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　　摘要:从仔猪的十二指肠组织中克隆 Galectin-13 基因 ,研究 Galectin-13在仔猪不同组织中的分布情况 ,并采用实

时荧光定量 PCR检测 Galectin-13 基因在断乳前 、后仔猪胃肠道组织中的表达差异情况 。结果表明:成功克隆出了猪

Galectin-13 基因序列 ,并被 GenBank收录(Accession.NM 001142841)。与断乳前相比 , 断乳后 Galectin-13 基因的 mR-

NA在十二指肠 、回肠组织中的表达量显著上调(P<0.05),而在胃 、空肠 、盲肠和结肠中的表达量与对照组相比差异

不显著(P>0.05)。
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Abstract:Thecodingsequenceofgalectin-13 wereclonedfromtissureofpiglet.Thegeneexpressionofgalectin-

13 wereamplifiedbyRT-PCRinvariouspiglettissues.Thefoldchangeofgalectin-13 mRNAwasdeteminedbyReal-

timePCRcomparedbetweenpre-andpost-weaningpigletgastrointestinaltract.Theresultshowedthatthefulllength

ofgalectin-13 was548 bp, andacceptedbyGenBank(Accession.NM 001142841).Galectin-13 mRNAexpressionwas

intenselyexpressedinmosttissuresandwassignificantlyraisedinduodenumandileumafterweaning(P<0.05).
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　　在养猪生产中采用早期断乳技术 ,可以提高母

猪繁殖能力 ,增加生产效益 ,但同时也会带来仔猪腹

泻等一系列问题 。仔猪腹泻病因复杂 ,通常是多种

因素相互作用的结果 ,可归结为非传染性消化不良

性腹泻和传染性腹泻
[ 1]

。动物凝集素作为一种糖

类结合蛋白 ,其在细胞与细胞 、细胞与基质之间起着

特异性黏附作用 ,对细胞生长发育 、炎症反应 、免疫

调节等具有一定的生理作用
[ 2]

,但关于其在仔猪断

乳应激过程中的生理作用还未见有报道。因此 ,选

择半乳糖凝集 (Galectins)家族中的一员 Galectin-

13 ,从仔猪组织中克隆 Galectin-13基因 ,并研究断乳

前 、后其在胃肠道组织中的表达差异 ,旨在为深入研

究动物凝集素在仔猪断乳应激过程中的作用提供

支持。

1　材料和方法

1.1　组织来源

试验样本来自郑州新大牧业有限公司提供的大

白和长白杂交的二元健康仔猪。以 28日龄为断乳

时间
[ 3]

,随机选取断乳前 7 d仔猪 3头 ,颈部放血处

死 ,取胃 、十二指肠 、空肠 、回肠 、盲肠和结肠;断乳后

7 d仔猪 3头 ,颈部放血处死 ,取心脏 、肝脏 、脾脏 、肺

脏 、肾脏 、大脑 、小脑 、食管 、胃 、十二指肠 、空肠 、回

肠 、盲肠 、结肠和肠淋巴结组织 。所有组织经 PBS

液处理后 ,立即放入液氮速冻 ,置 -80℃的超低温冰

箱保存。

1.2　酶与试剂

反转录试剂盒(PureYield
TM

RNAMidiprepSys-



2期 孙娅莉等:Galectin-13基因在仔猪断乳前 、 后胃肠道组织表达差异性分析 57　　　

tem)、M-MLV反转录酶 、Rnase-Inhibitor购于美国

Promega公司;oligo(dT)18、 Dntp-mix、 pMD19-T载

体 、AgaroseGelDNAPurificationKit购于宝生物(大

连)有限公司;2 ×TaqPlusPCRMastermix、DNA

Marker购于天根生化科技(北京)有限公司;SYBR-

GreenI染料购于北京百泰克生物技术有限公司 。

1.3　仪器

BiometraTgradient型温度梯度 PCR仪由德国

Biometra公司生产 , ThermoStatplus恒温孵育器 、

MastercyclerepRealplex型荧光定量 PCR仪由德国

eppendorf公司生产 。

1.4　试验方法

1.4.1　目的基因的克隆　以报道的哺乳动物 Ga-

lectin-13基因序列对猪 ESTs库和 UniGene进行搜

索 ,利用搜索的 ESTs拼接序列设计一对特异性克隆

引物 ,上游:5′-TCTGGCACGAGGTTGAGACG-3′;下

游:5′-CCATCCCGTTTGTGAACTCAG-3′, 由大连宝

生物工程有限公司合成。

取断乳前仔猪胃 、十二指肠 、空肠 、回肠 、盲肠和

结肠组织 ,断乳后心脏 、肝脏 、脾脏 、肺脏 、肾脏 、大

脑 、小脑 、食管 、胃 、十二指肠 、空肠 、回肠 、盲肠 、结肠

和肠淋巴结组织各约 300㎎ ,按反转录试剂盒说明

书提取所取各种组织总 RNA,溶于 500 μLNuclease-

FreeWater中 ,使用 M-MLV反转录酶反转录得到

cDNA。以十二指肠 cDNA为模板进行 PCR扩增 。

扩增条件为:95℃预变性 5 min;95℃变性 30 s, 58℃

退火 30 s, 72℃延伸 40 s, 30次循环;最后 72℃延伸

10 min。扩增产物用 TakaraAgaoseGelDNAPurifi-

cationKitVer.2.0进行纯化后连接到 pMD19-T载

体上 ,转化至 DH5α感受态细胞 ,送上海生工生物工

程技术服务有限公司测序 。

1.4.2　Galectin-13基因的组织分布分析　取断乳

仔猪心脏 、肝脏 、脾脏 、肺脏 、肾脏 、大脑 、小脑 、食管 、

胃 、十二指肠 、空肠 、回肠 、盲肠 、结肠和肠淋巴结等

15个组织的 cDNA, 依据上一步克隆出的 Galectin-

13 基因 序列 设计 定量 引物 , 上游 为 5′-AG-

CAAGAACCCAGAAATGCAGGTG-3′; 下 游 为

5′-AGCACCAAGATGTGCAGCTCAAAG-3′,同时选取

RPL4作为内参基因 ,根据 GenBank中猪的 RPL4基

因序列设计一对特异性引物 ,上游为 5′-CAAGAG-

TAACTACAACCTTC-3′;下 游 为 5′-GAACTC-

TACGATGAATCTTC-3′, 引物由大连宝生物工程有

限公司合成 ,采用 RT-PCR方法 ,分析 Galectin-13在

各组织中的分布情况 。

1.4.3　实时荧光定量 PCR

1.4.3.1　荧光定量扩增模板选取　取断乳前 、后仔

猪的胃 、十二指肠 、空肠 、回肠 、盲肠和结肠组织 cD-

NA,作为荧光定量 PCR反应模板 。

1.4.3.2　绘制标准曲线 　将上述定量反应 cDNA

样品混合后进行 10倍梯度稀释 ,使用含有 10
-5

～

10
-1
倍 DNA原液的稀释液作为反应模板进行荧光

定量 PCR,以判断扩增效率 ,同时包括 1个阴性对

照 ,阴性对照以 RNA作为反应模板 ,以验证有无基

因组 DNA。数据收集和标准曲线的生成由仪器自

带软件完成 ,阈值线采用自动设定 ,从而确保样品分

析的一致性。

1.4.3.3　胃肠道中目的基因表达差异性分析　将

断乳前和断乳后仔猪的胃 、十二指肠 、空肠 、回肠 、盲

肠和结肠组织的 cDNA作为实时荧光定量 PCR的

反应模板 ,每个样品均作 2管重复以减少操作误差 ,

每个样品均有内参基因 RPL4作为对照 。反应体

系:SYBRGreenmix10 μL、上下游引物各 0.25 μL

(10 pmol/μL), cDNA 2 μL, Nuclease-FreeWater

7.5 μL,反应程序:95℃ 1 min(预变性)后进入循

环 , 95℃ 20 s(变性), 60℃ 20 s(退火), 72℃ 20 s

(延伸),重复 40个循环 ,设置在延伸阶段收集荧光

信号 。扩增完毕后 ,进行熔解曲线分析以确定扩增

产物的特异性 ,温度从 60℃缓慢递增到 95℃,连续

测定样品的荧光强度以获取熔解曲线。

1.4.3.4　定量 PCR数据分析
[ 4, 5]

　以 RPL4 基因

为内参 ,断乳前仔猪组织的 mRNA表达量作为对照

组 ,通过公式对断乳后仔猪样品组织中 Galectin-13

相对表达量进行计算:Ratio=Etarget
■Cttarget(control-sample)

/

Ereference
■Ctref(control-sample)

,其中 Ratio为 mRNA相对表达

量;Etarget为目的基因扩增效率;Ereference为内参基因扩

增效率 , Ctcontrol为对照组的 Ct值 , Ctsample为样品组的

Ct值。对 mRNA相对表达量采用 SPSS11.5统计软

件分析处理 ,组间差异比较用 t检验。

2　结果与分析

2.1　Galectin-13基因克隆及序列分析

Galectin-13的 PCR产物经 1.2%的琼脂糖凝胶

电泳 ,显示扩增到一个片段约 548 bp的条带 (图

1),与预计相符。切胶回收后 ,连接 、转化 ,蓝白斑

筛选 ,送样测序确定即目的片段 。序列被 NCBI收

录 ,注册号:Accession.NM 001142841。

2.2　仔猪 Galectin-13基因的组织分布

取断乳仔猪 15种组织:心脏 、肝脏 、脾脏 、肺脏 、

肾脏 、大脑 、小脑 、食管 、胃 、十二指肠 、空肠 、回肠 、盲

肠 ,结肠和肠淋巴结组织 ,同时扩增 RPL4和 Galec-
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tin-13 ,结果见图 2。由图 2可知 , Galectin-13在断乳

仔猪大部分组织中均有分布。

M.DL2000分子量标准;1.PCR产物。

M.DL2000 Marker;1.Amplifiedproduct.

图 1　Galectin-13基因电泳结果

Fig.1　Electrophoresisofamplifiedproductof

Galectin-13 gene

1.心;2.肝;3.脾;4.肺;5.肾;6.大脑;7.小脑;8.肠淋巴结;9.食管;

10.胃;11.十二指肠;12.空肠;13.回肠;14.盲肠;15.结肠。
1.Heart;2.Liver;3.Spleen;4.Lung;5.Kidney;6.Thebrain;7.Cerebel-

lum;8.Intestinallymphnodes;9.Esophagus;10.Stomach;11.Duode-
num;12.Jejunum;13.Ileum;14.Caecum;15.Colorectal.

图 2　Galectin-13 在不同组织中的表达

Fig.2　Galectin-13 expressionindifferenttissues

2.3　荧光定量 PCR标准曲线和熔解曲线

内参基因 RPL4和目的基因 Galectin-13 的扩增

效率分别为 Ereference=1.96, Etarget=2.05,目的基因

Galectin-13的直线方程为 y=-3.819 9x+36.017 ,

其中 y代表 Ct值 , x代表模板的拷贝数对数值 ,线性

回归方程的相关性系数 R
2
为 0.998 1,反应良好 。

所用引物可特异性扩增 DNA序列 ,经过 40个循环

后 ,扩增产物的熔解温度均高于 80℃(图 3, 4),熔

解曲线只有单一的尖锐陡峰 ,表明各个产物特异性

很高 ,经电泳检测 ,大小与产物长度符合 ,说明扩增

反应符合定量要求。

图 3　RPL熔解曲线图

Fig.3　RPLmeltingcurve

2.4　断奶前 、后 Galectin-13在胃肠道组织中的表

达差异

Galectin-13基因在断乳前和断乳后仔猪胃肠道

组织中的表达差异见图 5。与断乳前相比 ,断乳后

Galectin-13基因表达在十二指肠和回肠组织中发生

了显著变化 。十二指肠组织中该基因表达上调了

3.17倍(P=0.086),回肠组织中上调了 15.73倍

(P=0.001),而在胃 、空肠 、盲肠和结肠组织中的表

达与对照组相比差异不显著(P>0.05)。

图 4　Gal-13 熔解曲线

Fig.4　Gal-13 meltingcurve

图 5　Galectin-13在断乳前后仔猪胃肠道的表达差异

Fig.5　ThefoldchangeofGalectin-13 mRNAbetween

pre-andpost-weaningpigletgastrointestinaltract

3　讨论

凝集素是自然界广泛存在的一大类非免疫来源

的 、无酶活性的多价糖类结合蛋白 ,能够参与细胞的

识别和黏着 ,将不同的细胞联系起来 ,具有多种生物

学功能 。作为凝集素的一种 , Galectins具有特殊的

氨基酸序列 ,与含 β -半乳糖苷残基的糖结合物具有

很高的结合力 ,与肿瘤的转移 、浸润 、生长和黏附有

关 ,参与细胞的增值 、分化和局部免疫调节和凋

亡
[ 6]

。 Galectins亦可以与胃 、肠黏膜上的黏蛋白和

上皮表面的多糖蛋白复合物结合 ,形成的复合物可

使上皮表面耐受腔内物质 ,如胃酸 、消化酶和外源微

生物的破坏
[ 7]

。因而 , Galectins与各种疾病相关的

报道也在日益增多
[ 8, 9]

。

Galectin-13发现于 1983年 ,含有单一的糖识别

结构域 , Northern-Blot杂交发现 , Galectin-13在人胎

盘中特异性表达
[ 10]

,此前的研究也主要集中于 Ga-



2期 孙娅莉等:Galectin-13基因在仔猪断乳前 、 后胃肠道组织表达差异性分析 59　　　

lectin-13基因与生殖系统的关系方面 ,而关于 Galec-

tin-13对仔猪胃肠道的生理作用及 Galectin-13在仔

猪断乳前 、后在胃肠道中的的表达和活性差异则至

今尚未见有报道。作为 Galectins中的一员 , Galec-

tin-13基因的结构与分布决定着它应该与仔猪胃肠

道生理机能存在着某种联系。本试验研究发现 , Ga-

lectin-13基因在仔猪断乳前 、后胃肠道各段均有表

达 ,但表达量却发生了变化 ,与断乳前相比 ,断乳后

Galectin-13基因在十二指肠和回肠组织中的表达量

显著上调 , Thomsen等
[ 11]
应用荧光标记也证明猪半

乳糖凝集素主要分布在小肠刷状缘
[ 11]

,因此 ,推测

Galectin-13可能在胃肠道上皮细胞的组成 、生长发

育及稳定等方面起着特殊的作用 ,保护肠道刷状缘

不受胆汁 、胰脏酶类和病原微生物的侵害 ,从而对断

乳后肠道的免疫起到重要的调节作用 。
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