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　　摘要：采用ＲＴ－ＰＣＲ技术克隆家兔ＤＧＡＴ１部分基因片段，并采用半定量 ＲＴ－ＰＣＲ技术研究其在齐兴肉兔不同
组织中的表达谱。研究结果获得了ＤＧＡＴ１基因９６０ｂｐ的编码序列，共编码３２０个氨基酸。通过核苷酸和氨基酸序列
比对分析发现，家兔ＤＧＡＴ１基因与其他物种的相似性在８１．７％～８９．２％之间；遗传距离分析表明，家兔与人的亲缘关
系最近，与牛的最远。组织表达谱分析表明，ＤＧＡＴ１基因在心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、胃、盲肠、淋巴结、背最长肌、
皮下脂肪等多种组织中均有表达，且皮下脂肪中表达量最高，肺脏组织中表达量最低。研究结果为进一步研究ＤＧＡＴ１
基因在家兔脂肪代谢中的生理功能提供依据。
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　　二酰基甘油酰基转移酶（ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＤＧＡＴ）是脂肪细胞中甘油三脂合成过程中最后一步反应的
关键酶，在细胞甘油脂类的代谢中起重要作用，其作用机制是

使二酰基甘油（ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ，ＤＡＧ）作用于脂肪酸酰基形成
三酰甘油（ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ，ＴＡＧ）［１］。研究表明，ＤＧＡＴ基因对
动物肌肉和乳汁中脂肪含量以及脂肪酸组成有显著影响，敲

除ＤＧＡＴ１基因的小鼠虽然在肠内能继续合成甘油三酯，但不
能在组织中沉积，也不能泌乳［２－６］。ＤＧＡＴ有 ２种类型：
ＤＧＡＴ１和ＤＧＡＴ２，两者有５４％的同源性，但是分属于不同的
基因家族。ＤＧＡＴ１属于包括酰基辅酶 Ａ、胆固醇酰基转移酶
ＡＣＡＴ１和ＡＣＡＴ２在内的蛋白家族，在很多组织中都有表达，
特别是在小肠、睾丸、脂肪、乳腺和皮肤中的表达量最高［７］。

在小鼠上研究表明 ＤＧＡＴ１的表达量与小鼠的肥胖程度及脂
肪组织和骨骼肌中脂肪酸的含量及成分有关［８－９］。在牛上研

究发现 ＤＧＡＴ１基因的 Ｋ２３２Ａ突变对奶牛产奶性状，尤其是
乳脂量具有显著影响［１０，１１］。Ｗｕ等研究结果表明，ＤＧＡＴ１基
因对牛的皮下脂肪有加性效应［１２］。猪上的研究表明，ＤＧＡＴ１
基因定位在ＳＳＣ４ｐ１５，在这一区域内存在可能影响猪生长速
度、肌内脂肪含量和脂肪酸组成的ＱＴＬ［１３－１４］。

关于ＤＧＡＴ１基因的定位和结构，国内外学者在许多物种
上进行了深入细致的研究。人的 ＤＧＡＴ１基因定位于
ＨＳＡ８ｑ２４．３，ＤＮＡ总长度１０５８８ｂｐ，含有１７个外显子和１６个
内含子。小鼠的ＤＧＡＴ１基因位于１５号染色体Ｄ３区，遗传位
置是４６．９ｃＭ，含有１７个外显子，１６个内含子。牛ＤＧＡＴ１基因

位于１４号染色体１９ｃＭ处，与微卫星ＣＳＳＭ６６紧密连锁，基因
全长１４１１７ｂｐ，含有１７个外显子和１６个内含子。猪 ＤＧＡＴ１
基因定位于ＳＳＣ４ｐ１５，与微卫星ＳＷ２４０４紧密连锁，ｃＤＮＡ全长
１９３５ｂｐ［１５－１６］。目前，在家兔（Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓｃｕｎｉｃｕｌｕｓ）ＤＧＡＴ１基
因研究方面，仅见 ＧｅｎＢａｎｋ上其基因预测序列的公布，有关家
兔该基因的表达尚属空白。本研究旨在通过ＲＴ－ＰＣＲ技术对
齐兴肉兔 ＤＧＡＴ１基因的 ｃＤＮＡ进行克隆，并利用半定量
ＲＴ－ＰＣＲ技术分析ＤＧＡＴ１基因在不同组织中的表达规律，为
该基因在家兔肌肉组织脂质代谢中的功能研究提供基础资料。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物及组织样本采集　选取成年健康齐兴肉兔公兔
５只，来自四川省畜牧科学研究院种兔场。屠宰后立即采集
心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、胃、盲肠、淋巴结、背最长肌、皮

下脂肪等组织样品置于液氮中速冻，－８０℃保存备用。
１．１．２　主要仪器及试剂　电动匀浆器（瑞士 Ｐｏｌｙｔｒｏｎ
ＰＴ１２００Ｅ）、ＰｏｗｅｒＰａｃ３０００电泳仪（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）、日本日立
ＣＲ２２ｇ高速冷冻离心机、英国 Ｂｉｏｃｈｒｏｍ公司的 ＷＰＡＢｉｏｗａｖｅ
核酸蛋白检测仪、ＶｅｒｓａＤｏｃ１０００凝胶成像系统（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）。
主要试剂包括 Ｔｒｉｚｏｌ试剂 （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、反转录试剂盒
（Ｆｅｒｍｅｎｔｓ）、ｐＭＤ１９－Ｔ质粒（ＴａＫａＲａ）等。
１．２　方法
１．２．１　引物设计　根据ＧｅｎＢａｎｋ中家兔ＤＧＡＴ１预测序列以
及ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ序列，并采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计
针对ＤＧＡＴ１基因的特异性克隆引物以及半定量ＲＴ－ＰＣＲ引
物（表１），引物均由上海生物工程有限公司合成。
１．２．２　总ＲＮＡ提取与ｃＤＮＡ模板合成　采用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂法
提取１０种组织中的总 ＲＮＡ，用紫外分光光度计和琼脂糖凝
胶电泳检测总 ＲＮＡ质量和完整性，质量合格的 ＲＮＡ置于
－８０℃冰箱冻存备用。ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ模板参照ＴａＫａＴａ
公司ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ试剂盒说明，反转录产物
－２０℃ 保存备用。
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表１　ＤＧＡＴ１和ＧＡＰＤＨ基因引物信息

基因名称 用途
引物序列

（５′→３′）
产物长度

（ｂｐ）
退火温度

（℃）

ＤＧＡＴ１ 克隆 Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＧＴＧＣＣＴＧＧＴＣＡＴＴＧＴＧＧ；Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＴＧＣＧＴＴＧＣＣＧＴＡＧＴＴＧＣ ９６２ ６２
半定量 Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＣＴＡＣＴＧＧＣＴＣＴＴＣＣＡＴＴＣＣＴ；Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＣＴＣＧＴＧＧＴＴＧＡＧＣＡＣＡＴＡＧ ４３５ ６０

ＧＡＰＤＨ 内参 Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＧＡＧＣＡＣＣＡＧＡＧＧＡＧＧＡＣＧ；Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＧＧＧＡＴＧＧＡＡＡＣＴＧＴＧＡＡＧＡＧ １０５ ５９

１．２．３　ＤＧＡＴ１基因的部分 ｃＤＮＡ片段克隆　以冻存的肌肉
组织ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增 ＤＧＡＴ１基因部分 ｃＤＮＡ片段。
２５μＬＰＣＲ反应体系：灭菌超纯水 １５．３７５μＬ、２．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰＭｉｘ２μＬ、ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ、２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．５μＬ、
ｃＤＮＡ１．５μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ正反向引物各 １μＬ、５Ｕ／μＬＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶０．１２５μＬ。ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性１０ｍｉｎ；
９５℃变性３０ｓ，退火３０ｓ（退火温度见表１），７２℃延伸３０ｓ，
共３４个循环；最后７２℃充分延伸１０ｍｉｎ，１０℃保存。扩增
产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测，并用ＤＮＡ回收试剂盒回收
目的条带。回收产物连接于 ＰＭＤ１９－Ｔ载体，转化后筛选阳
性克隆，提取质粒并进行测序。ＤＮＡ测序由上海生物工程有
限公司完成。

１．２．４　ＤＧＡＴ１基因在齐兴肉兔不同组织中的表达谱　利用
冻存的齐兴肉兔各组织ｃＤＮＡ为模板，进行半定量 ＲＴ－ＰＣＲ
扩增。经过对 ＤＧＡＴ１基因、ＧＡＰＤＨ基因的半定量 ＰＣＲ体系
及条件优化后，２５μＬＰＣＲ反应体系：其中灭菌超纯水
１５．８μＬ、ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ、２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘ２．０μＬ、
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．５μＬ、ｃＤＮＡ１．０μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ正反向引
物各１．０μＬ、５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶０．２μＬ。ＰＣＲ扩增条
件：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，退火３０ｓ（退火温度
见表１），７２℃延伸３０ｓ，共３３个循环；最后７２℃充分延伸
１０ｍｉｎ，１０℃保存。产物用 １．５％琼脂糖凝胶电泳分离，用
Ｂｉｏ－Ｒａｄ凝胶成像系统拍照，并用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析，数
据用ＤＧＡＴ１与ＧＡＰＤＨ条带的光密度比值表示。
１．２．５　数据分析　利用ＢｉｏＸＭ２．６、ＤＮＡＭＡＮ等软件进行核
苷酸及氨基酸同源性比对分析；利用 ＭＥＧＡ５．１构建分子系
统进化树；定量结果以平均值±标准差表示，统计分析软件为
ＳＰＳＳ１７．０。

２　结果与分析

２．１　ＤＧＡＴ１基因片段扩增以及重组质粒的ＰＣＲ检验
采用ＲＴ－ＰＣＲ方法对齐兴肉兔ＤＧＡＴ１基因片段进行扩

增，得到１条长度约为９６２ｂｐ的特异性扩增区带，与预期片
段大小一致（图１）。扩增片段经连接、转化、培养后，挑取重
组子，对阳性克隆进行 ＰＣＲ鉴定（图２），结果得到１条与设
计片段一致的条带，表明目的基因已经成功转入大肠杆菌中。

２．２　ＤＧＡＴ１基因序列的同源性分析
将克隆测序得到的齐兴肉兔 ＤＧＡＴ１基因序列片段（图

２）与ＧｅｎＢａｎｋ中收录的人（ＮＭ＿０１２０７９）、牛（ＮＭ＿１７４６９３）、
小家鼠（ＮＭ＿０１００４６）、猪（ＮＭ＿２１４０５１）、犬（ＮＭ＿２１４０５１）、绵
羊（ＮＭ＿２１４０５１）和黑猩猩（ＮＭ＿０１００４６）等物种 ＤＧＡＴ１基因
相应序列相比较，发现ＤＧＡＴ１基因在常见物种间存在较高的
相似性，其核苷酸相似性分别为 ８９．１％、８９．２％、８１．７％、
８８．７％、８７．９％、８９．０％和 ８９．１％。结果表明：哺乳动物的
ＤＧＡＴ１基因编码区序列比较保守。
２．３　基于系统进化树的ＤＧＡＴ１基因亲缘关系分析

将本试验克隆测序所获得的 ＤＧＡＴ１基因片段序列与
ＮＣＢＩ数据库中收录的人（ＮＭ＿０１２０７９）、牛（ＮＭ＿１７４６９３）、小
家鼠（ＮＭ＿０１００４６）、猪（ＮＭ＿２１４０５１）、犬（ＮＭ＿２１４０５１）、绵羊
（ＮＭ＿２１４０５１）和黑猩猩（ＮＭ＿０１００４６）等物种 ＤＧＡＴ１基因相
应序列用ＢｉｏＸＭ２．６生物信息软件翻译成氨基酸序列，再利
用ＭＥＧＡ５．１软件对所得到的氨基酸序列进行多序列比对，
采用邻接法构建系统进化树（图３）。树枝长度表示亲缘关系
的远近，由图可见，家兔与人具有最近的亲缘关系，与牛的亲

缘关系最远。

２．４　ＤＧＡＴ１基因在齐兴肉兔不同组织的表达分析
采用ＧＡＰＤＨ作为参照基因，采用半定量 ＲＴ－ＰＣＲ方法

分别检测了ＤＧＡＴ１基因 ｍＲＮＡ在成年齐兴肉兔不同组织中
的表达情况，包括脂肪、心脏、肝脏、脾脏、肺脏、回肠、胃、肾

脏、大脑和肌肉共 １０个组织，结果（图 ４）各组织中均表达
ＤＧＡＴ１，ＤＧＡＴ１在脂肪组织中表达量最高，并且脂肪、肝脏以
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及回肠组织中的表达量极显著高于其他组织（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论与结论

肌内脂肪沉积作为当今研究的热点问题，其内在分子机

理尚未完全清楚。国内外研究表明，肌内脂肪的沉积主要是

肌肉内脂肪细胞对甘油三酯的合成与分解的综合结果表现，

而参与脂肪合成和分解的脂肪代谢酶有许多种，因此，脂肪沉

积的调控机制是一个十分复杂的过程［１７－２０］。ＤＧＡＴ１在调控
脂肪代谢中起到重要作用，是甘油三酯合成过程中唯一的关

键酶和限速酶，是肌内脂肪沉积过程的重要参与者，其编码基

因的表达对肌内脂肪沉积有着重要影响。目前，国内外进行

了许多关于 ＤＧＡＴ１基因的研究，但是有关家兔 ＤＧＡＴ１基因
的研究还未见报道。本试验通过 ＲＴ－ＰＣＲ方法从肌肉组织
中克隆得到了家兔 ＤＧＡＴ１基因部分 ｃＤＮＡ序列，此外，将该
序列与ＮＣＢＩ收录的其他物种ＤＧＡＴ１基因序列进行同源性比
对分析发现，家兔ＤＧＡＴ１基因序列与其他常见物种间存在高
度同源性，与牛、人和猪的ＤＧＡＴ１基因序列相比，相似性均在
８７％以上，将家兔ＤＧＡＴ１基因片段编码氨基酸序列与其他常
见物种相比，相似性均在９５％以上，其中与人的核苷酸和氨
基酸相似性均很高，与牛、绵羊的相似性较差。通过构建系统

进化树发现，家兔与人具有最近的亲缘关系，而其与牛的亲缘

关系最远，这与传统分类学的结果基本一致。

本试验中，半定量 ＲＴ－ＰＣＲ结果表明，ＤＧＡＴ１基因
ｍＲＮＡ在成年齐兴肉兔脂肪、心脏、肝脏、脾脏、肺脏、回肠、
胃、肾脏、大脑和肌肉中都有不同程度的表达，其中在脂肪组

织中表达量最高，在肺脏中表达量最低，这与王国富等在牛上

的研究结果［２１］稍有不同，这可能与物种的特异性有关。总

之，ＤＧＡＴ１在齐兴肉兔各组织中不同的ｍＲＮＡ表达丰度说明
其对不同组织中脂肪含量有着不同程度影响，可作为一个影

响兔肉品质性状的候选基因。虽然 ＤＧＡＴ１基因的表达对于
脂肪沉积有重要影响，但脂肪沉积是受到许多代谢酶调控的

一个综合过程，下一步作者将对参与脂肪合成和分解的其他

多种酶类编码基因的表达调控及遗传变异进行深入研究，以

便进一步揭示肉兔脂肪沉积的内在机制，为培育新品种提供

理论基础。
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通信作者：蒋礼玲，博士，副研究员，从事青稞分子育种。Ｅ－ｍａｉｌ：
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　　随着生物技术的不断发展，以幼胚、花药、分生组织等为
外植体，通过细胞和基因工程技术定向改良大麦品种的研究，

已经取得了良好进展［１－５］。但这些培养方法都受到大麦生长

季节的限制，一年中取材时间有限，易受环境影响等不足。利

用大麦种子的成熟胚为外植体，则具有取材方便、不受生长季

节限制、能够长年大量供应等优点，近年来，受到了越来越多

的研究者青睐［６－８］。青稞（ＨｏｒｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅＬ．ｖａｒ．ｎｕｄｕｍ
Ｈｏｏｋ．ｆ．），属禾本科大麦属，在植物学上属于栽培大麦的变
种，因其籽粒内外稃与颖果分离，籽粒裸露，故称裸大麦，是青

藏高原藏族人民的主粮，然而，青稞在其分子育种基础性工作

的青稞成熟胚研究报道较少。

本试验选取青海省种植面积最大的青稞品种肚里黄为材

料，以成熟胚为外植体，研究成熟胚不同处理方式以及不同培

养条件对其愈伤组织诱导及其植株再生的影响，从而建立高

效的青稞成熟胚再生体系，为青稞的遗传转化和品质改良等

分子育种研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　供试品种
供试品种为肚里黄，是２０世纪６０年代从甘肃省甘南州

引进的青稞农家品种。目前，肚里黄在青海省青稞种植区均

有大面积种植。肚里黄种子由青海省农林科学院作物所青稞

研究室提供。

１．２　培养基
愈伤组织诱导分别以 ＭＳ、Ｎ６及 Ｂ５大量 ＋ＭＳ微量的３

种培养基添加２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ，分别添加不同浓度的２，４－Ｄ
（２、４、６、８、１０ｍｇ／Ｌ），并设置不同的碳源（蔗糖、葡萄糖、麦芽
糖）。继代培养基以 ＭＳ培养基，不添加２，４－Ｄ。分化培养
基以ＭＳ培养基为基础培养基，添加 ＫＴ和６－ＢＡ的不同组
合。所有培养基均添加６ｇ／Ｌ植物凝胶，１２１℃下高温灭菌
２０ｍｉｎ后使用。
１．３　种子处理及组织培养方法
１．３．１　种子处理和灭菌　选取当年收获、籽粒饱满、大小一
致的青稞种子，置７５％乙醇中浸泡２～３ｍｉｎ；无菌水冲洗３～
４次；再浸于５％次氯酸钠中１５ｍｉｎ；无菌水冲洗３～４次；无
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