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徐淮山羊犎犉犃犅犘基因克隆、表达产物亚细胞

定位的研究及转基因小鼠的制备
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摘　要：旨在克隆徐淮山羊心脏型脂肪酸结合蛋白（ＨＦＡＢＰ）基因的ｃＤＮＡ，探讨其生物信息学功能。通过ＥＧＦＰ

融合蛋白对该基因亚细胞水平的表达定位，探究该基因在异种生物体内表达情况，探索制备异种转基因动物的可

能性。采用反转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）方法克隆徐淮山羊 犎犉犃犅犘 基因ｃＤＮＡ，进行生物信息学分析，构建其融合表

达载体ｐＥＧＦＰＨＦＡＢＰ。脂质体（ＬＴＸ）介导基因转染山羊成纤维细胞（ＧＥＦ），４８ｈ后进行荧光检测，ＲＴＰＣＲ检

测ｍＲＮＡ在细胞内的表达。利用睾丸注射将目的基因转入小鼠体内，在ＤＮＡ和蛋白水平上检测目的基因的表达

情况。结果，徐淮山羊 犎犉犃犅犘 基因完整编码区（ＣＤＳ）大小为４０２ｂｐ，编码１３３个氨基酸，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为

ＡＹ４６６４９８．１。徐淮山羊犎犉犃犅犘 序列与人、鸡、褐家鼠、奶牛、野猪、驴及斑马鱼相应编码区同源性为８９％、７６％、

８５％、８４％、９３％、９１％、７０％，氨基酸序列同源性为９０％、７９％、８８％、９７％、９５％、９４％、７２％。成功构建融合表达载

体ｐＥＧＦＰＨＦＡＢＰ，目的基因在ｍＲＮＡ水平上成功表达。目的蛋白定位于细胞质中，与在线预测结果相同（无信

号肽，定位于细胞质中）。通过尾静脉注射和睾丸注射，该基因可以在小鼠体内实现暂态表达和持续性表达。本研

究成功克隆了徐淮山羊犎犉犃犅犘 基因ｃＤＮＡ，而且犎犉犃犅犘 基因在进化过程中是保守的。该蛋白无信号肽，在单

细胞水平上可表达于细胞质中，在小鼠体内也可以成功表达。
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ｐｒｏｔｅｉｎ；ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅ

　　脂肪酸结合蛋白（ＦＡＢＰｓ）是一组多元性的低

分子量细胞内蛋白质，分子量约为１２～１６ｋｕ。该

蛋白家族是１９７１年美国加利福尼亚大学的 Ｏｃｋｅｒ

等在研究大鼠小肠脂肪酸吸收调节时，在肠黏膜发

现的［１３］。目前共发现１１种类型的脂肪酸结合蛋

白，分别为肝型（Ｌ）、肠型（Ｉ）、心型（Ｈ）、脂肪细胞型

（Ａ）、脑型（Ｂ）、回肠型（Ｉ１）、上皮细胞型（Ｅ）、髓磷脂

型（Ｍｙ）、睾丸型
［２］以及细胞视黄醇结合蛋白

（ＣＲＢＰ）和细胞视黄醇酸结合蛋白（ＣＲＡＢＰ）。心脏

型脂肪酸结合蛋白（ＨＦＡＢＰ）是该蛋白家族中分布

广泛且具有较强生物学功能的一类蛋白。其主要参

与细胞内脂肪酸的运输，能够与疏水性配体分子发

生特异性结合，将脂肪酸从细胞膜上运送到甘油三

酯和磷脂合成的位点，是关键的脂肪酸载体蛋白［４］。

在动物水平上，犎犉犃犅犘 基因可作为影响畜禽肌

间脂肪含量和肉质性状的候选基因［５６］。而肌间脂

肪是形成肌肉风味的主要前体物质，与肉质及口感

呈正相关，因为它影响肉质的嫩度、风味和多汁性，

特别是多汁性。而且该性状具有较高的遗传力，因

此可以通过分子水平上的改造进而对动物肉质及风

味口感进行改良，在动物改良育种上具有广阔的应

用前景。

目前，国内已有牛、猪、驴、人、大鼠、小鼠和鸡的

犎犉犃犅犘 基因ｃＤＮＡ被克隆
［７１４］，而徐淮山羊中该

基因的研究还未见有报道。本试验克隆了徐淮山羊

犎犉犃犅犘 基因的ｃＤＮＡ全序列，进行生物信息学分

析，并通过融合蛋白的表达，实现该基因在亚细胞水

平上的表达定位，为研究 犎犉犃犅犘 基因的生物学

功能奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料

徐淮山羊心脏组织采自江苏省镇江市珥陵山羊

屠宰场；犈．犮狅犾犻ＤＨ５α菌株、质粒ｐＥＧＦＰＣ１、山羊

成纤维细胞由本实验室保存培养。

１．２　主要试剂

ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ、犎犻狀ｄⅢ、

犈犮狅ＲＩ限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ均购自 ＭＢＩ

公司；ＬＡ犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶、犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶、

ｐＭＤ１９Ｔ试剂盒、ＴａＫａＲａＡｇｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡｐｕｒｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ均购自大连宝生物公司；质粒小提试剂

盒（北京鼎国）；１ｋｂＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、３０００ｂｐＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ（Ｇｅｎｅｓｃｒｉｐｔ）；脂质体ＬＴＸ（上海禾晟）；聚

乙酰亚胺（北京鼎国）；其余试剂均为进口或国产分

析纯。

１．３　犎犉犃犅犘基因克隆及其表达产物亚细胞定位

１．３．１　引物设计与合成　　根据ＧｅｎＢａｎｋ中已有

的山羊犎犉犃犅犘 序列（ＡＹ４６６４９８．１）设计扩增全

长犎犉犃犅犘ｃＤＮＡ序列的引物，并在上下游引入

犎犻狀ｄⅢ和犈犮狅ＲＩ的酶切位点。引物由上海生工合
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成，上游引物 Ｆ：５′ＣＧＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＴＧＧＡＣＧＣ

ＣＴＴＣＧＴ３′，下游引物Ｒ：５′ＣＣＣＧＡＡＴＴＣＡＡＧＣＴ

ＴＴＣＡＴＧＣＣＴＣＴＴＴＣＴＣＧＴＡＡＧ３′。

１．３．２　犎犉犃犅犘 基因ｃＤＮＡ的扩增　　用Ｔｒｉｚｏｌ

法抽提山羊心脏组织总ＲＮＡ。以总ＲＮＡ（１μｇ）为

模板进行反转录。以Ｆ、Ｒ为引物，ｃＤＮＡ为模板，

扩增全长犎犉犃犅犘 序列。扩增产物用０．８％的琼

脂糖凝胶电泳检测。ＰＣＲ产物经胶回收试剂盒纯

化回收后与ｐＭＤ１９ＴＶｅｃｔｏｒ连接，连接产物转化

犈．犮狅犾犻ＤＨ５α感受态细胞，ＬＢ（Ａｍｐ
＋）固体培养基

培养１２～１６ｈ。挑选阳性克隆经菌液ＰＣＲ、酶切鉴

定，将含正确插入片段的重组质粒命名为ｐＭＤ１９

ＴＨＦＡＢＰ，送上海生工测序。

１．３．３　犎犉犃犅犘 基因序列测定及分析　　用在线

工具ＢＬＡＳＴｎ对克隆得到的犎犉犃犅犘序列编码区与

ＧｅｎＢａｎｋ上选择的７种动物：人（ＮＭ＿００４１０２．３）、鸡

（ＮＭ＿００１０３０８８９）、褐家鼠（ＮＭ＿０２４１６２．１）、奶牛

（ＮＭ ＿１７４３１３）、野 猪 （ＮＭ ＿００１０９９９３１）、驴

（ＧＱ２４４４８２．１）及斑马鱼（ＮＭ＿１５２９６１）的相应编码

区进行同源性比较，并根据ｃＤＮＡ序列对应的氨基

酸序列，用ＤＮＡＳｔａｒ软件分析其物种间的遗传进化

关系。利用ＳｉｇｎａｌＰ３．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．

ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）分析 ＨＦＡＢＰ蛋白的信

号肽区域。

１．３．４　融合表达载体的构建　　用 犎犻狀ｄⅢ和

犈犮狅ＲＩ酶双酶切鉴定正确的ｐＭＤ１９ＴＨＦＡＢＰ，

胶回收目的片段。同时用 犎犻狀ｄⅢ和犈犮狅ＲＩ酶双

酶切ｐＥＧＦＰＣ１，回收目的载体。Ｔ４ＤＮＡ连接酶

１６℃过夜连接，产物转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α感受态细

胞，挑选阳性克隆经菌液ＰＣＲ、酶切鉴定，将含正确

插入片段的重组质粒命名为ｐＥＧＦＰＨＦＡＢＰ，送上

海生工测序。

１．３．５　ＨＦＡＢＰ蛋白的初级结构及其亚细胞定位

　　利用 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｅｘｐａｓｙ．ｃｈ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ．ｈｔｍｌ）和 ＰＳＯＲＴ Ⅱ

ＰｒｏｔｅｉｎＳｏｒｔｉｎｇＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ工具（ｈｔｔｐ：／／ｐｓｏｒｔ．ｉｍｓ．

ｕｔｏｋｙｏ．ａｃ．ｊｐ／ｆｏｒｍ２．ｈｔｍｌ）进行 ＨＦＡＢＰ蛋白的

初级结构和亚细胞定位预测。

１．３．６　重组质粒ｐＥＧＦＰＨＦＡＢＰ转染山羊成纤

维（ＧＥＦ）细胞　　采用脂质体（ＬＴＸ）介导基因转

染ＧＥＦ细胞。试验组：转染重组质粒ｐＥＧＦＰＨ

ＦＡＢＰ；阴性对照组：转染空载体质粒ｐＥＧＦＰＣ１。

空白对照组：未转染质粒。转染２４ｈ后于荧光倒置

显微镜下观察。

１．３．７　融合表达产物中 犎犉犃犅犘 ｍＲＮＡ的ＲＴ

ＰＣＲ检测　　转染４８ｈ后 Ｔｒｉｚｏｌ法抽提细胞总

ＲＮＡ，以总ＲＮＡ（１μｇ）为模板进行反转录，以ｃＤ

ＮＡ为模板，Ｆ和Ｒ为引物进行ＰＣＲ扩增。同时设

阴性和阳性对照，以犌犃犘犇犎 为内参对照，阴性对

照模板为 ｄｄＨ２Ｏ，阳性对照模板为 ＰＥＧＦＰＨ

ＦＡＢＰ质粒。

１．３．８　融合表达产物 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　转染

４８ｈ后采用细胞裂解法提取细胞总蛋白，进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳，然后进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，采用ＥＧ

ＦＰ抗体作为一抗，稀释倍数为１∶５００，二抗稀释倍

数为１∶２０００，ＤＡＢ显色。以转染重组载体为试验

组，转染空载体为阴性对照组，未转染质粒的为空白

对照组。

１．４　睾丸注射法介导的转基因小鼠的制备

１．４．１　重组质粒转染ＮＩＨ３Ｔ３细胞　　用聚乙酰

亚胺（ＰＥＩ）按ＰＥＩ（μＬ）与ＤＮＡ（μｇ）为３∶１对重组

质粒以及空载体进行包裹，转染生长良好、汇合度达

８０％～９０％时的 ＮＩＨ３Ｔ３细胞，２４ｈ后在荧光显

微镜下观察细胞发光情况。

１．４．２　小鼠尾静脉注射重组质粒　　取健康的６

周龄昆明小鼠６只，其中３只作为试验组，３只作为

对照组。用聚乙酰亚（ＰＥＩ）按 ＰＥＩ（μＬ）与 ＤＮＡ

（μｇ）为３∶１对重组质粒ｐＥＧＦＰＨＦＡＢＰ进行包

裹，尾静脉注射小鼠，质粒浓度为０．１２μｇ·μＬ
－１，

注射剂量为１００μＬ。试验组与对照组小鼠在相同

且适宜的条件下进行饲养。

１．４．３　目的基因表达的检测　　小鼠尾静脉注射

重组质粒ｐＥＧＦＰＨＦＡＢＰ４８ｈ后，将试验组和对

照组小鼠托颈椎处死，采集心脏、肝脏、肾脏、睾丸和

肌肉样品进行冰冻切片，荧光显微镜下观察目的基

因的暂态表达情况。

１．４．４　小鼠睾丸注射重组质粒　　取健康的６周

龄雄性昆明小鼠４只，用聚乙酰亚（ＰＥＩ）按 ＰＥＩ

（μＬ）与ＤＮＡ（μｇ）为３∶１对重组质粒ｐＥＧＦＰＨ

ＦＡＢＰ进行包裹，睾丸注射小鼠，质粒浓度为０．１２

μｇ·μＬ
－１，单侧睾丸注射剂量为５０μＬ，双侧注射。

将处理过的小鼠单独饲养５ｄ后，每只公鼠分

别与３只成年健康空怀母鼠同笼；见母鼠阴道栓者，

分笼继续饲养，待母鼠产下Ｆ１ 代个体后检测子代。

１．４．５　转染效果检测　　睾丸注射后２０ｄ，取公鼠

单侧附睾，剪碎，加入１ｍＬＰＢＳ，室温放置１０ｍｉｎ，使

６８６



　５期 阴彦辉等：徐淮山羊犎犉犃犅犘 基因克隆、表达产物亚细胞定位的研究及转基因小鼠的制备

其中的精子游离出来；吸取１０μＬ涂片，自然风干；荧

光显微镜下观察精子绿色荧光蛋白的表达情况。

将剩余组织过滤，收集精液，离心，提取精子

ＤＮＡ，做ＰＣＲ检测。

１．４．６　目的基因在 Ｆ１ 代中的表达检测　　将存

活的１５只Ｆ１ 代个体用颈椎脱臼法处死，与其同时

将出生的未注射质粒的小鼠子代作为对照组一并处

死，采集心脏。一部分提取组织ＤＮＡ，一部分提取

组织蛋白。

以试验组和对照组小鼠心脏ＤＮＡ为模板，用

融合基因（ＧＦＰＨＦＡＢＰ）的特异引物（ＦＧＦＰＨＦＡＢＰ：

５′ＣＣＴＧＡＡＧＴＴＣＡＴＣＴＧＣＡＣＣＡ３′，ＲＧＦＰＨＦＡＢＰ：

５′ＴＣＡＴＧＣＣＴＣＴＴＴＣＴＣＧＴＡＡＧ３′）进 行 ＰＣＲ

扩增，将扩增产物做琼脂糖凝胶电泳检测。

将试验组和对照组小鼠心脏组织蛋白进行

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，然后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，采

用ＥＧＦＰ抗体作为一抗，稀释倍数为１∶５００，二抗

稀释倍数为１∶２０００。采用５％脱脂奶粉封闭，

ＤＡＢ显色。

２　 结　果

２．１　犎犉犃犅犘基因的克隆

提取徐淮山羊心肌组织总ＲＮＡ进行反转录，

再以反转录得到的ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增出大小

为４００ｂｐ左右的片段（图１），结果与预期相符。测

序结果显示第３８３位碱基发生突变（Ｃ→Ｔ），但属于

同义突变。将测序结果递交至ＧｅｎＢａｎｋ，得到登录

号ＨＱ８９５７８８。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．目的基因ｃＤＮＡ的ＰＣＲ
扩增结果

Ｍ．１ｋｂＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１．ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔ

ｇｅｎｅｃＤＮＡ

图１　犎犉犃犅犘基因犮犇犖犃的犘犆犚扩增结果

犉犻犵．１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犎犉犃犅犘犮犇犖犃

２．２　犎犉犃犅犘基因生物信息学分析

使用ＤＮＡＳｔａｒ软件对测序结果进行分析，结果

表明该基因完整编码区（ＣＤＳ）长４０２ｂｐ，包括起始

密码子 ＡＴＧ和终止密码子 ＴＡＧ，编码１３３个氨

基酸。

根据ＧｅｎＢａｎｋ上报道的该基因ｃＤＮＡ序列与氨

基酸序列将徐淮山羊 犎犉犃犅Ｐ基因与人、鸡、褐家

鼠、奶牛、野猪、驴及斑马鱼进行同源性比较。可知该

基因在不同的物种之间具有较高的保守性（表１）。

表１　犎犉犃犅犘 基因在徐淮山羊与其他特种之间的同源性

比对

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狊犻犿犻犾犪狉犻狋狔狅犳犆犇犛犪狀犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狅犳犎犉犃犅犘

犫犲狋狑犲犲狀犡狌犺狌犪犻犵狅犪狋犪狀犱狅狋犺犲狉狊狆犲犮犻犲狊

特种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

徐淮山羊 Ｘｕｈｕａｉｇｏａｔ

ＣＤＳ／％Ａｍｉｎｏａｃｉｄ／％ ＧｅｎＢａｎｋ

人 Ｈｕｍａｎ ８９ ９０ （ＮＭ＿００４１０２３）

鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ ７６ ７９ （ＮＭ＿００１０３０８８９）

褐家鼠Ｂｒｏｗｎｒａｔ ８５ ８８ （ＮＭ＿０２４１６２．１）

奶牛Ｃｏｗ ８４ ９７ （ＮＭ＿１７４３１３）

野猪 Ｗｉｌｄｂｏａｒ ９３ ９５ （ＮＭ＿００１０９９９３１）

驴 Ｄｏｎｋｅｙ ９１ ９４ （ＧＱ２４４４８２１）

斑马鱼Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ７０ ７２ （ＮＭ＿１５２９６１）

２．３　融合表达载体狆犈犌犉犘犎犉犃犅犘的鉴定

ＰＣＲ产物与ｐＭＤ１９Ｔ连接得到质粒命名为

ｐＥＤ１９ＴＨＦＡＢＰ。将ｐＥＧＦＰＨＦＡＢＰ分别进行

菌液ＰＣＲ和酶切鉴定（图２）。ＰＣＲ检测扩增片段

为４０２ｂｐ。用限制性内切酶犈犮狅ＲＩ进行单酶切鉴

定，用犎犻狀ｄⅢ和犈犮狅ＲＩ进行双酶切鉴定，结果显

示单酶切在５．１ｋｂ左右有明显条带，双酶切在４．７

ｋｂ和４０２ｂｐ处有清晰条带，与预期结果相符，说明

ｐＥＧＦＰＨＦＡＢＰ构建正确。

２．４　犎犉犃犅犘蛋白的初级结构及亚细胞定位

信号肽区域预测结果表明 ＨＦＡＢＰ蛋白无信

号肽序列，ＨＦＡＢＰ蛋白是一种非分泌型蛋白。初

级结构分析表明，该蛋白分子量为１４．７６ｋｕ，理论

等电点为６．３６９。亚细胞定位分析表明该蛋白在细

胞质中表达（表２）。

７８６



畜　牧　兽　医　学　报 ４３卷　

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．ｐＥＧＦＰＨＦＡＢＰ质粒；

２．单酶切结果；３．双酶切结果

Ｍ．１ｋｂＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ｐＥＧＦＰＨＦＡＢＰｐｌａｓｍｉｄ；２．

Ｓｉｎｇｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ；３．Ｔｈｅｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅ

ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ

图２　狆犈犌犉犘犎犉犃犅犘质粒酶切鉴定结果

犉犻犵．２　犚犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狆犈犌犉犘犎

犉犃犅犘狆犾犪狊犿犻犱

表２　犎犉犃犅犘蛋白亚细胞定位分析结果

犜犪犫犾犲２　犃狀犪犾狔狊犻狊狉犲狊狌犾狋狅犳犎犉犃犅犘狆狉狅狋犲犻狀狊狌犫犮犲犾犾狌犾犪狉犾狅犮犪犾犻

狕犪狋犻狅狀

项目Ｉｔｅｍ 概率／％Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ

细胞质Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ７８．３

细胞核 Ｎｕｃｌｅａｒ １７．４

过氧化物酶体Ｐｅｒｘｉｓｏｍａｌ ４．３

２．５　重组质粒狆犈犌犉犘犎犉犃犅犘转染山羊成纤维细

胞（犌犈犉）的检测

　　重组质粒ｐＥＧＦＰＨＦＡＢＰ转染山羊成纤维细

胞２４ｈ后于荧光倒置显微镜下观察，转染ｐＥＧＦＰ

ＨＦＡＢＰ的ＧＥＦ可以观察到绿色荧光，部分分布

于整个细胞，部分只位于细胞质中（图３Ａ，ａ）；转染

空载体的细胞，绿色荧光分布于整个细胞 （图３Ｂ，

ｂ）；未转染质粒的细胞无荧光（图３Ｃ，ｃ），转染ｐＥＧ

ＦＰＨＦＡＢＰ质粒的细胞经Ｇ４１８筛选１４ｄ后与细

胞转染２４ｈ后结果无显著差异（图３Ｄ，ｄ）。

Ａ、ａ．ＥＧＦＰＨＦＡＢＰ融合蛋白在羊成纤维细胞细胞质以及整个细胞表达；Ｂ、ｂ．ＥＧＦＰ荧光蛋白在羊成纤维细胞的

细胞质和细胞核部分均有表达；Ｃ、ｃ．无荧光蛋白表达的羊成纤维细胞；Ｄ、ｄ．ＥＧＦＰＨＦＡＢＰ融合蛋白经Ｇ４１８筛

选１４ｄ后的表达情况

Ａ，ａ．ＥＧＦＰＨＦＡＢＰｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍａｎｄｔｈｅｗｈｏｌｅｃｅｌｌｓ；Ｂ，ｂ．ＥＧＦＰｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｂｏｔｈｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃａｎｄｎｕｃｌｅａｒｉｎｇｏａｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；Ｃ，ｃ．Ｔｈｅｎｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｇｏａｔ

ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；Ｄ，ｄ．ＥＧＦＰＨＦＡＢＰｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｇｏａｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓａｆｔｅｒ１４ｄａｙｓｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙＧ４１８
图３　转染狆犈犌犉犘犎犉犃犅犘、狆犈犌犉犘犆１和未转染质粒的羊成纤维细胞在２４犺后明、暗场下的图片（４０×）

犉犻犵．３　犐犿犪犵犲狅犳犵狅犪狋犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋狊狌狀犱犲狉犾犻犵犺狋犪狀犱犱犪狉犽犳犻犲犾犱２４犺犪犳狋犲狉狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀狅犳狆犈犌犉犘犎犉犃犅犘，狆犈犌犉犘犆１犪狀犱

狀狅狀狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱（４０×）

２．６　犎犉犃犅犘基因和蛋白的表达检测

转染４８ｈ后提取细胞总ＲＮＡ进行ＲＴＰＣＲ，

扩增产物利用凝胶电泳分析（图４），结果显示试验

组和阳性对照用犎犉犃犅犘 基因引物扩增出４０２ｂｐ

的特异性条带，阴性对照无特异性条带，犌犃犘犇犎

内参对照用内参引物扩增出５９３ｂｐ条带。表明

ＥＧＦＰＨＦＡＢＰ融合基因转染羊成纤维细胞后发

生基因转录。

８８６
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１．犌犃犘犇犎；２．阴性对照；３．阳性对照；４．试验组；Ｍ．

ＤＮＡ相对分子质量标准

１．犌犃犘犇犎；２．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；３．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；

４．Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ
图４　转染重组质粒４８犺后提取细胞总 犚犖犃的 犚犜

犘犆犚结果

犉犻犵．４　犚犜犘犆犚狉犲狊狌犾狋狅犳狋狅狋犪犾犮犲犾犾狌犾犪狉犚犖犃４８犺犪犳狋犲狉

狆犾犪狊犿犻犱狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱

　　转染４８ｈ后提取细胞总蛋白，进行ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳检测，并进一步做 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测（图５）。

设转染重组质粒，转染空载体质粒和未转染质粒３

组。由于目的蛋白（１４．７６ｋｕ）与ＥＧＦＰ蛋白（２７ｋｕ）

发生融合表达，因此可以采用ＧＥＦＰ抗体进行检测。

结果显示，转染重组质粒试验组在４２ｋｕ处有条带，

转染空载体试验组在２７ｋｕ处有条带，未转染质粒

试验组无条带。

２．７　重组质粒转染小鼠成纤维细胞（犖犐犎３犜３）的

检测

　　重组质粒ｐＥＧＦＰＨＦＡＢＰ转染小鼠成纤维细

胞２４ｈ后于荧光倒置显微镜下观察，转染ｐＥＧＦＰ

ＨＦＡＢＰ的 ＮＩＨ３Ｔ３可以观察到绿色荧光，部分

分布于整个细胞，部分只位于细胞质中；绿色荧光分

布于转染ｐＥＧＦＰ空载体的整个细胞；未转染质粒

的细胞无荧光。

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１．转染重组质粒；２．转

染空载体；３．未转染质粒

Ｍ．Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；２．Ｔａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ；

３．Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｏｕｔｖｅｃｔｏｒ

图５　转染细胞蛋白 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测

犉犻犵．５　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱犮犲犾犾＇狊狆狉狅狋犲犻狀犫狔狑犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

２．８　尾静脉注射小鼠冰冻组织切片及精子涂片荧

光检测

　　小鼠尾静脉注射４８ｈ后颈椎脱臼处死，采集心

脏、肝脏、肾脏、睾丸和肌肉样品进行冰冻切片，荧光

显微镜下发现目的基因在以上组织中均有不同程度

的表达（图６）。

Ａ．心脏；Ｂ．肝脏；Ｃ．肾脏；Ｄ．睾丸；Ｅ．肌肉；Ｆ．阴性对照

Ａ．Ｈｅａｒｔ；Ｂ．Ｌｉｖｅｒ；Ｃ．Ｋｉｄｎｅｙ；Ｄ．Ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ；Ｅ．Ｍｕｓｃｌｅ；Ｆ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
图６　尾静脉注射小鼠４８犺后组织冰冻切片荧光检测（１００×）

犉犻犵．６　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犳狉狅狕犲狀狊犲犮狋犻狅狀狅犳犿犻犮犲狋犻狊狊狌犲４８犺犪犳狋犲狉狋犺犲犻狀狋狉犪狏犲狀狅狌狊犻狀犼犲犮狋犻狅狀（１００×）

９８６
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　　睾丸注射２０ｄ后，取公鼠精子涂片，在荧光显

微镜下观察，结果显示试验组小鼠精子部分头部发

光，未注射的对照组小鼠无荧光。

２．９　精子犇犖犃检测

提取试验组和对照组小鼠精子ＤＮＡ，以其为模

板，利用犎犉犃犅犘 特异性引物扩增。琼脂糖凝胶电

泳检测，结果显示试验组和阳性对照组在４０２ｂｐ处

有明显条带，阴性对照组和空白对照组无条带（图７）。

２．１０　犉１ 代小鼠心脏组织 犇犖犃 检测和蛋白的

犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测

　　提取试验组和对照组小鼠Ｆ１ 代个体心脏组织

ＤＮＡ，以其为模板，利用ＥＧＦＰＨＦＡＢＰ特异性引

物扩增。琼脂糖凝胶电泳检测，结果显示１５只试验

组子一代中有９只呈阳性，在４０２ｂｐ处有明显条带，

阴性对照组和空白对照组无条带（图８）。

提取试验组和对照组小鼠Ｆ１代个体心脏组织蛋

白，以ＥＧＦＰ蛋白抗体作为一抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测，结果显示，经ＤＮＡ检测得到的９只阳性个体中有

７只呈阳性，条带大小为４２ｋｕ（图９）。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．试验组；２．阳性对照；

３．阴性对照；４．空白对照

Ｍ．１ｋｂｍａｒｋｅｒ；１．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；２．Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ；３．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；４．Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ
图７　小鼠精子犇犖犃犘犆犚扩增结果

犉犻犵．７　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狊狆犲狉犿犇犖犃

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．阴性对照；６、８、１０、１３、１４、１６．空白对照组；２～５、７、９、１１、１２、１５．试验组

Ｍ．１ｋｂｍａｒｋｅｒ；１．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；６，８，１０，１３，１４，１６．Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；２５，７，９，１１，１２，１５．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓ
图８　犉１ 代小鼠心脏组织犇犖犃犘犆犚检测

犉犻犵．８　犇犖犃犘犆犚犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犺犲犪狉狋狋犻狊狊狌犲犻狀犉１犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．阴性对照；２～１６．试验组存活下来的１５只Ｆ１ 代个体；２～４、７、９、１１、１５．经过检测

呈阳性的个体

Ｍ．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２１６．Ｔｈｅｓｕｒｖｉａｌ１５Ｆ１ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ．２４，７，９，１１，

１５．Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

图９　犉１ 代小鼠心脏组织犇犖犃犘犆犚检测

犉犻犵．９　犇犖犃犘犆犚犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犺犲犪狉狋狋犻狊狊狌犲犻狀犉１犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀

３　讨　论

相关研究表明，不同物种的 ＨＦＡＢＰ存在较高

的同源性：牛与羊、猪、马、人、鼠、鸡等的基因序列的

同源性在７６．６％～９６．８％之间
［７］。本试验从徐淮

山羊心脏组织中克隆出山羊 犎犉犃犅犘 基因ｃＤＮＡ

全序列，全长４０２ｂｐ。与 ＧｅｎＢａｎｋ中人、鸡、褐家

鼠、奶牛，野猪、驴及斑马鱼的基因序列同源性为

７０％～９３％
［１５１８］，氨基酸的同源性为７２％～９７％，

除了亲缘关系较远的鸟类和鱼类之外，其余物种间

０９６
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氨基酸序列同源性都在８５％以上。这充分说明，反

映在蛋白质水平的核苷酸突变多属同义突变，表明

该基因在物种间有很高的保守性，也显示出 犎

犉犃犅犘 基因在生物遗传过程中对于维护机体正常

生理功能具有重要的意义。

犎犉犃犅犘 基因由４个外显子和３个内含子组

成［３］。该蛋白的主要功能是参与体内脂肪酸代谢，

它与脂肪酸结合后，将脂肪酸从细胞膜上运到脂肪

酸被氧化和磷脂及甘油三酯的合成位置，从而进入

线粒体的能量代谢体系之中，使脂肪酸在此氧化分

解并最终生成三磷酸腺苷（ＡＴＰ），为心脏和其他肌

肉组织收缩提供能量［１９］。它在体脂含量，特别是肌

间脂肪含量调节方面起着重要作用。有研究表明，

心型脂肪酸结合蛋白表达量与肌间脂肪含量呈正相

关，该蛋白的高效表达可以明显提高机体对于脂肪

酸的利用率［２０］。

转基因育种是近些年逐步形成和完善的一种新

型育种方法，与传统的育种方法相比，该方法时间

短，效率高，针对性强，可以同时改良若干个不同性

状。因此，利用分子生物学手段和转基因育种方法

将外源性 犎犉犃犅犘 基因导入家畜体内，具有广泛

的应用前景。

目前，国内关于徐淮山羊 犎犉犃犅犘 基因的研

究大部分停留在该基因多态性及 ｍＲＮＡ表达水平

上，其细胞水平上的研究尚属空白。ＨＦＡＢＰ蛋白

表达的组织特异性不明显，生理功能尚不完全清楚。

本研究以徐淮山羊胎儿成纤维细胞为宿主细胞，转

染带有目的基因和增强型荧光蛋白基因的重组质

粒，以此来研究目的基因在细胞中的定位，并在

ｍＲＮＡ水平上分析其初步表达，结果发现大部分细

胞中融合蛋白只在细胞质中表达，少量在细胞质和

细胞核中都有表达。这与细胞定位软件预测的结果

（只在细胞质中表达）不一致，笔者认为，由于ＥＧＦＰ

蛋白和ＨＦＡＢＰ蛋白发生融合表达，且无论从基因

片段大小（犈犌犉犘为７２ｂｐ，犎犉犃犅犘 为４０２ｂｐ）还

是从表达的蛋白大小（ＥＧＦＰ为２７ｋｕ，ＨＦＡＢＰ为

１４．７６ｋｕ）来说，ＥＧＦＰ均占据优势。相关研究也表

明，某些因素可以影响蛋白正常定位，例如蛋白表达

系统、标签蛋白（ＧＦＰ、ＥＧＦＰ等）、紫外照射及热应

激等。标签蛋白的表达量过高会影响目的蛋白的正

常定位。由于ＥＧＦＰ蛋白在细胞质和细胞核中均

有表达，而且属于加强型绿色荧光蛋白，笔者推测可

能是标签蛋白对目的蛋白的表达产生了影响。采用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进行进一步检测，并采用未转染质粒

的细胞作为空白对照。结果显示重组载体只有

４２ｋｕ一条带，空载体对照组条带大小为２７ｋｕ，空白

对照组无条带，这就说明确实是由于标签蛋白的表

达影响了目的蛋白的正常定位。除此之外，本研究

还对转染重组载体的细胞进行Ｇ４１８筛选，１４ｄ后

仍有大量细胞发光，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示仍

有大量融合蛋白表达。这说明重组载体成功整合到

细胞基因组中并可以进行持续性表达，这为转基因

动物的研究奠定了基础。

蛋白的生物学功能与其表达部位关系密切，因

此 ＨＦＡＢＰ蛋白在细胞质中表达便于结合和转运

长链脂肪酸，进而调节脂肪酸对各种代谢酶、受体和

细胞内信号传导、基因表达的影响。保护细胞膜不

受高浓度游离脂肪酸及其ＣｏＡ衍生物的影响，因为

在高浓度条件下，脂肪酸很容易改变脂蛋白细胞膜

的功能和活性。对于 ＨＦＡＢＰ表达组织中的脂肪

沉积及脂肪相关功能的发挥具有重要的意义。

通过尾静脉和睾丸注射小鼠［２１２５］，使徐淮山羊

犎犉犃犅犘 基因分别实现了暂态表达和稳定整合表

达。本研究在Ｆ１ 代小鼠ＤＮＡ水平检测时，针对融

合基因设计特异引物进行序列扩增，由于犈犌犉犘基

因是小鼠本身不存在的，这样检测出的阳性个体就

可以排除内源性 犎犉犃犅犘 基因的干扰，同样利用

Ｗｅａｔｅｒｎｂｌｏｔ检测子代目的蛋白表达情况时，未采

用山羊ＨＦＡＢＰ抗体而是ＥＧＦＰ抗体。主要原因

在于小鼠与徐淮山羊 犎犉犃犅犘 基因序列同源性为

８５％，但是大小相同。抗体表面存在不同种类和数

量的抗原决定簇，抗体正是靠抗原决定簇来识别相

应抗原。小鼠本身也表达 ＨＦＡＢＰ蛋白，虽然同源

性不是很高（８８％），但是不排除抗原决定簇相同或

者存在较高的同源性。而ＥＧＦＰ蛋白则是小鼠本

身不表达的，采用ＥＧＦＰ抗体可以有效的消除内源

性蛋白给试验结果带来的干扰，保证了试验结果的

可靠性［２６］。

４　结　论

本研究克隆了徐淮山羊 犎犉犃犅犘 基因ｃＤＮＡ

序列，同时对该基因进行生物信息学分析，实现了该

基因的体外重组表达，初步探索 犎犉犃犅犘 基因在

山羊胎儿成纤维细胞中的表达定位，为进一步研究

该基因在脂肪细胞分化及脂肪代谢过程中的调控方

式和生物学功能研究奠定基础，也为羊肉肉质性状
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的选育和生产提供分子生物学基础。将外源基因导

入小鼠体内，制备出转基因鼠，这为近缘家畜间转基

因改良畜种，提高畜产品品质提供了新思路。
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