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应用荧光定量犘犆犚方法研究犚犘犔２９基因在通城猪和

长白猪不同时期胚胎骨骼肌中的表达
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摘　要：为了研究蛋白合成相关基因犚犘犔２９在骨骼肌发育中的作用，采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染料建立该基因的实时荧

光定量ＰＣＲ（ＱＰＣＲ）分析方法，并分析该基因在猪胚胎骨骼肌中的表达变化。以不同浓度稀释样本为标准品，建立

标准曲线方程：犢＝－３．３０３犡＋４３．０７７（决定系数犚２＝０．９９９）。分析表明：该方法具有较大的检验范围（ＰＣＲ扩增

犆狋值１３～３５），很好的扩增效率为１００％，熔解曲线显示产物特异的单峰，其Ｔｍ值为８６．５℃。本研究以 犎３犉３犃

基因为内参，用所建立的实时定量ＰＣＲ方法，分析犚犘犔２９在妊娠３３、６５和９０ｄ的通城猪和长白猪胚胎骨骼肌中

的表达变化。研究发现：犚犘犔２９基因在通城猪和长白猪胚胎骨骼肌发育过程中分别呈现下调和上调表达模式；妊

娠３３ｄ时，通城猪中的表达水平高于长白，而妊娠９０ｄ时在长白猪中高表达；妊娠６５ｄ时两品种间无显著差异。

结果显示犚犘犔２９基因可能与猪骨骼肌的生长发育有关，并可能影响产肉性状。
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犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｅｆｆｅｃｔｏｆ犚犘犔２９ｇｅｎｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐｒｏｔｅｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｎｓｋｅｌｅ

ｔａｌｍｕｓｃｌｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ｔｈｅＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（ＱＰＣＲ）ｍｅｔｈｏｄｗａｓｅｓｔａｂ

ｌｉｓｈｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅ犚犘犔２９ｇｅｎｅ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｏｆ犚犘犔２９ｇｅｎｅｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｉｎｐｉｇｅｍｂｒｙｏ

ｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｕｓｉｎｇｔｈｅＱＰＣＲｍｅｔｈｏｄ．Ｂａｓｅｄｏｎｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａ

ｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ“犢＝－３．３０３犡＋４３．０７７（ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，犚２＝０．９９９）”ｗａｓ

ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｍｅｔｈｏｄｈａｄｌａｒｇｅｔｅｓｔｅｘｔｅｎｓｉｏｎ（犆狋ａｒｒａｎｇｅｄｆｒｏｍ１３ｔｏ３５

ｃｙｃｌｅｎｕｍｂｅｒ），ｈｉｇｈａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（１００％）ａｎｄｓｉｎｇｌｅｐｅａｋｗｉｔｈｕｎｉｑｕｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｎ

ｔｈｅｍｅｌｔｃｕｒｖｅ．ＴｈｅＴｍｖａｌｕｅｗａｓ８６．５℃．Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｔｈｅ犎３犉３犃ｇｅｎｅｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｉｎｔｅｒｎａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｏｆ犚犘犔２９ｇｅｎｅｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｉｎｅｍｂｒｙｏｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅａｔ３３，６５

ａｎｄ９０ｄａｙｓｐｏｓｔｃｏｉｔｕｓ（ｄｐｃ）ｆｒｏｍＴｏｎｇｃｈｅｎｇａｎｄＬａｎｄｒａｃｅｕｓｉｎｇｔｈｅＱＰＣＲｍｅｔｈｏｄ．Ｗｅｆｏｕｎｄ

ｔｈａｔ犚犘犔２９ｅｘｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｄｏｗｎａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｉｎＴｏｎｇｃｈｅｎｇａｎｄＬａｎｄｒａｃｅｐｉｇｓ，ｒｅ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｒｅｗａｓｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＴｏｎｇｃｈｅｎｇｔｈａｎｔｈａｔｉｎＬａｎｄｒａｃｅａｔ３３ｄｐｃ，ａｎｄｏｐｐｏ

ｓｉｔｅｒｅｓｕｌｔｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｂｒｅｅｄｓａｔ９０ｄｐｃ．Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｆｏｕｎｄｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｂｒｅｅｄｓ
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ａｔ６５ｄｐｃ．Ｔｈｅｓｅｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔ犚犘犔２９ｇｅｎｅｈａｖｅｐｏｔｅｎｔｉａｌａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓ

ｃｌｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｅｆｆｅｃｔｏｎｍｅａｔｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｔｒａｉｔｓｉｎｐｉｇｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｐｉｇｓ；犚犘犔２９ｇｅｎｅ；ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ；ｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅ；ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

　　中国地方猪种与西方瘦肉型猪种在产肉性状方

面存在极大差异。研究表明，出生前骨骼肌的生长

发育程序性地决定着出生后性能的表现。产肉量的

高低取决于肌纤维的数量和横截面积，中国地方猪

种和西方瘦肉型猪种肌纤维的差异主要是数量，而

不是横截面积。肌纤维的数目在出生前就已经固

定［１２］，因此出生前骨骼肌的生长发育就是产肉数量

和肌肉品质的重要决定因素［３］。基于此，为了揭示

中国地方猪和西方瘦肉型猪产肉性状差异的分子遗

传基础，Ｔａｎｇ等
［４］用长标签基因表达系列分析法

（Ｌｏｎｇｓｅｒｉａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，Ｌｏｎｇ

ＳＡＧＥ）对通城猪和长白猪胚胎骨骼肌进行比较转

录谱研究。研究发现，蛋白质合成相关的核糖体基

因在两品种间差异表达，犚犘犔２９基因即属其中之

一。犚犘犔２９基因编码的蛋白是构成核糖体大亚基

Ｓ６０的一个成员。为了进一步研究犚犘犔２９基因在

猪胚胎骨骼肌中的表达变化以及其在品种间的表达

差异，本研究建立犚犘犔２９基因的实时荧光定量

ＰＣＲ 方 法，并 用 其 分 析 该 基 因 在 通 城 猪

（Ｔｏｎｇｃｈｅｎｇ，简称Ｔ）和长白猪（Ｌａｎｄｒａｃｅ，简称Ｌ）

不同发育时期（妊娠３３、６５和９０ｄ）胚胎骨骼肌中

的表达规律，以便进一步研究其与猪骨骼肌生长发

育和产肉性状的关系。

１　材料与方法

１１　试验动物与样品采集

　　选取通城和长白母猪各９头，并用相应品种的公

猪配种，分别于妊娠３３、６５和９０ｄ屠宰（每个时期３

头母猪），取出子宫收集所有胚胎，迅速采集胚胎骨骼

肌样放于ＤＥＰＣ水处理的１．５ｍＬＥＰ管中，并立即投

入液氮中冷冻，随后保存于－８０℃冰箱备用。

１２　主要仪器与试剂

　　ＰＴＣ２２５ＰｅｌｔｉｅｒＴｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｒＰＣＲ仪（ＭＪ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ公司）、ｉＣｙｃｌｅｒｉＱ
ＴＭ荧光定量 ＰＣＲ 仪器

（ＢｉｏＲａｄ，美国）。

　 　 Ｒｉｂｏｌｏｃｋ
ＴＭ ＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ、Ｒｅｖｅｒ

ｔＡｉｄＴｍ ＭＭＬＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ、ＲＴ反应试

剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ公司）、ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔｓｔｒａｎｄ

ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｅｉＫｉｔ、ＴａＫａＲａ犜犪狇、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ

Ｅｘ犜犪狇、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒（ＴＯＹＯＢＯ公司）。

１３　犚犖犃提取

　　胚胎骨骼肌组织样匀浆后，用Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提

取各时期骨骼肌的总 ＲＮＡ。具体操作步骤如下：

（１）称取组织０．１ｇ放入装有１ｍＬＴｒｉｚｏｌ的１０ｍＬ

离心管中，在冰浴条件下匀浆组织至完全呈粉末状，

然后转移至１．５ｍＬ离心管内；（２）加入２００μＬ氯

仿，用力颠倒混匀，室温静置１０ｍｉｎ；（３）４℃条件下

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ；（４）从每管中吸取上清至

另一１．５ｍＬ离心管中，加入等体积异丙醇，混匀后

－２０℃沉淀１ｈ；（５）４℃条件下１３０００ｒ／ｍｉｎ离心

２０ｍｉｎ，弃上清；（６）加入５００μＬ的７５％乙醇，洗涤

沉淀；（７）４℃条件下１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃

上清；（８）加入１０μＬ的ＤＥＰＣ处理水至完全溶解。

并用分光光度计测定ＲＮＡ的浓度和纯度，凝胶电

泳检测ＲＮＡ的完整性。符合要求的ＲＮＡ样品保

存于－８０℃冰箱备用。

１４　反转录合成犮犇犖犃

　　利用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ
ＴＭ ＦｉｒｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔ

ｔｈｅｓｅＫｉｔ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ公司）试剂盒进行反转录得

到第一链ｃＤＮＡ。具体步骤：首先取总 ＲＮＡ 约４

μｇ加入到０．２ｍＬ的ＰＣＲ管中，加入 Ｏｌｉｇｏ（ｄｔ）１

μＬ用ＤＥＰＣ水补充体积至１２μＬ，混匀后７０℃５

ｍｉｎ孵育，依次加入４μＬ的５×ｒｅａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ，１μＬ

的 ＲｉｂｏｌｏｃｋＴＭＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ，２μＬ 的１０

ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｍｉｘ，混匀后３７℃５ｍｉｎ。然后加入

１μＬ的ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ
ＴｍＭｕｌｖＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，

使终体积为２０μＬ。混匀后４２℃ 孵育６０ｍｉｎ，然

后７０℃孵育１０ｍｉｎ。

１５　犘犆犚引物设计和普通犘犆犚扩增条件

　　从美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）数据库

下载猪的犚犘犔２９（ＮＭ＿２１３９５０）和 犎３犉３犃（ＮＭ＿

２１３９３０）基因的 ｍＲＮＡ 序列，利用软件 ｐｒｉｍｅｒ

ｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计引物。

　 　犚犘犔２９ 正 向 引 物：５′ＧＧＴＧＣＡＧＡＣＡＴＧ

ＧＣＧＡＡＧ３′，反 向 引 物：５′ＣＴＴＣＴＴＧＴＴＧＴ

ＧＣＴＴＣＴＴＧＧＣ３′（预期产物大小为１６５ｂｐ）；

　 　 犎３犉３犃 正 向 引 物：５′ＡＡＧＴＡＡＧＧＡＧＧ

ＴＣＴＣＴＡＴＡＣ３′，反 向 引 物：５′ＡＧＴＧＧＡＣＴ
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ＴＣＴＧＡＴＡＡＣＧ３′（预期产物大小为１９８ｂｐ）。

　　首先用普通ＰＣＲ分析引物的特异性和反应条

件。反应体系为：ＲＴＰＣＲ反转录产物１μＬ，０．１３

μＬＴａＫａＲａ犜犪狇（５Ｕ／μＬ），２．５μＬ１０×ＰＣＲＢｕｆｆ

ｅｒ，１．５μＬＭｇＣｌ２，２μＬｄＮＴＰ，上下游引物各０．５

μＬ（２０μｍｏｌ／Ｌ），加ｄｄＨ２Ｏ至２５μＬ。ＰＣＲ反应条

件为：９５℃预变性２ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，５０℃退

火２０ｓ，７２℃延伸２０ｓ；重复上一步骤，４０个循环。

１６　标准曲线生成

　　将ｃＤＮＡ样本以１０倍浓度梯度进行稀释，选

择１／１００００、１／１０００００、１／１００００００、１／１０００００００

浓度的稀释产物作为标准品模板，进行荧光定量

ＰＣＲ反应，同时在荧光定量ＰＣＲ 仪中输入以上４

个浓度梯度的浓度数值。通过这４个标准品生成的

反应数据，软件ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ６．０根据反应的荧光实

时监控数据和标准品的浓度关系，生成标准曲线。

通过此标准曲线来计算在标准曲线所划定的犆狋值。

１７　实时荧光定量犘犆犚条件优化

　　应用ＢｉｏＲａｄ荧光定量ＰＣＲ仪进行表达分析。

每组（不同品种与不同时期）样品都使用了６个生物

学重复（即来自６个不同胚胎的骨骼肌），每个生物

学样品都至少进行６次重复试验。以犎３犉３犃基因

作为内参［４］，检测犚犘犔２９在通城猪和长白猪不同发

育时期胚胎骨骼肌中的表达。ＰＣＲ反应选用大连宝

生物（ＴａｋａＲａ）公司的ＤＲ００１ＡＭ 试剂盒，ＰＣＲ反应

体系：取 ＲＴ产物１μＬ，１０．０μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ

犜犪狇，上游和下游引物各０．２μＬ，８．６μＬｄｄＨ２Ｏ。

ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性３０ｓ；９５℃变性５ｓ，５０℃

退火７ｓ，７２℃延伸１５ｓ，４５个循环。

１８　数据统计分析

　　反应结束后，由溶解曲线判断ＰＣＲ反应的特异

性，根据荧光曲线的犆狋值以及标准曲线计算定量结

果。所得结果利用ＩＱ５软件和ＥＸＣＥＬ７．０进行分析。

　　相对定量分析之计算公式：

犚犲犾．犙狌犪狀狋犻狋狔＝
犌犗犐狊犪犿狆犾犲／犌犗犐犮狅狀狋狉狅犾
犖狅狉犿狊犪犿狆犾犲／犖狅狉犿犮狅狀狋狉狅犾

＝
（１＋犈犳犳）

（犆狋犮狅狀狋狉狅犾－犆狋狊犪犿狆犾犲
）

犌犗犐

（１＋犈犳犳）
（犆狋犮狅狀狋狉狅犾－犆狋狊犪犿狆犾犲

）
犖狅狉犿

　　其中，ＲｅｌＱｕａｎｔｉｔｙ：目的基因在检测样品与对

照品间表达差异的倍数；ＧＯＩ：目的基因（Ｇｅｎｅｏｆ

Ｉｎｔｅｒｅｓｔ）；Ｎｏｒｍ：内 参 基 因 （Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｒ，Ｈｏｕｓｅ

ＫｅｅｐｉｎｇＧｅｎｅ）；Ｅｆｆ：ＰＣＲ扩增效率，分子部分为目

的基因扩增效率，分母部分为内参基因的扩增效率；

犆狋犮狅狀狋狉狅犾为对照样品的犆狋值；犆狋ｓａｍｐｌｅ为被处理样品的

犆狋值。本研究中，将妊娠３３ｄ通城猪胚胎骨骼肌定

义为对照样品，其它为检测样品。

　　使用该公式时，先通过试验分别确定目的基因

与内参基因的扩增效率，然后代入公式进行计算；如

果目的基因与内参基因的扩增效率都接近于１００％

且相差小于５％，也可将 ＰＣＲ 扩增效率默认为

１００％，这样公式就简化为２ΔΔＣｔ。

２　结　果

２１　犚犖犃的纯度与完整性

　　所提取的ＲＮＡ样本用分光光度计测定，所有

样本的ＯＤ２６０／ＯＤ２８０均为１．７～１．９，经凝胶变性电

泳鉴定，２８Ｓ、１８Ｓ条带清晰可见，无明显降解，ＲＮＡ

质量符合定量ＰＣＲ试验要求（图略）。

２２　荧光定量犘犆犚检测的灵敏性

　　以梯度稀释的标准品为阳性模板进行实时荧光

定量ＰＣＲ反应得到的扩增曲线见图１。图中反映

了模板循环数与荧光强度关系，其中横坐标代表

ＰＣＲ反应的循环数（Ｃｙｃｌｅｎｕｍｂｅｒ），纵坐标代表

ＤＮＡ双链与ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光染料结合后的荧光

强度。图中显示不同拷贝数的检测范围较广，循环

阀值（Ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，犆狋）范围为１３～３５，扩增前

期，曲线重合性好且未出现杂峰，扩增曲线呈现典型

的Ｓ型荧光定量动力学曲线，为理想扩增曲线。结

果表明：荧光定量动力学曲线基线平整，无引物二聚

体等引起的杂峰；指数区较明显，斜率大且固定（平

行线）；线性范围广，说明该实时荧光定量ＰＣＲ检测

犚犘犔２９具有较好的敏感性。

图１　犛型荧光定量动力学曲线

犉犻犵１　犚犲犪犾狋犻犿犲犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

犮狌狉狏犲狑犻狋犺犳犾犪狋犫犪狊犲犾犻狀犲，犱犻狊狋犻狀犮狋犲狓狆狅狀犲狀狋犻犪犾犪狉犲

犪，犾犪狉犵犲犪狀犱狊狋犪犫犾犲狊犾狅狆犲
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２３　荧光定量犘犆犚的标准曲线

　　系列浓度稀释的ｃＤＮＡ标准模板与犆狋值的关

关系曲线见图２。犚犘犔２９的标准曲线方程为：犢＝

－３．３０３犡＋４３．０７７，斜率为－３．３０３，Ｘ轴的截距为

４３．０７７，决定系数（犚２）为０．９９９，扩增效率为１００％。

其中犢 代表犆狋值，犡 代表模板量的对数值。结果

显示，本试验扩增效果好，结果具有很好的可靠性。

图２　犚犘犔２９的标准曲线

犉犻犵２　犛狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狊犳狅狉犚犘犔２９犵犲狀犲

２４　溶解曲线与假阳性

　　阳性模板在实时荧光定量ＰＣＲ反应的后期，产

物经融解、冷却后得到溶解曲线，可见溶解曲线成单

峰，说明扩增产物单一，与ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光染料结

合的为目标ＤＮＡ片段，较好地避免了定量检测过

程中假阳性结果的出现。溶解曲线显示，扩增产物

特异性很好，荧光曲线能够准确反映目的产物的扩

增结果变化（图３）。

图３　溶解曲线峰图

犉犻犵３　犕犲犾狋犮狌狉狏犲狆犲犪犽犮犺犪狉狋

２５　犚犘犔２９基因的表达变化

　　采用以上建立的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时荧光定量

ＰＣＲ方法，检测犚犘犔２９基因在通城猪和长白猪不

同妊娠阶段（３３、６５和９０ｄ）胚胎骨骼肌中的表达变

化。用犎３犉３犃基因对表达水平进行均一化，并定

义犚犘犔２９基因在妊娠３３ｄ通城猪的胚胎骨骼肌中

表达水平为１，以对该基因在其它骨骼肌样中的表

达水平进行相对定量。分析结果如图４所示，可见

犚犘犔２９基因在两品种胚胎骨骼肌中的表达模式截

然相反。通城猪胚胎骨骼肌中的表达呈现下调表达

模式，但变化较平缓；在长白猪中成上调表达模式，

后期变化急剧。从品种间相同发育时间点来看，在

妊娠３３ｄ，通城猪中的表达水平高于长白猪；妊娠

６５ｄ两品种间无明显差异；妊娠９０ｄ时，长白猪中

的表达水平为通城猪的３．０倍。

Ｔ代表通城猪（Ｔｏｎｇｃｈｅｎｇｐｉｇｓ），Ｌ代表长白猪

（Ｌａｎｄｒａｃｅｐｉｇｓ）；３３、６５和９０分别反映妊娠天数

（ｄｐｃ）

ＴｉｎｄｉｃａｔｅＴｏｎｇｃｈｅｎｇｐｉｇｓ，ＬｉｎｄｉｃａｔｅＬａｎｄｒａｃｅ

ｐｉｇｓ；３３，６５ａｎｄ９０ｉｎｄｉｃａｔｅｄａｙｓｐｏｓｔｃｏｉｔｕｓ（ｄｐｃ）

图４　犚犘犔２９基因在通城猪和长白猪胎儿骨骼肌

中表达

犉犻犵４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犚犘犔２９犵犲狀犲犻狀犲犿犫狉狔狅狊犽犲犾犲狋犪犾

犿狌狊犮犾犲犳狉狅犿犜狅狀犵犮犺犲狀犵犪狀犱犔犪狀犱狉犪犮犲狆犻犵狊

３　讨　论

　　荧光定量ＰＣＲ技术是１９９６年由美国ＢｉｏＲａｄ

公司发明，随着该技术的不断完善和成本的降低，目

前已在动物、植物、微生物和医学等生命科学领域得

到非常广泛的应用。在ＰＣＲ扩增过程中，扩增产物

并不是理想状态下的指数增加，随着引物、酶等的消

耗和ＰＣＲ产物的积累，会在后期进入一个平台期，

其扩增动力学曲线呈现出Ｓ型。传统的半定量

ＰＣＲ将其视为恒定的指数增长过程，并以扩增终产

物来判断起始模板量的多少。因此，其并不能真实

反映基因表达情况；荧光定量ＰＣＲ考虑到ＰＣＲ过

程的动力学变化规律，通过应用荧光标记对ＰＣＲ过

程的产物扩增进行实时监测，并以荧光信号由本底

开始进入指数增长阶段的拐点所需要的最少循环数

（称为循环阀值，Ｃｔ）建立标准曲线，反映荧光信号与

模板浓度对数间的线性关系［５］。因此，相对于传统

的半定量ＰＣＲ技术而言，荧光定量ＰＣＲ方法具有
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快捷、简单、灵敏和准确等优点。定量ＰＣＲ使用普

遍的标记有ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ荧光染料和ＴａｑＭａｎ水

解探针两类，二者在原理上不同。从检测效果来看，

前者易受线性扩增产物（由单侧引物延伸到底）和引

物二聚体等的影响，其定量的准确性和灵敏度相对

后者要低［６］。但是能满足一般的相对定量要求，因

其成本相对较低而在相对定量中被广泛应用。

　　在研究基因的不同组织、生理、病理或发育阶段

中的表达变化，主要想了解其相对变化情况。因此，

选用荧光染料ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ进行荧光定量ＰＣＲ试

验，在达到试验目的的前提下可以大大降低试验成

本和技术难度。本研究主要目的在于了解犚犘犔２９

基因在猪胚胎骨骼肌发育过程中的表达变化，并比

较两品种的差异，为此建立了犚犘犔２９基因的实时

荧光定量ＰＣＲ方法。从试验的灵敏性、有效性和特

异性来看，其具有灵敏度高、检测范围广（循环阀值

犆狋范围为１３～３５）、扩增效率高达１００％、标准曲线

的斜率为－３．３０３，决定系数（犚２）为０．９９９，溶解曲

线成单峰，无非特异性扩增和二聚体等的影响，建立

的标准曲线为犢＝－３．３０３犡＋４３．０７７。荧光定量

ＰＣＲ在理想状态下建立方程的斜率为－３．３２２
［７］。

可见，本研究所建立犚犘犔２９基因实时荧光定量

ＰＣＲ方法具有很好灵敏性、特异性和可靠性。

　　Ｔａｎｇ等以通城猪和长白猪为研究材料，选择出

生前３个重要时间点（妊娠３３、６５和９０ｄ）的骨骼

肌［４］，应用长标签基因表达系列技术比较两品种骨

骼肌的转录谱，对差异表达基因进行功能类别分析，

发现编码核糖体蛋白的大多数基因在两品种骨骼肌

发育过程中差异表达［４］。核糖体是细胞内细胞器，

负责“翻译”过程中的ＲＮＡ解读和蛋白质生成，由

４０Ｓ小亚基和６０Ｓ大亚基组成。犚犘犔２９基因编码

组成６０Ｓ大亚基的细胞质核糖体蛋白，该蛋白属于

核糖体蛋白Ｌ２９Ｅ家族成员，也是一个在细胞表面

表达直接结合肝磷脂的外周膜蛋白。尽管犚犘犔２９

是一个典型的编码核糖体蛋白的基因，但基因组中

散在地存在这个基因的多个加工过的假基因。

犚犘犔２９基因编码的蛋白具有多种生物学功能，如：

ＲＮＡ结合
［８］、肝磷脂结合［９］、蛋白结合［１０１１］和组成

核糖体的结构［８］等分子功能，参与胚胎附植［９，１２］、翻

译［８］等多个生物学过程。虽然犚犘犔２９基因在人、

牛、小鼠、大鼠、鸡、猪等许多物种中被克隆，在其功

能研究方面主要认为其与蛋白质合成有关，具体功

能却知之甚少。大多数物种中仅知道其基因序列，

对功能研究并不多。近年，在鼠上该基因的功能研

究逐渐深入，并取得了重要的新发现。如：Ｌｉｕ等发

现抑制 犚犘犔２９基因的表达可诱导癌细胞的分

化［１３］，Ｍｉｌｌｅｒ等
［１４］发现抑制犚犘犔２９的表达促进成

骨细胞分化，他们认为该基因是成骨细胞生长和分

化的一个重要调控者。ＫｉｒｎＳａｆｒａｎ等
［１５］在鼠中对

犚犘犔２９基因进行敲除，发现敲除鼠能正常存活，但

其断奶重较正常鼠轻５０％，并观测到敲除鼠发育延

迟始于妊娠中期。他们认为，犚犘犔２９通过调节蛋白

质合成速率发挥其影响全面生长的重要功能。关于

猪的犚犘犔２９基因目前只有其ｍＲＮＡ序列报道
［１６］，

还没有功能性方面的研究。本研究发现，猪犚犘犔２９

基因在通城猪和长白猪胚胎骨骼肌发育过程中呈现

出相反的表达模式，通城猪各时期表达水平都较低

并下调表达趋势。在长白猪中，随着骨骼肌的生长

发育其表达急剧上调，妊娠９０ｄ的表达水平大约是

妊娠３３ｄ的４倍，是通城猪相同发育时期的３倍。

Ｔａｎｇ等
［４］认为在出生前，通城猪较长白猪有相对较

缓慢的生长速度。本研究的发现暗示犚犘犔２９基因

的表达可能与两品种胚胎骨骼肌生长发育差异有

关。因此，犚犘犔２９基因与骨骼肌的生长发育和产肉

性状的关系值得进一步研究。
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动物疫情快递

法国发生马传染性贫血

２００８年７月１７日，法国向ＯＩＥ报告了马传染性贫血疫情。疫情始于２００８年７月１日，于当天确诊。

病原是马传染性贫血病毒。疫区位于阿尔代什省ＳａｉｎｔＥｔｉｅｎｎｅｄｅＢｏｕｌｏｇｎｅ地区Ｐｒａｄａｌ的养殖场，易感动

物是马，共有疑似马２匹，为私人所有的小马，均为病例，已销毁。本次疫情不属于临床发病，在装载前根据

实验室检测（基础、高级）作出诊断，法国ＡＦＳＳＡＬＥＲＰＡＺＡｌｆｏｒｔ（国家实验室）的Ｃｏｇｇｉｎ’ｓ检测结果为阳

性。目前，正在附近地区对与感染动物有流行病学联系的动物进行流行病学调查。感染来源尚不清楚。法

国采取的控制措施：控制节肢动物、扑杀、国内限制移运、筛查和染疫场区消毒，未禁止免疫，也未对动物进行

治疗。法国上一次发生马传染性贫血是２００８年３月２５日。

葡萄牙发生羊痒病

２００８年７月１６日，葡萄牙向ＯＩＥ通报了羊痒病疫情。疫情始于３月２６日，于４月２８日得到确诊。病

原是朊病毒。疫区位于布朗库堡区ＩｄａｎｈａａａＮｏｖａ的养殖场，易感动物是羊，其中有疑似山羊２４４只，未发

现病例和死亡；有疑似绵羊２３３７只，病例２例，未出现死亡，均未予宰杀和销毁。此次疫情不是临床病例，

根据实验室检测（基础、高级）作出诊断。Ｌａｂｏｒａｔｏｉｒｅｎａｔｉｏｎａｌｄｅｒｅｃｈｅｒｃｈｅｖéｔéｒｉｎａｉｒｅ（ＬＮＩＶ）（国家实验

室）的免疫组化检测、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ和快速检测结果均为阳性。对动物的基因分型正在进行，易感基因型

即将被销毁。感染来源尚不清楚。葡萄牙采取的控制措施：检疫、国内限制移运和筛选，即将采取染疫场区

消毒和改良扑杀措施，并且禁止免疫，未对动物进行治疗。葡萄牙上一次发生羊痒病是２００８年３月１３日。

（摘译自ＯＩＥ网站）
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