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摘 要 神经调节蛋白 4 (neuregulin-4, NRG4)是在哺乳动物棕色脂肪组织高度表达的一个细胞因子。

NRG4激活ErbB4信号通路参与调控能量平衡和糖脂代谢等。由于鸡(Gallus domesticus)缺乏棕色脂肪组

织，目前鸡NRG4的组织表达和功能还不清楚。本研究以鸡脂肪组织 cDNA为模板，PCR扩增了NRG4基
因全长编码区序列，构建了NRG4真核表达载体；以东北农业大学高、低脂双向选择品系肉鸡(NEAUHLF)

为实验材料，采用 qPCR方法开展了高、低脂系肉鸡NRG4基因的组织表达谱分析；以基因组DNA为模

板，PCR扩增了鸡NRG4基因的4个启动子区片段，构建了其启动子报告基因载体，并进行了启动子片段

的活性分析。结果显示，鸡NRG4基因编码一个由112个氨基酸组成的蛋白，鸡与人(Homo sapiens)和小鼠

(Mus musculus) NRG4氨基酸序列的相似度均较低，分别为 57.76%和 52.59%。组织表达谱分析显示，鸡

NRG4基因在多种组织中表达，其中在肾脏的表达量最高，而在脾脏的表达量最低。高、低脂系肉鸡脂肪

组织表达差异分析显示，NRG4基因在高脂系肉鸡嗉囊周围脂肪组织、腹部脂肪组织及肌胃周围脂肪组织

中的表达水平都显著高于低脂系肉鸡(P＜0.01或P＜0.05)。生物信息学分析结果表明，鸡与人和小鼠

NRG4基因启动子序列的相似度都很低，但均存在PPARγ和C/EBPα结合位点。启动子报告基因活性检

测结果显示，与 pGL3-basic空载体相比，NRG4启动子报告基因载体 pGL3-NRG4 (-2854/-2076)、pGL3-

NRG4 (-1451/+117)均具有较强启动子活性(P＜0.01或P＜0.05)。本研究为进一步开展鸡NRG4基因在鸡

脂肪生成和脂肪组织发育中作用和机制的研究奠定了基础。
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Abstract Neuregulin-4 (NRG4) is a cytokine highly expressed in mammalian brown adipose tissue. NRG4

is involved in the regulation of energy balance and glucolipid metabolism through the activation of ErbB4

signaling pathway. To date, due to the lack of brown adipose tissue in chicken (Gallus domesticus), the tissue
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神经调节蛋白 4 (neuregulin-4, NRG4)是哺乳

动物棕色脂肪组织(brown adipose tissue, BAT)分泌

的1个细胞因子，NRG4在维持能量平衡、糖脂代谢

及预防非酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic steato‐

hepatitis, NASH)等起着非常重要的作用(杨帆, 李

晓南 , 2017)。NRGs 家族其他 3 个成员 NRG1、

NRG2 及 NRG3 主要在神经系统表达(Carteron et

al., 2006)。与这 3个成员不同，NRG4还在哺乳动

物肺脏、心脏以及脂肪组织等组织中表达，其中在

BAT中高表达(Pfeifer, 2015)。NRG4蛋白包含1个

表皮生长因子EGF样结构域(epidermal growth fac‐

tor-like domain, EGF)，经蛋白水解后含EGF结构域

的胞外片段可释放出来，通过自分泌/旁分泌或内

分泌方式发挥作用(Pfeifer, 2015)。哺乳动物研究

发现，NRG4不能结合受体ErbB1、ErbB2或ErbB3，

而是特异性结合受体ErbB4，激活ErbB4受体介导

的通路，进而促进细胞增殖，抑制细胞凋亡和改善

细胞能量代谢 (Harari et al., 1999; 杨帆 , 李晓南 ,

2017)。靶组织和器官的鉴定发现，肝脏是 NRG4

的一个主要靶器官(Wang et al., 2014)。小鼠(Mus
musculus)体内研究表明，NRG4/ErbB4的激活可通

过减弱肝脏脂肪合成来保护小鼠免受饮食诱导的

胰岛素抵抗和肝脏脂肪变性(Wang et al., 2014)。

在NASH小鼠模型研究中，NRG4基因敲除会加速

肝脏损伤、纤维化、炎症和细胞死亡 (Guo et al.,

2017)。NRG4被认为是与肥胖相关的有益内分泌

因子。研究显示，NRG4通过提高基础代谢率及增

加能量消耗来保护小鼠免受饮食引起的肥胖(Chen

et al., 2017)。除此之外，NRG4还对其他多种疾病

的预防和治疗起到不可或缺的作用，例如，血浆

NRG4水平与冠心病的发病率及严重程度呈负相

关(Tian et al., 2019)；血清 NRG4 水平与妊娠期糖

尿病代谢参数相关(Kurek Eken et al., 2018)；甲状

腺功能亢进症患者血清中的NRG4水平升高(Li et

al., 2019)；NRG4 能阻止肿瘤坏死因子、干扰素-γ

诱导的结肠上皮细胞凋亡(Bernard et al., 2012)，且

NRG4-ErbB4 信号对坏死性小肠结肠炎具有保护

作用(McElroy et al., 2014)。

目前，人类对于NRG4在动物肝脏中的作用已

有很深入的了解，但NRG4在脂肪组织中的作用还

知之甚少。研究提示，NRG4是人类米色脂肪细胞

的标记物(Comas et al., 2019)。哺乳动物研究发现，

随着棕色脂肪细胞分化，NRG4表达增加。有研究

发现NRG4是一种促进神经突生长的脂肪因子，在

寒冷刺激下可增加对脂肪组织神经网络发育的调

控作用，还可促进脂肪组织表达有益因子，如脂联

素、血管内皮生长因子等(Wang et al., 2014; Rosell

et al., 2014; Chen et al., 2017)。但是，目前NRG4在

脂肪生成和发育中的作用和机制尚不清楚。

鸡(Gallus domesticus)与哺乳动物不同，鸡没有

expression and function of NRG4 gene in chickens have not been investigated. In this study, the full-length

coding sequence of chicken NRG4 gene was amplified by PCR from the cDNA of chicken adipose tissue, and

cloned to yield the NRG4 expression vector. Expression profiling of NRG4 gene was performed using qPCR on

Northeast Agricultural University broiler lines divergently selected for abdominal fat content (NEAUHLF).

Four promoter fragments of NRG4 gene were amplified by PCR from the chicken genomic DNA, cloned,

sequenced and analyzed by bioinformatics. A series of NRG4 promoter reporters were constructed and their

promoter reporter activities were determined and compared. The results showed that chicken NRG4 gene

encoded a protein of 112 amino acids and shared low amino acid identity with human (Homo sapiens) and

mouse (Mus musculus) NRG4, 57.76% and 52.59%, respectively. Tissue expression profiling analysis showed

that NRG4 gene was widely expressed in various chicken tissues, with the highest expression in the kidney and

the lowest expression in the spleen. Expression analysis of NRG4 gene in NEAUHLF showed that NRG4 gene

expression in crop fat, abdominal fat and gizzard fat was significantly higher in the fat line than that in the lean

line (P＜0.01 or P＜0.05). Reporter gene assays showed that compared with the empty vector pGL3-basic,

pGL3-NRG4 (-2854/-2076) and pGL3-NRG4 (-1451/+117) had high promoter activity (P＜0.01 or P＜0.05).

This study paves the way for further studies on the role and mechanism of chicken NRG4 in adipogenesis and

adipose tissue development.

Keywords Gallus domesticus; Neuregulin-4 (NRG4); Adipose tissue; Gene expression; Promoter analysis
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棕色脂肪组织，NRG4基因在鸡脂肪等组织中的表

达和功能均未见报道。为此，本研究克隆了鸡

NRG4基因，检测了其在东北农业大学高、低脂鸡不

同组织中的表达谱，比较分析了该基因在东北农业

大学高、低脂双向选择系肉鸡脂肪组织中的表达差

异，并开展了NRG4基因启动子的克隆及活性分析

研究。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 基因组DNA、细胞系和实验动物

鸡(Gallus domesticus)基因组DNA来自东北农

业大学高、低脂双向选择品系(NEAUHLF)第 22世

代高脂系公鸡。鸡永生化前脂肪细胞系 ICP1 (im‐

mortalized chicken preadipocyte cell line 1, ICP1)

(Wang et al., 2017)和鸡胚成纤维细胞系 (chicken

embryo fibroblast cell line, DF1)为所在实验室保

存。组织样品分别来自NEAUHLF第 23世代 7周

龄高、低脂肉鸡，包括皮下脂肪、胰腺、嗉囊周围脂

肪、大脑、心脏、睾丸、腹部脂肪、腺胃、十二指肠、回

肠、空肠、盲肠、肌胃、肾脏、肌胃周围脂肪、胸肌、腿

肌、肝脏、脾脏。

1.1.2 菌株和试剂

克隆菌株Trans1-T1 Phage Resistant Chemical‐

ly Competent Cell、Trans2K DNA Marker 购自北京

全式金生物技术有限公司；限制性内切酶KpnⅠ、

EcoRⅠ和 BgIⅡ、反转录试剂盒购自宝生物工程

(大连)公司；表达载体 pSecTag2A、TRIzol Reagent

和 Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent 购自

Invitrogen 公司 ( 美国)；Dual-Luciferase® Reporter

Assay System 购自 Promega 公司(美国)；海肾报告

基因质粒 pRL-TK、荧光素酶报告基因载体 pGL3-

basic均为本实验室留存；胎牛血清购自Biological

Industries 公司 (以色列)；D-MEM/F-12、D-MEM、

High Glucose 培养基、Trypsin-EDTA (0.25%)购自

Gibco公司(美国)；质粒小量制备试剂盒、DNA 凝

胶回收试剂盒购自 Axygen 公司 (杭州)；FastStart

Universal SYBR Green Master (Rox)购自罗氏公司

(瑞士)；Phanta Max super-fidelity DNA polymerase、

ClonExpressⅡOne Step Cloning Kit 购自南京 Va‐

zyme公司。

1.2 方法

1.2.1 引物设计与合成

为检测NRG4基因在鸡不同组织中mRNA的

表达水平，根据 NCBI (http://www. ncbi. nlm. nih.

gov) GenBank 数 据 库 中 鸡 NRG4 基 因 (NM_

001030544.1)和TBP基因(NM_205103.1)序列，利用

Primer Premier 5.0 软件设计 qPCR 表达检测引物

(表1)，送至苏州金唯智生物科技有限公司合成；为

获得鸡NRG4基因的全长编码区序列(CDS)和启动

子区，根据鸡NRG4基因序列(NM_001030544.1)和

UCSC (http://genome.ucsc.edu/)数据库中鸡 NRG4
基因组序列(chr10:3918768-3940590)，利用 Primer

Premier 5.0软件设计 PCR扩增引物(表 1)，送苏州

金唯智生物科技有限公司合成。

1.2.2 RNA提取及cDNA合成

取东北农业大学高、低脂双向选择品系第 23

世代 7周龄肉鸡各 5只，采用TRIzol法提取皮下脂

肪、胰腺、嗉囊周围脂肪、大脑、心脏、睾丸、腹部脂

肪、腺胃、十二指肠、回肠、空肠、盲肠、肌胃、肾脏、

肌胃周围脂肪、胸肌、腿肌、肝脏、脾脏的总RNA，

利用 PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eras‐

er试剂盒去除基因组DNA，并反转录合成cDNA。

1.2.3 NRG4基因克隆、序列分析及蛋白结构域分析

以脂肪组织 cDNA为模板，采用PCR方法扩增

获得NRG4基因全长CDS区片段(引物信息见表1)。

采用琼脂糖凝胶电泳分离 PCR 扩增产物，利用

DNA 凝胶回收试剂盒纯化回收目的片段，利用

ClonExpress Ⅱ One Step Cloning Kit 试剂盒，将目

的片段连接至 pSecTag2A载体，所获得的NRG4重
组载体送金唯智生物科技有限公司(苏州)测序。

采用 Chromas 软件查看测序峰图；采用 DNA‐

MAN6.0 软件做序列比对。使用 NCBI 数据库对

NRG4蛋白进行序列同源性比对分析；采用在线软

件 Signal IP-5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/Sig‐

nalP/)预测分泌信号肽；采用在线软件TMHMM2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)预测跨膜

结构；采用在线软件SMART (http://smart.embl-hei‐

delberg.de/)分析蛋白结构域。

1.2.4 NRG4基因qPCR检测

NRG4基因的 qPCR检测使用 FastStart Univer‐

sal SYBR Green Master (ROX)(Roche, 瑞士)。使用

鸡脂肪细胞因子NRG4基因的克隆、表达及启动子分析
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ABI 7500实时荧光定量PCR仪进行 qPCR，反应体

系为：cDNA模板(50 ng/μL) 1 μL，FastStart Univer‐

sal SYBR Green Master (ROX)(2×) 5 μL，上下游引

物(10 μmol/L)各 0.2 μL，灭菌双蒸水 3.6 μL。反应

条件为：95 ℃预变性 10 min；95 ℃变性 15 s，60 ℃

复性延伸 40 s，共 40 个循环。以 TATA 结合蛋白

(TATA-binding protein gene, TBP)基因为内参基因，

利用2-ΔCt方法将原始Ct值转换为相对基因表达量。

1.2.5 NRG4基因启动子生物信息学分析及启动子

荧光素酶报告基因载体的构建

利 用 Mulan (https://mulan. dcode. org/)，TF‐

BIND (http://tfbind.hgc.jp/)及 JASPAR (http://jaspar.

genereg.net/)预测鸡NRG4基因启动子区转录因子

结合位点；采用 EMBOSS (http://emboss. bioinfor‐

matics.nl/cgi-bin/emboss/cpgplot)预测 CpG 岛。以

鸡的混合基因组DNA为模板，PCR扩增NRG4基因

的启动子区(引物信息见表 1)。反应体系(50 μL)：

Phanta Max Super-Fidelity DNA Polymerase 1 μL，

上下游引物(10 μmol/L)各 2 μL，Phanta Max Buffer

(2×) 25 μL，dNTP Mix (0.01 mol/L each) 1 μL，模板

DNA (50 ng/μL) 2 μL，灭菌双蒸水 17 μL。反应条

件为：95 ℃预变性3 min；95 ℃变性15 s，60 ℃退火

15 s (根据引物的Tm值)，72 ℃延伸 1 min (根据扩

增产物大小)，35 个循环；最后 72 ℃彻底延伸 5

min。通过一步克隆法连接到pGL3-basic载体。经

PCR鉴定和KpnⅠ和BgIⅡ双酶切鉴定无误后，送

苏州金唯智生物科技有限公司测序。采用DNA‐

MAN 6.0 做序列比对；采用 Chromas 查看测序峰

图。将经测序无误的启动子荧光素酶报告基因载

体分别命名为 pGL3-NRG4(-3000/-2304)、pGL3-

NRG4(-2854/-2076)、 pGL3-NRG4(-2729/-1012)、

pGL3-NRG4(-1451/+117)。

1.2.6 细胞培养

ICP1和DF1细胞分别培养于含100 U/mL青霉

素、100 μg/mL链霉素和 10%胎牛血清的D-MEM/

F-12或D-MEM High Glucose培养基中，细胞置于

5% CO2和37 ℃培养箱中。

1.2.7 细胞转染和双荧光素酶报告基因活性检测

按照Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent

说明书操作，以 24 孔板为例，将 pGL3-NRG4(-
3000/-2304)、 pGL3-NRG4(-2854/-2076)、 p-GL3-

NRG4(-2729/-1012)、pGL3-NRG4(-1451/+117)荧光

素酶报告基因载体或 pGL3-basic 空载体分别与

pRL-TK质粒按100∶1的比例共转染至DF1或 ICP1

细胞。转染48 h后，按Dual-Luciferase Reporter As‐

say System (Promega, 美国)说明书操作，利用海肾

表1 引物信息

Table 1 Primers information

引物名称

Primer name

NRG4-F

NRG4-R

TBP-F

TBP-R

NRG4-CDS-F

NRG4-CDS-R

NRG4-3000-F

NRG4-2304-R

NRG4-2854-F

NRG4-2076-R

NRG4-2729-F

NRG4-1012-R

NRG4-1451-F

NRG4+117-R

引物序列(5'~3')

Primer sequence

TCTCTTGGCTTCACTTCTC

ATTGCTGCTTGTAGTCTCA

GCGTTTTGCTGCTGTTATTATGAG

TCCTTGCTGCCAGTCTGGAC

CGCCGTACGAAGCTTGGTACCGATGCGAACAGATCATGAAG

TGCTGGATATCTGCAGAATTCCTTTGTTGCAGCCATTGCTG

ATTTCTCTATCGATAGGTACCCAGAGGACAAGTTACTCCACG

GCTTACTTAGATCGCAGATCTGGTTGCTGCTTCTATCGC

ATTTCTCTATCGATAGGTACCACCAGGACCATTGCCACC

GCTTACTTAGATCGCAGATCTCATCACTGCGTTCCCAAA

ATTTCTCTATCGATAGGTACCTAGCATTGCGTTGACACT

GCTTACTTAGATCGCAGATCTGATTGCATACAGAAGGAGC

ATTTCTCTATCGATAGGTACCTCAAGCCACAGTTGTTTCCC

GCTTACTTAGATCGCAGATCTGCCGCTAATCTGCATCGT

Tm/℃

60

60

60

58.8

60

60

58.5

NRG4：神经调节蛋白4基因；TBP：TATA结合蛋白基因

NRG4: Neuregulin-4 gene; TBP: TATA-binding protein gene

产物长度/bp

Product length

133

122

336

696

778

1717

1762
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荧光素酶活性进行校正。报告基因相对活性为萤

火虫荧光素酶活性与海肾荧光素酶报告基因活性

的比值(Fluc/Rluc)。采用GraphPad Prism 5绘图。

1.2.8 统计分析

数据表示为平均值±标准差。用Student's t-test

方法对两组数据的差异进行比较。P＜0.01表示差

异极显著，P＜0.05表示差异显著。

2 结果与分析

2.1 鸡NRG4基因的克隆及其序列分析

根 据 鸡 NRG4 基 因 的 mRNA 序 列 (NM_

001030544.1)，利用 Primer Premier 5.0 设计扩增全

长CDS引物NRG4-CDS-F、NRG4-CDS-R (表1)，以

鸡脂肪组织 cDNA为模板，采用PCR扩增鸡NRG4
基因的全长CDS区，结果获得与预期大小(339 bp)

一致的特异性条带(图1)。将目的片段胶回收后连

接到 pSecTag2A载体上，获得NRG4基因的真核表

达载体 pSecTag2A-NRG4。序列分析表明，扩增的

鸡NRG4基因全长CDS序列与NCBI数据库中序列

(NM_001030544.1)一致，CDS全长序列为 339 bp，

编码 112 个氨基酸。本研究筛选了 18 个禽类的

NRG4蛋白进行序列同源性比对分析，结果表明，

鸡NRG4与原鸡(Gallus gallus)的同源性最高，序列

相似度为 100%，其次是与盔珠鸡 (Numida melea⁃
gris)、日本鹌鹑(Coturnix japonica)、雉鸡(Phasianus
colchicus)等禽类的同源性较高(图2)，而与人类和小

鼠NRG4的氨基酸序列相似性较低，分别为57.76%

和52.59%，差异区域均主要存在NRG4的C端跨膜

区附近。

2.2 鸡NRG4蛋白的结构域分析

NRG4蛋白分泌信号肽预测结果分析发现，与

人、鼠NRG4蛋白分泌信号肽的分析结果一致，鸡

NRG4蛋白分泌信号肽的信号很低，几乎不存在。

跨膜结构分析结果发现，鸡NRG4蛋白存在一个跨

膜螺旋结构。蛋白结构域分析结果显示，鸡NRG4

蛋白包含1个EGF样结构域和1个跨膜区以及1个

与跨膜区重叠的低复杂性区域(low-complexity re‐

gions, LCRs)。与鸡相比，人、鼠NRG4蛋白也有类

似的结构，但LCRs的位置以及数量存在不同，鼠

NRG4 蛋白含有 2 个与跨膜区重叠的 LCRs，而人

NRG4蛋白仅在C端存在一个LCRs，且没有与跨膜

图1 鸡NRG4基因全长CDS区PCR扩增

Figure 1 PCR amplification of the full-length coding se⁃
quence (CDS) of chicken NRG4 gene
M：Trans2K DNA分子量标准；1：全长CDS PCR产物

M: Trans2K DNA Marker; 1: The full-length CDS PCR product

图2 鸡NRG4蛋白的多序列比对分析

Figure 2 Multiple sequence alignment of chicken NRG4 protein

原鸡(Gallus gallus)
盔珠鸡(Numida meleagris)

日本鹌鹑(Coturnix japonica)

雉鸡(Phasianus colchicus)
吐绶鸡(Meleagris gallopavo)

北岛褐几维鸟(Apteryx mantelli mantelli)
鸵鸟(Struthio camelus australis)
鸸鹋(Dromaius novaehollandiae)
智利斑䳍(Nothoprocta perdicaria)

白翅地鸠(Columbina picui)
斑尾塍鹬(Limosa lapponica baueri)

日本冠鹮(Nipponia nippon)

紫翅椋鸟(Sturnus vulgaris)
亚洲翎颌鸨(Chlamydotis macqueenii)

麝雉(Opisthocomus hoazin)

黄喉沙鸡(Pterocles gutturalis)
双胸斑沙鸟(Charadrius vociferus)

翻石鹬(Arenaria interpres)
红冠蕉鹃(Tauraco erythrolophus)
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区重叠。最后，鸡NRGs家族成员的蛋白序列比对

分析结果发现，鸡NRG1与NRG3类似，均含有1个

EGF样结构域、2个跨膜区、多个LCRs。鸡NRG2

含有 1 个跨膜区外，还含有一个 IGc2 区域。与

NRG4 蛋白相比，NRGs 家族成员均含有 1 个 EGF

样结构域和1个跨膜区，除此之外，NRG1和NRG3

多1个跨膜区及多个LCRs，NRG2多1个 IGc2区域

(表 2)。以上结果提示，鸡 NRG4 蛋白结构与鸡

NRGs家族其他成员以及哺乳动物NRG4蛋白存在

不同。

2.3 鸡NRG4基因在高、低脂肉鸡中的组织表达谱

分析

本研究以东北农业大学第23世代7周龄高、低

脂双向选择品系肉鸡为材料，采用 qPCR方法检测

NRG4在19种鸡组织和器官中的mRNA表达。组织

表达谱结果分析发现，NRG4基因在高、低脂肉鸡皮

下脂肪、胰腺、嗉囊周围脂肪、大脑、心脏等19种组

织中均有不同程度的表达，其中鸡NRG4基因在肾

脏中表达量最高；在胸肌、胰腺、大脑、睾丸、十二指

肠、空肠、肌胃、腿肌和肝脏中呈中等程度表达；皮下

脂肪、嗉囊周围脂肪、心脏、腹部脂肪、腺胃、回肠、盲

肠、肌胃周围脂肪中低表达；在脾脏中表达量最低。

高、低脂系肉鸡脂肪组织间的表达差异分析发现，在

高、低脂肉鸡嗉囊周围脂肪、腹部脂肪、肌胃周围脂

肪中，NRG4基因均差异表达(n=5, P＜0.01 或 P＜
0.05)，且高脂系肉鸡脂肪组织NRG4表达量分别为

低脂系肉鸡的3.75、2.55和3.58倍。除此之外，本研

究也发现在高、低脂系肉鸡的十二指肠中NRG4基
因也存在差异表达，低脂系肉鸡NRG4在十二指肠

中的表达量是高脂系肉鸡表达量的1.76倍(n=5, P＜
0.05)(图3)。

2.4 鸡NRG4基因启动子克隆及活性分析

2.4.1 鸡NRG4基因启动子的克隆及其报告基因

载体的构建

根据鸡NRG4基因的基因组序列(UCSC∶chr10∶

3918768~3940590)选取转录起始位点上游3 000 bp

和转录起始位点下游244 bp (转录起始位点TSS=+

1)序列进行生物信息学分析并设计引物，以鸡基因

组DNA为模板，采用PCR方法扩增NRG4基因启动

子区 (-3000/-2304, -2854/-2076, -2729/-1012, -
1451/+117)四个片段，扩增片段大小分别为 696、

778、1 717和1 762 bp。PCR扩增产物的琼脂糖凝胶

电泳结果与预期一致(图4)。将目的片段胶回收后

克隆至pGL3-basic载体上，分别获得NRG4基因的4

个启动子区荧光素酶报告基因载体。测序结果显

示，克隆启动子区的序列与UCSC数据库中NRG4的
基因组序列(UCSC∶chr10∶3918768~3940590)一致，

将构建的NRG4基因4个启动子荧光素酶报告基因

载体分别命名为 pGL3-NRG4(-3000/-2304)、pGL3-

NRG4(-2854/-2076)、pGL3-NRG4(-2729/-1012) 和

pGL3-NRG4(-1451/+117)。

2.4.2 鸡NRG4基因启动子序列分析

通过对鸡 NRG4基因启动子区序列 (UCSC∶

chr10∶3918768~3940590)分析发现，鸡 NRG4基因

启动子区 (-3000/+224 bp) 存在 PPARs、C/EBPs、

Sp1、AP2、NRF1和GATAs等多个转录因子的结合

位点，与人和鼠NRG4启动子区相比较，鸡与人和鼠

NRG4启动子区序列的相似度较低，但是都存在

PPARγ和C/EBPα结合位点。CpGplot分析表明，鸡

NRG4基因启动子区存在一个1 206 bp的CpG岛(-
1019/+186)(转录起始位点=+1)，而在人和鼠NRG4
启动子区均不存在CpG岛。这些结果提示鸡和哺

乳动物的NRG4基因启动子区保守性较低。

2.4.3 鸡NRG4基因启动子5'端片段活性的分析

为了确定鸡NRG4基因启动子的活性，采用Li‐

pofectamine™ 2000转染试剂，将构建的报告基因

表2 鸡NRGs家族蛋白序列比对分析

Table 2 Alignment analysis of chicken NRGS family protein sequences

鸡NRGs家族

Chicken NRG family

NRG1

NRG2

NRG3

NRG4

氨基酸/aa

Amino acid

685

742

651

112

EGF样结构域/个

EGF-like domain

1

1

1

1

跨膜区/个

Transmembrane domain

2

1

2

1

低复杂性区域/个

Low-ccomplexity rregions

10

5

4

1

其他

Other

无 None

IGc2

无 None

无 None
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载 体 pGL3-NRG4(-3000/-2304)、pGL3-NRG4(-
2854/-2076)、 pGL3-NRG4(-2729/-1012)、 pGL3-

NRG4(-1451/+117)或pGL3-basic分别与pRL-TK质

粒共转染至鸡DF1细胞或 ICP1细胞，48 h后检测

启动子报告基因相对活性。报告基因活性分析结

果显示，与 pGL3-basic空载体相比，在DF1和 ICP1

细胞中，报告基因载体 pGL3-NRG4(-2854/-2076)

和 pGL3-NRG4(-1451/+117)的活性均显著高于对

照组，其中，pGL3-NRG4(-1451/+117)的活性分别为

对 照 组 的 20 和 25 倍 (P＜0.01)，pGL3-NRG4(-
2854/-2076)的活性分别为对照组的 6倍(P＜0.01)

和 4 倍 (P＜0.01)；而 pGL3-NRG4(-3000/-2304)和

pGL3-NRG4(-2729/-1012) 的 活 性 都 显 著 低 于

pGL3-basic 空 载 体 ，其 中 ，pGL3-NRG4(-3000/-
2304)活性分别是对照组的 0.7和 0.3倍(P＜0.01)，

pGL3-NRG4(-2729/-1012)活性分别是对照组的

图3 鸡NRG4基因的组织表达谱

Figure 3 Tissue expression profiling of chicken NRG4 gene
SF：皮下脂肪；PA：胰腺；CF：嗉囊周围脂肪；CR：大脑；H：心脏；TE：睾丸；AF：腹脂；P：腺胃；D：十二指肠；I：回肠；J：空肠；C：

盲肠；G：肌胃；K：肾脏；GF：肌胃周围脂肪；PM：胸肌；LM：腿肌；L：肝脏；SP：脾脏；内参基因：TATA结合蛋白基因(TATA-

binding protein gene, TBP)；n=5；*：差异显著(P＜0.05)，**：差异极显著(P＜0.01)，下同

SF: Subcutaneous fat; PA: Pancreas; CF: Crop fat; CR: Cerebrum; H: Heart; TE: Testis; AF: Abdominal fat; P: Proventriculus; D:

Duodenum; I: Ileum; J: Jejunum; C: Cecum; G: Gizzard; K: Kidney; GF: Gizzard fat; PM: Pectoralis muscle; LM: Leg muscle; L:

Liver; SP: Spleen; Reference gene: TATA-binding protein gene (TBP), n=5; *: Significant difference (P＜0.05), **: Extremely

significant difference (P＜0.01), The same blow

图4 鸡NRG4启动子区4个片段(-3000/-2304、-2854/-2076、-2729/-1012、-1451/+117)的PCR扩增产物

Figure 4 PCR amplification of the 4 promoter regions (-3000/-2304, -2854/-2076, -2729/-1012, -1451/+117) of chicken
NRG4 gene
M：Trans2K DNA 分子量标准；1~2：NRG4启动子区-3000/-2304；3~4：NRG4启动子区-2854/-2076；5：NRG4启动子区-2729/-

1012；6：NRG4启动子区-1451/+117

M: Trans2K DNA Marker; 1~2: NRG4 promoter region -3000/-2304; 3~4: NRG4 promoter region -2854/-2076; 5: NRG4 promoter

region -2729/-1012; 6: NRG4 promoter region -1451/+117
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0.1 倍 (P＜0.01)和 0.5 倍 (P＜0.05)(图 5)。这些结

果提示：在启动子-2854/-2076区和-1451/+117区

存在正调控元件，而启动子-3000/-2304 区和-
2729/-1012 区则存在负调控元件。同时，本研究

发现报告基因载体 pGL3-NRG4(-2854/-2076)与

pGL3-NRG4(-2729/-1012)的活性存在很大差异

(图 5)，但两者之间存在 600 bp 左右的重叠区域，

提示未重合区域 2854/-2729、-2076/-1012存在重

要的正调控或负调控元件。

3 讨论

本研究成功克隆了鸡NRG4基因的全长CDS

区，同源性分析发现，鸡与其他鸟类NRG4氨基酸

序列的同源性较高，但与人和鼠的同源性较低。蛋

白结构分析显示，在鸡、人和鼠三个物种NRG4中

含有的LCRs的位置和数量是不同的。有研究指出

蛋白序列中LCRs的位置可能对他们的结合特性和

生物学作用都有重要的决定作用 (Coletta et al.,

2010)。这些结果均提示鸡NRG4的生物学功能可

能与哺乳动物的有所不同。哺乳动物研究发现

NRG4与已知的NRGs其他成员在序列上的同源性

很低，特别是在跨膜结构域附近，而其他三个NRGs

成员在这一区域表现出较高的同源性(Harari et al.,

1999)。本研究也同样发现鸡NRG4与NRGs家族

其他成员氨基酸序列的相似度很低，蛋白结构也存

在很大不同，尤其在EGF样结构域和跨膜区前后，

提示鸡NRG4的功能不同于NRGs家族其他成员。

信号肽预测分析发现，与哺乳动物类似，鸡NRG4

蛋白几乎不存在分泌信号肽，这说明 NRG4 并不

是经过经典的内质网-高尔基体途径分泌到细胞

图5 NRG4基因启动子活性分析

Figure 5 Promoter activity analysis of NRG4 gene
A.在DF1细胞中的NRG4基因启动子活性分析。B.在 ICP1细胞中NRG4基因启动子活性分析。报告基因活性以萤火虫荧

光素酶活性与海肾荧光素酶活性的比值表示(Fluc/Rluc)。TSS：NRG4基因转录起始位点

A. Promoter activity analysis of NRG4 gene in DF1 cells. B. Promoter activity analysis of NRG4 gene in ICP1 cells. The reporter

gene activity was expressed as the ratio of firefly luciferase activity to renilla luciferase activity (Fluc/Rluc). TSS: Transcription

start site of chicken NRG4 gene

荧光素酶活性
Relative luciferase activity

荧光素酶活性
Relative luciferase activity

B

A

3244 bp

3244 bp
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外的(Lee et al., 2004)，可能通过其他非经典分泌

通路分泌的，例如，分泌型溶酶体途径、直接跨膜

途径、外泌体释放途径、质膜出泡途径等(张楠楠

等, 2009)。

鸡NRG4基因的组织表达谱分析显示，NRG4
基因在鸡的 19种组织中均有所表达，这与哺乳动

物研究结果一致(Wang et al., 2014)。早期研究发

现，在检测的成人 8种组织中，NRG4在胰腺高表

达，在骨骼肌中度表达，在大脑、胎盘等组织低表

达(Harari et al., 1999)。小鼠 NRG4组织表达谱分

析显示，NRG4基因也在多种组织广泛表达，其中，

棕色脂肪组织中的表达量最高，白色脂肪组织、肝

脏、肺、胰腺次之，骨骼肌、大脑、心脏、肾、脾的表

达则相对较低(Wang et al., 2014)。而本研究中却

发现，与哺乳动物研究结果不同，鸡NRG4基因在

脂肪组织(鸡嗉囊周围脂肪, 腹部脂肪等)均偏低水

平表达，在肾中的表达量最高，脾中的表达量最

低。这些结果提示，NRG4基因的表达存在物种和

组织差异。

高、低脂系肉鸡脂肪组织表达分析表明，NRG4
基因在嗉囊周围脂肪、腹部脂肪、肌胃周围脂肪中

均差异表达(P＜0.01或P＜0.05)，其中高脂系鸡脂

肪组织中NRG4的表达量显著高于低脂系肉鸡(P＜
0.01 或 P＜0.05)。鼠附睾白色脂肪组织 NRG4的
mRNA 表达水平与体重和肥胖呈明显的负相关

(Chen et al., 2017)。基因表达分析发现，与瘦对照

组相比，人和鼠的肥胖个体脂肪组织 NRG4的
mRNA 水平显著降低(Wang et al., 2014)。综合这

些表达数据可以看出，NRG4在脂肪组织生长发育

中发挥调控作用，推测NRG4通过自分泌/旁分泌

方式调控脂肪生长发育。与此相一致，生物信息学

分析发现，鸡NRG4启动子区存在 PPARγ、C/EBPα

和 Sp1 等多个转录因子结合位点。PPARγ和 C/

EBPα是脂肪生成的两个最关键转录因子，两者在

脂肪生成中可以协同发挥作用(Ding et al., 2011;

Rosen et al., 2002)。

鸡与人和鼠NRG4启动子的序列相似性很低；

鸡 NRG4基因启动子存在一个 CpG 岛 (-1019/+

186)，而人和鼠NRG4启动子区不存在CpG岛。这

些结果提示鸡和哺乳动物NRG4基因的转录调控

和表观遗传调控可能并不完全相同，这可能是鸡与

人和鼠NRG4组织表达谱差异的原因。

启动子报告基因的活性分析表明，pGL3-NRG4

(-1451/+117)报告基因载体的荧光素酶活性最高，

提示-1451/+117是鸡NRG4基因启动子的关键调控

区。生物信息学分析发现该区域存在许多调控转

录因子结合位点，如 C/EBPs、GATAs、Sp1、AP2、

NRF1等转录因子。未来有必要通过报告基因、定

点突变、EMSA和ChIP技术验证这些转录因子对

鸡NRG4的转录调控作用。

4 结论

本研究克隆了鸡NRG4基因全长CDS，开展了

东北农业大学高、低脂系肉鸡NRG4组织表达谱分

析，以及鸡NRG4基因的启动子克隆和活性分析。

研究表明，NRG4基因在鸡组织和器官中广泛表

达；NRG4在高、低脂鸡脂肪组织差异表达。本研

究的结果提示，NRG4在鸡脂肪生长发育中发挥调

控作用。
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