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　　摘要：ＰＲＫＡＧ３是影响畜禽肉品质的关键基因。为研究ＰＲＫＡＧ３基因在鸡不同部位肌肉中的表达及其与肌纤维类
型的相关性，以隐性白羽肉鸡为研究对象，用ＡＴＰａｓｅ碱孵育法对不同部位肌肉肌纤维类型进行分析，采用实时荧光定
量ＰＣＲ法检测ＰＲＫＡＧ３基因在这些肌肉组织中的表达并将其与肌纤维类型进行关联分析。结果表明，ＰＲＫＡＧ３基因
在Ⅰ型肌纤维比例相对较高的比目鱼肌和缝匠肌中表达较低，在Ⅱａ型比例较高的髂胫外侧肌、腓骨长肌以及只含有
Ⅱｂ型肌纤维的胸大肌、胸小肌中表达较高，且差异显著（Ｐ＜０．０５）。相关性分析结果显示，肌肉中ＰＲＫＡＧ３基因的表
达与Ⅰ型肌纤维比例呈显著负相关（Ｐ＜０．０５），与Ⅱａ型和Ⅱｂ型肌纤维比例均呈正相关，但差异不显著（Ｐ＞００５）。
提示，在鸡骨骼肌中ＰＲＫＡＧ３很可能是ＡＭＰＫ在白肌中发挥作用的主要γ调节亚基。
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　　一磷酸腺苷激活蛋白激酶（ＡＭＰ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）是一种对能量敏感的蛋白激
酶，是由一个催化亚基α、２个调节亚基 β和 γ构成
的异源三聚体。其中催化亚基α存在α１、α２２个亚
型，调节亚基β存在β１、β２２个亚型，调节亚基γ存
在 γ１、γ２、γ３这 ３个亚型［１］。ＰＲＫＡＧ３（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ａｃｔｉｖａｔｅｄγ３－
ｓｕｂｕｎｉｔ）是编码调节亚基γ３的基因，又称 ＡＭＰＫγ３。
在人、大鼠和小鼠等哺乳动物中的研究表明，不同

于ＡＭＰＫ调节亚基γ的另外２个亚型（γ１和γ２）在
体内广泛分布，ＰＲＫＡＧ３在骨骼肌中高度特异性表
达［１］。ＡＭＰＫγ３基因敲除小鼠（Ｐｒｋａｇ３－／—）易疲
劳，ＡＭＰＫ激活剂和低血糖浓度等诱导的特异
ＡＭＰＫ应答和功能均消失，表示 ＡＭＰＫ其他三聚体

不能补偿包含有 γ３的 ＡＭＰＫ三聚体在体内的作
用［２－３］。自从 ２０００年 Ｍｉｌａｎ等报道 ＰＲＫＡＧ３的第
２００个密码子Ａｒｇ突变为 Ｇｌｎ是引起汉普夏猪酸肉
效应的根本原因［４］后，ＰＲＫＡＧ３作为影响畜禽肉品
质的重要候选基因，其多态性常被用于与畜禽肉品

质、屠宰性状等经济性状进行关联研究［５－９］。然而

值得注意的是，ＰＲＫＡＧ３基因的这种突变主要影响
白肌纤维占很大比例的骨骼肌中 ＡＭＰＫ的酶活
性［１，１０］。另有研究表明，ＰＲＫＡＧ３基因Ｒ２００Ｑ突变猪
慢肌肌球蛋白重链亚型比例增加［１１］。可见，ＰＲＫＡＧ３
在骨骼肌肌纤维类型组成上也发挥着重要作用。

骨骼肌的肌纤维类型是影响肉品质的重要因

素。根据肌纤维的形态、功能和生理生化特性，禽

类将肌纤维分为慢肌纤维（红肌纤维、Ⅰ型、氧化型
肌纤维）、快红肌纤维（Ⅱａ型、快速氧化型纤维）和
快白肌纤维（快速酵解型纤维、Ⅱｂ型）［１２－１３］。总体
上，慢肌纤维含量多的肌肉肉色红、嫩度高、风味

好，而快白肌纤维含量多的肌肉肉色苍白、屠宰后

容易产生“水猪肉”［１４－１５］。目前，在鸡上还未见有

关ＰＲＫＡＧ３基因表达与肌纤维类型相关的研究报
道。本研究以成年隐性白羽肉鸡为试验对象，研究

不同部位肌肉中ＰＲＫＡＧ３基因的表达情况并将其与
肌纤维类型进行关联分析，研究结果将为揭示

ＰＲＫＡＧ３在鸡骨骼肌中的作用以及鸡的肉品质研究
提供理论依据。
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１　材料与方法

１．１　试验动物
１２０日龄隐性白羽肉鸡由江苏省家禽科学研究

所国家地方鸡种资源基因库提供。选取体质量变

异系数在５％以内的隐性白羽肉鸡母鸡１０只。每
个个体分别采集胸大肌、胸小肌、缝匠肌、髂胫外侧

肌、腓骨长肌和比目鱼肌等样品，置于液氮速冻后，

转入－８０℃冰箱保存。
１．２　总ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ合成

按照 ＴＲＮｚｏｌＵｎｉｖｅｒｓａｌ总 ＲＮＡ 提 取 试 剂
［ＤＰ４２４，天根生化科技（北京）有限公司］说明书提
取肌肉样品 ＲＮＡ，经琼脂糖凝胶电泳检测提取的
ＲＮＡ纯度和完整性后，核酸定量仪 （Ｔｈｅｒｍｏ
ＮａｎｏＤｒｏｐＯｎｅ，美国）测定其浓度。按照 ＨｉＳｃｒｉｐｔⅢ
ＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ（Ｒ３２３－０１，南京诺唯赞生物
科技有限公司）说明书进行ｃＤＮＡ合成，合成产物保
存于－２０℃备用。
１．３　引物设计

根据ＧｅｎＢａｎｋ中鸡 ＰＲＫＡＧ３ｍＲＮＡ序列（登录
号：ＮＭ＿＿００１０３１２５８．２）和 ＤＮＡ序列（登录号：ＮＣ＿
００６０９４．５）以及鸡 ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登
录号：ＮＭ＿２０４３０５．１）和 ＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录
号：ＮＣ＿００６０８８．５），运用在线 Ｐｒｉｍｅｒ３，跨基因内含
子设计引物，送生工生物工程（上海）股份有限公司

合成。ＰＲＫＡＧ３基因上游引物序列为５′－ＧＧＡＴＧＣＴ
ＣＡＣＣＡＴＣＡＣＴＧ－３′，下游引物序列为５′－ＴＣＴＣＣＡ
ＣＧＴＣＴＣＡＡＴＣＴＴＧＴ－３′，片段大小为１０４ｂｐ；ＧＡＰＤＨ
基因上游引物序列为５′－ＣＧＡＴＣＴＧＡＡＣＴＡＣＡＴＧＧＴ
ＴＴＡＣ－３′，下游引物序列为５′－ＴＣＴＧＣＣＣＡＴＴＴＧＡＴ
ＧＴＴＧＣ－３′，片段大小为１５３ｂｐ。
１．４　实时荧光定量ＰＣＲ

实时荧光定量 ＰＣＲ采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ法，优
化退火温度、引物浓度、模板浓度等。反应体系为

２×ＣｈａｍＱＳＹＢＲＣｏｌｏｒｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，５０×
ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ２０．４μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）
各０．４μＬ，模板２μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。反应条
件为９５℃３０ｓ；９５℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，９５℃１５ｓ，４０
个循环；９５℃ １５ｓ，６０℃ ６０ｓ，９５℃ １５ｓ。每个样
品设３个重复，每次反应均设空白样品为阴性对照。
１．５　冰冻切片制作与肌纤维类型分析

在恒温冷冻切片机（ＬｅｉｃａＣＭ１８５０，德国）内进
行肌肉样品冰冻切片的制作，每个样品垂直于肌纤

维延展方向做横切切片，切片厚度１２μｍ。切片在
室温下干燥５ｍｉｎ后，参考文献［１３］的方法进行肌
球蛋白ＡＴＰａｓｅ碱孵育法染色，染好的切片置于正置
显微镜（ＬｅｉｃａＤＭ１０００，德国）下观察并拍照，每个
个体随机抽取５个完整肌束用 Ｉｍａｇ－ＰｒｏＰｌｕｓ６．０
软件分析肌纤维类型。

１．６　统计分析
实时荧光定量 ＰＣＲ的结果采用２－△△ＣＴ法进行

处理，将腓骨长肌设为对照组，计算不同肌肉组织

中ＰＲＫＡＧ３基因的相对表达量，用 ＳＰＳＳ２０．０统计
软件中Ｏｎｅ－ｗａｙＡｎｏｖａ分析组织对 ＰＲＫＡＧ３基因
表达量和肌纤维类型比例的影响，并用 Ｂｉｖａｒｉａｔｅ
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ分析ＰＲＫＡＧ３基因表达量与肌纤维类型
比例的相关性。所有数据以平均值 ±标准误表示，
Ｐ＜０．０５为差异显著性水平。

２　结果与分析

２．１　不同部位肌肉的肌纤维类型组成
隐性白羽肉鸡腓骨长肌、缝匠肌、髂胫外侧肌、比

目鱼肌、胸大肌和胸小肌等肌肉肌纤维ＡＴＰａｓｅ碱孵
育法染色结果见图１，染色浅的是 ＡＴＰａｓｅ活性弱的
慢肌纤维（Ι型），染色深的是ＡＴＰａｓｅ活性强的快白
肌纤维（Ⅱｂ型），染色效果居中的是ＡＴＰａｓｅ活性居
中的快红肌纤维（Ⅱａ型）。由图１可见，胸大肌和
胸小肌中只有Ⅱｂ型一种肌纤维类型，髂胫外侧肌中
有Ⅱａ和Ⅱｂ２种肌纤维类型，腓骨长肌、缝匠肌和比目
鱼肌中可以区分出Ⅰ、Ⅱａ和Ⅱｂ等３种肌纤维类型。
　　对髂胫外侧肌、腓骨长肌、缝匠肌和比目鱼肌
这４个部位肌肉肌纤维类型组成比例进行分析，结
果见表１。由表１可见，比目鱼肌的 Ι型肌纤维比
例最高，显著高于缝匠肌和腓骨长肌（Ｐ＜０．０５），缝
匠肌的Ι型肌纤维比例又显著高于腓骨长肌（Ｐ＜
０．０５）；髂胫外侧肌的Ⅱａ型肌纤维比例最高，显著
高于腓骨长肌、缝匠肌和比目鱼肌（Ｐ＜０．０５），腓骨
长肌的Ⅱａ型肌纤维比例又显著高于缝匠肌和比目
鱼肌（Ｐ＜０．０５），而缝匠肌和比目鱼肌的Ⅱａ型肌
纤维比例差异不显著（Ｐ＞０．０５）；Ⅱｂ型肌纤维比
例在缝匠肌中最高，在髂胫外侧肌中最低，除缝匠

肌与髂胫外侧肌的Ⅱｂ型肌纤维比例差异达显著水
平外（Ｐ＜０．０５），其余肌肉的Ⅱｂ型肌纤维比例差
异均不显著（Ｐ＞０．０５）。
２．２　ＰＲＫＡＧ３基因在不同部位肌肉中的表达

由图２可见，ＰＲＫＡＧ３基因在髂胫外侧肌中表
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表１　隐性白羽肉鸡不同部位肌肉肌纤维类型组成

肌肉组织 Ⅰ型比例 Ⅱａ型比例 Ⅱｂ型比例

髂胫外侧肌 — ７９．８１±１．２６ａ ２０．１９±１．２６ｂ

腓骨长肌　 ６．９３±０．５９ｃ ６７．５４±２．０４ｂ ２５．５３±２．３８ａｂ

缝匠肌　　 １６．４８±２．２７ｂ ５６．７５±４．５６ｃ ２６．７７±２．４３ａ

比目鱼肌　 ２６．８３±１．８４ａ ４８．０３±１．５３ｃ ２５．１４±１．７１ａｂ

　　注：—代表没有数值。同列数据后不同小写字母表示差异显著

（Ｐ＜０．０５）。

达水平最高，在比目鱼肌中表达水平最低；ＰＲＫＡＧ３
基因在髂胫外侧肌、腓骨长肌、胸大肌和胸小肌中

的表达差异不显著（Ｐ＞０．０５），但均显著高于缝匠
肌和比目鱼肌（Ｐ＜０．０５）；ＰＲＫＡＧ３基因在缝匠肌
和比目鱼肌中的表达量差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

２．３　不同部位肌肉中 ＰＲＫＡＧ３基因的表达与肌纤
维类型相关分析

由表２可见，肌肉中 ＰＲＫＡＧ３基因的表达与Ⅰ
型肌纤维比例呈显著负相关（Ｐ＜０．０５），与Ⅱａ型

和Ⅱｂ型肌纤维比例均呈正相关，但差异不显著
（Ｐ＞０．０５）。

表２　不同部位肌肉中ＰＲＫＡＧ３基因的

表达与肌纤维类型相关分析

参数
Ⅰ型比例
（％）

Ⅱａ型比例
（％）

Ⅱｂ型比例
（％）

相关系数 －０．６７９ ０．５４１ ０．０１３

Ｐ值 ０．０４５ ０．０６９ ０．９６９

３　讨论与结论

肌纤维是肌肉的构成单位，肌纤维类型不仅与

肉色、ｐＨ值、系水力、嫩度、肌内脂肪和风味物质含
量等肉品质指标密切相关，还直接影响骨骼肌的代

谢［１６－２０］。了解肌肉肌纤维类型分布规律对研究动

物生长、代谢和肉品质均具有重要意义。不同部位

的肌肉，其肌纤维类型组成往往不同［２１］。本研究用

ＡＴＰａｓｅ碱孵育法对成年隐性白羽肉鸡不同部位肌
肉肌纤维类型组成进行分析，结果在位于小腿部位

的腓骨长肌和比目鱼肌以及位于大腿部位的缝匠

肌中检测到Ⅰ、Ⅱａ和Ⅱｂ３种肌纤维类型，在位于
大腿部位的髂胫外侧肌中检测到Ⅱａ和Ⅱｂ２种肌
纤维类型，而在躯干肌肉胸大肌和胸小肌中均仅检

测到Ⅱｂ型纤维。这与Ｚｈａｎｇ等在 ＡＡ肉鸡［２２］以及

Ｏｓｈｉｍａ等在丝羽、蛋用和肉用３个品种鸡［２３］的胸大

肌中均仅检测到Ⅱｂ型纤维的结果一致。
越来越多的研究表明，ＡＭＰＫ在控制骨骼肌葡

萄糖摄取、脂肪酸氧化和基因表达方面发挥着重要

作用。ＡＭＰＫ不同亚单位在不同类型肌纤维中的独
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特表达模式，很可能与ＡＭＰＫ发挥作用有关［２４］。在

大鼠和小鼠骨骼肌中，ＰＲＫＡＧ３基因的表达与肌肉
中白肌Ⅱｂ型比例呈强正相关，强烈暗示 ＰＲＫＡＧ３
基因在该组织中的作用［１］。束婧婷等用表达谱芯

片挖掘鸡骨骼肌不同类型肌纤维差异表达基因时

发现，ＰＲＫＡＧ３可能是调控鸡肌纤维类型组成基因
网络中的重要节点基因［２５］。本研究表明，ＰＲＫＡＧ３
基因在Ⅰ型肌纤维比例相对较高的比目鱼肌和缝
匠肌中表达较低，在Ⅱａ型比例较高的髂胫外侧肌、
腓骨长肌以及只含有Ⅱｂ型肌纤维的胸大肌、胸小
肌中表达较高，且差异达显著水平（Ｐ＜０．０５）。相
关性分析结果显示，肌肉中 ＰＲＫＡＧ３基因的表达与
Ⅰ型肌纤维比例呈显著负相关（Ｐ＜０．０５），与Ⅱａ
型和Ⅱｂ型肌纤维比例均呈正相关，但差异不显著
（Ｐ＞０．０５）。提示，在鸡骨骼肌中 ＰＲＫＡＧ３很可能
是ＡＭＰＫ在白肌中发挥作用的主要γ调节亚基。
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［２５］束婧婷，姬改革，单艳菊，等．基于表达谱芯片挖掘鸡骨骼肌不

同类型肌纤维的差异表达基因［Ｊ］．中国农业科学，２０１７，５０

（１４）：２８２６－２８３６．
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