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　　摘要：为探索生肌调节因子（ｍｙｏｇｅｎｉｃｒｅｇｕｌａｔｏｒｆａｃｔｏｒｓ，ＭＲＦｓ）家族基因在鲤鱼肌纤维形成中的基本作用，利用荧
光定量ＰＣＲ技术分别检测ＭＲＦｓ家族各成员在鲤鱼红肌、白肌中的表达差异，并与红肌纤维的标志基因ＭｙＨＣⅠ及白
肌纤维的标志基因ＭｙＨＣⅡ的表达水平进行关联分析。结果表明，ＭｙｏＤ基因在鲤红肌中的表达极显著高于在白肌中
的表达，并与ＭｙＨＣⅠ基因的表达呈显著正相关，Ｍｙｆ６在鲤鱼白肌中的表达极显著高于其在红肌中的表达水平，并与
ＭｙＨＣⅡ基因的表达呈显著正相关，Ｍｙｆ５、ＭｙｏＧ在鲤鱼红肌、白肌中的表达水平差异不显著。
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　　肌纤维类型及其组成对动物肉品质具有重要影响，肌纤
维类型主要包括两大类：Ⅰ型（红肌、慢肌）、Ⅱ型（白肌、快
肌）肌纤维。不同类型肌纤维特性不同（如收缩功能、线粒体

成分、代谢特性等），进而导致肌肉品质存在差别［１－２］。研究

表明，若肌肉中红肌纤维比例高于白肌纤维，则肌肉的品质较

好［３－４］。Ｔｏｎｉｏｌｏ等将肌球蛋白重链 （ｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ，
ＭｙＨＣ）基因的同工型作为肌纤维类型的分子标志［５］。生肌

调节因子（ｍｙｏｇｅｎｉｃｒｅｇｕｌａｔｏｒｆａｃｔｏｒｓ，ＭＲＦｓ）家族基因在动物
肌纤维的形成、分化中具有重要的调控作用，该家族编码

ＭｙｏＤ１、Ｍｙｆ５、ＭｙｏＧ、Ｍｙｆ６等４种肌肉特异性转录因子具有不
同的时空表达特性［６－８］。本研究利用荧光定量 ＰＣＲ技术分
析生肌调节因子家族ＭｙｏＤ、Ｍｙｆ５、ＭｙｏＧ、Ｍｙｆ６基因在鲤鱼红
肌、白肌（背肌、腹肌）中的表达差异，并与红肌、白肌纤维标

志基因ＭｙＨＣⅠ、ＭｙＨＣⅡ的表达水平进行关联分析，初步确
定该家族基因在鲤鱼肌纤维形成中的作用，旨在为通过肌纤

维类型调控鱼类肉质提供依据。

１　材料与方法

１．１　样品的采集
所用鲤鱼购自西北农林科技大学安康水产试验示范站。

选择体质量为５００ｇ左右的成年鲤鱼６尾，致死后迅速取其
背部红肌、背肌、腹肌组织，用锡箔纸包好，置于 －８０℃冰箱
中备用。

１．２　主要试剂
ＴＲＩｚｏｌ总 ＲＮＡ提取试剂盒与 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

（２×）均购自大连ＴａＫａＲａ公司；反转录试剂盒、ＴａｑＤＮＡ聚合

酶均购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；ＤＥＰＣ原液由Ｓｉｇｍａ公司分装。
１．３　方法
１．３．１　鲤鱼红肌、白肌组织总 ＲＮＡ提取与反转录　取出备
用的鲤鱼红肌、白肌组织，按照 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明书的方法
提取肌肉组织的 ＲＮＡ，经过琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ的完
整性，同时利用紫外分光光度计测定ＲＮＡ的浓度。按照反转
录试剂盒说明书的方法，取１ｇ总ＲＮＡ，以Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）为引物
反转录成ｃＤＮＡ第一链。
１．３．２　引物的设计与合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ上登陆的
β－ａｃｔｉｎ、ＭｙｏＤ、Ｍｙｆ５、ＭｙｏＧ、Ｍｙｆ６、ＭｙＨＣⅠ、ＭｙＨＣⅡ 序列
（表１），利用Ｐｒｉｍｉｅｒ５．０软件设计这些基因的特异引物用来
扩增在鲤鱼红肌、白肌中的表达差异。

１．３．３　实时荧光定量ＰＣＲ　利用荧光定量ＰＣＲ检测 ＭｙｏＤ、
Ｍｙｆ５、ＭｙｏＧ、Ｍｙｆ６、ＭｙＨＣⅠ、ＭｙＨＣⅡ 基因在鲤红肌、白肌中
的表达水平。总反应体系为 ２０μＬ，其中 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭ（２×）ＰＣＲ１０μＬ，模板 ｃＤＮＡ１μＬ，上、下游引物各 １
μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７μＬ。反应程序为：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性
３０ｓ，５７．６～６２．３℃退火３０ｓ，４５个循环；７２℃延伸３０ｓ。
１．３．４　数据分析　采用ＳＰＳＳ１３．０软件分析数据，所得数据
用“平均值±标准差”表示，采用 ＡＮＯＶＡ进行差异性显著检
验分析。荧光定量结果采用２－ΔΔＣＴ方法进行分析［９］。

２　结果与分析

２．１　ＭｙｏＤ、Ｍｙｆ５、ＭｙｏＧ、Ｍｙｆ６基因在鲤鱼红肌、白肌中的表
达差异

荧光定量检测ＭＲＦｓ家族基因在鲤鱼红肌、背肌、腹肌中
的表达结果（图１至图４）显示，ＭｙｏＤ基因在鲤鱼红肌中的表
达水平极显著高于在背肌、腹肌中的表达水平。Ｍｙｆ６基因在
鲤鱼背肌、腹肌中的表达水平极显著高于其在红肌中的表达

水平。Ｍｙｆ５、ＭｙｏＧ基因在鲤鱼红肌与背肌、腹肌中的表达水
平差异不显著。

２．２　ＭＲＦｓ家族基因与肌纤维标志基因 ＭｙＨＣⅠ、ＭｙＨＣⅡ
的相关性

　　ＭｙｏＤ基因在鲤鱼红肌中的表达水平与ＭｙＨＣⅠ 基因的
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表１　基因特异引物序列

基因名称 特异引物序列
退火温度

（℃）
产物长度

（ｂｐ）

β－ａｃｔｉｎ Ｆ：５′－ＧＡＴＴＣＧＣＴＧＧＡＧＡＴＧＡＴＧＣＴ－３′；Ｒ：５′－ＣＧＴＴＧＴＡＧＡＡＧＧＴＧＴＧＡＴＧＣＣ－３′ ５８．０ ２１９
ＭｙｏＤ Ｆ：５′－ＴＣＴＧＡＧＡＡＡＣＧＣＣＡＴＴＡＧＴＴＡＣＡＴＣ－３′；Ｒ：５′－ＧＣＴＧＴＣＡＴＡＡＣＴＧＴＴＣＣＧＴＣＴＴＣＴ－３′ ６１．０ １９３
Ｍｙｆ６ Ｆ：５′－ＴＧＣＧＡＴＧＧＧＣＡＧＴＧＴＣＴＴＡＴＧ－３′；Ｒ：５′－ＣＡＧＣＣＴＣＴＧＧＴＴＣＧＧＡＴＴＧＧ－３′ ６２．０ １６８
ＭｙｏＧ Ｆ：５′－ＣＧＣＣＡＣＡＣＴＧＡＧＧＧＡＧＡＡＧＡ－３′；Ｒ：５′－ＣＣＴＧＣＴＧＧＴＴＧＡＧＡＧＡＧＣＴＧＡ－３′ ６２．０ １７３
Ｍｙｆ５ Ｆ：５′－ＧＡＧＣＣＧＣＣＡＣＴＡＴＧＡＧＧＧＡＧ－３′；Ｒ：５′－ＴＣＴＣＣＡＣＣＴＴＡＧＧＡＡＧＡＣＧＣＴＧ－３′ ５７．６ １１１
ＭｙＨＣⅠ Ｆ：５′－ＧＧＡＴＧＡＴＧＣＴＣＴＧＣＧＴＧＧＴＡＡＴ－３′；Ｒ：５′－ＴＣＡＧＣＣＡＧＴＴＴＣＣＴＴＣＣＴＣＴＣＴＣ－３′ ６２．３ １３８
ＭｙＨＣⅡ Ｆ：５′－ＣＣＡＣＴＴＣＴＣＣＣＴＧＧＴＣＣＡＣＴＡＣ－３′；Ｒ：５′－ＴＣＡＡＣＡＡＣＡＧＧＴＧＧＧＴＡＧＡＧＡＧＴＡＧ－３′ ６１．０ １５３

表达呈极显著正相关（ｒ＝０．９０８，Ｐ＜０．０１），Ｍｙｆ６在鲤鱼白肌
中的表达水平与 ＭｙＨＣⅡ 基因的表达呈极显著正相关（ｒ＝
１．０００，Ｐ＜０．０１）。

３　结论与讨论

ＭＲＦｓ家族基因都具有典型的碱性螺旋环结构，控制着
动物肌肉发育的整个过程（包括成肌细胞的增殖、分化和肌

纤维的形成），是动物肌肉发育过程中重要的正向调控因

子。因此研究其在鱼类肌纤维形成中的作用具有重要意

义。ＭＲＦｓ家族基因在哺乳动物、鱼类中的组织分布不同，
在哺乳动物中仅在肌肉组织中表达［１０－１１］，在鱼类多种组织

中均存在表达，但主要分布在肌肉组织中［１２－１４］。生肌调节

因子在红肌、白肌中表达水平的差异对２种肌肉的肌纤维形
成、肌肉生长率有影响。本研究结果表明，ＭｙｏＤ基因在鲤
鱼红肌中的表达水平极显著高于其在白肌（背肌、腹肌）中

的表达水平，并与红肌纤维的标志基因呈显著正相关。

Ｍｙｆ６基因在鲤鱼背肌、腹肌中的表达水平极显著高于其在
红肌中的表达水平，并与白肌纤维的标志基因呈显著正相

关。ＭｙｏＧ、Ｍｙｆ５基因在鲤鱼红肌中的表达水平与在背肌和
腹肌中的表达水平差异不显著，可见ＭｙｏＤ可能在鲤鱼的红
肌纤维形成中发挥主要作用，Ｍｙｆ６基因可能在鲤鱼的白肌
纤维形成中发挥主要作用。ＭｙｏＤ在啮齿动物的白肌中表
达量较高，Ｍｙｏｇｅｎｉｎ却表达量较低［１５］，这与本试验结果不

同，可能具有物种特异性。
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ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．１１．０１４

杨梅 ｉＰＢＳ－ＰＣＲ反应体系的建立与优化
郭志海１，３，王鹏凯１，３，郄红丽１，２，黄颖宏１，２，费　艳１，２

（１．江苏省太湖常绿果树技术推广中心，江苏苏州２１５１０７；２．江苏省农业种质资源保护与利用平台，江苏南京 ２１００１４；
３．苏州农业职业技术学院，江苏苏州，２１５００８）

　　摘要：利用已报道的ｉＰＢＳ引物２２４９和３个杨梅品种的ＤＮＡ为模板进行ｉＰＢＳ－ＰＣＲ扩增，采用单因素法对杨梅
ｉＰＢＳ－ＰＣＲ反应体系的４个组分（ｄＮＴＰ、Ｍｇ２＋、引物、模板）用量进行优化，确定了杨梅 ｉＰＢＳ－ＰＣＲ２０μＬ反应体系：
２μＬ１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ，１．６μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，１．６μＬ２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，１μＬ１０μｍｏｌ／Ｌ引物，０．２μＬ５Ｕ／μＬＴａｑ酶，
３０ｎｇ模板ＤＮＡ。梯度ＰＣＲ试验表明可以参考ｉＰＢＳ引物Ｔｍ值确定退火温度。利用上述体系对随机取样的１０个品
种用４条ｉＰＢＳ引物进行扩增，得到了条带清晰、多态性好的ｉＰＢＳ谱带。
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　　杨梅（Ｍｙｒｉｃａｒｕｂｒａ）是杨梅科杨梅属常绿小乔木，原产于
我国，主要生长在长江流域以南的丘陵山地。杨梅果实营养

丰富，具有较强的保健功能，是南方经济效益较高的水果之

一［１］。我国杨梅栽培历史悠久，生态环境的多样性产生了性

状多样的品种、品系和类型，形成了丰富的种质资源。利用形

态学、同工酶等方法鉴定杨梅种质资源局限性大、效率低。因

此，常利用分子标记对杨梅种质资源进行分析，包括遗传多样

性、亲缘关系分析、品（杂）种鉴别等方面。目前，ＲＡＰＤ、
ＡＦＬＰ、ＳＲＡＰ、ＩＳＳＲ、ＳＳＲ、ｉＰＢＳ、ＳｃｏＴ等技术［２－７］在杨梅中都已

得到应用［８］。

ｉＰＢＳ是以ＬＴＲ类反转录转座子保守位点设计引物进行
扩增的一种分子标记技术，针对ＬＴＲ类反转录转座子中２个
ＰＢＳ（引物结合位点）区间进行扩增［９］。该方法简单、有效，可

节约大量人力、物力，不用预先获知ＬＴＲ序列，直接进行引物
筛选。目前，该技术已经成功应用于亚麻［１０］、大麦、小麦、苹

果、玉米［９］、葡萄［１１］等的研究。当材料、方法不同时，需对扩

增条件进行优化才能得出更科学的标记谱带。本研究利用单

因素试验对杨梅ｉＰＢＳ－ＰＣＲ反应体系进行优化，通过对电泳
结果的分析建立了杨梅 ｉＰＢＳ－ＰＣＲ反应体系。同时利用该
反应体系对已有的ｉＰＢＳ引物进行初步筛选，研究结果将为使
用ｉＰＢＳ标记评价、鉴定杨梅种质资源提供了技术基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验所用的杨梅种质资源材料均采自江苏省太湖常绿果

树技术推广中心国家杨梅种质资源圃，杨梅品种为晚稻（浙

江舟山）、狗色头（江苏常熟）、浪荡子（江苏苏州东山）。ＰＣＲ
试剂购于 ＴａＫａＲａ公司（１０×ｒＴａｑｂｕｆｆｅｒ，２．５μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，
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