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摘
!

要"为了研究填饲对
0Y2

"

K9BC

表达水平的影响!本试验以四川白鹅和朗德鹅为试验对象!通过
9:!,;9

方法克隆了鹅肝脏
U

受体
$

"

GU9

$

#基因部分序列!并采用
=T?9!>011.

法研究了填饲对
0Y2

"

基因在肝脏和脂肪

组织中转录水平的影响&结果获得了
"''*E

5

的鹅
GU9

$

部分序列!且与其它物种有较高的相似性!但存在
H

个

氨基酸变异位点&

0Y2

"

基因在肝脏'腹脂和皮脂中都有表达!但在肝脏中的表达量最高&填饲引起鹅皮脂'腹脂

和肝脏的
0Y2

"

K9BC

表达丰度的显著增加&对照组中!

0Y2

"

在朗德鹅肝中的表达量高于四川白鹅"

.

#

'%'*

#!

而在皮脂'腹脂中朗德鹅的表达量低于四川白鹅"

.

#

'%'*

#&填饲组!在肝和腹脂中
0Y2

"

的表达量四川白鹅显著

高于朗德鹅"

.

#

'%'*

#!皮脂中表达量品种间差异不显著&填饲后
0Y2

"

K9BC

表达丰度与皮脂'腹脂和肝脏的

相对质量呈显著正相关!并且朗德鹅的相关性要强于四川白鹅&结论$填饲引起鹅肝脏和脂肪组织的
0Y2

"

K9!

BC

表达丰度的显著增加!填饲对
0Y2

"

K9BC

表达的影响存在显著的品种差异&

关键词"鹅%填饲%
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肝脏
U

受体"

G3Z10P!-/23Z-2101/1

5

2806

$

!

GU9

$

#是核受体超家族的成员之一!也是重要的脂

质传感器!在一些脂肪代谢旺盛的组织中如肝脏'小

肠'心脏中大量存在!通过其相应的配体过氧化物酶

增殖受体"

,,C9

#或维甲酸
U

受体"

9U9

#等形成异

二聚体!然后在特定的激活剂"氧化固醇类#的激活

下调控靶基因的转录!从而影响机体内脂类和糖类

物质的代谢+

"

,

&

GU9

$

的过度表达会使脂肪合成相

关酶的基因转录明显加强!造成肝脏脂质积聚!引起

脂肪变性+

#

,

&填饲不仅能诱发大量脂肪沉积于肝脏

中!也能增加肝外组织的脂肪沉积!但肝脏及肝外组

织的脂肪沉积在不同物种'品种内!甚至同品种内不

同个体间都表现出明显的差异+

$!&

,

&

本试验以产肝性能较好的朗德鹅和产肝性能中

等的四川白鹅为试验材料!研究鸟类
0Y2

"

/<BC

序列的结构特征和变异特点!检测填饲对
GU9

$

在

肝脏和脂肪组织中的表达水平!分析
GU9

$

表达量

与肝脏和脂肪组织中脂肪沉积间的关系!为进一步

探讨
GU9

$

在肝脏和脂肪组织脂肪沉积中的作用奠

定了基础&

%

!

材料和方法

%]%

!

试验动物

选用
*&

只朗德鹅"

C.610-.610

#和
*(

只四川白

鹅"

C.610/

NM

.83716

#公鹅作为试验群体&

#

个品种

均分为对照组和填饲组!

"&

周龄开始填饲!填饲
#

周!根据单位体质量填饲等量饲料"平均
#*

M

.

7

_"

.

"''

M

?V

_"

#对朗德鹅与四川白鹅进行填饲&填

饲期间单笼饲养!整个饲养期间自由饮水&

%]!

!

各组织相对质量测定及样品采集

当填饲结束时!对填饲组与对照组的鹅称重!整

夜禁食!自由饮水&第
#

天清早进行屠宰&屠宰放

血后立即剖腹!取肝脏!皮
j

皮下脂肪"皮脂#和腹部

脂肪组织"腹脂#!迅速取
*'

%

"''K

M

大小的组织

块!于液氮速冻后
_('`

冰箱保存以备抽提
9BC

%

之后进行屠宰测定&

%]'

!

基因克隆

根据其它动物的同源保守序列合成了下列
"

对

引物$上游
*c!C;CC>:;;:;C>>;::;;C;:C!

;C!$c

%下游
*c!>>:;C;:;C:;;C;C:;;;C!

>C!$c

&取
$

#

M

总
9BC

!根据
C]a

使用说明进

行
9:

反应!

,;9

反应条件$

+& ` $K3.

%

+& `

"K3.

!

*H`"K3.

!

(#`"K3.

!

$'

个循环%

(#`

"'K3.

%

&`

保存&

,;9

产物经琼脂糖凝胶电泳分

离!

<BC

经纯化回收试剂盒纯化后与
5

>A]!:

载

体连接!进行克隆测序&

%]$

!

基因表达分析

以
"H=

作 为 对 照!采 用
=T?9!>011.

法 对

0Y2

"

K9BC

表达量进行定量分析&反应体系为

#*

#

G

$

=T?9!>011.

\

,;9]DU"#%*

#

G

!上下游引

物各
'%*

#

G

!模版
/<BC#

#

G

!

77R

#

Y

补足
#*

#

G

&

,;9

反应条件$

+* `

预变性
"'K3.

!然后
+* `

$'6

!

)#`"K3.

共
&'

个循环!每个循环后采集荧

光生成扩增曲线!

)#

%

+#`

缓慢升温!产生熔解曲

线&试验对所有样本进行
$

个重复测定!并在每次

试验时设阴性对照&根据本实验室扩增得到的鹅

0Y2

"

"

AS)$*#"H

#序列设计引物!上下游引物分别

为$

*c!;;;C>;;;::;;;C;CCC;:!$c

!

*c!

;;;C>;;;::;;;C;CCC;:!$c

%

"H=

上下游引

物分别为$

*c!::>>:>>C>;>C:::>:;!$c

!

*c!

C:;:;>>>:>>;:>CC;>!$c

&参照
G3Z-@

和

=1LK322

M

1.

的方法+

*

,

!用
#

!

55

;2法度量目标基因的
K9!

BC

相对表达水平!以
"H=

为内标基因进行标准化&

%]K

!

数据分析

利用
=C=Z)%"#

软件进行分析!数据以
PgA

表

示&用
#!2162

检验差异显著性&

!

!

结
!

果

!]%

!

序列分析

对阳性克隆质粒进行测序分析!鹅
0Y2

"

基因

的部分
/<BC

序列被克隆并证实!该
/<BC

长约

"'''E

5

"

AS)$*#"H

#&序列比对结果显示!所测的

鹅
0Y2

"

基因与哺乳动物此基因的同源性达到

(&̂

以上!与鸡的高达
+*%#̂

&对鹅
0Y2Z

基因推

导的氨基酸序列与人'原鸡'野猪和小鼠的同源性分

别为
H"̂

'

+Ĥ

'

H"̂

和
H#̂

&鹅与鸡的氨基酸序

列间共有
H

个变异位点%鸟类和哺乳类有
&"

个变异

位点!与哺乳动物的氨基酸序列间有
)(

个变异位点

"图
"

#&在鹅和原鸡的变异位点中!其中极性与非

极性氨基酸的变化发生在第
&"#

位%带正电荷与不

带电荷氨基酸变化发生在第
"+H

'

#'*

和
$+(

位%不

带电荷氨基酸的相互变化发生在第
#"#

'

$("

和
&"+

)'&"
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基因的克隆及填饲对其
K9BC

水平的影响

位%在第
#(+

位发生了正电荷氨基酸代替非极性氨 基酸&

数字表示氨基酸残基位置!.

%

表示高度保守区!阴影表示鹅与人不同的氨基酸残基
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5
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M

8861-.7LQK-.-016L-717

图
%

!

鹅与其它物种
#I%

!

基因氨基酸序列比对

L.

M
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填饲对
#I%

!

基因表达的影响

如表
"

所示!

0Y2

"

基因在鹅肝'皮脂'腹脂中

都有表达!填饲引起
0Y2

"

基因在
$

种组织中的表

达都明显增加&对照组中!

GU9

$

在朗德鹅肝中的

表达量高于四川白鹅"

.

#

'%'*

#!而在朗德鹅皮脂'

腹脂中的表达量低于四川白鹅"

.

#

'%'*

#&填饲组

中!在肝和腹脂中
GU9

$

的表达量四川白鹅要高于

朗德鹅"

.

#

'%'*

#!皮脂中表达量差异不显著&

表
%

!

填饲对
#I%

!

基因表达的影响

9,C+1%

!
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M

*/#I%
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;

41)).*/

组织

:366Q1
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.kH

#

G-.716

M

8861

四川白鹅"

.k+

#
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M

8861

填饲组
YZ10W17

M
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5
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.kH

#

G-.716

M
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四川白鹅"
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M

8861

肝脏
G3Z10

"%'''g'%""&

"

'%H((g'%'+&

#%"#$g'%"&*

//

#%$+(g'%#&"

/"

皮脂
=QE/Q2-.18Q6-73

5

8612366Q1 '%$+'g'%'(# '%H$#g'%')$

""
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CE78K1.-73

5

8612366Q1 '%*"*g'%'""

'%H)&g'%'#(

""

'%+)+g'%')"

/

"%(H)g'%"#'

/"

"

'

""

%

分别表示同一处理中两品种间在
.

#

'3'*

或
.

#

'%'"

水平上的差异%

/

'

//

%

分别表示同一品种鹅中填饲效应在

.

#

'3'*

或
.

#

'%'"

水平上的差异

"

!

""

%<3WW101./1E12[11.2[8E01176-2.

#

'%'*80.

#

'%'"

!
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5

1/23Z14

N

%

/

!

//

%AWW1/28W8Z10W1173.

M

-2.

#

'%'*

-.7.

#

'%'"

!

016

5

1/23Z14

N

!]'

!

#I%

!

基因表达与脂肪组织相对质量间的关

系

!!

表
#

表明!

0Y2

"

K9BC

的表达丰度与腹脂

率'皮脂率和肝重率在
#

个品种中都表现出明显

正相 关&朗 德 鹅 的 相 关 性 要 强 于 四 川 白 鹅

"

.

#

'%'*

#&

表
!

!

填饲后
#I%

!

IGH?

表达与各组织相对质量相关分析
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5*441+,-.*/,/,+

@

).)C1-E11/#I%

!

IGH?,C3/8,/21,/841+,-.P1E1.
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品种
?0117

腹脂率-
^?V
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M
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M
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肝重率-
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本研究通过
9:!,;9

方法获得长度为
"''*E

5

的鹅
0Y2

"

基因部分序列!编码
$#*

个氨基酸!鹅与

其它物种的
0Y2Z

基因具有很高的序列同源性!与

原鸡
0Y2

"

基因的同源性大于其它哺乳类动物!有

H

处氨基酸的变异!包含了极性'非极性'带正电荷

和不带电荷氨基酸的替换!

=Z1.668.

等研究认为!

当人
0Y2

"

基因的
A#)(

'

R&#"

'

V&&$

发生突变时!

会影响
GU9

$

功能的发挥+

)

,

&鹅
0Y2

"

基因的这
$

个位点在物种间高度保守!没有发生突变&在原鸡

和鹅中发生的
H

个氨基酸位点的变异是否会影响

0Y2

"

基因在不同物种中的功能仍需进一步的研究&

GU9

$

在不同组织中存在一定的表达特异性!

在与脂代谢密切相关的组织中表达量较高!在肝脏

中表达最高+

(

,

!这与肝脏中活跃的脂质代谢有关&

本研究中得到了类似的结果!无论是朗德鹅还是四

川白鹅!

GU9

均在肝脏中的表达量最高!在皮脂和

腹脂中也有较高的表达&

GU9

$

可以通过调节生酯

酶基因的表达诱导机体脂肪酸合成增加+

H!+

,

!因此填

饲对
0Y2

"

基因表达的调节可能与填饲引起的脂

肪沉积变化有关&填饲后鹅皮脂'腹脂和肝脏的

0Y2

"

K9BC

表达丰度显著增加!但不同的组织填

饲效应不同!这与填饲导致的各组织的脂肪沉积增

加相一致!

0Y2

"

基因表达与各组织相对质量间明

显的相关性证明了这点&研究表明填饲引起朗德鹅

H'&"
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期 韩春春等$鹅
GU9

$

基因的克隆及填饲对其
K9BC

水平的影响

强烈的肝内脂肪沉积!而四川白鹅的脂肪组织发育

更为明显+

"'

,

&填饲引起的
0Y2

"

K9BC

表达量的

增加在肝脏中最明显!这可能与水禽肝脏脂肪沉积

能力尤为强大有关&

0Y2

"

基因在
#

个品种鹅中的

基因表达情况不同!

0Y2

"

基因表达量与各组织相

对质量的相关性也存在品种差异!说明填饲对

0Y2

"

基因转录影响的品种差异与填饲诱导的
#

品

种不同的脂肪沉积能力有关&

目前研究认为
GU9

$

在特异激活剂"如胆固醇

氧化物或类似物#的作用下其
K9BC

表达丰度增

加+

""

,

!美国
=/03

55

6

研究所的科学家们研究发现!

GU9

$

能够被葡萄糖激发!起到食物传感器的作用!

并能协调人体对营养物质的反应和控制与脂肪代谢

相关基因的表达+

"#

,

!导致过量的葡萄糖被转变为甘

油三酯并储存在肝脏!并促使肝脏向血液循环中释

放甘油三酯+

"$

,

!从而诱导脂肪组织中脂肪酸合成增

加&因此填饲高能碳水化合物能诱导鹅肝脏和脂肪

组织中
GU9

$

表达量的显著增加!从而导致鹅肝脏

及脂肪组织相对质量的显著增长&

$

!

结
!

论

0Y2

"

基因在朗德鹅和四川白鹅德肝脏'皮脂

和腹脂中均有表达!且在肝脏中表达量最高&填饲

引起的
0Y2

"

K9BC

表达量的变化在不同组织和

不同品种存在差异!并且填饲效应与脂肪沉积特性

相一致&
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