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摘  要 : 本研究旨在探究生长激素 (Growth hormone，GH) 对贵州地方黄牛骨骼肌细胞增殖的表达调控，探明超

表达 GH 基因对骨骼肌细胞增殖的影响。首先利用反转录 PCR 扩增黄牛 GH 基因的蛋白质编码区 (Coding 

sequence，CDS)，将其克隆至 pUCM-T 载体，并连接转化构建超表达载体 pEGFP-N3-GH。同时使用实时荧光定

量 PCR 检测 GH 基因在贵州地方黄牛骨骼肌相关组织 (腰大肌与背最长肌) 中的表达情况，然后培养牛原代骨骼

肌细胞并进行鉴定，并将 GH 基因超表达载体导入细胞以研究 GH 基因对牛骨骼肌细胞增殖以及骨骼肌生长发育

相关因子胰岛素样生长因子-1 (Insulin like growth factor 1，IGF-1) 与胰岛素样生长因子-2 (Insulin like growth 

factor 2，IGF-2)基因表达的影响。实时荧光定量 PCR 结果显示，GH 基因在贵州地方黄牛腰大肌中的表达量均高

于背最长肌，其中在关岭牛和威宁牛腰大肌中的表达量显著高于背最长肌 (P<0.05)。细胞转染及增殖结果表明，

相比于 pEGFP-N3，pEGFP-N3-GH 能极显著提高 GH 与 IGF-1、IGF-2 基因在骨骼肌细胞中的表达量，且在被检

测的 4 个时期(6 h、12 h、24 h、48 h)，超表达 GH 基因组也能够极显著地提高骨骼肌细胞的增殖速率 (P＜0.01)。

结果提示，GH 基因可促进贵州地方黄牛骨骼肌细胞的增殖，对其具有正向的调控作用，这为进一步探究 GH 基

因对贵州地方黄牛生长发育的影响机制奠定基础。 

关键词 : GH 基因，贵州地方黄牛，生长性能，骨骼肌细胞  

 
 

·动物及兽医生物技术·



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1250 

Cloning and expression of the growth hormone gene  
and its effect on the proliferation of skeletal muscle  
cells of Guizhou cattle 

Xiang Chen1,2, Zhinan Zhou1,2, Yu Wu1,2, Rumou Song3, and Wei Chen1,2 

1 Key Laboratory of Animal Genetics and Breeding and Reproduction of Plateau and Mountain Animals of  

Guizhou University, Guizhou Key Laboratory of Animal Genetics and Breeding and Reproduction, Guiyang 550025,  

Guizhou, China  

2 School of Animal Science, Guizhou University, Guiyang 550025, Guizhou, China  

3 Livestock Technology Extension Station, Anshun 561000, Guizhou, China 

Abstract:  The aim of this study was to investigate the expression of growth hormone (GH) gene on skeletal muscle cell 

proliferation of Guizhou cattle. The coding sequence of cattle GH gene was amplified by reverse transcription PCR, 

cloned into the pUCM-T vector and then used to construct the GH gene overexpression vector pEGFP-N3-GH. The 

expression of the GH gene in skeletal muscle-related tissues (psoas major and longissimus dorsi) of Guizhou cattle was 

determined by real-time fluorescent quantitative PCR (RT-qPCR). This was followed by culturing and identification of 

the bovine primary skeletal muscle cells. Subsequently, we introduced the GH gene overexpression vector into the cells 

to investigate its effect on the proliferation of bovine skeletal muscle cells and the expression of insulin like growth 

factor 1 and 2 genes related to skeletal muscle growth and development. RT-qPCR results showed that the expression 

level of GH gene was higher in the psoas major than in the longissimus dorsi of Guizhou cattle, and the expression level 

in the psoas major of Guanling cattle and Weining cattle was significantly higher than in the longissimus dorsi (P<0.05). 

The transfection and proliferation results showed that pEGFP-N3-GH significantly increased the expression of GH, 

IGF-1, and IGF-2 genes in skeletal muscle cells compared to pEGFP-N3 (P<0.05), and that overexpression of the GH 

gene also significantly increased the proliferation rate of skeletal muscle cells at the four periods examined (P<0.01). 

Our results suggest that GH gene can promote the proliferation of skeletal muscle cells of Guizhou cattle and exerts a 

positive regulatory effect. This lays the foundation for further exploring the mechanism by which the GH gene affects 

the growth and development of Guizhou cattle.   

Keywords:  growth hormone gene, Guizhou local cattle, growth performance, skeletal muscle cells 

生长激素 (Growth hormone，GH) 与泌乳素

(Prolactin，PRL)、胎盘催乳素  (Placental Lacto 

gens，PL) 属同一基因家族，在动植物的生长发

育过程中发挥着关键作用。牛 GH 基因位于第 19 号

染色体，包含 5 个外显子和 4 个内含子，全长约

为 1 800 bp[1-4]。早期研究认为 GH 只在动物和人

类幼年时期生长起作用，后来逐渐认识到 GH 还

控制着全生命周期中骨骼内的钙平衡[5]。GH 基因

通过促进 RNA 与蛋白质的合成，促使软骨骨化和

软骨细胞分裂，进而促进骨骼肌的生长发育[6]。

在细胞培养基中添加不同浓度的 GH 可诱导鸡原

代成肌细胞表达胰岛素样生长因子-1 (Insulin like 

growth factor 1，IGF-1)[7]，而 IGF-1 基因在动物

肌肉发育过程中发挥着重要作用[8]，这说明 GH

对鸡骨骼肌细胞的增殖分化具有重要影响。还有

研究表明，GH 含量不足会导致儿童发育缓慢，

增加骨折的风险。而 GH 分泌过量则会导致成人

骨骺融合及肢端肥大症[9]。同时 GH 含量较高的老

年小鼠更加容易患糖尿病、癌症等慢性疾病[10-11]。

此外，GH 可参与骨骼肌的代谢，在运动时给肌

肉供给营养[12]、调控脂肪组织含量并影响其在人

体内的分布。GH 通过刺激脂肪分解、抑制其生
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成来调节脊椎动物脂肪组织的脂肪含量 [13-14]。 

现如今 GH 基因的多态性也对牛的生长发育具  

有重要作用。谷朝勇等 [15]研究发现，GH 基因   

g.2 639C>G 的突变位点可能是影响鲁西黄牛体

重、体高、体斜长、胸围和肉用指数的优势位点。

蒋秋斐等[16]在研究西门塔尔杂种牛发现，GH 基

因 存在 g.204C>T 、 g.420G>A 、 g.3699G>C 、

g.4000G>T、g.4001A>G 等 5 处突变，这说明 GH

基因多态性丰富，选择潜力较大。但目前，尚无

GH 基因对贵州地方黄牛生长性能的影响的研究

报道。 

贵州省地处我国云贵高原东侧，冬暖夏凉，

降水丰富，孕育了当地丰富的黄牛种群资源，拥

有关岭牛、思南牛、威宁牛等优秀的黄牛品种，

经多年选育，当地的黄牛品种具有适应性强、耐

粗饲、抗病性强等特点。但由于长期历史发展和

当地自然环境限制，贵州地方黄牛均有体型短小、

生长缓慢、增重缓慢的缺点，限制了地方黄牛作

为优质肉牛的产业化发展，当前环境下作为肉牛

品种发展效益较低 [17]。因此本课题通过研究贵

州地方黄牛 GH 基因遗传特性，了解其对骨骼肌

细胞增殖的影响，以期为贵州黄牛选育提供遗传

背景资料参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

贵州地方黄牛分别来自贵州省关岭县、思南

县与威宁县，挑取 18 月龄健康无病、免疫程序相

同、体况良好的 9 头牛 (其中关岭牛、思南牛、

威宁牛各 3 头)。采取地方黄牛骨骼肌相关组织 

(腰大肌与背最长肌)，用灭菌锡箔纸包装编号，

放入液氮罐 (−196 ℃) 中保存，带回实验室进行

RNA 提取。此外，以 60 日龄的关岭胎牛为对象，

屠宰后采取腰大肌组织置于含青霉素和链霉素的

PBS 缓冲液中，带回实验室进行骨骼肌细胞的分

离培养。 

1.2  试验试剂 

TRIzol® Reagent 等其余 RNA 提取检测试剂、

cDNA 第一链合成试剂盒均购自贵州艾瑞特生物

有限公司；荧光定量试剂购自北京 GenStar 公司；

抗性菌种、DNA 克隆等相关试剂购自生工生物

工程 (上海) 股份有限公司；限制性核酸内切酶

Xho Ⅰ、BamHⅠ购自宝生物工程 (大连) 股份有

限公司；质粒小提与无内毒素质粒提取试剂盒购

自天根生化科技 (北京) 有限公司；pEGFP-N3 载

体由本实验室保存。 

1.3  方法 

1.3.1 RNA 的提取与第一链 cDNA 的合成 

按照TRIzol® Reagent说明书提取地方黄牛骨

骼肌相关组织  (背最长肌与腰大肌 ) 中的总

RNA。将浓度定为 200 ng/L。并采用 GenStar 公

司的第一链 cDNA 逆转录合成试剂盒将提取的

RNA 通过碱基互补配对原则逆转录合成第一链

cDNA。配制 20 μL 逆转录反应预混液，包括 RNA 

template 1 μL 、 Oligo (dT) Primer 1 μL 、

DEPC-ddH2O 7 μL、Reaction mix (2×) 10 μL、

StarScriptⅡ RT mix 1 μL。预混液配置完毕后，

短暂离心，42 ℃反应 50 min，85 ℃加热 5 min，

加热完毕后，将 PCR 产物放置−20 ℃冰箱保存。 

1.3.2  引物的设计与合成 

依据 GenBank中黄牛 GH基因序列 (登录号：

NM_180996.1)，利用 Primer Premier 5.0 软件分别

设计引物，在 GH 基因克隆引物的 5ʹ端添加限制

性内切酶 XhoⅠ的酶切位点，在 3ʹ端添加 BamHⅠ

的酶切位点并增加相应的保护碱基以提高切割的

准确性，以骨骼肌细胞生长关键因子 IGF-1 (登录

号 ： NM_001077828.1) 、 IGF-2 ( 登 录 号 ：

NM_001367627.1) 为对照，引物信息见表 1。以

黄牛 GAPDH (登录号：NM_001034034) 为管家

基因。引物交由生工生物工程 (上海) 股份有限

公司合成。 
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表 1  引物序列信息 
Table 1  The sequences information of primers 

Primer name Sequence (5′–3′) Tm (°C) Size (bp) 

q-GH 
F:GTTTGCCAACGCTGTGCT 
R:CTGGGTGTTCTGGATGGAGTA 

60.0 118 

GH 
F(XhoⅠ):CCGCTCGAGATGATGGCTGCAGGCCCCCG 

R(BamHⅠ):CGCGGATCCCTAGAAGGCACAGCTGGCCT 
60.0 654 

q-IGF-1 
F:TCAGCAGTCTTCCAACCCAA 
R:AAGGCGAGCAAGCACAGG 

60.0 118 

q-IGF-2 
F:AAGTGAGCCAAAGTGTCGTAA 
R:GGACGGTACAGGGATTTCA 

60.0 108 

GAPDH 
F:TGAGGACCAGGTTGTCTCCTGCG 
R:CACCACCCTGTTGCTGTAGCCA 

60.0 145 

Note: the underlined is the restriction site to the corresponding endonuclease, and the shaded part is the protected base to the 
corresponding endonuclease. 
 

1.3.3  实时荧光定量 PCR 反应 

采用 SYBR GreenⅠ染料法进行 RT-qPCR 反

应。反应体系设置为 20 μL，其中包含第一链

cDNA 模板 0.8 μL、2× RealStar Green Fast Mixture 

10 μL、上游以及下游引物 (10 μmol/L) 各 0.8 μL、

ddH2O 7.6 μL。RT-qPCR 程序为预变性 95 ℃     

2 min，在 40 个循环下进行 (95 ℃变性 15 s，60 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 30s) 反应，循环后添加由

机器自动设置的溶解曲线。每个样品设置 3 个重

复，并加上相应的阴性对照，对 GH 基因在贵州

地方黄牛腰大肌、背最长肌组织中的实际表达水平

进行检测；并用 2-Ct 相对定量法计算基因表达量，

分别在 0.05 与 0.01 水平判断差异性标准。 

1.3.4  GH 基因亚克隆载体 pUCM-T-GH 的构建 

黄牛 GH 基因编码序列经 PCR 扩增后，使用

琼脂糖凝胶成像系统进行拍照并进行胶回收实

验。胶回收后，将产物与 pUCM-T 载体 16 ℃下

连接 12 h，转化至大肠杆菌 Escherichia coli DH5α

感受态细胞中，随后将平板放置 37 ℃恒温培养箱

中培养，用枪头挑取平板上的白色斑点进行 PCR

验证，在使用琼脂糖凝胶电泳检测相应产物，筛

选出有目的条带的菌液送至生工生物工程 (上海)

股份有限公司进行测序验证。 

1.3.5  GH 基因超表达载体 pEGFP-N3-GH 的构建 

菌液经 DNA Star 软件进行比对后，将比对正

确的菌液取出，并用质粒小提试剂盒提取质粒， 

质粒提取后使用 XhoⅠ与 BamHⅠ双酶切进行鉴

定与胶回收实验，在利用 T4 DNA 连接酶将胶回

收产物与酶切后的 pEGFP-N3 真核表达载体进行

连接，并再次转化至大肠杆菌 E. coli DH5α 感受

态细胞中，涂板、过夜培养与菌液 PCR 验证后，

筛选出具有目的条带的菌液送至生工生物工程 

(上海) 股份有限公司测序，将测序比对正确的阳

性菌液再次使用双酶切鉴定，并使用无内毒素质

粒提取试剂盒提取质粒，−20 ℃保存备用。 

1.3.6  黄牛骨骼肌细胞的分离培养及鉴定 

以贵州省关岭县保种场中的关岭胎牛为材

料，采集腰大肌组织，使用 PBS 缓冲液与 75%乙

醇反复清洗 3 遍，用灭菌后的剪刀将其剪碎成约

2 mm3 左右的小块，加入胶原酶 37 ℃水浴 1 h，

待消化完全后加入 DMEM/F-12 完全培养基终止

消化；依次使用灭菌纱布，200、400 目细胞筛进

行过滤，1 500 r/min 离心 5 min，弃上清，

DMEM/F-12 完全培养基悬浮沉淀，在细胞培养箱

中培养 5 h 后，更换培养基。待细胞密度达到 90%

以上后接种 6 孔板，待 6 孔板中细胞密度再次   

达 80%时，用 H-E 染色试剂盒对骨骼肌细胞进行

鉴定。 

1.3.7  pEGFP-N3-GH 转染至黄牛骨骼肌细胞 

在脂质体转染试剂盒 Lipofectamine 2000 说

明书的指导下将超表达载体 pEGFP-N3-GH、空载
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体 pEGFP-N3 分别转染至黄牛骨骼肌细胞中，轻

微摇匀后，放入 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中进

行培养，24 h 后使用荧光显微镜观察细胞的转染

效率，根据细胞中绿色荧光蛋白 GFP 的发光情况

初步判断载体的转染效果。 

1.3.8  实时荧光定量 PCR检测 GH及相关基因在细

胞水平的表达变化 

将 pEGFP-N3-GH 转染至牛骨骼肌细胞后，

利用TRIzol® Reagent试剂盒提取黄牛骨骼肌细胞

中的总 RNA 并反转录为 cDNA 第一链，用于实

时荧光定量 PCR 测定 pEGFP-N3-GH 对目的基因

GH 及骨骼肌细胞生长关键因子 IGF-1 与 IGF-2

表达的变化，反应体系、程序、数据处理与 1.3.3

中方法相同。 

1.3.9  GH 基因对细胞增殖水平的影响 

以 pEGFP-N3 为对照，通过 CCK-8 法检测

pEGFP-N3-GH 转染后对黄牛骨骼肌细胞的增殖

状态，比较骨骼肌细胞的增殖速率。简而言之，

就是将细胞从培养瓶中消化后，铺至 96 孔板，通过

细胞计数将每孔的细胞密度定为 1.05×107 个/mL，

载体转染 24 h 后加入 CCK8 试剂，每个孔加入

10 μL，再使用枪头吹打混匀，放入 37 ℃、5% CO2

培养箱培养 4 h 后，待 CCK8 与骨骼肌细胞反应

完全后，利用酶标仪在 450 nm 处依次检测细胞在

0 h、6 h、12 h、24 h、48 h 的吸光度值变化，判

断转染后细胞的增殖状态。 

2  结果与分析 

2.1  GH 基因荧光引物与克隆引物特异性检测 

将 GH 基因的荧光定量引物与克隆引物与逆

转录的黄牛骨骼肌相关组织 cDNA 第一链结合进

行 PCR 扩增反应，由图 1 可见，GH 基因的 PCR

扩增克隆产物 (图 1A) 与荧光定量 PCR 引物 (图

1B) 大小与目的片段大小一致，条带明亮，可用

于下一步实验研究。 

2.2  GH 基因在贵州地方黄牛骨骼肌相关组织

中的表达 

由图 2 可知，GH 基因 mRNA 在贵州地方黄

牛骨骼肌相关组织中均有表达，在腰大肌中的表

达量均普遍高于背最长肌。品种内比较可知，GH

基因在关岭牛和威宁牛的腰大肌中的表达量显著

高于背最长肌 (P<0.05)，在思南牛中则无显著差

异。而品种间比较可知，GH 基因在关岭牛腰大肌

中的表达量显著高于思南牛与威宁牛(P<0.05)，在

关岭牛背最长肌中的表达量显著高于威宁牛 

(P<0.05)，其余比较无显著差异。 

 

 
 

图 1  琼脂糖凝胶电泳检测结果 
Fig. 1  Agarose gel electrophoresis results. (A) GH gene PCR amplification electrophoresis. M: DNA marker 2 000; 
1-2: GH (B) GH gene PCR amplification electrophoresis. M: DNA marker 2000; 3: GH (CDS) 
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图 2  GH 基因在贵州地方黄牛骨骼肌相关组织中的表达 
Fig. 2  Expression of GH gene in skeletal muscle- 
related tissues of Guizhou cattle. Different lowercase 
letters represent significant difference (P<0.05). 

2.3  pUCM-T-GH 亚克隆载体与 pEGFP-N3- 

GH 超表达载体的鉴定 

将连接成功的 pUCM-T-GH 与 pEGFP-N3-GH

载体进行 XhoⅠ和 BamHⅠ的双酶切鉴定，琼脂

糖凝胶电泳检测酶切产物，电泳检测条带如图 3

所示，可见各载体酶切后均获得两个条带，4 729 

bp 代表 pEGFP-N3 空载体片段，654 bp 代表 GH

基因 CDS 区片段，而 2 773 bp 则代表 pUCM-T

空载体片段，与预测结果相符，进一步测序结果

表明，pEGFP-N3-GH 测序结果正确比对率高达

99%，仅发生一处同义突变，但不会引起氨基酸

的改变 (图 4)。双酶切检验及测序验证结果表明，

贵州地方黄牛 GH 基因亚克隆载体 pUCM-T-GH

与超表达载体 pEGFP-N3-GH 构建成功。 
 

 
 

图 3  琼脂糖凝胶电泳检测结果 
Fig. 3  Agarose gel electrophoresis results. (A) Double digestion validation map. M: DNA marker 5 000; 1 
pUCM-T-GH.  (B) Double digestion validation map. M: DNA Marker 5000; 2 pEGFP-N3-GH. 

 

 
 

图 4  pEGFP-N3-GH 重组载体测序结果 
Fig. 4  Sequencing results of pEGFP-N3-GH recombinant vector. 
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2.4  贵州地方黄牛骨骼肌细胞的分离培养 

分别在牛原代骨骼肌细胞培养 12 h、24 h、  

36 h 与 72 h 时进行拍照(图 5)，发现细胞在培养第

12 h 时已经贴壁，且大多呈“点”状并逐渐变大、变

圆，到第 24 h 时，细胞“条状”已经开始出现， 

细胞增殖速率明显加快，到第 36 h 时，骨骼肌细

胞形态大小基本形成，形成前后短，中间宽的梭形

细胞，有规律且紧密平行排列，细胞密度以达到

50%–60%。72 h 时，细胞已铺满细胞培养瓶，可

进行传代试验。 
 

 
图 5  原代骨骼肌细胞的分离培养(100×) 
Fig. 5  Isolation and culture of primary skeletal muscle cells (100×). (A) Cell culture for 12 h. (B) Cell culture for 24 h. 
(C) Cell culture for 36 h. (D) Cell culture for 72 h. 

 

2.5  贵州地方黄牛骨骼肌细胞的鉴定 

待培养的原代细胞汇合度达 90%以上时，更

换为诱导培养基进行诱导培养，经 H-E 染色，结

果如图 6 所示，倒置显微镜下观察细胞形态发现，

诱导分化后细胞融合，形成多核的肌管，细胞核

被苏木精 (Hematoxylin) 染成紫色，细胞质与细

胞核均在同一平面，表明牛原代骨骼肌细胞培养

成功。 

2.6  各载体转染牛骨骼肌细胞效率检测 

pEGFP-N3、pEGFP-N3-GH 转染牛骨骼肌细

胞的效率如图 7 所示，空白对照细胞较漆黑，无

绿色荧光蛋白出现，相比于空白对照，pEGFP-N3

空载体、pEGFP-N3-GH 真核表达载体均在转染后

24 h 内，细胞中呈现绿色荧光 (图中高亮部分)，

阳性细胞较高，细胞培养板中无漂浮的死细胞，

证实各重组载体转染成功，且转染效率良好，在

牛骨骼肌细胞存在表达，可用于下一步研究。 

 

 

 
图 6  骨骼肌细胞的鉴定 (100×) 
Fig. 6  Identification of skeletal muscle cells (100×). 
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图 7  各重组质粒在细胞中的发光效率检测 (100×) 
Fig. 7  Detection of the fluorescence efficiency of each recombinant plasmid in the cell (100×). 
 

2.7  RT-qPCR 检测真核表达 GH 基因在牛骨

骼肌细胞中对相关基因表达的影响 

以 pEGFP-N3 组为空白对照组，将 pEGFP-N3、

pEGFP-N3-GH 重组载体转染牛骨骼肌细胞后，

RT-qPCR 结果如图 8 所示，与空载体 pEGFP-N3

相比，重组质粒 pEGFP-N3-GH 能极显著提高 GH

基因在骨骼肌细胞中的表达 (P<0.01)，同时对骨

骼肌细胞生长关键因子 IGF-1 与 IGF-2 也具有极

显著的上调作用 (P<0.01)。 

2.8  GH 基因对牛骨骼肌细胞增殖的影响 

为了进一步验证 GH 基因对骨骼肌细胞增殖

的情况，本研究利用 CCK-8 试剂检测超表达 GH

基 因 后 牛 骨 骼 肌 细 胞 的 增 殖 速 率 发 现 ， 将

pEGFP-N3-GH导入细胞后，与 pEGFP-N3组相比，

pEGFP-N3-GH 超表达载体对细胞增殖速率明显

高于 pEGFP-N3 组，除 0 h 外，超表达组各时段 
 

 
 

图 8  pEGFP-N3-GH 转染后对 GH 与 IGF-1、IGF-2

基因表达的影响 
Fig. 8  Effect of pEGFP-N3-GH transfection on the 
expression of GH, IGF-1 and IGF-2 genes. **P<0.01. 

数值均极显著高于 pEGFP-N3 组 (P＜0.01) (图 9)，

表明 GH 基因能够促进牛骨骼肌细胞的增殖，对

其具有正向调控作用。 

3  讨论 

生长激素是一种单链多肽激素，由垂体前叶

分泌，是一种生长调节类激素[18-19]。Vasilatos 等[20]

研究表明，GH 与其受体结合后，能刺激局部组

织产生胰岛素生长因子来调节骨骼肌的生长发

育。进一步研究表明，GH 基因在动物幼年时期

高表达于骨骼肌。相关研究人员通过检测高脚鸡、

矮脚鸡、百宜黑鸡与乌蒙凤鸡的组织表达发现，

同一品种不同组织 GH 基因的表达量均以腿肌最

高[21-22]；此外，王金洲等[23]研究发现，GH 基因

在 6 月龄的威宁绵羊的肌肉组织表达最高。综上 

 

 
 

图 9  GH 基因表达对细胞增殖的影响 
Fig. 9  Effect of GH gene expression on cell 
proliferation. **P<0.01. 
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所述，GH 基因在动物骨骼肌中均有表达，且高

表达于幼年时期骨骼肌中。本研究显示，GH 基

因在 3 个牛种 (关岭牛、思南牛、威宁牛) 的骨

骼肌组织中均有表达，且表达趋势趋于一致，均

高表达于腰大肌，这与上述何琦、陆静、王金洲

等的研究结果相符[21-23]，均高表达于骨骼肌，这

说明 GH 基因对动物机体骨骼肌的发育具有重要

作用。 

骨骼肌干细胞又称骨骼肌卫星细胞，相关研

究表明，骨骼肌干细胞是由相关转录因子激活形

成单核成肌细胞，通过细胞进一步增殖分化，形

成多核肌细胞。多核肌细胞相互连接、融合最终

形成肌纤维[24]。在动物生长发育过程中，动物肌

肉的发育好坏对其生长具有重要影响，肌肉的发

育情况直接影响了动物的生长速度和肉品质[25]。

本研究采用 60 日龄关岭胎牛的腰大肌组织分离

培养骨骼肌细胞，构建 GH 基因超表达载体导入

细胞后验证其对骨骼肌生长发育影响因子表达水

平的影响，旨在为 GH 基因对贵州地方黄牛生长

发育的分子机制提供基础。 

细胞增殖是生物体的重要生命特征，而细胞

分裂是细胞增殖的主要方式，细胞通过分裂不仅

可以产生新的细胞，还可以将所复制的遗传物质，

平均地分配到下一代细胞。可见，细胞增殖是生

物体生长、发育、繁殖和遗传的基础。类胰岛素

生长因子 (IGFs) 又称生长介素，包含胰岛素样

生长因子-1 (Insulin like growth factor 1，IGF-1) 

和胰岛素样生长因子-2 (Insulin like growth factor 

2，IGF-2)[26-27]，研究显示，GH 促进动物生长的

作用可通过 IGFs 途径实现[28]，相关研究表明，

超表达 IGF-1 可促进骨骼肌细胞的增殖与分化，

使肌纤维再生和肥大[29-30]。同样的 IGF-2 以自分

泌的方式促进肌细胞系的分化[31]，通过刺激胰岛

素样生长因子-1 受体 (Insulin like growth factor 1 

Receptor ， IGF1R) 与 磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶

(Phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K) 表达，从而

维持早期成肌细胞活力[32]。这表明 IGF-1、IGF-2

基因可能对骨骼肌细胞的增殖分化具有正向促进

作用，故本研究选取 IGF-1 与 IGF-2 基因作为骨

骼肌细胞增殖相关因子以此验证 GH 基因对骨骼

肌细胞增殖机制。本研究通过CCK-8法检测发现，

超表达 GH 基因能够提高骨骼肌细胞的增殖速

率，其中在 6 h、12 h、24 h、48 h 能极显著促进

细胞的增殖 (P<0.01)，这表明，超表达 GH 基因

可明显地促进贵州地方黄牛骨骼肌细胞的增殖，

为了阐明该机制，本研究以 IGF-1、IGF-2 为对照，

发现 GH 基因的超表达能够极显著提高骨骼肌生

长关键因子 IGF-1、IGF-2 基因的表达量 (P<0.01)，

这提示我们提高 GH 基因的表达量可提高骨骼肌

细胞生长因子的表达，同样提示我们 GH 基因的

超表达可以促进贵州地方黄牛骨骼肌细胞的生

长。综上所述，本研究推测 GH 基因可能是通过

提高牛骨骼肌细胞中相关基因的表达以及促进细

胞生长，从而促进牛骨骼肌的生长发育。 

4  结论 

本研究通过 RT-qPCR 检测发现，GH 基因在

腰大肌中的表达量高于背最长肌，且本研究首次

扩增出贵州地方黄牛 GH 基因的 CDS 区并构建

GH 基因超表达载体，导入细胞后发现超表达 GH

能极显著提高 GH、IGF-1、IGF-2 基因在骨骼肌

细胞中的表达，并促进牛骨骼肌细胞的增殖，提

示 GH 基因对骨骼肌细胞的增殖具有正向调控作

用，可作为提高牛生长发育性能的候选基因。 
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