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背最长肌肌红蛋白mRNA表达与
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摘要：选用肥育期苏太猪100头，屠宰后取背最长肌。采用相对定量RT—PCR法测定肌红蛋白

(Myoglobin，Mb)mRNA表达水平；分光光度分析法测定肌红蛋白浓度；用色度仪分别测定肌肉色

度参数，包括L值、a。值、b’值、C值和Hue值；此外用畜牧学常规方法对肉色进行评分，并分析上

述指标之间的相关。结果显示：肉色评分与色度参数L值(r=一0．235，P一0．018)和a。值(，．一

0．459，P=O．002)间存在显著相关；Mb浓度与肉色评分(r=0．407，P=0．0002)，与a’值(r=

0．406，P=0．0002)，与Mb mRNA水平(r一0．364，P一0．008)均存在显著相关；Mb mRNA与肉

色评分(r=0．426，P一0．002)，与a’值(r=0．379，P一0．006)显著相关。
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Relationship between Level of Myoglobin mRNA and Phenotypic

Parameters of Meat Colour in Longissimus Dorsi

TONG Huil， CHENG Jie2， YANG Xiao-jin92， SHAO Gen-ba02，

JIA Cha02。 CHEN Wei—hua2， ZHAO Ru—qian2。

(1．School of Basic Medical Science，Nanjing Medical University，Nanjing 210029，China；2．Laboratory of Animal

Physiology and Biochemistry，Nanjing Agricultural University Nanjing，Nanjing 210095，China)

Abstract：100 Sutai pigs of marketing body weight were slaughtered and longissimus dorsi muscle

was sampled for measuring various parameters related to meat color．Semi-quantitative RT—PCR

was applied to determine the level of Mb mRNA；photometric method was used to measure Mb

concentration．Meat color was evaluated both by colorimeter and SUbjective color scoring．

Correlation analysis was performed to investigate relationships between parameters．It was found

that snbjective color scoring is correlated with a。一values(r一---0．459，P=0．002)and Hunter L-

values(r=一O。235，P一0．018)；Mb concentration was highly correlated with SUbjeetive color

scoring(r=0．407，P=0．0002)，a’values(r一0．406，P一0．0002)，and Mb mRNA level(r一
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0．364，P=0．008)．Mb mRNA level was correlated with subjective color scoring(r—O．426，P=

0．002)and a’values(r一0．379，P一0．006)．
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多年来，养猪生产的重要目标之一是提高猪肉

的瘦肉率。长期的遗传选育，使猪的瘦肉率得到了

较大的改善，但肉的品质，如肉色、嫩度、肌内脂肪

含量等，均或多或少地受到负面的影响。随着国民

经济的发展和人民生活水平的提高，人们对猪肉品

质的要求越来越高，因此选育肉质优良的猪种已成

为当前育种工作的重点u]。

将肉质性状纳入育种方案可以有效地提高猪

肉品质[z]。然而，肉质性状是很难活体测量的性

状，受到许多宰前、宰后因素的影响，很难对最终的

肉质进行预测，从而给遗传选育造成具体操作上的

困难。活体取样并分析与肉质性状密切相关的主

效基因的表达或与其连锁的遗传标记的多态性，是

建立以优良肉质为目标的标记辅助育种(Marker-

assisted selection，MAS)技术的关键。

肉色是猪肉的一项重要的外观指标，消费者据

此判断肉的新鲜程度，并最终决定是否购买。因此

肉色对生产者和经营者来讲是最重要的品质之

一[3一引。此外，肉色还与肉的嫩度‘43和风味‘53直接

相关。肉色主要取决于肌肉中的色素肌红蛋白和

血红蛋白，放血充分情况下，肌红蛋白在总色素中

的比例为80％～90％。因此肌红蛋白的含量是决

定新鲜猪肉颜色的重要因素[6]，而肌肉肌红蛋白含

量在多大程度上与肉色表观性状相关，却少有报

道。通过高度敏感的RT—PCR技术可以从极少量

的组织样品中检测肌红蛋白mRNA表达的相对丰

度，如果肌肉中肌红蛋白mRNA水平与肌肉的肉

色表观指标密切相关，那么少量的活体样品中肌红

蛋白mRNA的表达水平可能作为肉色相关的分子

标记运用于育种实践。因此，研究中采取100头肥

育期苏太猪背最长肌样本，通过测定肉色相关表观

性状，包括色度仪(Mimulta Chroma Meter)测定的

色度参数(Hunter L值、a’值、b’值、c值和Hue

值)和肉色目测评分，以及肌肉中Myoglobin基因

在转录(Mb mRNA)和翻译(肌红蛋白)水平的表

达，并分析所有测定指标之间的相关。

1材料与方法

1．1试验动物及采样

选取100头肥育期苏太猪，屠宰后平均胴体重

为(51．5士7．6)kg。放血后30 min内在右胴胸腰

结合处垂直切取背最长肌，厚度为3 cm左右，在背

最长肌横截面中央相同部位取样。用于表观性状

测定的样品直接放入保鲜袋，冰上放置；用于蛋白

质测定的样品，放入Eppendorf管中，一20℃冰箱

冷冻保存；用于Mb mRNA测定的样品，放入Ep—

pendorf管中，置液氮速冻，一80℃保存。

1．2表观性状的测定

背最长肌的表观性状测定参照参考文献E7-]。

样品在0℃下放置24 h后，以色度仪(Mimulta

Chroma Meter)测定色度参数，包括L值(Light-

ness亮度)、a。值(红度)、b’值(黄度)、C值(Satu-

ration饱和度)、Hue值(Hunter氏色度色调)。色

度仪用前经校正板标准化，然后将镜头垂直置于肉

面上，镜口紧扣肉面，勿漏光，按下摄像按扭，色度

参数即自动存入微机。由于肉面颜色随位置而异，

故在肉面约10 cm2内重复3次改变位置度量，最后

取平均数。其中，C值和Hue值与a’值和b‘值间

的数学关系是：C=(a。+b。)“2，Hue—

tan_1b’／a’。同时用标准肉色谱比色板与肉样对

照。进行肉色评分。

1．3氟烷基因型检测

参照何玉英、刘红林2001年的方法凹J。

1．4 Mb浓度测定

详见文献[9]。

I．4．I制作肌红蛋白标准曲线标准马骨骼肌血

红蛋白(Horse skeletal muscle myoglobin)购自

sigma公司。以匀浆缓冲液配制成梯度为0、0．5、

1、1．5、2、3 mg／mL的标准液，以1 mg／mL的标

准液先在500～600 nm范围内扫描，从吸收光谱图

中可见有两个吸收峰，然后在571～586 nm范围内

逐波长测定，可见其特征吸收峰位于576 nm(见图

1)，与文献报道相符[9]。之后，将标准液各质量浓

度于此波长处测定OD值，绘制标准曲线(见图2)。

1．4．2样品Mb含量测定 称取0．5 g背最长肌

样品，加入10倍体积的缓冲液，彻底匀浆后高速离

心(4℃，10 000 g)10 min，将离心上清液吸入另一

离心管，再次高速离心(4℃，10 000 g)10 rain，取离

心上清液测定OD值，通过标准曲线换算成浓度值。

1．4．3总蛋白浓度的测定Bradford比色法[1们测
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定蛋白质浓度，测定时取10 pL上清液，加90肛L

ddH：O。标准曲线如图3所示。
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图3总蛋白质量浓度标准曲线

Fig．3 Standard curve of total protein concentration

1．5 Mb相对定量RT-PCR

1．5．1 总RNA的提取异硫氰酸胍一酚一氯仿一步

抽提法m]，提取组织样的总RNA。紫外分光光度

计(260 nm)测定总RNA浓度和纯度。

1．5．2反转录(RT) 反转录反应总体积20“I。，

包括2肛g总RNA，12 tlmol／I。随机引物，0．8

mmol／L dNTP，10 U RNA酶抑制剂(RNase inhib—

itor)，10 U反转录酶(AMV RTase)，4“L 5×RT

Buffer(含250 mmol／L Tris—HCl(pH 8．3)，50

mmol／L MgCl2，250 mmol／L KCI，50 mmol／L

DTT，2．5 mmol／L spermidine)。先加RNA模板，

dNTP和随机引物(Random hexamer primer)，

80℃变性5 min，立即放冰上冷却，再加其余试剂于

42℃反应60 min，95℃灭活5 min。同时用不加反

转录酶的反转录体系作为阴性对照(C。)，用于检测

总RNA样品中是否有基因组DNA污染。

1．5．3引物设计 Mb引物根据GenBank上(编

号：M14433)猪Mb基因组DNA序列中的编码区

设计n¨，上游引物(forward primer)为：5
7

ATGC—

CACCAAGCACAAG 3’，下游引物(reverse prim—

er)为：5’CAAACCCTACAGCTACAGGA 3’。以

Classic 18S internal standards(Ambion Inc．USA)

为内标校正加样和扩增效率的差异。

1．5．4 PCR分别对PCR反应条件、循环圈数及

18S primer和目的基因引物比例等进行优化选择，

确定Mb RT-PCR条件如下：在25扯L的反应体系

中含有2弘L RT产物，0．5 U Taq DNA聚合酶

(Promega，Shanghai)，5“L 10×PCR Buffer(含50

mmol／L Tris—HCl(pH 9．0)，100 mmol／I。NaCl，

1．0 mmol／L DTT，0．1 mmol／L EDTA，50％glyc—

erol，1．0％Triton X一100)，0．2 mmol／L dNTP，

1．0～2．0 mmol／L MgCl2，9．6 nmol／L目的基因

引物，0．8～1．6肚L 18S rRNA内标。PCR反应条

件为：94℃预变性5 min；94℃变性30 S，53℃退火

30 S，72℃延伸40 S，28个循环；72℃延伸10 min。

PCR反应同时有C，和C。(用ddH。0和RNA样品

分别取代RT产物作对照，以检验是否有外源性和

基因组DNA污染)，并以混合样校正电泳加样误

差。PCR反应在Gene Amp PCP system 9600型

PCR仪(Perkin Elmer，U．S．A．)上进行。

1．5．5 电泳及图象分析 取18“L PCR产物在

2．0％EtBr染色的琼脂糖凝胶上电泳。图像处理

及灰度分析应用Kodak ID Electrophoresis Docu—

mentation和Analysis System 1 20(Kodak Photo

Film Co．，Ltd．，U．S．A．)，根据Mb和18S PCR

产物的灰度比确定样品中Mb mRNA基因表达的

相对含量(见图4)。

图_‘ 部分样品R-l—PCR结果

Fig．4 Mb mRNA expression of some Longissimus Dorsi

muscle of Sutai pigs

 万方数据



第3期 佟辉等：背最长肌肌红蛋白mRNA表达与肉色表观性状之问的相关 97

1．6数据统计与分析

数据用平均值±SD表示，用SPSSIO软件分析

相关性。

2结果与讨论

苏太猪背最长肌基因组DNA提取后，以其为

模板进行PCR，扩增产物见图5，所得产物均为118

bp的单一条带。从图6 Hha I酶切结果看，所有

PCR产物均被切为85 bp和33 bp大小的两个片

断，证明苏太猪氟烷基因型均为阴性NN型。

图5 RYRl基因PCR扩增产物电泳结果

Fig．5 RYRI gene PCR products

图6氟烷基因为Hhal酶切的限制性片段长度多态性

Fig．6 RYRl gene RFLP by Hha I

表l为各参数平均值表，表2为各肉色相关性

状间的相关性分析。结果显示，肉色参数间普遍存

在一定程度的相关。肉色评分与色度参数间有显

著相关性：与L值(，．=一0．235，P=0．018)，与a。

值(r一0．459，P=0．002)；Mb浓度与其他参数之

间广泛存在显著相关性：与肉色评分(r=0．407，

P=0．000 2)，与口。值(r一0．406，P=0．000 2)，

与Mb mRNA水平(r=0．364，P=0．008)；Mb

mRNA与肉色评分(r=0．426，P=0．002)，和口’

值(r一0．379，P一0．006)也呈显著相关性。

衷1各参数平均值

Tab．1 Average value of each parameter

表2各肉色相关性状间的相关性分析

Tab．2 Correlation analysis among meat color related
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3 结 语

本实验的结果表明，Mb mRNA与Mb浓度间

呈显著正相关，表明Mb基因表达主要在转录水平

调控，与文献报道一致[8]。口’值与Mb浓度、Mb

mRNA间呈显著相关，提示：a。值(红度)主要取决

于肌红蛋白，相关性处于中等强度，说明还受其他

因素影响。肉色评分与Hunter L值之间呈显著的

负相关，而与a。值间呈显著的正相关，表明：a’值

和L值可作为预测肉色评分的两个重要指标。肉

色评分与Mb浓度和Mb mRNA水平间相关性相近

(，．一0．407，r=0．426)，提示：Mb浓度或Mb mR—

NA水平均可作为预测肉色评分的指标，特别是在

活体采样情况下，Mb mRNA水平作为预测肉色评

分的指标更加具有实际意义。其他研究也显示，具
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