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摘要：ＰＣＲ扩增鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因５′侧翼区约２ｋｂ的ＤＮＡ片段，进行克隆并测序，构建了鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因报告基因

系列缺失载体，瞬时转染进入人肝癌细胞系，利用双荧光素酶报告基因系统测定了荧光素酶活性。在线分析软件

发现鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子区存在 ＨＮＦ－１、ＳＲＥＢＰ－１、ＡＰ－１、Ｃ／ＥＢＰ、Ｏｃｔ－１、ＴＡＴＡ、ＣＣＡＡＴ、ＧＡＴＡ－１等调控元

件，没有发现ＣｐＧ岛。报告基因结果表明鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子－２　０７６ｂｐ／－２０ｂｐ区域具有最强的启动子活

性，－５２２ｂｐ／－２０ｂｐ区域启动子活性最弱；Ｃ／ＥＢＰα可以显著的抑制鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因的表达，这些结果为深入研

究鸡Ｌ－ＦＡＢＰ的表达调控机制奠定了基础。
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　　肝脏型脂肪酸结合蛋白（ｌｉｖｅｒ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　ｂｉｎｄ－
ｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｌ－ＦＡＢＰ）是大量存在禽类肝脏中的胞
内脂肪酸结合蛋白，能够结合疏水性脂肪酸形成复
合物［１］。在Ｌ－ＦＡＢＰ基因敲除型小鼠的研究中，Ｌ－
ＦＡＢＰ基因的缺失显著降低了肝脏内脂肪酸的β氧

化并能有效抑制脂肪肝的形成［２］。下调 Ｌ－ＦＡＢＰ
的表达不仅可以降低ＶＬＤＬ（ｖｅｒｙ　ｌｏｗ－ｄｅｎｓｉｔｙ　ｌｉｐｏ－
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＶＬＤＬ）的分泌，而且还可以防止脂肪肝的
形成［３］。不同的研究学者也说法不一，敲除型小鼠
饲喂高胆固醇日粮，出现肥胖和脂肪肝及肝内大量
聚集胆固醇的症状［４－５］。有研究发现Ｌ－ＦＡＢＰ基因
敲除的大鼠，脂肪酸转运明显降低［６］。石慧等［７］证
明鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因在鸡肝脏和小肠组织中特异性
表达，其表达情况与小鼠等哺乳动物的相似，这可能
预示其功能的相似性［８］。
本试验克隆了鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因的启动子，并进
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行生物信息学分析，构建启动子系列缺失报告基因
载体，对其活性进行分析，确定有基本转录活性的启
动子区域及转录因子Ｃ／ＥＢＰα对其启动活性的影
响，为进一步研究鸡Ｌ－ＦＡＢＰ的表达调控奠定了基
础。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂　克隆所用菌株ＤＨ５α由本实验
室保存；ｐＭＤ１８－Ｔ　Ｓｉｍｐｌｅ　Ｖｅｃｔｏｒ、限制性内切酶

ＭｌｕⅠ、ＢｇｌⅡ、ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ、ＬＡ　Ｔａｑ酶，ｄＮＴＰｓ
购自ＴａＫａＲａ公司；荧光素酶报告基因载体、ｐＧＬ３－
Ｂａｓｉｃ及海肾荧光素酶报告基因载体ｐＲＬ２ＴＫ购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司；Ｔ４ＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购
自北京ＮＥＢ公司；质粒回收试剂盒、ＰＣＲ产物纯化
试剂盒购自 ＡＸＹＧＥＮ生物技术有限公司；转染试
剂ＦｕＧＥＮＥ　ＨＤ购于罗氏公司、ＤＭＥＭ 高糖培养
基、胎牛血清购自ＧＩＢＣＯ公司；荧光素酶报告基因
检测试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；引物合成由上海英
骏生物技术有限公司完成；测序由北京华大基因有
限公司完成；人肝癌细胞系（ＨＥＰＧ２）由东北农业大
学生命科学院馈赠；Ｃ／ＥＢＰα表达载体由本实验室
构建。

１．２　启动子的序列分析　利用在线分析软件 ＭＯ－
ＴＩＦ　Ｓｅａｒｃｈ（ｈｔｔｐ：／／ｍｏｔｉｆ．ｇｅｎｏｍｅ．ｊｐ／）和 ＴＦ－
ＳＥＡＲＣＨ （ｈｔｔｐ：／／ｃｂｒｃ． ｊｐ／ｒｅｓｅａｒｃｈ／ｄｂ／ＴＦ－

ＳＥＡＲＣＨ．ｈｔｍｌ）分析Ｌ－ＦＡＢＰ基因转录因子结合
位点。利用 ＣｐＧ　Ｉｓｌａｎｄ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏ２ｓｏｆｔ．
ｎｅｔ／ｓｍｓ／ｃｐｇ＿ｉｓｌａｎｄ．ｈｔｍｌ）对序列进行 ＣｐＧ 岛分
析。

１．３　鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子报告基因载体的构建

　 根 据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 鸡 Ｌ－ＦＡＢＰ 基 因 序 列
（ＡＦ３８０９９８），设计以下特异引物（表１）用于扩增鸡

Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子区，目标片段长度分别为

２　０５６、１　０８８、５０２ｂｐ，引物序列中酶切位点序列用下
划线表示。将扩增的Ｌ－ＦＡＢＰ－２０７６／－２０、Ｌ－ＦＡＢＰ－
１２８８／－２０和 Ｌ－ＦＡＢＰ－５２２／－２０ 片 段 分 别 连 接 到

ｐＭＤ－１８－Ｔ　Ｓｉｍｐｌｅ亚克隆载体上，利用引物两端设
计的ＭｌｕⅠ、ＢｇｌⅡ单酶切位点，将目的片段从亚克
隆载体上切割并回收，回收目的片段并与ｐＧＬ３－
Ｂａｓｉｃ载体连接，利用双酶切方法筛选阳性重组质
粒，测序鉴定。

１．４　细胞培养　人肝癌细胞系（ＨＥＰＧ２）细胞用含

１０％胎牛血清、１００ Ｕ／ｍＬ 青霉素和链霉素的

ＤＭＥＭ高糖培养基，３７℃，５％ ＣＯ２ 饱和湿度的培
养箱内传代培养，０．２５％胰酶消化液消化传代，每

１．５ｄ传代１次。所有试验均采用对数生长期的细
胞。

１．５　鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子活性分析　细胞接种
于１２孔板中，待细胞生长至８０％汇合时，采用罗氏

ＨＤ转染试剂按照厂商推荐的

表１　Ｌ－ＦＡＢＰ基因引物设计序列

引物名称 引物序列（５′－３′） 酶切位点

Ｌ－ＦＡＢＰ－２０７６／－２０Ｆ ＡＣＧＣＧＴＡＧＧＴＡＣＣＧＡＧＣＴＣＴＴＡＣＧＣＧＴＴＡＧＴＡＧＧＧＧＡＡＡＴＡＧＡＡＡＡＣＣ　 ＭｌｕⅠ
Ｌ－ＦＡＢＰ－２０７６／－２０Ｒ ＣＴＣＧＡＧＡＣＴＴＡＧＡＴＣＧＣＡＧＡＴＣＴＣＧＡＧＣＣＡＡＣＡＣＡＡＧＡＧＡＡＧＡＴＧＣＣ　 ＢｇｌⅡ
Ｌ－ＦＡＢＰ－１２８８／－２０Ｆ ＡＣＧＣＧＴＡＧＧＴＡＣＣＧＡＧＣＴＣＴＴＡＣＧＣＧＴＡＴＣＡＧＣＴＣＡＧＡＧＧＣＡＧＴＣＡＣ　 ＭｌｕⅠ
Ｌ－ＦＡＢＰ－１２８８／－２０Ｒ ＣＴＣＧＡＧＡＣＴＴＡＧＡＴＣＧＣＡＧＡＴＣＴＣＧＡＧＣＣＡＡＣＡＣＡＡＧＡＧＡＡＧＡＴＧＣＣ　 ＢｇｌⅡ
Ｌ－ＦＡＢＰ－５２２／－２０Ｆ ＡＣＧＣＧＴＧＣＧＡＧＣＴＣＧＴＣＴＡＣＴＧＣＡＣＡＡＡＧＡＧＣ　 ＭｌｕⅠ
Ｌ－ＦＡＢＰ－５２２／－２０Ｒ ＣＴＣＧＡＧＡＣＴＴＡＧＡＴＣＧＣＡＧＡＴＣＴＣＧＡＧＣＣＡＡＣＡＣＡＡＧＡＧＡＡＧＡＴＧＣＣ　 ＢｇｌⅡ

　　方法转染细胞。每孔转染ＤＮＡ总量为２μｇ，

ｐＧＬ３－Ｌ－ＦＡＢＰ系列质粒分别与海肾荧光素酶报告
基因载体（ｐＲＬ２ＴＫ）的比值为１００∶１。海肾荧光素
酶报告基因载体作为内源参照，以消除由于转染效
率及细胞活性等因素带来的差异。转染４８ｈ后，根
据Ｐｒｏｍｅｇａ公司荧光素酶报告基因检测试剂盒说明
书，进行荧光素酶活性检测。试验重复５次，每次有

３个平行试验，启动子相对活性用目的基因荧光／海
肾荧光值（Ｆｌｕｃ／Ｒｌｕｃ）比值表示。

１．６　Ｃ／ＥＢＰα转录因子对鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子活
性影响分析　Ｃ／ＥＢＰα真核表达载体与分别与不同

长度鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子报告基因载体共转染

ＨＥＰＧ２细胞，ＰＣＭＶ－ＨＡ 载体与不同长度鸡 Ｌ－
ＦＡＢＰ基因启动子报告基因载体共转染 ＨＥＰＧ２细
胞作为对照组。内源参照为海肾荧光素酶报告基因
载体。以报告基因相对表达量反映启动子活性。４８
ｈ后分别检测萤火虫荧光素酶和海肾荧光素酶的活
性。试验重复５次，每次有３个平行试验，启动子相
对活性用目的基因荧光／海肾荧光值（Ｆｌｕｃ／Ｒｌｕｃ）比
值表示。

１．７　数据分析　所有数据均为５次独立试验结果，

珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行单因素方
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差分析与ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异显著，Ｐ＜０．０１差
异极显著。

２　结果

２．１　鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子的生物信息学分析　
在线分析软件ＴＦＳＥＡＲＣＨ和 ＭＯＴＩＦ　Ｓｅａｒｃｈ分析

Ｌ－ＦＡＢＰ启动子序列的结果表明，在鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基
因转录起始位点上游存在许多基本转录元件，如Ｃ／

ＥＢＰα（－３７０、－１　２９９ｂｐ）、ＧＡＴＡ－１（－７６１ｂｐ）、

ＣＣＡＡＴ　ｂｏｘ（－９２９ｂｐ）、ＴＡＴＡ（－１　１３１ｂｐ）、ＡＰ１
（－１　２１５ｂｐ）和ＳＲＥＢＰ－１（－１　９０４ｂｐ）等转录调控
元件。其中ＳＲＥＢＰ－１和ＣＣＡＡＴ　ｂｏｘ在鸡、人、鼠
的启动子序列中是高度保守的。利用ＣｐＧ岛在线
分析软件对克隆得到的启动子区序列进行分析，结

果表明，鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子区不存在ＣｐＧ岛。

２．２　鸡 Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子克隆　以鸡基因组

ＤＮＡ为模板，利用ＰＣＲ方法扩增鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因
启动子区。ＰＣＲ 扩增获得３条特异片段（２　０５６、

１　２６８、５０２ｂｐ），与预期片段长度相符。初步确认为
鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因的启动子区，回收后与ｐＭＤ１８－Ｔ
Ｓｉｍｐｌｅ载体连接，筛选阳性重组质粒并进行测序。
进一步构建鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子报告基因载体

ｐＧＬ３－Ｌ－ＦＡＢＰ－５２２／－２０、ｐＧＬ３－Ｌ－ＦＡＢＰ－１２８８／－２０和

ｐＧＬ３－Ｌ－ＦＡＢＰ－２０７６／－２０，目的片段测序结果与鸡Ｌ－
ＦＡＢＰ基因ＤＮＡ序列比对结果显示获得了重组阳
性质粒，即鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因系列缺失启动子的报告
基因载体构建成功（图１）。

图１　鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子系列缺失载体

２．３　鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子报告基因分析　为进
一步研究鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子不同区域的活性，
将带有不同长度Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子的报告基因表
达载体分别与海肾质粒（ｐＲＬ２ＴＫ）共转染 ＨＥＰＧ２
细胞，４８ｈ后分别检测萤火虫荧光素酶和海肾荧光
素酶的活性。结果发现，克隆的３段启动子报告基

因载体均有明显的启动活性，与对照空载体质粒
（ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ）相比，差异均达到了极显著水平（Ｐ＜
０．０１）（图２）。在－２　０７６／－２０ｂｐ区域，报告基因活
性最强，随着片段由５′端逐渐缩短，报告基因活性逐
渐减弱，在－５２２／－２０ｂｐ达到最弱。

图２　鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子５′侧翼区缺失片段活性分析　＊＊表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）

　　将不同长度鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子报告基因载
体（－５２２／－２０，－１　２８８／－２０，－２　０７６／－２０）转染

ＨＥＰＧ２细胞，并以ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ载体作为阴性对照。

以报告基因相对表达量反映启动子活性。经过５次
平行试验。图２左侧条形图表示鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启
动子区域，右侧条形图表示相应的启动子相对活性。
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２．４　鸡Ｃ／ＥＢＰα基因对Ｌ－ＦＡＢＰ基因的转录调控

　为进一步研究鸡Ｃ／ＥＢＰα基因对Ｌ－ＦＡＢＰ基因
的转录调控，将不同长度Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子的报
告基因表达载体分别与Ｃ／ＥＢＰα基因真核表达载体
共转染 ＨＥＰＧ２细胞，４８ｈ后分别检测萤火虫荧光
素酶活性。结果发现：Ｃ／ＥＢＰα基因对Ｌ－ＦＡＢＰ基
因启动子区有负调控作用，而且对各片段均有作用，
尤其对－２　０７６／－２０ｂｐ区域启动子活性作用更为
明显，降低了５９．２４倍。这些结果表明鸡Ｌ－ＦＡＢＰ
基因可能受Ｃ／ＥＢＰα的负调控，而且启动子区内存

在多个Ｃ／ＥＢＰα结合位点。

　　鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子各报告基因载体（－
２　０７６／－２０，－１　２８８／－２０，－５２２／－２０）分别与Ｃ／

ＥＢＰα表达载体共转染 ＨＥＰＧ２细胞作为试验组，与

ＰＣＭＶ－ＨＡ载体共转染 ＨＥＰＧ２细胞作为对照组。
以报告基因相对表达量反映启动子活性。５次平行
试验。由图３可见，左侧条形图表示鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基
因启动子区域，右侧条形图表示相应的启动子相对
活性。ＳＰＳＳ１３．０进行３组数值之间单因素方差分
析与ｔ检验。

图３　Ｃ／ＥＢＰα对Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子活性的影响　＊＊表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）

３　讨论
为研究鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子活性及Ｃ／ＥＢＰα

转录因子对鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因的转录调控，本试验克
隆并构建了启动子系列缺失报告基因载体，并将启
动子报告基因系列缺失载体瞬时转染进入人肝癌细

胞系（ＨＥＰＧ２）中开展了鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子活
性分析。本试验发现，随着片段由５′端逐渐缩短，

鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因报告基因活性逐渐减弱，－２　０７６／

－２０ｂｐ区域，报告基因活性最强，在－５２２／－２０ｂｐ
达到最弱。因此，推测在－２　０７６／－１　２８８ｂｐ区域
存在重要的正调控因子结合位点。

人Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子的许多重要顺式作用
元件已经被鉴定，重要的调控元件包括ＰＰＡＲ元
件、甾族调节元件ＳＲＥ、ＣＥＢＰ／α和 ＡＰ１等重要的
调控元件［１］。ＰＰＡＲ元件结合在人Ｌ－ＦＡＢＰ基因启
动子区－６８／－５６区域，与人Ｌ－ＦＡＢＰ基因相互调
节［９］，然而生物信息学分析结果显示，鸡 Ｌ－ＦＡＢＰ
基因启动子区并不具有ＰＰＡＲ转录因子，鸡和人类
的Ｌ－ＦＡＢＰ基因在基因功能有所不同，这可能是导
致鸡与人和鼠等哺乳动物在脂肪重头合成和脂肪酸

运输过程中表达差异的原因，还需要进一步试验证
明。ＴＡＴＡ框和起始子又称为核心启动子［１０］，这一

序列含ＴＡＴＡＡＡ共有序列，能独立执导聚合酶Ⅱ
在离体条件下的裸 ＤＮＡ 模板或活体中转化的

ＤＮＡ模板上进行低水平转录。当一个激活因子结
合到附近的调控元件时，ＴＡＴＡ框就能够执导活化
转录［１１］。ＴＡＴＡ 框绝大多数在（－３１± ２）ｂｐ
处［１２］，根据在线软件分析鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因的５′调控
区ＴＡＴＡ位于（－１　１３１ｂｐ）。从酵母到人类这６种
转录因子的序列都是十分保守的［１３］。ＣＣＡＡＴ框
是转录因子是Ｃ／ＥＢＰα基因ＤＮＡ序列上的结合位
点，其序列为ＣＣＡＡＴ。ＣＣＡＡＴ框在真核生物启
动子上主要分布在转录起始位点前－１５９～－５１
ｂｐ［１３］的区域内，根据在线软件分析鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因
的５′调控区ＣＣＡＡＴ框位于－９２９ｂｐ处，目前没有
对鸡、鼠和人的ＣＣＡＡＴ框保守性分析。
人Ｌ－ＦＡＢＰ基因同样受Ｃ／ＥＢＰα基因调控，Ｃ／

ＥＢＰα的ＤＮＡ结构域在人和鸡之间高度保守，氨基
酸保守性也很高［１４－１５］。Ｃ／ＥＢＰｓ家族是一类在不同
物种间都具有重要生物学作用的功能基因［１６－１７］。生
物信息学分析结果显示，在鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子

－２　０７６／－２０ｂｐ区域内存在２个Ｃ／ＥＢＰα的结合
位点，然而本试验发现Ｃ／ＥＢＰα对Ｌ－ＦＡＢＰ基因启
动子区各片段均有负调控作用，且随着片段的逐渐
缩短，Ｃ／ＥＢＰα对Ｌ－ＦＡＢＰ基因抑制作用逐渐减弱。
因此，推断这段区域内可能存在不止２个Ｃ／ＥＢＰα
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的结合位点。本试验使用人的肝癌细胞系 ＨＥＰＧ２
作为试验材料，由于鸡和人的 Ｌ－ＦＡＢＰ 基因和

ＣＥＢＰ／α基因在人和鸡的肝脏中都有表达且氨基酸
序列的保守性很高，因此推测在人和鸡的Ｌ－ＦＡＢＰ
基因具有相同的调控机制，即鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因同样
受到Ｃ／ＥＢＰα基因负调控作用。
本试验克隆并构建鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因启动子系

列缺失载体，通过对其启动子活性进行分析和表达
调控研究推断鸡Ｌ－ＦＡＢＰ基因受多种转录因子和
上游序列的调控，并且转录因Ｃ／ＥＢＰα对其起到负
调控作用。
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