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FAT/CD36 融合蛋白的表达及其对鸡腹脂沉积的特异性调控 

束  刚，冯嘉颖，余凯凡，徐平稳，朱晓彤，高  萍，王松波，习欠云，王修启，张永亮，江青艳 

（华南农业大学动物科学学院，广州 510640） 

 

摘要：【目的】脂肪酸转位酶（fatty acid translocase，FAT/CD36）是介导脂肪酸跨膜转运和脂肪细胞聚

脂的重要载体蛋白。本试验采用主动免疫法研究 FAT/CD36 在鸡脂肪沉积调控中的作用。【方法】将 FAT/CD36 膜外

区抗原表位基因片段克隆入表达载体 pET-32a(+)，并转化在大肠杆菌 BL21（DE3），构建 FAT/CD36 融合蛋白表达

载体。主动免疫试验选取 22 日龄黄羽肉鸡 60 只，按公、母各随机分为 2 组，共 4 组。公鸡和母鸡的试验组分别

在第 34、49、和 63 天肌肉注射 1 mg 重组鸡 FAT/CD36 融合蛋白，以牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）

为对照。【结果】重组菌表达分子量约为 29 kD 的鸡 FAT/CD36 融合蛋白，在 0.1 mmol·L-1
 IPTG 诱导 6 h 后，目的

蛋白表达量占菌体总蛋白的 32%。表达产物主要以包涵体的形式存在，经纯化并透析复性后得到高纯度的 FAT/CD36

融合蛋白。主动免疫后，公鸡和母鸡试验组的血清抗 FAT/CD36 抗体水平逐渐升高，并在首次免疫后显著高于各自

对照组。主动免疫 FAT/CD36 能特异性降低公鸡的腹脂率，但对母鸡无显著性影响。试验组与对照组皮下脂肪厚度

差异不显著。【结论】FAT/CD36 对鸡脂肪调控具有典型的性别特异性和部位差异。试验结果为进一步阐明禽类脂

肪组织特异性沉积的分子机制提供理论依据。 

关键词：脂肪酸转位酶；融合蛋白；主动免疫；黄羽肉鸡；脂肪沉积 

 

Prokaryotic Expression of FAT/CD36 Fusion Protein and the Specific 
Effects on the Deposition of Visceral Fat in Cockerel Chicks 

SHU Gang, FENG Jia-ying, YU Kai-fan, XU Ping-wen, ZHU Xiao-tong, GAO Ping, WANG Song-bo,            
XI Qian-yun, WANG Xiu-qi, ZHANG Yong-liang, JIANG Qing-yan 

(College of Animal Science, South China Agricultural University, Guangzhou 510640) 

 
Abstract: 【Objective】Fatty Acid Translocase (FAT/CD36) is an important carrier protein involved in the transmembrane 

transportation of fatty acids and cellular triglyceride accumulation. This experiment was designed to get a better understanding of the 
role of FAT/CD36 in the adipose deposition by active immunization method. 【Method】Chicken FAT/CD36 extracellular antigen 
domain partial gene fragment was cloned, inserted into the prokaryotic expression vector pET-32a(+) between BamHⅠand 
XhoⅠsites, and translated in Escherichia coli BL21 (DE3). Then, sixty 22-day-old yellow-feathered broilers were randomly divided 
into male, female control groups and two experiment groups inoculated i.m. with 1 mg of the chicken FAT/CD36 and bovine serum 
albumin (BSA) immunogens on 34 d, 49 d and 63 d, respectively. At the end of trial, all birds were sacrificed for the fat deposition 
evaluation. 【Result】 A 29 kD recombinant chicken FAT/CD36 fusion protein was expressed in Escherichia coli BL21 (DE3). After 
induced for 6 hours by adding IPTG to a final concentration of 0.1 mmol·L-1, the fusion protein amounted up to 32% of the total 
bacterial protein expressed and existed mainly in inclusion body, which was further purified by affinity chromatography and dialysis. 
The levels of serum anti-FAT/CD36 antibody in both male and female treatment groups gradually elevated and were significantly 
higher than that in each control group after the first immunization. It was interesting to find that the active immunization of 
FAT/CD36 specifically decreased the percentage of visceral fat in male but not female broilers, whereas the thickness of 
subcutaneous fat was unchanged. 【Conclusion】 The results indicated the role of chicken FAT/CD36 in the regulation of adipose 
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with gender- and site-specific manner, which provided a further understanding of the fat deposition mechanism in avian. 
Key words: fatty acid translocase; prokaryotic expression; active immunity; yellow-feathered broilers; fat deposition 

 

0  引言 

【研究意义】禽类的脂肪组织主要分布在皮下、

腹腔以及肌肉等组织器官周围。脂肪的组织特异性沉

积与胴体组成和肉品品质密切相关。过度的腹脂沉积

不仅降低了饲料利用率和胴体品质，同时还增加了畜

产品加工工序[1]，而肌肉中维持一定的脂肪含量却是

保持优良肉品质的一个重要因素[2]。因此，利用生物

技术手段，靶向性调控特定部位脂肪的沉积一直是营

养生理学研究的热点。【前人研究进展】近年来，部

分研究以脂肪细胞膜总蛋白作为对象，采用免疫中和

技术达到降低脂肪沉积的作用[3]。但脂肪细胞膜总蛋

白结构和成分复杂，可能与其它组织细胞膜蛋白发生

交叉反应，具有潜在的副作用，而且对脂肪沉积的调

控不具有部位的特异性[4]。脂肪酸转位酶（fatty acid 
translocase，FAT/CD36）是近年来发现参与脂肪酸跨

膜转运的重要载体蛋白[5]。鸡 FAT/CD36 主要在肌肉

和脂肪，尤其是腹脂组织高丰度表达[6-7]。研究表明，

FAT/CD36 在脂肪酸转运和脂肪代谢过程中具有重要

作用[8]。Drover 等报道，FAT/CD36 能够促进脂肪细

胞甘油三酯的合成和外周乳糜微粒的清除[9]。Bonen
等研究也发现，肥胖和Ⅱ型糖尿病人皮下脂肪

FAT/CD36 蛋白的表达水平分别上调 76%和 150%[10]。

【本研究切入点】笔者前期克隆了黄羽肉鸡

FAT/CD36 全序列，并发现 FAT/CD36 mRNA 特异性

随公鸡腹脂沉积量的增加其表达水平也逐渐上调[7]，

提示该基因可能在脂肪的部位特异性沉积过程中发挥

作用。【拟解决的关键问题】为此，本试验构建了

FAT/CD36 膜外区域抗原表位的原核表达载体，并优

化表达参数。所得融合蛋白用以制备抗原，采用主动

免疫法验证 FAT/CD36 对公鸡腹脂沉积的特异性调控

作用。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  组织来源  腹脂样品采自华南农业大学实验

鸡场黄羽肉鸡公鸡，液氮速冻，－80℃保存备用。 
1.1.2  菌株和载体  大肠杆菌菌株 DH5α和 BL21 菌

株，以及表达载体 pET-32a(+)由华南农业大学动物科

学学院基因工程实验室惠赠。克隆载体 pGEM-T vector 

载体购自 Promega 公司。 
1.2  试验方法 

1.2.1  引物设计和合成  根据鸡 FAT/CD36 基因序

列（DQ323177），分别采用 http://www.sbc.su.se/miklos/ 
DAS/ 和http://bio.dfci.harvard.edu/Tools/antigenic.pl在
线工具分析跨膜区位置和抗原表位。用 Primer 5.0 设

计基因特异性引物 Sense：5′-CGCGGATCCAATCT 
TTCTTACTGGG-3′；Antisense：5′-CCGCTCGAGGA 
CCTGATCTGTACAG-3′。用于扩增膜外区抗原决定表

位（位于 1 032－1 280 bp），并在上、下游 5′端加上

BamHⅠ和 XhoⅠ酶切位点（斜体部分），扩增产物全

长为 267 bp，引物由北京赛百盛生物公司合成。 
1.2.2  目的基因 FAT/CD36 的 PCR 扩增  采用 Trizol
（购自赛百盛公司）一步法提取鸡腹脂样品总 RNA，

DNase I（大连 TaKaRa 公司）处理以消除基因组微量

DNA 污染，以 OligodT（18）为反转录引物，用 MMLV
反转录酶（购自 Promega 公司）合成第一链 cDNA，

并以此为模板，用上述引物扩增 FAT/CD36 特异性基

因片段。反应结束后，用 1.5 %琼脂糖凝胶电泳检测

PCR 产物。 
1.2.3  FAT/CD36 原核表达载体的构建  从琼脂糖凝

胶中切下目的条带，回收 PCR 产物并与 pGEM-T 
vector 载体 16 ℃连接过夜，转化大肠杆菌 DH5α感受

态细胞，涂布加有 X-Gal 和 IPTG（购自 Sigma 公司）

的 LB（含 50 mg·L-1 Amp）平板。在平板上挑取白色

菌落，培养后提取质粒进行 BamHⅠ/XhoⅠ（购自大

连 TaKaRa 公司）双酶切鉴定。阳性的重组质粒送上

海英骏生物技术公司测序。测序正确的质粒用

BamHⅠ和 XhoⅠ双酶切并回收目的片段，克隆入质粒

pET-32a(+)，命名为 pET-FAT/CD36。 
1.2.4  pET-FAT/CD36表达条件的优化  IPTG最佳诱

导浓度的确定：将表达质粒 pET-FAT/CD36 转化至

BL21 感受态细胞，命名为 BL21-pET-FAT/CD36。挑

取重组菌于 LA 液体培养基中，37℃振荡培养过夜。

按 1﹕100 体积接种到 5 ml LB（含 50 mg·L-1 Amp）液

体培养液中，37℃，200 r/min 振摇培养至细菌悬液

OD600=0.6～0.8 时，加入终浓度分别为 0、0.01、0.1、
0.2、0.5、1、5 和 10 mmol·L-1的 IPTG，置 37 ℃摇床

继续培养 4 h。另取含空质粒 pET-32a(+)的 BL21 菌为

对照，以同样方法诱导，IPTG 终浓度为 1 mmol·L-1。
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表达产物进行 SDS-PAGE 电泳分析。最佳诱导时间的

确定：将重组菌用 0.1 mmol·L-1的 IPTG 分别在诱导 0、
1、2、3、4、6、8 和 12 h 时，每次取一个离心管，样

品进行 SDS-PAGE 分析。 
1.2.5  FAT/CD36 原核表达蛋白的可溶性分析  采用

已确定的最佳诱导条件进行诱导表达后收集菌体，加

入结合缓冲液（5 mmol·L-1咪唑，0.5 mmol·L-1 NaCl，
20 mmol·L-1 Tris-Cl，pH 7.9），冰浴超声 50 次，随后

离心分别取上清和沉淀进行SDS-PAGE分析融合表达

产物的分布。 
1.2.6  重组融合蛋白的纯化  将培养过夜的

BL21-pET-FAT/CD36 菌液接种到 500 ml LB（含 50 
mg·L-1 Amp）液体培养液中，在 37 ℃、0.1 mmol·L-1 
IPTG 诱导培养 6 h 后以 10 000 r/min 离心 10 min 收集

菌体，用 8 mol·L-1尿素的结合缓冲液溶解，离心后用

His·Bind 树脂（购自 Novagen 公司）进行纯化。 
1.2.7  主动免疫试验  以复性和浓缩后的鸡

FAT/CD36 重组融合蛋白制备终浓度 1 mg·ml-1的弗氏

油乳剂免疫原，另以 BSA（购自 Biotech 公司）为对

照抗原，4℃保存备用。 
试验选用 60 羽 1 日龄黄羽肉鸡，公母各半，在华

南农业大学实验鸡场饲养。1～21 日龄采用常规方法

进行育雏，以后单笼饲养，按性别随机分为公母对照

组和处理组，每组 15 羽，自由采食和饮水。基础日粮

为华南农业大学实验鸡场配制的饲料。1～21 日龄饲

喂小鸡料（CP=21.5%，EE=3.6%），22～76 日龄饲喂

中鸡料（CP=20.0%，EE=4.6%），全期饲养共计 77 d。
在第 34、49 和 63 天，试验组和对照组分别肌注 1 ml/
羽 FAT/CD36 免疫原和 BSA 免疫原，每次注射前翅静

脉采血，分离血清－20℃保存备用。在第 77 天屠宰所

有试验鸡，测量尾根部皮下脂肪厚度，分离腹脂和肌

胃外脂肪并称重，计算腹脂率。 
腹脂率=（腹脂重+肌胃外脂肪重）/活重×100%。 

1.2.8  血清抗体效价  利用 ELISA 方法测定血浆中

抗 FAT/CD36 抗体效价。鸡 FAT/CD36 重组融合蛋白

以 0.5 µg/孔包被 96 孔板，随后每孔加入 100 µl（按 1
﹕1 600 稀释）的样品待测血清，1%BSA 封闭后加入

兔抗鸡 IgY 辣根过氧化物酶（购自广州博理生物科技

有限公司）反应 1 h，TMB 显色 30 min，1 mol·L-1 H2SO4

终止反应后测定 OD450 nm。 
1.2.9  数据处理和统计  数据采用 SPSS11.0 软件进

行统计分析，用 t 检验分析公、母鸡试验组和对照组

抗体水平、皮下脂肪厚度和腹脂率的差异显著性，取 

P＜0.05 作为差异显著临界值。 

2  结果与分析 

2.1  重组质粒 pET-FAT/CD36 的酶切鉴定 

以腹脂 cDNA 为模板，用特异性引物成功扩增到

长度为 260 bp 的 FAT/CD36 基因的片段。将目的片段

克隆连接 pET-32a(+)，所得重组质粒 pET-FAT/CD36
用 BamHⅠ和 XhoⅠ进行双酶切并测序，结果证实插

入序列和阅读框架完全正确（图 1）。 
 

 
 
图 1  FAT/CD36 膜 外 区 抗 原 表 位 的 PCR 扩 增 和

pET-FAT/CD36 重组质粒酶切鉴定 

Fig. 1  PCR amplification results of FAT/CD36 extracellular 

antigen domain and identification of recombinant 

plasmid pET-FAT/CD36 by restriction endonuclease 

digestion 

 
2.2  IPTG 最佳诱导浓度和诱导时间的确定 

从图 2 可知，以不同终浓度的 IPTG 对重组菌诱

导表达 4 h 后均有融合蛋白的表达，大小约为 29 kD。

蛋白表达量随 IPTG 浓度增加无显著变化。 
用 0.1 mmol·L-1 IPTG 诱导 2 h 即可检测到融合蛋

白表达，表达量随时间延长而递增，至 6 h 目的蛋白

表达量已经达到菌体总蛋白的 32 %左右（图 3）。 
2.3  融合表达产物的可溶性分析和纯化 

图 4 结果表明，BL-pET-FAT/CD36 重组菌的表达

产物在上清中含量极低，目的蛋白主要以非可溶性的

包涵体形式存在。总蛋白经亲和层析纯化和透析后，

可得到高纯度单一蛋白条带（29 kD）（图 5）。 
2.4  主动免疫 FAT/CD36 后血清抗体水平 

公鸡和母鸡肌肉注射 FAT/CD36 抗原片段后，血

清中抗体水平急剧上升，并在再次加强免疫后达到最

高峰。无论公鸡还是母鸡，其 49、63 和 77 d 血清抗 
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图 2  不同浓度 IPTG 诱导 BL-pET-FAT/CD36 蛋白的

SDS-PAGE（12%）检测 

Fig. 2  SDS-PAGE (12%) analysis of BL-pET-FAT/CD36 

induced by different concentrations of IPTG 

 

 

 
图 3  不同诱导时间（h）BL-pET-FAT/CD36 表达的 SDS-PAGE

（12%）检测 

Fig. 3  SDS-PAGE (12%) analysis of the expression of 

BL-pET-FAT/CD36 during different inducing times 

(h) 

 

体水平均显著高于各自对照组（图 6）。 
2.5  主动免疫 FAT/CD36 对脂肪沉积的影响 

由图 7 可知，主动免疫 FAT/CD36 能够显著降低

公鸡腹脂率达 40%左右，但对母鸡却无显著性影响。

而且，公鸡和母鸡的对照组与试验组之间皮下脂肪厚

度差异也不显著。 

 
 
D：沉淀；W：全细胞裂解液；S：上清 
D: Deposit; W: Whole cell lysates; S: Supernatant 

 

图 4  BL21-pET-FAT/CD36 可溶性分析 

Fig. 4  Dissolubility analysis of BL-pET-FAT/CD36 

 

 
 

图 5  FAT/CD36 融合蛋白表达产物纯化 

Fig. 5  The purified product of BL-pET-FAT/CD36 

 

3  讨论 

FAT/CD36 的结构包括胞内区、跨膜区和胞外区

3 部分，有两个跨膜区[6]，另有两个疏水氨基酸区，分

别在近 FAT/CD36 氨基端和羧基端[11]。本试验为获得

鸡 FAT/CD36 蛋白的原核表达产物，分别尝试表达整

个开放阅读框和两个膜外区抗原表位片段（39－87 位

氨基酸和 234－316 位氨基酸），但只有一个抗原表位

能够正常表达，这可能与 FAT/CD36 的信号肽序列和

稀有密码子等有关。有研究表明，目的蛋白的信号肽

序列和过多的稀有密码子是影响原核生物表达的重要

限制因素[12-14]。本试验最终选择表达的 FAT/CD36 抗

原表位（第 234－316 位氨基酸）只存在一个稀有密码

子（精氨酸 AGA），保证了其在大肠杆菌中的高效表

达。 
由于 pET-32a(+)是一种可高效克隆及表达的质粒； 
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A：公鸡血清抗 FAT/CD36 抗体水平；B：母鸡血清抗 FAT/CD36 抗体水平。*表示差异显著（P＜0.05），箭头代表免疫注射抗原；■表示 FAT/CD36
主动免疫组；□BSA 对照组。下同 
A: Plasma anti-FAT/CD36 antibody level of male broilers; B: Plasma anti-FAT/CD36 antibody level of female broilers. * indicates significant difference (P＜
0.05). Arrowheads indicate antigen was injected. ■indicate FAT/CD36 experiment groups; □BSA indicate control groups. The same as below 

 

图 6  黄羽肉鸡主动免疫 FAT/CD36 蛋白的血清抗 FAT/CD36 抗体水平（n=15） 

Fig. 6  Plasma anti-FAT/CD36 antibody level of yellow-feathered broiler in the FAT/CD36 active immunization experiment (n=15) 

 

 
 

图 7  黄羽肉鸡免疫 FAT/CD36 蛋白的皮下脂肪厚度和腹脂率（n=15） 

Fig. 7  Subcutaneous fat thickness and the percentage of visceral fat of yellow-feathered broiler in the FAT/CD36 active 

immunization experiment (n=15) 

 
DH5α 菌株转化效率高，并可高拷贝表达质粒；BL21
用于高效表达克隆于 pET 的含有 T7 噬菌体启动子的

表达载体的基因，因此本研究以 pET-32a(+)为载体，

与靶基因克隆后，先转化入 DH5α菌株内，进行 PCR
和酶切检验，然后再转化入 BL21 菌株内，进行靶基

因的高效表达。用 IPTG 诱导融合蛋白表达在大肠杆

菌中表达，表达产物相对分子质量与预期相符，并根

据 SDS-PAGE 分析结果确定最佳表达条件，优化选择

了 IPTG 的浓度和诱导时间。重组异源蛋白在细菌（大

肠杆菌）中高效表达易形成包涵体，此外，由高效表

达质粒构建的大肠杆菌工程菌大量合成非天然的同源

蛋白质，有时也可形成包涵体[15]。对诱导表达产物进

行可溶性鉴定后，证实融合蛋白主要以包涵体形式存

在，将包涵体用 8 mol·L-1尿素溶解后纯化获得了纯度

较高的目的蛋白。 
人和鼠 FAT/CD36 在脂肪[5]、心肌、骨骼肌[16]、

平滑肌细胞[17]和肾上皮细胞[18]等部位都有表达。鸡

FAT/CD36 主要在肌肉和脂肪，尤其是腹脂组织高丰

度表达[6-7]。研究发现，FAT/CD36 对脂肪酸的转运和

甘油三酯的合成有重要作用[9,19]。采用骨骼肌细胞模

型的研究结果发现，FAT/CD36 特异性抑制剂 N-油酰

基硫代琥珀酰亚胺（sulfo-N-succinimidyl oleate，SSO）

阻断线粒体 FAT/CD36 的作用后，骨骼肌细胞的棕榈

酸酯氧化降低，并呈现剂量依赖性。当 SSO 的浓度达
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到最大时（200 µmol·L-1），棕榈酸酯氧化降低了

95%[20]。但有关 FAT/CD36 功能的阻断对脂肪细胞聚

酯和脂肪沉积的研究尚未见报道。 
本试验采用鸡 FAT/CD36 重组融合蛋白免疫黄羽

肉鸡，在首次免疫后 15 d 就产生了较高的抗体效价，

而且特异性地抑制公鸡腹脂的沉积水平，说明体内抗

FAT/CD36 抗体能够有效中和内源性脂肪细胞膜

FAT/CD36，通过部分阻断其转运脂肪酸的功能，从

而降低脂肪的沉积。但本试验结果同样观察到主动免

疫 FAT/CD36 对公鸡皮下脂肪厚度和母鸡脂肪水平却

无显著影响，究其原因很可能与 FAT/CD36 基因表达

的组织特异性和性别差异有关。试验前期研究发现，

FAT/CD36 在腹脂组织的表达水平极显著地高于皮下

脂肪，公鸡腹脂 FAT/CD36 mRNA 的表达量随日龄增

加逐渐上升，而母鸡腹脂 FAT/CD36 mRNA 的表达随

日龄的增加反而出现下降趋势[7]。上述结果提示，在

皮下脂肪和母鸡腹脂可能存在其它非 FAT/CD36 依赖

性脂肪酸跨膜转运过程，如 FATPs[21]和膜脂肪酸结合

蛋白（plasma membrane fatty acid binding protein，
mFABP） [22]等介导的脂肪酸转运，因此主动免疫

FAT/CD36 只能特异性降低公鸡腹脂的沉积。本文的

研究结果一方面从动物整体水平为阐明 FAT/CD36 参

与鸡脂肪组织的部位特异性沉积提供试验依据，另一

方面也为利用脂肪酸膜转运蛋白作为调控动物脂肪沉

积的生物技术手段靶位点提供研究基础。 

4  结论 

鸡 FAT/CD36 融合蛋白表达载体在 0.1 mmol·L-1 
IPTG 诱导 6 h 后，能够以包涵体的形式大量表达。主

动免疫 FAT/CD36 能特异性降低公鸡的腹脂沉积水

平。 
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