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　　摘要：ＳＩＲＴ２作为第三类去乙酰化酶Ｓｉｒｔｕｉｎｓ家族一员，通过催化不同的底物去乙酰化参与细胞周期调控、细胞代
谢、细胞凋亡、基因沉默等许多生物学过程。在苏姜猪１４个组织样中均检测到 ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ的表达，其中在心脏、肌
肉、肝脏和脂肪组织中的表达较丰富；ＳＩＲＴ２免疫阳性细胞主要分布于肌细胞、黏膜层细胞和脂肪细胞中，表明 ＳＩＲＴ２
在苏姜猪组织中的表达具有广泛性，且是许多生物学过程的重要参与因素之一。

　　关键词：ＳＩＲＴ２基因；苏姜猪；组织表达谱；免疫组化
　　中图分类号：Ｓ８２８．２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）１３－００５５－０４

收稿日期：２０１８－０４－０８
基金项目：江苏省泰州市科技支撑计划（农业）项目（编号：

ＴＮ２０１６１２）。
作者简介：王利红（１９７５—），女，山西太原人，博士，副教授，主要从事
为动物遗传繁育研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗａｎｇｌｉｈｏｎｇ３４５＠１２６．ｃｏｍ。

通信作者：张　伟，硕士，高级畜牧师，主要从事畜牧方向研究。
Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｄｊｇｚｈａｎｇｗｅｉ００１＠１６３．ｃｏｍ。

　　ＳＩＲＴ２（ｓｉｌｅｎｔｍａｔｉｎｇｔｙｐｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ２ｈｏｍｏｌｏｇ
２）是Ｓｉｒｔｕｉｎｓ蛋白家族的一个成员，在动物组织中分布广泛，
通过催化不同的底物去乙酰化参与细胞周期调控、细胞代谢、

细胞凋亡、基因沉默等许多生物学过程［１－２］。在体内外试验

发现，抑制 ＳＩＲＴ２基因的转录可以提高 ＨＩＦ１α的乙酰化水
平，导致脂肪酸氧化和能量解偶联下降，此外，ＳＩＲＴ２还可以
去乙酰化作用ＰＥＰＣＫ１基因，调节细胞对葡萄糖浓度变化的
应答，表明ＳＩＲＴ２在调控糖脂代谢中发挥着关键的作用［２－３］。

截至目前，针对母猪组织中ＳＩＲＴ２表达定位的研究，特别是苏
姜猪的研究鲜有报道。本研究通过实时荧光定量和免疫组织

化学方法检测ＳＩＲＴ２在苏姜猪组织中的表达分布，不仅丰富
了ＳＩＲＴ２在猪各组织功能中的作用机制，而且对于深入探索
ＳＩＲＴ２在苏姜猪组织中的作用，通过分子育种技术持续选育
提高苏姜猪生产性能，提供新的理论参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
随机选取饲养管理方式一致的６月龄健康苏姜猪母猪３

头，进行屠宰。屠宰后分别采集心脏、肝脏、脾、肺、肾脏、胃、

大肠、小肠、皮下脂肪、背最长肌、腿肌、卵巢、输卵管、子宫共

１４个组织样各２份，一份置于液氮中保存，用于基因提取，另

一份用ＰＢＳ清洗后在４％多聚甲醛中固定２４ｈ，制成石蜡组
织切片，用于免疫组织化学检测。

１．２　试验方法
１．２．１　主要仪器和试剂　紫外分光光度计（Ｂｅｃｋｍａｎ公
司），Ｑｕａｎｔｓｔｕｄｉｏ多重实时荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司），组织脱水机、包埋机和切片机（德国Ｌｅｉｃａ
公司）。ＴｒＩｚｏｌ ＰｌｕｓＲＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ和 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭⅢ
Ｆｉｒｓｔ－ＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＲＴ－ＰＣＲ，购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；ＲＮａｓｅ－ＦｒｅｅＤＮａｓｅＳｅｔ，购于 Ｑｉａｇｅｎ公司；Ｐｏｗｅｒ
ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，购于 Ｒｏｃｈｅ公司，Ａｎｔｉ－ＳＩＲＴ２
ａｎｔｉｂｏｄｙ，购于ＡＢＣＡＭ公司。
１．２．２　总ＲＮＡ提取和反转录　根据 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司总 ＲＮＡ
提取试剂盒说明书操作，利用紫外分光光度计检测ＲＮＡ纯度
和浓度。反转录按照 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭⅢ Ｆｉｒｓｔ－ＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓ
ＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＲＴ－ＰＣＲ试剂盒说明操作。反应条件为：
２５℃，１０ｍｉｎ；５０℃，３０ｍｉｎ；８５℃，５ｍｉｎ，于 －２０℃贮存
备用。

１．２．３　引物设计与合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中猪 ＳＩＲＴ２基因序
列（ＮＭ＿００１１１４２７１．１）设计引物，选择 β－ａｃｔｉｎ作为内参基
因。采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６．０和Ｂｅａｃｏｎｄｅｓｉｇｎｅｒ７．８软件进行
定量ＰＣＲ引物设计，引物序列见表１。

表１　ＳＩＲＴ２基因ＲＴ－ＰＣＲ引物序列及扩增长度

基因名称
引物序列

（５′→３′）
扩增长度

（ｂｐ）

ＳＩＲＴ２ Ｆ：ＧＧＴＧＧＡＧＡＡＧＣＣＧＡＧＡＴＧＧＡ；Ｒ：ＧＧＧＡＧＣＧＧＡＡＧＴＣＡＧＧＧＡＴ １９９
β－ａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＧＡＧＡＴＣＧＴＧＣＧＧＧＡＣＡＴ；Ｒ：ＧＴＴＧＡＡＧＧＴＧＧＴＣＴＣＧＴＧＧＡＴ ２２３

１．２．４　Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ扩增体系和反应条件　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ
ＰＣＲ反应体系（２０．０μＬ）含 ＰｏｗｅｒＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１０．０μＬ、（１０μｍｏｌ／Ｌ）ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ０．５μＬ、（１０μｍｏｌ／Ｌ）
ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ０．５μＬ、ｃＤＮＡ１．０μＬ。反应条件为：９５℃，
１ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６３℃ ２５ｓ收集荧光４０个循环。每个样品
重复３次。
１．２．５　免疫组化　将组织切片置于６０℃恒温箱中固定１ｈ
后依次放入二甲苯、１００％乙醇、９５％乙醇、８５％乙醇、７５％乙
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醇，用ｄｄＨ２Ｏ洗涤。抗原修复后，ｄｄＨ２Ｏ和 ＰＢＳＴ清洗，３％
Ｈ２Ｏ２－甲醇溶液浸泡，１５ｍｉｎ后用ＰＢＳＴ浸泡并清洗。之后，
用血清封闭切片，一抗 ４℃孵育过夜，室温复温 １ｈ后，用
ＰＢＳＴ浸泡并清洗，加入酶标二抗室温孵育，并用 ＰＢＳＴ浸泡
并清洗，ＤＡＢ显色液显色，中性树胶封片。
１．２．６　数据统计与分析　ＳＩＲＴ２基因的相对表达水平以
２－ΔΔＣＴ计算，应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据的统计分析。

２　结果

２．１　苏姜猪不同组织中ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ表达量分析

采用相对定量法，以β－ａｃｔｉｎ作为内参基因，矫正不可控
制因素，归一化起始组织量，并定义心脏组织中的表达水平为

１，以对 ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ在不同组织中的表达水平进行相对
定量。

　　在苏姜猪母猪１４个组织中均检测到 ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ的表
达，由图１可知，ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ在心脏组织中的表达量相对最
高，显著高于其他组织（Ｐ＜０．０５）；在肝脏、背最长肌、腿肌中
的表达量均较丰富，显著高于除腹脂和肺组织外的其他组织

（Ｐ＜０．０５）；在脾、卵巢、输卵管、子宫组织中的表达量相对
最低。

２．２　苏姜猪组织中ＳＩＲＴ２表达定位分析
通过免疫组化检测，在苏姜猪的心脏、肝脏、脾、肺、肾脏、

胃、大肠、小肠、皮下脂肪、背最长肌、腿肌、卵巢、输卵管、子宫

共１４个组织样中均检测到ＳＩＲＴ２免疫阳性细胞（图２）。
　　通过免疫组化检测，ＳＩＲＴ２免疫阳性颗粒主要分布在苏
姜猪心脏、背最长肌和腿肌的肌肉组织的肌细胞质中。其他

组织中，ＳＩＲＴ２免疫阳性细胞除分布于相应肌层外，还主要分
布于胃组织黏膜层的固有腺层，小肠、大肠、输卵管、子宫组织

的黏膜层，肝脏组织的肝小叶，肾脏组织的近曲小管和远曲小

管，肺组织的肺泡上皮层和支气管的黏膜层，脾脏组织的红

髓，卵巢组织的皮质部和卵泡的颗粒层，皮下脂肪的脂肪细胞

中，且均主要分布于各组织细胞的细胞质中。

３　讨论与结论

ＳＩＲＴ２作为第３类去乙酰化酶Ｓｉｒｔｕｉｎｓ家族中的一员，是
一种保守的ＮＡＤ（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，烟酰胺腺
嘌呤二核苷酸）依赖性去乙酰酶沉默信息调节因子，在细胞

周期、脂肪细胞分化、细胞骨架形成、神经系统功能、衰老、氧

化应激和热量限制等生命过程中具有重要的调控作用［２］。

在不同组织中，作为去乙酰化酶的 ＳＩＲＴ２能与许多不同的因
子结合使其去乙酰化，如 Ｈｉｓｔｏｎｅ、Ｔｕｂｕｌｉｎ、Ｆｏｘｏ１、ｐ５３、ｐ３００、
ＣＤＣ１４Ｂ等因子，然而，ＳＩＲＴ２也存在被其他因子乙酰化，减弱
其乙酰化活性的情况，因此 ＳＩＲＴ２在不同组织和生物反应过
程中发挥着多样的作用［４］。猪 ＳＩＲＴ２位于第６条染色体，由
９个外显子和８个内含子组成。本研究通过实时荧光定量检
测方法，在所采集的苏姜猪１４个组织样中均检测到ＳＩＲＴ２基
因ｍＲＮＡ的表达，这与Ｊｉｎ等［５］和刘炳婷［２］在猪的许多组织

中检测到 ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ的表达报道相同，表明 ＳＩＲＴ２在苏姜
猪组织中的表达也具有广泛性。

对比各组织器官中 ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ的表达量差异，在热量
限制的小鼠模型中，发现大量 ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ存在于白色脂肪
组织和肾脏组织中［６］。吴国芳等在小鼠肌肉和心脏组织中

检测到ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ相对高的表达量，肝、肺、肾、脂肪中呈中
等表达，脾组织中的表达最低［７］。桂林生在秦川牛的肾脏、

皮下脂肪组织和肺脏中检测到 ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ呈现高度表达，
而在肌肉、心脏和肝脏中呈现低度表达［８］。刘炳婷在长白猪

的肌肉和脂肪组织中检测到较丰富的 ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ表达［２］。

本研究在苏姜猪心脏、肌肉和肝脏组织中检测到丰富的

ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ表达，其次为脂肪组织，脾组织中则表达量相对
较低，这一表达量差异趋势与吴国芳等的报道相似。苏姜猪

肌肉和脂肪组织中丰富的 ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ表达，表明 ＳＩＲＴ２基
因与苏姜猪的生长发育和肉质性状间存在直接或间接的

关系。

通过定位检测，发现ＳＩＲＴ２主要位于细胞质中，与微管共
定位，为α－微管蛋白的去乙酰化酶，并在少突胶质细胞的分
化过程中起着重要的作用［９］，此外，ＳＩＲＴ２还可通过使 ｐ６５去
乙酰化，以调节ＮＦ－κＢ依赖性基因的表达。而在细胞有丝
分裂的Ｇ２／Ｍ转换期，ＳＩＲＴ２可以瞬间转移到细胞核内，去乙
酰化组蛋白Ｈ４的１６位赖氨酸，降低其乙酰化水平，推迟细
胞从分裂期退出［１０－１２］。本研究通过免疫组织化学检测苏姜

猪各组织中ＳＩＲＴ２表达分布，结果与相关报道相同，ＳＩＲＴ２免
疫阳性颗粒主要定位于各组织细胞的细胞质中。Ｙａｎｇ等证
实ＳＩＲＴ２能够通过Ｎｒｆ２信号通路参与心力衰竭［１３］，本研究在

苏姜 猪心脏和肌肉组织中检测到ＳＩＲＴ２免疫阳性颗粒，且在
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实时荧光定量检测中测得相对较高的 ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ表达量，
表明ＳＩＲＴ２对于苏姜猪心脏及肌肉功能的重要性。除肌细胞
外，ＳＩＲＴ２免疫阳性细胞还主要分布于苏姜猪消化系统如胃、
小肠、大肠的腺体层和消化腺———肝脏的肝小叶中，表明

ＳＩＲＴ２与腺细胞的分泌功能有关。
肺是动物的呼吸器官，具有呼吸、代谢、防御功能。通过

免疫组织化学检测方法，在苏姜猪肺组织的支气管的上皮层

和肺泡上皮细胞的细胞质中检测到ＳＩＲＴ２免疫阳性颗粒。细
支气管的上皮层由纤毛细胞和分泌细胞组成；肺泡上皮主要

由Ⅰ型和Ⅱ型肺泡细胞组成，其中Ⅱ型肺泡细胞相对最多，具
有合成与分泌表面活性物质，降低肺泡的表面张力，使肺泡回

缩力降低，稳定肺泡的形态，以减少吸气阻力的作用。苏姜猪

肺支气管上皮层和肺泡上皮细胞中ＳＩＲＴ２的表达可能与上述
细胞的分泌功能有关。

Ｊｉｎ等在猪睾丸中检测到ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ的高表达［５］，但有

关ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ在雌性动物生殖系统中的表达量情况则鲜见
报道。本研究在苏姜母猪的生殖系统中，检测到 ＳＩＲＴ２
ｍＲＮＡ的表达，但表达量不高。经免疫组织化学检测，ＳＩＲＴ２
免疫阳性细胞主要分布于卵巢组织的皮质部和卵泡的颗粒

层，输卵管和子宫组织的黏膜层，表明ＳＩＲＴ２可能参与卵泡的
形成及卵母细胞的成熟过程，并且与生殖道中细胞的分泌功

能有关，但在发情周期不同阶段，ＳＩＲＴ２的表达是否存在规律
性变化，有待后续进一步研究。

肾脏具有动物机体排泄体内代谢废物，以维持体内钠、

钾、钙等电解质的稳定及酸碱平衡的功能［１４］。其中，近曲小

管的功能主要是重吸收功能，而远曲小管的功能则是继续吸

收水和钠离子，并向管腔内分泌钾离子、氢离子和氨，这对维

持血液的酸碱平衡有重要作用。本研究在苏姜猪肾脏组织的

近曲小管和远曲小管的上皮细胞中检测到丰富的ＳＩＲＴ２免疫
阳性颗粒，表明 ＳＩＲＴ２与近曲小管和远曲小管上皮细胞的吸
收和分泌功能有关。

脂肪组织是动物重要的代谢器官和内分泌器官，调控着

动物机体许多生理和病理过程。在 Ｓｉｔｕｉｎｓ家族的所有蛋白
中，ＳＩＲＴ２被认为是在脂肪组织中表达量最高的蛋白［１５－１６］。

在小鼠３Ｔ３－Ｌ１脂肪细胞和猪前体脂肪细胞中，ＳＩＲＴ２基因
超表达可通过去乙酰化 ＦｏｘＯ１，促进 ＦｏｘＯ１与 ＰＰＡＲγ的结
合，抑制ＰＰＡＲγ的转录活性，进而抑制脂肪细胞的分化。在
动物机体因为饥饿或者能量消耗需要脂类水解供能时，

ＳＩＲＴ２通过对 ＦｏｘＯ１的去乙酰化调控脂类的水解［１７］。本研

究在苏姜猪皮下脂肪的脂肪细胞中检测到ＳＩＲＴ２免疫阳性颗
粒，且ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ表达量较丰富，表明ＳＩＲＴ２基因与苏姜猪
脂肪组织形成有关。

总之，通过实时荧光定量和免疫组织化学检测方法，在所

采集的苏姜猪心脏、肝脏、脾、肺、肾脏、胃、大肠、小肠、皮下脂

肪、背最长肌、腿肌、卵巢、输卵管、子宫１４个组织样中均检测
到ＳＩＲＴ２的表达。ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ在苏姜猪心脏、肌肉、肝脏和
脂肪组织中有丰富表达，ＳＩＲＴ２免疫阳性细胞主要分布于各
组织器官的肌细胞、黏膜层细胞和脂肪细胞中，表明ＳＩＲＴ２在
苏姜猪组织中的表达具有广泛性，且主要参与肌肉和腺体组

织的生物学功能过程。
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