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要!本研究旨在阐明山羊
GBF

基因的表达特性!并分析其表达与肌内脂肪沉积的相关性'以简州大耳羊为

试验动物!采用
ZI!JHZ

方法克隆
GBF

基因!利用实时荧光定量
JHZ

和
G<,B<K-M9#BB$-

=

技术检测其组织表达差

异!同时检测该基因在不同发育阶段不同部位山羊肌肉组织中的表达水平!并与
TYQ

含量进行相关分析'结果表

明!山羊
GBF

基因
HR2

区为
%1%(M

L

!编码
1&1

个氨基酸!为无跨膜结构的非分泌蛋白'

GBF7ZD4

在山羊的脂

肪(脾和肺中表达水平较高"
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#!在背最长肌中表达最低&

QIV

蛋白在背最长肌和脾中表达较高"
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#!

脂肪组织中表达次之'同时结果显示!

GBF7ZD4

在
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月龄山羊背最长肌和股二头肌中表达水平显著高于
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GBF7ZD4

表达量与背最长肌
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含量呈显著负相关"

3

$

&'&1

#!与股

二头肌及臂三头肌
TYQ

含量呈不同程度的正相关'本研究指出!

GBF

基因表达与
TYQ

含量存在相关性!推测可

作为
TYQ

沉积的候选基因'
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&克隆&组织表达&肌内脂肪含量
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期 林亚秋等$山羊
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基因克隆及其表达谱

7ZD49<O<9#NGBFA8,-<

=

8B$O<9

>

@#KK<98B<"A$B;TYQ@#-B<-B#N5+)

6

(44(1;4:+'4(

"

3

$

&'&1

#

M?B

L

#,$B$O<9

>

@#KK<98B<"A$B;TYQ@#-B<-B#NA("&

0

4

2

&1+'(48-"#'("&

0

4A'$",(('T-B;$,,B?"

>

!

A<

$-O<,B$

=

8B<"8,$

=

-$N$@8-B@#KK<98B$#-M<BA<<-GBF<]

L

K<,,$#-8-"TYQ

!

A;$@;$-"$@8B<,B;8BGBF

78

>

,<KO<8,8@8-"$"8B<

=

<-<N#KTYQ'

?+

8

@5.2,

$

=

#8B

&

GBF

&

@9#-<

&

B$,,?<<]

L

K<,,$#-

&

$-BK87?,@?98KN8B@#-B<-B

!!

近年来!随着人们消费水平的提高及消费观念

的转变!对动物肉品质的要求越来越高'山羊肉具

有蛋白含量高!脂肪(胆固醇含量低!且含有多种人

体必需氨基酸等优点!因此备受人们推崇'我国是

山羊养殖的大国!其分布地区广!在我国畜牧业中占

有非常重要的地位'肉用山羊是当前养殖业的主

体!简州大耳羊是以努比山羊和简阳本地山羊为育

种材料培育出的具有自主知识产权的优良地方肉用

品种!因此阐明其优良肉质性状形成的分子机制具

有重要的理论与实际意义'

肌内脂肪"
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TYQ

#是影响其肉

质性状的一个极其重要的指标!被认为与肉质呈正

相关*
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!是山羊的重要经济性状之一'

TYQ

受多

因素影响!其中从分子水平上阐明影响
TYQ

的候选

基因的调控作用是研究者所关注的焦点问题'脂肪

肥胖相关基因"
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#又叫
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年新发现的与人

类肥胖相关的等位基因*
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!属于非血红色加双氧酶

基因超家族!编码
0!

酮戊二酸依赖的核酸脱甲基

酶'研究发现该基因广泛存在于脊椎动物中*

)
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!并

在动物多种组织中均表达!在食物摄入(能量代

谢*
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+

(肥胖*

*

!

.!3

+和
0

型糖尿病*

(!%&

+等方面发挥重要

的调控作用'关于
GBF

的研究比较深入的主要集

中在人和鼠的能量平衡!基于该基因的重要性!畜牧

工作者对该基因在动物生产中的作用也非常重视!
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等于
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年研究指出!鸡
GBF

基因序列的

多样性与家禽的体重(肥胖等相关*
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基
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#与猪(牛和兔子的肉质性状和生长存在

相关性!推测其可作为动物肉质和生长的候选基

因*
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+

'但
GBF

基因在山羊上的研究目前尚未见

相关报道!

DHUT

上仅见山羊
GBF

的预测序列!关

于山羊
GBF

的基因特性!在山羊各组织和不同发

育阶段的表达谱!及其是否可作为山羊肉质性状的

候选基因皆需要通过试验来阐明'

因此本研究通过克隆得到山羊
GBF

基因!并

对该序列进行生物信息学分析!利用实时荧光定量

JHZ

和
G<,B<K-M9#BB$-

=

分析该基因在不同组织中

的表达情况!并对该基因的时序表达情况及与肌肉

中的
TYQ

含量进行关联分析!为进一步研究山羊

GBF

基因功能及解析简州大耳羊优质肉质性状形

成的分子机制提供重要的理论依据'
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材料与方法
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试验材料
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试验动物与组织样品采集
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本试验选择
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月龄"羔羊#(
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月龄"育成羊#和
0)

月龄左

右"成年羊#的简州大耳羊公羊为试验动物"每个阶

段各
/

只#!购自四川省简阳市'屠宰后迅速取其

皮下脂肪(背最长肌(股二头肌和臂三头肌组织&并

同时采集成年公羊心(肝(脾(肺(肾(脂肪(背最长

肌(股二头肌和臂三头肌等组织'采集的组织样品

用锡箔纸包好!置于液氮内带回实验室!

_(&k

放

置备用'用于测定肌内脂肪含量的样品去除结缔组

织后带回实验室置于
_0&k

备用'
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Y8,B<KY$]
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公司!胶回收试剂盒购
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公司!感受态细胞
R51

%

购自天根生化

科技有限公司!抗
QIV

多克隆抗体购自美国
4M!

@#7

公司!抗
$

!8@B$-

购自北京博奥森生物技术有限

公司!牛血清白蛋白"
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试验方法
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山羊
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基因的克隆测序
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按照
IK$:#9

试剂盒说明书操作步骤提取山羊皮下脂肪组织总

ZD4

!用紫外分光光度计测得总
ZD4

的
VR

值为
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!符合试验要求'然后按照反转录试剂盒

说明书以
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#为引物合成
@RD4

第一链'

利用
JK$7<KJK<7$<K1'&

软件!根据
E<-U8-P

数据

库中登陆的牛(牦牛及山羊预测序列设计
JHZ

扩增

引物"表
%

#!产物长度预计为
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'
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反应条件$

/)k

预变性
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!
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)&

个循环&

30k

延伸
%&7$-
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用
RD4

回收试剂盒回收
%X

琼脂糖凝胶电泳检测

后的目的条带!然后连接于
JYR!%/I

载体!转化

R51

%

后筛选阳性克隆!最后送交生工生物工程上

海股份有限公司进行序列测定'
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引物信息
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片段
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山羊
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基因生物信息学分析
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利用

DHUT

的
US42I

在线工具进行同源性比对!利用

Y6E41'&

构建系统进化关系树&利用
6]J42

>

分

析推导蛋白质的基本理化性质!利用
JK#B2@89<

对

山羊
QIV

蛋白疏水区进行预测!利用
IY5YY

预测跨膜结构域!利用
2$

=

-89J)'&

预测信号肽序
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蛋白磷酸化位点(

V

糖基化位

点(

D

糖基化位点!通过
J,#KB

*

对亚细胞定位进行

预测!相关蛋白相互作用网络由
2IZTDE

交互式数

据库 所 构 建!
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山羊
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基因组织表达谱
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提取成年

山羊的心(肝(脾(肺(肾(背最长肌和皮下脂肪等组

织的总
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光定量
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检测
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基因的组织表达差
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预变性
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个循环'引物序列见表
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=

步骤$将上述提取的各个组

织蛋白利用
UK8"Q#K"

方法对总蛋白质进行定量'

提取的总蛋白
%&&k

煮样
%&7$-

!

%0X2R2!J4E6

分离蛋白!接着以
0&&74

的电流将蛋白转移到

JeRQ

膜上!封闭缓冲液封闭
%;

!用抗
QIV

和
$

!

8@B$-

的抗体 "

%̂ %&&&

#!室温孵育
0;

'再与对应

的辣根过氧化物酶偶联的二抗 "

%̂ 0&&&

#室温下孵

育
0;

!最后利用
U$#!Z8"E2!(&&

曝光系统检测目的

蛋白!并用
[?8-B$B

>

V-<

软件分析蛋白表达量'

%'0')

!

山羊
GBF

基因时序表达谱
!!

分别提取

%

"

*

月龄(

(

"

%&

月龄和
0)

月龄左右的公羊皮下

脂肪(背最长肌(股二头肌和臂三头肌的总
ZD4

"每

个阶段每个组织
)j/

#!并取
%

'

=

总
ZD4

反转录

成
@RD4

'利用
d

JHZ

检测
GBF

在
*

个发育阶段

的表达差异'反应体系及反应条件同
%'0'*

'

%'0'1

!

TYQ

的测定
!!

采用索氏抽提法测定
%

"

*

月龄(

(

"

%&

月龄和
0)

月龄左右的
*

个阶段山羊背

最长肌(股二头肌和臂三头肌的
TYQ

含量"每个阶

段公羊各
/

只#!按照公式计算
TYQ

含量$

TYQ

含量"

X

#

X

J

Y

7

J

Z

%&&X

式中!

J

表示浸提前样品干重!

7

表示浸提后的样品

干重'

%'0'.

!

数据统计分析
!

数据用,平均值
m

标准差

"

Y<8-m2R

#-表示!组织差异定量分析结果以脂肪

组织的
HB

值为对照来计算!不同发育阶段以
%

"

*

月龄为对照!结果用
0

_

,,

HB方法进行统计分析*

%.

+

'

最终结果以
2J22%('&

软件中的
V-<!A8

>

4DV!

e4

进行显著性检验分析!基因的表达量与
TYQ

含

&/(



!

1

期 林亚秋等$山羊
GBF

基因克隆及其表达谱

量的相关用
U$O8K$8B<H#KK<98B$#-,

的
J<8K,#-H#K!

K<98B$#-

进行分析'当
3

$

&'&1

时!认为差异显著!

当
3

$

&'&%

时!认为差异极显著'

!

!

结
!

果

!A#

!

山羊
%&'

基因
6UI

扩增及克隆测序

利用
ZI!JHZ

方法扩增!

%X

琼脂糖凝胶进行

电泳检测!获得与预期目的片段大小一致的特异条

带!经过测序进一步验证获得山羊
GBF

基因核苷

酸序列
%3*%M

L

!其中
1p

非翻译区为
*)M

L

!

*g

非翻

译区为
%3/M

L

!

VZQ

为
%1%(M

L

!编码
1&1

个氨基

酸"图
%

#!将获得序列提交
E<-U8-P

"

bZ&%*&10

#'

进一步分析其碱基组成显示
4j 01'(X

!

Hj

0*̀.X

!

E j03'/X

!

Ij00'3X

!

fj&'&X

!"

Ea

H

#

&

"

4aI

#

X

!说明该基因
HR2

区
RD4

双链较

稳定'

!A!

!

物种间
GCX

同源性比较以及进化树构建

本试验克隆得到的山羊
GBF

核苷酸序列与

E<-U8-P

上登陆的山羊序列"

fY

1

&&1./%/()'%

#比

较有
)

个
2DJ,

位点!即
%*/

位的
H!I

(

(.1

位的
H!

E

(

%%&1

位的
E!4

和
%13*

位的
4!E

'利用
DHUT

在线比对程序
US42I

将山羊
QIV

推测的氨基酸

序列与绵羊(牛(印度水牛(马(野骆驼(人(猕猴(猪

和小鼠的氨基酸序列进行比对!发现同源性较高!为

(0X

"

%&&X

'同时利用各物种的氨基酸序列构建

了系统进化树"图
0

#!结果显示!

GBF

基因在各物

种间具有较高的保守性!山羊
GBF

与反刍动物在

同一分支!亲缘关系最近'

!A)

!

山羊
GCX

蛋白结构与功能预测

0'*'%

!

QIV

理化性质分析
!!

推测的山羊
QIV

蛋白序列经分析发现该蛋白由
1&1

个氨基酸残基组

成!利用
6]J42

>

在线工具对该蛋白的理化性质进行

分析显示!该蛋白分子式为
H

0.&/

5

)&1*

D

3&/

V

33%

2

03

!分

子质量为
1('11P?

!理论等电点为
1'0(

!说明为酸性

蛋白'原子总数为
(%./

!不稳定系数为
1%'0)

!为不

稳定蛋白'带负电荷的氨基残基"

4,

L

aE9?

#总数为

3/

!带正电荷的氨基酸残基"

4K

=

aS

>

,

#总数为
.&

!

因此整体上带负电'

0'*'0

!

QIV

蛋白结构与功能的预测
!!

疏水性预

测结果显示!山羊
QIV

蛋白在
%0

位点处存在最小

亲水指数
_*'000

!在
)*(

位点存在最大亲水指数

0'&&&

'疏水性平均值
_&'10*

!为亲水性蛋白'跨

膜结构域分析显示!山羊
QIV

蛋白无跨膜结构&信

号肽分析发现该蛋白无信号肽!为非分泌蛋白'蛋

白修饰分析发现!该蛋白具有
3

个丝氨酸磷酸化位

点"分别位于
1.

(

%(*

(

00/

(

01.

(

*%/

(

*11

(

*1(

位点#(

1

个苏氨酸磷酸化位点"分别位于
)

(

.

(

*0

(

0(0

(

*0&

#(

1

个络氨酸磷酸化位点"

*/

(

%&(

(

%03

(

00&

(

)31

#!

0

个
D!

糖基化位点!无
V!

糖基化位点'蛋白

质结构域分析结果显示!山羊
QIV

蛋白的
*1

"

*0.

位氨基酸序列为
QIV

催化结构域!

*0/

"

1&&

位氨

基酸为
H

端结构域"图
%

(图
*

#'亚细胞定位分析

指出!

QIV

主 要 在 细 胞 质 "

3*'/X

#(细 胞 核

"

0%'3X

#和细胞骨架"

)'*X

#中发挥生物学作用'

QIV

二级结构预测显示!

%

!

螺旋为
0&(

个!占

)%'%/X

!

(0

个
$

折叠占
%.'0)X

!无规则卷曲
0%1

个占
)0'13X

"图
)

#'利用网上在线工具
2GT22!

YVR6S

分析了该蛋白的三级结构"图
1

#!进一步

证明了二级结构的预测'

0'*'*

!

QIV

蛋白相互作用分析
!!

利用
2IZTDE

交互式数据库搜索山羊
QIV

蛋白相互作用蛋白

"条件限制在
%&

个蛋白内#!结果表明!

QIV

蛋白可

能与
YH)Z

(

DJF

(

cHJ%

(

HRb4S%

等存在相互作

用"图
.

#!通过这个分析可为更深入的研究山羊

QIV

蛋白的功能提供重要的支持'

!A%

!

山羊
%&'

基因的组织表达分析

d

JHZ

和
G<,B<K-M9#BB$-

=

检测结果发现!

GBF

基因在山羊
3

个不同组织中均存在广泛表达"图
3

#'

但
GBF7ZD4

和蛋白表达存在不同!

7ZD4

结果显

示!其中在山羊脂肪(脾和肺中存在高水平表达!极显

著高于其他各个组织"

3

$

&̀&%

#!其次在肝和肾中也

存在较高水平的表达"

3

$

&̀&%

#!在背最长肌中的表

达水平最低'但
QIV

蛋白表达则在背最长肌和脾中

表达最高"

3

$

&̀&%

#!脂肪组织中表达次之!显著高于

肝和肺组织"

3

$

&̀&1

#'

!A'

!

山羊
%&'

基因的时序表达分析

d

JHZ

结果显示!

GBF

基因在
*

个生长发育阶

段的脂肪和肌肉组织均被检测到表达!其中在
(

"

%&

月龄与
0)

月龄的脂肪组织
GBF7ZD4

表达水

平显著高于
%

"

*

月龄的表达水平"

3

$

&'&1

#&

GBF

7ZD4

在
0)

月龄的背最长肌和股二头肌的表达水

平显著高于其他两个阶段的表达水平"

3

$

&'&1

#!

但在臂三头肌的
*

个阶段该基因表达水平均无显著

差异"

3

&

&'&1

#"图
(

#'

%/(



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)3

卷
!

上行表示山羊
GBF

核苷酸序列!下行表示推测的氨基酸序列'下划线表示起始密码子!方框表示催化结构域!阴影

表示
H

端结构域!

"

表示终止密码子

I;<?

LL

<K9$-<,;#A,B;<-?@9<#B$"<,<

d

?<-@<,8-"B;<9#A<K9$-<,;#A,B;<"<"?@<"87$-#8@$",<

d

?<-@<,'I;<$-$B$89

@#"<4IE$,?-"<K9$-<"

!

M#]$-"$@8B<,B;<@8B89

>

B$@"#78$-

!

,;8"<$-"$@8B<,B;<H!B<K7$-89"#78$-

!

"

$-"$@8B<,B;<

B<K7$-89@#"<I4E

图
#

!

山羊
%&'

核苷酸及其推测的氨基酸序列

G:

E

A#

!

<J/H+5=:2+,+

Q

J+4/+,-422+2J/+2-7:45-/:2,+

Q

J+4/+,5;

E

5-=%&'

0/(



!

1

期 林亚秋等$山羊
GBF

基因克隆及其表达谱

所引用的序列均来自
E<-U8-P

数据库$绵羊"

DJ

1

&&%&/()&%

#(牛"

DJ

1

&&%&/%.%%

#(印度水牛"

fJ

1

&&.&)*%%0

#(马

"

fJ

1

&&(1%%*3(

#(野骆驼 "

fJ

1

&&.%(.&*)

#(人 "

DJ

1

&&%&3*/&%

#(猕猴 "

655*%..0

#(猪 "

H4J/%&./

#(小鼠

"

44500000

#(大鼠"

DJ

1

&&%&*)(&0

#和鸡"

DJ

1

&&%%30&3.

#

499,<

d

?<-@<,@#7<NK#7B;<E<-U8-P"8B8M8,<

$

F=(4$'(&4

"

DJ

1

&&%&/()&%

#!

H+4B$;';4

"

DJ

1

&&%&/%.%%

#!

H;A$5;4

A;A$5(4

"

fJ

1

&&.&)*%%0

#!

I

W

;;4

0

'N&V$54O((

"

fJ

1

&&(1%%*3(

#!

H87<9?,N<K?,

"

fJ

1

&&.%(.&*)

#!

E+1+4$

0

(&)4

"

DJ

1

&&%&3*/&%

#!

9$"$"$1;5$##$

"

655*%..0

#!

-;44"'+

2

$

"

H4J/%&./

#!

9;41;4";5;4

"

44500000

#!

>$##;4)+'=&

6

(C

";4

"

DJ

1

&&%&*)(&0

#!

?$55;4

6

$55;4

"

DJ

1

&&%%30&3.

#

图
!

!

不同物种间
%&'

基因的进化树

G:

E

A!

!

D0

8

H5

E

+4+=:/=.++5;%&'5;3-.:5J,,

K

+/:+,

图
)

!

山羊
GCX

推测的氨基酸序列生物学功能预测

G:

E

A)

!

D.+2:/=:545;>:5H5

E

:/-H;J4/=:545;=0+2+2J/+2-7:45-/:2,+

Q

J+4/+5;

E

5-=GCX

图中蓝色线代表
%

!

螺旋!红色线代表
$

!

折叠!紫色线代表无规则卷曲

I;<M9?<9$-<K<

L

K<,<-B49

L

;8;<9$]

!

B;<K<"9$-<K<

L

K<,<-BM<B8,;<<B

!

8-"B;<

L

?K

L

9<9$-<K<

L

K<,<-BK8-"#7@#$9

图
%

!

GCX

氨基酸序列二级结构预测

G:

E

A%

!

C0+

K

.+2:/=+2,+/542-.

8

,=.J/=J.+5;-7:45-/:2,+

Q

J+4/+5;GCX

图
'

!

GCX

氨基酸序列三级结构预测

G:

E

A'

!

C0+

K

.+2:/=+2=+.=:-.

8

,=.J/=J.+5;-7:45-/:2,+N

Q

J+4/+5;GCX

图
$

!

山羊
GCX

蛋白与其他蛋白相互作用网络

G:

E

A$

!

C0+:4=+.-/=:544+=@5.S5;

E

5-=GCX @:=05=0+.

K

.5=+:4,

*/(
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4'

实时荧光定量检测
GBF

基因在山羊各组织中的表达水平!

?!3/E

作为内参"

)j.

#&

U'G<,B<K-M9#BB$-

=

检测

在山羊各组织中
QIV

蛋白表达水平!

$

!8@B$-

作为内参"

)j*

#'不同大写字母表示差异极显著"

3

$

&'&%

#!不同小

写字母表示差异显著"

3

$

&'&1

#

I;<7ZD4<]

L

K<,,$#-9<O<9,#NGBF

"

4

#

A<K<

d

?8-B$B8B<"$-O8K$#?,B$,,?<,M

>d

JHZ8-"-#K789$:<"?,$-

=

?!3C

/E

&

I;<

L

K#B<$-<]

L

K<,,$#-9<O<9,#NQIV

"

U

#

A<K<

d

?8-B$B8B<"$-O8K$#?,B$,,?<,M

>

G<,B<K-M9#BB$-

=

8-"-#K789$:<"

?,$-

=

$

!8@B$-'R$NN<K<-B@8

L

$B899<BB<K,,;#A,$

=

-$N$@8-B"$NN<K<-@<,

"

3

$

&'&%

#!

"$NN<K<-B,78999<BB<K,,;#A,$

=

-$N$@8-B

"$NN<K<-@<,

"

3

$

&'&1

#

图
&

!

山羊
GCX

的组织分布

G:

E

A&

!

C:,,J+2:,=.:>J=:545;

E

5-=GCX

4

!

U

分别表示荧光定量检测
GBF

基因在山羊脂肪和肌肉组织中的表达水平!同一部位不同年龄的差异用字母表

示!相同字母表示差异不显著"

3

&

&'&1

#!不同字母表示差异显著"

3

$

&'&1

#

I;<7ZD4<]

L

K<,,$#-9<O<9,#NGBF$-8"$

L

#,<B$,,?<

"

4

#

8-"7?,@9<

"

U

#

'T-B;<,87<

L

8KB#N7?,@9<

!

B;<,87<9<BB<K

$-"$@8B<-#,$

=

-$N$@8-B"$NN<K<-@<M<BA<<-8

=

<,

"

3

&

&'&1

#!

B;<"$NN<K<-B9<BB<K,$-"$@8B<,$

=

-$N$@8-B"$NN<K<-@<M<BA<<-

8

=

<,

"

3

$

&'&1

#

图
(

!

%&'

在不同发育阶段山羊组织中的表达水平

G:

E

A(

!

%&'7*<1+P

K

.+,,:54:4=:,,J+,5;

E

5-=-=2:;;+.+4=-

E

+,

!A$

!

山羊不同肌肉组织
%&' 7*<1

表达与
MTG

含量的相关分析

不同部位肌肉
TYQ

含量测定结果显示"图
/

#!

0)

月龄背最长肌
TYQ

含量显著高于
%

"

*

月龄与

(

"

%&

月龄的
TYQ

含量"

3

$

&'&1

#&股二头肌和臂

三头肌的
*

个阶段
TYQ

含量无显著变化&且
0)

月

)/(



!

1

期 林亚秋等$山羊
GBF

基因克隆及其表达谱

龄背最长肌的
TYQ

含量高于同阶段的股二头肌和

臂三头肌的
TYQ

含量"

3

$

&'&1

#'山羊不同部位

肌肉组织
GBF

基因表达水平与
TYQ

含量的相关

分析结果表明!

GBF

基因在山羊背最长肌各个阶段

的表达水平与相对应的
TYQ

含量呈显著负相关

"

3

$

&'&1

#!相关系数为
_&')%1

!与股二头肌和臂

三头肌的
TYQ

含量呈正相关!相关系数分别为

&̀&%)

和
&'&/*

"表
0

#'

)j/

'同一部位不同年龄的差异用字母表示!相同字母表示差异不显著!不同字母表示差异显著"

3

&

&'&1

#'

"

'3

$

&'&1

)j/'T-B;<,87<

L

8KB#N7?,@9<

!

B;<,87<9<BB<K$-"$@8B<-#,$

=

-$N$@8-B"$NN<K<-@<M<BA<<-8

=

<,

!

B;<"$NN<K<-B9<BB<K,

$-"$@8B<,$

=

-$N$@8-B"$NN<K<-@<M<BA<<-8

=

<,

"

3

$

&'&1

#

'

"

'3

$

&'&1

图
B

!

山羊不同肌肉部位肌内脂肪含量的发育性变化

G:

E

AB

!

MTG/54=+4=2+3+H5

K

7+4=-H/0-4

E

+,:47J,/H+,5;2:;;+.+4=

K

-.=,5;

E

5-=

表
!

!

山羊
%&'

基因的表达水平与
MTG

含量的相关性分析

C->H+!

!

C0+/5..+H-=:545;%&'

E

+4++P

K

.+,,:54-42MTG

/54=+4=:47J,/H+,5;2:;;+.+4=

K

-.=,:4

E

5-=

部位

R$NN<K<-B

L

8KB

GBF7ZD4

表达

GBF7ZD4<]

L

K<,,$#-

背最长肌
M+)

6

(44(1;4:+'4(

'j_&')%1

"

"

3j&'&*)

#

股二头肌
H("&

0

4

2

&1+'(4 'j&'&%)

"

3j&')(&

#

臂三头肌
B'("&

0

4A'$",(( 'j&'&/*

"

3j&'*13

#

)

!

讨
!

论

GBF

基因最初由科学家
%//)

年在脚趾融合的

变异小鼠中发现*

%3

+

!并在
%///

年克隆得到该基

因*

%(

+

!但前面对该基因一直未引起重视!直到
0&&3

年发现其与肥胖相关后才引起科研工作者"包括畜

牧研究者#的广泛关注'本研究首先克隆得到山羊

GBF

基因序列!发现其有
)

个多态位点!并未导致

氨基酸序列的改变!经分析发现!推测的氨基酸序列

含有
QIV

特有的结构域!并且该蛋白属于无跨膜

结构的非分泌蛋白'该基因具有多个磷酸化位点和

0

个糖基化位点!推测这些位点是调控山羊
QIV

蛋

白功能的关键位点!这符合蛋白质磷酸化和糖基化

是蛋白质翻译后的修饰方式的说法*

%/!0&

+

'同源性分

析发现!山羊
QIV

氨基酸序列与绵羊(牛(马(人(

猪等动物的同源性较高!且
0!

酮戊二酸的配基结合

位点组氨酸"

5

0*%

!

5

*&3

#(天冬氨酸"

R

0**

#和精氨酸

"

Z*%.

!

Z*00

#完全一致!这与该基因具有高度保守

性的报道相一致*

0%!0*

+

'

为进一步研究
GBF

基因在山羊肉质中的作

用!本研究检测了该基因在山羊各个组织中的表达

差异!获得其组织表达谱'研究结果指出!

GBF

7ZD4

和蛋白在所选山羊
3

个组织中均存在广泛

表达!但其
7ZD4

和蛋白表达水平在各个组织中

存在差异'比如
GBF 7ZD4

在皮下脂肪(脾和肺

中表达水平最高!在背最长肌中表达最低!但
QIV

蛋白在背最长肌中表达水平最高!其原因可能是由

于该基因在肌肉组织中所转录的
7ZD4

比较稳

定!降解速度慢!因此翻译的蛋白质比较多'

QIV

在山羊各个组织中的表达谱与其他动物存在着一些

相似及不同之处'如
GBF

基因在人(小鼠与大鼠

的下丘脑中表达最丰富!调控食物摄入和能量平

衡*

0%!00

!

0)

+

&

F'Q'G8-

=

等
0&%0

年发现!

QIV

在鸡的

下丘脑(肝(内脏脂肪和小脑中高表达!说明其主要

参与鸡的能量调节*

01

+

!并且
4'I$A8K$

等指出!饲养

条件的改变可以导致鸡
GBF7ZD4

和蛋白水平的

1/(



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)3

卷
!

变化*

0.

+

&

Y'U'Y8",<-

等指出!

GBF 7ZD4

在哥

廷根小型猪的肌肉(肝(肾(心等均检测到了较高水

平的表达!但还是在小脑中表达水平最高*

03

+

&

2'J'2qM<KB

等在研究产前营养和肥胖对绵羊
GBF

基因表达影响时候发现!

GBF

在
%

岁绵羊的下丘脑

中表达最高!其次是肌肉!在胰腺和肾中表达水平最

低*

0(

+

'综上所述!

GBF

基因的组织表达谱具有物

种和品种特异性!这也决定了该基因在各个物种中

所发挥的主要作用不同'

由上述
GBF

基因的保守性及组织表达特性可

以推测!该基因在进化中可能有着重要调控作用!并

且关于
GBF

基因在脂肪组织中的表达与肥胖的关

系尤受人关注*

0/!*&

!

3

+

!

QIV

的多态性是通过身体质

量指数"

U#"

>

78,,$-"<]

!

UYT

#来介导肥胖的'研

究指出!

GBF

基因突变小鼠"

QIV_

%

_

#和正常小

鼠"

QIVa

%

a

#相比!当敲除
GBF

基因后!脂肪含

量显著下降*

*%

+

'并且畜牧科研工作者在某些物种

上发现
GBF

基因与动物肉质性状有关!如
C'S'5?

等研究指出猪
GBF

基因位于背膘(平均日增重相

关的
[IS

附近*

*0

+

!并且后续有试验证明猪
GBF

基

因的
@'1/)H

&

E

和
=

'03.I

&

E

两个多态位点与肌

内和肌间脂肪沉积有关*

**

!

%0

+

'

S'4'Z<7

L

<9

和
2'

W'G<$

等分别报道
QIV

多态性与牛的体重及背最

长肌面积存在显著相关*

*)

!

%)

+

'

E'G'C;8-

=

等指

出!兔
GBF2DJ,

与生长性状及肉质性状相关*

%1

+

'

本试验研究发现!

GBF

基因在山羊的
*

个典型发育

阶段"羔羊(育成羊和成年羊#的皮下脂肪(背最长

肌(股二头肌和臂三头肌
)

种组织中均存在表达!推

测该基因的作用可能贯穿于山羊的整个生长发育阶

段'但该基因在不同肌肉中的表达模式不同!说明

其表达具有部位特异性'为了阐明
GBF

基因是否

与山羊肌内脂肪沉积有关!同时对基因在不同部位

肌肉中的表达水平与
TYQ

含量进行了关联分析'

结果指出!山羊
GBF

的基因表达与不同部位肌肉

组织
TYQ

含量均存在相关!且与背最长肌中
TYQ

含量相关达到显著水平!推测其主要参与山羊背最

长肌的肌内脂肪沉积'本研究数据提示!

GBF

可以

作为山羊
TYQ

沉积的候选基因!根据软件预测的

QIV

可能相互作用的蛋白质来推测其作用机制可

能是通过与
YH)Z

(

DJF

和
cHJ%

等与脂代谢相关

蛋白的互作来实现的'研究指出!

98)>

可作为肉

牛肥育性状及
TYQ

相关的候选基因*

*1!*.

+

!

DJF

的

受体
DJF0Z

多态性与
UYT

呈显著相关*

*3

+

!

<83%

基因的
2DJ,

与人体脂沉积存在相关性*

*(

+

'并且

2'H8?@;$

等
0&&/

年在肥胖中的研究指出
GBF

与

98)>

基因的多态性对肥胖的影响具有联合效

应*

*/

+

!与本试验的预测结果相一致'但这几个相关

蛋白是如何与
QIV

进行协同作用调控山羊
TYQ

沉积的!其具体的作用机制则需要构建山羊
QIV

表达载体!转染到体外培养的肌内脂肪细胞!然后利

用免疫共沉淀技术来做进一步阐明'

%

!

结
!

论

本研究克隆得到包含完整开放阅读框的山羊

GBF

基因序列!该蛋白是分子量为
1('11P?

的不

稳定亲水性酸性非分泌蛋白!预测发现具有
%3

个

磷酸化位点!

0

个糖基化位点!具有
QIV

典型的催

化结构域和
H

端结构域'高级结构由
%

!

螺旋(

$

!

折

叠和无规则卷曲组成'

GBF 7ZD4

和蛋白广泛表

达于各个组织中!其中
7ZD4

水平在山羊的脂肪(

脾和肺中存在高水平表达!在背最长肌中的表达量

最低&

QIV

蛋白表达水平在背最长肌和脾中表达较

高!脂肪组织中表达次之'不同发育阶段山羊不同

部位肌肉组织
GBF 7ZD4

表达水平与相应的

TYQ

含量呈不同程度的相关性'本试验为进一步

研究
GBF

基因在山羊脂肪沉积中的调控作用提供

重要的基础数据'
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