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摘　要：本研究旨在探讨胰岛素样生长因子结合蛋白１（Ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＩＧＦＢＰ１）基因在

山羊出生后不同组织的发育性表达模式。在出生后０、１５、３０、６０、９０和１２０ｄ共屠宰３６只南江黄羊羔羊（公、母羔羊各

１８只），取心脏、肝脏、脾脏、肺脏、背最长肌、半膜肌、臂三头肌和股二头肌样品以抽提ＲＮＡ，进行克隆及荧光定量

ＰＣＲ分析。山羊犐犌犉犅犘１基因的ＯＲＦ（Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ）长７９２ｂｐ，共编码２６３个氨基酸，其核苷酸和氨基酸序列

相似性在反刍动物（牛、绵羊）之间远大于其它物种。羔羊肝脏犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ表达量最高（犘＜０．０１）；肺脏、脾脏、

心脏表达水平中等；肌肉中最低且在４种肌肉间表达差异不显著（犘＞０．０５）。出生后尤其是６０ｄ内羔羊犐犌犉犅犘１

ｍＲＮＡ丰度变化很大，且明显呈现持续下降（肝脏）、先升后降（心脏）以及下降上升下降（脾脏、肺脏和肌肉）３种模

式的变化。结果提示，犐犌犉犅犘１基因ＣＤＳ区在物种间保守性较强，肝脏是山羊合成犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ的主要部位，

犐犌犉犅犘１基因在出生后羔羊的早期生长中发挥着重要的作用且其ｍＲＮＡ发育性表达模式具有组织器官特异性。
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ＰＣＲ；ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　ＩＧＦＢＰ１（Ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ１）是２０世纪８０年代发现的人体内重要的

内分泌激素之一，由肝脏、子宫、肾脏等组织器官分

泌，对分泌细胞本身、邻近的组织细胞或通过血夜

循环对远处靶器官产生作用。犐犌犉犅犘１主要通过

运输和调节ＩＧＦＩ（ＩｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒⅠ）与

受体结合而参与生长、发育、生殖及血糖等生理过

程，同时它还有独立于ＩＧＦＩ之外的生物学作

用［１２］。在低氧或饥饿、营养不良、糖尿病等不利

条件下，哺乳动物外周和肝脏中犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ

水平显著增加［３］。ＩＧＦＢＰ１能抑制依靠于ＩＧＦＩ

的细胞生长和分化［１］，而且犐犌犉犅犘１基因过表达

鼠的出生体质量下降［４］，具体机制可能是高水平

的ＩＧＦＢＰ１使生物池中可用的ＩＧＦＩ的量减少所

导致［５］。

１９８８年人们第一次报道人的犐犌犉犅犘１全长

ｃＤＮＡ大约为５ｋｂ，包括４个外显子和３个内含

子［６］。目前已有人、鼠、牛、斑马鱼等多达７０个物种

犐犌犉犅犘１基因的克隆、表达调控或蛋白的相关研

究，但犐犌犉犅犘１基因的功能尚未完全清楚。鉴于

ＩＧＦＢＰ１在动物的生长发育中具有重要作用，而且

山羊上未见这个基因序列及表达的相关报道，本研

究以我国著名的肉用山羊———南江黄羊作为试验材

料，克隆犐犌犉犅犘１基因ＣＤＳ区序列，并采用实时荧

光定量方法检测该基因在出生后６个时期内脏和肌

肉共８个组织的表达量，探讨犐犌犉犅犘１基因的发育

性表达模式，为进一步研究该基因对山羊尤其是肉

用山羊的生长发育调控机制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

利用同期发情和人工授精处理健康的南江黄羊

２～３岁母羊 （源自南江黄羊原种场），根据不同生

理阶段的营养需求特点，所有母羊及羔羊在相同的

条件下饲养管理。在出生后０、１５、３０、６０、９０和１２０

ｄ等６个时间点共屠宰３６只羔羊（每个阶段公、母

羔羊各３只），迅速取８个组织（心脏、肝脏、脾脏、肺

脏、背最长肌、半膜肌、臂三头肌和股二头肌）样品各

１００ｍｇ左右，速冻于液氮中带回试验室，放置于

－８０℃冰箱中保存备用。

１．２　犚犖犃的提取及逆转录

将冻存的组织样迅速研磨成粉，按照上海生工

Ｔｒｉｚｏｌ总ＲＮＡ抽提试剂盒（ＵＮＩＱ１０柱式）说明抽

提总ＲＮＡ，然后进行１％琼脂糖凝胶电泳检测。将

所得ＲＮＡ利用ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅｑＰＣＲＲＴＫｉｔ反转

录试剂盒（ＴＯＹＯＢＯ公司）按说明进行反转录，合

成的ｃＤＮＡ于－２０℃保存备用。

１．３　引物设计

首先根据绵羊（犗狏犻狊犪狉犻犲狊，ＮＭ＿００１１４５１７７）和

普通牛（犅狅狊犜犪狌狉狌狊，ＮＭ＿１７４５５４）犐犌犉犅犘１基因

序列设计引物进行克隆测序，然后以获得的犐犌

犉犅犘１基因序列为模板设计引物进行基因表达分

析，选用犌犃犘犇犎 作为看家基因。采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０

进行引物设计，Ｏｌｉｇｏ６．０和Ｂｌａｓｔ用于验证引物及

其物种的特异性。引物序列由大连宝生物公司合

成。本试验设计的引物详见表１。

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犲狇狌犲狀犮犲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 犐犌犉犅犘１
ＦＷ：ＴＧＧＣＧＡＴＧＣＣＣＧＡＡＧＴＣＣＴ

ＲＶ：ＧＣＡＴＣＴＧＴＴＴＴＣＡＧＴＴＣＴＧＴＡＡＧ
８０７ ５８．０

２ 犐犌犉犅犘１
ＦＷ：ＣＡＣＴＴＧＡＴＧＡＣＣＧＡＧＴＣＣＡＣ

ＲＶ：ＴＧＴＡＧＡＧＴＴＣＴＣＧＣＴＧＧＣＡＧ
１２９ ６１．９

３ 犌犃犘犇犎
ＦＷ：ＴＴＧＴＧＡＴＧＧＧＣＧＴＧＡＡＣ

ＲＶ：ＣＣＣＴＣＣＡＣＧＡＴＧＣＣＡＡＡ
１２７ ５５．０

００９



　７期 李　利等：山羊犐犌犉犅犘１基因的克隆及其ｍＲＮＡ丰度在多种组织中的发育性变化

１．４　克隆测序

以初生羔羊的第一条ｃＤＮＡ 链为模板进行

ＰＣＲ扩增。在５０μＬ总反应体系中包含：２×Ｍａｓ

ｔｅｒＭｉｘ犜犪狇酶２５μＬ，ｃＤＮＡ（≤１ｎｇ）４μＬ，上、下

游引物（引物１为１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）各２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ

１７μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

５８℃４５ｓ，７２℃６０ｓ，循环３５次；然后７２℃ 延伸

７ｍｉｎ；１６℃保存。

ＰＣＲ产物采用 ＵＮＩＱ１０柱式ＤＮＡ胶回收试

剂盒（上海生工）纯化后与ｐＴＡ２载体连接。挑取单

个阳性菌落，接种于含有Ａｍｐ的１．５ｍＬＬＢ培养

液中，３７℃、２００ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养过夜，然后据菌

液ＰＣＲ检测结果，吸取含有目的条带的菌液１ｍＬ，

送往Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司（上海）完成测序。

１．５　实时荧光定量犘犆犚

在２５μＬ扩增体系中包含：２．５×ＲｅａｌＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ／２０×ＳＹＢＲｓｏｌｕｔｉｏｎ１１．５μＬ，上、下游引物（引

物２或３为１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）各１μＬ，ｃＤＮＡ 模板

２μＬ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅＨ２Ｏ９．５μＬ。ＰＣＲ反应条件为：

９５℃预变性３０ｓ；然后９５℃５ｓ，引物特异 Ｔｍ

１５ｍｉｎ，５５℃３ｍｉｎ，循环４０次。熔解曲线分析：

９５℃１ｍｉｎ，５５℃１ｍｉｎ，然后以０．５℃／１０ｓ的速

率从５５℃缓慢递增到９５℃。反应在ＢｉｏＲａｄＩＱＴＭ

５荧光定量ＰＣＲ仪上进行，每次每一板上设置标准

品、未知样品（各重复３次）和１个阴性对照。

１．６　统计分析

序列测定结果首先利用ＢｉｏＥｄｉｔ校对，然后采

用Ｂｌａｓｔ和ＣｌｕｓｔａｌＷ 进行序列的相似性分析并确

定编码序列。

基因的ｍＲＮＡ表达定量采用相对定量解析法，

根据ＩＱＴＭ５ＭｕｌｔｉｃｏｌｏｒＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＤｅｔｅｃ

ｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ（ＢｉｏＲａｄ）分析软件计算拷贝数，以目的

基因ｍＲＮＡ的拷贝数与内参基因ｍＲＮＡ的拷贝数

的比值表示基因ｍＲＮＡ的相对表达量。运用ＳＡＳ

Ｖ．９．１．３的ＧＬＭ 过程进行最小二乘分析，Ｄｕｎｃａｎ

法进行多重比较。

２　结　果

２．１　犐犌犉犅犘１基因犆犇犛区序列分析

所测南江黄羊犐犌犉犅犘１基因的ｃＤＮＡ序列长

度为８０７ｂｐ，其开放阅读框（ＯＲＦ）长７９２ｂｐ（６～

７９７ｂｐ），有起始密码子 ＡＴＧ 和终止密码子ＴＡＧ。

Ａ、Ｇ、Ｃ和Ｔ４种碱基分别占２１．２％、３０．０％、２９．７％

和１９．１％（图１）。山羊犐犌犉犅犘１基因ＣＤＳ区与绵羊

和牛的序列相似性分别达到９９％和９８％，远大于马

（８１％）、猕猴（７８％）和鼠（８１％）等非反刍动物。

根据获得的ＣＤＳ序列，预测犐犌犉犅犘１基因开

放阅读框共编码２６３个氨基酸，由１６种氨基酸组

成，其中Ｌｅｕ（３１次）出现次数最多，其次是 Ａｌａ（２５

次）和Ｐｒｏ（２３次），而 Ｍｅｔ（４次）和 Ｈｉｓ（３次）出现

最少（图１）。Ｎ端含有１２个半胱氨酸Ｃ（Ｃｙｓ）以及

１个 ＧＣＧＣＣｘｘＣ （ＧｌｙＣｙｓＧｌｙＣｙｓＣｙｓｘｘＣｙｓ）

基序，Ｃ端含有６个保守的Ｃ（Ｃｙｓ），另外还有 ＱＣ

（ＧｌｎＣｙｓ）、ＣＷＣＶ （Ｃｙｓ，ＴｒｙＣｙｓＶａｌ）、ＲＧＤ

（ＡｒｇＧｌｙＡｓｐ）和Ｙ（Ｔｙｒ）／Ｆ（Ｐｈｅ）保守残基。与物

种间核苷酸序列的相似性结果类似，ＩＧＦＢＰ１氨基

酸序列相似性在山羊与马、小鼠、人、家犬、猕猴、原

鸡等物种间分别为７８％、７１％、６９％、６７％、７１％和

５６％，远低于绵羊（９９％）和牛（９８％）。

２．２　犐犌犉犅犘１基因表达

２．２．１　犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ水平的性别差异　　除

了０ｄ的脾脏和半膜肌，１５ｄ时肝脏以及３０ｄ时心

脏、臂三头肌中的犐犌犉犅犘１基因 ｍＲＮＡ表达量在

公母羔羊之间存在显著性差异（犘＜０．０５）以外，其

余各时间点组织中基因表达量在性别之间差异均不

显著（犘＞０．０５）。总的来看，在０ｄ公羔各组织

ｍＲＮＡ丰度大于母羔（除肺脏外），３０ｄ时则相反

（除肝脏和臀股二头肌）。

２．２．２　犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ表达的组织差异　　在

出生后各阶段，犐犌犉犅犘１基因表达量基本上呈现肝

脏最高，其次是肺、脾、心脏３个内脏组织，肌肉组织

的表达量最低（图２）。在肝脏中的表达总是极显著

高于其他组织（犘＜０．０１），肺在０、３０、６０ｄ３个阶段

中的表达量均显著或极显著高于肌肉组织，但与心

脏的表达差异只在０、６０ｄ时显著（犘＜０．０５），同时，

出生后０ｄ时脾脏以及出生后３０ｄ心脏表达量显著

的高于肌肉组织的表达量（犘＜０．０５）。由于在各阶

段肌肉组织间犐犌犉犅犘１基因 ｍＲＮＡ 表达量差异

未达到显著水平（犘＞０．０５），因此在后续分析中利

用４种肌肉中表达量的平均值。

２．２．３　犐犌犉犅犘１基因表达的发育性变化　　总的

来看，各组织（除心脏）犐犌犉犅犘１基因 ｍＲＮＡ表达

丰度均在初生时较大，随着羔羊年龄的增长而降低

（图２）。不同组织中的表达模式存在一定差异，肝

脏中犐犌犉犅犘１基因 ｍＲＮＡ水平一直呈现缓慢下

降；心脏中表达量则逐渐上升，到３０ｄ时达到最大值

１０９
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加下划线部分为基序

Ｍｏｔｉｆｓａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ

图１　山羊犐犌犉犅犘１基因的核苷酸序列以及推断出的氨基酸序列

犉犻犵．１　犖狌犮犾犲狅狋犻犱犲犪狀犱犱犲犱狌犮犲犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳狋犺犲犵狅犪狋犐犌犉犅犘１

图２　山羊犐犌犉犅犘１基因 犿犚犖犃在各组织不同发育时

期的表达丰度

犉犻犵．２　犿犚犖犃犪犫狌狀犱犪狀犮犲狅犳犐犌犉犅犘１犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻狊狊狌犲狊

犪狀犱狊狋犪犵犲狊狅犳狆狅狊狋狀犪狋犪犾犵狅犪狋

（是初生的７．４倍），然后一直处于下降状态。脾脏、

肺脏和肌肉的犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ丰度呈现相似的规

律即下降上升下降的波动变化。羔羊肺脏中犐犌

犉犅犘１ｍＲＮＡ表达水平从出生到３０ｄ期间经历了

巨大的变化（出生后１５ｄ内下降１６．４倍，１５到３０ｄ

期间上升１７．６倍）。与１５ｄ时相比，羔羊在３０ｄ时

脾脏或肌肉的犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ水平分别上升了３

倍，到６０ｄ肌肉组织中未改变而脾脏的表达丰度则

回到１５ｄ水平。其后各组织犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ水平

处于下降状态，在９０与１２０ｄ期间除肝脏外其余组

织开始缓慢上升，其中脾脏和肺脏的上升幅度较大，

分别达到３．７和４．５倍。

３　讨　论

３．１　犐犌犉犅犘１基因具有很强的保守性

本试验克隆测定的山羊ＩＧＦＢＰ１核苷酸序列

及其预测的氨基酸序列与其它物种比对，序列相似

性在５６％（鸡）以上。ＩＧＦＢＰ１蛋白的Ｎ端和Ｃ端

分别含有１２和６个半胱氨酸残基，这在其他物种甚

至ＩＧＦＢＰ家族中是非常保守的。保守的富半胱氨

酸区段是与ＩＧＦ最佳结合必需的
［７］。同时，预测的

氨基酸序列也存在和ＩＧＦＢＰｓ与ＩＧＦ１／２具有高亲

和力有关的ＩＧＦＢＰ家族 Ｎ端和Ｃ端保守氨基酸残
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基。虽然Ｖｉｖｉａｎ等提出ＧＣＧＣＣｘｘＣ基序在ＩＧＦＢ

Ｐｓ中高度保守但并不只存在于这个家族中，而且其

功能也有待进一步研究证实［８］。同时，ＩＧＦＢＰ１Ｃ

端包含的ＲＧＤ序列可以与α５β１ 整连蛋白结合而影

响细胞的黏附和转移，说明了ＩＧＦＢＰ１具有独立于

ＩＧＦ的作用
［９１０］。这些分析结果证实了克隆测定的

ｃＤＮＡ序列为山羊犐犌犉犅犘１基因，物种间的高度保

守性同时也说明犐犌犉犅犘１基因具有重要的生物学

功能。

３．２　山羊犐犌犉犅犘１犿犚犖犃表达水平具有明显的组

织特异性

　　在哺乳动物中的研究表明，犐犌犉犅犘１基因的表

达具有组织特异性，肝脏是合成ＩＧＦＢＰ１的主要器

官［７，１１］，而肾脏、卵巢中具有中等表达量［７］，本试验

阶段山羊各组织中犐犌犉犅犘１基因 ｍＲＮＡ表达量

也呈现相似的规律，即肝脏高表达，心脏、肺脏、脾脏

中等表达而肌肉低表达，这也与在绵羊中的研究结

果［１２］相符。

在本试验中还发现南江黄羊４种肌肉组织中均

检测到犐犌犉犅犘１基因 ｍＲＮＡ 表达，虽然丰度很

低。作为唯一一个能够准确调节ＩＧＦＩ生物利用度

（Ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ）的调节子（Ｒｅｇｕｌａｔｏｒ）
［１３］，ＩＧＦＢＰ１

通过抑制ＩＧＦ结合到细胞表面的受体从而抑制

ＩＧＦ介导的有丝分裂ＤＮＡ合成作用
［９］和细胞代谢

活动［７］。ＩＧＦｓ具有刺激成肌细胞增殖和分化的双

重功能，在没有血清的环境中，ＩＧＦｓ的作用主要由

成肌细胞分泌的ＩＧＦＢＰｓ蛋白进行调控。如具有抑

制作用的ＩＧＦＢＰ４和ＩＧＦＢＰ６由Ｌ６Ａ１型成肌细

胞分泌和表达，而在细胞分化过程中ＩＧＦＢＰ５的表

达会急剧增加，其他成肌细胞也分泌ＩＧＦＢＰ２
［１４］。

而且肌肉生长抑制素可能在细胞水平上间接通过

ＩＧＦ轴的系统作用来抑制横纹肌生长
［１５］。Ｓｈｉ

ｍａｓａｋｉ等提出大鼠和人肌肉组织中以ＩＧＦＢＰ３和

ＩＧＦＢＰ５为主，没有ＩＧＦＢＰ１
［１６］，而且斑马鱼在孵

化后不久以及成年阶段除肝脏以外的组织没有犐犌

犉犅犘１ｍＲＮＡ表达
［１７］。鉴于ＩＧＦＢＰ１与ＩＧＦ轴的

密切关系，在绵羊［１２］、山羊（本试验）肌肉组织中检

测到犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ表达应该是正常现象，但是

山羊这几种肌肉组织中ＩＧＦＢＰ１的蛋白水平及其

功能仍有待进一步研究。

３．２　山羊出生后组织犐犌犉犅犘１犿犚犖犃的发育性表

达丰度具有波动性

　　从山羊犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ表达的发育性变化来

看，所研究的８个组织具有３种表达模式。本研究

发现山羊肝脏犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ含量在初生时最

高，随着日龄增加而减少，与在猪中的研究结果一

致［１８］。绵羊［１２］和山羊肌肉组织犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ

水平，虽然在具体升降的时间点存在差异但均呈现

波动变化。在山羊早期生长阶段心脏犐犌犉犅犘１

ｍＲＮＡ水平具有独特的表达模式。Ｌｅｅ等认为犐犌

犉犅犘１基因的组织表达特异性模式也许与肝脏核

因子１（Ｈｅｐａｔｉｃｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ１，ＨＮＦ１）蛋白激发

的ＩＧＦＢＰ１转录不同有关
［７］。

本研究还发现，除肝脏外的组织犐犌犉犅犘１ｍＲ

ＮＡ含量在羔羊２月龄内处于剧烈的波动状态，而

且部分组织的性别差异也主要在这个时间段发生。

ＩＧＦＢＰ１是其家族中代谢反应最灵敏的，如饥饿、营

养不良以及糖尿病等可导致成年哺乳动物外周和心

脏犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ水平显著升高
［７］，而且在不同

条件下，影响ＩＧＦＢＰ１表达的因素有差异
［１９］。不同

组织ＩＧＦＢＰ１的表达水平不但与繁殖
［２０］以及发育

相联系［２１］，还与代谢综合征有关［２２２３］。由于试验羔

羊在整个处理期内自由采食且没有疾病等外在因素

的影响，说明在山羊２月龄内的正常生长中犐犌

犉犅犘１基因发挥着重要的作用，而且作用模式存在

细微的性别差异，但具体作用机制仍不明确。

４　结　论

本研究成功克隆出山羊犐犌犉犅犘１基因 ＯＲＦ

区序列，该序列全长７９２ｂｐ，编码２６３个氨基酸。肝

脏是山羊合成犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ 的主要部位，ＩＧ

ＦＢＰ１在出生后羔羊的早期生长中发挥着重要的作

用且其ｍＲＮＡ发育性表达模式具有组织器官特异

性。
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