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利用犃犳犳狔犿犲狋狉犻狓芯片分析民猪冷应激后肌肉
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摘　要：冷应激可引起动物生产性能下降，诱发多种疾病，甚至造成死亡。民猪是我国北部地区特有的一个抗寒品

种，为了研究冷应激下基因的表达调控机制，本研究利用 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ猪基因芯片对民猪冷应激后肌肉组织内表达

发生变化的基因进行了高通量的检测。结果，共检测到差异基因３４个，其中下调表达的基因２７个，上调表达的基

因７个。在下调表达的基因中有７个（犗犃犛１、犐犚犌６、犐犛犌２０、犇犇犡５８、犐犉犐犜犾、犐犛犌１５、犆犡犆犔９）与干扰素诱导相关，

１个（犉犛犜）与生长性状相关，２个（犕犡１、犘犌２）与抗病毒有关，２个（犛１００Ａ９、犖狌犿犫）与细胞生长和凋亡有关；上调

表达的基因功能还不清楚，推测它们可能与提高机体的抗寒性有关。对其中５个基因进行了ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ分析，

证实它们都受到了温度的调节，与芯片检测结果吻合。结果提示，重度冷应激会造成机体免疫力下降，生长减缓。
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　　东北民猪是我国华北型地方猪种的主要代表之

一。全身被毛为黑色，鬃毛较长密，冬季大多密生棕

色绒毛，体型中等大小，颜面较长直，有纵行皱纹，耳

较大下垂，背腰有的微凹，四肢较粗壮。民猪与我国
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其他地方猪种相比，一个显著特征就是抗寒性强。

当外界温度下降到－２０℃时，民猪的体温、心率、呼

吸频率以及体表温度的下降都要显著低于长白猪。

而且在－２８℃的低温下，也不会出现寒颤和不安的

现象［１］。生理指标比长白和大白猪有更大的稳定

性［２］。因此，研究民猪抗寒特性的遗传机理对于充

分合理的利用民猪资源，以及丰富我国在低温生物

学研究领域的研究成果都具有重要意义。目前，已

有多篇利用芯片技术研究猪的功能基因的报道［３４］，

但是利用该技术研究猪的抗寒性还未见报道。由于

芯片技术具有高通量、并行检测的特点。因此，本研

究拟采用Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ的表达芯片对不同处理下的

民猪肌肉组织内的差异表达基因进行筛选和分析，

为后续的理论研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

７５日龄民猪３窝，每窝随机选取４头母猪，共

计１２头，均购自黑龙江省农业科学院畜牧研究所。

将每窝个体随机分成２组即常温组和低温组，每组

各６头。

１．２　民猪的低温冷诱导处理

２００９年１２月２５日到２０１０年１月６日期间，将

常温组置于正常舍内饲养，温度控制在（１０±２）℃左

右，低温组在舍外半敞式大棚内饲养，平均温度为

（－２０±２）℃，２组均饲喂相同的饲料。处理结束

后，屠宰，取腿部肌肉各１０ｇ左右，液氮带回实验

室，－８０℃冰箱冻存。

１．３　总犚犖犃提取、基因芯片结果分析及基因功能

预测和分析

　　

　　使用Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）分别提取每个样

品的总ＲＮＡ，每个处理组内同窝的２个不同个体总

ＲＮＡ等量混合，作为１个样品，共计６个样品，编号

为常温组的Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３和低温组的Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３。每

个样品的总ＲＮＡ分别纯化后与猪基因表达谱芯片

（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ，包含２４１２３个探针，其中有２２４５８个

基因是已知基因，１６６５个其他的探针；有２０００个功

能类，２２１个蛋白类，１３５个染色体类）进行杂交。芯

片杂交试验由天津生物芯片技术有限责任公司完

成。根据该公司提供的检测数据，将Ｃ１作为基线，

进行芯片数据归一化，数据用ｌｏｇ２进行转换，将常

温组和低温组进行比较分析，选择大于１和小于－１

的差异基因。根据差异表达基因探针代码，在Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ数据库中获得基因注释，并进行Ｐａｔｈｗａｙ的

生物学注释（ｐａｔｈｗａｙ的数据库来自于公共数据库

ＫＥＧＧ （Ｋｙｏｔｏ ＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄ Ｇｅ

ｎｏｍｅｓ）），最后对差异基因进行层次聚类分析。

１．４　荧光定量犚犜犘犆犚验证

选取５个芯片检测存在明显表达变化的基因，采

用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ法进行荧光定量ＲＴＰＣＲ试验以验

证芯片结果的可靠性。引物使用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设

计（表１），由上海生工生物工程有限公司合成，ｃＤＮＡ

制备使用ＴａＫａＲａ公司生产的ＲＮＡＰＣＲＫｉｔ（ＡＭＶ）

Ｖｅｒ３．０试剂盒，每个样本重复测定３次，实时定量

ＰＣＲ分析由 Ｍｘ３０００ｐ定量ＰＣＲ仪（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司）

完成。目的基因相对表达量的计算按照如下公式计

算：相对表达水平＝２－△△ｃｔ，其中ΔΔＣｔ＝（Ｃｔ，目的基

因－Ｃｔ，管家基因）试验组－（Ｃｔ，目的基因－Ｃｔ，管家基

因）对照组。其中的管家基因是β犪犮狋犻狀。

表１　荧光定量犚犜犘犆犚验证的基因和引物相关信息

犜犪犫犾犲１　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅狀狋犺犲狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚

基因 Ｇｅｎｅｓｙｍｂｏｌ 引物序列（５′３′）Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
片段长度／ｂｐ

Ｆｒａｇｍｅｎｔｓｌｅｎｇｔｈ
ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

犆犢犘１犃１
ＡＡＧＡＧＧＡＴＧＧＡＣＧＡＧＡＡＴＧＣＣ
ＧＧＴＧＡＡＧＧＧＡＡＣＧＡＡＧＧＡＧＧＴ

２８２ ＮＭ＿２１４４１２

犉犛犜
ＡＡＡＣＣＴＡＣＣＧＣＡＡＣＧＡＡＴＧＴＧ
ＴＧＣＣＡＧＣＣＴＴＧＡＡＡＴＣＣＣＡＴＡ

３８１ ＮＭ＿００１００３６６２

犇犇犡５８
ＴＴＡＣＣＴＴＴＧＴＣＡＣＣＡＧＣＡＣＣＡ
ＡＣＧＡＡＴＣＴＧＡＣＣＡＧＧＡＡＣＣＡＴ

３３５ ＡＦ３１９６６１．１

犣犖犉１２
ＡＡＧＧＧＡＡＣＣＣＴＣＡＣＴＧＴＣＣＡＴＣ
ＧＴＣＡＧＡＧＴＡＧＡＣＴＴＴＣＧＧＣＡＧ

２００ ＸＭ＿００３１２５４２４

犘犇犣犚犖３
ＣＧＧＧＣＣＧＴＣＣＴＣＡＡＡＧＡＡＴＣＴＧＣ
ＣＡＴＣＴＧＧＣＴＣＴＧＴＧＣＧＴＡＣＴＣＧ

２９８ ＸＭ＿００３１３２３２６

２６６１
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２　结　果

２．１　差异表达分析

２个处理组间差异倍数在２倍以上的基因共有

３４个（表２），其中有些基因只是一段ＥＳＴ序列，经

ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ在线软件比对后，也无法查找出其

源基因，只能以 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ芯片公司上的编号命

名，其中低温处理组与常温组相比，显著下降的基因

共２７个，其中１０个是未知基因；显著上升的基因共

７个，其中２个是未知基因。

表２　２个处理组间差异表达的基因（差异倍数＞２倍）

犜犪犫犾犲２　犔犻狊狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犵犲狀犲狊犫犲狋狑犲犲狀狋狑狅犵狉狅狌狆狊（犳狅犾犱犮犺犪狀犵犲＞２）

序号

ＩＤ

基因

Ｇｅｎｅｎａｍｅ

基因符号

Ｇｅｎｅｓｙｍｂｏｌ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

染色体

位置

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

平均差

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ｏｆｍｅａｎｓ

与常温组相比表达下降的基因　Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅ

１ Ｓｓｃ．２６４１．１ 未知 ＡＷ３１３８２２  －１．０５

２ Ｓｓｃ．２９２８１．１ 未知 ＣＯ９５３０５５  －１．４０

３ Ｓｓｃ．３０２１６．１ 未知 ＣＯ９８８２９９  －１．１０

４ Ｓｓｃ．３０００８．１ 未知 ＣＯ９４７７９８  －２．３５

５ Ｓｓｃ．３００２７．１ 未知 ＣＯ９４８０５０  －１．１２

６ Ｓｓｃ．１０７９９．１ 未知 ＢＱ５９８００４  －１．０２

７ Ｓｓｃ．１０２８５．１ 未知 ＢＩ４００４６７  －１．４６

８ Ｓｓｃ．２６００５．１ 未知 ＢＸ９２６２５２  －１．５５

９ Ｓｓｃ．１７７１８．１ 未知 ＢＱ６０４０４２  －１．１２

１０ Ｓｓｃ．２６４５６．１ 犕犆犃３２ ＣＮ０６９５４３  －１．０３

１１ ｍｙｘｏｖｉｒｕｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ１ 犕犡１ ＮＭ＿２１４０６１ １３ －１．２５

１２ ２′，５′ｏｌｉｇｏａｄｅｎｙｌａｔｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ１，４０／４６ｋｕ 犗犃犛１ ＮＭ＿２１４３０３ １４ －１．３８

１３ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０１Ａ１ 犆犢犘１犃１ ＮＭ＿２１４４１２ ７ －１．２１

１４ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｐｒｏｔｅｉｎ６ 犐犚犌６ ＮＭ＿２１３８１７．１ ３ －１．４５

１５ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅｇｅｎｅ２０ｋｕ 犐犛犌２０ ＮＭ＿００１００５３５１  －１．２９

１６ ＩｇＧｈｅａｖｙｃｈａｉｎ 犔犗犆３９６７８１ ＮＭ＿２１３８２８  －１．３５

１７ ｆｏｌｌｉｓｔａｔｉｎ 犉犛犜 ＮＭ＿００１００３６６２ １６ －１．０４

１８ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒ 犘犌２ Ｌ２４７４５  －１．９７

１９ Ｉｇｇａｍｍａ２ｂｃｈａｉｎｃｏｎｓｔａｎｔｒｅｇｉｏｎ／ＩｇＧｈｅａｖｙｃｈａｉｎ 犐犌犌２Ｂ／犔犗犆３９６７８１ ＢＸ６７０７０８  －１．０４

２０ ＤＥＡＤ（ＡｓｐＧｌｕＡｌａＡｓｐ）ｂｏｘｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ５８ 犇犇犡５８ ＡＦ３１９６６１．１  －１．０８

２１ ｐｒｏｌｉｎｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ｏｘｉｄａｓｅ）１ 犘犚犗犇犎 ＡＫ２３１５６２  －１．３３

２２ ｂｒａｉｎｅｘｐｒｅｓｓｅｄＸｌｉｎｋｅｄ１ 犅犈犡１ ＸＭ＿００３１３５２８０ Ｘ －１．１３

２３ Ｓ１００ｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＡ９ 犛１００Ａ９ ＮＭ＿００１１７７９０６ ４ －１．０７

２４
Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈｔｅｔｒａｔｒｉｃｏｐｅｐｔｉｄｅ

ｒｅｐｅａｔｓ１（ＩＦＩＴ１），ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２
犐犉犐犜１ ＸＭ＿００３１３３１４２ １４ －１．２２

２５ ＩＳＧ１５ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｋｅｍｏｄｉｆｉｅｒ 犐犛犌１５ ＮＭ＿００１１２８４６９  －１．２６

２６ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＸＣｍｏｔｉｆ）ｌｉｇａｎｄ９ 犆犡犆犔９ ＮＭ＿００１１１４２８９ ８ －１．０７

２７ ｎｕｍｂｈｏｍｏｌｏｇ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ），ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１ 犖犝犕犅 ＸＭ＿００３１２８６４９ ７ －１．０９

与常温组相比表达上升的基因　Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅ

２８ Ｓｓｃ．７３９９．１ 未知 ＢＦ７１２４６７  １．０１

２９ Ｓｓｃ．２２２１１．２ 未知 ＣＦ７９４４３９  １．７６

３０ ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ１２ 犣犖犉１２ ＸＭ＿００３１２５４２４ ３ １．０４

３１ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＸＣｍｏｔｉｆ）ｌｉｇａｎｄ２ 犆犡犆犔２ ＸＭ＿００３１２６１６０ ５ １．９１

３２ ｈａｐｔｏｃｏｒｒｉｎ ｈａｐｔｏｃｏｒｒｉｎ Ｘ５２５６６  １．４７

３３ ＰＤＺｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｒｉｎｇｆｉｎｇｅｒ３ 犘犇犣犚犖３ ＸＭ＿００３１３２３２６ １３ １．１７

３４ ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ２３ｍｅｍｂｅｒ３ 犛犔犆２３Ａ３ ＸＭ＿００１９２５５２６ １５ １．５７
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２．２　芯片结果中差异表达基因的功能预测和分析

干扰素系统属于脊椎动物抵抗病毒攻击的先天

免疫系统，病毒感染后细胞产生并分泌干扰素

（ＩＦＮ），ＩＦＮ反过来诱导一系列抗病毒蛋白的表达，

使机体进入抗病毒状态。本研究中所筛出的１７个

基因表达显著下降，且功能已知的基因中有７个是

在干扰素诱导下产生的，如：犗犃犛１
［５］，犐犚犌６

［６］，

犐犛犌２０
［７］，犇犇犡５８

［８９］，犐犉犐犜１
［１０１１］，犐犛犌１５

［１２１３］，

犆犡犆犔９
［１４］，可见，冷应激使机体的抗病毒能力下降。

其他１０个显著下调的功能基因中，有１个与抗病毒

直接相关的 犕犡１基因
［１５］，２个与体温调节有关的

犆犢犘１Ａ１
［１６１８］和犘４５０

［１９］基因；１个与生长性状显著

相关的犉犛犜 基因
［２０２１］；１个抗菌肽ＰＧ２

［２２２３］；１个

线粒体酶ＰＲＯＤＨ
［２４］；１个与精子发生及生精小管

发育相关的基因犅犈犡１
［２５］；以及２个与细胞生长分

化和凋亡有关的犛１００Ａ９
［２６］和犖狌犿犫

［２７］。

本研究所筛选出的５个表达显著上调的基因

中，除了犘犇犣犚犖３基因功能未知外，其余４个基因

分属于不同的超家族。如犣犖犉１２在 ＭＡＰＫ（Ｍｉｔｏ

ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ）信号通路中起着转录

阻抑的作用［２８］；ＣＸＣＬ２属于ＥＬＲ趋化因子，对嗜

中性粒细胞有强烈的趋化活性，但不能趋化单核细

胞［２９］；ｈａｐｔｏｃｏｒｒｉｎ是一个与维生素Ｂ１２运载相关的

蛋白［３０］；ＳＬＣ是细胞内最大的一类转运蛋白
［３１］。

２．３　差异基因的通路与聚类分析

Ｐａｔｈｗａｙ 分 析 采 用 公 共 Ｐａｔｈｗａｙ 数 据 库

ＫＥＧＧ，犘值设为０．００１时，没有发现与差异基因可

能相关的通路。推测这可能是由于目前猪的基因组

注释信息还很有限，ＧＯ和Ｐａｔｈｗａｙ的注释信息也

有限，故导致ＧＯ和Ｐａｔｈｗａｙ等功能富集分析难以

获得有生物学意义的结果。层次聚类分析结果显

示，有４个基因（犗犃犛１，犆犡犆犔２，犇犇犡５８，犆犡犆犔９）

聚为免疫反应类（Ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ），３ 个基因

（犕犡１，犐犚犌６，犇犇犡５８）聚为病毒反应类（Ｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｔｏｖｉｒｕｓ），３个基因（犗犃犛１，犐犛犌２０，犇犇犡５８）聚为

ＲＮＡ结合类（ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇ）。

２．４　实时定量犘犆犚结果

为验证芯片结果的可靠性，从芯片杂交结果中

选择 ３ 个 表 达 下 调 的 基 因 （犆犢犘１Ａ１、犉犛犜、

犇犇犡５８）和 表 达 上 调 的 基 因 （犣犖犉１２ 和

犘犇犣犚犖３），进行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ验证。结果表明，

实时定量ＰＣＲ检测结果与基因芯片检测结果趋势

基本一致（图１），说明本试验芯片数据是可靠的。

３　讨　论

一般来说，急性和重度冷应激常使机体呈现免

图１　应用犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚方法验证猪表达芯片

犉犻犵．１　犃狆狆犾犻犮犪狋犻狅狀狅犳犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚犿犲狋犺狅犱犳狅狉犱犲犿狅狀

狊狋狉犪狋犻狀犵狆犻犵犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犮犺犻狆

疫抑制［３２］，而慢性和温和冷应激常引起免疫增强［３３］。

本研究中低温处理组的平均温度为－２０℃，属于重

度冷应激，因此发现有７个与免疫力有关的基因表

达出现了显著下降。推测是由于应激引起脾脏和淋

巴结对刀豆素（ＣｏｎＡ）及植物血凝素Ａ（ＰＨＡ）的反应

性减弱，自然杀伤细胞（ＮＫ）杀伤活性下降，对靶细胞

的攻击力下降；抑制淋巴细胞特别是Ｔ淋巴细胞的

有丝分裂和ＤＮＡ合成；损伤浆细胞，阻碍免疫球蛋白

的合成和分泌；抑制巨噬细胞对抗原的吞噬和处理，

进而对机体的免疫功能带来一定的影响［３４］。

在低温处理期间，我们还发现，低温组的个体体

质量增加要显著低于常温组，在差异表达基因中也

筛出了犉犛犜这样一个与生长性状显著相关的功能

基因，推测犉犛犜的表达及功能行使易受到外界环境

的影响。此外，还有与抗病毒有关的 犕犡１和犘犌

２，以 及 与细胞生长和 凋 亡 有 关 的 犛１００Ａ９ 和

犖狌犿犫，表达水平都出现了显著下降，可见，低温环

境对动物机体的生长和抗病都会造成不利的影响。

而表达上调的基因，推测应该是与机体抗冷性有关

的基因，机体通过启动或提高它们的表达，给出逆境

保护措施，从而协助动物度过难关或逆境。但由于

目前对这些基因的研究还不够清楚，所以无法确定

机体是通过何种方式、何种途径来抵御寒冷应激的，

这些仍需进一步的研究分析。

４　结　论

本研究采用 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ芯片筛选了民猪冷应

激后肌肉组织内的差异表达基因，发现冷应激后，与

机体免疫力相关的７个基因表达水平发生显著下

降，与生长性状显著相关的犉犛犜基因表达水平也出

现了显著下降，这与我们日常观测到的冷应激下机

体易生病、生长变缓的现象非常吻合。但对于冷应

激下，表达上调，能够帮助机体抵御寒冷气候的相关

基因研究还不够深入，需要进一步研究分析。
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