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摘要： 旨在研究 ＴＧ 结合因子 １ （ＴＧ－ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ １， Ｔｇｉｆ１） 对猪骨骼肌卫星细胞 （ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ， ＭｕＳＣｓ） 增殖与分化能力的影响。 本

研究利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术在 ＭｕＳＣｓ 中沉默 Ｔｇｉｆ１ 基因， 并利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） 验证基因编辑效率； 采用免疫荧

光染色、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ｑＰＣＲ 检测细胞分化能力， ５′－乙炔基－２′－脱氧尿苷 （ＥｄＵ）、 细胞计数试剂盒－８ （ＣＣＫ－８） 评估沉默 Ｔｇｉｆ１ 基因对 ＭｕＳＣｓ
增殖能力的影响； 进一步结合转录组测序技术 （ＲＮＡ－ｓｅｑ） 对沉默 Ｔｇｉｆ１ 基因的 ＭｕＳＣｓ 的基因表达模式变化进行分析， 鉴别出了差异表达基因

（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ， ＤＥＧｓ）， 并进行了基因本体 （ＧＯ） 和京都基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 通路富集分析。 结果： 缺失 Ｔｇｉｆ１ 基因会显著抑

制肌管的生成 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 但对 ＭｕＳＣｓ 增殖能力没有显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 ＲＮＡ－ｓｅｑ 分析显示， Ｔｇｉｆ１ 基因缺失导致 ４３４ 个基因发生了显著变化，
包括 ７２ 个显著上调表达基因和 ３６２ 个显著下调表达基因， 其中包括作用于成肌细胞分化早期并正向调控肌生成的肌生成分化因子 １ （ｍｙｏｂｌａｓｔ ｄｅ⁃
ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＭｙｏＤ１）， 胆碱能受体烟碱 α１ 亚单位 （ｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｌｐｈａ １ ｓｕｂｕｎｉｔ， Ｃｈｒｎａ１）， 早期生长反应基因 １ （ｅａｒｌｙ ｇｒｏｗｔｈ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ １， Ｅｇｒ１） 和双特异性磷酸酶 １ 基因 （ｄｕａｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓ １， Ｄｕｓｐ１）， 这些 ＤＥＧｓ 主要富集在细胞迁移功能条目以及 ｃＡＭＰ、 ＰＩ３Ｋ－

Ａｋｔ 和钙信号等信号通路中。 综上， 本研究证明了 Ｔｇｉｆ１ 是一个正向调控猪骨骼肌生成的关键因子， 研究结果为猪骨骼肌生长发育的遗传解析提供

了新的理论依据， 并为产肉性状的精准遗传调控提供了新的候选靶点。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＴＧ－ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ １ （Ｔｇｉｆ１） ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｃａ⁃
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ｌｙｓｅｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｔｇｉｆ１ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｍｙｏｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０１） ｂｕｔ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｃｅｌｌ
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ３６２ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｓｅ ｗｅｒｅ ｍｙｏｂｌａｓｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ １， ｔｈｅ ｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｌｐｈａ １ ｓｕｂｕｎｉｔ， ｅａｒｌｙ ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｓｐｏｎｓｅ １， ａｎｄ ｄｕａｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ １， ｗｈｉｃｈ ａｃｔｅｄ ｅａｒｌｙ ｉｎ ｍｙｏｃｙｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｍｙｏｇｅｎｅｓｉｓ． Ｔｈｅｓｅ ＤＥＧｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ－ｒｅｌａｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ａｎｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｃＡＭＰ， ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ， ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ Ｔｇｉｆ１ ｗａｓ ａ ｋｅｙ ｆａｃｔｏｒ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａ⁃
ｔｉｎｇ ｐｏｒｃｉｎｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ． Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｎｅｗ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ
ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ａｎｄ ｏｆｆｅｒｅｄ ｎｏｖｅｌ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅａｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｒａｉｔｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｐｉｇ； Ｔｇｉｆ１； ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ； ｍｕｓｃｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ； ＲＮＡ－ｓｅｑ

　 　 骨骼肌是哺乳动物体内占比最大的组织， 在机体

运动调节和代谢稳态维持中具有核心生理功能［１］。
骨骼肌是家畜肉产品的主要来源， 其产量水平和质量

参数直接构成畜牧业生产的关键经济指标； 同时， 肌

肉萎缩和损伤被证实是癌症、 器官衰竭等多种疾病的

不良预后指标。［２］。 哺乳动物出生后， 肌纤维数量不

再增加， 后续肌肉量的增加主要依赖肌纤维的肥大。
当骨骼肌受损时， 位于肌纤维肌浆膜和基底膜之间的

肌卫星细胞 （ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ， ＭｕＳＣｓ） 被激活，
启动自我更新程序， 经历增殖、 分化和融合， 最终形

成新的肌纤维， 修复受损的肌肉组织［３］。 因此， 提

高成肌细胞和 ＭｕＳＣｓ 的分化潜能， 提升肌肉产量和

质量， 对于优化畜牧业生产性状和开发肌肉退行性疾

病治疗策略都至关重要。
成肌细胞和 ＭｕＳＣｓ 都起源于间充质干细胞

（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＭＳＣｓ） ［４］， 其增殖分化能力

构成肌肉组织发育的生物学基础。 肌肉生长发育是一

个多阶段的复杂过程， 涉及细胞周期调控、 肌肉特异

性基因转录程序启动、 细胞融合等多个关键生物学事

件。 这一复杂的调控过程是多种调控因子［５］ 和信号

通路［６］相互作用的结果。 在这些因子中， 肌生成调

节因子 （ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ， ＭＲＦｓ） 包括肌生

成分 化 因 子 １ （ ｍｙｏｂｌａｓｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ １，
ＭｙｏＤ１）， 肌生成因子 ５ （ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ ５， Ｍｙｆ５），
肌生成因子 （ｍｙｏｇｅｎｉｎ， ＭｙｏＧ） 和肌生成调节因子 ４
（ｍｕｓｃｌｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ４， ＭＲＦ４）， 在肌生成中起着

核心调控的作用［７］。 ＭＲＦｓ 具有基本螺旋－环－螺旋

（ｂａｓｉｃ Ｈｅｌｉｘ－Ｌｏｏｐ－Ｈｅｌｉｘ， ｂＨＬＨ） 结构， 可通过结合

Ｅ 蛋白形成二聚体， 在其调控区域内结合 Ｅ 盒

（ＣＡＮＮＴＧ） 元件， 促进骨骼肌特异性基因的转

录［８］。 这些调控因子呈现严格的时序性表达模式，
调控成肌细胞和 ＭｕＳＣｓ 的成肌分化过程。 ＭｙｏＤ１、
Ｍｙｆ５ 和 ＭＲＦ４ 作为肌原分化的早期调节因子， 介导

前体细胞向肌原细胞定向分化。 ＭｙｏＧ 作为末端分化

的晚期调节因子， 与 ＭｙｏＤ１ 和 ＭＲＦ４ 协同作用， 在

细胞融合和肌纤维形成中发挥关键作用［９］。 调节肌

生成的信号通路包括转化生长因子－β （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－β， ＴＧＦ－β） 信号通路， 其中肌生长因

子 （ｍｙｏｓｔａｔｉｎ， ＭＳＴＮ） 是该超家族中最著名的成员，
研究发现 ＭＳＴＮ 基因敲除小鼠表现出显著的肌肉肥

大［１０］。 磷脂酰肌醇－３－激酶 ／蛋白激酶 Ｂ （ｐｈｏｓｐｈａｔｉ⁃
ｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３－ｋｉｎａｓｅ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ ， ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ） 信

号通路， 活化的 Ａｋｔ 可通过多靶点调控机制促进肌细

胞分化， 同时协调蛋白质合成与分解代谢的动态平

衡［１１］。 环磷酸腺苷 （ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ３′， ５′ －ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈ⁃
ａｔｅ， ｃＡＭＰ） 是一种重要的细胞内第二信使， 通过激

活蛋 白 激 酶 Ａ （ ｃＡＭＰ － ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ＰＫＡ） 和下游信号分子， 在肌肉再生和代谢等生物

学过程中发挥重要调控作用。 研究发现， 参与 ｃＡＭＰ
信号转导的几种蛋白质， 包括受体、 Ｇ 蛋白和 ｃＡＭＰ
激活的转录因子， 可促进肌肉再生［１２－１３］ 和损伤后的

功能 恢 复［１４］。 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 （ ｍｉｔｏｇｅｎ －
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ， ＭＡＰＫ） 信号通路， 包括 ｐ３８
丝裂原活化蛋白激酶 （ｐ３８ ＭＡＰＫ）， ｃ－Ｊｕｎ 氨基末端

激酶 （ｃ－ｊｕｎ Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ， Ｊｎｋ） 和细胞外调节

蛋白激酶 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ， Ｅｒｋ）
１ ／ ２ 这 ３ 个主要分支， 介导多种信号通路， 均与肌肉

发育和肌细胞分化有关； Ｅｒｋ１ ／ ２ 可使核视黄醇－Ｘ 受

体 （ＲＸＲ） 磷酸化， 从而抑制其转录激活潜能， 而

肌母细胞中的 ＲＸＲ 活性可通过调节 ＭｙｏＤ１ 基因的表

达并作为 ＭｙｏＧ 基因的辅助因子促进肌生成［１５－１８］。
Ｎｏｔｃｈ 信号通路可诱导双特异性磷酸酶 １ 基因 （ｄｕａｌ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ １， Ｄｕｓｐ１） 的表达， 可阻断

ＭＡＰＫ 家族成员 ｐ３８ 的活性［１９］。
Ｔｇｉｆ１ 是 ３ 个氨基酸环延伸家族的成员， 其分子

结构特征包含 ｂＨＬＨ 结构域［２０］。 研究发现 Ｔｇｉｆ１ 通过

招募 ＳＩＮ３ 转 录 调 节 因 子 家 族 成 员 Ａ （ ＳＩＮ３
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ Ａ， ｍＳｉｎ３Ａ） 和组

蛋白去乙酰化酶 （ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ， ＨＤＡＣｓ） 到激

活的 Ｓｍａｄ 复合物或促进 Ｓｍａｄ２ 的泛素化降解途径来

调节 ＴＧＦ－β 信号传导， 并通过与 ＲＸＲ－ａ 的配体结合

域相互作用来调节视黄酸信号传导［２１］。 最新的研究

表明， Ｔｇｉｆ１ 基因在脂肪细胞和成骨细胞分化过程中

起关键调控作用。 在脂肪细胞分化方面， Ｔｇｉｆ１ 基因

通过双重机制发挥作用： 一方面通过诱导 ＣＣＡＡＴ ／增
强子结合蛋白 β （ＣＣＡＡＴ ／ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ β，
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Ｃ ／ ｅｂｐβ） 表达， 促进有丝分裂克隆扩增 （ ｍｉｔｏｔｉｃ
ｃｌｏｎａｌ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ， ＭＣＥ） 进程； 另一方面通过解除过

氧化物酶体增殖物激活受体 γ （ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ－
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ， Ｐｐａｒγ） 信号通路的抑制效应，
从而协同促进脂肪细胞分化［２２］。 在成骨细胞分化方

面， Ｔｇｉｆ１ 的缺乏会导致 ｐ２１ （ ＲＡＣ１） 激活激酶 ３
（ｐ２１ （ＲＡＣ１） ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ ３， Ｐａｋ３） 表达量增加，
从而导致细胞形态改变、 对 Ｉ 型胶原包被表面的附着

力降低以及迁移能力受损［２３］。 利用 ＲＮＡ － ｓｅｑ 在

ｍＲＮＡ 水平描述鸽子骨骼肌发育和生长过程中的基因

表达模式， Ｔｇｉｆ１ 被确定为影响骨骼肌发育和生长的

候选基因［２４］。 对陆川猪和杜洛克猪长肌的 ＡＴＡＣ－ｓｅｑ
和 ＲＮＡ－ｓｅｑ 分析也发现了类似的结果［２０］。 因此， 推

测 Ｔｇｉｆ１ 可能是影响猪骨骼肌分化的一个关键因素。
综上， Ｔｇｉｆ１ 基因是脂肪生成、 骨生成等过程中

的重要调控因子， 并且是一个影响肌肉发育的候选因

子， 但 Ｔｇｉｆ１ 基因在肌肉生成中的具体调控机理尚不

清楚。 本文旨在探究 Ｔｇｉｆ１ 基因对猪 ＭｕＳＣｓ 增殖和分

化能力的影响， 并挖掘其潜在的下游基因。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 ＭｕＳＣｓ 分离与培养

ＭｕＳＣｓ 分离自 １ 日龄苏淮猪， 其来源于江苏省淮

安市淮阴新淮种猪场。 动物试验遵循南京农业大学动

物福利与伦理委员会制定的 《实验动物护理与使用

指南》 进行。
将剥离的背最长肌置于 ７５％ 乙醇中和 ２％ １００×

青霉素－链霉素 （双抗， Ｇｉｂｃｏ） 的 ＰＢＳ （Ｂｉｏｓｈａｒｐ）
溶液中各清洗 ３ 次， 剪碎， 加入 ２ 倍组织体积的

０􀆰 ２８％ Ⅰ型胶原酶 （ Ｇｉｂｃｏ）， 在 ３７ ℃， ９０ ～ １２０
ｒ ／ ｍｉｎ 水浴摇床中消化 ２ ～ ２􀆰 ５ ｈ。 消化至溶液变成黄

色黏稠状， ４ ℃， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 去除上层

胶原 酶， 加 ３ 倍 组 织 体 积 的 ０􀆰 ２５％ 胰 蛋 白 酶

（Ｇｉｂｃｏ）， 在 ３７ ℃， ９０ ～ １２０ ｒ ／ ｍｉｎ 水浴摇床中消化

３０ ｍｉｎ。 分别用 １００、 ７０ 和 ４０ μｍ 的分样筛过滤， 收

集滤液， 终止消化。 将过滤液 ４ ℃， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ， 吸去上清液， 保留沉淀。 用 ＰＢＳ 清洗细

胞， ４ ℃， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 丢弃上清液， 保

留沉淀， 该步骤重复 ２ 次。 接种于 Ｔ２５ 细胞培养瓶

中， 使用生长培养基在 ５％ ＣＯ２， ３７ ℃的恒温培养箱

中培养 ２ ｈ 后， 吸出上层液体， 接种至新的 Ｔ２５ 细胞

培养瓶中， ４８ ｈ 后换液， 贴壁的细胞即为 ＭｕＳＣｓ。
ＭｕＳＣｓ 生长后， 对其感染表达 ＳＶ４０ Ｔ 抗原的慢病毒

载体， 建立体外可多次传代的猪肌卫星细胞系。
ＭｕＳＣｓ 分离与永生化具体参考 Ｎｉ 等的方法［２５］。

ＭｕＳＣｓ 生长培养基由 ７６％ ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基

（Ｇｉｂｃｏ）， １５％ 澳洲胎牛血清 ＦＢＳ （Ｇｉｂｃｏ）， １％ 双

抗 （ Ｇｉｂｃｏ）， １％ 谷氨酸钠 （ ＧｌｕｔａＭＡＸ， Ｇｉｂｃｏ ），
１％ 非必需氨基酸 （ＮＥＡＡ， Ｇｉｂｃｏ）， １％ 丙酮酸钠

（ＳＰ， Ｇｉｂｃｏ） 和 ２ ｎｇ ／ ｍＬ 生长因子 （ ｂＦＧＦ， Ｐｅｐｒｏ⁃
ｔｅｃｈ） 配制而成。 ＭｕＳＣｓ 分化 ５ ｄ， 分化培养基由添

加 ２％ 马血清 （ＨＳ， Ｇｉｂｃｏ） 和 １％ 双抗的 ＤＭＥＭ 培

养基 （Ｇｉｂｃｏ） 组成。
１􀆰 ２　 单细胞转录组数据来源

苏淮猪单细胞转录组数据来自课题组前期发表文

章［２６］。 猪各组织基因表达量数据来源公共数据库网

站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｆａｒｍｇｔｅｘ．ｏｒｇ ／ ）， 该网站包含了 ９ ５３０
个 ＲＮＡ 测序数据和 １ ６０２ 个全基因组测序数据［２７］。
１􀆰 ３　 Ｔｇｉｆ１ 基因沉默

利用 ＣＨＯＰＣＨＯＰ 网站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｈｏｐｃｈｏｐ．ｃｂｕ．ｕｉｂ．
ｎｏ ／ ）设计靶定猪 Ｔｇｉｆ１ 基因第二外显子的 ｓｇＲＮＡ 序

列， 选择评分较高的候选序列， 并在 ｓｇＲＮＡ 基础上

在 ３′端设计延伸序列， 详细 ｓｇＲＮＡ 序列见表 １。 将

ｓｇＲＮＡ 序列克隆到 Ｃａｓ９－ｓｇＲＮＡ 表达载体 （ ｐＳｐＣａｓ９
（ＢＢ） －２Ａ－Ｐｕｒｏ 购自 Ａｄｄｇｅｎｅ 公司） 中， 并用 Ｎｅｏｎ
ＮｘＴ 电穿孔系统 （Ｉｎｖｉｇｅｎｔｅｃｈ） 转染到 ＭｕＳＣｓ 细胞中

（参数为 Ｐｕｌｓｅ ｖｏｌｔａｇｅ： １ ６５０ Ｖ， Ｐｕｌｓｅ ｗｉｄｔｈ： １０ ｍｓ，
Ｐｕｌｓｅ ｎｕｍｂｅｒ： ３）， 设置绿色荧光蛋白 （ ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｅＧＦＰ） 组和空载体组同时

转染， 分别作为电转染效率评价组和对照组 （Ｃｒｔｌ）。
然后用添加了 １０ μｇ ／ ｍｌ 盐酸嘌呤霉素 （ｐｕｒｏ， Ｂｅｙｏ⁃
ｔｉｍｅ） 的生长培养基筛选稳定转染的细胞系 ７ ｄ。 获

得了 Ｔｇｉｆ１ 基 因 沉 默 （ ＴＧ － ＫＯ） 细 胞， 并 通 过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证了 Ｔｇｉｆ１ 蛋白基本不表达。

表 １　 沉默 Ｔｇｉｆ１ 基因的 ｓｇＲＮＡ 序列

名称 ｓｇＲＮＡ 序列

ＴＧ－ＫＯ１
Ｆ： ＣＡＣＣＧＧＧＴＧＴＴＣＡＴＡＣＡＧＣＣＡＡＴＣＧ

Ｒ： ＡＡＡＣＣＧＡＴＴＧＧＣＴＧＴＡＴＧＡＡＣＡＣＣｃ

ＴＧ－ＫＯ２
Ｆ： ＣＡＣＣＧＧＴＴＣＡＴＡＣＡＧＣＣＡＡＴＣＧＣＧＧ

Ｒ： ＡＡＡＣＣＣＧＣＧＡＴＴＧＧＣＴＧＴＡＴＧＡＡＣｃ

１􀆰 ４　 免疫荧光染色

室温下用 ４％ 多聚甲醛 （ＰＦＡ， Ｂｉｏｓｈａｒｐ） 固定

细胞 １５ ｍｉｎ 后， 用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 每次 ３ ～ ５ ｍｉｎ；
然后用 ０􀆰 ３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 通透细胞 １０ ｍｉｎ， 用 ＰＢＳ
清洗 ３ 次后使用快速封闭液 （Ｂｅｙｏｔｉｍｅ） 孵育 １ ｈ。
孵育完成后加入稀释好的一抗， ４ ℃孵育过夜。 后用

ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 加入稀释后的二抗， 室温下暗处孵育

１ ｈ， 除去二抗后， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 用含 ＤＡＰＩ 的抗荧

光淬灭剂封片 （ Ｂｉｏｓｈｒａｐ） 染色细胞核。 使用荧光

Ｎｅｘｃｏｐｅ ＮＩＢ６１０－ＦＬ 显微镜 （Ｎｏｖｅｌ） 采集图像。 分
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化指数按随机选取的 ５ 个视野中阳性细胞核占细胞核

总数的百分比计算。 本研究使用的一抗包括抗肌球蛋

白重链 （ａｎｔｉ－ｍｙｏｓｉｎ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ， ａｎｔｉＭＨＣ） （ＭＦ－
２０， １ ∶ １００， Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｓｔｕｄｉｅｓ Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ Ｂａｎｋ），
使用的二抗是 Ｃｙ３ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ （１ ∶ １ ０００，
Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）。
１􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

用预冷的 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次六孔板中的细胞， 然后

用每孔 ２００ μＬ 含 １％ 苯甲基磺酰氟 （ＰＭＳＦ， Ｂｅｙｏ⁃
ｔｉｍｅ） 的蛋白 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液 （Ｂｅｙｏｔｉｍｅ） 裂解细

胞， 收 集 总 蛋 白。 总 蛋 白 浓 度 用 双 喹 啉 酸 法

（Ｙｅａｓｅｎ） 定量。 将等量的蛋白质样品与 ５ × ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 样品缓冲液 （ Ｂｅｙｏｔｉｍｅ） 混合， ９５ ℃ 煮沸

１０ ｍｉｎ。 处理好的蛋白质样品使用 ４％ ～ ２０％ Ｔｒｉｓ －
Ｇｌｙｃｉｎｅ ＰＡＧＥ （生工生物） 分离， 堆积凝胶电压条件

为 ８０ Ｖ， ４００ ｍＡ， ３０ ｍｉｎ； 分离凝胶条件为 １２０ Ｖ，
４００ ｍＡ， ６０ ｍｉｎ。 电泳完成后， 将凝胶中的蛋白质转

移到聚偏氟乙烯膜 （Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ） 上。 室温下， 用 ５％
脱脂奶 ／ ＰＢＳＴ （Ｂｅｙｏｔｉｍｅ） 封闭 １ ｈ， 后用稀释好的

一抗孵育， ４ ℃ 孵育过夜。 然后用 ＴＰＢＳ 洗膜 ３ 次，
二抗室温孵育 １ ｈ。 本研究使用的一抗包括 ａｎｔｉＴｇｉｆ１
（Ａｂｃａｍ）、 ａｎｔｉＭＨＣ （Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｓｔｕｄｉｅｓ Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ
Ｂａｎｋ）、 ａｎｔｉＭｙｏＤ１ （ Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ ）、 ａｎｔｉＭｙｏＧ （ Ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｔｅｃｈ） 和 ａｎｔｉＧＡＰＤＨ （Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）， 二抗包括山

羊抗兔 ＩｇＧ （Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ） 或抗鼠 ＩｇＧ （Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）。
１􀆰 ６　 总 ＲＮＡ 提取与荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） 验证

使用 ＴＲＩｚｏｌ （Ａｍｂｉｏｎ） 提取总 ＲＮＡ， 并使用反

转录试剂盒 （ Ａｃｃｕｒａｔｅ） 按照生产商的说明合成

ｃＤＮＡ。 以猪甘油醛－３－磷酸脱氢酶基因 （ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ⁃
ｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＧＡＰＤＨ） 作为内参，
进行 ｑＰＣＲ， 检测基因的 ｍＲＮＡ 表达。 ｑＰＣＲ 程序：
９５ ℃， ２ ｍｉｎ； ９５ ℃， １０ ｓ， ６０ ℃， ３０ ｓ， ４０ 个循

环。 基因的相对表达采用 ２－ΔΔＣｔ法［２８］。 本研究中使用

的引物如表 ２ 所示。
１􀆰 ７　 ５′－乙炔基－２′－脱氧尿苷 （ＥｄＵ） 染色

等量细胞在 １２ 孔板中生长 ２４ ｈ 后， 在培养基中

加入 ＥｄＵ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 孵育 ２ ｈ， 完成后用 ４％ ＰＦＡ
固定细胞 １５ ｍｉｎ。 随后， 使用 ０􀆰 ３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 中

通透细胞 １５ ｍｉｎ， 并用 Ｃｌｉｃｋ 反应液染色 ３０ ｍｉｎ。 用

ＴＰＢＳ 清洗 ３ 次后， 用 ＤＡＰＩ 染色细胞核 １０ ｍｉｎ。 用

Ｎｅｘｃｏｐｅ ＮＩＢ６１０－ＦＬ 显微镜 （Ｎｏｖｅｌ） 对细胞进行成

像， 随机选取约 １ ０００ 个细胞进行分析。

表 ２　 ｑＰＣＲ 引物信息

基因 引物序列 （５′→３′） 　 　

Ｔｇｉｆ１
Ｆ： ＴＴＧＡＡＴＴＣＣＡＣＣＣＡＡＧＧＡＧＣＧ

Ｒ： ＡＣＡＣＧＧＣＡＡＣＡＡＣＡＣＣＴＴＴＣＴ

Ｃｈｒｎａ１
Ｆ： ＴＣＧＴＣＴＧＡＡＡＣＡＧＣＡＡＴＧＧＧＴ

Ｒ： ＣＧＴＧＡＴＧＴＧＧＣＣＡＧＴＧＴＡＧＴ

Ｅｇｒ１
Ｆ： ＣＡＣＣＴＧＡＣＣＧＣＡＧＡＧＴＣＴＴＴ

Ｒ： ＴＴＴＧＧＣＴＧＧＧＧＴＡＡＣＴＣＧＴＣ

Ｄｕｓｐ１
Ｆ： ＧＴＣＧＣＴＣＣＴＴＣＴＴＣＧＣＴＴＴＣ

Ｒ： ＡＡＡＡＧＣＴＴＣＡＴＡＴＣＣＴＣＣＴＴＴＧＡＧＣ

Ｍｙｏｄ１
Ｆ： ＧＣＴＣＣＧＣＧＡＣＧＴＡＧＡＴＴＴＧＡ

Ｒ： ＧＧＡＧＴＣＧＡＡＡＣＡＣＧＧＧＴＣＡＴ

ＭｙｏＧ
Ｆ： ＡＧＧＣＴＡＣＧＡＧＣＧＧＡＣＴＧＡ

Ｒ： ＧＣＡＧＧＧＴＧＣＴＣＣＴＣＴＴＣＡ

ＭＨＣ
Ｆ： ＧＡＴＧＣＧＧＡＧＡＴＧＧＣＣＧＣＡＴＴ

Ｒ： ＧＡＣＴＴＴＧＣＣＡＣＣＣＴＣＴＣＧＡＧＡＣＡ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ： ＣＣＴＣＣＣＣＧＴＴＣＧＡＣＡＧＡＣ

Ｒ： ＧＣＧＧＣＣＡＡＡＴＣＣＧＴＴＣＡ

１􀆰 ８　 ＣＣＫ－８ 染色

等量细胞分别在 ９６ 孔板中生长 １２、 ２４、 ３６、
４８、 ６０、 ７２ ｈ， 然后与 ＣＣＫ － ８ 试剂孵育 ２ ｈ， 用

Ｔｈｅｒｍｏ ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴＭ ＭｕｌｔｉｓｋａｎＴＭ ＦＣ （ Ｔｈｅｒｍｏ ） 在

４５０ ｎｍ 波长下测量吸光度。
１􀆰 ９　 ＲＮＡ－ｓｅｑ 文库构建与测序数据分析

从细胞中提取总 ＲＮＡ， 每个样本共提取 ２ μｇ
ＲＮＡ 构建 ＲＮＡ 测序文库。 测序文库按照生产商的建

议使用试剂盒 （ＮＥＢ） 生成， 并为每个样本的序列

添加了索引代码。 文库由 Ａｎｎｏｒｏａｄ 公司 （中国北京）
在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台上测序， 并生成 １５０ ｂｐ 的成对端读

数。 组间 ＤＥＧｓ 采用以下条件进行筛选： Ｐ＜０􀆰 ０１ 且

｜ ｌｏｇ２ ＦＣ ｜ ≥１。 然后对筛选到的 ＤＥＧｓ 进行基因本

体 （ＧＯ） 和京都基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 通路富

集分析。 此外， 还选择了一部分 ＤＥＧｓ， 使用 ｑＰＣＲ
进行验证。
１􀆰 １０　 数据统计与分析

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 进行分析， ｔ 检验和单因

素方差分析用于分析 ２ 组之间显著性差异。 所有数据

均以 “平均值±标准误” 表示， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异

显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差异极显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 Ｔｇｉｆ１ 基因表达模式

利用课题组前期采集的 １０ 日龄苏淮猪背最长肌，
进行单细胞转录组测序数据分析， 结果显示， Ｔｇｉｆ１
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基因在 ＭｕＳＣｓ 和成肌细胞、 纤维 ／脂肪生成祖细胞

（ｆｉｂｒｏ ／ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓ， ＦＡＰｓ） 细胞中高表达

（图 １Ａ 和图 １Ｂ）。 另外， Ｔｇｉｆ１ 基因在猪群体体内的

组织表达模式 （图 １Ｃ 和 １Ｄ） 分析结果与课题组前

期分析的 Ｔｇｉｆ１ 基因表达模式一致， 即 Ｔｇｉｆ１ 基因在

肌肉组织中， 尤其是 ＭｕＳＣｓ 中高表达。 因此， 推测

Ｔｇｉｆ１ 在肌肉发育过程中发挥重要作用。

Ａ． 苏淮猪背最长肌单细胞图谱； Ｂ． Ｔｇｉｆ１ 基因在苏淮猪背最长肌不同细胞中的表达量； Ｃ． Ｔｇｉｆ１ 基因在猪群体各细胞类型中的表达情况； Ｄ．
Ｔｇｉｆ１ 基因在猪群体各组织中的表达情况。

图 １　 Ｔｇｉｆ１ 基因表达模式

２􀆰 ２　 Ｔｇｉｆ１ 基因沉默效果评价

电转染 ２４ ｈ 后， 在荧光显微镜下观察电转染效

率 （图 ２Ａ）， 发现电转染成功并具有一定效率。 对

电转染后的 ＭｕＳＣｓ 细胞 （ＴＧ－ＫＯ１ 和 ＴＧ－ＫＯ２） 以

及 Ｃｒｔｌ 组中 Ｔｇｉｆ１ 蛋白表达检测 （图 ２Ｂ） 结果显示，
电转染后的ＭｕＳＣｓ 中 Ｔｇｉｆ１ 蛋白几乎不表达。 Ｔｇｉｆ１ 基

因 ｍＲＮＡ 表达量检测 （图 ２Ｃ） 结果显示， Ｔｇｉｆ１ 基因

ｍＲＮＡ 表达量显著下降。 上述结果表明基因沉默成功。

Ａ． ｅＧＦＰ 电转染效率； Ｂ． 电转染后蛋白表达量； Ｃ． 电转染后 ｍＲＮＡ 表达量， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 沉默 Ｔｇｉｆ１ 基因的电转染效率
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２􀆰 ３　 Ｔｇｉｆ１ 基因沉默对猪 ＭｕＳＣｓ 分化能力的影响

免疫荧光染色结果显示， Ｔｇｉｆ１ 沉默导致肌管形成被

显著抑制 （图 ３Ａ）， ＴＧ－ＫＯ 细胞中 ＭＨＣ 的蛋白表达

和肌肉生成标志基因 （Ｍｙｏｄ１、 ＭｙｏＧ、 ＭＨＣ） 的

ｍＲＮＡ 表达显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１） （图 ３Ｂ 和图 ３Ｃ）。
以上结果进一步证实了 Ｔｇｉｆ１ 基因在 ＭｕＳＣｓ 分化中起

着关键作用， Ｔｇｉｆ１ 沉默会显著抑制 ＭｕＳＣｓ 的分化

能力。

Ａ． 培养 Ｃｒｔｌ 和 ＴＧ－ＫＯ１ ／ ２， 待细胞汇合后诱导分化 ５ ｄ， 使用 ＭＨＣ 抗体进行细胞的免疫荧光染色， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， 下同； Ｂ． 诱导分化

５ ｄ 后蛋白表达； Ｃ． 诱导分化 ５ ｄ 后 ｍＲＮＡ 表达量。

图 ３　 沉默 Ｔｇｉｆ１ 基因对 ＭｕＳＣｓ 分化的影响

２􀆰 ４　 Ｔｇｉｆ１ 基因沉默对猪 ＭｕＳＣｓ 增殖能力的影响

由图 ４ 可知， 在细胞增殖期间， Ｔｇｉｆ１ 基因的沉

默对细胞增殖没有显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 上述结果表

明， 沉默 Ｔｇｉｆ１ 基因的 ＭｕＳＣｓ 分化能力虽然显著降

低， 但细胞增殖能力没有显著变化。
２􀆰 ５　 Ｔｇｉｆ１ 基因沉默对猪 ＭｕＳＣｓ 分化阶段基因表达

模式的影响

　 　 由图 ５ 可知， ＴＧ－ＫＯ 组和 Ｃｒｔｌ 组相比， 共鉴定

到 ４３４ 个 ＤＥＧｓ， 其中 ７２ 个基因显著上调， ３６２ 个基

因显著下调。 关注到了 Ｍｙｏｄ１、 Ｃｈｒｎａ１、 Ｅｇｒ１ 和

Ｄｕｓｐ１ 等基因被鉴定。 此外， ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析结果

表明， 富集到的 ＧＯ 条目和 ＫＥＧＧ 通路与肌肉分化相

关过程密切相关， 如 ｃＡＭＰ 信号通路、 Ｐｉ３ｋ－Ａｋｔ 信
号通路和钙信号通路等。
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Ａ． ＥｄＵ 染色检测， 绿色为 ＥｄＵ 标记的细胞核， 蓝色为 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 标记的细胞核； Ｂ． ＣＣＫ－８ 检测。

图 ４　 沉默 Ｔｇｉｆ１ 基因对 ＭｕＳＣｓ 增殖能力的影响

Ａ． ＤＥＧｓ 聚类热图； Ｂ． ＤＥＧｓ 的火山图； Ｃ． ＤＥＧｓ ＧＯ 富集分析； Ｄ． ＤＥＧｓ ＫＥＧＧ 富集分析。

图 ５　 ＲＮＡ－ｓｅｑ 数据分析

２􀆰 ６　 Ｔｇｉｆ１ 基因沉默对肌分化关键基因表达的影响

为了验证 ＲＮＡ－ｓｅｑ 测序数据的可靠性， 本研究

对差异基因 Ｍｙｏｄ１、 Ｃｈｒｎａ１、 Ｅｇｒ１ 和 Ｄｕｓｐ１ 基因在

Ｃｒｔｌ 组与 ＴＧ－ＫＯ１ ／ ２ 细胞中的表达量进行了检测 （图
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６）， 检测结果显示， 其表达量变化趋势与转录组测

序结果一致。

图 ６　 Ｔｇｉｆ１ 基因沉默对肌分化关键基因 ｑＰＣＲ 验证

３　 讨论

骨骼肌是家畜肉产品的主要来源， 是畜牧业中最

重要的经济价值来源。 肌生成涉及一系列复杂的有序

级联反应， 包括成肌细胞的定向迁移、 增殖、 启动分

化、 分化、 融合和肌纤维成熟等阶段。 因此， 挖掘肌

生成的关键调控因子并深入解析其分子调控机制对提

高畜牧业生产性能具有十分重要的意义。
Ｔｇｉｆ１ 是同源框架蛋白 ＴＡＬＥ 家族的成员， 在不

同物种间高度保守， 该蛋白含有一个 ＤＮＡ 结合结构

域， 能够直接结合染色质并与多种经典转录抑制因子

直接互作［２１］。 研究发现， Ｔｇｉｆ１ 作为 Ｓｍａｄ 蛋白的协

同受体， 抑制 Ｓｍａｄ 蛋白的磷酸化水平， 抑制 Ｅ２ ／ Ｐ４
的分泌以及卵巢颗粒细胞的凋亡［２９］； 近期对小鼠心

肌细胞的研究也发现， 敲除 Ｔｇｉｆ１ 基因并不影响

Ｓｍａｄ２ 和 Ｓｍａｄ３ 的表达， 但会增加 ｐ －Ｓｍａｄ２ 和 ｐ －
Ｓｍａｄ３ 的水平， 这表明 Ｔｇｉｆ１ 主要通过抑制 Ｓｍａｄ２ ／ ３
磷酸化来抑制 ＴＧＦ－β１ ／ Ｓｍａｄ 信号转导［３０］。 基于高通

量测序研究发现， Ｔｇｉｆ１ 被确定为影响鸽子［２４］ 和

鸡［３１］骨骼肌生长的候选基因。 然而， Ｔｇｉｆ１ 在肌生成

中的具体作用机制仍有待阐释。
本研究分析了 Ｔｇｉｆ１ 基因在不同组织和细胞中的

表达量， 结果显示， Ｔｇｉｆ１ 在猪肌肉组织和 ＭｕＳＣｓ 中

高表达， 这暗示 Ｔｇｉｆ１ 基因在肌肉生成过程中的潜在

作用。 为了解 Ｔｇｉｆ１ 基因对 ＭｕＳＣｓ 分化能力的影响，
本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统沉默了 Ｔｇｉｆ１ 基因并分

析 Ｔｇｉｆ１ 基因对 ＭｕＳＣｓ 分化能力的影响， 结果显示，
Ｔｇｉｆ１ 基因的沉默虽然对 ＭｕＳＣｓ 的增殖能力没有显著

影响， 但显著抑制了 ＭｕＳＣｓ 的分化能力， 表明 Ｔｇｉｆ１
基因是一个影响肌管形成的关键因子。 另外， 本研究

对 Ｔｇｉｆ１ 基因沉默的 ＭｕＳＣｓ 进行了分化， 并利用

ＲＮＡ－ｓｅｑ 技术对 Ｔｇｉｆ１ 基因潜在的下游基因进行了鉴

定， 结果显示， Ｔｇｉｆ１ 基因沉默导致了一系列基因表

达的显著变化， 包括显著上调或下调表达的基因， 表

明 Ｔｇｉｆ１ 不仅是一个转录协同抑制因子， 还可能作为

转录协同激活因子调控基因表达。 值得注意的是， 本

研究发现 Ｔｇｉｆ１ 沉默后导致了许多肌分化调控因子，
如 Ｍｙｏｄ１、 Ｃｈｒｎａ１、 Ｅｇｒ１ 和 Ｄｕｓｐ１ 等表达量出现了显

著下调， 这进一步证明了 Ｔｇｉｆ１ 是一个影响肌生成的

关键调控因子。
研究发现， 编码乙酰胆碱受体特异性亚单位之一

的 Ｃｈｒｎａ１ 基因与小鼠 ＭＳＴＮ 基因的蛋白表达呈显著

负相关［３２］， 从而在骨骼肌的发育调控中至关重要，
在本研究中， 在猪 ＭｕＳＣｓ 中沉默 Ｔｇｉｆ１ 基因使得

Ｃｈｒｎａ１ 基因表达下调， 并抑制肌管生成， 这与之前

的研究结果是一致的。 Ｄｕｓｐ１ 可使参与信号转导通路

的多个分子去磷酸化， 如 ｐ３８、 Ｊｎｋ 和 Ｅｒｋ， 从而调控

肌肉生成过程［３３－３５］， 与 Ｔｇｉｆ１ 基因对肌肉生成的正调

控作用是一致的。 Ｔｇｉｆ１ 基因沉默后， Ｅｇｒ１ 基因在

ＭｕＳＣｓ 中的表达下调， 与报道中干扰 Ｅｇｒ１ 基因的表

达会抑制 Ｃ２Ｃ１２ 细胞的分化的结果一致［３６］， 也有研

究证实， Ｅｇｒ１ 是猪胚胎肌形成的关键调控因子［３７］。
对 Ｔｇｉｆ１ 基因沉默组和对照组 ＭｕＳＣｓ 的 ＤＥＧｓ 进

行 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析发现， ｃＡＭＰ 信号通路、
ＰＩ３ｋ－Ａｋｔ 信号通路和钙信号通路等肌生成相关通路

显著富集。 研究证实， 儿茶酚胺［３８］或前列腺素 Ｅ１［３９］

会刺激细胞内 ｃＡＭＰ 的产生， 从而促进原代鸡肌母细

胞的融合； 在脊椎动物的肌肉发育过程中， ｃＡＭＰ －
ＰＫＡ 动态调节环磷腺苷效应元件结合蛋白 （Ｃｒｅｂ）
依赖性转录。 Ｃｈｅｎ 等［４０］ 通过一系列试验表明， 缺乏

Ｃｒｅｂ 的小鼠胚胎体节较小， 成肌决定因子 Ｐａｘ３
（Ｐａｉｒｅｄ Ｂｏｘ ３） 和 Ｍｙｆ５ 的表达量大幅减少， 证明了

ｃＡＭＰ 信号通路对哺乳动物肌肉发育至关重要。 在骨

骼肌细胞之前的研究中证实， Ａｋｔ 会通过直接磷酸化

ｐ３００， 增 强 Ｍｙｏｄ１ 转 录 活 性， 并 促 进 ＭｙｏＧ 表

达［４１－４３］， 在本研究中， 通过 ＲＮＡ－ｓｅｑ 分析发现， 在

猪 ＭｕＳＣｓ 中沉默 Ｔｇｉｆ１ 基因后， Ｍｙｏｄ１ 基因表达量下

调， 由此推测， Ｔｇｉｆ１ 基因通过 ＰＩ３ｋ－Ａｋｔ ／ Ｍｙｏｄ１ 调节

骨骼肌分化。 研究也发现 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号激活的哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白复合体 （ｍＴＯＲＣ１） 是 ＭｕＳＣｓ
从 Ｇ０ 过渡到 ＧＡｌｅｒｔ状态的必要条件和充分条件。 ＧＡｌｅｒｔ

是一种介于静止 Ｇ０ 和周期性 Ｇ１ 之间的中间状态，
ＧＡｌｅｒｔ状态的 ＭｕＳＣｓ 能够在受到损伤时迅速被激活［４４］，
另有研究发现， ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ－ｍＴＯＲＣ１ 信号通路对于通

过激活 Ｊｕｎ 转录来退出静止和细胞周期重入至关重

要［４５］。 同样， 钙和钙调蛋白 （ＣａＭ） 参与了 Ｇ０ 期的

重返、 Ｇ１ 检查点、 Ｇ１ ／ Ｓ和 Ｇ２ ／ Ｍ过渡、 Ｍ 期的进展以及

有丝分裂的退出［４６］， 钙通道耗竭可诱导细胞周期停

滞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 状态［４７］。 在分化的初始阶段， 钙会激活

·４２· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 １２



几种肌生成转录因子， 如 ＭｙｏＧ 和肌细胞增强因子－２
（ＭＥＦ２）， 然后触发肌肉特异基因的表达［４８］。 上述研

究证明了 ＰＩ３ｋ －Ａｋｔ 信号通路和钙信号通路对调节

ＭｕＳＣｓ 细胞周期进程从而调控 ＭｕＳＣｓ 分化能力的重

要作用。 综上所述， Ｔｇｉｆ１ 不仅能够直接调控细胞分

化的基因如 Ｍｙｏｄ１、 Ｃｈｒｎａ１ 和 Ｅｇｒ１ 作用从而正调控

猪 ＭｕＳＣｓ 分化， 并且可能通过作用与潜在的下游基

因 Ｄｕｓｐ１ 以及 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路和钙信号通路调控

细胞周期从而影响骨骼肌分化。
本研究首次证明了 Ｔｇｉｆ１ 是一个骨骼肌发育的新

型调控因子， 其在骨骼肌组织中呈现高表达模式， 体

外试验表明 Ｔｇｉｆ１ 基因主要在肌管生成过程中发挥调

控作用。 另外， 发现了一系列 Ｔｇｉｆ１ 基因的潜在下游

靶基因， 为后期深入开展 Ｔｇｉｆ１ 基因在肌肉生长发育

中的分子机制研究提供了理论基础。
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ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｐａｉｒ ｉｎ ｒａｔ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ａｆｔｅｒ ｍｙｏｔｏｘｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ａｐｐｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２００８， １０５ （１）： １６５－１７２．

［１５］ ＭＡＣＯＲＩＴＴＯ Ｍ， ＮＧＵＹＥＮ－ＹＡＭＡＭＯＴＯ Ｌ， ＨＵＡＮＧ Ｄ Ｃ， ｅｔ
ａｌ． Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｌｐｈａ ａｔ ｓｅｒｉｎｅ
２６０ ｉｍｐａｉｒｓ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ （ｓ） ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｓ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｓｉｓｔ⁃
ａｎｃｅ ｔｏ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｌｉｇａｎｄｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２００８， ２８３ （ ８ ）：
４９４３－４９５６．

［１６］ ＫＨＩＬＪＩ Ｓ， ＨＡＭＥＤ Ｍ， ＣＨＥＮ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｓｅｃｔｉｎｇ ｍｙｏｇｅｎｉｎ－ｍｅ⁃
ｄｉａｔｅｄ ｒｅｔｉｎｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ．
Ｃｏｍｍｕｎ Ｂｉｏｌ， ２０２０， ３ （１）： ３１５．

［１７］ ＭＡＹ Ｍ Ｌ， ＭＡＣＨ Ｈ， ＬＡＣＲＯＩＸ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｄ
Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｌｉｎｅａｇｅ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２０１１， ２８６ （３０）： ２６８０６－２６８１２．

［１８］ ＺＨＵ Ｇ Ｈ， ＨＵＡＮＧ Ｊ， ＢＩ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＸＲ ａｎｄ ＲＡＲ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｂｌａｓｔｉｃ Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ
［Ｊ］ ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ， ２００９， ７８ （４）： １９５－２０４．

［１９］ ＫＯＮＤＯＨ Ｋ， ＳＵＮＡＤＯＭＥ Ｋ， ＮＩＳＨＩＤＡ Ｅ． Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｓｕｐ⁃
ｐｒｅｓｓｅｓ ｐ３８ ＭＡＰＫ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｖｉａ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＫＰ－１ ｉｎ ｍｙｏｇｅｎｅｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２００７， ２８２ （５）： ３０５８－３０６５．

［２０］ ＭＩＡＯ Ｗ， ＭＡ Ｚ， ＴＡＮＧ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ＡＴＡＣ － ｓｅｑ ａｎｄ
ＲＮＡ－ｓｅｑ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ Ｌｕｃｈｕａｎ ａｎｄ ｄｕｒｏｃ
ｐｉｇｓ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｎｕｔｒ， ２０２１， ８： ７４２６７２．

［２１］ ＢÜＲＧＬＩＮ Ｔ Ｒ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴＡＬＥ ｓｕｐｅｒｃｌａｓｓ ｈｏｍｅｏｂｏｘ ｇｅｎｅｓ （ＭＥＩＳ
ＰＢＣ ＫＮＯＸ Ｉｒｏｑｕｏｉｓ， ＴＧＩＦ） ｒｅｖｅａｌｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｂｅ⁃
ｔｗｅｅｎ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ａｎｉｍａｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ， １９９７， ２５
（２１）： ４１７３－４１８０．

［２２］ ＣＨＡＮＧ Ｙ Ｈ， ＴＳＥＮＧ Ｙ Ｈ， ＷＡＮＧ Ｊ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＴＧ－ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ １ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｍｉｔｏｔｉｃ ｃｌｏｎａｌ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ａｄｉｐｏｃｙｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉ⁃
ａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ Ｌｉｐｄｓ， ２０２４， １８６９
（５）： １５９４９２．

［２３］ ＢＯＬＡＭＰＥＲＴＩ Ｓ， ＳＡＩＴＯ Ｈ， ＨＥＥＲＤＭＡＮＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｇｉｆ１－ｄｅｆｉ⁃
ｃｉｅｎｃｙ ｉｍｐａｉｒｓ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ｉｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ＰＡＫ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｅｌｉｆｅ， ２０２４， １３： ＲＰ９４２６５．

［２４］ ＤＩＮＧ Ｈ， ＬＩＮ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆ⁃
ｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｉｇｅｏｎ ｍｕｓｃｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌｓ， ２０２１， １１ （８）： ２３１１．

［２５］ ＮＩ Ｍ， ＨＥ Ｊ， ＬＩ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ＳＶ４０ Ｔ － ａｎｔｉｇｅｎ ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄ ｐｏｒｃｉｎｅ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌ ［ Ｊ］ ．
Ｃｅｌｌｓ， ２０２４， １３ （８）： ７０３􀆰

［２６］ ＸＩＡＯ Ｗ， ＪＩＡＮＧ Ｎ， ＪＩ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｎｇｌｅ－ｃｅｌｌ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅ⁃
ｖｅａｌｓ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌａｎｄｓｃａｐｅ ｏｆ ｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓ ｄｏｒｓｉ ｉｎ ａ ｎｅｗｂｏｒｎ ｓｕｈｕａｉ
ｐｉｇ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２４， ２５ （２）： １２０４．

［２７］ ＴＥＮＧ Ｊ， ＧＡＯ Ｙ， ＹＩＮ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａ⁃
ｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｃｒｏｓｓ ｐｉｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｇｅｎｅｔ， ２０２４， ５６ （ １）：
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１１２－１２３􀆰
［２８ ］ ＬＩＶＡＫ Ｋ Ｊ， ＳＣＨＭＩＴＴＧＥＮ Ｔ Ｄ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ ２ －ΔΔＣｔ

ｍｅｔｈｏｄ ［Ｊ］ ． Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２００１， ２５ （４）： ４０２－４０８．
［２９］ ＭＡ Ｙ， ＪＩＡＮＧ Ｘ Ｄ， ＺＨＡＮＧ Ｄ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ⁃

ｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＴＧＩＦ１ ｇｅｎｅ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｅ⁃
ｓｉｓ ｉｎ ｙａｋ （ Ｂｏｓ ｇｒｕｎｎｉｅｎｓ） ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ，
２０２３， ２１１： ２２４－２３１．

［３０］ ＭＥＮＧ Ｌ， ＬＵ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＮＰＲＣ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｃａｒ⁃
ｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＰＫＡ ／ ＰＫＧ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ＴＧＦ － β１ ／ Ｓｍａｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ［ Ｊ ］ ． Ｓｃｉ Ａｄｖ， ２０２３， ９ （ ３１ ）：
ｅａｄｄ４２２２．

［３１］ ＹＵ Ｂ， ＣＡＩ Ｚ， ＬＩＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎｄ ｃｏ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔ⁃
ｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｉｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｍｕｓｃｌｅ ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ，
２０２３， １４： １１９９３１１．

［３２］ 刘雪云． 阻血诱导大鼠骨骼肌肥大的基因组学分析研究 （免疫

组化部分） ［Ｄ］． 杭州： 浙江中医药大学， ２０１５．
［３３］ ＨＥ Ｆ， ＷＵ Ｚ， ＷＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｉｐａｒｔｉｔｅ ｍｏｔｉｆ

ｐｒｏｔｅｉｎ １１ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕ⁃
ｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ ＤＵＳＰ１ － ＪＮＫ１ ／ ２ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ Ｉｎｔ， ２０２２， ４６
（１）： １４８－１５７．

［３４］ ＢＬＵＭＥＲ Ｓ， ＦＡＮＧ Ｌ， ＣＨＥＮ Ｗ Ｃ， ｅｔ ａｌ． ＩＰＦ－ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ Ｅｒｋ１ ／ ２
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｓ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｆｒｏｍ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｃｌｕｓｔｅｒ １７－９２ ｂｕｔ ｃａｎ ｂｅ ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｔｒｅｐｒｏｓｔｉｎｉｌ ｔｈｒｏｕｇｈ ＤＵＳＰ１ ［ Ｊ ］ ． Ｃｅｌｌｓ， ２０２１， １０
（１１）： ２８３６．

［３５］ ＳＨＩ Ｌ， ＺＨＡ Ｈ， ＰＡＮ Ｚ， ｅｔ ａｌ． ＤＵＳＰ１ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ａ⁃
ｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇ ｍｔＤＮＡ ｖｉａ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ＪＮＫ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓ， ２０２３， １４ （１１）： ７２４．

［３６］ ＰＵＲＩ Ｐ Ｌ， ＡＶＡＮＴＡＧＧＩＡＴＬ Ｍ Ｌ， ＢＵＲＧＩＯ Ｖ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ （ＲＯＩｓ） ａｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｎｓ⁃
ｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ＩＩ ｓｉｇｎａｌ ｉｎ Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｎ Ｙ Ａｃａｄ
Ｓｃｉ， １９９５， ７５２ （１）： ３９４－４０５．

［３７］ ＣＡＩ Ｓ， ＨＵ Ｂ， ＷＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ｓｉｎｇｌｅ－ｃｅｌｌ ＲＮＡ－ｓｅｑ
ａｎｄ ＡＴＡＣ－ｓｅｑ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｉｇ ［Ｊ］ ． ＢＭＣ
Ｂｉｏｌ， ２０２３， ２１ （１）： １９．

［３８］ ＣＵＲＴＩＳ Ｄ Ｈ， ＺＡＬＩＮ Ｒ Ｊ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ：
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｂｌａｓｔ ｆｕｓｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｂｙ ｃａｔｅｃｈｏｌａｍｉｎｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉ⁃
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