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摘　要：为制备鸡肝脏型脂肪酸结合蛋白（ＬＦＡＢＰ）的多克隆抗血清，并分析ＬＦＡＢＰ的组织表达特性，利用ＲＴ

ＰＣＲ扩增犔犉犃犅犘 基因，构建鸡犔犉犃犅犘 基因的ＧＳＴ融合蛋白表达质粒ｐＧＥＸ４Ｔ／ＬＦＡＢＰ。将重组表达质粒转

化大肠杆菌ＢＬ２１，ＩＰＴＧ诱导产生ＧＳＴ／ＬＦＡＢＰ融合蛋白，用亲和层析纯化目的蛋白，将纯化的ＧＳＴ／ＬＦＡＢＰ融

合蛋白免疫家兔制备抗血清，并利用此抗血清分析鸡犔犉犃犅犘 基因的组织表达特性。诱导得到了１个４０ｋｕ（１４

ｋｕＬＦＡＢＰ＋２６ｋｕＧＳＴ）的融合蛋白，获得效价较高、特异性强的鸡ＬＦＡＢＰ的抗血清。鸡ＬＦＡＢＰ的组织表达

特性研究结果表明，该基因在肝脏和小肠组织中有较高表达，但在心脏、脂肪、肌肉、肌胃、脾、肺和肾中没有检测到

表达信号。
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　　脂肪酸结合蛋白（Ｆａｔｔｙａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，

ＦＡＢＰ）是一族分子量为１４～１６ｋｕ的蛋白质，广泛

存在于哺乳动物的小肠、肝、心、脑和骨骼肌的细胞

内，并且含量丰富，占细胞内可溶性蛋白的３％～

８％
［１］。ＦＡＢＰｓ承担细胞内脂肪酸的运输任务，它

们与脂肪酸结合并将其运输到脂肪酸氧化的位置、
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脂肪酸酯化成甘油三酯或磷脂的位置，或者进入细

胞核内发挥其可能的调控功能［２］。目前，在哺乳动

物细胞内已发现９种胞质ＦＡＢＰ
［３］。在鸡肝脏细胞

质中分离出２种ＦＡＢＰ，一种是非特异性脂结合蛋

白，与哺乳动物肝脏来源的ＦＡＢＰ不同，该蛋白对

脂肪酸结合能力较弱，被命名为肝脏基础脂肪酸结

合蛋白（ＬｂＦＡＢＰ）；另一种是特异性脂结合蛋白，

它与大鼠的ＬＦＡＢＰ结构高度相似，对脂肪酸有高

度的亲和力，因此被命名为鸡ＬＦＡＢＰ
［４５］。近年来

对小鼠等哺乳动物ＦＡＢＰ的功能研究较为深入，但

对禽类ＦＡＢＰ的功能研究几乎没有展开。

　　随着蛋白组学时代的到来，研究某一基因的生

物学功能需要从转录水平延伸到蛋白水平，而获取

目的蛋白的抗血清是在蛋白质水平上研究基因功能

不可缺少的部分。在前期工作的基础上，继续对鸡

ＬＦＡＢＰ进行研究，通过构建鸡ＬＦＡＢＰ原核载体

并诱导表达ＬＦＡＢＰ融合蛋白，制备了高特异性的

鸡ＬＦＡＢＰ抗血清，进而开展鸡ＬＦＡＢＰ的组织表

达分析，这为阐明鸡ＬＦＡＢＰ的功能奠定了坚实的

基础。

１　材料与方法

１１　主要试剂

　　质粒提取和ＤＮＡ胶回收试剂盒购自百泰克公

司；ｐＧＥＸ４Ｔ１载体为本实验室保存；Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ购自Ａｍｅｒｓｈａｍ公司；辣根过氧化物

酶（ＨＲＰ）标记的羊抗兔ＩｇＧ 和辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）标记的羊抗小鼠ＩｇＧ购自北京鼎国生物技

术有限责任公司；小鼠抗鸡 ＧＡＰＤＨＩｇＧ购自 ＵＳ

Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ公司；增强型ＨＲＰＤＡＢ底物显色试剂盒

购自ＴＩＡＮＧＥＮ公司；各种限制性内切酶购自大连

宝生物公司。

１２　犔犉犃犅犘的扩增

　　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 提供的 犔犉犃犅犘 基因序列

（ＡＹ５６３６３６）设计引物为：ＬＦＦ５′ＧＡＧＧＡＴＣＣＡＴ

ＧＡＧＣＴＴＣＡＣＴＧＧＡＡＡＧＴＡＣＧ３′；ＬＦＲ：５′ＣＧ

ＣＴＣＧＡＧＣＡＴＧＣＡＧＧＧＴＣＴＣＴＡＧＡＴＴＣＴＣＴ

３′，上游引物ＬＦＦ引入了犅犪犿ＨⅠ酶切位点，下游

引物ＬＦＲ引入了犡犺狅Ⅰ酶切位点。从鸡的肝脏组

织中提取总ＲＮＡ，以Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８为引物逆转录成

ｃＤＮＡ，以此ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反

应条件为：９４℃７ｍｉｎ，３０个循环（９４℃３０ｓ、５５℃

３０ｓ、７２℃３０ｓ），７２℃１０ｍｉｎ。用ＤＮＡ胶回收试

剂盒回收ＰＣＲ产物。

１３　重组表达质粒的构建

　　犅犪犿ＨⅠ／犡犺狅Ⅰ双酶切ＰＣＲ产物和 ｐＧＥＸ

４Ｔ１载体，纯化后连接，转化大肠杆菌ＤＨ５α感受

态细胞，筛选重组表达质粒ｐＧＥＸ４Ｔ／ＬＦＡＢＰ。重

组质粒采用犅犪犿ＨⅠ／犡犺狅Ⅰ双酶切和测序鉴定，确

保构建正确的重组质粒。

１４　犔犉犃犅犘在大肠杆菌中的表达和纯化

　　将重组表达质粒ｐＧＥＸ４Ｔ／ＬＦＡＢＰ转化大肠

杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，３７℃培养过夜。挑

取单菌落接种于ＬＢ培养基，３７℃振荡培养过夜，按

１∶１００转接到大三角瓶，３７℃振荡培养至ＯＤ６００在

０．４～０．６时加入ＩＰＴＧ（终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导，

３７℃继续振荡培养６ｈ，７０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ收

集菌体。ＰＢＳ重悬后超声破碎，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，分别取上清和沉淀，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。

用ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ亲和层析柱对上清中

的蛋白进行纯化。用Ｂｒａｎｄｆｏｒｄ方法测定蛋白浓

度。

１５　鸡犔犉犃犅犘抗血清的制备

　　将纯化的ＧＳＴ／ＬＦＡＢＰ融合蛋白溶于ＰＢＳ中

（浓度为１００μｇ／ｍＬ）。初免时取１ｍＬ此溶液与等

量的弗氏完全佐剂混合乳化，家兔背部皮下多点注

射，抗原量为１００μｇ／只；每间隔２周取１ｍＬ蛋白

溶液与等量的弗氏不完全佐剂混合乳化，加强免疫；

共免疫３次，最后一次抗原量为２００μｇ／只。三免１

周后心脏采血，分离血清，采用间接ＥＬＩＳＡ方法检

测抗血清效价，－２０℃冻存。

１６　组织蛋白的制备

　　取３周龄肉鸡的心脏、肝脏、腹脂、肌肉、肌胃、

脾、小肠、肺和肾９种组织，在含有１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ

的ＰＢＳ中匀浆，７０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ取上清，

－２０℃保存。

１７　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

　　取每种组织蛋白１００μｇ做ＳＤＳＰＡＧＥ。６０Ｖ

稳压电泳至蛋白进入分离胶后，将电压调至８０Ｖ稳

压电泳１ｈ。电转移的条件是２００ｍＡ稳流４０ｍｉｎ。

将本研究制备的鸡ＬＦＡＢＰ抗血清以１∶３０００稀

释后用于检测鸡ＬＦＡＢＰ的表达；内参为小鼠抗鸡

ＧＡＰＤＨＩｇＧ，稀释比例为１∶５０００。二抗分别为

辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗兔ＩｇＧ和辣根

过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗小鼠ＩｇＧ。免疫反应

条件均为３７℃振荡孵育１ｈ，用增强型 ＨＲＰＤＡＢ

７６４１
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底物显色试剂盒显色。

２　结果与分析

２１　鸡犔犉犃犅犘基因的获取

　　以鸡的肝脏组织ｃＤＮＡ为模板，利用犔犉犃犅犘

基因特异性引物进行ＰＣＲ扩增，扩增片段长度为

４１２ｂｐ（图略），含犔犉犃犅犘 的完整开放阅读框及插

入载体的酶切位点。扩增片段经纯化和酶切后，与

ｐＧＥＸ４Ｔ１载体连接构成重组质粒ｐＧＥＸ４Ｔ／Ｌ

ＦＡＢＰ，重组质粒经犅犪犿ＨⅠ／犡犺狅Ⅰ双酶切和测序

鉴定，证实犔犉犃犅犘 基因以正确的方向插入，且与

ＧＳＴ阅读框一致，能够形成１个４０ｋｕ的融合蛋

白。

２２　犔犉犃犅犘重组蛋白在大肠杆菌中的表达与纯化

　　将含有犔犉犃犅犘 基因的重组质粒ｐＧＥＸ４Ｔ／

ＬＦＡＢＰ转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，经

ＩＰＴＧ诱导后裂解细菌，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳显示表达

的外源性蛋白主要存在于裂解液上清中。进一步用

ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ亲和层析柱纯化所表达

的融合蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳证实相对分子质量约

为４０ｋｕ，与预期大小相符（图１）。

Ｍ． 蛋白质分子质量标准；１． 融合蛋白 ＧＳＴ／Ｌ

ＦＡＢＰ；２、３．携带ｐＧＥＸ４ＴＬ／ＦＡＢＰ质粒的大肠杆

菌的裂解物

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．ＰｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＧＳＴＬ

ＦＡＢＰｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ；２，３．Ｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｉｅｓｅｘｔｒａｃ

ｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｂｙｐＧＥＸ４ＴＬ／

ＦＡＢＰｅｎｃｏｄｉｎｇ犔犉犃犅犘ｇｅｎｅ

图１　重组犔犉犃犅犘蛋白的犛犇犛犘犃犌犈表达分析

犉犻犵１　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犔犉犃犅犘

２３　鸡犔犉犃犅犘基因组织表达特性分析

　　以鸡犌犃犘犇犎 为内参，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

鸡ＬＦＡＢＰ在９种不同组织中的表达特性。结果显

示鸡ＬＦＡＢＰ仅在肝脏和小肠组织中有表达，并且

与ＧＡＰＤＨ相比该蛋白表达丰度较高，而在其他７

种组织没有表达（图２）。

Ｍ．蛋白质分子质量标准；１．心脏；２． 肝脏；３．脂肪；

４．肌肉；５． 肌胃；６． 脾脏；７． 小肠；８． 肺；９． 肾

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１． Ｈｅａｒｔ；２． Ｌｉｖｅｒ；３． Ｆａｔ；４．

Ｍｕｓｃｌｅ；５．Ｍｕｓｃｌｅｓｔｏｍａｃｈ；６．Ｓｐｌｅｅｎ；７．Ｓｍａｌｌｉｎｔｅｓ

ｔｉｎｅ；８．Ｌｕｎｇ；９．Ｋｉｄｎｅｙ

图２　鸡犔犉犃犅犘组织表达特性的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

犉犻犵２　 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犔犉犃犅犘犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犮犺犻犮犽犲狀狋犻狊狊狌犲狊

３　讨　论

　　禽类脂类代谢及其调控与哺乳动物不尽相同而

有其自身的特点。鸡的脂肪酸合成（以葡萄糖和乙

酸盐为原料）仅有很少部分是在脂肪组织中进行的。

虽然发现骨髓也是鸡脂质合成的一个重要场所，但

肝脏被认为是鸡脂质合成的最主要场所［６８］。鉴于

鸡脂质合成的特点，Ｌｅｃｌｅｒｃｑ指出，控制鸡体脂肪组

织生长主要有３个环节：①肝脏脂质的合成；②肝脏

所合成脂质的转运；③脂肪细胞对血液中甘油三酯

的吸收或清除［９１０］。鸡ＬＦＡＢＰ作为一种肝脏中高

丰度表达的脂肪酸结合蛋白，暗示着其对肝脏脂质

代谢具有一定的调控作用。因此，深入研究鸡犔

犉犃犅犘 基因的生物学功能，对揭示禽类脂质代谢的

分子机理具有重要的意义。

　　大量的研究表明，小鼠ＬＦＡＢＰ在肝细胞和小

肠黏膜细胞胞质中高丰度表达，它与肝脏对脂肪酸

的摄取速率、长链脂酰ＣｏＡ（ＬＣＦＡＣｏＡ）的分布、

长链脂肪酸脂化成甘油三酯的数量以及小肠上皮对

脂肪酸的摄取相关［１１１４］。大鼠在胚胎期１９ｄ至成

年，其小肠细胞内都能检测到犔犉犃犅犘 基因的表

达［１５］。猪ＬＦＡＢＰ在猪体组织中广泛存在，但在肝

脏和小肠组织中表达量最为丰富［１６］。研究诱导得

到了ＧＳＴ／ＬＦＡＢＰ融合蛋白，纯化后免疫家兔获

得了针对鸡ＬＦＡＢＰ的抗血清。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

分析了鸡ＬＦＡＢＰ的组织表达特性，结果表明Ｌ

ＦＡＢＰ仅在鸡的肝脏和小肠组织中表达，并且相对

于ＧＡＰＤＨ 有较高丰度的表达，这与前期利用
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　１１期 石　慧等：鸡ＬＦＡＢＰ抗血清制备及组织表达特性分析

Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ方法在ＲＮＡ水平上的研究结果（该

基因仅在肝脏和小肠组织中表达）相一致［１７］，同时

与其他研究人员对该基因在小鼠、大鼠和猪上的研

究结果类似［１１１６］，因此推测ＬＦＡＢＰ在鸡肝脏和小

肠组织的脂类代谢过程中发挥着重要的作用。

　　研究所获得的鸡ＬＦＡＢＰ抗血清具有高效价

（１∶３０００）、高组织特异性的特点，有助于鸡 Ｌ

ＦＡＢＰ蛋白表达情况的相关研究，这为从蛋白水平

上深入研究ＬＦＡＢＰ的生物学功能从而揭示鸡脂

质代谢的分子机制奠定了基础。
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