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　　摘要：为初步阐明ＦＢＸＷ７（含Ｆ－ｂｏｘ和ＷＤ重复结构域７）在鸡肌肉发育和脂肪沉积中的作用，以 Ｓ３系、Ｆ系和
Ｈ系鸡在０、２、５、１０、１５周龄的腹脂、肝脏、皮脂、腿肌、胸肌组织为试验素材，采用荧光定量 ＰＣＲ（Ｑ－ＰＣＲ）测定
ＦＢＸＷ７的组织和细胞表达规律。结果表明，ＦＢＸＷ７在不同周龄不同品系鸡的各组织中呈现显著差异性。在腹脂中，
Ｈ系在２、５、１０周龄时极显著高于Ｓ３系和Ｆ系（Ｐ＜０．０１），Ｆ系在２、５、１５周龄极显著高于 Ｓ３系（Ｐ＜０．０１）；在肝脏
中，Ｈ系在０、５、１０、１５周龄显著高于其他２个品系（Ｐ＜０．０５）；在皮脂中，Ｆ系在０、２、５、１０周显著高于其他２个品系
（Ｐ＜０．０５）；在腿肌中，Ｓ３系在２、５、１０、１５周龄极显著高于Ｈ系和Ｆ系（Ｐ＜０．０１）；在胸肌中，Ｓ３系在５、１０、１５周龄显
著高于其他２个品系（Ｐ＜０．０５）；在成肌细胞和肌内脂肪细胞中，ＦＢＸＷ７在增殖期５０％的表达极显著高于分化期
（Ｐ＜００１）。综上所述，ＦＢＸＷ７呈现明显的细胞和组织差异性，该基因参与了肌肉发育和脂肪沉积的调控过程，为进
一步研究该基因的功能提供了理论参考。
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　　家禽脂肪积累主要包括肌内脂肪、皮下脂肪、
腹部脂肪。腹部是脂肪主要沉积部位，而腹部脂肪

的过度沉积反而对于肉鸡的生长和经济效益起着

负作用［１］。肌肉（胸肌和腿肌）是机体动能的主要

组织，胸肌作为稳定呼吸系统运动的主体，发挥着

决定性作用［２］，具有高蛋白、低脂肪含量［３－４］等特

点，是日常主要的食用部位。腿肌作为支持体质量

及各种活动的主要肌群，蛋白质含量高［５］。因此，

肌肉发育和脂肪沉积是家禽两大重要经济性状，挖

掘影响这２类性状的候选基因具有重要的理论和实
践意义。

ＦＢＸＷ７是一种ＳＣＦＥ３泛素连接酶，在人体中
涉及细胞存活［６］、细胞增殖［７］、肿瘤治疗［８］、ＤＮＡ损
伤修复［９］、调节细胞衰老［１０］和癌症治疗［１１］等方面

的影响。ＦＢＸＷ７负调控小鼠肌纤维成肌细胞和卫
星细胞的分化、增殖和迁移，同时调节成肌细胞分

化和肌肉再生［１２］。Ｌｉ等提及与脂肪分化相关的蛋

白ＦＢＸＷ７可调节 ＰＧＣ－１α稳定性和线粒体稳
态［１３］。Ｌａｎ等发现，ＦＢＸＷ７具有抑制癌蛋白的功
能［１４］。付婉瑞等的研究表明，ＦＢＸＷ７是治疗肌少
症性肥胖（ｓａｒｃｏｐｅｎｉｃｏｂｅｓｉｔｙ，ＳＯ）的潜在靶点之
一［１５］。Ｂｅｎｇｏｅｃｈｅａ等发现，ＦＢＸＷ７可以调节脂肪
细胞的生成［１６－１７］。Ｘｉａ等的研究表明，ＦＢＸＷ７表达
减弱是晚期非乙醇性脂肪性肝炎（ＮＡＳＨ）的特
征［１８］。在家禽上，对ＦＢＸＷ７研究尚未见相关报道。
因此，本研究以不同品系鸡的腹脂、肝脏、皮脂、腿

肌、胸肌、成肌细胞和肌内脂肪细胞为试验材料，利

用ＱＰＣＲ检测 ＦＢＸＷ７的在不同组织和细胞中的表
达变化，初步探讨 ＦＢＸＷ７对肌肉发育和脂肪沉积
的调控作用，为进一步研究 ＦＢＸＷ７功能提供理论
和数据支撑。

１　材料与方法

１．１　试验动物
本试验采用江苏省家禽科学研究所自主培育

的Ｓ３系、Ｆ系和 Ｈ系优质肉鸡为试验动物。Ｓ３系
为性连锁矮小鸡，其特点为黄羽、青胫、节粮等；Ｆ系
具有黄麻羽、高脚青胫、生长速度快等特点；Ｈ系具
有黄羽、黄脚、肉质佳等特点。
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１．２　试验方法
２０２３年试验在江苏省扬州市的试验基地进行，

试验鸡仅在环境、管理和日粮相同的情况下进行饲

养，分别在０、２、５、１０、１５周龄进行样本采集，每个周
龄样本随机选取６羽鸡屠宰，按照《家禽生产性能
名词 术 语 和 度 量 统 计 方 法》（ＮＹ／Ｔ ８２３—
２００４２０）［１９］分别采集肝脏、胸肌、腿肌、腹部脂肪、皮
下脂肪组织。

１．３　细胞培养
原代成肌细胞和肌内脂肪细胞的分离和纯化

参照张欣的方法［２０］进行。成肌细胞在融合至约

７０％时，采用２％马血清诱导其分化，全培养基组为
增殖期细胞；肌内脂肪细胞在融合至７０％左右，采
用０１％油酸诱导分化，未加油酸组为增殖期细胞。
２种细胞的诱导分化当天定义为分化０ｄ，分别在增

殖期，分化的１、３、５、７ｄ进行细胞收集。
１．４　各组织和细胞的总ＲＮＡ提取和反转录

各组织和细胞的总 ＲＮＡ提取参照采用诺唯赞
（Ｖａｚｙｍｅ）ＲＮＡ提取试剂盒进行（南京诺维赞生物
科技股份有限公司）。

ｃＤＮＡ的反转录参照 ＴａＫａＲａ的 ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉＰｔＴＭ

ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒进行（日本
ＴａＫａＲａ公司）。反转录终浓度为５０μｇ／μＬ。
１．５　荧光定量ＰＣＲ

荧光定量 ＰＣＲ扩增仪（ＣＦＸ９６）来自美国
ＡＰＰｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司，ＱＰＣＲ试剂盒为 ＱＩＡＧＥＮ
公司的 ＱｕａｎｔｉＮｏｖａＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＫｉｔ荧光定量
ＰＣＲ试剂盒［德国ＱＩＡＧＥＮ（凯杰）公司］。

荧光定量ＰＣＲ的引物（表１）由生工生物工程
（上海）股份有限公司合成。

表１　荧光定量ＰＣＲ引物序列

引物名称 引物位置 序列
退火温度

（℃）
产物长度

（ｂｐ） 基因登录号

ＧＡＰＤＨ Ｆ ５′－ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＣＴ－３′ ５９．０ １９５ ＮＭ＿２０４３０５．２
Ｒ ５′－ＣＡＡＴＧＣＣＡＡＡＧＴＴＧＴＣＡＴＧ－３′ ４９．３

ＦＢＸＷ７ Ｆ ５′－ＴＣＴＴＧＡＣＡＣＣＴＣＣＡＴＣＣＧＡＧＴ－３′ ５５．８ １３５ ＸＭ＿０４６９１５９３４．１
Ｒ ５′－ＡＣＴＧＴＡＧＡＡＴＣＡＧＣＧＴＴＣＣＣＡ－３′ ５７．９

　　注：Ｆ为上游引物；Ｒ为下游引物。

１．６　统计方法
所有的定量表达数据采用ＳＰＳＳ２７单因素方差

和多重比较（Ｄｕｎｃａｎｓ法）。绘图采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
Ｐｉｓｍ９．５软件。所有的数据均用“平均值 ±标准
差”表示，差异显著性水平α取０．０５、０．０１。

２　结果与分析

２．１　ＦＢＸＷ７在不同组织中的表达
２．１．１　ＦＢＸＷ７在腹脂组织中的表达　由图 １可
知，不同品系 ＦＢＸＷ７在腹脂组织中的表达量存在
显著差异。其中，Ｓ３系和 Ｆ系在２、５、１０周龄时极
显著低于Ｈ系（Ｐ＜０．０１）；Ｆ系在２、５、１５周龄极显
著高于Ｓ３系（Ｐ＜０．０１），在１５周龄时极显著高于
Ｈ系（Ｐ＜０．０１）。在 Ｓ３系中，ＦＢＸＷ７表达量１５周
龄极显著高于２、５、１０周龄（Ｐ＜０．０１）；在 Ｆ系中，
１５周龄间极显著高于２、５、１０周龄（Ｐ＜０．０１），５周
龄极显著高于２、１０周龄（Ｐ＜０．０１）；在 Ｈ系中，１０
周龄极显著高于２、５、１５周龄（Ｐ＜０．０１），５周龄极
显著高于２、１５周龄（Ｐ＜０．０１）。
２．１．２　ＦＢＸＷ７在肝脏组织中的表达　由图 ２可

知，ＦＢＸＷ７在不同品系肝脏组织中的表达量存在显
著差异。其中，Ｓ３系在０、５、１０周龄极显著低于 Ｈ
系（Ｐ＜０．０１），在 ２周龄时显著低于 Ｆ系（Ｐ＜
００５），在５周龄时极显著低于 Ｆ系（Ｐ＜０．０１）；Ｆ
系在０、１０、１５周龄极显著低于 Ｈ系（Ｐ＜０．０１），在
５周龄时显著低于 Ｈ系（Ｐ＜０．０５），Ｆ系在１５周龄
极显著低于Ｓ３系（Ｐ＜０．０１）。在 Ｓ３系中，１５周龄
表达量最高，且极显著高于其他周龄（Ｐ＜０．０１）；在
Ｆ系中，５周龄表达量最高，且极显著高于其他周龄
（Ｐ＜０．０１）；在Ｈ系中，０周龄表达量最高且极显著高
于其他周龄（Ｐ＜０．０１）。
２．１．３　ＦＢＸＷ７在皮脂组织中的表达　ＦＢＸＷ７在
皮脂组织０、２、５、１０周龄的基因表达量分析结果（图
３）表明，Ｓ３系在 ０周龄极显著低于 Ｈ系（Ｐ＜
００１），在５周龄时显著低于 Ｆ系（Ｐ＜００５）；Ｆ系
在０、２、１０周龄极显著高于其他两系（Ｐ＜０．０１）；Ｈ
系在５周龄时显著低于Ｆ系（Ｐ＜０．０５）。在 Ｓ３系中，
ＦＢＸＷ７在２周龄时极显著低于０、５、１０周龄（Ｐ＜
００１）；在 Ｆ系中 １０周龄极显著高于 ０、２、５周龄
（Ｐ＜０．０１），５周龄极显著高于０、２周龄（Ｐ＜０．０１）；
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在Ｈ系中，０周龄极显著高于２、５、１０周龄（Ｐ＜０．０１），
１０周龄极显著高于２、５周龄（Ｐ＜０．０１）。
２．１．４　ＦＢＸＷ７在腿肌组织中的表达　ＦＢＸＷ７在
腿肌０、２、５、１０、１５周龄的基因表达量分析结果（图
４）表明，Ｓ３系在０、２、５周龄极显著高于 Ｈ系（Ｐ＜
０．０１），同时于０、２、５、１５周龄极显著高于 Ｆ系（Ｐ＜
０．０１）；Ｈ系在１０周龄时极显著高于 Ｓ３系和 Ｆ系
（Ｐ＜０．０１）。在Ｓ３系中，２周龄表达量极显著高于
０周龄（Ｐ＜０．０１），且０、２周龄同时极显著高于５、
１０、１５周龄（Ｐ＜０．０１），５周龄显著高于１０、１５周龄
（Ｐ＜００５）；在 Ｆ系中，０周龄的表达量最高，且极
显著高于其他周龄（Ｐ＜０．０１）；在Ｈ系中，０周龄表
达量极显著高于１５周龄（Ｐ＜０．０１），且０、１５周龄

极显著高于２、５、１０周龄（Ｐ＜０．０１）。
２．１．５　ＦＢＸＷ７在胸肌组织中的表达　由图 ５可
知，ＦＢＸＷ７基因在不同品系肉鸡胸肌中有较大的差
异。其中，Ｓ３系的表达量在２、５、１０、１５周龄极显著
高于Ｈ系和Ｆ系（Ｐ＜０．０１），在０周龄时极显著高
于Ｈ系（Ｐ＜００１）。Ｆ系在０周龄时极显著高于Ｓ３
系和Ｈ系（Ｐ＜０．０１）。在Ｓ３系中，０周龄表达量极
显著高于其他周龄（Ｐ＜０．０１）；在Ｆ系中，０周龄极
显著高于其他周龄（Ｐ＜０．０１）；在Ｈ系中，０周龄的
表达量极显著高于其他周龄（Ｐ＜０．０１）。
２．２　ＦＢＸＷ７在成肌细胞和肌内脂肪细胞中的表达
２．２．１　ＦＢＸＷ７在成肌细胞中的表达　由图 ６可
知，ＦＢＸＷ７在成肌细胞增殖期的表达高于分化期，
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其中增殖期 ５０％表达量最高，且显著高于增殖期
１００％和各分化期（Ｐ＜０．０５），整体呈下降趋势。
２．２．２　ＦＢＸＷ７在肌内脂肪细胞中的表达　由图７
可知，ＦＢＸＷ７在肌内脂肪细胞增殖５０％表达量最
高且极显著高于分化期（Ｐ＜０．０５），并随着分化时
间的延长表达量逐渐降低，分化７ｄ显著低于增殖
期１００％，分化１、３、５ｄ（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

泛素介导的蛋白水解通路具有调控肌肉发育

和脂肪沉积，参与细胞的分化和发育周期，同时参

与蛋白质的合成和降解的作用。Ｂｏｇａｎ发现，泛素
可促进脂肪酸氧化和产热，可以活跃细胞促进肌肉

和脂肪细胞的发育［２１］；Ｄａｖｅ等发现，泛素介导的蛋
白水解对蛋白降解及其合成具有影响，可调控肌肉

萎缩［２２］；Ｐａｓｉａｋｏｓ等发现，泛素介导的蛋白水解上调
会对肌肉和脂肪的质量有负面影响［２３］；Ｒａｓｏｏｌ等发
现，泛素蛋白通路影响肌原纤维蛋白和骨骼肌的肌

肉发育［２４］；Ｃｉｅｃｈａｎｏｖｅｒ等发现，泛素介导的蛋白水
解对细胞分化、发育周期和蛋白降解起重要作

用［２５］。ＦＢＸＷ７是富集在泛素介导的蛋白水解通路
上的基因，结合ＦＢＸＷ７在哺乳动物成肌细胞分化、
肌肉再生、脂肪生成中的功能，推测 ＦＢＸＷ７在鸡的
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肌肉发育和脂肪沉积中发挥作用，研究 ＦＢＸＷ７在
鸡的肌肉组织和脂肪沉积相关组织中的表达，对进

一步鉴定ＦＢＸＷ７的功能具有重要的参考意义。
本研究以Ｆ、Ｈ、Ｓ３系为试验材料，探讨 ＦＢＸＷ７

在不同品系不同组织中的表达变化。结果表明，在

腹脂中，Ｓ３系呈上升趋势，Ｈ系０～１５周龄呈先上
升后降低的趋势，Ｆ系在２～１０周龄先上升后下降，
然后在１０～１５周龄再次上升至最高；在肝脏中，Ｈ
系０周龄的表达量显著高于其他２个品系，Ｈ系鸡
的肝脏部位在早期发育阶段的生长发育速度和代

谢可能较高其他两系。在皮脂组织中，Ｆ系在０、５
周龄表达量较低，但在５～１０周龄时显著增高，且
１０周龄时极显著高于其他两系。在腿肌中，Ｓ３系在
０～２周龄上升，２～１０周龄下降，１５周龄时上升，而
Ｆ系以５周龄为转折点呈先下降后上升趋势变化，Ｈ
系基因在０周龄时表达量最高，后呈下降趋势；在胸
肌中，Ｓ３系在０～１５周龄呈先下降后上升的趋势，
在０周龄时表达量最高，Ｆ系和 Ｈ系０周龄时表达
量最高，随后逐渐下降。随着周龄的增加，其表达

量逐渐降低，提示 ＦＢＸＷ７在早期生长和发育过程
中起重要作用。ＦＢＸＷ７在不同品系不同组织中的
变化，预示 ＦＢＸＷ７在不同品系不同周龄不同组织
间扮演着差异化的角色，这种变化表明 ＦＢＸＷ７参
与了鸡肌肉生长和脂肪积累的动态变化过程，为更

好地分析该基因的功能提供线索。在成肌细胞中，增

殖期５０％表达量最高且极显著高于分化期，说明
ＦＢＸＷ７负调控鸡成肌细胞的分化过程；在肌内脂肪
细胞中，增殖５０％表达量最高且极显著高于分化期，
说明ＦＢＸＷ７可能抑制脂肪细胞在分化期的发育。

４　结论

ＦＢＸＷ７在 ３个肉鸡品系腹脂、肝脏、皮脂、腿
肌、胸肌组织、成肌细胞和肌内脂肪细胞增殖期与

分化期中均呈现出显著的差异性，由此推测 ＦＢＸＷ７
参与了鸡的肌肉发育和脂肪沉积过程，且可将此基

因作为肌肉发育和脂肪沉积的候选基因。
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狗枣猕猴桃 ＡｋＷＲＫＹ６５基因生物信息学
及表达特性分析

王迎新，赵　鹤，刘美艳，邹霈怡，王　颖，李然红
（牡丹江师范学院生命科学与技术学院，黑龙江牡丹江１５７０１１）

　　摘要：狗枣猕猴桃（Ａｃｔｉｎｉｄｉａｋｏｌｏｍｉｋｔａ）是耐寒猕猴桃之一，是良好抗寒育种资源。ＷＲＫＹ转录因子在植物生命活
动和响应非生物胁迫时发挥至关重要的作用，在４℃低温胁迫下在狗枣猕猴桃转录组数据库中筛选到１条表达量显
著上调的ＷＲＫＹ家族成员，经比对后命名为ＡｋＷＲＫＹ６５。ＡｋＷＲＫＹ６５生物信息学及表达特性的研究，有助于了解其结
构与功能，为该基因功能的进一步研究提供参考。利用生物信息学和 ＲＴ－ｑＰＣＲ技术对 ＡｋＷＲＫＹ６５序列及表达模式
进行分析。结果表明，ＡｋＷＲＫＹ６５基因编码２５０个氨基酸，为疏水性不稳定蛋白，亚细胞定位于细胞核中，ＡｋＷＲＫＹ６５
结构域由１个ＷＲＫＹＧＱＫ七肽保守结构域和１个Ｃ２Ｈ２型锌指结构组成，锌指结构为Ｃ—Ｘ５—Ｃ—Ｘ２３—Ｈ—Ｘ１—Ｈ，其

二级结构主要由α螺旋和不规则卷曲构成；系统进化分析结果表明，狗枣猕猴桃与山梨猕猴桃的亲缘关系较近；启动
子顺式作用元件预测结果表明，ＡｋＷＲＫＹ６５启动子区域含有多个激素诱导与逆境响应相关的顺式作用元件；ＡｋＷＲＫＹ６５
在植物组织中的表达量依次为根＞雄花＞雌花＞叶＞果实＞茎；ＡｋＷＲＫＹ６５对不同非生物胁迫均有响应，在低温、水淹
及盐胁迫下，ＡｋＷＲＫＹ６５均呈先升后降的表达模式，在处理２４ｈ时达到峰值，低温、水淹及盐胁迫处理２４ｈ时分别为对照
的１３．４、６．６、７．４倍。ＡｋＷＲＫＹ６５积极响应非生物胁迫，可能在狗枣猕猴桃抗逆过程中发挥重要作用。
　　关键词：狗枣猕猴桃；ＡｋＷＲＫＹ６５；转录因子；生物信息学；表达模式
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｗｘｌｒｈ＠１２６．ｃｏｍ。

　　狗枣猕猴桃（Ａｃｔｉｎｉｄｉａｋｏｌｏｍｉｋｔａ），别名狗枣子、
深山木天蓼，为猕猴桃科（ＡｃｔｉｎｉｄｉａｃｅａｅＥｎｇｌ．＆
Ｇｉｌｇ）猕猴桃属（ＡｃｔｉｎｉｄｉａＬｉｎｄｌ．）多年生大型落叶藤

本植物，具有明显的耐寒特性，常生长于湿润的山

地混交林或杂木林中，主要分布于我国的东北、华

北以及西南和西北地区，美国、日本及朝鲜等地亦

有分布，其浆果内含有丰富的维生素 Ｃ及多种氨基
酸，具有较高的营养价值和经济价值［１－２］。

ＷＲＫＹ是高等植物成员数量较多的转录因子
家族之一，因具有高度保守的ＷＲＫＹ结构域而命名，
ＷＲＫＹ保守结构域的Ｎ端具有保守序列ＷＲＫＹＧＱＫ，
Ｃ端包含锌指基序（ＣＸ７ＣＸ２３ＨＸＣ或 ＣＸ４－５ＣＸ２２－
２３ＨＸＨ），根据锌指基序的结构和ＷＲＫＹ结构域数量
的不同，可将 ＷＲＫＹ转录因子分为 ３组（Ⅰ、Ⅱ和
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