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延边黄牛背最长肌差异表达基因的筛选、克隆 
及序列分析 
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摘要: 应用引物复性控制技术筛选肌内脂肪含量差异极显著的延边黄牛背最长肌组织差异表达基因, 寻找与

肌内脂肪沉积的相关候选基因。文章选取 30 头 28 月龄延边黄牛阉牛的背最长肌组织测定肌内脂肪含量, 选取

肌内脂肪含量差异极显著的最高和最低各 3头组成RNA池, 采用引物复性控制技术, 分析了两组个体背最长肌

组织差异表达基因。利用 20 对随机引物差异显示扩增下, 共获得 12 条 ESTs(片段大小为 200～890 bp), 其中 8

个为已知的 ESTs 分别与细胞骨架形成、细胞因子信号转导、蛋白质合成、能量代谢和其他功能的差异基因, 4

个未知的 ESTs。结果表明, 应用引物复性控制技术筛选得到了 12 个可能参与了肌内脂肪沉积调控的 ESTs, 为

进一步筛选肌内脂肪沉积相关的基因奠定了基础。 
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Screening, cloning and sequence analysis of the differential expres-
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Abstract:  Annealing control primer (ACP) system was applied to find candidate genes related to lipidosis in muscle of 
Yanbian yellow cattle by screening differentially expressed genes (DEGs) in Longissimus dorsi, which had significant dif-
ference on intramuscular fat (IMF) content. Thirty steers, aged at 28 month-bullocks were selected to measure the IMF 
content in L. dorsi. Two groups of bullocks (three heads per group) with the highest and the lowest contents of IMF were 
selected to build a RNA pool, and DEGs of two groups were analyzed by ACP system. Twelve DEGs were identified and 
sequenced by amplification with 20 arbitrary primers (fragment sizes were 200–890 bp). In these genes, eight were already 
known as functional groups of cytoskeleton, cytokine signal transduction, protein synthesis, energy metabolismand, and 
others, four were unknown. All the 12 ESTs were screened by ACP system, which may participated in regulating on lipido-
sis in muscle. This study established a foundation for further screening of lipidosis related genes. 
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肌内脂肪(Intramuscular fat, IMF)是形成牛肉大
理石花纹的物质基础, 也是影响肉质风味的重要因
素。IMF含量影响着肉质的嫩度、风味和多汁性[1]。

10%左右肌内脂肪含量, 可产生理想的大理石花纹, 
可形成优质高档牛肉。IMF含量属于数量性状, 其遗
传基础受多基因控制, 通过对IMF含量进行遗传改
良, 可提高牛肉品质。由于IMF含量在活体中的测定
有一定难度, 故常规育种的方法选育肌内脂肪进展
缓慢。筛选影响肌内脂肪沉积调控相关的基因, 为
牛育种中的辅助标记选择提供候选基因。目前 , 对
牛肌内脂肪沉积主效基因的研究还处于初始阶

段 , 对影响肌内脂肪含量的主效基因尚未完全
确定 , 有些候选基因研究还不够透彻。2007 年 , 
Seung等 [2,3]研究了韩牛在 12 月龄和 27 月龄背
最长肌中差异表达基因进行了鉴定 ; 并筛选了
高、低大理石花纹肉的肝脏中差异表达的基因。

不同肌内脂肪含量个体肌肉组织基因的表达模式存

在差异, 这种差异的存在使得通过mRNA差异显示
技术鉴定肌内脂肪关键调控基因成为可能。本试验

采用引物复性控制技术鉴定筛选延边黄牛肌内脂肪

含量差异极显著的两组个体背最长肌组织差异表达

基因, 并进行序列分析, 为进一步筛选肌内脂肪沉
积调控相关的候选基因提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

选用吉林省珲春天一牧场 30 头 28 月龄延边黄
牛阉牛。屠宰后采取背最长肌, 每次采样的部位保持
一致, 一部分置于液氮中速冻, −70℃保存; 一部分
保存于−20℃, 用于测定 IMF 含量。从 30 个实验样
本中选取肌内脂肪含量最高和最低的个体各 3 个组
成两组, 用于引物复性控制技术的两组个体肌内脂
肪平均值为 17.58%±0.14%和 5.16%±0.32%(P<0.01)。 

1.2  方法 

1.2.1  背最长肌组织总 RNA 提取及纯化 

用Trizol提取(Invitrogen 公司)肌肉总RNA。将

所提取RNA用紫外分光光度计检测RNA量和纯度 , 
所用RNA的A260/A280均在 1.8～2.0 之间。使用不含
RNase 的处理 , 常规方法再次提纯 , 溶于DEPC处
理水中。 

1.2.2  引物复性控制技术 PCR 

cDNA 第 1 链合成：纯化后的总 RNA, 以 
oligo(dT15)ACP 为 3′端引物逆转录合成 cDNA 第 1
链。总反应体系为 20 µL：总 RNA 2 µg, 10×buffer 4 
µL, dNTP(2.5 mmol/L), dT-ACP1 2 µL, RNase In-
hibitor 0.5 µL, superscriptⅡ反转录酶 1 µL。置 42℃ 

60 min, 94℃ 5 min, 冰上 5 min终止反应。逆转录
产物用灭菌去离子水 5倍稀释, −70℃保存待用。 

Gene Fishing PCR：分别以随机引物ACP1-20同

dT-ACP2组合进行PCR反应。总反应体系为 50 µL：
dT-ACP2(1 µmol/L), 随机引物 (1 µmol/L), dNTP 
(200 µmol/L), 10×PCR buffer, Taq酶(2.5 U), cDNA模
板(5 µL)。反应条件：94℃ 1 min, 50℃ 3 min, 72℃   

1 min, 1个循环; 94℃ 40 s, 65℃ 40 s, 72℃ 1 min, 
40个循环, 72℃ 5 min, 4℃保存。PCR产物在 2%琼
脂糖凝胶中电泳, 凝胶分析系统照相。 

1.2.3  差异片段回收及克隆测序 

紫外灯下切割差异条带, QIA quict Gel extrac-
tion kit (Invitrogen 公 司 )回 收 纯 化 , 克 隆 入
pCR®2.1-TOPO®载体(Invitrogen 公司), 转化DH5感
受态细胞(TaKaRa 公司), 进行经典的蓝白斑筛选 , 
阳性克隆质粒送往上海英俊公司进行测序。测序结

果去除载体序列后与NCBI的NR库和ESTs库进行同
源性比对。 

1.2.4  实时定量 PCR 检测部分差异基因 

为了进一步验证差异基因表达水平, 从 30个实
验样本中选取肌内脂肪含量最高和最低的个体各 3
个组成两组, 以 β-actin 为内参, 对其中的 4 个基因
进行实时定量分析, 根据荧光定量 PCR 引物设计原
则应用 Primer Premier 5.0软件设计引物(表 1)。提取
总 RNA 后, 采用 Prime Script™ RT-PCR 试剂盒 
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表 1  引物序列 

基因名称 引物序列(5′→3′) 产物长度(bp) 

肌联蛋白(Titin ,TTN) F:  TGATGAAAGTCAGTGCTGAAAGT 
R:  GCAGAAACAAACCTCCCATAC 129 

α-肌动蛋白 1 (Actin, alpha 1, ACTA1) F:  CTGCCGCAAACTGACACACTG 
R:  ACGCAGCAAAACAGAACGGC 133 

细胞因子信号负调控因子-12(Ankyrin repeat and SOCS 
box-containing 12, ASB12) 

F:  ACATCTACCTTCCATCTCTCTG 
R:  TCTGCGGATAACTAAACGAG 125 

谷氨酰 tRNA合成酶(Glutamyl tRNA Synthetase, GtS) F:  ACACCTTGTTCGGTCGTAGT 
R:  AAATTGTCTCTATCTGGGAAGA 110 

β-actin F:  ATTTCTGTCTTGGCCGGTCT 
R:  TCAAGGCAAGTAACCAGAACAC 113 

 
(TaKaRa 公司 )制备cDNA, 然后用SYBR® Premix 
Ex Taq™试剂盒(TaKaRa 公司)在Mx3000P PCR仪
上进行实时定量PCR反应, 每个样品重复测定 3次。
通过计算各个样品目的基因的Ct值和各自内参

β-actin的Ct值的差值(△△Ct), 以 2△△Ct计算各个目

的基因相对于内标基因的比值, 分析各个样品中目
的基因的相对表达量。 

2  结果与分析 

2.1  肌内脂肪差异显著的两组延边黄牛阉牛背最
长肌差异表达的基因 

使用 20条随机引物和 2条 oligo(dT)锚定引物组
合进行引物复性技术 PCR, 比较了肌内脂肪含量差
异极显著的两组个体差异表达基因。根据引物复性

控制技术 PCR 凝胶电泳结果, 筛选出 12 条差异表
达片段进行回收、克隆和测序, 片段长度在 200～
890 bp, 其中 4 个基因在高肌内内脂肪含量组表达
上调, 8个基因表达下调(图 1)。 

2.2  阳性克隆测序及 EST序列分析 

对 12个克隆测序结果进行序列分析, 结果显示
其中 4 个基因在高肌内脂肪含量组中表达水平被上
调, 8 个基因在低肌内脂肪含量组中表达被下调(表
2)。按已知功能将其分为 5类：(1)核糖体蛋白 S14 、
S26 和 RPLP1 参与核糖体构建, 与蛋白质合成密切
相关; (2)细胞色素氧化酶亚单位 4 参与线粒体呼吸
链电子传递, 与细胞能量代谢密切相关; (3)TTN 、
ACTA1为细胞骨架形成相关基因; (4)ASB12参与细
胞信号转导; 5)GtS为未知功能蛋白。 

2.3  实时定量 PCR检测部分差异基因 

实时定量 PCR 检测结果显示, 两组间肌内脂肪

含量分别为 13.26%±0.28%和 4.65%±0.18%(P<0.05)。
ASB12 和 TTN 在高肌内脂肪含量组中的 mRNA 表
达丰度分别较低肌内脂肪含量组提高了 3.4和 2.6倍, 
而GtS和 ACTA1在低肌内脂肪含量组中的mRNA表
达丰度分别较高肌内脂肪含量组提高了 1.5 和 1.9
倍。所验证的 4 个基因的差异倍数经 t 检验均达到
显著水平(P<0.05), 结果见图 2。 

3  讨 论 

DDRT-PCR技术是Liang等[4]1992 年提出的一种
检测基因转录模式的方法, 该方法假阳性高和重复
性低的缺陷又使得此项技术的应用受到一定程度的

局限。引物复性控制技术具有快速、高效、重复性

好的特点, 成为研究基因差异表达的重要手段[5]。引

物复性控制技术复性控制引物由独特的 3部分组成, 
3′端和 5′端部分由中间的调节部分连接。5′端部分是
核心部分, 能与模板完全互补; 中间部分为多聚脱
氧次黄苷[poly(dI)], 一般由 5个脱氧次黄苷(dI)组成, 
在控制引物的复性温度起着关键的作用。由于引物

中间的poly(dI)部分可阻止 5′端的通用引物序列与模
板的非特异性结合, 使试验结果具有较高的重复性
[6, 7]。 

本试验在同一饲养水平的条件下, 应用引物复
性控制技术在肌内脂肪含量差异极显著的两组个体

延边黄牛阉牛背最长肌中共获得 12 条表达序列标
签。实时定量PCR(Fluorescent quantity PCR, FQ-PCR)
是近年来的对模板DNA进行定量研究的方法, 具有
可实时监测、高特异性、高灵敏性和高精确性的特

点, 是目前用于检测基因差异表达的一种快速有效
的方法[8]。本试验应用FQ-PCR技术检验了 4个差异
表达基因与肌内脂肪含量之间的关系 ,  结果表明 
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图 1  不同肌内脂肪含量延边黄牛背最长肌 mRNA 差异表达琼脂糖凝胶电泳结果 
M：DL2000 Marker; A1~A20：随机引物; L：低肌内脂肪含量组; H：高肌内脂肪含量组。图中箭头表示不同肌内脂肪含量背最长肌中
差异表达的片段。 

 
表 2  差异表达基因的序列相似性及特征分析 

克隆代号 GenBank登录号 同源基因 同源性(%) 表达模式 

A1 BC122821 Bos taurus ASB12 218/218(100%) 上调 

A4 NM_174225 Bos taurus ACTA1 204/204(100%) 下调 

A5 XM_002685260 Bos taurus TTN 894/894(100%) 上调 

A7 NM_001003902 Bos taurus RPS14 583/585(99%) 下调 

A8 BC102695 Bos taurus RPLP1 339/339(100%) 下调 

A10 NM_001015561 Bos taurus RPS26 405/407(99%) 下调 

A13 NM_001001439 Bos taurus COX4 345/345(100%) 下调 

A19 XR_082942 Bos taurus GtS 295/297(99%) 下调 

A11   193 上调 

A6   285 下调 

A16   61 上调 

A17   166 下调 

注：上调、下调指高肌内脂肪含量组。 
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图 2  4个基因的实时定量 PCR结果 
M：DL2000 Marker; L:低肌内脂肪含量组; H：高肌内脂肪含量组。 
 
其表达差异均在 1.5～3.5 之间, 鉴定的 4 个基因可
作为牛肌内脂肪沉积的候选基因, 做进一步的分析
研究。 

在筛选到的差异基因中, TTN和ACTA1 基因与
肌纤维的结构密切相关。TTN是已知最大的脊椎动
物蛋白, 该蛋白可促进肌纤维的延伸。TTN具有复杂
的分子折叠的功能, 主要参与糖代谢、蛋白氨基酸
磷酸化、肌收缩、调控横纹肌收缩、蛋白氨基酸自

磷酸化等能影响骨骼肌正常的生理功能 [9, 10]。

Wimmers等 [11]研究, 发现TTN基因与猪肉肉色、pH
等肉质性状相关。Seung[12]等报道TTN基因在高、低
大理石花纹等级牛肉中差异表达。本试验进一步揭

示TTN基因参与了牛肌内脂肪沉积的调控, 建议将
该基因作为影响牛IMF含量的候选基因进行研究。
ACTA1 主要分布于骨骼肌细胞内, 是构成骨骼肌肌
原纤维细丝的主要蛋白质, 其球形区域上的高度亲
和位点与肌球蛋白相结合, 维持肌纤维的结构和功
能。在肌细胞内ACTA1 除参与肌球蛋白介导的肌肉
收缩, 还参与细胞黏附、信号转导、离子通道调控
等复杂的生命活动[13,14]。Seung等[2]报道ACTA1在韩
牛生长早期、后期阶段背最长肌中差异表达。Huang
等[15]研究表明, ACTA2基因与猪生产性状(背膘厚、

瘦肉率、肌内脂肪等)有关, 有关ACTA1对牛肉质性
状影响的研究还尚未见报道。本试验中延边黄牛背

最长肌TTN的表达水平与肌内脂肪含量存在显著的
正相关关系, 而ACTA1 的表达水平与肌内脂肪含量
存在显著的负相关关系, 提示以上两个基因表达水
平的变化可能影响了肌纤维的生长发育, 从而影响
牛肉的品质。 

SOCS家族是 1997 年发现的一类参与细胞因子
信号传导途径中的负调控因子[16]。SOCS分子主要通
过抑制JAK/STAT通路抑制信号转导, 从而调控细胞
因子、激素、生长因子作用强度和持续时间 [17], 
ASB12 是该家族的主要成员之一。目前, 有关ASB
蛋白家族相关研究主要集中在医学领域的肿瘤方

面。Wu等[18]报道SOCS-3 基因的mRNA表达水平在
瘦肉型和和脂肪型猪存在差异, 推测SOCS-3基因可
能影响猪体脂沉积, 有关ASB12 基因对牛肌内脂肪
含量影响还尚未见报道。本研究中ASB12 与肌内脂
肪含量之间存在正相关关系, 提示ASB12 的表达与
牛肌内脂肪沉积性状存在一定的关系, 该基因有望
成为肌内脂肪标记辅助选育新的候选基因。GtS是一
种催化谷氨酰胺与对应的 tRNA发生酯化反应形成
谷氨酰tRNA的蛋白酶。GtS最重要的功能是将谷氨
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酸转移到 tRNA合成酶上 [19,20]。本研究首次报道了

GtS与肌内脂肪含量之间存在负相关关系 , 然而该
基因是否在牛肌内脂肪沉积调控中发挥着重要的作

用, 有待于进一步研究证实。另外, 有 4 个未知的
ESTs在肌内脂肪含量高、低组背最长肌中差异表达, 
这些基因或许在肌内脂肪调控中发挥着重要的作

用。在筛选到的差异基因中, 没能筛选到与脂质代
谢密切相关的差异基因, 其原因可能是只用了 20对
引物组合进行差异表达研究, 所检测的差异片段只
是部分与肌内脂肪沉积相关基因, 下一步研究应加
大随机引物数量进行筛选。 
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