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鸡 ＳＯＸ６ 基因真核表达载体构建及其对成肌细胞分化
相关基因表达的影响
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摘要： 为研究鸡性别决定区域 Ｙ 盒蛋白转录因子 ６ （ＳＯＸ６） 基因时序表达和在成肌细胞分化中的作用， 采用荧光定量 ＰＣＲ 方法检测鸡不同组织

以及胚胎期 （Ｅ１１～ Ｅ１９） 和出壳早期 （Ｄ０、 Ｄ３、 Ｄ６） 骨骼肌中 ＳＯＸ６ ｍＲＮＡ 的表达； 通过 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增并克隆鸡 ＳＯＸ６ 基因的编码序列区

（ＣＤＳ）， 经测序分析并利用生物信息学工具预测鸡 ＳＯＸ６ 蛋白的理化性质和结构功能； 构建鸡 ＳＯＸ６ 基因的真核表达载体并转染至鸡原代成肌细

胞， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测重组蛋白的表达； 利用荧光定量 ＰＣＲ 检测过表达和敲低 ＳＯＸ６ 基因对成肌分化相关基因表达的影响。 结果显示： ＳＯＸ６
ｍＲＮＡ 在鸡 １２ 种不同组织中均有表达， 其中在胸肌、 腿肌较高， 而在肌胃和脾脏较低； ＳＯＸ６ ｍＲＮＡ 在胚胎期 Ｅ１１～ Ｅ１９ 表达量逐渐增加， Ｄ６ 期

显著高于其他时期 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 获得鸡 ＳＯＸ６ 基因编码区全长 ２ ３６７ ｂｐ， 共编码 ７８９ 个氨基酸； 生物信息学分析鸡 ＳＯＸ６ 蛋白为中性、 亲水性蛋

白， 分子量为 ８７􀆰 ５３３ ｋＤａ， 等电点为 ６􀆰 ９９， 不稳定系数为 ６０􀆰 ９５， 脂肪系数为 ６２􀆰 ５１； 构建 ＳＯＸ６ 过表达载体并转染至鸡原代成肌细胞中， 成功表

达出 ＳＯＸ６－ＭＹＣ 融合蛋白； 在成肌细胞中过表达 ＳＯＸ６ 后， 肌肉分化标志基因生肌分化因子 （ＭｙｏＤ） 和肌细胞生成素 （ＭｙｏＧ） ｍＲＮＡ 表达显著

上升 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而敲降 ＳＯＸ６ 后 ＭｙｏＤ 和 ＭｙｏＧ ｍＲＮＡ 表达显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结果表明： ＳＯＸ６ 基因对成肌细胞分化发育具有调控作用， 为

进一步分析 ＳＯＸ６ 基因功能奠定基础。
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　 　 成肌细胞增殖和分化是骨骼肌发育中最重要的生

物过程之一， 性别决定区域 Ｙ 盒蛋白转录因子 ６
（ＳＯＸ６） 基因在此过程中起着至关重要的作用［１］。
成肌细胞是肌源性前体， 在肌肉形成过程中发育成肌

管， 肌管进一步分化形成肌纤维［２］。 肌纤维作为组

成肌肉的基本单位， 其生长发育及类型组成是影响畜

禽生长发育和肉品质的重要因素之一， 对于促进畜禽

肉类生产非常重要［３］。
ＳＯＸ６ 基因是肌肉发育中一个重要的转录因子，

通过多种机制影响肌纤维的分化和功能［４］。 这些机

制包括调节特定基因表达的稳定性， 直接和间接的转

录调控， 以及对肌纤维类型特异性基因表达的抑制和

促进。 Ｈａｇｉｗａｒａ 等［５］研究表明， ＳＯＸ６ 通过抑制慢肌

纤维特异性基因的表达来影响肌纤维的类型， 这表明

了 ＳＯＸ６ 在肌纤维类型决定中的调节作用。 Ａｎ 等［６］

研究表明， ＳＯＸ６ 的蛋白水平受到 Ｅ６－ＡＰ 羧基末端

同源 （ＨＥＣＴ） 域 Ｅ３ 泛素连接酶 Ｔｒｉｐ１２ 的调控， 说

明 ＳＯＸ６ 的稳定性和功能在一定程度上受到泛素－蛋
白酶体系统的调控。 Ａｎ 等［７］通过全基因组测绘 ＳＯＸ６
的结合位点， 发现 ＳＯＸ６ 直接或间接调控多个肌纤维

特异性基因的转录， 这些基因的调控影响了肌肉的末

端分化。
为了阐明鸡 ＳＯＸ６ 基因在胚胎发育和出壳早期肌

纤维形成过程中的复杂调控功能， 探讨 ＳＯＸ６ 基因在

胚胎发育和出壳早期肌肉形成过程的表达变化和功

能， 本研究采用荧光定量 ＰＣＲ 技术检测 ＳＯＸ６ 基因

在鸡不同组织， 以及胚胎期和出壳早期腿肌组织中的

时序性表达； 构建鸡 ＳＯＸ６ 基因的真核表达载体并设

计合成干扰 ＳＯＸ６ 的 ｓｉＲＮＡ， 转染成肌细胞以揭示

ＳＯＸ６ 基因对成肌细胞分化相关基因的影响， 探讨该

基因的功能和作用机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样品采集

选取 ３ 只 ４ 周龄广西黄鸡 （常熟市新丰养鸡

场）， 屠宰后迅速采取以下 １２ 种组织： 肝脏、 心脏、
脾脏、 肾脏、 肺、 脑、 胸肌、 腿肌、 肌胃、 腺胃、 小

肠和脂肪， 用 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂分别提取各组织总

ＲＮＡ 后于－８０ ℃冰箱中备用。 选取相同批次且孵化

条件相同的胚胎期 １１ ｄ （Ｅ１１）、 １２ ｄ （Ｅ１２）、 １３ ｄ
（Ｅ１３）、 １５ ｄ （Ｅ１５）、 １７ ｄ （Ｅ１７）、 １９ ｄ （Ｅ１９） 的

鹿苑鸡胚 （张家港市畜禽有限公司） 各 ３ 枚， 出壳

后 ０ ｄ （Ｄ０）、 ３ ｄ （Ｄ３）、 ６ ｄ （Ｄ６） 雏鸡各 ３ 只。
迅速分离出鸡 （胚） 的胸肌和腿肌组织， 投入液氮

中速冻并迅速转移到－８０ ℃冰箱保存， 以作备用。 取

出胚胎期 １０􀆰 ５ ｄ （Ｅ１０􀆰 ５） 的鹿苑鸡胚 ６ 枚用于分离

和培养鸡原代成肌细胞。
１􀆰 ２　 主要试剂

大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞、 ｐＣＭＶ－ ３Ｔａｇ － ９、
鸡胚浸出液等为本实验室保存。 ＮｏｔⅠ内切酶、 ＳａｌⅠ
内 切 酶、 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ｒＴａｑ 酶、
ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ等购自 ＴａＫａＲａ 公司； 髓细

胞增生原癌蛋白 （ＭＹＣ） 抗体、 ＨＲＰ 标记的山羊抗

免 ＩｇＧ、 β－肌动蛋白 （β－Ａｃｔｉｎ） 抗体购自于生工生

物工程 （上海） 股份有限公司； 无内毒素质粒大提

试剂盒购自天根生化科技 （北京） 有限公司； Ｏｐｔｉ－
ＭＥＭ 培养基、 胎牛血清 （ ＦＢＳ）、 马血清购自于

Ｇｉｂｃｏ 公司； Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ、
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉＭＡＸ 购自于赛默飞世尔科技公司；
ＤＭＥＭ 培养基购自普诺赛生物科技公司； １００×青霉

素 ／链霉素、 １ ０００×两性霉素、 ＢｅｙｏＥＣＬ Ｍｏｏｎ 化学发

光剂购自上海碧云天生物科技公司。
１􀆰 ３　 引物的合成与设计

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的原鸡 （ Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ）
ＳＯＸ６ 基因序列 （登录号： ＮＭ＿００１３１８４５１􀆰 ２）， 使用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ６􀆰 ０ 软件设计特异性引物及荧光定量

ＰＣＲ 引物， 以 β －Ａｃｔｉｎ （登录号： Ｌ０８１６５） 和 １８Ｓ
ｒＲＮＡ （登录号： ＸＲ＿００６９３６３９７） 为内参基因， 引物

序列见表 １。 引物由金唯智生物科技有限公司和苏州

泓迅生物科技有限公司合成。 根据 ＮＣＢＩ 数据库中基

因 ＳＯＸ６ 基因序列， 通过在线设计软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｎａｉｄ⁃
ｅｓｉｇｎｅｒ． ｉｎｖｉｔｒｏ － ｇｅｎ． ｃｏｍ ／ ｒｎａｉｅｘｐｒｅｓｓ ／ ） 设计干扰 ＳＯＸ６
基因的 ｓｉＲＮＡ （表 ２）， 由苏州吉玛基因生物科技有

限公司合成。

·６１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ５
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表 １　 引物序列信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 登录号 扩增产物长度 ／ ｂｐ

ｇｇａ－ＳＯＸ６－Ｆ１ ＡＴＧＴＣＴＴＣＣＡＡＧＣＡＧＧＣＴＡＣ

ｇｇａ－ＳＯＸ６－Ｒ１ ＧＴＴＧＧＣＡＣＴＧＡＣＴＧＣＣＴＣＡＴ
ＮＭ＿００１３１８４５１􀆰 ２ ２ ３６７

ｇｇａ－ＳＯＸ６ｃｄｓ－Ｆ３ ＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣｇｃｃａｃｃＡＴＧＴＣＴＴＣＣＡＡＧＣＡＧＧＣＴＡＣ

ｇｇａ－ＳＯＸ６ｃｄｓ－Ｒ２ ＧＣＧＴＣＧＡＣＧＴＴＧＧＣＡＣＴＧＡＣＴＧＣＣＴＣＡＴ
ＮＭ＿００１３１８４５１􀆰 ２ ２ ３８３

ｇｇａ－ＳＯＸ６－ｑＦ ＣＣＡＧＣＡＧＧＧＡＴＴＣＣＴＣＴＴＣＣ

ｇｇａ－ＳＯＸ６－ｑＲ ＧＡＧＣＴＧＣＡＴＡＣＡＧＴＴＧＣＴＧＧ
ＮＭ＿００１３１８４５１􀆰 ２ １４０

ｇｇａ－ＭｙｏＧ－ｑＦ２ ＡＴＣＣＡＧＴＡＣＡＴＣＧＡＧＣＧＣＣ

ｇｇａ－ＭｙｏＧ－ｑＲ２ ＡＴＣＧＣＴＣＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＴＧＣ
ＮＭ＿２０４１８４􀆰 ２ ２０１

ｇｇａ－ＭｙｏＤ－ｑＦ１ ＡＣＴＡＣＡＧＣＧＧＧＧＡＧＴＣＡＧＡＴ

ｇｇａ－ＭｙｏＤ－ｑＲ１ ＣＣＣＡＴＧＣＴＴＴＧＧＧＴＣＡＴＴＴＧＧ
ＮＭ＿２０４２１４􀆰 ３ １４９

ｇｇａ－β－Ａｃｔｉｎ－ｑＦ ＣＡＣＧＧＴＡＴＴＧＴＣＡＣＣＡＡＣＴＧ

ｇｇａ－β－Ａｃｔｉｎ－ｑＲ ＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＧＧＣＴＡＣＡＴＡ
Ｌ０８１６５ ２１８

ｇｇａ－１８Ｓ ｒＲＮＡ－ｑＦ ＣＧＴＡＧＴＴＣＣＧＡＣＣＡＴＡＡＡＣＧ

ｇｇａ－１８Ｓ ｒＲＮＡ－ｑＲ ＴＣＴＧＴＣＡＡＴＣＣＴＧＴＣＣＧＴＧ
ＸＲ＿００６９３６３９７ ２２７

　 　 注： ＭｙｏＧ 为肌细胞生成素， ＭｙｏＤ 为生肌分化因子。 序列中下划线处为酶切位点， 小写字母为 ＫＯＺＡＫ 序列。

表 ２　 基因靶点 ｓｉＲＮＡ 序列信息

基因靶点
ｓｉＲＮＡ 序列 （５′→３′）

正义链 反义链

ｓｉＳＯＸ６－１２ ＧＣＡＧＧＣＵＡＣＣＵＣＵＣＣＡＵＵＵＴＴ ＡＡＡＵＧＧＡＧＡＧＧＵＡＧＣＣＵＧＣＴＴ

ｓｉＳＯＸ６－１５３２ ＧＣＣＣＡＣＡＧＵＵＡＡＣＡＧＧＧＡＡＴＴ ＵＵＣＣＣＵＧＵＵＡＡＣＵＧＵＧＧＧＣＴＴ

ｓｉＳＯＸ６－１７６２ ＧＣＵＵＵＣＡＵＧＧＵＵＵＧＧＧＣＵＡＴＴ ＵＡＧＣＣＣＡＡＡＣＣＡＵＧＡＡＧＣＴＴ

ｓｉＲＮＡ－ＮＣ ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ

　 　 注： ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 为阴性对照。

１􀆰 ４　 鸡 ＳＯＸ６ 基因的组织表达分析

将 ３ 只 ４ 周龄广西黄鸡的 １２ 种组织总 ＲＮＡ 用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 反转录获得相应的 ＲＴ 产

物， 以 ｇｇａ － ＳＯＸ６ － ｑＦ ／ ｑＲ 为引物， 通过荧光定量

ＰＣＲ 检测 ＳＯＸ６ 基因在不同组织中表达情况。 反应体

系： ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ （２ ×） １０ μＬ， ＲＯＸ
Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｄｙｅ Ⅱ （ ５０ × ） ０􀆰 ４ μＬ， 上 下 游 引 物 各

０􀆰 ４ μＬ， ｃＤＮＡ ２􀆰 ０ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ８ μＬ。 反应条件：
９５ ℃ ３０ ｓ； ９５ ℃１０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环； ９５ ℃
１５ ｓ， ６０ ℃ １ ｍｉｎ， ９５ ℃ １５ ｓ。 以 １８Ｓ ｒＲＮＡ 为内参

基因。
１􀆰 ５　 鸡 ＳＯＸ６ 基因在不同胚龄和出壳早期腿肌中时

序表达分析

　 　 分别采集不同胚龄和出壳早期的鸡腿肌组织， 组

织进行匀浆后， 通过 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂分别提取组织

总 ＲＮＡ， 反转录为 ｃＤＮＡ， 通过荧光定量 ＰＣＲ 测定

在不同胚龄及出壳早期 ＳＯＸ６ 基因的表达变化情况。
具体方法同 １􀆰 ４。

１􀆰 ６　 鸡 ＳＯＸ６ 基因的扩增及克隆测序

以广西黄鸡胸肌及腿肌组织 ｃＤＮＡ 为模板， ｇｇａ－
ＳＯＸ６－Ｆ１ ／ Ｒ１ 为引物， ＰＣＲ 扩增 ＳＯＸ６ 基因编码区。
ＰＣＲ 反应体系： １０ ×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μＬ， ｄＮＴＰ ｍｉｘ
２􀆰 ０ μＬ， 上下游引物各 １􀆰 ０ μＬ， ＲＴ 产物 １􀆰 ０ μＬ，
ｒＴａｑ ０􀆰 ３ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ １７􀆰 ２ μＬ。 反应条件： ９４ ℃预变

性 ３ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ３０ ｓ， ５６ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸

１２０ ｓ， 共 ３５ 个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增得到的

ＰＣＲ 产物通过 １％琼脂糖凝胶电泳进行分析并确认，
选取目标条带回收纯化， 并将纯化后的产物与 ｐＭＤ－
１９Ｔ 在 １６ ℃过夜连接后， 转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感

受态细胞， 涂布在含有氨苄青霉素的 ＬＢ 平板中，
３７ ℃培养箱中培养 １２ ｈ， 挑取单一菌落接种到含氨

苄青霉素的 ＬＢ 液体培养基中， ３７ ℃， ２２５ ｒ ／ ｍｉｎ 摇

床培养至菌液浑浊后， 进行菌液 ＰＣＲ 筛选， 将阳性

菌液小量提取质粒后测序验证， 命名为 ｇｇａ－ＳＯＸ６ ／
ｐＭＤ－１９Ｔ。
１􀆰 ７　 生物信息学分析

使用在线生物信息学软件对鸡 ＳＯＸ６ 基因编码蛋
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白的理化性质、 结构和生物学功能进行预测， 在线软 件具体信息见表 ３。

表 ３　 生物信息学在线分析软件工具

软件 网址 功能

ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ 理化性质分析

ＰｒｏＳｃａｌｅ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ 亲 ／ 疏水性预测

ＳＭＡＲＴ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ．ｄｅ ／ 蛋白结构域预测

ＰＳＯＲＴ ＩＩ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ ／ ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ 蛋白亚细胞定位

ＳＯＰＭＡ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ ／ ｃｇｉ－ｂｉｎ ／ ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ．ｐｌ 二级结构预测

ＥｘＰＡＳｙ ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ 三级结构预测

１􀆰 ８　 鸡 ＳＯＸ６ 基因真核表达载体构建

以克隆载体 ｇｇａ－ＳＯＸ６ ／ ｐＭＤ－１９Ｔ 为模板， ｇｇａ－
ＳＯＸ６ｃｄｓ－Ｆ３ ／ Ｒ２ 引物扩增 ＳＯＸ６ 基因的编码区。 ＰＣＲ
反应体系和反应条件同 １􀆰 ６。 将 ＰＣＲ 产物通过 １％琼

脂糖凝胶电泳并切胶回收片段， ｐＣＭＶ－３Ｔａｇ－９ 载体

和目的片段进行 ＳａｌⅠ ／ ＮｏｔⅠ双酶切。 酶切后进行 １％
琼脂糖凝胶电泳， 切胶回收。 双酶切后的目的片段与

真核表达载体 ｐＣＭＶ－３Ｔａｇ－９ 于 １６ ℃连接 ８ ｈ 后， 转

化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞中， 对培养好的重组

菌进行菌液 ＰＣＲ 鉴定， 并提取质粒测序验证。 将测

序正确的阳性菌扩大培养之后用无内毒素质粒大提试

剂盒大提质粒。 将该质粒命名为 ｇｇａ－ＳＯＸ６ ／ ｐＣＭＶ－
３Ｔａｇ－９。
１􀆰 ９　 鸡 ＳＯＸ６ 重组蛋白的过表达和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
鉴定

　 　 鸡原代成肌细胞分离按照文献 ［８］ 方法并进行

适当修改。 取出鸡胚 （Ｅ１０􀆰 ５）， ＰＢＳ 清洗， 取腿肌

组织于烧杯中剪碎， 加入 １􀆰 ５ 倍体积的 ０􀆰 １％胶原酶

Ⅰ （ＰＢＳ 配制） 和 １􀆰 ５ 倍体积的 ０􀆰 ２５％胰酶－ＥＤＴＡ，
３７􀆰 ５ ℃作用 ４０ ｍｉｎ， 加入等体积的 ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ
终止消化， 滤过液于 １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ、 ３ ｍｉｎ 室温离心，
丢弃上清液， 加入 ５ ｍＬ 鸡成肌细胞培养液 （ＤＭＥＭ
含 １０％ ＦＢＳ 和 １％ １００ × 青霉素 ／链霉素和 ０􀆰 １％
１ ０００×两性霉素） 重悬细胞， 将所有细胞铺在培养皿

中， ３７􀆰 ５ ℃培养， 差速贴壁处理 ４０ ｍｉｎ， 得到纯化

的原代成肌细胞， 适当摇动培养液计数细胞浓度。
以 ２×１０５ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 的密度将鸡原代肌肉细胞接种

于 ６ 孔板中， 每孔 ２ ｍＬ， 当细胞汇合度达到 ７０％ ～
８０％时， 用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 试剂进行细胞转染，
每孔分别转入 １􀆰 ５ μｇ 质粒 ｇｇａ－ＳＯＸ６ ／ ｐＣＭＶ－３Ｔａｇ－９，
以空载体 ｐＣＭＶ－３Ｔａｇ－９ 作为对照组。 培养 ４８ ｈ 后提

取细胞总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定。 样品进行 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 后将蛋白转印至 ＰＶＤＦ 膜上， 用提前配制好的

含 ５％脱脂奶粉的 １×ＴＢＳＴ 溶液将 ＰＶＤＦ 膜置于往复

式脱色摇床上室温封闭 ２ ｈ， 接着使用 １×ＴＢＳＴ 溶液

将封闭后的 ＰＶＤＦ 膜清洗 ３ 次， 每次清洗时间严格控

制为 １０ ｍｉｎ； 清洗完毕后， 按照预估分子量将 β －
Ａｃｔｉｎ 部分与 ＳＯＸ６ 重组蛋白过表达部分剪开， 两块

膜分别进行相对应的 ＭＹＣ 抗体和 β－Ａｃｔｉｎ 抗体反应

及清洗。 用 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 反应和清洗，
最后， 将 ＢｅｙｏＥＣＬ Ｍｏｏｎ 化学发光剂滴加至完成处理

后的 ＰＶＤＦ 膜， 在 ＵＶＰ 成像系统中对结果进行曝光

拍照。
１􀆰 １０　 鸡 ＳＯＸ６ ｓｉＲＮＡ 敲低效率验证

将原代成肌细胞在增殖培养基培养下达到合适密

度， 按 ２×１０５ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 接种至 １２ 孔板中， 培养 ２４ ｈ
至细胞密度达到 ８０％后， 将 ｓｉＳＯＸ６ － １２、 ｓｉＳＯＸ６ －
１５３２、 ｓｉＳＯＸ６－１７６２ 这 ３ 种 ｓｉＲＮＡ 转染至鸡原代细

胞， 试验重复 ３ 次。 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养 ４８ ｈ 后， 吸

弃鸡肌细胞增殖培养基， 加入鸡肌细胞分化培养基，
诱导成肌细胞分化肌管， 培养 ７２ ｈ 后， 提取细胞总

ＲＮＡ。 ＲＮＡ 的反转录根据 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
试剂盒说明书进行操作。 使用相应的引物进行荧光定

量 ＰＣＲ， 检测 ｓｉＲＮＡ 的敲低效率， 选择最佳敲低效

率的 ｓｉＲＮＡ 进行后续干扰试验。 荧光定量 ＰＣＲ 反应

体系和反应条件同 １􀆰 ４。 以 β－Ａｃｔｉｎ 为内参基因。
１􀆰 １１　 鸡 ＳＯＸ６ 基因过表达、 干扰对部分成肌分化相

关基因的影响

　 　 按 ２×１０５ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 将鸡原代成肌细胞接种到 １２
孔板， 培养 ２４ ｈ 后， 将空质粒、 ＳＯＸ６ 过表达载体和

ｓｉＮＣ、 ｓｉＲＮＡ 分别转染鸡原代肌肉细胞， 转染 ４８ ｈ
后， 吸弃鸡肌细胞增殖培养基， 加入鸡肌细胞分化培

养基 ［ＤＭＥＭ （含丙酮酸钠） 含 １０％马血清和 ２􀆰 ５％
的鸡胚浸出液， １％ １００ × 青霉素 ／链霉素， ０􀆰 １％
１ ０００×两性霉素］， 诱导成肌细胞分化第 ３ 天， 收集

细胞 后 用 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 提 取 总 ＲＮＡ。 根 据 Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒说明书进行 ＲＮＡ 的反转

录， 使用相应的引物进行荧光定量 ＰＣＲ， 检测成肌

分化相关基因 ＭｙｏＧ、 ＭｙｏＤ ｍＲＮＡ 相对表达量。 荧

光定量 ＰＣＲ 反应体系和反应条件同 １􀆰 ４。 以 β－Ａｃｔｉｎ
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为内参基因。
１􀆰 １２　 数据统计与分析

荧光定量 ＰＣＲ 结果采用 ２－ΔΔＣｔ方法分析。 数据采

用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ （Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ， ＵＳＡ） 统计软件

进行统计， 结果均以 “平均值±标准误” 表示。 两组

均值之间采用 ｔ 检验进行比较分析； 多组数据之间使

用单因素方差分析 （Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ） 进行比较，
并使用 Ｔｕｋｅｙ 法进行事后检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 被认为差异

显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 被认为差异极显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＳＯＸ６ 基因的组织表达差异

荧光定量 ＰＣＲ 检测鸡的 １２ 种组织 ＳＯＸ６ ｍＲＮＡ
的表达情况见图 １。 结果显示， ＳＯＸ６ 基因在鸡 １２ 种

组织中均有表达， 其中在脑、 胸肌、 腿肌、 肺的表达

量显著高于肝、 肌胃、 脾、 腺胃 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 而在

肝、 肾、 心、 肠中的表达量显著高于肌胃 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 腿肌和胸肌表达量没有显著差异 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。

不同字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 相同字母表示差异不显著

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 下同。

图 １　 鸡 ＳＯＸ６ 基因在不同组织中的表达

２􀆰 ２　 鸡 ＳＯＸ６ 基因在不同胚龄和出壳早期腿肌中的

时序表达

　 　 分别采集不同胚龄 Ｅ１１、 Ｅ１３、 Ｅ１５、 Ｅ１７、 Ｅ１９
和出壳早期 Ｄ０、 Ｄ３、 Ｄ６ 的雏鸡腿肌组织并测定其

ＳＯＸ６ 基因的表达变化情况。 随着胚胎的发育， ＳＯＸ６
基因表达量逐渐上升， 而在出壳前后 Ｅ１９、 Ｄ０、 Ｄ３
期比较平稳， 从 Ｄ３ 到 Ｄ６ 期间， 出现了显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ２）。
２􀆰 ３　 鸡 ＳＯＸ６ 基因的克隆及测序

用引物 ｇｇａ －ＳＯＸ６ －Ｆ１ ／ Ｒ１ 从鸡肌肉组织 ｃＤＮＡ
ＰＣＲ 扩增 ＳＯＸ６ 基因编码区。 经过 １％琼脂糖凝胶电

泳分析， 扩增产物大小与预期的结果相符， 在 ２ ４００
ｂｐ 左右能看到一条明亮特异性目的条带 （图 ３）。 将

扩增的目的条带切胶回收后， 连接到 ｐＭＤ－１９Ｔ 载体

上， 经测序， ＳＯＸ６ 基因 ＣＤＳ 长度为 ２ ３６７ ｂｐ， 鉴定

正确。

图 ２　 鸡 ＳＯＸ６ 基因在不同胚龄腿肌中的表达

Ｍ． ＤＬ５０００ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 扩增产物。

图 ３　 鸡 ＳＯＸ６ 基因扩增结果

２􀆰 ４　 ＳＯＸ６ 蛋白结构与特性分析

２􀆰 ４􀆰 １　 理化性质分析

生物信息学分析广西黄鸡 ＳＯＸ６ 蛋白由 ７８９ 个氨

基酸组成， 分子式为 Ｃ３７６３Ｈ６０４９Ｎ１１０１Ｏ１２２３Ｓ３９， 分子质量

为 ８７􀆰 ５３３ ｋｕ， 理论等电点 （ｐＩ） 为 ６􀆰 ９９， 推测该蛋

白为中性蛋白。 组成鸡 ＳＯＸ６ 蛋白的 ２０ 种氨基酸中，
丝氨酸 （ Ｓｅｒ） 所占比例最高 （ ９􀆰 ５％）， 而色氨酸

（Ｔｒｐ） 含量最低 （０􀆰 ６％）， 其中带负电荷的氨基酸

［天冬氨酸 （Ａｓｐ） 和谷氨酸 （Ｇｌｕ） ］ ９４ 个， 带正

电荷的氨基酸 ［精氨酸 （Ａｒｇ） 和赖氨酸 （ Ｌｙｓ） ］
９３ 个。 在哺乳动物网织红细胞内的半衰期为 ３０ ｈ，
脂肪系数为 ６２􀆰 ５１。 ＳＯＸ６ 蛋白的不稳定系数为

６０􀆰 ９５， 高于阈值 ４０， 表明该蛋白不稳定。
２􀆰 ４􀆰 ２　 亲 ／ 疏水性预测

经分析预测， 广西黄鸡 ＳＯＸ６ 蛋白在第 ２６９ 位氨

基酸处分值最高 （１􀆰 ６２２）， 在第 ４７４ 位氨基酸处分

值最低 （－３􀆰 ６１１） （图 ４）， 总平均亲水性 ＧＲＡＶＹ 为
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－０􀆰 ８３４ １， 即 ＳＯＸ６ 为亲水性蛋白。
２􀆰 ４􀆰 ３　 结构域预测及亚细胞定位

ＳＭＡＲＴ 预测结果显示， ＳＯＸ６ 蛋白具有 １ 个保守

结构域 ＨＭＧ， 位于第 ５８１ ～ ６５１ 位氨基酸处 （图 ５）。
ＰＳＯＲＴⅡ预测显示， ＳＯＸ６ 蛋白主要定位于细胞核，
存在多个核定位信号和螺旋－卷曲结构， 进一步支持

其在细胞核中调控基因表达。 ＳＯＸ６ 蛋白没有信号肽

和跨膜区， 不会通过分泌途径分泌到细胞外或嵌入细

胞膜内。

图 ４　 鸡 ＳＯＸ６ 蛋白亲 ／疏水性分析

图 ５　 鸡 ＳＯＸ６ 蛋白结构域预测

２􀆰 ４􀆰 ４　 二级结构及三级结构预测

使用 ＳＯＰＭＡ 软件预测 ＳＯＸ６ 蛋白二级结构， 如

图 ６ 显 示， ＳＯＸ６ 蛋 白 二 级 结 构 包 括 α － 螺 旋

（４０􀆰 ５６％）、 延伸链 （ ６􀆰 ９７％）、 β －转角 （ ４􀆰 ９４％）
及无规则卷曲 （ ４７􀆰 ５３％）。 利用 ＥｘＰＡＳｙ ＳＷＩＳＳ －
ＭＯＤＥＬ 在线平台构建可能的三级结构模型， 见图 ７。

图 ６　 鸡 ＳＯＸ６ 蛋白二级结构预测

图 ７　 鸡 ＳＯＸ６ 蛋白三级结构预测

２􀆰 ５　 鸡 ＳＯＸ６ 真核表达载体鉴定

以 ｇｇａ－ＳＯＸ６ ／ ｐＭＤ－１９Ｔ 质粒为模板， 使用 ｇｇａ⁃
ＳＯＸ６ｃｄｓ－Ｆ３ ／ Ｒ２ 引物扩增 ＳＯＸ６ 基因的 ＣＤＳ 区并回

收该目的片段。 将回收的目的片段经过 ＳａｌⅠ和ＮｏｔⅠ
双酶切后与经同样双酶切的 ｐＣＭＶ－３Ｔａｇ－９ 连接后转

化到大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞中， 经培养后进行菌

液 ＰＣＲ 鉴定， 结果见图 ８。 选取其中一管菌液小量提

取质粒后测序鉴定正确， 将该质粒命名为 ｇｇａ－ＳＯＸ６ ／
ｐＣＭＶ－３Ｔａｇ－９。
２􀆰 ６　 鸡 ＳＯＸ６ 基因在鸡原代成肌细胞中的过表达以

及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

　 　 将过表达载体 ｇｇａ－ＳＯＸ６ ／ ｐＣＭＶ－３Ｔａｇ－９ 和空载

体 ｐＣＭＶ － ３Ｔａｇ － ９ 分别转染鸡原代成肌细胞 （图

９Ａ）。 ４８ ｈ 后提取细胞总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，
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结果显示 （见图 ９Ｂ）， 在 ＳＯＸ６ 过表达区域， 使用

ＭＹＣ 抗体在转染空白载体的细胞中没有检测到目的

蛋白条带， 而在转染 ｇｇａ－ＳＯＸ６ ／ ｐＣＭＶ－３Ｔａｇ－９ 的试

验组样品中检测到了目的蛋白条带， 表明鸡 ＳＯＸ６ 与

ＭＹＣ 在鸡原代成肌细胞中成功融合表达。

Ｍ． ＤＬ５０００ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阴性对照； ２～５􀆰 菌液 ＰＣＲ 扩增

产物。

图 ８　 鸡 ＳＯＸ６ 基因表达载体菌液 ＰＣＲ 验证

Ａ． 鸡原代成肌细胞培养； Ｂ． ＳＯＸ６－ＭＹＣ 融合蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测。 Ｍ． 分子量标准； １． 转染 ｐＣＭＶ－ ３Ｔａｇ－ ９； ２． 转染 ｇｇａ－ＳＯＸ６ ／
ｐＣＭＶ－３Ｔａｇ－９。

图 ９　 鸡原代成肌细胞过表达 ＳＯＸ６－ＭＹＣ 融合蛋白的

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

２􀆰 ７　 鸡 ＳＯＸ６ ｓｉＲＮＡ 敲低效率验证

通过选择 ＳＯＸ６ 基因的 ｍＲＮＡ 特定区域作为

ｓｉＲＮＡ 的靶点， 设计 ３ 段 ２０ ～ ２５ 个核苷酸的 ｓｉＲＮＡ，
分别命名为 ｓｉＳＯＸ６ － １２、 ｓｉＳＯＸ６ － １５３２、 ｓｉＳＯＸ６ －
１７６２， 并将其和 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ （ｓｉＮＣ） 分别转染至鸡原

代成肌细胞， 提取总 ＲＮＡ， 进行荧光定量 ＰＣＲ 检测。
由图 １０ 可知， 处理后细胞中 ＳＯＸ６ ｍＲＮＡ 的表达量

与对照组相比极显著降低了大约 ９０％ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 这

表明该 ３ 种 ｓｉＲＮＡ 对于 ＳＯＸ６ ｍＲＮＡ 的敲低效率均很

高。 选取其中的 ｓｉＳＯＸ６－１７６２ 进行后续试验。

图 １０　 ｓｉＲＮＡ 对鸡 ＳＯＸ６ 基因 ｍＲＮＡ 表达的影响

２􀆰 ８　 鸡 ＳＯＸ６ 基因过表达和干扰后对部分成肌分化

相关基因的影响

　 　 将过表达载体 ｇｇａ－ＳＯＸ６ ／ ｐＣＭＶ－３Ｔａｇ－９ （试验

组） 和空载体 ｐＣＭＶ－３Ｔａｇ－９ （对照组） 分别转染鸡

原代成肌细胞并诱导分化 ３ ｄ 后， 两组细胞形态上未

见明显差异， 但检测发现与对照组相比， 过表达

ＳＯＸ６ 组细胞中 ＭｙｏＤ （Ｐ＜０􀆰 ０１） 和 ＭｙｏＧ （Ｐ＜０􀆰 ０５）
基因的表达水平极显著或显著升高 （图 １１）。 将

ｓｉＳＯＸ６－１７６２ （ｓｉＳＯＸ６） 和 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ （ｓｉＮＣ） 分别

转染鸡成肌细胞并诱导分化 ３ ｄ 后， 两组细胞形态上

也未见明显差异， 检测发现与对照组相比， 敲降

ＳＯＸ６ 组细胞中 ＭｙｏＤ （Ｐ＜０􀆰 ０１） 和 ＭｙｏＧ （Ｐ＜０􀆰 ０５）
基因的表达水平极显著或显著下降 （图 １２）。
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∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５。 下同。

图 １１　 过表达鸡 ＳＯＸ６ 基因对 ＭｙｏＤ 及 ＭｙｏＧ
基因的表达影响

图 １２　 干扰鸡 ＳＯＸ６ 基因对 ＭｙｏＤ 及 ＭｙｏＧ
基因的表达影响

３　 讨论

鸡肉的口感主要受肌纤维类型的影响， 而肌纤维

调控机制较为复杂。 通过遗传和生物技术手段调控肌

纤维的表达， 可以显著改善鸡肉的风味和质地［８］。
研究结果表明， ＳＯＸ６ 通过调节特定的下游基因， 如

肌球蛋白重链 （ＭｙＨＣ） 的不同形式， 从而影响肌纤

维的类型转换， 促进肌肉细胞从增殖状态向成熟状态

的转化， ＳＯＸ６ 敲低导致慢速肌球蛋白基因上调， 快

速肌球蛋白基因下调［８］。 Ｚｈａｎｇ 等［９］ 观察到 ＳＯＸ６ 在

引导卫星细胞分化等方面发挥着至关重要的作用。
ＳＯＸ６ 从不同方面发挥作用， 可以从直接的基因调控

到与其他调节其功能的蛋白质进行相互作用， 构建肌

纤维类型确定中多种因素的相互作用。
本研究中， ＳＯＸ６ 在鸡胸肌和腿肌中的表达量较

高。 ＳＯＸ６ 基因在不同发育阶段呈现显著的变化， 在

鸡胚发育过程中， ＳＯＸ６ 基因表达具有时序性。 从胚

胎第 １１ 天 （Ｅ１１） 到第 １９ 天 （Ｅ１９）， ＳＯＸ６ 的表达

量逐渐增加。 在这段时间内， 鸡的肌肉细胞 （肌纤

维） 正在经历快速的分化和增殖， 这是肌肉生长发

育的关键阶段。 在 Ｅ１９、 Ｄ０、 Ｄ３ 出壳前后进入相对

稳定期， 在出壳后 Ｄ６ 时， ＳＯＸ６ 表达到达高峰。 Ｌｉｕ
等［１０］研究结果表明， 肌纤维增生发生在胚胎发生过

程中， 肥大主要发生在出壳后。 张梓豪等［１１］ 研究发

现， 肌纤维在 Ｅ１５、 Ｅ１７、 Ｄ７ 出现了较明显的增长，
免疫荧光和 ＨＥ 染色观察发现 ＳＯＸ６ 能够促进成肌细

胞的分化和肌管的形成。 本试验结果表明， ＳＯＸ６ 基

因在鸡胚生长发育过程中， 表达量持续上升， 表明肌

纤维分化可能是持续性的， 而在出壳后 ３ ｄ 肌肉的生

长发育加快。
进一步通过构建真核过表达载体 ｇｇａ － ＳＯＸ６ ／

ｐＣＭＶ－３Ｔａｇ－９， 转染鸡原代成肌细胞， 成功表达了

融合蛋白， 同时设计鸡 ＳＯＸ６ 的干扰 ｓｉＲＮＡ， 成功敲

降成肌细胞中的 ＳＯＸ６ 表达。 观察发现， 过表达和敲

降 ＳＯＸ６ 后， 对成肌细胞诱导分化在两组细胞形态上

分别与对照组未见明显差异， 但是过表达 ＳＯＸ６ 促进

了成肌细胞分化标志基因 ＭｙｏＧ、 ＭｙｏＤ 表达， 而敲

降 ＳＯＸ６ 后抑制了 ＭｙｏＧ、 ＭｙｏＤ 基因的表达。 结果分

别从正反两个方面表明 ＳＯＸ６ 基因与 ＭｏｙＧ、 ＭｙｏＤ 的

正调控相互作用模式， 证明 ＳＯＸ６ 在鸡原代成肌细胞

的分化过程中具有促进作用。 生肌细胞调节因子家族

（ＭＲＦｓ） 是动物肌肉发育和分化过程中的重要调控因

子， 包括 ＭｙｏＧ、 ＭｙｏＤ 成员， 在肌肉发生过程中发

挥着标志作用， 是成肌分化的标准物［１２－１３］。 ＭｙｏＤ 基

因过表达会抑制成肌细胞增殖， 并促进成肌分

化［１４－１５］。 ＭｙｏＤ 的表达通常标志着肌肉前体细胞从增

殖转向分化的过程［１， １６］。 ＭｙｏＧ 基因调控肌细胞的终

末分化， 并在肌细胞的成熟和融合中发挥重要功

能［１７］。 ＭｙｏＧ 与 ＭｙｏＤ 共同合作， 确保肌细胞从成肌

细胞的前体阶段到成熟骨骼肌细胞的顺利转换， 形成

具有收缩能力的肌肉组织［１８］。 相关研究表明， ＳＯＸ６
可抑制慢纤维特异性基因， 包括可能间接影响到

ＭｙｏＤ 和 ＭｙｏＧ 的活性， 从而调控肌纤维的类型转

换［５， １９］。 ＳＯＸ６ 的调节作用帮助保持快肌纤维的优势

表达状态［２０］。 ＭｙｏＤ 作为成肌分化的主要调控因子，
进一步激活 ＭｙｏＧ 的表达， 推动肌肉细胞的分化［２１］。
ＭｙｏＧ 的活性促进 ＭｙＨＣ 基因如 ＭｙＨ２ 和 ＭｙＨ３ 的表

达， 这些基因编码的蛋白是肌肉收缩功能的直接执行

者， 决定了肌纤维的类型特征［２２－２３］。 因此， 本文揭

示的 ＳＯＸ６ 基因可以调控在鸡原代成肌细胞中关键生

肌因子基因 ＭｙｏＤ、 ＭｙｏＧ 的表达， 对原代成肌细胞

分化有促进作用， 这也与本试验获得的在不同胚龄

ＳＯＸ６ 基因的时序性表达水平结果相一致。

４　 结论

本研究发现 ＳＯＸ６ 基因在鸡 １２ 种不同组织中均
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有表达， 其中在胸肌、 腿肌较高； 对胚胎期后期和出

壳早期雏鸡腿肌 ＳＯＸ６ 基因时序性表达发现， ＳＯＸ６
的表达量逐渐增加， 到胚胎期 １９ ｄ 后进入稳定平台

期， 在出壳后 ６ ｄ 显著升高； 成功构建真核重组表达

载体 ｇｇａ－ＳＯＸ６ ／ ｐＣＭＶ－３Ｔａｇ－９， 在鸡的原代成肌细

胞中成功融合表达 ＳＯＸ６－ＭＹＣ； 过表达 ＳＯＸ６ 基因，
成肌分化的标记基因 ＭｙｏＤ、 ＭｙｏＧ 表达上升， 而敲

降后， ＭｙｏＤ、 ＭｙｏＧ 表达下降， 证明了 ＳＯＸ６ 基因对

分化有促进作用。
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