 反应的退火温度,但该方法费

时费事。Don 等[1 ]设计的 touch2dow n PCR 技术,可

使PCR 退火阶段阳性产物的富集效率极大提高。钙

激活中性蛋白酶 ( ca lpain ) 有 2 种, 即 Λ2calpain

(CA PN 1)和m 2calpain (CA PN 2) ,均由大小2个亚基

组成,其中 30 ku 小亚基在 2种酶中相同,为单个基

因产物,而 80 ku 大亚基是 2 个相关基因的产物[2 ]。

CA PN 1参与增殖、分化和凋亡等细胞事件[3, 4 ] ,动物

的大部分细胞骨架蛋白质、肌节蛋白都是CA PN 1

的天然底物,其降解与肉的嫩度相关[5 ]。有关人、小

鼠和奶牛的CA PN 1基因EST 序列的分离以及克隆

的研究已有报道[6, 7 ]。影响牛肉嫩度的基因座位有2

个, 其中一个被定位于BTA 15 的中段[8 ] ,另一个被

定位于BTA 29的端粒末端,而CA PN 1基因处于后

一座位[9 ]。牦牛作为一个种群,其CA PN 1基因EST

序列的分离、基因克隆等相关研究至今尚未见报道。

本研究通过R T , nested 和 touch2dow n PCR 技术从

牦牛肌肉组织总RNA 中分离CA PN 1基因EST 序

列,测序并进行了相应的生物信息学分析,以期将获

取的 EST 序列用于牦牛CA PN 1 基因的克隆与分

析,为CA PN 1基因的进一步研究找到突破口。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

　　牦牛肌肉组织样采自甘肃省玛曲县。TR Izo l、

T hermoScrip tTM R T 2PCR System 购自 Invit rogen 公

司; LA T aq DNA 聚合酶与限制性内切酶S a lÉ 购
自T aKaR a 公司; pGEM 2T 2easy 载体、T 4 DNA 连

接酶和Xgal 购自P rom ega 公司;其他试剂均为国产

分析纯。E. coli DH 5Α由北京大学人类疾病基因研
究中心保存。
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1. 2　方　法

1. 2. 1　引物设计　用C lasta lW 软件将GeneBank

中公布的奶牛、猪和人的CA PN 1 基因 cDNA 序列

进行同源性比对,选取高保守区设计巢式PCR 引物

(图1)。

Cai3 (5′p rim er) :

5′2GAA GGA T GGCCGA GGA GT TCA TCA C23′;

Cai4 (3′p rim er) :

5′2GTCTCA CGCAAA CA T GGTCA GCT G23′;

Cai5 (5′p rim er) :

5′2CCT GA TCCGGA T GCGGAA CCCCT G23′;

Cai6 (3′p rim er) :

5′2GT GCTCCCCCGCCGCCA GGT GC23′。

上述引物由北京赛百盛公司合成。

图 1　巢式PCR 引物设计示意图
含有5′和 3′非翻译区的CA PN 1基因

ORF (通读框) :引物对Cai3与Cai4之间相距2 132 bp;

Cai5与Cai6之间相距226 bp

F ig. 1　Schem atic diagram of the nested PCR amp lificat ion

stra tegy fo r CA PN 1 EST of B os g runn iens
ORF of CA PN 1 con tain ing 5′and 3′un translated

regions: the sequence betw een Cai3 and Cai4 is 2 132 bp;

betw een Cai5 and Cai6 is 226 bp

1. 2. 2　总RNA 的提取　采用TR Izo l试剂提取牦牛

肌肉组织总RNA。试验步骤如下: 1 mL TR Izo l+ 50～

100 m g 肌肉组织,匀浆→15～ 30 ℃孵育5 m in→加0.

2 mL 氯仿→摇匀→4 ℃离心, 12 000 g×15 m in→取

上层水相→加0. 5 mL 异丙醇,混匀,静置20 m in, 15

～ 30 ℃孵育10 m in→4 ℃离心, 12 000 g×15 m in→

小心移去上层液体→加500 mL 体积分数 70%乙醇

洗涤RNA 沉淀,震荡混匀→4 ℃离心, 12 000 g×5

m in→干燥RNA 沉淀 (不使完全干燥)→重悬于

RNA 酶的双蒸水或SD S溶液。 - 70 ℃保存备用。

1. 2. 3　R T , nested PCR 和 touch dow n PCR　按照

T hermoScrip tTM R T 2PCR System 试剂盒说明进行

R T 反应,合成cDNA 第一链。

nested PCR: 先用引物对Cai3和Cai4 进行第 1

次 PCR 扩增, 扩增体系为 25 ΛL , 其中 10×PCR

buffer 2. 5 ΛL , dN T P s 2. 5 ΛL , R T 产物 1 ΛL 作模

板,上下游引物各0. 5 ΛL , LA T aq DNA 聚合酶0. 2

ΛL ,反应条件采用touch dow n PCR 策略: 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。将PCR 产物用1%琼脂糖凝胶分

离, EB 染色,照相。取第1次PCR 产物0. 5 ΛL 作模

板,分别采用引物对Cai3和Cai6, Cai5 和Cai4 进行

第2 次扩增,反应体系中其他组分和剂量与第 1 次

PCR 相同,反应条件也与第 1 次PCR 相同,将 PCR

产物分离, EB 染色,照相。取第2次PCR 产物1 ΛL

作模板,用引物对Cai5和Cai6进行第3次扩增,反应

体系其他组分和剂量与第 1次PCR 相同,反应条件

为: 94 ℃ 预变性4 m in; 96 ℃变性20 s, 50 ℃复性1

m in, 72 ℃延伸 90 s, 30 个循环; 最后 72 ℃延伸 7

m in。将PCR 产物分离, EB 染色,照相。

1. 2. 4　PCR 产物的克隆　PCR 产物经过 silica 回

收后与pGEM 2T 2easy 载体连接, 转化DH 5Α菌株,

在LA 培养基上培养。挑取白斑在3 mL LA 培养液

中进行单菌落培养,用碱裂解法提取质粒,经S a lÉ

酶切与PCR 扩增鉴定重组克隆。

1. 2. 5　DNA 测序与生物信息学分析　阳性重组克

隆由北京大学人类疾病基因研究中心在 AB I

PR ISM 3100 Genet ic A nalyzer测序仪上完成测序。

将牦牛CA PN 1 EST 序列在N CB I数据库中进行

B lastn 分析,并用C lu sta lW 程序进行多序列比对分

析。

2　结果与分析

2. 1　R T , nested PCR 和 touch dow n PCR 扩增与

牦牛CA PN 1基因EST 的分离及测序

总RNA 的OD 260öOD 280 = 1. 56, 说明受到一定

程度降解和杂蛋白质的污染, 但是可以进行后续

R T 2PCR 反应。R T 2第1次PCR 扩增的产物经过凝

胶分离、照相后发现, 没有特异性条带。以第 1 次

PCR 产物作模板,分别用引物对Cai3 和Cai6, Cai5

和Cai4进行第2次扩增,各得到6条和1条扩增带,

但是特异性均不强 (图2)。以引物对Cai3和Cai6 扩

增的产物作模板,采用引物对Cai5和Cai6进行第 3

次PCR 扩增,结果得到比较清晰的3条扩增带,其中

最小的 1 条带约为 270 bp ,与预期序列大小相符; 2
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条较大的扩增带约540和1 600 bp ,均为非特异性扩

增 (图 3)。将 270 bp 扩增带回收、纯化后与载体连

接。重组质粒经过限制性内切酶S a lÉ切割,所释放

出的片段大小与预期的相符合; 通过引物对Cai5和

Cai6进行PCR 扩增检查插入片段大小,结果也扩增

到预期大小的片段,表明重组质粒中插入的是目的

序列片段 (图 4) ,从阳性重组克隆中提取质粒DNA

测序并进行分析,结果见图5。

图 2　第 2次PCR 扩增结果
M. DNA m arker (DL 2000) ; 1. 引物对Cai3和
Cai6扩增结果; 2. 引物对Cai5和Cai4扩增结果

F ig. 2　R esu lts of the second2
round PCR amp lificat ion

M. M o lecu lar w eigh t m arker (DL 2000) ;

1. PCR p roducts using p rim ers Cai3 and Cai6;

2. PCR p roducts using p rim ers Cai5 and Cai4

图 3　第 3次PCR 扩增结果
M. DNA m arker (DL 2000) ; 1. 引物对Cai5和Cai6扩增结果

F ig. 3　R esu lts of the th ird2
round PCR amp lificat ion

M. M o lecu lar w eigh t m arker (DL 2000) ;

1. PCR p roducts using p rim ers Cai5 and Cai6

　

　

图 4　牦牛pGEM 2T 2CA PN 1重组质粒的PCR 扩增分析与酶切鉴定
A. 重组质粒的PCR 扩增鉴定; B. 重组质粒的S a lÉ酶切鉴定;M. DNA m arker (DL 2000) ; 1. 牦牛pGEM 2T 2CA PN 1重组质粒

F ig. 4　PCR amp lificat ion and restrict ion enzym e digest ion of pGEM 2T 2CA PN 1 recom binan t p lasm id of B os g runn iens
A. PCR amp lification of the recom binan t p lasm id; B. Restriction enzym e digestion of the recom binan t p lasm id using S a lÉ ;

M. DNA m arker (DL 2000) ; 1. pGEM 2T 2CA PN 1 recom binan t p lasm id of B os g runn iens

图 5　牦牛CA PN 1基因EST 核苷酸序列和推测的氨基酸序列

F ig. 5　N ucleo tide and deduced am ino acid sequence of EST fo r CA PN 1 of B . g runn iens
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2. 2　生物信息学分析

筛选后的阳性重组克隆被用于测序,结果表明,

大小为224 bp 的序列为牦牛CA PN 1 EST 序列,在

GenBank 中的注册号为A Y197555。将此序列在

N CB I数据库中进行B lastn 分析,结果表明,其与奶

牛、人、食蟹猴、小鼠、绵羊和大鼠的同源性分别为

98% , 89% , 89% , 83% , 96%和 81% (表 1 )。经

C lu sta lW 程序进行多序列比对后的结果表明,牦牛

CA PN 1基因EST 序列,与各个不同种哺乳动物的

相应序列的同源性均超过 88% ,而且在不同物种之

间具有较强的保守性。

表 1　牦牛CA PN 1基因EST 序列与其他哺乳动物相应序列的同源性分析

T able 1　R esu lts of homo logical analysis of EST fo r CA PN 1 of B . g runn iens w ith its coun tparts of o ther m am als

物种
Species

Genebank 登录号
A ccession N o.

比分
Sco re

期望值
Expect value

同源性ö%
Iden tit ies

奶牛 B os g runn iens A F221129 504 e2140 98

绵羊O v is aries A F071575 168 2e239 96

猪 S us scrof a A F263610 400 e2109 93

人 H om o sap iens BC017200 313 7e283 89

食蟹猴M acaca f ascicu la ris A F284440 305 2e280 89

小鼠M us m uscu lus XM 192846 183 3e242 83

大鼠 R athus norveg icus NM 019152 147 9e233 81

3　讨　论

目前,对人、食蟹猴、奶牛和猪的钙激活中性蛋

白酶基因的研究比较详细,但对于牦牛钙激活中性

蛋白酶基因的研究尚未见到相关的报道。号称“高原

之舟”的牦牛是我国青藏高原的特色种群,我国牦牛

数量占全世界牦牛总数的90 %以上,占我国牛数量

的1ö6 [10 ] ,主要作为肉用。但牦牛肉的嫩度普遍比较

低,影响了肉的品质。钙激活中性蛋白酶基因作为对

肉的嫩度有影响的候选基因,对其进一步研究将对

改良与提高牦牛肉的嫩度性状有重要意义。

本研究通过 3 套巢式引物, 即Cai32Cai6, Cai52
Cai4和Cai52Cai6 进行 nested PCR 扩增,使引物与

靶序列特异结合的几率和扩增的特异性显著提高。

因为touch2dow n PCR [1 ]有效利用了PCR 指数扩增,

并且在预期退火温度或之上起始反应,所以扩增过

程中当退火温度以2 ℃的梯度从58 ℃递降到预期的

50 ℃时,适合于引物与靶序列特异退火的温度会出

现。在提取总RNA 质量不理想的情况下,本研究从

牦牛肌肉组织总RNA 中成功地分离到了CA PN 1的

部分编码序列,扩增的特异性和产物的富集效率显

著提高,说明在EST 序列的分离过程中,同时采用

nested 和touch2dow n PCR 技术可以弥补总RNA 被

部分降解的缺陷,并可从中较大限度地获取目的序

列。

分离到的牦牛CA PN 1基因EST 序列与其他哺

乳类对应序列具有较高的同源性,与奶牛、绵羊和猪

的同源性分别为98% , 96%和93% ,与人和食蟹猴的

同源性均为 89% ,该序列与偶蹄目动物对应序列的

同源性较灵长类动物的高,可能在进化过程中更为

保守。牦牛CA PN 1部分编码序列的分离与分析为

牦牛CA PN 1基因的进一步研究奠定了基础。在今

后的工作中,利用已获得的EST 序列,可以克隆牦

牛CA PN 1 基因全长序列,进而进行此基因与牛肉

嫩度相关性方面的分子遗传标记研究。
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Iso la t ion of EST fo r CA PN 1 of B os g runn iens w ith

nested and touch2dow n PCR

CA I X in 1,W U J ian -p ing2, XU M ing-xu3, ZHANG L i-p ing2,

W ANG Hong-y ing4,L IU Ya-nan 3

(1 Colleg e of L if e S ciences,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , Gansu A g ricu ltu ra l U niversity ,L anz hou , Gansu 730070, Ch ina;

3 H um an D isease Genom ics Cen ter, P ek ing U niversity ,B eij ing 100083, Ch ina;

4 T he F irst M id d le S chool of Z hang x ian Coun ty , Z hang x ian, Gansu 748300, Ch ina)

Abstract: CA PN 1 gene w as invest iga ted as candidate gene affect ing m eat tenderness. W ith the p rim ers

designed acco rd ing to cDNA s encoding CA PN 1 pub lished in GeneBank, R T , nested and touch2dow n PCR

w ere u sed to iso la te EST of to ta l RNA s from m u scle of B os g runn iens. 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 part ia l sequence encoding CA PN 1 of B os g runn iens w as

iden t if ied, the co rresponding EST s of B os tau rus, H om o sap iens, M acaca f ascicu la ris, M us m uscu lus, O v is

a ries and R a ttus norveg icus shared 98% , 89% , 89% , 83% , 96% and 81% homo logy w ith that of B os

g runn iens respect ively. It ind ica ted that the EST w as comparat ively con servat ive betw een differen t species.

Iso la t ion of the EST has m ade sub stan t ia l basis fo r fu rther research on CA PN 1 gene of B os g runn iens. T he

resu lt of th is research suggests tha t the com b in ing u se of nested and touch2dow n PCR is an effect ive

m ethod in EST iso la t ion even though to ta l RNA s are part ia lly degraded.

Key words: nested and touch dow n PCR; EST iso la t ion; gene fo r large subun it of CA PN 1; B os

g runn iens
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