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摘　要：为研究Ｃ／ＥＢＰα基因与朗德鹅肝脏脂肪代谢的关系，本研究克隆了朗德鹅Ｃ／ＥＢＰα基因，预测其蛋白结

构和功能，并通过实时荧光定量ＰＣＲ技术检测了朗德鹅肝脏Ｃ／ＥＢＰα基因在对照组和填饲、填饲＋Ｔ３、填饲＋Ｔ３

＋甜菜碱、填饲＋甜菜碱等４个不同处理组中的表达情况。结果发现：朗德鹅Ｃ／ＥＢＰα基因序列长为１　４０１ｂｐ，开

放阅读框（ＯＲＦ）为９７５ｂｐ，编码３２４个氨基酸的蛋白质，两侧分别是２１０ｂｐ的５′－ＵＴＲ和３９７ｂｐ的３′－ＵＴＲ；预测

朗德鹅Ｃ／ＥＢＰα蛋白位于细胞核中，不含有信号肽，不含有跨膜区，含有ｂＺＩＰ功能结构域；不同填饲处理组肝脏组

织中Ｃ／ＥＢＰα基因的表达显著或极显著高于对照组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），其中填饲＋Ｔ３＋甜菜碱处理组显著高

于其它３个填饲处理组（Ｐ＜０．０５），与对照组差异极显著（Ｐ＜０．０１）。推测Ｃ／ＥＢＰα基因在朗德鹅肝脏脂肪代谢

过程中发挥作用。
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　　鹅肥肝是一种高级营养品，以不饱和脂肪酸为
主，易为人体吸收和利用，且可降低人体血液中胆固
醇的含量，因其营养丰富、质地细嫩、香味独特，因此
成为欧美各国食谱中的三大美味佳肴之一［１－２］。鹅
肥肝形成的分子机理是目前肝脏脂肪代谢领域的一
个研究热点［３］，但鹅肥肝性状是一个复杂的经济性
状，受众多基因和因素的影响，难以确定其主效基
因，而近年来迅速发展的基因表达调控网络为研究
复杂性状提供了一个非常有效的途径［４－５］。本实验
室根据前人的研究结果结合理论原理构建了动物肝
脏脂代谢的基因表达调控网络［６］，发现Ｃ／ＥＢＰα是
肝脏脂代谢中的一个重要调控因子。

Ｃ／ＥＢＰ蛋白家族（ＣＣＡＡＴ　ｅｎｈａｎｃｅｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ）是一类与ＤＮＡ增强子区域结合的反式作
用因子，因其能与启动子的ＣＣＡＡＴ区及多种病毒
增强子相结合而命名，进化高度保守的蛋白，其同源
蛋白广泛存在于人、鼠、牛、鸡等生物体中［７－９］。Ｃ／

ＥＢＰｓ在脂肪组织的发育、分化以及新陈代谢中起
着重要的作用，与脂肪细胞生成和分化密切相
关［１０－１１］。研究发现Ｃ／ＥＢＰα蛋白参与脂质代谢，如
脂肪酸的合成，另外在肝细胞向成熟细胞分化时也
伴有Ｃ／ＥＢＰα基因的表达［９］。Ｇｒａｎｔ等研究表明，

Ｔ３在维持肝脏脂平衡和重建脂平衡中发挥重要的
作用［１２－１６］。当脂代谢由于过营养遭到破坏时，Ｔ３对
肝脏的损伤起保护作用［１７－１８］。甜菜碱处理则能减少
肝脏脂肪沉积，促进脂肪酸合成，因为它能够改善肝
脂肪变性，被用于治疗脂肪肝［１９－２１］。目前，鹅Ｃ／

ＥＢＰα基因序列及其基因表达调控方面的研究未见
相关报道。为了研究Ｃ／ＥＢＰα基因与朗德鹅肝脏
脂肪代谢的关系，本研究通过克隆测序获得朗德鹅

Ｃ／ＥＢＰα基因序列，从基因结构和预测的蛋白结构

上推测其功能，检测了填饲、填饲＋Ｔ３、填饲＋Ｔ３＋
甜菜碱和填饲＋甜菜碱等不同处理朗德鹅肝脏组织
中Ｃ／ＥＢＰα基因的 ｍＲＮＡ表达水平，并对不同的
处理结果进行了比较分析。

１　材料与方法
１．１　实验动物

选取江苏兴云集团同批孵化的健康朗德鹅公鹅

３０只，前期生长阶段饲养在相同的环境条件下，自
由采食和饮水。至第１２周时，将鹅分成５大组，每
组６只。其中对照组仍用常规饲料饲喂；填饲组仅
用填饲料（每１００ｋｇ玉米中添加０．５ｋｇ动物油、

０．５ｋｇ食盐、０．０１％复合维生素）饲喂；填饲＋Ｔ３处理组
在填饲开始后添加左旋甲状腺素钠（５０μｇ·ｄ

－１·只－１，
德国 Ｍｅｒｃｋ　Ｐｈａｍａ　Ｇｍｂｈ公司，半衰期为７．５ｄ），
共添加１０ｄ；填饲＋Ｔ３＋甜菜碱处理组在填饲和

Ｔ３处理的同时添加甜菜碱（１ｇ·ｄ－１·只－１，南京

Ｇｅｎｅｔｉｍｅ公司）；填饲＋甜菜碱处理组在填饲开始
后添加甜菜碱（１ｇ·ｄ－１·只－１，南京 Ｇｅｎｅｔｉｍｅ公
司）。第１５周龄时称重，屠宰全部试验鹅，测定肝质
量，采取部分肝脏组织，立即置于液氮中速冻，

－７０℃保存备用以提取ＲＮＡ，另一部分－２０℃保存
提取ＤＮＡ。

１．２　ＰＣＲ引物设计
根据鸡的Ｃ／ＥＢＰα基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ序列

号：Ｘ６６８４４），用Ｐｒｉｍｅｒ　ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０软件设计２对
引物Ｐ１和Ｐ２，用于扩增朗德鹅Ｃ／ＥＢＰα基因ＤＮＡ
序列。根据获得的鹅Ｃ／ＥＢＰα基因ＤＮＡ序列设计
引物Ｐ３和内参基因β－ａｃｔｉｎ序列（ＧｅｎＢａｎｋ序列号：

Ｍ２６１１１）设计引物Ｐ４用于荧光定量检测。所有引物均
由上海英骏生物技术有限公司合成，引物信息见表１。

表１　朗德鹅Ｃ／ＥＢＰα和β－ａｃｔｉｎ基因ＰＣＲ扩增引物

Ｔａｂｌｅ　１　Ｏｌｉｇｏ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ

基因

Ｇｅｎｅ

引物序列（５′－３′）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

片段长度／ｂｐ
Ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｌｅｎｇｔｈ

Ｃ／ＥＢＰα

β－ａｃｔｉｎ

Ｐ１
Ｆ：ＡＧＧＡＣＣＧＡＧＧＣＡＡＣＣＣＡ

Ｒ：ＧＡＧＴＧＣＴＣＧＴＴＣＴＣＧＣＡＧＡＴ
Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ　 ４０１

Ｐ２
Ｆ：ＣＣＧＡＡＣＣＣＴＧＧＡＴＴＧＣＣ

Ｒ：ＣＣＣＴＣＧＣＣＴＴＴＣＴＣＣＴＴＡＣＡ
６２　 １　２６６

Ｐ３
Ｆ：ＧＴＧＣＴＴＣＡＴＧＧＡＧＣＡＡＧＣＣＡＡ

Ｒ：ＴＧＴＣＧＡＴＧＧＡＧＴＧＣＴＣＧＴＴＣＴ
６０　 １９１

Ｐ４
Ｆ：ＡＣＣＡＣＣＧＧＴＡＴＴＧＴＴＡＴＧＧＡＣＴ

Ｒ：ＴＴＧＡＡＧＧＴＧＧＴＣＴＣＧＴＧＧＡＴ
６５　 ３９８

６９４
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１．３　ＤＮＡ和ＲＮＡ提取
酚－氯仿法提取肝脏组织中基因组ＤＮＡ，紫外

分光光度计测定ＤＮＡ浓度和纯度（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０＝
１．８～２．０），１％琼脂糖电泳检测质量，－２０℃保存
备用。

硫氰酸胍－酚－氯仿ＲＮＡ一步提取法提取肝组
织总ＲＮＡ。紫外分光光度计测定ＲＮＡ浓度和纯
度（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０＝１．８～２．０），１％琼脂糖电泳检测
质量。用随机引物对总 ＲＮＡ进行反转录，反应体
系为２５μＬ：２μｇ总 ＲＮＡ，１μｇ 随机引物，０．４
ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ｄＮＴＰｓ，２０Ｕ ＲＮａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，２００Ｕ
ＭＭＬＶ反转录酶（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），５μＬ　５×ＲＴ－
Ｂｕｆｆｅｒ（２５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ　８．３，５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＭｇＣｌ２，２５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＫＣｌ，５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＤＴＴ，

２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ）。先加 ＲＮＡ 模板、

ｄＮＴＰｓ和随机引物，７０℃变性５ｍｉｎ后立即放冰上
冷却，再加其余试剂，混匀后３７℃反应６０ｍｉｎ，９５
℃灭活５ｍｉｎ。将ＲＴ产物置于－２０℃备用。

１．４　ＰＣＲ扩增和克隆测序
反应体系为５０μＬ：５μＬ　１０×ＬＡ　ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ，

４μＬ　ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１），３μＬ　ＭｇＣｌ２，

１μＬ　Ｐｒｉｍｅｒ，１μＬ　Ｐｒｉｍｅｒ　ＧｅｎｅＲａｃｅｒＴＭ３′ｐｒｉｍｅｒ，

０．５μＬ　ＬＡ　Ｔａｑ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，１μＬ　Ｔｅｍｐｌａｔｅ
ＤＮＡ，３４．５μＬ　ｄｄＨ２Ｏ。ＰＣＲ反应程序为：９４℃３
ｍｉｎ；５个循环（９４℃３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ）；５个循环
（９４℃３０ｓ，７０℃３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ）；２５个循环（９４
℃３０ｓ，６１℃３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ）；７２℃７ｍｉｎ；４℃
保存。

ＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶电泳分离，紫外灯
下切下含有目的 ＤＮＡ 的琼脂糖凝胶，用 Ｖ－ｇｅｎｅ
ＤＮＡ凝胶回收试剂盒（杭州维特洁公司）纯化。回
收的ＤＮＡ片段与ＰＤＭＴ－１９Ｔ载体（大连ＴａＫａＲａ
公司）连接，并转化ＪＭ１０９菌株。用 Ｖ－ｇｅｎｅ质粒

ＤＮＡ提取试剂盒（杭州维特洁公司）提取质粒，

ＰＣＲ鉴定后，将质粒ＤＮＡ送交由上海英骏公司测
序。

１．５　实时荧光定量ＰＣＲ
反应体系２０μＬ：１μＬ　ＲＴ产物，１０μＬ　ＳＹＢＲ

Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑＴＭ，８μＬ　ｄｄＨ２Ｏ，１０ｎｍｏｌ·Ｌ－１目的
基因上游和下游引物各０．５μＬ。反应程序：９５℃
１ｍｉｎ；４０个循环（９４℃１０ｓ，退火１５ｓ，７２℃１０ｓ，

７８℃读板１ｓ）；７２℃３ｍｉｎ，６５～９４℃ 每０．２℃

读板一次绘制熔解曲线；７２ ℃保温１０ｍｉｎ。每
组６个样品，每个样品做３次重复。从每组重复
里随机选取目的基因和内参基因各１个，分别胶
回收纯化，１０倍梯度稀释后作为标准品，制作标
准曲线。

１．６　生物信息学及数据分析
克隆得到的核酸序列使用ＮＣＢＩ的ＯＲＦ　Ｆｉｎｄ－

ｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔ－
ｍｌ）程序，参考Ｋｏｚａｋ一致性规律寻找ＯＲＦ。采用

ＤＮＡｓｔａｒ分析Ｃ／ＥＢＰα蛋白的氨基酸组成、分子量
和等电点；采用ＥｘＰＡＳｙ的在线软件Ｃｏｍｐｕｔｅ　ｐＩ／

ＭＷ（ｈｔｔｐ：／／ａｕ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｉ＿ｔｏｏｌ．ｈｔｍｌ）分
析蛋白质分子量和等电点。采用ＥｘＰＡＳｙ提供的
在线跨膜区预测软件ＴＭＨＭＭ 和ＴＭＰＲＥＤ比较
分析 Ｃ／ＥＢＰα 蛋 白 跨 膜 区。采 用 ＥｘＰＡＳｙ 的

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／

ｐｒｏｔｓｃａｌｅ．ｐｌ）分析蛋白质疏水性。采用ＳｉｇｎａｌＰ　３．０
程序（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／Ｓｉｇ－
ｎａｌＰ）对氨基酸序列进行信号肽分析。采用 ＮＣＢＩ
的ＣＤＤ软件分析蛋白保守结构域。

实时荧光定量试验不同处理之间基因表达量的
差异用ＳＰＳＳ１１．５软件包中的 Ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ
进行分析，试验结果表示为珚ｘ±ｓｅ。

２　结　果
２．１　朗德鹅Ｃ／ＥＢＰα基因克隆测序结果

通过ＰＣＲ扩增、克隆测序和比对拼接后获得朗
德鹅Ｃ／ＥＢＰα基因ＤＮＡ序列，长度为１　４０１ｂｐ（图

１），已提交到ＧｅｎＢａｎｋ，登录号为ＧＵ２８９８２４。通过
分析发现朗德鹅Ｃ／ＥＢＰα基因没有内含子，其外显
子中开放阅读框（ＯＲＦ）长为９７５ｂｐ，推测编码３２４
个氨基酸残基，ＯＲＦ两侧分别是２１０ｂｐ的５′－ＵＴＲ
和３９７ｂｐ的３′－ＵＴＲ，另外在１　２１３～１　２１８ｂｐ处存
在一个标准的多聚腺苷酸加尾信号（ＡＡＴＡＡＡ）。
同源性分析发现鹅Ｃ／ＥＢＰα基因ＯＲＦ核苷酸序列
与鸡、珍珠鸟的同源性分别高达１００％和９４．５８％，
与人 的 同 源 性 为 ５２．９２％，与 鼠 的 同 源 性 为

５８．７５％。不存在信号肽，

２．２　氨基酸序列分析
朗德鹅Ｃ／ＥＢＰα蛋白相对分子量为３５．６７ｋｕ，理

论等电点ｐＩ为７．０９，定位于细胞核内，不含有明显的
疏水区，未发现跨膜区，为非分泌性蛋白。ＢＬＡＳＴ分

７９４
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下划线处代表起始密码子，星号代表终止密码子，加尾信号（ＡＡＴＡＡＡ）用阴影框出

Ｔｈｅ　ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ　ｌｉｎｅｓ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｔｈｅ　ｓｔａｒｔ　ｃｏｄｏｎ，ｔｈｅ　ｓｔａｒ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　ｔｈｅ　ｓｔｏｐ　ｃｏｄｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｈａｄｏｗ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　ｃａｎｏｎｉｃａｌ　ｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａ－
ｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　ｓｉｇｎａｌｓ（ＡＡＴＡＡＡ）

图１　朗德鹅Ｃ／ＥＢＰα基因序列及其推测编码的蛋白序列

Ｆｉｇ．１　ＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｇＣ／ＥＢＰαａｎｄ　ｉｔｓ　ｄｅｄｕｃｅｄ　ｃｏｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　Ｌａｎｄｅｓ　ｇｅｅｓｅ

析发现朗德鹅Ｃ／ＥＢＰα蛋白氨基酸与珍珠鸟、鸡的同
源性分别为８４．９７％和１００％，与人、鼠的同源性分别
为３７．７３％和６０．８８％，可见不同物种间Ｃ／ＥＢＰα蛋
白具有一定的保守性（图２）。

蛋白保守结构域分析发现朗德鹅Ｃ／ＥＢＰα蛋白
第２４６～３１０个氨基酸间存在１个ｂＺＩＰ结构域（图

２），与鸟类以及其它物种的Ｃ／ＥＢＰα蛋白一致。ｂＺ－
ＩＰ是Ｃ／ＥＢＰｓ蛋白的特征性结构，由２种功能域组

８９４
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图２　鹅Ｃ／ＥＢＰα蛋白序列与其它８种动物的同源蛋白序列比较
Ｆｉｇ．２　Ａ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｃ／ＥＢＰαｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｒｏｍ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｐｅｃｉｅｓ

成，即靠近氨基端的具有ＤＮＡ结合功能的碱性氨
基酸区（ｂａｓｉｃ　ｒｅｇｉｏｎ，ＢＲ）和羧基端的亮氨酸拉链结
构域（ｌｅｕｃｉｎｅ　ｚｉｐｐｅｒ，ＬＺ）。该结构域中的亮氨酸拉
链结构域作为蛋白与 ＤＮＡ 之间相互作用的结构
域，在信号转导、细胞分化和细胞骨架的形成中发挥
重要作用［１０］。

利用推测的朗德鹅Ｃ／ＥＢＰα蛋白氨基酸序列通
过Ｂｌａｓｔ程序检索出其他物种的同源蛋白，包括牛
（ＮＰ＿７８９７４１．２）、人 （ＮＰ＿００４３５５）、小鼠 （ＮＰ＿

０３１７０４．２）、大鼠（ＮＰ＿０３６６５６．１）、珍珠鸟（ＸＰ＿

００２１８８４１２．１）、鸡（ＮＰ＿００１０２６６３０．１）、大马哈鱼
（ＡＢＤ８４４０６）、爪蟾（ＮＰ＿００１０１１０４４）。采用 ＭＥＧＡ
４．１软件中的ＮＪ法构建了Ｃ／ＥＢＰα基因编码产物
的系统发育树（图３），结果发现聚类结果与经典分
类学结果基本一致。从图３可以看出，朗德鹅首先
与鸡聚为一类（ＢＰ＝９９％），再与珍珠鸟相聚（ＢＰ＝
１００％）；哺乳动物中的人和其他３个物种聚为一类
（ＢＰ＝１００％）；这两大类（鸟类和哺乳类）再与鱼类
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和爬行类相聚。可见Ｃ／ＥＢＰα蛋白质在序列上的同
源性在很大程度上反映了物种间的亲缘关系。

图３　根据Ｃ／ＥＢＰα基因序列构建的ＮＪ树
Ｆｉｇ．３　Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　Ｃ／ＥＢＰαｇｅｎｅｓ

２．３不同填饲处理的朗德鹅肝脏组织中Ｃ／ＥＢＰα基
因ｍＲＮＡ的表达

　　４个不同填饲处理组和对照组朗德鹅肝脏组织

Ｃ／ＥＢＰα基因 ｍＲＮＡ的表达情况见图４。由图４
可以看出，填饲＋Ｔ３＋甜菜碱处理组肝脏中Ｃ／

ＥＢＰα基因显著高于其他填饲处理组（Ｐ＜０．０５），
极显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），填饲组、填饲＋Ｔ３
处理组和填饲＋甜菜碱处理组之间差异均不显著，
但均显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。

不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），不同小写字
母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃａｐｉｔａｌ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｎｏｔｉｆｙ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１），ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｍａｌｌ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｎｏｔｉｆｙ　ｔｈｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）
图４　不同处理组朗德鹅肝脏组织中Ｃ／ＥＢＰα基因ｍＲ－

ＮＡ表达水平
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　Ｃ／ＥＢＰαｍＲＮＡ　ｉｎ

ｌｉｖｅｒ　ｏｆ　Ｌａｎｄｅｓ　ｇｅｅｓｅ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｇｒｏｕｐｓ

３　讨　论
Ｃ／ＥＢＰα最早是从肝脏和脂肪等组织中发现的

转录因子，以异源二聚体的形式发挥作用。异源二

聚体主要通过转录起始的不同形成４２和３０ｋｕ的

Ｃ／ＥＢＰα［１０］。我们从朗德鹅肝脏组织中获得的

Ｃ／ＥＢＰα基因编码蛋白的相对分子量为３５．６７ｋｕ，
与鸟类同源蛋白氨基酸序列的同源性在９４％以上，
与哺乳动物的总体同源性在７８％以上，蛋白结构域
分析表明朗德鹅Ｃ／ＥＢＰα蛋白与鸟类以及其它物种
一样含有Ｃ／ＥＢＰｓ蛋白家族特征性的ｂＺＩＰ结构域，
位于编码区的第２４６～３１０个氨基酸之间。ｂＺＩＰ结
构域中的亮氨酸拉链结构域作为蛋白与ＤＮＡ之间
相互作用的结构域，在信号转导、细胞分化和细胞骨
架的形成中发挥重要作用［１０－１６］，由此我们推测朗德
鹅Ｃ／ＥＢＰα蛋白功能与其它物种相似，具有 ＤＮＡ
结合活性，参与基因转录调控。同源蛋白聚类分析
结果表明，Ｃ／ＥＢＰα同源蛋白分别聚于不同的分支，
非洲蟾蜍和鱼类蛋白聚类于一个分支，鸟类聚类于
一个分支，而哺乳动物聚类于另一支，表明３大分支
的进化机制明显不同。

Ｃ／ＥＢＰα敲除可导致脂肪代谢障碍，粒细胞缺
乏和致命性的低血糖症［２２］，而其单独表达增强可诱
导前脂肪细胞３Ｔ３－Ｌ１向脂肪细胞分化，这说明

Ｃ／ＥＢＰα基因在脂肪代谢中具有关键作用，尤其是
在脂肪细胞分化中发挥重要作用。本研究中所有填
饲处理组朗德鹅肝脏组织中Ｃ／ＥＢＰα基因转录水
平均高于对照组（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜０．０５），表明

Ｃ／ＥＢＰα基因在朗德鹅肝脏脂肪代谢过程中发挥作
用。相对于填饲组，填饲＋Ｔ３处理组朗德鹅肝脏组
织中Ｃ／ＥＢＰα基因表达增强，但未达到显著水平。
苏胜彦等研究发现Ｔ３处理可使朗德鹅肝脏组织中

ＰＰＡＲγ基因的表达增强，从而影响肝细胞中脂滴
的沉积［２３］，而研究已证实Ｃ／ＥＢＰα在脂肪细胞分化
的后阶段起重要作用，可促进ＰＰＡＲγ基因的高表
达、保持分化细胞的表型［２４－２５］，结合我们研究小组前
期检测的Ｔ３处理后朗德鹅肝脏组织学变化（空泡
数量明显减少，细胞质内脂滴增加，肝细胞膨胀［６］），
我们推测Ｃ／ＥＢＰα基因在Ｔ３处理降低填饲对肝脏
的损伤中发挥了一定的作用。与填饲组相比，填饲

＋甜菜碱处理组朗德鹅肝脏组织Ｃ／ＥＢＰα基因

ｍＲＮＡ表达量虽未达到显著水平，但上升趋势明
显，这可能是因为甜菜碱处理后肝细胞内脂滴沉积
均匀化，促进了脂肪酸合成，抑制肝细胞的增殖，并
能够维持这种状态［１８－２１］，从而既保证了肝脏质量的
增加，又减少了细胞的凋亡，这与Ｓｕ等［１］的肝脏组
织学观察结果（甜菜碱处理后，空泡数量明显减少，

００５



　４期 于莎莉等：朗德鹅Ｃ／ＥＢＰα基因的克隆及不同处理对其在肝脏中表达的影响

脂滴沉积分布均匀，数量较多）和Ｊｉ等［２２］在甜菜碱
处理影响酒精性脂肪肝基因表达中的研究结果一
致。填饲＋Ｔ３＋甜菜碱处理组朗德鹅肝脏组织

Ｃ／ＥＢＰα基因表达显著高于填饲组（Ｐ＜０．０５），极显
著高于对照组（Ｐ＜０．０１），说明Ｔ３和甜菜碱协同作
用后共同增强了Ｃ／ＥＢＰα基因的表达量，与分别单
独添加Ｔ３和甜菜碱处理的结果相一致，但提高转
录水平的效果更明显。

４　结　论
本研究获得了朗德鹅Ｃ／ＥＢＰα基因 ＤＮＡ 序

列，推测鹅Ｃ／ＥＢＰα蛋白具有Ｃ／ＥＢＰｓ蛋白家族的
特征性结构和ＤＮＡ结合活性，参与基因的转录调
控。不同处理组的表达情况表明Ｃ／ＥＢＰα基因在
朗德鹅肝脏脂代谢调控网络中发挥一定的作用，结
合前期的组织学观察结果［１］，我们推测Ｃ／ＥＢＰα基
因能够促进朗德鹅肝脏细胞内脂滴的均匀沉积，保
护肝脏组织。为了进一步研究Ｃ／ＥＢＰα基因在朗
德鹅肝脏脂肪代谢和肝脏保护中的作用，下一步我
们将重点分析Ｃ／ＥＢＰα基因的多态性与产肝性能
间的关系，不同处理对肝脏Ｃ／ＥＢＰα蛋白表达的差
异，采用ＲＮＡｉ或基因敲除等方法研究朗德鹅肝脏

Ｃ／ＥＢＰα基因的功能，分析Ｃ／ＥＢＰα基因调控肝脏
脂肪代谢、肝脏保护的分子机制等，为探索朗德鹅肥
肝形成的分子机理提供依据。
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