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  摘要 :肌生成抑制基因( MSTN )在发育和成熟的骨骼肌中特异表达, 并对肌肉发育和再生具有负调控作用。依据

马肌生成抑制素(MSTN )编码序列设计引物,以蒙古马基因组 DNA为模板, 利用 PCR 技术, 扩增出 MSTN 基因的几个

片段后,测序并按顺序拼接, 得到 DNA 全序列。序列分析结果表明, MSTN 基因由 2个内含子和 3 个外显子组成, 碱基

数量分别为第一外显子373 bp、第二外显子374 bp、第三外显子 381 bp; 第一内含子1 833 bp、第二内含子 2 018 bp,共有

4 979个碱基。该序列首次登录到 GenBank,登录号为 AY840554。
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Abstract:Myostatin( MSTN) was expecially expressed on skeletal muscle and was negalitively regulated to develop-

ment and regeneration of muscle. The complete sequence of Mongolian horse MSTN gene were firstly amplified by PCR

technique .The sequence analysis showed that the MSTN gene was composed of two introns and three exons. The se-

quence lengthes of the first exon , the second exon and the third exon were 373 bp , 374 bp and 381 bp respectively. The

lengthes of the first intron and the second intron were 1 833 bp and 2 018 bp respectively. The full length of Mongolian

horse MSTN gene was 4 979 bp and firstly submitted to Genbank. Its accession number was AY840554.
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  肌生成抑制素(Myostatin,MSTN)是 1997年美国

John Hopkins大学医学院的 Mepherron和 Lee
[ 1]
等人

的研究小组在研究转化生长因子_B( TGF_B)家族时

发现的一种新的生长分化因子,该基因编码的蛋白

质是转化生长因子_B超家族的一员, 具有 TGF_B共

有的结构特征, 但又与 TGF_B超家族其他成员的同

源性很低 (最高为 45% ) , 因而将其归为新的一类

GDF_8[ 2]。

Mcpherron研究发现, 该基因缺失的鼠肌肉增

大, 骨骼肌肌群分布广泛, 体重约为野生鼠的 2

倍[ 1]。Kambadur发现, 双肌牛中该基因发生突变,

结果在同样喂食条件下,双肌牛比普通牛多产 30%

的肉[ 3]。Sakuma 等研究表明, GDF_B对骨骼肌再生

有一定的负调控作用
[ 4]
。由于MSTN对骨骼肌的生

长发育具有负调控作用, 由此而得名为肌生成抑制

素。通过抑制 MSTN 基因活性而增加肌肉量或调节

肌肉的再生,这在畜牧业和医疗上都有重大的应用

价值。家畜中,关于牛和猪的 MSTN 基因研究报道

较多,但关于马的 MSTN 基因研究报道较少,尚未见

到马的 MSTN 基因全序列的测序报道。本研究旨在

为马 MSTN 的分子生物学研究奠定理论基础。
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1  材料和方法

1. 1  材料和试剂

68匹蒙古马全血采自鄂尔多斯市鄂托克旗马

奶场, ACD 抗凝, - 70 e 保存备用。PCR 扩增所需
Taq酶购自大连宝生物 TaKaRa 公司, 大肠杆菌

DH5±, PGEM_Teasy 载体购自 Promega 公司, 引物由北

京赛百盛基因技术有限公司合成, 重组质粒的测序

由上海生工完成。

1. 2  PCR引物的设计

从 GenBank 中查出马 MSTN 基因的 cDNA 序

列, 借助Prime Primier5. 0引物设计软件,设计 4对引

物, 即p1 和p2, P3和 P4, P5和 P6, P7和P8。具体序列

和位置列于表 1和图 1。

表 1 引物的 DNA 序列、预扩增片段长度、复性温度及扩增片段位置

Tab11  DNA sequence of primers , predicted length of amplified DNA fragments, annealing

temperature and position of amplified DNA fragments

序号
No.

预扩增片段
长度( bp)

Amplified length

复性温度( e )
Annealing
temperature

扩增位置
Amplified
position

引物序列 Primers

5c端( 5c_end) 3c端( 3c_end)

p1, p2 333 51. 2 外显子Ñ ExonÑ ATGCAAAAACTGCAAATCTC GTAATCATCATCTTCCAAAG

P3, P4 2512 58. 0 内含子 I IntronÑ CTGGTCCAGTGGATCTAAAT TGGTCTTGGGAAGGTTACAG

P5, P6 2434 58. 0 内含子 Ò Intron Ò CTGTAACCTTCCCAAGACC GCTCATCACAGTCAAGTC

P7, P8 318 59. 4 外显子ÓExonÓ GACTGTGATGAGCACTCCAC TCATGAGCACCCACAGCGAT

图 1 蒙古马 MSTN 基因引物设计结构示意图

Fig. 1  Structural map of designed primers of Mongolian horse MSTN gene

1. 3  蒙古马基因组 DNA的提取

基因组 DNA提取试剂盒购自大连宝生物公司,

方法参见说明书。提纯的基因组 DNA溶于TE缓冲

液后用紫外分光光度计定量后- 20 e 保存备用。

1. 4  蒙古马 MSTN 基因片段 PCR扩增

1. 4. 1  PCR扩增  本实验采用 20 LL 反应体系,其

中各组分的终浓度分别为 2 LL 的 10 @ Buffer, 1. 6

LL dNTP ,引物各 012 LL( 50 pmol/LL) , 0. 2 LL Taq
酶( 5 U/LL) , 1 LL DNA 模板(约 80 ng)再加三蒸水

至2 LL。PCR循环参数为 94 e 预变性 5 min, 94 e
变性30 s, 50~ 60 e 退火 30 s, 72 e 延伸1 min, 30个

循环后,于 72 e 延伸 10 min,最后 4 e 保存待用。

1. 4. 2  琼脂糖凝胶电泳  制备 1. 0 g/ L 的琼脂糖

凝胶, 取 PCR 扩增产物 4 LL 与 2 LL 6 @ Loading
Buffer混均后上样, 电泳(电压 5 V/ cm) 45 min后,凝

胶成像分析系统成像。

1. 5  目的 DNA片段的回收

PCR产物用 1% 的琼脂糖凝胶电泳后, 用 V_

gene公司的凝胶试剂盒回收。

1. 6  蒙古马 MSTN 基因的克隆与测序

回收的目的片段, 按pMD18- T Vector试剂盒说

明进行连接反应, 转化感受态 E. coli DH5±, 筛选阳

性克隆,经 PCR,酶切鉴定后,选出重组质粒送上海

生工测序。

2  结果与讨论

2. 1  PCR扩增和克隆

1~ 11.不同个体 MSTN 基因扩增产物;M. MarkerÓ

Lanes 1- 11. PCR products of MSTN gene;M .Marker Ó

图 2 蒙古马 MSTN 基因第一外显子扩增产物 1%

琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig. 2 Electrophoresis pattern of PCR products

of first exon of Mongolian horse MSTN gene

46   华  北  农  学  报 21卷



  用 4对引物扩增后的 PCR 产物, 经 1% 的琼脂

糖凝胶电泳结果见图 2~ 5。

1~ 11.不同个体 MSTN 基因扩增产物; M.Marker ( DL2000)

Lanes 1- 11.PCR products of MSTN gene;M. Marker

( DNA Ladder 2000)

图 3  蒙古马MSTN 基因第一内含子扩增产物 1%

琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig13  The electrophoresis of PCR amplified product

of first intron of Mongolian horse MSTN gene

1~ 8 .不同个体 MSTN 基因扩增产物; M.Marker ( DL2000)

Lanes 1- 8. PCR products of MSTN gene;M. Marker

( DNA Ladder 2000)

图 4  蒙古马MSTN 基因第二内含子扩增产物 1%

琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig14  The electrophoresis of PCR amplified product of

second intron of Mongolian horse MSTN gene

  从图 3, 4可以看出, 所扩增的 DNA 片段大小

2 kp左右。从图 2, 5可以看出, 所扩增的 DNA 片段

大小 300 bp以上,与预期大小相符。

回收每个扩增片段后进行连接,转化到感受态

E . coli DH5±中,培养后长出了良好的菌落。阳性克

隆, 经 PCR, 酶切鉴定后, 选出重组质粒送上海生工

测序。

1~ 9.不同个体 MSTN 基因扩增产物;M .Marker ( DL2000)

Lanes 1- 9.PCR products of MSTN gene;M. Marker

( DNA Ladder 2000)

图 5 蒙古马 MSTN 基因第三外显子扩增产物 1%

琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig. 5 The electrophoresis of PCR amplified product

of third exon of Mongolia horse MSTN gene

2. 2  测序和序列分析

21211  MSTN 基因序列测定及全序列的拼接  测
出的序列中删掉质粒载体序列后根据引物的先后顺

序拼接 4个片段得到全长序列,结果表明, MSTN 基

因序列全长为 4 979 bp。

21212  确定外显子和内含子碱基数目  找出外显
子和内含子连接的核苷酸保守序列并确定了各外显

子和内含子的碱基数目。结果表明, 蒙古马 MSTN

基因由 3个外显子和 2个内含子组成, 碱基数目分

别为第一外显子 373 bp、第二外显子 374 bp、第三外

显子 381 bp; 第一内含子1 833 bp、第二内含子2 018

bp, cDNA全序列为 1 128 bp, 具体序列见图 6, 下划

线表示外显子序列, 其余表示内含子序列。这一结

果与 GenBank网登录的 cDNA序列长度一致, 而且

同源性达到 99%。我们把全长序列登录到 Gen-

Bank,序列号为:AY840554。

21213  氨基酸序列推测  通过计算机软件 DNAStar

( Lasergene5. 01)进行氨基酸序列预测,结果(图 7)表

明, MSTN 基因编码序列共由 375 个氨基酸和一个

终止密码子组成。进一步用 Vector NTI 软件, 将蒙

古马 MSTN 基因氨基酸序列与GenBank网登录的马

MSTN 基因氨基酸序列对比结果表明同源性达到了

99120%。
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1 atgcaaaaac tgcaaatctc tgtttatatt tacctgtttg tgctgattct tgctggtcca
61 gtggatctaa atgagaacag cgagcaaaaa gaaaatgtgg aaaaagaggg gctgtgcaat
121 gcatgtactt ggagacaaaa cactaaatct tcaagaatag aagccataaa aattcaaatc
181 ctcagtaaac tgcgcctgga aacagctcct aacatcagca aagatgctat tagacaactt
241 ttgcccaaag ctcctccact ccgggaactg attgatcagt acgatgtcca gagagatgac
301 agcagtgatg gctctttgga agatgatgat taccacgcga cgacggaaac aatcattacc
361 atgcctacag agtgtaagta gtcctgttag tgtatatcaa caattctgct gactgttgtt
421 ctagtgttta tgagaaacag atctattttc aggctctttt aacaagctgt tggcttgtat
481 gtaagcagga aggaaaagag tctctttttt tcaagatttc atgagaaatt tactaatgag
541 actgaaatct gctg cattat ttgttttctt agagagctaa aaagctaaac aaaataaaat
601 tcttgcacag cattaatatt atttagctta atatgacaaa tataacatgc ttatgctttc
661 acagcttaat accaccaagg caaaaattgg gagatagtac aagcaatgtt aaaaacttac
721 atgagatttc ataattgcgt ttggttgcct aaaataagca tttataataa caagtttttt
781 tcactaataa tagagaagga agaaatttgt agacgtttag gtcatttgag catttgctga
841 acaccaaaat gacttctgtt actcaaaact atttctcata gtgtttttat gttcttcaca
901 aattaacata ttagattttg aaagttattc ccctggagat taggaaaaat attttttaaa
961 atttaatgta ttagtaagaa aaatgatgaa gtaaacatag cataatgata atcatgagct
1021 aattatcata aaatggctaa taaataaaca ttttaatcaa agaggttata gctcagagtc
1081 ctgcttacac cttgaccata gtactattgt ttgagagcac ccggggtgca catttcccag
1141 gcagggcaca ttgcttaata atctcctaaa atacaatttt attcttcttg ggagggagga
1201 ctactacctg tagtatctat attgcttctg aaagataata tatttcatat attctttttg
1261 cagtcagttc ataactacac tcaaggaaag ggagacagac accttcacag agaaggcatg
1321 acacggaaga ttctgtgcca tgtgtctgcg atcctgcttt acccagtgct ttatctactt
1381 taaacaggac acaacagttt caaaatattg ttctccttat taagtaatca ggttataatg
1441 caccaaataa ttttccttta tgactctg ct atcaaatggt cctggagtag atttacctta
1501 tttataaaca atcttgggga accaaaataa aagaaattgc tagtgatttt gctcacaatg
1561 acagcctggc tctaaagaca gtattttcta acttttgaga tagcctgaat ataacattca
1621 aatttttgtg ctaattactt gcttagcttt gttcctttaa aaggctattc caaagccaaa
1681 acataacaga tgtactatat tttctcttaa ttcccgaggc tcagttagtt cctcagtgtg
1741 tctttgtccc caggtaattc aggcctgggg gaagggttcc ttcttccaga ctgattggta
1801 cagctgctca gtaagtgtaa ctactcagat tcccaaagaa ttctaagtgg atgttcctcc
1861 acggtgtctc ttgttctctc taatcatcat cattttaaaa tttcatccac agttcattcc
1921 ttcatagaat tttccttagt tcacagtttt ctggaaaaga agtagattcc tcataaacag
1981 ctgaaaaaac atatatcaaa aattctgaaa ggctagagta attatattct ttgatatttt
2041 tctgagttat gaatgaaatt ctacatagtt tttcacttta aaagactaga tatatattca
2101 gtattccaat ggaaaaaaaa tgttcaccaa ctaatgtgga ggggtttact aattttttat
2161 gataaataat ttcaataact ctttttcttt tcttattcat ttatag ctga tcttctaatg
2221 caagtggaag gaaaacccaa atgttgcttc tttaaattta gctctaaaat acaacacaat
2281 aaagtagtaa aggcccaact gtggatatat ctgagacccg tcaagactcc tacaacagtg
2341 tttgtgcaaa tcctgagact catcaaaccc atgaaagacg gtacaaggta tactggaatc
2401 cgatttttga aacttgacat gaacccaggc gctggtattt ggcagagcat tgatgtgaag
2461 acagtgttgc aaaattggct caaacagcct gaatccaact taggcattga aatcaaagct
2521 ttagatgaga atggtcatga tcttgctgta accttcccaa gaccaggaga agatgggctg
2581 gtaagtgata aatgaaaata atattctaac aaccttgtta tgtttttatt catcatgtga
2641 atgaataata gtggaaaatc actaccagtt tcctatgcta acaagctaga caaaggcatc
2701 ttaccccaat ggcagccctg tacccaataa aagtaggtgt ccaatttcat atccaatgaa
2761 acaccctctt gatatgtcaa ctttgcatga ggattaaaaa aacgttatac catagtcctt
2821 aactcctcag ggagttcttt ggaattggga atgaaatata aagtgctttt cattgatatg
2881 ccacataatt atatgaataa aaacacaaaa tcttcacaat ggattcttgt acatacccaa
2941 caaattaaac cttttcttcc ccccagaaga gtgtcaaatg tgttgaaagt tttctgctta
3001 ataaagcaga gtaaaacctt aaaaattata attaaaatac aatgctttta tttatagcaa
3061 ttaagtacaa aatgtttagg cttatatttt attaaatata ccatattcaa ggtccctcat
3121 gataaatatg ttcattatgt tcattatttt gcaggctgtt gatgcattga tgtttctgta
3181 gattacttcg tgaattacac ctaataaaac ttaaacttcc aggctagtta acctttgcca
3241 cctagcttta tttctgagct gccttaccat tcttgtgcaa gagtttactt aggtaatgcc
3301 aactaattta atatcaggcc aagcagatga caatacctta tatattataa aaattactaa
3361 aagatatttt aaaacttact ataaattgag ttactcttcc aactcaccta tacttttgtt
3421 ttcaaaaact tatttaatgt gatcatattt tttatttcca cctattgaca taatttacaa
3481 caaaagatta tacttgcaaa caataaatat atcttttcag tcttcatgtg gtcttggtta
3541 aaaagaatat acaattagta aatcagatct actttaaatg aaaatagaat cttttaatat
3601 tatgcaattt tacaaatgat ctatttttct ttaaatatgc aacataaaat gttattgtct
3661 cccaaaatga tgttattctt ttatacaatc ttaaataaca acaggtacca ggtctatttt
3721 gattttgata taggataaga actactatta atcatttaag aaagtattct tttttatagg
3781 tagcatttta acgtaaactt agtaacgtaa cagaggtttt aattactaaa cagatggtta
3841 acatggcata ttcttccaat ttttccatat aaaagaagca aagtcttaat gcattaaaag
3901 attgcggcag gggaaggact agcaaatcat tttttaaata tctgaatgaa aacacttttc
3961 agtgaaagga taaaggaaat attagttatc ttcttctgaa tctatccctc cctctcttag
4021 agtttttctt tccaacccat tatgacaggc caacaccttc attcacccta ccttcctttt
4081 tcctgttaca atccatatag tgctggaagg caactatttt gctttggctt taatatccaa
4141 gtttccccaa gtaaagacct agggaatgga ggatggatga gtatacctat ctttctagaa
4201 gtcatcagac atatttagcc aatacattta attaacaagc gtgaagagag ggagataacc
4261 tcttccctcc ctcctcttct ccctcttttc ctttcttccc ataaagattt tcaaagcatc
4321 tactatgtgc caggcattta gatactcaaa gtgggggaaa caaaaattag aaagacatag
4381 atctgaccac aggagaattt gtattgctgc tatattcttt tgagccatag ggaaaagtca
4441 agcctactgt aaattaaaac tccttaatgc tctaaaattt aaaaataaat gtagtataag
4501 caaaatgatt agtttctttc ttcaacaatg acatcttgag gtaggaaagt gtttcgggat
4561 gtattaatat tactcattgt tctttccttt tcatacagaa tccattttta gaagttaagg
4621 taacagacac accaaaacga tccagaagag attttggacc tgactgtgat gagcactcca
4681 cagaatctcg atgctgtcgt taccctctaa ctgtggattt tgaagctttt ggatgggatt
4741 ggattattgc acccaaaaga tataaggcca attactgctc tggagagtgt gaatttgtat
4801 ttttacaaaa atatcctcac actcatcttg tacaccaagc aaaccccaga ggttcagcag
4861 gcccctgctg tactcccaca aagatgtctc caattaatat gctatatttt aatggcaaag
4921 aacaaataat atatgggaaa attccagcca tggtagtaga tcgctgtggg tgctcatga

图 6 蒙古马 MSTN 基因核苷酸序列
Fig16  DNA sequence of Mongolian horse MSTN gene
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1 MQKLQISVYI YLFVLILLAG PVDLNENSEQ KENVEKEGLC NACTWRQN

51 TKSSRIEAIK IQILSKLRLE TAPNISKDAI RQLLPKAPPL RELIDQYDVQ

101 RDDSSDGSLE DDDYHATTET IITMPTESDL LMQVEGKPKC CFFKFSSKIQ

151 HNKVVKAQLW IYLRPVKTPT TVFVQILRLI KPMKDGTRYT GIRFLKLDMN

201 PGAGIWQSID VKTVLQNWLK QPESNLGIEI KALDENGHDL AVTFPRPGED

251 GLNPFLEVKV TDTPKRSRRD FGPDCDEHST ESRCCRYPLT VDFEAFGWDW

301 IIAPKRYKAN YCSGECEFVF LQKYPHTHLV HQANPRGSAG PCCTPTKMSP

351 INMLYFNGKE QIIYGKIPAM VVDRCGCS

图 7 蒙古马 MSTN 基因氨基酸序列

Fig. 7 Amino acid sequence of Mongolian horse MSTN gene

  MSTN 基因与 TGF_B家族其他成员一样, 在脊

椎动物体内是高度保守的, 其氨基酸序列有家族特

征
[ 5, 6]
。实际上,鼠、鸡、火鸡、猪 MSTN 的水解加工

位点后的 C_端区完全相同, 而绵羊、牛和狒狒的

MSTN 成熟蛋白中也仅有 1~ 3 个氨基酸不同。最

近,一些研究者用小鼠 MSTN 的保守 C_末端编码序

列为探针,对各种动物 cDNA文库进行筛选, 获得了

牛、鸡、羊、猪、狒狒、鼠、鱼等的 MSTN cDNA 克

隆[ 1, 7~ 9]。据资料显示, 马 MSTN cDNA 序列为

1 128 bp,表明马 MSTN 蛋白由 376个氨基酸组成。

我们克隆的蒙古马的DNA片段, 全长 4 979 bp,其中

cDNA序列为 1 128 bp, 与文献报道一致而且同源性

达到 99. 64%, 只有 5个碱基发生改变, 而且其中有

2个碱基的改变并未改变所编码的蛋白质, 充分证

明了马 MSTN 基因的高度保守性,这对稳定马的遗

传性状至关重要。
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