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摘要 　用实时荧光定量 PCR 方法研究了蓝塘猪和长白猪 1、27、90、150 和 180 日龄阶段脂肪组织中 leptin

基因 mRNA 和下丘脑中 leptin 受体基因 mRNA 的变化 ,并对 2 个品种不同生长阶段血液中 leptin 含量的变化

规律进行了探讨。结果表明 : (1)蓝塘猪 180 日龄时皮下脂肪中 leptin 基因表达量显著高于其它各阶段 ,而与长

白猪相比 ,蓝塘猪除 1 日龄低于长白猪外 ,其它各个阶段均高于长白猪 ,180 日龄两者差异极显著 ;长白猪各阶

段间差异不显著 ; (2)蓝塘猪 180 日龄时下丘脑中 leptin 受体基因的表达量显著高于其它各阶段 ,长白猪 180 日

龄时最高 ,且显著高于 1 日龄和 27 日龄 ,蓝塘猪与长白猪 1 日龄时差异显著 ; (3)蓝塘猪血清中 leptin 浓度各阶

段均高于长白猪 ,两品种均是 150 日龄时最高 ,蓝塘猪 150 日龄显著高于 27 日龄和 180 日龄 ,长白猪各阶段差

异不显著。
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　　leptin 基因首次在小鼠中发现 ,其编码的蛋白

质对机体的脂肪沉积、体重和能量代谢等具有重要

的调节作用[122 ] 。其调节机制为主要作用于下丘脑

的体重调节中枢 ,引起食欲降低、能量消耗增加 ,从

而抑制脂肪的蓄积和体重的增加[324 ] 。在啮齿类动

物和人类的各器官中进行 lep tin mRNA 检测 ,结果

只有在大网膜、后腹膜、肠系膜及皮下脂肪组织中可

见 ,尤以皮下脂肪组织最多[5 ] 。leptin 功能的发挥

是通过与其受体 (leptin receptor ,L EPR) 结合而实

现的。研究表明 ,L EPR 基因在脑、心、胎盘、肝、肾、

脾、肌肉、胸腺、前列腺、睾丸、卵巢、小肠、结肠、肾上

腺中都有 mRNA 表达。L EPR 的广泛分布 ,决定了

leptin 具有广泛的生物学功能。如 leptin 可直接抑

制胰岛素分泌 ,降低甲状腺素分泌 ,甚至影响猪的繁

殖性能等[628 ] 。对脂肪型和瘦肉型猪种血清 leptin

水平比较认为 ,脂肪型猪存在 leptin 抵抗现象 ,血清

leptin 水平比瘦肉型猪高出几倍[9210 ] ,脂肪型猪 lep2
tin 基因的表达量也高于瘦肉型猪[9210 ] 。

总之 ,leptin 与 L EPR 在调节动物脂肪沉积等

方面有着重要的作用。本研究通过对瘦肉型长白猪

和脂肪型蓝塘猪血清 leptin 水平、皮下脂肪组织

leptin 基因和下丘脑中 L EPR 基因的 mRNA 的检

测和比较 ,旨在了解 leptin 与 L EPR 基因的表达规

律 ,探讨不同类型猪脂肪沉积的遗传基础 ,为进行

胴体组成和猪肉品质的遗传改良等提供理论依

据。

　材料与方法

　试验样本

选用广东某猪场经产蓝塘母猪和长白母猪各 6

头纯繁 ,所生后代用于饲养试验。试验期内按常规

饲养管理进行 ,仔猪 28 d 断奶 ,公猪 3 日龄阉割。

分别于 1、27、90、150 和 180 日龄进行屠宰和相关性

能测定 (每品种 6 头 ,3 公 3 母) ,采集血液、皮下脂

肪与下丘脑等组织样本 ,置液氮速冻 , - 80 ℃保存

备用。

　主要试剂及仪器

总 RNA 提取试剂盒 ( TRIZOL) 购自赛百盛公

司 ,反转录酶 (AMVRTase ) 、DNA 聚合酶 ( Taq) 、RNA

酶抑制剂购自美国 Promega 公司。PCR 仪为美国 PE

公司产品 (9600) ,电泳凝胶成像系统 ( Electrophoresis

Documentationand Analysis System120)为 Kodak 公司
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产品。血清 leptin 浓度测定试剂盒购自天津九鼎医

学生物工程公司。

　 提取和反转录

1)总 RNA 的提取。按试剂盒 ( TRIZOL ) 方法

提取总 RNA ,用无 Rnase 的 Dnase2Ⅰ处理以除去

痕量的 DNA 污染。用琼脂糖凝胶电泳检测 ,并用紫

外分光光度计测其质量浓度 ,稀释至 1μg/μL 备用。

2)反转录。采用两步法 ,反应体系为 :总 RNA

1μL ,10 mmol/ L dN TPs ( each) 2 μL , oligo ( d T)

18 (50μmol/ L) 2 μL , RNase2f ree dd H2 O 补充至

31μL ,65 ℃保温 5 min ,冰浴 5 min ,然后向反应管

中依次加入 RNase 抑制剂 1μL ,10 ×AMV Reaction

buffer 4μL ,DTT 2μL ,AMV 逆转录酶 2μL ,混匀后

于 37 ℃温育 1 h ,在 70 ℃保温 15 min ,以灭活逆转录

酶 ,10 ℃保存 5 min ,产物置 - 20 ℃保存备用。

　引物设计和定量

1)引物设计。根据 leptin 和 L EPR 基因胞外区

的核苷酸序列 ,以及β2actin 基因序列 ( GenBank 登录

号分别为 SSU59894、AF092422 和 A Y550069) ,用

Primer Premier 5. 0 软件设计定量 PCR 引物和探针

(表 1) 。探针序列 5′端标记的为发光基团 ,3′标记的

为淬灭基团。送上海生工生物工程公司合成。

表 1 　定量 PCR 引物与探针序列信息

Table 1 　Information of primer and probe sequences in Real time RT2PCR

基因
Gene

引物或探针序列
Nucleotide sequences of primer and probe (5′23′)

产物长度/ bp
Production lengt h

退火温度/ ℃
Annealing temperature

leptin

F 5′2AA TA TCGAA T GACCT GGA GAACCT 23′

R 5′2CGT GGA GTA GA GGGA GGCT T 23′

Probe 5′2( FAM) CGCCCA GGCTCTCCAA GGTCTCCA ( Eclipse) 23′ 68. 8

139 60. 0

L E PR

F 5′2GT GTCA T TCCT GA T TCCGT GGT 23′

R 5′2A GACT GGCT TCTCCCAA GA TA T T T 23′

Probe 5′2( FAM) AACCGCT GCCTCCA TCCA GT GT GA ( Eclipse)23′ 67. 2

105 60. 0

β2actin

F 5′2 A GT GGTCA GCCA TCACAA TCC 23′

R 5′2 GGTCTCAA GTCA GT GTACA GGTAA 23′

Probe 5′2( FAM) CCTCCGCACCTCAACCCGCTCCTA ( Eclipse) 23′ 68. 8

124 60. 0

　　2)反应体系。总体积为 25μL ,其中含SYBR λ
Green I Realtime PCR Master Mix 12μL ,前后引

物各 0. 4μL ,cDNA 模板 1μL ,加 dd H2 O 至终体

积 25μL 。

3)反应程序。95 ℃预变性 1 min ; 40 个循环
(95 ℃变性 15 s ,60 ℃退火 15 s ,72 ℃延伸 15 s) 。

试验对所有样本进行 3 个重复测定 ,并在每次实验

时设置阴性对照。

　血清中 浓度测定

用放射免疫法进行血清中leptin测定 ,具体操

作按试剂盒说明书进行。

　数据统计

参照 Winer 等[11 ] 的方法 ,用 2 - △△Ct 法度量目的

基因的 mRNA 相对表达水平 ,以β2actin 为内标基因

进行标准化。并采用方差分析进行相对表达量的差

异显著性检验 ,多重比较采用 SAS(8. 01)软件进行。

　结果与分析

　长白猪与蓝塘猪皮下脂肪中 基因的表

达　　长白猪与蓝塘猪皮下脂肪中的 leptin 基因的表

达变化规律见表 2。结果显示 ,2 个品种皮下脂肪中

leptin 基因表达的相对丰度有一定的规律及品种特

点。蓝塘猪出生时表达量最低 ,此后有增高趋势 ,

180 日龄最高 ,且显著高于其它各阶段 ;长白猪 27

日龄时最高 ,180 日龄时最低 ,各阶段差异不显著。

蓝塘猪除初生时低于长白猪外 ,其它各个阶段相对

表达量均高于长白猪 ,180 日龄阶段差异达极显著

水平。

　长白猪与蓝塘猪下丘脑中 受体基因的表达

　　2 个品种下丘脑中 leptin 受体基因相对表达量

的变化见表 2。结果显示 ,2 个品种下丘脑中 leptin

受体基因的相对表达量存在品种特征。蓝塘猪出生

时较高 ,此后有下降趋势 ,在 180 日龄陡然升高 ,且

显著高于其它各阶段表达量 ;长白猪一直保持升高

趋势 ,180 日龄时最高 ,且显著高于 1 日龄和 27 日

龄阶段。蓝塘猪与长白猪 1 日龄时差异显著 ,其它

各阶段差异不显著。

　长白猪与蓝塘猪血清中 含量

长白猪与蓝塘猪血清中的leptin含量变化规律
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表 2 　皮下脂肪中 leptin 基因和下丘脑中 leptin 受体基因表达量的变化1)

Table 2 　Changes of leptin gene expression in subcutaneous fat

日龄
Days/ d

leptin 基因 leptin gene

蓝塘猪 Lantang pig 长白猪 Landrace

L EPR 基因 L EPR gene

蓝塘猪 Lantang pig 长白猪 Landrace

1 0. 535 1 ±0. 101 1 b 2. 636 3 ±1. 172 0 a 5. 488 3 ±1. 948 6 b 0. 347 2 ±0. 106 2 bc 3

27 5. 910 6 ±1. 734 8 b 4. 397 7 ±1. 404 4 a 4. 493 6 ±1. 278 2 b 1. 278 0 ±1. 002 7 b

90 4. 267 0 ±1. 446 6 b 2. 690 3 ±1. 100 1 a 4. 307 2 ±1. 059 9 b 4. 881 4 ±1. 351 5 abc

150 7. 981 9 ±1. 794 6 b 2. 336 3 ±1. 355 8 a 2. 080 2 ±0. 322 0 b 5. 331 2 ±2. 154 7 ab

180 92. 789 4 ±17. 281 0 a 1. 628 8 ±0. 667 2 a 3 3 14. 158 0 ±5. 668 8 a 6. 409 8 ±2. 357 0 a

　1)同列不同字母表示差异显著 ( P < 0. 05) , 3 、3 3 表示同行差异显著 ( P < 0. 05)或极显著 ( P < 0. 01) 。下同 Different letter re2

present s significance wit hin a line ( P < 0. 05) , 3 , 3 3 represent significance wit hin a row ( P < 0. 05 or P < 0. 01) . The same as

below.

见表 3。结果显示 ,两品种均是 150 日龄时最高 ,且

蓝塘猪各阶段均高于长白猪。蓝塘猪 150 日龄显著

高于 27 日龄和 180 日龄 ;长白猪各阶段差异不显

著。
表 3 　血清中 leptin 的含量变化

Table 3 　Changes of serum leptin level

日龄 Days/ d 蓝塘猪 Lantang pig 长白猪 Landrace

1 0. 933 9 ±0. 058 2 ab 0. 791 4 ±0. 064 5 a

27 0. 871 9 ±0. 106 6 b 0. 684 6 ±0. 045 6 a

90 1. 038 0 ±0. 046 4 ab 0. 765 4 ±0. 031 7 a

150 1. 209 4 ±0. 079 2 a 0. 806 0 ±0. 059 4 a

180 0. 859 1 ±0. 075 1 b 0. 692 1 ±0. 042 4 a

　讨　论

本研究结果中 ,蓝塘猪和长白猪皮下脂肪 lep2
tin 基因表达变化规律有明显的品种特征。蓝塘猪

是中国典型的脂肪型猪种 ,其出生时皮下脂肪中

leptin 基因表达量最低 ,此后有增高趋势 ,180 日龄

最高 ,且显著高于其它各阶段。180 日龄时 2 个品

种差异达极显著水平 ,且除 1 日龄蓝塘猪低于长白

猪表达量之外 ,其它各阶段均高于长白猪 ,此结果与

龙火生等研究基本一致[9 ] 。后者认为 ,瘦肉型猪种

leptin 基因的表达量低于脂肪型猪种。但本研究中

长白猪初生时 lep tin 基因的表达量高于蓝塘猪 ,这

是否与怀孕期胎儿的生长发育有关还有待进一步研

究。有研究表明 ,leptin 在猪的胚胎发育的早期就

开始参与相关功能的调节[12213 ] 。

下丘脑中 L EPR 基因相对表达量的变化规律

也具有品种特征。蓝塘猪 180 日龄阶段显著高于其

它各阶段 ,长白猪 180 日龄阶段显著高于1 日龄和

27 日龄阶段。这一结果与 2 个类型猪的脂肪沉积

规律基本一致。说明随着脂肪沉积的增加 ,L EPR

基因相对表达量有增加趋势。但 1 日龄时长白猪

leptin 受体基因相对表达量显著低于蓝塘猪 ,结合

初生时长白猪 leptin 基因表达量高于蓝塘猪这一结

果 ,作者认为 ,初生时可能有其它因素影响着 2 个基

因的表达 ,如胎儿的生长发育、分娩或仔猪哺乳等 ,

具体有待深入研究。

在血清中 leptin 浓度方面 ,有研究表明 ,脂肪型

猪的血清中 lep tin 水平比杂种猪高出 3 倍或更

多[9 ,14 ] 。本研究中 ,蓝塘猪各阶段 leptin 水平均高

于长白猪 ,与前人的结果一致 ,但两者差异并没有达

到所报道的 2～3 倍 ,这可能与试验中所采用的不同

猪种有关。前人研究认为 ,一些啮齿类先天肥胖动

物和过量摄食导致的肥胖动物中发现脂肪组织 lep2
tin 基因 mRNA 表达增加 ,血 leptin 的水平升高 ,说

明这些动物体内对 leptin 的反应减弱或无反应 ,这

种现象称为 leptin 抵抗[ 14 ] 。

本研究结果说明蓝塘猪和其它脂肪型猪种一样

存在 leptin 抵抗现象。到目前为止 ,由于 leptin 抵

抗的机理非常复杂 ,人们对动物机体产生 lep tin 抵

抗的了解还十分有限。另外 ,其它因素也可能影响

leptin 水平的变化 ,如在人类的外科手术后 ,机体中

的 leptin 水平明显升高 ,说明 leptin 可能是动物机

体参与应激反应的重要组成成分[15 ] 。另外 ,大白猪

血液中的睾酮到 120 日龄显著升高 ,从而抑制了

leptin 基因的表达 ,这也说明机体 leptin 水平与性

成熟有关[ 10 ] 。

总之 ,leptin 基因是最早发现与动物肥胖相关

的基因之一 ,已受到广泛的重视。大量研究已证明 ,

leptin 与 lep tin 受体基因在调节动物脂肪沉积方面

有着重要的作用 ,血清 leptin 水平能反映机体能量

代谢和脂肪沉积状况。同时 ,leptin 和动物体内多

种激素存在相互作用 ,其对动物机体的调节机理非

常复杂。深入研究猪 leptin 与 leptin 受体基因的结

96
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构、表达 ,以及与脂肪沉积等相互关系对探讨猪的脂

肪沉积机理有重要意义。
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Changes of Leptin and Leptin Receptor Gene Expression in
Subcutaneous Fat and Hypothalamus of Lantang and Landrace Pigs

CH EN Zan2mou 　Q I Xiao2hong 　ZHAN G Hao 　WU Zhen2fang 　L IU De2wu

Col lege of A ni m al S cience , S out h Chi na A g ricul t ural U ni versi t y , Guangz hou 510642 , Chi na

Abstract 　Real time R T2PCR was applied to st udy t he develop mental pat terns of lep tin and leptin

receptor gene mRNA expression at t he ages of 1 , 27 , 90 , 150 and 180 days af ter born (DAB) in subcu2
taneous fat and hypothalamus of Lantang and Landrace pigs. The result s showed t hat : (1) in subcutane2
ous fat , Lantang had the highest leptin mRNA level at 180 DAB. Leptin mRNA at all ages in lantang

was higher t han that in landrace , except at 1 DAB. Leptin mRNA was significantly higher in Lantang

pig than t hat in landrace pig at 180 DAB. Leptin mRNA had no significant difference among landrace

pigs at all ages. (2) In hypot halamus , leptin receptor mRNA was highest at 180 DAB for bot h t he two

breeds , and it had significantly higher than that at other ages in lantang , and at 1 and 27 d in landrace. Two

breeds at 1 d had apparent differed. (3) Lantang pigs at all ages had higher serum leptin level than landrace.

Two breeds at 150 d were the highest compared with other ages. Lantang pigs at 150 day had significantly high2
er than at ages of 27 and 180 day. No significant changes were seen in all ages in landrace.
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