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研究报告

鸡 PPARγ基因转录本 3 上游开放阅读框转录后的调控
作用 

褚衍凯 1,2,3，靳艳飞 1,2,3，邢天宇 1,2,3，马广伟 1,2,3，崔婷婷 1,2,3，闫晓红 1,2,3，

李辉 1,2,3，王宁 1,2,3 

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 

摘要: 过氧化物酶体增殖物激活受体 γ (peroxisome proliferator-activated receptor gamma, PPARγ)是脂肪生成的

关键调控因子。本实验室前期研究发现，与人和鼠等哺乳动物 PPARγ 基因的转录本不同，鸡 PPARγ 基因的多

个转录本 5′UTR 区存在上游开放阅读框(upstream open reading frames, uORFs)。为了揭示该 uORF 转录后的调

控作用，本研究构建了鸡 PPARγ 基因转录本 3 (cPPARγ3)野生型 5′UTR 报告基因载体 psiCHECK2-cPPARγ3- 

5′UTR-WT 和 uORF 突变 (uATG 突变为终止密码子 TGA)的 5′UTR 报告基因载体 psiCHECK2-cPPARγ3- 

5′UTR-Mut。将这两个报告基因载体分别转染永生化鸡前脂肪细胞(immortalized chicken pre-adipocytes, ICPA)

和鸡胚成纤维细胞 DF1，检测海肾荧光素酶报告基因 hRluc 活性及其 mRNA 表达。荧光素酶报告基因检测结果

显示，在 ICPA 细胞中，psiCHECK2-cPPARγ3-5′UTR-Mut 的 hRluc 报告基因活性极显著高于 psiCHECK2- 

cPPARγ3-5′UTR-WT (P<0.01)；在 DF1 细胞中，psiCHECK2-cPPARγ3-5′UTR-Mut 的 hRluc 报告基因活性高于

psiCHECK2-cPPARγ3-5′UTR-WT，但差异不显著(P>0.05)。qRT-PCR 检测 hRluc 基因 mRNA 表达结果显示，与

psiCHECK2-cPPARγ3-5′UTR-WT 相比，在 ICPA 细胞中，psiCHECK2-cPPARγ3-5′UTR-Mut 转染细胞的 hRluc 基

因的 mRNA 表达水平极显著降低(P<0.01)；在 DF1 细胞中，psiCHECK2-cPPARγ3-5′UTR-Mut 转染细胞后，hRluc

基因的 mRNA 表达水平也降低，但差异不显著(P>0.05)。为进一步分析该 uORF 对鸡 cPPARγ3 的转录后调控作

用，本研究又分别构建了野生型 cPPARγ3 真核表达载体 pcDNA3.1-cPPARγ3-WT 和 uORF 突变的 cPPARγ3 真核

表达载体 pcDNA3.1-cPPARγ3-Mut。qRT-PCR 检测 cPPARγ3 的 mRNA 表达水平，结果显示，在这两种细胞中，

pcDNA3.1-cPPARγ3-Mut 转染细胞的 cPPARγ3 mRNA 表达水平均显著低于 pcDNA3.1-cPPARγ3-WT 转染细胞

(P<0.05)，但 Western blot 结果显示，pcDNA3.1-cPPARγ3-Mut 转染细胞的 PPARγ 蛋白表达水平极显著高于

pcDNA3.1-cPPARγ3-WT 转染细胞(P<0.01)。这些研究结果表明，5′UTR 区的 uORF 抑制鸡 cPPARγ3 的翻译。 

关键词: 鸡；PPARγ基因；上游开放阅读框；翻译抑制 
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Abstract: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) is a critical regulator of adipogenesis. Our previ-

ous study showed that unlike human and mouse PPARγ transcripts, several chicken PPARγ transcript variants contain up-

stream open reading frames (uORFs) in their 5′ untranslated region (5′UTR). To decipher the role of uORFs in 

post-transcriptional regulation of chicken PPARγ gene, we constructed wild-type (psiCHECK2-cPPARγ3-5′UTR-WT) and a 

uORF mutant (the upstream ATG (uATG) was mutated to stop codon TGA) 5′UTR reporters (psiCHECK2-cPPARγ3- 

5′UTR-Mut) of chicken PPARγ transcript variant 3 (cPPARγ3). These two reporters were individually transfected into im-

mortalized chicken pre-adipocytes (ICPA) and DF1 cells, and the renilla luciferase (hRluc) activity and mRNA expression 

level were detected by reporter assay and qRT-PCR. The results showed that the hRluc activity of the mutated 5′UTR was 

significantly higher than that of the wild-type 5′UTR in ICPA cells (P<0.01), and the hRluc activity of the mutated 5′UTR 

tended to be higher than that of the wild-type 5′UTR in DF1 cells, but this difference did not reach statistical significance 

(P>0.05). The qRT-PCR analysis showed, in ICPA cells, the hRluc mRNA expression was significantly lower in the cells 

transfected with the mutated 5′UTR construct than in the cells transfected with the wild-type 5′UTR construct (P<0.01). In 

DF1 cells, the hRluc mRNA expression tended to be lower in the cells transfected with the mutated 5′UTR construct than in 

the cells transfected with the wild-type 5′UTR construct, but this difference did not reach statistical significance (P>0.05). 

To further gain insight into the post-transcriptional regulation of cPPARγ3 by the uORF, we constructed the expression 

plasmids bearing the full-length coding region of chicken PPARγ gene plus either wild-type or mutant uORF 5′UTR 

(pcDNA3.1-cPPARγ3-WT and pcDNA3.1-cPPARγ3-Mut). These two constructed PPARγ expression plasmids were indi-

vidually transiently transfected into both ICPA and DF1 cells, and PPARγ mRNA and protein levels were assayed by 

qRT-PCR and western blotting. The result showed that in both cell lines, PPARγ mRNA expression was significantly lower 

in the cells transfected with pcDNA3.1-cPPARγ3-Mut than in the cells transfected with pcDNA3.1-cPPARγ3-WT (P<0.05). 

In contrast, western blot analysis showed that PPARγ protein level was significantly higher in the cells transfected with 

pcDNA3.1-cPPARγ3-Mut than in the cells transfected with pcDNA3.1-cPPARγ3-WT (P<0.001). Taken together, our results 

demonstrate that the uORF in 5′UTR of the cPPARγ3 inhibits its translation. 

Keywords: chicken; PPARγ gene; uORF; translational repression 

过氧化物酶体增殖物激活受体 γ (peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma, PPARγ)是一个

配体依赖型的转录因子，属于核内激素受体超家族

成员。PPARγ 被配体激活后可以与视黄醛 X 受体

α(retinoid X receptor alpha, RXRα)形成异二聚体，结

合于靶基因启动子区的过氧化物酶体增殖物反应元

件(PPAR response elements, PPREs)来调控基因表 

达[1, 2]。PPARγ 是调控脂肪生成最关键的转录调控因

子，也是许多脂类代谢基因的转录调控因子，与肥

胖、Ⅱ型糖尿病和高血压等疾病密切相关[3~5]。研究
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发现，PPARγ基因是一个受多个启动子调控的基因，

人类(Homo sapiens)和小鼠(Mus musculus)的 PPARγ
基因分别有 4 个和 2 个启动子[6, 7]。由于选择性剪接，

人的 PPARγ基因可以产生 4 种转录本—hPPARγs 1-4，

小鼠的 PPARγ 基因可以产生 2 种转录本—mPPARγs 

1-2，这些 PPARγ 转录异构体之间的差别主要是 5′

端非翻译区(5′ untranslated region, 5′UTR)序列和长

度不同 [6, 7]。本实验室前期研究发现，鸡 (Gallus 
domesticus)PPARγ 基因有 3 个启动子，由于使用不

同启动子和选择性拼接，鸡可以产生 5 种不同的

PPARγ转录本(cPPARγs 1-5)，这 5 种转录本的差别

也在于 5′UTR 序列和长度不同[8]。序列分析发现，

鸡 PPARγ 基因 5 个转录本的 5′UTR 与哺乳动物

PPARγ基因各转录本的 5′UTR 序列和长度均有较大

差异[9]，提示鸡 PPARγ基因 5′UTR 的调控作用和机

制可能与哺乳动物不同。 

真核生物 mRNA 的 5′UTR 对基因表达具有重要

的调控作用，既可以促进基因表达也可以抑制基因

表达[10]。目前在真核生物 5′UTR 区已鉴定出大量的

顺式调控元件，如 5′帽结构、翻译起始基序、核糖体

内部进入位点(internal ribosome entry sites, IRESs)、5′-

末端寡嘧啶区(5′ terminal oligo-pyrimidine, 5′TOPs)、

G-四链体(G-quadruplexes)、5′UTR 的二级结构、上

游 AUG 密码子(upstream AUG codons, uAUGs)和上

游开放阅读框(upstream open reading frame, uORF)

等[11, 12]，这些调控元件可以在转录后以及翻译水平

来调控基因表达[13]。其中，uORF 是一个重要的顺

式调控元件，哺乳动物 uORF 的转录后调控研究已

经较为深入[14]。 

uORF 是由上游起始密码子 (upstream ATG, 

uATG) 和 上 游 终 止 密 码 子 (upstream stop codon, 

uSTOP)构成的一类短小的开放阅读框，一般位

于 5′UTR 区。生物信息学分析发现，人类约 49%的

转录本含有 uORF，小鼠约 44%的转录本含有 uORF，

并且许多 uORF 在物种间是高度保守的，提示这些

uORF 序列是选择进化的结果[15, 16]。对哺乳动物的

研究发现，在正常情况下，uORF 可以通过降低下游

编码区的翻译效率或引起 mRNA 降解来抑制基因表

达。然而，当细胞处于应激状态时，uORF 可以促进

某些应激相关基因的 mRNA 表达[17]。 

目前，对 PPARγ基因的调控研究主要集中在哺

乳动物上，研究内容主要包括 PPARγ基因的转录调

控和表观遗传调控等。但对 PPARγ基因 5′UTR 转录

后调控的研究报道还很少。本实验室前期通过生物

信息学分析发现，与人和小鼠等哺乳动物 PPARγ 基

因的转录本不同，鸡 PPARγ基因的多个转录本 5′UTR

都存在 uORF，但其调控作用还不清楚。为了揭示

uORF 在鸡 PPARγ 基因中的调控作用，本研究选择

鸡 PPARγ转录本 3(cPPARγ3)，采用基因定点突变和

报告基因等技术对 uORF 的转录后调控作用进行  

分析，证实 uORF 抑制鸡 PPARγ基因的翻译，研究

结果为揭示鸡 PPARγ 基因的转录后调控机制奠定 

基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

psiCHECKTM-2 报告基因载体购自 Promega 公

司(美国)，pcDNA3.1(+)真核表达载体购自 Invitrogen

公司(美国)。鸡胚成纤维细胞系 DF1 购自上海生命

科学研究院细胞资源中心。鸡永生化前脂肪细胞系

(immortalized chicken pre-adipocytes, ICPA)为本实

验室保存[17]。 

1.2  生物信息学分析 

利用 StarORF (http://star.mit.edu/index.html)、

UTRscan (http://itbtools.ba.itb.cnr.it/utrscan)和 Reg-

RNA2.0 (http://regrna2.mbc.nctu.edu.tw) 软 件 预 测

鸡 cPPARγ3 的 5′UTR 区潜在的顺式调控元件。利用

RNAFOLD (http://rna.tbi.univie.ac.at)、MFOLD (http:// 

mfold.rna.albany.edu)和 GEEBEE (http://www.genebee. 

msu.su)软件预测鸡 PPARγ基因 5′UTR 的高级结构。 

1.3  引物设计及合成 

根据本实验室前期得到的鸡 cPPARγ3 的 5′端

mRNA 序列(GenBank 登录号：KP736528)设计 qRT- 

PCR 表达检测引物 cPPARγ3-F1/cPPARγ3-R1；根据

在 Promega 公司官方网站(www.promega.com/vectors/)
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中获取的 psiCHECK™-2 载体全长序列，设计 hRluc
基因的点突变引物 hRluc-F1/hRluc-R1 和 qRT-PCR

表达检测引物 hRluc-F2/hRluc-R2，选择 NONO 基因

(NM_001031532)作为内参基因。根据鸡 PPARγ基因

(NM_001001460.1)的 mRNA 序列，设计 CDS 区克

隆引物 cPPARγ-F/cPPARγ-R 。所有引物均利用

Primer Premier 5.0 软件设计，由上海英骏生物技术

有限公司合成。引物信息见表 1。 

1.4  载体构建 

1.4.1  分析 5′UTR 转录后调控的报告基因载体

构建 

利用点突变试剂盒(全式金，北京)将 psiCHE-

CK™-2 载体的 hRluc 基因的起始密码子 ATG 突变为

TTG，突变后的载体命名为 psiCHECK2M[18]，测序

验证无误后用于后续研究。 

1.4.2  鸡 cPPARγ3-5′UTR 报告基因载体构建 

将带有 PPARγ 基因起始密码子 ATG 的野生型

cPPARγ3 的 5′UTR 序列 (WT)和 uORF 突变型的

5′UTR 序列(Mut，uORF 中的 uATG 突变为终止密码

子 TGA)分别插入 psiCHECK2M 载体的 hRluc 基  

因上游的 NheⅠ酶切位点处，获得野生型和 uORF

突 变 型 的 5′UTR 报 告 基 因 载 体 (psiCHECK2M- 

cPPARγ3-5′UTR-WT 和 psiCHECK2M-cPPARγ3- 

5′UTR-Mut)，测序验证无误后用于后续研究。 

1.4.3  鸡 cPPARγ3 真核表达载体构建 

利用引物 cPPARγ-F/cPPARγ-R，以 ICPA 细胞

的 cDNA 为模板，PCR 扩增得到鸡 PPARγ基因 CDS

片段(两端携带 EcoRⅠ和 XhoⅠ酶切位点)。将 PCR

产物和 pcDNA3.1 质粒分别用 EcoRⅠ和 XhoⅠ进行

双酶切，回收纯化得到目的片段，使用 T4 连接酶连

接得到重组质粒 pcDNA3.1-CDS 。人工合成鸡

cPPARγ3 野生型 5′UTR 片段和 uORF 突变的 5′UTR

片段(两端均携带 NheⅠ和 XhoⅠ酶切位点)克隆至

pUC57 载体中，分别命名为 pUC57-WT-1 和 pUC57- 

Mut-1。用 NheⅠ和 XhoⅠ双酶切重组质粒 pcDNA3.1- 

CDS，同时用 NheⅠ和 XhoⅠ分别双酶切 pUC57- 

WT-1 和 pUC57-Mut-1，回收纯化获得目的片段，T4

连接酶将目的片段与线性化质粒 pcDNA3.1-CDS 连

接得到重组质粒 pcDNA3.1-cPPARγ3-WT和 pcDNA-

3.1-cPPARγ3-Mut，测序验证无误后用于后续研究。 

1.4.4  鸡 cPPARγ3 5′UTR 启动子报告基因载体

的构建 

用 XhoⅠ和 HindⅢ双酶切 pGL3-basic 报告基因

质粒，琼脂糖凝胶电泳后，胶回收得到线性化质粒。

将人工合成的鸡 cPPARγ3 野生型 5′UTR 片段和

uORF 突变的 5′UTR 片段(两端均携带 XhoⅠ和 Hind

Ⅲ酶切位点)克隆至 pUC57 载体中，分别命名为

pUC57-WT-2 和 pUC57-Mut-2。用 XhoⅠ和 HindⅢ 

 
表 1  本研究所使用的引物信息 
Table 1  Primers used in this study  

引物 序列(5′→3′) 片段大小(bp) 用途 

cPPARγ3-F1 GAGCCTGCAACAAATTACAATGG 166 qRT-PCR 

cPPARγ3-R1 AGAAAAATAGGGAGGAGAAGGAGG 

hRluc-F2 ACCAAGACAAGATCAAGGCC 195 qRT-PCR 

hRluc-R2 GAACTCCTCAGGCTCCAGT 

NONO-F AGAAGCAGCAGCAAGAAC 115 qRT-PCR 

NONO-R TCCTCCATCCTCCTCAGT 

cPPAR γ-F GAATTCATGGTTGACACAGAAATGCCGT 1451 CDS 区克隆 

cPPARγ -R CCTCGAGGAGGATAAGAACTACTATCGCC 

hRluc-F1 ACTATAGGCTAGCCACCTTGGCTTCCAAGG 6273 hRluc 点突变 

hRluc-R1 AGGTGGCTAGCCTATAGTCATGAATTATGCTG 
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分别双酶切 pUC57-WT-2 和 pUC57-Mut-2 质粒，回

收纯化后获得目的片段。使用 T4 连接酶将目的片段

与线性化的 pGL3-basic 质粒连接，获得鸡 cPPARγ3 

5′UTR 启动子活性分析用报告基因载体 pGL3-basic- 

cPPARγ3-WT 和 pGL3-basic-cPPARγ3-Mut，测序验

证无误后用于后续研究。 

1.5  细胞培养 

DF1 细胞和 ICPA 细胞均培养在添加了 10%胎

牛血清及终浓度为 100 U/mL 青霉素、100 mg/L 链

霉素的 DMEM 培养基中，置于 37℃含 5% CO2 和

90%相对湿度的细胞培养箱中传代培养，24~48 h 传

代一次。 

1.6  双荧光素酶报告基因活性检测 

将 DF1 细胞和 ICPA 细胞分别接种到 24 孔板中

(2×105 个/孔)，待细胞汇合度达到 50%~70%时，参

考 Lipofectamine®2000(Invitrogen, 美国)说明书，将

报告基因质粒分别转染细胞，转染 48 h 后收集细胞，

按双荧光素酶检测试剂盒(Promega, 美国)说明书操

作，分别检测各组双荧光素酶报告基因活性。 

1.7  RNA提取及实时荧光定量PCR (qRT-PCR) 

将重组质粒 pcDNA3.1-cPPARγ3-WT 和 pc-

DNA3.1-cPPARγ3-Mut 分别转染 DF1 细胞和 ICPA

细胞，转染 48 h 后，收集细胞，按照试剂盒 RNeasy 

Plus Mini Kit(QIAGEN，德国 )说明书提取细胞总

RNA。取等量的 RNA (1 μg)按照反转录试剂盒

PrimeScript™RT reagent Kit with gDNA Erase(宝生

物工程(大连)有限公司)说明书进行反转录，然后采

用 qRT-PCR 方法检测 cPPARγ3 mRNA 表达。将

psiCHECK2-cPPARγ3-5′UTR-WT 和 psiCHECK2- 

cPPARγ3-5′UTR-Mut 分别转染 DF1 细胞和 ICPA 细

胞，提取细胞总 RNA，反转录后采用 qRT-PCR 检

测 hRluc 基因的 mRNA 表达。 

qRT-PCR 反应在 ABI 7500 荧光定量 PCR 仪上

进行。反应体系为：FastStart Universal SYBR Green 

Master (ROX) (Roche，德国) 5 μL，cDNA 模板 1 μL，

上、下游引物(10 μmol/L)各 0.2 μL，水 3.6 μL，总 

体积为 10 μL。反应条件：95℃预变性 10 min；95℃

变性 15 s，60℃复性延伸 60 s，共 40个循环。以 NONO

基因为内参基因，采用 2-ΔΔCt 法计算 mRNA 的相对

表达量[19]。 

1.8  Western blot分析 

将重组质粒 pcDNA3.1-cPPARγ3-WT 和 pc-

DNA3.1-cPPARγ3-Mut 分别转染 ICPA 细胞，转染

48 h 后，用 PBS 洗细胞 3 遍，加入含有 1 mmol/L 

PMSF 的细胞裂解液，振荡混匀后冰上静置 30 min，

12 000 r/min 离心 5 min，取上清，用 BCA 方法测定

蛋白浓度。蛋白样经过 12% SDS-PAGE 电泳分离后，

电转至 NC 膜上，5%脱脂奶粉室温封闭 1 h；PBST

洗涤后加入 1∶1000 稀释的鸡 PPARγ 一抗(实验室

保存)室温振荡孵育 2 h；PBST 洗涤后加入 1∶5000

稀释的辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗(北京

中杉金桥生物技术有限公司)室温振荡孵育 1 h，洗

膜后进行 ECL 显色。内参对照为 β-actin。 

1.9  数据分析 

运用 SAS 9.2 软件(SAS Institute Inc.)分析实验

数据，数据结果表示为平均数±标准误(x±SEM)，采

用 t-test 检验，n.s.表示差异不显著，*P<0.05 为差异

显著，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001 为差异极

显著。 

2  结果与分析 

2.1  鸡 cPPARγ3 5′UTR区的生物信息学分析 

鸡 cPPARγ3 的 5′UTR 区全长 300 bp，利用

StarORF (http://star.mit.edu/index.html)和 UTRscan 

(http://itbtools.ba.itb.cnr.it/utrscan)软件分析鸡 cPPARγ3 

mRNA 的 5′UTR 序列。结果显示，在-39/-28 (起始

密码 ATG 的 A 为+1)区域存在一个 uORF，长度为

12 bp (图 1A)。对 uORF 中的上游起始密码子 uATG

的序列环境分析发现，uATG 和编码区 ATG(main 

ATG, mATG)的序列环境相似，基本符合 Kozak 规

则[20, 21](图 1B)。 
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图 1  鸡 PPARγ 基因转录本 3(cPPARγ3)5′UTR 区的生物信息学分析 
Fig. 1  Bioinformatics analysis of the 5′UTR of chicken PPARγ transcript variant 3 (cPPARγ3) 
A：鸡 PPARγ 基因转录本 3(cPPARγ3)5′UTR 区 uORF 的预测分析；B：uORF 的起始密码子(uATG)和编码区起始密码子(mATG)序列

分析。 

 
2.2  鸡 cPPARγ3的 uORF对报告基因的转录后

调控分析 

为研究鸡 cPPARγ3 5′UTR 区 uORF 的转录后调

控作用，本文首先构建了 5′UTR 转录后调控分析用

的报告基因载体。将 psiCHECK-2 载体中 hRluc 基因

的起始密码子 ATG突变为 TTG，使其不能发挥作用，

将这一报告基因载体命名为 psiCHECK2M。将 3′ 末

端携带起始密码子的 5′UTR 片段插入到 hRluc 基因

上游的 NheⅠ酶切位点，所插入的 5′UTR 片段作为

hRluc 基因的 5′UTR，并使用 5′UTR 片段 3′末端所携

带的起始密码子 ATG 来起始翻译。利用这一构建

的 5′UTR 报告基因载体可以分析 5′UTR 的转录后调

控作用[18]。双荧光素酶报告基因结果显示，与野生

型载体(psiCHECK-2)相比，hRluc 基因的 ATG 突变

后报告基因活性在 DF1 细胞和 ICPA 细胞中均极显

著下降(P<0.001，图 2A)，表明本研究成功构建了用

于分析 5′UTR 转录后调控作用的报告基因载体

(psiCHECK2M)，可以用于后续相关实验。 

将 cPPARγ3 野生型的 5′UTR 序列(WT)和 uORF

突变型的 5′UTR 序列(Mut)别插入到 psiCHECK2M

载体 hRluc 基因上游的 NheⅠ酶切位点(图 2，B 和 C)。

双荧光素酶报告基因检测结果表明：在 ICPA 细胞

中，psiCHECK2M-cPPARγ3-5′UTR-Mut 的报告基因

活性极显著高于野生型(psiCHECK2M-cPPARγ3- 

5′UTR-WT) (P<0.01，图 2D)；在 DF1 细胞中，psiCHE-

CK2M-cPPARγ3-5′UTR-Mut 的 hRluc 报告基因活性 

高于野生型(psiCHECK2M-cPPARγ3-5′UTR-WT)，但

没有达到统计学差异显著(P>0.05，图 2D)。为了进

一步分析 uORF 的调控机制，本研究采用 qRT-PCR

方法分别检测了 psiCHECK2M-cPPARγ3-5′UTR-WT

和 psiCHECK2M-cPPARγ3-5′UTR-Mut 转染细胞中

hRluc 基因的 mRNA 表达情况。结果显示：在 ICPA

细胞中，uORF 突变后，hRluc 基因 mRNA 表达水平

极显著降低(P<0.001，图 2E)；在 DF1 细胞中，uORF

突变后，hRluc 基因的 mRNA 表达水平低于野生型，

但是差异不显著(P>0.05，图 2E)。上述数据表明，uORF

可能通过抑制下游基因的翻译来调控基因表达。 

2.3  鸡 cPPARγ3 uORF 对 PPARγ 基因的转录
后调控分析 

本文进一步分析了 5′UTR区的 uORF对 cPPARγ3
的转录后调控作用，将构建的重组质粒 pcDNA3.1- 

cPPARγ3-WT 和 pcDNA3.1-cPPARγ3-Mut 分别转染

DF1 细胞和 ICPA 细胞，检测鸡 cPPARγ3 的 mRNA

和蛋白表达。qRT-PCR 检测结果显示，在这两种细

胞中，与 pcDNA3.1-cPPARγ3-WT 转染细胞相比，

pcDNA3.1-cPPARγ3-Mut 转染细胞后，cPPARγ3 的

mRNA 表达显著降低(P<0.05) (图 3A)。Western blot

结果显示，与 pcDNA3.1-cPPARγ3-WT 转染细胞相

比，pcDNA3.1-cPPARγ3-Mut 转染细胞的 PPARγ 蛋

白表达显著升高，大约上调 2.3 倍(P<0.0001) (图 3，

B 和 C)。上述结果表明，uORF 通过抑制鸡 PPARγ
基因的翻译来调控其表达。 
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图 2  鸡 cPPARγ3 5′UTR 区 uORF 突变对报告基因活性和表达的影响 
Fig. 2  The effects of uORF mutaiton in cPPARγ3 5′UTR on reporter activity and mRNA expression 
A：psiCHECK-2M 报告基因载体的验证分析；B：cPPARγ3 的 5′UTR 报告基因载体结构示意图；C：5′UTR 野生型报告基因载体

(psiCHECK2M-cPPARγ3-5′UTR-WT)和 uORF 突变的 5′UTR 报告基因载体(psiCHECK2M-cPPARγ3-5′UTR-Mut)测序比对(黑色方框位

置为 uORF 的突变位点)；D：双荧光素酶报告基因技术检测 uORF 突变对 hRluc 报告基因活性的影响；E：qRT-PCR 检测 uORF 突变

对 hRluc 基因 mRNA 表达的影响。**：P<0.01；***：P<0.001；****：P<0.0001；ns 表示差异不显著。 

 

 
 

图 3  5′UTR 区 uORF 突变对 cPPARγ3 的 mRNA 和蛋白表达的影响 
Fig. 3  The effects of 5′UTR uORF mutaiton on cPPARγ3 mRNA and protein levels 
A：qRT-PCR 检测 5′UTR 区 uORF 突变对鸡 cPPARγ3 mRNA 表达的影响；B：Western blot 检测 5′UTR 区 uORF 突变对鸡 PPARγ 蛋

白表达的影响；C：uORF 突变对鸡 PPARγ 蛋白表达影响的定量分析。*：P<0.05；**：P<0.01；****：P<0.0001。 
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2.4  鸡 cPPARγ3 5′UTR区的启动子活性检测 

qRT-PCR 检测发现，uORF 突变会导致 hRluc
基因和鸡 cPPARγ3 的 mRNA 表达水平下降(图 2E，

图 3A)，这提示 5′UTR 相应的 DNA 序列可能具有启

动子活性，uORF 的突变可能影响 5′UTR 的启动子

活性，从而引起下游基因 mRNA 表达变化。为确定

鸡 cPPARγ3-5′UTR 区是否具有启动子活性，本文将

构建的野生型(pGL3-basic-cPPARγ3-WT)和 uORF 突

变 的 5′UTR 启 动 子 报 告 基 因 载 体 (pGL3-basic- 

cPPARγ3-Mut)分别转染 ICPA 细胞和 DF1 细胞。双

荧光素酶报告基因检测结果显示，在 ICPA 细胞和

DF1 细胞中，野生型和 uORF 突变的启动子报告基

因载体的活性均极显著的高于 pGL3-basic 空载体，

活性约是 pGL3-basic 空载体的 20 倍(图 4，A 和 B)。

与野生型报告基因载体相比，uORF 突变后，启动子

活性在两种细胞中均极显著下降，分别下降约 21%

和 13%(P<0.01)(图 4，A 和 B)。这些结果表明，鸡

cPPARγ3 5′UTR 区序列具有启动子活性，uORF 突变

会导致启动子活性显著降低，这与上述 hRluc 基因

和 cPPARγ3 的 mRNA 表达变化相一致。 

3  讨  论 

uORF 是一种重要的顺式调控元件，通常可以抑 

制目的基因的翻译[22]。如癌基因 mdm2 在正常细胞

中主要表达含有 2 个 uORFs 的 L-mdm2 转录本，这

些 uORFs 抑制了 mdm2 基因的翻译，mdm2 蛋白表

达量很低，因此不致癌；癌细胞中 mdm2 基因主要

表达缺少 uORF 的 S-mdm2 转录本，mdm2 蛋白表达

量比正常细胞高 20 倍以上[23]。当机体处于应激状态

时，uORF 可以促进 ATF4、CAT-1 等应激相关基因

的翻译[24]。此外，有研究发现一些 uORF 对蛋白的

翻译没有影响[25, 26]。本研究发现鸡 cPPARγ3 5′UTR

区的 uORF 突变后，cPPARγ3 的 mRNA 表达水平显

著下降(图 3A)，但是鸡 cPPARγ3 蛋白表达水平极显

著升高(图 3，B 和 C)，说明该 uORF 抑制鸡 cPPARγ3

的翻译。 

真核生物 mRNA 通常以“核糖体扫描”机制进行

翻译[27]，由于 5′UTR 区的 uORF 位于基因编码区阅

读框(main open reading frame, mORF)的上游，会优

先被扫描，所以 uORF 的序列组成、二级结构等都

会影响基因下游编码区的翻译。研究发现，uORF

可以通过多种方式调控基因表达：(1)核糖体在扫描

过程中将 uORF 当做为编码区 ORF (mORF)进行翻

译，导致 mORF 的翻译受到抑制[28]；(2)核糖体扫描

并翻译 uORF，在翻译的延伸期或终止期形成“路障”，

阻碍核糖体继续向 3′端扫描或引起翻译起始复合物

的解体从而抑制蛋白翻译； (3) uORF 可以引起 

 

 
 

图 4  鸡 cPPARγ3 5′UTR 区的启动子活性检测 
Fig. 4  The promoter activity analysis of the 5′UTR of cPPARγ3 
A：cPPARγ3 5UTR 区在 ICPA 细胞中的启动子活性检测分析；B：cPPARγ3 5UTR 区在 DF1 细胞中的启动子活性检测分析。**：P<0.01。 
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无义介导的 mRNA 降解(nonsense-mediated mRNA 

decay, NMD)，使模板 mRNA 的降解，无法翻译下

游的编码区[29]。本研究发现，cPPARγ3 的 uATG 基

本符合 Kozak 规则，提示该 uATG 在翻译起始阶段

可能被核糖体识别并起始翻译，从而降低了下游编

码区的翻译效率。本研究证实 cPPARγ3 的 uORF 显

著抑制鸡 PPARγ 的翻译(图 3，B 和 C)，但 uORF 抑

制 cPPARγ3 蛋白翻译的具体作用机制还有待于进一

步探究。 

目前已发现许多基因的 5′UTR 所对应的 DNA

序列也是其启动子的一部分，具有启动子活性。例

如，研究发现 CCN1、CCN2、CCN4 基因的 5′UTR

区都有启动子活性[30,.31]。本研究发现，鸡 cPPARγ3 

5′UTR 对应的 DNA 序列也具有启动子活性，且

uORF 中的 uATG 突变会导致启动子活性显著降低  

(图 4，A 和 B)，这与 hRluc 基因和 cPPARγ3 的 mRNA

表达变化相一致(图 2E，图 3A)。本研究构建的 5′UTR

报告基因载体和 cPPARγ3 真核表达载体中，5′UTR

区对应 DNA 序列在转录时可以作为转录调控元件

调控下游基因的转录；当被转录为 mRNA 的 5′UTR

后，它又能作为转录后调控元件发挥转录后调控作

用。这是 uORF突变导致下游基因(hRluc和 cPPARγ3)

的蛋白和 mRNA 表达不一致的原因。 

在 uORF 转录后调控分析中，与野生型 psiCHE-

CK2M-cPPARγ3-5′UTR-WT 相比，在 ICPA 细胞中

psiCHECK2M-cPPARγ3-5′UTR-Mut 的报告基因活

性极显著升高，hRluc 基因的 mRNA 表达显著下降；

但是在 DF1 细胞中，尽管变化趋势与 ICPA 细胞中

的结果相似，但 psiCHECK2M-cPPARγ3-5′UTR-Mut

的报告基因活性和报告基因 hRluc 的 mRNA 变化幅

度均未达到统计学显著水平(图 2，D 和 E)。与本研

究情况类似，人 PTCH1b 基因 5′UTR 的 uORF 在

HEK293T 和 MCF7 细胞中的调控强度也存在差   

异[32]。我们推测，cPPARγ3 的 uORF 发挥作用需要

RNA 结合蛋白、非编码 RNA 以及下游基因 mRNA

等相互作用，而 ICPA 和 DF1 细胞所表达的 RNA 结

合蛋白和非编码 RNA 的种类和含量可能存在一定

的差异，导致 uORF 在这两种细胞中的作用强度   

不同。 

研究发现，不同 5′末端序列的 PPARγ转录异构

体有不同的组织表达模式，如人和小鼠的转录异构

体 PPARγ1 呈现广泛的组织表达，而 PPARγ2 的表达

主要限于脂肪组织，人的转录异构体 hPPARγ3 主要

在白色脂肪组织、结肠和巨噬细胞中表达[33]。同样，

本实验室前期研究发现，鸡 PPARγ基因不同转录本

的组织表达谱也不同[9]，这提示 5′UTR 对各个转录

本的调控作用可能不同。人 PPARγ 基因各转录本

的 5′UTR 区由于其二级结构和包含的调控元件存在

差异致使 5′UTR 对 PPARγ 的翻译有不同的调控作 

用[34]。鸡 PPARγ基因的 5′UTR 与人和鼠的同源性很

低，与人和鼠的 PPARγ 基因的 5′UTR 区不同，鸡

PPARγ基因的 5′UTR 存在 uORF，提示 PPARγ基因

在鸡和哺乳动物中的转录后调控机制存在差异。

PPARγ 在脂肪生成、糖脂代谢等方面都发挥重要的

调控作用，而鸟类的这些生物学过程均与哺乳动物

有较大的区别，如鸡的脂肪组织对胰岛素不敏感，

鸡血清中的葡萄糖浓度是哺乳动物的 2 倍[35,36]，鸡

PPARγ 基因的 uORF 可能是导致这些差异的原因之

一。研究发现，人类许多基因由于碱基突变可以产

生新的 uORF，这些 uORF 会导致基因表达异常和疾

病的发生。例如，LDLR 基因一个 C 碱基的缺失突

变，产生一个新的 uORF，抑制了 LDLR基因的翻译，

并最终引起人类家族性高胆固醇血症 [37]；KCNJ11

基因中-34 位的 C/T 突变产生了一个新的 uORF，该

uORF 抑制了 KCNJ11 基因的翻译，从而增加了先天

性高胰岛素发生的风险[38]。未来有必要进一步深入

探究鸡 PPARγ基因中 uORF 在脂肪生物学中的作用

和作用机制。 
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