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摘要： 旨在探索云上黑山羊肌肉中细胞周期相关蛋白 ＣＮＴＤ１ 基因含量与其生长发育的相关性， 为云上黑山羊的进一步选育工作提供基础研究资

料。 本研究以云上黑山羊为研究对象， 分别选取 ４、 ５、 ８、 ９、 １８、 １９ 月龄的公羔各 ５ 只， 采用活体采样方式获取股二头肌组织样本， 并运用实

时荧光定量 ＰＣＲ （ｑＲＴ－ＰＣＲ） 技术， 系统检测不同月龄公羊肌肉组织中 ＣＮＴＤ１ 基因的相对表达量。 结果： ＣＮＴＤ１ 基因在各月龄公羊肌肉中的表

达量存在明显差异， 该基因表达量由高到低依次为： １８ 月龄＞１９ 月龄＞８ 月龄＞９ 月龄＞４ 月龄＞５ 月龄， 整体呈现出随生长进程逐步上升的变化趋

势； 将各月龄云上黑山羊的体重数据与对应 ＣＮＴＤ１ 基因表达量进行相关性分析， 结果显示二者的相关系数 ｒ 为 ０􀆰 ８５３ ２， 且显著性检验 Ｐ 值为

０􀆰 ０３０ ８ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 达到统计学显著水平。 综上， ＣＮＴＤ１ 基因的表达量与云上黑山羊的体重增长水平之间存在显著正相关关系， 该研究结果可

推测 ＣＮＴＤ１ 基因的月龄表达差异， 为云上黑山羊分子标记辅助选育工作提供潜在的理论参考， 亦有望为后续选育方案的优化及品种生产性能的

提升奠定研究基础。
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　 　 我国黑山羊地方性品种主要包括广东雷州山羊、
重庆大足黑山羊、 重庆渝东黑山羊、 四川金堂黑山

羊、 湖南仓山黑山羊、 贵州黑山羊， 还有云南的云岭

黑山羊与努比亚黑山羊等［１］。 黑山羊的肉质营养价

值高， 胆固醇含量低［２］， 脂肪含量较少。 作为我国

自主培育的首个肉用黑山羊品种云上黑山羊， 是以云

岭黑山羊为母本、 努比亚山羊为父本， 经过 ２２ 年的

科学选育， 最终成为兼具优良特性的肉用山羊新品

种［３］。 云上黑山羊具有产肉性能好、 繁殖率高、 耐

粗饲、 抗病力强、 适应性广的特点［４］， 对地域环境

的适应性极强， 从南方海拔不足 １ ０００ ｍ 的河谷低

地， 到海拔约 ２ ０００ ｍ 的冷凉区域， 都能很好地适

应。 云上黑山羊具有广阔的发展前景， 带动了云南省

畜牧业经济的发展［５］。
２０１２ 年， Ｙｏｋｏｏ 等［６］在秀丽隐杆线虫中鉴定了一

个细胞周期相关蛋白， 命名为 ＣＯＳＡ－１， 而在动物中

的 ＣＯＳＡ－１ 同源物即为 ＣＮＴＤ１。 ２０１４ 年， Ｋｉｍ 等［７］

研究显示， ＣＮＴＤ１ 是染色体交叉成熟和稳定的关键

调节因子， 小鼠 ＣＮＴＤ１ 的缺失会导致初级精母细胞

减数分裂的中断， 使得染色体交叉数量急剧减少和不

育。 ２０２０ 年， Ｇｒａｙ 等［８］ 通过实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｑＲＴ－ＰＣＲ） 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证出小鼠胚胎期肌肉

卫星细胞中 ＣＮＴＤ１ 表达水平较高， 出生后下调但持

续维持基础水平， 调控肌肉卫星细胞激活与增殖的有

丝分裂进程。 ２０２０ 年， Ｙａｇｈｏｏｔｋａｒ 等［９］ 研究发现，
ＣＮＴＤ１ 与男性血液瘦素浓度显著相关， 这种关联可

能是由于 ＣＮＴＤ１ 与肥胖之间的联系。 ｑＲＴ－ＰＣＲ 作为

广泛应用的基因表达定量技术， 由于其特异性、 敏感

性、 准确性和可重复性被认为是基因表达分析的金标

准［１０－１１］。 基于上述报道， 本研究以不同生长阶段的

云上黑山羊公羊为研究对象， 运用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 技术检

测 ＣＮＴＤ１ 基因在其肌肉组织中的表达水平， 旨在探

究该基因表达与山羊生长发育的关联， 为进一步提升

该品种的生产性能提供理论支撑。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物及样品采集

３０ 只云上黑山羊公羔由云南省畜牧兽医科学院

提供， ３ 月龄断奶后分群饲养， 全舍饲， 饲料根据羊

群发育情况而定的外购颗粒料。 试验分别随机选取生

长肥育前期 （４ ～ ５ 月龄）、 生长肥育后期 （８ ～ ９ 月

龄）、 青年期末 （１８ 月龄） 和成年期初 （１９ 月龄）

的健康云上黑山羊公羊为研究对象， 每个月龄组各设

５ 只重复。 活体采集所有试验羊的股二头肌组织 ２
份， 大小如黄豆粒， 立即将样本放入预先标号的无菌

试剂管中， 并置于液氮中进行速冻处理， 随后转移至

－８０ ℃冻存备用。 整个试验过程严格遵守中华人民共

和国科学技术部 《关于善待实验动物的指导性意见

（ ［２００６］ ３９８ 号） 》 中的相关规定与操作程序， 充

分保障试验动物福利。
１􀆰 ２　 总 ＲＮＡ 提取与检测

肌肉组织总 ＲＮＡ 提取严格参照生工生物工程

（上海） 股份有限公司提供的 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒说明书进

行， 将所得到的 ＲＮＡ 溶液置于－７０ ℃冰箱保存。 各

取 ３ μＬ 股二头肌组织的总 ＲＮＡ 样本与适量 ＲＮＡ
Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 充分混匀后， 通过 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电

泳分析 ＲＮＡ 完整性及是否存在基因组 ＤＮＡ 污染； 使

用微量分光光度计 （Ｍｅｒｉｎｔｏｎ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ， Ｉｎｃ， 北京）
测定总 ＲＮＡ 浓度及纯度。
１􀆰 ３　 引物设计

内参基因 ＧＡＰＤＨ 在牛骨骼肌卫星细胞中表达稳

定［１２］， 因此选择 ＧＡＰＤＨ 作为本研究的内参基因。
参照 ＮＣＢＩ 提供的 ＣＮＴＤ１ 基因 ｍＲＮＡ 序列， 目的基

因 ＣＮＴＤ１ 及内参基因 ＧＡＰＤＨ 的引物［１３］ 均利用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计， 详见表 １。 目标引物委

托生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成。

表 １　 ＣＮＴＤ１ 及内参基因引物设计

基因 引物序列 （５′→３′）
产物

大小 ／ ｂｐ
退火

温度 ／ ℃

ＧＡＰＤＨ Ｆ： ＴＧＴＴＴＧＴＧＡＴＧＧＧＣＧＴＧＡＡ

Ｒ： ＡＧＴＣＴＴＣＴＧＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴ
１７３

５８􀆰 ４

５８􀆰 ４

ＣＮＴＤ１ Ｆ： ＣＴＧＴＣＴＧＡＡＣＡＡＴＧＧＴＧＴＣＴＧＧ

Ｒ： ＣＧＣＡＧＧＡＴＡＡＡＣＴＴＧＴＴＧＡＡＡＡ
１８２

５７􀆰 ７

５７􀆰 ９

１􀆰 ４　 ｃＤＮＡ 合成

采用逆转录酶试剂盒 （赛默飞世尔科技） 将

ＲＮＡ 按照 ２００ ｎｇ 反转为 ｃＤＮＡ， 于－２０ ℃ 保存备用。
１􀆰 ５　 ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测

将 ｃＤＮＡ 样品用无 ＲＮａｓｅ 超纯水 （或相应缓冲

液） 稀释 １０ 倍， 充分混匀后备用。 ＰＣＲ 扩增体系

１０􀆰 ０ μＬ： ２ × ＳＧＦａｓｔ ｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ （ Ｂ６３９２７１，
ＢＢＩ， Ｒｏｃｈｅ 罗氏） ５􀆰 ０ μＬ ， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 上下游引物

各 ０􀆰 ２ μＬ， ｃＤＮＡ 模板 １􀆰 ０ μＬ ， ｄｄＨ２Ｏ 补足。 扩增
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程序： ９５ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ 变性 ５ ｓ， ６０ ℃ 退

火 ／延伸 ３０ ｓ， 共 ４５ 个循环。 将配制完成的反应混合

液置于 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ Ⅱ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪

（Ｒｏｃｈｅ 罗氏） 中， 按上述程序进行扩增反应。
１􀆰 ６　 数据统计和分析

通过 Ｅｘｃｅｌ 对 目 的 基 因 ＣＮＴＤ１ 和 内 参 基 因

ＧＡＰＤＨ 的 ｑＲＴ－ＰＣＲ Ｃｔ 值进行汇总统计； 依据 ２－ΔΔＣｔ

相对定量方法， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参校正样本间差异，
计算得到 ＣＮＴＤ１ 基因在不同样本中的相对表达量及

组间差异倍数， 所得数据以 “平均值±标准误” 形式

表示， 并 在 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 中 进 行 单 因 素 方 差 分 析

（Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。 采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析方法，
对数据进行显著性分析， 在 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析中，
相关系数 ｒ 的取值范围为 ［－１， １］， 其中 ｒ 值越接近

１， 表明 ２ 个变量间的正相关程度越强； Ｐ 值则用于

判断相关性结果的统计学显著性， 当 Ｐ＜０􀆰 ０５ 时， 可

认为 二 者 间 的 相 关 性 具 有 统 计 学 意 义。 采 用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｅｒｓｉｍｍｏｎ 软件绘图。

２　 结果

２􀆰 １　 总 ＲＮＡ 提取的完整性检测

由图 １ 可以看到 ２８Ｓ 和 １８Ｓ 条带清晰， 且亮度之

比近似 ２ ∶ １， 说明 ＲＮＡ 无降解， 质量良好， 无其他

杂质污染。 经微量分光光度计检测， 所有样本的

ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０值均维持在 １􀆰 ９ ～ ２􀆰 ０ 之间， 表明提取的

总 ＲＮＡ 中蛋白质等杂质污染较少， ＲＮＡ 纯度符合反

转录要求， 可进行下一步试验［１４］。

Ｍ． 核酸 Ｍａｒｋｅｒ； １～４􀆰 ４ 月龄； ５～８􀆰 ５ 月龄； ９～１２􀆰 ８ 月龄； １３～１５􀆰 ９ 月龄； １６～１８􀆰 １８ 月龄； １９～２１􀆰 １９ 月龄。

图 １　 各月龄云上黑山羊肌肉组织总 ＲＮＡ 凝胶电泳

２􀆰 ２　 基因扩增

以云上黑山羊 ＲＮＡ 反转录产物为模板， 采用

ｑＲＴ － ＰＣＲ 技术对内参基因 ＧＡＰＤＨ 及目的基因

ＣＮＴＤ１ 进行检测。 图 ２ 和图 ３ 分别为这 ２ 个基因的

扩增曲线与熔解曲线。 结果显示， ２ 个基因的扩增曲

线均呈现出典型的 “Ｓ” 型特征， 且不同重复样本的

扩增曲线之间保持了良好的平行性， 说明本试验 Ｃｔ
值可信度高， 定量准确； 拐点清楚， 说明扩增过程正

常。 熔解曲线的曲线峰值单一， 呈尖峰状， 说明扩增

产物特异性较好， 产物单一， 无引物二聚体和非特异

性产物的影响， 结果可靠准确， 可用于下一步试验

分析［１５］。

图 ２　 内参基因 ＧＡＰＤＨ （Ａ） 和目的基因 ＣＮＴＤ１ （Ｂ） 扩增曲线
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图 ３　 内参基因 ＧＡＰＤＨ （Ａ） 和目的基因 ＣＮＴＤ１ （Ｂ） 熔解曲线

２􀆰 ３　 不同生长时期云上黑山羊肌肉组织中 ＣＮＴＤ１
基因的表达差异分析

　 　 表 ２ 呈现了云上黑山羊不同月龄的体重增长数据

及 ＣＮＴＤ１ 基因表达量的差异性对比结果。 由表 ２ 可

知， ＣＮＴＤ１ 基因在各月龄的相对表达量存在差异，
具体排序为 １８ 月龄＞１９ 月龄＞８ 月龄＞９ 月龄＞４ 月

龄＞５ 月龄， 该基因表达量在生长过程中虽有小幅波

动， 但整体保持上升态势。 与体重数据对比发现， 当

９～１８ 月龄山羊体重增长速率达到峰值时， ＣＮＴＤ１ 基

因表达量也同步达到最高； 而当体重增长速率放缓

后， 其表达量则出现小幅下降。
２􀆰 ４　 云上黑山羊体重与 ＣＮＴＤ１ 基因表达相关性

分析

　 　 对云上黑山羊体重和肌肉中 ＣＮＴＤ１ 表达量采用

Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析发现， 云上黑山羊体重与 ＣＮＴＤ１ 基

因表达量的相关系数 ｒ ＝ ０􀆰 ８５３ ２， Ｐ ＝ ０􀆰 ０３０ ８。 据此

可判定， 云上黑山羊肌肉组织中 ＣＮＴＤ１ 基因的表达

量与其体重之间存在显著正相关性， 即随着云上黑山

羊体重的增加， 其股二头肌中 ＣＮＴＤ１ 基因的表达量

也总体呈显著上升趋势。

表 ２　 云上黑山羊各月龄体重及 ＣＮＴＤ１ 基因相对表达量

项目 ４ 月龄 ５ 月龄 ８ 月龄 ９ 月龄 １８ 月龄 １９ 月龄

体重 ／ ｋｇ ２３􀆰 ６７±２􀆰 ３３ｃ ２６􀆰 ９９±２􀆰 ５１ｃ ３７􀆰 ５２±２􀆰 ０８ｂ ３９􀆰 ９６±２􀆰 ０４ｂ ５３􀆰 ００±３􀆰 ００ａ ５４􀆰 ９５±２􀆰 ８５ａ

ＣＮＴＤ１ 相对表达量 ２􀆰 ３１±０􀆰 ９２ｂ ２􀆰 １６±０􀆰 ８６ｂ ３􀆰 ０９±０􀆰 ８９ｂ ２􀆰 ４０±０􀆰 ５７ｂ ３􀆰 ９１±０􀆰 ８１ａ ３􀆰 ３０±０􀆰 ６８ａ

　 　 注： 同行比较， 字母不同表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 字母相同表示差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

３　 讨论

３􀆰 １　 ＣＮＴＤ１ 基因在云上黑山羊肌肉中的表达

本试验结果显示， 云上黑山羊公羊各个生长发育

阶段股二头肌中 ＣＮＴＤ１ 基因的表达量存在差异， 表

达量依次为 １８ 月龄＞１９ 月龄＞８ 月龄＞９ 月龄＞４ 月龄

＞５ 月龄； 云上黑山羊公羊股二头肌中 ＣＮＴＤ１ 基因的

差异表达与体重之间显著相关可能与 ＣＮＴＤ１ 主要在

成年雄性动物睾丸中大量表达有关［６］。 有研究表明，
ＣＮＴＤ１ 在减数分裂中的作用及对动物生殖系统的影

响具 有 一 定 关 联［１６］； Ｙａｇｈｏｏｔｋａｒ 等［９］ 研 究 发 现，
ＣＮＴＤ１ 与男性血液瘦素浓度显著相关， 这与本研究

中体重增长速率最大时 ＣＮＴＤ１ 基因表达量最高有相

似之处。 减数分裂过程中， 大量 ＤＮＡ 双链断裂需要

在修复过程中形成染色体交叉进行同源染色体的确

认， ＣＮＴＤ１ 蛋白对减数分裂过程的正常进行至关重

要［６］。 ＣＮＴＤ１ 基因虽在动物生长发育方面的研究较

少， 但 Ｇｒａｙ 等［８］早在对小鼠的研究中就发现， 其在

整个减数分裂前期起到不可或缺的作用。 另外

ＣＮＴＤ１ 基因还影响雄性小鼠睾丸中精母细胞的分裂

过程， 通过与 ＳＣＦ 复合物相互作用调节细胞周期进

程， 结合本研究结果可推测云上黑山羊的生长发育过

程会受到 ＣＮＴＤ１ 调控。 ＣＮＴＤ１ 不同时期表达的差异

性可能又处在不同时期云上黑山羊组织的发育调节

之下［１７］。
３􀆰 ２　 云上黑山羊生长发育与 ＣＮＴＤ１ 基因表达量的

相关性分析

　 　 探索不同基因在各不同组织、 不同时间段下的表

达与动物的相关性， 有望找到能够影响调控动物生长

的各个性状的候选基因， 从而通过分子标记技术降低

了育种成本， 提高了育种速率， 是一项具有重大意义

的育种方法［１８］。 例如： 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 敲除斑马

鱼 ＣＮＴＤ１， 通过减数分裂交叉缺陷诱导多倍体， 为

通过 ＣＮＴＤ１ 基因育种提供新策略［１９］。 本研究结果可

为云上黑山羊的分子育种工作奠定理论基础。
ＣＮＴＤ１ 基因表达量整体伴随体重增长呈现稳步
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上升趋势， 这与 Ｙａｇｈｏｏｔｋａｒ 等［９］ 对于 ＣＮＴＤ１ 基因的

存在影响 ｌｅｐｔｉｎ 浓度从而影响肥胖的研究一致， 也与

Ｙｏｋｏｏ 等［６］ 对于雌性动物卵泡发育过程中 ＣＮＴＤ１ 基

因进行表达的研究结果重合。 但云上黑山羊 ９ 月龄表

达量低于 ８ 月龄， 这可能因为 ８ ～ ９ 月龄是云上黑山

羊性成熟关键期， 与激素水平波动有关———睾酮促进

肌肉卫星细胞增殖， 而 ＣＮＴＤ１ 与肌肉卫星细胞 ＤＮＡ
损伤修复、 细胞周期调控直接相关［７］； 另外， １９ 月

龄云上黑山羊 ＣＮＴＤ１ 表达量低于 １８ 月龄， 这可能与

云上黑山羊进入成年期后肌肉生长速度下降有关， 此

结果同斑马鱼成鱼阶段肌肉组织 ＣＮＴＤ１ 转录本水平

显著低于胚胎期类似［１９］， 结合 ＣＮＴＤ１ 编码细胞周期

蛋白 Ｎ 端结构域， 功能上参与细胞周期调控［８］， 推

测 ＣＮＴＤ１ 基因表达量 １９ 月龄低于 １８ 月龄可能同哺

乳动物骨骼肌中多数细胞周期调控类基因均表现出幼

龄阶段高表达， 随个体发育成熟转录水平逐步回落并

维持基础水平的特征相关［２０－２１］。 综上， ＣＮＴＤ１ 基因

表达可能对云上黑山羊生长发育有正向调控作用。

４　 结论

本研究检测了不同月龄云上黑山羊公羊肌肉组织

中 ＣＮＴＤ１ 基因的表达水平， 结果显示， 各月龄

ＣＮＴＤ１ 基因表达量存在明显差异， 其排序为 １８ 月

龄＞１９ 月龄＞８ 月龄＞９ 月龄＞４ 月龄＞５ 月龄， 整体呈

现出随月龄增加而上升的变化趋势。 进一步对不同月

龄云上黑山羊股二头肌中 ＣＮＴＤ１ 基因表达量与其体

重进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析， 结果表明 ＣＮＴＤ１ 基因表

达量与云上黑山羊体重增长水平之间存在显著正相关

关系。 本研究结果可为云上黑山羊的分子标记辅助选

育工作提供重要的理论依据。
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