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　 　 摘要：　 为了解苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因的序列特征和表达特征，本研究采用克隆测序技术获得苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因编

码区全序列，利用生物信息学方法分析 ＢＭＰ４ 基因的序列特征，采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术检测 ＢＭＰ４ 基因在苏淮猪不同组

织中的表达情况，构建苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因真核表达载体并利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 ＢＭＰ４ 真核表达载体的表达情

况。 结果显示苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因编码区序列长度为１ ２３０ ｂｐ，编码 ４０９ 个氨基酸，与其他哺乳动物氨基酸序列的一

致性均在 ９７％以上；苏淮猪 ＢＭＰ４ 编码蛋白含有典型的 ＴＧＦ⁃β 前肽和 ＴＧＦ⁃β 样结构域；ＢＭＰ４ 基因在苏淮猪卵巢组

织中高表达；成功构建苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因真核表达质粒 ｐｃＤＮＡ３．１⁃ＢＭＰ４，转染后可显著上调猪卵巢颗粒细胞 ＢＭＰ４
蛋白表达水平。
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ｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＢＭＰ４． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｌａｉｄ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＢＭＰ４ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 Ｓｕｈｕａｉ ｓｗｉｎｅ； ＢＭＰ４； ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ； ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 骨形态发生蛋白 ４（Ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ
４，ＢＭＰ４）是 ＴＧＦ⁃β 超家族骨形态发生蛋白亚家族

的重要成员之一［１⁃２］，在哺乳动物卵巢卵泡生长发

育过程中发挥着重要的调节作用，是卵泡生长发育

过程中的必要促进因子［３⁃４］。 ＢＭＰ４ 在哺乳动物卵
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巢组织中高表达，在卵泡发育的各个阶段均能检测

到 ＢＭＰ４ 蛋白的存在［５⁃６］。 在卵巢组织中，ＢＭＰ４ 主

要在卵泡膜细胞中表达［７］，在生殖激素合成、卵泡

发育、颗粒细胞功能发挥、排卵等方面均发挥重要作

用［８］。 ＢＭＰ４ 可抑制颗粒细胞中孕酮［７， ９］ 和雄激

素［１０］的产生，而对雌激素合成无影响［９］，进一步研

究发现 ＢＭＰ４ 主要通过调节类固醇激素生成通路中

关键酶如 ＳｔＡＲ 等来抑制颗粒细胞中孕酮和雄激素

的产生［１０⁃１１］。 研究发现在牛卵巢卵泡中 ＢＭＰ４ 通过

非 Ｓｍａｄ 依赖途径的 ＰＩ３Ｋ ／ ＰＤＫ⁃１ ／ ＰＫＣ 通路来抑制

颗粒 细 胞 凋 亡， 从 而 使 生 长 卵 泡 免 于 发 生 闭

锁［１２⁃１３］。 ＢＭＰ４ 基因在哺乳动物生殖活动中的作用

多有报道，但尚无关于 ＢＭＰ４ 在卵巢颗粒细胞中作

用的相关报道。 本研究拟以苏淮猪为研究对象，采
用克隆测序技术获得苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因编码区全序

列，通过组织表达谱分析了解 ＢＭＰ４ 基因在苏淮猪

不同组织中的表达情况，构建苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因编

码区真核表达载体，以期为进一步探讨 ＢＭＰ４ 基因

在猪卵巢颗粒细胞中的作用奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

健康成年苏淮猪母猪（ ｎ ＝ ３）来自江苏省淮安

市淮阴种猪场，屠宰后立即采集心脏、肌肉、卵巢、
肝脏、肾脏、脾脏 ６ 种组织，置于液氮中保存，用于

提取组织总 ＲＮＡ。 猪卵巢颗粒细胞分离自南京天

环屠宰场，采取卵巢组织样，立即置于 ３７ ℃ 生理

盐水中，带回实验室后，用于抽取卵巢颗粒细胞，
进行细胞培养实验。 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉＤＨ５α 菌株购

于天根生化科技有限公司，用于克隆转化与扩培。
ｐｃＤＮＡ３．１ 由本实验室保存，用于构建 ＢＭＰ４ 基因

真核表达载体。
１．２　 总 ＲＮＡ 提取和反转录

采用 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）提取法提取苏淮猪

各组织总 ＲＮＡ。 以总 ＲＮＡ 为模板，以 ＯｌｉｇｏｄＴ 为引

物，按照快速反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ）说明书进行反

转录。 ｃＤＮＡ 产物于－２０ ℃保存备用。
１．３　 引物设计

根据猪 ＢＭＰ４ 基因 ｍＲＮＡ 序列（ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号：ＮＭ＿００１１０１０３１．２），利用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０ 软件设计引

物，其中编码区扩增和真核表达载体构建用引物

（Ｐ１）序列，上游引物：５′⁃ＣＴＡＧＣＴＡＧＣＧＣＡＧＣＴＣＣＴ⁃

ＣＴＧＡＧＣＣＴＴＴ⁃３′，下游引物：５′⁃ＣＧＧＧＧＴＡＣＣＣＡＧ⁃
ＣＴＡＴＡＡＧＧＡＡＧＣＧＧＴＣＴ⁃３′（斜体部分分别为Ｎｈｅ Ｉ
和 Ｋｐｎ Ｉ 酶切位点），预期扩增产物为１ ４２１ ｂｐ；ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 用引物（Ｐ２）序列，上游引物：５′⁃ＣＣＴＧＧＴＡＡＣ⁃
ＣＧＡＡＴＧＣＴＧＡＴ⁃３′，下游引物： ５′⁃ＣＧＧＴＡＡＡＧＡＴＣ⁃
ＣＣＧＣＡＴＧＴＡ⁃３′，预期扩增产物为 ２５７ ｂｐ。 内参基

因 ＧＡＰＤＨ 的定量用引物（Ｐ３）序列，上游引物：５′⁃
ＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＧＧＴＣＣＡＴ⁃３′， 下 游 引 物： ５′⁃
ＴＣＡＧＡＴＣＣＡＣＡＡＣＣＧＡＣＡＣＧＴ⁃３′，扩增片段为 ２４６
ｂｐ。 引物由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成。
１．４　 克隆测序

以苏淮猪卵巢组织 ＲＴ⁃ＰＣＲ 产物 ｃＤＮＡ 为模板

进行 ＰＣＲ 扩增，反应程序为：９８ ℃ 预变性 ３０ ｓ；９８
℃变性 １０ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １􀆰 ５ ｍｉｎ，３４
个循环；７２ ℃再延伸 ７ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物用 １􀆰 ５％琼脂

糖凝胶电泳检测，Ｔａｎｏｎ⁃３５００ 凝胶成像系统拍照。
采用胶回收试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ 公司生产）进行琼脂糖

胶回收。 回收产物与 ｐＭＤ１９⁃Ｔ ｖｅｃｔｏｒ（ＴａＫａＲａ 公司

生产）连接，并转化到 ＤＨ５α 感受态细胞中，挑取阳

性克隆，采用质粒提取试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ 公司生产）提
取质粒，由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司进行双向测序。
１．５　 序列分析

苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因编码区序列分析方法和所用

软件参见文献［１４］。 用于系统发育分析的其他物

种序列均来自 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库，分别为：人（Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ： ＮＣ＿００００１４． ９），牛（Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ：ＡＣ＿０００１６７．
１），绵羊（Ｏｖｉｓａｒｉｅｓ：ＮＣ＿０１９４６４．１ ），猪（Ｓｕｓｓｃｒｏｆａ：ＮＣ
＿０１０４４３．４），小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ：ＮＣ＿００００８０．６），大
鼠（Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ：ＮＣ＿００５１１４．４），苏门答腊猩猩

（Ｐｏｎｇｏａｂｅｌｉｉ：ＮＣ＿０１２６０５．１），阿努比斯狒狒（Ｐａｐｉｏａ⁃
ｎｕｂｉｓ：ＮＣ＿０１８１５８．１），马（Ｅｑｕｕｓｃａｂａｌｌｕｓ：ＮＣ＿００９１６７．
２），恒河猴 （Ｍａｃａｃａｍｕｌａｔｔａ： ＮＣ ＿ ００７８６４． １ ） 和鸡

（Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ：ＮＣ＿００６０９２．３）。
１．６　 苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因真核表达载体构建

用限制性内切酶 Ｎｈｅ Ｉ 和 Ｋｐｎ Ｉ 分别酶切引物

Ｐ１ 的 ＰＣＲ 回收产物，纯化后与经相同酶切的真核

表达载体 ｐｃＤＮＡ３． １ 连接，并转化到感受态细胞

ＤＨ５α 中，在含有 １００ ｍｇ ／ ｍｌ氨苄青霉素的 ＬＢ 培养

基中培养。 采用质粒提取试剂盒提取质粒，双酶切

（Ｎｈｅ Ｉ ／ Ｋｐｎ Ｉ）法鉴定重组质粒，并进行测序验证。
１．７　 猪卵巢颗粒细胞分离、培养和转染

采集新鲜卵巢，置于 ３７ ℃无菌生理盐水中运回
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实验室。 用注射器抽取直径为 ３～ ５ ｍｍ 卵泡中颗

粒细胞。 ＰＢＳ 清洗颗粒细胞，用 １ｍｌ ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 培

养基重悬细胞，接种于 ２５ ｍｌ 培养瓶，置于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２培养箱中培养。 ２～３ ｄ 换 １ 次液，当细胞汇

合度达到 ８０％时，将细胞传至 ６ 孔板；待孔内细胞贴

壁达到 ８０％左右做转染试验。 采用 ｌｉｐ２０００ 脂质体

法做转染试验。 转染分对照组和试验组：试验组加

入 ｐｃＤＮＡ３． １⁃ＢＭＰ４ 重 组 质 粒， 对 照 组 加 入

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 空载质粒；４～６ ｈ 后换成含有体积分数为

１５％胎牛血清、１％双抗的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 培养基继续

进行培养。
１．８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析

转染质粒后的卵巢颗粒细胞在 ＣＯ２培养箱中培

养 ４８ ｈ 后， 收集细胞并用含有苯甲基磺酰氟

（ＰＭＳＦ） 的蛋白裂解液收集细胞总蛋白。 收集到的

２ 个处理组的颗粒细胞总蛋白用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 进行凝

胶分离，９０ Ｖ、９０ ｍｉｎ 恒压转印至 ＰＶＤＦ 膜上。 转印

后，５％ 脱脂奶粉封闭 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 １０
ｍｉｎ。 一抗孵育，４ ℃过夜。 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 １０
ｍｉｎ，室温孵育二抗 ２ ｈ 。 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 １０
ｍｉｎ，显色仪上显色拍照。 采用 ＳＰＳＳ１１．０ 软件进行

数据分析。

２　 结果与分析

２．１　 苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因 ＰＣＲ 扩增

利用引物 Ｐ１ 扩增出１ ４２１ ｂｐ 片段（图 １），发现

与预期扩增产物大小一致，与猪 ＢＭＰ４ （ ＧｅｎＢａｎｋ
ＮＯ． ＮＣ＿０１０４４３．４）序列的一致性为 ９８􀆰 ８８％，说明

目的片段为苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因。
２．２　 苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因核苷酸序列分析

开放阅读框（ＯＲＦ）预测发现苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因

编码区序列全长１ ２３０ ｂｐ（图 ２），由 ２８５ 个碱基 Ａ
（占 ２３􀆰 １７％）、３５３ 个碱基 Ｃ（占 ２８􀆰 ７０％）、３４６ 个碱

基 Ｇ（占 ２８􀆰 １３％）和 ２４６ 个碱基 Ｔ（占 ２０􀆰 ００％）组

成，其中 Ｇ、Ｃ 含量（５６􀆰 ８３％） 明显高于 Ａ、Ｔ 含量

（４３􀆰 １７％）。 序列比对分析发现苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因

编码区核苷酸序列与人、小鼠、马、牛、羊等哺乳动物

的 一 致 性 分 别 为 ９５􀆰 ４５％、 ９１􀆰 ４６％、 ９４􀆰 ３９％、
９５􀆰 ９３％、９５􀆰 ９３％，但与鸡的一致性仅为 ７７􀆰 ００％。
基因组分析发现苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因定位在猪 １ 号染

色体上，位于 ２０３ ７７３～２０３ ７８１ ｋｂ。

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；１：ＰＣＲ 扩增产物。
图 １　 苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因 ＰＣＲ 扩增产物电泳图谱

Ｆｉｇ． １ 　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＢＭＰ４ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓｕｈｕａｉ ｐｉｇ
ｂｙ ＰＣＲ

２．３　 苏淮猪 ＢＭＰ４ 蛋白氨基酸序列分析

苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因编码一个含有 ４０９ 个氨基酸

残基的蛋白（图 ２），其中酸性氨基酸（Ａｓｎ、Ａｓｐ、Ｇｌｎ、
Ｇｌｕ）８３ 个，碱性氨基酸（Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ）７３ 个，负电荷

氨基酸（Ａｓｐ、Ｇｌｕ）４６ 个，正电荷氨基酸（Ａｒｇ、Ｌｙｓ）５０
个。 ２０ 种常见氨基酸残基在苏淮猪 ＢＭＰ４ 蛋白中

均存在，但频率不同，其中亮氨酸（Ｌｅｕ）使用频率最

高（出现 ３９ 次，占 ９􀆰 ５％），色氨酸（Ｔｒｐ）使用频率最

低（仅出现 ６ 次，占 １􀆰 ５％）。 序列比对发现苏淮猪

ＢＭＰ４ 蛋白氨基酸序列与人、小鼠、马、牛、羊等哺乳

动物的一致性分别为 ９８􀆰 ２９％、９７􀆰 ５６％、９７􀆰 ３１％、
９８􀆰 ５３％、９８􀆰 ５３％，但与鸡的一致性仅为 ８３􀆰 ２５％。
理化性质分析结果显示苏淮猪 ＢＭＰ４ 蛋白质分子质

量为４６ ６８０，理论等电点为 ８􀆰 ５７，疏水性均值为

－０􀆰 ５６５，具有较强的亲水性；信号肽序列为 ＭＩＰＧＮ⁃
ＲＭＬＭＶＶＬＬＣＱＶＬＬＧＧＡＳＨＡ。 蛋白质功能域分析显

示苏淮猪 ＢＭＰ４ 蛋白含有 ＴＧＦ⁃β 前肽和 ＴＧＦ⁃β 样

结构域，分别位于第１３～ ２７６ 位、第３０９～ ４０９ 位氨基

酸残基（图 ２）。 三级结构预测（图 ３）发现苏淮猪

ＢＭＰ４ 蛋白三级结构主要由 ４ 个 α⁃螺旋和 ８ 个 β⁃折
叠组成，另外还观察到 β 转角和 Ω 环结构的存在。
２．４　 哺乳动物 ＢＭＰ４ 系统发育分析

苏淮猪等 １０ 个哺乳动物 ＢＭＰ４ 基因编码区核

苷酸序列含有保守位点１ ０５１个，多态位点 １８２ 个，
多态位点百分率为 １４􀆰 ７６％，核苷酸多样度（π）为

０􀆰 ０５２ ３，平均核苷酸差异数目（ ｋ）为 ６４􀆰 ３６。 在哺

乳动物 ＢＭＰ４ 基因编码区核苷酸序列变异中插入 ／
缺失和碱基替换等变异类型均存在，其中灵长类和

啮齿类物种 ＢＭＰ４ 基因编码区长度为１ ２２７ ｂｐ，而

３８５马百全等：苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因克隆、组织表达及真核表达



　 　 　 　 　 　 　 　 　 虚线为 ＴＧＦ⁃β ｐｒｏｐｅｐｔｉｄｅ 结构域；实线为 ＴＧＦ⁃β 样结构域；∗为终止密码子。
图 ２　 苏淮猪 ＢＭＰ４ 编码区核苷酸序列及预测氨基酸序列

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＢＭＰ４ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓｕｈｕａｉ ｐｉｇ

图 ３　 苏淮猪 ＢＭＰ４ 蛋白三级结构

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＢＭＰ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｓｕ⁃
ｈｕａｉ ｐｉｇ

其他物种均为１ ２３０ ｂｐ。 在碱基替换中，碱基转换

和碱基颠换均有发现，其中转换（Ｔｓ）为 ４７ 次，颠换

（Ｔｖ）为 １７ 次，转换颠换比值（Ｔｓ ／ Ｔｖ）为 ２􀆰 ８０，明显

大于转换颠换比临界值（２􀆰 ０），说明哺乳动物 ＢＭＰ４
基因的突变尚未达到饱和状态。 哺乳动物 ＢＭＰ４ 基

因编码区的同义替代数为 ０􀆰 ２３０ ８±０􀆰 ０１９ １，非同义

替代数为 ０􀆰 ００９ ３±０􀆰 ０００ ８，非同义替代数 ／同义替

代数比值为０􀆰 ０４０ １，极显著小于 １，说明哺乳动物

ＢＭＰ４ 基因在进化过程中受负选择的影响。 根据

ＢＭＰ４ 基因编码区序列，采用邻接法构建了哺乳动

物系统发育树（图 ４）。 从图 ４ 中可以看出哺乳动物

１０ 个物种聚为一类，外类群鸡单独聚为一类；而在

哺乳动物中，灵长目（苏门答腊猩猩、人、阿努比斯

狒狒和恒河猴）、偶蹄目（苏淮猪、牛和绵羊）、啮齿

目（小鼠和大鼠）和奇蹄目（马）各自聚为一类，与经

典分类法一致。
２．５　 苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因组织表达分析

以 ＧＡＰＤＨ 为内参，采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法对苏淮猪

心脏、肌肉、卵巢、肝脏、肾脏、脾脏 ６ 种组织 ＢＭＰ４
基因 ｍＲＮＡ 表达进行检测，结果见图 ５。 从图 ５ 可

见，ＢＭＰ４ 基因 ｍＲＮＡ 在苏淮猪心脏、肌肉、卵巢、肝
脏、肾脏、脾脏组织中均有表达，其中在心脏、肌肉、
卵巢和肾脏组织中高表达，而在肝脏和脾脏组织中

低表达。
２．６　 苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因真核表达载体构建与鉴定

　 　 为了构建苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因真核表达载体，我
们将引物 Ｐ１ 扩增产物用 Ｎｈｅ Ｉ 和 Ｋｐｎ Ｉ 进行双酶

切，克隆到真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３． １ 中，并转化到

ＤＨ５α 感受态细胞中。 提取质粒进行双酶切鉴定，
结果显示目的片段已连接到载体中（图 ６）；质粒测

４８５ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１６ 年 第 ３２ 卷 第 ３ 期



图 ４　 基于 ＢＭＰ４ 基因编码区序列的哺乳动物系统发育树

Ｆｉｇ．４　 Ｍａｍｍａｌｉａｎ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＢＭＰ４ ｇｅｎｅ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：心脏；２：肌肉；３：卵巢；４：肝脏；５：肾脏；６：脾脏。
图 ５　 苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因组织表达谱分析

Ｆｉｇ． ５ 　 Ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＢＭＰ４ ｇｅｎｅ ｉｎ
Ｓｕｈｕａｉ ｐｉｇ

序比对发现连接到载体中的目的片段序列完全正

确，说明苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因真核表达载体构建成功，
并命名为 ｐｃＤＮＡ３．１⁃ＢＭＰ４。
２．７　 苏淮猪 ｐｃＤＮＡ３．１⁃ＢＭＰ４ 重组质粒在卵巢颗

粒细胞中的表达

　 　 将空载 ｐｃＤＮＡ３．１ 和重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．１⁃ＢＭＰ４
分别转染体外培养的猪卵泡颗粒细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｉｎｇ 分析发现转染重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．１⁃ＢＭＰ４ 组

的颗粒细胞２３ ０００处出现明显 ＢＭＰ４ 蛋白条带（图
７），说明 ｐｃＤＮＡ３．１⁃ＢＭＰ４ 重组质粒可在猪卵巢颗

粒细胞中表达。

３　 讨 论

骨形态发生蛋白 ＢＭＰｓ 是 ＴＧＦ⁃β 超家族中最大

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；１：重组质粒酶切产物。
图 ６　 重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．１⁃ＢＭＰ４ 鉴定

Ｆｉｇ．６　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＢＭＰ４

的一个亚家族［１５］。 在哺乳动物体内，ＢＭＰ 是前体

蛋白形式合成的，它的前体一般由 ４００ ～ ５００ 个氨基

酸残基组成，包括 Ｎ 端信号肽、前蛋白区和 Ｃ 端成

熟肽 ３ 个部分［１６］。 本研究以苏淮猪为研究对象，通
过克隆测序技术获得苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因编码区全序

列，同源性比对发现苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因编码区核苷

酸序列与哺乳动物其他物种高度保守，与 Ｚｈａｎｇ
等［１７］、韦涛［１８］ 的研究结果相一致。 在基因组结构

上，苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因与哺乳动物其他物种如

人［１，１９］、小鼠［２０］ 和羊［１８］ 等一样，编码区仅由 ２ 个外

显子构成。 另外，ＢＭＰ４ 前体蛋白由 ４０９ 个氨基酸

５８５马百全等：苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因克隆、组织表达及真核表达



１：转染 ｐｃＤＮＡ３．１ 空载质粒组；２：转染 ｐｃＤＮＡ３．１⁃ＢＭＰ４ 重组质

粒组。∗∗表示差异达到极显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
图 ７　 苏淮猪 ｐｃＤＮＡ３．１⁃ＢＭＰ４ 重组质粒在卵巢颗粒细胞中的

表达

Ｆｉｇ．７　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ⁃ｐｃＤＮＡ３．１⁃ＢＭＰ４
ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｓｕｈｕａｉ ｐｉｇ

残基组成，含有典型的 ＴＧＦ⁃β 前肽和 ＴＧＦ⁃β 样结构

域，这与哺乳动物其他物种如牛［２１］、羊［１８］ ＢＭＰ４ 蛋

白是一致的。 苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因与其他哺乳动物在

序列（包括核苷酸和氨基酸）等方面均具有较高的

一致性，说明哺乳动物 ＢＭＰ４ 基因在进化过程中高

度保守。 Ｓｈｉｍａｓａｋｉ 等［３］ 通过基因敲除方法也证实

了 ＢＭＰ４ 基因在哺乳动物进化过程中的保守性和不

可或缺性。
在哺乳动物中，ＢＭＰ４ 是一个多功能生长因子，

在机体发育分化，组织和器官形成，细胞增殖及免疫

反应等诸多生物过程中起着重要作用［１４， ２２⁃２３］。 本

研究发现苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因在所检测的组织中均有

表达，特别是在心脏、肌肉、卵巢和肾脏组织中高表

达，而在肝脏和脾脏组织中低表达，这与王峰［２１］、田
蕾［２４］、Ｘｕ 等［２５］在哺乳动物其他物种中的研究结果

基本一致。 石晓卫［２６］ 研究发现 ＢＭＰ４ 基因在黄淮

山羊肾脏中表达量最高，其次为脾脏、肝脏和卵巢，
而在胰腺、肺脏、心脏中的表达量较低。 王峰［２１］、田
蕾［２４］分析发现 ＢＭＰ４ 在牛卵巢中高度表达，在子宫

中的表达量相对较高，而在输卵管和肾脏中表达量

较低。 Ｘｕ 等［２５］ 研究发现 ＢＭＰ４ 在检测的 １１ 个湖

羊组织中均有表达，特别是在卵巢等组织中高表达。
哺乳动物卵巢组织中 ＢＭＰ４ 基因的高表达与其在卵

巢功能中发挥的重要作用是一致的。 Ｌａ 等［２７］ 研究

结果证实 ＢＭＰ４ 在牛卵母细胞成熟和胚胎发育过程

中具有重要调控作用，是个体发育不可缺少的调控

因子。 ＢＭＰ４ 对各级卵泡发育均具有一定的调节作

用［２８］，不仅可促进原始卵泡存活和发育［４， ２９］，还可

增加体外培养的绵羊卵泡和卵母细胞大小［９］。
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ｖｉｔｒｏ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｐｒｅｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｅｍｂｒｙｏｓ ［Ｊ］ ．
Ｒｅｐｒｏｄ Ｂｉｏｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ， ２０１１， ９： １８．

［２８］ ＡＬ⁃ＳＡＭＥＲＲＩＡ Ｓ， ＡＬ⁃ＡＬＩ Ｉ， ＭＣＦＡＲＬＡＮＥ Ｊ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｉｍ⁃
ｐａｃｔ ｏｆ ｐａｓｓｉｖｅ ｉｍｍｕｎｉｓａｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ＢＭＰＲＩＢ ａｎｄ ＢＭＰ４ ｏｎ
ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｏｖｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，
２０１５， １４９（５）： ４０３⁃４１１．

［２９］ ＤＩＮＧ Ｘ， ＺＨＡＮＧ Ｘ， ＭＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＭＰ４ ／ ＳＭＡＤ ｓｉｇ⁃
ｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｏｎ ｍｏｕｓｅ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｖｉａ
ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｏｈｌｈ２ ａｎｄ ｃ⁃ｋｉｔ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｒｅｐｒｏｄ Ｄｅｖ，２０１３， ８０
（１）： ７０⁃７８．
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７８５马百全等：苏淮猪 ＢＭＰ４ 基因克隆、组织表达及真核表达




