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鸡肝细胞中Ｌ－ＢＡＢＰ基因表达对脂类代谢基因
及甘油三酯和总胆固醇的影响

高广亮１，２，３，４，张庆秋１，２，３，李　辉１，２，３＊，王启贵１，２，３，４＊

（１．农业部鸡遗传育种重点实验室，哈尔滨１５００３０；２．黑龙江省普通高等学校动物遗传育种与繁殖重点

实验室，哈尔滨１５００３０；３．东北农业大学动物科学技术学院，哈尔滨１５００３０；４．重庆市畜牧科学院，重庆４０２４６０）

摘　要：本研究以鸡原代肝细胞为试验材料，探讨鸡Ｌ－ＢＡＢＰ 基因对脂类代谢相关基因及生化指标（总胆固醇、甘

油三酯、低密度脂蛋白和高密脂蛋白）的影响。利用ＲＮＡｉ和过表达技术下调和上调该基因的表达，分别在干扰和

过表达２４、３６、４８、６０和７２ｈ时检测鸡肝细胞中脂类代谢相关基因的表达量变化及细胞培养基中脂类代谢相关生

化指标的变化。结果显示，鸡Ｌ－ＢＡＢＰ 基因表达量的变化显著或极显著影响ＡＰＯＢ、ＡＰＯＡΙ和ＰＥＲＩＬＩＰＩＮ 基因

表达，且显著地改变 细 胞 培 养 基 中 的 甘 油 三 酯 和 总 胆 固 醇 的 含 量。基 于 以 上 结 果，本 研 究 推 测 鸡 肝 细 胞 中Ｌ－
ＢＡＢＰ 基因可能参与禽类脂肪沉积、总胆固醇代谢和脂解过程。
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　１期 高广亮等：鸡肝细胞中Ｌ－ＢＡＢＰ 基因表达对脂类代谢基因及甘油三酯和总胆固醇的影响

　　脂肪酸 结 合 蛋 白 家 族（Ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏ－
ｔｅｉｎｓ，ＦＡＢＰｓ）对 细 胞 内 脂 肪 酸 的 运 输 起 着 重 要 的

作用［１－３］，通过与脂肪酸结合增加脂 肪 酸 的 可 溶 性，
并将其运输到线粒体、过氧化氢酶体等位置进行氧

化，内质网等位置酯化成甘油三酯或磷 脂［４］。肝 胆

汁酸结合蛋 白（Ｌｉｖｅｒ　ｂａｓｉｃ　ａｃｉｄ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｌ－
ＢＡＢＰ）属于ＦＡＢＰｓ中 的 一 员，对 脂 肪 酸 结 合 能 力

较弱，而对胆汁酸具有较强的亲和力，且能够结合两

分子的胆汁酸［５－６］，该基因特异地存在于禽类的肝组

织中［７］。禽类的胆固醇在肝中可以分解为 胆 汁 酸，
所以胆汁酸 对 日 粮 中 脂 肪 的 消 化 和 吸 收 有 重 要 影

响［８］，胆固醇经肝左右管—肝总管—胆总管，进入十

二指肠，参加消化，小肠中的胆汁酸被重吸收，经肝

门静脉进入肝完成循环。目前对于胆汁酸进出肝细

胞和小肠上皮细胞的受体系统和外排系统的分子机

理较为清楚，而胆汁酸在肝和小肠细胞中的运输机

制仍不 是 非 常 清 晰，晶 体 结 构 的 研 究 中 证 实 Ｌ－
ＢＡＢＰ 基 因 可 能 为 胆 汁 酸 的 运 输 者［９］，推 测 Ｌ－
ＢＡＢＰ 基因可 能 参 与 胆 汁 酸 的 运 输 并 在 胆 汁 酸 代

谢途径中发挥重要的作用。
前期研究结果表明，Ｌ－ＢＡＢＰ 基因的ＳＮＰ突变

位点对鸡体 重、腹 脂 重 和 腹 脂 率 有 显 著 影 响［１０］，这

预示着Ｌ－ＢＡＢＰ 基 因 在 脂 类 代 谢 通 路 中 具 有 重 要

的作用。为了 进 一 步 揭 示Ｌ－ＢＡＢＰ 调 节 肝 细 胞 脂

类代谢的分子机制，本研究选择了与脂类代谢相关

的ＰＰＡＲα（Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｒｅ－
ｃｅｐｔｏｒ　ａｌｐｈａ，ＰＰＡＲα）基 因；检 测 对 脂 肪 酸 转 运 到 线

粒 体 的 相 关ＣＰＴΙ（Ｃａｒｎｉｔｉｎｅ　ｐａｌｍｉｔｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅΙ，

ＣＰＴΙ）基因；检 测 合 成 载 脂 蛋 白ＡＰＯＡΙ和ＡＰＯＢ
基因；检测胆固醇转运相关的基因ＳＲＥＢＰΙ（Ｓｔｅｒｏｌ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｅｌｅｍｅｎｔ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎΙ，ＳＲＥＢＰΙ）和

ＰＥＲＩＬＩＰＩＮ 基因；以及在肝细 胞 中 表 达 的 另 一 个

脂肪 酸 结 合 蛋 白 家 族 成 员 Ｌ－ＦＡＢＰ（Ｌｉｖｅｒ　ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｌ－ＦＡＢＰ）基 因 作 为 检 测 的 靶

基因，检测Ｌ－ＢＡＢＰ 基因被上调或下调表达后这些

基因表达量以及脂类代谢生化指标的变化，分析它

们在肝细胞脂类代谢过程中的调控关系，此结果将

为家禽脂类代谢遗传机理的解析奠定良好的基础。

１　材料与方法

１．１　菌株、质粒和试验动物

大肠杆菌ＤＨ５ａ、Ｌ－ＢＡＢＰ 真 核 表 达 载 体 均 为

本实验室保存，ｓｉＲＮＡ由北京英骏生物技术有限公

司合成。体重无明显差异的１６～１８日龄的 ＡＡ肉

仔鸡购自东北农业大学孵化场。

１．２　主要试剂

质粒提取试剂盒和胶回收试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ
生物科技有限公司；反转录相 关 试 剂 购 自Ｐｒｏｍｅｇａ
公司；辣根过氧化酶（ＨＲＰ）标记的羊抗兔ＩｇＧ和辣

根过氧化酶（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；限制性内切酶购

自宝生物工程（大连）有限公司；Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ试剂购自

Ｒｏｃｈｅ生物公司；Ｗｉｌｌｉａｎ　Ｅ、胶原酶Ⅳ和胰蛋白酶购

自ＧＩＢＣＯ公司；总ＲＮＡ提取试剂Ｔｒｉｚｏｌ和转染试

剂ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购 自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司；优 级 胎

牛血清购自天津灏洋生物制品有限公司；化学发光

成像仪器购自北京赛智创业科技有限公司；总胆固

醇（ＣＨＯＬ）、高 密 度 脂 蛋 白（ＨＤＬ）、低 密 度 脂 蛋 白

（ＬＤＬ）和甘油三酯（ＴＧ）的检测试剂盒购自中生北

控生物科技股份有限公司；其余试剂购自哈尔滨鑫

丰生物有限公司。

１．３　鸡原代肝细胞培养

取１６～１８日龄ＡＡ仔鸡，手术前鸡禁食３ｈ，无
菌条件下打开腹腔，轻轻把肠道拉向躯体左侧，暴露

肠系膜静脉，在其中１条肝门静脉中插管并剪断另

一条肝门静脉，分别灌流４２℃预热的Ａ液５００ｍＬ
（ＥＤＴＡ　１．８６１ｇ·Ｌ－１，ＨＥＰＥＳ　２．３８３ｇ·Ｌ－１，

ＮａＣｌ　８．００６ ｇ·Ｌ－１，ＫＣｌ　０．２２４ ｇ· Ｌ－１ 和

Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ　１．０７４ｇ·Ｌ－１），Ｂ液１００ｍＬ
（ＨＥＰＥＳ　２．３８３ｇ·Ｌ－１，ＮａＣｌ　８．００６ｇ·Ｌ－１，ＫＣｌ
０．２２４ ｇ · Ｌ－１ 和 Ｎａ２ＨＰＯ４ · １２Ｈ２Ｏ　１．０７４

ｇ·Ｌ－１），于 ３７ ℃ 预 热 的 Ｃ 液 （ＨＥＰＥＳ　２．３８３
ｇ·Ｌ－１，ＮａＣｌ　８．００６ｇ·Ｌ－１）过程中每５ｍｉｎ震荡

１次。消化完 毕，加 入 培 养 液２０ｍＬ（１０％ 胎 牛 血

清、１０－６　ｍｏｌ·Ｌ－１胰 岛 素、１０－６　ｍｏｌ地 塞 米 松、１０
ｍｇ·Ｌ－１维生素Ｃ、４０ｍｇ·Ｌ－１促肝细胞生成素和

１００ｍｇ·Ｌ－１胰 高 血 糖 素 及 双 抗 的 基 础 培 养 液，调

ｐＨ为７．４）终 止 消 化，２００目 的 不 锈 钢 筛 网 过 滤。
滤液分装入离心管，８００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ；红细

胞 裂 解 液 重 悬 沉 淀，３７ ℃ 静 置 １０ ｍｉｎ，８００
ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ；再用红细胞裂解液重悬沉淀，

８００ｒ·ｍｉｎ－１离 心５ｍｉｎ；Ｗｉｌｌｉａｎ　Ｅ培 养 基 重 悬 沉

淀，８００ｒ·ｍｉｎ－１离 心５ｍｉｎ；ＰＢＳ重 悬 沉 淀，８００

３３
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ｒ·ｍｉｎ－１离 心５ｍｉｎ；将 分 离 的 肝 细 胞 计 数 后，按

５×１０５ 个·ｍＬ－１左 右 的 密 度 接 种，置 于５％ ＣＯ２
培养箱中３７℃培养，每隔２４ｈ换液洗去未贴壁的

物质。待细胞汇合度达到８０％～９０％时，此时的细

胞可用于Ｌ－ＢＡＢＰ 基因干扰和过表达试验中。

１．４　细胞转染

选择ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００作为转染试剂，具 体 的

转染步骤（以２４孔板为例）：首先将质粒ＤＮＡ稀释

于不含血清的培 养 基 中，室 温 孵 育５ｍｉｎ。再 将ｌｉ－
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００稀释于不含血清的培养基中，室温

孵育５ｍｉｎ。将ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００稀 释 液 滴 加 入

ＤＮＡ中，混匀后，室 温 孵 育２０ｍｉｎ，１００μＬ上 述 混

合液滴加到细胞培养液 中，在３７℃，５％ ＣＯ２ 条 件

下培养，４～６ｈ后换液，以除去转染试剂。

１．５　细胞蛋白的提取

去除培养液，用ＰＢＳ洗１遍，胰 酶 消 化 细 胞 之

后加入适当的培养基终止消化，将终止消化的细胞

转移进入１．５ｍＬ　ＥＰ管 中，２　０００ｒ·ｍｉｎ－１离 心３
ｍｉｎ，加入用ＰＢＳ悬浮沉淀，２　０００ｒ·ｍｉｎ－１离 心３
ｍｉｎ。按照６孔 板 每 孔 加 入１００～２００μＬ含 有１
ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＰＭＳＦ（苯 甲 基 磺 酰 氟）的 细 胞 裂 解 液。
充 分 裂 解 后，振 荡 混 匀，室 温 静 置３０ｍｉｎ，１２　０００
ｒ·ｍｉｎ－１，取 上 清，用 ＢＣＡ 方 法 测 定 蛋 白 浓 度，

－８０℃保存备用。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ
每孔蛋白上样量为５０μｇ，经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分

离后，电转至ＮＣ膜上；将膜放入脱脂牛奶中，室温封

闭３ｈ，用ＰＢＳＴ洗涤后加入１∶３　０００稀释的一抗（本
实验室保存的鸡Ｌ－ＦＡＢＰ抗血清），室温孵育２ｈ；洗
涤后用１∶５　０００稀释的二抗（辣根过氧化酶标记的

羊抗兔ＩｇＧ），室温振荡１ｈ；洗涤后用增强型ＥＣＬ显

色液显色３ｍｉｎ，化学发光成像系统进行成像。

１．７　ＲＴ－ＰＣＲ检测基因表达

脂类 代 谢 相 关 基 因（ＰＰＡＲα、ＣＰＴΙ、ＡＰＯＡΙ、

ＡＰＯＢ、ＡＴＧＬ４、ＳＲＥＢＰΙ、ＰＥＲＩＬＩＰＩＮ 和 Ｌ－
ＦＡＢＰ）的ｍＲＮＡ表达情况，采用Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ方法进

行检 测。按 照 Ｒｏｃｈｅ公 司 提 供 的Ｆａｓｔ　Ｓｔａｒｔ　Ｕｎｉ－
ｖｅｒｓａｌ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ（ＲＯＸ）试 剂 盒 说 明 书，
反应体系：ＲＯＸ　５μＬ，Ｆｏｒｗａｒｄ　ｐｒｉｍｅｒ（３０μｍｏｌ·Ｌ

－１）

０．１μＬ，ｒｅｖｅｒｓｅ　ｐｒｉｍｅｒ（３０μｍｏｌ·Ｌ
－１）０．１μＬ，

Ｗａｔｅｒ　３．８μＬ，Ｔｅｍｐｌａｔｅ　１μＬ，１０ｎｇ　ｃＤＮＡ，总体积

为１０μＬ。将上述混合物加到ＡＢＩ７５００系 统 中，设

置反应条件：５０℃激活２ｍｉｎ；９５℃预变性１０ｍｉｎ；

９５℃变性１５ｓ，６０℃延伸６０ｓ，共４０个循环。每个

样品设３个 孔 重 复。选 择 ＮＯＮＯ（Ｎｏｎ－ＰＯＵ　ｄｏ－
ｍａｉｎ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ，ｏｃｔａｍｅｒ－ｂｉｎｄｉｎｇ，ＮＯＮＯ）基因作为内

参。用于分析这些基因表达水平的引物序列见表１。
引物由北京英骏生物技术有限公司合成。

表１　ＲＴ－ＰＣＲ特异性引物序列

Ｔａｂｌｅ１　Ｇｅｎｅ－ｓｅｐｅｃｉｆｉｃ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ＲＴ－ＰＣＲ

基因名称Ｇｅｎｅ　 ＧｅｎＢａｎｋ登录号Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ． 引物序列（５′－３′）Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｌ－ＢＡＢＰ　 ＡＦ３８０９９８
Ｆ：ＣＣＴＣＣＡＴＡＡＴＧＧＣＡＴＴＣＡＧＴ

Ｒ：ＡＧＴＡＧＴＡＡＴＧＴＣＡＧＣＣＴＣＴＴＴ

ＮＯＮＯ　 ＮＭ＿００１０３１５３２．１
Ｆ：ＡＧＡＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＡＧＡＡＣ

Ｒ：ＣＣＴＣＣＡＴＣＣＴＣＣＴＣＡＧＴ

ＰＰＡＲα ＮＭ＿００１００１４６４
Ｆ：ＴＴＴＡＡＣＧＧＡＧＴＴＣＣＡＡＴＣＧＣ

Ｒ：ＡＡＡＣＣＣＴＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣＡＣＡＡ

ＣＰＴ１ ＮＭ＿００１０１２８９８
Ｆ：ＡＧＡＧＧＧＣＧＴＧＧＡＣＣＡＡＴＡＡ

Ｒ：ＣＴＧＧＧＡＴＧＣＧＧＧＡＧＧＴＡＴＴ

ＡＰＯＡＩ　 Ｍ９６０１２
Ｆ：ＧＣＡＴＴＣＧＧＧＡＴＡＴＧＧＴＧＧ

Ｒ：ＣＴＣＡＧＣＧＴＧＴＣＣＡＧＧＴＴＧＴ

ＡＰＯＢ　 ＤＱ６３０９４３
Ｆ：ＧＡＣＴＴＧＧＴＴＡＣＡＣＧＣＣＴＣＡ

Ｒ：ＴＡＡＣＴＴＧＣＣＴＧＴＴＡＴＧＣＴＣ

ＳＲＥＢＰ－１ ＡＹ０２９２２４
Ｆ：ＧＧＴＣＣＧＧＧＣＣＡＴＧＴＴＧＡ

Ｒ：ＣＡＧＧＴＴＧＧＴＧＣＧＧＧＴＧＡ

ＰＥＲＩＬＩＰＩＮ　 ＮＭ＿００１１２７４３９
Ｆ：ＧＧＧＧＴＧＡＣＴＧＧＣＧＧＴＴＧＴＡ

Ｒ：ＧＣＣＧＴＡＧＡＧＧＴＴＧＧＣＧＴＡＧ

Ｌ－ＦＡＢＰ　 ＡＹ５６３６３６
Ｆ：ＧＣＡＧＡＡＴＧＧＧＡＡＴＡＡＧＴＴ

Ｒ：ＴＴＧＴＡＴＧＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＴ
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２　结　果

２．１　鸡Ｌ－ＢＡＢＰ基因干扰和过表达效果检测

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ方法分析干扰组和对照组以

及过表达组 和 对 照 组 细 胞 中 的Ｌ－ＢＡＢＰ 的 表 达 差

异。结果表 明，在 转 染Ｌ－ＢＡＢＰ 的ｓｉＲＮＡ　２４、３６、

４８、６０和７２ｈ后，干扰组细胞中的蛋白表达量均显

著低于对照组，过表达组细胞中的Ｌ－ＢＡＢＰ蛋白表

达量均显著低于对照组（图１）。

１．过表达组；２．过表达对照组；３．干扰对照组；４．干扰组

１．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；２．Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；３．Ｃｏｎ－
ｔｒｏｌ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；４．Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ
图１　Ｌ－ＢＡＢＰ基因干扰、过表达效果 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测

Ｆｉｇ．１　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ
Ｌ－ＢＡＢＰｂｙ　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ

２．２　Ｌ－ＢＡＢＰ 基 因 干 扰 对 脂 类 代 谢 相 关 基 因 在

ｍＲＮＡ水平上的表达情况的影响

采用ＲＴ－ＰＣＲ的 方 法，以 ＮＯＮＯ 基 因 为 内 参

检测干扰组和干扰对照组细胞中脂类代谢相关基因

（ＰＰＡＲα、ＣＰＴΙ、ＡＰＯＡΙ、ＡＰＯＢ、ＳＲＥＢＰΙ、ＰＥＲ－
ＩＬＩＰＩＮ 和Ｌ－ＦＡＢＰ）的 表 达 情 况，结 果 显 示，Ｌ－
ＢＡＢＰ 基因干扰３６、４８和６０ｈ时，ＡＰＯＡΙ基 因 显

著或 极 显 著 上 升；２４、３６和６０ｈ时，ＰＥＲＩＬＩＰＩＮ
基因极显著上升；２４、３６、４８和６０ｈ时，ＳＲＥＢＰΙ基

因极显著地上升，７２ｈ时，极显著下降；与ＰＰＡＲα、

ＣＰＴΙ、ＡＰＯＢ和Ｌ－ＦＡＢＰ 基 因 表 达 无 一 致 性 规 律

（图２）。

２．３　鸡Ｌ－ＢＡＢＰ基因过表达对脂类代谢相关基因

在ｍＲＮＡ水平上的表达情况的影响

ＲＴ－ＰＣＲ方法检测过表达组和对照组细胞中与

脂 类 代 谢 相 关 基 因 （ＰＰＡＲα、ＣＰＴΙ、ＡＰＯＡΙ、

ＡＰＯＢ、ＳＲＥＢＰΙ、ＰＥＲＩＬＩＰＩＮ 和Ｌ－ＦＡＢＰ）的 表

达情况，结 果 显 示：Ｌ－ＢＡＢＰ 基 因 过 表 达２４、３６和

４８ｈ时，ＡＰＯＡΙ和ＰＥＲＩＬＩＰＩＮ 基因极显著下降，

与ＰＰＡＲα、ＣＰＴΙ、ＡＰＯＢ、ＳＲＥＢＰΙ和Ｌ－ＦＡＢＰ 基

因表达无一致性规律（图３）。

２．４　鸡Ｌ－ＢＡＢＰ基因干扰对培养基中生化指标变

化的影响

半自动生化 分 析 仪 测 定Ｌ－ＢＡＢＰ 基 因 干 扰 之

后培养基中生化指标变化，分别测定了总胆固醇、高
密度脂蛋白、低密度脂蛋白和甘油三酯等４项生化

指标，结果显示，Ｌ－ＢＡＢＰ 基 因 干 扰２４和７２ｈ时，
培养基 中 总 胆 固 醇 含 量 极 显 著 下 降。Ｌ－ＢＡＢＰ 基

因干扰２４ｈ时，培养基中 高 密 度 脂 蛋 白 显 著 下 降；

６０ｈ时，极显 著 上 升。Ｌ－ＢＡＢＰ 基 因 干 扰２４和７２
ｈ时，培养基中 低 密 度 脂 蛋 白 显 著 下 降，４８和６０ｈ
时，极显著上升。Ｌ－ＢＡＢＰ 基因干扰２４、６０和７２ｈ
时，培养基中甘油三酯显著或极显著上升（图４）。

２．５　鸡Ｌ－ＢＡＢＰ基因过表达对培养基中生化指标

变化的影响

半自动生化 分 析 仪 测 量Ｌ－ＢＡＢＰ 基 因 过 表 达

之后培养基中生化指标变化，分别测量了总胆固醇、
高密度脂蛋白、低密度脂蛋白和甘油三酯等４项生

化指标，结果显 示，Ｌ－ＢＡＢＰ 过 表 达２４和７２ｈ时，
培养基中 的 总 胆 固 醇 含 量 极 显 著 上 升。Ｌ－ＢＡＢＰ
基因过表达２４和４８ｈ时，培 养 基 中 的 高 密 度 脂 蛋

白极显著 下 降，３６ｈ时，显 著 上 升。Ｌ－ＢＡＢＰ 基 因

过表达３６ｈ时，培养基中的低密度脂蛋白极显著上

升，４８和７２ｈ时，显著或极显著下降。Ｌ－ＢＡＢＰ 基

因过表达２４和７２ｈ时，培 养 基 中 的 甘 油 三 酯 含 量

极显著下降（图５）。

３　讨　论

禽类脂质代谢及其调控与哺乳动物不尽相同而

有其自身的特点，脂质合成主要是在肝中进行，而脂

肪组织只是贮存的场所［９，１１］。脂肪沉积取决于甘油

三酯水平，肝外合成脂肪能力有限，日粮中的脂肪含

量一般低于１０％，因此家禽脂类代谢过程中肝起着

至关重要的 作 用［１２］。与 哺 乳 动 物 不 同，禽 类、两 栖

类、爬行类和鱼类等非哺乳动物肝中均有ＬＢＡＢＰ
基因的表达［１３］，且 特 异 性 存 在 于 鸡 肝 组 织 中［７］，预

示着其在该种组织或细胞的生理过程中发挥重要的

作用［１４］，所以 推 测Ｌ－ＢＡＢＰ 可 能 在 鸡 脂 质 代 谢 中

发挥重要的作用。
本实验室在生理条件下成功地从鸡肝组织中分

离出单个游离、高活性肝细胞，并通过检测肝细胞中

特 异 的 蛋 白Ｌ－ＦＡＢＰ［１５］和Ｌ－ＢＡＢＰ基 因，以 及 对

５３
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＊．差异显著（Ｐ＜０．０５）；＊＊．差异极显著（Ｐ＜０．０１）。下同

＊．Ｍｅａｎｓ　ｄｉｆｆｅｒ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５）；＊＊．Ｍｅａｎｓ　ｈｉｇｈｌｙ　ｄｉｆｆｅｒ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ
图２　Ｌ－ＢＡＢＰ基因干扰对脂类相关代谢基因变化的影响

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｌ－ＢＡＢＰｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｇｅｎｅｓ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｔｏ　ｌｉｐｉｄ　ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
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图３　Ｌ－ＢＡＢＰ基因过表达对相关脂类代谢基因变化的影响

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｌ－ＢＡＢＰｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｎ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｇｅｎｅｓ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｔｏ　ｌｉｐｉｄ　ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
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图４　Ｌ－ＢＡＢＰ基因干扰对培养基中脂类相关生化指标变化的影响

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｌ－ＢＡＢＰｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｎ　ｌｉｐｉｄ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ　ｉｎ　ｍｅｄｉｕｍ

图５　Ｌ－ＢＡＢＰ基因过表达对培养基中脂类相关生化指标变化的影响

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｌ－ＢＡＢＰｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｎ　ｌｉｐｉｄ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ　ｉｎ　ｍｅｄｉｕｍ
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　１期 高广亮等：鸡肝细胞中Ｌ－ＢＡＢＰ 基因表达对脂类代谢基因及甘油三酯和总胆固醇的影响

所培养的肝细胞特有的形态学观察和特征性的超微

结构的观察，最终鉴定出其试验材料是高浓度的鸡

原代肝细 胞［１６］，为 进 一 步 研 究Ｌ－ＢＡＢＰ 基 因 在 肝

中的功能研究提供可靠的试验材料。
晶体学结构 研 究 证 实Ｌ－ＢＡＢＰ 可 以 结 合 胆 汁

酸［１７］，推测Ｌ－ＢＡＢＰ 可 能 参 与 肝 内 胆 汁 酸 的 运 输

并在胆汁酸代谢途径中发挥重要的作用。Ｌ－ＢＡＢＰ
基因且具有较强的胆汁酸结合能力，胆汁酸具有较

高的溶解性，在胆固醇代谢中具有重要作用。本研

究发现，Ｌ－ＢＡＢＰ 基因表达量与培养基中的总胆固

醇含量 有 显 著 正 相 关 关 系，因 此 本 研 究 推 测 Ｌ－
ＢＡＢＰ 可能通过参与胆汁酸代谢途径，间接参与到

总胆固醇的代谢过程中起重要作用。同时，本研究

发现，Ｌ－ＢＡＢＰ 基因表达量与培养基中的甘油三酯

含量有负相关关系，禽类的脂肪沉积取决于甘油三

酯水平，结合赵玉芳等发现该基因ＳＮＰ位点显著影

响腹脂重、腹脂率和体重等性状［１０］，本研究推测Ｌ－
ＢＡＢＰ 基因参与到禽类脂肪沉积过程中。

禽类肝内脂肪酸代谢主要包括３个环节：肝内

脂肪合成、脂肪的脂解和肝合成的脂肪向肝外组织

的转运。禽 类 脂 肪 的 转 运 主 要 是 通 过 血 浆 ＶＬＤＬ
途径实现的，本研究发现，Ｌ－ＢＡＢＰ 基因与ＡＰＯＡΙ
基因 表 达 量 呈 负 相 关 关 系，ＡＰＯＡΙ是 高 密 度 脂 蛋

白的重要组成成分，是体内胆固醇逆向转运过程的

关 键 因 子［１８］，禽 类 脂 肪 的 转 运 主 要 是 通 过 血 浆

ＶＬＤＬ途径实现的，血浆中ＶＬＤＬ变化与鸡腹部脂

肪沉 积 显 著 相 关，ＡＰＯＡΙ基 因 与 腹 脂 重 和 腹 脂 率

显著相 关［１９－２１］，对 血 浆 ＶＬＤＬ的 合 成 具 有 调 节 作

用［２２］，同时，本研究发现Ｌ－ＢＡＢＰ 与胆固醇含量呈

正相关关系，因 此，本 研 究 推 测Ｌ－ＢＡＢＰ 基 因 通 过

影响ＡｐｏＡΙ基因参与到胆固醇运输过程中。
禽类肝内脂类发生脂解作用，围脂滴蛋白（Ｐｅｒ－

ｉｌｉｐｉｎ）在酯酶由胞液易位至脂滴表面的脂解反应中

发挥了重要的作用，基础状态下，Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ位于脂滴

表面作为生理屏障，防止胞浆内的脂酶接近脂滴，使
甘油三酯不被脂肪酶水解。在脂解刺激下，脂滴发

生断裂，形成许多微脂滴，其总表面积增大，而Ｐｅｒ－
ｉｌｉｐｉｎ的 量 没 有 显 著 增 加，因 此ＰＥＲＩＬＩＰＩＮ 的 屏

蔽作用相对减弱［２３］。在肝细胞中过表达ＰＥＲＩＬＩ－
ＰＩＮ 基因促进甘油三酯的沉积［２４］，填饲四川白鹅和

朗德鹅的过程中，肝细胞中ＰＥＲＩＬＩＰＩＮ 基因表达

以及甘油三酯都显著升高［２５］。本研究发现，干扰Ｌ－
ＢＡＢＰ 基因使ＰＥＲＩＬＩＰＩＮ 基因表达量明显上升；

过表达Ｌ－ＢＡＢＰ 基因 使ＰＥＲＩＬＩＰＩＮ 基 因 表 达 量

显著或极显 著 下 降。本 研 究 推 测Ｌ－ＢＡＢＰ 基 因 通

过对ＰＥＲＩＬＩＰＩＮ 基因的影响，对脂解反应和甘油

三酯含量有一定的影响。
结合 研 究 结 果 和 文 献 报 道，本 研 究 推 测，Ｌ－

ＢＡＢＰ 基因可能参与到禽类脂肪沉积过程，总胆固

醇的代谢和脂解过程中，具体的研究需要进一步深

入研究。

４　结　论

本研究在鸡 肝 细 胞 中 进 行Ｌ－ＢＡＢＰ 基 因 功 能

研究，发 现Ｌ－ＢＡＢＰ 基 因 对ＡｐｏＡΙ和ＰＥＲＩＬＩＰ－
ＩＮ 基因的表达量有显著或极显著的影响，Ｌ－ＢＡＢＰ

基因表达量与肝细胞中的甘油三酯和总胆固醇含量

有存在负相关，这些结果为进一步探讨Ｌ－ＢＡＢＰ 基

因在鸡肝中脂类代谢过程中的作用以及该基因与脂

类代谢相关 基 因 间 的 网 络 调 控 关 系 提 供 了 有 益 参

考。
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