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鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１抗血清制备及组织表达特性分析
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摘　要：通过制备鸡脂滴包被蛋白（Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１）的抗血清，分析鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１的组织表达特性并推测其在脂肪组织脂

类代谢过程中发挥的功能。利用ＲＴ－ＰＣＲ的方法扩增鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因，并将其构建到含有 Ｈｉｓ标签的表达载体

ｐＥＴ－２８ａ上。将阳性重组表达质粒ｐＥＴ－２８ａ／Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１导入大肠杆菌ＢＬ２１，在ＩＰＴＧ诱导下产生 Ｈｉｓ／Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１融

合蛋白，对产生的 Ｈｉｓ／Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１蛋白包涵体进行复性处理，复性后以其为免疫原制备鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１多克隆抗血清。

通过ＥＬＩＳＡ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ的方法检测抗血清的效价及特异性，并利用此抗血清分析鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在各种组织中

的表达特性以及比较其在高、低脂系公鸡间的表达差异。ＥＬＩＳＡ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ结果表明，本试验获得了效价高、

特异性强的鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１抗血清，同时 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１的组织表达特性结果表明，Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１仅在鸡脂

肪组织中表达，而在肝脏、十二指肠、胸肌、腿肌、肌胃、心脏、脾脏、肾脏等组织中未检测到表达信号；Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在肉

鸡高脂系脂肪组织中的表达量显著高于低脂系中的表达量（Ｐ＜０．０５）。结果表明，Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１的表达与肉鸡腹部脂

肪的沉积具有密切的关系。
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　　ＰＡＴ蛋白家族是一类包被在中性脂滴表面的
结构蛋白，该蛋白家族主要由Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１、ＡＤＲＰ和

ＴＩＰ４７三个具有高度保守氨基末端的蛋白质组
成［１］，ＰＡＴ蛋白家族与脂肪细胞中脂滴的代谢具有
密切的关系［２］。

脂滴包被蛋白（Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１）作为ＰＡＴ蛋白家族
的核心成员之一，于１９９０年在大鼠脂肪细胞中被发
现，它是一种可以被蛋白激酶Ａ（ＰＫＡ）磷酸化的蛋
白质［３］，特异性的分布于脂肪细胞中脂滴的表
面［４－５］。Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在脂肪细胞脂解过程中发挥着双
重调控作用：一方面，在基础状态下，Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１包被
在脂肪细胞中脂滴的表面，通过阻止脂肪细胞中甘
油三酯水解酶接近脂滴来调控脂肪细胞的代谢［６］。

Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１敲除小鼠与野生型相比，基础脂解率明显
升高，虽食入等量的食物但脂肪组织质量却减少

３０％，另外有６２％的白色脂肪细胞的体积变小［７－８］；
另一方面，在儿茶酚胺的刺激下，Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１可被蛋
白激酶Ａ（ＰＫＡ）高度磷酸化而有利于脂解酶接近
脂滴表面，从而促进并激活脂解作用［４，９－１０］。

近年来对Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在禽类上的功能研究也取
得了一定的进展。赵小玲等人利用定量ＰＣＲ法分
析了Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因发育性变化对家禽脂肪性状
发育的作用，发现Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因的优势表达组织
为脂肪组织，并推测该基因极可能在脂肪性状形成
中具有重要的调控作用［１１］；另外，本实验室在前期
利用鸡全基因组芯片，筛选东北农业大学高、低脂系

７周龄肉鸡脂肪组织中特异表达基因的过程中发
现，Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因不仅在鸡脂肪组织中特异性表
达，同时参与了影响鸡脂类代谢的重要调控通
路———ＰＰＡＲ信号通路［１２］，然而，由于缺少高特异
性的抗体，导致目前针对鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因的研究
仅限于ｍＲＮＡ水平。

随着蛋白质组学时代的到来，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，因此，
为了在蛋白水平验证本课题组前期鸡全基因组芯片
的结果，本研究通过原核表达鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１蛋白并
免疫家兔的方法，制备了高特异性的鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１
抗血清，并利用半定量ＲＴ－ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ法
分析了鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１的组织表达特性；同时，为了深

入探讨Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在鸡脂肪组织脂解过程中发挥的
作用，本研究选取了２个腹脂含量差异极显著的肉
鸡品系作为实验材料，在蛋白水平检测了Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１
在肉鸡高、低腹脂品系间脂肪组织中的表达差异。
这些研究为进一步开展鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１的功能研究奠
定了坚实的基础。

１　材料与方法
１．１　菌株、质粒和实验动物

大肠杆菌ＤＨ５ａ、ＢＬ２１、原核表达载体ｐＥＴ－２８ａ
为本实验室保存，成年雄性新西兰大白兔购自哈尔
滨医科大学第二附属医院。高低脂系肉鸡：东北农
业大学选育的肉鸡高、低腹脂双向选择品系，高脂系
腹脂率是低脂系的３．７倍，差异极显著（Ｐ＜０．０１），
本研究以第１１世代公鸡为试验材料（高脂系５只，
低脂系５只）。

１．２　主要试剂

Ｅｘ－Ｔａｑ酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、各种限制性内切
酶、ｐＭＤ１８－Ｔ载体、Ｍ－ＭＬＶ　ＲＴａｓｅ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅ－
ｓｉｓ　Ｋｉｔ购自宝生物工程（大连）有限公司；ＤＮＡ片段
纯化试剂盒购自北京百泰克生物技术有限公司；质
粒提取试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ生物技术有限公司；

Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｆｏｌｄｉｎｇ　Ｋｉｔ购自 Ｎｏｖａｇｅｎ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购自北京中杉金
桥生物技术有限公司；ＧＡＰＤＨ抗体和ＢＣＡ蛋白浓
度测定试剂盒（增强型）购自碧云天生物技术研究
所；增强型ＥＣＬ显色液和ＲＩＰＡ细胞裂解液购自哈
尔滨海基生物技术有限公司；ＴＭＢ底物溶液购自天
根生化科技（北京）有限公司；ＴＲＩｚｏｌ　Ｒｅａｇｅｎｔ购自

Ｉｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．３　鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因重组质粒的构建与鉴定
根据ＧｅｎＢａｎｋ鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因的ｍＲＮＡ序

列（ＥＵ６２０７０１）设计１对引物Ｆ：５′ＡＡＴ　ＧＡＡＴＴＣＡＴ－
ＧＡＣＧＧＣＧＡＡＧＡＡＧＡＡＴＣＡＧ　３′，Ｒ：５′ＡＡＴ　ＣＴＣ－
ＧＡＧＧＴＡＧＡＧＧＴＴＧＧＣＧＴＡＧＴＡＧＧＣ　３′，上游引物
引入ＥｃｏＲ　Ｉ酶切位点，下游引物引入Ｘｈｏ　Ｉ酶切位
点。

从鸡的脂肪组织中提取总 ＲＮＡ，以 Ｏｌｉｇｏ
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（ｄＴ）１８为引物进行逆转录获得ｃＤＮＡ，以此ｃＤＮＡ
为模板进行目的基因的ＰＣＲ扩增，将Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基
因的ＰＣＲ扩增产物进行胶回收并与ｐＭＤ１８－Ｔ克
隆载体连接，然后利用ＥｃｏＲ　Ｉ和Ｘｈｏ　Ｉ　２种酶对该
重组质粒进行双酶切反应，回收经双酶切后的Ｐｅｒ－
ｉｌｉｐｉｎ１基因并与ｐＥＴ－２８ａ表达载体进行连接，构建

ｐＥＴ－２８ａ／Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１重组质粒，重组质粒经酶切鉴
定正确后送往北京华大测序公司进行序列的鉴定。

１．４　重组蛋白在大肠杆菌中的诱导表达和纯化
将重组表达质粒ｐＥＴ－２８ａ／Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１转化大肠

杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，３７℃培养过夜。挑
取ｐＥＴ－２８ａ／Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１阳性克隆单菌落，接种于３０
ｍＬ含ＫＮａ的ＬＢ液体培养基中，３７℃培养过夜。
取２ｍＬ过夜培养物以１︰１００的比例分别接种于

５瓶 ＬＢ液体培养基中，３７ ℃培养３～４ｈ，使其

ＯＤ６００值在０．４～０．６。向其中加入异丙基硫代半乳
糖苷（ＩＰＴＧ）至终浓度为１ｍｍｏｌ·Ｌ－１，２８℃继续培
养。

取诱导培养６ｈ 的菌液进行超声处理后，

１２　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，分别取上清和沉淀，进
行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定融合蛋白的可溶性。包涵
体蛋白经Ｎｏｖａｇｅｎ公司复性试剂复性后（具体步骤
参照说明书），采用ＢＣＡ方法进行蛋白定量。

１．５　鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１抗血清的制备
将Ｈｉｓ／Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１融合蛋白与弗式完全佐剂混

合后，对新西兰白兔进行皮下多点免疫，用量为１００

μｇ·只－１。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，进行加强免疫，共免疫３
次，三免１周后对新西兰白兔进行心脏采血，同时分
离血清，－２０℃冻存。

１．６　间接ＥＬＩＳＡ法检测抗血清效价
酶标板用纯化蛋白以１ｍｇ·Ｌ－１的浓度包被，

每孔１００μＬ，４℃孵育过夜后，用５％的脱脂乳封
闭，每孔２００μＬ，３７℃孵育２ｈ，洗涤后每孔按梯度
加入稀释的抗血清１００μＬ（对照组为正常兔血清），

３７℃孵育２ｈ，洗涤后每孔加入１︰５　０００稀释的辣
根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗兔ＩｇＧ　１００μＬ，３７
℃孵育１ｈ，洗涤后进行ＴＭＢ显色，终止反应后，用
酶标仪测定样品吸光度（Ａ４５０）值。

１．７　鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１组织表达特性分析

１．７．１　组织总ＲＮＡ的提取和反转录　　组织总

ＲＮＡ通过ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｖｉｔｒｏｇｅｎ）法进行分离，ＲＴ－ＰＣＲ
采用 Ｍ－ＭＬＶ　ＲＴａｓｅ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ，取７周

龄肉鸡的心脏、肝脏、腹脂、胸肌、腿肌、肌胃、脾脏、

十二指肠和肾脏９种组织样分别提取总ＲＮＡ，取总

ＲＮＡ　１μｇ，用Ｏｌｉｇｏ　ｄｔ　ａｄａｐｔｅｒ引物分别进行反转
录。

１．７．２　半定量ＲＴ－ＰＣＲ　　根据ＧｅｎＢａｎｋ鸡Ｐｅｒ－
ｉｌｉｐｉｎ１基因的 ｍＲＮＡ 序列（ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
Ｎｏ．ＥＵ６２０７０１）设计引物：Ｆ１：５′ＧＴＣＣＡＴＣＣＧＴ－
ＧＧＴＴＧＡＧＧ３′，Ｒ１：５′ＣＡＡＣＡＡＧＣＡＧＣＡＧＧＴＧ－
ＧＣ３′。根据 ＧｅｎＢａｎｋ鸡ＧＡＰＤＨ 基因（ＧｅｎＢａｎｋ
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．Ｋ０１４５８）设计引物：Ｆ２：５′ＡＧＡＡ－
ＣＡＴＣＡＴＣＣＣＡＧＣＧＴ３′，Ｒ２：５′ＡＧＣＣＴＴＣＡＣ－
ＴＡＣＣＣＴＣＴＴＧ３′。

ＰＣＲ反应体系为２５μＬ：其中含１０×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ
２．５μＬ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｓ　２μＬ，１０ｐｍｏｌ·Ｌ－１上

下游引物各０．２５μＬ，Ｔａｑ酶１．０ｍｏｌ·Ｌ－１，ｃＤＮＡ模

板１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　１８．８μＬ。ＰＣＲ程序为９４℃１０ｍｉｎ；

９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃３０ｓ共２４个循环；７２℃
延伸７ｍｉｎ。用Ｆ１／Ｒ１对ｃＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，扩增
片段为２４８ｂｐ；Ｆ２／Ｒ２扩增ＧＡＰＤＨ 基因，扩增片段
为１８２ｂｐ。ＰＣＲ产物用１．２％琼脂糖凝胶检测，用

ＵＶＰ凝胶成像系统分析扩增结果。

１．７．３　组织及细胞蛋白的制备　　取７周龄肉鸡
的心脏、肝脏、腹脂、胸肌、腿肌、肌胃、脾、十二指肠
和肾９种组织，以及高低脂系第１１世代公鸡脂肪组
织（高脂５只，低脂５只），在细胞裂解液中匀浆，室
温静置３０ｍｉｎ，１２　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ，取上清。

取１２日龄 ＡＡ肉仔鸡，无菌采取腹部脂肪组
织，经消化、过滤和红细胞裂解液裂解血细胞后，用
完全培养基培养细胞。待传代后汇合度达到８０％～
９０％，换为诱导分化的培养基（完全培养基中加入油
酸）诱导其分化，４８ｈ后，收集细胞。将收集的脂肪
细胞在细胞裂解液中重悬，室温静置 ３０ ｍｉｎ，

１２　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ，取上清。

１．７．４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　　按每种组织约６０μｇ上
样。经１２０ｇ·Ｌ－１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分离并电转至

ＰＶＤＦ膜上，然后用免疫获得的抗血清和 ＨＲＰ标
记的羊抗小鼠ＩｇＧ进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分析。

１．８　统计分析
利用 ＬａｂＷｏｒｋ　３．０ 软 件 测 定 电 泳 条 带 的

ＩＯＤ值，利用ＪＭＰ４．０（ＳＡＳ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　Ｉｎｃ．，Ｃａｒｙ，

ＮＣ）软件对试验数据进行ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差
异显著。
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２　结　果
２．１　鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因原核质粒的构建和鉴定

以鸡的脂肪组织ｃＤＮＡ为模板，利用Ｐｅｒｉｌｉｐ－
ｉｎ１基因特异性引物进行 ＲＴ－ＰＣＲ反应，扩增片段
大小为１　５２７ｂｐ，与预期大小一致。将经ＥｃｏＲ　Ｉ／

ＸｈｏＩ双酶切后的Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因和ｐＥＴ－２８ａ载体
连接构建重组质粒ｐＥＴ－２８ａ／Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１。对该阳性
重组质粒ＥｃｏＲ　Ｉ／Ｘｈｏ　Ｉ双酶切鉴定后进行琼脂糖
凝胶电泳，载体带和目的基因带大小均与理论值相
符（图１）。同时测序结果证实，鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因
以正确方向插入到ｐＥＴ－２８ａ载体中，没有发生移码
突变，且氨基酸序列与ＧｅｎＢａｎｋ中的序列相同。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．目的基因ＰＣＲ产物；２．
重组质粒双酶切产物
Ｍ．ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；１．ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ；２．ｐＥＴ－２８ａ／Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１
ｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｂｙ　ＥｃｏＲ　Ｉ／ＸｈｏＩ
图１　重组质粒ｐＥＴ－２８ａ／Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１的酶切鉴定
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐＥＴ－２８ａ／Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１ｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｂｙ

ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｓ

２．２　Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１重组蛋白在大肠杆菌中的表达
将重组质粒ｐＥＴ－２８ａ／Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１转化大肠杆菌

ＢＬ２１（ＤＥ３），将诱导表达后的菌体进行超声破碎，

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测表明，Ｈｉｓ／Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１融合蛋
白主要以包涵体的形式存在。将包涵体经Ｎｏｖａｇｅｎ
公司复性试剂盒处理后获得纯度较高的外源重组蛋
白（６２ｋｕ，图２）。

２．３　间接ＥＬＩＳＡ法检测鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１抗血清效价
利用间接ＥＬＩＳＡ法检测获得的抗血清效价，以

样品的吸光光度值大于或等于２．１倍阴性对照的吸
光光度值即判定为阳性结果（Ｓ／Ｎ：Ｓａｍｐｌｅ／Ｂｌａｎｋ≥

２．１）。结果表明抗血清浓度稀释至１︰１０２　４００时
仍然对抗原具有较高的亲和作用（表１）。

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１．未诱导的大肠杆菌裂解
物；２．ＩＰＴＧ诱导６ｈ的大肠杆菌裂解物；３．复性纯化的
目的蛋白
Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；１．Ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｂｏｄｉｅｓ　ｅｘｔｒａｃｔｅｄ　ｆｒｏｍ
ｔｈｅ　ＢＬ２１（ＤＥ３）ｗｉｔｈｏｕｔ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２．Ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｂｏｄｉｅｓ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ＢＬ２１（ＤＥ３）ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ＩＰＴＧ　ｆｏｒ　６ｈ；
３．Ｒｅｎａｔｕｒｅｄ　ａｎｄ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐＥＴ－２８ａ／Ｐｅｒｉｌｉｐ－
ｉｎ１ｆｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ
图２　重组Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ表达分析
Ｆｉｇ．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１

表１　间接ＥＬＩＳＡ法检测鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１抗血清效价

Ｔａｂｌｅ　１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｔｉｔｅｒ　ｏｆ　Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１ｂｙ　ｉｎｄｉｒｅｃｔ

ＥＬＩＳＡ

稀释度
Ｄｉｌｕｔｉｏｎ

ＯＤ值（Ａ４５０ｎｍ，
兔子 Ａ）

ＯＤ　ｖａｌｕｅ（Ａ４５０ｎｍ，
ｒａｂｂｉｔＡ）

ＯＤ值（Ａ４５０ｎｍ，
兔子Ｂ）

ＯＤ　ｖａｌｕｅ（Ａ４５０ｎｍ，
ｒａｂｂｉｔ　Ｂ）

１∶８００
１∶１　６００
１∶３　２００
１∶６　４００
１∶１２　８００
１∶２５　６００
１∶５１　２００
１∶１０２　４００
Ｂｌａｎｋ
Ｂｌａｎｋ
Ｔｉｔｅｒ

２．７４０
２．７３４
２．６２０
２．６０４
２．４８８
２．２７３
１．６８９
１．５５４
０．０７３
０．０７１

１∶１０２　４００

２．７６１
２．７３７
２．６３７
２．５６２
２．３５９
２．１０５
１．７６２
１．３３４
０．０７２
０．０７４

１∶１０２　４００

２．４　鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１抗血清的特异性检测
利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ的方法检测了抗血清的特异

性。结果表明，抗血清与 Ｈｉｓ／Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１纯化蛋白
在６３ｋｕ处获得特异性杂交信号（Ｈｉｓ标签约１ｋｕ，

Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１蛋白约６２ｋｕ）；与肉鸡脂肪组织，成熟脂
肪细胞在６２ｋｕ处均杂交出特异性条带，位置与鸡

Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１蛋白大小相符，而未诱导的菌液和肝脏组
织未出现杂交信号（图３）。表明本研究获得的兔抗
鸡血清可以特异识别鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１蛋白。
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Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１．未诱导的菌液；２．纯化后的融合蛋白Ｈｉｓ／Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１；３．脂肪组织；４．肝脏组织；５．脂肪细胞
Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；１．Ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｂｏｄｉｅｓ　ｅｘｔｒａｃｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ＢＬ２１（ＤＥ３）ｗｉｔｈｏｕｔ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２．Ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｈｉｓ／Ｐｅｒｉｌｉ－
ｐｉｎ１ｆｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ；３．Ａｄｉｐｏｓｅ；４．Ｌｉｖｅｒ；５．Ａｄｉｐｏｃｙｔｅ
图３　抗体的特异性检测
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ａｎｔｉｓｅｒｕｍ

２．５　鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因组织表达特性分析
本研究利用半定量ＲＴ－ＰＣＲ的方法，以ＧＡＰ－

ＤＨ 基因为内参，在ｍＲＮＡ水平对鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基
因的组织表达特性进行了检测。分析结果表明，鸡

Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因在脂肪组织中表达且表达量较高，
在肝脏、十二指肠、胸肌、腿肌、肌胃、心脏、脾脏、肾
脏８种组织中不表达或表达量极低（图４）。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．肝脏；２．脂肪；３．十二指
肠；４．胸肌；５．腿肌；６．肌胃；７．心脏；８．脾脏；９．肾脏
Ｍ．ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；１．Ｌｉｖｅｒ；２．Ａｄｉｐｏｓｅ；３．Ｄｕｏｄｅｎｕｍ；４．
Ｂｒｅａｓｔ　ｍｕｓｃｌｅ；５．Ｌｅｇ　ｍｕｓｃｌｅ；６．Ｇｉｚｚａｒｄ；７．Ｈｅａｒｔ；８．
Ｓｐｌｅｅｎ；９．Ｋｉｄｎｅｙ
图４　Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因在鸡不同组织中的表达特性（ＲＴ－ＰＣＲ）
Ｆｉｇ．４　ＲＴ－ＰＣＲ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ｔｉｓｓｕｅｓ

２．６　鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１组织表达特性分析
鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在蛋白水平上不同组织中的表达

结果表明，鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在脂肪组织中特异性表达
且表达量较高，在肝脏、十二指肠、胸肌、腿肌、肌胃、
心脏、脾、肾８种组织中不表达（图５）。

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１．肝脏；２．脂肪；３．十二指
肠；４．胸肌；５．腿肌；６．肌胃；７．心脏；８．脾脏；９．肾脏
Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；１．Ｌｉｖｅｒ；２．Ａｄｉｐｏｓｅ；３．Ｄｕｏｄｅｎｕｍ；
４．Ｂｒｅａｓｔ　ｍｕｓｃｌｅ；５．Ｌｅｇ　ｍｕｓｃｌｅ；６．Ｇｉｚｚａｒｄ；７．Ｈｅａｒｔ；
８．Ｓｐｌｅｅｎ；９．Ｋｉｄｎｅｙ
图５　Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在鸡不同组织中的表达特性（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｈｉｃｋｅｎ　ｔｉｓｓｕｅｓ

２．７　鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在高、低脂系公鸡脂肪组织中的
表达差异分析

　　以鸡ＧＡＰＤＨ 基因为内参，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ
的方法分析了鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在东北农业大学高、低
脂品系间公鸡脂肪组织中的表达差异，结果显示鸡

Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在高脂系公鸡脂肪组织中蛋白表达丰度
显著高于低脂系公鸡脂肪组织中的表达丰度（Ｐ＜
０．０５，图６、图７）。

１～５．低脂系公鸡脂肪组织蛋白；６～１０．高脂系公鸡脂肪组织蛋白
１－５．Ａｄｉｐｏｓｅ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　ｌｅａｎ　ｌｉｎｅ　ｂｒｏｉｌｅｒｓ；６－１０．Ａｄｉｐｏｓｅ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　ｆａｔ　ｌｉｎｅ　ｂｒｏｉｌｅｒｓ
图６　鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在高、低脂系公鸡脂肪组织中的差异表达
Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１ｉｎ　ａｄｉｐｏｓｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｆａｔ　ａｎｄ　ｌｅａｎ　ｂｒｏｉｌｅｒ　ｌｉｎｅｓ
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Ｌ．Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在低脂系公鸡腹部脂肪组织中的表达水平；
Ｆ．Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在高脂系公鸡腹部脂肪组织中的表达水平。
字母不同表示差异显著（ａ－ｂ　Ｐ＜０．０５）
Ｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１ｉｎ　ａｂｄｏｍｉｎａｌ　ａｄｉｐｏｓｅ
ｔｉｓｓｕｅ　ｏｆ　ｌｅａｎ　ｒｏｏｓｔｅｒｓ；Ｆ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　Ｐｅｒｉｌｉｐ－
ｉｎ１ｉｎ　ａｂｄｏｍｉｎａｌ　ａｄｉｐｏｓｅ　ｔｉｓｓｕｅ　ｏｆ　ｆａｔ　ｒｏｏｓｔｅｒｓ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｌｅｔｔｅｒｓ　ｍｅａｎ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（ａ－ｂ　Ｐ＜０．０５）
图７　鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在高、低脂系公鸡脂肪组织中的差异

表达（ＩＯＤ值）
Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１ｉｎ　ａｄｉｐｏｓｅ

ｂｅｔｗｅｅｎ　ｆａｔ　ａｎｄ　ｌｅａｎ　ｂｒｏｉｌｅｒ　ｌｉｎｅｓ（ＩＯＤ　ｖａｌｕｅ）

３　讨　论
近年来，由于肥胖而引发的Ⅱ型糖尿病、心血管

疾病、高血压、代谢综合症、癌症等疾病的发病率逐
年攀升［１３］，因此，深入研究与脂类代谢相关基因的
功能显得尤为重要。脂滴包被蛋白（Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１）作
为特异性的包被于脂滴表面的蛋白［５］，已被广泛研
究。在人和模式动物小鼠中，Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在脂肪组织
中特异性表达［４，１４］，并且在脂类代谢过程中发挥重

要的调控作用［７－８］。鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因表达的优势
组织为脂肪组织，同时，其在不同组织中的发育性变
化与脂肪性状及肌内脂肪的发育性变化呈极显著的
正相关 ［１１］。目前对鸡Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因的研究还主
要集中在 ｍＲＮＡ 水平，本研究已经成功获得鸡

Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１抗血清，对进一步揭示禽类脂类代谢的分
子机理具有重要的意义。

本实验室前期已利用鸡全基因组芯片，筛选出
东北农业大学高、低脂系肉鸡脂肪组织中特异表达
的基因，结果表明Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因在鸡脂肪组织中
特异性表达，同时 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ　ｂｌｏｔ的验证结果也表
明，Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因在脂肪组织中高表达［１２］。本研
究中，对 ｍＲＮＡ 和蛋白质水平的研究同时表明

Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在鸡脂肪组织中高表达。与在鼠中的研
究一致，Ｇｒｅｅｎｂｅｒｇ等人利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ的方法
检测脂滴包被蛋白（Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１）在小鼠多种组织中
的表达规律，结果表明Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１仅在脂肪组织中

表达，同时在 ｍＲＮＡ 水平也得到了相 同 的结
论［４，１４］。在哺乳动物中，Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１作为脂肪细胞中
与脂滴相关的主要蛋白之一，分布于脂肪细胞及甾
体生成细胞［３］，并且在脂类代谢及胆固醇合成等方
面都起到了非常重要的作用［１］，因此推测Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１
可能与鸡的脂类代谢具有密切的关系。

Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１作为磷蛋白家族的主要成员之一，特
异性的包被于脂肪细胞中脂滴的表面［５］，在基础状
态下对脂肪细胞中的脂解起抑制作用［６］；当Ｐｅｒｉｌｉｐ－
ｉｎ１被蛋白激酶Ａ磷酸化后，有利于 ＨＳＬ接近脂滴
表面，从而增加脂解作用［４，１５］。Ｋｅｒｎ 等人利用

Ｎｏｒｔｈｅｒｎ　ｂｌｏｔ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ的方法分析了瘦人
和胖人Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１的表达情况，结果表明，Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１
的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平具有较强的相关性；同
时，Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因在ｍＲＮＡ和蛋白水平上的表达
量都与胖人具有显著的正相关［１６］。本研究发现鸡

Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在高脂系鸡脂肪组织中蛋白表达量显著
高于低脂系中的表达量，与在人中的研究结果相一
致。在哺乳动物的研究中发现，脂肪细胞中过量表
达Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１会引起脂解作用的下降［９］；另外对小
鼠进行Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１基因敲除研究，发现敲除小鼠的
基础脂解水平显著升高，导致小鼠变瘦［８］。本研究
所选用的高、低脂系肉鸡腹部脂肪差异的形成可能
与Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１的表达有关，其可能为Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在鸡
脂肪组织中的高量表达，增加了其对脂滴的保护作
用，并降低了基础状态下鸡脂肪组织的脂解速率，从
而导致了２个肉鸡品系间脂肪沉积的明显差异。

４　结　论
本研究发现Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在鸡脂肪组织中特异性

表达；同时，Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在高脂系公鸡脂肪组织中的
蛋白表达量显著高于低脂系中的表达量。这些结果
表明Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ１在鸡脂肪组织代谢过程中可能发挥
重要的调控作用。
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