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+目的,研究
5JMF

!

E*(
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)(941(K3(\(aF

"基因在秦川牛各组织中的表达规律(为通过现代分子技术

手段改良秦川牛肉用性状提供理论依据)+方法,根据秦川牛
5JMF

的
KU/5

序列设计实时定量特异性引物(采用

实时荧光定量
VWU

方法(检测
5JMF

基因在秦川牛不同生长发育阶段!胎儿-

"

月龄-

#!

月龄"不同组织!心脏-肝脏-

脾脏-肺脏-肾脏-大肠-小肠-肌肉!背最长肌""及在
"

月龄-

%&

月龄-

#!

月龄-

"$

月龄秦川牛脂肪组织中的表达水平)

+结果,

5JMF

基因在秦川牛胎牛-

"

月龄-

#!

月龄
F

个阶段均在肺部组织中表达量最高!
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5JMF

基因在秦

川牛心脏-肝脏中的表达量随年龄的增长而极显著增加!

B

#

$<$%

"'在背最长肌中的表达量随生长发育过程的推进而

极显著减少!
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"'在大肠-肺脏组织中的表达量从胎牛到
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月龄逐渐降低(从
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月龄到
#!

月龄极显著增加!
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")随着年龄的增长(秦川牛脂肪组织中
5JMF

基因的表达量呈先升高后降低最后再升高的变化趋势(

%&

月龄表

达量最高(极显著高于其他年龄段!
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"'其次是
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月龄(表达量极显著高于
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月龄!
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")+结论,

5JMF

基因在不同阶段秦川牛的肺部组织中均有较高水平的表达'

5JMF

基因在脂肪组织中的表达量与牛生长速度正

相关(推测
5JMF

基因在秦川牛发育过程中与脂肪沉积有密切联系)

!关键词"
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秦川牛'

5JMF

基因'实时荧光定量
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'脂肪'基因表达
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秦川牛是我国著名的地方黄牛品种(具有耐粗

饲-抗逆性!病"强-肉质优的特点(但生长慢-产肉量

低且脂肪沉积欠佳%

%

&

)我国地方黄牛资源丰富(西

北农林科技大学牛业团队一直致力于秦川牛肉用性

状选育工作(利用常规育种手段及现代分子生物学

技术(历经
#$

余年(已成功选育出秦川牛肉用新品

系(其生长速度-产肉性能均较秦川牛有显著提高)

5JMF

基因是
E*(

d

)(94

同源盒基因家族的成员

之一(具有较高的保守性(是调节脊索动物脂肪沉积

的重要基因%

#BF

&

)该家族的各成员在脊椎动物胚胎

形成过程中参与许多调控作用%

!

&

)有研究发现(

5JMF

是调控脂肪组织的重要因子(并对脂肪沉积

有重要影响%

S

&

)另有研究发现(敲除斑马鱼
5JMF0

基因后(胰腺饥饿素
(

细胞!

J

,+>*3,09>

R

1*3-9+B

J

*(B

@)>9+

R

3

J

49-(+>3--4

"数量上升(胰岛素
)

细胞数量

下降!

9+4)-9+B

J

*(@)>9+

R

\30,B>3--4

"(胰高血糖素
*

细胞!

R

-)>,

R

(+B

J

*(@)>9+

R

,-

J

1,B>3--4

"数量上升(表

明胰腺中
5JMF

基因的功能与肥胖和
+

型糖尿病有

直接关联%

"BL

&

)另外(人们原来一直认为人类肥胖在

遗传上主要是由于
!DG

基因突变导致的(但实际上

是由
!DG

基因内部的一些肥胖相关元件与位于基

因组上较远位置的
5JMF

基因发生互作而导致的(

因此
5JMF

很可能是一个具有肥胖功能的基

因%

%$B%#

&

)而
!DG

基因自身似乎只对肥胖产生周边

效应%

%FB%S

&

)

目前(有关
5JMF

基因的研究仍然较少(在非模

式动物上的研究几乎没有)因此(本研究利用荧光

实时定量技术(检测
5JMF

基因在秦川牛不同月龄

不同组织中的表达情况(以揭示
5JMF

在秦川牛机

体中的表达规律(为秦川牛的分子育种提供理论依

据)

%

!

材料与方法

%<%

!

材
!

料

%<%<%

!

供试组织与器官
!

供试材料包括
F

头秦川

牛胎牛!妊娠
F

个月的胎儿"的心脏-肝脏-脾脏-肺

脏-肾脏-大肠-小肠-肌肉!背最长肌"(

F

头
"

月龄

秦川牛的心脏-肝脏-肺脏-大肠-小肠-肌肉!背最长

肌"(

F

头
#!

月龄秦川牛的心脏-肝脏-肺脏-大肠-

肌肉!背最长肌"(以及
"

月龄-

%&

月龄-

#!

月龄-

"$

月龄秦川牛的脂肪组织(所有组织器官均由西北农

林科技大学国家肉牛改良中心种质资源库于
Q&$

g

保存)

%<%<#

!

主要试剂及仪器
!

O*9T(-

试剂和总
U/5

提

取试剂盒(

OE5/Z?/

"公司产品'天净沙
U/,43

清

除剂
5

型(北京天恩泽" 公司产品'

V*9K3=>*9

J

0

O]

UOU3,

R

3+0N902901

R

C/5?*,43*

反转录试剂盒

和
=MXU

"

V*9K9a?aD0

O

O]

+

试剂盒(

O,N,U,

公

司产品'

GS$$U3,-O9K3VWU

仪(

5XE

公司产品)

%<#

!

牛组织总
U/5

的提取及反转录
VWU

用
O*9T(-

法提取牛组织总
U/5

(用琼脂糖凝胶

电泳检测法和分光光度计检测法对所提
U/5

的品

质进行检测)将品质符合要求的组织总
U/5

用

V*9K3=>*9

J

0

O]

UOU3,

R

3+0N902901

R

C/5?*,43*

反转录试剂盒进行反转(反应得到的
>C/5

保存于

Q#$g

冰箱)

%<F

!

5JMF

表达量的实时荧光定量检测

%<F<%

!

引物设计
!

选用
I6BE;

-

!

$04,./

-

##2

-

8A.

O

7.,./

和
%&=*U/5

为内参基因(检测其在各待

测组织中的表达情况(利用
/(*K79+@3*

和
R

3/(*K

进行分析(通过计算稳定值来确定最适内参数量及

最佳内参(结果显示
I6BE;

为最佳内参基因(因

此选用
I6BE;

为内参进行试验)根据秦川牛

5JMF

的
KU/5

序列设计实时定量特异性引物(交

由
O,N,U,

"公司合成'

I6BE;

引物由本实验室保

存)引物相关信息见表
%

)

%<F<#

!

实时荧光定量技术
!

用
=MXU

"

V*9K9a?a

D0

O

O]

+

试剂盒进行实时定量
VWU

(反应体系为
#$

%

Y

(其中
=MXU

"

V*9K9a?aD0

O

+

%$

%

Y

(上-下游

引物各
$<&

%

Y

(

UD̀ U3.3*3+>3C

;

3

+

$<!

%

Y

(

>CB

/5

模板
#

%

Y

(

@̂

#

D"

%

Y

)反应在
GS$$ U3,-

O9K3VWU

仪!

5XE

公司产品"上进行(具体循环参
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数为#

LSg

预变性
F$4

'

LSg

变性
S4

(

"$g

退火
F!

4

(循环
!$

次)熔解曲线程序为#

LSg%S4

(

"$g%

K9+

(

LSg%S4

)每个样品进行
F

次重复试验)

表
%

!

5JMF

和
I6BE;

的
d

UOBVWU

引物

O,\-3%

!

V*9K3*4(.

d

UOBVWU(.5JMF,+@I6BE;

基因
Z3+34

引物序列
V*9K3*43

d

)3+>34

退火温度$
g OK

产物长度$
\

J

Y3+

R

01

5JMF

7

#

SfBZWOZO5ZOZWWOOZZ55ZOZZ5ZBFf

U

#

SfBO55Z5WW5Z5ZWZZW5OWW5ZBFf

"$ L&

I6BE;

7

#

SfBWW55WZOZOWOZOOZOZZ5OBFf

U

#

SfBWOZWOOW5WW5WWOOWOOZ5BFf

"$ &$

%<!

!

数据处理

用待测基因的
%,

值减去对应的内参基因

I6BE;

的
%,

值(即可得到每种组织的
,

%,

值(在

待测组织中选择一种组织作为参照!其表达量设定

为
%

"(采用
#

Q

,,

%,法处理数据并分析相对表达

量%

%"B%G

&

(结果以.平均值
j

标准误/表示)

相对表达量用
=V==%"<$

软件进行单因素方差

分析(

B

#

$<$S

为差异显著(

B

#

$<$%

为差异极显

著)

#

!

结果与分析

#<%

!

秦川牛胎牛
5JMF

基因的组织表达规律

以
5JMF

基因在肝脏中的表达量为参照(其在

秦川牛胎牛
&

个不同组织中的相对表达量见图
%

)

图柱上标不同小写字母表示组织间差异显著!

B

#

$<$S

"(标不同大写字母表示组织间

差异极显著!

B

#

$<$%

")图
#

(

F

同

C9..3*3+0-(23*>,43-3003*4K3,+49

R

+9.9>,+0@9..3*3+>3,K(+

R

0944)34,0B

#

$<$S

(

@9..3*3+0>,

J

90,--3003*4K3,+3a0*3K3-

;

49

R

+9.9>,+0

@9..3*3+>3,0B

#

$<$%<O134,K3.(*79

R

<#,+@79

R

<F

图
%

!

秦川牛胎牛
5JMF

基因的组织表达规律

79

R

<%

!

KU/53a

J

*3449(+(.5JMF

R

3+39+@9..3*3+00944)34(.b9+>1),+.30,-\(:9+3

!!

由图
%

可知(在所检测的组织中(肺脏
5JMF

基

因的表达量最高(极显著高于其他组织!

B

#

$<$%

"'

其次是肾脏(其
5JMF

基因的表达量极显著高于除

肺脏外的其他组织!

B

#

$<$%

"'再次是心脏(其

5JMF

基因的表达量显著高于除肺脏-肾脏外的其

他组织!

B

#

$<$S

"'肝脏-脾脏-大肠-小肠和肌肉等

组织中
5JMF

基因表达量极低)表明
5JMF

基因在

秦川牛胎牛时期与肺脏和肾脏发育紧密相关)

#<#

!

"

月龄秦川牛
5JMF

基因的组织表达规律

以
5JMF

基因在大肠中的表达量为参照(其在

"

月龄秦川牛
"

个不同组织中的相对表达量如图
#

所示)由图
#

可知(在所检测的组织中(肺脏
5JMF

基因的表达量最高(极显著高于其他组织!

B

#

$<$%

"'其次是心脏(

5JMF

基因表达量显著高于除

肺脏外的其他组织!

B

#

$<$S

"'肝脏-大肠-小肠和

肌肉中
5JMF

表达量很低)表明
5JMF

基因在秦川

牛
"

月龄时对肺脏和心脏的发育有一定影响)

#<F

!

#!

月龄秦川牛
5JMF

基因的组织表达规律

以
5JMF

基因在肌肉中的表达量为参照(其在

#!

月龄秦川牛
S

个不同组织中的相对表达量见图

F

)由图
F

可知(在所检测的组织中(肺脏中
5JMF

基因表达量最高(极显著高于其他组织!

B

#

$<$%

"'

其次是心脏和肝脏(其
5JMF

基因表达量均处于较

高水平'大肠和肌肉中
5JMF

基因表达量很低)
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图
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!

秦川牛
"

月龄犊牛
5JMF

基因的组织表达规律
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*3449(+(.5JMF
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图
F

!

#!

月龄秦川牛
5JMF

基因的组织表达规律

79

R

<F

!

KU/53a

J

*3449(+(.5JMF

R

3+39+@9..3*3+0

0944)34(.#!BK(+01b9+>1),+>,00-3

#<!

!

不同年龄秦川牛
5JMF

基因在相同组织中的

表达规律

以
5JMF

基因在胎牛时期各组织中的表达量为

参照(其在秦川牛不同发育阶段同一组织中的相对

表达量如图
!

所示)由图
!

可知(在心脏和肝脏组

织中(

5JMF

基因的表达量随着年龄的增长而持续

增高(其中以肝脏的增长幅度最大(并且
#!

月龄时

的表达量极显著高于胎牛和
"

月龄时期!

B

#

$<$%

")

对肺脏和大肠而言(

5JMF

基因在胎牛中的表达量

较高(出生后在肺部的表达量有所下降但差异未达

显著水平!

B

%

$<$S

"(而在大肠中的表达量极显著

降低!

B

#

$<$%

"'之后随着年龄的增长(

5JMF

基因

表达量在
#!

月龄达到最高(极显著高于胎牛和
"

月

龄时期!

B

#

$<$%

")各组织中只有肌肉组织
5JMF

基因在胎牛中的表达量最高(出生后表达量随着生

长发育而极显著降低!

B

#

$<$%

")可见(

5JMF

基因

在不同时期秦川牛同一组织中的表达量均有显著差

异(推测其在秦川牛生长发育中有较为活跃的功能)

同一组织不同年龄阶段相比(图柱上标不同小写字母表示差异显著!

B

#

$<$S

"(标不同大写字母表示差异极显著!

B

#

$<$%

"
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-3003*4K3,+3a0*3K3-
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49

R

+9.9>,+0@9..3*3+>3,0B

#

$<$%

图
!

!

秦川牛
5JMF

基因在
F

个时期的组织表达规律

79

R

<!

!

KU/53a

J

*3449(+(.5JMF

R

3+39+01*33

J

3*9(@4(.b9+>1),+>,00-3

#<S

!

5JMF

基因在不同时期秦川牛脂肪组织中的

表达规律

以
#!

月龄脂肪组织中
5JMF

的表达量为参照(

其他年龄段脂肪组织中
5JMF

基因的表达情况如图

S

所示)由图
S

可以看出(随着年龄的增长(秦川牛

脂肪组织中
5JMF

基因的表达量呈先升高后降低最

后再升高的变化趋势(

%&

月龄时表达量最高(极显

著高于其他年龄段!

B

#

$<$%

"'其次是
"

月龄(

5JMF

表达量极显著高于
#!

&

"$

月龄!

B

#

$<$%

")
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不同年龄相比(图柱上标不同小写字母表示差异显著!

B

#

$<$S

"(

标不同大写字母表示差异极显著!
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图
S

!

秦川牛
5JMF

基因在脂肪组织中的表达规律

79

R

<S

!

KU/53a

J

*3449(+(.5JMF

R

3+3

9+.,00944)3(.b9+>1),+>,00-3

F

!

讨
!

论

我国地方黄牛资源丰富(但多为役肉或肉役兼

用型(产肉量较低(脂肪沉积欠佳%

%

&

)如何依靠地方

品种资源和生物技术手段加快黄牛遗传改良(积极

培育优质高产肉牛品种(是我国肉牛产业和广大科

技工作者面临的重要课题)研究发现(

5JMF

基因

在调节脊索动物生长发育-脂肪沉积等方面有重要

作用%

#BF

&

)因此(研究
5JMF

基因在秦川牛组织中的

表达情况(对利用现代分子育种方法进行肉脂品质

改良有重要的指导意义)

5JMF

基因作为
E*(

d

)(94

同源盒基因家族的成

员之一(具有较高的保守性)该家族的各成员在脊

椎动物胚胎的形成模式中参与许多调控作用%

!

&

)

C,+I3-

等%

%&

&对通过外科手术去脂!腹部脂肪"的肥

胖患者术前和
%

年后及正常偏瘦人的相关基因进行

检测后发现(手术后
5JMF

-

5JMS

等基因显著上调(

从而发现
5JMF

是调控脂肪组织的重要因子)

本研究发现(在秦川牛胎牛-

"

月龄-

#!

月龄时(

5JMF

基因在肺脏组织中的表达量始终最高(并在

成年牛时期达到最高'心脏组织的
5JMF

表达量也

处于较高水平(并随牛生长发育阶段的推进而增大(

因此推测该基因与心脏的发育有着密切联系(这点

与已有的研究结果即
5JMF

可以影响心脏功能相一

致%

%LB#F

&

)

EÙ F

基因在秦川牛肝脏-脾脏-大肠-小肠

和肌肉中的表达量都处于较低水平)

在脂肪组织中(

5JMF

基因的表达情况与生长

发育情况一致(在
"

到
%&

月秦川牛快速生长时期极

显著高于其他时期(并且表达量随年龄增加而增长'

而在
%&

&

#!

月龄秦川牛生长变得缓慢(

5JMF

基因

表达量也显著降低)分析发现(

5JMF

基因在脂肪

组织中的表达量与牛生长速度正相关(表明
5JMF

基因在秦川牛发育过程中与脂肪沉积有密切联系)
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