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摘　要：旨在了解如皋鸡不同时期肌肉生长发育机制。本研究利用基因芯片技术，分析在不同生长阶段下（２～１２
周龄）如皋鸡肌肉组织基因的表达情况。获得了１３　３７９个基因的差异表达动态图谱。在不同生长阶段下肌肉组织

生长基因的表达发生变化，与２周龄相比，４和１２周龄下调表达的基因数量多于上调表达的基因数量，６、８和１０周

龄下调表达的基因数量少于上调表达的基因数量。同时对杂交数据进行多 种 聚 类 分 析。利 用 实 时 荧 光 定 量ＰＣＲ
验证４个基因的差异表达，其结果和芯片杂交分析的结果基本一致。初步建立了不同时期肌肉生长应答基因的动

态表达谱，比较全面地获得了肌肉生长应答基因，初步揭示了如皋鸡不同时期肌肉生长发育机制。
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　　鸡不仅是重要的经济动物，同时也是一种很好

的模式动物，因此，它被广泛地应用于基础理论和实

际生产研究。鸡肌肉组织生长基因的功能是近年来

鸡遗传育种学家研究的热点和难点，如何生产出人

们所需要的品质优良、风味独特的禽肉产品，是世界

范围内肉鸡 业 面 临 和 亟 需 研 究 解 决 的 重 大 问 题 之

一，揭示鸡肌肉生长发育过程中相关基因的表达、调
控以及各种组分的合成与分解，转运与沉积的分子

机理，既是有效解决这一问题的途径，也有助于深入

阐明肌肉生长的生理机制，为理解肌肉生长发育过

程提供理论依据。早在１９７９年Ａｌｂｅｒｌ等［１］对鸡骨

骼肌纤维就开始进行研究，但直到１９９３年Ｏｎｏ等［２］

才发现肉用鸡早期不同部位肌纤维生长的一些基本

规律，不少学者也有相关报道［３－５］。但是，事实上，肌

肉生长发育的分子机制至今仍不清楚，因此，从分子

水平上研究鸡的肌肉发育机制具有很高的理论和应

用价值。
肌肉生长发育和分子代谢是十分复杂的生命活

动，受多基因、多途径、多阶段的影响。当前的研究

以候选基因法和全基因组扫描法为主要方法，但是

这２种方法因各自具有其局限性而不能彻底解决这

一问题，解决的方法则是要从整体上研究影响肌肉

生长发育和分子代谢的调控基因及其作用机制，为

此，寻求一种高通量的差异表达基因筛选方法尤为

重要，基因芯片的出现和应用为实现这一目标开辟

了道路。基因芯片技术主要应用于表达差异基因的

筛选、寻找新基因、基因测序、疾病的分子诊断、基因

突变及多态性分析、新药开发等方面，其中用于表达

基因筛选的基因表达谱芯片是目前应用最广的基因

芯片，可以对来源于不同个体、组织、细胞周期、发育

阶段、分化阶段、病变下细胞内的 ｍＲＮＡ或逆转录

产物ｃＤＮＡ进行检测，从而大规模对这些基因表达

的特异性进行综合地分析和判 断［６－９］。基 因 芯 片 可

以高通量、快 速 检 测 基 因 的 差 异 表 达［１０］，从 而 得 到

基因组水平的基因表达谱数据。通过对这些数据的

分析，能够了解基因的功能甚至基因之间的相互作

用［１１］。但是，到目 前 为 止，涉 及 利 用 基 因 芯 片 技 术

研究鸡生长发育分子机制的报道较少，尤其是对我

国地方鸡种研究更少，大大地制约了鸡肉品质研究

的进展。
如皋鸡又称为如皋黄鸡，是我国地方良种鸡之

一，因 其 黄 羽、黄 皮 肤、黄 脚，当 地 也 简 称 为“三 黄

鸡”，该鸡外观靓丽，体型中等偏小，行动灵活，适应

性强，耐粗饲，肉质鲜嫩，生长迅速，是中国地方鸡种

的典型代表。本研究利用基因芯片技术从整体水平

研究如皋鸡肌肉在不同生长时期基因表达的变化，
进而研究其生长发育机制，对于了解如皋鸡肌肉生

长发育的分子机制具有重要意义。本研究利用表达

谱芯片技术分别对２、４、６、８、１０、１２周龄如皋鸡肌肉

组织的差异表达基因进行筛选，探讨肌肉组织表达

谱的差异及其可能的分子生物学内在联系与规律，
以期为进一步研究提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

全同胞如皋鸡家系来自中国农业科学院家禽研

究所育种基地，分别于２、４、６、８、１０、１２周龄时采取

胸肌、腿 肌 组 织 样 各４个，公 母 各 半，液 氮 中 速 冻，

－７０℃保存备用。

１．２　总ＲＮＡ的提取纯化及探针的制备

Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）法 提 取 各 样 本 的 总 ＲＮＡ，总

ＲＮＡ经 ＱＩＡＧＥＮ　ＲＮｅａｓｙ　Ｋｉｔ纯 化 后，用 Ｏｎｅ－ｃｙｃｌｅ
ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ合成ｃＤＮＡ，再纯化该ｃＤＮＡ。纯

化的ｃＤＮＡ按照ＧｅｎｅＣｈｉｐ　ＩＶＴ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｋｉｔ说明

书来制备荧光标记的ｃＲＮＡ。荧光标记的ｃＲＮＡ于

６０℃温浴３０ｍｉｎ进行片段化。片段化的ｃＲＮＡ即

为杂交用探针。

１．３　芯片的杂交、洗脱、染色及检测

探针经片段化处理后用于与基因芯片（Ａｇｉｌｅｎｔ
公司，１５ＫＧｅｎｅＣｈｉｐ）杂交。利用Ａｇｉｌｅｎｔ公司生产

的专用设备基因芯片检测工作站进行芯片的杂交、
洗脱、染色及检测。

１．４　基因芯片的数据分析

采 用 Ａｇｉｌｅｎｔ扫 描 仪 对 芯 片 结 果 进 行 扫 描，
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Ｇｅｎｅｓｐｒｉｎｇ软件 读 取 并 处 理 数 据。利 用 Ａｎｏｖａ和

ｔ－ｔｅｓｔ统计方 法 进 行 差 异 基 因 的 筛 选，筛 选 标 准 是

ｌｏｇ　ｒａｔｉｏ≥２为上 调 基 因；ｌｏｇ　ｒａｔｉｏ≤０．５为 下 调 基

因，且Ｐ＜０．０１。另外，运用ＳＡＳ系统对数据 进 一

步聚 类 分 析，其 中 软 件 包 括 ｈｅａｔｍａｐ、ｃｌｕｓｔｅｒ和

ｓｏｍ，算 法 函 数 包 括：ｃｍｄｓｃａｌｅ、皮 尔 森 关 联 算 法 和

ｈｃｌｕｓｔ，具体分析方法参考文献［１２－１７］。

１．５　实时荧光定量ＰＣＲ验证芯片杂交数据

　　选取上调表达和下调表达的差异基因各２个，
并依据其芯片上探针组对应的序列设计特异性引物

（表１），运 用ＳＹＢｇｒｅｅｎ染 料 法 进 行 实 时 荧 光 定 量

ＰＣＲ，３次重复，ＰＣＲ程序为：９５℃３０ｓ，９５℃１５ｓ，

６０℃３４ｓ，４０个循环。设置６０～９０℃每隔０．２℃读

取荧光值１次，反 应 结 束 后 分 析 荧 光 值 变 化 曲 线 和

熔解曲 线。每 个 反 应３次 重 复，采 用２－ΔΔＣｔ算 法 分

析结果。

表１　用于实时定量ＲＴ－ＰＣＲ分析的引物

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ＲＴ－ＰＣＲ　ａｎａｌｙｓｉｓ

基因 Ｇｅｎｅ 探针组Ｐｒｏｂｅ 引物序列（５′－３′）Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　 ＰＣＲ产物大小／ｂｐ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｓｉｚｅ

ＬＥＰＲ　 Ａ＿８７＿Ｐ０７９７３１
Ｆ：ＴＣＣＡＧＡＧＣＣＡＣＧＧＡＴＣＡＧＴＴＣ

Ｒ：ＣＴＴＧＴＧＣＣＣＡＣＧＡＧＣＡＡＴＴＣ
１９０

ＡＴＩＣ　 Ａ＿８７＿Ｐ００９１９６
Ｆ：ＴＣＴＣＣＧＧＧＴＧＴＡＡＣＴＧＴＡＣＣＡＧＡＡ

Ｒ：ＴＣＴＧＣＡＧＧＡＴＣＡＣＡＣＡＣＡＡＣＴＧＴＣ
１１６

ＬＰＬ　 Ａ＿８７＿Ｐ０５６９７１
Ｆ：ＴＧＡＣＣＡＡＧＧＴＡＧＡＣＣＡＧＣＣＡＴＴＣ

Ｒ：ＡＧＣＡＧＧＴＣＡＣＣＡＡＴＧＴＣＣＡＣＴＴＣ
１４５

ＴＨＲＳＰ　 Ａ＿８７＿Ｐ１５４５９３
Ｆ：ＣＣＴＧＣＡＣＡＣＧＧＡＧＡＣＴＣＣＡＡ

Ｒ：ＣＴＣＴＧＴＧＣＴＧＧＴＣＴＧＴＧＣＡＧＡＡＧ
１０８

２　结　果

２．１　如皋鸡不同时期肌肉基因表达谱

杂交数据显示，相对于２周龄，不同生长时间下

基因 的 表 达 比 例 不 同，差 异 基 因 表 达 情 况 见 表２。
与２周龄相比，４周龄，１　５２３个基因上调表达，１　７００
个基因 下 调 表 达；６周 龄，１　４９５个 基 因 上 调 表 达，

１　３７６个基因下调表达；８周龄，１　７５５个基因上调表

达，１　４６２个基因下调表达；１０周龄，１　８４２个基因上

调表达，１　７０３个基因下调表达；１２周龄，１　２５２个基

因上调表 达，１　４８０个 基 因 下 调 表 达。数 据 分 析 表

明，６、８、１０周龄时，上调表达基因的数 量 显 著 多 于

下调表达基因的数量，４和１２周龄时，上 调 表 达 基

因的数量显著少于下调表达基因的数量。

表２　不同生长时间下如皋鸡肌肉基因的表达变化

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｃｈａｎｇｅ　ｏｆ　ｇｅｎｅｓ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｒｏｗｔｈ　ｓｔａｇｅｓ　ｉｎ　Ｒｕｇａｏ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ｍｕｓｃｌｅｓ

生长时间／周龄

Ｇｒｏｗｔｈ　ｔｉｍｅ

上调表达基因数

Ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅ

下调表达基因数

Ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｇｅｎｅ

４　 １　５２３±９．８　 １　７００±１０．５＊＊

６　 １　４９５±１１．１　 １　３７６±７．４＊＊

８　 １　７５５±１２．３　 １　４６２±４．７＊＊

１０　 １　８４２±８．４　 １　７０３±９．６＊＊

１２　 １　２５２±６．７　 １　４８０±１２．６＊＊

＊＊．表示同一行（即各周龄上、下调表达基因个数）显著性差异水平为Ｐ＜０．０１
＊＊．Ｓｔａｎｄｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｗｉｔｈｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｌｉｎｅ（ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ａｎｄ　ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ　ａｔ

ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｗｅｅｋ）（Ｐ＜０．０１）
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２．２　肌肉基因在不同生长时间下的差异表达分析

将不同生长时间的信号强度进行两两比对，并作

数据处理，对两两处理之间的数据比较分析（图１）。
发现分布在各小图中间２条线之间的大部分基因，对
于生长发育无明显的诱导或抑制效应。但任何２个

处理之间都有一定数量的基因存在表达差异，其中

既有上调表 达 基 因，也 存 在 下 调 表 达 基 因。而４、８
和１０周龄的差异表达基因的数量明显多于６和１２
周龄的差异表达基因数量。

中间两条直线范围内的点为２倍差异以内的探针信号点，在２倍差异直线以外的点是认为是有差异的基因

Ｔｈｅ　ｐｌｏｔｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｍｉｄｄｌｅ　ｔｗｏ　ｓｔｒａｉｇｈｔ　ｌｉｎｅｓ　ａｒｅ　ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ　ｔｏ　ｂｅ　ｎｏ　ｍｏｒｅ　ｔｈａｎ　ｔｗｏ－ｆｏｌｄ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄ　ｔｈｅ　ｏｔｈｅｒ　ｐｌｏｔｓ　ａｒｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｇｅｎｅｓ
图１　如皋鸡肌肉在不同生长时间下的基因表达散点图

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｓｃａｔｔｅｒ　ｇｒａｐｈ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｃｈａｎｇｅ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｒｏｗｔｈ　ｓｔａｇｅｓ　ｉｎ　Ｒｕｇａｏ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ｍｕｓｃｌｅｓ
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２．３　聚类分析

利用Ｃｌｕｓｔｅｒ　ａｎｄ　Ｔｒｅｅ　Ｖｉｅｗ软 件 对 数 据 进 行

了聚 类 分 析，包 括 分 层 聚 类（Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ　ｃｌｕｓｔｅ－
ｒｉｎｇ）、自组织映射聚类（Ｓｅｌｆ　ｏｒｇａｎｉｚｉｎｇ　ｍａｐ，ＳＯＭ）
和 主 成 分 分 析 （Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ，

ＰＣＡ），以期找出表达变化趋势相似的基因，分析基

因之间的相关性，探测相似基因的表达谱，以达到对

基因功能的判定和分类。

２．３．１　分层聚类　　利用分层聚类建立了不同生

长时间下的 基 因 表 达 图 谱（图２）。由 图 可 知，同 一

基因在不同生长时间下的表达量存在很大的变化。
比较分析趋势图可以将差异基因的表达趋势划分为

３大类：第１类是在不同生长时间下总体趋势表 现

为下调表达，随着时间的延长，大部分基因下调表达

程度越大，而２～４周龄内，抑制效应最为明显；第２
类基因总体变化趋势为生长上调表达，而且多数基

因在４周龄内，诱导效应明显，但在６周龄时，其表

达水平基本回复至正常水平，而后又逐渐上调表达；
第３类基因生长表达谱的变化趋势基本一致，表现

为单一的上调表达或下调表达。

Ａ．在２、４、６、８、１０和１２周龄时如皋鸡肌肉基因的差异

表达图谱；各样品之间同一水平线上的基因为同一基因。
左图表示各个基因变化趋势的相近程度，连线越短越相

近。Ｂ．标尺。红色表示表达水平高，绿色表示表达水平

低

Ａ．Ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　Ｒｕｇａｏ
ｃｈｉｃｋｅｎ　ｍｕｓｃｌｅｓ　ａｔ　２，４，６，８，１０ａｎｄ　１２ｗｅｅｋ　ｏｌｄ；ｔｈｅ
ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ　ｌｉｎｅ　ｓｔａｎｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｇｅｎｅ
ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓａｍｐｌｅｓ．Ｔｈｅ　ｌｅｆｔ　ｇｒａｐｈ　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｔｈｅ　ｓｉｍｉｌａｒ－
ｉｔｙ　ｏｆ　ｇｅｎｅ　ｃｈａｎｇｅ　ｔｅｎｄｅｎｃｙ．Ｔｈｅ　ｓｈｏｒｔｅｒ　ｔｈｅ　ｌｉｎｅ　ｉｓ，ｔｈｅ
ｍｏｒｅ　ｓｉｍｉｌａｒ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅｓ　ａｒｅ．Ｂ．Ｓｃａｌｅ．Ｒｅｄ　ｃｏｌｏｒ　ｓｈｏｗｓ
ｈｉｇｈ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ，ｗｈｉｌｅ　ｇｒｅｅｎ　ｃｏｌｏｒ　ｓｈｏｗｓ　ｌｏｗ　ｅｘ－
ｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ
图２　不同生长时间下如皋鸡肌肉基因的表达图谱

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　Ｒｕｇａｏ　ｃｈｉｃｋｅｎ
ｍｕｓｃｌｅｓ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｒｏｗｔｈ　ｓｔａｇｅｓ

２．３．２　自组织映射聚类　　ＳＯＭ 聚类分析将表达

量发生变化的基因分为１２类，每类为一个小图，每

个小图的折线 代 表 这 类 表 达 模 式 的 主 趋 势（图３）。
从图中可以看出，不同基因变化趋势不同，同一基因

在不同生长时间下的表达量不同。可见，基因的表

达量随生长时间的不同而变化。

２．３．３　主成分分析　　由图４可以看出，不同生长

时间下样本的基因表 达 趋 势 不 尽 相 同，２周 龄 时 样

本的基因表达趋势与１２周龄时比较类似，而这二者

相比较，基因 的 表 达 趋 势 差 异 很 大。可 能 是 由 于２
周龄时，激活了大量起始因子，开启了大量不同的功

能基因，使１２周龄时的功能基因表达量增加。

２．４　差异表达基因的实时荧光定量ＰＣＲ分析

通过实时荧光定量ＰＣＲ技术，比较分析了上调

表达和下调表达各２个基因在不同生长时间及在对

照中的表达量。结果表明，相较于２周龄，这４个基

因的表达量改变倍数和芯片杂交中获得的差异表达

倍数均基本一 致（图５），说 明 芯 片 杂 交 获 得 的 基 因

表达谱信息具有较高的可靠性。

３　讨　论

动物机体生长发育是遗传因素与环境共同作用

的结果，研究生长发育既涉及到基因类型及其表达，
又涉及到影响基因表达的环境条件。所选用的研究

策略一般为利用分子生物学手段研究同一品种不同

时期的差异 及 造 成 这 种 差 异 的 机 制［１８］。本 研 究 分

别对２、４、６、８、１０、１２周龄如皋鸡肌肉组织的差异表

达基因进行筛选，在这些差异中，相同基因的差异表

达以及不同基因间的相互调控具有关键的作用。可

见它们是研究鸡生长发育和分子代谢很好的动物模

型。
通过对不同生长时间下如皋鸡肌肉组织相关基

因表达谱分析发现（表２），４和１２周龄时下调表达

的基因数量多于上调表达的基因数量，６、８和１０周

龄时下调表 达 的 基 因 数 量 少 于 上 调 表 达 的 基 因 数

量，这与陈国宏等［１９］报道的鸡肌肉生长发育规律是

一致的，在不同周龄，通过对鸡肌肉生长起不同生物

学作用的基因数量的比较，旨在了解中国地方鸡种

肌肉 生 长 发 育 规 律。脂 蛋 白 酯 酶 （Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｉｐａｓｅ，ＬＰＬ）是 影 响 动 物 脂 肪 沉 积 的 关 键 酶［２０］。
它的主要功能是将血液中乳糜微粒（ＣＭ）和极低密

度脂蛋白（ＶＬＤＬ）所 携 带 的 甘 油 三 酯 分 解 成 甘 油

和脂肪酸，进而向脂肪组织提供合成甘油三酯所需
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Ａ．ＳＯＭ 聚类分析；Ｂ．不同ｃｌｕｓｔｅｒ的相关性分析。将上图的每个趋势分别用蓝色的折线表示。每个趋势可以通过

一个六边形同另外一个趋势连接。六边形的灰度表示相关性系数的大小，白色：Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ＝１，黑色：Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ＝
０，灰度表示不同的相关性系数。通过连接相邻２个趋势的六边形的灰度可以了解它们之间的相关性系数

Ａ．Ｔｈｅ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ＳＯＭ　ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ　ａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ．Ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｌｕｓｔｅｒｓ．Ｅａｃｈ　ｂｌｕｅ　ｃｕｒｖｅ　ｒｅｐｒｅ－
ｓｅｎｔｓ　ｉｔｓ　ｔｅｎｄｅｎｃｙ．Ｅａｃｈ　ｔｅｎｄｅｎｃｙ　ｃａｎ　ｂｅ　ｃｏｎｎｅｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ａｎｏｔｈｅｒ　ｏｎｅ　ｂｙ　ａ　ｈｅｘａｇｏｎ．Ｔｈｅ　ｇｒｅｙ　ｓｃａｌｅ　ｏｆ　ｈｅｘａｇｏｎ　ｄｅｍ－
ｏｎｓｔｒａｔｅｓ　ｔｈｅ　ｓｉｚｅ　ｏｆ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ．Ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｗｈｉｔｅ　ｃｏｌｏｒ　ｉｓ　１ａｎｄ　ｔｈａｔ　ｏｆ　ｂｌａｃｋ　ｃｏｌｏｒ　ｉｓ　０．Ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ
ａｍｏｎｇ　ｔｈｅｍ　ｃａｎ　ｂｅ　ｏｂｔａｉｎｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｒｅｙ　ｓｃａｌｅ　ｏｆ　ｈｅｘａｇｏｎｓ　ｗｈｉｃｈ　ａｒｅ　ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ
图３　ＳＯＭ 聚类分析图

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ＳＯＭ　ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ　ａｎａｌｙｓｉｓ
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数值代表样本间的 距 离。不 同 的 颜 色 表 示 不 同 的 样 本。
样本间距离越近表示样本基因的表达趋势比较类似

Ｔｈｅ　ｖａｌｕｅｓ　ｓｔａｎｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｉｓｔａｎｃｅ　ｏｆ　ｓａｍｐｌｅｓ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｌｏｒ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓａｍｐｌｅ．Ｔｈｅ　ｄｉｓｔａｎｃｅ　ｏｆ　ｓａｍ－
ｐｌｅｓ　ｉｓ　ｃｌｏｓｅｒ，ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｔｅｎｄｅｎｃｙ　ｉｓ　ｍｏｒｅ　ｓｉｍｉｌａｒｅｒ
图４　ＰＣＡ聚类分析图

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ＰＣＡ　ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ　ａｎａｌｙｓｉｓ

的原料。Ｆｒｉｅｄｌａｎｄｅｒ等报道ＬＰＬ基因突变可导致

ＬＰＬ活 性 降 低，引 起 血 脂 水 平 增 高，加 快 动 脉 粥 样

硬化的形成 和 发 展［２１］。本 研 究 应 用ＲＴ－ＰＣＲ的 方

法检测了ＬＰＬ 基因在２、４、６、８、１０、１２周龄时如皋

鸡肌肉中的表达量情况，芯片研究结果一致结果与。
其他３个基 因ＬＥＰＲ、ＡＴＩＣ、ＴＨＲＳＰ 的 芯 片 结 果

均与ＲＴ－ＰＣＲ的结果基本一致，说明利用基因芯片

技术筛选肌肉组织差异表达基因是一种快速、高效

和比较可靠的方法。它从基因组水平分析基因的表

达，探讨差异表达基因间的内在联系与规律，研究造

成不同生长时间下如皋鸡肌肉组织基因差异的分子

生物学机理，是研究肌肉生长发育的有力工具。

芯片杂交获得的基因表达改变倍数标注在括号中，以２周龄为标准，负数表示下调表达

Ｔｈｅ　ｃｈａｎｇｅ　ｒａｔｉｏｓ　ｆｏｒ　ｅａｃｈ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ　ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ　ｕｓｉｎｇ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　ｃｈｉｐ　ａｒｅ　ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｂｒａｃｋｅｔ，ｔｈｅ　ｎｅｇａ－
ｔｉｖｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　２ｗｅｅｋ　ｏｌｄ　ａｓ　ｔｈｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ
图５　４个基因的实时荧光定量ＰＣＲ分析

Ｆｉｇ．５　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｏｆ　ｆｏｕｒ　ｇｅｎｅｓ　ｂｙ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ＰＣＲ

　　王洪宝等［２２］采用的ｃＤＮＡ芯片仅包含约９　２０４
个ｃＤＮＡ序列 的 信 息，比 本 试 验 所 采 用 的 Ａｇｉｌｅｎｔ
鸡肌肉组织基因芯片（包 含１３　３７９个 探 针 组）要 少

得多，而本试验研究的是２、４、６、８、１０、１２周龄时如

皋鸡肌肉组织基因的表达情况。分析原因可能是在

肌肉发育的不同时期，生长发育反应的分子调控机

制可能存在较大的差异。
鸡肌肉生长发育往往由多基因控制，涉及到一

系列基因的差异表达。本试验中，筛选到的差异基

因经过ＧＯ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ．ｏｒｇ／）简单

的功能分类，主要涉及生长发育、分子代谢、脂类代

谢、细胞增殖、转录和剪接因子以及蛋白质合成与分

０２
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解等相关基因，在差异表达基因中，除已有功能注释

并证实受不同生长时间影响表达的基因外，还有一

部分是没有报道的基因序列，将这些序列与鸡的全

基因组数据库进行比对后，发现其序列定位信息均

可知，但对应的基因没有足够的信息，而且这些序列

在人或鼠上也只是一种假设的基因，推测他们可能

是鸡基因组中未知的新基因，且它们的差异表达原

因及作用机制还不清楚，有待开展深入的研究。

４　结　论

本研究利用基因芯片技术分析了不同生长时间

如皋肌肉组织基因的表达情况，获得了如皋鸡肌肉

组织基因动态变化表达谱，并对其进行多种聚类分

析。结果表明，在４周龄时差异表达基因数量较多，
随着生长时间的延长差异表达基因数量减少，然后

又逐渐增加，并且４和１２周龄时的基因表达变化趋

势比较类似；受生长时间影响，下调表达的基因数量

多于上调表达的基因数量；６、８和１０周龄下调表达

的基因数量少于上调表达的基因数量。同一基因在

不同生长时间的表达量存在很大的变化。不同生长

时间基因的表达趋势不尽相同，存在上调表达和下

调表达。这些差异表达的基因很可能参与肌肉生长

发育的应答反应。
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