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摘　要：为获得鹅犇犎犚犛７基因全长ｃＤＮＡ，并探讨该基因是否参与鹅肥肝的形成过程。本研究应用抑制消减杂

交文库获得鹅犇犎犚犛７基因部分ＥＳＴ序列，采用ＲＡＣＥ技术扩增了鹅该基因全长ｃＤＮＡ，并对其序列进行了生物

信息分析；用荧光定量ＰＣＲ技术检测了犇犎犚犛７在鹅肝脏、皮脂、腹脂等１０个组织中的差异表达，以及填饲对鹅肝脏

中犇犎犚犛７表达变化的影响。结果发现，鹅犇犎犚犛７基因ｃＤＮＡ全长１２７９ｂｐ，含一个完整的开放阅读框１０１１ｂｐ

（可编码３３６个氨基酸），２５ｂｐ的５′ＵＴＲ和２４３ｂｐ的３′ＵＴＲ序列；生物信息学分析结果显示，鹅ＤＨＲＳ７含有跨

膜结构域以及ＮＡＤＰ结合位点，且在这些功能区域变异较少；荧光定量结果显示，ＤＨＲＳ７在鹅肝脏和脂肪组织中

都有较高表达，填饲后鹅肝脏中ＤＨＲＳ７的表达水平显著上调（犘＜０．０５）。以上结果表明，ＤＨＲＳ７在鹅肥肝形成

过程中具有重要的作用。
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　　ＤＨＲＳ７属于视黄醇脱氢酶（ＤＨＲＳ）家族成员，

犇犎犚犛基因家族的主要功能是催化类固醇的生物

合成［１］，与动物肝脏功能的很多方面密切相关。人

犇犎犚犛７最早在视网膜和松果体的ＥＳＴ文库中分

离，目前对其生物作用还不是很清楚，已经检测到其

在人视网膜、骨骼肌、肝脏、心脏以及脂肪组织中有

表达［２］。近几年的研究证实，犇犎犚犛７也同样具备

犇犎犚犛基因家族在肝脏中的部分功能。Ｗａｎｇ等在

小鼠肝脏切除三分之二后的再生过程中，利用基因

芯片技术对其基因表达情况进行 分 析，其 中

犇犎犚犛７的表达水平上调最高，为对照组的９６８

倍［３］。Ｘｕ等在研究神经系统在大鼠肝脏部分切除

后再生过程中也检测到了 犇犎犚犛７ 的表达
［４］。

ＤＨＲＳ７也被证明与动物的糖代谢和脂肪合成关系

密切，Ｌｋｈａｇｖａｄｏｒｉ等的研究表明，当猪被禁饲高能

食物后，脂肪和肝脏组织中ＤＨＲＳ７的表达也随之

下调［５］。此外，在参与糖尿病疾病形成的分子信号

途径中，ＤＨＲＳ７大约参与了其中６种不同的分子

信号途径，表明 ＤＨＲＳ７在糖代谢中具有重要作

用［６］。以上研究提示，ＤＨＲＳ７在动物肝脏，尤其是

在动物脂肪合成过程中扮演着重要的角色。

本实验室前期研究中，通过添加脂肪酸诱导鹅

肝细胞脂肪变性，构建变性细胞与正常细胞消减抑

制杂交文库（ＳＳＨｌｉｂｒａｒｙ），筛选获得鹅犇犎犚犛７基

因２０８ｂｐ的ＥＳＴ（登录号：ＧＷ３４２９２５）片段，且发

现该基因在脂肪酸诱导细胞变性模型中的表达显著

上升［７］，提示该基因在鹅肝脂肪变性中可能也扮演

着重要作用。目前，ＤＨＲＳ７已经在人、老鼠等哺乳

动物上获得了序列。人的犇犎犚犛７基因定位于第

１４号染色体，共有９个外显子；老鼠的犇犎犚犛７基

因定位于第１２号染色体，共有７个外显子。目前，

犇犎犚犛７在鹅上还未见序列报道，因此，克隆鹅

犇犎犚犛７基因全序列，分析其序列特征及其表达特

点是揭示该基因在鹅肝脂肪形成过程中的功能的第

一步，为今后深入研究ＤＨＲＳ７在鹅脂质代谢中的

功能奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物

试验所需的四川白鹅和朗德鹅由四川农业大学

水禽育种场提供。其中，在犇犎犚犛７组织表达的研

究中，选取同批孵化、相同条件下饲养的６０日龄四

川白鹅（犃狀狊犲狉犮狔犵狀狅犻犱犲狊）６只。屠宰后，每只取肝

脏、皮脂、腹脂、小肠、胸肌、腿肌、心脏、肾脏、大脑、性

腺１０个组织，每个组织样品于液氮中速冻后－８０℃

保存，按照Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书取组织分别进行总

ＲＮＡ提取；在填饲对鹅肝脏犇犎犚犛７表达影响的研

究中，选用１２只朗德鹅（犃狀狊犲狉犪狀狊犲狉）和１２只四川白

鹅（犃狀狊犲狉犮狔犵狀狅犻犱犲狊）公鹅作为实验群体。２个品种都

分对照组和填饲组，１４周龄开始填饲，根据单位体质

量填饲等量饲料 （平均２５ｇ·（ｄ·１００ｇ
－１ＢＷ）－１）对

朗德鹅与四川白鹅进行填饲操作，填饲２周。填饲

期间单笼饲养，整个饲养期间自由饮水。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，取肝组织块液氮速冻后于－８０℃保存，以备

ＲＮＡ抽提。

１．２　实验材料

Ｔｒｉｚｏｌ和总ＲＮＡ反转录酶 ＭＭＬＶ购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ公司；ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ胶回收试剂盒购

自Ｏｍｅｇａ公司；ｐＭＤ１９Ｔ载体、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ反转录试

剂盒和反转录酶荧光定量ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自大连ＴａＫａＲａ公司；ＤＨ５α感

受态细胞由本实验室自制。

１．３　试验方法

１．３．１　ＲＡＣＥ法扩增鹅犇犎犚犛７全序列　　根据

ＳＳＨ文库获得的鹅犇犎犚犛７基因ＥＳＴ序列（登录

号：ＧＷ３４２９２５）设计出ＲＡＣＥ引物
［８］（表１），由宝

生物工程（大连）有限公司合成（ＰＡＧＥ纯化）。试

验所需的ＲＮＡ采用Ｔｒｉｚｏｌ参照试剂说明书提取自

四川白鹅肝脏组织。所抽提高质量 ＲＮＡ 经过

Ｃｌｏｎｔｅｃｈ反转录试剂盒获得用于ＲＡＣＥ试验的ｃＤ

ＮＡ。ＲＡＣＥ５０μＬ反应体系为：ｄｄＨ２Ｏ３４．５μＬ，

１０×Ａｄｖａｎｔａｇｅ２ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘ（１０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１）１μＬ，５０×Ａｄｖａｎｔａｇｅ２聚合酶 Ｍｉｘ

１．０μＬ，ＲＡＣＥＲｅａｄｙｃＤＮＡ２．５μＬ，ＧＳＰ１．０μＬ，

ＵＰＭ５．０μＬ；反应程序为：９４℃３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ

５个循环；９４℃３０ｓ，２℃３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ，５个

循环；９４℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，６８℃３ｍｉｎ共计３５

个循环。

用ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ胶回收试剂盒回收目的

片段，将纯化后的ＰＣＲ产物同ｐＭＤ１９Ｔ载体连接

并转化到ＤＨ５α感受态细胞中，挑取阳性克隆菌接

种，并进行摇床培养，菌液ＰＣＲ鉴定后挑选阳性克

隆送至上海英骏生物技术有限公司测序。

６８３１
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表１　鹅犇犎犚犛７基因犚犃犆犈扩增的引物

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犪犿狆犾犻犳狔犻狀犵犵犲犲狊犲犇犎犚犛７犵犲狀犲犫狔犚犃犆犈

引物名称

Ｎａｍｅｏｆｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

５′ＲＡＣＥ ＡＴＴＴＧＣＣＣＧＴＴＴＣＴＣＣＴＴＡＣＴＴＣＡＧＣ ６９．５

５′ＲＡＣＥ通用引物 ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ

３′ＲＡＣＥ通用引物 ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ

３′ＲＡＣＥ ＧＧＧＣＴＴＧＧＴＧＧＣＴＧＡＴＧＡＡＣＡＧＡＡＴＧ ７１．６

１．３．２　不同组织ＤＨＲＳ７实时定量表达分析　　

总ＲＮＡ反转录按照 ＭＭＬＶ反转录酶操作说明书

进行，得到的ｃＤＮＡ置于－２０℃保存。本试验根据

鹅犇犎犚犛７基因的ＣＤＳ序列设计荧光实时定量引

物，引入２个内参基因β犪犮狋犻狀 和１８ＳｒＲＮＡ。定量

引物序列如表２所示。

表２　实时定量引物序列

犜犪犫犾犲２　犛犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狋犺犲狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉狇犚犜犘犆犚

基因

Ｇｅｎｅ

引物序列 （５′３′）

ＰｒｉｍｅｒＳｅｑｕｅｎｃｅ

片段大小／ｂｐ

Ｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

犇犎犚犛７
Ｆ：ＴＧＧＣＴＧＡＴＧＡＡＣＡＧＡＡＴＧ

Ｒ：ＴＴＡＧＴＡＣＡＡＧＴＡＧＡＧＣＡＧＧＡＡＴ
１０９ ６０

１８ＳｒＲＮＡ
Ｆ：ＴＴＧＧＴＧＧＡＧＣＧＡＴＴＴＧＴＣ

Ｒ：ＡＴＣＴＣＧＧＧＴＧＧＣＴＧＡＡＣＧ
１２９ ６０

β犪犮狋犻狀
Ｆ：ＣＡＡＣＧＡＧＣＧＧＴＴＣＡＧＧＴＧＴ

Ｒ：ＴＧＧＡＧＴＴＧＡＡＧＧＴＧＧＴＣＴＣＧＴ
９２ ６０

１．３．３　填饲对犇犎犚犛７在鹅肝脏中表达的影响　

　提取保存样品总ＲＮＡ，并将反转录得到的ｃＤＮＡ

置于－２０℃保存，同样以１８ＳｒＲＮＡ和β犪犮狋犻狀２个

基因为内参，采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法对犇犎犚犛７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 及 试 验 条 件 参

照１．３．２。

１．４　数据分析

测序结果经人工校正后，用ＤＮＡＭＡＮ进行序

列拼接、同源性分析。同源性分析运用ＤＮＡＳＴＡＲ

分析软件中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ程序，采用ＣｌｕｓｔａｌＷ方法

进行比对。氨基酸保守结构与磷酸化位点分析通过

ＮＣＢＩ的 ＣＣＤ 工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｃｄｄ．ｓｈｔｍｌ）。利用 ＮｅｔＰｈｏｓ２．０

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／）预

测ＤＨＲＳ７氨基酸序列存在的磷酸化位点。蛋白质

跨膜区与二级结构的预测利用（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈ．

ｅｍｂｎｅｔ．ｏｒｇ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ＴＭＰＲＥＤ＿ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）工具

进行。用 ＨＮＮ（ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／

ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝／ＮＰＳＡ／ｎｐｓａ＿ｍｌｒｃ．ｈｔ

ｍｌ）对鹅 ＤＨＲＳ７氨基酸序列进行二级结构预测。

实时定量结果用 ＢｉｏＲａｄｉＱ５软件的比较 Ｃｔ法

（２△△Ｃｔ法）进行分析计算
［９］，结果使用ＳＡＳ程序包

ＧＬＭ程序进行显著性比较（犘＜０．０５），结果以“平

均值±标准误”形式表示。

２　结　果

２．１　鹅犇犎犚犛７基因的克隆与序列分析

通过５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ扩增反应获得了２

个ＲＡＣＥ产物片段，电泳检测结果如图１所示，３′
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ＲＡＣＥ产物约３００ｂｐ，５′ＲＡＣＥ产物长约９００ｂｐ，与

预期大小一致，条带单一明亮。运用ＤＮＡＳＴＡＲ软

件，将犇犎犚犛７克隆测序结果拼接成一段总长度为

１２７９ｂｐ的序列（图２），其中起始密码子前２５个核

苷酸为５′ＵＴＲ区，终止密码子后２４３个核苷酸为３′

ＵＴＲ调控区，预测其开放阅读框长度为１０１１ｂｐ，有

起始密码子ＡＴＧ和终止密码子ＴＡＡ，可编码３３６

个氨基酸。对犇犎犚犛７的序列进行了同源性分析

（表３），发现鹅犇犎犚犛７与鸡的同源性最高，在核苷

酸水平和氨基酸水平都高达９０％以上。与鱼类的

同源性次之，与哺乳动物人和大鼠比较低，与两栖类

的同源性最低，都在６０％以上。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．犇犎犚犛７基因３′ＲＡＣＥ
产物；２．犇犎犚犛７基因５′ＲＡＣＥ产物

Ｍ．ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ２０００；１．３′ＲＡＣＥｐｒｏｄｕｃｔｓ；２．５′

ＲＡＣＥｐｒｏｄｕｃｔｓ

图１　鹅犇犎犚犛７基因的犚犃犆犈扩增

犉犻犵．１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犚犃犆犈狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳

犵狅狅狊犲犇犎犚犛７犵犲狀犲

单下划线分别为鹅犇犎犚犛７的５′ＵＴＲ和３′ＵＴＲ区域，黑色加重字母代表鹅犇犎犚犛７最初的核苷酸ＥＳＴ序列

Ｔｈｅｌｅｔｔｅｒｓｍａｒｋｅｄｂｙａｓｉｎｇｌｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅ５′ＵＴＲａｎｄ３′ＵＴＲ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅｌｅｔｔｅｒｓｂｏｌｄｒｅｐｒｅ

ｓｅｎｔｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｆｉｒｓｔｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｇｉｏｎｏｆｇｏｏｓｅ犇犎犚犛７
图２　鹅犇犎犚犛７基因犮犇犖犃序列

犉犻犵．２　犜犺犲狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犵狅狅狊犲犇犎犚犛７犵犲狀犲

表３　鹅犇犎犚犛７与其他物种在核苷酸和氨基酸上的同源性

犜犪犫犾犲３　犎狅犿狅犾狅犵狔狅犳犵狅狅狊犲犇犎犚犛７狑犻狋犺狅狋犺犲狉狊狆犲犮犻犲狊犪狋狋犺犲狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲犪狀犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱犾犲狏犲犾狊

物种名（拉丁名）

Ｓｐｅｃｉｅｓ（犾犪狋犻狀狀犪犿犲）

核苷酸水平／％

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｌｅｖｅｌ

氨基酸水平／％

Ａｍｉｎｏａｃｉｄｌｅｖｅｌ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋｎｕｍｂｅｒ

鸡 （犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊） ９０．１ ９２．６ ＸＭ＿４２１４２３

斑马鱼（犗狊狋犪狉犻狅狆犺狔狊犻） ８６．０ ６２．６ ＮＭ＿００１０４５３４６

人（犎狅犿犻狀犻犱犪犲） ６９．５ ６７．６ ＮＭ＿０１６０２９

大鼠（犕狌狉犻狀犪犲） ６３．９ ６５．２ ＮＭ＿０２５５２２

非洲爪蛙 （犘犻狆犻犱犪犲犌狌犲狀狋犺犲狉） ６０．０ ６１．１ ＮＭ＿００１０９２３１５
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２．２　鹅犇犎犚犛７氨基酸序列的生物信息学分析

本研究对鹅ＤＨＲＳ７氨基酸序列的功能结构区

域进行了预测，结果如图３Ａ所示，鹅ＤＨＲＳ７在其

氨基端存在１个跨膜区，约由２０个氨基酸残基组

成。在其暴露的６０～２４０氨基酸残基位点处，存在

ＮＡＤＰ的结合位点。同时，预测发现鹅ＤＨＲＳ７存

在１６个磷酸化位点，分别在Ｓｅｒ（１０）、Ｔｙｒ（３）和

Ｔｈｒ（３）残基上，表明鹅ＤＨＲＳ７存在着磷酸化调控。

本试验对获取的鹅ＤＨＲＳ７氨基酸序列进行二

级结构预测（图３Ｂ），结果显示，鹅ＤＨＲＳ７氨基酸

残基的二级结构以α螺旋为主，占４１．３７％，β折叠

和无规则卷曲分别占到２９．７６％和２８．８７％。中间

段α螺旋和β折叠相间，与ＤＨＲＳ家族三维结构中

一个非常典型的保守结构域（Ｒｏｓｓｍａｎｎ卷曲，即２

个βαβ聚集体连在一起）形成的βαβαβ结构相符。

Ａ．鹅ＤＨＲＳ７氨基酸残基的功能区域分析，其中单下划线代表跨膜区域；双下划线是ＮＡＤＰ结合位点；黑体氨基酸

残基代表磷酸化位点。Ｂ．鹅ＤＨＲＳ７蛋白质的二级结构，图中长竖线代表α螺旋；中等长度竖线为无规则卷曲；短

竖线为β折叠

Ａ．ＴｈｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｇｅｅｓｅＤＨＲＳ７ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｍｏｔｉｆ，ｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｗｉｔｈａｓｉｎｇｌｅｌｉｎｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ

ｒｅｇｉｏｎ，ｗｉｔｈａｄｏｕｂｌｅｌｉｎｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅＮＡＤＰｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓ，Ａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｗｉｔｈｂｌａｃｋａｎｄｂｏｌｄｐｒｉｎｔｒｅｐｒｅ

ｓｅｎｔｔｈｅＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ．Ｂ．ＳｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｇｅｅｓｅＤＨＲＳ７，ｌｏｎｇｖｅｒｔｉｃａｌｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅＡｌｐｈａｈｅｌｉｘ，ｍｅ

ｄｉｕｍｖｅｒｔｉｃａｌｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅＲａｎｄｏｍｃｏｉｌａｎｄｔｈｅｓｈｏｒｔｖｅｒｔｉｃａｌｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅＥｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄ

图３　鹅犇犎犚犛７氨基酸序列的生物信息分析

犉犻犵．３　犅犻狅犻狀犳狅狉犿犪狋犻犮狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犵犲犲狊犲犇犎犚犛７犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲

２．３　鹅不同组织犇犎犚犛７基因的表达

对四川白鹅不同组织犇犎犚犛７表达水平进行检

测（图４），发现，犇犎犚犛７在肾脏中表达最高，显著高

于在其他各组织中的表达水平（犘＜０．０５）；其次是

在皮下脂肪腹脂和肝脏中都有较高的表达；而在四

川白鹅骨骼肌、心肌以及大脑和性腺中的表达量较

低，其中在性腺、心脏和腿肌中的表达水平显著低于

其他各组织中的表达（犘＜０．０５）。

２．４　填饲对不同品种犇犎犚犛７表达的影响

为研究犇犎犚犛７在不同鹅种肝脏中的作用，检

测了犇犎犚犛７在２个鹅品种肝脏中的表达差异，结

果显示（图５），犇犎犚犛７在四川白鹅肝脏中的表达高

于其在朗德鹅中的表达。填饲后，犇犎犚犛７在２种

鹅肝脏中的表达水平都显著上调（犘＜０．０５），其中

在朗德鹅肝脏中的表达水平上调最为明显，大约是

其对照组表达水平的１０倍，而填饲对犇犎犚犛７在四

川白鹅中肝脏中的表达影响相对小些，约是对照组

表达水平的２倍左右。

１１０依次是：肝脏、皮脂、腹脂、小肠、胸肌、腿肌、心脏、

肾脏、大脑和性腺。不同字母表示在犘＜０．０５水平上差

异显著

１１０ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｌｉｖｅｒ，ｓｅｂｕｍ，ａｂｄｏｍｉｎａｌｆａｔ，ｓｍａｌｌｉｎｔｅｓ

ｔｉｎｅ，ｂｒｅａｓｔｍｕｓｃｌｅ，ｌｅｇｍｕｓｃｌｅ，ｈｅａｒｔ，ｋｉｄｎｅｙ，ｂｒａｉｎ，

ｇｏｎａｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｐｈａｂｅｔｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ犘＜０．０５ｌｅｖｅｌ
图４　犇犎犚犛７在四川白鹅各组织中的表达

犉犻犵．４　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅犳犻犾犲狅犳犇犎犚犛７犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋

狋犻狊狊狌犲狊犪狀犱狅狉犵犪狀狊犻狀犛犻犮犺狌犪狀犠犺犻狋犲犵犲犲狊犲
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Ａ．朗德鹅对照组；Ｂ．朗德鹅填饲组；Ｃ．四川白鹅对照

组；Ｄ．四川白鹅填饲组。不同字母表示在犘＜０．０５水

平上差异显著

Ａ．Ｌａｎｄｅｓｇｅｅｓｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ．Ｌａｎｄｅｓｇｅｅｓｅｆｏｒｃｅｄｆｅｅｄｉｎｇ

ｇｒｏｕｐ；Ｃ．Ｓｉｃｈｕａｎ Ｗｈｉｔｅｇｅｅｓｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｄ．Ｓｉｃｈｕａｎ

Ｗｈｉｔｅｇｅｅｓｅｆｏｒｃｅｄｆｅｅｄｉｎｇｇｒｏｕｐ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｐｈａｂｅｔｒｅ

ｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｔ犘＜０．０５ｌｅｖｅｌ
图５　填饲对犇犎犚犛７在肝脏中表达的影响
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３　讨　论

本研究利用实验室前期获得的 犇犎犚犛７的

ＥＳＴ序列设计引物，通过ＲＡＣＥ技术成功获得了鹅

犇犎犚犛７基因ｍＲＮＡ全序列。所获得的鹅犇犎犚犛７

序列经过物种间同源比对之后，发现与鸡ＤＨＲＳ７

在氨基酸序列与核酸序列上的同源性都大于９０％，

与人、大鼠、斑马鱼和非洲爪蛙都具有６０％以上的

同源性，说明ＤＨＲＳ７在鸟类、哺乳动物、鱼和两栖

类中都较保守。这与Ａｌｂａｌａｔ等发现在物种进化过

程中，犇犎犚犛７及其连锁的几个基因在脊椎动物中

高度保守的研究结果相一致［１０］，也证明本研究获得

的鹅犇犎犚犛７序列的正确性。

对鹅ＤＨＲＳ７氨基酸序列的进一步分析发现其

具有１个跨膜区，１个ＮＡＤＰ的结合位点。揭示该

蛋白可能与脂质代谢相关，与ＤＨＲＳ家族的酶通常

催化ＮＡＤ（Ｐ）（Ｈ）依赖的一系列底物包括多元醇、

类视黄醇、类固醇、脂肪酸衍生物以及外源性化学物

质的反应［１１］的功能相适应。另外，鹅ＤＨＲＳ７也存

在１６个磷酸化位点，分别分布在Ｓｅｒ（１０）、Ｔｙｒ（３）

和Ｔｈｒ（３）残基上。磷酸化位点主要参与蛋白质和

其底物结合的调节作用，同时，鹅ＤＨＲＳ７的二级结

构中以α螺旋为主，β折叠和无规则卷曲分别占到

２９．７６％和２８．８７％，二级结构分布情况显示，在中

段催化位置，有多个α螺旋和β折叠，这与Ｆｉｌｌｉｎｇ

等发现的ＤＨＲＳ家族三维结构中１个非常典型的

保守结构域（Ｒｏｓｓｍａｎｎ卷曲，即２个βαβ聚集体连

在一起）形成的βαβαβ的结构相吻合
［１２］。据报道，

ＤＨＲＳ家族成员的核苷酸序列一致性很低，但是他

们都无一例外拥有共同的互作因子结合位点基序

（ＴＧＸＸＸＧＸＣ）和催化四分体位点（ＮＳＹＫ）
［１２１３］。

三维结构有一个非常典型的同源结构域，即 Ｒｏｓｓ

ｍａｎｎ卷曲，２个βαβ聚集体连在一起，形成βαβαβ结

构［８］。本研究证实，鹅ＤＨＲＳ７具有犇犎犚犛基因家

族一致的基本结构，这可能成为鹅 ＤＨＲＳ７保持

犇犎犚犛基因家族基本功能的结构基础。

目前已经检测到人ＤＨＲＳ７在视网膜、骨骼肌、

肝脏、心脏以及脂肪组织中有表达［２］。本研究检测

了在鹅不同组织和器官中 犇犎犚犛７的表达，发现

犇犎犚犛７除在上述组织有表达外，还在鹅的肾脏有

较高水平的表达，其次在鹅不同的脂肪组织中（皮下

脂肪和腹脂）也有较高水平的表达，提示鹅ＤＨＲＳ７

与鹅肝脏功能以及脂肪代谢等有一定关系。为进一

步确定ＤＨＲＳ７是否参与了鹅肝脏脂肪变性过程，

检测了填饲后鹅肝脏中犇犎犚犛７的表达情况，研究

发现，鹅填饲后肝脏中犇犎犚犛７的表达明显上调，与

Ｌｋｈａｇｖａｄｏｒｉ等的研究结果相一致
［５］，说明ＤＨＲＳ７

在动物肝脏和脂肪形成过程中具有重要作用。另

外，生产上一般选用朗德鹅作为鹅肥肝填饲的品种，

其填饲后产肝性能一般要优于四川白鹅。本研究中

发现，朗德鹅填饲前后犇犎犚犛７表达水平的变化明

显大于四川白鹅填饲前后犇犎犚犛７的表达变化。同

时，本实验室前期通过构建脂肪酸诱导鹅肝细胞脂

肪变性抑制消减杂交文库，筛选到犇犎犚犛７基因表

达在脂肪酸诱导鹅肝细胞脂肪变性过程中显著上

升［７］，与本研究结果仍一致，暗示该基因在鹅肝脂肪

变性中可能扮演着重要作用。

４　结　论

本试验以鹅犇犎犚犛７基因的ＥＳＴ片段为基础，

运用ＲＡＣＥ技术获得鹅犇犎犚犛７基因ｍＲＮＡ全序

列１２７９ｂｐ，含一个完整开放阅读框１０１１ｂｐ，可编

码３３６个氨基酸，还包括２５ｂｐ的５′ＵＴＲ和２４３ｂｐ

的３′ＵＴＲ调控区。该基因具有跨膜结构域以及

ＮＡＤＰ结合位点，具备犇犎犚犛基因家族的一般特

点。犇犎犚犛７在鹅肝脏和脂肪组织中都有较高表

达，在填饲后的鹅肝脏中表达水平显著上调，表明

ＤＨＲＳ７在鹅肝脂肪变性中可能扮演着重要作用。
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