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摘　要：本试验旨在研究饲粮理想蛋白质水平对背最长肌嫩度及骨骼肌特异性蛋白 －核转录
因子 κＢ（Ｐ９４ＮＦκＢ）信号途径相关蛋白和钙蛋白酶抑制蛋白（ＣＡＳＴ）ｍＲＮＡ表达量的影响。选
择初始重约５０ｋｇ的杜洛克 ×长白 ×大白三元杂交猪９０头，随机分配到３个处理，每个处理３
个重复，每个重复１０头，公母各占１／２。３个处理分别采用１２％、１６％、２０％理想蛋白质水平的
饲粮，饲粮能量水平相同。正试期５８ｄ，结束后屠宰取样，测定肌肉剪切力并利用实时定量 ＰＣＲ
法测定猪背最长肌 Ｐ９４、ＮＦκＢ、核转录因子抑制物（ＩκＢ）和 ＣＡＳＴｍＲＮＡ表达量。结果表明：１）
饲粮蛋白质水平对背最长肌剪切力、Ｐ９４、ＮＦκＢ、ＩκＢ和 ＣＡＳＴｍＲＮＡ表达量有显著影响（Ｐ＜
０．０５）；随饲粮蛋白质水平升高，背最长肌剪切力、ＩκＢ和 ＣＡＳＴｍＲＮＡ表达量升高、Ｐ９４和
ＮＦκＢｍＲＮＡ表达量降低。２）背最长肌剪切力与 ＩκＢ（相关系数为 ０．５１３，Ｐ＜０．０５）、ＣＡＳＴ
ｍＲＮＡ表达量（相关系数为０．８１６，Ｐ＜０．０１）呈正相关。３）ＣＡＳＴ与 Ｐ９４ｍＲＮＡ表达量呈负相关
（相关系数为 －０．４９６，Ｐ＜０．０５），与 ＩκＢｍＲＮＡ表达量呈正相关（相关系数为 ０．７１０，Ｐ＜
０．０１）。４）Ｐ９４与 ＮＦκＢｍＲＮＡ表达量呈正相关（相关系数为０．５５０，Ｐ＜０．０５），与 ＩκＢｍＲＮＡ
表达量呈负相关（相关系数为 －０．５１８，Ｐ＜０．０５）；ＩκＢ与 ＮＦκＢｍＲＮＡ表达量呈负相关（相关系
数为 －０．５３９，Ｐ＜０．０５）。结果提示：饲粮高蛋白质水平提高了猪背最长肌剪切力、ＣＡＳＴ和 ＩκＢ
ｍＲＮＡ表达量，降低了肌肉嫩度和 Ｐ９４ｍＲＮＡ表达量；猪背最长肌 Ｐ９４ＮＦκＢ信号途径在肌肉
嫩度调控过程中发挥一定作用，但不是主要途径。
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　　肉品质直接影响到养殖业、肉类加工业和批
发零售业效益以及广大消费者的切身利益，如何

提高肉品质已成为当今学者共同关心的一项重大

课题。嫩度作为评价肉品质的重要指标而倍受瞩

目。在肌肉组织中，钙蛋白酶系（ｃａｌｐａｉｎｓ）控制着
肌纤维蛋白的降解，这一过程是肌肉蛋白质降解

的限速步骤［１］，钙蛋白酶系在肌肉纤维更新及宰

后的嫩化中扮演着重要角色［２］。骨骼肌特异性蛋

白酶（Ｐ９４，又名 ｃａｌｐａｉｎ３、ＣＡＰＮ３）和钙蛋白酶抑
制蛋白（ｃａｌｐａｓｔａｔｉｎ，ＣＡＳＴ）都属于钙蛋白酶系统的
一员。核转录因子 κＢ（ＮＦκＢ）广泛存在于真核生
物中，是一个由复杂的多肽亚基组成的蛋白质家

族，在肌细胞形成、肌细胞再生和细胞增殖中发挥

了重要作用。骨骼肌特异性蛋白酶 －核转录因子
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κＢ（Ｐ９４ＮＦκＢ）信号途径与肌细胞核凋亡密切相
关。近年来，对 Ｐ９４的研究多集中于 Ｐ９４多态性
的分析［３－４］，对 ＮＦκＢ和核转录因子抑制物（ＩκＢ）
的研究多集中在干细胞生物学领域及肌肉疾病的

研究［５－６］，在动物营养中的应用很少，并且对 Ｐ９４
ＮＦκＢ信号途径与肌肉嫩度的联系更是鲜见报道。
曾有报道利用分子生物学技术手段研究饲粮营养

水平对肌肉嫩度的影响，从微观角度探讨相关基

因表达对肌肉嫩度的调控机制。本试验考察饲粮

理想蛋白质水平对生长肥育猪肌肉 ＣＡＳＴ和 Ｐ９４
ＮＦκＢ信号途径的影响，明确 ＣＡＳＴ与 Ｐ９４ＮＦκＢ
信号途径在猪肌肉嫩度调控中的作用，为改善猪

肉品质提供依据。

１　材料与方法
１．１　试验仪器
　　数显式肌肉嫩度仪（ＣＬＭ３型，东北农业大学
工程学院研制）；高速台式冷冻离心机（ＴＧＬ２０Ｍ，
长沙湘仪离心机仪器有限公司）；紫外分光光度计

（Ｃａｒｙ５０Ｐｒｏｂｅ，美国 Ｖａｒｉａｎ公司）；基因扩增仪
［ＴＣ９６／Ｇ／Ｈ（６），杭州博日科技有限公司］；ＰＣＲ
仪（ＡＢＩＰＲＩＳＭ７０００ＨＴＲｅａｌＴｉｍｅＲＣＲＳｙｓｔｅｍ，
美国 ＡＢＩ公司）；凝胶成像系统（江苏捷达）。
１．２　试验试剂
　　ＲＮＡ提取试剂盒（ＲＮＡｉｓｏＲｅａｇｅｎｔ）、荧光定
量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）试剂盒［ＳＹＢＲ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＰＣＲＫｉｔ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）］、
ＤＥＰＣ水、ＤＮＡ分子量标准（ＤＬ２０００）、５０ｂｐＤＮＡ
ＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ均购自于 ＴａＫａＲａ公司；琼脂糖购
自于宝泰克（西班牙）公司；其他常用化学试剂均

为国产分析纯。

１．３　试验动物与试验设计
　　本试验采用完全随机区组试验设计，选择初
始重约５０ｋｇ的杜洛克 ×长白 ×大白三元杂交猪
９０头，随机分配到３个处理，每个处理３个重复，
每个重复１０头，公母各占１／２。３个处理分别采用
１２％、１６％、２０％理想蛋白质水平的饲粮，饲粮能
量水平相同，正试期 ５８ｄ，参照 ＮＲＣ（１９９８）肥育
猪的营养需要配合成粉状全价料，饲粮消化能保

持相同。饲粮组成及营养水平见表１。
１．４　饲养管理
　　试验前进行驱虫、防疫、编号等工作。试验猪

水泥地面单圈饲养，自由采食，以鸭嘴式饮水器提

供充足清洁饮水，日饲喂 ３次，清粪 ３次，保持舍
内清洁，随时观察并记录饲养期间猪的食欲、精神

状况、粪便等情况。

１．５　样品采集制备
　　为了使胴体尽量少受破坏，肉样采集位置为
猪最后肋骨和最后腰椎间的单侧背最长肌，采样

４００ｇ，用于肉品质测定；并在最短的时间内于第
１３～１６肋骨间取猪背最长肌样本３０ｇ，放入锡箔
纸中包好，用液氮迅速冷冻，之后放于 －８０℃保存
备用。

１．６　肌肉嫩度测定
　　采用 ＣＬＭ３型数显式肌肉嫩度仪测定肉样
剪切力值，具体试验步骤参考张勇等［７－８］文献。

１．７　利用 ＲＴＰＣＲ测定相关蛋白 ｍＲＮＡ表达量
１．７．１　总 ＲＮＡ提取
　　参照 ＲＮＡ提取试剂盒推荐方法，提取猪背最
长肌样品总 ＲＮＡ。提取后的 ＲＮＡ用紫外分光光
度计在２６０ｎｍ和 ２８０ｎｍ处测定吸光度值，根据
ＯＤ２６０ｎｍ／ＯＤ２８０ｎｍ检验纯度，并按如下公式计算
ＲＮＡ的浓度：

ＲＮＡ的浓度（ｎｇ／μＬ）＝ＯＤ２６０ｎｍ×
稀释倍数 ×４０。

１．７．２　ｃＤＮＡ合成
　　按照 ＲＴＰＣＲ试剂盒操作方法进行。ｃＤＮＡ
合成后放 －２０℃保存备用。
１．７．３　引物设计与合成
　　本试验选择β－肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）作为内参，
用相对定量的方法，测定肥育猪 Ｐ９４、ＮＦκＢ、ＩκＢ、
ＣＡＳＴ的 ｍＲＮＡ相对表达量。引物均由 ＴａＫａＲａ
宝生物工程（大连）有限公司合成，引物序列及参

数见表２。
１．７．４　ＲＴＰＣＲ
　　βａｃｔｉｎ、Ｐ９４、ＮＦκＢ、ＩκＢＰＣＲ扩增反应的反应
体系均为 ２５μＬ：ＴａＫａＲａＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
（２×）１２．５μＬ，上 游、下 游 引 物 各 ０．５μＬ
（１０μｍｏｌ／Ｌ），ＲｏｘＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ（５０×）０．５μＬ，
模板ｃＤＮＡ溶液２μＬ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅＨ２Ｏ９μＬ。
　　反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，
５９～６３℃退火 ３０ｓ（具体基因的退火温度见表
２），７２℃延伸 ４５ｓ，４０个循环；７２℃最后延伸
２ｍｉｎ。

２
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表１　饲粮组成及营养水平（风干基础）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｄｉｅｔｓ（ａｉｒｄｒｙｂａｓｉｓ） ％

项目 Ｉｔｅｍｓ
蛋白质水平 Ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ／％

１２ １６ ２０

原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
玉米 Ｃｏｒｎ ５８．１２ ６９．０１ ８３．０９
４４％豆粕 ４４％ ｓｏｙｂｅａｎｍｅａｌ ２９．７６ １８．０２ ９．０３
玉米干酒糟及其可溶物 ＤＤＧＳ ６．００ ６．００
膨化大豆 Ｅｘｐａｎｄｅｄｓｏｙｂｅａｎ ２．００ ２．００ ２．００
石粉 Ｌｉｍｅｓｔｏｎｅ １．１７ １．１８ ０．９６
磷酸氢钙 ＣａＨＰＯ４ ０．５６ ０．８４ １．２０
玉米油 Ｃｏｒｎｏｉｌ ０．６７ ０．６７ ０．６７
食盐 ＮａＣｌ ０．２９ ０．４２ ０．５
预混料 Ｐｒｅｍｉｘ １．４０ １．４０ １．４０
ＤＬ－蛋氨酸 ＤＬＭｅｔ ０．０４ ０．１２
６５％ Ｌ－赖氨酸盐酸 ６５％ ＬＬｙｓ·ＨＣｌ ０．３８ ０．８１
耐热植酸酶 Ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅｐｈｙｔａｓｅ ０．０２ ０．０２ ０．０２
Ｌ－苏氨酸 Ｌｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ０．０１ ０．１６
甜味剂 Ｓｗｅｅｔｅｎｅｒ ０．０２ ０．０２ ０．０２
营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓ
消化能 ＤＥ／（ＭＪ／ｋｇ） １２．８９ １２．８９ １２．８９
粗蛋白质 ＣＰ ２０．００ １６．００ １２．００
可消化赖氨酸 ＴＤＬｙｓ ０．８０ ０．８０ ０．７８
可消化蛋氨酸 ＴＤＭｅｔ ０．３１ ０．２８ ０．２９
可消化苏氨酸 ＴＤＴｈｒ ０．６４ ０．５０ ０．５０
可消化色氨酸 ＴＤＴｒｐ ０．１８ ０．１５ ０．０９
钙 Ｃａ ０．６５ ０．７０ ０．７０
有效磷 ＡＰ ０．２８ ０．３０ ０．３３

　　预混料为每千克饲粮提供 Ｐｒｅｍｉｘｐｒｏｖｉｄｅｄｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｐｅｒｋｇｏｆｄｉｅｔ：ＶＡ１３００ＩＵ，ＶＤ１５０ＩＵ，ＶＥ２０ｍｇ，ＶＫ３
０．５ｍｇ，ＶＢ１１ｍｇ，ＶＢ２２ｍｇ，ＶＢ６１ｍｇ，ＶＢ１２０．００６ｍｇ，烟酸 ｎｉｃｏｔｉｎｉｃａｃｉｄ７．５ｍｇ，泛酸 ｐａｎｔｏｔｈｅｎｉｃａｃｉｄ７ｍｇ，叶酸 ｆｏｌｉｃ
ａｃｉｄ０．３ｍｇ，生物素 ｂｉｏｔｉｎ０．０５ｍｇ，氯化胆碱 ｃｈｏｌｉｎｅｃｈｌｏｒｉｄｅ３００ｍｇ，Ｆｅ５０ｍｇ，Ｚｎ５０ｍｇ，Ｃｕ３．５ｍｇ，Ｍｎ２．０ｍｇ，Ｉ
０．１４ｍｇ，Ｓｅ０．２５ｍｇ，赖氨酸 ｌｙｓｉｎｅ７０ｇ。

１．７．５　电泳
　　将预先配制好的加溴化乙锭（ＥＢ）的１％琼脂
糖凝胶融化，冷却至约 ６０℃，倒入装好梳子的胶
槽内，使凝胶厚度为 ５～７ｍｍ，待凝胶完全凝固
后，小心移去梳子，将凝胶放入装有１×ＴＡＥ电泳
缓冲液的电泳槽中，将５μＬＰＣＲ产物与１μＬ电
泳上样缓冲液（６×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ）混合后，点样。
同时于样品旁边点５μＬＤＬ２０００ＤＮＡＭａｋｅｒ作为
分子量标记，１１０Ｖ电压电泳２０ｍｉｎ。紫外线下观
察结果，并拍照记录。

１．８　数据统计与分析
　　用中国科学院沈阳应用生态研究所的 ＡＢＩ

Ｐｒｉｓｍ７０００ＳＤＳｓｏｆｔｗａｒｅ１．５进行相对定量分析。
采用２－△△Ｃｔ的计算方法计算出目的基因的相对表
达量，用 ＳＰＳＳ１６．０对数据进行统计分析，并用
ＬＳＤ法和 Ｄｕｎｃａｎ氏法进行多重比较，结果用平均
值 ±标准差表示。

２　结　果
２．１　背最长肌剪切力及 Ｐ９４、ＮＦκＢ、ＩκＢ和
ＣＡＳＴｍＲＮＡ表达量
　　从表３可见，背最长肌剪切力随饲粮蛋白质
水平的升高而升高，２０％组显著高于１２％、１６％组
（Ｐ＜０．０５）。猪背最长肌 Ｐ９４、ＮＦκＢｍＲＮＡ表达

３
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量随饲粮蛋白质水平的升高而降低，其中 Ｐ９４
ｍＲＮＡ表达量在２０％组与１２％、１６％组之间差异
显著（Ｐ＜０．０５），而ＮＦκＢｍＲＮＡ表达量在不同组
之间差异不显著（Ｐ＞０．０５）。猪背最长肌 ＩκＢ、
ＣＡＳＴｍＲＮＡ表达量随饲粮蛋白质水平的升高而
升高，其中 ＩκＢｍＲＮＡ表达量２０％组与１６％组之

间差异显著（Ｐ＜０．０５），２０％组与 １２％组差异极
显著（Ｐ＜０．０１），而 ＣＡＳＴｍＲＮＡ表达量在 ２０％
组与 １２％、１６％组之间差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
所有基因 ｍＲＮＡ表达量在１６％组与 １２％组之间
差异均不显著（Ｐ＞０．０５）。

表２　引物序列及实时定量ＰＣＲ反应条件
Ｔａｂｌｅ２　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

基因

Ｇｅｎｅ
产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ／ｂｐ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′—３′）
退火温度

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ／℃

β－肌动蛋白
βａｃｔｉｎ

２１６
上游：ＴＧＣＧＧＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡＧ
下游：ＡＧＴＴＧＡＡＧＧＴＧＧＴＣＴＣＧＴＧＧ

６２

骨骼肌特异性蛋白酶

Ｐ９４
１１９

上游：ＡＧＧＣＡＧＡＴＡＧＣＡＧＧＣＧＡＴＧＡ
下游：ＣＧＧＣＡＧＧＡＣＴＣＣＡＡＴＧＴＧＡＡ

５９

核转录因子κＢＮＦκＢ １７２
上游：ＴＴＡＴＴＣＣＣＴＴＡＧＣＧＧＴＴＣＴＧ
下游：ＣＴＧＧＣＧＡＴＡＧＴＴＣＴＣＣＴＣＣＴ

６０

核转录因子抑制物 ＩκＢ ２１５
上游：ＧＴＴＣＴＧＣＴＣＧＧＴＣＣＣＴＴＧＴＡＧ
下游：ＡＧＴＧＣＣＣＴＧＴＴＴＣＴＣＡＴＴＴＧＣ

６３

钙蛋 白 酶 抑 制 蛋 白

ＣＡＳＴ
１０２

上游：ＧＧＴＧＧＡＡＧＡＧＧＡＣＡＣＧＡＴＧＡＧ
下游：ＴＣＣＴＴＡＡＴＧＧＡＧＣＴＧＡＧＧＴＣＡＡＧ

６０

表３　饲粮不同蛋白质水平对猪背最长肌剪切力及Ｐ９４、ＮＦκＢ、ＩκＢ和ＣＡＳＴｍＲＮＡ相对表达量的影响
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔａｒｙｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｎｔｈｅｓｈｅａｒｆｏｒｃｅａｎｄＰ９４、ＮＦκＢ、ＩκＢａｎｄＣＡＳＴｍＲＮＡ

ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｄｏｒｓｉｉｎｐｉｇｓ

项目 Ｉｔｅｍｓ
蛋白质水平 Ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ／％

１２ １６ ２０

剪切力 Ｓｈｅａｒｆｏｒｃｅ／Ｎ ３．４０５±０．１１５ａ ３．５０９±０．１７２ａ ３．６５９±０．１４５ｂ

骨骼肌特异性蛋白酶 Ｐ９４ １．００９±０．１４５ａ ０．９０５±０．２０５ａ ０．６９０±０．２４０ｂ

核转录因子κＢＮＦκＢ １．００９±０．１４８ ０．９１８±０．１０３ ０．８５０±０．１０７
核转录因子抑制物 ＩκＢ １．０３１±０．２７６ａＡ １．０９６±０．２１６ａＡＢ １．５１６±０．２８２ｂＢ

钙蛋白酶抑制蛋白 ＣＡＳＴ １．００６±０．２５０ａＡ １．１２０±０．２８１ａＡ １．７５１±０．２８５ｂＢ

　　同行数据肩标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），相同字母表示差异
不显著（Ｐ＞０．０５）。下表同。
　　Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

２．２　背最长肌剪切力与 Ｐ９４、ＮＦκＢ、ＩκＢ和
ＣＡＳＴｍＲＮＡ表达量相关性
　　由表 ４可见，背最长肌剪切力与 Ｐ９４、ＮＦκＢ
ｍＲＮＡ表达量呈负相关，剪切力随背最长肌 Ｐ９４、
ＮＦκＢｍＲＮＡ表达量的降低而升高，相关系数分别为
－０．４５３、－０．１８１，但相关性不显著（Ｐ＞０．０５）。背最
长肌剪切力与ＩκＢｍＲＮＡ表达量呈正相关，剪切力的

值随背最长肌ＩκＢｍＲＮＡ表达量的升高而升高，相
关系数为 ０．５１３，相关性显著（Ｐ＜０．０５）。背最
长肌剪切力与 ＣＡＳＴｍＲＮＡ表达量呈正相关，剪
切力随背最长肌 ＣＡＳＴｍＲＮＡ表达量的升高而
升高，相关系数为 ０．８１６，相关性极显著（Ｐ＜
０．０１）。

４
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表４　猪背最长肌剪切力与Ｐ９４、ＮＦκＢ、ＩκＢ和ＣＡＳＴｍＲＮＡ相对表达量回归方程
Ｔａｂｌｅ４　ＲｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｓｈｅａｒｆｏｒｃｅａｎｄｍＲＮＡｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ

Ｐ９４，ＮＦκＢ，ＩκＢａｎｄＣＡＳＴｏｆｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｄｏｒｓｉｉｎｐｉｇｓ

与剪切力（ｘ）关系
Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｓｈｅａｒｆｏｒｃｅ（ｘ）

相关系数

Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
回归方程

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ
Ｐ值
Ｐｖａｌｕｅ

骨骼肌特异性蛋白酶（ｙ）Ｐ９４（ｙ） －０．４５３ ｙ＝－０．４０７８ｘ＋３．８６７８ ０．０５９

核转录因子κＢ（ｙ）ＮＦκＢ（ｙ） －０．１８１ ｙ＝－０．２８３６ｘ＋３．７７８１ ０．４７１

核转录因子抑制物（ｙ）ＩκＢ（ｙ） ０．５１３ ｙ＝０．３２２２ｘ＋３．１２４２ ０．０３０

钙蛋白酶抑制蛋白（ｙ）ＣＡＳＴ（ｙ） ０．８１６ ｙ＝０．３９８７ｘ＋３．００００ ＜０．００１

２．３　背最长肌 Ｐ９４、ＮＦκＢ、ＩκＢ与 ＣＡＳＴｍＲＮＡ
表达量的相关性

　　由表５可见，ＣＡＳＴ与 Ｐ９４、ＮＦκＢｍＲＮＡ表达
量呈负相关，相关系数分别为 －０．４９６、－０．２２４，

其中 ＣＡＳＴ与 Ｐ９４ｍＲＮＡ表达量的相关性显著
（Ｐ＜０．０５）。ＣＡＳＴ与 ＩκＢｍＲＮＡ表达量呈正相
关，相关系数为０．７１０，相关性极显著（Ｐ＜０．０１）。

表５　猪背最长肌ＣＡＳＴ与Ｐ９４、ＮＦκＢ、ＩκＢｍＲＮＡ相对表达量回归方程
Ｔａｂｌｅ５　ＲｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓｆｏｒｍＲＮＡｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＡＳＴａｎｄ

Ｐ９４，ＮＦκＢａｎｄＩκＢｏｆｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｄｏｒｓｉｉｎｐｉｇｓ

与钙蛋白酶抑制蛋白（ｘ）关系
ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈＣＡＳＴ（ｘ）

相关系数

Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
回归方程

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ
Ｐ值
Ｐｖａｌｕｅ

骨骼肌特异性蛋白酶（ｙ）Ｐ９４（ｙ） －０．４９６ ｙ＝－０．２６９０ｘ＋１．２１１９ ０．０３６

核转录因子κＢ（ｙ）ＮＦκＢ（ｙ） －０．２２４ ｙ＝－０．０７０１ｘ＋１．０１６４ ０．３７１

核转录因子抑制物（ｙ）ＩκＢ（ｙ） ０．７１０ ｙ＝０．５５２０ｘ＋０．５００８ ０．００１

２．４　背最长肌 Ｐ９４、ＮＦκＢ、ＩκＢｍＲＮＡ表达量
三者之间的相关性

　　由表６可见，Ｐ９４与 ＮＦκＢｍＲＮＡ表达量呈正
相关，相关系数为０．５５０，随着 Ｐ９４ｍＲＮＡ表达量
的增加，ＮＦκＢｍＲＮＡ表达量也随之增加，相关性
显著（Ｐ＜０．０５）。Ｐ９４与 ＩκＢｍＲＮＡ表达量呈负

相关，相关系数为 －０．５１８，随着 Ｐ９４ｍＲＮＡ表达
量的增加，ＩκＢｍＲＮＡ表达量降低，相关性显著
（Ｐ＜０．０５）。ＩκＢ与 ＮＦκＢｍＲＮＡ表达量呈负相
关，相关系数为 －０．５３９，随着 ＩκＢｍＲＮＡ表达量
的增加，ＮＦκＢｍＲＮＡ表达量降低，相关性显著
（Ｐ＜０．０５）。

表６　猪背最长肌Ｐ９４与ＮＦκＢ、ＩκＢｍＲＮＡ相对表达量回归方程
Ｔａｂｌｅ６　ＲｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓｆｏｒｍＲＮＡｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＦκＢ，Ｐ９４ａｎｄＩκＢｏｆｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｄｏｒｓｉｉｎｐｉｇｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ
相关系数

Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
回归方程

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ
Ｐ值
Ｐｖａｌｕｅ

核转录因子 κＢ（ｙ）和骨骼肌特异性
蛋白酶（ｘ）ＮＦκＢ（ｙ）ａｎｄＰ９４（ｘ）

０．５５０ ｙ＝０．３１６８ｘ＋０．６５２１ ０．０１８

核转录因子抑制物（ｙ）和骨骼肌特异
性蛋白酶（ｘ）ＩκＢ（ｙ）ａｎｄＰ９４（ｘ）

－０．５１８ ｙ＝－０．７４２５ｘ＋１．８５６０ ０．０２８

核转录因子 κＢ（ｙ）和核转录因子抑
制物（ｘ）ＮＦκＢ（ｙ）ａｎｄＩκＢ（ｘ）

－０．５３９ ｙ＝－０．２１６７ｘ＋１．１８９０ ０．０２１

５
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３　讨　论
３．１　理想蛋白质水平对猪背最长肌剪切力的
影响

　　理想蛋白质是氨基酸平衡最佳的蛋白质。饲
粮蛋白质不足，肌肉蛋白质合成受阻，未被利用的

能量以脂肪的形式沉积下来，使肌内脂肪含量增

加；提高饲粮蛋白质水平有促进蛋白质沉积的作

用。Ｄａｖｅｙ等［９］发现，用高蛋白质饲粮饲喂瘦肉型

猪，可提高瘦肉率，降低肌肉内脂肪水平，肉的嫩

度下降。Ｇｏｅｒｌ等［１０］研究了饲粮蛋白质水平对

２８～１０４ｋｇ猪肉品质的影响，同样发现，随饲粮蛋
白质水平的增加，胴体背膘厚下降、瘦肉率增加、

肉嫩度下降。张克英等［１１］研究表明，随饲粮理想

蛋白质水平的提高，肌肉率趋于增加、肌肉脂肪含

量显著下降。何若钢等［１２］采用３个能量水平和３
个蛋白质水平对生长期特种野猪屠宰性能的影响

进行了评定，肌肉剪切力、瘦肉率随饲粮蛋白质水

平的增加而增加。在本试验中随着饲粮蛋白质水

平的提高，肌肉剪切力也随之提高，与上述研究结

果相一致。低蛋白质水平能提高肉的嫩度，其原

因可能是肌肉内脂肪含量的升高和低蛋白质饲粮

促使体内蛋白质周转加快所致。

３．２　理想蛋白质水平对 ＣＡＳＴ和 Ｐ９４ＮＦκＢ
信号途径相关蛋白 ｍＲＮＡ表达量的影响
　　随着营养基因组学的不断发展，营养水平与
基因型之间的互作逐步被人们所认识。钙蛋白酶

系统在骨骼肌肌丝蛋白降解过程中起到重要作

用，存在于绝大多数细胞中［１３］。饲粮蛋白质水平

会影响动物机体内的蛋白质周转代谢，有可能也

会影响骨骼肌中有关蛋白质降解的基因。本试验

结果表明，随着饲粮理想蛋白质水平的升高，

ＣＡＳＴｍＲＮＡ表达量显著升高，而 Ｐ９４ｍＲＮＡ表
达量显著降低。Ｐ９４是 ｃａｌｐａｉｎｓ的成员之一，而
ＣＡＳＴ正是 ｃａｌｐａｉｎｓ的抑制剂，ＣＡＳＴｍＲＮＡ表达
量的增加或减少必然会引起 ｃａｌｐａｉｎｓｍＲＮＡ表达
量的减少或增加，这与本试验结果相符合。Ｓｅｎ
ｓｋｙｐｌ等［１４］曾研究表明，注射生长激素和饲喂

β－兴奋剂克伦特罗均可改变背最长肌 ＣＡＳＴ
ｍＲＮＡ表达量，但 Ｐ９４与 ＮＦκＢ未发生变化，提出
生长激素和 β－兴奋剂对 ＣＡＳＴｍＲＮＡ表达的调
控与 Ｐ９４ＮＦκＢ信号途径无关。本试验中饲粮理
想蛋白质水平对 Ｐ９４、ＩκＢｍＲＮＡ表达量有显著影

响，但对 ＮＦκＢｍＲＮＡ表达量无显著性影响，这表
明理想蛋白质水平对 Ｐ９４ＮＦκＢ信号途径存在一
定影响，但具体的影响机制还需要进一步研究。

３．３　ＣＡＳＴ和 Ｐ９４ＮＦκＢ信号途径对肌肉嫩度的
影响

　　肉的嫩度好坏是肌肉内部结构的反映，在一
定程度上反映了肌原纤维、结缔组织以及肌肉脂

肪的含水量、分布和化学结构［１５］。ＣＡＳＴ是细胞
内专一抑制 ｃａｌｐａｉｎ活性的蛋白质，ＣＡＳＴ是通过
抑制 ｃａｌｐａｉｎ的自溶作用而发挥作用的，且这种抑
制作用并不受ｐＨ的影响［１６］。Ｄｅｌｇａｄｏ等［１７］发现，

降解后的 ＣＡＳＴ同样具有抑制 ｃａｌｐａｉｎ的活性，并
发现肉的嫩化与 ＣＡＳＴ活性及降解速度有关。
Ｍｅｌｏｄｙ等［１８］研究表明，ＣＡＳＴ与肌肉发育之间存
在密切关系，ＣＡＳＴ能提高肌肉的嫩度，指出通过
调节 ｃａｌｐａｉｎ和 ＣＡＳＴ的活性可调节肌肉的发育，
从而提高家畜的瘦肉率和产出率，提高肌肉的质

量。Ｋｏｏｈｍａｒａｉｅ等［１９］研究认为，高水平的 ＣＡＳＴ
抑制宰后肌肉蛋白水解和嫩化。程丰等［２０］发现，

ＣＡＳＴ的基因型与猪肉的嫩度存在相关性，为
ＣＡＳＴ作为猪肉嫩度的候选基因奠定了基础。武
艳群等［２１］试验进一步证明 ＣＡＳＴ是一个与肉质相
关性非常高的候选基因。曾有试验表明 ＣＡＳＴ
ｍＲＮＡ表达量与肌肉嫩度显著相关［７－８］。本试验

结果同样证实 ＣＡＳＴ与肌肉嫩度存在显著相关
性，ＣＡＳＴｍＲＮＡ表达量的增加降低猪背最长肌
嫩度。

　　Ｐ９４ＮＦκＢ信号途径与肌细胞凋亡密切相关。
Ｏｕａｌｉ等［２２］推断，动物宰后应该有一个细胞凋亡的

过程，从微观角度看，肌肉的成熟嫩化是肌细胞发

生凋亡进而继发性坏死的过程，因此，细胞凋亡与

肌肉的成熟嫩化有着密切的关系。Ｐ９４是骨骼肌
ＮＦκＢ信号途径的上游调节者，调节相关基因表
达，维持肌核功能。２Ａ型脐带型肌营养不良症患
者肌肉中 Ｐ９４的表达缺陷导致 ＩκＢα在患者肌肉
中积累，从而减弱 ＮＦκＢ对基因表达的调控，导致
肌核程序性细胞凋亡［２３］。Ｏｊｉｍａ等［２４］探讨了 Ｐ９４
在骨骼肌细胞信号调节途径中的作用，试验结果

指出 Ｐ９４受肌纤维的种类、肌纤维的收缩、肌节的
成熟化的影响。Ｋｉｍｂｅｒｌｙ等［２５］研究发现鼠的肌肉

营养失调主要是由 Ｐ９４的活性引起的。Ｍｕｒｐｈｙ
等［２６］在鼠的骨骼肌中发现 Ｐ９４的活性与肌纤维密
切联系。沙玉圣等［２７］试验证明通过上调半腱肌

６
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Ｐ９４ｍＲＮＡ的表达可显著改善半腱肌的嫩度。但
Ｐａｒｒ等［２８］的研究表明，Ｐ９４与猪背最长肌的嫩度
并没有直接的关系。本试验结果显示：Ｐ９４ｍＲＮＡ
表达量与猪背最长肌嫩度存在负相关性，但是相

关性不显著，本结果与 Ｐａｒｒ等的结论相符合。本
试验结果也显示 ＮＦκＢｍＲＮＡ表达量与猪背最长
肌嫩度没有相关性，这表明 Ｐ９４ＮＦκＢ信号途径与
猪背最长肌嫩度并无明显关系。对于 Ｐ９４ＮＦκＢ
信号途径与肌肉嫩度的研究国内外鲜见报道，其

间具体的相关性还有待研究。

４　结　论
　　① 饲粮高蛋白质水平提高了猪背最长肌剪切
力、降低了肌肉嫩度。

　　② 饲粮高蛋白质水平提高了猪背最长肌

ＣＡＳＴｍＲＮＡ表达量；对 Ｐ９４ＮＦκＢ信号途径上游
调节者显著降低了 Ｐ９４和 ＩκＢｍＲＮＡ表达量分别
起到降低和提高的作用。

　　③ 猪背最长肌剪切力与ＩκＢｍＲＮＡ表达量呈
显著正相关、与 Ｐ９４、ＮＦκＢｍＲＮＡ表达量呈不显
著负相关，表明猪背最长肌 Ｐ９４ＮＦκＢ信号途径在
肌肉嫩度调控过程中发挥一定作用，但不是主要

途径。
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