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基因在马身猪和大白猪背最长肌中的

发育性表达研究
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要"本研究旨在分析猪背最长肌中
.
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基因的发育性表达规律'采用实时荧光定量
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基因

<=43

和蛋白质发育性表达规律'结果表明!马身猪和大白猪背最长肌中
.
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基因
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相对表达量均表现

出初生时最高!
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日龄次之!
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日龄时突然降低!此后基本维持稳定状态的规律'马身猪背最长肌中
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日龄阶段!表达量呈现波动变化的不稳定趋势(在大白猪中!
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大白猪"
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在
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和蛋白质水平上的表达与猪的遗传背景和发育阶段有关'

关键词"猪(
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#家族控制着肌细胞的增殖和分化!与肌纤维

的数量和大小有密切的关系!对肉质和风味有重要

影响'该家族包括
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等
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种肌肉特异性转录因子!其共同特点

是含有碱性螺旋
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环
!

螺旋"
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#结构!当形成同源或异源二聚体时!这些转录

因子的碱性区可以与肌肉特异性基因的上游调控序

列
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结合!激活基因表达!激发生肌作用'在生

肌过程中!
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决定成肌细胞的特化和成

肌的起始!
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参与骨骼肌细胞的终末分

化过程!在晚期形成的肌管中表达)

%

*

'在动物出生后

的个体发育过程中!该基因家族主要是对肌卫星细胞

的增殖分化起调节作用!通过肌卫星细胞增殖分化!

与肌纤维融合来促进肌纤维的生长增粗)
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在
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家族中!

.
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是胚胎期最早被表达

的基因!其产物对成肌细胞命运的决定和维持起重

要作用)
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*

'在小鼠中!

.
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基因在受精后第
(

天

生皮肌节背内侧唇表达!第
/'1

天在腹侧唇&肌节&

鳃弓表达!第
%&

天开始在发育中的四肢和通过舌下

神经髓迁移的成肌细胞中表达!此后一直在骨骼肌

前体细胞中表达!直到在妊娠后期表达下调'在成

年个体中!

.

7:

1

基因只在卫星细胞和肌梭中表

达)

)

*
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缺失的小鼠!肌生成起始失败!直到

@%&'1

天
.
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表达后!肌生成程序被挽救(当

.
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都缺失时!成肌细胞和分化的骨骼

肌细胞都不出现)
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激活生肌分化程序依赖

于
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f小鼠!在胚胎期
@%1'1

"

%.'1

阶段!肋骨缺陷严重!长度比正常小鼠短
*&\

!表明

.
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基因在生肌节早期表达!成肌细胞特化正常'

但在新生儿阶段!几乎检测不到
.
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的表达!成

肌细胞不分化!检测不到
72W

!脊柱弯曲!肌纤维

几乎全部缺失!仅有的肌纤维也非常细!且不发育!

出生后几分钟内死亡!说明
.
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基因表达量的维

持需要其他肌肉分化因子的作用)

.
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'在成年个体

中!

.
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在急性和慢性肌再生和维持肌肉稳态中

起重要作用'成年
.
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缺失小鼠经冷伤害处理

后!出现轻微的持续性肌病!表现出不稳定的肌再

生!出现肌纤维过度增长&分化延迟&脂肪细胞积累&

纤维化等症状!卫星细胞的增殖受中度伤害)

9

*

'对

成年动物而言!卫星细胞是肌肉损伤修复或再生的

中介)

(

*

!成年卫星细胞大部分来源于胎儿期"

@%1

#

生肌过程中表达
.

7:

1

基因的祖细胞)
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有关猪
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基因的研究较少'曹婷等)
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*研

究了五指山猪
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日龄背部肌肉
.
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基

因
<=43

表达量!发现
<=43

的表达水平随着五

指山猪年龄的生长而增加'丁国杰等)
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*在猪
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基因第
%

外显子检测到
>

+

W

突变!与瘦肉

率有相关性'

8'7AAV

等)
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*在猪
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基因
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个
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区 域 的
W%1(K

&

W*9)K

&

W)%%>

&

3).&W

&

W).9>

和
W)/)K

!启动子区域的

W90K

'

;'Z'LA-

O

等)

%*

*研究表明体外培养的蓝塘

猪肌卫星细胞中
.
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表达量是长白猪的
0')

倍'

马身猪是山西省地方猪种!具有繁殖力高&抗逆

性强&肉质品质好等优点!但与国外猪种和培育品种

相比!生长速度慢!饲料报酬低'大白猪为引入猪

种!具有增重快&饲料转化率高!胴体瘦肉率高等特

点'生肌因子
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对骨骼肌的产生和发育以及维

持是必须的!是生长和肉质相关性状的候选基因'

本研究以马身猪和大白猪为研究对象!利用荧光定

量
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技术和
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技术检测马身猪和大

白猪从初生
"

%(&

日龄不同发育阶段背最长肌

.
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基因在
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和蛋白质水平上的表达规律!

为阐明
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基因在骨骼肌发育&肌肉生长和肉品

质方面的作用机理提供理论基础'
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材料与方法
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基因在马身猪和大白猪背最长肌中的发育性表达研究

身猪和大白猪作为试验动物!

0

个猪种同一时间开

始组建群体!在相同的饲养管理条件下饲养!满足正

常生长营养需求'选取初生&
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奶时去势#!于目标日龄当天屠宰!取背最长肌组织!

铝箔包裹后放于
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=K7A,EDR7$G.

'

X

!加去
=43

酶双蒸水至
*&

'

X

'反转录条件$

*9g

%1<$-

!

(1g1,

(反转录产物
f0&g

保存'

%'*'*

!

引物设计与合成
!!

根据猪
.

7:

1

基因

<=43

序列"

YW)1...9'%

#!应用
5R$<DR*'&

S

BJ,

软 件 "

IEE

S

$%%

CCCC'T$#$-P#R<AE$F,'-B

%

F

O

$!T$-

%

S

R$<DR*

S

BJ,

%

S

R$<DR*

S

BJ,'F

O

$

#在线设计引物'以

%(-'@1!

为内参基因'引物由北京六合华大基因

科技股份有限公司合成!序列见表
%

'

表
#

!

引物序列!退火温度及
:O5

产物长度

I7C?/#

!

:01G/06/

P

@/,8/6

#

7,,/7?1,

;

=/G

M

/07=@0/7,<:O5

M

03<@8=61A/

基因

>D-D

引物序列"

1[!*[

#

5R$<DR,D

e

JD-FD,

退火温度%
g

3--DAB$-

O

ED<

S

DRAEJRD

5W=

产物长度%
T

S

XD-

O

EI

.

7:

1

:#RCAR"

$

>>KWW3>333>3>W3>W3>K

=DQDR,D

$

>>3>3>>W3>KWW3>>KK>

.& %1&

%(-'=43

:#RCAR"

$

WWW3W>>33KW>3>333>3>

=DQDR,D

$

KK>3W>>33>>>W3WW3

.& %%9

%'*')

!

实时荧光定量
5W=

!!

取反转录合成的

F?43

原液!按照
0

倍梯度稀释
(

个浓度梯度制作

.

7:

1

和
%(-'@1!

基因荧光定量
5W=

标准曲线&

扩增曲线和熔解曲线!之后对不同样本进行
e

=K!

5W=

检测'反应体系及程序参照
8a6=

+

5RD<$G

@GKA

e

K7

%

"

KAYA=A

!日本#试剂盒说明书设置'

反应体系$

8a6=

+

5RD<$G@GKA

e%

%&

'

X

!

5W=

:#RCAR"5R$<DR

"

%&

'

<#B

-

X

f%

#

&'(

'

X

!

5W==D!

QDR,D5R$<DR

"

%&

'

<#B

-

X

f%

#

&'(

'

X

!

=̀ ;&')

'

X

!

F?430

'

X

!

""2

0

`.

'

X

'扩增程序$

/1g

预

变性
0&,

(

/1g

变性
0&,

!

.&g

退火及延伸
0&,

!

)1

个循环(

/1g%<$-

!

.&g*&,

!

/1g*&,

'每个样

本每个基因重复
*

次'采用
0

f

&&

WK法计算目的基

因
<=43

的相对表达量'

%'*'1

!

LD,EDR-!TB#E

!!

采用配制的
=M53

蛋白裂

解液"强#提取背最长肌总蛋白!样品重"

O

#与裂解液

量"

<X

#的比例为
%l%&

!

6W3

法测定蛋白浓度'取

蛋白质样品
%&

'

X

"蛋白量为
%&&

'

O

#与
0

'

X1h

8?8

还原型蛋白上样缓冲液混合!在
/1g

条件下

变性
1<$-

!然后进行
8?8!53>@

电泳'电泳条件

为
(&^*&<$-

跑浓缩胶!

%0&^0I

跑分离胶'利

用湿转法将胶上蛋白转移至
4W

膜上"恒压
%&&^%

I

#'将
4W

膜置于
1\

脱脂奶粉封闭液中室温孵育

%I

!分别在一抗
7

U

P1

抗体"

%l%&&&

#和
>35?2

抗体"

%l*&&&

#中
)g

孵育过夜!用
K68K

洗膜
*

次!每次
%&<$-

(用辣根过氧化物酶标记的二抗山

*(&0



畜
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牧
!

兽
!
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学
!

报
)1

卷
!

羊抗兔"

7

U

P1

!

%l*&&&

#和山羊抗鼠"

>35?2

!

%l

*&&&

#室温孵育
/&<$-

!用
K68K

洗膜
*

次!每次

%&<$-

'最后进行
@WX

显色!拍照后用
6M̀!=3?

凝胶成像仪自带的
M<A

O

DBAT

K7

,#PECARDQDR,$#-

)]&

分析软件对目的条带进行灰度值分析'

%'*'.

!

数据统计与分析
!!

采用
838Q/'&

软件

的
>X7

过程进行最小二乘分析!模型中包括品种&

性别&日龄等固定效应及相互之间的互作效应'初步

分析后!性别及性别与品种&性别与日龄的互作效应

对
.

7:

1

基因
<=43

或蛋白质相对表达量没有显著

影响!所以将这些效应剔除!最终配合的模型$

7(

M

P

T

%

V

0

(

V

?

M

V

0?

(

M

V

&

(

M

P

其中!

%

为总体均值(

7(

M

P

为
.

7:

1

基因
<=43

或蛋

白质相对表达量(

0

(

为品种效应"

(j%

!

0

#(

?

M

为日

龄效应"

M

j%

"

9

#(

0?

(

M

为品种与日龄的互作效应(

&

(

M

P

为随机残差'

!

!

结
!

果

!F#

!

总
5(+

提取和
P

5IK:O5

用
4A-#"R#

S

!%&&&

核酸蛋白测定仪测定总

=43

的纯度和浓度!

3

0.&-<

%

3

0(&-<

比值为
%'/

"

0]&

!浓度在
%&&&-

O

-

'

X

f%左右'用
%\

非变性琼

脂糖凝胶电泳检测
=43

完整性!发现
0(8R=43

&

%(8R=43

和
18R=43

条带清晰 "图略#!

0(8

R=43

和
%(8R=43

比值接近
0l%

!表明所提取的

总
=43

质量较好!可用于后续试验'

根据试验的最优反应体系和反应条件建立了内

参基因
%(-'@1!

和目的基因
.

7:

1

的标准曲线!

回归系数"

@

0

#分别为
&'//0

和
&'///

!斜率分别为

f*'0).

和
f*'0)

!目的基因与内参基因差值均
$

&'%

!说明
WE

值和模板起始浓度对数值之间具有良

好的线性关系!内参基因和目标基因有很高的扩增

效率'扩增动力学曲线符合标准的/

8

0形曲线!拐

点清楚!基线平稳!目的基因和内参基因的熔解曲线

均呈单峰!无非特异性扩增及引物二聚体'

!F!

!

马身猪和大白猪不同日龄背最长肌
:

7B

%

基

因
G5(+

的相对表达量

统计结果表明!品种&日龄及品种与日龄的互作

效应对
.

7:

1

基因
<=43

相对表达量有极显著影

响"

/

$

&'&%

#"表
0

#'马身猪和大白猪背最长肌中

.

7:

1

基因
<=43

相对表达量均表现出初生时最

高!

*&

日龄次之!随后随日龄的增长!表达量迅速降

低并基本维持稳定状态"马身猪
%0&

日龄表达量除

外#"图
%

#'

图中柱子的值为/平均数
i

标准误0'柱状图中!同一品

种内!字母不同者表示差异显著"小写字母#或极显著"大

写字母#'柱状图中!同一发育阶段!/

"

0表示不同品种

间差异显著"

/

$

&'&1

#!/

""

0表示差异极显著"

/

$

&]&%

#!/

-,

0表示差异不显著'图
)

同

ÂBJD,$-TAR"$A

O

RA<ARDEID

/

<DA-i,EA-"AR"DRR#R,

0

'

M-EID,A<DTRDD"

!

<DA-,C$EI-#F#<<#-BDEEDR"$PPDR

,$

O

-$P$FA-EB

U

!

B#CDRFA,DBDEEDRA-"FA

S

$EABBDEEDR<DA-,EID

"$PPDRD-FD$,,$

O

-$P$FA-EAEEIDBDQDB,#P&'&1A-"&'&%

!

RD!

,

S

DFE$QDB

U

'3EEID,A<DA

O

D

!/

"

0

<DA-,EID"$PPDRD-FDTD!

ECDD-7A,ID-A-"XAR

O

DLI$ED$,,$

O

-$P$FA-EAE&'&1BDQ!

DB

!/

""

0

<DA-,EID"$PPDRD-FD$,,$

O

-$P$FA-EAE&'&%BDQ!

DB

!/

-,

0

<DA-,EID"$PPDRD-FD$,-#E,$

O

-$P$FA-E'KID,A<D

A,:$

O

JRD)

图
#

!

马身猪和大白猪不同发育阶段背最长肌
:

7B

%

基

因
G5(+

的相对表达量

H1

;

F#

!

I9/G5(+0/?7=1.//S

M

0/6613,34:

7B

%

;

/,/1,

1(0

'

$%%$6)%D(5%$ =166@/7=<144/0/,=6=7

;

/634

X769/,7,<N70

;

/W91=/

M

1

;

6

就马身猪和大白猪同一发育阶段而言!在
*&

和

.&

日龄阶段!马身猪和大白猪背最长肌中
.

7:

1

基

因
<=43

相对表达量差异不显著(而在初生&

/&

&

%0&

日龄等阶段!马身猪的表达量显著或极显著高

于大白猪(在
%1&

和
%(&

日龄!大白猪的表达量显著

高于马身猪"图
%

#'

!F*

!

马身猪和大白猪不同日龄背最长肌
X

E

4%

蛋

白相对表达量

采用
LD,EDR-!TB#E

技术检测了马身猪和大白猪

不同发育阶段背最长肌
7

U

P1

蛋白表达量!结果见图

0

和图
*

'由图可见!目的蛋白
7

U

P1

和内参蛋白

>35?2

条带清晰!不同日龄间!内参蛋白条带面积

和灰度基本一致!符合内参蛋白恒定表达的特性'蛋

白条带面积和灰度值大小采用
6M̀!=3?

凝胶成像系

统自带的
M<A

O

DBAT

软件进行分析计算!

7

U

P1

与内参

对比!进行半定量分析!结果见表
*

和图
)

'

由表
*

和图
)

可见!品种&日龄及品种与日龄的

互作效应对
7

U

P1

蛋白相对表达量有极显著影响

"

/

$

&'&%

#'马身猪初生时!

7

U

P1

蛋白的相对表

达量最高!为
%'(1

(

*&

日龄时表达量最低!为
&'9)

(

)(&0



!

%0

期 黎
!

威等$

.

7:

1

基因在马身猪和大白猪背最长肌中的发育性表达研究

表
!

!

:

7B

%

基因
G5(+

相对表达量的方差分析

I7C?/!

!

+,7?

E

61634.7017,8/430G5(+0/?7=1.//S

M

0/6613,34:

7B

%

;

/,/

变异来源

8#JRFD#PQAR$AE$#-

自由度

"P

平方和

8J<#P,

e

JARD,

E

值

EDQABJD

/

值

/DQABJD

品种
6RDD"

"

6

#

% &'%&%( %.'99 &'&&&1

日龄
?A

U

#PA

O

D

"

?̀ 3

#

. .'.%(% %(%'9% &'&&&%

品种
h

日龄
6h?̀ 3 . &').*1 %0'9* &'&&&%

图
!

!

马身猪背最长肌
X

E

4%

蛋白的表达

H1

;

F!

!

VS

M

0/6613,34X

E

4%1,1(0

'

$%%$6)%D(5%$

=166@/34X769/,

M

1

;

图
*

!

大白猪背最长肌
X

E

4%

蛋白的表达

H1

;

F*

!

VS

M

0/6613,34X

E

4%1,1(0

'

$%%$6)%D(5%$

=166@/34N70

;

/W91=/

M

1

;

表
*

!

X

E

4%

蛋白相对表达量的方差分析

I7C?/*

!

+,7?

E

61634.7017,8/430X

E

4%

M

03=/1,0/?7=1.//S

M

0/6613,

变异来源

8#JRFD#PQAR$AE$#-

自由度

"P

平方和

8J<#P,

e

JARD,

E

值

EDQABJD

/

值

/DQABJD

品种
6RDD"

"

6

#

% *')1 .*(')& &'&&&%

日龄
?A

U

#PA

O

D

"

?̀ 3

#

. 0'%& .)'91 &'&&&%

品种
h

日龄
6h?̀ 3 . 0'*) 90'&1 &'&&&%

图
$

!

马身猪和大白猪不同发育阶段背最长肌
X

E

4%

的

相对表达量

H1

;

F$

!

X

E

4%

M

03=/1,0/?7=1.//S

M

0/6613,1,1(0

'

$%%$6)%

D(5%$=166@/7=<144/0/,=6=7

;

/634 X769/,7,<

N70

;

/W91=/

M

1

;

6

.&

"

%(&

日龄阶段!

7

U

P1

蛋白的相对表达量变化趋

势呈现出波动变化的不稳定趋势"图
)

#'随日龄的

增长!大白猪背最长肌中
7

U

P1

蛋白的相对表达量

呈现逐渐降低的趋势!初生时最高!与
*&

日龄的表

达量差异不显著!而极显著地高于
.&

日龄以后各阶

段的表达量"

/

$

&'&%

#(

/&

日龄以后!大白猪背最长

肌中
7

U

P1

蛋白的表达量呈稳定状态!这与马身猪

的表达规律不一致"图
)

#'就猪种而言!

.&

日龄时!

马身猪和大白猪背最长肌中
7

U

P1

蛋白表达量差异

不显著(

*&

日龄时!大白猪的表达量显著高于马身

猪"

/

$

&'&1

#(而在其它各阶段!马身猪
7

U

P1

蛋白的

平均表达量均极显著高于大白猪"

/

$

&'&%

#"图
)

#'

*

!

讨
!

论

曹婷等)

%&

*研究了五指山猪
*&

&

0%&

和
*.&

日龄

背部肌肉
.

7:

1

基因
<=43

表达量!发现
<=43

的表达水平随着五指山猪年龄的生长而增加'本研

究中!从初生
"

%(&

日龄!马身猪和大白猪背最长肌

中
.

7:

1

基因
<=43

表达量均表现出初生时最高!

*&

日龄时次之!此后表达量下降并一直维持在较低

的水平"马身猪
%0&

日龄时除外#!研究结果与曹婷

等)

%&

*的结果不一致!这种差异可能是由试验动物的

不同而造成的'五指山猪为小型猪!成年体重仅

0&

"

*&V

O

!相当于同龄大型猪的
%

%

)

"

%

%

1

!其骨骼

肌发育规律和生活习性可能与大型猪不同'陶志云

等)

%)

*研究了鸭胚胎期和初生早期胸肌组织中

.

7:

1

基因
<=43

表达的发育性变化!发现呈波浪

1(&0



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

型!在
%*

胚龄时表达量相对较高!

%9

胚龄时下降!

0%

胚龄时有所上升!随后又下降!出雏后又上升到

较高水平'在腿肌中!表达量呈/反
0

0型的表达趋

势!在
%*

胚龄时较高!随后下降!在出雏后又大幅度

上升!达到最高水平!结果与本研究相近'

7

U

P1

主

要对成肌细胞早期命运的决定起重要作用!动物出

生后!

7

U

P1

主要在肌细胞的肌梭和肌卫星细胞中表

达!通过肌卫星细胞参与肌纤维的再生和骨骼肌的

生长'本研究表明仔猪初生时或断奶前!肌卫星细

胞中
.

7:

1

表达量较高!为肌纤维的再生和骨骼肌

的生长做准备'马身猪
%0&

日龄时
.

7:

1

基因

<=43

表达量显著升高!可能与马身猪的行为学特

性有关'马身猪为地方品种!抗逆性强!性成熟早!

*

"

)

月龄就开始发情!活跃程度高!容易受伤'肌

卫星细胞与受伤后肌纤维的修复和再生有关!而

.

7:

1

表达于肌卫星细胞中!所以此阶段
.

7:

1

的

表达量较高'在马身猪中!

7

U

P1

蛋白的表达规律是

初生时最高!

*&

日龄时降低!此后表达量又逐渐升

高!但始终低于初生时的表达量'而在大白猪中!初

生时表达量最高!

*&

和
.&

日龄的表达量稍有降低!

但与初生时差异不显著(

.&

日龄以后的表达量显著

低于
.&

日龄之前!且呈稳定状态'不同发育阶段

7

U

P1

蛋白的表达规律与猪的生长规律相一致'

.&

日龄之前!仔猪活跃程度高!肌修复和再生能力强!

7

U

P1

表达量高(

.&

日龄后!进入肥育期!活动减少!

肌修复和再生能力减弱!

7

U

P1

表达量低'

就品种而言!在同一日龄阶段!在
<=43

水平

上!在
%0&

日龄前!马身猪的表达量高于大白猪!

%1&

和
%(&

日龄!大白猪的表达量高于马身猪'在蛋白

质水平上!除
*&

日龄大白猪的表达量显著高于马身

猪!

.&

日龄大白猪和马身猪的表达量差异不显著

外!在其他日龄阶段!马身猪的表达量均极显著地高

于大白猪'原因可能是马身猪为地方猪种!其肌卫

星细胞数目和增殖潜力要高于引入猪种)

%*

*

!且地方

猪种运动能力强!肌损伤和肌再生程度高于大白猪!

在个体出生后!

7

U

P1

主要表达于肌卫星细胞中!参

与肌肉损伤修复和骨骼肌生长!因此马身猪
7

U

P1

的表达量高于大白猪'本研究中!

.

7:

1

基因

<=43

和蛋白质表达模式不同!例如!在
*&

日龄阶

段!马身猪
.

7:

1

基因
<=43

表达量高于大白猪!

而在蛋白水平上!马身猪的表达量低于大白猪(在

.&

&

%1&

和
%(&

日龄阶段!马身猪
.

7:

1

基因
<=43

表达量低于大白猪!而蛋白质的表达量高于大白猪!

这种在
<=43

和蛋白质水平上表达模式的差异可

能是由于转录后调控所引起的'研究表明!虽然

.

7:

1

基因
<=43

在小鼠脑部表达!但转录后

.

7:

1!*[bK=

可结合
<$=!0&

和
<$=!*%

而抑制翻

译过程!因此在脑部检测不到
7

U

P1

蛋白)

%1

*

'

本研究初步探讨了马身猪和大白猪背最长肌中

.

7:

1

基因从初生到
%(&

日龄阶段的发育性表达趋

势!相关的基因表达调控机制及
.

7:

1

基因在肌肉

生长和对肉质品质的影响等方面还有待于进一步的

研究'
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