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不同H-FABP基因型滇南小耳猪脂类合成代谢

相关基因表达水平研究
李志娟  高士争  潘洪彬  黄  英  杨明华  赵素梅*

(云南农业大学, 云南省动物营养与饲料重点实验室, 昆明 650201)

摘要      肌内脂肪(intramuscular fat, IMF)是影响肉品质的重要因素, 其实质是肌内脂肪细胞中

的甘油三酯, 而肌内脂肪细胞中的甘油三酯含量与脂肪代谢密切相关。该研究采用实时荧光定量

PCR方法, 检测不同H-FABP基因型滇南小耳猪肌内脂肪细胞中脂类合成代谢相关基因的表达, 关联

分析肌内脂肪细胞中脂类合成代谢基因的表达水平与甘油三酯含量的关系。研究结果表明: 滇南小

耳猪在HaeIII-RFLP、MspI-RFLP位点均无多态性, 分别表现为DD、AA基因型; 在HinfI-RFLP位点

具有多态性, 分别为HH、Hh、hh三种基因型。不同H-FABP基因型滇南小耳猪肌内脂肪细胞中甘油

三酯的含量为: HH>Hh>hh。HH基因型的脂类合成代谢相关基因(H-FABP、A-FABP、SCD、ACC、
FAS、DGAT-1) mRNA表达水平显著高于Hh、hh基因型(P<0.05)。肌内脂肪细胞中H-FABP、A-FABP、
ACC、SCD、FAS、DGAT-1基因的mRNA表达水平与甘油三酯含量呈显著正相关(P<0.01)。总之, HH
基因型滇南小耳猪肌内脂肪含量高可能是HH基因型脂类代谢相关基因的高表达水平引起的。肌内

脂肪细胞脂类合成代谢相关基因mRNA表达水平与肌内脂肪细胞中甘油三酯含量呈显著正相关。
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Expression of Lipogenic Genes in Diannan Small-ear Pigs 
with Different H-FABP Genotypes

Li Zhijuan, Gao Shizheng, Pan Hongbin, Huang Ying, Yang Minghua, Zhao Sumei*
(Yunnan Key Laboratory of Animal Nutrition and Feed Science, Yunnan Agricultural University, Kunming 650201, China)

Abstract        The intramuscular fat (IMF) is the main factor affecting meat quality traits. In fact, intramuscular 
fat is triglycerol (TG) depositing in intramuscular adipocytes. The contents of TG were decided by the lipid me-
tabolism. This study analyzed the expression levels of lipid synthesis metabolism related genes in Diannan small-
ear pigs with different H-FABP genotypes using Real-time PCR, and measured the correlation between the content 
of TG and the expression levels of genes. The results showed that Diannan small-ear pigs had no polymorphism 
at HaeIII-RFLP, MspI-RFLP location, and displayed genotypes of DD, AA, respectively. Diannan small-ear pigs 
had polymorphism at HinfI-RFLP location, and displayed genotypes of HH, Hh, hh. The contents of TG in Dian-
nan small-ear pigs with different H-FABP genotypes were HH>Hh>hh. The mRNA expression levels of lipogenic 
genes, including H-FABP, A-FABP, SCD, ACC, FAS and DGAT-1 were significantly higher in HinfI PCR-RFLP HH 
genotypes than in other genotypes (P<0.05). The mRNA expression levels of H-FABP, A-FABP, SCD, FAS, ACC 
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肌内脂肪(intramuscular fat, IMF)含量影响着肉

质的嫩度、多汁性及风味[1-3]。肌内脂肪细胞中甘油

三酯是肌内脂肪的重要组成成分。肌内脂肪细胞中

甘油三酯含量取决于甘油三酯的合成与分解代谢间

的动态平衡[4-5]。脂类代谢是通过一系列的酶促反

应完成的。在脂类合成过程中, 乙酰辅酶A羧化酶

(acetyl CoA carboxylase, ACC)、脂肪酸合成酶(fatty 
acid synthase, FAS)是脂肪酸从头合成过程的限速

酶。ACC、FAS、硬脂酰CoA去饱和酶(stearoyl-CoA 
desaturase, SCD)等直接参与了调控脂肪酸及甘油三

酯合成代谢相关酶基因的表达。二酰基甘油酰基转

移酶(diacylglycerol acyltransferase, DGAT)是脂肪细

胞中控制甘油三酯合成的核心酶, 它在细胞脂类代

谢中起着重要的作用。

心型脂肪酸结合蛋白(heart fatty acids binding 
protein, H-FABP)属于脂肪酸结合蛋白家族成员, 位
于猪6号染色体, 是分子量为15 kDa的蛋白质, 主要

在心肌、骨骼肌和乳腺等组织表达, 参与细胞内脂

肪酸的运输, 可将脂肪酸从细胞膜上运到脂肪酸氧

化或甘油三酯及磷脂的合成位置, 从而影响着肌内

脂肪的沉积[6-7], 被认为是肌内脂肪的候选基因之

一。研究发现, H-FABP基因在HinfI-RFLPs、HaeIII-
RFLPs、MspI-RFLPs位点具有不同的基因型[8], 且本

课题组的前期研究表明, 不同H-FABP基因型乌金猪

肌肉组织中脂类代谢相关基因调控着肌内脂肪的沉

积[9]。而肌内脂肪主要存在于肌内脂肪细胞中, 因此, 
有必要针对肌内脂肪细胞, 探讨不同H-FABP基因型

肌内脂肪沉积的分子机制。

滇南小耳猪是云南优良地方猪种, 具有肌内脂

肪含量高、肉质鲜美等性状。本研究以滇南小耳猪

为研究对象, 首先分析滇南小耳猪H-FABP基因型。

在此基础上, 比较不同H-FABP基因型滇南小耳猪肌

内脂肪细胞中脂类合成代谢相关基因的mRNA表达

水平, 并分析肌内脂肪细胞中脂类合成代谢相关基

因的mRNA表达水平与肌内脂肪细胞中甘油三酯含

量的相关性。该研究为H-FABP基因作为猪肌内脂

肪沉积的侯选基因用于分子育种提供了理论依据。

1   材料与方法
1.1   提取DNA及H-FABP基因的扩增及多态性分析

选取体重60 kg左右的云南省地方品种滇南小

耳猪商品猪100头, 自由采食, 自由饮水。用抗凝管

从猪的前腔静脉采血15 mL, –20 °C保存。用全血

DNA提取试剂盒(爱思进生物技术有限公司)提取

血中的全基因组DNA。获得全基因组DNA, 利用

Gerbens等[8]的PCR-RFLPs分析方法对滇南小耳猪的

H-FABP基因进行PCR-RFLPs分析。

1.2   肌肉采样和肌内脂肪细胞的分离

选择每个基因型中的30头滇南小耳猪, 屠宰, 取
背最长肌肌肉组织样, 放入含有PBS和双抗的50 mL
离心管中。利用酶消化法(胶原酶II)分离肌内脂肪细

胞[5], 一部分肌内脂肪细胞–80 °C保存, 用于RNA提

取; 另一部分肌内脂肪细胞用于甘油三酯含量测定。

1.3   RNA的提取及反转录

用TRIzol(天根生化科技有限公司)法提取上述细

胞中的总RNA, 提取的总RNA通过琼脂糖凝胶电泳检

测其完整性, 并测定其浓度。根据所测的浓度, 取2 μg
总RNA进行反转录, 反转录后的cDNA于–20 °C保存, 
用于实时定量PCR。
1.4   实时定量PCR

所有基因的引物使用Primer 5软件设计, 目的基

因和内标基因(18S rRNA)的引物序列根据GenBank
上猪的基因序列设计, 引物登陆号及引物序列见表

1。实时定量反应体系为20 μL: 模板cDNA 1 μL、上

下引物各0.4 μL、SYBR Green I 10 μL、DEPC处理

水8.2 μL。反应条件为: 95 °C预变性30 s; 95 °C变
性5 s, 退火30 s, 72 °C延伸30 s, 共40个循环。FAS、
ACC退火温度为56 °C; H-FABP、A-FABP、DGAT-1
退火温度为60 °C; SCD退火温度为67 °C。
1.5   肌内脂肪细胞甘油三酯含量的测定

按照试剂盒说明书(北京北化康泰临床试剂有

限公司), 检测肌内脂肪细胞内甘油三酯含量。并按

and DGAT-1 genes and the content of TG in intramuscular adipocytes had significant positive correlation (P<0.01). 
In conclusion, the H-FABP genotypes affected the intramuscular fat content in Diannan small-ear pigs. The mRNA 
expression levels of lipogenic genes in intramuscular adipocytes and the content of TG in intramuscular adipocytes 
had significantly positive correlation. 

Key  words        H-FABP genotype; intramuscular adipocytes; fat synthesis metabolism; gene expression; TG
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照标准曲线公式计算甘油三脂的含量。

1.6   统计分析

用Excel2010对数据进行统计分析, 对不同H-
FABP基因型滇南小耳猪脂类合成代谢相关基因表

达进行差异比较。用SPSS软件对基因表达水平与

肌内脂肪细胞中甘油三酯含量进行双变量分析。

2   结果
2.1   H-FABP基因型分析

分析100头滇南小耳猪的PCR-RFLPs-H-FABP
基因型, 结果显示HaeIII-RFLP、MspI-RFLP均无多

态性, 分别表现为DD、AA基因型; HinfI-RFLP位点

有多态性, 分别为HH、Hh、hh三种基因型(图1)。
2.2   肌内脂肪细胞RNA的提取

取3 μL提取的总RNA, 观察RNA条带, 用1%琼

脂糖凝胶电泳检测(图2)。三条条带清晰可见, 经
检测D260/D280值为1.8~2.0, 总RNA浓度较高, 达到

8.7~13.6 μg/μL, 符合实验要求。

2.3   肌内脂肪细胞中甘油三酯含量

不同H-FABP基因型肌内脂肪细胞中甘油三酯

的含量见表2。结果显示, HH基因型的肌内脂肪细

胞中甘油三酯含量显著高于Hh、hh基因型(P<0.05)。
不同基因型对肌内脂肪细胞中甘油三酯含量的影响

为: HH>Hh>hh。
2.4   不同H-FABP基因型脂类合成代谢相关基因

mRNA的表达水平

结果表明不同H-FABP基因型脂类合成代谢相关

基 因(H-FABP、A-FABP、SCD、FAS、ACC、DGAT-1)

表1  PCR引物参数

Table 1  Parameters of primer pairs used for PCR
目的基因

Target gene
引物序列

Primer sequences
引物位置(bp)
Primer location(bp)

产物大小(bp)
Production size(bp)

基因登陆号

Genbank No.
18S rRNA F: 5′-GCG GCT TTG GTG ACT CTA-3′

R: 5′-CTG CCT CCT TGG ATG TG-3′
608
802

194 NR_002170.3

FAS F: 5′-CTG TGT TCT GTC TGT-3′
R: 5′-CCA GGT TCG TGT AAA-3′

7 853
7 960

108 NM_001099930.1

ACC F: 5′-GCA ATC ATC AGA CAT T-3′
R: 5′-TCC AAC TCA TCC ATA G-3′

4 810
4 942

101 NM_001114269.1

DGAT-1 F: 5′-AAG GAC GGA CAC GAC GAT G-3′
R: 5′-GGA ACG CAG TCA CAG CAA AG-3′

364
634

289 NM_214051.1

H-FABP F: 5′-ATG ACC AAG CCT ACC ACA-3′
R: 5′-AGT TTG CCT CCA TCC AGT-3′

106
275

170 AJ416019

A-FABP F: 5′-CAG GAA AGT CAA GAG CAC CA-3′
R: 5′-TCG GGA CAA TAC ATC CAA CA-3′

253
460

227 AJ416020

SCD F: 5′-TCT GGG CGT TTG CCT ACT ATC T-3′
R: 5′-TCT TTG ACG GCT GGG TGT TT-3′

481
760

280 AY487829

2 000 

1 000 
750 

500 

250 

100 

M 1 2 3 4 5 6 7

 bp

M: DL2000 DNA marker; 1-3: hh型; 4,5: Hh型; 6,7: HH型。

M: DL2000 DNA marker; 1-3: hh genotype; 4,5: Hh genotype; 6,7: HH 
genotype.

图1  滇南小耳猪HinfI-RFLP位点图

Fig.1  The Hinf I-RFLP location of Diannan small-ear pigs

图2  肌内脂肪细胞RNA提取

Fig.2  The total RNA of intramuscular adipocytes

28S

18S

5S

在HinfI-RFLP位点的HH基因型的表达量显著高于

Hh、hh基 因 型(P<0.05); A-FABP、FAS、ACC基 因

在HinfI-RFLP位点的Hh基因型的表达量与hh基因型
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差异显著(P<0.05); H-FABP、SCD、DGAT-1基因在

HinfI-RFLP位点的Hh基因型的表达量与hh基因型差

异不显著(P>0.05, 图3)。
2.5   脂类合成代谢相关基因与肌内脂肪细胞甘油

三酯含量的关联性分析

双变量分析表明, 滇南小耳猪H-FABP基因

mRNA表达量与肌内脂肪细胞中甘油三酯含量呈

强度正相关(r=0.801); 不同H-FABP基因型脂类合

表2  肌内脂肪细胞中甘油三酯含量

Table 2  The content of TG in intramuscular adipocyte
基因型

Genotype
样本数

Sample number
TG(mmol/L)
TG(mmol/L)

HH 30 1.024±0.027a

Hh 30 0.797±0.045b

hh 30 0.462±0.042c

不同字母间为差异显著(P<0.05)
Different letters in figure mean significant difference between the 
treatments(P<0.05).

A: H-FABP mRNA相对表达量; B: A-FABP mRNA相对表达量; C: SCD mRNA相对表达量; D: FAS mRNA相对表达量; E: ACC mRNA相对表达量; 
F: DGAT-1 mRNA相对表达量。平均数有相同字母为差异不显著, 不同字母间为差异显著(P<0.05)。
A: mRNA expression of H-FABP; B: mRNA expression of A-FABP; C: mRNA expression of SCD; D: mRNA expression of FAS; E: mRNA expression 
of ACC; F: mRNA expression of DGAT-1. Different letters in figure mean significant difference between the treatments(P<0.05), the same letter in fig-
ure means not significant difference between treatments.

图3 不同H-FABP基因型脂类合成代谢相关基因mRNA相对表达量

Fig.3  The mRNA expression of lipid synthesis metabolism related genes with different H-FABP genotypes
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成代谢相关基因ACC的mRNA表达量与肌内脂肪细

胞中甘油三酯含量呈中度正相关(r=0.689); 不同H-
FABP基因型脂类合成代谢相关基因A-FABP、SCD、

FAS、DGAT-1的mRNA表达量与肌内脂肪细胞中

甘油三酯含量呈强度正相关(r=0.71709、r=0.701、 
r=0.754、r=0.740); 且不同H-FABP基因型脂类合

成代谢相关基因H-FABP、A-FABP、ACC、SCD、

FAS、DGAT-1的mRNA表达量与肌内脂肪细胞中甘

油三酯含量呈显著相关 (P<0.01, 表3)。

3   讨论
滇南小耳猪是云南优良地方猪种, 具有肌内脂

肪含量高、肉质鲜美的性状, 但关于其肌内脂肪沉

积的机理研究较少。H-FABP基因是肌内脂肪沉积的

候选基因, 在脂肪沉积过程中具有重要作用[10]。国

内外猪种的大量研究表明, H-FABP基因的多态性及

表达水平影响着IMF的含量。三江白猪H-FABP基
因在HaeIII-RFLP位点具有多态性, 在HinfI、MspI-
RFLP位点不存在多态性[11]。西部地区主要猪种洛

克猪、长白猪、大白猪、内江猪、荣昌猪、汉江

黑猪、汉中白猪、八眉猪和野猪在H-FABP基因的

HinfI-RFLP位点均具有多态性, 对肌内脂肪含量的

影响为HH>Hh>hh, 且差异显著[12]。PIC商品群在

H-FABP基因的HaeIII位点具有多态性, MspI和HinfI
位点没有多态性。H-FABP基因型对肌内脂肪和肌

肉蛋白含量存在极显著的影响[13]。巴克夏猪H-FABP
基因在HinfI-RFLP位点具有多态性, 且HH基因型的

IMF含量显著高于其他基因型[14]。莱芜猪和杜洛克

猪肌肉H-FABP基因mRNA的表达量与肌内脂肪含

量相关显著[15]。而本研究结果显示, 滇南小耳猪在

HinfI-RFLP位点存在多态性, 在HaeIII-RFLP位点及

MspI-RFLP位点无多态性。总之, 这些研究证明了

不同H-FABP基因型影响着IMF的含量, 可作为肌内

脂肪沉积的候选基因[16-17]。

为了深入探讨不同H-FABP基因型猪肌内脂肪

沉积存在差异的分子机理, 本实验室检测了云南地

方猪种昭通乌金猪H-FABP基因型, 并且研究了不同

H-FABP基因型对乌金猪脂类合成代谢相关基因表

达水平的影响, 结果研究表明, 昭通乌金猪在HinfI-
RFLP和HaeIII-RFLP位点具有多态性。HH基因型猪

肌肉组织中脂类合成代谢相关基因mRNA表达水平

显著高于其它基因型[9]。在此研究基础上, 本研究继

续围绕脂类合成代谢, 以滇南小耳猪为研究对象, 针
对肌内脂肪细胞, 探讨不同H-FABP基因型肌内脂肪

沉积的分子机制。

在脂类代谢过程中, 脂肪合成代谢是脂肪沉积

的关键, 决定了动物脂肪沉积及肌内脂肪含量。脂

肪在高等动物体内是通过一系列酶促反应合成的。

乙酰辅酶A羧化酶(acetyl CoA carboxylase, ACC)是
脂肪酸从头合成过程中的限速酶, 催化丙二酸单酰

表3  不同H-FABP基因型脂类合成代谢相关基因与肌内脂肪细胞甘油三酯(TG)的关联性分析

Table 3  Correlation analysis the mRNA expression levels of lipogenic genes in intramuscular adipocytes 
with the content of TG in intramuscular adipocytes

H-FABP A-FABP SCD ACC FAS DGAT-1 TG
H-FABP 1

A-FABP 0.738**
0.000

1

SCD 0.526**
0.008

0.682**
0.000

1

ACC 0.749**
0.000

0.840**
0.000

0.695**
0.000

1

FAS 0.828**
0.000

0.571**
0.004

0.583**
0.003

0.648**
0.001

1

DGAT-1 0.632**
0.001

0.803**
0.000

0.865**
0.000

0.850**
0.000

0.606**
0.002

1

TG 0.801**
0.000

0.717**
0.000

0.701**
0.000

0.689**
0.000

0.754**
0.000

0.740**
0.000

1

r<0为负相关; r>0为正相关; │r│<0.3为弱相关; 0.3<│r│<0.7为中度相关;  0.7<│r│<1.0为强度相关; **为在0.01水平(双侧)上显著相关。

r<0 represents negative correlation; r>0 represents positive correlation; │r│<0.3 stands for weak correlation; 0.3<│r│<0.7 stands for moderate correla-
tion; 0.7<│r│<1.0 stands for a strong correlation; **represent significant positive correlation.
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辅酶A的生成, 是脂肪酸合成的第一个产物[18-19]。ACC
是动物组织中调控脂肪酸合成的一个决定性酶[20]。

ACC在脂肪合成开始过程中起着重要作用。本研

究表明, 不同H-FABP基因型脂类合成代谢相关基因

ACC在HinfI-RFLP位点的HH基因型的mRNA表达

量显著高于其它基因型, HH基因型的肌内脂肪细胞

中甘油三酯含量也显著高于其它基因型。相关性研

究表明, 不同H-FABP基因型脂类合成代谢相关基因

ACC的mRNA表达量与肌内脂肪细胞中甘油三酯含

量呈显著正相关。

脂肪酸合成酶(fatty acid synthase, FAS)同样是脂

肪合成开始的一个限速酶, 脂肪酸合成酶是一个多

酶复合体系, 由7种酶和一个酰基载体蛋白(acyl car-
rier protein, ACP)组成, 它利用丙二酸单酰辅酶A合成

长链脂肪酸棕榈酸。FAS表达水平的升高能够显著

增加甘油三脂在体内的沉积而导致肥胖[21-22]。因此, 
FAS在脂肪合成开始过程中起着重要作用。本文对

滇南小耳猪的研究发现, 不同H-FABP基因型脂类合

成代谢相关基因FAS在HinfI-RFLP位点的HH基因型

的mRNA表达量显著高于其它基因型, HH基因型的

肌内脂肪细胞中甘油三酯含量也显著高于其它基因

型。不同H-FABP基因型脂类合成代谢相关基因FAS
的mRNA表达量与肌内脂肪细胞中甘油三酯含量呈

显著正相关。

二酰基甘油酰基转移酶(d iacylg lycero l  acyl-
transferase, DGAT)是脂肪细胞中控制甘油三酯合成

的核心酶, 催化甘油三酯合成最后一步反应[23]。在

动物脂肪组织中, DGAT-1影响着甘油三酯的储存, 
并在骨骼肌中表达[24]。不同H-FABP基因型脂类合

成代谢相关基因DGAT-1在HinfI-RFLP位点的HH基

因型的mRNA表达量显著高于其它基因型, HH基因

型的肌内脂肪细胞中甘油三酯含量也显著高于其它

基因型。不同H-FABP基因型脂类合成代谢相关基

因DGAT-1的mRNA表达量与肌内脂肪细胞中甘油

三酯含量呈显著正相关。

硬脂酰CoA去饱和酶(stearoyl-CoA desaturase, 
SCD)是不饱和脂肪酸生物合成的限速酶, 在脂肪酸

生物合成中起着中心调节作用。SCD是一个广谱表

达基因, 影响肥胖度[25-26]。在调控脂肪酸组成过程

中, SCD主要将饱和脂肪酸变为单不饱和脂肪酸, 它
是脂肪酸组成的候选基因[27-28]。也有研究表明, SCD
可作为IMF沉积的潜在的有效生物标记[29]。不同

H-FABP基因型脂类合成代谢相关基因SCD在HinfI-
RFLP位点的HH基因型的mRNA表达量显著高于其

它基因型, HH基因型的肌内脂肪细胞中甘油三酯含

量也显著高于其它基因型。不同H-FABP基因型脂

类合成代谢相关基因SCD的mRNA表达量与肌内脂

肪细胞中甘油三酯含量呈显著正相关。

AFABP和HFABP是FABP家族中重要的两种类

型, 这类基因主要参与细胞内脂肪酸的运输。AFABP
和HFABP的遗传变异与肌内脂肪含量有关[30-31]。A-
FABP基因的多态性显著影响着肌内脂肪含量。A-
FABP基因可作为IMF含量的候选基因, 也可作为与肉

品质有关的数量性状联合基因[32]。然而, 脂类合成代

谢相关基因的高表达影响着IMF含量[33]。本文对滇

南小耳猪的研究发现, 不同H-FABP基因型脂类合成

代谢相关基因H-FABP、A-FABP在HinfI-RFLP位点

的HH基因型的mRNA表达量显著高于其它基因型, 
HH基因型的肌内脂肪细胞中甘油三酯含量也显著

高于其它基因型。不同H-FABP基因型脂类合成代

谢相关基因H-FABP、A-FABP的mRNA表达量与肌

内脂肪细胞中甘油三酯含量呈显著正相关(r=0.801、 
r=0.717), 且高于莱芜猪H-FABP基因mRNA表达水平

与肌内脂肪含量的相关系数(0.547)[34]。因此, 不同

H-FABP基因型滇南小耳猪HH基因型的肌内脂肪细

胞中甘油三酯含量高可能与肌内脂肪细胞中脂类合

成代谢基因上调有关。

总之, 不同H-FABP基因型滇南小耳猪, 脂类合

成代谢相关基因的mRNA表达水平与肌内脂肪细胞

中甘油三酯含量成显著正相关, HH基因型的肌内脂

肪细胞中甘油三酯含量高。脂肪合成代谢相关基因

的调控作用与肌内脂肪含量、脂肪沉积息息相关。
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