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要!旨在获得藏鸡
;KW

基因序列!并分析其生物学特性!阐明其组织及时序表达规律!同时揭示该基因在不同

发育阶段肌肉组织中的表达水平与肌内脂肪含量的关系'选取
%
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日龄健康藏鸡为试验材料!采集心,肝,脾,

肺,肾,胸肌,腿肌和皮下脂肪组织样品!提取组织总
7K5

!利用
7:!̂I7

方法克隆
;KW

基因序列!同时利用实时

荧光定量
Î7

检测其在各组织及不同发育阶段的
=7K5

表达丰度!并将其表达量与肌内脂肪含量进行相关分析'

结果表明!获得藏鸡
;KW

的基因序列长
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登陆号$
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#!其中
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!编码
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个氨基酸!具有一个
K

端结构域和一个
I

端结构域'藏鸡与原鸡
[:G

氨基酸相比

发生了
.

个氨基酸突变'

;KW

基因在藏鸡的各个组织中广泛表达!在脾组织中的表达水平极显著高于其他组织
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#!在脂肪组织和肺组织也存在较高水平的表达'时序表达谱显示!

;KW

基因在藏鸡胸肌和腿肌具有不

同的表达模式!在胸肌中的表达水平随生长日龄的增加呈逐渐下降的趋势!而在腿肌中的表达水平随生长日龄的

增加呈先上升后下降的趋势'藏鸡在不同发育阶段!不同肌肉组织中
;KW

基因表达水平与
FE[

含量具有不同程

度的相关性!其中
;KW

基因表达水平与藏鸡胸肌
FE[

含量呈负相关!并且在母鸡中的相关性达到显著水平"

U
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#'而公鸡
;KW

基因表达水平与腿肌
FE[

含量呈正相关"在
%%/
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日龄阶段
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#!母鸡则

相反'研究结果提示!

;KW

基因可能在藏鸡生长发育过程中对肌内脂肪沉积起重要调控作用!本试验结果将为藏

鸡
;KW

基因的结构和功能的进一步研究奠定基础'

关键词!藏鸡&

;KW

基因&组织表达&时序表达&肌内脂肪含量
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"

Y

Î7
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近些年来!由于养禽业集约化养殖的发展!养殖

密度的增加和高能饲料的广泛应用!畜牧业生产中

往往伴随着过多的脂肪沉积现象!这不仅会降低饲

料利用率!造成能量浪费!更会影响肉产品的品质'

其中肌内脂肪"

F-QU>=C,@C?>US>Q

!

FE[

#含量是影响

动物肉质的重要因素之一!适量的
FE[

含量可调节

肉的嫩度,风味与多汁性(

%

)

!

FE[

含量受环境和遗

传因素共同调控!因此近年来畜牧工作者从基因调

控角度对
FE[

沉积做了大量的研究工作!期望提高

养殖经济效益及生产符合消费者口味的优质肉

产品'

;KW

"

[>Q=>,,>-"#TM,$Q

D
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#是
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年由
:'E'[U>

D

?$-

A

等(

0

)发现与机体肥胖之间呈显

著相关的基因'

:'3MUWM-

等(

*

)指出!

;KW

基因在

组织中广泛表达!特别是在控制能量平衡起关键作

用的下丘脑区域表达水平最高!且有研究指出
;KW

与肥胖的相关性是通过对能量摄取的调节来实现

的(

)

)

'研究发现!含有调节食欲神经元的下丘脑弓

状核
;KW=7K5

的表达由饮食量介导!但小鼠和

大鼠的
;KW

的调节方向却相反&禁食条件下!位于

小鼠下丘脑
;KW =7K5

的表达水平明显下降!喂

食条件下其表达量显著上升(

2

)

'但禁食后!大鼠下

丘脑
;KW=7K5

的表达水平明显增加(

.

)

'造成这

样差异的原因可能是不同物种对饥饿的敏感度不同

以及样本的采集时间不同(

1

)

'同时有研究表明!

;KW

敲除小鼠"

;KW

f

%

f 和
;KW

%*.1[

#的体重下

降(

(!/

)

!而过表达
;KW

的小鼠则表现为摄食量,体重

和体脂增加(

%&

)

'这些表达差异说明
;KW

基因在肥

胖与机体能量代谢间起到非常重要的作用'

以往关于
;KW

基因的研究多集中于哺乳动

物!而禽类的能量代谢调节系统又与哺乳动物存在

诸多差异!因此哺乳动物的研究结论可能并不适用

于禽类'王玉峰(

%%

)系统分析了鸡
;KW

组织表达,

中枢核团定位及禁食对其表达的影响!但尚未揭示

;KW

基因与鸡
FE[

含量的关系'藏鸡是中国青藏

高原地区和川西北地区人民重要的生产资料!与其

他品种鸡相比具有自己独特的特征!因此本试验首

先利用
7:!̂I7

方法克隆获得藏鸡
;KW

基因序

列!然后利用生物信息学进行序列分析!同时利用实

时定量
Î7

"
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森等$藏鸡
;KW

基因表达的时空特性及与肌内脂肪含量的相关分析

构建该基因的组织表达谱及在肌肉组织中的时序表

达谱!并分析
;KW

在胸肌和腿肌中的表达水平与

FE[

含量的关系!旨在明确藏鸡
;KW

基因的结构,

功能及与
FE[

沉积的关系!为进一步研究
;KW

基

因在藏鸡生长发育过程中的调控作用提供重要的理

论数据和支撑'

#

!

材料与方法

#C#

!

试验材料

:U$Z#?

试剂,

L

EV!%/:

载体与荧光定量试剂盒

6c̀ 7

#

ÛM=$X<XK$

Z

:E

"

0g

#均购自
:>9>7>

公

司"美国#!

0gP#-

A

K$

Z

Î7 E>,QMUE$X

,感受态

细胞
VJ2

$

和
VK5

纯化回收试剂盒"

b-$RMU,>?

VK5 ĈU$S$@>Q$#-9$Q

#均购自天根生化科技有限公

司"北京#!反转录试剂盒"

7MRMUQ5$"[$U,Q6QU>-"

@VK56

D

-QBM,$,9$Q

#购自
:BMU=#

公司"美国#'

#C!

!

试验样品采集

选取成都益生康健农业有限公司藏鸡养殖基地

孵化
%

,

(%

,

%%/

,

%2)

和
0%&

日龄的健康藏鸡为试验

对象"屠宰年龄段结合优质肉鸡与本地鸡的出栏时

间以及本实验室前期试验而设定(

%0

)

#'屠宰前禁食

%0B

!于清晨采用放血屠宰!而后采集其右侧胸肌和

腿肌!去除结缔组织后装于样品袋中于
f0& k

保

存!后用于测定肌内脂肪含量'同时采集
%2)

日龄

的心,肝,脾,肺,肾,皮下脂肪以及各日龄鸡的胸肌

和腿肌组织样品!用
V<̂ I

水清洗后!置于无
7K5

酶的冻存管中!于液氮中保存备用'

利用
:U$Z#?

法提取组织总
7K5

!并用
%]

的琼

脂糖凝胶电泳检测
7K5

完整性'采用紫外分光光

度计测定
7K5

样品的浓度以及
GV

0.&-=

%

GV

0(&-=

值!并控制在
%'/

"

0'%

'按照
7MRMUQ5$"[$U,Q

6QU>-"@VK5 6

D

-QBM,$,9$Q

说明书!取
0

%

A

总

7K5

进行
@VK5

链的合成'

#C'

!

试验方法

%'*'%

!

藏鸡
;KW

基因克隆
!!

根据
3M-̀>-W

上

原鸡
;KW

基因序列"

KE

1

&&%%(2%)1

#!利用
Û$=MU

ÛM=$MU2'&

软件设计
Î7

克隆引物"表
%

#'

Î7

反应总体系$

0gP#-

A

K$

Z

Î7 E>,QMUE$X%0'2

%

P

!模板
@VK5%

%

P

!

%&

%

=#?

2

P

f%上,下游引物各

%

%

P

!最后加
""J

0

G

至
02

%

P

'扩增条件$预变性

"

/)k)=$-

#&变性"

/)k*&,

#!退火"

.%k*&,

#!

延伸"

10k/&,

#!

*(

个循环&延伸"

10k%&=$-

#'

%]

的琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物!

b-$RMU,>?

VK5 ĈU$S$@>Q$#-9$Q

纯化目的片段!然后再将产物

与
L

EV!%/:

载体于
%.k

连接
0B

!并转化至
VJ2

$

中!氨苄抗性平板挑选阳性菌落并进行菌液
Î7

鉴

定!最后送成都擎科梓熙生物技术有限公司测序'

%'*'0

!

藏鸡
[:G

序列分析
! !

利用
<X̂ 56

D

Û#Q̂>U>=

分析蛋白理化性质&

VK5E5K

进行序

列比 对&使 用
KMQ̂B#,*'%

,

KMQG3?

D

@%'&

和

KMQK3?

D

@*'%

分析预测磷酸化位点,

G

糖基化位

点,

K

糖基化位点&应用
6$

A

->F̂ )'%6MURMU

进行信号

肽分析!

:EJEE

预测跨膜结构域!

6̂G7:FF

进行

亚细胞定位&利用
KÌF

的
I#-,MURM"V#=>$-

程序进

行结构域的预测&运用
J#

L

S$M?"

,

6O$,,!=#"M?

分别预

测蛋白质二级结构和三级结构&

KÌF

中
?̀>,Q

进行同

源性分析!

@?C,Q>?X%'(*

和
E<352'&

构建进化树'

%'*'*

!

藏鸡
;KW

基因组织表达差异分析
!!

提取

%2)

日龄藏鸡"公母各
2

只!共
%&

只#心,肝,脾,肺,

肾,皮下脂肪,胸肌和腿肌
(

种组织的总
7K5

!并反

转录成
@VK5

'利用
Û$=MU ÛM=$MU2'&

软件!根据

获得的藏鸡
;KW

序列"

9c*..%12

#和鸡
N!USP

基

因序列"

9&%)2(

#设计
Î7

特异引物"表
%

#'采用

Y

Î7

检测
;KW

基因在各组织中的表达差异'

Î7

反应体系为
0&

%

P

$模板
@VK5%

%

P

!

%&

%

=#?

2

P

f%上

下游引物各
%

%

P

!

6c̀ 7

#

ÛM=$X<XK$

Z

:E

"

0g

#

Î7%&

%

P

!

""J

0

G1

%

P

'

Î7

反应条件$预变性

"

/2k*=$-

#&变性"

/2k%&,

#!退火"

.&k%&,

#!

延伸"

10k%2,

#!

*(

个循环'每个组织样品设
*

个

重复!阴性对照设置
*

个无
@VK5

模板的样本'

%'*')

!

藏鸡
;KW

基因在胸肌和腿肌中的时序表

达差异
!!

提取
%

,

(%

,

%%/

,

%2)

和
0%&

日龄藏鸡"公

母各
%&

只!共
%&&

只#胸肌和腿肌的总
7K5

!反转

录成
@VK5

'利用
Y

Î7

检测
;KW

基因在藏鸡不

同发育年龄胸肌和腿肌中的表达差异'反应体系及

条件同
%'*'*

'

%'*'2

!

数据处理与分析
!!

数据用*平均值
l

标准

差"

'

Yl6V

#+表示!用
0

f

&&

IQ对实时定量
Î7

数据进

行均一化处理!其中
&

I:"目的基因#_ I:"目的基因#f

I:"内参基因#

!

&&

I:_

&

I:"样品组#f

&

I:"对照组#

'利用

6̂ 66%('&

软件中的
G-M!O>

D

5KG85

进行显著

性检验分析!采用
VC-@>-

法对各组织间
=7K5

表

达进行多重比较'

;KW=7K5

的表达水平与
FE[

含量的相关性使用
6̂ 66%('&

中双变量相关中的皮

尔逊系数"

M̂>U,#-

#进行分析'当
U

$

&'&2

时!认

为差异有统计学意义'

*/%%
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表
#

!

克隆和荧光定量
-P4

引物

D5@<1#

!

-.7G1.2H/.9</373

0

53+

R

*53)7)5)7>1.15<L)7G1-P4

$

R

-P4

%

基因

3M-M

序列"

2j!*j

#

6M

Y

CM-@M

退火温度%
k

:=

产物长度%
T

L

Û#"C@Q,?M-

A

QB

用途

ĈU

L

#,M

;KW

6

$

::3I3I3:3:353:3I:3

5

$

33I:335533:35II:35:5

.% %2(2 7:!̂I7

;KW

6

$

353533:I55I53::3I:3:3:5I

5

$

I5I3I:5II::I553II:5I5:

.& %00

Y

Î7

N!USP

6

$

I:3III5355I5:I5:III5

5

$

I33I533:I533:I55I55I

.0 %*/

Y

Î7

6'

正义链引物&

5'

反义链引物&

35̂ VJ'

甘油醛
!*!

磷酸脱氢酶

6'6M-,M

L

U$=MU

&

5'5-Q$,M-,M

L

U$=MU

&

35̂ VJ'3?

D

@MU>?"MB

D

"M!*!

L

B#,

L

B>QM"MB

D

"U#

A

M->,M

!

!

结
!

果

!C#

!

藏鸡
'()

基因克隆

以藏鸡皮下脂肪组织
@VK5

为模板经
Î7

扩

增!通过琼脂糖凝胶电泳检测!获得与预期目的片段

大小相符的克隆产物条带!送成都擎科梓熙生物技术

有限公司测序后获得
;KW

基因序列全长
%2(2T

L

!

其中包含
IV6

区
%20)T

L

!

2jb:7

序列
*2T

L

和
*j

b:7

序列
0.T

L

!其终止密码子为
:53

!编码
2&1

个氨

基酸残基'提交
3M-̀>-W

获得登录号为
9c*..%12

'

!C!

!

藏鸡
EDS

理化性质分析

<X̂ 56

D

在线工具对藏鸡
[:G

氨基酸序列的

理化性质进行分析!结果显示!该蛋白分子式为

I

0.0.

J

)&1(

K

1&(

G

11/

6

01

!分子质量为
2('(/1WC

!理论

等电点为
2'1)

!不稳定指数为
2&')/

!亲水性总平均

值为
f&'20)

!说明为不稳定亲水酸性蛋白'氨基酸

组成结果显示!亮氨酸"

PMC

#所占的比例最高为

%0'0]

"

.0

个氨基酸#!同时带正电荷的氨基酸残基

"

5U

A

eP

D

,

#总数为
.&

!带负电荷的氨基酸残基

"

5,

L

e3?C

#总数为
1*

'

!C'

!

藏鸡
EDS

序列分析

通过
VK5E5K

软件比对发现!藏鸡
[:G

与

原鸡"

KE

1

&&%%(2%)1'%

#的核苷酸序列一致性为

//'.%]

!氨基酸序列为
/('(0]

"图
%

#!共检测到
.

个碱 基 突 变 "图
0

#!分 别 为
@')1.5

#

3

"

L

'

5,

L

%2/3?

D

#!

@'.(*5

#

3

"

L

'3?C00(3?

D

#!

@'1/%I

#

3

"

L

':BU0.)6MU

#!

@'%%113

#

5

"

L

'3?C*/*P

D

,

#!

@'

%*)23

#

5

"

L

'5?>))/:BU

#和
@'%)11I

#

:

"

L

'

PMC)/*̂ BM

#'

磷酸化位点预测结果显示!藏鸡
[:G

蛋白有

0&

个丝氨酸"

6MU

#磷酸化位点$

%(

个苏氨酸"

:BU

#

磷酸化位点,

1

个酪氨酸"

:

D

U

#磷酸化位点!存在
)

个
K!

糖基化位点!不存在
G!

糖基化位点&

6$

A

->F̂

和
:EJEE

预测
[:G

蛋白无信号肽序列和跨膜

结构域!

6̂G7:FF

进行亚细胞定位!发现其主要在

线粒体"

*/'%]

#,细胞核"

*)'(]

#和细胞质"

0.'%]

#

中发挥生物学作用&生物学功能预测显示!

[:G

具

有一个
K

端结构域"

*)

"

**%

位氨基酸#和一个
I

端结构域"

**2

"

2&)

位氨基酸#!见图
*

&

[:G

蛋白

二级结构预测结果显示!

0&*

"

)&'&)]

#个氨基酸可

能形成
$

!

螺旋!

11

"

%2'%/]

#个氨基酸可能形成延

伸链!

001

"

))'11]

#个氨基酸可能形成无规则卷曲&

三级结构分析结果显示!

;KW

基因在藏鸡,原鸡,绿

头鸭,人,小鼠和猪等物种间的蛋白结构具有较高的

相似性"图
)

#'

!C%

!

物种间
EDS

同源性比较与氨基酸系统进化树

分析

!!

通过
KÌF

中
?̀>,Q

进行氨基酸同源性比对发

现!藏鸡
[:G

氨基酸序列与原鸡"

K̂

1

&&%%10&1.'%

#,

火鸡"

N̂

1

&%/)120//'%

#,绿头鸭"

N̂

1

&%0/20)1.'%

#,

虎皮鹦鹉"

5VJ2%.22'%

#,鸵鸟"

N̂

1

&&/.1.1&0'%

#,

人"

K̂

1

&&%&1*/&%'%

#,大鼠"

K̂

1

&&%&*)(&0'%

#,小鼠

"

K̂

1

&*.&..'0

#,牛"

K̂

1

&&%&/%.%%'%

#,猪"

K̂

1

&&%%&.%.0'%

#,狗 "

N̂

1

2*2*&%')

#,猫 "

N̂

1

&&*//(&/&'%

#和斑马鱼"

N̂

1

&&%*)2/%&')

#的同源

性依次是
/('(0]

,

/.'&(]

,

(1'()]

,

/.')2]

,

(*'(*]

,

2/'&.]

,

21'*%]

,

21'2&]

,

2/'0.]

,

2('0(]

,

2)')(]

,

2/'.2]

和
)*'%(]

'系统进化

树分析表明藏鸡与原鸡的亲缘关系最近"图
2

#!符

合物种进化规律和分类学'

)/%%
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期 林
!

森等$藏鸡
;KW

基因表达的时空特性及与肌内脂肪含量的相关分析

图
#

!

藏鸡与原鸡&绿头鸭&人&小鼠
EDS

氨基酸序列同源性比对

E7

0

C#

!

P/G

;

5.72/3/H)F1EDS5G73/597+21

R

*139125G/3

0

D7@1)539F79?13

'

#*++,-

.

*++,-

'

/0*-

1

+*2

3

45

3

0657-

'

8797-*

1

:;0-

'

<,-9,-6,+,-

图
!

!

藏鸡
'()

基因碱基突变测序峰图

E7

0

C!

!

(1

R

*13973

0;

15?/HG*)5)7/32/HD7@1)539F79?13'()

0

131
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5'K

端结构域&

'̀I

端结构域

5'K!QMU=$->?"#=>$-

&

'̀I!QMU=$->?"#=>$-

图
'

!

藏鸡
EDS

蛋白的两个结构域

E7

0

C'

!

DB/+/G573273D7@1)539F79?13EDS

;

./)173

%'

藏鸡&

0'

原鸡&

*'

绿头鸭&

)'

人&

2'

小鼠&

.'

猪

%':$TMQ>-@B$@WM-

&

0'HC-

A

?MS#O?

&

*'E>??>U"

&

)'JC=>-

&

2'E$@M

&

.'̂$

A

图
%

!

不同物种间
EDS

蛋白的三级结构比较

E7

0

C%

!

().*9)*.19/G

;

5.73

0

/HEDS

;

./)1735G/3

0

+7HH1.13)2

;

19712

!CT

!

藏鸡
'()

基因的组织表达与时序表达差异分析

Y

Î7

检测
;KW=7K5

在藏鸡不同组织中的

相对表达量"图
.5

,

`

#!结果显示!

;KW =7K5

在

公藏鸡的脾组织中表达水平最高!其次在肺组织中

的表达水平较高!都极显著的高于其他组织"

U

$

&'&%

#'在皮下脂肪和肝组织中也存在较高水平的

表达!但是差异不显著!皮下脂肪和肝组织中
;KW

=7K5

表达显著高于心和肌肉组织"

U

$

&'&2

#'

在母藏鸡中同样是在脾组织中的表达水平最高!极

显著高于其他组织"

U

$

&'&%

#!其次在皮下脂肪中的

表达水平较高!同样极显著高于其他组织"

U

$

&'&%

#'

时序表达差异结果显示"图
.I

,

V

#!藏鸡
;KW

=7K5

在胸肌中的表达水平随生长日龄的增加呈

逐渐下降的趋势!

%

日龄公藏鸡
;KW =7K5

表达

水平极显著高于其他日龄"

U

$

&'&%

#'

%

日龄母藏

鸡
;KW =7K5

表达水平显著高于
%%/

日龄"

U

$

&'&2

#!极显著高于其他日龄"

U

$

&'&%

#'在腿肌中

的表达水平随生长日龄的增加呈先上升后下降的趋

势!在
%%/

日龄时
;KW=7K5

表达水平达到峰值!

且极显著高于其他日龄"

U

$

&'&%

#'

!CU

!

藏鸡
'() G4V8

表达水平与
:WE

含量的相

关性分析

!!

根据本实验室前期研究获得的藏鸡
FE[

含量

数据"

(%

,

%%/

,

%2)

和
0%&

年龄段公母各
%&

只#

(

%0

)以

及本试验藏鸡
;KW

基因的时序表达结果!对藏鸡

不同年龄段胸肌及腿肌中
;KW=7K5

表达水平与

./%%



!

1

期 林
!

森等$藏鸡
;KW

基因表达的时空特性及与肌内脂肪含量的相关分析

图
T

!

VX

法构建
EDS

氨基酸系统进化树

E7

0

CT

!

-F

,

</

0

131)79).119/32).*9)1+@521+/3EDS5G73/597+B7)FV17

0

F@/.L

Y

/7373

0

G1)F/+

5

和
`

分别表示荧光定量
Î7

检测
;KW=7K5

在
%2)

日龄公,母藏鸡各组织中的相对表达量!以心组织的表达水

平为对照!

)_2

$

%'

心&

0'

肝&

*'

脾&

)'

肺&

2'

肾&

.'

皮下脂肪&

1'

胸肌&

('

腿肌'

I

和
V

分别表示荧光定量检测

;KW=7K5

在不同年龄段"

%

,

(%

,

%%/

,

%2)

和
0%&

日龄#的公母藏鸡胸肌和腿肌中的相对表达量!以
%

日龄藏鸡的

;KW=7K5

表达水平为对照!

)_%&

!同一性别做组间比较&

N!USP

作为内参&不同小写字母表示差异显著"

U

$

&'&2

#!不同大写字母表示差异极显著"

U

$

&'&%

#!相同字母表示差异不显著"

U

#

&'&2

#

[$

A

CUM5>-"`,B#OQBMUM?>Q$RMMX

L

UM,,$#-?MRM?,#S;KW=7K5$-QBM"$SSMUM-QQ$,,CM,#S%2)">

D

,#?"=>?M>-"

SM=>?M:$TMQ>-@B$@WM-,T

D

UM>?!Q$=M

Y

C>-Q$Q>Q$RM Î7

!

@#=

L

>UM"O$QBQBMMX

L

UM,,$#-?MRM?#SQBMBM>UQQ$,,CM

!

)_

2

$

%'BM>UQ

&

0'?$RMU

&

*',

L

?MM-

&

)'?C-

A

&

2'W$"-M

D

&

.',CT@CQ>-M#C,S>Q

&

1'TUM>,Q=C,@?M

&

('?M

A

=C,@?M'[$

A

CUMI

>-"V,B#OQBMUM?>Q$RMMX

L

UM,,$#-#S;KW=7K5$-TUM>,Q=C,@?M>-"?M

A

=C,@?M#S=>?M>-"SM=>?M:$TMQ>-@B$@W!

M-,$-"$SSMUM-Q>

A

M,

"

%

!

(%

!

%%/

!

%2)>-"0%&">

D

,#?"

#

T

D

UM>?!Q$=M

Y

C>-Q$Q>Q$RM Î7

!

@#=

L

>UM"O$QBQBMMX

L

UM,,$#-

?MRM?#S%">

D

#?"

!

)_%&

!

>-"QBM,>=M,MX$,@#=

L

>UM">=#-

A

QBM

A

U#C

L

,

&

N!USP$,C,M">,$-QMU->?UMSMUM-@M

A

M-M

&

V$SSMUM-Q,C

L

MU,@U$

L

Q?#OMU@>,M>-"@>

L

$Q>??MQQMU,UM,

L

M@Q$RM?

D

,B#O,$

A

-$S$@>-Q"$SSMUM-@M

"

U

$

&'&2

#

>-"MX!

QUM=M?

D

,$

A

-$S$@>-Q"$SSMUM-@M

"

U

$

&'&%

#!

QBM,>=M?MQQMU,B#O-#,$

A

-$S$@>-Q"$SSMUM-@M

"

U

#

&'&2

#

图
U

!

'()G4V8

在藏鸡不同组织及不同年龄段的胸肌和腿肌中的相对表达水平

E7

0

CU

!

41<5)7>11I

;
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0
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!

FE[

含量进行相关性分析!结果表明!藏鸡不同发

育阶段不同肌肉组织中
;KW=7K5

表达水平与其

FE[

含量呈不同程度的相关!其中在
(%

"

0%&

日龄

段藏鸡胸肌中!

;KW =7K5

表达水平与其
FE[

含

量均呈负相关!在母鸡上的相关性为
f&')21

"

U

$

&'&2

#'在
(%

"

%%/

日龄藏鸡腿肌中
;KW=7K5

表

达水平与其
FE[

含量的显著性无性别上的差异!

%%/

"

0%&

日龄!公藏鸡腿肌中
;KW =7K5

表达水

平与
FE[

含量呈显著正相关"

U_&'.&%

!

U

$

&'&2

#!

而母藏鸡则呈负相关"表
0

#'

表
!

!

藏鸡
'()G4V8

表达水平与
:WE

含量的相关性分析

D5@<1!

!

DF19/..1<5)7/3@1)B113'()G4V81I

;

.1227/3<1>1<

53+:WE9/3)13)73D7@1)539F79?132

日龄%
"

V>

D

性别
6MX

部位

>̂UQ

相关系数

I#UUM?>Q$#-

@#MSS$@$M-Q

"

U

#

U

值

UR>?CM

(%!0%&

公

母
胸肌

f&'%2( &')1*

f&')21 &'&*1

(%!%%/

%%/!0%&

公

母

公

母

腿肌

&'*%% &')/1

f&'%2% &'10&

&'.&% &'&%(

f&'0*% &')/2

'

!

讨
!

论

人过量摄取动物性脂肪不仅会导致肥胖!还会

引起机体脂质代谢异常!导致糖尿病,心脑血管等多

种疾病的发生'近年来!随着对肥胖发生及能量代

谢分子水平研究的愈发深入!肥胖易感基因
;KW

备受畜牧工作者的关注'已有的研究表明!

;KW

基

因与肥胖(

%*!%)

)

,饮食(

%2!%.

)和能量代谢(

)

!

%1

)等紧密相

关'但目前尚未见在藏鸡中的相关研究!为了阐明

该基因在藏鸡脂肪沉积中的作用!在基于
KÌF

中

原鸡
;KW

基因序列的基础上!克隆获得藏鸡
;KW

基因序列!检测其在藏鸡不同组织及不同发育阶段

胸肌和腿肌中的时序表达情况!分析
;KW =7K5

在胸肌和腿肌中的表达水平与
FE[

含量的关系!为

后续研究
;KW

基因在藏鸡脂代谢中的作用提供

参考'

本试验克隆获得藏鸡
;KW

基因序列长度为

%2(2T

L

!其中包含
IV6

区
%20)T

L

!编码
2&1

个氨

基酸!与原鸡"

KE

1

&&%%(2%)1'%

#

;KW

核苷酸相比

存在有
.

个突变位点"

@')1.5

#

3

"

L

'5,

L

%2/3?

D

#,

@'.(*5

#

3

"

L

'3?C00(3?

D

#,

@'1/%I

#

3

"

L

'

:BU0.)6MU

#,

@'%%113

#

5

"

L

'3?C*/*P

D

,

#,

@'%*)2

3

#

5

"

L

'5?>))/:BU

#,

@'%)11I

#

:

"

L

'PMC)/*̂BM

##!

且均是错义突变!两者的分子量与等电点也随之改

变'研究指出!

;KW

基因的变异将会提高肥胖和
'

型糖尿病发生风险(

%(!%/

)

!但发生变异是否会影响其

生物学功能需要后续的试验来证明'蛋白质的磷酸

化与糖基化是蛋白翻译后重要的修饰方式(

0&!0%

)

!本

试验预测结果显示!藏鸡
[:G

蛋白有
)2

个磷酸化

位点!

)

个糖基化位点!这些位点可能对调节
[:G

蛋白功能起关键作用'

[:G

蛋白包含
K

端结构域

"

K:V

#和
I

端结构域"

I:V

#

(

00

)

!其中
K:V

与

5?Ẁ

"

5?W

D

?>Q$#-VK5UM

L

>$U

L

U#QM$-

#家族的活性

中心具有相似的结构!该结构域能够催化去甲基酶

活性参与脂肪酸代谢,翻译后修饰和核酸的损伤修

复(

0*

)

'

I:V

能够与
K:V

缔合起相互作用!如果

I:V

中某些氨基酸的突变会导致
[:G

蛋白活性的

降低!暗示
I:V

在稳定
K:V

结构和催化功能上起

着重要作用(

*

)

'蛋白质三级结构对比显示!禽类与

哺乳动物间的
[:G

蛋白具有较高的相似性!但并

不完全一致!表明其具有物种特异性'氨基酸序列

同源比对分析显示!

;KW

基因在人,鼠,猪等哺乳动

物中高度保守!从进化树中也可以看出禽类和哺乳

动物
;KW

基因处在两条不同的进化支线上!

;KW

基因在禽类中也高度保守!推测其生物学功能可能

在禽类与哺乳动物之间存在着一定的差异'

获得基因在生物体内的表达特点是了解其具体

功能机制不可或缺的一项内容'本研究结果指出!

;KW

基因广泛表达于藏鸡的各个组织中!且在脾组

织中的表达水平最高!这可能与脾参与
;KW

影响

细胞内的脂质代谢途径有关(

0)

)

!同样在皮下脂肪和

肝组织中也有较高的表达水平!王玉峰的试验研究

结果显示!

;KW

在罗斯肉鸡与莱航蛋鸡的下丘脑,

内脏脂肪和肝组织中表达水平较高(

%%

)

!这与本研究

的结果存在相似及不同之处'该基因在禽类脂肪和

肝组织中的较高水平表达可能与这两个组织是禽类

能量代谢的主要场所有关'总之!这和藏鸡作为一

种青藏高原动物!可能具有自己特别的调控方式有

关'

;KW

在其他动物组织表达中具有不同的报道!

:'E'[U>

D

?$-

A

等(

0

)研究指出!

;KW

在人下丘脑弓

状核的表达水平较高!

:'3MUWM-

和
7'[UM"U$W,!

,#-

等(

*

!

.

)指出!

;KW =7K5

主要在大鼠和小鼠的

(/%%



!

1

期 林
!

森等$藏鸡
;KW

基因表达的时空特性及与肌内脂肪含量的相关分析

中枢和外周组织中表达!林亚秋等(

02

)指出!

;KW

=7K5

主要表达于山羊脂肪,脾和肺组织!

N'P'

IBM-

等(

0.

)研究指出!

;KW

主要表达于猪的肺和皮

下脂肪组织'综上!无论是哺乳动物还是禽类!

;KW

普遍都高表达于管理能量平衡的下丘脑区域

以及能量代谢组织器官!提示!

;KW

可能在调节机

体能量平衡中发挥着重要作用'本研究中时序表达

谱显示!

;KW

在藏鸡同一部位肌肉组织中表达模式

不存在性别差异!但在藏鸡胸肌和腿肌具有不同的

表达模式!提示不同部位肌肉组织发育的潜在分子

机制可能存在差异'

I'6#-

A

等(

01

)研究指出!清远

麻鸡和隐性白鸡下丘脑中
;KW

基因的表达量在

%

周龄时最高!胸肌中
;KW

基因的表达量在
0&

胚

龄,

%

周龄和
(

周龄时隐性白鸡均显著高于清远麻

鸡'由此可知!不同组织部位,饲喂条件,年龄和品

种等都会影响
;KW

的表达'然而!

;KW

基因在空

间和时间上的广泛表达!是否预示着
;KW

功能的

普遍性!除了参与肥胖及能量代谢!其是否还涉及其

他生物学功能!这些都需要后续的研究来证明'

哺乳动物上的研究指出!

;KW

基因与肥胖及相

关生产性能指标有一定的关系'

:'E'[U>

D

?$-

A

等(

0

)发现!

;KW

多态性可通过影响
ÈF

促进
'

型

糖尿病的患病风险!牛
;KW

基因的多个
6K̂ ,

位点

与胴体性状存在紧密关联!尤其与瘦肉百分比(

0(

)和

大理石纹(

0/

)有着显著相关!猪
;KW

基因表达水平

与瘦肉率,肌间脂肪含量及背膘厚密切相关(

*&!*%

)

'

研究表明!随着
*:*!P%

脂肪细胞分化的进行!

;KW

的表达水平呈上升趋势(

*0

)

!

;KW

f

%

f小鼠脂肪细胞

较小且白色脂肪组织较少(

(

)

!

;KW

表达能促进猪细

胞内的脂质代谢和脂质堆积(

**

)

'以上研究表明!

;KW

基因可能在脂肪沉积过程中发挥重要作用!为

了揭示该基因与藏鸡
FE[

沉积的关系!本研究对藏

鸡不同日龄胸肌和腿肌中
;KW=7K5

表达水平与

FE[

含量进行了相关分析!结果显示!藏鸡不同发

育阶段不同肌肉组织中
;KW=7K5

表达水平与其

FE[

含量呈不同程度的相关!但存在性别差异'本

实验室下一步将以体外培养的藏鸡肌内前体脂肪细

胞为研究对象!通过超表达和干扰的手段来进一步

阐明该基因对脂肪沉积的调控作用及其可能的作用

机制'

%

!

结
!

论

本试验克隆得到藏鸡
;KW

基因序列
%2(2T

L

!

编码
2&1

个氨基酸!具有一个
K

端结构域和一个
I

端结构域'组织表达谱显示!

;KW

基因广泛表达于

藏鸡的各个组织中!在脾组织中表达水平最高&时序

表达谱显示!

;KW

基因在藏鸡胸肌和腿肌具有不同

的表达模式!存在部位和年龄差异'相关分析指出!

;KW

基因的表达水平与
FE[

含量具有不同程度的

相关性'本试验研究结果为最终阐明
;KW

基因在

藏鸡肌内脂肪沉积和脂质代谢中的作用提供基础
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