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　 　 摘要:　 本研究旨在探究牛 ＬＡＴＳ２ 基因组织表达规律ꎬ利用相对荧光素酶活性数值确定其启动子核心区域并初

步鉴定其核心区域关键转录因子ꎬ以阐明牛 ＬＡＴＳ２ 基因的转录调控机制ꎮ 利用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测牛 ＬＡＴＳ２ 基因在心、脾、
肝、肾、肺、背最长肌、皮下脂肪、皱胃、大肠及睾丸等中的相对表达量ꎬ构建 ＬＡＴＳ２ 蛋白进化树ꎮ 克隆 ＬＡＴＳ２ 基因 ５′端
非翻译区上游 １.７ ｋｂ 序列ꎬ利用逐段缺失引物ꎬ巢式扩增其 ７ 个启动子区不同截断体缺失片段(－１ ７９２~ ＋１７９、
－１ ４７５~ ＋１７９、－１ ０９８~ ＋１７９、－７２７~ ＋１７９、－５１５~ ＋１７９、－２４８~ ＋１７９和－５６~ ＋１７９)ꎬ并将不同截断体构建至双荧光素酶

报告载体 ｐＧＬ３￣Ｂａｓｉｃ 上ꎮ 重组的 ＬＡＴＳ２ 基因启动子双荧光素载体分别转染小鼠成肌细胞(Ｃ２Ｃ１２)和小鼠脂肪细胞

(３Ｔ３￣Ｌ１)细胞系ꎬ鉴定其启动子核心区域ꎮ 进一步借助在线软件 ＪＡＳＰＡＲ(ｈｔｔｐ: / / ｊａｓｐａｒ.ｇｅｎｅｒｅｇ.ｎｅｔ / )和 Ｇｅｎｏｍａｔｉｘ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｅｎｏｍａｔｉｘ.ｄｅ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / / ｍａｔ￣ｉｎｓｐｅｃｔｏｒ)分析启动子核心区域序列特征ꎬ并预测关键转录因子结合位点ꎮ 结

果显示ꎬＬＡＴＳ２ 基因在肝和背最长肌中表达量极显著高于脾(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻＬＡＴＳ２ 蛋白构建的进化树显示反刍动物单独

聚为 １ 支ꎬ表明 ＬＡＴＳ２ 基因在反刍动物进化过程中保守性较高ꎻ蛋白质互作分析筛选出的与 ＬＡＴＳ２ 蛋白互作紧密的

前 １０ 种蛋白质均为 Ｈｉｐｐｏ 信号通路中的关键蛋白质ꎮ ＬＡＴＳ２ 基因启动子核心区域位于－２４８~ －５６ꎬ预测其启动子核

心区域有与肌肉发育相关的转录因子 ＴＥＡＤ１、ＭＥＦ２Ａ、ＦＯＳＬ１、ＭｙｏＧ 和 Ｍｙｏｄ１ 的结合位点ꎬ表明 ＬＡＴＳ２ 基因在牛肌肉

生长发育中扮演重要角色ꎮ 以上结果为探究牛 ＬＡＴＳ２ 基因在肌肉生长发育中转录调控机制奠定基础ꎮ
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ｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｙｉｎｃｈｕａｎ ７５００２１ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ＬＡＴＳ２ ｇｅｎｅꎬ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｉｔｓ ｃｏｒｅ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ａｎｄ ｋｅｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ｓｏ ａｓ ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ＬＡＴＳ２
ｇｅｎｅ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ＬＡＴＳ２ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｈｅａｒｔꎬ ｓｐｌｅｅｎꎬ ｌｉｖｅｒꎬ ｋｉｄｎｅｙꎬ ｌｕｎｇꎬ ｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓ ｄｏｒｓｉ
ｍｕｓｃｌｅꎬ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｆａｔꎬ ａｂｏｍａｓｕｍꎬ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｎｄ ｔｅｓｔｉｓ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ ｏｆ ＬＡＴＳ２ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｔｈｅ １.７ ｋｂ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆ ｔｈｅ ５′￣ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＬＡＴＳ２ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ －１ ７９２－ ＋１７９ꎬ
－１ ４７５－ ＋１７９ꎬ －１ ０９８－ ＋１７９ꎬ －７２７－ ＋１７９ꎬ －５１５－
＋１７９ꎬ －２４８－＋１７９ ａｎｄ －５６－＋１７９ ｍｉｓｓｉｎｇ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｕａｌ￣ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｖｅｃｔｏｒ ｐＧＬ３￣
Ｂａｓｉｃ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ＬＡＴＳ２ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｖｅｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｃ２Ｃ１２
ａｎｄ ３Ｔ３￣Ｌ１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｒｅｇｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｅｌｐ ｏｆ ｏｎｌｉｎｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ

３５７



Ｇｅｎｏｍａｔｉｘ ａｎｄ ＪＡＳＰＡＲꎬ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｏｒｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｋｅｙ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ＬＡＴＳ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓ ｄｏｒｓｉ ｍｕｓｃｌｅ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ (Ｐ<０􀆰 ０１). Ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｏｎｅ ｂｒａｎｃｈ ｉｎ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ ｃｏｎ￣
ｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ＬＡＴＳ２ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＬＡＴＳ２ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ
ｒｕｍｉｎａｎｔｓ. Ｔｈｅ ｔｏｐ ｔｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ＬＡＴＳ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｋｅｙ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｈｉｐｐｏ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＬＡＴＳ２ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｗａｓ ｌｏｃａｔｅｄ ａｔ －２４８－－５６. Ｉｔ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃ￣
ｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ＬＡＴＳ２ ｇｅｎｅ ｈａｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ＴＥＡＤ１ꎬ ＭＥＦ２Ａꎬ ＦＯＳＬ１ꎬ
ＭｙｏＧ ａｎｄ Ｍｙｏｄ１ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｍｕｓｃｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. Ｉｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＬＡＴＳ２ ｇｅｎｅ ｐｌａｙｅｄ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅ￣
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｍｕｓｃｌｅ. Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｌａｙ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｂｏ￣
ｖｉｎｅ ＬＡＴＳ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｃａｔｔｌｅꎻ ＬＡＴＳ２ ｇｅｎｅꎻ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｐｒｏｍｏｔｅｒꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

　 　 骨骼肌是动物躯体最重要的组成部分ꎬ其生长发

育直接影响甚至决定家畜的产肉量ꎬ骨骼肌的生物学

特性是衡量家畜潜在经济性能的标准[１]ꎬ另外ꎬ骨骼

肌是动物体动作和能量代谢的主要参与者ꎬ在机体的

代谢平衡维持中起十分重要的作用[２]ꎮ 骨骼肌发生

发育过程极其复杂精细ꎬ从静息肌卫星细胞的激活、
成肌细胞的增殖分化ꎬ到肌纤维形成的终末阶段[３￣４]ꎬ
全过程除了受遗传、环境及营养水平调控外ꎬ更多取

决于基因的控制[５]ꎬ且细胞信号分子、转录因子、非编

码 ＲＮＡ 等诸多调节因子精准地参与其中复杂的网络

调控[６￣１１]ꎮ 目前ꎬ为促进骨骼肌的生长发育以改善肉

质从而实现肉牛的遗传改良ꎬ基因的功能鉴定和筛选

已成为一种热门且有效的手段ꎮ
哺乳动物中调节细胞生长的 Ｈｉｐｐｏ 信号通路十

分保守ꎬ通过关键因子 Ｓａｌｖａｄｏｒ１ ( Ｓａｖ１)、ＭＳＴ１ /
ＭＳＴ２、Ｙｅｐ 等相关基因及大肿瘤抑制基因 １ / ２
(ＬＡＴＳ１ / ＬＡＴＳ２)调控细胞的增殖、分化、凋亡以及干

细胞的自我更新ꎬ从而实现对器官体积大小的控

制[１２￣１３]ꎮ ＬＡＴＳ２ 基因作为 Ｈｉｐｐｏ 信号通路的核心成

员之一ꎬ与通路中的其他关键因子共同调控动物体

器官的生长发育ꎬ主要表现在影响心脏肌肉的发

育[１４￣１５]ꎮ 目前ꎬ关于 ＬＡＴＳ２ 基因功能研究主要集中

在其参与肿瘤细胞发生及调控细胞增殖的机理方

面[１６￣１８]ꎬ但 ＬＡＴＳ２ 基因对动物体骨骼肌生长发育中

的调控有重要作用且研究较少ꎮ 王利宏等[１９]、鲍建

军等[２０]发现 ＬＡＴＳ２ 基因多态性与湖羊肌肉生长发

育有显著关联ꎬ同时还发现 ＹＡＰ１ 基因在正常表型

羊和双肌臀羊中的表达存在差异ꎬ且 ＬＡＴＳ１ / ＬＡＴＳ２
基因可与 ＹＡＰ１ 基因互作抑制肌肉生长发育[２１]ꎮ

此外ꎬ我们前期研究发现 ＬＡＴＳ１ 基因在牛背最

长肌等多个组织中高表达ꎬ且其核心启动区结合了

肌肉生长发育相关的 Ｍｙｏｄ１ 和 ＭＥＦ２Ａ 转录因子并

调控其转录活性ꎬ初步阐明了 ＬＡＴＳ１ 基因参与牛的

肌肉生长发育转录调控机制[２２]ꎮ ＬＡＴＳ２ 基因与

ＬＡＴＳ１ 基因同属 ＬＡＴＳ 基因家族ꎬ其分子序列及结构

相似ꎬ因此我们推测 ＬＡＴＳ２ 在牛肌肉生长发育中扮

演重要角色ꎬ但其转录机制不清ꎮ 鉴于此ꎬ本研究拟

构建 ＬＡＴＳ２ 基因在牛不同肌肉组织或器官中的表

达谱ꎬ克隆并鉴定其启动子核心区域ꎬ预测 ＬＡＴＳ２
基因启动子核心区域的关键转录因子ꎬ以期为探究

牛 ＬＡＴＳ２ 基因在肌肉生长发育过程中的转录调控

机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验样品

采集 ３ 头 ２０ 月龄秦川牛公牛的肝(右叶)、背
最长肌、睾丸、肺(中叶)、肾(皮质)、皮下脂肪、心
(心房)、皱胃(胃壁)、大肠(盲肠段)、脾(实质)和

颈部静脉血样ꎬ迅速置于液氮带回实验室备用ꎮ
１.２　 主要试剂

ｐＭＤ￣１９Ｔ ( Ｓｉｍｐｌｅ ) 载 体、 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ 􀅺 ＧＸＬ
Ｐｒｅｍｉｘ、基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、ＤＨ５α 感受态细

胞、ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒、限制性内切酶 ＫｐｎⅠ和

ＸｈｏⅠ、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、ＲＮＡ 提取试剂盒、反转录及

荧光定量试剂均购自宝生物工程(大连)有限公司ꎻ
去内毒质粒提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ￣Ｔｅｋ 公司ꎻ
Ｄｕａｌ￣Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ 双荧光素酶报告系统购自普洛麦格

(北京)生物技术有限公司ꎻＤＭＥＭ 培养基、磷酸缓

冲盐溶液(ＰＢＳ)、ＯＰＴＩ￣ＭＥＭ、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ Ｒｅ￣
ａｇｅｎｔ 脂质体转染试剂盒及胎牛血清(ＦＢＳ)购自赛

默飞世尔科技公司ꎻ双荧光检测试剂盒购自普洛麦

格(北京)生物技术有限公司ꎻｐＧＬ３￣Ｂａｓｉｃ 及 ｐＲＬ￣
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ＴＫ 载体、小鼠成肌细胞(Ｃ２Ｃ１２)和小鼠脂肪细胞

(３Ｔ３￣Ｌ１)为本实验室保存ꎮ
１.３　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测

首先提取不同组织或器官总 ＲＮＡꎬ并按照反转

录试剂盒说明书将各个 ＲＮＡ 进行反转录ꎬ检测 ｃＤ￣
ＮＡ 质量ꎮ 利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５. ０ 软件设计 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引

物ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 作为内参基因(引物见表 １)ꎬ使用

７５００ Ｆａｓｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ 仪器(美国应用生物系统公司

产品)进行定量 ＰＣＲꎮ 反应总体系为 ２０􀆰 ０ μｌꎬ其中

上 /下游引物各 ０􀆰 ８ μｌ(引物浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ)、
ｃＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０ μｌ (模板质量浓度为 ５０ ｎｇ / μｌ)、
Ｐｒｉｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑⅡ １０􀆰 ０ μｌ、ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ＤｙｅⅡ ０􀆰 ４
μｌꎬ剩余用ｄｄＨ２Ｏ补齐ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应程序为:９５
℃预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃退火 ３４ ｓꎬ循环

４０ 次ꎬ生物学重复 ３ 次ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ法处理分析相对

表达量数据[２３]ꎬ数据采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 软件进行单因

素差异性分析ꎮ
１.４　 生物信息学分析

结合 ＮＣＢＩ 数据库( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ)及 ＵＣＳＣ(ｈｔｔｐｓ: / / ｇｅｎｏｍｅ. ｕｃｓｃ. ｅｄｕ / )网站参考

牛基因组信息ꎬ确定 ＬＡＴＳ２ 基因启动子区域ꎮ 利用

Ｕｎｉｐｒｏｔ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｕｎｉｐｒｏｔ.ｏｒｇ / )和 ＭＥＧＡ ５.０(ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｍｅｇａｓｏｆｔｗａｒｅ. ｎｅｔ / ｉｎｄｅｘ. ｐｈｐ ) 构 建 出

ＬＡＴＳ２ 蛋白进化树ꎬ 使用 ＥｘｃｅｒｔＳｙ ＰｒｏｔＰａｒｍ ( ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )在线程序进行蛋

白质序列分析ꎬ使用 Ｓｔｒｉｎｇ(ｈｔｔｐ: / / ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ / )预
测与 ＬＡＴＳ２ 蛋白互作的蛋白质ꎮ
１.５　 启动子克隆及逐段缺失片段扩增

根据牛 ＬＡＴＳ２ 基因启动子序列信息ꎬ设计其启

动子全长扩增引物 ＬＡＴＳ２￣ＰＦ / ＰＲ(表 １)ꎬ引物长度

为１ ９７２ ｂｐꎬ包括 －１ ７９２~ ＋１７９ 序列ꎮ 以基因组

ＤＮＡ 为模板ꎬ参考 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ􀅸 ＧＸＬ Ｐｒｅｍｉｘ 操作

手册进行 ＰＣＲꎬ总体系 ２０􀆰 ０ μｌꎬ其中ꎬ４􀆰 ０ μｌ ｄＮＴＰ
Ｍｉｘｔｕｒｅꎬ１０􀆰 ０ μｌ ２×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＧＸＬ Ｂｕｆｆｅｒꎬ上 /下游

引物各 ０􀆰 ８ μｌ(浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ１􀆰 ０ μｌ Ｐｒｉｍｅ￣
ＳＴＡＲ ＧＸＬ ＤＮＡ 聚合酶ꎬ底物 １􀆰 ０ μｌ(质量浓度为

５０ ｎｇ / μｌ)ꎬ２􀆰 ４ μｌ ｄｄＨ２Ｏꎮ ＰＣＲ 扩增程序使用 ３ 步

法:９８ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ２０ ｓꎬ６８ ℃ １５ ｓꎬ循环 ３５ 次ꎮ
ＰＣＲ 扩增产物用 １％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ预期片

段纯化回收后与 ｐＭＤ￣１９Ｔ(Ｓｉｍｐｌｅ)载体连接ꎬ转化

后筛选阳性克隆进行测序鉴定ꎮ
根据测序结果ꎬ设计 ５′端逐段缺失片段的上游

引物(Ｆ１~Ｆ７)和 １ 条固定的下游引物(Ｒ)ꎬ在引物

５′端添加 ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切位点 (表 １)ꎬ以
ＬＡＴＳ２ 基因－１ ７９２~ ＋１７９序列为模板进行缺失片段

的 ＰＣＲ 扩增反应(扩增体系、程序同上)ꎬ将扩增片

段分别连接 ｐＭＤ￣１９Ｔ(Ｓｉｍｐｌｅ)载体进行测序鉴定ꎮ
得到的逐段缺失片段分别命名为:ＬＡＴＳ２￣Ｐ１、ＬＡＴＳ２￣
Ｐ２、 ＬＡＴＳ２￣Ｐ３、 ＬＡＴＳ２￣Ｐ４、 ＬＡＴＳ２￣Ｐ５、 ＬＡＴＳ２￣Ｐ６ 和

ＬＡＴＳ２￣Ｐ７ꎮ

表 １　 引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

项目　 引物名称　 　 　 引物序列(５′→３′) 退火温度
(℃)

扩增片段
长度(ｂｐ) 扩增区域 收录号

荧光定量 ＰＣＲ ＧＡＰＤＨ￣Ｆ
ＧＡＰＤＨ￣Ｒ

ＣＣＡＡＣＧＴＧＴＣＴＧＴＴＧＴＧＧＡＴ
ＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧＡ

６０.０ ８０ ３２０~５２１ ＮＭ＿００１０３４０３４.２

ＬＡＴＳ２￣Ｆ
ＬＡＴＳ２￣Ｒ

ＡＧＧＡＣＧＧＣＡＧＴＧＡＧＧＡＣＡＧＣ
ＧＣＡＴＣＧＧＡＡＣＧＧＧＴＧＡＣＣＡＴＴＧ ６０.０ １３１ ３ ２１３~３ ３４４ ＸＭ＿０２５００００９２.１

启动子区域克隆 ＬＡＴＳ２￣ＰＦ
ＬＡＴＳ２￣ＰＲ

ＡＧＡＣＣＣＡＧＡＧＣＡＡＣＣＡＡＴＡＡＴ
ＧＣＡＣＡＧＡＡＡＴＣＣＣＡＡＣＴＡＡＣＴ

６５.５ １ ９７２ －１ ７９２~ ＋１７９ ＮＣ＿０３７３３６.１

ＬＡＴＳ２￣Ｆ１ ＧＧＧＧＴＡＣＣＣＧＡＣＴＧＡＧＣＧＡＣＴＧＡＡＣＴＧＡＡＧ ６１.０ １ ９７２ －１ ７９２~ ＋１７９ ＮＣ＿０３７３３６.１

ＬＡＴＳ２￣Ｆ２ ＧＧＧＧＴＡＣＣＴＡＡＧＴＧＧＡＴＣＧＣＣＡＧＴＧＴＴＧＣ ６０.５ １ ６５５ －１ ４７５~ ＋１７９ ＮＣ＿０３７３３６.１

ＬＡＴＳ２￣Ｆ３ ＧＧＧＧＴＡＣＣＣＴＴＣＣＣＣＴＡＡＧＡＡＣＧＡＡＣＡＣＣＣ ６１.５ １ ２７８ －１ ０９８~ ＋１７９ ＮＣ＿０３７３３６.１

ＬＡＴＳ２￣Ｆ４ ＧＧＧＧＴＡＣＣＡＧＧＡＣＡＧＡＡＴＧＴＣＡＡＴＣＴＴＧＧＡＴ ６４.０ ９０７ －７２７~ ＋１７９ ＮＣ＿０３７３３６.１

ＬＡＴＳ２￣Ｆ５ ＧＧＧＧＴＡＣＣＧＧＧＡＧＴＧＣＴＴＧＡＴＡＣＴＧＡＧＡＡ ６２.５ ６９５ －５１５~ ＋１７９ ＮＣ＿０３７３３６.１

ＬＡＴＳ２￣Ｆ６ ＧＧＧＧＴＡＣＣＴＣＡＣＴＡＣＴＣＣＣＣＡＣＡＧＡＧＡＡＣ ６０.０ ４２８ －２４８~ ＋１７９ ＮＣ＿０３７３３６.１

ＬＡＴＳ２￣Ｆ７ ＧＧＧＧＴＡＣＣＡＣＡＴＴＧＣＡＣＡＧＣＧＧＣＣＴＣＧＧ ５９.５ ２３６ －５６~ ＋１７９ ＮＣ＿０３７３３６.１

ＬＡＴＳ２￣Ｒ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＣＡＣＡＧＡＡＡＴＣＣＣＡＡＣＴＡＡＣＴ ＮＣ＿０３７３３６.１
Ｆ 为上游引物ꎬＲ 为下游引物ꎬ斜体碱基表示 ＫｐｎⅠ(ＧＧＧＧＴＡＣＣ)和 ＸｈｏⅠ(ＣＣＧＣＴＣＧＡＧ)酶切位点ꎮ
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１.６　 双荧光素报告载体构建

使用内切酶 Ｋｐｎ Ⅰ 和 Ｘｈｏ Ⅰ 将 ＬＡＴＳ２￣Ｐ１ ~
ＬＡＴＳ２￣Ｐ７ 片段和 ｐＧＬ３￣Ｂａｓｉｃ 载体在 ３７ ℃条件下酶

切 １ ｈꎬ酶切完成后进行目的片段纯化回收ꎮ 进一步

将 ＬＡＴＳ２￣Ｐ１ ~ ＬＡＴＳ２￣Ｐ７ 片段分别和 ｐＧＬ３￣Ｂａｓｉｃ 载

体用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶(１６ ℃条件下)连接 １ ｈꎮ 将产

物转化至 ＤＨ５α 感受态细胞培养后筛选阳性克隆并

鉴定ꎬ进一步使用去内毒质粒提取试剂盒提取质粒ꎬ
备用ꎮ
１.７　 细胞培养、转染及测定酶活性

复苏 Ｃ２Ｃ１２ 和 ３Ｔ３￣Ｌ１ꎬ培养基为 １０％胎牛血清

(ＦＢＳ)＋９０％ ＤＭＥＭ 培养基ꎬ待其生长状态良好且

密度达到 ７０％~８０％后进行传代培养ꎮ 传代生长后

选择形态良好的细胞进行 ２４ 孔板铺板ꎬ按照 Ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ Ｒｅａｇｅｎｔ 脂质体转染试剂盒说明书ꎬ
分别将构建好的双荧光素报告载体 ＬＡＴＳ２￣ｐＧＬ３￣
Ｐ１~ ＬＡＴＳ２￣ｐＧＬ３￣Ｐ７ ８００ ｎｇ 重组质粒和 ２０ ｎｇ 内参

质粒 ｐＲＬ￣ＴＫ 共转染至 Ｃ２Ｃ１２ 和 ３Ｔ３￣Ｌ１ꎬ进行 ３ 次

重复ꎬ阴性对照为 ｐＧＬ３￣Ｂａｓｉｃ 质粒ꎮ 在转染 ４８ ｈ 后

进行细胞收集ꎬ利用双荧光检测试剂盒进行荧光素

酶和海肾荧光素酶活性测定ꎬ计算二者的比值ꎬ确定

ＬＡＴＳ２ 基因的启动子核心区域ꎮ
１.８　 关键转录因子预测

通过 ＪＡＳＰＡＲ ( ｈｔｔｐ: / / ｊａｓｐａｒ. ｇｅｎｅｒｅｇ. ｎｅｔ / ) 和

Ｇｅｎｏｍａｔｉｘ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｏｍａｔｉｘ. ｄｅ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / / ｍａｔ￣
ｉｎｓｐｅｃｔｏｒ)在线软件分析启动子核心区域序列ꎬ预测

阈值设置为 ９０％以上ꎬ选取 ２ 个网站预测结果的共

同部分ꎬ筛选 ＬＡＴＳ２ 基因的启动子核心区域关键的

转录因子结合位点ꎮ
１.９　 数据分析

数据结果以平均值±标准差表示ꎬ数据显著性

检验使用 ＳＰＳＳ １８.０ 软件进行单因素方差分析(Ｐ<
０􀆰 ０１ 为差异极显著ꎻ Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异显著)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＬＡＴＳ２ 基因组织表达规律

　 　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果(图 １)显示ꎬＬＡＴＳ２ 基因在肝、背
最长肌、睾丸、肺、肾、皮下脂肪、心、皱胃、大肠和脾

中均检测出表达信号ꎬ以脾中的表达量作为对照ꎬ该
基因在肝和背最长肌中的表达极显著地高于脾(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬ其次在睾丸中高表达(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ在肺、肾、
皮下脂肪、心、皱胃、大肠和脾中表达量较低ꎮ

∗表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 １　 ＬＡＴＳ２ 基因在牛不同组织或器官中的ｍＲＮＡ 相对表达量

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＡＴＳ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｏｒ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｃａｔｔｌｅ

２.２　 牛 ＬＡＴＳ２ 基因的结构特征及进化树构建

ＬＡＴＳ２ 基因位于第 １２ 号染色体ꎬ全长５１ ０９６
ｂｐꎬ包括 ９ 个外显子和 ８ 个内含子ꎬ共转录３ ０４８ ｂｐ
的 ｍＲＮＡ 序列ꎬ 可编码 １ ０１５ 个氨基酸 (图 ２)ꎬ
ＬＡＴＳ２ 蛋白分子式为 Ｃ４ ８８２Ｈ７ ６２８Ｎ１ ４１８Ｏ１ ４２５ Ｓ３５ꎬ其相

对分子质量为１１０ １１０ꎬ等电点(ｐＩ)为 ８􀆰 ８４ꎮ
　 　 以 ＬＡＴＳ２ 蛋白序列为对象ꎬ利用 ＭＥＧＡ ５.０ 软

件构建牛、绵羊、山羊、马、猪、小鼠等物种的系统进

化树(图 ３)ꎮ 构建出的系统进化树表明 ＬＡＴＳ２ 蛋

白在牛、绵羊、山羊、马、猪、小鼠等物种中进化较为

保守ꎬ反刍动物在进化过程中单独聚为 １ 支ꎬ上述结

果表明 ＬＡＴＳ２ 具有重要功能且在反刍动物进化过

程中极度保守ꎮ
２.３　 牛 ＬＡＴＳ２ 蛋白互作分析

使 用 Ｓｔｒｉｎｇ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ. ｏｒｇ / ) 预 测 与

ＬＡＴＳ２ 蛋白互作的蛋白质ꎬ得到图 ４ 所示的蛋白质

互作网络ꎮ 网络中与 ＬＡＴＳ２ 蛋白互作紧密的前 １０
种蛋白质分别为 ＹＡＰ１、 ＭＯＢ１Ａ、 ＭＯＢ１Ｂ、 ＳＡＶ１、
ＡＭＯＴＬ２、ＷＷＣ１、ＷＷＴＲ１、ＡＭＯＴ、ＡＭＯＴＬ１、ＮＦ２ꎬ分
析其信息ꎬ与 ＫＥＧＧ 收录的 Ｈｉｐｐｏ 信号通路成员及

Ｂｉｏｇｒｉｄ 收录的与 ＹＡＰ１ 互作的蛋白质进行比对后ꎬ
发现筛选出的上述蛋白质均为 Ｈｉｐｐｏ 信号通路中的

关键蛋白质ꎮ
２.４　 ＬＡＴＳ２ 基因启动子核心区域鉴定

通过 ＰＣＲ 扩增到牛 ＬＡＴＳ２ 基因启动子 １.７ ｋｂ 序

列ꎬ根据逐段缺失引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得 ７ 个逐段缺

失的 ＬＡＴＳ２基因启动子片段(逐段缺失片段扩增电泳

见图 ５)ꎮ 进一步连接 ｐＧＬ３￣Ｂａｓｉｃ 载体ꎬ构建得到了逐

段缺失重组质粒ꎬ将其命名为:ｐＬＡＴＳ２ －１ ７９２~ ＋１７９、
ｐＬＡＴＳ２ －１ ４７５~ ＋１７９、 ｐＬＡＴＳ２ －１ ０９８~ ＋１７９、 ｐＬＡＴＳ２
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图 ２　 牛 ＬＡＴＳ２ 基因结构示意图

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ＬＡＴＳ２ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

图 ３　 基于牛 ＬＡＴＳ２ 蛋白序列构建进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｏｖｉｎｅ ＬＡＴＳ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

图 ４　 牛 ＬＡＴＳ２ 蛋白相互作用预测

Ｆｉｇ.４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ＬＡＴＳ２ ｉｎ ｃａｔｔｌｅ

－７２７~＋１７９、ｐＬＡＴＳ２ －５１５~ ＋１７９、ｐＬＡＴＳ２ －２４８~ ＋１７９和
ｐＬＡＴＳ２ －５６~ ＋１７９ꎮ 测序鉴定后ꎬ使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００ Ｒｅａｇｅｎｔ 脂质体分别将 ｐＧＬ３￣Ｂａｓｉｃ 质粒和 ７ 个重

Ｍ:ＤＬ４５００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ泳道 １~ ７ 分别为 ＬＡＴＳ２ －１ ７９２~ ＋１７９、
ＬＡＴＳ２－１ ４７５ ~ ＋ １７９、ＬＡＴＳ２－ １ ０９８~ ＋１７９、ＬＡＴＳ２ －７２７~ ＋１７９、
ＬＡＴＳ２ －５１５~ ＋１７９、ＬＡＴＳ２ －２４８~ ＋１７９、ＬＡＴＳ２ －５６~ ＋１７９扩增片

段电泳图ꎬ片段长度分别为１ ９７２ ｂｐ、１ ６５５ ｂｐ、１ ２７８ ｂｐ、９０７ ｂｐ、
６９５ ｂｐ、４２８ ｂｐ、２３６ ｂｐꎮ
图 ５　 牛 ＬＡＴＳ２ 基因启动子逐段缺失片段扩增电泳图

Ｆｉｇ.５　 Ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ＬＡＴＳ２ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

组质粒转染至 ３Ｔ３￣Ｌ１ 和 Ｃ２Ｃ１２ 细胞系ꎬ检测启动子的

活性ꎮ 相对荧光素酶活性数值(图 ６)显示ꎬＬＡＴＳ２ 基因
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启动子区域的 １􀆰 ７ ｋｂ 序列在 Ｃ２Ｃ１２ 和 ３Ｔ３￣Ｌ１ 细胞系

中均有较高的转录活性ꎮ 当缺失－１ ０９８~－７２７片段后ꎬ
ｐＬＡＴＳ２ －７２７~ ＋１７９较 ｐＬＡＴＳ２ －１ ０９８~ ＋１７９酶活性在

Ｃ２Ｃ１２ 细胞系中显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ进一步缺失启动

子片段－２４８~ －５６ꎬ发现 ｐＬＡＴＳ２ －５６~ ＋１７９较 ｐＬＡＴＳ２
－２４８~＋１７９酶活性在Ｃ２Ｃ１２ 和 ３Ｔ３￣Ｌ１ 细胞系中均极显

著下降(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ分别下降了 ７９􀆰 ４％和 ７５􀆰 ６％ꎮ 上述

研究结果表明ꎬＬＡＴＳ２ 基因启动子区域的 １􀆰 ７ ｋｂ 序列

活性较高ꎬ具备调控基因转录活性的功能ꎻ－２４８~－５６为
ＬＡＴＳ２基因启动子核心区域ꎻＬＡＴＳ２基因在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞

系的转录活性高于 ３Ｔ３￣Ｌ１ꎮ

２.５　 启动子核心区域的关键转录因子鉴定

利用 Ｇｅｎｏｍａｔｉｘ 和 ＪＡＳＰＡＲ 软件对 ＬＡＴＳ２ 基因

启动子区和核心区域(－２４８~ －５６)进行分析并对潜

在的关键转录因子进行预测ꎬ结果 (图 ７) 显示ꎬ
ＬＡＴＳ２ 基因启动子核心区域包含转录增强因子

ＴＥＦ１( ＴＥＡＤ１)、 肌肉细胞特异性增强因子 ２Ａ
(ＭＥＦ２Ａ)、ＦＯＳ 样抗原 １( ＦＯＳＬ１)、肌细胞生成素

(Ｍｙｏｇ)和生肌决定因子(Ｍｙｏｄ１)ꎬ初步推测转录因

子 ＴＥＡＤ１、ＭＥＦ２Ａ、ＦＯＳＬ１、Ｍｙｏｇ 和 Ｍｙｏｄ１ 可能对

ＬＡＴＳ２ 基因的转录活性有重要的调控作用ꎮ

左边为 ＬＡＴＳ２ 基因启动子双荧光素逐段缺失片段示意图ꎬ右边为酶活性检测数值ꎮ Ｌｕｃ 表示双荧光素酶报告载体ꎮ Ｃ２Ｃ１２ 表示小鼠成肌细

胞ꎻ３Ｔ３￣Ｌ１ 表示小鼠脂肪细胞ꎮ ∗表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ６　 ＬＡＴＳ２ 基因启动子核心区域缺失片段报告载体相对荧光素酶活性

Ｆｉｇ.６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＬＡＴＳ２ ｇｅｎｅ ｃｏｒｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｖｅｃｔｏｒ

３　 讨 论

骨骼肌是动物躯体最重要的组成部分ꎬ占胴体

质量的 ４０％左右ꎬ其发育程度直接影响甚至决定家

畜的产肉量ꎬＬＡＴＳ２ 基因对细胞的增殖、凋亡以及骨

骼肌的形成有重要的调控作用ꎬ而调控机制并不清

楚ꎮ 已有文献报道ꎬＬＡＴＳ１ 基因[２１]、ＬＡＴＳ２ 基因[１９]

与湖羊肌肉生长发育显著相关ꎮ 因此ꎬ本试验开展

了牛 ＬＡＴＳ２ 基因有关研究ꎬ成功克隆了牛 ＬＡＴＳ２ 基

因启动子ꎬ检测了启动子活性并鉴定到启动子核心

区域ꎬ预测到该基因启动子核心区域中的重要转录

因子ꎬ为探究牛 ＬＡＴＳ２ 基因在肌肉生长发育中的转

录调控机制奠定基础ꎮ
本研究中ꎬ牛 ＬＡＴＳ２ 基因在肝、背最长肌、睾

丸、肺、肾、皮下脂肪、心、皱胃、大肠和脾等不同组织

或器官中均有表达ꎬ在肝中的表达量最高ꎬ背最长肌

其次ꎬ在心、肺、皮下脂肪、肾、皱胃、大肠和脾等组织

或器官中相对表达量较低ꎮ 上述研究结果表明

ＬＡＴＳ２ 基因在牛不同组织或器官中的相对表达量有

差异ꎬ该基因的高表达可能影响肝以及肌肉组织的
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下划线为引物序列ꎬ方框表示相对应的转录因子结合位点ꎬ箭头指示转录起始位点ꎮ ＦＥＡＤ１:转录增强因子 ＴＥＦ１ꎻＭＥＦ２Ａ:肌肉细胞特异性

增强因子 ２ＡꎻＦＯＳＬ１:ＦＯＳ 样抗原 １ꎻＭｙｏｇ:肌细胞生成素ꎻＭｙｏｄ１:生肌决定因子ꎮ
图 ７　 牛 ＬＡＴＳ２ 基因启动子核心区域的转录因子预测

Ｆｉｇ.７　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ＬＡＴＳ２ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

正常发育ꎬ这同 ＬＡＴＳ２ 基因表达量与湖羊肌肉生长

发育显著相关[１９] 的结果一致ꎮ 系统进化树结果显

示ꎬＬＡＴＳ２ 基因在反刍动物进化过程中保守性较高ꎻ
预测出的前 １０ 种互作蛋白质均为 Ｈｉｐｐｏ 信号通路

中重要的转录调控因子ꎮ Ｈｉｐｐｏ 通路的核心是一个

激酶级联反应ꎬ其中ꎬＳＡＶ１ 和 ＭＯＢ１ 形成一种复合

体并在细胞质中被磷酸化来调控 ＬＡＴＳ１ / ２ 表达ꎬ待
ＬＡＴＳ１ / ２ 被激活后ꎬ其激酶反过来去磷酸化并抑制

转录共激活因子 ＹＡＰ 和 ＴＡＺꎮ 去磷酸化的 ＹＡＰ /
ＴＡＺ 进入细胞核后与 ＴＥＡＤ１￣４ 等多种转录因子发

生互作ꎬ从而抑制凋亡的基因表达并诱导细胞增

殖[２４￣２５]ꎮ 研 究 发 现 ＬＡＴＳ１ / ２ 和 Ｍｓｔ１ / ２ 可 通 过

ＫＩＢＲＡ、ＮＦ２、ＲＡＳＳＦ 等多种上游信号分子调控 Ｈｉｐ￣
ｐｏ 信号通路的活性ꎬ如 ＡＭＯＴ 等因子通过结合

ＬＡＴＳ１ / ２ 将 ＹＡＰ / ＴＡＺ 等因子紧密连接在细胞质

中ꎬＹＡＰ / ＴＡＺ 的磷酸化可进行细胞信号调控ꎮ
ＹＡＰ / ＴＡＺ 和 ＬＡＴＳ１ / ２ 的稳定性可通过蛋白质泛素

化进行调控[２６]ꎮ 综上ꎬＬＡＴＳ２ 基因在细胞信号转导

及细胞增殖分化中起重要作用ꎮ
通过启动子逐段缺失载体活性检测ꎬ发现牛

ＬＡＴＳ２ 基因启动子核心区域位于－２４８~ －５６ꎬ进一步

预测牛 ＬＡＴＳ２ 基因启动子核心区域有 ＴＥＡＤ１、
ＭＥＦ２Ａ、ＦＯＳＬ１、Ｍｙｏｇ 和 Ｍｙｏｄ１ 等转录因子结合位

点ꎮ 研究结果表明ꎬＴＥＡＤ１ 可调控肌肉特异性基因

ＴＮＮＴ２、Ｍｈｃ、α￣ａｃｔｉｎ[２７] 和 ＣＯＬ１Ａ１[２８] 的表达ꎬ在心

肌、骨骼肌、平滑肌的发育方面有至关重要的调控作

用[２７￣２９]ꎮ ＴＥＡＤ１ 蛋白还可以与 Ｈｉｐｐｏ 信号通路中

ＹＡＰ 蛋白形成蛋白质复合物ꎬ从而抑制细胞增殖、

促进细胞凋亡[３０]ꎮ ＭＥＦ２Ａ 作为肌肉发生的重要核

心因子ꎬ对骨骼肌和心肌细胞的增殖和分化有重要

调控作用[３１]ꎬ同时能够促进生长因子、肌球蛋白重

链及胶原对损伤骨骼肌的修复[３２]ꎻ该因子能够特异

性识别并结合大多数肌肉基因启动子中的 Ａ / Ｔ 序

列ꎬ从而增强相关基因的表达[３３]ꎮ ＦＯＳＬ１ 是转录因

子 ＡＰ￣１ 复合体的组分之一ꎬ参与细胞的增殖和分

化ꎬ抑制细胞凋亡ꎬ可介导 Ｋｒａｓ 通路调控细胞周期

蛋白质ꎬ诱导骨骼的发育[３４]ꎮ Ｍｙｏｇ 和 Ｍｙｏｄ１ 作为

调控肌肉细胞增殖、分化及肌纤维形成的关键基

因[３５]ꎬ突变会显著影响肌肉纤维和肉质特性[３６]ꎮ
其中ꎬＭｙｏｄ１ 对发育初级阶段肌肉的可塑性和再生

起关键作用[３５]ꎬ当 Ｍｙｏｄ１ 与 ＰＡＸ７ 共表达时ꎬ可激

活基底膜静息的肌肉卫星细胞使其增殖[３７]ꎻＭｙｏｇ
通过调节肌肉肌酸激酶影响骨骼肌的发生发育[３８]ꎬ
研究结果表明ꎬ敲除小鼠 Ｍｙｏｇ 基因后骨骼肌发育

受损ꎬ出生后肌肉会出现萎缩现象[３９]ꎮ 以上研究结

果表明ꎬＴＥＡＤ１、ＭＥＦ２Ａ、ＦＯＳＬ１、Ｍｙｏｇ 和 Ｍｙｏｄ１ 转

录因子在个体生长发育以及肌肉形成过程中起重要

作用ꎬ结合本研究关于转录因子结合位点的预测ꎬ我
们可以推断出上述 ５ 种转录因子对 ＬＡＴＳ２ 基因的转

录可能起重要调控作用ꎮ 但对于这一推断将来还需

要结合定点突变、凝胶迁移(ＥＭＳＡ)、染色质免疫共

沉淀(ＣｈＩＰ)等技术手段进行深入研究ꎮ

４　 结 论

牛 ＬＡＴＳ２ 基因启动子核心区域位于 －２４８~
－５６ꎬ启 动 子 核 心 区 域 预 测 到 ＴＥＡＤ１、 ＭＥＦ２Ａ、

９５７张久盘等:牛 ＬＡＴＳ２ 基因启动子克隆及转录调控分析



ＦＯＳＬ１、Ｍｙｏｇ 和 Ｍｙｏｄ１ 转录因子结合位点ꎮ ＬＡＴＳ２
基因的组织表达规律、启动子核心区域的转录因子

结合位点预测及 ＬＡＴＳ２ 蛋白互作分析结果均表明

ＬＡＴＳ２ 基因在牛肌肉生长发育中扮演重要角色ꎮ 以

上结果为探究牛 ＬＡＴＳ２ 基因在肌肉生长发育中的

转录调控机制奠定基础ꎮ
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ｉｎ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ Ｃａｒｅꎬ ２０１８ꎬ ２１(３):１６４￣１６７.
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