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　　摘要：采用 ＲＴ－ＰＣＲ方法克隆九龙牦牛（Ｂｏｓｇｒｕｎｎｉｅｎｓ）肌肉中葡萄糖转运蛋白（ＧＬＵＴ）和单羧酸转运蛋白
（ＭＣＴ）基因ＧｌＵＴ４、ＭＣＴ１和ＭＣＴ４的ｃＤＮＡ序列，并与普通牛（Ｂｏｓｔａｒａｕｓ）进行基因序列和肌肉中ｍＲＮＡ水平的比较，
以探索牦牛适应高原低氧的分子基础。结果表明，ＧｌＵＴ４、ＭＣＴ１和 ＭＣＴ４的核苷酸序列和推导的氨基酸序列与普通
牛的相似性均在９９．５％以上。实时荧光定量 ＰＣＲ分析显示，成年九龙牦牛与黄牛背最长肌中 ＧＬＵＴ４、ＭＣＴ４基因
ｍＲＮＡ水平无差别，而牦牛ＰＭＣＴ１基因ｍＲＮＡ水平显著低于黄牛（Ｐ＜０．０５）。乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）总活力和同工酶谱测
定结果表明，牦牛背最长肌中 ＬＤＨ总活力、ＬＤＨ５比例显著高于黄牛，显示出更强的无氧酵解能力。结合 ＭＣＴ１基因
ｍＲＮＡ水平的差异发现，牦牛背最长肌对乳酸的氧化代谢能力低于黄牛，更倾向于无氧酵解，与其适应高原低氧有关。
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　　牦牛（Ｂｏｓｇｒｕｎｎｉｅｎｓ）是青藏高原特有的牛种，对高寒、低
氧等恶劣生态环境有良好的适应性。低氧环境能导致细胞多

种能量代谢通路的适应性变化，例如无氧酵解增加，单位葡萄

糖产生的能量减少，进而导致细胞膜葡萄糖转运蛋白

（ＧＬＵＴ）适应性增加。肌肉组织中最重要的 ＧＬＵＴ家族成员
包括ＧＬＵＴ１和ＧＬＵＴ４，其中 ＧＬＵＴ４是肌肉和脂肪细胞中的
主要葡萄糖转运蛋白［１］，存在于细胞内，受胰岛素、运动和缺

氧等因素影响［２－３］。肌肉是产生乳酸的主要组织，氧化型肌

纤维（红肌）和心肌能以乳酸为燃料分子为机体提供能量［４］。

在乳酸转运进入细胞的过程中，单羧酸转运蛋白（ＭＣＴ）发挥
重要作用。ＭＣＴ有多个家族成员，其中，在肌肉中表达的主
要有 ＭＣＴ１、ＭＣＴ２和 ＭＣＴ４，在乳酸转运中发挥功能［５－６］。

ＭＣＴ１在氧化型纤维中表达水平高，被认为在乳酸向细胞内
转运中发挥重要的作用［５］。Ｊｕｒｉｅ等研究表明，低氧适应能使
肌肉组织在能量代谢方面更依赖于葡萄糖［７］。因此，分析

ＧＬＵＴ、ＭＣＴ基因序列及其组织表达规律，对认识动物低氧适
应的分子机制是重要的切入点。目前，关于暂时性缺氧对

ＧＬＵＴ、ＭＣＴ基因表达影响的研究已有不少，但对于低氧驯化
的牦牛组织中ＧＬＵＴ、ＭＣＴ还未见报道。因此，试验假设长期
的低氧适应可能导致牦牛 ＧＬＵＴ、ＭＣＴ基因序列或组织表达
水平发生改变，重点分析九龙牦牛 ＧＬＵＴ４、ＭＣＴ１和 ＭＣＴ４的
基因序列及其在肌肉中的表达特点，并与普通牛比较，以探索

牦牛适应低氧环境的分子机制。

１　材料与方法

１．１　试验动物及样品采集
试验所用九龙牦牛（Ｂｏｓｇｒｕｎｎｉｅｎｓ）样品采自四川省甘孜

州九龙县，其中，０．５岁犊牛６头，３．５～５．５岁牦牛１０头，７～
１０岁牦牛８头。屠宰时，迅速采集背最长肌和股四头肌，用
锡箔纸包好，置于液氮内带回实验室，－８０℃保存备用。另
外，从四川省青白江市某屠宰场采集６头成年黄牛背最长肌
和股四头肌样本作为对照。

１．２　试剂及器材
主要仪器包括高速冷冻离心机（日立）、超声波破碎仪

（Ｓｏｎｉｃｓ）、分光光度计 （Ｃａｒｙ５０，Ｖａｒｉａｎ）、电动匀浆器
（ＰＴ－１２００Ｅ，Ｋｉｎｅｍａｔｉｃａ）、凝胶成像系统（ＧｅｌＤｏｃ２０００，
Ｂｉｏ－Ｒａｄ）。荧光定量 ＰＣＲ试剂 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

（２×）购自 ＴａＫａＲａ公司；反转录试剂盒购自 ＭＢＩ公司；
２×ＬｏｎｇＴａｑＭｉｘ、Ｔｒｉｚｏｌ试剂均购自天根公司。引物均由上海
英骏生物技术有限公司合成。

１．３　牦牛ＧＬＵＴ４、ＭＣＴ１和ＭＣＴ４基因的克隆测序
取ＲＮＡ８μＬ，用Ｒａｎｄｏｍｈｅｘａｍｅｒ引物按Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ反转

录试剂盒说明书进行反转录。根据 ＧｅｎＢａｎｋ中普通牛
ＧＬＵＴ４、ＭＣＴ１和 ＭＣＴ４基因 ｍＲＮＡ序列（序列号依次为
ＡＹ４５８６００、ＢＣ１０４５９８和 ＮＭ＿００１１０９９８０），用 Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ
５．０软件设计引物。ＧＬＵＴ４－Ｆ：５′－ＣＴＡＡＧＡＣＡＡＧＡＴＧＣ
ＣＧＴＣＧ－３′，ＧＬＵＴ４－Ｒ：５′－ＴＣＡＧＴＣＡＴＧＣＴＣＡＴＣＴＧＧＣ－
３′；ＭＣＴ１－Ｆ：５′－ＣＧＡＧＣＣＧＣＧＴＡＴＡＡＣＧＡＴ－３′；ＭＣＴ１－Ｒ：
５′－ＣＣＡＣＡＧＧＴＴＣＡＡＡＣＴＧＧＡＣＴＣＴ－３′，ＭＣＴ４－Ｆ：５′－ＣＴＴ
ＧＧＡＡＣＡＧＣＣＴＣＴＧＴＣＡ－３′，ＭＣＴ４－Ｒ：５′－ＧＡＧＣＧＴＴＧＡＣＧ
ＧＴＣＴＣＴＧ－３′。预期片段长度：ＧＬＵＴ４为１５４０ｂｐ，ＭＣＴ１为
１５７４ｂｐ，ＭＣＴ４为１４８３ｂｐ。ＰＣＲ反应体系：２×ＬｏｎｇＴａｑＭｉｘ
１２．５μＬ，灭菌水 ８．５μＬ，正、反引物各 １μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ。
ＰＣＲ条件：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，５３℃（ＧＬＵＴ４）／
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５５℃（ＭＣＴ１）／５６℃（ＭＣＴ４）１ｍｉｎ，７２℃ ２ｍｉｎ，共 ４０个循
环；７２℃１０ｍｉｎ。扩增产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测，然
后经胶回收试剂盒纯化，按常规基因克隆技术进行克隆，每个

基因的阳性克隆取３～５个菌液送上海英骏生物技术有限公
司进行双向测序。

１．４　定量 ＰＣＲ分析牦牛肌肉中 ＧＬＵＴ４、ＭＣＴ１和 ＭＣＴ４
ｍＲＮＡ水平

根据获得的九龙牦牛３个基因的 ｃＤＮＡ序列，用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件跨内含子设计引物。ＧＬＵＴ４－Ｆ１：５′－
ＴＧＧＧＧＡＣＡＣＴＣＡＡＴＣＡＡＣＴ－３′；ＧＬＵＴ４－Ｒ１：５′－ＴＣＡＧＣ
ＣＡＡＣＡＣＣＴＣＡＧＡＣＡ－３′，ＭＣＴ１－Ｆ１：５′－ＡＡＡＣＧＣＴＧＡＴＧ
ＧＡＣＣＴＴＧ－３′；ＭＣＴ１－Ｒ２：５′－ＴＡＴＧＣＣＡＣＡＴＧＣＣＣＡＧＴＡ－
３′；ＭＣＴ４－Ｆ１：５′－ＧＴＣＣＡＣＴＧＣＣＡＧＣＡＡＣＴＡＣ－３′，ＭＣＴ４－
Ｒ１：５′－ＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡＣＡＡＧＧＧＡ－３′。内参基因的引物根
据ＧｅｎＢａｎｋ中普通牛 ＧＡＰＤＨ序列（ＮＭ＿００１０３４０３４）设计，
ＧＡＰＤＨ－Ｆ：５′－ＣＡＣＣＣＴＣＡＡＧＡＴＴＧＴＣＡＧＣ－３′，ＧＡＰＤＨ－
Ｒ：５′－ＴＣＡＴＡＡＧＴＣＣＣＴＣＣＡＣＧＡＴ－３′。根据荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒说明配制 ２０μＬ的反应体系，其中，正、反向引物各
０．５μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ。ＰＣＲ条件：９５℃ ３０ｓ；９５℃ １０ｓ，５８℃
（ＧＬＵＴ４、ＧＡＰＤＨ）／６２℃（ＭＣＴ１、ＭＣＴ４）１０ｓ，７２℃３０ｓ，共４５
个循环。采用目的基因、内参基因的质粒作为标准品，制作标

准曲线，目的基因的表达水平用内参基因校正。

１．５　肌肉组织ＬＤＨ总活力及其同工酶谱分析
准确称取０．２ｇ肌肉组织，加匀浆液（含１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ、

ｐＨ值为８．０，０．２５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖，２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）２．８ｍＬ，用电

动匀浆器在冰上匀浆３０ｓ，取１ｍＬ以转速１００００ｇ于４℃离
心１０ｍｉｎ，参照Ｍａｒｃｈａｔ等方法［８］测定上清液 ＬＤＨ活力。酶
活力的定义为：在 ２５℃条件下，１ｇ新鲜组织 １ｍｉｎ催化
１μｍｏｌ底物转化为１个单位。ＬＤＨ同工酶采用非变性的聚
丙烯酰胺凝胶电泳分离，酶活性染色［９］。

２　结果与分析

２．１　牦牛ＧＬＵＴ４、ＭＣＴ１和ＭＣＴ４基因的克隆测序
采用ＲＴ－ＰＣＲ方法扩增九龙牦牛背最长肌的 ＧＬＵＴ４、

ＭＣＴ１和ＭＣＴ４基因，均得到１条特异的扩增条带，并分别均
与预期分子量大小相符（图略）。测序结果证实得到了

ＧＬＵＴ４、ＭＣＴ１和ＭＣＴ４等３个基因的编码序列（ＣＤＳ序列），
并提交ＧｅｎＢａｎｋ。

由表１可见，牦牛 ＧＬＵＴ４基因（ＨＭ０５５４８６）ＣＤＳ全长
１５３０ｂｐ，编码５０９个氨基酸，与普通牛相比有５个碱基差异
和１个氨基酸差异，牦牛第２９３位为Ｖａｌ（缬氨酸），而普通牛
为Ｍｅｔ（甲硫氨酸），核苷酸和氨基酸相似性分别为９９．６７％
和９９．８％；牦牛ＭＣＴ１基因（ＨＭ０６１１４９）ＣＤＳ全长１５０６ｂｐ，
编码５０１个氨基酸，与普通牛相比有６个碱基差异和２个氨
基酸差异，牦牛第３２５位、３５４位分别为 Ｉｓｏ（异亮氨酸）、Ｖａｌ
（缬氨酸），而普通牛分别为 Ｖａｌ、Ｉｓｏ，核苷酸和氨基酸相似性
均为 ９９．６％；牦牛 ＭＣＴ４基因 （ＨＭ５８３６５５）ＣＤＳ全长
１３８６ｂｐ，编码４６０个氨基酸，与普通牛相比有６个碱基差异，
核苷酸相似性为９９．５６％，但氨基酸序列完全相同。牦牛 ３
个基因与普通牛的碱基差异类型主要是转换。

表１　牦牛与普通牛ＧＬＵＴ４、ＭＣＴ１和ＭＣＴ４基因序列的比较

牛的种类
ＧＬＵＴ４核苷酸位置 ＭＣＴ１核苷酸位置 ＭＣＴ４核苷酸位置

１８９ ２３７ ８０４ ８７７ ９８７ ６０３ ７６８ ９７３ １００５ １０６０ １０８９ ８７ １８０ ２７９ ５２５ ９３３ １０５９
九龙牦牛 Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ａ
普通牛 Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ

２．２　牦牛肌肉ＧＬＵＴ４、ＭＣＴ１、ＭＣＴ４基因的发育谱
３个目的基因和内参基因的实时荧光定量ＰＣＲ标准曲线

扩增效率为９４．５％ ～１０２．９％，符合分析要求。在牦牛背最
长肌和股四头肌中，ＧＬＵＴ４、ＭＣＴ１、ＭＣＴ４ｍＲＮＡ水平在各年
龄段（０．５、３．５～５．５、７～１０岁）均无显著差异。
２．３　牦牛与黄牛肌肉ＧＬＵＴ４、ＭＣＴ１、ＭＣＴ４基因表达比较

实时荧光定量ＰＣＲ分析显示，成年九龙牦牛（ｎ＝１０）与黄
牛（ｎ＝８）背最长肌中，ＧＬＵＴ４、ＭＣＴ４ｍＲＮＡ水平无差别，ＭＣＴ１
ｍＲＮＡ水平黄牛显著高于牦牛（Ｐ＜０．０５，图１）；而在股四头肌
中，ＧＬＵＴ４、ＭＣＴ１、ＭＣＴ４的ｍＲＮＡ水平均未见显著差异。
２．４　肌肉组织ＬＤＨ活力和酶谱

试验结果表明，牦牛背最长肌中ＬＤＨ总活力显著高于黄
牛［牦牛（５１０±３０）Ｕ／ｍｇ，黄牛（４０７±３５）Ｕ／ｍｇ］，而腿肌中
ＬＤＨ总活力接近［牦牛（３０５±３１）Ｕ／ｍｇ，黄牛（２８２±
４７）Ｕ／ｍｇ］。由图２可见，牦牛背最长肌中 ＬＤＨ５的比例显
著高于黄牛，而 ＬＤＨ２比例极显著低于黄牛。股四头肌中
ＬＤＨ同工酶比例无显著差异。

３　结论与讨论

研究结果表明，牦牛ＧｌＵＴ４、ＭＣＴ１、ＭＣＴ４基因的核苷

酸序列及推导的氨基酸序列与普通牛相似性很高，均在

９９５％以上，与其他很多功能基因研究结果［１０－１１］一致，这也说

明牦牛与普通牛的亲缘关系很近。牦牛和普通牛存在氨基酸

差异的有２个基因ＧｌＵＴ４和ＭＣＴ１，存在差异的氨基酸性质相
似（Ｖａｌ、Ｉｓｏ、Ｍｅｔ），推测这些氨基酸的变化对相应载体蛋白功
能影响很小，ＧｌＵＴ４、ＭＣＴ１和ＭＣＴ４基因序列具有保守性。

牦牛背最长肌和股四头肌中，ＧＬＵＴ４、ＭＣＴ１和 ＭＣＴ４
ｍＲＮＡ水平在各年龄段（０．５、３．５～５．５、７～１０岁）均无显著
差异。Ｈａｔｔａ等研究了大鼠骨骼肌和心肌中ＭＣＴ１、ＭＣＴ４随
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年龄增长的变化趋势，发现在骨骼肌中ＭＣＴ１和ＭＣＴ４ｍＲＮＡ
水平随年龄增加而发生不同程度的改变［１２］；Ｋｉｒａｔ等研究发
现ＭＣＴ１在成年牛肝脏的表达量极显著高于犊牛［１３］。本试

验结果与Ｈａｔｔａ等研究结论存在差异，原因尚不清楚。
有关低氧刺激对 ＧＬＵＴ、ＭＣＴ基因表达影响的研究已有

很多报道。Ｗｏｏｄ等研究发现，低氧能提高人的脂肪细胞
ＧＬＵＴ１水平，但不会改变 ＧＬＵＴ４水平［１４］。Ｕｌｌａｈ等研究了体
外培养的细胞（ＨｅＬａ、ＣＯＳ、ＨＬ－１）中ＭＣＴ１、ＭＣＴ２、ＭＣＴ４对
缺氧刺激的反应，结果表明，ＭＣＴ４ｍＲＮＡ和蛋白质表达水平
均增加，ＭＣＴ１和 ＭＣＴ２水平未见变化［１５］。本研究中由于牦

牛对低氧的长期驯化，相关能量代谢机制可能与暂时性缺氧

有所不同。

ＭＣＴ１在氧化型纤维中表达水平高，帮助乳酸向细胞内
转运，参与乳酸的氧化利用［５］。ＭｃＣｕｌｌａｇｈ等研究了ＭＣＴ１的
表达，证实ＭＣＴ１在红肌的表达与肌肉中乳酸吸收相关，与柠
檬酸合成酶活性呈相关（肌肉氧化能力的标志），这说明

ＭＣＴ１能促进肌纤维细胞对乳酸的吸收，与 ＬＤＨ（心型）及氧
化代谢相关酶协同表达［１６］。由于 ＬＤＨ参与无氧酵解，而且
ＬＤＨ５倾向于将丙酮酸还原成乳酸［１７］。九龙牦牛背最长肌中

ＭＣＴ１ｍＲＮＡ表达量显著低于黄牛，背最长肌中ＬＤＨ总活力、
ＬＤＨ５比例显著高于黄牛，这说明牦牛背最长肌糖代谢中乳
酸的氧化低于黄牛，更倾向于无氧酵解，与牦牛生活环境中的

氧含量是相适应的。然而，由于肌肉组织中可表达多种

ＭＣＴ［１８］，因此，牦牛和黄牛对乳酸的利用及其转运的分子基
础比较，需要更加精细和全面的分析。

本试验结果初步表明，牦牛 ＧＬＵＴ４、ＭＣＴ１和 ＭＣＴ４基因
序列与普通牛相似性高；与普通牛比较，牦牛背最长肌中较低

的ＭＣＴ１ｍＲＮＡ水平与其较强的无氧代谢能力相吻合，可能
是牦牛从分子水平上适应低氧环境的表现之一。
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