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要#本研究旨在阐明猪
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基因的分子特点和表达谱&以大白猪为研究对象!利用
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技术克隆
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#技术得到猪部分
-./0"

的
&89,+

序列%利用

生物信息学方法分析
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日龄大白猪及杜洛克的心脏'肌肉'脾脏'肝脏'肾脏'肺脏'胃'小肠'大肠'脑的表达情况%构

建猪骨骼肌损伤模型!研究在骨骼肌发育过程中
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基因的表达特性&结果!将克隆片段拼接得到长
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的大白猪
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基因序列!包含了
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区域!分析表明其编码含
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个氨基酸的蛋白质%包括
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蛋白序列与人和黑猩猩的相似性较高&通过生物信息学方法预测所得
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研究发现!表达结果显示猪该基因表达具有组织和种间特异性!主要都是在胃'大肠和小肠中表达&
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基因在整个损伤修复过程中的表达反复出现升高和降低&

&89,+

处有多个和肌肉生长相关蛋白的转录结合

位点!主要在消化系统组织表达!在骨骼肌修复中表达上调!推测其可能与骨骼肌细胞发育或其他肌肉生长相关因

子的表达有关&

关键词#精氨酸)丝氨酸蛋白激酶
"

%猪%实时荧光定量
-.+

%反向
-.+

%骨骼肌损伤模型%生物信息学分析

中图分类号#

0(#(

$

N&#*

!!!!

文献标识码#

M

!!!!

文章编号#

'$))!)?)>

!

#'"'

"

""!"$*?!'(

收稿日期#

#''?!""!"?

基金项目#*十一五+国家科技支撑计划重点项目*优质瘦肉型猪新品种选育与产业化开发+"

#''(LM/L#L'#

#

作者简介#俄广鑫"

"?(>!

#!男!黑龙江哈尔滨人!硕士!主要从事动物遗传育种与繁殖的研究!

K!=:1;

$

4

O

P:2

O

Q12

!

"#)%CJ=

"

通讯作者#刘
!

娣!

K!=:1;

$

;1PR1"?)$

!

")$%CJ=

/01232

4

5267829:31250;250

<

=3=1>+?@32?

)

5@

4

3232?*@39A+

B

?93>39.325=?#32-3

4

KSP:2

O

!Q12

"

!

T79/1

#

"

!

UDMVS/J2

O

!

W

14

#

!

GMVSX1P!

Y

12

"

!

.97GP

$

!

UD9Z1!

I

P:2

"

!

GMVS0[:J!C[42

O

"

!

\MVSZ1:!@J

"

!

X7KGP!<J2

O

"

"

"%2+33&

4

&+

5

!)(6$3-"(&)"&$)78&",)+3+

49

!

:+'#,&$;#!

4

'("<3#<'$3=)(>&';(#

9

!

?$'@()"&''$'

!

2,()$

%

#%!)(6$3?<;@$)7'

9

2&)#&'

!

?&(3+)

4A

($)

4

!"$7&6

9

+

5

!

4

'("<3#<'$3

-"(&)"&;

!

?$'@()"&''()

!

2,()$

%

$%?$()$)=)(>&';(#

9

+

5

!

4

'("<3#<'&

!

?$(B+<&*'##(

!

2,()$

#

;C=:@59:

$

,[4J@

W

4C<134J]<[166<PR

I

:̂6<J1;;P=12:<4<[4=J;4CP;:5]4:<P546:2R<[44Q

A

54661J2

A

5J]1;4J]<[4

A

J5C124-./0"

O

424%,[4-./0"

O

424]5J=<[4GJ5F6[154

A

1

O

:̂6C;J24R:2R64!

Y

P42C4R

!

:2R<[421<6=J;4CP;:5]4:<P546 4̂54:2:;

I

_4R% 9641234564-.+<JC;J24<[4

A

:5<1:;&8

9,+64

Y

P42C4J]-./0"12

A

1

O

%,[4=+VMR16<51@P<1J2

A

5J]1;4J]<[4

A

J5C124-./0"

O

42412

<42<166P46

"

[4:5<

!

=P6C;46

!

;1345

!

F1R24

I

!

;P2

O

!

6<J=:C[

!

6=:;;:2R;:5

O

412<46<124

!

6

A

;442

!

@5:12

#

J]GJ5F6[154:2R/P5JC

"

J24!R:

I

!

J24!=J2<[

#

4̂544Q:=124R@

I

54:;!<1=4-.+% .J2!

6<5PC<

A

1

O

6F4;4<:;=P6C;412

W

P5

I

=JR4;@

I

6P@CP<:24JP612

W

4C<1J2<J6<PR

I

<[44Q

A

54661J2C[:5:C!

<4516<1C6J]-./0"

O

4241254

A

:15

A

5JC466J]6F4;4<:;=P6C;4%M64

Y

P42C4 1̂<[:;42

O

<[J]#>??@

A

:̂6C;J24R

!

1<CJ2<:124R<[4./0

"

CJR12

O

64

Y

P42C4

#

54

O

1J2J]"?)(@

A

J]<[4

A

J5C124-./0"



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
>"

卷
!

O

424

!

42CJR4R:

A

5J<412CJ=

A

J64RJ])&):=12J:C1R6

!

12C;PR12

O

<̂ J-

(

BCRJ=:126% ,[464!

Y

P42C4J]<[4

A

J5C1240+-B"

A

5J<4126[:54R[1

O

[61=1;:51<

I

1̂<[[P=:2:2RC[1=

A

:2_44

!

:2R<[4

I

4̂54C;J64R12<[4-[

I

;J

O

424<1C<544% ,[4546P;<J]@1J12]J5=:<1C6:2:;

I
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5Ĵ <[!54;:<4R]:C<J54Q

A

54661J2%

.?

<

D1@6=

$

0+-B"

%

A

1

O

%

54:;!<1=4-.+

%

1234564-.+

"

7!-.+

#%

6F4;4<:;=P6C;412

W

P5

I

=JR4;

%

@1J12]J5=:<1C6:2:;

I

616

!!

丝氨酸)精氨酸 "
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#蛋白特异性激酶"
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0+-B

#家族具有

磷酸化含有
+0

结构域的
+VM

剪接子的功能!人类

-./0"

已被克隆!并证实在细胞周期中它具有调

节
+VM

剪接因子在细胞核中分布的功能,
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-B"

是一种对
+VM

剪接子的
+0

结构域有很高特

异性的激酶!因为它只识别精氨酸!且在基质里只

磷酸化丝氨酸,
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&为了进一步研究它的生物学特

性!并试图探讨
0+-B"

是否与人类疾病有关!制作

了染色体图谱&用
-./0"

做探针!与鼠和人类多

重位点杂交!试验结果发现
-./0"

在鼠染色体上

出现多个杂交信号"鼠
"*

号常染色体和
X

染色

体,
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#&本试验以猪为试验对象!克隆了猪
-./0"

基因!利用
54:;!<1=4

技术分析
-./0"

基因在猪不

同组织和骨骼肌发育阶段的表达规律&
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材料与方法
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材料
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!

动物
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健康大白猪'杜洛克公猪由黑龙江

省农科院畜牧研究所提供!屠宰后!取其肺脏'肝

脏'脾脏'肾脏'胃'心脏'肌肉'大肠'小肠和脑组

织!立即放入液氮中保存备用&

"

月龄大白猪
"#

头!雌雄各半!体质量
&
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!由哈尔滨三元猪场

提供&
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缓冲液'
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'

D$&7

均购自大连
,:B:+:

公司&基因引物由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成!无水乙醇'

琼脂糖凝胶
/VM

回收试剂盒'微量质粒提取试剂

盒购自盖宁生物工程有限公司!盐酸布比卡因注射

液"

&=T

!

$*%&=

O

#!购自上海朝晖药业有限公司&

#E!

!

方法

"%#%"

!

-./0"

基因
./0

区克隆
!!

取
"

月龄大

白猪背部肌肉组织立即放入液氮中保存以备用&用

,51_J;

试剂提取总
+VM

!操作过程中对其中一些环

节稍做改进&

+,

反应取
*

%

T

提取的总
+VM

!按

-51=40C51
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<

,H

+,!-.+ B1<

试剂盒推荐的方法以

a;1

O
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R,

#为引物合成
C/VM

第一链&根据
S42!

L:2F

中人
-./0"

基因序列
VH'">$*'

!及猪
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的
K0,

片段设计合成引物!如表
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反向
-.+

克隆
-./0"

部分
&89,+

!!

本

研究采用反向
-.+

技术克隆
-./0"

部分
&89,+

序列!具体方法参照文献,
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-&本试验对其进行部分

改动!参照限制性内切酶
D$&7B1<
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#的操

作方法&对总
C/VM

进行酶切!酶切反应总体积为

>'
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!

$*c

水浴过夜&连接环化前于
)&c

水浴

"&=12

使各种限制性内切酶失活&参照
,>/VM
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酶切产物和
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T,>/VM

连接酶&

#'c

连

接过夜!再用冰乙醇沉淀!

*'̀

酒精洗脱!烘干后

用
>'

%

T

去离子水溶解!获得酶切
-.+

反应库&

用其作为
-.+

反应底物进行
-.+

反应!所用引物

EG!"

序列见表
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反应体系包括$
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S.LP]]45
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!上下游引物各
'%&
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去离子水&反应条件$
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个循环$
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产物回收纯化后!连接于

-H/"(!,

载体转化大肠杆菌
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!随机挑取阳

性克隆摇菌培养后送英骏生物技术有限公司测序&
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序列分析
!!

/VM6<:5

软件进行序列拼接

得到最长序列!用
LTM0,2

进行核酸序列同源性分

析 "
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A
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^̂ %̂ 2C@1% 2;=% 21[%

O

J3

)

@;:6<

)

@;:6<%C

O
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#并构建
VZ

系统树&用
a+E]12R45

分析

核 酸 序 列 的 开 放 阅 读 框 架 "
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A
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J3
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O

J5]
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V.L7

的
.J264534R/J=:12M5C[1<4C<P54+4<5143:;
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#分析蛋白质的保守结构域&

"%#%>

!

-./0"

基因组织表达检测
!!

取大白猪

"

"

月龄'

"

日龄#和杜洛克"

"

月龄#的肺脏'肝脏'

脾脏'肾脏'心脏'胃'肌肉'大肠'小肠和脑组织&

提取
+VM

!反转录参照
"%#%"

!使用
0,+M,M!

SKVK HQ$'''-

仪器和
+4:;!<1=4-.+ H:6<45

H1Q

"

ML7

#试剂盒对猪
!

1$"#()

"

0,!"

#'

-./0"

"

0,!

#

#的
C/VM

进行定量&反应总体系为
#'

%

T

!包括

荧光染料
0GL+S5442 H1Q"'

%

T

'上下游引物各

"

"

%

=J;

.

T

!"

#

'%>

%

T

'组织
C/VM"

%

T

"

"

%

T

+VM

反转录产物
b"'

!"

#'灭菌双蒸水
(%#

%

T

&

54!

:;!<1=4

Y

P:2<1<:<134-.+

反应程序为$

?&c

预变性

"'=12

%

?&c

变性
$'6

!

)'c

退火
"=12

!共
>'

个循

环结束后再加入一个循环$

?&c

变性
$'6

!

&&c

退

火
$'6

!

?&c

变性
$'6

&

"%#%&

!

骨骼肌损伤模型建立
!!

取
$'

日龄的大白

猪
"#

头"公母各半#!采用盐酸布比卡因"

LP

A

13:!

C:124

#构建肌肉模型,

&!)

-

&将
"#

头猪分为
>

组!每组

$

头!在相同时间'相同环境下在每只猪后肢左腓肠

肌皮下注射
LP

A

13:C:124

"

$=T

#!右侧接种相同剂量

的生理盐水作为对照!按作用时间
'%&

'

*#

'

"#

'

")(

[

分别进行屠宰!取损伤处肌肉组织样&

"%#%)

!

石蜡切片染色
!!

放血处死动物后!立即采

集组织样一分为二!一部分马上置于液氮中!另一部

分投入
"'̀

中性福尔马林溶液固定
#>[

以上!修

块!冲洗!脱水!透明!包埋!常规石蜡切片!

DK

染

色!光镜观察拍照&

"%#%*

!

数据分析
!!

目的基因及内参基因相对表

达量用
#

!

&&

.<法计算!其中
&&

.<d

"

.<目的基因 e

.<管家基因#试验组e

"

.<目的基因e.<管家基因#对照组&

!

!

结
!

果

!E#

!

猪
!"#$#

的克隆及序列分析

-./0"

的
-.+

产物经
"%'̀

的琼脂糖凝胶电

"($"



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
>"
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!

泳!结果显示扩增了
$

个长度分别为
""))

'

(#$

'

&*&

@

A

的片段"图
"

#&送样测序得到
-./0"

基因序

列!其中包含
"?)(@

A

的
./0

区域!通过反向
-.+

克隆猪
-./0"

基因部分
&89,+

序列"图
#

'

$

#!将

克隆所得序列拼接得到最长序列!并将其提交到

S42L:2F

!得到登录号
EZ>*)#?'

&经软件分析!目

的基因的蛋白质分子量为
*>%$&FP

!等电点约为

&%(?

!酸性氨基酸为
"'&

个!碱性氨基酸为
(?

个&

获得
$#'@

A

的
&89,+

序列通过在线转录因子结合

位点预测工具找到了多个功能明确的转录结合位

点!如$

D0E"

'

D0E#

'

7F!"

'

7B!#

'

0+G

'

0-"

'

H

I

J/

'

90E

'

K>*

'

A

$''

'

.-#

'

++KL!"

'

K#E

和
M-!"

&

!E!

!

+,-.#

蛋白质进化分析

通过
0̂ 166!-5J<

检索到人"

VH

(

''$"$*

#'家鼠

"

VH

(

'")*?&

#'褐鼠"

VH

(

''"'#&*#)

#'爪蟾"

VH

(

''"'"*$&"

#'牛"

XH

(

&?'"*(

#'狗"

XH

(

(>&#$*

#'鸡

"

XH

(

>"?#)&

#'黑猩猩"

XH

(

''""*#&?&

#'苏门答腊

猩猩"

VH

(

''""$")($

#和斑马鱼"

VH

(

"??)&'

#的

0+-B"

蛋白质序列与所克隆的猪
-./0"

编码的

蛋白质列!利用
/VM6<:5

软件中的
.T9M,MT \

程序进行同源性比较并构建分子进化树"图
>

#&比

较猪与人'家鼠'牛的
0+-B"

蛋白序列!发现氨基

酸一致性分别为
??%?'̀

'

?>%$(̀

和
?(%>$̀

&核

苷酸和氨基酸同源性分析说明
0+-B"

是一个在进

化上相对保守的蛋白质&

利用
/VM6<:5

对数据库中已有的
-./0"

基

因序列的进化分析发现!猪与黑猩猩和人的亲缘关

系最近可归为一类!斑马鱼与猪的进化关系最远!进

化关系如图
>

&在
V.L7

的
0<5PC<P54

数据库中对猪

0+-B"

蛋白与人
0+-B"

进行比较发现了
#

个
-BC

(

;1F4

激酶区"图
&

#&

"%/VM

相对分子质量标准%

#%0K!"

克隆产物%

$%0K!#

克

隆产物%

>%0K!$

克隆产物

"%/T#''' H:5F45

%

#

!

$

!

>%0K!"

!

0K!#:2R0K!$C;J24R

A

5JRPC<6

图
#

!

!"#$#/I+

区克隆的
#J

琼脂糖凝胶电泳图片

73

4

K#

!

#J5

4

5@1=?

4

?0?0?9:@1

B

A1@?=3=3G5

4

?=1>!"#$#/I+

@?

4

312

"%/VM

相对分子质量标准%

#%

为
EG!"

克隆产物

"%/T#'''=:5F45

%

#%,[4

A

5JRPC<J]EG!"

图
!

!

7L*#-/,

产物的
#J

琼脂糖凝胶电泳图片

73

4

K!

!

#J5

4

5@1=?

4

?0?0?9:@1

B

A1@?=3=1>M*-/,

!

7L*#

"

B

@1689:

图中加粗处为引物序列!注有下划线的部分为
&89,+

序列!没有任何标示的是第
(

外显子序列

,[4@J;R

A

:5<6:54<[4

A

51=456

!

=:5F4R 1̂<[P2R45;124R

A

:5<16&8];:2F12

O

64

Y

P42C4

!

2J2!P2R45;124R54

O

1J2616<[464

Y

P42C4

J]4QJ2(

图
%

!

反向
-/,

!

M*-/,

"克隆猪部分
!"#$#

的
NOPF,

73

4

K%

!

NO>052Q32

4

=?

R

8?29?1>

B

3

4

!"#$#5G

B

03>395:?6C

<

32S?@=?-/,

#($"
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""

期 俄广鑫等$猪精氨酸
!

丝氨酸蛋白激酶
"

"

0+-B"

#克隆表达及功能初步分析

图
$

!

#"

个物种
+,-.#

蛋白编码区序列同源性比较

73

4

K$

!

T80:3*503

4

2G?2:1>:A?+,-.#/I+1>#"=

B

?93?=

图
N

!

+,-.#

蛋白序列结构域的分析

73

4

KN

!

FA?=:@89:8@?61G532=5250

<

=3=1>+,-.#

!E%

!

组织表达谱研究

以持家基因
!

1$"#()

作为对照!利用基因特异引

物进行不同组织间的表达分析!结果见图
)

'

*

&结

果表明!

"

日龄猪
-./0"

基因在肾'肺'大肠'小

肠'心'肝'肌肉的表达低!在脾'胃和脑的表达较高&

"

月龄大白猪
-./0"

基因在肾'肺'大肠'脾'肝'

肌肉'的表达低甚至不表达而在小肠'和胃的表达

高&

"

月龄杜洛克
-./0"

基因在肾'小肠'脾'心'

肝中表达低甚至不表达而在肺'大肠'胃中表达较

高&

图中没有显示相对表达量低于
'%"

的柱状图&图
*

同

,[4[16<J

O

5:=6J]<[454;:<1344Q

A

54661J2;434;;466<[:2'f"

4̂542J<6[Ĵ 4Rf,[46:=4:6E1

O

P54*

图
)

!

#

日龄及
%"

日龄大白猪
!"#$#

基因的组织表达谱

73

4

K)

!

FA?:3==8??H

B

@?==312

B

5::?@21>!"#$#32#*65

<

*106

526%"*65

<

*106U5@

4

?VA3:?

B

3

4

=

图
&

!

%"

日龄大白猪及杜洛克
!"#$#

基因的组织表达谱

73

4

K&

!

FA?:3==8??H

B

@?==312

B

5::?@21>!"#$#32%"*65

<

*106

U5@

4

?VA3:?526I8@19

B

3

4

=

!E$

!

骨骼肌损伤及肌分化过程中的表达

#%>%"

!

病理症状
!!

注射盐酸布比卡因后
"

月龄

大白猪行为的改变$当把盐酸布比卡因局部注射于

大白猪的腓肠肌后!该侧肌肉立即变得松软无力!足

背屈爬行时明显呈拖步状态!此观察结果与有关报

告相似,

*

-

!这种拖步在
#>[

后仍能见到!

>([

后仅

见爬行缓慢!

)>[

趋于正常&

#%>%#

!

病理性结果
!!

肌肉损伤病理切片显示!注

射
'%&[

后即盐酸布比卡因的作用高峰期!切片显

示肌细胞细胞核出现不定的聚集!细胞间出现不紧

凑的空隙!细胞核在细胞内的排列混乱!大量细胞出

$($"



畜
!
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!
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!
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!
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>"
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!

现死亡症状!

-./0"

表达量较低"图
(

'图
?L

'

?.

#&

注射
*#[

显示肌细胞仍呈现损伤状态和局部血管

内出血"图
?/

#!同时有部分嗜酸性的巨噬细胞迁移

到坏死的肌纤维处
-./0"

表达迅速升高"图
(

'图

?K

#&注射
"#'[

后!坏死纤维及细胞外间隙被大量

单核细胞浸润!出现大量肌管样具有中央核的再生

肌纤维!同时也有血管内出血现象!

-./0"

表达量

出现下降趋势"图
(

'图
?E

'

?S

和
?D

#&注射
")([

后大部分坏死肌纤维被新生肌纤维所取代"图
?7

'

?Z

#!由于肌纤维的新生能力有限!所以增生出很多

结缔组织来填充肌细胞间隙!此时
-./0"

表达量

又快速升高并超过前期最高水平!由于观察的时间

范围有限!不能确定
")([

附近是不是
-./0"

表

达的高峰期&注射生理盐水"阳性对照#组无肌纤维

变性'坏死和炎症浸润!其肌卫星细胞排列密集!细

胞核分布均匀且位于胞壁侧!

0+-B"

的表达丰度较

注射盐酸布比卡因
'%&[

的低"图
(

'图
?M

#&在损

伤后的肌细胞分化过程中!

-./0"

的表达量也出

现反复的升高和降低&

对照组为不注射盐酸布比卡因组

.J2<5J;

O

5JP

A

162J[

I

R5JC[;J51R412

W

4C<4R

图
(

!

!"#$#

在骨骼肌发育阶段的表达

73

4

K(

!

!"#$#?H

B

@?==31232=Q?0?:50G8=90?6?S?01

B

G?2:50

=:5

4

?=

%

!

讨
!

论

ZP==:

等研究发现!

0+

A

#'

存在于小鼠卵和胚

胎发育的早期!失去
0+

A

#'

的小鼠受精卵难以形成

胚泡!并死于桑椹胚期,

(

-

&在使用
+VM1

"

+VM12!

<45]4542C4

#抑制
-.

基因
.40E#

)

M0E

后会导致线

虫胚胎晚期的死亡&如果同时阻碍两种或更多
0+

蛋白的作用!将会导致线虫的死亡或其他类型的发

育缺陷,

?

-

&

0<1CF4;45

等对肿瘤的研究发现!在肿瘤

形成之前!不同组织细胞中
0+

蛋白的表达类型各

不相同!一般只表达
"

个家族中的
"

个亚型%随着肿

瘤的发展!

0+

蛋白表达类型逐渐增多!各不相同%

以至最后恶性肿瘤中
0+

蛋白的表达类型变得十分

复杂,

"'

-

&

U:[;45

等,

""

-研究不同组织的细胞发现!

0+

蛋白各有不同的一套表达型调节着拼接位点的

选择!从而决定组织的特异性&

-./0"

基因作为

0+

蛋白特异性激酶为研究其相关调控因子的关系!

以及肌肉'肿瘤细胞形成的过程带来了新的研究视

角和着手点!具有重要意义&本研究克隆了猪
-.1

/0"

的核苷酸序列"包含开放阅读框架及其部分
&8

9,+

序列#!并进行了初步的序列分析!推测分析了

其氨基酸序列特点及转录结合位点&为该基因在其

它物种中的克隆表达鉴定起到重要的参考作用!并

为后续的多物种同源性分析!物种间高度保守标签

序列的确定奠定了基础!丰富了其功能研究的基础&

本研究中!我们为克隆
-./0"

的
&89,+

序列而采

用了反向
-.+

的方法!

7!-.+

法操作简单!避免了

文库筛选'克隆'亚克隆等繁琐步骤!对试验条件要

求不高!花费少!无需设计和合成大量昂贵的核苷酸

接头!克服了产生非特异性产物的麻烦!特异性较

好&对其组织表达的研究发现!较大日龄"

"

月龄#

猪的消化系统是
-./0"

基因的高表达甚至是特异

表达区域&本试验中发现相同日龄杜洛克猪消化系

统
0+-B"

的表达较大白猪的高!目前已有研究表

明!杜洛克的脂肪含量比一些瘦肉型猪的脂肪含量

高!所以推测
0+-B"

可能在动物的消化功能及营

养吸收利用等方面起到一定的作用!最近有研究证

明
0-"

位于控制肥胖的
N,T

区域可能起到了脂肪

调节的作用,

"#

-

&而我们在
-./0"

的部分
&89,+

序列上找到了多个
0-"

蛋白转录结合位点!因此推

测其可能与猪的肥胖有关&

有研究发现
-./0"

基因由
HKE#

直接调控进

行特异表达的!缺少该基因的表达会发生中央核肌

病!在骨骼肌中过度表达会产生肌纤维退化和早期

胚胎死亡,

"$

-

&骨骼肌在胚胎期的发育是非常复杂

的过程!包括对骨骼肌前体细胞迁移'增殖和分化在

时间和空间上进行有序的调节&骨骼肌的再生是成

年骨骼肌受到损伤后出现的一种生理性反应!是骨

骼肌组织中的肌卫星细胞受到刺激信号发生活化!

进入细胞周期进行增殖!随后分化融合形成新生肌

纤维&目前已知多种生长因子参与了骨骼肌的分化

和再生的调节!这些生长因子在胚胎肌肉形成和成

年骨骼肌损伤再生过程中高表达!能刺激肌前体细

>($"
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""

期 俄广鑫等$猪精氨酸
!

丝氨酸蛋白激酶
"

"

0+-B"

#克隆表达及功能初步分析

M

为注射相同剂量生理盐水的对照组%

L

'

.

为盐酸布比卡因注射
'%&[

骨骼肌特征%

/

'

K

为盐酸布比卡因注射
*#[

骨骼肌

特征%

E

'

S

'

D

为盐酸布比卡因注射
"#'[

后骨骼肌特征%

7

'

Z

为盐酸布比卡因注射
")([

骨骼肌特征

M16<[4CJ2<5J;

O

5JP

A

1̂<[<[46:=412

W

4C<1J2RJ64J]2J5=:;6:;124

%

L

!

.:54<[46F4;4<:;=P6C;4C[:5:C<4516<1C6'%&[;:<45

:]<45<[412

W

4C<1J2J]@P

A

13:C:124[

I

R5JC[;J51R4

%

/

!

K:54<[46F4;4<:;=P6C;4C[:5:C<4516<1C6*#[;:<45:]<45<[412

W

4C<1J2J]

@P

A

13:C:124[

I

R5JC[;J51R4

%

E

!
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胞的发育和分化成熟,

">

-

&研究结果显示!自骨骼肌

注射心肌毒素后
'%&[

!

-./0"

的表达即会明显上

调!这种高表达一直维持至损伤后的第
*#

小时后出

现下降!但在注射
"#'[

后又出现表达上调的现象&

通过与空白对照"

CJ2<5J;

#比较发现在注射盐酸布比

卡因后
'%&[

即肌细胞刚刚出现明显损伤症状时!

其表达量要明显低于正常情况下即空白对照"

CJ2!

<5J;

#的表达量!而到了
*#[

左右达到了第一个表达

高峰!而这个时间大致是
H

I

J

O

4212

损伤后到达表

达高峰的时间!而在
*#[

前!大致
>([

是
H

I

J/

肌

肉损伤表达的高峰&由于
0+-B"

对
0+

蛋白的磷

酸化是
+VM

剪切的先决条件!而
0+

的重复区段参

与了蛋白与蛋白的相互作用&不仅如此!

0+-B"

还

可能是选择性剪切的调控因子!是参与基因表达的重

要因素&所以由
-./0"

基因的表达特征可以推测

0+-B"

可能参与了对肌卫星细胞增殖分化的调控&

$

!

结
!

论

$E#

!

本 研 究 中 克 隆 了 大 白 猪
-./0"

基 因

"

EZ>*)#?'

#的全长
./0

序列!并利用反向
-.+

技

术克隆了部分
&89,+

序列!其包含
#

个
-BC

(

;1F4

功能域&系统发育分析表明!猪与黑猩猩和人的亲

缘关系最近!与斑马鱼进化关系最远&

$E!

!

本研究利用
54:;!<1=4-.+

方法分析大白猪和

杜洛克猪
-./0"

基因在心脏'肝脏'脾脏'肺脏'大

肠'小肠'胃'肌肉和脑的表达情况!发现
"

日龄猪

-./0"

基因在肾'肺'大肠'小肠'心'肝'肌肉中表

达低甚至不表达!在脾'胃和脑中有所表达&

"

月龄

大白猪
-./0"

基因在肾'肺'大肠'脾'肝'肌肉中

表达低甚至不表达!在小肠和胃中有所表达&

"

月

龄杜洛克
-./0"

基因在肾'小肠'脾'心'肝中表达

低甚至不表达!在肺'大肠'胃中有表达&

$E%

!

本研究通过猪骨骼肌损伤模型!发现
-./0"

基因在肌肉损伤修复过程中转录水平出现明显的变

化!在骨骼肌细胞损伤修复过程中
-./0"

基因表

达出现反复增高和降低&
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