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中外两品种鸡胸肌组织差异表达基因的研究 
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摘要: 运用mRNA差异显示技术对北京油鸡和AA肉鸡胸肌组织基因的差异表达进行研究, 从分子水平分析导

致两品种肌肉组织基因差异表达的机制。通过反向 Northern dot blot 技术验证共筛选出差异表达基因 7 条, 经
与 GenBank 数据库进行相似性比对, S1 与 HMGN3 基因有较高同源性; S3 与 ChEST294a8 有很高同源性, 但功

能未知; S4 和 S5 与鸡的磷酸葡萄糖变位酶Ⅰ同源性很高; S6 和 S2 与已有核酸数据库中的基因克隆或 EST 具有

较高同源性, 为已知的 EST, 但功能未知; 序列 S7 未在数据中发现同源序列, 可以确定其在 AA 肉鸡中特异表

达,确定为新发现的 EST(GenBank 登录号: EU594549)。为进一步研究中外两品种鸡胸肌组织基因差异表达机制

奠定了基础。 
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Abstract: mRNA differential display reverse-transcripton PCR(DDRT-PCR) was applied to identify differentially ex-
pressed genes in Arbor Acres broiler(AA) and Beijing fatty chicken breast muscles in order to find the mechanism which 
induces the differential gene expression at the molecular level. A total of 7 ESTs were found using reverse Northern dot blot, 
and all of them were compared with the nucleotide sequences in GenBank database using BLAST. S1 was highly similar to 
HMGN3; S3 was highly similar to ChEST294a8 with unknown functions; S4 and S5 were highly similar to PGM ; S6 and Ⅰ

S2 had highly similar nucleotide sequences with unknown functions in nucleotide databases; S7 had no significant similar-
ity with existing genes or ESTs and was regarded as a new EST. The new EST was submitted to GenBank(Accession num-
ber: EU594549). This lays a foundation for further study on the mechanism of differential gene expression in Beijing fatty 
and AA breast muscles. 
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分子生物学技术的发展使研究者能够从不同角

度、不同层次上探讨物种间或同一物种不同群体间

的差异, 研究这些差异形成的过程和物质基础。而
在基因组水平上研究遗传物质的差异表达对了解性

状形成的遗传基础和调控机理是很有必要的, 可为
育种手段的改进提供理论和实践依据。 

肉鸡生产中, 鸡肉品质和生长效率一般呈负相
关 , 鸡的生长发育快 , 肌纤维变粗 , 导致肌肉的品
质下降。如何在生长效率与肉质品质之间找到平衡

点, 在保证肌肉品质的同时提高生长性能是值得研
究的问题。不同品种或不同日龄肉鸡的肌肉品质存

在很大差异, 快大型肉鸡的生长速度快, 但抗应激
能力较差, 肉质和风味也很差; 地方品种虽生长速
度慢, 但肉味鲜美、抗逆性强、品质优良[1]。  

DDRT-PCR(Differential display reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction)技术能灵敏地用于检
测在组织或细胞中表达量丰度极低的 mRNA样品的
差异表达, 能够检测那些彼此相关的 RNA分子之间
的表达差异。mRNA差异显示技术具有简便、灵敏、
高效率和省时等优点, 自创立以来, 在动物、植物的
基因克隆、发现新基因以及对动植物生长发育机理

的研究当中广泛应用 [2~6]。 
本实验以北京油鸡 (Beijing Chicken, Gallus 

gallus)和AA肉鸡(Arbor Acres Broiler, Gallus gallus)
为研究素材, 利用 mRNA 差异显示技术对其胸肌组
织差异表达基因进行研究, 讨论两品种间胸肌组织
分子遗传水平上表达的差异。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验材料 

北京油鸡及 AA 肉鸡均来自中国农业科学院北
京畜牧兽医研究所养鸡场, 每个品种随机抽取 4 只, 
公母各 2 只 , 屠宰后取胸肌组织样 , 液氮中速冻 , 
−80℃保存。 

1.1.2  主要试剂 

RNA酶抑制剂和不含RNA酶的DNA-Ⅰ均购自
TaKaRa(大连)公司; 反转录酶M-MLV购自 Promega
公司, 总 RNA 提取试剂盒及总 RNA 纯化试剂盒购

自天根公司。 

1.1.3  引物 

引物由北京奥科公司合成。锚定引物序列为: 5′- 
AAGCTTTTTTTTTTG-3′; 5′-AAGCTTTTTTTTTT 
A-3′; 5′-AAGCTTTTTTTTTTC-3′。随机引物序列为: 
5′-TACAACGAGG-3′; 5′-TGGTAAAGGG-3′; 5′-G 
GTACATTGG-3′; 5′-CTGCTTGATG-3′; 5′-GATCT 
AACCG-3′; 5′-GATCAAGTCC-3′; 5′-CTTTCTAC 
CC-3′; 5′-TGGATTGGTC-3′; 5′-TTTTGGCTCC-3′; 
5′-GGAACCAATC-3′。 

1.2  方法 

1.2.1  RNA 的抽提及 mRNA 的纯化 

按照天根公司总 RNA提取试剂盒及 RNA纯化
试剂盒提供的方法抽提胸肌组织总 RNA并纯化, 经
紫外分光光度计和 1%变性琼脂糖凝胶电泳鉴定总
RNA。计算 OD260/OD280, 准确定量总 RNA 的浓度
和纯度, 每个品种中每个样品取 10 μL RNA 混匀, 
分别组建 RNA池。 

1.2.2  RT-PCR 

反转录操作按照 Promega M-MLV Reverse 
Transcriptase 使用说明进行。PCR 反应采用低严谨
循环与高严谨循环相结合的方法 , 以降低假阳性 , 
具体操作如下: 94℃ 2 min; 94℃ 30 s, 40℃ 1 min, 
72℃ 30 s, 5个循环; 94℃ 30 s, 45℃ 1 min, 72℃ 
30 s, 35个循环; 72℃ 10 min。同时以β-actin基因为
阳性对照, 并设立了阴性对照。 

1.2.3  PCR 产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳和银染 

RT-PCR 反应产物进行 8%非变性聚丙烯酰胺凝
胶电泳, 100 V电压下电泳 7 h, 电泳后采用硝酸银
染色法, 染色方法按 Echt等[7]方法进行。 

1.2.4  差异条带的回收重扩增和反向 Northern dot 
blot 验证 

差异条带用煮沸法进行回收。二次 PCR反应条
件与第一次 PCR 条件略有不同 , 具体操作如下 :   
94℃ 2 min; 94℃ 30 s, 40℃ 1 min, 72℃ 30 s, 10个
循环; 94℃ 30 s, 50℃ 1 min, 72℃ 30 s, 30个循环; 
72℃ 10 min。 
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使用地高辛标记试剂盒(DIG High Prime DNA 
Labeling and Detection Starter Kit Ⅰ)标记 6个组合
的 cDNA作为探针。将差异条带的二次 PCR产物、
阴性对照和阳性对照分别与结合地高辛的 cDNA探针
进行反向 Northern dot blot, 取 50 ng二次扩增的 PCR
产物点于带有正电荷的尼龙膜上, 阴性对照、阳性对
照和差异条带的二次 PCR产物各重复点样两次。后续
的反向 Northern dot blot操作按照试剂盒说明进行。 

1.2.5  差异条带的克隆和测序 

按照 EZ-T Ligation Kit(康润诚业, 北京)说明书
操作, 将经过反向 Northern dot blot验证的阳性克隆
到载体中, 测序由北京奥科生物技术公司完成, 测
序引物使用 T7 Promoter Primer, 测序仪用 3730型。
每条差异片段挑取 2 个阳性克隆测序, 测序结果用
DNASTAR软件中的 SeqMan去掉载体序列。 

2  结果与分析 

2.1  DDRT-PCR和聚丙烯酰胺凝胶电泳结果 

经检测, 所提取的 RNA 样品较为完整, 经反转
录后, 每组样品分别采用 30 对引物扩增, 每对引物
扩增 2管。反应产物经 8%非变性聚丙烯酰胺凝胶电
泳进行银染染色。银染结果显示, 每条泳道上约有
10~30条带, 条带较清晰, 最长条带超过 1 000 bp, 条
带主要分布在 100~1 200 bp之间。部分结果如图 1。 
 

 
 

        Group A                             Group B 

图 1  部分 DDRT-PCR 的聚丙烯酰胺凝胶电泳结果 
每对引物每组有 2个重复, 箭头所指为差异条带。 

 

2.3  差异片段的回收和二次 PCR扩增 

实验共回收差异条带 30条, 二次 PCR扩增后发

现回收的差异表达条带中有 24条可以重复扩增, 并
且扩增片段大小与差异表达条带一致。经琼脂糖凝

胶回收后效果较好, 可以用于下一步反向 Northern 
dot blot实验。 

2.4  反向 Northern dot blot 验证 

为鉴定片段是否为阳性, 采用反向 Northern dot 
blot 技术验证。通过比较同一片段在 A、B 两组中
的杂交信号的有无 , 确定是否为阳性差异表达条
带。反向 Northern dot blot结果表明: 共有 7条差异
条带显示为阳性表达,其中差异条带 S1、S2、S3 仅
在北京油鸡(A 组)中表达, 差异条带 S4、S5、S6、
S7仅在 AA肉鸡(B组)中表达。杂交结果如图 2。 
 

 
 

图 2  A 组、B 组探针的反向 Northern dot blot 鉴定鉴定

结果 
A: 北京油鸡胸肌; B: AA 肉鸡胸肌。+: 阳性对照; −: 阴性对照。 
 

2.5  测序及序列比对 

将得到的 7 条 ESTs 用 BLASTn 工具对核酸数据库
nr中所有序列进行了同源性分析。分析结果见表 1。
其中 6 条差异条带均找到同源性较高的同源基因。
而序列 S7是一条仅 169 bp的 cDNA片段, 无 polyA
尾, 与 GenBank 的 nr库比对结果表明, 该序列未找
到同源基因, 可以确定其在AA肉鸡中特异表达, 确
定为新发现的 EST(向NCBI提交该序列获得登录号: 
EU594549)。 

3  讨 论 

mRNA 差异显示技术是筛选差异表达基因的有
效方法, 样品间的差异越小越有利于相关功能基因
的筛选, 因此, 应尽量选择同物种的不同品种或者选
取同一品种的不同生长发育时期作为研究对象[8]。  
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表 1  差异表达序列与数据库 nr 的核酸序列同源性比较结果 

序列 长度 (bp) 同源基因序列号. 同源基因 分值 期望值 同源性 (%)

S1 382 NM_001006412.1 原鸡高迁移率族蛋白结合蛋白 3 658 0 98 

S2 320 AM071341 原鸡免疫器官 cDNA 克隆片段 C0001608N4_T7 592 5e-166 82 

S3 383 CR386625.1 原鸡全序列 cDNA 克隆片段 ChEST294a8 647 0 99 

S4 358 NM_001038693.1 原鸡葡萄糖磷酸变位酶 I  601 7e-169 98 

S5 308 NM_001038693.1 原鸡葡萄糖磷酸变位酶 I 507 1e-140 97 

S6 209 XM_418857.2 预测: 与原鸡富含亮氨酸片段相似影响蛋白质 2的转录变异体 2 385 5e-104 99 

S7 169 − 无同源序列 − − − 

 
本结果表明, 序列 S1 与高迁移率族蛋白(High 

mobility group protein, HMGN3)基因有较高的同源
性, HMGN3是Caldwell等 [9]在鸡的腔上囊淋巴细胞

中发现的 cDNA 全序列, 该序列的发现有助于对β-
细胞特性的深入认识, 有益于研究鸡β-细胞的分裂
对看家基因功能的影响。 

HMG 蛋白广泛存在于真核生物细胞中。HMG 
蛋白是真核细胞内继组蛋白之后含量最为丰富的一

组染色质蛋白质, 也是真核细胞基因调控的动力体
现者。HMG 蛋白家族可分为 HMGA 、HMGB 和
HMGN 三类亚家族 , 在染色质的结构与功能及基
因表达调控过程中均发挥着重要作用[10]。 

HMGN 在核内快速的运动, 不断和核小体发生
碰撞, 与特异性位点结合后对染色质进行修饰, 从
而使调节蛋白发生聚集。目前对 HMG 蛋白的结构
特征及识别位点的特异性虽有一定了解, 但对其具
体的作用机制及其信号通路并不清楚。有研究表明, 
HMGN 蛋白还参与 DNA 损伤的修复过程, 但是其
分子机制目前还不清楚。HMGN蛋白的定位和分布
还和细胞的新陈代谢以及细胞周期有关, 最新研究
表明, 细胞分裂间期, HMGN 与核小体特异性位点
的结合效率较高, 形成一些复合物, 而在细胞分裂
中期, HMGN结合能力降低, 以单体形式出现。这说
明 HMGN 与染色质的结合模式依据细胞分裂周期
而不断变化[11]。目前已发现 HMG 框、AT 环等结
构域还存在于许多其他蛋白质中。 

在鸡的全基因组数据库中并未找到序列 S2的同
源基因, 但通过与 nr 库的序列比对发现, 该序列与
Chicken immune 5-CSEQRBN30基因有 82%的相似性, 
目前尚无该序列的相关功能信息。而序列 S3 与已知
基因 ChEST294a8(CR386625.1)同源性高达 99%, 可
以认为是该基因的同源基因 , 该基因是从莱航鸡

ChEST294a8 基因的 cDNA 序列克隆得来的, 其功能
及其他信息尚未见报道, 仍需要作进一步的研究。 

对序列 S4和 S5的研究发现, 二者与鸡的磷酸葡
萄糖变位酶Ⅰ均有较高的相似性。磷酸葡萄糖变位酶

Ⅰ可促进糖原分解, 糖原分解过程中被释放出来的
葡萄糖-1-磷酸在磷酸葡萄糖变位酶的作用下转变为
葡萄糖 6-磷酸,并进入机体组织的能量循环当中。 

比对结果显示, 序列 S6 与 GenBank 中登录号
(XM_418857.2)的基因序列同源性高达 99%, 可以
认为序列 S6是该基因的同源基因。而该已知基因是
依据 GenBank 数据库提供的另一段基因序列
(NW_001471633)通过计算机基因预测方式得到的 , 
定位在第 2 号染色上 , 研究表明 , 该基因和 LRR 
FLI-I 基因功能相似 , 在体内与肌动蛋白相互影   
响[12, 13]。本实验所得的 EST信息也验证了该段序列
确实存在于鸡的基因中, 这也说明利用现有数据库
通过假设方法可以得到一些未知的新基因。 

LRR 为富含亮氨酸重复片段( Leucine-rich re-
peats,LRRs), 参加蛋白-蛋白互作, 在分子识别过程
中发挥重要的作用[14, 15] 。根据胞外区 LRRs组成方
式的不同, 判断 LRR FLI-I可能是 LRRs的一个亚族
(LRRⅠ~ⅩⅢ)[16]。有研究表明, LRR 结构域具有抑
制细胞异常增生的功能以及能够使机体对某些药物

产生耐药性的特性[17, 18]。而序列 S7在数据库中未找
到同源基因, 该序列在AA肉鸡中特异表达, 相关功
能及特性仍需进一步研究。 

本实验过程中, 由 DDRT-PCR 产生差异显示条
带的过程相当快捷, 然而差异显示 EST 的鉴定是研
究者面临的一大挑战。Poirier等[19]认为,差显的主要
障碍不在于其技术本身 ,而在于差显后如何区分假
阳性与真正差异表达的 mRNA。据 Sompayrac等[20]

报道 , 差异显示技术产生的片段长度较短(100∼500 
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bp)且假阳性会高达 50%~70%, 以及引物复性温度
过低, 不利于扩增等问题。鉴于此, 许多研究者都对
差异显示 EST 的鉴定进行了各种探讨, 并提出了行
之有效的方法 [21], 包括李子银等 [22]提出的反向

Northern dot blot等方法。mRNA差异显示技术的建
立为新基因的发现及特定生理或病理过程机制的研

究提供了方便, 已被广泛地应用于动物生理学、病理
学和动物遗传育种研究中, 并取得了较大的进展。本
实验利用 mRNA 差异显示技术所筛选的差异表达基
因, 约有一半以上其功能未知, 这需要研究者继续从
基因的转录水平着手研究基因的表达, 解开基因表达
调控的奥秘, 探讨差异表达基因间的内在联系与规律,
研究造成不同品种鸡肌肉组织表达差异的遗传机理。 
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