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%$&% [&<$

RWFC[&@0#CT URR$$$FFFUWR5WW555RRWUUW5W5RU

RWFC[&@0GC7 RWWFFG"$$R5WRURRURR5RR555RR5U

"HH [&<$

RWFC[&@0GCT URR$$$FFFWWUR5R5UUR5W5RRRW55W

!!

注#下划线部分为保护性碱基'

FFG"$$

和
$$$FFF

分别为引入的
M

K

.

&

和
!50

&

酶切位点)

/(03

#

8+@3*-9+3@94

B

*(03>09:3Y,43

'

FFG"$$,+@$$$FFF,*30139+0*(@)>3@M

K

.

&

,+@!50

&

>-3,:,

P

349034<

%<#<G

!

引物筛选
!

随机取
!&

份
D/5

样品(每样

品吸取等量
D/5

作为模板(用
G

对引物分别进行

QRT

扩增)

QRT

反应体系为
%[

$

V

#

%$

B

K(-

$

V

上

下游引物各
$<G

$

V

(

#$+

P

$

$

VD/5%

$

V

(

#gT3,>C

09(+Z9bH<[

$

V

(

@@S

#

E[<L

$

V

)

QRT

反应程序如

下#

L[e

预变性
[K9+

'

L!e

变性
G$4

(退火
G$4

!退火温度见表
%

"(

H#e

延伸
G$4

(循环
G[

次'最后

H#e

延伸
%$K9+

)对
QRT

产物进行
%c

琼脂糖凝

胶电泳检测后(送生工生物工程!上海"股份有限公

司进行测序(将测序结果使用
D/5=U5T4(.02,*3

!

:3*49(+H<%

"在
/RMF

中进行序列比对及分析)

%<#<!

!

$F8%[&

基因
[fC

调控区的扩增与分析
!

根

据序列比对结果(选取与
/RMF

序列比对后有突变

的区域(根据转录因子结合位点预测结果(选择引物

RWFC[&@0GC7

和
RWFC[&@0GCT

对
!&$

头秦川肉牛的

D/5

样品进行
QRT

扩增(将
QRT

产物送生工生

物工程!上海"股份有限公司进行测序(根据测序结

果进行基因分型)

用
>Z301Q*9K3*

在线软件!

100

B

#$$

222<)*(C

P

3+3<(*

P

$

K301

B

*9K3*

$"对
$F8%[&

基因的
[fC

调控

区进行甲基化水平分析(使用
Z,0F+4

B

3>0(*

!

10C

0

B

#$$

222<

P

3+(K,09b<@3

"分析启动子区潜在的转

录因子结合位点)

%<#<[

!

群体遗传变异性及
=/Q

关联分析
!

采用

/39

等%

%#

&的方法对牛群体中的基因杂合度!

S3

",有

效等位基因数!

/3

",多态性信息含量!

QFR

"和
S,*C

@

;

CX39+Y3*

P

平衡进行统计学分析)用
=5=

!

:3*C

49(+&<%

"软件中的一般线性模型!

WVZ

"分析秦川

肉牛肉质性状与
=/Q

的关联性(其模型如下#

?

,

N

O

h'i"

,

iF

N

i(

,

N

O

)

式中#

?

,

N

O

为第
,

个动物测量的各性状(

'

为每个性状

的总平均值(

"

,

为年龄效应(

F

N

为基因型效应(

(

,

N

O

为随机误差)性状统计数据以-平均值
j

标准误

!

Z3,+j=?

".表示(以体现样本量对群体估计的效

应)

%<#<"

!

双荧光素酶报告载体的构建
!

根据测序和

基因分型结果(构建同一片段不同基因型的报告载

体)使用
M

K

.

&

和
!50

&

限制性内切酶同时消化

含不同基因型的
QRT

产物和
B

WVGCM,49>A3>0(*

质

粒(然后使用
U!D/5

连接酶进行连接(构建双荧

光素酶报告载体)

将连接产物转化到大肠杆菌
DS[

)

感受态细胞

中(使用无内毒素质粒提取试剂盒提取质粒)对质粒

进行测序!生工生物工程!上海"股份有限公司"(并在

:@

第
!
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/RMF

中进行比对(以确保插入序列的准确性)使用

以上双荧光素酶报告载体质粒和
B

WVGCM,49>

进行

转染试验(重复
G

次(每次每种质粒转染
G

孔细胞)

%<#<H

!

细胞培养和转染
!

将小鼠前体脂肪细胞

GUGVC%

,小鼠成肌细胞
R#R%#

细胞系及牛前体脂肪

细胞在具有完全培养基的
#!

孔板%

%G

&中培养(

GUGVC

%

和
R#R%#

细胞系的完全培养基为体积分数
L$c

DZ?Zi

体积分数
%$c 7M=

(牛前体脂肪细胞的完

全培养基为体积分数
L$c 7%#

$

DZ?Zi

体积分数

%$c 7M=

)将
%<#<"

中构建好的质粒用
Ĉ0*3K3

W?/?SQD/5

转染试剂转染到上述
G

种细胞中(

同时转染
B

TVCUd

质粒作为转染效率标准化的内

参%

%!

&

)转染后
!&1

收集细胞(检测荧光素酶相对活

性(反映启动子的转录活性%

%[

&

)运用
=5=

!

:3*49(+

&<%

"软件中的
5/EA5

程序进行方差分析(采用

D)+>,+

0

4

法对荧光素酶相对活性值进行多重比较)

L

$

$<$[

表示差异显著(

L

$

$<$%

表示差异极显著)

#

!

结果与分析

#<%

!

$F8%[&

基因扩增引物的确定

G

对引物对
$F8%[&

基因
[fC

调控区的扩增结果

如图
%

所示)由图
%

可知(

RWFC[&@0%C7

$

RWFC[&@0%C

T

,

RWFC[&@0#C7

$

RWFC[&@0#CT

,

RWFC[&@0GC7

$

RWFC

[&@0GCT

引物的扩增产物大小分别约为
LL&

(

%$&%

和
"HHY

B

(与预期结果相符)

根据序列比对结果(选取与
/RMF

序列比对有

突变的扩增区域(发现引物
RWFC[&@0GC7

和
RWFC

[&@0GCT

扩增的片段中存在
=/Q

位点'根据转录因

子结合位点预测发现(该位点在
RWFC[&

启动子区域

中一个预测的转录因子
:CK

;

Y

的结合位点上(故选

择引物
RWFC[&@0GC7

和
RWFC[&@0GCT

扩增的片段进

行后续试验)

Z<D/5 Z,*J3*DV#$$$

'

%

(

#

(

G

分别为引物
RWFC[&@0%C7

和
RWFC[&@0%CT

,

RWFC[&@0#C7

和
RWFC[&@0#CT

,

RWFC[&@0GC7

和
RWFC[&@0GCT

的
QRT

扩增结果

Z<D/5 Z,*J3*DV#$$$

'

%

(

#

(

G,*3,K

B

-9.9>,09(+

B

*(@)>04(.

B

*9K3*RWFC[&@0%C7,+@RWFC[&@0%CT

(

RWFC[&@0#C7,+@RWFC[&@0#CT

(

RWFC[&@0GC7,+@RWFC[&@0GCT

(

*34

B

3>09:3-

;

图
%

!

秦川肉牛
$F8%[&

基因
[fC

调控区部分扩增结果

79

P

<%

!

Q,*09,-,K

B

-9.9>,09(+*34)-04[fC*3

P

)-,0(*

;

*3

P

9(+(.$F8%[&

P

3+39+]9+>1),+Y33.>,00-3

#<#

!

$F8%[&

基因的
[fC

调控区分析与
=/Q

确定

以
!&$

头秦川肉牛的血液样品为模板(选择引

物
RWFC[&@0GC7

和
RWFC[&@0GCT

在
$F8%[&

基因
[fC

调控区扩增得到的长
"HHY

B

的
QRT

产物片段!从

P

<%!![$&H$

到
P

<%!![%[!H

"进行试验)结果显示(

在
$F8%[&

基因的
[fC

调控区中检测到
%

个
=/Q

#

P

<%!![%$HL5

#

R

(且存在
G

种基因型(即野生纯合型

!

55

",突变杂合型!

5R

"和突变纯合型!

RR

"!图
#

")

方框标注为
P

<%!![%$HL

位点
!

U13Y(b94K,*J3@,4

P

<%!![%$HL4903

图
#

!

秦川肉牛
$F8%[&

基因
[fC

调控区
P

<%!![%$HL5

#

R=/Q

位点测序峰图

79

P

<#

!

=3

O

)3+>9+

P

K,

B

(.

P

<%!![%$HL5

#

R=/Q49039+[fC*3

P

)-,0(*

;

*3

P

9(+(.$F8%[&

P

3+39+]9+>1),+Y33.>,00-3

;@

西北农林科技大学学报!自然科学版" 第
!"

卷



!!

对
$F8%[&

基因的
[fC

调控区进行甲基化水平分

析(预测到
%

个
GL%Y

B

的
R

B

W

岛!图
G

")对
$F8%

[&

基因
[fC

调控区的核苷酸片段!

P

<%!![$&H$

到

P

<%!![%[!H

"进行转录因子结合位点分析(预测到过

氧化物酶体增殖物激活受体
+

!

Q3*(b94(K3

B

*(-9.3*C

,0(*,>09:,03@*3>3

B

0(*

+

(

QQ5T

+

",

/W7FCM

响应

元件!

/W7FCM*34

B

(+433-3K3+0

(

/MT?

",

RR55U

增强子结合蛋白
)

!

RR55U3+1,+>3*CY9+@9+

PB

*(C

039+

)

(

R

$

?MQ

)

",

B

[G7

,

>5ZQ

反应性元件结合蛋白

!

>5ZQ *34

B

(+49:3 3-3K3+0 Y9+@9+

P B

*(039+

(

RT?M

",

:CK

;

Y

,异位病毒整合位点
%

!

?>0(

B

9>:9*,-

9+03

P

*,09(+4903C%

(

?:9%

",

d*)

BB

3-

样因子
#

!

d*)

BB

3-C

-9J3.,>0(*#

(

dV7#

",核呼吸因子
%

!

/)>-3,**34

B

9*,0(C

*

;

.,>0(*%

(

/T7%

"和类转录激活因子效应物!

U*,+C

4>*9

B

09(+,>09:,0(*C-9J33..3>0(*

(

U5V?

"等
%$

种转录因

子的结合位点!图
!

")

=/Q

位点
P

<%!![%$HL5

#

R

位于
R

B

W

岛内(突变发生在
:CK

;

Y

结合位点

!

55RW

"的第
#

个
5

碱基上!图
!

")

图
G

!

秦川肉牛
$F8%[&

基因
[fC

调控区的甲基化水平分析

79

P

<G

!

5+,-

;

494(.K301

;

-,09(+-3:3-(.[fC*3

P

)-,0(*

;

*3

P

9(+(.

$F8%[&

P

3+39+]9+>1),+Y33.>,00-3

箭头表示转录起始位点(方框标示转录因子结合位点(灰色区域为
R

B

W

岛序列

5**(29+@9>,0340130*,+4>*9

B

09(+9+909,09(+4903

'

U130*,+4>*9

B

09(+.,>0(*Y9+@9+

P

49034,*3K,*J3@2901Y(b34

'

U13R

B

W94-,+@9419

P

1-9

P

103@9+

P

*,

;

图
!

!

秦川肉牛
$F8%[&

基因
[fC

调控区扩增片段的转录因子结合位点预测

79

P

<!

!

Q*3@9>09(+(.0*,+4>*9

B

09(+.,>0(*Y9+@9+

P

49034(.]9+>1),+Y33.>,00-3$F8%[&

P

3+3[fC*3

P

)-,0(*

;

*3

P

9(+

#<G

!

$F8%[&

基因
=/Q

位点的群体遗传变异性

由表
#

可知(秦川肉牛
$F8%[&

基因
[fC

调控区

P

<%!![%$HL5

#

R=/Q

位点的
G

种基因型中(

55

基因型频率最高(

5

等位基因频率大于
R

等位基因

频率'该
=/Q

的基因型分布在
S,*@

;

CX39+Y3*

P

不

平衡中(表明基因型频率受到选择,突变或迁移的影

响)此
=/Q

位点属于中度多态性!

$<#[

$

QFR

$

$<[$

"(具有一定的遗传潜能)

S3

,

/3

分别为

$<G$!H

和
%<!G&#

)

表
#

!

秦川肉牛
$F8%[&

基因
[fC

调控区
=/Q

位点的等位基因和基因型频率

U,Y-3#

!

W3+(0

;B

9>,+@,--3-9>.*3

O

)3+>9349+013[fC*3

P

)-,0(*

;

*3

P

9(+(.$F8%[&

P

3+3(.]9+>1),+Y33.>,00-3

位点

V(>)4

基因型频率

W3+(0

;B

9>.*3

O

)3+>

;

等位基因频率

5--3-9>.*3

O

)3+>934

SX? QFR S3 /3

P

<%!![%$HL5

#

R

55h$<""H$

5Rh$<#LH$

RRh$<$!%H

5h$<&%#[

Rh$<%&H[

$<$&HH $<#[&G $<G$!H %<!G&#

!!

注#

SX?

代表
S,*@

;

CX39+Y3*

P

平衡'

,

#

$<$[

h[<LL%

(

,

#

$<$%

hL<#%

)

/(03

#

SX?.(*S,*@

;

CX39+Y3*

P

3

O

)9-9Y*9)K

'

,

#

$<$[

h[<LL%

(

,

#

$<$%

hL<#%<

<@

第
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#<!

!

$F8%[&

基因
=/Q

位点与肉质的关联性

由表
G

可知(

5R

基因型个体的眼肌面积显著

高于
55

和
RR

型个体(

G

种基因型个体的肌内脂肪

含量和背膘厚性状无显著性差异!

L

#

$<$[

")

表
G

!

秦川肉牛
$F8%[&

基因
[fC

调控区
=/Q

位点不同基因型与肉质性状的关联性

U,Y-3G

!

544(>9,09(+(.@9..3*3+0

P

3+(0

;B

34(.=/Q9+013[fC*3

P

)-,0(*

;

*3

P

9(+(.$F8%[&

P

3+3(.

]9+>1),+Y33.>,00-32901>,*>,440*,904

位点

V(>)4

基因型

W3+(0

;B

3

肌内脂肪含量$
c

F7R

眼肌面积$!

>K

#

1头N%

"

?Z5

背膘厚$
>K

M7U

55

!

G#$

"

H<G&Lj$<##H !H<G&Lj#<G%LY %<$#Lj$<$H%

P

<%!![%$HL5

#

R 5R

!

%!$

"

H<%GGj$<G[H ["<"!&jG<$#G, %<$HGj$<$&$

RR

!

#$

"

H<HG$j$<G#$ GG<"[$j#<L[!Y $<"!$j$<$$%

!!

注#基因型一列括号中数据为该基因型样本数量'同列数据后标不同小写字母表示差异显著!

L

$

$<$[

")

/(03

#

U13@,0,9+Y*,>J304(.013

P

3+(0

;B

3940134,K

B

-349a3

(

,+@@9..3*3+0-(23*>,43-3003*49+@9>,0349

P

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

!

L

$

$<$[

"

<

#<[

!

=/Q

位点不同基因型的荧光素酶活性

由图
[

结果可知(在
GUGVC%

,

R#R%#

细胞系和

牛前体脂肪细胞中(

55

基因型的启动子活性最低(

5R

基因型的启动子活性最高(

G

种基因型在
G

种细

胞中的启动子活性差异均达极显著水平)结果表

明(转录因子
:CK

;

Y

结合位点!

55RW

"中第
#

个
5

碱基由
5

到
R

的突变会导致启动子活性发生显著

变化)

图柱上标不同小写字母表示差异显著!

L

$

$<$[

"(标不同大写字母表示差异极显著!

L

$

$<$%

"

D9..3*3+0-(23*>,43-3003*49+@9>,0349

P

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

!

L

$

$<$[

"(

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

B

90,--3003*49+@9>,03

:3*

;

49

P

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

!

L

$

$<$%

"

图
[

!

秦川肉牛
$F8%[&

基因
[fC

调控区片段
=/Q

位点不同基因型的启动子活性

79

P

<[

!

Q*(K(03*,>09:90

;

(.@9..3*3+0

P

3+(0

;B

34(.[fC*3

P

)-,0(*

;

*3

P

9(+=/Q4903(.]9+>1),+Y33.>,00-3$F8%[&

P

3+3

G

!

讨
!

论

本试验通过直接测序发现(

$F8%[&

基因
[fC

调

控区域存在
%

个单核苷酸多态位点
P

<%!![%$HL5

#

R

(将其不同基因型!

55

,

5R

和
RR

"与肌内脂肪含

量,眼肌面积和背膘厚等肉品质性状进行关联分析

后发现(其与重要的肉质性状眼肌面积显著相关)

在此之前(

E)

;

,+

P

等%

%"

&在有关鸡肉品质的研究中

发现(鸡的皮下脂肪及胴体质量与鸡
$F8%[&

基因

的突变显著相关)在小鼠肌肉中特异性敲除
$F8%

[&

会导致心肌和比目鱼肌中的脂肪变性(同时导致

小鼠的葡萄糖耐量和胰岛素敏感性提高%

%H

&

)

M,@9+

等%

%%

&在研究
$F8%[&

对骨骼肌能量代谢调节的具体

作用时发现(在人类肌细胞中过表达或降低
$F8%[&

基因表达(会相应提高或降低甘油三酯的水解和氧

化速度(说明
$F8%[&

是调节骨骼肌甘油三酯代谢

和底物氧化的限制因素)同时(

RWFC[&

蛋白在小鼠

糖酵解和氧化活性程度不同的肌肉中有不同的表达

量%

%&

&

)综上所述(

RWFC[&

作为甘油三酯水解酶

5UWV

的促进因子%

L

&

(在脂肪动员中发挥关键作

用%

%"

&

(传统研究主要集中在脂肪组织或细胞中(但

是近年来关于
$F8%[&

基因在骨骼肌,心肌等组织

和细胞中调控中性脂质代谢的研究有所增加)本研

究试图从转录水平探究
$F8%[&

基因对眼肌面积的

影响(采用的细胞模型包括小鼠前体脂肪细胞,小鼠

成肌 细 胞 以 及 牛 前 体 脂 肪 细 胞(结 果 表 明(

P

<%!![%$HL5

#

R

不同基因型在
G

种细胞中的启动

子活性差异都达到了极显著水平(由此推测
$F8%[&

基因的表达可能对眼肌中的肌肉部分和肌内脂肪部

分都有重要的影响)

有研究表明(

R

B

W

岛或
R

B

W

区域甲基化水平的

变化可影响转录因子的物理结合%

%L

&

(从而影响启动

子活性)本试验中位于
R

B

W

岛内的转录因子
:CK

;

Y

结合位点!

55RW

"中的第
#

个
5

碱基由
5

到
R

的

=@
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突变导致启动子活性发生了显著变化(但该碱基突

变对周围甲基化水平的作用是否对启动子活性有影

响(还有待于进一步验证)

同时(

$F8%[&

基因
P

<%!![%$HL5

#

R=/Q

位点

的不同基因型可能导致转录因子
:CK

;

Y

与
D/5

序

列的结合水平不同(继而影响到
$F8%[&

基因表达

及其在肌肉或脂肪组织中对脂质代谢的调节(最终

影响肉品质(如眼肌面积)

:CK

;

Y

属于原癌基因家

族(可结合
RT?M

(是
RT?M

结合蛋白家族!

RT?MC

Y9+@9+

PB

*(039+

(

RMQ

"的成员%

#$

&

(而
RMQ

是许多脂

质代谢酶的重要共激活剂(如固醇调节元件结合蛋

白 !

403*(-C*3

P

)-,0(*

;

3-3K3+0 Y9+@9+

P B

*(039+4

(

=T?MQ4

",

R

$

?MQ

和
QQ5T

%

#%

&

)

甘油三酯是许多重要生物化学反应!包括细胞

信号转导,基因转录,能量稳态,细胞周期调节和炎

症%

%

(

##C#!

&

"的底物和介质)

$F8%[&

的缺乏会导致甘

油三酯水解酶功能的缺陷(并且影响机体中的正常

脂质代谢%

L

&

)

RWFC[&

作为溶磷脂酸酰基转移酶(具

有单独的水解酶活性(但其特异性的酶功能!特别是

在哺乳动物中"尚不清楚)最新研究表明(

$F8%[&

在酿酒酵母,

/V=DC%

患者以及
$F8%[&

敲低小鼠的

成纤维细胞的过表达(最终会导致特异性磷脂总体

水平 的 改 变%

G

(

#[

&

)

$F8%[&

可 促 进 巨 噬 细 胞 中

LL"<

!

的表达(提高活性%

#"

&

(而
$F8%[&

敲除小鼠

则显示能量消耗显著增加%

##

&

)本研究序列分析结

果也显示(

$F8%[&

基因
[fC

调控区域可能有
RT?M

,

R

$

?MQ

)

或
QQ5T

+

等转录因子结合位点)这些都

意味着
$F8%[&

基因的转录与脂质代谢和能量平衡

等信号通路不可分离(因此有必要进一步研究
RWFC

[&

基因的转录调控机制(以探讨其在细胞脂质代谢

中的作用)
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