
书书书

畜牧兽医学报　２０１０，４１（８）：９３９９４３

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

鹅犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因部分片段的克隆、不同品种及

填饲对组织犿犚犖犃表达水平的影响
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摘　要：本研究旨在克隆鹅围脂滴蛋白（Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ）基因，并探讨填饲对其在四川白鹅和朗德鹅肝脏中表达的影响，

为从脂滴角度研究鹅肥肝分子机理提供依据。试验选取１２只朗德鹅和１２只四川白鹅为研究对象，通过ＲＴＰＣＲ

方法扩增鹅犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因部分序列，采用实时定量技术研究了该基因在皮脂、腹脂、肝脏等１０个组织中的表达情

况，最后检测填饲后两品种鹅肝脏总脂质含量、甘油三酯（ＴＧ）水平、肝质量以及犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因表达变化。结果表

明：获得的鹅犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因序列与原鸡的同源性最高，与哺乳动物的同源性也达到７０％以上；从组织表达上看，该

基因主要表达于腹脂和皮脂，而在其他组织几乎不表达；填饲引起鹅肝脏犘犲狉犻犾犻狆犻狀ｍＲＮＡ表达丰度的极显著增加

（犘＜０．０１），且与肝质量、肝内ＴＧ和总脂质呈显著正相关；此外，填饲导致其在朗德鹅肝脏中的表达丰度显著高于

四川白鹅（犘＜０．０５）。结果提示：填饲会引起犘犲狉犻犾犻狆犻狀ｍＲＮＡ在鹅肝脏中表达丰度的极显著增加（犘＜０．０１），且

其增加幅度存在着品种间差异（犘＜０．０５）。
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　　脂滴是大多数真核细胞储存脂质的主要形式，

它在调节机体代谢平衡中发挥着重要的作用［１］。正

常情况下，富含甘油三酯的脂滴主要存在于脂肪细

胞，而细胞代谢平衡的破坏会导致大量脂滴异常沉

积于肝细胞引起肝脂肪变性，从而形成脂肪肝［２］。

脂滴蛋白是脂滴的重要组成部分，它是调节脂滴形

成与分解的关键因素。围脂滴蛋白（Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ）是脂

滴蛋白家族的核心成员之一，是定位于脂滴表面的

高磷化的蛋白，对脂肪细胞中甘油三酯的代谢有双

重调节作用，一方面可以通过阻止脂肪酶接近脂滴

降低基础状态下的脂解，另一方面又可以促进激素

刺激的脂肪分解［３４］。研究表明犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因的表

达调控可能与一些代谢疾病密切相关，Ｓｔｒａｕｂ等发

现Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ蛋白在非酒精性脂肪肝患者肝脏中表

达显著上升，并且有助于甘油三酯在肝脏中的沉

积［５］。鹅肥肝是由于大量甘油三酯沉积于肝脏而形

成的，并且不同的品种（系）在脂质沉积、肝质量等方

面差异显著［６］，然而对于填饲是否引起脂滴蛋白基

因表达的改变，以及这种改变是否与不同品种（系）

产肝性能相关还未见报道。因此，本试验以朗德鹅

和四川白鹅为材料，扩增鹅犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因，并探讨

填饲对其在鹅肝脏中表达的影响，以期为深入研究

脂滴在鹅肥肝形成中的作用提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物和饲养管理

选用同批孵化的朗德鹅（Ｌａｎｄｅｓｇｏｏｓｅ）和四川

白鹅（ＳｉｃｈｕａｎＷｈｉｔｅｇｏｏｓｅ）各１２只，分别饲养于同

一条件下。具体饲养方式如下：０～１３周群养，填饲

期分笼饲养，整个饲养期采用自由饮水。０～４周：自

由采食雏鹅料（ＭＥ＝１２３９０ｋＪ·ｋｇ
－１，ＣＰ＝２０．５％）；４

～１３周：自由采食生长鹅饲料（ＭＥ＝１０９２０ｋＪ·ｋｇ
－１，

ＣＰ＝１３．８％）并适当添加一定的青饲料。饲料添加

量：４～５周龄朗德鹅１５０ｇ·只·ｄ
－１、四川白鹅１２５

ｇ·只·ｄ
－１；５～８周朗德鹅１６５ｇ·只·ｄ

－１、四川白

鹅１００ｇ·只·ｄ
－１；８～１３周朗德鹅１２０ｇ·只·ｄ

－１、

四川白鹅８５ｇ·只·ｄ
－１。１３周开始预填，预填７ｄ，

预填期只加精料并且供给量逐渐过渡为自由采食，

１４周龄时，将每品种鹅群随机分为填饲组和对照

组。对照组，继续饲喂生长鹅饲料，自由采食；填饲

组，每日机器填饲５次，填饲期２周，其饲料配合：煮

黄玉米、３％的鹅油和１．５％食盐等（ＭＥ＝１４１５４

ｋＪ·ｋｇ
－１，ＣＰ＝９．０％）。

１．２　样品采集及肝内甘油三酯（犜犌）水平、总脂质

含量及肝质量测定

　　当填饲期结束时，对填饲组与对照组的鹅称重，

整夜禁食，自由饮水。第２天清早进行屠宰。屠宰

放血后立即剖腹，取肝脏称重，取一小块用于测肝内

总脂质和甘油三酯的含量［６］，同时迅速取５０～１００

ｍｇ大小的肝组织块，液氮速冻后于－７０℃冰箱保

存以备ＲＮＡ抽提。取５０～１００ｍｇ四川白鹅对照组

各组织，液氮速冻后于－７０℃冰箱保存，用于组织

表达检测。

１．３　基因克隆

根据其他物种犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因的保守序列合成

引物：上５′ＧＡＣＣＴＡＣＡＣＣＡＧＣＡＣＣＡＡ３′；下５′

ＧＴＡＣＴＣＣＡＴＣＡＧＣＴＴＣＴＣ３′，用于扩增鹅犘犲狉

犻犾犻狆犻狀基因。取３μｇ总ＲＮＡ根据ＡＭＶ使用说明

进行 ＲＴ反应，ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性３

ｍｉｎ；然后９４℃变性１ｍｉｎ，５２℃ 退火１ｍｉｎ，７２℃

延伸３０ｓ，３６个循环；最后７２℃ 延伸１０ｍｉｎ；４℃

保存。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳分离，ＤＮＡ纯

化回收试剂盒纯化后与ｐＧＥＭＴ载体连接，进行克

隆测序。

１．４　组织犿犚犖犃表达分析

以１８Ｓ和β犪犮狋犻狀两个基因为内参，采用ＳＹＢＲ

Ｇｒｅｅｎ法对犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因在四川白鹅各组织中的

表达进行相对定量分析。反应体系为２５μＬ：ＳＹＢＲ

ＧＲＥＥＮｑＰＣＲ ＭＩＸ１２．５μＬ，上下游引物分别为

０．５μＬ，模板ｃＤＮＡ为２μＬ，加水至２５μＬ。ＰＣＲ

反应条件：９５℃预变性１０ｍｉｎ；然后９５℃３０ｓ，６８

℃１ｍｉｎ，共４０个循环，每个循环后采集荧光生成

扩增曲线，６８～９５℃缓慢升温，产生熔解曲线。试

验对所有样本进行３个重复测定，并在每次试验时

０４９
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设阴性对照。根据本实验室扩增得到的鹅犘犲狉犻犾犻狆

犻狀基因序列（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．：ＧＱ４４９２５５）设计引物，

上下游引物分别为：５′ＣＴＣＴＴＧＧＴＣＧＣＣＴＣＡＴ

ＡＧＣ３′， ５′ＧＣＣＴＣＣＧＡＡＣＴＧＡＡＧＧＡＣＡＣ３′；

１８Ｓ 上 下 游 引 物 分 别 为：５′ＴＴＧＧＴＧ

ＧＡＧＣＧＡＴＴＴＧＴＣ３′，５′ＡＴＣＴＣＧＧＧＴＧＧＣＴ

ＧＡＡＣＧ３′；β犪犮狋犻狀 上下游引物分别为：５＇ＣＡＡＣ

ＧＡＧＣＧＧＴＴＣＡＧＧＴＧＴ３′，５′ＴＧＧＡＧＴＴＧＡＡ

ＧＧＴＧＧＴＣＴＣＧ３′。目的基因 ｍＲＮＡ的相对表达

量采用ＢｉｏＲａｄｉＱ５系统ＧｅｎｅＥｘｐ程序的２（Ｄｅｌｔａ

ＤｅｌｔａＣ（Ｔ））方法，根据每个ＰＣＲ反应的Ｃｔ值进行

计算，计算前每个反应的Ｃｔ值用内参基因１８Ｓ和β

犪犮狋犻狀进行标准化校正
［７］。

１．５　填饲对犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因在两品种肝脏中表达的

影响

　　同样以１８Ｓ和β犪犮狋犻狀 两个基因为内参，采用

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法对犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因在填饲后四川白

鹅和朗德鹅肝脏中的表达量进行定量分析。反应体

系、引物序列、试验条件以及相对表达量的算法参照

１．４。

１．６　数据分析

利用ＳＡＳ９．１３软件进行分析，数据以 Ｍｅａｎ±

ＳＤ表示。用狋ＴＥＳＴ检验差异性是否显著。

２　结　果

２．１　样品犚犖犃的提取

按照Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）试剂说明书提取四

川白鹅肝脏、腹脂、皮脂等１０种组织以及两品种鹅

填饲组、对照组肝脏总ＲＮＡ，用１％琼脂糖凝胶电

泳鉴定抽提样品完整性（图１），２８Ｓ、１８Ｓ条带清晰

完整，５Ｓ不明显，无ＤＮＡ和蛋白质污染条带，表明

提取的总ＲＮＡ纯度较高。

０～９依次为：肝脏，皮脂，腹脂，小肠，胸肌，腿肌，心脏，肾

脏，大脑，睾丸

０９．Ｌｉｖｅｒ，ｓｅｂｕｍ，ａｂｄｏｍｉｎａｌｆａｔ，ｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅ，ｂｒｅａｓｔ

ｍｕｓｃｌｅ，ｌｅｇｍｕｓｃｌｅ，ｈｅａｒｔ，ｋｉｄｎｅｙ，ｃｅｒｅｂｒａｌ，ｔｅｓｔｉｓ

图１　犚犖犃１％琼脂糖凝胶电泳图

犉犻犵１　犃犵犪狉狅狊犲犵犲犾（１％）犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狉犲狊狌犾狋狅犳狋狅狋犪犾犚犖犃

２．２　鹅犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因的克隆及序列分析

对阳性克隆质粒进行测序分析，鹅犘犲狉犻犾犻狆犻狀

基因的部分ｃＤＮＡ序列被克隆并证实，该ｃＤＮＡ长

２７７ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．：ＧＱ４４９２５５），菌液ＰＣＲ电泳

如图２Ａ。序列比对结果显示，鹅犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因与

哺乳动物的同源性达到７０％以上，与原鸡的高达

８９％。用ＤＮＡｍａｎ软件进行分子进化树构建（图

２Ｂ），结果表明，鹅跟原鸡的亲缘关系最近。

Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ２０００；Ｐ．犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因目的条带

Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ２０００；Ｐ．ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犘犲狉犻犾犻狆犻狀

图２　鹅犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因菌液犘犆犚结果（犃）及分子进化树图

（犅）

犉犻犵２　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲犵狉犪犿狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾犮狅犾狅狀狔犘犆犚 （犃）犪狀犱

狆犺狔犾狅犵犲狀狔狋狉犲犲犫犪狊犲犱犖犲犻′狊犵犲狀犲狋犻犮犱犻狊狋犪狀犮犲（犅）狅犳

犘犲狉犻犾犻狆犻狀

２．３　鹅犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因在不同组织中的表达情况

鹅犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因在鹅皮脂和腹脂中表达量较

高，相比之下在其它组织几乎不表达（图３）。

图３　犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因在不同组织中的表达情况

犉犻犵３　犜犺犲犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犘犲狉犻犾犻狆犻狀犵犲狀犲犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋

狋犻狊狊狌犲狊

２．４　填饲对犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因在肝脏中表达的影响

与对照组相比，犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因在填饲组四川白

鹅和朗德鹅肝脏中的表达都极显著上升（犘＜０．０１）

（表１），且填饲使犘犲狉犻犾犻狆犻狀ｍＲＮＡ在朗德鹅肝脏

中的表达丰度显著高于四川白鹅（犘＜０．０５）。

表２表明，填饲后犘犲狉犻犾犻狆犻狀ｍＲＮＡ的表达丰

１４９
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度与总脂质水平、甘油三酯含量和肝重率在两个品

种中都表现出显著正相关，而与对照组没有明显的

相关性。且朗德鹅肝质量、ＴＧ水平和总脂质量都

显著高于四川白鹅（犘＜０．０５）。

表１　填饲后犘犲狉犻犾犻狆犻狀犿犚犖犃在肝脏中的表达

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犘犲狉犻犾犻狆犻狀犵犲狀犲犻狀犾犻狏犲狉犪犳狋犲狉狅狏犲狉犳犲犲犱犻狀犵

基因 Ｇｅｎｅ
四川白鹅ＳｉｃｈｕａｎＷｈｉｔｅｇｏｏｓｅ 朗德鹅Ｌａｎｄｅｓｇｏｏｓｅ

对照Ｃｏｎｔｒｏｌ 填饲 Ｏｖｅｒｆｅｅｄ 对照Ｃｏｎｔｒｏｌ 填饲 Ｏｖｅｒｆｅｅｄ

犘犲狉犻犾犻狆犻狀 １±０．０９３１５ ３．００３±０．２１２２ ０．９７９±０．０９４ ５．３４９±０．８７７○

、．分别表示品种内在犘＜０．０５、０．０１水平上的差异；○．表示两个品种鹅在犘＜０．０５水平上的差异。下同

，．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｃｏｒｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔａｔ犘＜０．０５ａｎｄ０．０１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｗｉｔｈｉｎｔｈｅｓａｍｅｂｒｅｅｄ；○．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｂｒｅｅｄｓａｔ犘＜０．０５．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

表２　填饲后犘犲狉犻犾犻狆犻狀犿犚犖犃在肝脏中的表达与肝质量及脂质指标的相关分析

犜犪犫犾犲２　犆狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊犫犲狋狑犲犲狀犘犲狉犻犾犻狆犻狀犿犚犖犃犪犫狌狀犱犪狀犮犲犪狀犱狉犲犾犪狋犻狏犲狑犲犻犵犺狋狅犳犾犻狏犲狉犪狀犱犾犻狆犻犱狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊犪犳狋犲狉狅狏犲狉犳犲犲犱犻狀犵

项目Ｉｔｅｍ
四川白鹅ＳｉｃｈｕａｎＷｈｉｔｅｇｏｏｓｅ 朗德鹅Ｌａｎｄｅｓｇｏｏｓｅ

对照Ｃｏｎｔｒｏｌ 填饲 Ｏｖｅｒｆｅｅｄ 对照Ｃｏｎｔｒｏｌ 填饲 Ｏｖｅｒｆｅｅｄ

总脂质含量／（％ＢＷ）Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｏｔａｌｌｉｐｉｄ ０．１１４ ０．４２８ ０．１１８ ０．４８７○

甘油三酯水平／（％ＢＷ）ＬｅｖｅｌｏｆＴＧ ０．１０３ ０．４１１ ０．１２１ ０．４８５○

肝重率／（％ＢＷ）Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅｒｗｅｉｇｈｔ ０．１３４ ０．４５３ ０．１４１ ０．４９１○

３　讨　论

本试验通过ＲＴＰＣＲ方法获得了鹅犘犲狉犻犾犻狆犻狀

基因的部分序列，并提交 ＮＣＢＩ数据库（ＧｅｎＢａｎｋ

Ｎｏ．：ＧＱ４４９２５５）。ＢＬＡＳＴ比对和分子进化树构建

发现，鹅犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因跟原鸡的同源性最高，达到

８９％，与其它物种也达到了７０％以上。表明本试验

所扩增的序列为鹅的犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因。组织表达结

果表明，Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ主要表达于腹脂和皮脂，其它组织

几乎不表达，与 Ｇｒｅｅｎｂｅｒｇ
［８］和ＢｌａｎｃｈｅｔｔｅＭａｃｋｉｅ

［９］等在哺乳动物上的研究结果一致。

在正常情况下，Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ在肝脏中表达丰度极

低，然而在非酒精性脂肪肝患者肝脏中Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ的

表达显著升高［５］。Ｂｒａｓａｅｍｌｅ等发现，在细胞中过

表达Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ可以促进甘油三酯的沉积
［１０］。本试

验结果表明，不论是四川白鹅还是朗德鹅，填饲都导

致Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ的表达显著升高，并且伴随着肝脏内甘

油三酯、总脂质的显著升高，可能暗示在Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ

促进脂滴形成过程中，非酒精性脂肪肝和鹅肥肝具

有一致性。另外，填饲不仅导致大量甘油三酯沉积

于肝脏［６］，而且还极显著地提高ＰＰＡＲγ在肝脏中

表达［１１］，而犘犲狉犻犾犻狆犻狀是ＰＰＡＲγ的靶基因
［１２］，暗示

Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ在肥肝形成过程中扮演着重要的角色，至

于ＰＰＡＲγ如何调控Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ，还需进一步研究。填

饲引发鹅肝脂肪变性，在不同的物种间、同物种内不

同品种（系）间，甚至同品种内不同个体间都存在着

较大的差异［１３］，本试验以产肝性能优良的朗德鹅和

产肝性能中等的四川白鹅为材料研究发现，填饲使

犘犲狉犻犾犻狆犻狀基因在朗德鹅中的表达显著（犘＜０．０５）

高于四川白鹅，并且与肝质量、肝内总脂质及甘油三

酯呈正相关，这可能与朗德鹅肝脏更容易沉积脂质

有关，与Ｈａｎ等人的研究结果一致
［６］，犘犲狉犻犾犻狆犻狀基

因在两品种间表达差异的原因可能是朗德鹅经过长

期产肝性能的选育造成的。
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