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鸡、鹌鹑及其杂交禽胚胎肌肉发育过程中

犕犛犜犖和狆２１基因的表达规律

梁耀伟，赵宗胜，陈丹盈，赵松华，张　慧，班　谦

（石河子大学动物科技学院，石河子８３２００３）

摘　要：旨在研究犕犛犜犖 和狆２１基因在鸡、鹌鹑和杂交禽胚胎肌肉发育过程中的表达规律，比较这２个基因在杂

交禽与亲本鸡和鹌鹑中的差异表达，探讨犕犛犜犖 和狆２１基因与肌肉发育的关系。通过人工受精获得鸡（♂）与鹌

鹑（♀）杂交禽蛋，与鸡蛋、鹌鹑蛋按照鸡标准孵化条件同批入孵，采集第７～１７天活胚胸肌组织，应用实时荧光定

量ＰＣＲ技术检测犕犛犜犖 和狆２１基因在３个物种中每一天ｍＲＮＡ的相对表达量。犕犛犜犖 和狆２１基因在胚胎肌肉

发育的第７～１７天均有表达，这２个基因ｍＲＮＡ的表达在鸡胚中第９天到达第１次峰值，在鹌鹑中第７天到达第１

次峰值，后都随胚胎的发育表达水平上升，并维持相对稳定的高水平表达。杂交禽的表达规律与鸡一致，也在第９

天达到峰值，而狆２１ｍＲＮＡ表达极显著高于鸡和鹌鹑（犘＜０．０１）。犕犛犜犖 ｍＲＮＡ表达规律与成肌细胞退出细胞

周期的时间规律一致；在胚胎肌肉发育过程中，犕犛犜犖 基因特异性上调狆２１的表达。
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　　鸡（♂）和鹌鹑（♀）属间杂交是典型的远缘杂

交，其后代综合了父母双亲的遗传特性。焦丽萍报

道的鸡与鹌鹑属间杂交杂种优势的分析结果表明，

属间杂交子一代，在生长势、肌肉性能、体型大小等

方面综合了鸡属（父本）体型大且比较强壮，鹑属（母

本）早熟、生长快、肉质上乘的优点，而且皮肤半透

明，较细薄，羽色美观［１］。然而亲本鸡和鹌鹑与子一

代杂交禽胚胎发育时间不同，鸡出壳时间是１９～２１

ｄ，鹌鹑１６～１７ｄ出壳，而杂交禽为１７～１９ｄ；而且

成年后体型存在明显差异，这就为研究胚胎期各个

组织器官发育的调控机理提供了一个很好的模型，

肌肉组织也是胚胎发育过程中最早形成的组织之

一，本研究以鸡和鹌鹑的杂交种为一种新的动物模

型，探讨胚胎期肌肉发育的调控机理。

肌肉生长抑制素（Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ，ＭＳＴＮ），又称生

长／分化因子８（ＧＤＦ８），属于分泌蛋白转化生长因

子β（ＴＧＦβ）超家族，犕犛犜犖 基因是 Ｍｃｐｈｅｒｒｏｎ等

于１９９７年首次在小鼠骨骼肌中发现的。犕犛犜犖 在

胚胎早期的生肌节区表达，成年后该基因继续表

达［２３］，是肌肉生长的负调控因子，调控骨骼肌的生

长和分化，抑制成肌细胞的增殖和分化［４］。Ｃａｓｔｅｌ

ｈａｎｏＢａｒｂｏｓａｅ等研究表明，在鸡胚肌肉发育过程

中，犕犛犜犖 基因的 ｍＲＮＡ表达模式与肌纤维的形

成过程紧密相连［５］。ＭＳＴＮ是通过阻止成肌细胞

从Ｇ１期到Ｓ期的细胞循环
［６］，来抑制成肌细胞的

增殖［７］。细胞周期受细胞周期素（Ｃｙｃｌｉｎ）、细胞周

期素依赖性蛋白激酶（Ｃｄｋｓ）、细胞周期素依赖性蛋

白激酶抑制因子（ＣＫＩｓ）的共同作用。ＣＫＩｓ家族中

的ｐ２１抑制Ｃｄｋ／ｃｙｃｌｉｎ复合物，是细胞周期Ｇ１期

的检查站［８９］。体外试验显示，低浓度ｐ２１促进Ｇ１

期到Ｓ期的转化；高浓度ｐ２１使细胞周期停留在Ｇ１

期［１０］。黄志清等通过体外试验用Ｃ２Ｃ１２成肌细胞

经 ＭＳＴＮ 处理后共同培养于生长介质（含１０％

ＦＢＳ）中，从细胞中提取ｍＲＮＡ和ｐ２１表达产物，分

别进行Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交分析和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析，发

现 ＭＳＴＮ可特异性上调ｐ２１表达
［１１１３］。

对于ｐ２１与肌肉发育关系的研究，目前主要集

中于体外试验，在生物体内的报道相对较少，尤其是

ＭＳＴＮ和ｐ２１共同调控肌肉的发育。本研究采用

实时荧光定量ＰＣＲ检测犕犛犜犖 和狆２１基因在鸡、

鹌鹑和杂交禽胚胎第７～１７天胸肌中的表达水平，

从分子水平上探讨 犕犛犜犖 和狆２１基因 ｍＲＮＡ的

表达水平与肌肉发育的关系。

１　材料与方法

１．１　实验动物

选取安卡红种公鸡５只，产蛋高峰期朝鲜鹌鹑

２００只，进行人工杂交，获得的杂交禽受精蛋、受精

蛋和鹌鹑受精蛋于小型孵化机中孵化，孵化条件：温

度（３７．８±０．５）℃，湿度６０％～７０％。从入孵的第７

～１７天每天取样１次，每个点取６个平行样，分离

出胸肌，立即放入液氮中速冻，－８０℃保存，用于提

取组织总ＲＮＡ。

１．２　组织总犚犖犃提取和反转录

采用Ｔｒｉｚｏｌ一步抽提法提取总ＲＮＡ。用１％

琼脂糖凝胶电泳检测其完整性，并用核酸蛋白仪测

定总ＲＮＡ浓度和纯度（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０＝１．８～２．０）。

参照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌ

Ｔｉｍｅ）反转录试剂盒说明书合成ｃＤＮＡ，于－２０℃

保存备用。

１．３　引物设计

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上 登 录 的 鸡 犕犛犜犖 基 因

（ＡＹ４４８００７．１）、狆２１基因（ＡＦ５１３０３１．１）和内参β

犪犮狋犻狀基因（ＮＭ＿２０５５１８．１）序列，利用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍ

ｉｅｒ５．０设计引物，由北京华大基因合成。引物信息

见表１。

１．４　犕犛犜犖、狆２１和β犪犮狋犻狀基因片段的扩增与重组

质粒的构建和鉴定

　　采用２５μＬ 体系进行 ＰＣＲ 扩增：１０×Ｔａｑ

Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）１．３μＬ，

ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）２．０μＬ，犜犪狇ＤＮＡ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（２．５Ｕ·μＬ
－１）０．５μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ，上、

下游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）各１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补至

２５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变

性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循环；

然后７２℃ 延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。

ＰＣＲ产物用２％琼脂糖凝胶电泳分离，紫外灯下

切取目的片段，用ＤＮＡ纯化回收试剂盒回收纯化，将

回收的目的基因与ｐＧＭＴ载体连接，转化至ＤＨ５α

感受态细胞，培养到含ＡＭＰ的ＬＢ培养基上，挑取阳

性单克隆菌落后扩大培养提取质粒，经ＰＣＲ初步鉴

定正确后，将重组质粒送北京华大基因测序。

８９９
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表１　基因的引物序列

犜犪犫犾犲１　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉狋犺犲犵犲狀犲狊狋犲狊狋犲犱

序号 Ｎｏ． 基因 Ｇｅｎｅ 引物序列（５′３′）Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ 产物大小／ｂｐＰｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ 退火温度／℃ Ｔｍ

１ 犕犛犜犖
Ｆ：ＡＣＡＧＴＡＧＣＧＡＴＧＧＣＴＣＴＴＴ

Ｒ：ＣＣＧＴＴＧＴＡＧＧＴＴＴＴＴＧＧＡＣ
２０７ ５５．０

２ 狆２１
Ｆ：ＧＡＧＡＡＧＡＧＴＴＧＴＣＣＡＣＧＡＴＡＡＧＣ

Ｒ：ＣＣＡＴＴＣＣＡＧＴＣＣＴＣＣＴＣＡＧＴＣ
２５３ ５５．０

３ β犪犮狋犻狀
Ｆ：ＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＡＧＧＣＴＡ

Ｒ：ＡＴＴＴＣＴＣＴＣＴＣＧＧＣＴＧＴＧＧＴＧ
１３９ ５５．０

１．５　实时荧光定量犘犆犚

１．５．１　标准曲线绘制　　ＭＳＴＮ、ｐ２１和βａｃｔｉｎ

重组质粒为本研究的阳性标准品，按文献方法［１４］计

算重组质粒的拷贝数，然后将重组质粒１０倍梯度稀

释，制作标准曲线。

１．５．２　实时荧光定量ＰＣＲ　　反应体系为２０μＬ：

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ（２×）１２．５μＬ，上、下游引

物（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）各０．５μＬ，ｃＤＮＡ 模板２μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ补至２０μＬ。反应条件：９４℃预变性４ｍｉｎ；

９４℃变性１５ｓ，５５℃退火２０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，３５个

循环。熔解曲线绘制：９５℃１ｍｉｎ，３５℃３０ｓ，９５℃

３０ｓ。

１．５．３　数据处理与分析　　根据Ｐｆａｆｆｌ法
［１５］即双

标准曲线法计算出目的基因的相对表达量，定量结

果用ＳＰＳＳ１１．０进行方差分析，Ｄｕｎｃａｎ法进行平均

值的多重比较，最后用Ｅｘｃｅｌ绘制基因的柱状表达

量图。

２　结　果

２．１　鸡、鹌鹑和杂交禽胸肌组织中犕犛犜犖 基因的

犿犚犖犃的表达

２．１．１　犕犛犜犖 ｍＲＮＡ水平随胚胎发育时间的表

达规律　　如图１所示，鸡胚第７、８天犕犛犜犖 ｍＲ

ＮＡ表达维持在较低水平，第９天极显著升高（犘＜

０．０１），第１０天降到低谷，第１１～１３天，犕犛犜犖

ｍＲＮＡ表达量较前１ｄ都极显著升高（犘＜０．０１），

后维持相对稳定水平。鹌鹑胚胎第７天就有较高水

平的表达，达到第１次峰值，第８天降到低谷，随后

其表达量随着胚胎发育而升高，并维持相对稳定的

水平。而杂交禽胚胎犕犛犜犖 ｍＲＮＡ表达规律与鸡

胚相似，第９天比第７、８天极显著升高（犘＜０．０１），

第１０天降至低谷，随后其表达量也随着胚胎发育而

升高，并维持相对稳定的水平。

２．１．２　犕犛犜犖 ｍＲＮＡ表达的物种差异　　第７

天鹌鹑胚胎 犕犛犜犖 ｍＲＮＡ就有较高水平的表达，

与鸡胚和杂交禽胚胎存在极显著差异（犘＜０．０１），

随后胚胎的发育过程中，鸡胚 犕犛犜犖 ｍＲＮＡ表达

量比较低，与杂交禽胚胎和鹌鹑胚胎存在极显著差

异（犘＜０．０１）。在胚胎发育的后期，犕犛犜犖 ｍＲＮＡ

表达量都维持相对稳定的水平。

２．２　鸡、鹌鹑和杂交禽胸肌组织中狆２１基因的

犿犚犖犃的表达

２．２．１　狆２１ｍＲＮＡ水平的胚胎发育时间的表达规

律　　如图２所示，鸡胚第７、８天狆２１ｍＲＮＡ表达

较低水平较低，第９天极显著升高到第１个峰值（狆

＜０．０１），第１０天极显著降低，后每一天狆２１ｍＲ

ＮＡ表达量较前１ｄ都极显著升高（狆＜０．０１），第

１４、１５天达到第２个峰值，第１６、１７天表达水平降

低。鹌鹑分别在第７和第１４天到达峰值。而杂交

禽也是在第９天到达第１个峰值，第１０天表达水平

降低，后又开始上升，第１５天到达峰值，第１６、１７天

表达水平也降低。

２．２．２　狆２１ｍＲＮＡ水平的物种差异　　在胚胎发

育的第７～１７天，杂交禽胚胎的狆２１ｍＲＮＡ表达水

平极显著高于鸡胚和鹌鹑胚胎（犘＜０．０１）。

３　讨　论

畜禽生产业的目标之一就是选择生长速度快、

肌肉产量高而肉质良好的品系。骨骼肌是动物肌体

最主要的组成部分，研究调控肌肉发育的机制对农

业生产有重要的启示。本研究以杂交禽为一种新的

动物模型，探讨 犕犛犜犖 和狆２１基因在胚胎肌肉发

９９９
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育过程中的调控作用，旨在为进一步明确肌肉发育 的调控机理提供有力证据。

同一物种不同发育时期相同字母之间表示差异不显著（犘＞０．０５）；不同字母之间代表差异极显著（犘＜０．０１）。

．表示同一时期不同物种间差异极显著（犘＜０．０１）。下同

Ｔｈｅｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｓｐｅｃｉｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｗｅｒｅｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＞０．０５），ａｎｄ

ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆ０．０１．．Ｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ａｔｔｈｅｓａｍｅｓｔａｇｅｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｅｓｅｓａｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆ０．０１．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

图１　犕犛犜犖基因犿犚犖犃在鸡、鹌鹑和杂交禽胸肌组织中不同发育时期的表达丰度

犉犻犵．１　犜犺犲犪犫狌狀犱犪狀犮犲狅犳犕犛犜犖犿犚犖犃犻狀犫狉犲犪狊狋犿狌狊犮犾犲狋犻狊狊狌犲狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狋犪犵犲狊狅犳犮犺犻犮犽犲狀，狇狌犪犻犾犪狀犱犺狔犫狉犻犱狊

图２　狆２１基因犿犚犖犃在鸡、鹌鹑和杂交禽胸肌组织中不同发育时期的表达丰度

犉犻犵．２　犜犺犲犪犫狌狀犱犪狀犮犲狅犳狆２１犿犚犖犃犻狀犫狉犲犪狊狋犿狌狊犮犾犲狋犻狊狊狌犲狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狋犪犵犲狊狅犳犮犺犻犮犽犲狀，狇狌犪犻犾犪狀犱犺狔犫狉犻犱狊

　　目前国内外研究 犕犛犜犖 基因功能的资料较

多，主要集中于人、牛、小鼠和猪这些物种，但在整个

胚胎肌肉发育过程中对 ＭＳＴＮ的研究相对较少。

Ｓａｘｅｎａ等以印度肉鸡为材料，发现 犕犛犜犖 在腿肌

第７天有相对较高的表达水平，并维持相对稳定的

表达水平到第１８天
［１６］。而胡兰等以大骨鸡为材

料，从胚胎发育第１４天开始检测 ＭＳＴＮ的表达量，

发现在第１４天出现峰值，到出壳前该基因的表达量

下降到最低值，出壳后其表达量逐渐上升到相对较

高的水平，但始终低于出壳前的表达量［１７］。本研究

发现，在胚胎肌肉发育的前期，其犕犛犜犖 的表达水

平较低，到后期其表达水平都上升到相对较高的水

平，并且维持稳定的表达水平，而Ｓａｘｅｎａ等研究结

果也显示同一结果。

肌肉发育是通过成肌细胞增殖、迁移、黏附、融

合为肌管，肌管进一步分化为成熟的肌纤维［１８］。

ＯＮｅｉｌｌ研究发现，在胚胎肌肉发育过程中，成肌细

胞退出细胞周期停止增殖集中在２个时期，第１个

时期主要集中在鸡胚发育的第７～９天，退出细胞周

期的成肌细胞从３０％上升到７２％。在随后的２ｄ，

没有退出细胞周期的成肌细胞开始快速分裂增殖，

建立１个新的成肌细胞群体
［１９］。本研究结果表明，

鸡胚犕犛犜犖 ｍＲＮＡ表达水平在第９天达到第１次

峰值，与ＯＮｅｉｌｌ研究发现的退出细胞周期的成肌

０００１
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细胞在第９天达到第１个高峰期相吻合，而 ＭＳＴＮ

是通过阻止成肌细胞从Ｇ１期到Ｓ期的细胞循环来

抑制成肌细胞增殖的，ＭＳＴＮ在成肌细胞退出细胞

周期这个时期起着关键性作用。而鹌鹑 犕犛犜犖

ｍＲＮＡ表达水平在第７天就到达峰值，可能是由于

胚胎发育早期的生长曲线本身有所不同，鹌鹑比鸡

出壳早３～４ｄ，肌肉发育也比鸡早，导致其犕犛犜犖

ｍＲＮＡ表达水平比鸡提前２ｄ到达峰值。其杂交

禽犕犛犜犖 ｍＲＮＡ表达水平与鸡一样，也是第９天

到达峰值，因此可以认为杂交禽在肌肉发育的前期

更接近于父本鸡。ＯＮｅｉｌｌ还报道，成肌细胞退出细

胞周期的第２个时期开始于第１１天，从第１１天的

１４％到第１３天的７２％，并伴随着肌管的融合，

ＯＮｅｉｌｌ猜测这个时期很可能是肌管产生的最主要

时期［１９］。本研究发现鸡 犕犛犜犖 ｍＲＮＡ表达水平

到达峰值后开始显著性降低，到第１１天又开始显著

性上升，并持续到第１３天，随后维持相对稳定的高

水平表达，这一结果也与 ＯＮｅｉｌｌ报道的成肌细胞

退出细胞周期的第２个时期的规律一致，同样鹌鹑

犕犛犜犖 ｍＲＮＡ表达水平比鸡提前２ｄ，杂交禽与鸡

相似，由此猜测 ＭＳＴＮ在肌肉发育的这个时期也起

着关键性作用。本研究还发现，鸡胚 犕犛犜犖 ｍＲ

ＮＡ表达水平极显著低于鹌鹑和杂交禽，ＭＳＴＮ是

通过阻止成肌细胞从Ｇ１期到Ｓ期的细胞循环
［６］，

来抑制成肌细胞的增殖，而成肌细胞退出细胞周期

的同时，肌管开始大量融合，进一步分化为成熟的肌

纤维［１８］，在肌纤维的生成过程中，导致了肌纤维组

织学特性的差异，即鸡比鹌鹑直径粗、密度小，说明

ＭＳＴＮ不仅在肌肉发育的这个时期也起着关键性

作用，而且对肌纤维组织学特性的差异也有一定的

影响。

ｐ２１是细胞周期的检查站，低浓度ｐ２１促进Ｇ１

期到Ｓ期的转化；高浓度ｐ２１使细胞周期停留在Ｇ１

期［８９］。本研究结果表明，鸡、鹌鹑和杂交禽狆２１

ｍＲＮＡ的表达规律与 犕犛犜犖 相一致，黄志清等通

过体外试验发现ＭＳＴＮ可特异性上调狆２１表达，与

本研究结果吻合，说明在生物体内肌肉发育过程中，

ＭＳＴＮ也可以特异性上调狆２１的表达。然而杂交

禽中狆２１的表达水平极显著高于鸡和鹌鹑，出现这

种结果有待进一步研究，也可能是不同于鸡和鹌鹑

的影响杂交禽表型的一个关键因子。

４　结　论

本研究利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术，检测

犕犛犜犖 和狆２１基因在鸡、鹌鹑和杂交禽胚胎肌肉发

育过程中的变化规律及其表达差异，初步证实了

犕犛犜犖 ｍＲＮＡ表达规律与成肌细胞退出细胞周期

的时间规律一致，并且犕犛犜犖 基因特异性上调狆２１

的表达。而且以鸡、鹌鹑及其杂交禽为研究对象，可

以为探讨肌肉发育乃至各个器官的发育的机理提供

一个很好的试验模型。
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