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雷公山山区放牧山羊 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的组织分布
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　　摘要：为了揭示雷公山山区放牧山羊乙酰辅酶Ａ羧化酶１（ＡＣＣ１）ｍＲＮＡ表达的组织分布规律，使用ＴａｑＭａｎ实时
荧光定量技术对黔东南小香羊、贵州白山羊、贵州黑山羊、黔北麻羊和南江黄羊的肝、肾、心、肺、背最长肌、半膜肌以及

皮下脂肪组织中ＡＣＣ１基因的ｍＲＮＡ表达水平进行测定。结果表明，黔东南小香羊、黔北麻羊、南江黄羊ＡＣＣ１ｍＲＮＡ
均主要在皮下脂肪中表达，其水平分别为３９１９．５４５６、９００．５５６８、１５５０．５５９２；贵州黑山羊ＡＣＣ１ｍＲＮＡ主要在肝脏内
表达，其水平为 ２３６７．４２５８；贵州白山羊 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ主要在肌肉组织和肝脏中表达，其水平分别为背最长肌
４２０１１０９，心３５１．４３６１，半膜肌２６８．０３１１，肝２００．４１４１。在皮下脂肪和肝脏，贵州白山羊ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的表达水平都
明显低于其他品种。由此可见，雷公山山区放牧山羊ＡＣＣ１ｍＲＮＡ主要在皮下脂肪和肝脏中表达。
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作者简介：杨家大（１９７５—），男，侗族，贵州天柱人，博士，副教授，研
究方向为动物分子遗传学。Ｔｅｌ：（０８５５）８５１１６２５；Ｅ－ｍａｉｌ：
ｙａｎｇｊｉａｄａ２＠１６３．ｃｏｍ。

　　雷公山山区位于贵州省东南部，草场面积约１．３万ｈｍ２，
牧草种类多，工业污染少，非常适合发展生态养羊业。目前，

当地人们仍沿用传统放牧的养羊方式，山羊生长过程中沉淀

的风味物质多，羊肉质量好。乙酰辅酶 Ａ羧化酶（ａｃｅｔｙｌ－
ＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＣＣ）是一类在脂肪代谢过程中起重要作用
的生物素包含酶，催化乙酰辅酶Ａ羧化生成丙二酸单酰辅酶
Ａ。该酶广泛存在于植物、动物、酵母、真菌、细菌、古细菌等
生物体内［１］。在动物体内，乙酰辅酶 Ａ羧化酶有乙酰辅酶 Ａ

羧化酶 α（ａｃｅｔｙｌ－ＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅａｌｐｈａ，ＡＣＣα，别称 ＡＣＣ１）
和乙酰辅酶Ａ羧化酶β（ａｃｅｔｙｌ－ＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅｂｅｔａ，ＡＣＣβ，
别称ＡＣＣ２）２种类型，这２种酶由不同的基因编码，分子量分
别为２６５、２８０ｋｕ。ＡＣＣ１主要存在于乳腺、脂肪组织和肝脏
的细胞液内，由它催化产生的丙二酸单酰辅酶 Ａ主要用于合
成脂肪酸，是脂肪酸合成时二碳单位的供体；而ＡＣＣ２主要分
布在心脏、肌肉组织和肝脏的线粒体外膜上，由它催化产生的

丙二酸单酰辅酶Ａ主要用于调节肉碱棕榈酸穿梭体［２－３］。有

研究表明，敲除ＡＣＣ２基因的小鼠体内丙二酸单酰辅酶 Ａ的
含量低，导致脂肪酸的合成减少，氧化分解加快，脂肪组织和

肝脏中堆积的脂肪减少，肝糖原含量下降［４］；因此，乙酰辅酶

Ａ羧化酶可调节脂肪酸的生物合成和“β－”氧化［５］，影响机

体脂肪的代谢、沉积，进而影响背膘厚等肉质性状。然而，现

有资料对家畜ＡＣＣ１的研究多集中在基因多态性与泌乳性能
的关联［６－１０］以及基因启动子方面［１１－１２］，鲜见ＡＣＣ１基因表达
及其与肉质性状关系的研究；因此，本研究主要对雷公山山区
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放牧山羊ＡＣＣ１基因ｍＲＮＡ的组织分布进行探讨，以摸清其
组织表达规律，为肉质性状的遗传标记辅助选择积累基础

资料。

１　材料与方法

１．１　山羊组织样品来源
５～７月龄黔东南小香羊、贵州白山羊、贵州黑山羊、黔北

麻羊、南江黄羊各取４只（雌、雄各２只），体质量１４～１７ｋｇ，

均购自贵州省雷公山山区养羊户处。将山羊放血处死后，迅

速提取心、肝、肺、肾、背最长股、半膜肌、皮下脂肪组织，用锡

箔纸包裹后投入液氮中。山羊处死前自由进食和饮水。

１．２　引物及探针
ＰＣＲ引物及ＴａｑＭａｎ探针根据山羊 ＡＣＣ１及 β－ａｃｔｉｎ基

因ｍＲＮＡ序列设计（表１），并由上海捷瑞生物工程有限公司
合成及修饰。探针的 ５′－、３′－分别由 ＦＡＭ（６－羧基荧光
素）和ＴＡＭＲＡ（６－羧四甲基罗丹明）修饰。

表１　引物及探针序列

基因名称 ＮＣＢＩ登录号 引物／探针 核苷酸位置 核苷酸序列（５′→３′） 扩增子大小（ｂｐ）
ＡＣＣ１ ＸＭ＿００５６９３１５６．１ Ｓ－Ｆ ４５６３～４５８１ ＣＴＡＴＧＧＡＡＧＴＣＧＧＣＴＧＴＧＧ １０３０

Ｓ－Ｒ ５５７３～５５９２ ＧＡＣＣＴＧＧＡＴＧＧＴＴＣＴＣＴＧＴＣ
Ｆ ４６５１～４６７１ ＡＴＣＣＧＣＣＴＣＴＴＣＣＴＧＡＣＧＡＡＴ １９５
Ｒ ４８２６～４８４５ ＧＧＡＣＴＧＴＧＣＣＴＧＧＡＡＣＣＴＣＴ

ＴａｑＭａｎ探针 ４７１２～４７３５ ＴＧＡＣＴＧＡＴＴＣＣＡＧＧＡＣＡＧＣＡＣＡＧＡ
β－ａｃｔｉｎ ＸＭ＿００５６９４０６７．１ Ｓ－Ｆ ２６～４４ ＡＧＡＡＧＡＡＡＴＴＧＣＣＧＣＣＣＴＣ ９９２

Ｓ－Ｒ １０００～１０１７ ＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧＡＣＡＡ
Ｆ ５１８～５３９ ＴＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡＧ １７７
Ｒ ６７５～６９４ ＡＧＧＡＡＧＧＡＣＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧ

ＴａｑＭａｎ探针 ５７４～６００ ＴＧＧＣＴＡＣＴＧＣＴＧＣＧＴＣＧＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴ

　　注：Ｓ－Ｆ代表扩增标准品的前引物；Ｓ－Ｒ代表扩增标准品的反引物。

１．３　总ＲＮＡ提取
总ＲＮＡ提取采用ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴｒｉｚｏｌＲＮＡ试剂盒进行。操

作简述如下：在约５０ｍｇ经液氮速冻的组织样品中加入１ｍＬ
Ｔｒｉｚｏｌ溶液，混匀，裂解５ｍｉｎ；加入２００μＬ三氯甲烷，剧烈振
荡混匀，静置２ｍｉｎ；４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ，吸
取上层水相至另一个新的 ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅＥＰ管中；加入等体积
的异丙醇，轻柔地充分混匀，室温静置 １０ｍｉｎ；４℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，收集 ＲＮＡ沉淀；用７５％乙
醇洗涤２次，超净台风干；加入１５～６０μＬＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ水溶
解沉淀。

１．４　逆转录反应
逆转录反应采用 ＴＯＹＯＢＯＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅｑＰＣＲＲＴＫｉｔ进

行（２０μＬ体系），具体步骤如下：取总量为０．１～２．０μｇ的总
ＲＮＡ，加ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅＨ２Ｏ混匀至１４μＬ，置于６５℃下变性
５ｍｉｎ，冷却；再加５×ＲＴｂｕｆｆｅｒ４μＬ、逆转录酶１μＬ、ＲＴ引物
１μＬ，于４２℃下逆转录１８ｍｉｎ，然后于９８℃下灭活逆转录酶
５ｍｉｎ；ＲＴ完毕后将ｃＤＮＡ于－２０℃下保存，按所需用量稀释
备用。

１．５　实时荧光定量标准品的制备
ＰＣＲ反应采用ＧｅｎｅＳｏｌｕｔｉｏｎ２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（上海硕盟

生物科技有限公司）进行，反应体系总体积为２０μＬ，具体操
作如下：向 ０．２ｍＬＰＣＲ管中依次加入 ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅＨ２Ｏ
７．２μＬ、２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、１０μｍｏｌ／ＬＳ－Ｆ０．４μＬ、
１０μｍｏｌ／ＬＳ－Ｒ０．４μＬ、ｃＤＮＡ２μＬ，混匀。热循环参数为：
９４℃预变性９０ｓ；９４℃变性３０ｓ，５５～６０℃退火３０ｓ，７２℃延
伸６０ｓ，４０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶回收试剂盒［天根生化科技（北

京）有限公司］回收纯化后，以公式Ｎ＝Ｃ×１０
－９

Ｍ×６６０×６．０２×１０
２３

计算目的基因的拷贝数浓度，式中：Ｎ为目的基因的拷贝数浓

度（ｃｏｐｉｅｓ／μＬ），Ｃ为质量浓度（ｎｇ／μＬ），Ｍ为扩增片段的碱基
对数。经计算，ＡＣＣ１基因、β－ａｃｔｉｎ基因的拷贝数浓度为
１３９×１０１１、３．５３×１０７ｃｏｐｉｅｓ／μＬ。

胶回收产物按４倍比例进行５次梯度稀释。稀释后再次
测定质量浓度、换算拷贝数浓度，最终得到拷贝数浓度为

１３９×１０１１、３．６４×１０１０、９．５６×１０９、２．３９×１０９、５．９８×１０８、
１４９×１０８ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的 ＡＣＣ１基因连续梯度定量标准品，以
及３５３×１０７、８．８２×１０６、２．２１×１０６、５．５１×１０５、１．３８×１０５、
３４５×１０４ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的β－ａｃｔｉｎ基因连续梯度定量标准品。
１．６　ＴａｑＭａｎＰＣＲ

反应在 ＦｕｎｇｌｙｎＦＴＣ－３０００实时荧光定量 ＰＣＲ系统
（ＦｕｎｇｌｙｎＢｉｏｔｅｃｈ，ＩＮＣ，Ｃａｎａｄａ）上进行，每个样品设置３个重
复，同时对空白对照及４倍连续梯度标准品进行定量ＰＣＲ扩
增。ＴａｑＭａｎＰＣＲ反应体系为２０μＬ，其中含２×ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０．０μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ前引物 ０．８μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ反
引物 ０．８μＬ、１０μｍｏｌ／ＬＴａｑＭａｎ探针 ０．４μＬ、ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ
Ｈ２Ｏ６．０μＬ、ｃＤＮＡ模板２．０μＬ。热循环参数为：９５℃预变
性１０ｍｉｎ；每个循环包括９５℃变性１５ｓ，６３℃ 退火及延伸
６０ｓ，４０个循环。
１．７　统计分析

根据ＡＣＣ１及β－ａｃｔｉｎ基因连续梯度标准品的拷贝数的
对数（以４为底）对相应 ＣＴ值作图，得到对应基因的定量标
准曲线及回归方程。再根据回归方程与样品检测得到的 ＣＴ
值即可计算出待测样品中ＡＣＣ１基因及 β－ａｃｔｉｎ基因的拷贝
数。ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的个体表达水平以 ＡＣＣ１基因的拷贝数与
β－ａｃｔｉｎ基因的拷贝数之比值表示，平均表达水平以“中位
数”表示。

２　结果与分析

雷公山山区放牧的黔东南小香羊、贵州白山羊、贵州黑山
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羊、黔北麻羊、南江黄羊等山羊品种肝、肾、心、肺、背最长肌、

半膜肌、皮下脂肪组织中 ＡＣＣ１基因的 ｍＲＮＡ表达水平见
表２。

从表２可以看出，黔东南小香羊 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的表达水
平以皮下脂肪最高，为 ３９１９．５４５６，是心（５７３．７５２６）、肝
（８１２０９８７）、肺（６９１．６７１３）、肾（２８６．０４９８）、背最长肌
（４９８．７１０９）和半膜肌（４６４．９３８８）等组织的４．８倍以上；而
肝、肾、心、肺、背最长肌、半膜肌中 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的表达水平
较接近。黔北麻羊ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的表达水平以皮下脂肪和肺
较高，分别为９００．５５６８和９００．１６０８，是心（５４２．６０４１）、肝
（２８８．７９９４）、肾（５７９．７４４２）、背最长肌（３１８．３５８３）、半膜肌

（４７２．１４２２）等组织的１．５倍以上。南江黄羊ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的
表达水平以皮下脂肪最高，为１５５０．５５９２，是心（８０６．７８４５）、
肝（８０３．６４３１）、肺（７２９．９６８３）、肾（５１９．４１２０）、背最长肌
（４１３．８３２６）、半膜肌（２６０．４８３３）等组织的１．９倍以上。贵
州黑山羊 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的表达水平在肝脏中最高，为
２３６７．４２５８，是 心 （５９２．７２０９）、肺 （７６２．８９７０）、肾
（３２１．６６７７）、背最长肌（２４０．０１４７）、半膜肌（２７４．９２６３）、皮
下脂肪（３２８．２７８１）等组织的３．１倍以上。贵州白山羊ＡＣＣ１
ｍＲＮＡ的表达水平以背最长肌（４２０．１１０９）、心（３５１．４３６１）、
半膜肌（２６８．０３１１）、肝（２００．４１４１）、肺（１１０．６１６０）较高，皮
下脂肪（７７．４３０６）和肾（２２．８１８８）较低。

表２　雷公山山区放牧山羊ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的表达水平

品种 编号
表达水平

心 肝 肺 肾 背最长肌 半膜肌 皮下脂肪

黔东南小香羊 １ ７９８．２５２７ ４５０．１４２２ ２１４１．４５０２ ３２７．０２６９ ７０２．８４０７ ５６９．１４９９ ７５７３．５８５５
２ ４９２．４２０６ １５１６．４００７ ６５５．２６７０ ２４５．０７２６ ６１６．２７９２ ３６０．７２７７ ７３２２．２４３５
３ ５６４．５０３６ １０２５．９１７８ ６９１．６７１３ １３６．８２９２ ３８１．１４２５ ２０３．５１１３ ３３６．２０５３
４ ５８３．００１５ ５９８．２７９６ ＮＤ ５２３．７５７８ ２７４．１７７７ ７１９．４９５６ ５１６．８４７７

中位数 ５７３．７５２６ ８１２．０９８７ ６９１．６７１３ ２８６．０４９８ ４９８．７１０９ ４６４．９３８８ ３９１９．５４５６
黔北麻羊 ５ ７７２．８７８４ ２８８．７９９４ ９３５．５１６３ ９９１．０５６８ ６６０．９６３８ ４８５．４４０１ １５７４．８０２７

６ ５１１．４７０６ ＮＤ ８６４．２８３３ ５２１．１８４７ １９３．５２６１ ４８８．１４０９ ４７．７７９４
７ ５７３．７３７６ １６４．６８７３ ８６４．８０５３ ５９７．１２０６ ３２５．０６３１ ４５８．８４４２ １２５９５．８４６１
８ ４３１．６３９１ １３２９．２４７１ １３６３．０３９８ ５６２．３６７７ ３１１．６５３４ ４１３．４４９４ ２２６．３１０９

中位数 ５４２．６０４１ ２８８．７９９４ ９００．１６０８ ５７９．７４４２ ３１８．３５８３ ４７２．１４２２ ９００．５５６８
南江黄羊 ９ ８６０．０９９０ ９５６．７３１６ ＮＤ ６５６．３１０１ ４４０．６０６２ ３４７．３３１３ ７０９．９２５７

１０ ７１８．０３８６ ９６０．４７３５ ＮＤ ５４２．７９０８ ３８７．０５８９ ２７０．６５３９ ３７０５．９３２７
１１ ７６１．６９２２ ２４８．９１９２ ７７６．７０９０ ３０４．５８８９ ＮＤ ２５０．３１２７ ３４９．７１４３
１２ ８５１．８７６７ ６５０．５５４５ ６８３．２２７６ ４９６．０３３１ ２４３．０１０２ １９９．７６５０ ２３９１．１９２７
中位数 ８０６．７８４５ ８０３．６４３１ ７２９．９６８３ ５１９．４１２０ ４１３．８３２６ ２６０．４８３３ １５５０．５５９２

贵州黑山羊 １３ ６９８．３４７６ ９６９．８１０１ ８４２．１５４８ ７０９．７３９２ ３９８．６４８９ ２６１．７２１３ ３７４．５１４４
１４ ６３５．３９４９ ２００９．１５４１ ９６３．５８６６ ３４３．７７９５ ３２５．９１９５ ２８８．１３１３ ２８２．０４１７
１５ ５５０．０４６８ ２７２８．１４６４ ４１８．４９０６ ２９９．５５５９ １５４．１０９９ ２３１．３２７２ ＮＤ
１６ ３９９．７８１６ ２７２５．６９７４ ６８３．６３９１ １４９．８６６０ １３１．２４９６ ３３３．９４０３ ２１４．１４９１
中位数 ５９２．７２０９ ２３６７．４２５８ ７６２．８９７０ ３２１．６６７７ ２４０．０１４７ ２７４．９２６３ ３２８．２７８１

贵州白山羊 １７ ２４５．３６５２ ２５３．５５０９ ４２．９７１７ ４４．１３５１ ３２９．１４６３ １８１．７７７３ １１２．８０７６
１８ ２００．５９２８ １４７．２７７３ ５２．９４９０ １．８９１１ ３３８．２１３６ ２２１．１５１７ ５７．８８１９
１９ ４６７．８９７７ １２６．３８３２ ２０２．６７５４ １８．８０５２ ５０２．００８２ ４７６．００６７ ４１．４７４７
２０ ４５７．５０６９ ４６３．０６４６ １６８．２８３０ ２６．８３２４ ５９８．２４０３ ３１４．９１０４ ９６．９７９２
中位数 ３５１．４３６１ ２００．４１４１ １１０．６１６０ ２２．８１８８ ４２０．１１０９ ２６８．０３１１ ７７．４３０６

　　注：ＮＤ表示未检测到表达。

　　此外，在皮下脂肪中，黔东南小香羊和南江黄羊 ＡＣＣ１
ｍＲＮＡ的表达水平很高，分别为３９１９．５４５６和１５５０．５５９２；其
次是黔北麻羊，为９００．５５６８；贵州黑山羊和贵州白山羊则相对
较低，分别为３２８．２７８１和７７．４３０６。在肝脏中，贵州黑山羊
ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的表达水平最高，为２３６７．４２５８；黔东南小香羊
和南江黄羊较高，分别为８１２．０９８７和８０３．６４３１；黔北麻羊和
贵州白山羊相对较低，分别为２８８．７９９４和２００．４１４１。

３　结论与讨论

３．１　雷公山山区放牧山羊 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ主要在皮下脂肪和
肝脏中表达

　　肉质性状作为数量性状，受多基因控制，目前发现的候选
基因至少有十几个。ＡＣＣ１是体内脂肪合成的关键酶之一，

参与长链脂肪酸从头合成的第１步反应，对调控肝组织的脂
肪代谢活动具有重要作用［１３］，是猪屠宰及生产性能的标

志［１４］。ＡＣＣ１抑制剂能够抑制小鼠体质量增加，减少小鼠的
肥胖程度［１５］。因此，检测 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ水平能够在转录水平
上反映体内脂肪合成能力。本研究对５个品种山羊７种组织
ＡＣＣ１基因的表达进行测试，结果表明，有３个品种（黔东南
小香羊、黔北麻羊和南江黄羊）ＡＣＣ１基因最主要在皮下脂肪
组织中表达，１个品种（贵州黑山羊）主要分布于肝脏，另一品
种（贵州白山羊）的优势表达组织器官不明确。这与 Ｂａｒｂｅｒ
等的报道［１６］较相似：他们认为，哺乳动物中ＡＣＣ１在所有细胞
中表达，但主要在肝脏、脂肪组织以及泌乳期乳腺等脂肪生成

组织中表达。本研究结果还显示，在皮下脂肪组织中，黔东南

小香羊、黔北麻羊和南江黄羊 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的表达水平个体
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差异较大，这可能是由于皮下脂肪是 ＡＣＣ１基因表达的最主
要组织，外界环境和山羊自身条件的微小变化都能引起ＡＣＣ１
ｍＲＮＡ表达水平的较大改变，日粮中的氨基酸、中草药、维生
素、金属离子等成分［１７－２２］以及饱饿状态［２３－２５］等因素都能影

响ＡＣＣ１基因的表达。雷公山山区生态环境优美，气候温和
湿润，水质好，植物种类繁多，有“天然药园”之称。该区放牧

山羊长期摄食这些植物和草药，不仅为其肌肉生长沉淀丰富

的风味物质，而且可以通过影响 ＡＣＣ１基因的转录、翻译而最
终影响屠宰性能，最终影响山羊的肉品质量。

３．２　ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的表达存在品种差异
就品种分布而言，无论是在表达水平最高的皮下脂肪中，

还是在表达水平较高的肝脏中，贵州白山羊 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的
表达水平都明显低于其他山羊品种，这从转录层面说明贵州

白山羊的肝脏和皮下脂肪组织中丙二酸单酰辅酶 Ａ的合成
能力较弱，生成的丙二酸单酰辅酶 Ａ较少，合成脂肪酸的原
料不足，脂肪的合成速率降低，分解加快。Ｓｏｌａｉｍａｎ等也发
现，ＡＣＣ１基因的表达具有品种差异，波尔山羊显著高于 Ｋｉｋｏ
山羊［２６］。
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