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摘要：为了进一步了解寒冷环境下民猪抗寒的分子机制，本试验采用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法检测寒冷环境下

ＰＤＫ４ｍＲＮＡ在民猪背最长肌中的表达变化情况。结果表明：寒冷环境下３６ｈ和２１ｄ民猪背最长肌中

ＰＤＫ４ｍＲＮＡ表达量均显著高于常温组。
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　　民猪是长期在东北寒冷环境条件下形成的一

个古老的地方品种，具有体质强健、抗寒能力强、

脂肪沉积能力强、产仔多和肉质好等优点，适合于

北方放牧和粗放管理模式。在－２８℃严寒的冬

季条件下，民猪可在室外可长时间逗留而不表现

颤抖和鸣叫。只要有简易的保温措施，母猪在

－２０℃的寒冷环境下，就可以保证正常生产和繁

殖。与其他地方猪种相比，民猪超强的抗寒能力

为进行畜禽的抗寒试验提供良好的素材。丙酮酸

脱氢酶激酶４（ｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｋｉｎａｓｅ４，

ＰＤＫ４）是丙酮酸脱氢酶激酶４个亚型中的一种，

是腺苷三磷酸酶（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＴ

Ｐａｓｅ）家族成员之一。犘犇犓４基因通过磷酸化丙

酮酸 脱 氢 酶 复 合 体 （ｐｕｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

ｃｏｍｐｌｅｘ，ＰＤＣ）抑制丙酮酸脱羧转变成乙酰辅酶

Ａ，从而在三羧酸循环、脂肪代谢、糖酵解、ＡＴＰ

的形成等生理过程中发挥核心作用［１３］。犘犇犓４

主要在骨骼肌和心肌中表达，犘犇犓４能够调节糖

酵解过程中的限速酶，故在骨骼肌的能量代谢中

起到重要作用［４］。寒冷环境下骨骼肌对能量需求

发生变化，推断犘犇犓４基因调节骨骼肌的能量代

谢，从而改变机体的抗寒能力。本文通过定量分

析寒冷环境下民猪犘犇犓４基因的表达变化情况，

明确寒冷诱导犘犇犓４合成的机制，为进一步揭示

其生物学功能提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料

供试民猪体重９５ｋｇ左右，共１８头，选自黑

龙江省农业科学院畜牧研究所民猪养殖基地，Ｔｒｉ

ＰｕｒｅＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ（１１６６７１６５００１）ＲＮＡ

提取试剂盒购自 Ｒｏｃｈｅ公司，ＥａｓｙＳｃｒｉｐｔＯｎｅ

ＳｔｅｐｇＤＮＡＲｅｍｏｖａｌ和ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｎｐｅｒ

Ｍｉｘ（ＡＥ３１１０２反转录试剂盒购自ＴＲＡＮＳＧＥＮ

ＢＩＯＴＥＣＨ公司，ＵｌｔｒａＳＹＢＲＭｉｘｔｕｒｅ（ＣＷ０９５７Ｍ）荧

光定量试剂盒购自ＣＷＢＩＯ公司。

１．２　方法

１．２．１　试验设计　供试民猪按照饲养温度和时

间分为３组，每组６头，常温组（舍内１５～２５℃）、

低温３６ｈ组和低温２１ｄ组（冬季舍外半敞式大

棚内－２５～－１５℃）。试验结束后屠宰猪只，立

即在第１３肋和第１４肋间的背最长肌处采取１ｇ

左右肌肉样品，放入冻存管中用液氮保存。试验

样品于２０１４年１２月２０１５年１月保存于液氮中。

１．２．２　总ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ合成　按照Ｔｒｉ

ＰｕｒｅＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ试剂盒说明提取肌

肉样品的总ＲＮＡ，提取总ＲＮＡ的完整性鉴定方

法为琼脂糖凝胶电泳，总ＲＮＡ浓度测定的方法

为分光光度计测定ＯＤ值，通过公式计算并调整

总ＲＮＡ 浓度为１μｇ·μＬ
１，储存于－８０ ℃冰

箱待用。

ｃＤＮＡ合成严格按照ＥａｓｙＳｃｒｉｐｔＯｎｅＳｔｅｐｇ

ＤＮＡＲｅｍｏｖａｌ和ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｎｐｅｒＭｉｘ试

剂盒的要求进行。６μＬＲＮＡ加１μＬＯｌｉｇｏｄＴ

１６
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Ｐｒｉｍｅｒ、４μＬＲａｎｄｏｍＰｒｉｍｅｒ、４μＬ５×Ｐｒｉｍｅ

ＳｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ、１μＬＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘⅠ、

４μＬＲｎａｓｅｆｒｅｅＨ２Ｏ，总体积２０μＬ。反应步骤

为３７℃１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ，－２０℃保存备用。

１．２．３　荧光定量引物的设计和合成　根据ＮＣ

ＢＩ上提交的猪犘犇犓４序列设计荧光定量引物，

以犌犃犘犇犎 为内参，引物序列及扩增片段长度详

见表１。

表１　犘犇犓４和犌犃犘犇犎的引物序列

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犘犇犓４犪狀犱犌犃犘犇犎

基因

Ｇｅｎｅ

登录号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增长度

Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

犘犇犓４ ＮＭ＿００１１５９３０６．１ Ｆ：５′ＧＡＧＣＴＧＴＴＣＴＣＣＣＧＣＴＡＣＡＧ３′ １２０

Ｒ：５′ＡＧＴＴＣＴＣＴＣＡＣＡＧＧＣＡＴＴＴＴＣＴＧ３′

犌犃犘犇犎 ＸＭ＿００３１２６５３４．１ Ｆ：５′ＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＧＡＡＣＧ３′ ２４５

Ｒ：５′ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧ３′

１．２．４　荧光定量ＰＣＲ测定　荧光定量ＰＣＲ反

应体系：２×ＵｌｔｒａＳＹＢＲＭｉｘｔｕｒｅ１０μＬ，上下游

引物各０．５μＬ，ｃＤＮＡ 产物０．５μＬ，去离子水

８．５μＬ，总体积２０μＬ。荧光定量反应在 Ｒｏｃｈｅ

ＬｉｇｈｔＣｙｌｃｅｒ４８０Ⅱ 仪器上进行，反应程序为：

９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，

４０个循环；每个样品３次重复。以犌犃犘犇犎 基因

进行校正，目的基因的相对表达量采用２ΔΔＣｔ的方

法来计算。

１．２．５　数据分析　试验数据的计算是应用ＳＰＳＳ

ｖ１７．０软件的ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ或ＴＴｅｓｔ进行

数据统计和分析。

２　结果与分析
２．１　民猪背最长肌总ＲＮＡ鉴定

利用高纯度 ＴｒｉＰｕｒｅＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＲｅａ

ｇｅｎｔ试剂盒提取的总 ＲＮＡ，分别在 ２６０ 和

２８０ｎｍ处测定其吸光度值，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０在１．８～

２．０，甲醛变性凝胶电泳检测各总ＲＮＡ样本均得

到了清晰、致密的２８Ｓ和１８Ｓ条带（图１），说明所

提取的ＲＮＡ无降解，无ＤＮＡ污染，完整性较好，

纯度较好。

２．２　民猪犘犇犓４基因在寒冷环境下的表达变化

以相对表达水平的差异倍数为纵坐标，将常

温组民猪ＰＤＫ４ｍＲＮＡ表达量设定为１，测得寒

冷环境下３６ｈ和２１ｄ民猪ＰＤＫ４ｍＲＮＡ表达

量（图２）。结果显示在寒冷环境下３６ｈ和２１ｄ

民猪 ＰＤＫ４ｍＲＮＡ 表达量均显著升高，说明

ＰＤＫ４ｍＲＮＡ表达受到寒冷环境的诱导而增加，

据此推测在民猪的抗寒机制中犘犇犓４基因可能

具有一定的作用。

图１　总ＲＮＡ甲醛变性凝胶电泳图

Ｆｉｇ．１　Ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ｏｆｔｏｔａｌＲＮＡ

 表示差异显著性水平（犘＜０．０５）。

ｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）．

图２　寒冷环境下民猪犘犇犓４的表达变化

Ｆｉｇ．２　犘犇犓４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｕｎｄｅｒｃｏｌｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

３　讨论
在哺乳动物中发现ＰＤＫ有４种同工酶，分别

是ＰＤＫ１、ＰＤＫ２、ＰＤＫ３和ＰＤＫ４
［５６］。４种同工

酶在各组织器官中的表达有所不同，ＰＤＫ１在心

脏和胰岛中有表达，ＰＤＫ２在心脏、肝脏和肾脏中

高表达，ＰＤＫ３在睾丸、肾脏和脑中有表达，ＰＤＫ４

在骨骼肌、心脏、肝脏和肾脏中高表达［７８］。Ｌａｎ

２６
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等［９］在研究梅山猪犘犇犓４基因组织表达谱时发

现，犘犇犓４基因在骨骼肌表达量高于其它组织器

官。ＰＤＫ是催化ＰＤＣ磷酸化过程的一个高度特

异性的催化酶，通过磷酸化ＰＤＣ抑制其活性，从

而调节哺乳动物体内的碳水化合物代谢平

衡［１０１１］。犘犇犓４基因对骨骼肌中ＰＤＣ的抑制作

用最强［１２］。Ｒｏｗｌｅｓ等
［５］研究发现在运动过程

中、糖尿病病人体内和饥饿状况下，犘犇犓４基因

的活性在机体的大部分组织中会显著升高，特别

是在心脏和骨骼肌中其表达量高于其它组织器

官。运动过程中机体能量需求发生改变，其能量

代谢途径也做出相适应的改变，研究发现在短时

间的单腿运动后，在人的骨骼肌中犘犇犓４基因的

表达量显著升高，犘犇犓４通过磷酸化ＰＤＣ的Ｅｌａ

亚基 限制 ＰＤＣ 的酶活性，以调节葡萄糖代

谢［１３１４］，这说明犘犇犓４基因的表达对骨骼肌的能

量代谢起到重要作用。寒冷环境下民猪背最长肌

中ＰＤＫ４表达水平显著升高，ＰＤＫ４是否能够调

节寒冷环境下骨骼肌的能量代谢及调控途径还有

待进一步的研究。

４　结论
本试验结果表明寒冷环境下民猪背最长肌中

犘犇犓４表达水平显著升高（犘＜０．０５），为进一步

研究犘犇犓４在民猪抗寒机制中的作用奠定基础。
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