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　 　 摘要:　 本研究旨在通过克隆鸭慢速骨骼肌型肌钙蛋白 Ｉ １(Ｓｌｏｗ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ １ꎬＴＮＮＩ１)基因 ５′侧
翼区序列ꎬ检测鸭骨骼肌组织 ＴＮＮＩ１ 基因的 ｍＲＮＡ 表达水平和启动子 ＣｐＧ 岛区甲基化状态ꎬ初步探索 ＴＮＮＩ１ 基因

转录调控机制ꎮ 采用染色体步移方法克隆测序获得鸭 ＴＮＮＩ１ 基因 ５′侧翼区序列ꎬ进行生物信息学分析ꎬ采用荧光

定量 ＰＣＲ(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬ ＲＴ￣ＰＣＲ)检测鸭胸肌和腿肌 ＴＮＮＩ１ 基因 ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ采用亚硫酸氢盐

测序法(Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ＰＣＲꎬ ＢＳＰ) 检测核心启动子区 ＣｐＧ 岛在鸭肌肉组织中的甲基化水平ꎮ 结果表明ꎬ克隆

获得鸭 ＴＮＮＩ１ 基因 ５′侧翼区序列２ ０７８ ｂｐꎬ预测存在 ２ 个 ＣｐＧ 岛ꎬ其中 ＣｐＧ 岛(－２ ０３２~ －１ ８３３ ｂｐ)位于预测的核

心启动子区内ꎬ并存在多个真核生物结构元件和转录因子结合位点ꎻ甲基化检测发现ꎬ其总体甲基化水平在胸肌和

腿肌组织中分别为 ５２􀆰 ６６％、５７􀆰 ０４％ꎬ差异不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻ荧光定量检测结果表明ꎬ鸭胸肌和腿肌 ＴＮＮＩ１ 基因表

达量差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ 相关性分析结果表明ꎬＣｐＧ４ 位点甲基化程度与胸肌 ＴＮＮＩ１ 基因表达量呈极显著负相关

(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 鸭胸肌和腿肌 ＴＮＮＩ１ 基因的 ｍＲＮＡ 表达量存在显著差异ꎬ其总体甲基化水平无显著差异ꎮ 在胸肌中ꎬ
启动子区 ＣｐＧ４ 位点可能通过甲基化修饰影响 ＴＮＮＩ１ 基因的转录调控ꎮ
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ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｕｃｋ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ
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(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｏｕｌｔｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｙａｎｇｚｈｏｕ ２２５１２５ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ: 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｉｍｓ ｔｏ ｃｌｏｎｅ ｔｈｅ ５′ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｄｕｃｋ ｓｌｏｗ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ １
(ＴＮＮＩ１)ｇｅｎｅꎬ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ＣｐＧ ｉｓｌａｎｄ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｄｕｃｋꎬ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ５′ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ
ｄｕｃｋ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｂｙ ｇｅｎｏｍｅ ｗａｌｋｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄꎬ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｏｎｌｉｎｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｕｃｋ ｂｒｅａｓｔ ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｌｅｇ ｍｕｓｃｌｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ(ＲＴ￣
ＰＣＲ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣｐＧ ｉｓｌａｎｄ ｉｎ ｄｕｃｋ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ＰＣＲ (ＢＳＰ).
Ｔｈｅ ５′ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ２ ０７８ ｂｐ ｄｕｃｋ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｎｄ ｅｘｉｓｔｅｄ ｔｗｏ ＣｐＧ ｉｓｌａｎｄｓ. Ｔｈｅ ＣｐＧ ｉｓｌａｎｄ

( －２ ０３２— －１ ８３３ ｂｐ ) ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ｃｏｒｅ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎꎬ ａｎｄ ｅｘｉｓｔｅｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ. Ｔｈｅ ｏｖｅｒａｌｌ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｅｘｉｓｔｅｄ ｂｅ￣
ｔｗｅｅｎ ｂｒｅａｓｔ ｍｕｓｃｌｅｓ ( ５２. ６６％) ａｎｄ ｌｅｇ ｍｕｓｃｌｅｓ
(５７􀆰 ０４％)ꎬ ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｂｒｅａｓｔ ｍｕｓｃｌｅｓ ａｎｄ ｌｅｇ ｍｕｓｃｌｅｓ ｏｎ ＴＮＮＩ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ. Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
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ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ＣｐＧ４ ｓｉｔｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒｅａｓｔ
ｍｕｓｃｌｅ (Ｐ<０.０１). Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎ ｄｕｃｋ ｂｒｅａｓｔ ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｌｅｇ ｍｕｓｃｌｅꎬ ｂｕｔ
ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｔｏｔａｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ＣｐＧ４ ｌｏｃｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｍｉｇｈｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｃｔｏｒａｌ ｍｕｓｃｌｅｓ ｂｙ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｄｕｃｋꎻ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅꎻ ｐｒｏｍｏｔｅｒꎻ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

　 　 在肌肉的收缩过程中ꎬ肌钙蛋白(Ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ ꎬ
ＴｎＩ)是重要的调节因子ꎬ定位于横纹肌ꎬ能够和肌动

蛋白结合ꎬ抑制肌球蛋白 ＡＴＰ 酶的活性ꎬ使肌肉保

持松弛的状态ꎮ ＴｎＩ 基因包含 ３ 种亚型[１]ꎬ分别为

慢速骨骼肌型肌钙蛋白或肌钙蛋白 Ｉ １ 基因

(ＴＮＮＩ１)ꎻ快速骨骼肌型肌钙蛋白 Ｉ ( Ｆａｓｔ ｓｋｅｌｅｔａｌ
ｍｕｓｃｌｅ ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ)或肌钙蛋白 Ｉ ２ 基因(ＴＮＮＩ２)和心

肌型肌钙蛋白 Ｉ( Ｃａｒｄｉａｃ ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ)或肌钙蛋白 Ｉ ３
基因(ＴＮＮＩ３)ꎮ ＴＮＮＩ１ 和 ＴＮＮＩ２ 在发育的早期ꎬ肌
肉生成过程中可以相互转换ꎬ共同表达ꎬ之后分别被

限制在慢和快肌纤维中表达[２￣３]ꎮ ＴＮＮＩ３ 在心肌的

表达具有特异性[４￣５]ꎮ
骨骼肌肌纤维类型是影响肌肉品质的重要因

素ꎬ通常认为慢肌比例较高的肉品质相对较好ꎮ 在

哺乳动物上的研究结果表明[６]ꎬＴＮＮＩ１ 基因在成年

动物慢肌纤维中特异性的表达ꎬ在肉品质和脂肪沉

积方面具有重要的作用ꎮ 在鸡上[７]ꎬ有研究者发现

ＴＮＮＩ１ 基因在蛋鸡肌肉中的表达量显著高于肉鸡ꎮ
关于 ＴＮＮＩ１ 的研究多集中在哺乳动物ꎬ家禽方面相

关的研究较少ꎮ 课题组前期研究发现ꎬＴＮＮＩ１ 基因

可能在鸭肌肉发育中具有重要的作用ꎮ 在人上的研

究发现[８]ꎬ与肌纤维类型相关的 ＭＹＨ７Ｂ、 ＭＹＨ７、
ＭＹＨ８、ＭＹＨ３ 等基因的 ＣｐＧ 位点的甲基化程度在快

收缩型肌纤维和慢收缩性肌纤维上具有显著差异ꎮ
ＤＮＡ 甲基化是指在 ＤＮＡ 序列没有发生改变的情况

下ꎬ相应的基因表达发生改变ꎬ导致可遗传的表型变

化ꎮ 通常由 ＤＮＡ 甲基化转移酶催化ꎬ将 Ｓ￣腺苷甲

硫氨酸提供的甲基转移到胞嘧啶第 ５ 位 Ｃ 上ꎬ形成

５￣甲基胞嘧啶(５￣ｍＣ)ꎮ 基因启动子区在基因转录

调控中具有重要作用ꎬ因此了解基因启动子区 ＣｐＧ
位点在不同组织中的甲基化程度ꎬ有助于揭示基因

在不同组织差异表达的调控机理ꎮ 本研究拟采用染

色体步移技术克隆鸭 ＴＮＮＩ１ 基因启动子区序列ꎬ采
用生物信息学方法分析其序列特征ꎬ采用荧光定量

ＰＣＲ 技术检测 ＴＮＮＩ１ 基因在不同类型肌肉(胸肌和

腿肌)组织中的差异表达情况ꎬ采用 ＢＳＰ 技术检测

基因启动子区 ＤＮＡ 甲基化水平差异ꎬ以期为进一步

探讨鸭 ＴＮＮＩ１ 基因在肌肉发育中的转录调控机制

提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物

所用试验动物高邮鸭来自江苏省高邮鸭集团种

鸭群ꎬ随机选取健康的处于上市日龄(７０ 日龄)的高

邮鸭公母各 ５ 只ꎮ 放血屠宰后ꎬ分离胸肌和腿肌组

织ꎬ立即放入液氮速冻ꎬ然后转入－８０ ℃冰箱保存ꎮ
用于核酸的提取ꎮ
１.２　 试剂

ＤＮＡ 提取试剂盒、ｐＧＭ￣Ｔ 克隆试剂盒、ＳｕｐｅｒＲｅ￣
ａｌ 荧光定量试剂盒、ＱｕａｎｔＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｋｉｔ 购自天根生

化科技有限公司ꎬ染色体步移试剂盒 Ｇｅｎｏｍｅ Ｗａｌｋ￣
ｉｎｇ ｋｉｔ、Ｔａｑ Ｍａｘ、ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ 均购自 ＴａＫａＲａ 公

司ꎬＥｐｉＴｅｃｔ􀅸 Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｋｉｔ 购自 Ｑｉａｇｅｎ 公司ꎬ琼脂糖

凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒 Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｋｉｔ、质粒小提

试剂盒 ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 购自中美泰和公司ꎮ ＤＨ５α
感受态细胞为本实验室保存ꎮ
１.３　 试验方法

１.３.１　 基因 ５′侧翼区的克隆　 按照 ＤＮＡ 提取试剂

盒的说明书ꎬ提取高邮鸭胸肌肌肉组织 ＤＮＡꎮ 因鸭

ＴＮＮＩ１ 基 因 ＤＮＡ 序 列 ( ＮＣＢＩ 登 录 号: ＮＷ ＿
００４６７６５９２.１)信息尚不完善ꎬ存在多个 ＧＡＰ 区域ꎬ
采用染色体步移的方法进行 ＴＮＮＩ１ 基因 ５′侧翼区

的克隆ꎮ 染色体步移采用 ＴａＫａＲａ 公司的染色体步

移试剂盒ꎬ按照试剂盒的说明书进行ꎮ
首先需要对已知序列进行验证ꎮ 根据鸭 ＴＮＮＩ１

基因序列 ( ＮＣＢＩ 登录号: ＮＷ ＿ ００４６７６５９２. １)ꎬ在

ＴＮＮＩ１ 基因的 ＣＤＳ 区设计引物 Ｐ１ꎬ以基因组 ＤＮＡ
为模板ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 用 １ ％琼脂糖凝胶对 ＰＣＲ
产物进行电泳检测ꎬ并将扩增片段连接到 ｐＧＭ￣Ｔ 载

体ꎬ鉴定为阳性的克隆送上海生工生物工程技术服

务有限公司进行序列测定ꎮ 获得的序列比对正确

后ꎬ设计 ２ 条特异性引物 ＳＰ１、ＳＰ２ꎬ进行下一步的延

３１３１姬改革等:鸭骨骼肌 ＴＮＮＩ１ 基因 ＣｐＧ 岛区甲基化与 ｍＲＮＡ 差异表达



伸ꎮ 以设计的 ２ 条特异性引物 ＳＰ１、ＳＰ２ 和试剂盒

提供的通用引物进行热不对称 ＰＣＲ 反应ꎮ 反应体

系和条件参照说明书ꎮ 以鸭基因组 ＤＮＡ 为模板进

行第一轮 ＰＣＲ 反应ꎬ引物为 ＳＰ１ 和试剂盒中的通用

引物 ＡＰ１~ＡＰ４ꎬ试验特异性反应的温度为 ６５ ℃ꎬ延
伸时间为 ３ ｍｉｎꎮ 第一轮反应的 ＰＣＲ 产物稀释 １０
倍后ꎬ作为第二轮 ＰＣＲ 反应的模板进行第二轮 ＰＣＲ
反应ꎬ引物为 ＳＰ２ 和试剂盒中的通用引物ＡＰ１~
ＡＰ４ꎮ 分别取 ２ 轮 ＰＣＲ 反应的产物 ５ μｌꎬ用 １％琼脂

糖凝胶对 ＰＣＲ 产物进行电泳检测ꎬ选择清晰的电泳

条带进行胶回收纯化ꎬ将回收纯化的 ＤＮＡ 连接至

ｐＧＥＭ￣Ｔ 载体ꎬ转化 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ挑取阳性克

隆于含氨苄抗性的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ振荡培养过

夜ꎬ进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ 将鉴定正确的质粒送上海生工

生物工程技术服务有限公司进行序列测定ꎮ 本试验

所用的引物见表 １ꎮ

表 １　 鸭基因 ＰＣＲ 扩增引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｄｕｃｋ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ ＰＣＲ

引物名称　 引物序列 (５′→３′) 　 　 片段长度
(ｂｐ) 用途

Ｐ１￣Ｆ ＣＧＡＡＧＣＣＡＣＧＡＴＧＣＣＡＧＡＧ １ ０９４ 染色体步移

Ｐ１￣Ｒ ＧＡＧＣＴＧＧＣＴＣＡＧＧＧＡＣ

ＳＰ１ ＣＴＣＡＣＣＣＡＣＡＣＣＴＣＣＣＴＧＣ ２ ２３９ 染色体步移

ＳＰ２ ＡＣＡＧＧＧＧＴＣＴＣＧＡＧＣＡＣＴ ２ １９２ 染色体步移

ＴＮＮＩ１￣Ｆ ＣＴＧＣＡＣＧＡＧＡＡＧＧＴＴＧＡＧ １０９ 荧光定量检测

ＴＮＮＩ１￣Ｒ ＧＣＡＧＧＴＣＡＡＧＣＡＣＴＴＴＧＡＴ

β￣ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＣＡＡＡＴＧＣＴＴＣＴＡＡＡＣＣＧＧＡＣ １５１ 荧光定量检测

β￣ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＡＡＣＣＴＴＣＡＣＣＡＴＴＣＣＡＧＴＴＴＴ

ＢＳＰ￣Ｆ ＴＧＴＡＴＡＴＡＡＧＡＧＧＧＧＡＴＴＴＧＴＧＴ ３２４ 甲基化引物

ＢＳＰ￣Ｒ ＡＣＴＴＣＴＣＣＣＣＡＡＡＣＣＴＣＴＣＴ

１.３.２　 序列分析　 采用在线软件 ＢＤＧＰ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｆｒｕｉｔｆｌｙ.ｏｒｇ / ｓｅｑ＿ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｍｏｔｅｒ.ｈｔｍｌ)预测核心启动子

区ꎻ利用在线软件 ＡｌｉＢａｂａ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｅｎｅ￣ｒｅｇｕｌａ￣
ｔｉｏｎ.ｃｏｍ / ｐｕｂ / ｐｒｏｇｒａｍｓ / ａｌｉｂａｂａ２ / ｉｎｄｅｘ. ｈｔｍｌ?)进行启

动子区转录因子结合位点分析ꎻ利用在线软件

ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｕｒｏｇｅｎｅ. ｏｒｇ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ /
ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ / ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ.ｃｇｉ)预测基因启动子区 ＣｐＧ
岛ꎮ
１.３.３　 ＣｐＧ 岛甲基化水平检测　 提取高邮鸭胸肌和

腿肌组织 ＤＮＡꎬ测定浓度后ꎬ取 ５００ ｎｇ ＤＮＡꎬ用亚硫

酸盐对 ＤＮＡ 进行处理ꎬ样本 ＤＮＡ 未发生甲基化的胞

嘧啶(Ｃ)被转化为尿嘧啶(Ｕ)ꎬ经 ＰＣＲ 扩增最终变为

胸腺嘧啶(Ｔ)ꎬ而甲基化的胞嘧啶则不变ꎮ 处理的

ＤＮＡ 纯化后ꎬ以此 ＤＮＡ 为模板ꎬ进行 ＢＳＰ￣ＰＣＲ 扩增

反应ꎮ 采用 １％琼脂糖凝胶电泳检测目的条带ꎬ鉴定

正确后ꎬ将 ＢＳＰ￣ＰＣＲ 产物与 Ｔ 载体连接ꎬ转化感受态

细胞 ＤＨ５α 后ꎬ涂板ꎬ随机挑取单克隆ꎬ用 ＰＣＲ 法进

行鉴定ꎬ鉴定为阳性菌的进行测序ꎬ每个转化板至少

挑 １０ 个阳性克隆ꎬ用 ＢｉＱ＿Ａｎａｌｙｚｅｒ 分析软件对 ＤＮＡ
序列和测序序列进行比对ꎬ判断 ＣｐＧ 位点是否发生甲

基化ꎬ统计分析各个位点的甲基化程度ꎮ
１.３.４　 荧光定量 ＰＣＲ 检测　 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取高邮鸭胸

肌和腿肌组织总 ＲＮＡꎬ琼脂糖凝胶电泳和紫外分光

光度计检测质量和浓度ꎮ 检测合格后ꎬ取 ２ μｇ 总

ＲＮＡꎬ反转录为 ｃＤＮＡꎮ 以管家基因 β￣肌动蛋白基

因( β￣ａｃｔｉｎ)为内参ꎬ检测 ＴＮＮＩ１ 基因的相对表达

量ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 扩增采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 法ꎬ反应

总体积 ２０􀆰 ０ μｌꎬ反应体系如下:２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０􀆰 ０ μｌꎬ上下游引物各 ０􀆰 ４ μｌ
(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬｃＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０ μｌꎬ５０×Ｒｏｘ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
Ｄｙｅ ０􀆰 ４ μｌꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ８ μｌ 补足 ２０􀆰 ０ μｌꎮ 反应条

件为:９５ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ２０ ｓꎬ６０ ℃ ２０ ｓꎬ７２ ℃ ６０ ｓꎬ
共 ３５ 个循环ꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎮ 每

次反应均设空白样品为阴性对照ꎬ每个样品设置 ３
个重复ꎮ 相对定量的结果采用 ２－△△Ｃｔ法进行处理ꎮ
１.４　 数据分析

运用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 软件中的 ｔ 检验和 Ｂｉｖａｒｉａｔｅ
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ 进行差异显著性检验和相关性分析ꎮ 所

有数据均以“均值±标准差”表示ꎮ

２　 结 果

２.１　 鸭基因 ５′侧翼区扩增

根据染色体步移试剂盒的说明ꎬ首先要对编码

区已知序列进行验证ꎮ 以鸭基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ以
Ｐ１ 为引物ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增得到 １ 条特异性条

带ꎬ如图 １ꎬ结果与预测片段大小相一致ꎬ与引物源

序列(ＮＷ＿００４６７６５９２.１)一致性为 ９９％ꎬ说明验证的

已知序列正确ꎬ可以据此已知序列设计特异性引物

进行侧翼序列的扩增ꎮ 分别以根据已知序列设计的

特异性引物 ＳＰ１ 和 ＳＰ２ 和试剂盒中的通用引物

ＡＰ１~ＡＰ４ 进行 ２ 轮热不对称 ＰＣＲ 反应ꎬ第二轮

ＰＣＲ 有清晰的条带(图 １)ꎬ切胶回收ꎬ并进行测序ꎮ
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Ｍ:ＤＮＡ 分子量标准ꎬＤＬ２０００ꎻ１:ＣＤＳ 区已知序列扩增结果ꎻ２:５′
侧翼区序列扩增结果ꎮ
图 １　 鸭基因 ５′侧翼区 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｄｕｃｋ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ ５′ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２.２　 生物信息学分析

经 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ获得的 ５′侧翼区序列

片段长度为 ２ ０７８ ｂｐꎬ与鸭 ( ＮＷ￣００４６７６５９２. １ )
ＴＮＮＩ１ 基因启动子序列同源性达 ９７％ꎬ表明所扩

增序列来源正确ꎮ 使用在线软件 ＢＤＧＰ 对启动

子核心区域进行预测ꎬ结果发现该序列存在 ４ 处

的核心区域(表 ２) ꎬ其中最有可能的核心启动子

区是核心区 １ꎬ而核心区 １ 和核心区 ２ꎬ核心区 ２
和核心区 ３ 之间存在区域重叠现象ꎬ灰色背景的

碱基代表转录起始位点ꎮ

表 ２　 鸭基因核心启动子区域预测

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｄｕｃｋ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ

核心区 起始位点 终止位点 分值 启动子序列(５′→３′)

１ －１ ９１６ －１ ８６６ ０.９９ ＧＣＣＴＧＴＧＧＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＣＣＣＣＴＣＣＧＣＣＧＣＣＧＧＧＣＣＣＣＧＣＡＧＴＧＣＧＣＧＧＣ

２ －１ ８９０ －１ ８４０ ０.８０ ＣＣＧＣＣＧＧＧＣＣＣＣＧＣＡＧＴＧＣＧＣＧＧＣＴＣＣＧＣＴＧＡＣＡＣＣＡＧＧＣＡＣＣＡＣＣＧＡＧＧ

３ －１ ８５８ － １８０８ ０.８３ ＣＡＣＣＡＧＧＣＡＣＣＡＣＣＧＡＧＧＴＡＡＧＡＧＧＧＧＧＣＣＣＧＧＣＣＣＣＧＧＣＴＧＴＧＣＴＧＣＧＧ

４ －５２９ －４７９ ０.９０ ＴＴＧＧＧＧＴＴＧＴＴＴＡＡＡＡＴＧＴＴＴＣＣＣＡＡＡＴＴＣＧＴＧＧＧＧＡＴＧＣＡＡＡＡＧＧＴＴＧＡ
斜体的碱基代表转录起始位点ꎮ

　 　 使用在线 ＡｌｉＢａｂａ ２.１ 程序ꎬ搜素 ＴＲＡＮＳＦＡＣ ４.０
数据库ꎬ对获得的 ＴＮＮＩ１基因 ５′侧翼区序列进行分析ꎬ
发现多个 Ｓｐ１(Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ Ｐｒｏｔｅｉｎ １)结合位点ꎬＣＣＡＡＴ
增强子结合蛋白(ＣＣＡＡＴ/ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ
Ｃ / ＥＢＰｓ)结合位点ꎮ 还预测到了 Ｅ￣ｂｏｘ、ＳＰ１、八聚体结

合蛋白￣１ (Ｏｃｔａｍｅｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ꎬＯｃｔ￣１)、核因子

ＫＢ (Ｎｕｃｌｅａｒ Ｆａｃｔｏｒ￣ｋＢꎬＮＦ￣ＫＢ)、ＧＡＴＡ１(ＧＡＴＡ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ １)、生肌调节因子 ＭＲＦ４(Ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒ ４)等转录因子结合位点ꎮ 经在线软件 Ｍｅｔｈｐｒｉｍ￣
ｅｒ 对启动子区 ＣｐＧ 进行预测(Ｃｒｉｔｅｒｉａ ｕｓｅｄ: Ｉｓｌａｎｄ
ｓｉｚｅ>１００ꎬ ＧＣ Ｐｅｒｃｅｎｔ>５０.０ꎬＯｂｓ / Ｅｘｐ>０.６)ꎬ结果显示ꎬ

在－２ ０３２至－１ ８３３处存在 １ 个 ２００ ｂｐ 的 ＣｐＧ 岛ꎬ在
－２０６至－８７处存在 １ 个 １２０ ｂｐ 的 ＣｐＧ 岛(图 ２)ꎮ 预测

的启动子核心区 １、核心区 ２、核心区 ３ 位于－２ ０３２至
－１ ８３３处的 ＣｐＧ 岛内ꎬ其中部分 ＣｐＧ 位点正好位于预

测的核心启动子区内ꎮ 对 ＣｐＧ 岛(－２ ０３２~－１ ８３３ ｂｐ)
进行分析(图 ３)ꎬ发现其存在 ３ 个 Ｓｐ１ 结合位点ꎬ１ 个

ＣＣＡＡＴ 增强子结合蛋白(Ｃ / ＥＢＰｓ)结合位点ꎬ同时发现

转录因子如维甲类 Ｘ 受体 β (Ｒｅｔｉｎｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｅｔａꎬ
ＲＸＲ￣ｂｅｔａ)、叉头框转录因子 Ｍ１ (ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｍ１ꎬ
ＨＮＦ￣３)、ＮＦ￣ＫＢ、ｃ￣Ｍｙｃ (Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ Ｍｙｃ￣
ｌｉｋｅ)等的结合位点ꎮ

图 ２　 鸭基因 ５′侧翼序列 ＣｐＧ 岛预测结果

Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣｐＧ ｉｓｌａｎｄ ｉｎ ｄｕｃｋ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ ５′ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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数字代表核苷酸位置(以 ＡＴＧ 为＋１)ꎬ加粗字体和加方框的序列代表预测的转录因子及其结合位点ꎬ下划线代表预测的核心启动子位置ꎬ灰
色背景序列为 ＢＳＰ 检测的 ＣｐＧ 位点ꎬ顺序依次为 １~１４ꎮ

图 ３　 鸭基因 ５′侧翼区 ＣｐＧ 岛转录因子结合位点预测结果

Ｆｉｇ.３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｄｕｃｋ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ ５′ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ＣｐＧ ｉｓｌａｎｄ

２.３　 高邮鸭基因表达水平

高邮鸭胸肌和腿肌组织 ＴＮＮＩ１ 基因 ｍＲＮＡ 表

达水平如图 ４ 所示ꎬ腿肌组织 ＴＮＮＩ１ 基因表达量显

著高于胸肌近 ９ 倍ꎬ二者差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

∗∗表示胸肌和腿肌组织基因表达差异极显著(Ｐ < ０.０１)ꎮ
图 ４　 鸭胸肌和腿肌组织 ＴＮＮＩ１ ｍＲＮＡ 表达情况

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＮＮＩ１ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒｅａｓｔ ａｎｄ ｌｅｇ
ｍｕｓｃｌｅｓ ｏｆ ｄｕｃｋｓ

２.４　 ＤＮＡ 甲基化分析

鸭 ＴＮＮＩ１ 基因启动子区 ＢＳＰ 扩增序列位于
－１ ９６４ ｂｐ至－１ ６４１ ｂｐ区域内ꎬ全长序列为 ３２４ ｂｐꎬ
包含整个预测的核心启动子区ꎬ共有 １４ 个 ＣｐＧ 位

点ꎮ 从图 ５Ａ 中可以看出ꎬ总体上ꎬ胸肌的甲基化水

平为 ５２􀆰 ６６％ꎬ腿肌的甲基化水平为 ５７􀆰 ０４％ꎬ二者

差异不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 比较各 ＣｐＧ 位点的甲基化

水平ꎬ从图 ５Ｂ 中可以看出ꎬ胸肌和腿肌各个 ＣｐＧ 位

点的甲基化水平在胸肌和腿肌中均无显著差异(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎮ 启动子区各 ＣｐＧ 位点的甲基化水平与

ＴＮＮＩ１ 基因的 ｍＲＮＡ 表达量进行相关性分析ꎬ结果

如表 ３ 所示ꎬ胸肌中 ＣｐＧ２、 ＣｐＧ６、 ＣｐＧ７、 ＣｐＧ１１、
ＣｐＧ１２、ＣｐＧ１３、ＣｐＧ１４ 与腿肌中 ＣｐＧ４、ＣｐＧ５、ＣｐＧ６、
ＣｐＧ７、ＣｐＧ８、ＣｐＧ１０、ＣｐＧ１１、ＣｐＧ１２ 位点的甲基化水

平与 ｍＲＮＡ 表达量均呈正相关(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ其余各

位点甲基化水平与 ｍＲＮＡ 表达量呈负相关 (Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎻ其中ꎬ胸肌 ＣｐＧ４ 甲基化程度与 ｍＲＮＡ 表达

量呈显著负相关(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

３　 讨 论

课题组前期通过 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 技术对不同品种

不同日龄的鸭胸肌组织进行了差异表达基因的

筛选ꎬ通过 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析发现 ＴＮＮＩ１ 基因在

品种间各个时间点都具有显著差异ꎬ推测 ＴＮＮＩ１
基因可能在鸭早期骨骼肌生长发育中具有重要

作用ꎮ
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图 ５　 鸭基因启动子区 ＣｐＧ 岛的总体甲基化水平(Ａ)和单个位点的甲基化水平(Ｂ)
Ｆｉｇ.５　 Ｏｖｅｒａｌｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ (Ａ) ａｎｄ ｓｉｎｇｌｅ ｌｏｃｕｓ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ (Ｂ) ｏｆ ＣｐＧ ｉｓｌａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｄｕｃｋ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ

表 ３　 鸭基因 ｍＲＮＡ 表达量与启动子区 ＣｐＧ 岛单个位点的甲基化

水平的相关性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＴＮＮＩ１ ｇｅｎｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｓｉｔｅ ｏｆ ＣｐＧ ｉｓｌａｎｄ
ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ

ＣｐＧ 位点
相关系数

胸肌 腿肌

Ｐ 值

胸肌 腿肌

１ －０.０６６ －０.１０６ ０.９３４ ０.８９４

２ ０.２０７ －０.１０５ ０.７９３ ０.８９５

３ －０.０４２ －０.１４８ ０.９５８ ０.８５２

４ －０.９９７ ０.２７８ ０.００３∗∗ ０.７２２

５ －０.１９４ ０.４７０ ０.８０６ ０.５３０

６ ０.２０７ ０.４７７ ０.７９３ ０.５２３

７ ０.４４４ ０.０６３ ０.７５６ ０.９３７

８ －０.５８２ ０.２７８ ０.４１８ ０.７２２

９ －０.３９５ －０.０５５ ０.６０５ ０.９４５

１０ －０.８６４ ０.７０５ ０.１３６ ０.２９５

１１ ０.７５９ ０.４１９ ０.４５２ ０.７２４

１２ ０.０４２ ０.５１５ ０.９５８ ０.４８５

１３ ０.９４４ －０.６９３ ０.０７７ ０.３０７

１４ ０.１５６ －０.７００ ０.８４４ ０.３００

　 　 为进一步深入研究其表达调控机制ꎬ本研究成

功克隆了鸭 ＴＮＮＩ１ 基因上游 ５′侧翼区序列 ２ ０７８
ｂｐꎮ 已有的研究结果表明[９]ꎬ在人 ＴＮＮＩ１ 基因启动

子的上游并未发现 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 和 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘꎻ在猪

上[１０]ꎬ研究发现 ＴＮＮＩ１ 基因启动子上游同时存在

ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 和 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 调控元件ꎬ另外还预测到了

Ｅ￣ｂｏｘ、ＳＰ１、Ｏｃｔ￣１、ＮＦ￣ＫＢ、ＧＡＴＡ１ / ２ / ３、ＡＰ１ 等转录

因子结合位点ꎮ 本研究采用生物信息学技术ꎬ分析

鸭 ＴＮＮＩ１ 基因启动子上游序列发现ꎬ与猪上的研究

结果一致ꎬ该序列存在多个 Ｃ / ＥＢＰ 结合位点ꎬ另外

还发现了 ＳＰ１、ＲＸＲ￣ｂｅｔａ、ＭＲＦ４、ＧＡＴＡ１、ＮＦ￣ＫＢ、ｃ￣
Ｍｙｃ 等多个转录因子的结合位点ꎮ 在人和猪的启动

子区均未发现 ＣｐＧ 岛(转录起始位点前３ ０００ ｂｐ)的
存在ꎮ 在鸭 ＴＮＮＩ１ 基因启动子区－２ ０３２~ －１ ８３３和
－２０６~ －８７处各发现了 １ 个 ２００ ｂｐ 和 １２０ ｂｐ 的 ＣｐＧ
岛ꎬ推测鸭 ＴＮＮＩ１ 基因的转录调控方式可能与哺乳

动物存在差异ꎮ
通过软件预测分析ꎬＴＮＮＩ１ 基因启动子区包含

了 ４ 个核心区ꎬ其中－１ ９１６~ －１ ８０８区域内含 ３ 个

候选核心启动子区ꎮ 预测的核心启动子区正好位于

ＣｐＧ 岛(－２ ０３２~ －１ ８３３)内ꎮ ＣｐＧ 岛是易于发生甲

基化的区域ꎬ启动子区 ＤＮＡ 甲基化能够影响转录因

子与 ＤＮＡ 的结合ꎬ改变染色质的结构ꎬ调控基因表

达ꎮ 分析发现 ＣｐＧ 岛所在的区域有 １ 个 Ｃ / ＥＢＰ 和

３ 个 ＳＰ１ 结合位点ꎬ另外还包含了 ＲＸＲ￣ｂｅｔａ、ＨＮＦ￣
３、ＮＦ￣ＫＢ、ｃ￣Ｍｙｃ 等转录因子的结合位点ꎮ Ｃ / ＥＢ￣
Ｐａｌｐ 与基因转录效率关系密切[１１]ꎮ ＳＰ１ 能和 ＧＣ 盒

相结合ꎬ也能与转录因子如 ＹＹ１、ＴＢＰ 结合ꎬ参与基

因表达的转录调控[１２]ꎮ 目前还没有 ＴＮＮＩ１ 基因启

动子区 ＤＮＡ 序列甲基化影响基因转录调控方面的

报道ꎮ
与胸肌相比ꎬ腿肌因为承担更多的运动功能ꎬ肌

肉中慢肌纤维的比例高于胸肌ꎮ 定量检测的结果表

明ꎬＴＮＮＩ１ 基因 ｍＲＮＡ 表达量在胸肌和腿肌中呈显

著差异ꎬ与哺乳动物中 ＴＮＮＩ１ 基因在慢肌纤维中特

异性表达[６] 是一致的ꎮ 采用亚硫酸氢盐测序法检

测 ＣｐＧ 岛中各 ＣｐＧ 位点的甲基化程度ꎬ发现胸肌和

腿肌的 ＣｐＧ 岛的总体甲基化水平无显著差异ꎮ 推

测ꎬ预测的核心启动子区 ＣｐＧ 岛的甲基化修饰可能

不是影响鸭 ＴＮＮＩ１ 基因在不同类型肌肉组织差异

７１３１姬改革等:鸭骨骼肌 ＴＮＮＩ１ 基因 ＣｐＧ 岛区甲基化与 ｍＲＮＡ 差异表达



表达的主要调控因素ꎬ可能存在其他的如组蛋白修

饰、ｍｉＲＮＡ 干扰等的调控方式ꎮ ＣｐＧ 岛中各个位点

的甲基化水平与 ｍＲＮＡ 表达量进行相关性分析ꎬ胸
肌 ＣｐＧ４ 位点的甲基化程度与 ｍＲＮＡ 表达量呈显著

负相关ꎬ这与通常认为的ꎬ甲基化程度越高ꎬ基因表

达会被抑制的观点是一致的ꎮ ＣｐＧ４ 位点正好位于

转录因子 ｃ￣Ｍｙｃ 的结合区域内ꎮ ｃ￣Ｍｙｃ 能够抑制肌

肉细胞的终端分化ꎬ而 ＹＹ１ 的持续表达能够促进 ｃ￣
Ｍｙｃ 的表达[１３]ꎻＮＦ￣ＫＢ 能够通过调节 ＹＹ１ 和肌纤维

相关基因的转录沉默调节骨骼肌成肌细胞的分化ꎮ
对启动子区序列进行分析ꎬ发现启动子区存在 ３ 个

ＮＦ￣ＫＢ 和 ２ 个 ＹＹ１ 的结合位点ꎮ ＣｐＧ４ 位点可能通

过甲基化修饰ꎬ影响相关转录因子的结合ꎬ参与鸭

ＴＮＮＩ１ 基因的转录调控过程ꎮ
本研究克隆获得鸭 ＴＮＮＩ１ 基因 ５′侧翼区序列

２ ０７８ ｂｐꎬ预测分析发现其含有 ２ 个 ＣｐＧ 岛ꎬ其中 １
个 ＣｐＧ 岛(－２ ０７８~ －１ ６９５)位于核心启动子区ꎬ存
在多个调控元件和转录因子结合位点ꎬ其总体甲基

化水平与 ＴＮＮＩ１ 基因表达水平无显著相关ꎬ其中

ＣｐＧ４ 位点可能通过甲基化修饰ꎬ影响鸭 ＴＮＮＩ１ 基

因在胸肌中的转录调控ꎮ
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ｍｕｓｃｌｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ａｄｉｐｏｓｅ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｏｂｅｓｅ ａｎｄ ｌｅａｎ ｐｉｇｓ[ Ｊ] .
Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ: Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌꎬ ２００８ꎬ １８
(４):３８７￣３９９.

[７] 　 ＷＡＮＧ Ｘ Ｊꎬ ＹＡＮＧ Ｎꎬ ＣＨＥＮ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｉｖｅｒｇｅｎｔ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｂｒｏｉｌ￣
ｅｒ ａｎｄ ｌａｙｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ[Ｊ] . ＢＭＣ Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ ２００９ꎬ １０(１): ８７.

[８] 　 ＢＥＧＵＥ Ｇꎬ ＲＡＵＥ Ｕꎬ ＪＥＭＩＯＬＯ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. ＤＮＡ Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ Ａｓ￣
ｓｅｓｓｍｅｎｔ ｆｒｏｍ Ｈｕｍａｎ Ｓｌｏｗ￣ ａｎｄ Ｆａｓｔ￣Ｔｗｉｔｃｈ Ｓｋｅｌｅｔａｌ Ｍｕｓｃｌｅ Ｆｉ￣
ｂｅｒｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１７ꎬ １２２ ( ４): ９５２￣
９６７.

[９] 　 ＣＯＲＩＮ Ｓ Ｊꎬ ＪＵＨＡＳＺ Ｏꎬ ＺＨＵ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｓｌｏｗ ｔｗｉｔｃｈ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ ｇｅｎｅ[Ｊ] . Ｊｏｕｒ￣
ｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ １９９４ꎬ ２６９(１４): １０６５１￣１０６５９.

[１０] ＹＡＮＧ Ｈꎬ ＸＵ Ｚ Ｙꎬ ＭＡ Ｚ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｍ￣
ｐａｒａｔｉｖｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｒｃｉｎｅ Ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ ｆａｍｉｌｙ[Ｊ] . Ａｎｉ￣
ｍａｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ ２１(１): ６４￣７６.

[１１] ＭＡＩＴＹ Ｓ Ｎꎬ ＧＯＬＵＭＢＥＫ Ｐ Ｔꎬ ＫＡＲＳＥＮＴＹ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｂｙ ａ ｎｏｖｅｌ ＣＣＡＡＴ ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ[ Ｊ] .
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ １９８８ꎬ ２４１(４８６５): ５８２￣５８５.

[１２] ＪＯＫＥＬＡ Ｔ Ａꎬ ＭＡＫＫＯＮＥＮ Ｋ Ｍꎬ ＯＩＫＡＲＩ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｎ￣
ｔｅｎｔ ｏｆ ＵＤＰ￣Ｎ￣ａｃｅｔｙｌｈｅｘｏｓａｍｉｎｅｓ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｈｙａｌｕｒｏｎａｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ２
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ Ｏ￣Ｌｉｎｋｅｄ Ｎ￣ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ ｍｏｄ￣
ｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ＹＹ１ ａｎｄ ＳＰ１[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏ￣
ｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１１ꎬ ２８６(３８): ３３６３２￣３３６４０.

[１３] ＬＥＥ Ｔ Ｃꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙꎬ ＳＣＨＷＡＲＴＺ Ｒ Ｊ. Ｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ￣
ｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＹＹ１ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ ａｎｄ ｃ￣ｍｙｃ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｍｙｏｇｅｎｅｓｉｓ.[ Ｊ] . Ｏｎｃｏｇｅｎｅꎬ１９９４ꎬ９(４):１０４７￣
１０５２.
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