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#基因的表达规律及其对脂肪细胞分化的影

响!利用
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QB!E6Q

检测了其在肉鸡脂肪组织和脂肪细胞中的表达特点!并利用基因过表达技术研究
<

LE9*

基因对

脂肪细胞分化的影响&结果显示!
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在
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周龄肉鸡腹部脂肪组织中持续表达!
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周龄高脂肉鸡腹部脂肪组

织
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表达量显著高于低脂肉鸡"

>

%

&'&1

#'

<

LE9*

在鸡成熟脂肪细胞的表达量低于前脂肪细胞"
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#'体

外培养的鸡前脂肪细胞经油酸诱导分化后!
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基因表达量均有低于对照组的趋势'过表达
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基因有抑制

脂肪细胞分化!以及抑制
1

%

;C>

#

+

9!-

基因表达"
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#的趋势&研究结果表明!
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基因在鸡腹部脂肪组织

生长发育过程中发挥重要作用!其可能是通过抑制
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基因表达进而抑制脂肪细胞分化实现的&
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基因'脂肪细胞分化'基因表达
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蛋白家族的一个成

员!早在
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年!从小鼠红细胞"
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#中克隆得到,
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&因为在其
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端具有较多的碱

性氨基酸!所以
[Z7*

又被称为碱性
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已经被证实在哺乳动物的红细胞生成,
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+免疫反

应,
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+自噬作用,
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+心肌细胞分化,
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-和脂肪细胞分

化,

.

-中发挥重要作用&
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基因敲除小鼠"

[Z7*
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#比正常小鼠拥

有较少的白色脂肪组织!并且附睾脂垫中的脂肪细

胞无论是数量!还是体积都小于正常小鼠,
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&细胞

水平的研究证实
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在脂肪细胞分化中发挥作

用&
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前脂肪细胞系的研究表明!
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基因

的表达量随着脂肪细胞的分化而下降!强制表达
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基因抑制
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脂肪细胞的分化,
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!进一

步的机制研究显示!
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通过抑制
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基因

的表达抑制脂肪细胞分化&在秀丽隐杆线虫中的研

究表明!
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通过调控脂肪酸去饱和途径基因的

表达水平!参与调控维持正常脂肪酸复合物的形

成,
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是调控脂蛋白组装+分泌和脂肪

酸
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氧化的重要基因,
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目前还没有关于
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基因在鸟类中的研究

报道&本研究以东北农业大学肉鸡高+低脂系为试

验材料!利用
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的方法检测
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周龄高低脂系肉鸡腹部脂肪组织+
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#仔鸡成熟脂肪细胞和前脂肪细

胞!以及脂肪细胞分化过程中的表达特点'同时!通

过基因过表达试验研究了
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基因对鸡前脂肪

细胞分化的影响!为进一步研究
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基因调控

脂肪分化的机理奠定基础&
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&每个时间点!高脂系+低脂系各取
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只为试验材料!采集新鲜的腹脂样品于
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保

存备用&
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肉仔鸡公鸡!超净台中取腹部脂肪组织

"腹部及肌胃周围脂肪组织#放入装有磷酸盐缓冲液

"
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#的平皿中'用
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将脂肪组织洗
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去血管和筋膜!用眼科剪剪碎组织!大约剪到
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体积大小'用
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$

型胶原酶的消化液消化组织!
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消化
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摇匀
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次#'消化完毕!

加入全培养基终止消化!吸管吹打!静置分层!取上

层油状物下的絮状物即为成熟脂肪细胞!其余部分
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0&&&I

1

:$-

2%离心
%&:$-

'弃去上清!

加入红细胞裂解液重悬细胞!室温静置
%&:$-

后!

0&&&I

1

:$-

2%离心
%&:$-

!弃上清!获得的沉淀即

前脂肪细胞,

%%

-

&

%'0'0

!
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前脂肪细胞汇合至
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左右时!加入诱导培养基
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油红
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提取比色
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在鸡前脂肪细胞诱导

分化后的
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次!用
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次!

蒸馏水洗
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次!再用
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的油红
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染色液染色
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次!室温干
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异丙醇溶解细胞中的油红
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细胞的
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为模板!扩增片段!琼脂糖凝胶电泳

50



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
).

卷
!

获得电泳图片!利用
lJ;-G$G

L

#-?8$#!I;"

软件检测

基因电泳条带的积分光密度
P]Y

"

P-G?

@

I;G?"#

K

G$#-

"?-,$G

L

!

P]Y

#值&基因的相对表达量$

Q?<'lJ;-G$G

L

p

P]Y

"

LE9*

#

P]Y

"

D!>K.

#

&

%'0'.

!i

QB!E6Q

!!

利用
BI;-,3G;IG

BW

B#

K

NI??-

i

E6Q3J

K

?IW$S

试剂盒和
48PEI$,:51&&,?

i

J?-=?

"?G?=G$#- ,

L

,G?:

"

4

KK

<$?" 8$#,

L

,G?:,

!

7#,G?I

6$G

L

!

64

#进行
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检测!反应采用
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体
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预变性
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!而后

进行
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个循环"
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!
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#&为了检测扩

增效率和防止二聚体影响试验结果!

E6Q

完成后进

行熔解曲线"
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i

QB!E6Q

所用引物详见表
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表
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用于
BK8
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待细胞培养至预定时间!

弃培养基!室温下用
E83

清洗细胞&然后向
.

孔板

中加入细胞裂解液"

QPE48JFF?I

#"每孔
&'%1:Z

#!

放置于冰上!轻轻摇动!作用
%1:$-

&裂解完成后!

将含有细胞的裂解液移至
%'1 :Z

离心管中&

%&&&&I
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2%
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离心
%&:$-

后!将上清"细胞

总裂解物#转至新的离心管!与等体积凝胶加样缓冲

液"
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#混合!在
%&&o

加热
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0&

1

Z

!采用
8P]!Q4Y

的

W$-$!EQ]B94D*

电泳系统进行常规
3Y3!E4N9

电泳&电泳结束后!采用
8P]!Q4Y

的
W$-$BI;-,!

8<#G

将样品转移至
EVY7

膜!将膜置于封闭液"

1X

脱脂乳的
E83B

#!室温反应
%>

!或
)o

过夜&洗去

膜上的封闭液!将膜孵育在含一抗"

4-G$!C4 B;

@

W#J,?W#-#=<#-;<4-G$A#"

L

#的
E83B

溶液!置于

摇床上!室温反应
%>

'洗膜后将膜孵育在含二抗

"

N#;G4-G$!W#J,?P

@

N

!

CQE6#-

+

J

@

;G?"

#的
E83B

溶液'再次洗膜后常规
96Z

显色&

%'0'(

!

细胞转染
!!

细胞转染按照罗氏
7JN9D9

CY

转染试剂操作说明书进行&

%'0'/

!

数据分析
!!

数据分析采用
3GJ"?-G!#

!数

据表示为.平均数
r

标准差"

W?;-r3Y

#/!以
>

%

&'&1

表示差异显著!

>

%

&'&%

表示差异极显著&

!

!

结
!

果

!D#

!

4

123G

基因在高低脂系
##

世代
!

!

#"

周龄

肉鸡脂肪组织的表达分析

利用半定量
E6Q

分析了
<

LE9*

基因在东北

农业大学肉鸡高+低脂系
%%

世代
0

)

%&

周龄肉鸡脂

肪组织中的表达&结果显示!

<

LE9*

在
0

)

%&

周龄

肉鸡腹部脂肪组织的生长发育过程中持续表达!

%&

周龄时!高脂肉鸡腹部脂肪组织
<

LE9*

表达水平

显著高于低脂肉鸡"

>

%

&'&1

!图
%

#&

!D!

!

鸡脂肪细胞中
4

123G

基因的表达规律分析

利用
i

QB!E6Q

方法分析
44

肉鸡前脂肪细胞

和成熟脂肪细胞中
<

LE9*

基因的表达水平!结果

显示!

<

LE9*

基因在鸡前脂肪细胞"

3GI#:;<!H;,=J!

<;I=?<<

!

3V

#中的表达量高于成熟脂肪细胞"

7;G

=?<<

!

76

#"

>

%

&'&%

!图
04

#&此外!本研究发现!体

外培养的鸡前脂肪细胞经油酸诱导分化后!

<

LE9*

基因的表达量在
)

个时间点"

0)

+

)(

+

50

和
/.>

#均

有低于对照组"未经油酸诱导#的趋势!但没有达到

显著水平"图
08

#&

!DG

!

过表达
4

123G

对鸡前脂肪细胞分化的影响

为了进一步研究
<

LE9*

基因在鸡前脂肪细胞

分化过程中的作用!本研究利用过表达技术分析了

<

LE9*

基因对鸡前脂肪细胞分化的影响&在鸡前

脂肪细胞中转染质粒
K

6WV!:

L

=!

<

LE9*

和
K

6!

WV!:

L

=

"

9:

K

G

L

V?=G#I

!

9V

#!

)(>

后回收细胞!用

:

L

=

标签抗体进行
T?,G?I-A<#G

!结果显示
K

6WV!

:

L

=!

<

LE9*

质粒能在前脂肪细胞中成功表达蛋白

"图
*4

#&将鸡
LE9*

基因过表达质粒"

K

6WV!

:

L

=!

<

LE9*

#转染到原代培养的鸡前脂肪细胞中!

培养
0)>

后!加入油酸诱导细胞分化!油红
]

提取

比色结果显示!在诱导后的
0)

+

50

和
%0&>

!与转染

空载体的对照组细胞相比!过表达
<

LE9*

基因的

鸡前脂肪细胞中脂滴沉积出现减少的趋势!但没有

达到显著水平"图
*8

#&

(0
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基因的表达规律及其对脂肪细胞分化的影响研究

柱状图表示
<

LE9*

的相对表达量"平均数
r

标准差#!

"

表示差异显著"

>

%

&'&1

#

B>?"$;

@

I;:,,>#MG>?I?<;G$H??S

K

I?,,$#-#F

<

LE9*

@

?-?

"

W?;-r3Y

#

'

"

:?;-,,$

@

-$F$=;-G"$FF?I?-=?

"

>

%

&'&1

#

图
#

!

4

123G

基因在脂肪组织发育过程中的表达

E-

;

D#

!

F-557**I

9

2*55-.(

9

:,,*2(.)

4

123G

;

*(*-(:>0.6-(:1):,,-557*072-(

;

0*=*1.

9

6*(,

4'LE9*

基因在原代分离"未经培养#的鸡前脂肪细胞和成熟脂肪细胞中的表达规律'

8'LE9*

基因在油酸诱导分

化的前脂肪细胞和对照组"未经油酸诱导分化#中的表达规律&

""

'

差异极显著"

>

%

&'&%

#&下同

4'LE9*:QD4?S

K

I?,,$#-$-=>$=R?-

K

I?;"$

K

#=

L

G?,

"

3V

#

;-":;GJI?;"$

K

#=

L

G?,

"

76

#

M?I?"?G?=G?"

'

8'LE9*:Q!

D4?S

K

I?,,$#-$-

K

I?;"$

K

#=

L

G?,M>$=>$-"J=?"$-G#"$FF?I?-G$;G$#-A

L

#<?;G?;-"=#-GI#<

@

I#J

K

"

M>$=>-#G$-"J=?"$-G#

"$FF?I?-G$;G$#-

#

M;,"?G?=G?"'

""

$-"$=;G?,,$

@

-$F$=;-G"$FF?I?-=?

"

>

%

&'&%

#

'B>?,;:?;,A?<#M

图
!

!

4

123G

基因在鸡前脂肪细胞和成熟脂肪细胞中表达特性

E-

;

D!

!

NI

9

2*55-.(+3:2:+,*2-5,-+5.)

4

123G

;

*(*-(+3-+L*(

9

2*:0-

9

.+

@

,*5:(0:0-

9

.+

@

,*5

!D%

!

过表达
4

123G

基因对鸡前脂肪细胞分化标志

基因的影响

为了分析
<

LE9*

基因对鸡前脂肪细胞分化的

影响!利用
i

QBE6Q

检测了脂肪细胞分化过程的标

志基因"

9!-

+

1

%

;C>

#

#的表达变化&结果发现!过

表达
<

LE9*

基因!在
0)>

显著抑制
1

%

;C>

#

基因

的表达"

>

%

&'&%

#!在
50>

显著抑制
9!-

+

1

%

;C>

#

基因的表达"

>

%

&'&%

!图
)

#&

G

!

讨
!

论

[Z7

家族的成员在哺乳动物脂肪发育中发挥

着重要作用,

%0!%)

-

&在
*B*!Z%

细胞系中的研究显

示!

[Z7*

是脂肪细胞分化的负调控因子!但是

LE9*

基因敲除小鼠的脂肪组织减少,

.

-

!表明了

[Z7*

在脂肪组织生长发育过程中具有多个调控功

能!目前还没有关于鸟类
[Z7*

的研究报道!本研究

结果显示!

<

LE9*

基因在高低脂系
0

)

%&

周龄肉鸡

腹部脂肪组织中均有表达"图
%

#!暗示了与小鼠

LE9*

相似!

<

LE9*

基因在鸡脂肪组织生长发育过

程中具有调控作用'在
%&

周龄时!高脂肉鸡
<

LE9*

基因表达水平显著高于低脂肉鸡"

>

%

&'&1

!图
%

#!

暗示
<

LE9*

的表达水平可能是影响肉鸡腹部脂肪

/0
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!
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!

学
!

报
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卷
!

4'T?,G?I-A<#G

检验
K

6WV!:

L

=!

<

LE9*

在前脂肪细胞中的过表达效果'

8'

油红
]

提取比色分析过表达
<

LE9*

基

因对脂肪细胞脂滴沉积的影响

4'T?,G?I-A<#G;-;<

L

,$,#F

<

LE9*#H?I?S

K

I?,,$#-$-=>$=R?-

K

I?;"$

K

#=

L

G?,GI;-,F?=G?"M$G>

K

6WV!:

L

=!

<

LE9*#I

9V

'

8'B>?<$

K

$"=#-G?-G#F=>$=R?-

K

I?;"$

K

#=

L

G?,M>$=>M?I?GI;-,F?=G?"M$G>

K

6WV!:

L

=!

<

LE9*;-"

K

6WV!:

L

=

!

$-"J=?"$-G#"$FF?I?-G$;G?A

L

#<?;G?

!

;-";A,#IA;-=?M;,:?;,JI?";G1%&-:

图
G

!

过表达
4

123G

基因对鸡前脂肪细胞分化的影响

E-

;

DG

!

N))*+,5.)

4

123G

;

*(*.=*2Q*I

9

2*55-.(.(+3-+L*(

9

2*:0-

9

.+

@

,*0-))*2*(,-:,-.(

图
%

!

过表达
4

123G

基因对鸡前脂肪细胞分化标志基因的影响

E-

;

D%

!

NI

9

2*55-.(:(:1

@

5-5.)0-))*2*(,-:,-.(6:2L*2

;

*(*5-(

4

123GQ.=*2*I

9

2*55-(

;

+3-+L*(

9

2*:0-

9

.+

@

,*5-(07+*0-(,.

0-))*2*(,-:,-.(>

@

.1*:,*

组织沉积的一个因素&

进一步分析
<

LE9*

基因在前脂肪细胞和成熟

脂肪细胞中的表达发现!

<

LE9*

基因在前脂肪细胞

中的表达量高于成熟脂肪细胞"

>

%

&'&%

!图
04

#!

并且在油酸诱导分化的鸡脂肪细胞中!

<

LE9*

表达

水平有普遍低于对照组的趋势!暗示与哺乳动物相

似,

.

-

!

<

LE9*

基因在脂肪细胞分化中可能具有负调

控作用&为了进一步研究
<

LE9*

基因对鸡脂肪细

胞分化的作用!笔者在鸡前脂肪细胞中过表达

<

LE9*

基因!油红
]

提取比色显示!在油酸诱导后

的
0)

+

50

和
%0&>

!过表达
<

LE9*

基因的脂肪细胞

呈现脂滴形成减少的趋势"图
*8

#!进一步暗示

<

LE9*

基因与小鼠
LE9*

类似,

.

-

!在体外具有抑

制前脂肪细胞分化的作用&

1

%

;C>

#

是哺乳动物和鸟类脂肪形成的重要调

控因子,

%0

!

%)!%.

-

&

1

%

;C>

#

基因敲除小鼠的研究表

明!

1

%

;C>

#

表达是白色脂肪组织发育的必须条

件,

%5

-

&此外!

1

%

;C>

#

在脂肪细胞终末分化中发挥

重要调控作用,

%(!0&

-

&

9!-

基因在动物体脂沉积中

发挥了重要的作用,

0%

-

!它可以将碳水化合物合成脂

肪酸!并以甘油三酯的形式储存,

00

-

&本研究发现!

过表达
<

LE9*

基因!在
50>

会显著抑制
9!-

+

1

%

;C>

#

基因的表达!在
0)>

显著抑制
1

%

;C>

#

基因

的表达"图
)

!

>

%

&'&%

#&笔者推断!与哺乳动物相

似,

.

-

!

<

LE9*

基因可能通过抑制
1

%

;C>

#

基因的

表达抑制脂肪细胞分化&而
<

LE9*

对
9!-

具有

转录抑制作用!则暗示了与线虫
LE9*

,

(

-相似!

LE9*

可能具有抑制脂肪酸从头合成和调控脂类沉

&*
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基因的表达规律及其对脂肪细胞分化的影响研究

积的功能&

综上所述!本研究结果显示
<

LE9*

和已经报

道的哺乳动物及线虫中
LE9*

相似!在肉鸡脂肪组

织生长发育中至少具有
0

个功能!即抑制脂肪细胞

分化和调控脂类合成代谢&此外!

<

LE9*

是否直接

调控
1

%

;C>

#

+

9!-

基因的表达等具体作用机制!

还有待荧光素酶活性检测+染色质免疫共沉淀等试

验的进一步分析和验证&
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