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摘 要 为了克隆关岭牛MyoDⅠ基因启动子并验证其启动活性，根据GenBank中牛的MyoDⅠ基因序列设计
PCR引物，用 PCR技术扩增牛MyoDⅠ基因的启动子，构建重组克隆载体 pUCmT-MyoDⅠ；并通过 PCR扩增、
限制性酶切、测序及生物信息学分析对阳性克隆进行鉴定；构建报告质粒 pGL3-MyoDⅠ，并将其转染小鼠
C2C12、3T3-L1细胞系，检测其 24 h后的双荧光素酶活性。实验结果获得了关岭牛MyoDⅠ基因启动子，其序列
长度为 993 bp，并成功构建了MyoDⅠ启动子报告质粒；双荧光素酶活性检测表明 pGL3-MyoDⅠ在小鼠 C2C12
细胞中的表达是 pGL3空载体 40.65倍，在小鼠 3T3-L1细胞中的表达是空载体的 1.13倍，MyoDⅠ启动子在小
鼠 C2C12细胞中的表达高于 3T3-L1细胞(** p<0.01)。结果表明关岭牛MyoDⅠ基因启动子具有启动活性，在小
鼠骨骼肌细胞中特异性表达。
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Abstract To verify the promoter activity of the MyoDⅠ gene by cloning promoter from the Guanling cattle, ac-
cording to theMyoDⅠ gene sequence of cattle in GenBank, the PCR primers were designed. The gene promoter was
amplified by using PCR technology to construct the recombinant cloning vector pUCmT-MyoDⅠ, and then identi-
fied the positive clones by the PCR amplifying, restriction enzymes analysis and bioinformatics analysis. The report
plasmid pGL3-MyoDⅠwas constructed and transfected into the C2C12 and 3T3-L1 cells of mouse to detect the du-
al luciferase activity after 24 hours. We obtained the promoter of MyoDⅠwas obtained, and its sequence length was
993 bp. The report plasmid of MyoDⅠgene promoter was constructed successfully. The expression of pGL3-MyoD
Ⅰwas 40.65 times of pGL3 empty vector in mouse C2C12 cell, and was 1.13 times in 3T3-L1 cell through the
method of relative activity of luciferase, which indicated that the expression of MyoDⅠgene promoter in C2C12 cell
was higher than that of 3T3-L1 cell in mouse (** p<0.01). The results showed that the MyoDⅠ gene promoter of
Guanling cattle contains the promoter activity and can specifically express in skeletal muscle cells.
Keywords MyoD Ⅰ genes, Promoter, Luciferase, C2C12, 3T3-L1
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MRFs家族由 MRF4、MyF5、MyoG和 MyoD Ⅰ组
成，它们是控制骨骼肌生成的关键调节因子，共同控

制肌肉的生成，MyoD Ⅰ (myogenic differentiationⅠ)
基因便是其中之一(杨明娟和陈宏, 2010)。研究表明，



这些肌肉特异性转录因子与肌肉生长和肉质有着密切

的关系。肌分化因子MyoD原名为MyoDⅠ，1987年首
次被克隆。MyoDⅠ是在骨骼肌生成和再生时表达的
一个转化因子，调节肌肉特异基因表达。近年来，它成
为动物肉质改良育种的重要研究部分(黄萌等, 2007)。
赵金红等(2008)在我国地方黄牛 MyoDⅠ第 1外显子
上发现了新的等位基因。目前，在国内外，该基因在小
鼠、鸡和猪的肌细胞生成的表达调控机制方面研究较
多，在牛上已有一些研究，包括遗传变异及功能研究

等，但主要集中在转录后和翻译水平，MyoD Ⅰ基因转
录调控的分子机制尚不清楚(李永平和梁炳生, 2007)。
贵州关岭牛，体质结实，肢蹄强健，行动灵活，耐劳、耐
旱、耐粗饲、适应性强等特性显著，是广大农户乐于饲
养的地方牛品种，关岭牛是一个适宜山区耕作和放

牧，有较好的挽力和产肉性能，数量多，商品率高的地

方品种，但是目前存在着繁殖率低、个体小、体重轻等
问题(罗启华和王安娜, 2011)。
因此，本研究克隆了关岭牛MyoDⅠ基因启动子

区，并对该启动子进行了生物信息学分析，根据分析结

果，构建启动子 PGL3-MyoDⅠ表达载体，通过瞬时转
染小鼠成肌细胞和小鼠胚胎成纤维细胞，检测启动

子的活性及骨骼肌特异性，以期为牛产肉性状及牛

MyoDⅠ基因表达与调控等方面的研究提供理论依据。

1 结果与分析

1.1 PCR 扩增关岭牛 MyoDⅠ基因的启动子并对其
酶切鉴定

PCR得到的片段长约 993 bp，与预期扩增片段长
度一致，图 1；图所示，扩增到约 993 bp的片段，表明重
组质粒中插入的目的序列正确。酶切后得到了长约为
993 bp的特异目的条带与大小约 2 773 bp的载体片
段，表明目的序列正确插入载体并且插入方向正确，重

组质粒构建成功，见图 3。

图 1 MyoDⅠ基因启动子 PCR扩增产物电泳结果
注: M: DNA MarkerⅦ; 1: PCR扩增产物
Figure 1 Results of bovine MyoDⅠ gene PCR amplification
Note: M: DNA MarkerⅦ; 1: PCR amplification product

图 2重组质粒 pUCm-T-MyoDⅠ的 PCR扩增
注: M: DNA MarkerⅦ; 1:重组质粒 pUCm-T-MyoDⅠ的 PCR
产物

Figure 2 Amplification the recombinant plasmid of pUCm-T-
MyoDⅠ by PCR
Note: M: DNA MarkerⅦ; 1: PCR product of pUCm-T-MyoDⅠ
recombinant plasmid

1.2重组克隆载体 pGL3-Basic-MyoDⅠ的构建及鉴定

经 PCR和双酶切、测序鉴定，成功完成 pGL3-Ba-
sic-MyoDⅠ重组体的构建。图 4结果显示重组真核表
达质粒 pGL3-Basic-MyoDⅠ大小约 5 811 bp，说明目
的片段正确插入真核表达载体 pGL3-Basic中，提取质
粒正确，重组质粒构建成功。图 5结果表明，用重组质
粒 pGL3-Basic-MyoDⅠ作为模板进行 PCR后，片段
大小约 993 bp与目的片段大小相符，说明目的片段正
确插入真核表达载体 pGL3-Basic中。图 6的结果表
明，用酶 XhoⅠ和 KpnⅠ对重组质粒 pGL3-Ba-
sic-MyoD Ⅰ进行酶切后，得到约为 993 bp目的片段
与约 4 818 bp的载体片段，说明目的片段正确插入真
核表达载体 pGL3-Basic中并且插入方向正确，重组
质粒构建成功。

1.3 重组真核质粒 pGL3-Basic-MyoD Ⅰ转染小鼠
C2C12、3T3-L1细胞双荧光素酶活性检测结果

由图 7可见，将 pGL3-Basic、PRL-TK和 pGL-3-

图 3重组质粒 pUCm-T-MyoDⅠ的双酶切鉴定(KpnⅠ; XhoⅠ)
注: M1: DNA Marker D15000; M2: DNA MarkerⅦ; 1:重组质
粒 pUCm-T-MyoDⅠ的双酶切鉴定结果
Figure 3 The verification of pUCm-T-MyoDⅠrecombinant plas-
mid by enzyme digestion (KpnⅠ; XhoⅠ)
Note: M1: DNA Marker D15000; M2: DNA Marker Ⅶ ; 1: The
result of restriction two enzyme digestion of pUCm-T-MyoD Ⅰ
recombinant plasmid
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MyoDⅠ、PRL-TK分别转入小鼠 C2C12细胞系，24 h
后裂解细胞液进行双荧光素酶活性检测，pGL3-MyoD
Ⅰ在小鼠 C2C12 细胞系中其 M1/M2 的比值是

pGL3-Basic空载体的 40.65倍，说明具有启动活性，
在小鼠 3T3-L1 细胞系中其 M1/M2 的比值为

pGL3-Basic 空载体的 1.13 倍。方差分析结果显示
pGL3-MyoD Ⅰ小鼠 C2C12细胞系中表达极显著于

图 4重组质粒 pGL3-Basic-MyoDⅠ
注: M: DNA Marker D15000; 1: pGL3-Basic-MyoDⅠ
Figure 4 Recombinant plasmid pGL3-Basic-MyoDⅠ
Note: M: DNA Marker D15000; 1: pGL3-Basic-MyoDⅠ

图 5重组质粒 pGL3-Basic-MyoDⅠ为模板的 PCR扩增
注: M: DNA Marker Ⅶ; 1: 重组质粒 PGL3-Basic-MyoD Ⅰ的
PCR产物
Figure 5 Amplification the recombinant plasmid of PGL3-Ba-
sic-MyoDⅠ by PCR
Note: M:DNAMarkerⅦ; 1: PCRproduct of pGL3-Basic-MyoDⅠ
recombinant plasmid

图 6重组质粒 pGL3-Basic-MyoD Ⅰ的双酶切鉴定 (Kpn Ⅰ;
XhoⅠ)
注: M1: DNA Marker D15000; M2: DNA MarkerⅦ; 1:重组质
粒 pGL3-Basic-MyoDⅠ的双酶切鉴定结果
Figure 6 Restriction two enzyme digestion of pGL3-Basic-MyoD
Ⅰrecombinant plasmid by KpnⅠ and XhoⅠ
Note: M1: DNAMarker D15000; M2: DNAMarkerⅦ; 1: The re-
sult of restriction two enzyme digestion of pGL3-Basic-MyoD Ⅰ
recombinant plasmid

在小鼠 3T3-L1细胞系中的表达(** p<0.01)，说明克
隆得到的 MyoD Ⅰ启动子片段具有启动活性，并且在
骨骼肌中特异性表达。

1.4 MyoDⅠ启动子测序序列生物学分析

1.4.1测序结果及转录因子结合位点分析

经过验证正确的质粒送往生工生物公司进行测

序，测序结果使用 TFSEARCH程序对转录因子结合
位点进行分析，结果显示在转录起始位点上游的

-35~-20 bp 处存在顺式作用元件 TATA box，-84~
-71 bp处存在 GC box。转录起始位点 A用黑色底纹
表示，转录起始位点上游还分别存在 AP1、AP2、AP4、
SP1、HSF、MEF2、NF1、GATA-1、GATA-3、SRF 等转
录因子结合位点(图 8)。

1.4.2关岭牛 MyoDⅠ启动子序列的相似性比对及构
建分子系统进化树

对关岭牛 MyoDⅠ启动子序列进行 BLAST 分
析，发现其(855~993)序列部分与绵羊、野猪、白犀牛和
虎鲸该部分序列的相似性分别为 98%、91%、90%和
89%。表明此序列在不同物种之间具有一定的保守
性，见图 9。
将上述分析结果用 Clustal X软件建立系统进化

图 7 pGL3-Basic, pGL3-MyoDⅠ转染 C2C12 3T3-L1 细胞双
荧光素酶活性检测结果柱的高度和钉型标记代

注:数据表示 3次独立重复试验的“平均值±标准误差”,方差
分析结果用 **标记,代表差异极显著(** p<0.01)
Figure 7 The result of relative luciferase activities of pGL3-Basic
-MyoDⅠ-promoter in C2C12, 3T3-L1 cell line
Note: Data represents“means±SE”of three independent experi-
ments performed in triplicates; Analysis of variance was per-
formed and significant variations are indicated by the ** ( p<0.01)
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树，可见牛科动物关岭牛首先与牛科羊亚科的绵羊聚

为一类，亲缘关系最近，两者一起再与猪科动物野猪

共同聚在偶蹄目的分支上，三者与奇蹄目白犀牛、鲸
目虎鲸并列成三支，见图 10。

2 讨论

脊椎动物肌肉组织中的肌纤维在胚胎期已经形

成，出生后数目不再改变。肌肉的生长主要依赖肌卫
星细胞的增殖分化而导致肌纤维长度增加和周径增

粗。牛的肌纤维数量取决于胚胎发育的 70 d (高琴雪
等, 2005;王珊等, 2006)。在肌肉特异基因转录调控
中，MyoDⅠ起着总开关的作用，可以结合到肌细胞生
成素(myogenin)、肌酸激酶 CK、肌球蛋白、结蛋白等

图 8 MyoDⅠ启动子序列转录因子结合位点分析
Figure 8 The analysis of transcription factor binding sites of the MyoDⅠpromoter

基因启动子区发挥重要调控作用，促进它们的转录激

活。MyoDⅠ缺失可导致成肌细胞的增殖和分化无法
进行(Alves et al., 2003)。相反，MyoDⅠ基因的过度表
达会抑制成肌细胞的增殖过程，并促进成肌细胞分化

形成成熟的肌纤维细胞。此外，MyoDⅠ基因还会通过
影响 MyoG基因的活性来间接影响肌细胞的终端分
化过程(Bhuiyan et al., 2009)。MyoDⅠ介导的肌分化机
制作为研究细胞分化的最佳模型，已成为当前众多学

者研究的焦点，尤为重要(李永平和梁炳生, 2007)。
pGL3-Basic作为一种常用的报告载体，因其结
构中无启动子和增强子，故可通过检测荧光素酶报告

基因的表达来定量检测所插入片段的启动活性，并且

比较启动子的强弱和骨骼肌特异性(朱丹丹等, 2011)。

图 9关岭牛 MyoDⅠ启动子序列与绵羊,野猪,白犀牛和虎鲸相应序列的 Clustal X比对结果
注: *:表示相同的碱基
Figure 9 Alignment of nucleotide sequence for MyoDⅠpromoter of guanling cattle with those of Ovis aries, Sus scrofa, Ceratotherium,
Orcinus by Clustal X
Note: *: The indentical bases
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本实验成功构建了 pGL3-MyoDⅠ报告基因载体，
转入小鼠C2C12、3T3-L1细胞系，双荧光素酶活性检测
结果显示 pGL3-MyoDⅠ在小鼠 C2C12细胞系中表达
极显著于在小鼠 3T3-L1细胞系中的表达(**p<0.01)，证
明关岭牛MyoDⅠ启动子为骨骼肌特异性启动子。
很多肌肉特异性基因都由 TEFl、SRF和 MEF2等

转录因子进行调控(Maeda et al., 2002;王秋华等, 2012)，
使用 TFSEARCH程序对 MyoDⅠ启动子转录因子结
合位点进行分析，显示MyoDⅠ启动子区含有上述这些
转录因子的多个调控结合位点，进一步说明关岭牛

MyoDⅠ启动子具有骨骼肌特异性，这一结果与转染小
鼠 C2C12、3T3-L1细胞系进行双荧光素酶报告基因检
测得到的结果相符。其中转录因子家族中的肌细胞增
强因子 2 (MEF-2)被认为是几乎所有肌肉特异性基因
的保守元件(Dodou et al., 2003; Miano, 2003; Hennebry
et al., 2009; Jung and Ko, 2010;王秋华等, 2012; Bryant-
sev et al., 2012)，血清反应因子(SRF)可独立的或与表
达因子结合来调节肌肉特异性基因的表达(Camoret-
ti-Mereado et al., 2003; Biressi et al., 2008)。转录因子
NF1和肌动蛋白参加了由 RNA聚合酶Ⅱ介导的基因
转录活动(赵丽辉等, 2006)。可能正是因为存在这些肌
肉特异性表达调控因子，关岭牛 MyoDⅠ启动子才能
在小鼠 C2C12细胞系中特异表达。关岭牛MyoDⅠ启
动子序列与绵羊、野猪、白犀牛和虎鲸相应序列的
Clustal X比对结果表明该部分序列在这几个物种具
有较高的保守性，可能这部分保守序列是 MyoDⅠ启
动子的核心启动子区域。对上述的 5个物种 MyoDⅠ
基因启动子以构建系统进化树，结果发现牛科动物关

岭牛MyoDⅠ启动子序列与牛科羊亚科的绵羊最为接
近，其次是猪科野猪、奇蹄目白犀牛、鲸目虎鲸，整个
MyoDⅠ基因的进化符合物种进化的途径，在进化上

图 10关岭牛 MyoDⅠ启动子的系统进化树分析
Figure 10 Analysis of phylogenic tree of MyoDⅠ promoter of
guanling cattle

并没受自然选择的影响而有较大的变异。
本研究为牛MyoDⅠ基因的表达调控以及牛产肉

性状的研究提供了重要的资料和依据，对通过转基因

培育高产优质肉牛有重要意义，为下一步构建Myo D
Ⅰ基因启动子的亚克隆报告基因载体，在小鼠的

C2C12细胞系中分不同区段对启动子序列进行活性
分析，确定其核心启动子元件奠定了基础。

3 材料与方法

3.1材料

3.1.1血样

本实验室所保存的从贵州省安顺市西秀区幺铺

镇屠宰场所采之关岭牛血样。

3.1.2实验中所用试剂

2×Taq PCR MasterMix、Taq DNA Polymerase、限
制性内切酶 XhoⅠ、Kpn Ⅰ均购自 TaKaRa 公司；
DNA 凝胶纯化试剂从上海物工程有限公司购买；
pUCm-T 载体、PGL3-Basic 载体、E. coli DH5α、T4
DNA 连接酶和 X-gal 购自 TaKaRa 公司；C2C12、
3T3-L1细胞系购自中科院上海细胞库；其他的试剂均
为国产的分析纯。

3.1.3引物

依据 GenBank 中公布的牛 MyoDⅠ基因序列
(Genbank中 ID: 281938)，用 FIRSTEF程序(http://rulai.
cshl.org/tools/FirstEF/)进行启动子预测，软件分析显示
-798~+121段含有 SPI结合位点等许多个重要的 TF-
BS，可能该区域具有启动活性。因为软件预测是数理
统计，而在真核生物中，基因转录调节区可能远离启动

子达几百甚至上千 bp，相对较大，因此，最终选定
-976~+17段作为含有最大启动子活性的片段。另外，
结合软件相预测的结果，用 Primer 5软件设计特异性
引物，见表 1，引物由上海生物工程有限公司合成，预
期扩增长度为 993 bp。

3.1.4仪器

PCR仪(BIO-RAD C1000 TouchTM)、凝胶成像系
统(BIO-RAD ChemiDocTM)、细胞培养箱(thermo)、电

表 1用于 PCR扩增的引物信息
Table 1 Information of primers for PCR

名称

Name
MyoDⅠpro993

引物序列(5'-3')
Primer sequence (5'-3')
S: GTGGAGTTCCGCTTGTTG
A: CTCCCCACCCCTACTTTC
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泳仪(BIO-RAD)、全温震荡培养箱(太华 HZQ-F160)、
显微操作系统(尼康)、-80 超低温冰箱(thermo Ult13
86)、Ultrospec2100Pro紫外分光光度计(JE healthcare)、
超净工作台(苏州净化设备 SW-CG-1F)、多功能酶标
仪(Bio-Tek Synergy HT)、超高速台式落地冷冻离心
机(Thermo)。

3.2 牛基因组 DNA的提取

用上海生物工程有限公司的血液基因组 DNA提
取试剂盒从关岭牛血样中提取基因组DNA。

3.3 牛MyoDⅠ基因启动子序列 PCR扩增

反应体系：取 0.5 mLPCR管，加入基因组 DNA
100 ng，10 pmol/L的上、下游引物各 1 μL，2×Taq PCR
MasterMix 10 μL，灭菌 ddH2O补至 20 μL。扩增条件：
94℃预变性 5 min，1个循环；94℃变性 30 s、56℃复性
30 s、72℃延伸 60 s，30个循环；72℃延伸 10 min，1个
循环；4℃保存。反应结束后，用 1.2%琼脂糖凝胶进行
电泳分析扩增产物。

3.4 构建重组载体 pUCm-T-MyoDⅠ启动子

将 pUCm-T载体与胶回收试剂盒回收的 PCR产
物连接，连接体系 10 μL：10×Buffer 1 μL，pUCm-T
vector 1μL，PCR product 3μL，T4DNA ligase (3 U/μL)
1 μL，PEG4000 1μL，灭菌 ddH2O补足体系。反应条
件：16℃连接过夜。取连接产物 5 μL转化 E. coliDH5α
菌株，转化产物在 Amp和 X-gal、IPTG的 LB平板培
养基中培养，在 37℃恒温培养箱中培养 12 h后，挑取
白色单菌落于含 Amp的 LB液体培养基中培养，以
37℃，200 r/min摇菌 12 h。使用碱裂解法抽提质粒。

3.5鉴定 pUCm-T-MyoDⅠ-pro重组子

3.5.1使用 PCR方式鉴定

阳性 pUCm-T-MyoDⅠ-pro作模板，引物同表 1，
PCR方法同 3.3。用 1.2%琼脂糖凝胶对扩增产物进行
电泳分析。

3.5.2双酶切鉴定

用限制性内切酶KpnⅠ和XhoⅠ进行双酶切鉴定。
反应体系为 10μL，包括 pUCm-T-MyoDⅠ-pro0.5 μg，
KpnⅠ 1 μL，10×Buffer 1 μL，XhoⅠ 1μL，ddH2O补足
反应体系。37℃反应 4 h，电泳分析反应液。

3.6 对 pUCm-T-MyoDⅠ-pro进行测序

将 pUCm-T-MyoDⅠ启动子送至上海生物工程公
司测序 (测序试剂为 BigDyeterminator v3.1,测序仪为

测序仪器为ABI-PRISM3730)。

3.7重组克隆载体 pGL3-Basic-MyoDⅠ启动子的构建

(1)用限制性内切酶 Kpn Ⅰ和 Xho Ⅰ将 pUCm-
T-MyoDⅠ启动子进行双酶切。方法同 3.5.2，1.2%琼
脂糖凝胶电泳回收 MyoDⅠ启动子目的条带。

(2)用限制性内切酶 KpnⅠ和 XhoⅠ将载体 pGL
3-Basic进行酶切。方法同(1)，使用胶回收试剂盒回
收载体 pGL3-Basic。

(3)重组子 pGL3-Basic-MyoDⅠ启动子的构建
连接方法同 3.4，取连接产物 5 μL转化 E. coli

DH5α菌株，转化产物在含 Amp和 IPTG的 LB平板
培养基中培养。12 h后，挑取白色单菌落于含 Amp
的 LB液体培养基中，37℃，以 200 r/min摇菌 12 h进
行培养。用碱裂解法提取质粒。

3.8 鉴定重组克隆载体 pGL3-Basic-MyoDⅠ-pro

3.8.1根据 PCR技术鉴定

模板 DNA为阳性 pGL3-Basic-MyoDⅠ-pro，引
物为扩增序列时所用引物，PCR反应方法同 3.3。扩增
产物用 1.2%琼脂糖凝胶进行电泳分析。

3.8.2双酶切鉴定

用限制性内切酶 KpnⅠ和 XhoⅠ进行双酶切鉴
定，方法同 3.5.2，并对酶切产物进行 1.2%琼脂糖凝胶
电泳分析。

3.8.3测序鉴定

取阳性重组克隆 pGL3-Basic-MyoDⅠ启动子送
上海生物工程公司测序(测序仪为测序仪器为 ABI-P
RISM3730,测序试剂为 BigDyeterminator v3.1)。

3.9 双荧光素酶报告基因检测报告质粒 pGL3-Ba-
sic-MyoDⅠ的启动活性

使用胰蛋白酶液消化对数生长期的细胞，按 5×
104/孔的密度接种 48孔板，在 5%CO2培养箱中 37℃
环境培养，细胞生长至 80%融合时即可转染。转染前，
弃原培养基，用无血清 1 640培养基洗涤细胞 1次，轻
轻加入OPTI-MEM250μL/孔，再逐滴加入 50μL的
DNA-LF2000复合物，轻摇使混合物与细胞充分的接
触。37℃、5%CO2培养箱内培养 6 h后，用含双抗和
20%胎牛血清的 DMEM培养基替换掉原来培养基，培
养 24 h后，收集细胞检测双荧光素酶活性，萤火虫荧光
素酶激发底物释放的荧光所测值记为Ml，海肾荧光素

酶激发底物释放的荧光所测值记为M2，M1与M2的比
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值即为目的片段的荧光素酶相对活性，对每种质粒设

2个重复孔，同一转染实验做 3次重复(刘凤鸣, 2010)。

3.10 对测序结果进行生物信息学分析

将测序结果在 NCBI数据库中进行 BLAST 分
析，并使用 Clustal X软件比对关岭牛MyoDⅠ启动子
与所 BLAST出物种的相似性，并构建分子系统进化
树，分析物种间的亲缘关系。
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