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　　摘要：研究旨在比较分析不同发育阶段绵羊背最长肌中ＴＭＯＤ４基因的表达水平。采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－
Ｂｌｏｔ技术检测绵羊１、７、１３月龄３个阶段背最长肌中ＴＭＯＤ４基因 ｍＲＮＡ和蛋白质的相对表达量。结果表明，ＴＭＯＤ４
的ｍＲＮＡ在１月龄绵羊背最长肌组织中表达量最高，１３月龄次之，７月龄较低于１３月龄，其中１月龄与７月龄、１３月
龄之间差异极显著（Ｐ＜０．０１），７月龄与１３月龄之间差异显著（Ｐ＜０．０５）。ＴＭＯＤ４蛋白水平在１月龄中最高，７月龄
次之，１３月龄中最低，１月龄与７月龄和１３月龄之间差异极显著（Ｐ＜０．０１），７月龄与１３月龄之间差异显著（Ｐ＜
００５）。结果表明，ＴＭＯＤ４基因与绵羊背最长肌组织发育相关。
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　　原肌球调节蛋白 ４（ｔｒｏｐｏｍｏｄｕｌｉｎ４，ＴＭＯＤ４）基
因编码修饰蛋白———ＴＭＯＤ４蛋白在骨骼肌细胞中
与肌动蛋白慢速生长末端结合，阻止其延展或聚

合，维持肌动蛋白丝的稳定，在原肌球蛋白与肌动

蛋白的相互作用中发挥了重要作用［１］。

　　 ＴＭＯＤ基因家族共有 ４个亚型，分别是

ＴＭＯＤ１、ＴＭＯＤ２、ＴＭＯＤ３和 ＴＭＯＤ４［２］。ＴＭＯＤ１主
要表达于终分化细胞［３］，ＴＭＯＤ２主要在神经元表
达［４］，ＴＭＯＤ３普遍表达［５］，ＴＭＯＤ４在骨骼肌和心脏
中高度表达［６］。已有研究表明，ＴＭＯＤ４与 ＴＭＯＤ１
高度相同，功能相似。ＴＭＯＤ１的过度表达会导致心
肌细胞的收缩功能减弱，小鼠上 ＴＭＯＤ１的超表达
或抑制表达会造成心肌功能异常，转基因小鼠试验

发现超表达 ＴＭＯＤ１会造成小鼠胚胎的发育异
常［７］。有研究显示，在成纤维细胞和成肌细胞中的

ＴＭＯＤ１通过减少肌特异性基因的表达而抑制了肌
源性分化［８］，表明 ＴＭＯＤ１可能在肌源性细胞的分
化中起到抑制作用。ＴＭＯＤ４和ＴＭＯＤ１的序列相似
并且蛋白功能可相互替换［９］，并且 ＴＭＯＤ１大量存
在于有纤维分裂后的终末分化细胞中，包括横纹

肌、红细胞、晶状体纤维细胞和神经元［４］。

　　ＴＭＯＤ４是哺乳动物骨骼肌中主要的 ＴＭＯＤ亚
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型，在心肌中的作用与 ＴＭＯＤ１相当［１０－１１］。在非洲

爪蟾早期肌纤维细胞中 ＴＭＯＤ４基因与肌纤维细胞
早期分化高度相关［１２］，已有研究证明猪背最长肌中

ＴＭＯＤ４参与调控脂肪沉积与肌纤维发育［１３－１４］。

ＴＭＯＤ４基因共有９个外显子和８个内含子，其启动
子上游序列有２个结合位点：ＭＥＦ２Ａ和Ｃ／ＥＢＰδ，而
这２个位点的靶基因分别与肌纤维生长和脂肪分子
生成有关，当 ＴＭＯＤ４高表达时，促进脂肪沉积，抑
制肌纤维发育；低表达时，抑制脂肪生成，促进肌纤

维生长［１４］。以上研究说明，ＴＭＯＤ４与肉质高度相
关，但目前没有任何关于绵羊的 ＴＭＯＤ４基因的表
达研究，本研究比较不同月龄绵羊背最长肌组织中

ＴＭＯＤ４的ｍＲＮＡ和蛋白水平，目的是为 ＴＭＯＤ４表
达水平与绵羊肌肉发育相关性研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
　　样品来自河北连生农业开发有限公司种羊场，
所选试验动物为寒泊羊一代，相同月龄绵羊在相同

的饲养管理条件下饲养，满足正常的生长营养需

求。选择１月龄、７月龄的公绵羊各３只，１３月龄公
绵羊２只，于目标日龄当天屠宰，采集８个样品的背
最长肌组织，置于液氮中速冻，之后存放于 －８０℃
中保存备用。

１．２　主要试剂及仪器
　　５ＸＡｌｌ－Ｉｎ－ＯｎｅＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ｗｉｔｈＡｃｃｕＲＴ
ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＲｅｍｏｖａｌＫｉｔ）试剂盒（Ｇ４９２，１００×
２０μＬ）；ＥｖａＧｒｅｅｎ２×ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ－ｎｏＤＹＥ荧
光定量试剂盒（ＭａｓｔｅｒＭｉｘ－Ｓ，４×１．２５ｍＬ）；兔抗人
ＴＭＯＤ４多克隆抗体，ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ常州市祥泰
生物科技有限公司；鼠抗人 ＧＡＰＤＨ单克隆抗体；
Ｗｅｓｔｅｒｎ试剂盒（内含山羊抗兔及山羊抗鼠 ＩｇＧ）；
ＮＤ－１０００核酸蛋白测定仪；组织蛋白裂解液和
ＰＭＳＦ；ＢＣＡ 蛋 白 定 量 试 剂 盒；微 量 移 液 器
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）；凝胶成像系统（ＭｉｎｉＢｉｓ，以色
列）；ＰＣＲ扩增仪（Ｂｉｏ－Ｒａｄ，美国）；实时荧光定量
ＰＣＲ仪（罗氏 －９６，瑞士）；电泳仪（六一生物，中
国）；酶标仪（ＲＴ－６０００型号）；Ｗｅｓｔｅｒｎ全自动蛋白
分析系统。

１．３　方法
１．３．１　总ＲＮＡ提取　本试验采用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说
明书提取绵羊背最长肌的总ＲＮＡ，ＤＥＰＣ水溶解，电
泳检测ＲＮＡ完整性，测定总ＲＮＡ的浓度和纯度，调
整浓度至５００ｎｇ／μＬ，－８０℃保存。
１．３．２　引物设计与合成　通过参考文献和查询
ＮＣＢＩ数据库选取 ＴＭＯＤ４基因的引物序列，内参基
因选用ＧＡＰＤＨ。所有引物由生工生物工程股份有
限公司石家庄分部合成，引物序列见表１。

表１　引物序列、退火温度及ＰＣＲ产物长度

基因名称 引物序列（５′→３′） 产物（ｂｐ） 退火温度（℃）

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＡＣＣＣＴＣＡＡＧＡＴＴＧＴＣＡＧＣ；Ｒ：ＣＡＧＴＧＧＡＴＣＡＴＡＡＧＴＣＣＣＴＣＣ １０７ ６０

ＴＭＯＤ４ Ｆ：ＡＧＣＡＡＣＧＡＣＡＡＧＧＡＧＧＴＡＧＡＧＧＡＧ；Ｒ：ＡＧＧＣＴＡＣＧＡＴＴＣＴＣＡＣＧＣＡＡＣＡＴＧ １８８ ６０

１．３．３　ｃＤＮＡ合成　总 ＲＮＡ反转录采用５ＸＡｌｌ－
Ｉｎ－ＯｎｅＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒操作说明进行反转
录。在 ２００μＬ离心管中配制反应液，总体积为
２０μＬ。反转录体系及条件：ＲＮＡＴｅｍｐｌａｔｅ２μｇ，
ＡｃｃｕＲＴＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ（４）２μＬ，加无酶水补足至
８μＬ。置于ＰＣＲ仪中４２℃孵育２ｍｉｎ或室温孵育
５ｍｉｎ，取出后置于冰上冷却，加入 ＡｃｃＲＴＲｅａｃｔｉｏｎ
Ｓｔｏｐｐｅｒ（５×）２μＬ，５×Ａｌｌ－ｌｎ－ＯｎｅＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ
４μＬ，无酶水 ６μＬ，总体积为２０μＬ。将 ＰＣＲ管短
暂离心混匀置于 ＰＣＲ仪中，反应程序为 ２５℃
１０ｍｉｎ，４２℃１５ｍｉｎ，８５℃５ｍｉｎ。反应完成后取出
ｃＤＮＡ产物置于－２０℃冰箱中备用。
１．３．４　实时荧光定量ＰＣＲ　试验全程冰上进行，每
个样品设置 ３个重复。按照 ＥｖａＧｒｅｅｎ２×ｑＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ－ｎｏＤＹＥ荧光定量试剂盒说明书进行操
作（表２、表３），采用罗氏 －９６荧光定量 ＰＣＲ仪对
不同月龄绵羊背最长肌组织内 ＴＭＯＤ４基因的相对
表达量进行分析，观察扩增的熔解曲线。采用 Ｅｘｃｅｌ
软件处理实时荧光定量 ＰＣＲ结果，按照２－ΔΔＣＴ相对
定量计算公式，分析绵羊不同月龄背最长肌组织中

ＴＭＯＤ４基因 ｍＲＮＡ的相对表达量。

表２　荧光定量ＰＣＲ反应体系

成分 用量

ＥｖａＧｒｅｅｎ２×ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ １０μＬ
ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ ０．６μＬ
ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ ０．６μＬ
ＴｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ １μＬ
Ｎｕｃｌｅａｓｅ－ＦｒｅｅＨ２Ｏ 补足至２０μＬ

—９４—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第１２期



表３　荧光定量ＰＣＲ反应程序

步骤
温度

（℃）
时间

（ｓ） 循环数

酶激活 ９５ ６００ １
变性 ９５ １５ ６５
退火／延伸 ６０ ３０

９５ １０
熔解曲线 ６５ ６０ １

９７ １
保存 ３７ ３０ １

１．３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ　采用 ＲＩＰＡ蛋白裂解液
（强）提取背最长肌组织总蛋白，样品质量与裂解液

量的比例为１ｇ∶１０ｍＬ，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。样
品的制备方法与传统 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ相同，根据
Ｗｅｓｔｅｒｎ全自动蛋白表达分析系统说明书进行后续
操作。结束后用Ｗｅｓｔｅｒｎ全自动蛋白表达分析软件
进行灰度值分析。

２　结果与分析

２．１　总ＲＮＡ提取和ｑＲＴ－ＰＣＲ
　　测定的ＲＮＡ浓度在１０００ｎｇ／μＬ左右，Ｄ２６０ｎｍ／

Ｄ２８０ｎｍ比值为１．９～２．０。采用１％非变性琼脂糖凝
胶电泳检测ＲＮＡ完整性，２８ＳｒＲＮＡ、１８ＳｒＲＮＡ和５Ｓ
ｒＲＮＡ条带清晰（图略），２８ＳｒＲＮＡ和１８ＳｒＲＮＡ比
值接近２∶１，表明所提取的总 ＲＮＡ质量较好，可用
于后续试验。

　　由图１可知，根据最佳反应体系和反应条件建
立内参基因 ＧＡＰＤＨ和目的基因 ＴＭＯＤ４的标准曲
线，回归系数（ｒ２）分别为０．９９３和０．９９１，斜率分别
为－３．２３１和 －３．２２８，目的基因与内参基因差值
均＜０．１，说明ＣＴ值和模板起始浓度对数值之间具
有良好的线性关系，内参基因和目标基因有很高的

扩增效率。扩增曲线符合标准的“Ｓ”形曲线，目的
基因和内参基因的熔解曲线均呈单峰，无非特异性

扩增及引物二聚体。

２．２　不同月龄公绵羊背最长肌ＴＭＯＤ４基因ｍＲＮＡ
的相对表达量

　　图２表明，不同月龄对 ＴＭＯＤ４基因 ｍＲＮＡ相
对表达量有极显著影响（Ｐ＜０．０１）。在１月龄表达
量最高且极显著高于１３月龄和７月龄（Ｐ＜０．０１），
１３月龄和７月龄之间差异显著（Ｐ＜０．０５）。
２．３　不同月龄绵羊背最长肌 ＴＭＯＤ４蛋白相对表
达量

　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ全自动蛋白表达分析系统的

Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ技术检测不同月龄绵羊背最长肌组织
ＴＭＯＤ４蛋白表达量，目的蛋白 ＴＭＯＤ４和内参蛋白
ＧＡＰＤＨ条带清晰，不同月龄间内参蛋白条带面积和
灰度基本一致，符合内参蛋白恒定表达的特性。蛋

白条带面积和灰度值大小采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ全自动蛋白
表达分析系统自带的分析软件进行分析计算，

ＴＭＯＤ４与内参对比，进行半定量分析。由图３和图
４可知，月龄的差异对ＴＭＯＤ４蛋白相对表达量有极
显著影响（Ｐ＜０．０１）。绵羊在１月龄时，ＴＭＯＤ４蛋
白的相对表达量最高，平均值为２．０５；１３月龄时表
达量最低，平均值为０．３４。随月龄的增加，绵羊背
最长肌ＴＭＯＤ４蛋白相对表达量呈下降的趋势，１月
龄最高，与 ７月龄、１３月龄表达量差异极显著
（Ｐ＜０．０１）；７月龄次之，与 １３月龄差异显著
（Ｐ＜０．０５）；１３月龄最低。

３　讨论

　　ＴＭＯＤ４是哺乳动物骨骼肌中主要的 ＴＭＯＤ亚
型，在心肌中的作用与 ＴＭＯＤ１相当。ＴＭＯＤ４基因
共有９个外显子和８个内含子，其启动子上游序列
有２个结合位点：ＭＥＦ２Ａ和Ｃ／ＥＢＰδ，而这２个基因
分别与肌纤维生长和脂肪分子生成有关，当ＴＭＯＤ４
高表达时，促进脂肪沉积，抑制肌纤维发育；低表达

时，抑制脂肪生成，促进肌纤维生长［１４］。本研究中，

绵羊在１月龄时，ＴＭＯＤ４ｍＲＮＡ表达水平最高，其
次是１３月龄，最低是７月龄，ＴＭＯＤ４ｍＲＮＡ水平随
月龄增加大幅下降最后趋于平缓略微上升；绵羊在

１月龄时 ＴＭＯＤ４蛋白水平最高，在７月龄时次之，
１３月龄最低，ＴＭＯＤ４蛋白水平随月龄增加呈大幅
下降趋势且后期趋于平缓。试验所选绵羊为寒泊

羊，具有较高的产肉能力，而 ＴＭＯＤ４作为参与决定
肉质的重要基因之一，表达量趋势可以解读为在绵

羊发育早期主要是脂肪沉积抑制肌纤维发育，而中

后期则主要促进骨骼肌的发育并且抑制脂肪生成。

乔永等研究湖羊不同月龄脂肪沉积发现，在绵羊早

期脂肪沉积最快［１５］，本研究结果与之相似。

Ｎｗｏｒｕ等对非洲爪蟾胚胎细胞进行原位杂交试
验发现，ＴＭＯＤ４基因在骨骼肌组织早期肌原纤维至
关重要，控制骨骼肌发育［１６］。ＴＭＯＤ４在终末分化
细胞中也大量存在，在横纹肌中，ＴＭＯＤ４与原肌球
蛋白协同作用，结合并限制肌动蛋白细纤维尖端肌

动蛋白单体交换，在骨骼肌快速收缩中占主导地

位。本研究中ＴＭＯＤ４在早期绵羊背最长肌组织中
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表达量最高，为肌纤维发育和骨骼肌的生长做准

备，并且羔羊活泼好动，骨骼肌收缩迅速，所以此阶

段绵羊ＴＭＯＤ４表达量最高。随着月龄增加，绵羊
骨骼肌发育完全，肌纤维粗壮，肌间脂肪减少，活动

减少，ＴＭＯＤ４表达水平降低。
本研究初步探讨了 ＴＭＯＤ４在绵羊不同月龄间

的表达差异和大体趋势，相关 ＴＭＯＤ４对肉质品质
的影响还有待于进一步研究。
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