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要!根据人%黑猩猩及大鼠等物种
.+/0"

基因同源序列设计引物!利用
%&'()%

方法从猪肝脏中克隆
.+/0"

基因
*+,-

的部分序列!组织特异性表达分析表明!

.+/0"

基因在
"

日龄和
.

月龄猪的肝%肺%肾%脾%心%胃%皮下

脂肪%内脏脂肪%背最长肌和股四头肌等组织中均表达!只是表达丰度随发育阶段和组织的不同有所差异&

"

日龄

猪的内脏脂肪中
.+/0"

的表达丰度最高!心脏和骨骼肌中相对较低'而
.

月龄猪的脾脏中
.+/0"

相对表达丰度最

高!明显高于免疫机能尚未完全建立的初生猪!显示出
.+/0"

可能在机体的免疫调节中起一定作用!另外!

.

月龄

猪的
.+/0"

表达丰度不仅在平滑肌和骨骼肌中有显著差异!而且在不同类型的骨骼肌中也存在显著差异!显示出

.+/0"

的表达可能与骨骼肌类型和运动强度有关&

关键词!猪'
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基因'克隆'组织表达

中图分类号!

/0#01#

!!!!

文献标识码!

-

!!!!

文章编号!

$233'3.34

"

#$$!

#

""'""42'$3

收稿日期!

#$$3'""'##

基金项目!国家重点基础研究发展计划 "

.!2

#项目"

#$$4)5""!6$3

#

作者简介!杨燕军 "

".0"'

#!男!陕西蒲城人!硕士生!主要从事分子生物学研究工作!

7'89:;

$

<<<<==

!!

!

"321*>8

"

通讯作者!杨公社!教授!

&?;

$

$#.'0!$.#42$

!

7'89:;

$

@

A

<

9B

@

...

!<

9C>>1*>81*B

,-./0-1()*+213404

5

-4670889:;<

=

.:880343>!"#$&04,0

5

D-,ED9B'

=

FB

!

5-GH:9B

@

!

(-,E I?:'

=

FB

!

D-,EE>B

@

'AC?

"

"

1$2+'$#+'

3

+

4

!)(5$6.$#7&

8

+9(#(+)$):;<9"6&7&=&6+

8

5&)#

!

>+'#,?&9#

!

@

'("<6#<'&$):.+'&9#'

3

A)(=&'9(#

3

!

B$)

@

6()

@

!"#"$$

!

C,()$

#

+?8/.-(/

$

&C?

J

9KL:9;*+,->M.+/0"N9A*;>B?OMK>8

J

:

@

(

A;:P?KQ

<

%&'()%

!

9BO

J

K:8?KN9A

O?A:

@

B?O9**>KO:B

@

L>LC?C>8>;>

@<

Q;9AL98>B

@

CF89B

!

*C:8

J

9BR??9BOK9LS-B9;

<

A:A>ML:AAF?

?T

J

K?AA:>BAC>N?OLC9L.+/0"N9AN:O?;

<

?T

J

K?AA?O:BLC?;:P?K

!

;FB

@

!

U:OB?

<

!

A

J

;??B

!

C?9KL

!

AL>89*C

!

AFQ*FL9B?>FA9O:

J

>A?

!

P:A*?K9;9O:

J

>A?

!

5D6+)

@

(99(5<9:+'9(9BO5D

E

<$:'("&

8

9

4

&5+F

'(9SV>K?>P?K

!

.+/0"?T

J

K?AA:>B9;

J

K>M:;?N9AO:MM?K?BLQ?LN??B:B"'O9

<

'>;O9BO.'8>BLC'>;O

J

:

@

AM>;;>N:B

@

LC?O:MM?K?BLO?P?;>

J

8?BL9;AL9

@

?9BOL:AAF?AS.+/0"N9AC:

@

C?AL?T

J

K?AA?O:BP:A'

*?K9;9O:

J

>A?>M"'O9

<

'>;O

J

:

@

ANC:;?;>N?K:BC?9KL9BOAU?;?L9;8FA*;?SWFKLC?K8>K?

!

.+/0"C9O

LC?C:

@

C?AL?T

J

K?AA:>B:BA

J

;??B>M.'8>BLC'>;O

J

:

@

A9BOA:

@

B:M:*9BL;

<

C:

@

C?KLC9B

J

:

@

;?LLC9L

O:OB

(

LC9P?*>8

J

;?L?:88FB:L

<

9Q:;:L

<

!

AC>N:B

@

.+/0"89

<

Q?:BP>;P?O:BQ>O

<

:88FB>8>OF;9'

L:>BSGB9OO:L:>B

!

LC??T

J

K?AA:>B

J

K>M:;?>M.+/0"B>L>B;

<

N9AA:

@

B:M:*9BL;

<

O:MM?K?BLMK>8

A8>>LC8FA*;?9BOAU?;?L9;8FA*;?

!

QFL9;A>N9AA:

@

B:M:*9BL;

<

O:MM?K?BLMK>8P9K:>FAAU?;?L9;

8FA*;?>M.'8>BLC'>;O

J

:

@

SGL:8

J

;:?OLC9LLC??T

J

K?AA:>B>M.+/0":A:BL:89L?;

<

K?;9L?OL>AU?;?'

L9;8FA*;?L

<J

?A9BO?T?K*:A?:BL?BA:L

<

S

@:

A

B3.68

$

J

:

@

'

.+/0"

@

?B?

'

*;>B?

'

L:AAF??T

J

K?AA:>B

!!

W>T

蛋白家族是
#$$$

年才发布统一命名的蛋

白质家族!由于其在生物体内所起的重要作用!已迅

速成为生命科学研究的热点)
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&在
W>T

的
"!

个

亚家族中!

W>TX

主要通过转录调控和信号传导途

径在动物的生长发育%细胞分化%代谢%凋亡和免疫

等方面起重要作用)
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W>TX

转录因子是
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#信号通路中的关键分子!上

游 受
(G2Y

+

(Y5

"

(C>A
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J

K>L?:BU:B9A?5

#磷酸化级联通路的调节!其活性与

磷酸化状态直接相关!下游调节的靶基因多与细胞

周期%细胞衰老及代谢有关&

.+/0

基因在进化上

高度保守!氨基酸序列中含有
2

个高度保守的
(Y5

磷酸化基序)

4

!

6

*

&对哺乳动物
W>TX

蛋白的研究起

始于线虫中发现的
W>TX

同源物
+-W'"3

!它是胰岛

素信号通路中的必需组成部分)

3

*

&

W>TX"

是
W>TX

家族中发现最早的成员!在脂肪细胞分化信号通路

与转录级联反应中具有重要作用!其与脂肪细胞代

谢及成肌细胞分化有很大关系!能促进脂肪细胞的

分化)

!

!

0

*

%负调控骨骼肌的生成和
G

型肌纤维基因的

表达)

.

*

!且对肝细胞%胰岛
"

细胞及脂肪细胞中胰岛

素作用的发挥起重要作用)
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目前!大鼠"

%9L

#%黑猩猩"

)C:8

J

9BR??

#等动物

和人类"

ZF89B

#的
W>TX"

完整
)+/

序列已克隆得

到!但有关猪的
W>TX"

序列及其组织分布情况尚未

见报道&本研究根据
E?B59BU

已发表的相关物种

.+/0"

基因
*+,-

的同源序列设计引物!扩增出长

度为
4"4Q

J

的猪
.+/0"

基因部分序列!并在
E?B'

59BU

登 录 "

-**?AA:>B ,>S+[3!23#$

#!同 时 对

W>TX"

在
"

日龄和
.

月龄猪不同组织器官中的表

达丰度进行了检测和分析!揭示
W>TX"

在初生仔猪

和成年猪不同组织器官中的差异性表达规律!为进

一步探讨
W>TX"

的功能及作用机理提供理论依据&
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材料和方法
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!

材料

!!

"

日龄和
.

月龄斯格猪"

/?

@

C?KA

#各
2

头的新鲜

组织取自于杨凌格润尔光明猪畜牧公司!于液氮内

取回!立即贮存于
\!$]

冰箱中备用&

!!

总
%,-

提取用
&K:R>;

试剂"百泰克生物#'逆

转录用
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回收试剂盒"天为时代#'

J

V+'".&P?*'

L>K

以及
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#

%
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#

"

&9Y9%9

#'

Z1[1 1̂[

质

粒微量提取试剂盒"安徽优晶#&

&C!

!

猪肝总
D*+

的提取

!!

取
"

日龄猪肝组织于液氮中研磨!用
&K:R>;

法

进行总
%,-

提取&在紫外分光光度计上对所提总

%,-

进行纯度鉴定!并进行凝胶电泳检测&总

%,-

保存于
\!$]

备用&

&C$

!

D7E,2D

!!

%&

反应使用
%?P?KL-:O

&V

W:KAL/LK9BO*+,-

/

<

BLC?A:AY:L

!取
4

$

H

总
%,-

!按照试剂盒说明书

进行操作!逆转录得到
*+,-

&根据人%黑猩猩及大

鼠
.+/0"

保守序列的一致性!用
(K:8?K61$

软件设

计 一 对 引 物!上 游 "

(K:8?K"

#$

6J'E))E&E)'

&-)&)E&&&E)F2J

'下 游 "

(K:8?K#

#$
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!引物由上海生工合成&
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反应体系为
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$

H

$
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$

H

灭菌的双蒸

水!
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$
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!
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$
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"1$

$

H

*+,-

模板&反应条件为$

.6 ]

预变性
38:B

'

.4

]"8:B

!

6412]"8:B

!

!#]0$A

!

22

个循环'

!#

]

延伸
"$8:B

&进行
()%

扩增时!同时以不加模板

的体系和
%,-

为模板的体系做对照!以排除试剂

污染和基因组
+,-

污染引起假阳性的可能&

&C'

!

序列测定与同源性比较

!!

()%

产物经低熔点琼脂糖凝胶电泳回收和

+,-

凝胶回收试剂盒纯化后!连接于
J

V+'".&

载

体上!再将连接产物转化到感受态
H1"+6(+Z6

&

!

涂布平板"含
-8

J

!

a'E9;

和
G(&E

#!通过蓝%白斑

筛选!将阳性克隆转种于含氨苄青霉素"

"$$8

@

+

H

#

的
H5

液体培养基进行扩大培养!

2!]

培养过夜!

用
Z1[1 1̂[

质粒微量提取试剂盒抽提质粒
+,-

"碱裂解法#!

()%

扩增初步鉴定重组质粒!再用

H"+%

#

和
I,+

#

进行双酶切进一步鉴定阳性克隆&

经
()%

和限制性内切酶酶切鉴定均为阳性克隆!送

交测序&

!!

将测序所得的序列与
E?B59BU

上已发表的人%

黑猩猩%大鼠%牛和狗
.+/0"

基因序列利用
);FAL9;

I

软件进行在线同源性比对!比较不同物种之间

.+/0"

基因的保守性&

&CF

!

!"#$&

的组织表达

"161"

!

各组织总
%,-

的提取及逆转录
!

分别取
"

日龄和
.

月龄猪的肝脏"

H:P?K

#%肺脏"

HFB

@

#%肾脏

"

Y:OB?

<

#%脾脏"

/

J

;??B

#%心脏"

Z?9KL

#%胃"

/L>8'

9*C

#%皮下脂肪"

/FQ*FL9B?>FA9O:

J

>A?

#%内脏脂肪

"

b:A*?K9;9O:

J

>A?

#%背 最 长 肌 "

516+)

@

(99(5<9

:+'9(

#和股四头肌"

51

E

<$:'("&

8

9

4

&5+'(9

#等
"$

种

器官和组织以及
.

月龄猪新鲜的皮肌"

51"<#$)&<9

#

44""
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期 杨燕军等$猪
.+/0"

基因
*+,-

部分序列的克隆及其组织表达

"

"

日龄仔猪皮肌因太薄无法采取#!应用
&K:R>;

法

提取总
%,-

!并进行逆转录&用
%&'()%

法检测

.+/0"

基因分别在
"

日龄和
.

月龄猪各组织的表

达情况!

.+/0"

基因的引物及
()%

反应体系%反应

条件等同
"12

&使用
!

F$"#()

作为内参对照"产物长

度为
2..Q

J

#!引物如下$上游
6c'-)&E))E)-&)'

)&)&&))&)'2c

' 下 游
6c')&))&E)&&E)&'

E-&))-)-&)'2c

&

"161#

!

()%

循环次数的确定
!

/[

"

/?8:'

d

F9BL:L9'

L:P?

!

/[

#

%&'()%

技术是建立在两对引物扩增处

于指数增长期的基础上!因此!循环次数应选择在达

到平台期前的线性范围内&本试验分别设计
#!

%

#0

%

#.

%

2$

%

2"

和
2#

等
3

个不同循环次数扩增
.+/0"

和

!

F$"#()

基因!筛选反应所需的合理循环次数&

"1612

!

凝胶电泳%凝胶成像和数据分析
!

取
#16

$

H()%

产物与微量溴酚蓝混合!进行琼脂糖凝胶

电泳!

I?9;L?*

凝胶成像系统拍照!并用
+>

J

C:B'"+

凝胶图像分析软件对条带进行光密度扫描定量!结

果用
.+/0"

和
!

F$"#()

电泳带吸光度的比值表示&

采用
+(/

统计软件进行单因素试验统计分析与显

著性检验&

!

!

结果与分析

!C&

!

肝总
D*+

的质量检测及其浓度

!!

在紫外分光光度计上对所提总
%,-

进行纯度

鉴定!

-

#3$

为
$1$60

!

-

#0$

为
$1$2$

!

-

#3$

+

-

#0$

为

"1.22

!其符合试验要求&总
%,-

浓度为
""3$

$

@

+

8H

&总
%,-

凝胶电泳检测!见图
"

&

图
&

!

总
D*+

凝胶电泳检测

G0

5

C&

!

;1:(/.3

=

H3.:808

=

.3>01:83>/3/-1D*+

!C!

!

,2D

扩增
!"#$&()*+

部分序列

!!

以猪肝总
%,-

逆转录产物为模板进行
()%

扩增!

()%

产物凝胶电泳检测见图
#

!对
()%

产物

进行纯化回收!回收结果检测见图
2

!双酶切鉴定见

图
4

&

V1+H#$$$89KU?K

图
!

!

,2D

产物凝胶电泳检测

G0

5

C!

!

;1:(/.3

=

H3.:808.:891/3>G3<I&,2D

=

.369(/8

V1+H#$$$89KU?K

图
$

!

,2D

产物纯化回收凝胶电泳检测

G0

5

C$

!

;1:(/.3

=

H3.:808.:891/3>6:

=

9.-.:6

=

.369(/8

V1+H#$$$

'

"1

重组质粒鉴定'

#1

双酶切结果

V1+H#$$$

'

"1()% :O?BL:M:*9L:>B >M K?*>8Q:B9BL

J

;9A8:O

J

V+".

'

#1H"+%

#

9BO I,+

#

K?ALK:*L:>B

:O?BL:M:*9L:>B

图
'

!

重组质粒及双酶切鉴定

G0

5

C'

!

%&"D

"

-46'("

"

.:8/.0(-/03406:4/0>0(-/0343>

.:(3J?04-4/

=

1-8J06

!C$

!

()*+

序列的同源性分析

!!

根据测序结果!

.+/0"*+,-

部分序列长度

4"4Q

J

"见图
6

#!其
*+,-

序列通过
5H-/&

比对!

与人"

ZF89B

#%黑猩猩"

)C:8

J

9BR??

#%大鼠"

%9L

#%

牛"

)9LL;?

#和狗"

+>

@

#的
*+,-

序列分别有
0!e

%

0!e

%

06e

%

0!e

%和
0!e

的一致性!初步判定为猪

64""



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
20

卷
!

的
W>TX"*+,-

序列&该
*+,-

序列已提交
E?B' 59BU

!登录号为
+[3!23#$

&

图
F

!

猪
!"#$&

基因部分片段的
()*+

序列

G0

5

CF

!

7H:

=

-./0-1()*+8:

K

9:4(:3>

=

0

5

!"#$&

5

:4:

!C'

!

确定组织表达检测中
,2D

反应的循环数

!!

分别采用
#!

%

#0

%

#.

%

2$

%

2"

和
2#

次
()%

循环

扩增
.+/0"

和
!

F$"#()

基因!筛选反应所需的循环

数!结果见图
3-

和图
35

&对
.+/0"

的
()%

产物

电泳分析结果表明!在
#!

'

2$

个循环之间!基因产

量呈线性扩增!没有进入
()%

反应的平台期"图
3

)

#!可以进行半定量
%&'()%

分析'对
!

F$"#()

的

()%

产物电泳分析结果表明!同样在
#!

'

2$

个循

环之间!基因产量呈线性扩增"图
3)

#!可以进行半

定量
%&'()%

分析!因此本研究
.+/0"

和
!

F$"#()

的
()%

循环次数均采用
#.

个循环&

-1

不同循环次数下
.+/0"

的
()%

产物电泳图'

51

不同循环次数下
!

F$"#()

的
()%

产物电泳图'

)1()%

产

物电泳条带
X+

值

-1()%

J

K>OF*LA>BLC?9

@

9K>A?

@

?;>M.+/0"

'

51()%

J

K>OF*LA>BLC?9

@

9K>A?

@

?;>M

!

F$"#()

'

)1X+9B9;

<

'

A:A>M?;?*LK>

J

C>K?L:*Q9BOA>M()%

J

K>OF*LA

图
L

!

不同循环数对
!"#$&

和
!

)*&+,-

扩增效率的影响

G0

5

CL

!

;>>:(/3>(

A

(1:834,2D-J

=

10>0(-/034:>>0(0:4(

A

3>!"#$&-46

!

)*&+,-

!CF

!

!"#$&

基因在初生猪和成年猪各组织中
JDE

*+

表达分析

!!

对初生
"

日龄仔猪的
"$

种组织用
%&'()%

方

法检测
.+/0"

基因的表达丰度情况!每一组织均使

用
!

F$"#()

作为内参!结果表明在所有检测组织中均

得到目的扩增片断"扩增条带见图
!

#!提示该基因

在肝脏%肺脏%肾脏%脾脏%心脏%胃%皮下脂肪%内脏

脂肪%背最长肌和股四头肌等
"$

种组织中均有表

达!其中在内脏脂肪中相对表达丰度最高"相对表达

丰度比较见图
.-

#!在背最长肌%股四头肌和心脏

中表达丰度较低!且在平滑肌和骨骼肌中的表达差

异不显著!在皮下脂肪和内脏脂肪中表达丰度差异

极显著&

!!

对
.

月龄成年猪的
""

种组织用
%&'()%

方法

检测
.+/0"

基因的表达丰度情况!每一组织均使用

!

F$"#()

作为内参!结果表明在所有检测组织中均得

到目的扩增片断"扩增条带见图
0

#!提示该基因在

""

种组织中"包括皮肌#均有表达!在脾脏中相对表

34""



!

""

期 杨燕军等$猪
.+/0"

基因
*+,-

部分序列的克隆及其组织表达

V1+H#$$$89KU?K

'

"

'

"$S

分别为肝%肺%肾%脾%股四

头肌%皮下脂肪%心%内脏脂肪%胃及背最长肌'以
!

F$"F

#()

为内参&下同

V1 +H#$$$ 89KU?K

'

"\"$SH:P?K

!

;FB

@

!

U:OB?

<

!

A

J

;??B

!

51

E

<$:'("&

8

9

4

&5+'(9

!

AFQ*FL9B?>FA 9O:'

J

>A?

!

C?9KL

!

P:A*?K9; 9O:

J

>A?

!

AL>89*C

!

9BO

516+)

@

(99(5<9:+'9(

!

K?A

J

?*L:P?;

<

1

!

F$"#()9A

J

>A:L:>B

*>BLK>;S&C?A98?9AQ?;>N

图
#

!

!"#$&

基因在初生猪"

&6

#

&"

种不同组织中的

扩增条带

G0

5

C#

!

7H:D7E,2D.:891/3>

=

0

5

1:/!"#$&

5

:4:04&"

/0889:8-J

=

1:8

达丰度最高!在肝脏中最低"相对表达丰度比较见图

.5

#&与初生猪有明显不同的是!成年猪的
.+/0"

表达丰度不仅在平滑肌和骨骼肌中有着显著差异!

而且在不同类型的骨骼肌"背最长肌%股四头肌和皮

肌#中也存在显著差异&

""S5D"<#$)&<9S&C?A98?9AQ?;>N

图
%

!

!"#$&

基因在成年猪"

M

月龄#

&&

种不同组织中

的扩增条带

G0

5

C%

!

7H:D7E,2D.:891/3>>0408H:6

=

0

5

!"#$&

5

:4:

04&&/0889:8-J

=

1:8

!!

不同组织中
.+/0"

基因的相对表达丰度显著

性检验结果如图
.

&在柱形图上方用大写字母注明

差异显著性水平!其中字母完全相同者表示无显著

性差异"

K

#

$1$6

#!首个字母相同而第
#

个字母不

同者表示有显著性差异"

K

$

$1$6

#!字母完全不同

者及其他情况表示有极显著差异"

K

$

$1$"

#"其中

-

和
-5

之间有极显著差异#&

$

!

讨
!

论

!!

作为一个新发现的基因!对其进行组织表达分

析是功能研究的前提!因此从猪肝脏克隆出
.+/0"

-1

初生猪"

"

日龄#'

51

成年猪"

.

月龄#

-1(:

@

;?L

"

"O

#'

51W:B:AC?O

J

:

@

"

#!$O

#

图
M

!

初生猪和成年猪各组织
!"#$&

基因
JD*+

相

对表达丰度的比较及显著性检验

G0

5

CM

!

7H:80

5

40>0(-4(:/:8/3>!"#$&JD*+:<

=

.:8E

80340460>>:.:4//0889:8>.3J

=

0

5

1:/-46>04E

08H:6

=

0

5

基因后!检测基础水平各组织中
.+/0"8%,-

的

表达丰度!结果发现
.+/0"

在所检测的初生仔猪和

成年猪各组织中均有表达!但表达丰度差异较大!进

一步证实了
.+/0"

在有机体生命活动中存在着广

泛的生物学效应&

!!

对于成年猪!

.+/0"

基因在肺%肾%脾%心和胃

等组织中表达丰度较高!显示出其在代谢旺盛组织

中的重要作用!这个结论与
5>F:;;?L

等)

""

*的研究结

果基本一致!与
,9U9?

等)

!

*的研究结果稍有差异!

主要表现在肝脏的组织表达上!这可能与所研究的

动物类别和日龄有关&另外
.+/0"

在平滑肌和骨

骼肌中表达差异较大!且在不同类型骨骼肌中也存

在差异!背最长肌%股四头肌和皮肌分别属于多裂

肌%纺锤形肌和板状肌!其位置和机能不同!活动强

度也有很大差异!本试验结果显示!成年猪
.+/0"

在活动强度较大的股四头肌中表达丰度低!在活动

强度较小的背最长肌中表达丰度高!而在活动强度

一般的皮肌中表达丰度介于两者之间!三者差异极

显著"

K

$

$1$"

#&同时有研究表明!

.+/0"

作为潜

在因子与骨骼肌的分化以及成肌细胞分化中的肌管

形成有重要关系)

"#

!

"2

*

'

Y98?:

等用转基因鼠研究表

明!

.+/0"

负调控骨骼肌的量和
G

型肌纤维基因表

达!不利于骨骼肌的功能发挥)

.

*

!虽然其中具体的分

!4""
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!

子调控机理还不清楚!但
.+/0"

在骨骼肌增殖与分

化过程中的重要作用已得到证实!下一步还需从细

胞水平和分子水平着手进行深入研究&

!!

H??BO?KA

等研究表明!在脾脏中
5

细胞和
&

细

胞均表达
W>TX"

!

W>TX

可能是淋巴细胞成熟的标

志性分子!在调控免疫细胞的细胞周期%细胞增殖及

免疫应答过程中起一定作用)

"4

*

!而本试验也显示出

成年猪脾脏中
.+/0"

的相对表达丰度在所检测的

""

种组织中最高!但尚未在胸腺%淋巴结及不同阶

段的
&

细胞和
5

细胞中进行检测!这些也将成为下

一步的研究内容!结合其他研究手段!以期进一步验

证和探索
W>TX"

在机体免疫调节中的作用和功能&
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