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犘犘犃犚γ在八眉猪不同组织中的表达差异

王　博，吴江维，杨公社

（西北农林科技大学动物脂肪沉积与肌肉发育实验室，杨凌７１２１００）

摘　要：以八眉猪为试验材料，提取其内脏脂肪、皮下脂肪、肌肉、肾脏、肝脏、心脏、肺脏和脾脏总ＲＮＡ和总蛋白

质，设计合成犘犘犃犚γ１和犘犘犃犚γ２基因的引物，以猪β犪犮狋犻狀基因为内参，用半定量（ＳｅｍｉＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ，ＳＱ）ＲＴ

ＰＣＲ检测犘犘犃犚γ１和犘犘犃犚γ２ｍＲＮＡ在以上各组织中的表达；用免疫印迹技术（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测以上各组织

中ＰＰＡＲγ１和ＰＰＡＲγ２蛋白的表达。结果显示，犘犘犃犚γ１ｍＲＮＡ及蛋白在以上各组织均表达，在内脏脂肪和皮

下脂肪组织中表达水平显著高于其他组织，在肺脏中表达水平最低；犘犘犃犚γ２ｍＲＮＡ和蛋白质高表达于内脏脂

肪、皮下脂肪、脾脏和心脏，而在肺脏、肾脏、肝脏、肌肉中表达水平很低。结果提示，犘犘犃犚γ在不同组织的表达差

异，可能与其在不同组织中的功能有关。
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犃犫狊狋狉犪犮狋：ＴｏｔａｌＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｖｉｓｃｅｒａｌａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅ，ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓａｄｉ

ｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅ，ｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅ，ｋｉｄｎｅｙ，ｌｉｖｅｒ，ｈｅａｒｔ，ｌｕｎｇａｎｄｓｐｌｅｅｎｏｆＢａｍｅｉｐｉｇ．Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｏｆ

犘犘犃犚γ１ａｎｄ犘犘犃犚γ２ｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ．Ｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犘犘犃犚γ１ａｎｄ

犘犘犃犚γ２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｂｙＳｅｍｉＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ．

ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆ犘犘犃犚γ１ｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎａｌｌａｂｏｖｅｍｅｎ

ｔｉｏｎｅｄｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｖｉｓｃｅｒａｌａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅ，ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅａｎｄ

ｌｏｗｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｌｕｎｇ；犘犘犃犚γ２ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｖｉｓｃｅｒａｌａｄｉｐｏｓｅ

ｔｉｓｓｕｅ，ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅ，ｓｐｌｅｅｎａｎｄｈｅａｒｔ，ｗｈｉｌｅｒｅｍａｒｋａｂｌｅｌｏｗｅｒｉｎｌｕｎｇ，ｋｉｄｎｅｙ，

ｌｉｖｅｒａｎｄｍｕｓｃｌｅ．Ｉｎｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔ犘犘犃犚γｍｉｇｈｔｈａｖｅｖａｒｉｏｕｓｅｆｆｅｃｔｓｏｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆｐｉｇ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ＰＰＡＲγ１；ＰＰＡＲγ２；ｔｉｓｓｕｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｐｉｇ

　　猪是肥胖程度最高的肉用家畜，我国地方猪种

在这方面尤为突出，八眉猪属于我国优良地方品种，

肉细腻，风味佳，但生长速度慢，脂肪沉积能力强［１］，

严重影响了其经济性能。近年来发现了多个调控脂

肪沉积的基因，过氧化物酶体增殖物激活受体γ

（Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒγ，

ＰＰＡＲγ）就是其中最重要的基因之一
［２３］，它是一个

配体激活的转录因子，为核激素受体超家族的一

员［４］，不但调控多种细胞增殖和分化相关基因的表

达［５］，而且也调控脂质生物合成和糖代谢相关基因

的表达［６］。ＰＰＡＲγ有两个亚型，由同一基因编码，

但启动子和 ｍＲＮＡ 剪接形式不同，它们分别为
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ＰＰＡＲγ１和ＰＰＡＲγ２
［７］。近年来对ＰＰＡＲγ的研

究大都集中在人和啮齿动物上，未见其在猪不同组

织表达的报道。本研究旨在通过ＳＱＲＴＰＣＲ和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测八眉猪不同组织中ＰＰＡＲγ

的两个亚型ＰＰＡＲγ１和ＰＰＡＲγ２，在ｍＲＮＡ和蛋

白水平的表达差异，明确其在不同组织中的表达规

律，为进一步研究猪脂肪沉积的调控和品种选育提

供参考。

１　材料与方法

１１　材料

１．１．１　样本组织来源　八眉猪由宝鸡市苣良农场

提供。八眉猪屠宰后迅速取出心脏、肝脏、脾脏、肺

脏、肾脏、肌肉、内脏脂肪和皮下脂肪组织，切块，每

块重约２５ｇ，铝箔包装并标记，立即置于液氮中冷

却，之后放入－７０℃保存。

１．１．２　主要试剂和仪器　ＴＲＮｚｏｌ＿总ＲＮＡ提取

试剂（天为时代生物技术有限公司），ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ

ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
＃Ｋ１６２１（Ｆｅｒｍｅｎ

ｔａｓ），犜犪狇ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ＃ＥＰ０４０２（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ），

反转录和ＰＣＲ反应均在ｍｙｃｌｅ（ＢｉｏＲａｄ，Ｉｎｃ．）ＰＣＲ

仪上进行，ＰＰＡＲγ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙ，Ｉｎｃ．ＳＣ７２７３），二抗（北京中杉金桥生物技术有

限公司，ＺＢ２３０５）。βａｃｔｉｎ抗体（北京博奥森生物

技术有限公司，ｂｓ００６１Ｒ），二抗（武汉博士德生物工

程有限公司，ＢＡ１０５４），ＳｕｐｅｒＥＣＬＰｌｕｓ超敏发光液

（北京普利莱基因技术公司）。

１２　方法

１．２．１　ＲＴＰＣＲ检测犘犘犃犚γｍＲＮＡ的表达

１．２．１．１　组织总ＲＮＡ提取：　组织在液氮中研成

粉末，取６０ｍｇ加入１．５ｍＬ离心管，立即加入１

ｍＬＴＲＮｚｏｌ＿总ＲＮＡ提取试剂，之后按ＴＲＮｚｏｌ＿总

ＲＮＡ提取试剂操作说明操作。测定总ＲＮＡ的浓

度和完整性，置于－７０℃保存。

１．２．１．２　引物的设计与合成：犘犘犃犚γ１基因引物

根 据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 猪 的 犘犘犃犚γ１ 基 因 序 列

ＡＪ００６７５６设计：Ｓｅｎｓｅ：５′ＣＡＡＣＣＴＴＣＣＴＧＴＡＴ

ＧＴＴＡＧＴＧＧ３′，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＣＣＴＧＡＴＧＧＣＧＴ

ＴＡＴＧＡＧＡＣＡ３′，预期产物长度５９５ｂｐ，犘犘犃犚γ２

基因引物根据ＧｅｎＢａｎｋ中猪的犘犘犃犚γ２基因序列

ＡＦ０５９２４５设计：Ｓｅｎｓｅ：５′ＴＴＡＴＴＧＡＣＣＣＡＧＡＡ

ＡＧＣＧＡＴ３′，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＴＡＴＧＧＣＡＣＴＴＴＧＧＴ

ＡＧＴＣＣＴＧ３′，预期产物长度２８９ｂｐ，β犪犮狋犻狀基因引

物：Ｓｅｎｓｅ：５′ＡＣＴＧＣＣＧＣＡＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴＣ３′，

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ ＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣＡＴ

Ｃ３′，预期产物大小为３９９ｂｐ，引物均由上海生物工

程技术服务有限公司合成。

１．２．１．３　ＲＴＰＣＲ反应：　ＲＴ反应：取７μＬ提取

的总ＲＮＡ，按ＦｅｒｍｅｎｔａｓＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ

ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
＃Ｋ１６２１试剂盒推荐的方法以

随机六聚体为引物合成ｃＤＮＡ第一链。ＰＣＲ反应：

５０μＬ反应体系中含有：３０．５μＬ灭菌的二蒸水、５

μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（ＮＨ４）２ＳＯ４、５μＬ２ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓＭｉｘ、１μＬ１０μｍｏｌ／Ｌ 引物 Ⅰ、１μＬ１０

μｍｏｌ／Ｌ引物Ⅱ、３μＬ２５ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２、２．５μＬ

０．５Ｕ／μＬ犜犪狇ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、２μＬｃＤＮＡ模板。

反应条件：９４℃１０ｍｉｎ；５６℃１ｍｉｎ，９４℃ １ｍｉｎ，

５６．５℃ （犘犘犃犚γ１）／５８℃ （犘犘犃犚γ２）／５６．８℃

（β犪犮狋犻狀）１ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ，２８个循环；７２℃ １０

ｍｉｎ，４℃３０ｍｉｎ。

　　２．５μＬＰＣＲ扩增产物与０．５μＬ６×Ｌｏａｄｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ混合，在１％的含溴化乙啶的琼脂糖凝胶中

电泳，ＤｏｌｐｈｉｎＤＯＣ凝胶成像系统照相并分析图

像，测 定 各 条 带 的 ＯＤ 值，结 果 用 犘犘犃犚γ１、

犘犘犃犚γ２基因和β犪犮狋犻狀 电泳带 ＯＤ值的比值表

示。

１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＰＡＲγ表达　组织总

蛋白提取：组织在液氮中研成粉末，取１００ｍｇ加入

１．５ｍＬ离心管，再加入１ｍＬ组织裂解液
［８］，４℃充

分混匀，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ１０ｍｉｎ，取上清，留一部分

检测蛋白质浓度，其余与等体积上样缓冲液混匀，

１００℃５ｍｉｎ，－７０℃保存。

　　蛋白电泳：取蛋白样品８０μｇ，上样，以８０Ｖ电

压，在１２％的ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶中分离约２ｈ

后，转移至ＰＶＤＦ膜上。蛋白免疫印迹：５％ ＢＳＡ

室温封闭２ｈ，一抗（ＰＰＡＲγ为１∶３００，βａｃｔｉｎ为

１∶２００）室温孵育２ｈ，二抗（ＰＰＡＲγ为１∶３０００，

βａｃｔｉｎ为１∶４０００）室温孵育２ｈ，ＥＣＬ发光液混合

后作用ＰＶＤＦ膜３ｍｉｎ，压Ｘ光片１ｍｉｎ，Ｘ光片显

影和定影。

１３　统计分析

　　用ＳＰＳＳ１３．０软件对试验数据进行单因素方差

分析，结果用珚狓±狊表示，显示为柱状图。

２　结果与分析

４７２
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２１　犘犘犃犚γ犿犚犖犃在八眉猪不同组织的表达

　　选择４种不同的循环次数，分别扩增犘犘犃犚

γ１、犘犘犃犚γ２和β犪犮狋犻狀基因，最后确定循环次数为

２８次，犘犘犃犚γ１、犘犘犃犚γ２和β犪犮狋犻狀２８次循环异

管扩增后，所有样品的扩增条带经ＤｏｐｈｉｎＤＯＣ数

据转换系统转换后，每个组织样扩增条带中犘犘犃犚

γ１、犘犘犃犚γ２的转换ＯＤ值与β犪犮狋犻狀的值相比，即

得犘犘犃犚γ１、犘犘犃犚γ２ｍＲＮＡ的相对表达丰度。

　　各组数据经ＳＰＳＳ１３．０软件分析后，结果显示，

犘犘犃犚γ１ｍＲＮＡ在各组织均表达，在内脏脂肪组

织中表达水平显著地高于其他组织（犘 ＜０．０５），在

皮下脂肪组织中显著地高于脾脏、心脏、肝脏、肺脏、

肾脏和肌肉组织（犘 ＜０．０５），在脾脏和心脏中显著

高于肝脏、肾脏、肺脏和肌肉组织（犘 ＜０．０５），在肺

脏中表达水平显著地低于其他组织（犘 ＜０．０５）（图

１ａ，１ｂ）。犘犘犃犚γ２ｍＲＮＡ在内脏脂肪中表达水平

显著地高于其他组织（犘 ＜０．０５），在皮下脂肪组织

中显著地高于脾脏、心脏、肌肉组织、肾脏、肝脏和肺

脏（犘 ＜０．０５），在脾脏中显著地高于心脏、肝脏、肺

脏、肾脏和肌肉组织（犘 ＜０．０５），在心脏中显著地

高于肝脏、肺脏、肾脏和肌肉组织（犘 ＜０．０５）（图

１ｃ，１ｄ）。图中不同字母表示差异显著（犘 ＜０．０５）。

１．内脏脂肪；２．皮下脂肪；３．肌肉；４．肾脏；５．肝脏；６．心脏；７．肺脏；８．脾脏；Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ。下同

１．Ｖｉｓｃｅｒａｌａｄｉｐｏｓｅ；２．Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓａｄｉｐｏｓｅ；３．Ｍｕｓｃｌｅ；４．Ｋｉｄｎｅｙ；５．Ｌｉｖｅｒ；６．Ｈｅａｒｔ；７．Ｌｕｎｇ；８．

Ｓｐｌｅｅｎ；Ｍ．ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

图１　八眉猪不同组织中犘犘犃犚γ１（犪）、犘犘犃犚γ２（犮）及内参β犪犮狋犻狀 基因犚犜犘犆犚产物电泳图，

和犘犘犃犚γ１（犫）及犘犘犃犚γ２（犱）犿犚犖犃的表达

犉犻犵１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狉犲狊狌犾狋狅犳犘犘犃犚γ１（犪）、犘犘犃犚γ２（犮）犪狀犱β犪犮狋犻狀犚犜犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊

犪狀犱犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狋犺犲犘犘犃犚γ１（犫）犪狀犱犘犘犃犚γ２（犱）犿犚犖犃犻狀犅犪犿犲犻狆狅狉犮犻狀犲狋犻狊狊狌犲狊

２２　犘犘犃犚γ蛋白在八眉猪不同组织的表达

　　不同组织样经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，Ｄｏｌｐｈｉｎ

ＤＯＣ凝胶成像系统软件测定各条带吸光度，计算

ＰＰＡＲγ１、ＰＰＡＲγ２与βａｃｔｉｎ条带吸光度的比值，

用ＳＰＳＳ１３．０软件分析组数据，结果显示，ＰＰＡＲ

γ１在内脏脂肪组织中表达水平显著地高于其他组

织（犘 ＜０．０５），在皮下脂肪组织中显著地高于脾

脏、心脏、肝脏、肺脏、肾脏和肌肉组织（犘 ＜０．０５），

在脾脏、心脏、肾脏和肌肉组织中显著地高于肝脏和

肺脏（犘 ＜０．０５），在肝脏中显著地高于肺脏（犘 ＜

０．０５）（图２ｂ）。ＰＰＡＲγ２在内脏脂肪中表达水平

显著地高于其他组织（犘 ＜０．０５），在皮下脂肪组织

中显著地高于脾脏、心脏、肌肉组织、肾脏、肝脏和肺

脏（犘 ＜０．０５），在脾脏中显著地高于心脏、肝脏、肺

脏、肾脏和肌肉组织（犘 ＜０．０５），在心脏中显著地

高于肝脏、肺脏、肾脏和肌肉组织（犘 ＜０．０５），在肌

肉组织和肾脏中显著地高于肝脏和肺脏（犘 ＜

０．０５），在肺脏中显著地高于肝脏（犘 ＜０．０５）（图

２ｃ）。图中不同字母表示差异显著（犘 ＜０．０５）。

５７２
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图２　八眉猪不同组织中犘犘犃犚γ１、犘犘犃犚γ２及内参β犪犮狋犻狀免疫印迹检测结果（犪），

和犘犘犃犚γ１（犫）及犘犘犃犚γ２（犮）蛋白的表达

犉犻犵２　犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋狉犲狊狌犾狋狅犳犘犘犃犚γ１、犘犘犃犚γ２犪狀犱β犪犮狋犻狀狆狉狅狋犲犻狀（犪）

犪狀犱犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狋犺犲犘犘犃犚γ１（犫）犪狀犱犘犘犃犚γ２（犮）狆狉狅狋犲犻狀犻狀犅犪犿犲犻狆狅狉犮犻狀犲狋犻狊狊狌犲狊

３　讨　论

　　研究表明，ＰＰＡＲγ在体内的分布具有组织特

异性，Ｍｕｋｈｅｒｊｅｅ等用 Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ在人的心脏、

肝脏、肾脏、脂肪组织及肌肉组织中检测到了

ＰＰＡＲγ的表达
［９］。本研究发现，ＰＰＡＲγ在猪的

心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、脂肪组织和肌肉组织

均表达，该结果与Ｍｕｋｈｅｒｊｅｅ的研究结果基本一致。

另有报道指出，ＰＰＡＲγ在大鼠的白色脂肪组织、脾

脏、肾脏中表达，在肝脏和心脏中未发现其表达［１０］，

与本研究结果不一致，这可能是物种间差异所致。

因此，本试验也为猪作为一种研究人类肥胖及其相

关疾病的模型动物比啮齿动物更合适的观点［１１１２］提

供又一佐证。

　　ＰＰＡＲγ１和ＰＰＡＲγ２在体内分布也具有其自

身的特点，ＰＰＡＲγ１在多种组织中表达，而ＰＰＡＲ

γ２是脂肪组织所特有的
［７］，而 ＶｉｄａｌＰｕｉｇ等用

Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ在大鼠的骨骼肌中检测到犘犘犃犚γ１

的同时也检测到犘犘犃犚γ２的ｍＲＮＡ的表达
［１３１４］，

本研究发现ＰＰＡＲγ２在内脏脂肪、皮下脂肪、脾

脏、心脏、肺脏、肾脏、肝脏和肌肉组织中均表达，但

在肺脏、肾脏、肝脏、肌肉中表达水平明显低于

ＰＰＡＲγ１，这些结果的不一致需要进一步证实。同

时，ＰＰＡＲγ１和ＰＰＡＲγ２在同一组织表达差异的

机理有待进一步研究。它们在同一组织的表达差异

也提示，ＰＰＡＲγ１和ＰＰＡＲγ２在同一组织可能具

有不同的功能。

　　皮下脂肪组织和内脏脂肪组织有其发育和分布

的特点，有学者报道，ＰＰＡＲγ能降低血浆游离脂肪

酸水平，调节脂肪在内脏和皮下的分布［１５］。本研究

发现ＰＰＡＲγ在猪内脏脂肪组织表达水平显著高于

皮下脂肪组织，此结果提示，这种差异可能是调控脂

肪组织在内脏和皮下分布不同的一个关键因素，但

ＰＰＡＲγ调节体脂分布的具体机制尚需深入研究。

　　有报道指出，ＰＰＡＲγ在免疫系统有高水平的

表达［１６］，而脾脏作为机体免疫器官在免疫系统起着

重要的作用，本研究在脾脏中也检测到ＰＰＡＲγ高

水平的表达，与以往的报道相一致［１０］。ＰＰＡＲγ能

调节免疫细胞分泌肿瘤坏死因子α（Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ

ｆａｃｔｏｒａ，ＴＮＦα）
［１７］和白细胞介素６（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，

ＩＬ６）
［１８］等炎症细胞因子，脂肪组织也可分泌ＴＮＦ

α
［１９］和ＩＬ６

［２０］，而本研究发现ＰＰＡＲγ在脂肪组织

和脾脏均有高水平的表达，脂肪组织对细胞因子如

ＴＮＦα和ＩＬ６的分泌等是否同免疫细胞一样也受

到ＰＰＡＲγ调节，是一个值得探讨的问题。
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