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摘要    caveolin 基因家族成员在基础细胞过程如细胞的形态调控、迁移以及肌肉

细胞中基因的表达方面发挥着重要作用. 本研究采用大白猪与广东蓝塘猪的背最长

肌, 利用 mRNA 差异显示技术对 caveolin 基因家族成员 caveolin-1(Cav-1)进行了鉴

定. 同源分析结果表明, 猪 Cav-1 蛋白的氨基酸序列中有一个 caveolin 结构域, 并且

该蛋白在不同物种间具有很高的保守性. RT-PCR 分析发现, 该蛋白在本实验所检测

的猪心脏、肝、肾、大脑、脾、肺、背最长肌和背膘等 8 个部位组织中均有表达, 其
中背膘表达量最高. 采用实时荧光定量 PCR, 首次证实该蛋白在蓝塘猪与大白猪的

背膘及背最长肌中的表达量存在极显著与显著性差异, 该结果表明 Cav-1 基因可能

是一个胴体性状的候选基因. 同时也说明, 利用猪作为研究小窝蛋白在脂肪沉积中

信号传导机制的动物模型将为未来研究提供非常有价值的信息.   
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小窝(Caveolae)是质膜上小泡状内陷结构[1]. 尽

管它的生理功能并未确定, 但许多研究已表明它参

与了许多信号通路及其他生物过程的调控, 包括细

胞形态、迁移[2]以及信号传导[3, 4]等. 小窝最主要的结

构蛋白是caveolin基因家族, 该家族也被证实包括 3
个基因 (caveolin family proteins)包括 : caveolin-1, 
caveolin-2 和caveolin-3 3 个基因[5]. 最近在小窝蛋白

缺陷型小鼠模型上研究发现, 小窝和小窝蛋白在人

类各种不同生理条件下都发挥着不可或缺的重要作

用[6]. 人类Cav-1 基因编码着分子量为 21~24 kD, 长
178 个氨基酸的蛋白质, 其编码基因定位于 7q31.1[7]. 
有报道称Cav-1 在多种组织细胞中都有表达, 如上皮

细胞、内皮细胞、成纤维细胞、平滑肌细胞等[8, 9]. 许
多研究者认为Cav-1 是一个肿瘤抑制蛋白基因, 其正

常表达时, 能够维持其他细胞的正常发育与分化[10]. 
最近有报道认为Cav-1 可能参与调节了脂肪的动态平

衡[11~13]. 另外, 对成纤维细胞研究发现 Cav-1基因的

表达水平与整个细胞周期中胆固醇的分泌量呈正相

关[14, 15]. 当超表达 Cav-1时, 胆固醇转运到细胞膜的

效率可提高 4倍[16, 17]. 并且, 当胆固醇分泌量增加时, 
组织中的脂肪含量将会下降. 一旦合成与分解之间

的平衡被打破, 细胞质中的脂肪含量就会升高, 从而

导致脂肪在肌细胞中的沉积[18, 19].  
众所周知, 我国地方猪种与瘦肉型猪种在肌肉
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生长及胴体等性状方面存在显著差异. 为研究猪脂

肪沉积的分子机制, 本研究组已经采用mRNA差异显

示技术从蓝塘猪和大白猪背最长肌中分离出 6 条差

异表达的EST(expressed sequence tag, EST)[20]. 其中

ESTsp3 经序列比对发现属于Cav-1 基因(GenBank登
录号: CB274880), 与鼠和人Cav-1 基因同源性分别

为 93%和 96.07%. 另外, 差异显示分析发现ESTsp3

在蓝塘猪背最长肌组织中的表达量显著高于大白猪. 
然而, 至今在猪中未见到有关Cav-1 基因表达及功能

的报道 . 因此 , 本研究拟通过克隆猪Cav-1 基因

mRNA, 并推导它的编码氨基酸序列, 分析其在不同

品种中的表达模式及表达水平, 为探索该基因对猪

肌肉生长及肉质等性状方面的作用奠定基础.  

1  材料与方法 

1.1  组织样品来源 

本研究选取了 2 个品种(蓝塘猪和大白猪)各 4 头

纯种猪(2 雄 2 雌), 饲养条件相同, 并在出生后第 160
天屠宰. 在屠宰后 30 min内采集了 8个部位的组织样

(心、肝、脾、肺、肾、脑、背膘和背最长肌). 实验

猪的处理符合中国相关实验动物保护法规.  
收集组织样用纱布包好后 , 迅速转入液氮中 , 

并保存在−80℃. RNA 抽提使用 TRIzol 试剂盒 (In-
vitrogen, Carlsbad, CA, USA), 反转录按照 TaKaRa 
RNA PCR Kit (AMV) Ver. 3.0 (大连宝生物工程有限

公司)说明书操作. PCR 产物纯化后克隆到 pGEM 
T-easy 载体(Promega Corp, Madison, WI, USA), 然
后送公司测序 . 开放可读框(ORF)及氨基酸序列分

析采用 Seqman 程序 (DNA star, Madison, WI, USA)
分析.  

1.2  cDNA 测序及序列分析 

以人 Cav-1 mRNA 全长序列(GenBank 登录号: 

NM001753)为基序, 在猪的 EST 库中进行 Blast 搜索

得到同源性在 80％以上的 EST 有 6 条(GenBank 登录

号 : CJ013294, DT320458, BE233079, AJ681900, 
DB814729和 DB812236), 下载并通过DNAStar软件进

行拼接. 为了克隆猪 Cav-1 基因 cDNA 序列, 采用 Taq 
聚合酶 (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Germany)和特异

引物进行 RT-PCR 扩增(表 1). 疏水性图谱采用 TMpred
软件(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_ form. 
html)分析, 信号肽预测利用在线 SignalP 软件分析

(http://www.cbs.dtu.dk/service/ SignalP). Caveolin 结构

域采用 NCBI 上基于 motif 数据库(http://www.expasy. 
org/prosite)的 BlastP 搜索程序进行分析.  

1.3  基因表达定量分析 

采用 Trizol 试剂  (Invitrogen)抽提各组织中总

RNA(2 μg), 根据说明书对总 RNA 采用无 RNA 酶的 
DNase (Fermentas)处理. RNA 的质量通过琼脂糖凝胶

电泳以及 ND-1000 极微量分光光度计进行检测 
(NanoDrop 技术公司, 美国) , 如果 260/280的比值不

在 1.8~2.1 之间则不能用作定量的模板. 然后反转录

成 cDNA 并用 Cav-1 特异引物 CAVF2/CAVR2(表 1)
进行 PCR 扩增. 并利用持家基因 Beta-actin(ACTB)的
引物对不加反转录酶的阴性对照进行扩增, 以检测

有无 DNA 的污染. ACTB 基因, 由于在本实验所采用

的所有组织中均恒量表达, 因此用作内参. 每管 PCR
反应体系(共 25 μL)中包含 2.5 μL 10×Buffer, 1.25 μL 
20×SYBR Green I, 1.5 μL 25 mmol/L MgCl2,  1.6 μL 
2.5 mmol/L dNTPs, 0.25 μL 50 µmol/L 引物, 0.2 μL 
5U Taq 酶 和 2 μL cDNA 模板.  

反应条件: 95℃ 预变性 5 min, 然后 95℃ 15 s 
(变性), 60℃ 1 min(退火和延伸), 进行 35 个循环. 在
上述 PCR 反应结束后, PCR 产物进行克隆测序. 并将

包含目的片段的阳性克隆载体作为标准质粒, 稀释 
 
表 1  本实验中用于克隆和定量的引物名称及序列 

用途 引物名称 引物序列 (5′~3′) Tm /℃ PCR 产物长度/bp 
Cloning PCR CAVF1 

CAVR1 
CGCTTTCTCATTGCTCTTAGCT 
CACTTGATTTGCACAAGGGACT 62 2573 

 
    

CAVF2 
CAVR2 

GGACCAGCACTTGATTTGCA 
TAACCTGTGTATCCCAAGACATGTC 60 72 

    Real-time PCR 
Beta-actin F 
Beta-actin R 

GGTGTCCAGAGGCGCTCTT 
CGCACTTCATGATCGAGTTGA 60 90 
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成不同浓度用于标准曲线的绘制. 阴性对照中包含

除了模板的所有成分, 用来排除反应体系的各种污

染. 根据 2-ΔΔCt值法[21], 采用Gene ExpressionMacro 
软件 (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) 计算各组织中

Cav-1 的mRNA相对ACTB的表达量.  

2  结果 

2.1  猪 Cav-1 基因全长 cDNA 序列的克隆及序列
分析 

序列分析发现猪 Cav-1 基因 cDNA 全长 2573 bp, 
包括 537 bp 的 ORF, 280 bp 的 5′                UTR 区和 1756 bp 的

3′  -UTR 区(图 1). 序列已提交到 GenBank, 登录号为

DQ835010. 通过与人 Cav-1 基因比对分析, 推测猪

Cav-1 基因的 ATG 起始位点位于核苷酸 281~283 位, 
为该基因的翻译起始位点. 在 3′                -UTR 区存在 2 个加

尾信号(AATAAA), 分别位于 poly (A)尾上游核苷酸

1140∼1145 位和 2083∼2088 位. 猪 Cav-1 mRNA 序列

编码区与其他哺乳动物具有高度同源性, 如与人和

鼠的同源性分别为 93.5%和 92.4%.  

2.2  猪 Cav-1 基因蛋白序列的生物信息学分析 

猪 Cav-1 基因编码一个包含 179 个氨基酸的产物, 
分子量为 20623.87 Da, 等电点(pI) 为 5.828. 预测蛋

白序列与 NCBI 非冗余数据库比对, 发现其中包含一

个 caveolin 保守结构域(图 2). 根据 SignalP3.0 软件对

Cav-1 基因编码蛋白序列分析, 发现在跨膜区并无信 
 

 
 

图 1  猪 Cav-1 基因核苷酸序列及推导的氨基酸序列 
加尾信号用双下划线标注; 起始和终止密码子用方框表示; 引物结合位点用单下划线标注
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号肽, 据此推测猪 Cav-1 基因可能编码一个非分泌蛋

白(图 3). 而且, 在 PROSITE 数据库中对蛋白基序搜

索发现, 存在 2 种保守基序: N-豆蔻酰化位点和蛋白

激酶 C 磷酸化位点(图 4). 氨基酸序列比对后发现, 
猪 Cav-1 基因编码的氨基酸序列与人和鼠的同源性

均为 96%, 与牛的同源性为 99% (图 4).  

 

 
 

图 2  Cav-1 蛋白包含的保守的 Caveolin 结构域 
 

 
 

图 3 猪 Cav-1 基因二级结构和疏水性分析(跨膜螺旋位于 Ala-112 到 Val-130 之间) 
 

 
 

图 4  猪 Cav-1 氨基酸序列与其他物种同源比对结果 
物种间完全相同的氨基酸残基用星号表示(*);  相似但不相同的氨基酸残基用点 (.) 表示. 两类保守基序(N-豆蔻酰化

位点和蛋白激酶 C 磷酸化位点)分别用罗马数字(Ⅰ-Ⅱ)指示. 并且跨膜螺旋用方框(Ⅲ)表示
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2.3  实时 RT-PCR 进行表达谱分析 

相对定量结果显示, 猪 Cav-1 基因在检测的 2 个

品种猪各 8 个部位组织中均有表达. 值得注意的是, 
在所有检测组织中 Cav-1 基因的相对表达量在背膘

中表达量最高, 其中, 蓝塘猪中该基因的 2-ΔΔCt 为

6700.25, 大白猪为 1027.56, 两品种背膘表达量差异

超过 6倍. 另外, Cav-1基因在蓝塘背最长肌中的相对

表达量(231.52)高于大白猪(5.98).  
 

 
 
图 5  Cav-1 mRNA 在蓝塘猪和大白猪 8 个部位组织中的

相对表达量 a) 
a)图中数值是 3 个独立实验的平均值; 误差线代表标准差 
(n = 3), mRNA 的表达水平是经 ACTB 校正后的相对表达量; 
Cav-1 在脑中的表达量设定为 1.0; * 代表 P<0.05, ** 代表 

P<0.01 

3  讨论 
小窝蛋白是一种主要定位于脂肪的整合膜蛋  

白 [22], 在脂筏上聚合形成烧瓶状的细胞器, 所以被

称为“小窝”, 在膜表面物质的转运、信号转导和

其他细胞过程中发挥着重要作用[23]. Cav-1基因已经

在人 [24]、大鼠 [25]、小鼠 [26]和斑马鱼 [23]等物种中被  
克隆.  

本研究通过电子延伸结合RT-PCR方法获得了猪

Cav-1 cDNA序列. 序列同源性比对结果显示, 推导

的猪Cav-1 基因氨基酸序列与其他哺乳动物Cav-1 基

因编码的氨基酸序列具有高度同源性, 如与人和牛

的同源性分别为 96%和 99%. 研究结果还揭示Cav-1

基因可能在多个细胞代谢途径中都发挥着重要作用. 
由于转录水平和表达时期都能很好地反映基因的活

性[27], 因此本研究对猪的Cav-1 基因进行组织表达谱

分析, 结果发现该基因在所检测的所有组织中都广

泛表达. 由此推断, 猪Cav-1 基因可能是个广泛表达

的基因, 这与小鼠中的研究结果一致[28, 29]. 2002 年, 
Razani 等人[30]已经阐明小窝蛋白在体内系统脂质稳

态中起着重要作用 , 而且在高血脂症和肥胖症中

caveolin-1/caveolae也是重要作用因子 . 有些研究直

接指出Cav-1 在脂肪滴形成和分解中发挥作用, 因为

以脂肪滴包被蛋白转染敲除了Cav-1 的纤维原细胞时

的油脂仅为转染野生型纤维原细胞的 22.2%[28].  

大量研究报道, 中国地方品种猪的肌间脂肪含

量(IMF)显著高于改良的瘦肉型猪[31, 32]. 猪Cav-1 基

因在蓝塘猪背膘和背最长肌中的表达量显著高于大

白猪, 此结果不仅证实了Cav-1 基因的表达对脂滴形

成效率至关重要, 而且, 它还可用来解释部分中国地

方品种猪与改良的瘦肉型猪肌间脂肪含量显著差异

的原因. 这一结果同时也表明脂肪沉积能力与Cav-1
蛋白表达量有紧密联系.  

通过对结构和功能的研究, 结果发现, 猪Cav-1
基因与其他哺乳动物同源基因分子特征相似, 都编码

一个无信号肽的非分泌蛋白[1, 33]. 本研究在猪Cav-1 基

因编码氨基酸序列中发现了一个保守基序蛋白激酶C
磷酸化位点, 其位于该蛋白末端. 有研究报道小窝蛋

白肽链与蛋白激酶C互作, 并调节它的功能, 而且这

种调节以蛋白激酶C 同工酶依赖的方式产生[34].  
综上所述, 本研究分离和鉴定了猪 Cav-1 基因, 

该基因在不同猪种间某些组织中相对表达量存在较

大差异, 揭示该基因可能与肉质性状存在某种联系. 
然而, 还需要进一步分析猪 Cav-1 基因的功能, 这将

有助于阐明小窝在脂肪沉积中的信号转导机制.    
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