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摘　要：本文采用ＲＴＰＣＲ方法从３５周龄母鸭脂肪组织中克隆了犃犉犃犅犘 基因的ｃＤＮＡ序列，其长度为４２２ｂｐ，

包含了１个３９９ｂｐ的完整ＣＤＳ，编码１３２个氨基酸。该序列与家禽（鹅、鸡）和哺乳动物（人、小鼠、猪、牛）的犃

犉犃犅犘 基因序列约有９４％和７３．４％～７５．７％的同源性，而相应氨基酸序列的同源性为９２．４％和７２．０％ ～

７７．３％。半定量ＲＴＰＣＲ研究结果为犃犉犃犅犘 基因在间脑、肺和肾组织中不表达，在脂肪组织中的表达明显高于

其他组织（犘＜０．５）。表明犃犉犃犅犘 基因在动物进化中具有高度保守性，该基因的表达具有组织特异性。
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７３．４％７５．７％ｈｏｍｏｌｏｇｙｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｍａｍｍａｌ（ｈｕｍａｎ，ｍｏｕｓｅ，ｐｉｇａｎｄｃａｔｔｌｅ），ｗｈｉｌｅｔｈｅｃｏｒｒｅ

ｓｐｏｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｈａｒｅｄｍｏｒｅｔｈａｎ９２．４％ａｎｄ７２．０％７７．３％ｈｏｍｏｌｏｇｙｗｉｔｈｔｈｅａｂｏｖｅａｎｉｍａｌｓ’

犃犉犃犅犘ｐｒｏｔｅｉｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔｙＲＴＰＣＲｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｄｕｃｋ犃

犉犃犅犘 ｍＲＮＡｄｉｄｎｏｔｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｄｉｅｎｃｅｐｈａｌｏｎｓ，ｌｕｎｇａｎｄｋｉｄｎｅｙ，ａｎｄｉｔｓｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｏｆａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｏｔｈｅｒｔｉｓｓｕｅｓ（犘＜０．５）．犃犉犃犅犘ｇｅｎｅｉｓｏｆｈｉｇｈ

ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｕｒｓｅｏｆａｎｉｍａｌｅｖｏｌｕｔｉｏｎ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ犃犉犃犅犘 ｍＲＮＡｉｓｐａｒｔｉ

ｃｕｌａｒｔｏｔｉｓｓｕｅｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｄｕｃｋ；犃犉犃犅犘ｇｅｎｅ；ｃｌｏｎｉｎｇ；ｔｉｓｓｕｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　脂肪酸结合蛋白（Ｆａｔｔｙａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，

ＦＡＢＰ）是一类小分子细胞内蛋白质，参与细胞内脂

肪酸的运输，可将脂肪酸从细胞膜上运送到脂肪酸

氧化和甘油三酯及磷脂的合成位置。除细胞外液以

及特定的细胞类型外，这些蛋白几乎存在于哺乳动

物的所有组织中［１］。１９７２年，Ｏｃｋｎｅｒ首先在大鼠

的小肠黏膜中发现了犉犃犅犘基因
［２］，随后又在动物

肠、心、脑、脂肪等组织中发现了犉犃犅犘基因。这些
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基因是以第１次被分离和鉴定的组织来命名，目前

已经发现１１种以上的类型。脂肪型脂肪酸结合蛋

白（ＡＦＡＢＰ）基因就是其中之一，该蛋白分子量为

１４．１ｋｕ，只在脂肪细胞中表达
［３］。鸡、猪、人和小鼠

的犃犉犃犅犘 基因分别被定位于第２、４、８、３号染色

体上［４］。鸡和哺乳动物均含有４个外显子和３个内

含子，外显子高度同源，内含子的长度在物种间存在

较大差异。在脂肪细胞的分化过程中伴随着有关脂

类代谢酶类以及 ＡＦＡＢＰ表达与活性的显著增

强［５］。哺乳动物的ＡＦＡＢＰ是甘油三酯的贮存库，

在甘油三酯的形成以及脂溶解的过程中 ＡＦＡＢＰ

储存或释放出大量的脂肪酸，从而参与调控生成及

溶解的生化循环［６］。猪［７］和鸡［８９］的犃犉犃犅犘 基因

被作为肌内脂肪（ＩＭＦ）含量的候选基因。本实验室

用单链构象多态（ＳＳＣＰ）方法对犃犉犃犅犘 基因的第

２、３外显子及第２内含子进行了单核苷酸多态性

（ＳＮＰ）检测，发现了４个单核苷酸突变，在所测群体

中产生３种基因型，且基因型在鸭群中的分布存在

明显差异［１０］。本文采用ＲＴＰＣＲ技术从鸭脂肪组

织中克隆犃犉犃犅犘 基因序列，并检测该基因在鸭不

同组织中的表达规律，为该基因的功能以及能否作

为肉鸭体脂等性状的标记辅助选择奠定基础。

１　材料和方法

１１　试验动物及总犚犖犃提取

　　取３只３５周龄母鸭（昆山麻鸭）脂肪、肝、骨骼

肌、心、脾、小肠、腺胃、肌胃、间脑、卵巢、肺和肾１２

个组织，迅速置于液氮中。用 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，

ＵＳＡ）提取总ＲＮＡ，用ＤＮａｓｅＩ（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）对

总ＲＮＡ进行消化，调整浓度后（１μｇ／μＬ）分装保存

于－７０℃冰箱中。

１２　分子克隆及测序

　　反转录按 ＲＮＡ ＰＣＲ Ｋｉｔ（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．３．０．

（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）反转录试剂盒的要求进行。反转

录反应液组成为：４μＬＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ），２μＬ

１０×ＲＴＢｕｆｆｅｒ，７．５μＬＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ，２μＬ

ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（１０ｍｍｏｌ／Ｌｅａｃｈ），０．５μＬＲＮａｓｅ

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０Ｕ／μＬ），１μＬ ＡＭＶ ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔａｓｅ（５Ｕ／μＬ），１μＬＯｌｉｇｏｄＴＡｄａｐｔｏｒＰｒｉｍｅｒ

（２．５ｐｍｏｌ／Ｌ），２μＬｓａｍｐｌｅＲＮＡ（总 ＲＮＡ≤２

μｇ）。反转录反应条件：４２℃３０ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，

５℃５ｍｉｎ。

　　根据ＧｅｎＢａｎｋ发表的鹅、鸡、人和鼠等物种的

犃犉犃犅犘 基因保守区域，设计引物用于以鸭脂肪组

织ｃＤＮＡ为模板的ＰＣＲ扩增，以获得鸭犃犉犃犅犘

基 因 ｃＤＮＡ 序 列。引 物 序 列 如 下：ＡＦ１：５′

ＡＧＡＣＴＧＣＴＡＣＣＴＧＧＣＣＴＧＡＣＡ３′， ＡＲ１：５′

ＧＴＴＣＣＣＡＴＣＣＡＣＣＡＣＴＴＴＴＣ３′；ＡＦ２：５′ＴＴＴ

ＧＣＴＡＣＣＡＧＧＡＡＧＡＴＧＧＣ３′，ＡＲ２：５′ＴＣＡＴ

ＧＣＴＣＴＴＴＣＧＴＡＡＡＣＴＣＴ３′。引物由上海桑尼

生物公司合成。

　　ＰＣＲ扩增在２５μＬ反应体系中进行：０．２μＬ

ｒ犜犪狇聚合酶（５Ｕ／μＬ，ＴａＫａＲａＴｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ），

２．５μＬ１０×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ（ｗｉｔｈｏｕｔＭｇ
２＋ ），２μＬ

ｄＮＴＰｓ（２．５ ｍｍｏｌ／Ｌｅａｃｈ），１．５μＬ ＭｇＣｌ２ （２５

ｍｍｏｌ／Ｌ），上、下游引物各１μＬ（１０ｐｍｏｌ／Ｌ），１μＬ

ＲＴ产物 ，加灭菌水至２５μＬ。ＰＣＲ扩增条件：９５℃

变性５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５３℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，进行

３０次循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。

　　将扩增产物在１％琼脂糖凝胶中电泳，用上海

华舜小量胶回收试剂盒回收目的片段，将回收片段

同Ｔ载体连接并转化到感受态细胞中，挑取阳性菌

落进行ＰＣＲ鉴定并于液体培养基中摇菌培养，回收

质粒，经酶切鉴定后送于上海桑尼生物公司测序。

１３　不同组织犿犚犖犃半定量表达

　　 本研究同时提取１２个组织的总ＲＮＡ，用半定

量ＲＴＰＣＲ的方法来检测犃犉犃犅犘 基因在组织中

的特异性表达。半定量ＲＴＰＣＲ以鸭持家基因３

磷酸甘油醛脱氢酶 （Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）为内参，引物序列为ＧＦ：

５′ＡＣＴＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＴＧＧ３′，ＧＲ：５′

ＴＡＡＧＡＣＣＣＴＣＣＡＣＡＡＴＧＣＣ３′；目标基因引物

为ＡＦ１／ＡＲ１，２个基因引物的设计均跨内含子。

ＲＴＰＣＲ条件基本同１．２。本研究采用多次重复来

减少误差，确保得到可信的试验结果。

１４　统计分析及软件

　　采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物，获得的序列用

ＤＮＡＭＡＮ软件进行拼接及同源性分析。半定量

ＰＣＲ结果用ＵｌｔｒａＶｉｏｌｅｔＰｒｏｄｕｃｔｓＬｔｄ中的软件分

析，并用ＳＰＳＳ１２．０求得平均数、标准差，并用Ｅｘｃｅｌ

作出柱状图。

２　结果与分析

２１　犚犜犘犆犚分析

　　以鸭脂肪组织总ＲＮＡ为模板进行ＲＴＰＣＲ扩

增，在１％琼脂糖凝胶中电泳检测ＰＣＲ产物（图１）。

０２８
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１．ＴｈｅＲＴＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐｒｉｍｅｒ ＡＦ１／ＡＲ１；

２．ＴｈｅＲＴＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐｒｉｍｅｒ ＡＦ２／ＡＲ２；

Ｍ．ＤＬ２０００

图１　鸭犃犉犃犅犘基因犚犜犘犆犚产物的１％琼脂

糖凝胶电泳图

犉犻犵１　１％犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳犚犜犘犆犚

狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犱狌犮犽犃犉犃犅犘犵犲狀犲

２２　序列分析

　　通过克隆、测序，获得２个ｃＤＮＡ 片段，用

ＤＮＡＭＡＮ软件进行拼接，得到４２２ｂｐ的ｃＤＮＡ，

含有１个３９９ｂｐ的开放阅读框和２３ｂｐ的５′非编

码区，开放阅读框编码了１３２个氨基酸 （Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

Ｎｏ：ＤＱ３５８１２３）。

　　用ＤＮＡＭＡＮ软件进行同源性分析，本研究所

获核苷酸序列与鹅、鸡犃犉犃犅犘 基因序列同源性较

高，约为９４％，与人、小鼠、牛和猪等物种犃犉犃犅犘

基因序列同源性较低，在７３．４％～７５．７％之间。进

一步进行氨基酸序列同源性比较可知，鸭与鹅、鸡的

犃犉犃犅犘 基因氨基酸序列同源性在９２．４％以上，而

与哺乳动物该基因的氨基酸序列的同源性在

７２．０％～７７．３％之间（表１）。

２３　不同组织犿犚犖犃表达的结果

　　半定量ＰＣＲ过程中所用的持家基因犌犃犘犇犎

经过 克 隆、测 序、同 源 性 比 较 （Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ：

ＡＹ４３６５９５），确认是鸭的犌犃犘犇犎 的一部分，长为

３４９ｂｐ；犃犉犃犅犘 基因用引物 ＡＦ１／ＡＲ１扩增。经

过预试验可知，在 ＲＴＰＣＲ 过程中 犃犉犃犅犘 和

犌犃犘犇犎 在第３２次循环时均未达到平台期。在本

试验半定量ＰＣＲ中，犃犉犃犅犘基因采用２９个循环，

表１　鸭犃犉犃犅犘基因与其他物种犃犉犃犅犘基因的核苷酸及氨基酸序列同源性比较

犜犪犫犾犲１　犎狅犿狅犾狅犵狅狌狊犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲犪狀犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犲狀犮狅犱犻狀犵

犃犉犃犅犘犵犲狀犲犫犲狋狑犲犲狀犱狌犮犽犪狀犱狅狋犺犲狉狊狆犲犮犻犲狊

物种

Ｓｐｅｃｉｅ

登录号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｕｍｂｅｒ

核苷酸同源性／％

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｉｄｅｎｔｉｔｙ

氨基酸同源性／％

Ａｍｉｎｏａｃｉｄｉｄｅｎｔｉｔｙ

鹅Ｇｏｏｓｅ ＡＦ４７２６１０ ９４．０ ９２．４

鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ ＮＭ２０４２９０ ９３．５ ９３．２

人 Ｈｕｍａｎ ＢＣ００３６７２ ７５．２ ７７．３

小鼠 Ｍｏｕｓｅ ＮＭ０２４４０６ ７３．４ ７５．８

猪Ｐｉｇ Ｙ１６０３９ ７５．４ ７４．２

牛Ｃａｔｔｌｅ Ｘ８９２４４ ７５．７ ７２．０

犌犃犘犇犎 基因采用３０个循环，均处于指数生长期。

　　半定量ＲＴＰＣＲ研究表明，除间脑、肺和肾组

织外，犃犉犃犅犘 基因在鸭其他组织中均表达；犃

犉犃犅犘 基因在脂肪组织中的表达量明显高于其他

组织（犘＜０．５）；除肌胃外，犃犉犃犅犘 基因在肝脏组织

中的表达量明显低于其他组织；犃犉犃犅犘 基因在卵巢

组织中的表达量明显高于肌胃组织；犃犉犃犅犘 基因在

其他组织两两之间表达差异不明显（图２、３）。

３　讨　论

　　在哺乳动物中，人、鼠、猪等物种的犃犉犃犅犘 基

因已经被克隆出来，这些物种的犃犉犃犅犘 基因在基

因长度、外显子数目和大小、内含子大小、碱基组成、

１．Ａｄｉｐｏｓｅ； ２．Ｌｉｖｅｒ； ３．Ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ； ４．Ｈｅａｒｔ；

５．Ｓｐｌｅｅｎ；６．Ｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；７．Ｇｌａｎｄｕｌａｒｓｔｏｍａｃｈ；８．

Ｍｕｓｃｕｌａｒｓｔｏｍａｃｈ；９．Ｄｉｅｎｃｅｐｈａｌｏｎ；１０．Ｏｖａｒｙ；１１．Ｌｕ

ｎｇ；１２．Ｋｉｄｎｅｙ．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

图２　鸭犃犉犃犅犘基因在不同组织中表达的１％琼脂糖

凝胶电泳图

犉犻犵２　１％ 犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳犱狌犮犽犃犉犃犅犘

犵犲狀犲犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀狏犪狉犻狅狌狊狋犻狊狊狌犲狊

５′和３′端非编码区序列、局部碱基序列等方面存在

着很强的同源性。本研究通过克隆、测序得到鸭犃

１２８
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纵坐标表示犃犉犃犅犘 与犌犃犘犇犎 ｍＲＮＡＩＯＤ比

值；横坐标表示不同组织

Ｔｈｅｖｅｒｔｉｃａｌａｘｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｖａｌｕｅｏｆｔｈｅ犃

犉犃犅犘 ｍＲＮＡｑｕａｎｔｉｔｙｒｅｌａｔｉｖｅｔｏ犌犃犘犇犎 ｍＲ

ＮＡｑｕａｎｔｉｔｙ，ｗｈｅｒｅａｓｔｈｅｈｏｒｉｚｏｎｔａｌａｘｉｓｉｎｄｉ

ｃａｔｅｓｔｈｅｖａｒｉｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ

图３　鸭犃犉犃犅犘犿犚犖犃在不同组织中的半定量

表达柱状图

犉犻犵．３　犜犺犲犺犻狊狋狅犵狉犪犿狅犳狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犱狌犮犽犃

犉犃犅犘犵犲狀犲犿犚犖犃犻狀狏犪狉犻狅狌狊狋犻狊狊狌犲狊犫狔狋犺犲

狊犲犿犻狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犘犆犚

ＦＡＢＰ 基 因 的 ｃＤＮＡ 序 列 （Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ：

ＤＱ３５８１２３），并通过同源性比较加以确认。由该序

列与鹅、鸡、人和鼠等物种的犃犉犃犅犘 基因核苷酸

及氨基酸序列的同源性可知，鸭与同属于家禽的鸡、

鹅同源性最高，与哺乳动物的同源性相对较低，这与

动物在分化过程中向不同方向分化的结果相一致。

同源性分析结果同时也揭示了犃犉犃犅犘 基因在物

种进化中是高度保守的，有相似的生物学功能，并在

动物进化过程中起着重要的作用。

　　基因的表达分为 ｍＲＮＡ水平和蛋白质水平。

ｍＲＮＡ的表达较好地反映着遗传基础（ＤＮＡ）与功

能（蛋白质）间的联系，因此，人们常常通过研究

ｍＲＮＡ表达来了解基因的作用规律。本研究采用

半定量ＲＴＰＣＲ法对犃犉犃犅犘 基因在３５周龄昆山

麻鸭的各个组织中的表达特异性进行了研究，鸭犃

犉犃犅犘 基因在脂肪组织中表达量最高，这与鸡
［８］和

猪［１１］的研究报道一致；鹅犃犉犃犅犘 在脾、小肠组织

中不存在表达，在心和肾中存在高度表达［１２］，这与

本实验鸭的犃犉犃犅犘 基因表达结果存在差异。由

此可见，犃犉犃犅犘 基因在组织中的表达因物种而存

在差异，这是否与物种各自的脂肪沉积形式及部位

存在相关，还需进一步研究。
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