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共轭亚油酸对体外培养的猪骨骼肌肌
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#对体外培养的猪骨骼肌肌纤维类型组成的影响规律%

以体外培养的原代猪骨骼肌卫星细胞为材料!在卫星细胞向肌纤维转化时添加不同水平
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的基因表达%结果表明!肌纤维类型的组成随培养时间的延长发生显著变化!从第
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到
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型肌纤维比例显著上升!而其余
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对肌纤

维类型组成无显著影响%添加
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主要影响第
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则可显著改变第
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天的肌纤维类型组成!即显著提高
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型肌纤维比例%以上结果提示!添加
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可使肌纤维类型组成发生变化!且该作用

与添加水平和处理时间密切相关%

234

对肌纤维类型组成的影响主要表现为提高
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型肌纤维比例!这在一定程度上可解释
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提高猪肉品质的原因%
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近些年的研究发现!
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在改善猪肉品质方面

具有重要功能!既能减少胴体脂肪的沉积!又能增加

肌内脂肪含量+

6!B

,

%在生长猪饲粮中添加
#M6$5̂

#

6̂ 234

使背膘厚呈线性方式降低!添加量达

6̂

时的背膘厚降低约
B6̂

(而胴体瘦肉率则呈二

次方程式提高!添加量为
#M5̂

时的胴体瘦肉率最

高!提高约
$5̂

+

"

,

%在生长育肥猪饲粮中添加

#MF5̂ 234

使应激型猪的第
6#

肋骨和最后肋骨处

的背膘厚分别降低了
$$MB̂

和
5M%̂

!同时显著提

高肌内脂肪含量&大理石纹评分和脂肪硬度+

6

,

%肉

品质主要决定于肌肉本身的形态结构和化学组成%

肌纤维作为肌肉组织的主要组成部分!其类型和组

成是肌肉生长和肉品质的生化和分子生物学基础%

尽管人们对
234

在猪肉品质方面的作用进行了大

量研究!但对于
234

改善肉品质的作用机理目前

仍不十分清楚!是否与骨骼肌肌纤维类型的变化有

关迄今未见报道%

本试验将采用猪骨骼肌卫星细胞进行原代体外

培养!在卫星细胞向肌纤维转化时添加不同水平的
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!通过观测不同处理时间的
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的基因表达!以探

讨
234

对肌纤维类型组成的影响!为深入揭示
234

改善猪肉品质的分子细胞学机制提供科学依据%
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试验动物

选用
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日龄未哺乳的太湖
_

长白
_

大白三元杂

交仔猪%
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!

主要试剂
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型 胶原酶&胰蛋白 酶&

3!

多聚 赖 氨 酸 和

?I<ID

均购自
D1

+

7,

公司(

H=I=

-

T6$

培养基&

新生小牛血清和双抗"青霉素&链霉素#均购自重庆

百瑞生物工程有限责任公司(反转录酶"

=!=3̀
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HP4

聚合酶"
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0
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:P4

酶抑制剂"
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:P4

提取试剂"
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#和聚丙烯
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公司%
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!纯度
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E9̂

#购自美国
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主要仪器

二氧化碳培养箱"

TL'7,J.L1.J
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;K.L7'I!

0.&-L'(

#&纯水系统"
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#&低速离心机"
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#&倒置显微镜"

VHD!6

!重庆光学仪器厂#&
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+

L,/1.(-

#&电泳凝胶

成像系统"

G1'!:,/Q.0H'&$###

#等%

#G$

!

培养瓶包被

吸取
$M573

的
#M##6̂ 3!

多聚赖氨酸溶液加

入
$5&7

$ 无菌培养瓶内!然后将培养瓶放入
BFd

干燥箱中烘
$"K

以上%使用前将培养瓶取出!倾去

其中液体!并用生长培养基冲洗后备用!整个包被过

程均为无菌操作%

#G'

!

原代细胞的获取

参考何波等+

5!%

,的方法%在无菌条件下分离腿部

深层肌肉!经
H!?,(\eJ

液清洗后剪碎&移入离心管

中!再用冷
H!?,(\eJ

液反复吹打
B

次!静置!弃上清

液及漂浮组织(称重后!按每克组织加入
#M6̂

胶原酶

C#M573

!

BFd

消化
$#

#

B#71(

(弃上清液!再加入

#M$5̂

胰蛋白酶!

BFd

消化
$5

#

B571(

(加入生长培

养基终止消化!反复用力吹打后依次用
6##

&

$##

和

"##

目细胞筛过滤!收集滤液(

6$##L

'

71(

86离心
9

71(

!弃上清液!再用生长培养基重新悬浮细胞%

#GH

!

纯化

采用改良的差速贴壁法+

F!9

,

!将细胞悬液加入未

包被的培养瓶中培养
$K

!吸出培养基及未贴壁细胞!

再加入到新的未包被的培养瓶中培养
"K

!最后把培

养基及未贴壁细胞吸出加入到包被的培养瓶中培养%

#GI

!

培养及处理安排

纯化后的细胞先用含牛血清
$#̂

的生长培养

基进行培养!隔天换液
6

次%到完全贴壁后第
9

天

即细胞排列成行时!再改用
234

处理过的含
6#̂

牛血清的分化培养基进行培养!每天换液
6

次%每

天在倒置显微镜下观察细胞的培养情况!并拍照片%

在处理后第
"

&

9

和
6$

天!每个处理分别取出
B

瓶细

胞用以提取总
:P4

%

试验设
5

个处理组!分别添加
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先用无水乙醇预处理!
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再用含
6#̂

小牛血清的
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-

T6$

分化培养基稀

释至终浓度!且各处理组的乙醇浓度均为
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6M9M6

!

提取总
:P4

!!

先将细胞培养瓶中的液体

彻底弃干净!然后参照
:P4L'J.:.,

+

.(-

试剂的说

明书提取总
:P4

%用紫外分光光度计测定
WH

$%#(7

和
WH

$9#(7

值!计算总
:P4

浓度!其
WH

$%#

-

WH

$9#

比

值均在
6M9

以上%

6M9M$
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反转录"
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总
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酶抑制剂"

:P,J.1(K1@1-'L

#

#M5
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3

!

6#O

反

转录酶"
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#
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!

5_:;G*[[.L"

!
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"含
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'

3

86

;L1J!?20

X

?9MB

!

5#7'0

'

3

86

=
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20

$

!
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86

a20

!

5#7'0

'

3

86

H;;

!

$M5

7'0

'

3

86

D

X

.L71/1(.

#!反应总体积
$#

!

3

%先加

:P4

模板和随机引物!

F#d

水浴
6#71(

!迅速置于

冰上冷却
571(

!然后加入其余试剂!

BFd

反应
%#

71(

!

E5d

灭活
571(

%

6M9MB

!

<2:

!!

$
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3:;

产物!

6M$5O8$

0

HP4

聚合酶!

5

!

36#_<2:G*[[.L

!

#M$ 77'0

'

3

86

/P;<=1A-*L.
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$M577'0

'
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86
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3

86目的基因

引物%

目的基因引物及分析方法参照
;,(,@.

+

F

,和

UK,'

+

9

,等建立的方法%

=

>

?2C

&

=

>

?2$,

&

=

>

?2

$@

和
=

>

?2$A

有各自的上游引物!但下游引物相

同!其序列及扩增条件见表
6

%同时用
//?

$

W

和

:P4

样品分别取代
:;

产物作对照!以检验是否有

外源和基因组
HP4

污染!并用混合样品"待测样品

等比例混合#来建立最佳反应条件和校正不同批次

间
:;

和
<2:

效率的差异%

表
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目的基因引物序列及
D.N

条件
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Q-@F3@43/4@*R*@<*

;
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S

1*/+*<)-@,3@

2

*,

2

*/*<3/4D.N+-/46,6-/

目的基因

;,L

+

.-

+

.(.

<2:

产物-
@

X

<2:

X

L'/*&-

引物序列"
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]

*.(&.
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条件
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=
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=
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=
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=
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B9"
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T

$
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$
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E5 d

预 变 性
E

71(

(

E"dB#J

!

55dB#J

!

F$d

%#J

!

B#

个循环(

F$dF71(

6M9M"

!

电泳及灰度分析
!!

取
%

!

3<2:

产物在

9M#̂

聚丙烯酰胺凝胶上进行垂直板电泳!四硼酸钠

染色!用凝胶图像分析系统分析条带灰度%

6M9M5

!

数据处理与统计分析
!!

根据每条目的基

因灰度与
$A

基因灰度之间的比值"

$A

值为
6

#!求

和!得出每个基因占总和的比例!即为每个基因所代

表的肌纤维类型的比例%利用
D4DEM#

系统中一

般线性模型"

Q3=

#程序进行两因子方差分析!统计

模型中包括
234

水平&处理时间及
234

水平与处

理时间的互作%方差分析显著者!以
3DH

法比较平

均数间的差异显著性%

!

!

结
!

果

!G#

!

培养时间对肌纤维类型组成的影响

由表
$

可知!

=

>

?2C

和
=

>

?2$,

型肌纤维比

例随培养时间的延长逐渐下降!且试验所观测的各

时间点间差异极显著"

9

$

#M##B$

#%第
6$

与
"

天

相比!

=

>

?2C

和
=

>

?2$,

型肌纤维比例分别降低

了
F%MB̂

"

9

%

#M###6

#和
""MF̂

"

9g#M###5

#%

对于
=

>

?2$A

型肌纤维!第
9

与
"

天的比例未见

显著变化"

9g#M$FE5

#!但第
6$

天的比例显著下

降!降
65̂

#

$#̂

"

9

$

#M##$E

#%

=

>

?2$@

型肌

纤维比例随培养时间的延长逐渐增加!且各时间点

间差异极显著"

9

%

#M###6

#%第
6$

与
"

天相比!

=

>

?2$@

型肌纤维比例显著增加了
"

倍多"

9

%

#M###6

#%因此!肌纤维类型的组成随培养时间的

变化显著!主要表现为
=

>

?2$@

型肌纤维增加!而

其余
B

种类型肌纤维减少%

!G!

!

共轭亚油酸对
=

>

K.L

型肌纤维比例的影响

由图
6

可知!添加
5#

!

+

'

73

86

234

对第
"

#

6$

天的
=

>

?2C

型肌纤维比例无显著影响"

9

#

#M6B5B

#%添加
6##

!

+

'

73

86

234

对第
"

天的

=

>

?2C

型肌纤维比例也无显著影响"

9g#ME9EE

#!

但使第
9

和
6$

天的比例分别提高约
$$M9̂

和

$"#̂

"

9

$

#M##%E

#%添加
65#

和
$##

!

+

'

73

86

234

对第
"

#

6$

天的
=

>

?2C

型肌纤维比例的影

FE$
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响显著"

9

%

#M###6

#!且随
234

添加量的增加!其

影响程度增大%

$##

!

+

'

73

86处理组与对照组相

比!第
"

&

9

和
6$

天的
=

>

?2C

型肌纤维比例分别提

高了约
BFM"̂

&

6E$̂

和
B"9̂

"

9

%

#M###6

#%总

之!

234

对
=

>

?2C

型肌纤维比例的提高作用随添

加剂量的增加和培养时间的延长不断增强%

表
!

!

培养时间对肌纤维类型组成的影响

A3?7*!

!

())*+,-)+17,1@*,6:*-/,9*+-:

;

-<6,6-/-):

>

-)6?*@,

>;

*< ^

指标
<,L,7.-.L

第
"

天
H"

第
9

天
H9

第
6$

天
H6$ DI= 9

值
9!Z,0*.

=

>

?2C BFM6

,

$$M6

@

9M9

&

6M6

%

#M###6

=

>

?2$, $%M%

,

$6M$

@

6"MF

&

6M# #M###5

=

>

?2$A $%M#

,

$"M9

,

$#ME

@

6M# #M#B6F

=

>

?2$@ 6#MB

&

B6ME

@

55M5

,

6ME

%

#M###6

,

!

@

!

&

M

同行不同字母肩标者表示差异显著"

9

%

#M#5

#

,

!

@

!

&

M=.,(Y1-K/1[[.L.(-J*

X

.LJ&L1

X

-JY1-K1(-K.J,7.L'Y/1[[.LJ1

+

(1[1&,(-0

>

"

9

%

#M#5

#

同一时间不同
234

水平间差异显著者用不同字母表示"

9

%

#M#5

#!下同

=.,(JY1-K/1[[.L.(-0.--.LJ/1[[.LJ1

+

(1[1&,(-0

>

,7'(

+

/1[[.L.(-

2340.Z.0J,--K.J,7.-17.

"

9

%

#M#5

#!

-K.J,7.,J@.0'Y

图
#

!

不同水平的共轭亚油酸对
=

>

K.L

型肌纤维比例的影响

Q6

2

T#

!

())*+,<-)46))*@*/,+-/

0

1

2

3,*476/-7*6+3+647*R*7<-/

,9*

;

@-

;

-@,6-/-)=

>

K.L)6?*@

!G%

!

共轭亚油酸对
=

>

K.!3

型肌纤维比例的影响

由图
$

可知!添加
5#

!

+

'

73

86

234

对第
"

#

6$

天的
=

>

?2$,

型肌纤维比例无显著影响"

9

#

#M6#5"

#%添加
6##

#

$##

!

+

'

73

86

234

对第
"

和
9

天的
=

>

?2$,

型肌纤维比例的影响也不显著

"

9

#

#M#96B

#!但显著提高了第
6$

天的比例"

9

$

#M##%

#!且
$##

!

+

'

73

86处理组显著高于
6##

和

65#

!

+

'

73

86处理组"

9

$

#M##B$

#!而其余组间差

异不显著"

9g#MFE$9

#%可见!

234

对
=

>

?2$,

型肌纤维比例的影响主要表现在第
6$

天!且以
$##

!

+

'

73

86的添加效果最佳%

!G$

!

共轭亚油酸对
=

>

K.!M

型肌纤维比例的影响

由图
B

可知!添加
5#

!

+

'

73

86

234

对第
"

#

6$

天的
=

>

?2$A

型肌纤维比例无显著影响"

9

#

#M65$6

#%添加
6##

!

+

'

73

86

234

对第
"

和
9

的

=

>

?2$A

型肌纤维比例的影响也不明显"

9

#

#M5#B%

#!但显著降低了第
6$

天的比例!比对照组约

图
!

!

不同水平的共轭亚油酸对
=

>

K.!3

型肌纤维比例的

影响

Q6

2

T!

!

())*+,<-)46))*@*/,+-/

0

1

2

3,*476/-7*6+3+647*R*7<-/

,9*

;

@-

;

-@,6-/-)=

>

K.!3)6?*@

低
B#M9̂

"

9

%

#M###6

#%添加
65#

和
$##

!

+

'

73

86

的
234

对第
"

和
6$

天的
=

>

?2$A

型肌纤维比例

的影响不显著"

9

#

#M#F%$

#!但明显降低了第
9

天

的比例!比其他处理组约降
$EM%̂

#

"6M#̂

"

9

%

#M###6

#%可见!

234

对
=

>

?2$A

型肌纤维比例

的影响因添加剂量和培养时间的不同而异%

图
%

!

不同水平的共轭亚油酸对
=

>

K.!M

型肌纤维比例的

影响

Q6

2

T%

!

())*+,<-)46))*@*/,+-/

0

1

2

3,*476/-7*6+3+647*R*7<-/

,9*

;

@-

;

-@,6-/-)=

>

K.!M)6?*@

9E$
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!G'

!

共轭亚油酸对
=

>

K.!?

型肌纤维比例的影响

由图
"

可知!添加
5#

!

+

'

73

86

234

对第
"

#

6$

天的
=

>

?2$@

型肌纤维比例无显著影响"

9

#

#M#%

#%添加
6##

!

+

'

73

86

234

对第
"

和
9

天的

=

>

?2$@

型肌纤维比例也无显著影响"

9

#

#M6FFE

#!

但第
6$

天的比例显著降低!比对照组约降
B5M"̂

"

9

%

#M###6

#%添加
65#

和
$##

!

+

'

73

86的
234

使第
"

#

6$

天的
=

>

?2$@

型肌纤维比例均显著降

低"

9

$

#M##%B

#!且
$##

!

+

'

73

86处理组的降低幅

度大于
65#

!

+

'

73

86处理组%在
$##

!

+

'

73

86处

理组!第
"

和
9

天的
=

>

?2$@

基因表达极其微弱!

以致于用
:;!<2:

未能检测出(到第
6$

天的表达

量也很低!还不到对照组的
B#̂

!同时显著低于其

他处理组"

9

%

#M###6

#%可见!

234

对
=

>

?2$@

型肌纤维比例的作用程度随添加水平的增加而增

加!且受处理时间影响%

图
$

!

不同水平的共轭亚油酸对
=

>

K.!?

型肌纤维比

例的影响

Q6

2

T$

!

())*+,<-)46))*@*/,+-/

0

1

2

3,*476/-7*6+3+647*R*7<

-/,9*

;

@-

;

-@,6-/-)=

>

K.!?)6?*@

%

!

讨
!

论

自
H*

+

,(

等+

E

,发现添加
$̂ 234

可显著降低

猪皮下脂肪含量和提高胴体瘦肉率以来!人们对

234

在猪肉品质方面的作用进行了大量研究%试

验表明!

234

在降低猪皮下脂肪沉积的同时又可提

高猪肉肌内脂肪含量&改善大理石纹评分+

6!$

!

6#

,

!增

加脂肪组织和肌肉中
234

的沉积量&增强肉的营

养价值+

66

,

!提高脂肪组织中饱和脂肪酸与不饱和脂

肪酸的比例&改善脂肪硬度+

6$!6B

,

%还有研究发现!在

生长育肥期饲喂一定剂量
234

可提高猪肉色度!

降低滴水损失+

6#

!

6"

,

%关于
234

改善肉品质的作用

机理!人们也进行了一些研究!但主要从脂肪代谢角

度探讨
234

影响脂肪沉积的作用机理+

65

,

%最近研

究发现!肌纤维类型和组成与肉品质密切相关+

6%

,

%

然而!

234

是否通过影响肌纤维类型组成来改善猪

肉品质迄今未见国内外报道%本试验首次以猪骨骼

肌卫星细胞为材料!用体外法在此方面进行了探讨%

本试验结果表明!猪骨骼肌卫星细胞在融合成

肌管&出现肌纤维的特性后!随着进一步转化为肌纤

维的过程推进!

=

>

?2

"

&

=

>

?2$,

&

=

>

?2$A

和

=

>

?2$@"

种类型肌纤维比例发生了显著变化!即

表现为氧化型肌纤维减少!而酵解型肌纤维增加!这

与杨飞云+

6F

,及
UK,'

+

9

,等报道的猪肌纤维类型从出

生后至成熟分布模式的变化规律相似%本试验还发

现!添加
234

也可使肌纤维类型组成发生变化!且

该作用与添加水平和培养时间密切相关%添加
5#

!

+

'

73

86

234

对第
"

#

6$

天的肌纤维类型组成无

显著影响!

6##

!

+

'

73

86

234

主要影响第
6$

天的

肌纤维类型组成!而
65#

#

$##

!

+

'

73

86

234

则可

显著影响第
"

#

6$

天的肌纤维类型组成%

进一步分析发现!

234

对肌纤维类型组成的影

响主要表现为提高
=

>

?2C

和
=

>

?2$,

型肌纤维

的比例!而降低
=

>

?2$@

和
=

>

?2$A

型肌纤维的

比例!这在一定程度上解释了
234

改善猪肉品质

的原因%

=

>

?2C

和
=

>

?2$,

型肌纤维属于氧化

型!而
=

>

?2$@

型肌纤维属于酵解型!

=

>

?2$A

型肌纤维介于
=

>

?2$,

型与
=

>

?2$@

型之间%

氧化型肌纤维脂质含量更高!会在一定程度上影响

肌内脂肪含量+

69

,

%

?*

等+

6E

,对杜洛克和莱芜猪的

不同类型
=

>

?2

基因表达丰度与肉质关系的研究

发现!

=

>

?2$@7:P4

水平与肌内脂肪含量和大

理石花纹呈显著负相关!相关系数分别为
8#M%6F

和
8#M5EF

"

9

%

#M#5

#%一般地!氧化型肌纤维含有

较高的肌红蛋白!肌肉中若氧化型肌纤维所占比例

较高!则肌肉颜色较红润%相反!酵解型肌纤维所含

肌红蛋白的量较低!若酵解型肌纤维在肌肉中所占

比例高!则肌肉颜色显得苍白%系水力也与肌纤维

类型有关!高含量的酵解型肌纤维会导致肌肉保水

性能的下降+

$#

,

%根据上述的肌纤维类型与猪肉品

质的关系!综合前人报道的
234

对猪肉品质的影

响结果及本试验结果!可推测
234

对猪肉品质的

改善作用有可能是通过影响肌纤维类型的组成来实

现的!但该观点尚需进一步研究证实%

$

!

结
!

论

234

可改变体外培养的猪骨骼肌肌纤维类型

组成!且该作用与添加水平和处理时间密切相关%

234

对肌纤维类型组成的影响主要表现为提高

EE$
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?2C

和
=

>

?2$,

型肌纤维比例!而降低
=

>

!

?2$@

和
=

>

?2$A

型肌纤维比例!这在一定程度

上可解释
234

改善猪肉品质的原因%
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