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摘 要 载脂蛋白B (apolipoprotein B, ApoB)在极低密度脂蛋白(very low density lipoproteins, VLDL)组

装、转运以及脂类代谢中都具有重要作用。本课题组前期研究发现鸡(Gallus gallus) ApoB基因g.-112A>G

单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)与鸡腹脂重和腹脂率显著相关。生物信息学分析

显示，该SNP位于鸡ApoB基因的启动子区，可能是功能性SNP。为确定该SNP的功能性，本研究开展了

该位点不同基因型与血清生化指标的相关分析；比较了ApoB基因3种基因型在鸡肝脏和小肠中的表达水

平；构建了含该SNP位点A和G等位基因的启动子报告基因载体，并利用双荧光素酶报告系统分析候选

转录因子TATA-box binding protein (TBP)和CCAAT/enhancer binding protein alpha (C/EBPα)对该SNP位

点不同等位基因荧光素酶活性的影响。关联分析结果显示，携带GG基因型的公鸡高密度脂蛋白(high-

density lipoprotein, HDL)/低密度脂蛋白(low-density lipoprotein, LDL)显著高于AA型个体(P＜0.05)；qRT-

PCR 结果显示，在鸡肝脏和小肠组织，AG 基因型的 ApoB基因表达量显著低于 AA 和 GG 基因型(P＜
0.05)；报告基因检测结果显示，A等位基因荧光素酶活性显著高于G等位基因(P＜0.05)。此外，转录因子

TBP和C/EBPα对A等位基因荧光素酶活性的促进作用强于G等位基因(P＜0.05)。上述结果提示，ApoB
基因g.-112A>G可能是功能性SNP位点，可初步确定其为优质鸡育种的功能性分子标记。本研究为深入

探讨ApoB基因在脂肪生长发育中的功能提供了实验数据。
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Abstract The apolipoprotein family plays an important role in the transport and metabolism of lipids and

cholesterol in the body. The apolipoprotein B (ApoB) plays an important role in lipid metabolism. Previously it

was found that the genotypes of chicken (Gallus gallus) ApoB g. -112A>G (single nucleotide polymorphism,

SNP) were significantly associated with abdominal fat weight and abdominal fat percentage in chickens. To
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快大型肉鸡(Gallus gallus)体脂(尤其是腹脂)蓄

积过多的问题日益突出。畜禽体内沉积过多脂肪

不仅会降低饲料转化率和分割肉的产量，还降低了

畜禽的商品价格。利用遗传手段解决体脂沉积是

有效途径之一。

载脂蛋白B (apolipoprotein B, ApoB)是血清脂

蛋白的主要蛋白质组分，参与很多重要的生物过

程，如脂质运输、酶活性调节和受体识别(Wang et

al., 2003)。有研究表明，哺乳动物中小肠和肝脏是

ApoB的主要表达场所，在甘油三酯组装与分泌中

具有重要作用(Glickman et al., 1986)。ApoB 是极

低 密 度 脂 蛋 白 (very low density lipoproteins,

VLDL)、中间密度脂蛋白 (intermediated-density li-

poprotein, IDL)和低密度脂蛋白 (low-density lipo-

protein, LDL)的组成成分，作为LDL受体的配体，

负责LDL在体内的清理，调节LDL与其受体的结

合与代谢(Bava et al., 2001)。

目前，国内外有关 ApoB基因的研究多见于人

类(Homo sapiens)和小鼠(Mus musculus)，在家禽上鲜

有报道。鉴于 ApoB基因的重要功能，本实验室前

determine whether the ApoB gene g.-112A>G is a functional SNP, we conducted the following research work:

Association analysis between different genotypes and plasma biochemical markers, body weight and

abdominal fat traits; The mRNA expression levels of the 3 ApoB genotypes in the liver and small intestine of

chickens were detected and compared; The luciferase reporter gene vector containing different alleles in the

promoter region of chicken ApoB gene was constructed and transfected into chicken fibroblast cell (DF1) and

human hepatoma (HepG2) cells respectively; The possible mechanism of action of the ApoB gene g.-112A>G

was predicted and analyzed by on-line bioinformatics software. It was found that the A allele could change the

TBP and C / EBPα transcription factor binding sites in the chicken ApoB gene promoter region. It could be

assumed that the g.-112A>G could influence the promoter activity of ApoB gene, which in turn affected gene

expression. To confirm this hypothesis, the effect of pCMV-TBP and pCMV-C/EBPα on the activity of the

dual-luciferase reporter gene of different alleles was analyzed in DF1 and HepG2 cells. The major results as

follows: (1) Association analysis showed that genotypes of g. - 112A>G in ApoB gene were significantly

associated with high-density lipoprotein (HDL) (P＜0.01), and significantly associated with HDL/low-density

lipoprotein (LDL) and Body Weight (BW) (P＜0.05), and closely associated with Triglyceride (TG) (P=

0.0549), Total Cholesterol (TC) (P=0.0926) and Abdominal Fat Weight (AFW) (P=0.0805). Multiple

comparisons showed that HDL, HDL / LDL, and BW were significantly higher in individuals with GG

genotype than those with AG and AA genotypes (P＜0.05). (2) qRT-PCR results showed that the ApoB gene

expression level of AG genotype was significantly lower than that of AA genotype and GG genotype in both

chicken liver and small intestine (P＜0.05). (3) Bioinformatics predictions revealed that the A allele could

change the TATA-box binding protein (TBP) and CCAAT / enhancer binding protein alpha (C / EBPα)

transcription factor binding sites in chicken ApoB gene promoter region. (4) The study successfully constructed

reporter gene vectors containing different alleles of the chicken ApoB gene g. - 112A>G, and reporter gene

activity analysis indicated that there were significant differences in the reporter gene activity of the A and G

alleles (P＜0.05), and the reporter gene activity of the A allele was significantly higher than the G allele. (5)

TBP eukaryotic expression vector pCMV-TBP was successfully constructed. pCMV-TBP and pCMV-C/EBPα
(kept in the lab) were co-transfected with reporter vectors of different alleles. The results showed that

transcription factors TBP and C/EBPα promoted luciferase activity of the A allele more strongly than that of

the G allele (P＜0.05). The above results suggested that ApoB gene g. -112A>G might be a functional SNP

locus, and it could be preliminarily identified as a functional molecular marker for quality chicken breeding.

The present study provides experimental data for further exploration of the function of ApoB gene in fat

development.

Keywords Chicken, Apolipoprotein B gene (ApoB), Promoter, Functional SNP
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期以东北农业大学肉鸡高、低脂系为研究材料，采

用测序和 PCR-限制性片段长度多态性(restriction

fragment length polymorphism, PCR-RFLP)等方法

检测了鸡 ApoB基因的多态性，并进行了基因型与

鸡生长和屠体性状的相关分析。发现鸡ApoB基因

启动子区存在 1个多态位点 g.-112A>G，该位点与

鸡腹脂重和腹脂率显著相关 (P＜0.05) ( 张森 ,

2006)。生物信息学分析显示g.-112A>G位于ApoB
基因的核心启动子区，预示该位点可能为功能性

SNP。为此，本研究开展了该SNP位点的功能性鉴

定和分析。

1 材料与方法

1.1 实验材料

pEasy-T1 simple vector 和大肠杆菌(Escherich⁃
ia coli)菌株Trans1-T1购自全式金公司(北京)；鸡胚

胎成纤维细胞系DF1购自生命科学研究院细胞资

源中心(上海)；人肝癌细胞系HepG2为本室保存；

荧光素酶报告基因载体 pGL3-basic vector 和对照

载体 pRL-TK购自 Promega公司(美国)。鸡(Gallus
gallus)基因组为本室保存的东北农业大学第 21世

代高脂系公鸡基因组DNA。实验动物为东北农业

大学第21世代高脂系群体随机挑选的105只公鸡。

限制性内切酶和 PrimeScriptTM RT reagent Kit

with gDNA Eraser 购自 Takara 公司 (日本)、Trans-

Start® Taq和 T4 DNA 连接酶购自全式金公司 (北

京)；DNA纯化回收试剂盒和质粒小量制备试剂盒

购自Axygen公司(美国)；FastStart Universal SYBR

Green Master (Rox)购自 Roche 公司 (美国)；Dual-

Luciferase® Reporter Assay System 购自 Promega 公

司(美国)；Lipofectamine 2000 购自 Invitrogen 公司

(美国)；胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)、Dulbec-

co's modified eagle medium (DMEM)培养基和Opti-

MEMI培养基购自Gibco公司(美国)；胰酶、青霉素

和链霉素购自Sigma公司(美国)。

1.2 实验方法

1.2.1 引物、ApoB启动子片段设计及合成

以Primer Premier 5.0软件进行引物序列设计，

由哈尔滨博仕生物技术有限公司合成(表1)。参照

鸡 ApoB基因(GenBank No. NM_001044633)序列，

由全式金生物公司合成包含 g.-112A>G位点的启

动子片段 510 bp (合成序列插入 pUC57-Kan载体，

分别命名为：pUC-ApoB-AA和pUC-ApoB-GG)，合

成片段上下游分别添加KpnⅠ和XhoⅠ酶切位点。

1.2.2 鸡ApoB基因g.-112A>G不同基因型的鉴定及

测序

以东北农业大学第21世代高腹脂系和低腹脂

系肉仔鸡基因组DNA为模板，利用引物ApoB-FX-

F和ApoB-FX-R，扩增包含g.-112A>G位点的ApoB
基因启动子区序列(207 bp)。PCR反应体系：上下

游引物(10 μmol/L)各1 μL，10×Transtar® Taq buffer

5 μL，dNTPs (2.5 mmol /L) 4 μL，Transtar® Taq
DNA聚合酶 1 μL，DNA模板(50 μg/mL) 5 μL，无

登录号

GenBank No.

NC_006090

NM_205103.1

NM_001044633

NM_205518.1

引物名称

Primer name

ApoB-FX-F

ApoB-FX-R

TBP-F

TBP-R

ApoB-qRT-B5F

ApoB-qRT-B5R

β-actinF

β-actinR

引物序列(5'~3')

Primer sequence

AACCCAACAACTGGGATA

TGACTTGGACCTTCATTTGTA

CTCGAGTCATGGATCAGAACAACAGCTT

GCGGCCGCATGTAGAAACTGTTACGTTGTCT

GACTTGGTTACACGCCTCA

TAACTTGCCTGTTATGCTC

TAGAAGCATTTGCGGTGG

GGCAGTACCGCAATGTGC

用途

Application

基因型鉴定

Genotype identification

构建TBP真核表达载体

Construction of TBP eukaryotic

expression vector

检测ApoB表达水平

Detection the level of ApoB
gene expression

内参基因

Reference gene

扩增片段

大小/bp

Amplicon

size

207

923

196

331

Tm/℃

56

60

60

60

表1 实验所用引物

Table 1 Primers used in the study

鸡ApoB基因g.-112A>G单核苷酸多态性的功能性鉴定与分析
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菌 ddH2O 33 μL。最佳反应条件为：94 ℃预变性 5

min；94 ℃变性30 s，56 ℃退火30 s，72 ℃延伸40 s，

32个循环；72℃终延伸7 min，4℃保存。

对 PCR扩增产物进行强制酶切鉴定分型，反

应体系：Bsp 1407Ⅰ1 μL，10×T Buffer 2 μL，0.1%

牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA) 2 μL，

PCR产物 2 μL，无菌 ddH2O 13 μL。37 ℃酶切 1 h

后进行聚丙烯酰胺凝胶电泳。

1.2.3 鸡ApoB基因启动子报告基因载体的构建

以限制性内切酶KpnⅠ和XhoⅠ对pUC-ApoB-

AA和 pUC-ApoB-GG进行双酶切，酶切产物经琼

脂糖凝胶电泳纯化，获得ApoB-AA和ApoB-GG启

动子片段(510 bp)。以限制性内切酶KpnⅠ和Xho
Ⅰ对 pGL3-basic vector进行双酶切，纯化后分别与

ApoB-AA和ApoB-GG启动子片段连接，获得不同

等位基因的启动子报告基因载体，分别命名为

pGL3-AA和pGL3-GG。

1.2.4 构建转录因子TBP表达载体

提取鸡肝脏组织总 RNA 反转录为 cDNA，以

cDNA为模板，PCR扩增获得两端带有XhoⅠ和Not
Ⅰ的TATA-box binding protein (TBP)基因CDS区片

段。将该片段克隆到 T-simple 载体，生长菌落经

PCR鉴定和质粒XhoⅠ/NotⅠ双酶切鉴定无误，送

哈尔滨博仕生物公司测序。对于阳性重组质粒进

行XhoⅠ和NotⅠ双酶切，经琼脂糖凝胶电泳纯化，

获得 923 bp的 TBP基因CDS片段。采用XhoⅠ和

NotⅠ双酶切 pCMV-HA，纯化后与 TBP基因 CDS

片段连接，获得表达载体。将测序无误的真核表达

载体命名为pCMV-TBP。

1.2.5 细胞培养

DF1和HepG2细胞培养于DMEM培养基，含

10% FBS、100 μg/mL链霉素和 100 U/mL青霉素。

培养箱设定条件为37℃、5% CO2和90%相对湿度。

1.2.6 双荧光素酶报告基因载体转染及活性分析

将细胞接种至 12孔板，待汇合度达 80%~90%

取等位基因(A或G)的荧光素酶报告载体和对照载

体(1 μg)，分别与 pRL-TK 质粒(50 ng)转染细胞。

初始为无血清的Opti-MEMI培养基，培养 6 h后更

换为正常培养基。转染48 h后收集细胞并裂解，按

照双荧光素酶检测试剂盒说明书操作，利用化学单

管发光仪分别测定海肾荧光素酶(内参照)和萤火

虫荧光素酶的活性。

1.2.7 血清采集和处理

记录 105只东北农业大学第 21世代高脂系公

鸡的腹脂重 (abdominal fat weight, AFW)和体重

(body weight, BW)，然后采集颈部血液，静置 1 h后

吸取上层血清；并迅速采集 48只鸡(根据 g.-112A>

G不同基因型选择鸡只)的小肠和肝脏组织，液氮

速冻并保存于-80℃，用于总RNA提取。上述血清

存放于装有干冰的保温箱送至哈尔滨医科大学第

四附属医院检验科，通过全自动生化分析仪对血清

生化指标进行测定，包括总胆固醇(total cholester-

ol, TC)、高密度脂蛋白 (high density lipoprotein,

HDL)、低密度脂蛋白(low density lipoprotein, LDL)

和甘油三脂(triglyceride, TG)。

1.2.8 组织RNA提取及qRT-PCR检测

以 Trizol 法提取肝脏和小肠组织 RNA，经

0.9%~1.2% 琼脂糖凝胶电泳检测，将 RNA 浓度调

整为 200 μg / mL。按照 PrimeScriptTM RT reagent

Kit with gDNA Eraser说明书进行RNA纯化和反转

录。采用qRT-PCR检测ApoB和β-actin的mRNA在

不同基因型个体肝脏和小肠中的表达。PCR反应

体系：cDNA 模板 (50 ng/μL) 1.0 μL，上下游引物

(10 μmol / L)各 0.2 μL，FastStart Universal SYBR

Green Master (ROX) (2×) 5 μL，用灭菌 ddH2O补足

至10 μL。PCR反应条件：95 ℃ 10 min；95 ℃ 15 s，

60 ℃ 60 s，共 40个循环。采用ABI 7500实时荧光

定量PCR仪(美国)进行qRT-PCR检测分析，以β-ac⁃
tin作为内参基因，上、下游引物分别为ApoB-qRT-

B5F/ApoB-qRT-B5R和β-actinF/β-actinR(表1)。

1.2.9 数据分析

根据数据类型和群体特点，建立以下统计模型

进行ApoB不同基因型与各性状间的关联分析：

Y=μ+Sire+Dam(Sire)+G+e
其中Y是性状均值，μ是总体均数，Sire是父亲

随机效应，Dam(Sire)是嵌套在公鸡中的母鸡随机效

应，G是基因型固定效应，e是残差。

运用 JMP7.0软件分析实验数据，数据结果表

示为X±SE，0.05设置为显著水平，0.01设置为极显

著水平。
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2 结果与分析

2.1 ApoB基因多态性与血清生化指标、腹脂性状及

体重之间的关联分析

针对ApoB基因 g.-112A>G位点不同基因型与

血清生化指标、腹脂性状和体重之间的关联进行分

析，结果如表 2所示，鸡ApoB基因 g.-112A>G位点

与HDL极显著相关(P＜0.01)，与HDL/LDL、BW显

著相关(P＜0.05)，与TG (P=0.0549)、TC(P=0.0926)、

AFW(P=0.0805)不相关。多重比较结果显示，GG基

因型个体的HDL、HDL/LDL和BW显著高于AG和

AA基因型个体(P＜0.05)。

2.2 鸡ApoB g.-112A>G位点不同基因型体内差异

表达检测

以 β-actin为内参、ApoB-qRT-B5F/ApoB-qRT-

B5R为引物，检测 48只 49日龄鸡只的肝脏和小肠

组织中 ApoB基因 mRNA 水平，并比较 ApoB g. -

112A>G位点不同基因型的表达。结果表明，在小

肠和肝脏组织中，ApoB基因GG基因型个体的表达

量高于AA基因型个体，但差异不显著；而AG基因

型个体ApoB基因mRNA水平显著低于GG、AA基

因型个体(P＜0.05, 图1)。

2.3 鸡ApoB基因g.-112A>G不同基因型的鉴定

利用引物ApoB-FX-F/ApoB-FX-R扩增东北农

业大学第 21世代高脂系肉鸡基因组DNA，扩增产

物经Bsp 1407Ⅰ强制酶切分型，发现 g.-112A>G存

在3种基因型(AA, GG, AG)(图2)。

2.4 ApoB基因启动子分析及生物信息学预测

鸡ApoB基因g.-112A>G位于基因启动子区，利

*：P＜0.05；**：P＜0.01；同一列的不同字母(a,b)表示统计学差异显著(P＜0.05)；AFW：腹脂重；BW：体重；TC：总胆固醇；

HDL：高密度脂蛋白；TG：甘油三酯；LDL：低密度脂蛋白

*: P＜0.05; **: P＜0.01; Different letters (a,b) in the same column indicate statistically significant differences (P＜0.05); AFW:

Abdominal fat weight; BW: Body weight; TC: Total cholesterol; HDL: High-density lipoprotein; TG: Triglyceride ; LDL: Low

density lipoprotein

图1 ApoB g.-112A>G不同基因型在肝脏(A)和小肠(B)的表达分析

Figure 1 Relative expression levels of ApoB g.-112A>G genotypes in liver (A) and small intestine (B)
n(GG)=15，n(AG)=17，n(AA)=16；不同字母表示统计学差异显著(P＜0.05)；内参基因：β-actin；下同

Different letters indicate significant difference (P＜0.05); Reference gene: β-actin; The same below
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基因型 (个体数)

Genotype (n)

AA (18)

AG (51)

GG (36)

P值 P value

HDL/(mmol· L-1)

2.46±0.09b

2.63±0.05a

2.78±0.06a

0.0092**

TG/(mmol· L-1)

0.40±0.03

0.31±0.01

0.32±0.02

0.0549

HDL/LDL

3.75±0.25b

3.93±0.15b

4.49±0.17a

0.0276*

性状 Trait

表2 鸡ApoB基因g.-112A>G位点多态性与血清生化指标、腹脂性状及体重的关联分析

Table 2 Association analysis of ApoB g.-112A>G polymorphism with plasma biochemical indexes, abdominal fat trait
and body weight

AFW/g

100.04±5.76

113.93±3.55

114.14±4.25

0.0805

BW/g

1897.61±52.16b

2032.72±31.91a

2050.11±39.51a

0.0495*

TC/(mmol· L-1)

3.23±0.11

3.38±0.07

3.51±0.08

0.0926
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用Mulan (https://mulan.dcode.org/)在线软件分析发

现，A突变G可以使鸡ApoB基因启动子区的TBP结

合位点消失；Motif search (http://www. genome. jp /

tools/motif/)在线软件分析发现，A突变G产生了1个

C/EBPα转录因子结合位点。

2.5 ApoB不同等位基因的报告基因载体构建及

活性检测分析

为明确鸡ApoB基因 g.-112A>G位点是否为功

能性SNP，本研究首先构建了该位点不同等位基因

的报告基因载体：A 等位基因的报告基因载体

pGL3-AA 和 G 等位基因的报告基因载体 pGL3-

GG，双酶切和测序验证载体构建正确(图 3)，可用

于后续研究。将构建好的报告基因载体分别转染

鸡DF1细胞和人HepG2细胞，转染 48 h后收集细

胞检测荧光素酶活性。报告基因结果显示，在鸡

DF1细胞和人HepG2细胞中，A等位基因的荧光素

酶活性均显著高于G等位基因(P＜0.05, 图4)。

2.6 转录因子TBP真核表达载体的构建

以鸡肝脏组织 cDNA为模板，克隆构建鸡TBP
基因真核表达载体pCMV-TBP，XhoⅠ和NotⅠ双酶

切获得 923 bp的目的条带(图 5)，测序验证序列正

确。将 pCMV-TBP、pCMV-C/EBPα(实验室前期构

建)和pCMV-HA空载体分别转染鸡DF1细胞，48 h

后提取细胞总蛋白，利用HA标签抗体检测TBP和

C/EBPα融合蛋白表达，可见两条特异性蛋白条带

(图6)。

2.7 转录因子TBP、C/EBPα对ApoB不同等位基因

表达的调控作用

生物信息学预测表明，ApoB g.-112A>G改变了

转录因子TBP和C/EBPα的结合位点。为研究这些

候选转录因子对ApoB g.-112A>G不同等位基因表

图2 鸡ApoB基因g.-112A>G不同基因型的酶切鉴定

Figure 2 Identification of ApoB g.-112A>G genotypes by
restriction enzyme digestion in chickens
M：DL2000 marker；下同

M: DL2000 marker; The same below
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图4 ApoB g.-112A>G不同等位基因在DF1细胞(A)和HepG2细胞(B)中的报告基因活性分析

Figure 4 Relative luciferase activities of ApoB g.-112A>G genotype reporters in DF1 cells (A) and HepG2 cells (B)
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图3 不同等位基因的报告基因载体酶切鉴定

Figure 3 Identification of reporter gene vectors of differ⁃
ent alleles by restriction enzyme digestion
1：KpnⅠ和XhoⅠ双酶切质粒pGL3-AA；2：KpnⅠ和XhoⅠ双

酶切质粒pGL3-GG

1:pGL3-AA plasmid digested by KpnⅠand XhoⅠ ; 2: pGL3-

GG plasmid digested by KpnⅠand XhoⅠ
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达的调控作用，本实验将不同等位基因的报告基因

质粒与海肾荧光素酶表达质粒、TBP或C/EBPα转

录因子表达质粒共转染DF1和HepG2细胞系，48 h

后检测报告基因活性，分析转录因子对不同等位基

因的报告基因活性的影响。

双荧光素酶报告基因活性分析结果显示，在

DF1 和 HepG2 细胞中，转录因子 TBP(图 7)和 C/

EBPα(图 8)对报告基因活性的促进作用有所不同，

二者对A等位基因的促进作用显著高于G等位基

因(P＜0.05)。

3 讨论

家禽体内脂肪组织的发育、脂肪沉积以及蛋黄

形成与血清中甘油三脂的水平密切相关。文献报

道达到上市体重肉仔鸡的脂肪组织中，沉积的

80%~85%脂肪酸来源于血液中甘油三脂，脂肪沉

积速度受血液甘油三酯浓度的影响(Griffin, White-

head, 1982)。VLDL 和 HDL 是由肝脏合成和分泌

的两类主要脂蛋白颗粒。这些脂蛋白颗粒的特定

蛋白质部分—载脂蛋白也在肝脏合成。在禽类中，

VLDL是甘油三酯的主要转运蛋白，可调控家禽的

过度肥胖(Hermier, 1997)。血清 HDL 具有促进外

周胆固醇向肝脏转运的能力，而LDL起到相反的

作用(Greeve et al., 1993)。在人类研究中已证实血

清中的甘油三酯、总胆固醇、高密度脂蛋白和低密

度脂蛋白水平与肥胖显著相关(Lamb et al., 2011)。

研究显示，ApoB基因XbaⅠ酶切位点的X2等位基

图7 TBP在DF1细胞(A)和HepG2细胞(B)中对ApoB g.-112A>G不同等位基因活性的影响

Figure 7 The influence of TBP on expression of different alleles of ApoB g.-112A>G in DF1 cells (A) and HepG2 cells (B)
*：P＜0.05；下同

*: P＜0.05; The same below
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图5 pCMV-TBP的双酶切鉴定

Figure 5 Identification of pCMV-TBP plasmids by
restriction enzyme digestion
1：XhoⅠ和NotⅠ双酶切质粒pCMV-TBP
1: pCMV-TBP plasmid digested by XhoⅠand NotⅠ
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图6 转录因子TBP和C/EBPα的Western blot检测

Figure 6 Western blot detection of transcription factor
TBP and C/EBPα
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因和EcoRⅠ酶切位点的E1等位基因与脂质代谢紊

乱有关：与具有X1等位基因者相比，具有X2等位

基因的个体血清HDL水平较低，LDL和TC水平较

高，LDL分解速度减慢；相关研究发现，携带E1等
位基因的个体具有较高的TC、TG和LDL(张培珍,

田野 , 2015)。Doo 等在朝鲜人群中研究了 ApoB
rs1469513多态性位点对血脂的影响，发现携带有

A 等位基因和携带有 G 等位基因的个体在 TC、

LDL、BW 和 BMI (body mass index)上显著不同

(Doo et al., 2015)。Niu 等 (2017)发现 ApoB 基因

rs693 多态性与 TG、TC、LDL 和 HDL 显著相关，

rs17240441多态性与TC和LDL显著相关。本实验

室前期研究指出，与低脂系肉鸡相比，高脂系肉鸡

有较高的血清HDL水平和显著降低的血清LDL水

平(Dong et al., 2015)。本研究开展了ApoB基因 g.-

112A>G位点与血清生化指标、腹脂性状及体重的

关联分析，发现该位点多态性与HDL、HDL/LDL、

BW显著相关，而与TG、TC和AFW未达到统计学

显著差异，其原因可能是本研究中的样本含量较小

所致。综上所述，本研究中ApoB基因g.-112A>G位

点与鸡血清生化指标相关分析结果，与人类中的研

究结果相似，表明该位点可能是影响鸡脂类代谢的

重要分子标记。

启动子作为基因表达调控的上游顺式作用元

件(魏桂民等, 2013)，在调控基因转录中具有十分

重要的作用，可调节基因的表达丰度(胡慧艳等,

2017)。动物核心启动子一般包含两类，即具有典

型 TATA 框和不含典型 TATA 框但富含转录因子

Sp1 (specificity protein 1)结合位点的高 GC 区域

(Saxonov et al., 2006)。核心启动子在转录起始以

及基因表达的调节中发挥作用，该区域中的核苷酸

多态性可能影响基因活性。鸡ApoB基因g.-112A>

G位于 ApoB基因启动子区，因此推测该 SNP位点

可能影响了鸡 ApoB基因表达。为此，本研究开展

了 g.-112A>G不同基因型体内差异表达检测和不

同等位基因报告基因活性检测。该位点不同基因

型体内差异表达检测结果表明，ApoB基因g.-112A>

G位点不同基因型在肝脏和小肠组织中的表达存

在差异，其中AG基因型个体ApoB基因的表达量显

著低于GG和AA基因型的个体，而在GG和AA基

因型个体间没有显著差异(图1)。不同等位基因报

告基因活性检测研究显示，在鸡 DF1 细胞和人

HepG2细胞中，A等位基因的荧光素酶活性均显著

高于G等位基因。两者研究结果明显不同。究其

原因有如下几点：1) qRT-PCR检测的是 ApoB基因

在鸡肝脏和小肠中的表达，而报告基因载体转染的

是DF1细胞和HepG2细胞，ApoB基因的表达或者

启动子活性具有物种或细胞特异性；2)报告基因载

体在细胞中受到多种内源性转录因子的影响而导

致差异出现；3) qRT-PCR检测的是基因mRNA水

平，而报告基因活性检测反映的是蛋白质水平。

基因启动子区发生碱基突变可能影响该基因

启动子的活性。Masotti 等(2005)报道，人 TCOF1
(treacle ribosome biogenesis factor 1)基因启动子区

的SNP突变，影响了YY1转录因子的结合效率，从

而降低基因的启动子活性。本研究通过生物信息

学软件对ApoB基因启动子区进行了预测，发现 g.-

112A>G位点位于转录因子TBP和C/EBPα的结合

序列中，预示该位点可能影响转录因子与靶基因结

合，致使启动子活性改变。报告基因结果显示，转

图8 C/EBPα在DF1细胞(A)和HepG2细胞(B)中对ApoB g.-112A>G不同等位基因活性的影响

Figure 8 The influence of TBP on expression of different alleles of ApoB g.-112A>G in DF1 cells (A) and HepG2 cells (B)

0
2
4
6
8

100
200
300
400
500

相
对

荧
光

素
酶

活
性

R
el

at
iv

e
lu

ci
fe

ra
se

ac
ti

vi
ty

*

pGL3-GG + - -+
pGL3-AA

pCMV-C/EBPα
pCMV-HA

- - + +
- + - +
+ - + -

0
0.05
0.10
0.15
0.20

5

10

15

相
对

荧
光

素
酶

活
性

R
el

at
iv

e
lu

ci
fe

ra
se

ac
ti

vi
ty

*

pGL3-GG + - -+
pGL3-AA

pCMV-C/EBPα
pCMV-HA

- - + +
- + - +
+ - + -A B

1926



录因子TBP和C/EBPα对ApoB基因不同等位基因

序列的启动子活性影响存在差异，与预测结果相吻

合。此外，需要指出的是，转录因子TBP和C/EBPα

是否直接结合鸡ApoB基因启动子序列而发挥其作

用，还需要Electrophoretic mobility shift assay (EM-

SA)和Chromatin immunoprecipitation (ChIP)等实验

的进一步验证。

4 结论

鸡ApoB基因 g.-112A>G位点与血清生化指标

(HDL和HDL/LDL)和BW性状显著相关，同时GG

基因型ApoB基因的表达量高于AA基因型，转录因

子TBP和C/EBPα对于A等位基因启动子活性的促

进作用显著高于G等位基因。上述结果表明，鸡

ApoB基因g.-112A>G位点可能是功能性SNP位点。

本研究结果为进一步研究ApoB基因在脂肪生长发

育中的功能提供了实验数据。
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