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西藏小型猪 ＩＧＦ⁃１ 基因在不同生长发育阶段和
不同组织器官中的差异表达
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　 　 【摘要】 　 目的　 测定西藏小型猪的 ＩＧＦ⁃１ 基因在不同年龄阶段、不同组织中的表达分布情况，为未来的研究

提供基础数据。 方法　 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术，以 ＧＡＰＤＨ 基因为内参照，检测了 ＩＧＦ⁃１ 基因在西藏小型猪不

同组织和不同生长阶段间的表达变化。 结果 　 （１） ＩＧＦ⁃１ 基因表达的时序性研究表明在 ０、０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１、２ 岁时肌肉

组织的表达量最低，在 ０、０􀆰 ２５、０􀆰 ５ 岁时皮肤组织中表达量最高，在 ０􀆰 １、２、３ 岁时肝组织的表达量最高。 （２） ＩＧＦ⁃１
基因在在 ７ 个不同组织中均有表达，０􀆰 ２５ 岁时其在表达丰度由高到低依次为：皮肤、肺、肝、肾、脾、心脏和肌肉。 且

在皮肤中的表达量最高且极显著高于其他各组织 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 同时在不同年龄阶段的表达中，ＩＧＦ⁃１ 基因 ０􀆰 ２５ 岁

时在各组织中的表达均达到峰值。 结论　 西藏小型猪的 ＩＧＦ⁃１ 基因的表达呈现出明显的时空特异性。
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　 　 胰岛素样生长因子 ｌ （ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃
１，ＩＧＦ⁃１）又名生长介素，是一种多肽生长因子，在神

经系统成熟和正常生长发育过程中发挥重要作

用［１］。 其多效性包括抑制凋亡，维持神经元生长，
调节脑屏障通透性及神经元兴奋性，促进细胞分化，
促神经生成，参与脑血管发生等［２］。 ＩＧＦ⁃１ 是一种
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单链碱性多肽分子，它是由 ７０ 个氨基酸组成，分子

量是 ７６４９。 ＩＧＦ⁃１ 可以由体内多种细胞分泌，常常

通过旁分泌、自分泌和内分泌等多种机制发挥作用，
并且可与 ＩＧＦ⁃１ 受体（ ＩＧＦ⁃１Ｒ）结合［３］。 ２００８ 年窦

全林等［４］建立了快速检测 ＩＧＦ⁃１ 基因表达量的方

法，该方法采用实时荧光定量 ＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 荧
光染料法，选取藏系绵羊皮肤细胞中 ＩＧＦ⁃１ 基因作

为研究对象，对其基因表达水平进行了相对定量分

析。 通过该方法检测出了 ＩＧＦ⁃１ 基因在藏系绵羊皮

肤细胞中的相对表达量。 ２０１１ 年呼正祥等［５］ 为了

探讨 ＩＧＦ⁃Ｉ 基因对于雄性动物睾丸组织发育的影

响，采用 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法研究了 ＩＧＦ⁃Ｉ 基因在

军牧 １ 号白猪不同发育阶段睾丸组织的表达规律。
研究结果显示在不同发育阶段的睾丸组织中 ＩＧＦ⁃Ｉ
均可表达，但是不同发育时期 ＩＧＦ⁃１ 的表达量有显

著差异，６ 月龄时（性成熟阶段） 表达量最高。 ２０１２
年，刘海英等［６］采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术对产绒

期辽宁绒山羊和非产绒期皮肤中 ＩＧＦ⁃１ 基因的表达

进行了测定。 结果发现在辽宁绒山羊皮肤中 ＩＧＦ⁃
１ｍＲＮＡ 的表达量在产绒期均明显高于非产绒期。
２０１３ 年，常明雪等［７］ 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 法检

测 ＩＧＦ⁃１ 基因的发育性变化，并进行品种间比较。
结果发现 ０ ～ ５６ 日龄期间，金定鸭和高邮鸭肝脏

ＩＧＦ⁃１ 基因表达量均呈先升后降的趋势，５６ 日龄时

高邮鸭肝脏 ＩＧＦ⁃１ 基因表达量极显著高于金定鸭、
高邮鸭和金定鸭肝脏。

实时荧光定量 ＰＣＲ 是在普通 ＰＣＲ 定性技术基

础上发展起来的核酸定量技术。 它可以利用荧光信

号的变化实时检测 ＰＣＲ 扩增反应中每一个循环扩

增产物量的变化，通过 Ｃｔ 值和标准曲线的分析对起

始模板进行定量分析［８］。 本实验是通过实时的荧

光定量 ＰＣＲ 技术，对西藏小型猪 ０ 岁（１ 日龄）、０􀆰 １
岁（３６ 日龄）、０􀆰 ２５ 岁 （９０ 日龄）、０􀆰 ５ 岁 （１８０ 日

龄）、１ 岁（３６０ 日龄）、２ 岁（７２０ 日龄）、３ 岁（１０８０ 日

龄）不同组织的 ＩＧＦ⁃１ 基因进行表达测定分析，从而

明确 ＩＧＦ⁃１ 基因在西藏小型猪随着年龄增长在不同

部位的表达趋势。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选取 ０ 岁（１ 日龄）、０􀆰 １ 岁（３６ 日龄）、０􀆰 ２５ 岁

（９０ 日龄）、０􀆰 ５ 岁（１８０ 日龄）、１ 岁（３６０ 日龄）、２ 岁

（７２０ 日龄）、３ 岁（１０８０ 日龄）的西藏小型猪各 ３ 只．
均购于南方医科大学实验动物中心 【 ＳＣＸＫ（粤）
２０１１ － ００１５】。 常规屠宰后，立即取其心脏、肝、脾、
肺、肾、肌肉、皮肤组织，立即放入去除 ＲＮＡ 酶的

１􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中，迅速投入液氮中备用。 组织取自

南方医科大学实验动物中心西藏小型猪 【 ＳＹＸＫ
（粤）２０１１ － ００７４】。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂和仪器

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｋｉｔ、 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｄｉｍｅｒ⁃
Ｅｒａｓｅｒ （Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）购自 Ｔａｋａｒａ 公司。 无水

乙醇、三氯甲烷、异丙醇，购自广东省化学试剂工程

技术研究开发中心。 引物由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 广州分公司

合成。 ＤＥＰＣ 处理水：１０００ ｍＬ ｄｄＨ２Ｏ 中加入 ０􀆰 １
ｍＬ ＤＥＰＣ，于 ３７℃ 过夜温育后高压灭菌。 ＴＲＩＺＯＬ
ｒｅａｇｅｎｔ，购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。 水平电泳仪（美国伯

乐），凝胶成像系统（杭州朗基科学仪器有限公司），
高温烤箱（上海一恒科学仪器有限公司），荧光定量

ＰＣＲ 仪（美国伯乐），紫外分光光度计（美国热电），
恒温水浴锅（上海一恒科学仪器有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＲＮＡ 的提取及质量测定

采用酚⁃氯仿一步法提取提取各组织中的

ＲＮＡ，紫外分光光度计测定浓度。
１􀆰 ２􀆰 ２　 反转录

使用 Ｔａｋａｒａ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ ＤｉｍｅｒＥｒａｓｅｒ （Ｐｅｒｆｅｃｔ
Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）试剂盒进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应。 反应体系为

２０ μＬ：包括 ５ × ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ１ １ μＬ，Ｏｌｉｇｏ Ｄｔ Ｐｒｉｍｅｒ（５０ μｍｏｌ ／ Ｌ）１
μＬ，Ｒａｎｄｏｍ ６ ｍｅｒｓ（１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）１ μＬ，Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ １
μｇ，加 ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ 到 ２０ μＬ。 反应液配制在冰

上进行。 反转录反应条件为：３７℃ １５ ｍｉｎ（反转录

反应），８５℃ ５ ｓ（反转录酶的失活反应）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 引物设计及 ＰＣＲ 扩增条件

根 据 ＧｅｎＢａｎｋ 上 猪 的 ＩＧＦ⁃１ 基 因 （ ＮＭ ＿
２１４２５６􀆰 １）、ＧＡＰＤＨ 基因（ＡＦ０１７０７９）设计引物，以样

品的 ｃＤＮＡ 第一链为模版，扩增 ＩＧＦ⁃１ 基因（Ｆ： ５’⁃
ＡＡＧＧＣＴＣＡＧＡＡＧＧＡＡＧＴＡ⁃３’； Ｒ：５’⁃ＣＡＧＴＧＧＣＡＴ⁃
ＧＴＣＡＴＴＣＴＴ⁃３’），以 ＧＡＰＤＨ（Ｆ： ５’⁃ＴＴＧＧＣＴＡＣＡＧ⁃
ＣＡＡＣＡＧＧＧ⁃３’；Ｒ：５’⁃ＣＴＧＧＧＡＴＧＧＡＡＡＣＴＧＧＡＡＧＴ⁃
３’）作为内参。 于冰上避光加样操作，混匀，瞬时离心

进行 ＰＣＲ 扩增。 荧光定量 ＰＣＲ 反应步骤见表 １。

９２６



中国实验动物学报 ２０１６ 年 １２ 月第 ２４ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１６，Ｖｏｌ． ２４􀆰 Ｎｏ． ６

表 １　 西藏小型猪 ＩＧＦ⁃１ 基因荧光定量 ＰＣＲ 反应步骤

Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｔｉｂｅｔ ｍｉｎｉ⁃ｐｉｇｓ ＩＧＦ⁃１ｇｅｎｅ
反应步骤

Ｃｙｃｌｉｎｇ Ｓｔｅｐｓ
温度 ／ ℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
时间 ／ ｓ
Ｔｉｍｅ

循环次数
Ｃｙｃｌｅｓ

激活 Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ９５ ３０ １
变性 Ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ ９５ １ ～ ５

退火 ／ 延伸 Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ／ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ５５ ～ ６０ １ ～ ５ ３０ ～ ４０

溶解 Ｍｅｌｔ ｃｕｒｖｅ ６５ ～ ９５（ｉｎ ０􀆰 ５ ｉｎｃ． ） ２ ～ ５ ｓｅｃ ／ ｓｔｅｐ １

１􀆰 ３　 荧光定量数据处理及统计学分析

分别在不同的时间点选择样本，每个样本 ３ 个

复孔。 利用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 统计学软件对数据进行重复

测量数据的方差分析。

图 ２　 西藏小型猪 ＩＧＦ⁃１ 基因片段实时定量扩增曲线和融解曲线

Ｆｉｇ． ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ｔｉｂｅｔ ｍｉｎｉ⁃ｐｉｇ ＩＧＦ⁃１ ｇｅｎｅ

２　 结果

２􀆰 １　 组织样品中总 ＲＮＡ 的提取

采用琼脂糖凝胶电泳分析鉴定所取各样本，图
１ 结果显示 １８Ｓ 和 ２８Ｓ 条带清晰，可见 ＲＮＡ 具有较

好的完整性。
２􀆰 ２　 西藏小型猪 ＩＧＦ⁃１ 基因的实时荧光定量 ＰＣＲ
检测分析

ＩＧＦ⁃１ 和ＧＡＰＤＨ 基因的扩增曲线及融解曲线如图

２。 扩增曲线标准，基线期、对数期和平台期三阶段分

期明显，融解曲线均在一条直线上，图形为平滑的单峰

曲线，且 Ｔｍ 温度附近无杂峰，表明引物特异性较好。

图 １　 ＲＮＡ 电泳图

Ｆｉｇ． １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ

２􀆰 ３　 ＩＧＦ⁃１ 基因在不同脏器及不同年龄阶段的组

织表达分析

以 ＧＡＰＤＨ 为内参，根据组织内基因扩增的域值

０３６
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循环数（Ｃｔ 值），计算三种基因的 ｍＲＮＡ 相对表达水

平。 从表 ２ 中可以看出：在不同脏器的表达中，ＩＧＦ⁃１
基因在 ０、０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１、２ 岁时肌肉组织的表达量最

低，在 ０、０􀆰 ２５、０􀆰 ５ 岁时皮肤组织中表达量最高，在
０􀆰 １、２、３ 岁时肝脏组织的表达量最高。 从表 ３ 中可以

看出，在不同年龄阶段的表达中，ＩＧＦ⁃１ 基因在 ０􀆰 ２５ 岁

时达到峰值。 所以西藏小型猪的生长相关基因的表达

呈现出明显的时空特异性。 经统计学分析发现西藏小

型猪 ＩＧＦ⁃１ 基因在不同脏器中的表达差异有显著性（Ｐ
＜０􀆰 ０５），在不同年龄阶段差异均有显著性（Ｐ ＜０􀆰 ０５）。

表 ２　 西藏小型猪胰岛素样生长因⁃１ 子在不同脏器中的 ｍＲＮＡ 相对表达（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ⁃１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｉｂｅｔ ｍｉｎｉ⁃ｐｉｇｓ

脏器 Ｏｒｇａｎｓ
年龄（岁）Ａｇｅ （ｙｅａｒｓ）

０ ０􀆰 １ ０􀆰 ２５ ０􀆰 ５ １ ２ ３
心脏 Ｈｅａｒｔ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０． ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００
肝 Ｌｉｖｅｒ １􀆰 ５１ ± ０􀆰 ３７ １７􀆰 ２６ ± ２􀆰 １９ ６􀆰 ６８ ± ２􀆰 ４９ １０􀆰 ９４ ± １􀆰 ２４ ２􀆰 ４４ ± ０􀆰 ３３ ４１􀆰 ５０ ± １０． ００ ３０􀆰 １３ ± ６􀆰 ５３
脾 Ｓｐｌｅｅｎ １􀆰 ４２ ± ０􀆰 ３８ ０􀆰 ４１ ± ０􀆰 １４ ５􀆰 ３８ ± ０􀆰 ７６ １􀆰 ９３ ± ０􀆰 ３０ ０􀆰 ７４ ± ０􀆰 ２０ ２􀆰 ４１ ± ０． １５ ４􀆰 １５ ± ０􀆰 ６５
肺 Ｌｕｎｇ ０􀆰 ８２ ± ０􀆰 ０５ ０􀆰 ３６ ± ０􀆰 １７ ２６􀆰 ４４ ± ３􀆰 ４５ １２􀆰 ７１ ± １􀆰 ７９ ６􀆰 １０ ± ０􀆰 ９９ ４􀆰 ３８ ± ０． ６４ ９􀆰 ０１ ± ５􀆰 ４５
肾 Ｋｉｄｎｅｙ １􀆰 ４０ ± ０􀆰 ３９ ０􀆰 １８ ± ０􀆰 ０５ ５􀆰 ４８ ± ０􀆰 ７１ １􀆰 ０２ ± ０􀆰 １７ ０􀆰 ７９ ± ０􀆰 ３２ ２􀆰 ４５ ± ０． ５３ １􀆰 ６７ ± ０􀆰 ２４

肌肉 Ｍｕｓｃｌｅ ０􀆰 ２１ ± ０􀆰 １３ ０􀆰 ５７ ± ０􀆰 ２５ ０􀆰 １９ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 １６ ± ０􀆰 １０ ０􀆰 １３ ± ０􀆰 １１ ０􀆰 １７ ± ０． ０７ ５􀆰 ４４ ± １􀆰 ２２
皮肤 Ｓｋｉｎ ３􀆰 ９９ ± ０􀆰 ９５ ０􀆰 ９５ ± ０􀆰 ２７ ７６􀆰 ６３ ± ３􀆰 ９９ ２４􀆰 ４３ ± ７􀆰 ７１ ２􀆰 ３８ ± ０􀆰 ２９ １９􀆰 ４３ ± ３． ３５ ０􀆰 ４１ ± ０􀆰 ３８

表 ３　 西藏小型猪胰岛素样生长因⁃１ 子在不同年龄阶段中的 ｍＲＮＡ 相对表达（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ⁃１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｏｒｇａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｉｂｅｔ ｍｉｎｉ⁃ｐｉｇｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ

脏器 Ｏｒｇａｎｓ
年龄（岁）Ａｇｅ （ｙｅａｒｓ）

０ ０􀆰 １ ０􀆰 ２５ ０􀆰 ５ １ ２ ３
心脏 Ｈｅａｒｔ １􀆰 ００ ± ０． ００ ８􀆰 ８２ ± ０． ４２ ９３􀆰 ６２ ± ３． ９１ １􀆰 ９２ ± ０． ６２ １􀆰 ３８ ± ０． ３３ １􀆰 ５８ ± ０． １１ ０􀆰 ２６ ± ０． ０９
肝 Ｌｉｖｅｒ １􀆰 ００ ± ０． ００ １５３􀆰 ８２ ± １２． ６５ １２３９􀆰 ３５ ± ６１． ９６ ２７􀆰 ２３ ± ２． ００ ４􀆰 ０９ ± ０． ３８ １３􀆰 ３０ ± ０． ９０ ７􀆰 ６５ ± ０． ７２
脾 Ｓｐｌｅｅｎ １􀆰 ００ ± ０． ００ ３􀆰 ３９ ± ０． ０６ ２３６􀆰 ６８ ± ２４． １５ ２􀆰 ４４ ± ０． ４１ ０􀆰 ７３ ± ０． １９ ０􀆰 ７４ ± ０． １３ ０􀆰 ８１ ± ０． １０
肺 Ｌｕｎｇ １􀆰 ００ ± ０． ００ ４􀆰 ４２ ± ０． ８６ １２９４􀆰 ４２ ± ２２２． ６９ ２８􀆰 ５０ ± １． １８ １５􀆰 １３ ± １． ４０ ２􀆰 ９７ ± ０． ０９ ３􀆰 ５９ ± ０． ４０
肾 Ｋｉｄｎｅｙ １􀆰 ００ ± ０． ００ ３􀆰 ７３ ± ０． ７９ ２５７８􀆰 ０３ ± ２０９． ９１ ２􀆰 ６３ ± ０． ６５ １􀆰 ７５ ± ０． ５５ ２􀆰 ７４ ± ０． ２８ ０􀆰 ２４ ± ０． ０９

肌肉 Ｍｕｓｃｌｅ １􀆰 ００ ± ０． ００ １８􀆰 ３６ ± ０． ８５ １２１􀆰 ２０ ± ６． ００ ２􀆰 ０４ ± ０． １２ １􀆰 ２２ ± ０． ４９ ０􀆰 ３７ ± ０． ０６ ０􀆰 ３２ ± ０． ０２
皮肤 Ｓｋｉｎ １􀆰 ００ ± ０． ００ ２􀆰 ２７ ± ０． １６ １２２０􀆰 ２５ ± ５９． ３９ １１􀆰 ５０ ± １． ３９ ０􀆰 ９１ ± ０． １５ ０􀆰 ３７ ± ０． ０８ ０􀆰 ６９ ± ０． １１

３　 讨论

本研究通过实时荧光定量 ＰＣＲ 测定了西藏小
型猪的 ＩＧＦ⁃１ 基因在不同年龄阶段不同组织中的表
达分布情况。 ＩＧＦ⁃１ 基因在动物体内的表达受到了
各种因素的影响，包括生长发育的阶段，体内多种激
素的调控等。 邓景致在 ２０１２ 年利用了实时荧光定
量的方法，对 ６ 月龄版纳猪的 ＩＧＦ⁃１ 基因在肝组织、
肌肉组织中的表达情况进行了研究，发现 ＩＧＦ⁃１ 基
因在肝组织中的表达要高于肌肉组织中的表达。 我
们的研究发现：（１） ＩＧＦ⁃１ 基因表达的时序性在 ０、
０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１、２ 岁时肌肉组织的表达量最低，在
０、０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５ 岁时皮肤组织中表达 量 最 高，在
０􀆰 １、２、３ 岁时肝组织的表达量最高。 （２ ） ＩＧＦ⁃１
基因在在 ７ 个不同组织中均有表达，０􀆰 ２５ 岁时其
在表达丰度由高到低依次为：皮肤、肺、肝、肾、
脾、心脏和肌肉。 且在皮肤中的表达量最高且极
显著高于其他各组织 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ） 。 同时在不同
年龄阶段的表达中，ＩＧＦ⁃１ 基因 ０􀆰 ２５ 岁时在各组
织中的表达均达到峰值。 综上所述，西藏小型猪
的 ＩＧＦ⁃１ 基因的表达呈现出明显的时空特异性，
可以为未来的研究提供基础数据。
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