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摘要　　骨骼肌细胞和脂肪细胞在生长发育过程中受到的微效多基因间的互作调控机制是决定猪

胴体和肉质等相关数量性状的分子基础.利用包含 140个与猪肌肉生长和脂肪沉积密切相关基因

的Olig o功能分类芯片检测了脂肪型的太湖猪和瘦肉型的长白猪在初生及生后 5月龄间背最长肌中

这些基因的动态表达变化 , 发现长白猪分别有18和 22个基因 , 太湖猪分别有 3和7个基因在月龄

间的表达差异达极显著(P<0.01)和显著水平(P<0.05).聚类结果显示先降后升 、 逐渐上升和逐

渐下降 、逐渐上升分别是长白猪和太湖猪在初生至 5 月龄间最具代表性的基因表达模式(P <

0.01), 其中正调控肌纤维生长和脂肪酸合成的基因主要表现为逐渐上调 , 而抑制细胞增殖和正调

控脂肪酸 β氧化的基因则主要表现为逐渐下降.基于动态Bayes模型构建的基因调控网络从一定程

度上揭示了两品种在肌肉生长和脂肪沉积等生理生化活动方面的明显差异 , 可从中挖掘相关性状

潜在的关键特征基因.此外 , 对 5个差异表达基因的荧光定量 RT-PCR验证显示两种检测方法所

获结果的相关系数平均高达 0.876±0.095.以上结果筛选出了对于猪胴体和肉质性状可能具有重

要影响和具有深入研究价值的基因 , 为阐明肌肉生长和脂肪沉积的分子互作机制奠定了基础.
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　　肌肉和脂肪的生长发育是一个多基因参与 、 紧

密联系和相互制约的复杂生理过程 , 其特异表达基

因间相互调控的信息传递网络是决定相关性状的分

子基础.作为重要肉食品来源和模式动物的猪是沉

积脂肪能力最强的家畜之一 , 近年来对控制猪肌肉

生长和脂肪沉积的基因 , 特别是与猪肉品质相关基

因的研究一直是国内外此类研究的热点.从动态的

观点来看 , 猪肉品质主要取决于活体内骨骼肌细胞

和脂肪细胞在分化生长相对速度上的竞争 , 其平衡

点最终反应了猪的生产类型
[ 1]
.目前 , 猪肉(包括

骨骼肌和脂肪)生长发育研究中尚有很多亟待解决

的问题 , 特别是猪肉性状中具有重要育种意义的某

些具体生物学指标的分子遗传基础研究尤为欠缺.

随着 “后基因组时代” 的到来 , 采用系统的观点和

方法解析相关基因表达模式的整体特征 , 以揭示猪

肉生长发育过程中基因表达调控的分子互作机制将

是今后猪肉基因组研究中的重要方向
[ 2]
.我国地方

品种太湖猪是典型的脂肪型猪种 , 而瘦肉型的长白
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猪 (Landrace)是西方现代猪种 , 两品种在胴体和

肉质性状的表型上分属两个极端
[ 3]
, 是研究肌肉生

长和脂肪沉积差异的理想动物模型.

本研究利用 Oligo 基因芯片技术检测猪背最长

肌中肌肉生长和脂肪沉积相关基因在不同品种和时

间的差异表达规律 , 并从多基因互作角度建立了基

因调控网络 , 其结果有助于利用基因工程技术进行

猪胴体和肉质性状的同步改良.

1　材料与方法

1.1　实验动物

分别选用长白猪和太湖猪作为瘦肉型和脂肪型猪

种的代表 , 设置 6个等时间点进程(初生 , 1 , 2 , 3 ,

4和 5月龄), 随机分配 4头(2 ♂, 2 ♀)相同品种的

全同胞仔猪到每个月龄内用于取样和性状测定 , 共计

48头.所有试验猪只于同一时间开始组建群体 , 在

相同条件下饲喂 , 28日龄断奶 , 自由采食.试验日粮

参照美国国家科学研究委员会(NRC)猪的营养需要

(1998)配制 , 各阶段日粮消化能均为3.40Mcal·kg
-1

(1 cal=4.1868 J), 1—2月龄 、 2—4月龄和 4—5月

龄时日粮粗蛋白水平分别为20.00%, 17.90%和

15.00%, 可消化赖氨酸含量分别为 1.15%, 0.83%

和0.66%.实验猪只在达到相应时间点当天进行屠宰

并采集倒数 3—4 肋骨间背最长肌样品 , 浸泡于

RNAlater(Qiagen公司)中 , -70℃保存.

1.2　功能分类芯片的设计制作

结合 Onto-Design工具[ 4] 检索的基因功能分类

体系(gene ontology , GO)注释信息和 GoPubMed

工具
[ 5]
查阅的文献资料 , 选择 140 个与猪肌肉生长

和脂肪沉积密切相关的基因以及阳性和阴性对照各

6个 , 合计 152个 70 mer长 , 5′端氨基修饰的探针

购自 Qiagen-Operon 公司 , 其探针序列来自 “ Pig

Genome Olig o Microar ray Database” (http://

omad.ope ron.com/pig/query .php)数据库.采用

OmniGrid 100 点样仪(Gene-Machine 公司)将稀释

后的探针点制在 GAPS II Slides 基片(Co rning 公

司)上 , 制成 4×164点的矩阵芯片 , 后处理参照其

说明.该功能分类芯片的探针序列 、 基因注解和矩

阵信息均已提交到 NCBI 的 GEO 数据库 , 登录号

为GPL5171.

1.3　RNA的提取 、线性扩增和荧光标记

采用 RNeasy Fibrous Tissue M ini试剂盒(Qia-

gen公司)提取和纯化肌肉中的总 RNA , 1%琼脂糖

凝胶电泳检测合格后 , 采用 Ag ilent 2100 分析仪测

定总 RNA 浓度并等量混合以构建代表某品种和月

龄的 RNA 池.采用 Low RNA Input Linear Ampli-

fication Plus-Tw o Colo r试剂盒(Ag ilent 公司)分别

进行 Cy3和 Cy5通道杂交样本的制备.

1.4　芯片杂交

结合直接环形和配对设计方案[ 6 , 7] 以比较基因

在不同品种和月龄间的表达差异 , 合计使用 18张

芯片(图 1).

图 1　时间进程和品种比较的实验设计

箭头方向表明荧光染料类型 “Cy5※Cy3”

采用 Pronto Hybridization 试剂盒(Co rning 公

司)进行芯片的杂交和洗涤 , 离心干燥后采用 Sca-

nArray 4000扫描仪(Perkin-Elmer 公司)获取荧光

图像 , 通过 Imagene 7.5软件(Bio-Discovery 公司)

进行图像到信号值的转换.

1.5　肌纤维面积和肌内脂肪(IMF)含量的测定

采用 TP 1020型组织脱水机和 RM 2135型切片

机(Leica公司)制作背最长肌样品的石蜡切片 , H .

E 染色后用显微成相系统(Nikon 公司)采集代表性

区域图像 , 通过 Image Pro-Plus 6.0显微图像分析

软件(Media-Cybernet ics公司)测定每个样品中 100

根肌纤维的面积.采用 FOSS 2055 型脂肪测定仪

(Foss公司)测定 IM F 含量.

1.6　数据分析

原始荧光信号强度值在扣除背景信号值和阴性

对照产生的非特异性杂交信号值后同时采用 Com-

posite Loess 和 Print-tip Loess方法进行片内标准

化[ 8] , 并采用 Pooled Co rrelation方法将 4个重复数

据合并
[ 9]
, 以上分析由 Webarray 在线分析程序

[ 10]

(ht tp://bioinfo rmatics.skcc.o rg/webarray)完成.

标准化后结果以M 和 A 值表示 , 其中 M=lbCy3-
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lbCy5和 A=(lbCy3+lbCy5)/2 , 按公式

lbCy3 =A +M/2和 lbCy5 =A -M/2

转换后得到单通道的荧光强度值.以在 70%的芯片

中表达为阈值筛选共同表达的基因 , 得到的 18 张

芯片中共有 99 个基因被同时检测 , 仍存在的缺失

值用 5-Nearest Neighbour 方法估计[ 11] .本实验所

有扫描图像 、原始数据 、 标准化结果和操作流程均

已提 交到 NCBI 的 GEO 数 据库 , 登 录号 为

GSE7857.

基因差异表达分析采用 J/Maanova软件包 , 建

立基因特异性混合效应方差模型 lb(Y ijklmn)=μ+Ai +

D j +Bk +T l +Sm +εijklmn以分析综合时间因素的品种

效应和综合品种因素的时间效应 , 其中Y ijklmn代表

第 i 张芯片 , 第 j 种染料 , 第 k 个品种 , 第 l 个月

龄 , 第 m个 RNA 池 , 第 n 个基因的荧光强度值;

μ代表总体均值;A i 代表第 i 张芯片的效应;D j 代

表第 j 种染料的效应;Bk 代表第 k 个品种的效应;

T l 代表第 l 个月龄的效应;S m 代表第m 个 RNA 池

的效应(随机效应);εijklmn代表随机误差.lb(Y ijklm)=

μ+A i +D j +T k +S l +εijklm以分析品种内的时间效

应 , 其中Y ijklm代表第 i 张芯片 , 第 j 种染料 , 第 k

个月龄 , 第 l个 RNA 池 , 第 m 个基因的荧光强度

值;μ代表总体均值;A i 代表第 i 张芯片的效应;

D j 代表第 j 种染料的效应;T k 代表第 k 个月龄的

效应;S l 代表第 l 个 RNA 池的效应(随机效应);

εijklm代表随机误差[ 12] .采用基于收敛变异组分的经

验 Bayes法(EB)进行差异显著性检验 , 其中混合模

型方程(MME)方差组分的计算采用限制最大似然

法(REML), 假阳性率(FDR)控制采用 S tep Down

法 , 迭代 1×104 次后得到 FDR校正后的置换 P 值

以评估基因表达差异的显著性
[ 13]
.

参考 GO数据库中基因的注解信息和相关文献

报道对基因进行已知生物学功能的分组 , 采用 Er-

mineJ软件
[ 14]
中的基因分组重采样(GSR)算法 , 将

方差分析得到的 FDR校正后的置换 P 值作为代表

基因表达变异程度的分值进行基因分组检验

(GCT), 迭代次数为 20×104 次.

聚类分析采用 S TEM(sho rt time-series expres-

sion miner)软件[ 15] , 过滤掉在任意月龄间的表达差

异在两品种内均在2倍以下的 16个基因后 , 将剩下

的 83个基因进行聚类 , 表达模式定义为 11个 , 最

大变化单位设置为 2 , 多重假设检验(MHT)后得到

FDR校正后的 P 值.

基因调控网络构建采用 GeneNetw o rk软件
[ 16]
,

从两品种在 6个月龄间基因的表达数据出发 , 以 2

倍标准差为离散化阈值 , 基于动态 Bayes 网络

(DBN)模型分别建立长白猪和太湖猪相关基因的调

控网络
[ 17—19]

.

1.7　荧光定量 RT—PCR验证

选取 5个芯片结果提示表达变化显著的基因和

3个作为内参的看家基因 , 采用 SYBR G reen I法进

行荧光定量 RT —PCR检测以评估芯片结果的可靠

性[ 20] , 引物由 Primer3 在线程序(ht tp:// f rodo.

w i.mit.edu/)根据芯片探针相应的核酸序列设计

(表 1).以与芯片杂交相同的总 RNA 为模板 , 采用

SYBR PrimeScript RT —PCR试剂盒(Takara公司)

制备 cDNA , 标准曲线由 PCR 产物梯度稀释后建

立 , 实时 PCR分析由 IQ5 荧光定量 PCR仪(Bio—

Rad公司)完成 , 每个样本重复测定 3次.内参基因

表达稳定性的评估 、 标准化因子和目的基因相对表

达量的计算由GeNo rm软件[ 21] 完成.

表 1　荧光定量 RT—PCR验证的基因和引物相关信息a)

基因

简称
引物序列(5′※3′)

产物

大小

/ bp

退火

温度

/ ℃

Genbank

登录号

ACTB
TCTGGCACCACACCTT CT

TGATCTGGG TCATCT TCTCAC
114 62 DQ178122

TBP
GATGGACGT TCGGT TT AGG

AGCAGCACAGTACGAGCAA
124 60 DQ178129

TOP2B
AACTGGATGATGCTAATGA TGCT

TGGAAA AACTCCGT ATCTGTCTC
137 60 AF222921

IGF-I I
ACACCCTCCAGT T TGTCTGCG

CAGCTACGGAAGCAGCACTCT
108 61 X56094

IGFR1
TGGA TGCCGTGTCCAATAACT

ACAAGT CCCCGCAT TCCT T
62 62 AB003362

IGFBP5
AGGAGACCTACTCGCCCAAGA

CACGGCCTCTGCCT TCAG
70 60 U41340

PPARGC-1　
CCTGCATGAGTG TGTGCT CT

CTCAGAGTCCTGG TTGCACA
107 61 AB106108

RYR1
TGTCCCTCCTGGGTCACTAC

CTTGCGGAAGAAG TTGAAGG
191 60 X62880

　　a)ACTB(肌动蛋白 β), TBP(TAT A框结合蛋白)和 TOP2B

(拓扑异构酶 II—β)为内参基因[ 22]
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2　结果

2.1　体重 、肌纤维面积和 IMF含量的发育变化

H.E染色后肌纤维的组织学结构清晰可见 , 细

胞间光学差异较为明显 , 符合图像定量分析的要求

(图 2).长白猪的体重和肌纤维面积在绝大多数月

龄上都略高于太湖猪 , 而 IMF 含量的变化趋势却相

反.从 3月龄开始太湖猪的 IM F 含量明显高于长白

猪 , 到 5月龄时太湖猪的 IM F 含量为 4.17%是长

白猪(2.03%)的 2.05倍(图 3).

图 2　背最长肌肌纤维切片图(横切)

(a)长白猪(5月龄);(b)太湖猪(5月龄)

图 3　体重(a)、 肌纤维面积(b)和 IMF含量(c)的发育变化

2.2　基因表达差异的方差和 GCT分析

综合时间因素的分析结果显示单个基因在品种

间的表达差异均没有达到显著水平(P >0.05), 分

组基因在品种间也均不具有显著性意义(P >0.05).

综合品种因素分析结果显示分别有 22和 21个基因

在月龄间的表达差异为极显著(P<0.01)和显著意

义(P<0.05), “参与糖代谢的酶” 和 “参与脂肪酸

生物合成的酶” 这两个基因分组分别具有极显著(P

<0.01)和显著性意义(P<0.05).品种内的时间效

应分析结果显示长白猪分别有 18和 22个基因 , 太

湖猪分别有 3和 7个基因在月龄间的表达差异为极

显著(P<0.01)和显著意义(P <0.05), 长白猪中

“参与糖代谢的酶” 和 “参与脂肪酸生物合成的酶”

这两个基因分组均具有极显著性意义(P <0.01),

而太湖猪的基因分组均不具有显著性意义(P >

0.05)(表 2).

2.3　STEM聚类分析

长白猪表达谱的第 3 , 7表达模式和太湖猪表

达谱的第 2 , 7 表达模式分别为其品种内最具代表

性的表达模式 , 其预期分配基因数(7.7 , 7.8个和

7.7 , 8.1个)与实际分配基因数 (18 , 18个和 20 ,

17个)之间的差异均达极显著水平(P <0.01).具

体讲 , 长白猪第 3 表达模式的趋势线为(0 , -1 ,

-2 , -2 , -1 , 0)折线 , 即从出生后开始下降至

2—3月间为最低平台期 , 然后逐渐升高至初始水

平 , 第 7表达模式的趋势线为(0 , 1 , 2 , 3 , 4 , 5)

直线 , 即各基因表达量随时间逐渐增加(图 4(a));

太湖猪第 2 表达模式的趋势线为(0 , -1 , -2 ,

-3 , -4 , -5)直线 , 即各基因表达量随时间逐渐

下降 , 第 7表达模式与长白猪的相同(图 4(b)).
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表 2　基因表达差异的方差分析 、GCT分析和表达模式识别a)

序

号
基因名称 基因简称 P1 P2 P3 P4

表达

模式

序

号
基因名称 基因简称 P1 P2 P3 P4

表达

模式

a 参与脂肪或类固醇代谢的酶和调节蛋白

PErmine J(na=25) 1.000 0.460 0.730 1.000

1 乙酰辅酶 A 酰基转移

酶 1

ACAA 0.072 0.035 0.269 0.088 10 10

2 酰基辅酶 A 脱氢酶 ,

长链

ACADL 0.409 0.038 0.219 0.147 1 5

3 酰基辅酶 A 脱氢酶 ,

C-4 至C-12直链

ACADM 0.686 0.060 0.086 0.564 3 3

4 酰基辅酶 A 脱氢酶 ,
C-2 至C-3短链

ACADS 0.598 0.346 0.401 0.613  

5 酰基辅酶 A 脱氢酶 ,
短/分支链

ACADSB 0.439 0.174 0.012 0.632 3 2

6 血管生成素样蛋白 4 ANGP TL4 0.119 0.084 0.086 0.086 0 10

7 3 羟基丁酸脱氢酶 2 BDH2 0.066 0.105 0.215 0.512  

8 肉碱脂酰转移酶 CPT1B 0.598 0.290 0.120 0.564  

9 晶状体蛋白λ1 CRY 0.356 0.250 0.471 0.165 1 9

10 十二氯烷辅酶 A , δ异
构酶

DCI 0.244 0.006 0.018 0.280 3 3

11 二酰基甘油酰基转移

酶

DGAT 0.598 0.004 0.147 0.089 7 7

12 脱氢酶/还原酶(SDR
家族)成员 3

DHRS3 0.478 0.258 0.046 0.104 4 10

13 烯酰辅酶 A 水合酶 1 ,
过氧化物酶体

ECH1 0.598 0.011 0.005 0.150 2 2

14 烯酰辅酶 A 水合酶 ,
短链 1 ,线粒体

ECHS1 0.075 0.034 0.046 0.548 2 2

15 羟烷基辅酶 A 脱氢酶 HAD 0.598 0.188 0.194 0.564  

16 羟烷基辅酶 A 脱氢

酶/3酮乙基辅酶 A 硫

解酶/烯酰辅酶 A 水

合酶(三功能蛋白), α

亚基

HADHA 0.119 0.022 0.029 0.564 3 2

17 羟基类固醇(17β)脱氢
酶 4

HSD17B4 0.385 0.059 0.070 0.541  

18 羟烷基辅酶 A 脱氢

酶/3酮乙基辅酶 A 硫

解酶/烯酰辅酶 A 水

合酶(三功能蛋白), β
亚基

LCTHIO 0.461 0.015 0.029 0.337 2 2

19 激素敏感脂肪酶 L IPE 0.232 0.188 0.326 0.281 9 2

20 丙酰辅酶 A羧化酶 β肽 PCCB 0.457 0.003 0.024 0.086 7 7

21 磷脂酶 D2 PLD2 0.059 0.003 0.012 0.127 10 10

22 磷脂酸性磷酸酶 2A PP AP2A 0.598 0.175 0.317 0.341 3 7

23 过氧化物酶体增殖活化

受体γ,辅激活蛋白1α
PPARGC-1 0.119 0.001 0.003 0.078 2 2

24 过氧化还原酶 6 PRDX6 0.449 0.042 0.219 0.212 3 3

25 固醇 C4 甲基氧化酶

样

SC4MOL 0.598 0.306 0.207 0.537 0 7

b 参与蛋白水解的酶和调节蛋白

PErmine J(nb=6) 0.640 0.880 0.800 0.957

26 钙蛋白酶-II CAPN2 0.461 0.185 0.332 0.537 3 9

27 骨骼肌特异性钙蛋白

酶

CAPN3 0.612 0.400 0.437 0.564  

28 钙蛋白酶 ,小亚基 1 CAPN S1 0.570 0.162 0.187 0.618 10 5

29 胱抑素 B CSTB 0.059 0.119 0.048 0.602 2 1

30 组织蛋白酶 D CTSD 0.600 0.046 0.079 0.281 10 10

31 组织蛋白酶 L CTSL2 0.598 0.022 0.082 0.137 3 3

c 参与糖代谢的酶

PE rmineJ(nc=5) 0.730 0.002 0.000 0.096

32 β-烯醇化酶 3 ENO3 0.399 0.331 0.445 0.521  

33 甘油 3 磷酸脱氢酶 1

(可溶)
GPD1 0.119 0.000 0.000 0.044 7 7

34 乳酸脱氢酶 A LDHA 0.259 0.000 0.002 0.004 7 7

35 乳酸脱氢酶 B LDHB 0.338 0.006 0.041 0.147 2 2

36 UDP 葡萄糖焦磷酸酶2 UGP2 0.244 0.003 0.009 0.086 2 2

d 参与糖生物合成的酶

PE rmineJ(nd =2) 0.890 0.310 0.859 0.875

37 糖原合成酶 1(肌) GYS1 0.598 0.142 0.376 0.290 0 2

38 磷酸葡萄变位酶 1 PGM1 0.478 0.000 0.007 0.028 10 10

e 参与脂肪酸生物合成的酶

PE rmineJ(ne=10) 0.510 0.040 0.001 1.000

39 蛋白激酶 , AMP 活化 ,
α2 催化亚基

AMPK A2 0.598 0.003 0.007 0.120 7 7

40 动力蛋白激活蛋白 6 DCTN6 0.148 0.208 0.246 0.564  

41 异柠檬酸脱氢酶 IDH2 0.075 0.107 0.162 0.564 3 3

42 脂蛋白脂酶 LPL 0.072 0.042 0.248 0.044 3 6

43 细胞质苹果酸脱氢酶 MDH1 0.119 0.084 0.164 0.541 3 2

44 线粒体苹果酸脱氢酶 MDH2 0.627 0.090 0.345 0.281 0 2

45 苹果酸酶 ME1 0.437 0.138 0.043 0.078 7 6

46 N ADH 脱氢酶 1 , α/β
复合体亚基 , 1 , 8kDa

NDUFAB1 0.598 0.133 0.332 0.487 3 3

47 6-磷酸葡萄糖酸脱氢
酶

PGD 0.686 0.034 0.007 0.104 7 5

48 丙糖磷酸异构酶 1 TPI1 0.338 0.000 0.000 0.004 7 7

f 参与脂肪酸运输的结合蛋白和转运蛋白

PE rmineJ(nf =8) 0.600 0.690 0.942 0.836

49 脂肪分化相关蛋白 ADRP 0.598 0.018 0.005 0.044 2 3

50 载脂蛋白 A-II APOA2 0.072 0.367 0.187 0.564 10 3

51 小窝蛋白-1 CAV1 0.075 0.317 0.437 0.548  

52 心脏型脂肪酸结合蛋白 FABP3 0.153 0.003 0.018 0.078 0 2

53 脂肪细胞型脂肪酸结

合蛋白

FABP4 0.598 0.385 0.065 0.104 2 6

54 热休克蛋白 90 kDa β1 HSP90B1 0.598 0.142 0.274 0.352 9 7

55 解藕联蛋白 2 UCP2 0.119 0.035 0.322 0.150 8 8

56 解藕联蛋白 3 UCP3 0.439 0.004 0.029 0.083 8 2

g 调控脂肪细胞分化的转录因子

PE rmineJ(ng =2) 0.890 0.840 0.873 0.888

57 固醇调节元件结合蛋

白-1c
ADD1 0.075 0.148 0.067 0.637 5 1

58 CAA T 增强子结合蛋

白δ

CEBPD 0.075 0.017 0.067 0.104 7 10

h 生长激素作用的靶基因

PE rmineJ(nh =5) 1.000 0.330 0.677 1.000

59 生长激素受体 GHR 0.119 0.023 0.099 0.150 9 3

60 胰岛素样生长因子受

体-I
IGF1R 0.072 0.138 0.186 0.564 10 10

61 胰岛素样生长因子-II IGF2 0.463 0.003 0.018 0.104 2 2

62 胰岛素样生长因子结

合蛋白 2

IGFBP2 0.259 0.036 0.099 0.137 2 2

63 胰岛素样生长因子结

合蛋白 5

IGFBP5 0.479 0.003 0.023 0.044 6 7

i 生肌决定因子

PE rmineJ(ni=10) 0.570 0.670 0.674 0.757
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续表

序

号
基因名称 基因简称 P1 P2 P3 P4

表达

模式

序

号
基因名称 基因简称 P1 P2 P3 P4

表达

模式

64 肌肉特异性 LIM 蛋白 CSRP3 0.600 0.003 0.000 0.002 3 2

65 四和 a半 LIM 域1 FHL1C 0.598 0.022 0.033 0.324 3 2

66 四和 a半 LIM 域2 FHL3 0.120 0.099 0.055 0.281 7 3

67 肌肉生长抑制素基因 GDF8 0.409 0.026 0.007 0.337 6 7

68 肌细胞特异性增强子

结合因子 2A 型

MEF2A 0.237 0.051 0.074 0.564 0 4

69 肌细胞特异性增强子

结合因子 2B型

MEF2B 0.598 0.189 0.497 0.212 8 7

70 肌细胞特异性增强子

结合因子 2C型

MEF2C 0.598 0.156 0.042 0.147 0 1

71 肌细胞生成素 MYOG 0.072 0.317 0.276 0.645  

72 转化生长因子 β2 TGFB2 0.439 0.006 0.018 0.137 7 1

73 转化生长因子 β3 TGFB3 0.153 0.119 0.346 0.212 6 0

j 影响骨骼肌纤维生长发育的酶 、调节蛋白和结合蛋白

PErmine J(n j=18) 0.560 0.670 0.698 0.728

74 肌动蛋白α1 ACTA1 0.259 0.358 0.284 0.341  

75 肌动蛋白相关蛋白2/3
复 合 体 , 亚 基 3 ,

21 kDa

ARPC3 0.461 0.074 0.034 0.548  

76 肌动蛋白相关蛋白2/3
复 合 体 , 亚 基 5 ,
16 kDa

ARPC5 0.755 0.003 0.007 0.092 2 1

77 铁蛋白 ,重肽 1 FTH1 0.570 0.078 0.344 0.341 3 2

78 肝素结合 EG F 样生长

因子

HBEGF 0.623 0.231 0.007 0.089 7 5

79 组蛋白脱乙酰酶 5 HDAC5 0.119 0.207 0.390 0.132 6 7

80 凝溶胶蛋白(芬兰型) LOC396874 0.119 0.034 0.065 0.089 7 10

81 肌红蛋白 MB 0.119 0.000 0.007 0.044 7 7

82 肌侵蛋白 MTP N 0.148 0.104 0.029 0.644 10 8

83 肌球蛋白重链 2a MY H2 A 0.751 0.185 0.001 0.044 1 2

84 肌球蛋白重链 2b MY H2B 0.702 0.022 0.131 0.137 7 10

85 肌球蛋白重链(慢型) MYH7 0.598 0.142 0.479 0.280  

86 肌球蛋白轻链 MYL1 0.724 0.201 0.493 0.521  

87 兰尼定受体 1 RYR1 0.153 0.003 0.015 0.078 7 10

88 沉默调节蛋白 SIR T2 0.099 0.135 0.284 0.564  

89 肌联蛋白帽 TCAP 0.512 0.059 0.269 0.318 3 3

90 肌钙蛋白-I1 TN NI1 0.399 0.133 0.090 0.613 9 8

91 肌联蛋白 TTN 0.439 0.107 0.015 0.637 7 10

k 脂肪细胞因子及受体

PE rmineJ(nk =3) 0.590 0.990 0.869 0.975

92 脂联素受体 2 ADIPOR2 0.598 0.424 0.298 0.613 10 4

93 抵抗素 RETN 0.072 0.239 0.086 0.644 10 0

94 肿瘤坏死因子受体超

族 ,成员1A

TNFRS F1 A 0.749 0.311 0.346 0.564 3 4

l 其他

PE rmineJ(nl =5) 0.870 0.660 0.530 1.000

95 腺苷一磷酸脱氨酶 1 AMPD1 0.119 0.003 0.000 0.089 7 7

96 结缔组织生长因子 CTGF 0.598 0.082 0.009 0.058 3 7

97 细胞色素 b5A(微粒

体)

CYB5 0.075 0.011 0.062 0.165 10 7

98 细胞色素 P 450 , 家族

2 ,亚家族 E ,肽 1

CYP2E1 0.072 0.148 0.180 0.564 2 3

99 翻译控制肿瘤蛋白 TCTP 0.244 0.280 0.469 0.564  

　　a)P1 ,P2 , P3 和 P4 分别表示综合时间因素的品种效应 ,综合品种因素的时间效应 ,长白猪的时间效应和太湖猪的时间效应;PErmineJ表示该组基因在相应GCT

分析中得到的 Benjamini-Hochbe rg FDR校正后的 P值 , n表示该分组所包括的基因数目;表达模式为该基因在品种内不同月龄间的 STEM 聚类中被分配到的表达

模式序号(图 4),按品种顺序表示为(长白 太湖),其中“ ”表示该基因在聚类前已被过滤

2.4　基于 DBN模型构建基因调控网络

长白猪和太湖猪表达谱数据构建的基因调控

网络分别包含 66 和 65 个节点(图 5).长白猪的网

络中 PPARGC—1 基因作为主要的父节点直接调

控 ADD1 , IGF2 , UCP2 和UCP3 基因 , 而UCP3

和UGP2 作为最为明显的子节点分别受到 19和 23

个基因的直接调控(图 5(a)).在太湖猪的网络中

CSRP3 和 DCI 基因作为主要的父节点 , CSRP3

基因直接调控 LPL , TTN 和UCP3 基因 , DCI基

因直 接 调 控 ARPC5 , CY B5 和 IGF2 基 因 ,

UGP2 , T TN 和 UCP3 作为最为明显的子节点 ,

分别 受 到 9 , 15 和 30 个 基 因 的 直 接 调 控

(图 5(b)).

2.5　荧光定量 RT—PCR验证

所选 5个差异表达基因的荧光定量 RT —PCR

结果与芯片检测结果在品种内不同月龄间表达变化

的相关系数平均为 0.876±0.095(表 3).

表 3　基因芯片和荧光定量 RT—PCR结果的相关分析

基因简称 品种 Pears on相关系数 P 值

IGF-II 长白 0.895 0.016

太湖 0.976 <0.001

IGFR1 长白 0.851 0.032

太湖 0.929 0.007

IGFBP5 长白 0.895 0.016

太湖 0.965 0.002

PPARGC-1 长白 0.754 0.083

太湖 0.980 <0.001

RY R1 长白 0.708 0.116

太湖 0.804 0.054

3　讨论

研究显示在体重和肌纤维面积指标上长白猪均

较同月龄的太湖猪高 , 但太湖猪的 IMF 含量却明显

高于长白猪.这与太湖猪早熟早肥 , IMF 含量较

高 , 肉质优良 , 但生长速度慢 , 胴体瘦肉率低
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图 4　品种内不同月龄间基因的表达模式

(a)长白猪;(b)太湖猪;方块内黑色粗体线条为表达模式的趋势线 , 灰色线条为基因的表达变化趋势 , n(E)和 n分别表示表达模式的预期和实际

分配基因数 , P值为 n(E)与 n经 MHT 分析得到的 FDR校正 P值
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图 5　肌肉生长和脂肪沉积关键基因的调控网络

(a)长白猪;(b)太湖猪;直线箭头方向为从父节点到子节点 , 环形箭头表示自我调控

(38.8%—45%), 而长白猪 IMF 含量较低 , 肉质较

差 , 但生长发育快 , 饲料利用率高 , 胴体瘦肉率高

(可高达 65%)的种质特性相一致[ 3] .

基于 EB算法的显著性检验会产生 5 种 P 值:

(i)F 分布的 P 值;(ii)FDR 校正后的 P 值;

(iii)置换 P 值;(iv)FDR校正后的置换 P 值和

(v)族误差率(FWER)校正后的置换 P 值[ 23] .Alli-

son等[ 24] 和 Yang 等[ 25] 均建议可主要参考 “FDR校

正后的置换 P 值” , 但由于该 P 值尺度较为严格 ,

故应根据实际情况结合其他 P 值进行差异表达基因

的选取.研究结果中 “ FDR 校正后的置换 P 值”

没有筛选出品种间表达差异达显著水平的基因 , 而

“置换 P 值” 却显示品种间分别有 10和 19 个基因

的表达差异达极显著(P <0.01)和显著水平(P

<0.05).但从差异表达的程度上看 , 不同类型 P

值下基因的先后次序是几乎一致的 , 所以本文仍采

用 “FDR校正后的置换 P 值” 来解释试验结果.

另外 , GCT 分析的实质是以单个基因在方差分析中

的 P 值作为衡量该基因表达量在不同效应检验中变

异程度的指标 , 从而对分组内各基因间表达变异程

度的差异性进行显著性检验 , PErmineJ <0.05或 0.01

并不代表该分组内各基因的表达差异达到或大部分

达到显著或极显著水平 , 表示该分组内各基因表达

量变异程度间的差异达显著或极显著水平.

在初生至 5 月龄这个重要的生长发育阶段中 ,

长白猪分别有 18和 22个基因 , 而太湖猪只有 3和

7个基因的表达差异为极显著(P <0.01)和显著水

平(P<0.05)(表 2).这与长白猪生长发育速度较

快 , 相关生理生化代谢活动较为旺盛 , 而太湖猪生

长发育缓慢 , 代谢相对较为平缓的种质特性相符.

提示这些基因受到了特殊的调控 , 在肌肉中的表达

水平伴随各自特异的功能在不同时期表现出明显的

起伏变化.长白猪表达差异极显著的 18个基因中

包含了太湖猪表达差异极显著的 3 个基因(CSRP3 ,

LDH A 和 TP I1), 尚已有研究证明对于猪的胴体

和肉质性状有重要影响的基因主要有 ADRP ,

AMPK A2 , ARPC5 , CSRP3 , CTGF , GDF8 , MB ,

MY H2A 和 PPARGC —1 这 9 个 , 而 AMPD1 ,

ECH1 , GPD1 , HBEGF , LDHA , PGD , PGM1 ,

TP I1 和UGP2 这 9个基因尚未见相关报道 , 但已

知其功能均与调控细胞生长和脂肪酸生物合成及氧

化相关 , 提示可作为候选基因进行深入研究.值得

注意的是其中的 AMPD1 基因 , 其主要作用是催化

腺苷一磷酸(AMP)脱氨生成肌苷酸(IMP)[ 26] , 而
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IM P 在水和脂肪中加热能产生明显的肉鲜味 , 其在

肉品中的含量已被作为衡量肉质的一个重要指标.

但 Tikk等[ 27] 发现 IMP 在去磷酸化和水解后产生的

次黄嘌呤(HX)却能直接导致猪肉(汤)的苦味和咸

涩味 , 虽然高 pH 值(>5.7)的猪肉 IMP 含量较高 ,

但其 HX的含量仍比较低 pH 值的猪肉高 , 因此认

为一味强调提高 IMP 含量是不合适的.Stratil

等[ 28]克隆测序得到猪 AMPD1 基因 1323 bp 的 EST

序列并将其定位于 4号染色体区域 , 而该区域的其

他基因均与 IM F 含量 、 背膘厚和眼肌面积等重要经

济性状相关.目前 AMPD1 基因的相关研究主要集

中在鱼和家禽(鸡)上 , 建议应给以更多关注.

“参与脂肪酸生物合成的酶” 、 “生肌决定因子”

和 “影响骨骼肌纤维生长发育的酶 、 调节蛋白和结

合蛋白” 这 3个基因分组在品种效应的 GCT 分析

中虽未达显著水平(P >0.05), 但其基因表达变异

程度的差异在品种间要为明显 , 位居前 3位且包含

较多基因(共 38个).提示两猪种在脂肪沉积能力 、

肌纤维数量和生长速度上明显的遗传种质特性差异

与这些基因的差异表达规律密切相关.

研究聚类分析所采用的 S TEM 算法由 E rnst

等
[ 29]
提出 , 是目前能够有效聚类时间序列试验数据

的 3种算法(动态 Bayes[ 30] 、 隐 Марков模型[ 31] 和

S TEM 聚类)中唯一针对小于 8个时间点的短时间

序列试验设计的 , 其结果显示品种间的主要差别在

于先降后升的第 3表达模式中长白猪包含 18个基因

(P<0.01), 而太湖猪只包含 12个基因(P=0.11).

提示可能由于出生后环境和营养的应激 , 许多参与

肌肉生长和脂肪沉积基因的表达量逐渐下降 , 但伴

随动物个体的逐渐适应和生长发育的需要 , 其表达

量又逐渐上调 , 而长白猪生长发育速度较太湖猪

快 , 故相关基因表达谱更为活跃.长白猪和太湖猪

的第 2表达模式分别包含 13 个(P =0.07)和 20 个

(P<0.01)基因 , 第7表达模式分别包含18个(P<

0.01)和 17个(P<0.01)基因 , 均可视为品种内最

具代表性的表达模式.这两个表达模式不仅包含了

较多的基因 , 且第 2表达模式为直线下降与第 7 为

直线上升恰好相反(图 4).通过对表达模式内的基

因功能进行分类 , 发现正调控肌纤维生长和脂肪酸

合成的基因大多属于第 7表达模式 , 而抑制细胞增

殖和正调控脂肪酸 β氧化的基因大多属于第 2表达

模式.提示伴随动物个体的不断发育成熟 , 肌肉生

长速度和脂肪沉积强度的不断增加 , 促进肌纤维增

殖和脂肪酸合成基因的表达水平也在逐渐上升 , 而

抑制肌纤维增殖和促进脂肪消耗代谢基因的表达水

平则逐渐下降.

虽然未知功能的基因与其相同表达模式中已知

功能的基因在功能上可能具有相似之处 , 但聚类作

为一种探索性的知识发现方法其结果本身带有预测

性 , 加上目前对于许多具体基因生物学功能的认

识 , 特别是其在整个复杂的调控网络中所处状况的

了解还很有限 , 即使目前获取到的 GO 注解信息其

来源也往往是片面的[ 24] .所以本文没有详细推测某

个基因可能的具体功能 , 而重点揭示基因在对照品

种间和生长发育过程中存在的差异表达规律 , 因而

最有可能受到重要的调控 , 建议通过后续深入可靠

的研究对其有更详细的了解 , 以期为其他候选基因

的定位和发现提供新的思路和线索.

两品种间基因调控网络的差异较大(图 5), 从

一定程度上反映了两品种在肌肉生长和脂肪沉积相

关的生理生化活动方面存在明显差异的分子基础.

值得注意 , 在长白猪网络中起重要调控作用的

PPARGC—1 基因由于其在糖异生[ 32] 、 线粒体呼

吸
[ 33]
、调节能量代谢以维持体温

[ 34]
、 脂肪细胞分

化和脂肪酸氧化[ 35] 过程中具有重要作用 , 并直接参

与调控过氧化物酶体增殖剂激活受体家族(PPAR s)

等转录因子[ 36] 和葡萄糖转运蛋白 4(GLUT4)[ 37] 等

重要肉质性状候选基因 , 已有研究表明 PPARGC—

1 基因还具有增殖氧化型肌纤维的作用[ 38] , 成为目

前研 究 的 最新 热 点.Jacobs 等[ 39] 报 道 了猪

PPARGC—1 基因编码区的序列 , 并在梅山猪-大

白猪合成资源群体中发现该基因第 9外显子中的一

个多态位点显著性影响猪的板油重.研究结果表明

其不仅在发育过程中的表达差异显著(表 2), 与

Erkens等[ 22] 的研究结果一致 , 且模拟的调控网络

也显示其为重要的中枢调控基因 , 建议可作为重要

候选基因研究.两品种的调控网络均显示UCP3 和

UGP2 基因被明显调控 , 其中 UCP3 作为线粒体内

膜的一种载体蛋白 , 可将呼吸链与三磷酸腺苷

(A TP)产生过程解偶联 , 使能量以产热形式散发 ,

从而增加能量的消耗
[ 40]
.大量研究已表明UCP3 对

机体能量平衡涉及的体重(肥胖)、 静止代谢率和食
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物(饲料)转化率等性状具有显著效应 , 是影响肌肉

生长和品质的重要功能基因
[ 2]
.UGP2 则主要参与

葡萄糖代谢[ 41] , 但涉及其具体功能的研究还尚未见

报道 , 建议可深入研究.需要特别指出的是 , 由于

基因筛选和数据抽样引入的随机性以及算法本身存

在的固有局限 , 从表达谱数据出发通过反向工程

(reverse engineering)建立的调控网络具有一定程度

的模糊性 , 但作为一种有益的尝试性探索可为进一

步深入研究提供一些有价值的参考.此外 , 荧光定

量 RT —PCR验证的结果表明本次芯片试验的结果

准确可靠
[ 42]
.

随着基因芯片技术的不断发展普及 , PubMed

和GO 这类搜索引擎的不断完善 , 人们逐渐认识

到 , 与包罗万象和大海捞针式的基因组表达谱芯片

相比 , 基于对某一明确的生物学信号通路的现有知

识而设计的功能分类芯片更能有效排除冗余信息 ,

易于数据挖掘并降低了研究成本.这类芯片通常只

包括几百个与研究对象有确定关系或至少存在理论

关系的基因 , 具有更强的目的性和针对性.正是基

于这一思路 , 现针对影响肌肉生长和脂肪沉积的生

物学通路设计并制作了相关功能分类芯片 , 以研究

生长发育过程中不同猪种相关基因的差异表达规

律 , 其结果验证并完善了此类研究已有的一些认

识 , 筛选出了对于猪胴体和肉质性状可能具有重要

影响并值得深入研究的一些候选基因.
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