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lncRNA1926和 lncRNA3223在肉鸡胚胎肝细胞

脂肪代谢中的功能研究
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摘 要：RNA-Seq分析发现LOC107051926（命名为 lncRNA1926）和LOC112533223（命名为 lncRNA3223）在肉

鸡胚胎肝脏组织脂肪代谢过程发挥重要作用，但其具体功能尚不清楚。采用油红O染色、GPO-PAP和RT-qPCR
方法对 lncRNA1926和 lncRNA3223作功能研究。结果表明，敲低 lncRNA1926或 lncRNA3223后，显著降低胚胎原

代肝细胞中脂滴沉积和甘油三酯含量；lncRNA1926是脂肪酸合成（ACC、FAS）、甘油三酯合成（GPAT）、脂肪酸降

解（CPT1）相关基因正调控因子； lncRNA3223 是脂肪酸合成（ACC、FAS）、甘油三酯合成（GPAT、DGAT和

MOGAT2）相关基因正调控因子。敲低 lncRNA1926或 lncRNA3233，通过抑制脂肪酸合成和甘油三酯合成相关基因

表达降低甘油三酯含量，从而降低胚胎原代肝细胞中脂滴沉积。研究结果有助于增进对鸡肝脏脂肪代谢分子调控

的理解，为肉鸡体脂性状遗传改良提供理论依据。
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Abstract: RNA-Seq analysis shows that LOC107051926 (named lncRNA1926) and LOC112533-
223 (named lncRNA3223) play important roles in fat metabolism in broiler embryo liver tissues, but their
specific functions remain unclear. In the present study, oil red O staining, GPO-PAP and RT- qPCR
methods were used to verify the functions of lncRNA1926 and lncRNA3223 in fat metabolism. The
results showed that knockdown of lncRNA1926 or lncRNA3223 significantly reduced lipid deposition
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经长期选育，肉鸡体脂（尤其是腹脂）蓄积过多

问题突出。肉鸡腹脂沉积过多降低肉仔鸡饲料转化

效率、胴体瘦肉与脂肪组织比例，降低肉种鸡繁殖

性能[1-2]。因此，控制脂肪在肉鸡体内过度沉积是肉

鸡育种和生产中亟待解决的问题。解决肉鸡体脂过

度沉积问题，需了解家禽脂肪代谢过程。脂肪代

谢主要包括甘油三酯（TG）合成代谢、转运及分解代

谢[3]。不同于哺乳动物，在家禽肝脏脂类代谢过程

中，超过70%脂肪酸在肝脏组织中合成，在家禽体

脂沉积过程中发挥重要作用[4-5]。肝脏中乙酰CoA在

乙酰辅酶A羧化酶（Acetyl CoA carboxylase，ACC）和
脂肪酸合酶（Fatty acid synthase，FAS）作用下合成脂

肪酸，脂肪酸经酯化反应生成TG[6]。其中绝大部分

TG与载脂蛋白 B（Apolipoprotein B100，APOB100）
通过血液循环运送到肝外组织贮存和利用，主要

贮存在脂肪组织中；另一部分TG通过脂肪酸 β氧

化为肝脏提供能量[7-8]。

鸡肝脏脂肪代谢受多种因子调控，如转录因

子、信号转导分子、表观遗传修饰因子、miRNA
等[9-11]。研究发现，lncRNA在鸡肝脏脂肪代谢中发

挥重要调控作用，如 LncLTR、 lncRNA- FNIP2
等 [12-14]。目前，有关 lncRNA参与调控鸡肝脏脂肪

代谢研究虽有开展，但均集中在出壳后阶段，胚

胎期研究尚未见报道。

为研究 lncRNA 在鸡胚胎期肝脏脂肪代谢中

的调控作用，本课题组前期利用 RNA-Seq 测序

技术绘制东北农业大学高、低腹脂双向选择

品系（以下简称高脂系、低脂系）肉鸡胚胎期（E12、
E14、E17、E21）肝脏组织 lncRNA 表达谱，发现

lncRNA1926和 lncRNA3223可能是影响肉鸡胚胎期

肝脏脂肪代谢的重要调控因子（数据未发表），但

其具体生物学功能尚不清楚。本文对 lncRNA1926

和 lncRNA3223在调控鸡胚胎原代肝细胞中脂肪代

谢功能开展研究。研究结果有助于增进理解鸡肝

脏脂肪代谢分子调控，为肉鸡体脂性状遗传改良

提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

主要试剂：Ⅳ型胶原酶购自Gibco公司；胎牛

血清购自Biological Industries公司；PBS缓冲液粉

末购自北京中杉金桥生物技术有限公司；Williams
E培养基购自Gibco公司；Lipofectamine 3000转染

试剂购自 Invitrogen公司；TRIzol Reagent购自 Invit⁃
rogen公司；BCA蛋白定量分析试剂盒购自上海碧

云天生物技术有限公司；Percoll 离心液购自 Solar⁃
bio 公司；油红 O 染液购自 Sigma 公司；Prime⁃
ScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser购自宝生物

工程（大连）有限公司；FastStart Universal SYBR
Green Master（Rox）购自Roche 公司；甘油三酯测定

试剂盒购自南京建成生物工程研究所、总胆固醇

测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所；RIPA
裂解液购自上海碧云天生物技术有限公司；PMSF
购自上海碧云天生物技术有限公司。

主要仪器：CO2细胞培养箱购自Thermo公司；

全波长酶标仪购自 Thermo公司；ABI7500实时荧

光定量PCR仪购自ABI公司；倒置显微镜购自 Leica
公司；高速台式冷冻离心机购自 Eppendorf公司；

空气浴摇床购自东联电子技术开发有限公司；超

净工作台购自智城分析仪器制造有限公司。

1.2 鸡胚胎原代肝细胞分离与培养

本试验选取Arbor Acres（AA）肉鸡种蛋，孵化

至第17天（E17）分离胚胎肝脏组织，采用胶原酶消

化法分离胚胎原代肝细胞[15]。具体操作步骤如下：

and triglyceride (TG) content in embryonic primary hepatocytes. lncRNA1926 was a positive regulator

of genes involved in fatty acid synthesis (ACC and FAS), TG synthesis (GPAT) and fatty acid

degradation (CPT1); and lncRNA3223 was a positive regulator of genes involved in fatty acid synthesis

(ACC and FAS) and TG synthesis (GPAT, DGAT and MOGAT2). Knockdown of lncRNA1926 or

lncRNA3233 reduced TG content by inhibiting the expression of genes involved in fatty acid synthesis

and TG synthesis, thus reducing lipid deposition in embryonic primary hepatocytes. These results were

helpful to improve the understanding of molecular regulation of fat metabolism in chicken liver and

provide theoretical basis for genetic improvement of broiler abdominal fat traits.

Key words: broiler; lncRNA; lipid metabolism; embryonic primary hepatocytes
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将分离出肝脏组织用37 ℃ PBS清洗3次，剪碎。剪

碎后组织使用Ⅳ型胶原酶于 42 ℃ 消化 10 min，使

用200目与500目细胞筛过滤，再用37 ℃ PBS清洗

3次。将以上得到细胞沉淀重悬，使用Percoll分离

液分离胚胎原代肝细胞。将分离出细胞加入基础

培养基重悬，置于37 ℃，5% CO2培养箱中培养。

1.3 细胞转染

将分离出鸡胚胎原代肝细胞接种至 12孔板中

（接种密度约1×105 cells·mL-1），待细胞汇合度达到

50％时，使用 Lipofectamine3000转染试剂将 5 μL
Smart Silencer转染至原代肝细胞中，以Smart Silencer-
NC作为对照，将转染后细胞继续置于 37 ℃，5%
CO2培养箱，分别培养24和48 h后，收集细胞作相

关检测。lncRNA3223和 lncRNA1926干扰片段Smart
Silencer 由广州锐博公司设计并合成，包含 3 条

siRNA和3条ASO。干扰片段具体序列见表1。
1.4 细胞总RNA提取、反转录和RT-qPCR

使用 PBS 清洗 12 孔板中细胞，采用 TRIzol
提取细胞总 RNA。总 RNA 根据 PrimeScriptTM RT
reagent Kit with gDNA Eraser试剂盒说明书反转录成

cDNA。使用Fast-Start Universal SYBP Green Master

（Rox）试剂盒进行RT-qPCR分析。RT-qPCR反应

体系包括：Fast-Start Universal SYBP Green Master
5 μL；上、下游引物各 0.2 μL；RNase Free dH2O
3.6 μL。RT-qPCR反应条件为：50 ℃ 2 min；5 ℃
10 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，共 40个循环。以

TBP基因为内参，利用 2-ΔΔCT方法分析试验数据[16]。

RT-qPCR引物见表2。

表 1 干扰片段Smart Silencer序列

Table 1 Sequence of Smart Silencer

名称
Name

lncRNA1926
Smart Silencer

lncRNA3223
Smart Silencer

干扰序列（5'-3'）
Smart Silencer sequences

GCTGTTAAAACAAAGCCACC
CCAAAGTCTGACTGAACCAA
TGCTCACCAAACCATCACTA
GGTAGCATTTATTCTCTCA
CCACCTATTATGCTGTATT
CAGAAGGATTCCAGACATT
GCGAATATATGATGGATGA
GAACCAAACGACCTCTTGA
CCACACTTTCAAAGTTCCT

TACCACCAACAGCTCAGAGG
GGGATCAGAAGTCAACTAAA
TTAAACTTCAAACCTGGAGC

表 2 RT-qPCR引物序列

Table 2 Primers used for RT-qPCR

基因名称
Name

lncRNA1926

lncRNA3223

ACC

FAS

APOB100

GPAT

DGAT

MOGPT2

PHGDH

CPT1

TBP

引物序列（5'-3'）
Sequence

F: CAGCTTTCTTACCTGCAACCCT
R: GGAACGTCACGCAACATGGAT
F: CATACACCCTGCAGTCCAAGTAG
R: ATTGGTTTGTTCCCTACACAGAAGG
F: CACCTTGAACCGCAAATCAGA
R: GGAGCAAATCCATGACCACTG
F: ATCCTTGGTGTTCGTGACGTG
R: TTGTTGATGGTGAGGAGTCGG
F: GAACTAACACGCGCGCTAATT
R: TTCAGGTCTTCATGCGCTTCT
F: CAAAGCAAGAAAAGAGAACGAGAAC
R: TGAACCAATGTCCACCTACTAAACA
F: AGAACGAAGTGTACAAGCAGGTG
R: CAGTTGACTTCCAGGACCTCAG
F: TATTTCCAGGCAGAGACGAA
R: AGAAGTGATTTTCCCAGCAA
F: AGCCAAAGCATCGGAGACA
R: AGCGAGGTCAGACAGTGGG
F: TAGAGGGCGTGGACCAATAA
R: TGGGATGCGGGAGGTATT
F: GCGTTTTGCTGCTGTTATTATGAG
R: TCCTTGCTGCCAGTCTGGAC

PCR产物长度（bp）
PCR product length

247

124

125

158

151

141

325

151

151

229

122
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1.5 油红O染色、提取比色及蛋白校正

弃去12孔板中培养基，PBS清洗3次。每孔加

入 500 μL 4%多聚甲醛固定 30 min，吸出固定液

后，用 PBS清洗 3次。使用油红O染色工作液（油

红O原液:去离子水=3:2，过滤）避光染色 15 min
后，吸出染色液，PBS清洗 3次，每孔加入等量

60%异丙醇，等待 1~2 s后弃掉，PBS清洗 3次。

随后在倒置显微镜下观察并拍照。最后，在每个

孔中加入 500 μL 100%异丙醇溶解油红O，将其置

于细胞震荡摇床晃荡 15 min后，使用酶标仪测定

OD510。

在细胞培养板中加入胰酶，待细胞消化为流

沙状，加入完全培养基终止消化，将细胞收集至

1.5 mL 离心管中，加入适量含 1 mmol·L-1 PMSF蛋

白裂解液，冰上裂解 30 min，12 000 r·min-1离心

5 min取上清，使用BCA试剂盒测定蛋白浓度；使

用油红O提取比色所得到的OD510除以相邻孔测定

的蛋白浓度，即为蛋白校正后油红O染色结果。

1.6 细胞中甘油三酯含量测定

将细胞取出后，使用 PBS清洗 3次，经胰酶

消化后，添加培养基，1 000 r·min-1离心 10 min，
弃上清，留细胞沉淀；PBS清洗2次，1 000 r·min-1

离心10 min，弃上清。在细胞沉淀中加入0.2~0.3 mL
裂解液，冰上裂解 30~40 min。裂解后细胞悬液按

照甘油三酯检测试剂盒说明书，在微量酶标板上加

样，利用酶标仪在波长500 nm处测定吸光度值，根

据标准品计算细胞中TG含量。

计算公式：

TG含量（mmol·g-1 prot）= A样本孔 - A空白孔

A标准孔 - A空白孔

×C标准÷Cpr
C 标准：标准品浓度；Cpr：待测样本匀浆蛋白

浓度。

1.7 统计分析

每次试验每组设置３个生物学重复，所有试

验至少独立重复３次。数据表示为平均值±标准差。

两组数据差异显著性分析采用 Student's t-tests。
P<0.05表示差异显著，P<0.01表示差异极显著。

2 结果与分析

2.1 敲低 lncRNA1926对鸡胚胎原代肝细胞脂滴沉

积、甘油三酯含量及脂肪代谢相关基因表达影响

为明确 lncRNA1926 在鸡胚胎原代肝细胞脂

肪 代 谢 中 功 能 ， 将 lncRNA1926 Smart Silencer
（si-lncRNA1926）及其阴性对照（si-NC）转染至鸡

胚胎原代肝细胞中，转染 24和 48 h后收集细胞，

检测 lncRNA1926 干扰组和对照组细胞中脂滴沉

积、TG 含量及脂肪代谢相关基因（脂肪酸合成

基因 ACC和 FAS；三磷酸甘油合成基因 PHGDH；

TG合成基因GPAT、DGAT和MOGAT2；TG转运基

因 APOB100；脂肪酸氧化基因 CPT1）表达情况。

RT-qPCR结果表明，转染后24 和48 h，相比于对照

组细胞，lncRNA1926干扰组细胞中lncRNA1926表达

水平分别下降59.02%和68.22%（P<0.01，见图1B），

说明转染 lncRNA1926 的 Smart Silencer 可降低细

胞中 lncRNA1926表达水平。油红O染色和提取比色

结果显示，转染24和48 h后，lncRNA1926干扰组

的脂滴沉积显著低于对照组（P<0.05，见图2A、B）。
TG含量分析结果表明，转染24和48h后，lncRNA1926
干扰组中 TG 含量显著低于对照组（P<0.05或 P<
0.001，见图 2C）。RT-qPCR结果显示，转染 24 h
时， lncRNA1926 干扰组细胞中脂肪酸合成相关

基因 ACC和 FAS表达水平（P<0.05 或 P<0.01，见

图 3A、B）及脂肪酸氧化相关基因CPT1表达水平

显著低于对照组（P<0.01，见图 5B）。转染 48 h
时，lncRNA1926干扰组细胞中的脂肪酸合成相关基

因ACC和FAS的mRNA表达水平显著低于对照组（P<
0.05或P<0.01，见图3A、B）；TG合成相关基因GPAT

表达水平（P<0.01，见图4A）及脂肪酸氧化相关基因

CPT1表达水平（P<0.05，见图 5B）显著低于对照

组。但无论在敲低 lncRNA1926 24 或48 h时，参与

三磷酸甘油合成的PHGDH基因（见图3C），参与TG
合成的DGAT、MOGAT2基因（见图 4B、C）及参与

TG转运的APOB100基因（见图5A）在两组细胞中均

无显著差异。

以上结果说明，敲低 lncRNA1926 24 h后，抑

制鸡胚胎原代肝细胞中脂肪酸合成和脂肪酸氧化

相关基因表达；敲低 lncRNA1926 48 h后，抑制鸡

胚胎原代肝细胞中脂肪酸合成、TG合成和脂肪酸

氧化相关基因表达。综上，lncRNA1926是鸡胚胎

原代肝细胞中参与脂肪酸从头合成、TG合成、脂

肪酸氧化相关基因正调控因子。敲低 lncRNA1926
可能通过抑制脂肪酸从头合成、TG合成、脂肪酸

氧化，降低细胞中TG含量，抑制鸡胚胎原代肝细

胞脂滴沉积。
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A-敲低 lncRNA1926对鸡胚胎原代肝细胞中脂肪酸合成相关基因ACC表达的影响；B-敲低 lncRNA1926对鸡胚胎原代肝细胞中脂肪酸合成

相关基因FAS表达的影响；C-敲低lncRNA1926对鸡胚胎原代肝细胞中三磷酸甘油合成相关基因PHGDH表达的影响；*P<0.05，**P<0.01；n=3。
A-Effect of knockdown lncRNA1926 on the expression of fatty acid synthesis-related gene ACC in broiler embryonic primary hepatocytes; B-Effect

of knockdown lncRNA1926 on the expression of fatty acid synthesis-related gene FAS in broiler embryonic primary hepatocytes; C-Effect of knockdown
lncRNA1926 on the expression of PHGDH, a gene related to glycerol triphosphate synthesis, in primary hepatocytes of broiler embryos; *P<0.05,
**P<0.01; n=3.

图3 敲低 lncRNA1926对鸡胚胎原代肝细胞中脂肪酸合成和三磷酸甘油合成相关基因表达的影响

Fig. 3 Effects of knockdown lncRNA1926 on gene expression related to fatty acid synthesis and

triphosphate synthesis in hepatocytes of broiler embryos
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图1 lncRNA1926干扰片段干扰效果验证

Fig. 1 Verification of interference effects of lncRNA1926 interference fragments

A-lncRNA1926 PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳分析；B-lncRNA1926干扰片段干扰效果验证；*P<0.05，**P<0.01；n=3。
A-lncRNA1926 PCR amplification products were analyzed by agarose gel electrophoresis; B-Verification of interference effect of lncRNA1926

interference fragments; *P<0.05, **P<0.01; n=3.

图2 敲低 lncRNA1926对鸡胚胎原代肝细胞中脂滴沉积、甘油三酯含量的影响

Fig. 2 Effects of lncRNA1926 knockdown on lipid droplet deposition and TG content in primary broiler embryonic hepatocytes

A-鸡胚胎原代肝细胞油红O染色；标尺：50 μm；B-鸡胚胎原代肝细胞提取比色；C-敲低 lncRNA1926对鸡胚胎原代肝细胞中甘油三

酯含量的影响；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；n=3。
A-Broiler embryonic hepatocyte oil red O staining; Ruler: 50 μm; B-Broiler embryonic hepatocyte extraction colorimetry; C-Effect of knockdown

lncRNA1926 on TG content in hepatocytes of broiler embryos; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; n=3.
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A-敲低 lncRNA1926对鸡胚胎原代肝细胞中甘油三酯合成相关基因GPAT表达的影响；B-敲低 lncRNA1926对鸡胚胎原代肝细胞中甘

油三酯合成相关基因DGAT表达的影响；C-敲低 lncRNA1926对鸡胚胎原代肝细胞中甘油三酯合成相关基因MOGAT2表达的影响；**P<0.01；
n=3。

A-Effect of knockdown lncRNA1926 on the expression of GPAT gene related to TG synthesis in primary hepatocytes of broiler embryos; B-Effect of
knockdown lncRNA1926 on the expression of DGAT gene related to TG synthesis in primary hepatocytes of broiler embryos; C-Effect of knockdown
lncRNA1926 on the expression of MOGAT2, a gene related to TG synthesis, in primary hepatocytes of broiler embryos; **P<0.01; n=3.

图4 敲低 lncRNA1926对鸡胚胎原代肝细胞中甘油三酯合成相关基因表达的影响

Fig. 4 Effects of knockdown lncRNA1926 on gene expression related to TG synthesis in hepatocytes of broiler embryos
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图5 敲低 lncRNA1926对鸡胚胎原代肝细胞中甘油三酯转运、脂肪酸氧化相关基因表达的影响

Fig. 5 Effects of knockdown lncRNA1926 on gene expression related to TG transport and

fatty acid oxidation in hepatocytes of broiler embryos

A-敲低 lncRNA1926对鸡胚胎原代肝细胞中甘油三酯转运相关基因APOB100表达的影响；B-敲低 lncRNA1926对鸡胚胎原代肝细胞中脂

肪酸氧化相关基因CPT1表达的影响；* P<0.05，**P<0.01；n=3。
A-Effect of knockdown lncRNA1926 on the TG transport related gene APOB100 in primary hepatocytes of broiler embryos; B-Effect of knockdown

lncRNA1926 on CPT1 gene of fatty acid oxygen-related gene in primary hepatocytes of broiler embryo; *P<0.05, **P<0.01; n=3.

■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■

1.5

1.0

0.5

0
24 h 48 h

■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■

si-NC
■■■■■■
■■■■■■
■■■■■■

si-lncRNA1926
A

■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■

1.5

1.0

0.5

0
24 h 48 h

■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■■■

** *

AP
O
B
100

mR
NA

相
对

表
达

量

AP
O
B
100

mR
NA

rela
tive

exp
res

sion

APOB100

C
P
T1

mR
NA

相
对

表
达

量

C
P
T1

mR
NA

rela
tive

exp
res

sion

CPT1
B

2.2 敲低 lncRNA3223对鸡胚胎原代肝细胞脂滴沉

积、甘油三酯含量及脂肪代谢相关基因表达的影响

为研究 lncRNA3223对鸡胚胎原代肝细胞中脂

肪代谢功能，将合成的 lncRNA3223 Smart Silencer
（si-lncRNA3223）及其阴性对照（si-NC）转染至

鸡胚胎原代肝细胞中，转染 24和 48 h后，检测

lncRNA3223干扰组和对照组细胞中脂滴沉积、TG
含量及脂肪代谢相关基因（同2.1中检测基因一致）表

达情况。RT-qPCR结果显示，转染后 24和 48 h，
相比于对照组细胞， lncRNA3223 干扰组细胞中

lncRNA3223 表达水平分别下降 63.78%和 57.31%
（P<0.05或P<0.01，见图6B），表明转染 lncRNA3223
的 Smart Silencer 可成功降低细胞中 lncRNA3223
表达水平。油红 O 染色和提取比色结果显示，

转染 24和 48 h后， lncRNA3223干扰组脂滴沉积

显著低于对照组（P<0.05，见图 7A、B）。TG分析

结果显示，转染24和48 h后，lncRNA3223干扰组

的 TG 含量显著低于对照组（P<0.05 或 P<0.001，
见图 7C）。RT-qPCR 结果显示，转染 24 h 时，

lncRNA3223 干扰组细胞中脂肪酸合成相关基因
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李 辉等： lncRNA1926和lncRNA3223在肉鸡胚胎肝细胞脂肪代谢中的功能研究第8期

ACC表达水平（P<0.05，见图 8A），TG合成相关基

因 GPAT、DGAT和MOGAT2表达水平（P<0.05或P<
0.01或P<0.001，见图9）显著低于对照组。转染48 h
时，lncRNA1926干扰组细胞中脂肪酸合成相关基

因 ACC和 FAS mRNA表达水平（P<0.05或 P<0.01，
见图 8A、B），TG合成相关基因 GPAT、DGAT和

MOGAT2表达水平（P<0.05 或 P<0.01，见图 9）显

著高于对照组。无论敲低 lncRNA3223 24 或 48 h，
参与三磷酸甘油合成的 PHGDH基因（见图8C）、
参与TG转运的APOB100基因（见图10A）和参与脂肪

酸氧化的CPT1基因（见图 10B）表达在两组细胞中

均无显著差异。
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图6 lncRNA3223干扰片段干扰效果验证

Fig. 6 Verification of interference effects of lncRNA3223 interference fragments

A-lncRNA3223 PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳分析；B- lncRNA3223干扰片段干扰效果验证；*P<0.05，**P<0.01；n=3。
A-lncRNA3223 PCR amplification products were analyzed by agarose gel electrophoresis; B-Verification of interference effect of lncRNA3223

interference fragments; *P<0.05, **P<0.01; n=3.

图7 敲低 lncRNA3223对鸡胚胎原代肝细胞中脂滴沉积、TG含量的影响

Fig. 7 Effects of lncRNA3223 knockdown on lipid droplet deposition and TG content in

primary broiler embryonic hepatocytes

A-鸡胚胎原代肝细胞油红O染色；标尺：50 μm；B-鸡胚胎原代肝细胞提取比色；C-敲低 lncRNA3223对鸡胚胎原代肝细胞中甘油三

酯含量的影响；*P<0.05，***P<0.001；n=3。
A-Broiler embryonic hepatocyte oil red O staining; Ruler: 50 μm; B-Broiler embryonic hepatocyte extraction colorimetry; C-Effect of knockdown

lncRNA3223 on TG content in hepatocytes of broiler embryos; * P<0.05, ***P<0.001; n=3.
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以上研究结果说明，敲低 lncRNA3223可抑制

鸡胚胎原代肝细胞脂滴沉积，降低细胞中 TG含

量，抑制鸡胚胎原代肝细胞中与脂肪酸合成、TG
合成相关基因的mRNA表达。敲低 lncRNA3223对
鸡胚胎原代肝细胞中三磷酸甘油合成和TG转运基

因mRNA表达无影响。综上，推测 lncRNA3233是
鸡胚胎肝细胞中参与脂肪酸从头合成和TG合成相

关基因的正调控因子。敲低 lncRNA3223可能通过

抑制脂肪酸从头合成、TG合成相关基因表达，降低

细胞中TG含量，抑制鸡胚胎原代肝细胞脂滴沉积。

si-NC si-lncRNA1926■■■■■■
■■■■■■
■■■■■■
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A-敲低 lncRNA3223对鸡胚胎原代肝细胞中脂肪酸合成相关基因ACC表达的影响；B-敲低 lncRNA3223对鸡胚胎原代肝细胞中脂肪酸合成

相关基因FAS表达的影响；C-敲低lncRNA3223对鸡胚胎原代肝细胞中三磷酸甘油合成相关基因PHGDH表达的影响；*P<0.05，**P<0.01；n=3。
A-Effect of knockdown lncRNA3223 on the expression of fatty acid synthesis-related gene ACC in broiler embryonic primary hepatocytes; B-Effect

of knockdown lncRNA3223 on the expression of fatty acid synthesis-related gene FAS in broiler embryonic primary hepatocytes; C-Effect of knockdown
lncRNA3223 on the expression of glycerol triphosphate synthesis related gene PHGDH in primary hepatocytes of broiler embryos; *P<0.05, **P<0.01; n=3.

图8 敲低 lncRNA3223对鸡胚胎原代肝细胞中脂肪酸合成和三磷酸甘油合成相关基因表达的影响

Fig. 8 Effects of knockdown lncRNA3223 on gene expression related to fatty acid synthesis and

triphosphate synthesis in hepatocytes of broiler embryos

3

2

1

0
24 h 48 h

*A
AC
C
mR

NA
相

对
表

达
量

AC
C
mR

NA
rela

tive
exp

res
sion

**

ACC si-NC
■■■■■■
■■■■■■
■■■■■■

si-lncRNA32231.5

1.0

0.5

0
24 h 48 h

C

P
H
G
D
H

mR
NA

相
对

表
达

量

P
H
G
D
H

mR
NA

rela
tive

exp
res

sion

PHGDH

■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■

■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■

1.5

1.0

0.5

0
24 h 48 h

B

F
AS

mR
NA

相
对

表
达

量
F
AS

mR
NA

rela
tive

exp
res

sion FAS

■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■

■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■

*

■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■

■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■
■■■■■■■■■■■■

A-敲低 lncRNA3223对鸡胚胎原代肝细胞中TG合成相关基因GPAT表达的影响；B-敲低 lncRNA3223对鸡胚胎原代肝细胞中TG合成相关基

因DGAT表达的影响；C-敲低lncRNA3223对鸡胚胎原代肝细胞中TG合成相关基因MOGAT2表达的影响；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；n=3。
A-Effect of knockdown lncRNA3223 on the expression of GPAT gene related to triglyceride synthesis in primary hepatocytes of broiler embryos;

B-Effect of knockdown lncRNA3223 on the expression of DGAT gene related to triglyceride synthesis in primary hepatocytes of broiler embryos; C-Ef⁃
fect of knockdown lncRNA3223 on the expression of MOGAT2 gene related to triglyceride synthesis in primary hepatocytes of broiler embryos;
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; n=3.

图9 敲低 lncRNA3223对鸡胚胎原代肝细胞中TG合成相关基因表达的影响

Fig. 9 Effects of knockdown lncRNA3223 on gene expression related to triglyceride synthesis in hepatocytes of broiler embryos
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图10 敲低 lncRNA3223对鸡胚胎原代肝细胞中甘油三酯转运和脂肪酸氧化相关基因表达的影响

Fig. 10 Effects of knockdown lncRNA3223 on gene expression related to TG transport and

fatty acid oxidation in hepatocytes of broiler embryos

A-敲低 lncRNA3223对鸡胚胎原代肝细胞中TG转运相关基因APOB100的影响；B-敲低 lncRNA3223对鸡胚胎原代肝细胞中脂肪酸氧相

关基因CPT1的影响；n=3。
A-Effect of knockdown lncRNA3223 on the triglyceride transport-related gene APOB100 in primary hepatocytes of broiler embryos; B-Effect of

knockdown lncRNA3223 on CPT1 gene of fatty acid oxygen-related gene in primary hepatocytes of broiler embryo; n=3.
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3 讨论与结论

本实验室前期研究发现， lncRNA1926 和

lncRNA3223在高脂系肉鸡胚胎肝脏组织中的表达

显著高于低脂系肉鸡；lncRNA1926和 lncRNA3223
靶基因显著富集到脂质稳态、甘油代谢、TG分解

代谢、脂滴形成、过氧化物酶体增殖物激活受体

信号通路代谢等通路（数据未发表）。以上结果暗

示 lncRNA1926和 lncRNA3223在鸡胚胎肝脏脂肪

代谢中可能发挥重要作用。基于此，本研究开

展 lncRNA1926 和 lncRNA3223功能试验，旨在揭

示其对鸡胚胎原代肝细胞脂肪代谢的影响。由于

NCBI数据库中 lncRNA1926和 lncRNA3233的 cDNA
序列可能不是全长，无法据此序列构建真核表达载

体。因此，本研究优先选择 loss-of-function（功能缺

失）策略探究 lncRNA1926和 lncRNA3233在鸡胚胎原

代肝细胞脂肪代谢中功能。

TG是脂滴形成重要原料，肝脏中脂滴沉积受

TG代谢调控[23]。本研究发现，敲低 lncRNA1926或
lncRNA3223导致鸡胚胎原代肝细胞中脂滴沉积、

TG含量降低，表明 lncRNA1926和 lncRNA3223是

鸡胚胎原代肝细胞中脂滴沉积的正调控因子，可

能通过增加TG含量增加细胞中脂滴沉积。

樊祥宇等研究发现，禽类肝脏脂肪代谢过程

中 ACC和FAS表达水平降低可减少脂肪合成；岳

琴等研究发现在大鼠肝脏脂肪代谢过程中 ACC和

FAS表达水平升高促进脂肪合成[24-25]。本试验结果

表明，敲低 lncRNA1926或 lncRNA3223后，肝细

胞中 ACC和FAS表达水平显著下降，同时肝细胞

中TG含量与脂滴沉积显著减少（见图2、7）。本试

验结果与前人研究结果一致。综上，lncRNA1926和
lncRNA3223是肉鸡胚胎原代肝细胞中脂肪酸从头

合成相关基因的正调控因子。He等发现，抑制小

鼠肝脏中三磷酸甘油合成基因磷酸甘油酸脱氢酶

（Phosphoglycerate dehydrogenase，PHGDH）表达可

减少脂肪沉积[26]。本试验结果表明，敲低lncRNA1926
或 lncRNA3223后，肝细胞中 PHGDH表达水平无

显著变化，但肝细胞中TG含量与脂滴沉积显著减

少。本试验果与前人研究结果不一致，推测原因

是脂肪合成过程受多种基因共同调控，在敲低

lncRNA1926或 lncRNA3223后，虽未影响 PHGDH

表达，但影响其他脂肪合成基因表达，最终导致

细胞中TG含量与脂滴沉积减少。初欣欣发现，金

黄地鼠肝脏中 3-磷酸甘油酯酰基转移酶（Glyceryl
3-phosphate acyltransferase，GPAT）和二酰甘油酰

基转移酶（Diacylglycerol O-acyltransferase，DGAT）
基因表达水平下降抑制TG合成，减少肝脏中脂滴

沉积[27]。另外，田方圆等研究发现单酰甘油酰基转

移酶（Monoacylglycerol O-acyltransferase，MOGAT）
在脂肪沉积通路上发挥重要作用[20]。本试验结果表

明，敲低 lncRNA1926或 lncRNA3223后，肝细胞

中 GPAT、 DGAT和MOGAT2 表达水平显著下降，

肝细胞中 TG含量与脂滴沉积显著减少。本试验

结果与前人研究结果一致。综上，lncRNA1926和
lncRNA3223是肉鸡胚胎原代肝细胞中TG合成相关

基因的正调控因子。

载脂蛋白 B（Apolipoprotein B100，APOB100）
是血浆脂蛋白主要成分，对脂类代谢具有重要

调控作用 [28]。本研究发现，敲低 lncRNA1926 或

lncRNA3223后，肝细胞中APOB100基因表达水平

均无显著变化。Clouet-Foraison等研究发现，肝细

胞中APOB100表达降低会抑制TG转运[29]。因此推

测，敲低 lncRNA1926或 lncRNA3223对参与 TG转

运的APOB100基因表达无影响。周梦夏等发现，小

鼠肝脏中上调肉碱脂酰转移酶（Carnitine palmitoyl-
transferase 1A，CPT1）表达促进脂肪酸氧化、减少

肝脏中TG沉积[30]。本研究发现，敲低 lncRNA1926
后，肝细胞中CPT1表达降低，但肝细胞中 TG含

量与脂滴沉积显著减少。本试验结果与前人研究

结果不一致，原因可能是，敲低 lncRNA1926对TG
合成的抑制作用强于对脂肪酸氧化的抑制作用，

导致肝细胞中TG含量下降。综上，lncRNA1926是
肉鸡胚胎原代肝细胞中脂肪酸氧化相关基因的正

调控因子。

本研究结果表明，在鸡胚胎原代肝细胞中，敲

低 lncRNA1926或 lncRNA3233通过抑制脂肪酸从头

合成和TG合成相关基因表达降低TG含量，从而降

低肝细胞中脂滴沉积。但lncRNA1926和lncRNA3223
调控鸡胚胎肝细胞脂肪代谢的具体分子机制尚不清

楚，未来有必要针对该问题开展深入研究。
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