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新西兰白兔中 Ｍｙｈ６基因的表达及与
肌纤维性状的相关性

胡帅帅，王文洲，闫晓荣，赵博昊，朱　杰，郝　晔，陈　阳，吴信生
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摘要：【目的】分析Ｍｙｈ６基因在新西兰白兔Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓｃｕｎｉｃｕｌｕｓ肌肉中的表达规律及与肌纤维特性的相关性，探究
Ｍｙｈ６基因在肌纤维发育过程中的作用。【方法】利用冰冻切片技术测量了２、４、６、８、１０、１２周龄新西兰白兔背腿肌
中不同类型肌纤维的密度、面积、长径和短径等性状，采用ｑＲＴＰＣＲ测量了Ｍｙｈ６基因在不同周龄新西兰白兔背腿
肌中的表达量，分析了上述性状与Ｍｙｈ６基因表达的相关性。【结果】２～８周龄新西兰白兔各类型肌纤维的密度逐
渐变小，面积、长径和短径则逐渐变大（白肌纤维短径除外，仅在２～６周龄有变大趋势）。Ｍｙｈ６基因在４周龄表达
量最高。Ｍｙｈ６基因表达量与公兔背部红肌纤维的面积呈极显著负相关（Ｐ＜００１），与公兔腿部红肌纤维的密度呈
极显著正相关（Ｐ＜００１）。【结论】Ｍｙｈ６基因表达与肌纤维类型和肌纤维的生长发育密切相关。
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　　肌纤维是肌肉的基本单位。不同类型肌纤维的
收缩、代谢等特性不同，其主要是由肌纤维的生长发

育及肌纤维类型的相互转化决定，该因素进一步导

致不同类型肌纤维组成的肌肉的差异，最终影响肌

肉品质［１］。肌纤维性状受到遗传物质基础和营养环

境的共同影响，最终决定子代早期生长发育乃至成

年期的表型。研究家兔 Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓｃｕｎｉｃｕｌｕｓ发育早
期与肌肉生长相关基因的表达规律及相关性有助于

了解家兔肌纤维形成的分子机制。新西兰白兔是从

国外引进的优良肉兔品种，其肉用性能在经过多代

选育后得到了提高，具有生长速度快、饲料报酬高、

屠宰性能好和适应性较强等优点，同时还作为理想

的试验动物，广泛应用于医药学、生物学领域。本研

究以新西兰白兔为试验素材，利用冰冻切片技术分

析不同周龄背腿肌中肌纤维性状，探明其不同发育

阶段肌肉组织结构之间的差异，为优质肉兔品种资

源的保护、开发和利用提供参考依据。

在前期研究中，我们利用基因芯片筛选技术发

现的Ｍｙｈ６基因与肌肉的生长发育密切相关。付睿
琦［２］通过蛋白质组学技术筛选北京油鸡肌肉发育相

关基因，发现 Ｍｙｈ６基因可能参与肌肉细胞骨架结
构。斑马鱼ｗｅａ突变体由于干扰了斑马鱼 Ｍｙｈ６基
因的正常表达导致了心房收缩缺陷［３］；射血分数降

低的左心房发育不良也与 Ｍｙｈ６隐性突变有关［４］；

Ｍｙｈ６的变异能引起病态窦房结综合征［５］。Ｍｙｈ６是
肌球蛋白重链基因家族的一员，但是该基因家族对

骨骼肌影响的研究鲜见报道。本研究采用实时荧光

定量ＰＣＲ技术分析Ｍｙｈ６基因在不同周龄背腿肌中
的表达水平，并针对新西兰白兔不同周龄不同类型

肌纤维性状与 Ｍｙｈ６基因的表达水平进行相关性分
析，以揭示Ｍｙｈ６基因在新西兰白兔肌肉发育过程中
作用，为家兔肉品质的改良提供理论基础。

１　材料与方法
１．１　试验动物

新西兰白兔由江苏省南京市金陵总兔场提供，

在相同环境条件下饲养，分别于２、４、６、８、１０、１２周
龄时屠宰，每个周龄公母兔各取１５只，取背最长肌
（以下简称背肌）和后腿内侧肌肉（即股四头肌，以下

简称腿肌）适当大小各 ２块，一块用于冰冻切片制
作，另一块用于总ＲＮＡ提取。
１．２　组织学测定

取出样品，修块，放入冰冻切片机的快速冷冻架

上，进行切片，切片厚度５～１０μｍ。把切片样贴于

载玻片上，染色，封片，显微镜观察，取平均值 ±标准
误用于结果分析。

１．３　ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ制备
采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取肌肉组织总 ＲＮＡ。再使用

ＳｕｐｅｒＲＴｃＤＮＡＫｉｔ（购于北京康为世纪生物科技有
限公司）制备 ｃＤＮＡ样品，置于 －２０℃冰箱中保存
备用。

１．４　引物设计及合成
根据 ＧｅｎＢａｎｋ公布的家兔基因的 ｍＲＮＡ序列

（ＮＣ＿０１３６８５１），利用ＮＣＢＩ网站ＰｒｉｍｅｒＢＬＡＳＴ在线
引物设计程序设计得到了 Ｍｙｈ６基因的荧光定量引
物和内参基因ＧＡＰＤＨ引物序列，由上海生工生物有
限公司合成。引物信息见表１。

表１　引物信息
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

　基因
引物序列

（５′３′）
产物大小

／ｂｐ
退火温度

／℃
Ｍｙｈ６ Ｆ：ＴＣＡＣＣＴＡＣＣＡＧＡＣＧＧＡＧＧＡＧ ２３４ ６１

Ｒ：ＴＴＡＡＣＡＡＧＡＧＣＧＧＧＧＴＴＣＣＧ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＣＧＡ ２９３ ６０

Ｒ：ＣＡＣＡＡＴＧＣＣＧＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴ

１．５　实时荧光定量ＰＣＲ
利用染料法（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ）进行实时荧光定量

ＰＣＲ分析，预混体系购于北京康为世纪生物科技有
限公司，根据说明书优化反应体系后，于冰上配制反

应体系。每个样品设置３个重复，利用 ＡＢＩ７５００荧
光定量 ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）分析 ＰＣＲ
过程中荧光信号值的变化，并获取到各样品基因的

Ｃｔ值，用ＧＡＰＤＨ基因作为内参对表达水平均一化处
理，并通过ΔΔＣｔ方法来计算基因表达的差异倍数。
１．６　数据分析

相对定量的结果采用２－ΔΔＣｔ法进行分析。运用
ＳＰＳＳ软件中ＰｅａｒｓｏｎＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ分析Ｍｙｈ６基因表达
和肌纤维性状的相关性，数据图采用平均值 ±标
准误。

２　结果与分析
２．１　冰冻切片

新西兰白兔２、４、６、８、１０和１２周龄背腿肌采用
冰冻切片制片后，经琥珀酸脱氢酶染色法染色，根据

染色的深浅判断不同的肌纤维类型。如图１所示，
染色最深呈蓝紫色的为红肌纤维，染色最浅的为白

肌纤维，染色中等的为中间型肌纤维。研究结果表
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明，新西兰白兔２、４、６、８、１０和１２周龄公母兔的背肌
和腿肌均具有红肌纤维、白肌纤维和中间型肌纤维３
种肌纤维类型。

２．２　新西兰白兔肌纤维的密度和面积
肌纤维密度和面积是重要的肌纤维性状之一。

肌纤维密度与肌纤维面积成反比例关系，即肌纤维

面积越大，密度越小；肌纤维面积越小，密度越大。

不同周龄新西兰白兔肌纤维密度和面积统计结果如

图２所示，各类肌纤维的密度随着周龄数的增加而
变小，２～８周龄，这种变小的趋势很明显，８～１２周
龄，趋势越来越小，几乎保持不变。整体来看，随着

周龄数的增加，密度逐渐减小，但减小的趋势越来越

不明显（图２Ａ１、２Ａ２、２Ａ３）。
在２～８周龄，肌纤维的面积随着周龄数的增加

而逐渐变大，８周龄以后，面积变化的趋势不明显（图
２Ｂ１、２Ｂ２、２Ｂ３）。

Ａ：公兔背肌；Ｂ：公兔腿肌 ；Ｃ：母兔背肌；Ｄ：母兔腿肌。

图１　新西兰白兔公母兔背肌和腿肌的冰冻切片结果（８周龄）
Ｆｉｇ．１　Ｆｒｏｚｅｎｓｅｃｔｉｏｎｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｂａｃｋｍｕｓｃｌｅａｎｄｌｅｇ

ｍｕｓｃｌｅｏｆＮｅｗＺｅａｌａｎｄｗｈｉｔｅｒａｂｂｉｔｓ（８ｗｅｅｋｏｌｄ）

Ａ１、Ａ２和Ａ３分别表示红肌纤维、中间型肌纤维和白肌纤维密度；Ｂ１、Ｂ２和Ｂ３分别表示红肌纤维、中间型肌纤维和白肌纤维面积。

图２　不同周龄新西兰白兔肌纤维密度和面积
Ｆｉｇ．２　ＭｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｄｅｎｓｉｔｙａｎｄａｒｅａｏｆＮｅｗＺｅａｌａｎｄｗｈｉｔｅｒａｂｂｉｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓ
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２．３　新西兰白兔肌纤维的长径和短径
随着周龄数的增大，新西兰白兔的背腿部各类

肌纤维的长径和短径在２至８周龄（白肌纤维短径
在２至６周龄）期间不断变大，在后期变化的趋势不
明显（图３）。
２．４　Ｍｙｈ６基因在不同周龄背腿肌中的表达

利用实时荧光定量 ＰＣＲ技术，检测了 Ｍｙｈ６基

因在新西兰白兔不同生长发育阶段背腿肌中的表达

水平。结果（图４）发现，随着周龄的增大，Ｍｙｈ６基
因在新西兰白兔背腿肌中的表达量都呈现出先增大

再变小最后趋于稳定的趋势，４周龄表达量最高。
Ｍｙｈ６基因在母兔背肌中的表达量在６周龄以后基
本趋于稳定，在母兔腿肌及公兔背腿肌中的表达量

在８周龄以后趋于稳定。

Ａ１、Ａ２和Ａ３分别表示红肌纤维、中间型肌纤维和白肌纤维长径；Ｂ１、Ｂ２和Ｂ３分别表示红肌纤维、中间型肌纤维和白肌纤维短径。

图３　不同周龄新西兰白兔肌纤维长径和短径
Ｆｉｇ．３　ＬｏｎｇａｎｄｓｈｏｒｔｄｉａｍｅｔｅｒｓｆｏｒｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｓｏｆＮｅｗＺｅａｌａｎｄｗｈｉｔｅｒａｂｂｉｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓ

图４　Ｍｙｈ６基因在不同周龄新西兰白兔背腿肌中表达水平
Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭｙｈ６ｇｅｎｅｓｉｎｂａｃｋａｎｄｌｅｇｍｕｓ

ｃｌｅｓｏｆＮｅｗＺｅａｌａｎｄｗｈｉｔｅｒａｂｂｉｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓ

２．５　Ｍｙｈ６基因表达与肌纤维性状的相关分析
Ｍｙｈ６基因在背肌中的表达量与各类肌纤维性

状的相关分析结果如表２所示。该基因在公兔背肌
中的表达量与红肌纤维的面积呈极显著负相关（Ｐ＜
００１）；与红肌纤维和中间型肌纤维的密度均呈显著
正相关（Ｐ＜００５）；与白肌纤维的密度、中间型肌纤
维和白肌纤维的面积、３种肌纤维的长径、红肌纤维
和中间型肌纤维的短径均呈显著负相关（Ｐ＜００５）；
该基因在母兔背部中的表达量与红肌纤维的密度呈

显著正相关（Ｐ＜００５）；与３种肌纤维的面积、长径、
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红肌纤维和中间型肌纤维的短径均呈显著负相关

（Ｐ＜００５）。该基因在公兔腿肌中的表达量与红肌
纤维密度呈极显著正相关（Ｐ＜００１）（表３）。

表２　Ｍｙｈ６基因表达量与背部肌纤维性状的相关分析１）

Ｔａｂ．２　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎＭｙｈ６ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄｂａｃｋｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｔｒａｉｔｓ

性别 肌纤维类型 密度 面积 长径 短径

公兔 红肌纤维 ０．８１１ －０．９２９－０．８５１ －０．８９８

中间型肌纤维 ０．７８５ －０．８６８ －０．８７８ －０．８９８

白肌纤维 －０．８６０ －０．９２８ －０．８６６ －０．７８４

母兔 红肌纤维 ０．９０１ －０．９０１ －０．８４３ －０．８７３

中间型肌纤维 ０．７７５ －０．７９５ －０．８３９ －０．８５５

白肌纤维 ０．７２７ －０．８１８ －０．８７６ －０．７７８

　１）和分别表示相关性达００５和００１的显著水平。

表３　Ｍｙｈ６基因表达量与腿部肌纤维性状的相关分析１）

Ｔａｂ．３　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎＭｙｈ６ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｎｄｌｅｇｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｔｒａｉｔｓ

性别 肌纤维类型 密度 面积 长径 短径

公兔 红肌纤维 １．０００ －０．７５０－０．７１６－０．７３５

中间型肌纤维 ０．６８９ －０．７４８－０．７３２－０．７５９

白肌纤维 ０．４３１ －０．６９１－０．６３８－０．６３８

母兔 红肌纤维 ０．５７７ －０．５９５－０．６０６ ０．５６１

中间型肌纤维 ０．５６１ －０．５４８－０．５９１－０．６２９

白肌纤维 ０．７２７ －０．６０９－０．６６１－０．５６６

　１）表示相关性达００１的显著水平。

３　讨论与结论

各类肌纤维经琥珀酸脱氢酶染色法染色后均表

现出不同的颜色。解祥学等［６］研究得出，不同类型

肌纤维的琥珀酸脱氢酶活性不同，导致染色的结果

不同，红肌纤维琥珀酸脱氢酶活性最强，染成蓝紫

色，白肌纤维琥珀酸脱氢酶活性很低，不着色或者着

色非常淡，而中间型纤维着色处于两者之间。不同

品种肉牛，同一部位的肌纤维类型比例、肌纤维直径

和肌纤维密度是存在差异的；６个品种牛不同部位均
是白肌纤维直径 ＞中间纤维直径 ＞红肌纤维直径，
肉牛与新西兰白兔３种肌纤维直径大小之间的差异
趋势基本一致。陈岩锋等［７］在闽西南黑兔 ７０、９０、
１２０日龄时测得背最长肌肌纤维直径分别为３８４８、
３４６７、４２２８μｍ，背最长肌肌纤维面积分别为
１０９５４９、８７９１５、１３２２３９μｍ２，背最长肌肌纤维
密度分别为４１９０９、４１８８８、３３２１０根·ｍｍ－２，并
指出背最长肌的密度随着日龄数的增加而逐渐变

小。本试验测得１０周龄新西兰白兔背部和腿部红
肌纤维、中间型肌纤维和白肌纤维的面积长径的结

果与以上结果基本一致。赵海全等［８］对５６日龄的
天农草鸭的胸肌、腿肌肌纤维直径进行测定，测得公

鸭胸肌、腿肌肌纤维直径分别为３７８４、５０７６μｍ，
母鸭胸肌、腿肌肌纤维直径分别为 ３２７８、４３６２
μｍ。本试验测得的８周龄新西兰白兔背部和腿部红
肌纤维、中间型肌纤维和白肌纤维的长径结果与以

上结果差异不明显，说明该试验结果的可靠性。另

外，骨骼肌纤维的长短和粗细随肌肉的种类和生理

状况而异，一般长１～４０μｍ，直径１０～１００μｍ［９１２］。
在本试验中测得的各周龄新西兰白兔背部和腿部红

肌纤维、中间型肌纤维和白肌纤维的长径和短径结

果基本在这一范围内。

研究表明，Ｍｙｈ６基因在心肌发育过程中发挥了
重要作用。Ｍｙｈ６基因表达的下调可能会引起心房
间隔缺陷［１３］，Ｍｙｈ６等位基因的突变能抑制肥大型
心肌病［１４］，该基因表达变化对左心室的结构和功能

改变有一定的影响［１５］，Ｍｅｆ２缺失的果蝇 Ｍｙｈ６基因
表达下调，可出现肌球蛋白重链缺失［１６］，表明 Ｍｙｈ６
基因对肌肉发育至关重要。在前期研究中，我们筛

选的差异基因 Ｍｙｈ６与家兔肌肉发育密切相关。本
研究利用实时荧光定量ＰＣＲ法对新西兰白兔不同周
龄背部和腿部肌肉中 Ｍｙｈ６基因的表达规律进行了
相对定量分析，发现Ｍｙｈ６基因在该家兔品种中表达
是随着周龄数的增加表达量先变大后变小最后趋于

稳定，但是尚未发现这种表达量变化发生的机制。

通过其表达量结果与切片结果的联合分析可以看

出，该基因与肌纤维发育相关。该基因在４周龄表
达量最高，与新西兰白兔在４周龄左右处于发育高
峰期、肌肉的生长速度较快相一致。家兔在８周龄
以后肌肉发育相对平缓，该基因在８周龄以后表达
量趋于稳定。该基因在新西兰白兔母兔背肌中的表

达量在６周龄后基本趋于稳定，在公兔背肌中的表
达量在８周龄之后趋于稳定，公兔在６～８周龄时肌
肉发育的速度大于母兔。根据 Ｍｙｈ６基因表达量与
新西兰白兔背腿部肌纤维性状的关联分析结果，说

明家兔肌纤维的生长发育可能受 Ｍｙｈ６基因表达的
调控。
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