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　　随着经济的发展，人们对肉类的追求已不再片面强调数
量，而是将目光投向质量，生长速度慢、饲料报酬低、经济效益

不明显但肉质好的地方畜禽品种资源重新受到人们的重视。

贵州省地方山羊品种丰富，包括贵州白山羊、贵州黑山羊、黔

北麻羊、黔东南小香羊等。这些品种具有可常年放牧、适应性

强、繁殖力高、育肥性能好、肉质细嫩、板皮质优等特点［１］。

羊肉与其他肉品一样，肌内脂肪含量是影响肉质性状的重要

因素，决定肌肉的嫩度、多汁性、风味等［２］。肌内脂肪含量又

与机体脂肪的合成、转运、分解等代谢全过程密切相关。作为

细胞内特异性地结合并运输脂肪酸的主要载体，脂肪酸结合

蛋白是同源性较高的细胞内小分子蛋白质，属于胞内脂质结

合蛋白超家族成员，在调控体内脂类代谢方面起重要作

用［３－４］。脂肪酸结合蛋白有多种特异性亚型，其中心脏型脂

肪酸结合蛋白（ｈｅａｒｔｆａｔｔｙａｃｉｄ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，Ｈ－ＦＡＢＰ）别
称ＦＡＢＰ３，是ＦＡＢＰ家族中最普遍的１种，相对分子质量约１４
０００，可将脂肪酸从细胞膜上运到脂肪酸氧化部位进入能量代
谢循环，或运送到酯化部位进行甘油三酯及磷脂合成［５－６］。

此外，Ｈ－ＦＡＢＰ通过在细胞内与脂肪酸结合，使细胞内外保
持一定的浓度差，促进细胞摄取脂肪酸［７］。Ｈ－ＦＡＢＰ基因与
畜禽肌内脂肪含量相关，是肉质性状的重要候选基因［８－１４］。

本研究以黔东南小香羊、贵州白山羊、贵州黑山羊、黔北麻羊、

南江黄羊为研究对象，应用实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ－
ＰＣＲ）法对肝、肾、心、肺、背最长肌、半膜肌、皮下脂肪中
Ｈ－ＦＡＢＰ基因的ｍＲＮＡ水平进行检测，摸清山羊 Ｈ－ＦＡＢＰ

ｍＲＮＡ的组织表达谱，筛选主要的分布组织，旨在为寻找山羊
肉质性状相关候选基因更丰富的遗传信息、开展肉质性状的

分子标记辅助选择奠定理论基础。

１　材料与方法

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

北麻羊、南江黄羊各４只（公母各２只），体质量１４～１７ｋｇ，购
自贵州省雷公山山区农户。将山羊放血处死后，迅速提取心、

肝、肺、肾、背最长肌、半膜肌、皮下脂肪等组织，用锡箔纸包裹

后投入液氮中冻存。

１．２　引物及探针
ＰＣＲ引物及探针根据山羊 Ｈ－ＦＡＢＰ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′端、３′端分别由 ＦＡＭ（６－ｃａｒｂｏｘｙ－ｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｉｎ）、ＴＡＭＲＡ（６－ｃａｒｂｏｘｙ－ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｒｈｏｄａｍｉｎｅ）修饰。
１．３　总ＲＮＡ提取

采用Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）提取各组织总 ＲＮＡ，按照说
明书进行操作。

１．４　逆转录反应
采用ＴＯＹＯＢＯＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅｑＰＣＲＲＴＫｉｔ进行逆转录反

应。０．１～２．０μｇ总ＲＮＡ加ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅＨ２Ｏ至１４μＬ，６５℃
变性５ｍｉｎ，冷却；再加入 ５×ＲＴｂｕｆｆｅｒ４μＬ、Ｅｎｚｙｍｅｍｉｘ
１μＬ、ＲＴｐｒｉｍｅｒ１μＬ，４２℃逆转录１８ｍｉｎ，９８℃灭活逆转录
酶５ｍｉｎ，－２０℃保存。
１．５　实时荧光定量标准品的制备

采用ＧｅｎｅＳｏｌｕｔｉｏｎ２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（上海硕盟生物科技
有限公司）进行 ＰＣＲ反应，反应体系总体积为 ２０μＬ。向
０．２ｍＬＰＣＲ管中依次加入 ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅＨ２Ｏ７．２μＬ、２×Ｔａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、１０μｍｏｌ／ＬＳ－ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ０．４μＬ、
１０μｍｏｌ／ＬＳ－ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ０．４μＬ、ｃＤＮＡ２μＬ混匀。热循
环参数为：９４℃ 预变性 ９０ｓ；进入 ４０个循环，每循环包括
９４℃ 变性３０ｓ、６０℃退火３０ｓ、７２℃延伸６０ｓ；７２℃延伸
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表１　Ｈ－ＦＡＢＰ、β－ａｃｔｉｎ基因引物及探针序列

基因 ＮＣＢＩ登录号 引物／探针 核苷酸位置 核苷酸序列（５′→３′）
Ｔｍ
（℃）

扩增子大小

（ｂｐ）

Ｈ－ＦＡＢＰ ＮＭ＿００１２８５７０１．１ Ｓ－ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ３２～５３ ＴＴＡＧＴＧＧＡＣＡＧＣＡＡＧＡＡＴＴＴＣＧ ６３．０ ５４４
Ｓ－ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ５５５～５７５ ＡＧＡＣＡＣＡＡＴＧＡＧＡＡＣＧＧＡＡＣＴ ６３．５
Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ６１～８１ ＣＡＴＧＡＡＧＴＣＡＣＴＣＧＧＴＧＴＣＧＧ ６９．３ １７５
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ２１５～２３５ ＧＴＣＡＴＣＴＧＣＣＧＴＧＧＴＣＴＣＡＴＣ ６９．２
Ｐｒｏｂｅ ８９～１１４ ＡＣＣＡＧＧＣＡＧＧＴＧＧＣＣＡＡＴＡＴＧＡＣＣＡＡ ７５．４

β－ａｃｔｉｎ ＸＭ＿００５６９４０６７．１ Ｓ－ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ２６～４４ ＡＧＡＡＧＡＡＡＴＴＧＣＣＧＣＣＣＴＣ ６４．６ ９９２
Ｓ－ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ １０００～１０１７ ＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧＡＣＡＡ ６４．５
Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ５１８～５３９ ＴＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡＧ ６９．１ １７７
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ６７５～６９４ ＡＧＧＡＡＧＧＡＣＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧ ７０．１
Ｐｒｏｂｅ ５７４～６００ ＴＧＧＣＴＡＣＴＧＣＴＧＣＧＴＣＧＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴ ７９．２

　　注：Ｓ－ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ为扩增标准品的前引物，Ｓ－ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ为扩增标准品的反引物，Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ为实时荧光定量扩增的前引物，
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ为实时荧光定量扩增的反引物。

５ｍｉｎ，４℃保存。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，计算胶回收产物的

目的基因拷贝数浓度［１５］，计算公式如下：

Ｎ＝Ｃ×１０
－９

Ｍ×６６０×６．０２×１０
２３。 （１）

式中：Ｎ为胶回收产物的拷贝数浓度（ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）；Ｃ为质量
浓度（ｎｇ／μＬ）；Ｍ为扩增片段的碱基对数。获得Ｈ－ＦＡＢＰ基
因的拷贝数浓度为１．０３×１０１１ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，β－ａｃｔｉｎ基因的拷
贝数浓度为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
测定浓度，得到 Ｈ－ＦＡＢＰ基因拷贝数浓度分别为 １．０３×
１０１１、２．６０×１０１０、６．３０×１０９、１．５８×１０９、３．９４×１０８、９．８５×
１０７ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的连续梯度定量标准品，以及β－ａｃｔｉｎ基因拷贝
数浓度分别为３．５３×１０７、８．８２×１０６、２．２１×１０６、５．５１×１０５、
１３８×１０５、３．４５×１０４ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的连续梯度定量标准品。
１．６　实时荧光定量ＰＣＲ反应

实时荧光定量 ＰＣＲ采用 ＴａｑＭａｎ探针法。反应在 Ｆｕｎｇ
ｌｙｎＦＴＣ－３０００实时荧光定量 ＰＣＲ仪（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检测。反应体系为２０μＬ，其中含
２×ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０．０μＬ、１０μｍｏｌ／ＬＦｏｒｗａｒｄ
ｐｒｉｍｅｒ０．８μＬ、１０μｍｏｌ／ＬＲｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ０．８μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ
Ｐｒｏｂｅ０．４μＬ、ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅＨ２Ｏ６．０μＬ、ｃＤＮＡ模板２．０μＬ。
热循环参数为：９５℃预变性１０ｍｉｎ；４０个循环，每个循环包括
９５℃变性１５ｓ、６１℃退火及延伸６０ｓ。
１．７　统计分析

根据Ｈ－ＦＡＢＰ及β－ａｃｔｉｎ基因标准品拷贝数的对数（以
４为底）对相应循环阈值（ＣＴ值）作图，得 Ｈ－ＦＡＢＰ、β－ａｃｔｉｎ
基因的定量标准曲线及回归方程，再结合检测样品的ＣＴ值即
可计算出待测样品 Ｈ－ＦＡＢＰ、β－ａｃｔｉｎ基因的拷贝数。山羊
个体Ｈ－ＦＡＢＰ基因的表达水平以其拷贝数与β－ａｃｔｉｎ拷贝数
之比值表示，平均表达水平以个体表达水平的中位数表示。

２　结果与分析

２．１　标准品及实时荧光定量ＰＣＲ产物的检测结果
山羊Ｈ－ＦＡＢＰ、β－ａｃｔｉｎ基因的定量标准品电泳结果以

及实时荧光定量扩增产物的电泳结果见图１。由图１可知，
Ｈ－ＦＡＢＰ、β－ａｃｔｉｎ基因定量标准品以及实时荧光定量扩增
结果与预期目的片段相符。

２．２　标准曲线及扩增曲线
山羊Ｈ－ＦＡＢＰ基因实时荧光定量的标准曲线及扩增曲

线见图２，β－ａｃｔｉｎ基因实时荧光定量的标准曲线及扩增曲线
见图３。
　　由图２、图３可知，Ｈ－ＦＡＢＰ、β－ａｃｔｉｎ基因实时荧光定量
的标准曲线回归方程分别为 ｙ＝－０．５３８８ｘ＋２３．６２９、ｙ＝
－０．３７１ｘ＋１７．１０９，数据变化与标准曲线之间的拟合度 ｒ２分
别为０．９８８４、０．９９６７，标准曲线线性关系良好，扩增曲线呈
“Ｓ”形，线形光滑，扩增过程有指数期、平台期。
２．３　Ｈ－ＦＡＢＰ基因的表达水平

黔东南小香羊、贵州白山羊、贵州黑山羊、黔北麻羊、南江

黄羊心、肝、肺、肾、背最长肌、半膜肌、皮下脂肪组织中

Ｈ－ＦＡＢＰ基因的表达水平见表２，可以看出：黔东南小香羊
Ｈ－ＦＡＢＰ基因表达水平在心中最高，半膜肌、背最长肌、肾中
也较高，肝、肺、皮下脂肪中较低，其表达模式为：心＞半膜肌＞
背最长肌＞肾 ＞肺 ＞肝 ＞皮下脂肪。黔北麻羊 Ｈ－ＦＡＢＰ基
因表达水平在心中最高，半膜肌、背最长肌、肾中较高，肝、肺、

皮下脂肪中较低，其表达模式为：心＞半膜肌＞背最长肌＞肾＞
肺＞肝＞皮下脂肪。南江黄羊Ｈ－ＦＡＢＰ基因表达水平在心中
最高，半膜肌、背最长肌中较高，肾中也较高，肝、肺、皮下脂肪
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表２　５个山羊品种Ｈ－ＦＡＢＰ基因的表达水平

品种 编号 心 肝 肺 肾 背最长肌 半膜肌 皮下脂肪

黔东南小香羊 ０１（♂） ６４７．８０５２ ０．１１７５ ０．５５９９ ６．０７１４ １５８．５４４４ １３７．０１３６ ０．１２７２
０２（♀） １５０５．４９３１ ０．２６６１ ２．３３５７ ４．８１１４ １４０．６９２４ ７０８．９２４２ ３．３９３０
０３（♀） １２２７．９９０５ ０．２２２４ ０．７６３６ １．２９５５ ４９．３２７５ ２５５．５７５３ ０．０１３９
０４（♂） １０９８．４０２７ ０．０３０７ ０．０３３９ ２５．７８８６ ９１．０１４５ ３６．０５７４ ０．０９７６
中位数 １１６３．１９６６ ０．１７００ ０．６６１８ ５．４４１４ １１５．８５３５ １９６．２９４５ ０．１１２４

黔北麻羊 ０５（♀） ６４１．６１７７ ０．００３６ １．８７７２ ３５．７９１０ ３４．１１２３ ３３．４５４３ ０．０２５７
０６（♀） ３５７．８１３５ ０．００４８ ０．０９４０ １２．０５０１ ４１．９７１９ １４２．９４５４ ０．０１５７
０７（♂） ６７０．４１６２ ０．００９０ ０．１８９８ １１．７６２０ ２５．１４６８ ４８．６０８２ １．０９２３
０８（♂） １１４６．６５０９ ０．０５７０ ０．６３２８ １３．５１９１ １２６．８６８４ ４０．５４８３ ０．０２１０
中位数 ６５６．０１７０ ０．０６９０ ０．４１１３ １２．７８４６ ３８．０４２１ ４４．５７８３ ０．０２３４

南江黄羊 ０９（♀） １０１０．４２７４ ０．０４５９ ０．０１６３ ５０．０１６８ ７６．６９４５ ３８．４９４５ ０．０４６３
１０（♀） ６６２．９９８７ ０．０２５６ ０．０２１２ １１．４３８９ ３０．４４３３ ３０．３２５０ ０．０６５４
１１（♂） ６９２．８９４９ ０．０２１８ ０．４４４１ １．３１０５ ０．４１７８ ６０．２３１８ １．１９８１
１２（♂） ５００．３０２９ ０．００６７ ０．２８０７ ２．６０１３ １７．７７１６ ４．９６５３ ０．４４０４
中位数 ６７７．９４６８ ０．０２３７ ０．１５１０ ７．０２０１ ２４．１０７５ ３４．４０９８ ０．２５２９

贵州黑山羊 １３（♀） ３１２．１０６３ ０．０８８２ １．０６２２ ３３．２３６６ ２０．１６７８ ７４６．３４５６ ０．１７５４
１４（♀） １７２３．４０９１ ０．６３５２ ０．９６１９ １９．１９３０ ２０５．５２３６ ４５２．５２３８ ０．９０６４
１５（♂） １８４．９０１３ ０．０５４３ １．１０２１ ６．０５１０ ７１．５５４９ ２２１．９８６３ ０．００７１
１６（♂） ２３２１．４４４３ ０．３４１６ １．２４００ ５．１５５３ ２２８．６４６０ ３６３．７９４６ ０．０１３１
中位数 １０１７．７５７７ ０．２１４９ １．０８２２ １２．６２２０ １３８．５３９３ ４０８．１５９２ ０．０９４３

贵州白山羊 １７（♀） １４．１４０８ ０．０３１９ ０．００６８ ０．０４３８ １．７３０４ １．１６４９ ０．０５３２
１８（♂） ８．５８９１ ０．００８８ ０．００２６ ０．１１２６ ６．８９１８ ３．９６４９ ０．０１３７
１９（♂） ３７．８３３２ ０．０２７４ ０．０４２０ ０．０２８０ ６．３７２３ ５．８０７９ ０．００４５
２０（♀） ４１．１２７７ １．７１６１ ０．０４６５ １．１９０８ ３．６３７０ ０．００７３ ０．０１８４
中位数 ２５．９８７０ ０．０２９７ ０．０２４４ ０．０７８２ ５．００４７ ２．５６４９ ０．０１６１

中较低，其表达模式为：心 ＞半膜肌 ＞背最长肌 ＞肾 ＞皮下
脂肪 ＞肺 ＞肝。贵州黑山羊Ｈ－ＦＡＢＰ基因表达水平以心中
最高，半膜肌、背最长肌中较高，肾中也较高，肝、肺、皮下脂

肪中较低，其表达模式为：心 ＞半膜肌 ＞背最长肌 ＞肾 ＞
肺＞肝＞皮下脂肪。贵州白山羊Ｈ－ＦＡＢＰ基因表达水平在
心中最高，背最长肌、半膜肌中较高，肝、肺、肾、皮下脂肪中

较低，其表达模式为：心 ＞背最长肌 ＞半膜肌 ＞肾 ＞肝 ＞
肺＞皮下脂肪。

３　结论与讨论

脂肪酸在脂类代谢途径中处于非常重要的位置，既可以作

为合成脂肪和类脂的原料，又可以分解供能，但是这一切都必

须借助于脂肪酸结合蛋白的运输才得以实现，即脂肪酸以简单

扩散方式通过各种细胞质膜，随之结合到细胞质 ＦＡＢＰｓ上，然
后运输到细胞器中，或者沿着细胞内膜继续移动，因此，

ＦＡＢＰｓ在组织器官的能量供应、脂肪合成等过程中具有十分
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重要的作用［１６］。本研究对黔东南小香羊、贵州白山羊、贵州

黑山羊、黔北麻羊、南江黄羊５个品种山羊肝、肾、心、肺、背最
长肌、半膜肌、皮下脂肪共 ７个组织中 Ｈ－ＦＡＢＰ基因的
ｍＲＮＡ水平进行检测，结果表明，Ｈ－ＦＡＢＰ基因 ｍＲＮＡ的组
织分布规律十分相似，表现为心中表达最高，远远高于其他组

织，半膜肌、背最长肌次之，再次为肾，肺、皮下脂肪、肝内最

低，说明心是Ｈ－ＦＡＢＰ基因分布的最主要组织器官。郑程莉
利用ＳＹＢＲ－Ｇｒｅｅｎ实时荧光定量ＰＣＲ方法对１２月龄天府肉
羊心、肝、脾、肺、肾、眼肌等６个组织中Ｈ－ＦＡＢＰ基因的表达
进行检测，结果表明，Ｈ－ＦＡＢＰ基因在心脏中表达量最高，其
次是眼肌，肝、脾、肺、肾的表达量都相对较低［１７］。本研究结

果与此报道相似。罗献梅等对体质量约１００ｋｇ的 ＤＬＹ杂交
猪、雅南猪进行研究，结果表明，Ｈ－ＦＡＢＰ基因在心肌中的表
达量极显著高于骨骼肌［１８］。Ｈ－ＦＡＢＰ基因的表达具有组织
特异性，主要在心脏中特异性表达，在脑、骨骼肌、肾、肾上腺、

小肠等组织器官中也有少量表达，在肝中低表达［１９］。除心脏

以外，对脂肪酸有高度需求的组织，如骨骼肌、脂肪细胞、泌乳

的乳腺也是Ｈ－ＦＡＢＰ基因的主要分布组织［２０－２３］。

山羊Ｈ－ＦＡＢＰ基因最主要在心中表达，半膜肌和背最长
肌中较高表达。这为开展 Ｈ－ＦＡＢＰ基因与山羊肉质性状相
关性的研究以及山羊肉质性状的分子标记辅助选择育种奠定

了理论基础。
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