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摘要　为研究SKIP 基因对山羊生长发育的影响,并寻找与山羊生长性状相关的分子标记,利用绵羊与牛

SKIP 基因的同源序列设计引物,RTＧPCR扩增得到一段长１３５０bp的山羊SKIP 基因表达序列,包括其完整

编码区序列,编码４４９个氨基酸的蛋白.通过序列Blast比较和系统发育树的构建,发现山羊SKIP与绵羊SKIP
序列相似性最高(９９．５２％).利用生物信息学分析SKIP蛋白的理化性质,预测SKIP蛋白分子质量为５２ku,等
电点为５．１８,包含典型的疏水区域和磷脂酰肌醇５Ｇ磷酸磷酸酶结构域,定位在细胞质(６０．９％)和细胞核(２６．１％)

中.间接免疫荧光试验验证了SKIP的细胞定位,并发现位于细胞核中的SKIP在成肌细胞分化过程中转移到

细胞质.通过波尔山羊和麻城黑山羊的 DNA 混池测序,发现SKIP 内含子２有一处 G/A 突变,利用 PCRＧ
RFLP方法对波尔×麻城黑山羊 F２代杂交后代进行基因分型,性状关联分析发现该单核苷酸多态性位点

(SNP)与出生体质量、胸围、管围、身高等性状显著相关,等位基因 G与生长呈正相关.
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　　肌纤维的数目和大小直接影响家畜的胴体性

状,肌纤维数目在出生前就已定型,由成肌细胞的分

化进程所控制.肌醇磷酸酶(SKIP)在骨骼肌中高

表达[１Ｇ２],受成肌转录因子 MyoD转录调控[１],对成

肌细胞的分化发挥着重要的负调控作用[３].多物种

的报道也显示SKIP 基因与肌纤维发育密切相关:

SKIP 基因杂合敲除小鼠的特征表型为比目鱼肌及

股四头肌质量显著增加[４];猪、牛等经济动物基因组

内该基因的定位区域也多分布影响相关性状的

QTL,如猪肌纤维数目、大腿质量及犊牛出生体质

量;猪SKIP 基因内的多态可显著影响大白×梅山

猪F２代群体的背最长肌高度等多项胴体性状[５].
SKIP 作为家畜骨骼肌生长发育的重要候选基因,
目前还没有关于SKIP 对山羊生长性状影响的研究

报道.研究山羊SKIP 基因多态性,将其与山羊的生

长性状相关联,对于明确SKIP在山羊肌肉生长发育

中的作用和了解山羊生长发育规律具有重要意义.

SKIP最先是由Ijuin等[２]在人中发现.SKIP
在体外优先水解磷脂酰肌醇Ｇ３,４,５Ｇ三磷酸(PIＧ３,４,

５ＧP３)和磷脂酰肌醇Ｇ４,５Ｇ二磷酸(PIＧ４,５ＧP２)的５位

磷酸,因而被鉴定为５ ¢Ｇ肌醇磷酸酶.由于SKIP的

底物PIＧ３,４,５ＧP３是 PI３KＧAKT 信号的第二信使,
主要介导胰岛素、IGF１、IGF２等生长因子的作用,
早期报道多将SKIP作为潜在的糖尿病药物靶点,
研究其对胰岛素敏感性、葡萄糖吸收及糖原合成等

方面的影响[６Ｇ７].自SKIP 杂合敲除小鼠模型建立

以来,人们逐渐认识到SKIP在骨骼肌发育中的作

用,开始研究其调控骨骼肌发育的分子机制,且多在

细胞水平探讨SKIP对成肌分化的调控机制,其在

不同生物体中的遗传多样性鲜有报道.本研究克隆

了山羊SKIP 基因,鉴定了它的分子特征,在成肌

细胞分化的过程中观察到SKIP位置的转移,并以

引进品种(波尔山羊)和本地品种(麻城黑山羊)为研

究对象,分析SKIP 基因的多态性及其对山羊生长
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性状的影响,以期为解析不同品种、个体的生产性能

差异提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　试验动物和样本收集

数据来源于开展杂交育种项目的湖北省农业科

学院试验羊场.将麻城黑山羊(n＝１０)和波尔山羊

(n＝１０)的 基 因 组 DNAs 样 本 混 池,用 于 筛 选

SKIP 基因的多态性.收集３１８只波尔×麻城黑山

羊F２代山羊的生长记录.生长记录包括:出生体

质量(birthweight/BW,kg),断奶体质量(weaning
weight/WW,kg),成年体长(bodylength/BL,cm),
成年身高(bodyheight/BH,cm),成年胸围(chest
circumference/CHC,cm),成年管围(cannoncircＧ
umference/CC,cm).血液样本收集到抗凝管中,

－８０℃存储.DNA从解冻的１mL血液中提取,用

蒸馏水稀释至终质量浓度为５０ng/mL.
1.2　引物设计、PCR 扩增和基因分型

利用BLAST程序,在绵羊的 EST 和 WGS数

据库中搜索与牛 SKIP 序列 (GenBank 登录号:

nw_００５３９２９７６．１)同源的EST和基因组片段.基于

组装 的 重 叠 群 序 列,设 计 引 物 对 SKIPＧF 和

cSKIPＧR(表１)扩增山羊SKIP 的cDNA 序列.
根据多物种序列比对查找的保守序列,设计９对引

物扩增山羊SKIP 基因组的 DNA 序列(表 １).

DNA序列变异利用 MutationSurveyoräv４．０．４软

件查找.

PCR 和 RTＧPCR 程 序 如 下:９４ ℃ 预 变 性

４min,然后９４℃４５s,退火温度４５s以及７２℃９０s
循环３５次,最后７２℃延伸１０min.每个引物对的退

火温度如表１所示.PCR产物经琼脂糖凝胶电泳证

实后纯化和克隆,克隆产物送测序公司双向测序.
表１　引物序列

Table１　Sequencesofprimersusedinthisstudy

引物

Primers
序列(５′Ｇ３′)

Sequence(５′Ｇ３′)
退火温度/℃
Temperature

位置

Position
大小/bp
Size

cSKIPＧF
cSKIPＧR

GGTACCGCCACCATGGAGGCCATGAG
CTCGAGTCAGATCTGTGGCTGGGCTTCAT

７５
编码区

Codingsequence
１３５０

SKIPＧF１
SKIPＧR１

CAGGACCGGCGAGGTTCAA
CGCCGAAGTGGGAAAGAGC

６２
启动子Ｇ内含子１

PromoterＧintron１
３２２

SKIPＧF２
SKIPＧR２

GGCTTCCCTTCTCAGCATA
AACTGGGGTTTGGGTCTTT

５６
内含子１Ｇ３
Intron１Ｇ３

６８０

SKIPＧF３
SKIPＧR３

CCAGATTGCCTCATTTGGC
GGCAGGTGGCAGTTGATGA

５９
内含子３Ｇ４
Intron３Ｇ４

６８３

SKIPＧF４
SKIPＧR４

CTTCCTGCCCACCTACCAG
ATCCGAAAGTTCATGTCTCCA

５９
内含子４Ｇ外显子６
Intron４Ｇexon６

８３７

SKIPＧF５
SKIPＧR５

TTGGAGACATGAACTTTCGG
GGCTGGATCTAGTCCTGCTC

５９
外显子６Ｇ内含子７
Exon６Ｇexon７

９８７

SKIPＧF６
SKIPＧR６

ATTGCCTTTCCTCCCAGGT
CTGTGTCAGACTCAGCCAAGG

５８
内含子７Ｇ８
Intron７Ｇ８

５３６

SKIPＧF７
SKIPＧR７

GTACACCATCAGTGACCATAAGCC ATAGCATＧ
TATCTGCCTCCTCCC

６１
外显子８Ｇ内含子９
Exon８Ｇintron９

１２１４

SKIPＧF８
SKIPＧR８

TCCTACAGGTGGGGCTGCG
TGCATTGCAGGCGGATTCT

５９
内含子９Ｇ１１
Intron９Ｇ１１

４３９

SKIPＧF９
SKIPＧR９

TGCCCTTGCCCCTTCCACT
AGACCCTCTGCCCACCCCTC

５８
内含子１１Ｇ３′非翻译区

Intron１１Ｇ３′UTR
６２３

　　取 ２０ mL 含 SNP 位点的 PCR 产物用１０U
BglⅠ(MBIFermentas)在３７℃消化４h后,在２％
的琼脂糖凝胶电泳检测,酶切产物用溴化乙锭染色.
1.3　生物信息学分析

该蛋白的理论分子质量和等电点的预测性分

析、亚细胞定位预测、跨膜区和信号肽预测,分别用

在线软件ComputepI/Mw (http://au．expasy．org/

tools/pi_tool．html),ProtScale(http://au．expasy．
org/tools/protscale．html),PSORT II (http://

psort．nibb．ac．jp/form２．html),TMpred (http://

www．ch．embnet．org/software/TMPRED_form．htＧ
ml)和 SignalPServer(http://genome．cbs．dtu．dk/

services/SignalPＧ２．０/)来实现.ClustalW 用来进

行核苷酸序列比对,MEGA４用来构建系统发育

树,CDＧSearch(http://www．ncbi．nlm．nih．gov/StrucＧ
ture/cdd/cdd．shtml)用来识别蛋白的保守结构域.
1.4　统计学分析和性状关联分析

利用基因计数计算等位基因频率.哈代Ｇ温伯

格平衡(HWE)检验用于计算实际基因型分布与期

望分布的偏差.使用SPSS１９的一般线性混合效应

４８
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模型(GLMMs)进行SKIP 基因型与生长性状的关

联分析.通过对每个性状进行多元回归和方差分

析,确定后续分析的固定效应.对具有固定效应的

所有可能组合的几种模型进行了测试,并对每种效

应的意义进行了系统评估.每个非显著效应都以逐

步的方式从模型中移除.最终模型为:
Yikm ＝μ＋ii＋ak＋dm ＋eikm (１)

Yijm ＝μ＋ii＋bj＋dm ＋eijm (２)

Yijlm ＝μ＋ii＋bj＋cl＋dm ＋eijlm (３)

Yim ＝μ＋ii＋dm ＋eim (４)

在所有模型中,Y 为性状值,i为基因型固定效

应,a 为公羊固定效应,b为窝别固定效应,c为性别

固定效应,d 为动物随机效应,μ 为单个性状的平均

值,e为随机误差.模型１用来分析 BW 和 BL,模
型２用来分析 WW 和 CHC,模型３用来分析BH,
模型４用来分析 CC.另外,WW 还作为分析体尺

性状(BL,BH,CHC和 CC)基因型效应的协变量.
1.5　细胞培养

骨骼肌细胞 C２C１２(小鼠)购自美国 ATCC公

司(no．CRLＧ１７７２).细胞生长培养基是在 DMEM
培养液(Invitrogen公司)添加１０％(体积/体积)的
胎牛血清、１００U/mL青霉素和１００g/mL链霉素

(Invitrogen公司).细胞在含２％马血清的 DMEM
液(Invitrogen)培养分化为肌管.
1.6　免疫荧光

将C２C１２细胞(１ １́０４细胞)培养在盖玻片上,
添加含１０％的胎牛血清或２％马血清的培养基培养

或诱导分化.盖玻片先用PBS洗２次,加３．７％甲

醛固定１５min,再用０．２％ TritonXＧ１００渗透处理

５min,然后用 PBS洗１遍.用 SKIP多克隆抗体

(GeneTex)孵育２h后,加荧光标记二抗或FITC标

记的鬼笔环肽(Sigma)孵育１h,再用荧光显微镜观

察细胞.

2　结果与分析

2.1　山羊 SKIP 基因克隆

基于绵羊EST数据库检索的序列重叠群,引物

对SKIPＧF和cSKIPＧR 扩增了１３５０bp的序列

(图１),包含了编码４４９个氨基酸的完整编码区序

列.根 据 NCBI中 的 HomoloGene数 据 库,山 羊

SKIP比人(４４８个氨基酸)、牛(４１６个氨基酸)和绵

羊(４１６个氨基酸)的同源基因要长,比小鼠(４６８个

氨基酸)和猪(４５０个氨基酸)的同源基因要短.基

于 NCBI中最近发布的山羊基因组序列数据库,核
苷酸序列BLAST比对发现,SKIP 与山羊１９号染

色 体 中 的 一 段 序 列 (GenBank 登 录 号

AJPT０１１７７２０２．１)具有完全的相似性,表明SKIP
位于山羊１９号染色体.

图１　SKIP 基因mRNA的RTＧPCR扩增结果

Fig．１　RTＧPCRamplificationresultofSKIPgene
2.2　序列同源性和系统发育树分析

为明确山羊SKIP与其他脊椎动物的系统发育

关系,构建了系统发育树(图２).系统发育分析显

示,山羊SKIP与绵羊(９９．５２％)、牛(９７．８４％)和猪

(８９．７６％)的亲缘关系较近,与人(７８．１２％)、小鼠

(７４．１６％)及鸡(５５．９％)的亲缘关系较远.

图２　山羊SKIP蛋白的系统进化树

Fig．２　ThephylogenetictreeofcaprineSKIPprotein
2.3　SKIP 蛋白的物理化学特性

SKIP的预测蛋白质分子质量和pI值分别为

５２．０ku和５．１８,它包含在物种之间保守的典型磷脂

酰肌醇５Ｇ磷酸磷酸酶(COG５４１１)结构域(图３).

ProtScale程序的亲水分析表明 SKIP蛋白含有典

型的疏水区域,其最大亲水和疏水值分别为２．２７８
和－２．９２２.PSORTII程序的亚细胞定位预测分析

表明,大部分蛋白质位于细胞质中(概率为６０．９％),
有些位于细胞核中(概率为２６．１％),少量位于线粒

体和细胞骨架(概率分别为８．７％和４．３％).TMＧ

５８
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pred程序的跨膜(TM)区域预测表明,SKIP是潜在

TM 蛋白,模型预测它从３４５到３６６的氨基酸残基

是 TM 段.SignalP３．０的信号肽预测显示,该多肽

在其氨基酸中不含有信号肽,是非分泌性蛋白质.

图３　山羊SKIP蛋白的保守结构预测

Fig．３　PredictionforconserveddomainofcaprineSKIPprotein
2.4　多态性检测和关联分析

序列比较显示SKIP 内含子２的２９０bp处有

１个 G/A突变(图４A),引起BglⅠ酶切位点的改

变.利用 PCRＧRFLP方法对包含有BglⅠ位点的

片段进行扩增,获得了３种基因型:GG(４１０bp和

２７０bp),GA(６８０bp,４１０bp和２７０bp)和 AA(６８０
bp)(图４B).SKIP 的等位基因分布表明,波尔山

羊和麻城黑山羊在这个位点均有多态.表２列出了

等位基因频率和哈迪Ｇ温伯格平衡(HWE)检验 P
值.２个品种的SNP均符合哈迪Ｇ温伯格平衡.

图４　山羊SKIP 基因的SNP测序图谱(A)及PCRＧBglⅠＧRFLP基因分型电泳图(B)

Fig．４　SNPdetectedincaprineSKIPgene,asshownbysequencingchromatograms(A)andPCRＧBglⅠＧRFLPanalysis(B)

表２　山羊SKIP 突变位点在不同山羊品种中的基因频率及哈迪Ｇ温伯格平衡分析

Table２　AllelefrequencydifferencesbetweendifferentbreedsatthecaprineSKIPSNPlocus

品种

Breeds
数量

Number

基因型

Genotype
GG GA AA

等位基因频率

Allelefrequency
G A

哈迪Ｇ温伯格检验P 值

HardyＧWeinberg
testPvalue

波尔山羊 Boergoat ３６ １０ ２０ ３ ０．６０６１ ０．３９３９ ０．１２２０
麻城黑山羊 Machengblackgoat ２９ ２１ ７ １ ０．８４４８ ０．１５５２ ０．６６９１

　　选用３１８只波尔×麻城黑山羊 F２代山羊个

体,进行SKIP基因型与生长性状的关联分析.发

现 SKIP 的 G/A 突变与出生体质量 (BW;P ＜
０．０５)、胸围(CHC;P＜０．０５)、管围(CC;P＜０．０５)

和体高(BH;P＜０．０５)显著相关(表３).与 AA 基

因型相比,GG基因型显示较高的BW、CHC、CC和

BH.等位基因 G 似乎与 BW、CHC、CC和 BH 值

的增加有关.
表３　山羊SKIP 基因型与生长性状的关联分析

Table３　AssociationanalysisofcaprineSKIPgenotypeswithgrowthtraits

性状

Traits
基因型 Genotype

GG (N＝２０８) GA (N＝８１) AA (N＝２９)
P 值

Pvalue
出生体质量/kgBW ２．４７４±０．３６８a ２．７３６±０．５４１a １．９２１±０．４５４b ０．０３２
胸围/cmCHC ６７．８７０±５．１１４a ６２．５６３±５．６２１b ５８．５００±９．１９２b ０．０１３
管围/cmCC ９．９７６±０．９３４a １０．１２６±０．６７６a ８．１００±１．２７３b ０．０２１
身高/cmBH ６３．１３０±２．２４５a ５９．９２０±３．０２６a ５９．２１６±２．６９３b ０．０４３

　注:含不同小写字母的最小二乘均值(±标准误)间差异显著(P＜０．０５).Notes:Leastsquaremeanvalues(±SE)withdifferentletＧ

tersaresignificantlydifferentwithuppercasesuperscriptsatP＜０．０５．
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2.5　SKIP 的细胞定位

对SKIP的免疫荧光分析发现在未分化的成肌

细胞中,SKIP定位于细胞质并集中在细胞核中;在
分化的成肌细胞中,SKIP集中在细胞质,在细胞核

中仅呈点状分布(图６),表明SKIP随着成肌分化从

细胞核转移到细胞质.同时,在未分化的成肌细胞

中可清晰观察到肌动蛋白应激纤维,在分化的成肌

细胞中,应激纤维变模糊,特别是在SKIP富集的细

胞融合区域,验证了SKIP在肌动蛋白应激纤维重

排中的作用.

图５　SKIP在C２C１２成肌细胞分化前后的细胞定位

Fig．５　IntracellularlocalizationofSKIPindifferentiatingC２C１２myoblastcells

3　讨　论

Ijuin等[３,６]指出SKIP是肌肉细胞分化的关键

调控因子,笔者前期研究发现,SKIP在骨骼肌发育

过程中表达上调,并由 MyoD 转录因子控制[１],也
表明SKIP在骨骼肌发育中发挥作用.但针对山羊

的SKIP的研究鲜有报道.本研究克隆获得了山羊

SKIP 的１３５０bpmRNA 序列,发现它位于山羊

１９号染色体,与绵羊１１号染色体q１．５Ｇ１．６区域序

列高度同源.该区域有影响体质量(屠宰)、热胴体

质量和内部脂肪量的 QTL.通过扫描山羊SKIP
基因组序列及性状关联分析,发现与山羊出生体质

量显著相关的１个突变位点 G/A,其中等位基因 G
与生长性能的提高相关.与 AA 基因型相比,GG
基因型具有较高的出生体质量.这一结果与SKIP
调控动物出生前骨骼肌纤维发育的报道是一致的.

SKIP 基因多态与其他生长性状如胸围、管围和体

高之间也存在显着相关性,在猪中,SKIP A１７G突

变显著影响第一脊椎的胴体长度以及第一肋骨的胴

体长度[５].表明SKIP还与骨发育有关.尽管这一

SNP位点位于山羊SKIP 的第２内含子,可能不是

差异表型的致因突变,但不能排除其与致因突变处

于同一个连锁不平衡区域中;或者第２内含子SNP
处有SKIP 转录调控元件的结合位点,导致SKIP
表达量的改变.

考虑到SKIP在肌肉细胞分化中的重要作用,
本研究进行了 SKIP在成肌分化前后的亚细胞定

位.在未分化肌细胞中SKIP定位于细胞质并集中

于细胞核;响应分化信号后,大量SKIP从核内转移

到细胞质.成肌分化涉及细胞形态改变,细胞迁移

和细胞融合等事件.每一事件过程都需要一些细胞

表面受体的相互作用,信号通路的激活以及肌动蛋

白细胞骨架的重塑等.SKIP可能通过水解PIＧ４,５Ｇ
P２或PIＧ３,４,５ＧP３调节肌管融合过程中肌动蛋白

细胞骨架的重排.作为PI３K 的底物,PIＧ４,５ＧP２本

身就是调节肌动蛋白聚合的信号分子[８].PIＧ３,４,

５ＧP３作为PI３KＧAkt信号传导的第二信使,也介导

生长因子诱导的肌动蛋白细胞骨架重排,导致应激

纤维分解和膜皱褶的形成[９Ｇ１０].本研究发现SKIP
聚集处肌动蛋白应激纤维变模糊,证实SKIP参与

成肌分化过程中肌动蛋白细胞骨架重塑.
本试验结果证实了５′Ｇ肌醇磷酸酶 SKIP在骨

骼肌分化和发育中的调节作用,并为山羊新品种选

育提供了可供参考的遗传标记.
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Abstract　InordertoexploretheeffectofthegoatSKIPgeneongrowthanddevelopment,andfind
themolecularmarkersassociatedwithgrowthtraitingoats,primersweredesignedaccordingtothehoＧ
mologoussequenceofthebovineSKIPgene．A１３５０bpexpressedsequenceofthegoatSKIPgenewas
amplifiedbyRTＧPCR,includingthecompletecodingsequence,encoding４４９aminoacids．ThroughseＧ
quencecomparisonandphylogeneticanalysis,itwasfoundthattheSKIPsequencesbetweengoatand
sheephadthehighestsimilarity (９９．５２％)．PhysicalandchemicalcharacteristicsoftheSKIPprotein
werepredictedbybioinformaticmethods．ThepredictedSKIPproteinhasacalculatedmolecularweight
of５２．０kuandapIof５．１８,andcontainsatypicalphosphatidylinositol５Ｇphosphatephosphatase
(COG５４１１)domainwhichisconservedamongspecies．MostoftheSKIPproteinwaslocatedinthecytoＧ
plasm (６０．９％)andnucleus(２６．１％),whichwasverifiedbyindirectimmunofluorescenceassay．HowevＧ
er,therewasadynamictransferofSKIPfromthenucleustocytoplasmduringmyoblastdifferentiation．
AsingleＧnucleotidepolymorphism (SNP)G/A wasdetectedinthesecondintronoftheSKIPinthe
BoerandMachengBlackgoatbreeds．PCRＧRFLPwasusedtogenotypethisSNPin３１８F２hybridsof
Boer ´MachengBlackgoats．TheSNP wassignificantlyassociated withfourtraitsincludingbirth
weight,chestcircumference,cannoncircumferenceandbodyheight．AlleleGseemedtobeassociatedwith
fastＧgrowthtrait．

Keywords　singlenucleotidepolymorphism;goat;SKIP;growthtrait;myoblastdifferentiation
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