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鸡脂肪组织ＴＣＦ２１基因启动子区
ＤＮＡ甲基化与其表达的关系
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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：旨在研究鸡脂肪组织中ＴＣＦ２１基因启动子区ＤＮＡ甲基化水平与其表达的关系。以东北农业大学高、低腹

脂双向选择品系（简称高、低脂系）第２４世代７周龄肉鸡为试验材料，利用ＲＴ－ｑＰＣＲ检测高、低脂系肉鸡腹部脂肪组

织中ＴＣＦ２１基因的ｍＲＮＡ表达水平；利用生物信息学和双荧光素酶报告系统分析ＴＣＦ２１基因启动子的结构与功

能；利用Ｓｅｑｕｅｎｏｍ　ＭａｓｓＡＲＲＡＹ飞行质谱检测高、低脂系肉鸡腹部脂肪组织中ＴＣＦ２１基因启动子区ＣｐＧ位点的甲

基化水平；利用ＣｐＧ甲基转移酶处理ＴＣＦ２１启动子报告基因质粒，分析ＤＮＡ甲基化对ＴＣＦ２１基因启动子活性的影

响。结果显示，高脂系肉鸡腹部脂肪组织中ＴＣＦ２１基因的 ｍＲＮＡ表达水平极显著高于低脂系（Ｐ＜０．００１）；ＴＣＦ２１
基因的启动子区存在４０个ＣｐＧ位点，且在启动子的近端和远端均有分布，但不存在ＣｐＧ岛；将ＴＣＦ２１基因的启动子

划分为５个功能区域，分别为Ｒ１区域（－２　０００～－１　５００ｂｐ）、Ｒ２区域（－１　５００～－１　０００ｂｐ）、Ｒ３区域（－１　０００～
－５００ｂｐ）、Ｒ４区域（－５００～－２００ｂｐ）和Ｃｏｒｅ区域（－２００～－１００ｂｐ）；高脂系Ｒ２、Ｒ３和Ｒ２＋Ｒ３区域的ＤＮＡ甲

基化水平显著或极显著高于低脂系（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．００１）；Ｒ２、Ｒ３、Ｒ２＋Ｒ３区域的ＤＮＡ甲基化水平与ＴＣＦ２１
基因ｍＲＮＡ表达水平呈显著正相关（Ｒ２区域：ｒ＝０．４３８，Ｐ＜０．０５；Ｒ３区域：ｒ＝０．３７１，Ｐ＜０．０５；Ｒ２＋Ｒ３区域：ｒ＝

０．４８９，Ｐ＜０．０５）；Ｒ２区域的ＤＮＡ甲基化显著抑制其转录活性（Ｐ＜０．０５）。综上所述，ＴＣＦ２１基因在高、低脂系肉

鸡腹部脂肪组织中的表达水平主要与其启动子Ｒ２区域的ＤＮＡ甲基化水平有关。

关键词：鸡；ＴＣＦ２１基因；启动子；ＤＮＡ甲基化；基因表达；脂肪组织
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　　脂肪组织不仅是能量储存库，也是机体最大的
内分泌器官，通过分泌各种内分泌和旁分泌因子来
调节多种生理过程［１－２］。脂肪组织生长发育的细胞
学基础是脂肪细胞数量的增多和体积的增大［３］。其
中，脂肪细胞的数量主要受多潜能干细胞向前脂肪
细胞定向及前脂肪细胞增殖的调控，而脂肪细胞的
体积则与其分化程度及甘油三酯积累量有关［４－５］。
脂肪组织的生长发育主要受转录因子构成的网络调

控，如过氧化物酶体增殖物激活受体γ（ＰＰＡＲγ）［６］、

ＣＣＡＡＴ增强子结合蛋白（Ｃ／ＥＢＰｓ）［７］、固醇调节元
件结合蛋白 （ＳＲＥＢＰｓ）［８］、Ｋｒｕｐｐｅｌ样转录因子
（ＫＬＦｓ）［９］和ＧＡＴＡ结合蛋白（ＧＡＴＡｓ）［１０］等。此
外，不断有研究发现新的转录因子在调控脂肪组织
生长发育过程中发挥重要的作用，如碱性螺旋－环－
螺旋（ｂａｓｉｃ　ｈｅｌｉｘ－ｌｏｏｐ－ｈｅｌｉｘ，ｂＨＬＨ）家族中的转录
因子ＴＦＥ３、Ｉｄｓ等［１１－１２］。

ＴＣＦ２１（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　２１）是ｂＨＬＨ家族
成员之一，在心、血管、肺、肾、脾、肌肉等组织发育过

程中扮演重要角色，并且对细胞增殖、分化和凋亡具
有至关重要的作用［１３－１５］。截至目前，在人等哺乳动
物上没有发现ＴＣＦ２１调控脂肪组织生长发育的系
统性研究报道，但有一些零散的相关报道。Ｔｉｍ－
ｍｏｎｓ等［１６］首次发现，ＴＣＦ２１基因在白色脂肪细胞
中特异性表达，在小鼠棕色脂肪细胞中不表达；用

ＰＰＡＲγ激动剂罗格列酮诱导小鼠白色前脂肪细胞
向棕色脂肪细胞转变，在这一过程中ＴＣＦ２１基因
的表达下调［１７］；用ＢＭＰ４重组蛋白处理人白色脂肪
细胞，可诱导其向棕色脂肪细胞转变，在这个过程中
也发现ＴＣＦ２１基因表达下降的现象［１８］，上述结果
提示，ＴＣＦ２１可被用作白色前脂肪细胞特异的分子
标记。Ｚｈａｎｇ等［１９］以维吾尔族人群为研究对象，发
现肥胖人群腹部内脏脂肪组织中ＴＣＦ２１基因的表
达量显著高于正常人群；敲入ＩＦＩ２０２ｂ基因的肥胖
转基因小鼠皮下白色脂肪组织中ＴＣＦ２１基因的表
达量显著高于野生型小鼠［２０］，上述研究结果提示，

ＴＣＦ２１在人和小鼠肥胖的形成过程中具有重要作
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用。本实验室前期研究发现，ＴＣＦ２１是鸡前脂肪细
胞分化的正调控因子，它通过直接上调ＬＰＬ基因的
表达发挥其促进鸡前脂肪细胞分化的作用［２１］。因
此，ＴＣＦ２１在脂肪组织的生长发育过程中发挥关键
的作用，其表达调控机理的研究极为重要。

ＤＮＡ甲基化是一种重要的调控基因表达的表
观遗传学机制，其调节基因表达的主要方式为改变

ＤＮＡ的稳定性、构象以及与蛋白质之间的相互作
用［２２－２３］。ＤＮＡ甲基化一般导致基因沉默［２４－２５］；而

ＤＮＡ去甲基化则相反，往往会重新激活沉默基因的
表达［２６］。近年来一些研究结果显示，ＤＮＡ甲基化
在脂肪组织生长发育过程中发挥关键的调控作

用［２７－２８］。Ｌｉ等［２９］发现，在诱导分化的小鼠３Ｔ３－Ｌ１
前脂肪细胞中，Ｃ／ＥＢＰα基因的启动子呈高甲基化
状态，而在未分化的３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞中却没有
检测到这种高甲基化信号增加。有研究表明，用

ＤＮＡ甲基转移酶抑制剂５－氮杂－２－脱氧胞苷（５－Ａｚａ－
ｄＣ）处理小鼠Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２干细胞后，会增加其定
向分化为脂肪细胞的能力［３０］。Ｌｉ等［３１］利用 Ｍｅ－
ＤＩＰ－ｓｅｑ技术绘制了猪不同部位脂肪组织（背部浅
表脂肪组织和背部深层脂肪组织）的ＤＮＡ甲基化
图谱，发现与深层脂肪组织相比，浅表脂肪组织中的

ＤＮＡ甲基化程度更高，表明不同部位脂肪组织的甲
基化程度不同。以上研究表明，ＤＮＡ甲基化在脂肪
组织的生长发育中扮演重要角色。近年来，对

ＴＣＦ２１基因ＤＮＡ甲基化的研究主要集中在癌症上
面。在多种癌症中发现ＴＣＦ２１基因的表达与其启
动子区ＤＮＡ甲基化的状态密切相关［３２－３５］。到目前
为止，尚未发现脂肪组织中ＴＣＦ２１基因ＤＮＡ甲基
化水平与其表达关系的研究报道。
本实验室以腹脂率和血浆极低密度脂蛋白为选

择指标，构建了东北农业大学肉鸡高、低腹脂双向选
择品系（Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｂｒｏｉｌｅｒ
ｌｉｎｅｓ　ｄｉｖｅｒｇｅｎｔｌｙ　ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｆｏｒ　ａｂｄｏｍｉｎａｌ　ｆａｔ　ｃｏｎ－
ｔｅｎｔ，ＮＥＡＵＨＬＦ）［３６］。目前，这两个品系已经选育
了２４个世代，两品系肉鸡之间腹脂率差异极显著。
本课题组前期研究发现，ＴＣＦ２１基因在第１９世代
高脂系肉鸡腹部脂肪组织中的表达水平显著高于低

脂系肉鸡［２１］，但其潜在的调控机制还不清楚。鉴于
此，本研究将在前期研究的基础上，探究鸡脂肪组织
中ＴＣＦ２１基因启动子区ＤＮＡ甲基化与其表达之
间的关系。研究结果将有助于揭示高、低脂系肉鸡
腹部脂肪组织中ＴＣＦ２１基因差异表达的原因，为

深入研究鸡 ＴＣＦ２１基因的表达调控机制奠定
基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
以高、低脂系第２４世代７周龄肉鸡（来自于东

北农业大学阿城畜牧基地鸡场）为试验材料（每个品
系１５只鸡）。禁食１２ｈ后称量体重（ＢＷ）并屠宰，
屠宰后称量腹脂重（ＡＦＷ），并计算腹脂率（ＡＦＰ＝
ＡＦＷ／ＢＷ）。采集的腹部脂肪组织样品于０．７５％
氯化钠中清洗，剪成小块，放置于５ｍＬ采样管中，
并于液氮中速冻，－８０℃保存待用。需要说明的
是：高、低脂系肉鸡第２４世代每个品系各组建了

４０个半同胞家系，定向输精、系谱孵化。每个品系
孵化出１　０００只左右的雏鸡，公母各半。所有公鸡
按照肉仔鸡的饲养方式饲养至７周龄屠宰。在挑选
用于组织样品采集的鸡只时，要符合以下两个条件：

１）每个品系的１５只鸡生长发育正常；２）每个品系的

１５只鸡来源于不同的半同胞家系。

１．２　载体和细胞系
海肾荧光素酶报告基因载体ｐＲＬ－ＴＫ和萤火

虫荧光素酶报告基因载体ｐＧＬ３－ｂａｓｉｃ由本实验室
留存；不含ＣｐＧ位点的萤火虫荧光素酶报告基因载
体，ｐＣｐＧＬ－ｂａｓｉｃ由扬州大学戴超辉惠赠［３７］；永生
化鸡前脂肪细胞（ＩＣＰ１、ＩＣＰ２细胞）由本实验室
构建［３８］。

１．３　主要试剂

ＴＲＩｚｏｌ　ＲＮＡ分离试剂、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、

Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ 无血清培养基、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ　３０００
Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　 Ｒｅａｇｅｎｔ、 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ－Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ
Ｌｉｑｕｉｄ购自赛默飞世尔科技 （中国）有限公司；

０．２５％ Ｔｒｙｐｓｉｎ－ＥＤＴＡ（１×）购自Ｇｉｂｃｏ公司；ＰＢＳ
缓冲液粉末购自北京中杉金桥生物科技有限公司；

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＴＭ　ＲＴ　ｒｅａｇｅｎｔ　Ｋｉｔ　ｗｉｔｈ　ｇＤＮＡ　Ｅｒａｓｅｒ
购自 ＴａＫａＲａ公司；Ｆａｓｔ　Ｓｔａｒｔ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ购自Ｒｏｃｈｅ公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购
自Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司；ＣｐＧ甲基转移酶（Ｍ．
ＳｓｓＩ）购自ＮＥＢ公司；质粒小提试剂盒购自Ａｘｙｇｅｎ
公司；双荧光素酶报告基因试剂盒 Ｄｕａｌ－Ｌｕｃｉｆｅｒ－
ａｓｅ? Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　Ａｓｓａｙ　Ｓｙｓｔｅｍ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

１．４　生物信息学预测
利用ＪＡＳＰＡＲ（ｈｔｔｐ：／／ｊａｓｐａｒ．ｇｅｎｅｒｅｇ．ｎｅｔ／）、

ＴＲＡＮＳＦＡＣ （ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｅ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ．ｃｏｍ／ｐｕｂ／
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ｄａｔａｂａｓｅｓ．ｈｔｍｌ）、ＡｎｉｍａｌＴＦＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏ．
ｌｉｆｅ．ｈｕｓｔ．ｅｄｕ．ｃｎ／ＡｎｉｍａｌＴＦＤＢ）预测转录因子结合
位点。利用 ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｒｏｇｅｎｅ．
ｏｒｇ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ／ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ．ｃｇｉ）预测鸡

ＴＣＦ２１基因启动子区ＣｐＧ位点、ＣｐＧ岛的数量和
分布。将片段长度大于２００ｂｐ，ＣＧ含量超过５０％，

ＣＧ核苷酸比率大于０．６的片段定义为ＣｐＧ岛。

１．５　引物设计和合成
本研究所用引物均根据鸡的全基因组序列

（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ， ＵＣＳＣ）Ｍａｒ．２０１８
（ＧＲＣｇ６ａ／ｇａｌＧａｌ６）来设计，并委托北京英潍捷基公司

进行合成。ＴＣＦ２１基因表达检测引物使用Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０软件设计，其中ＴＣＦ２１－Ｐ１扩增片段长度
为２６４ｂｐ、ＴＢＰ－Ｐ１扩增片段长度为１２２ｂｐ。ＴＣＦ２１
基因启动子区ＤＮＡ甲基化检测引物使用Ａｇｅｎａ　Ｅｐｉ－
Ｄｅｓｉｇｎｅｒ程序设计，其中ＴＣＦ２１－Ｐ２引物扩增片段长
度为４８７ｂｐ（－１　９６１～－１　４７５ｂｐ）、ＴＣＦ２１－Ｐ３引物
扩增片段长度为４６７ｂｐ（－１　４５５～－９８９ｂｐ）、

ＴＣＦ２１－Ｐ４引物扩增片段长度为４２３ｂｐ（－１　０１３～
－５９０ｂｐ）、ＴＣＦ２１－Ｐ５引物扩增片段长度为４９０ｂｐ
（－６７６～－１８７ｂｐ）、ＴＣＦ２１－Ｐ６引物扩增片段长度为

３３４ｂｐ（－１７０～＋１６４ｂｐ）。引物信息见表１。

表１　引物序列

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物用途

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ　ｎａｍｅ

引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因表达检测

Ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ＴＣＦ２１－Ｐ１

ＴＢＰ－Ｐ１

Ｆ：ＡＣＧＣＴＧＣＣＡＡＣＧＣＡＡＧＧＧ

Ｒ：ＴＧＴＴＣＡＣＣＡＣＴＴＣＴＴＴＣＡＧＧＴＣＡＣＴＣ

Ｆ：ＧＣＧＴＴＴＴＧＣＴＧＣＴＧＴＴＡＴＴＡＴＧＡＧ

Ｒ：ＴＣＣＴＴＧＣＴＧＣＣＡＧＴＣＴＧＧＡＣ

ＤＮＡ甲基化检测

ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ＴＣＦ２１－Ｐ２

ＴＣＦ２１－Ｐ３

ＴＣＦ２１－Ｐ４

ＴＣＦ２１－Ｐ５

ＴＣＦ２１－Ｐ６

Ｆ：ＡＧＧＡＡＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＡＴＧＴＴＧＡＴＡＡＴＴＴＧＴＴＴＧＧ

Ｒ：ＣＡＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＴＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＡＧＧＣＴＣＡＣＡＣ－
ＡＡＴＡＡＣＴＣＴＡＡＡＡＴＴＡＡＴＣＣＡＴ

Ｆ：ＡＧＧＡＡＧＡＧＡＧＧＧＴＴＧＴＧＧＧＧＴＴＧＴＡＴＧＡＡＴＡＡＧＴＡ

Ｒ：ＣＡＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＴＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＡＧＧＣＴＴ－
ＡＣＣＣＡＣＡＡＣＴＡＴＡＣＣＡＡＴＣＣＴＣＡＡ

Ｆ：ＡＧＧＡＡＧＡＧＡＧＴＧＴＴＴＴＡＧＧＡＡＧＧＧＡＧＴＡＴＴＴＧＧＡＴ

Ｒ：ＣＡＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＴＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＡＧＧＣＴＴＡＣ－
ＴＴＡＴＴＣＡＴＡＣＡＡＣＣＣＣＡＣＡＡＣＣ

Ｆ：ＡＧＧＡＡＧＡＧＡＧＴＡＧＴＧＧＧＡＡＧＴＴＴＧＧＡＡＡＡＡＧＧＴＡＧ

Ｒ：ＣＡＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＡＧＧＣＴＴＣＡ－
ＣＡＡＡＣＣＴＣＴＡＣＡＣＡＡＡＡＣＡＡＡＡ

Ｆ：ＡＧＧＡＡＧＡＧＡＧＧＴＴＴＧＧＡＡＧＡＴＧＴＴＡＡＡＧＧＧＴＴＧＧ

Ｒ：ＣＡＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＴＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＡＧＧＣＴＡＡ－
ＡＡＣＣＣＣＴＣＣＣＣＴＡＡＡＣＴＡＡＡＴＣ

１．６　ＲＴ－ｑＰＣＲ
采用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取脂肪组织的总ＲＮＡ，并

反转录成ｃＤＮＡ。Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ反应液的组成：

ＳＹＢＲ　５μＬ，上／下游引物各０．２μＬ，Ｈ２Ｏ　３．６μＬ，

ｃＤＮＡ　１μＬ，总体系为１０μＬ。反应条件：９５ ℃
１０ｍｉｎ，９５ ℃ １５ｓ，６０ ℃ １ｍｉｎ，４０个循环。以

ＴＡＴＡ盒结合蛋白（ＴＡＴＡ－ｂｏｘ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ，

ＴＢＰ）为内参基因，采用２–△△Ｃｔ方法计算ＴＣＦ２１基

因的相对表达水平［３９］，其中ΔＣｔ＝ Ｃｔ（ＴＣＦ２１）－
Ｃｔ（ＴＢＰ）。ＴＣＦ２１基因表达检测引物序列见表１。

１．７　Ｓｅｑｕｅｎｏｍ　ＭａｓｓＡＲＲＡＹ检测ＤＮＡ甲基化
采用ＱＩＡａｍｐ　ＤＮＡ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ提取鸡腹部脂肪

组织ＤＮＡ。采用ＥｐｉＴｅｃｔ　Ｆａｓｔ　ＤＮＡ　Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ　Ｋｉｔ
说明书对ＤＮＡ进行亚硫酸氢盐处理。以上述亚硫
酸盐处理的 ＤＮＡ 为试验材料，利用 Ｓｅｑｕｅｎｏｍ
ＭａｓｓＡＲＲＡＹ飞行质谱技术进行ＴＣＦ２１基因启动
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子区ＣｐＧ单元的甲基化水平检测（委托上海欧易生
物医学科技有限公司完成）。一个ＣｐＧ单元表示一
个单独的 ＣｐＧ 位点或者是多个联合的 ＣｐＧ 位
点［４０－４１］。ＴＣＦ２１基因启动子区 ＤＮＡ 甲基化检测
引物见表１。

１．８　启动子荧光素酶报告基因载体的构建
委托金唯智生物技术公司合成鸡ＴＣＦ２１基因

启动子（将５′－ＵＴＲ对应的基因组区域及５′－ＵＴＲ
上游２　０００ｂｐ定义为ＴＣＦ２１基因启动子）及５′端
截短的启动子片段并连接至ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ载体，构建
含有ＴＣＦ２１基因启动子及５′端截短的启动子片段
的萤火虫荧光素酶报告基因载体，分别命名为

ｐＧＬ３－２０００／＋１６５、ｐＧＬ３－１５００／＋１６５、ｐＧＬ３－１０００／

＋１６５、ｐＧＬ３－５００／＋１６５、ｐＧＬ３－２００／＋１６５、ｐＧＬ３－
１００／＋１６５，并将鸡ＴＣＦ２１基因５′－ＵＴＲ对应的基
因组区域及 ５′－ＵＴＲ 上游 ２　０００ｂｐ 定义为鸡

ＴＣＦ２１基因启动子。委托金唯智生物技术公司合
成ＴＣＦ２１基因启动子 Ｒ２＋Ｒ３区域（－１　５００～
－５００ｂｐ）、Ｒ２区域（－１　５００～－１　０００ｂｐ）、Ｒ３区域
（－１　０００～－５００ｂｐ）ＤＮＡ片段并连接至ｐＣｐＧＬ－
Ｂａｓｉｃ载体（该载体骨架不含ＣＧ位点），构建含有

ＴＣＦ２１基因启动子重要区域的萤火虫荧光素酶报
告 基 因 载 体，分 别 命 名 为 ｐＣｐＧＬ－１５００／－５００、

ｐＣｐＧＬ－１５００／－１０００和ｐＣｐＧＬ－１０００／－５００。

１．９　细胞转染及荧光素酶活性检测
将永生化鸡前脂肪细胞接种于２４孔板，当

细胞 ７０％ ～９０％ 汇 合 时，采 用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００转染试剂将构建好的萤火虫荧光素酶报告
基因 质 粒 和 海 肾 荧 光 素 酶 报 告 基 因 质 粒 以

１００∶１的比例转染至细胞中。转染后４８ｈ收集
细胞，根据Ｄｕａｌ－Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ　Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　Ａｓｓａｙ　Ｓｙｓｔｅｍ
（Ｐｒｏｍｅｇａ）试剂盒说明书分别检测萤火虫荧光素
酶活 性 （Ｆｌｕｃ）和 海 肾 荧 光 素 酶 活 性 （Ｒｌｕｃ）。

ＴＣＦ２１基因启动子活性用相对荧光素酶活性
（Ｆｌｕｃ／Ｒｌｕｃ）表示。

１．１０　ＤＮＡ甲基化转移酶处理启动子报告基因
载体

　　甲基化组：用 ＣｐＧ 甲基转移酶（Ｍ．ＳｓｓＩ）在

３７℃条件下对ｐＣｐＧＬ－ＴＣＦ２１－１５００／－５００、ｐＣｐＧＬ－
ＴＣＦ２１－１５００／－１０００、ｐＣｐＧＬ－ＴＣＦ２１－１０００／－５００质粒
及阳性对照质粒ｐＧＬ３－Ｐ１和阴性对照质粒ｐＣｐＧＬ－
ｂａｓｉｃ处理４ｈ。ＣｐＧ甲基化酶（Ｍ．Ｓｓｓｌ）反应体系：

１０ × ＮＥＢｕｆｆｅｒ　２３０ μＬ，Ｓ－ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｏｎｅ

（１　６００μｍｏｌ·Ｌ
－１）３０μＬ，质粒１５μｇ，甲基转移酶

３．７５μＬ，补充 Ｎｕｃｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅ　ｗａｔｅｒ至１５０μＬ。非
甲基化组：反应体系中用 Ｎｕｃｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅ　ｗａｔｅｒ代替
甲基转移酶，其它操作与甲基化组相同。质粒处理

４ｈ后，利用ＰＣＲ纯化试剂盒对甲基化组与非甲基
化组的质粒进行纯化，－２０℃保存待用。

１．１１　统计分析
所有数据结果都表示为“平均值（Ｍｅａｎ）±标

准差（ＳＤ）”。采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ　ｔ－ｔｅｓｔ进行两组数据
的差异显著性分析。利用Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数分析

ＤＮＡ甲基化水平与基因表达水平之间的相关
性。Ｐ＜０．０５表示差异显著或相关性显著，Ｐ＜
０．０１或Ｐ＜０．００１表示差异极显著或相关性极
显著。统 计 分 析 所 用 软 件 为 ＪＭＰ　１１．０（ＳＡＳ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）。

２　结　果
２．１　高、低脂系肉鸡脂肪组织中ＴＣＦ２１基因表达
水平的比较分析

　　结果显示，高脂系肉鸡的腹脂率极显著高于低
脂系肉鸡（Ｐ＜０．００１，图１Ａ）。高脂系肉鸡腹部脂
肪组织中ＴＣＦ２１基因ｍＲＮＡ表达水平极显著高于
低脂系肉鸡（Ｐ＜０．００１，图１Ｂ）。

２．２　鸡ＴＣＦ２１基因启动子结构与功能的初步分析

Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ在 线 软 件 分 析 结 果 显 示，鸡

ＴＣＦ２１基因的启动子区（５′－ＵＴＲ对应的基因组区
域及５′－ＵＴＲ上游２　０００ｂｐ）不存在ＣｐＧ岛，但存
在４０个ＣｐＧ位点，这些ＣｐＧ位点在启动子的近端
和远端均有分布（图２）。
启动子报告基因活性分析结果显示，当ＴＣＦ２１

基因启动子从－２　０００ｂｐ截短到－１　５００ｂｐ时，启
动子活性降低，暗示ＴＣＦ２１基因启动子－２　０００～
－１　５００ｂｐ之间存在重要的正调控元件，将该区域
命名为“Ｒ１”（图３Ａ、Ｂ、Ｃ）；当ＴＣＦ２１基因启动子从
－１　５００ｂｐ截短到－１　０００ｂｐ时，启动子活性上升，暗
示ＴＣＦ２１基因启动子－１　５００～－１　０００ｂｐ之间存在
重要的负调控元件，将该区域命名为“Ｒ２”（图３Ａ、

Ｂ、Ｃ）；当ＴＣＦ２１基因启动子从－１　０００ｂｐ截短到

－５００ｂｐ时，启动子活性上升，暗示ＴＣＦ２１基因启
动子－１　０００～－５００ｂｐ之间存在重要的负调控元
件，将该区域命名为“Ｒ３”（图３Ａ、Ｂ、Ｃ）；当ＴＣＦ２１
基因启动子从－５００ｂｐ截短到－２００ｂｐ时，启动
子活性降低，暗示ＴＣＦ２　１基因启动子－５　０　０～
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Ａ．第２４世代７周龄高、低脂系肉鸡腹脂率的比较；Ｂ．第２４世代７周龄高、低脂系肉鸡腹部脂肪组织中ＴＣＦ２１基因的
ｍＲＮＡ表达情况。ＬＥＡＮ代表低脂系肉鸡（ｎ＝１５），ＦＡＴ代表高脂系肉鸡（ｎ＝１５）；＊＊＊．Ｐ＜０．００１，下同
Ａ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ａｂｄｏｍｉｎａｌ　ｆａｔ　ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｌｅａｎ　ａｎｄ　ｆａｔ　ｌｉｎｅ　ｂｒｏｉｌｅｒｓ　ａｔ　７ｗｅｅｋｓ　ｏｆ　ａｇｅ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　２４ｔｈ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ
ＮＥＡＵＨＬＦ；Ｂ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＴＣＦ２１ｍＲＮＡ　ｉｎ　ａｂｄｏｍｉｎａｌ　ａｄｉｐｏｓｅ　ｔｉｓｓｕｅ　ｏｆ　ｆａｔ　ａｎｄ　ｌｅａｎ　ｂｒｏｉｌｅｒｓ　ａｔ　７ｗｅｅｋｓ　ｏｆ　ａｇｅ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　２４ｔｈ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＮＥＡＵＨＬＦ．ＬＥＡＮ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｌｅａｎ　ｌｉｎｅ　ｂｒｏｉｌｅｒｓ（ｎ＝１５），ＦＡＴ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｆａｔ　ｌｉｎｅ　ｂｒｏｉｌｅｒｓ（ｎ＝１５）．＊＊＊．Ｐ＜
０．００１，ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ
图１　高、低脂系肉鸡第２４世代７周龄腹脂率及腹部脂肪组织中ＴＣＦ２１基因的ｍＲＮＡ表达情况
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ＡＦＰ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＴＣＦ２１ｍＲＮＡ　ｉｎ　ａｂｄｏｍｉｎａｌ　ａｄｉｐｏｓｅ　ｔｉｓｓｕｅ　ｏｆ　ｆａｔ　ａｎｄ　ｌｅａｎ　ｂｒｏｉｌｅｒｓ　ａｔ　７ｗｅｅｋｓ

ｏｆ　ａｇｅ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　２４ｔｈ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＮＥＡＵＨＬＦ

每条竖线代表一个ＣｐＧ位点
Ｅａｃｈ　ｖｅｒｔｉｃａｌ　ｌｉｎｅ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　ａ　ＣｐＧ　ｓｉｔｅ
图２　鸡ＴＣＦ２１基因启动子区ＣｐＧ位点分布
Ｆｉｇ．２　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣｐＧ　ｓｉｔｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｒｅｇｉｏｎ　ｏｆ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ＴＣＦ２１

－２００ｂｐ之间存在重要的正调控元件，将该区域命
名为“Ｒ４”（图３Ａ、Ｂ、Ｃ）；当ＴＣＦ２１基因启动子从

－２００ｂｐ截短到－１００ｂｐ时，启动子活性消失，说
明ＴＣＦ２１基因启动子－２００～－１００ｂｐ之间具有
维持ＴＣＦ２１基因转录活性的基本元件，该区域是

ＴＣＦ２１基因启动子的核心区域，将该区域命名为
“Ｃｏｒｅ”（图３Ａ、Ｂ、Ｃ）。此外，将 ＴＣＦ２１启动子

－１００～＋１６５ｂｐ的区域命名为Ｒ５（图３Ｃ）。
为明确哪些转录因子可能参与调控鸡ＴＣＦ２１

基因启动子的活性，本研究利用ＪＡＳＰＡＲ、ＴＲＡＮＳ－
ＦＡＣ和ＡｎｉｍａｌＴＦＤＢ在线软件分析了鸡ＴＣＦ２１基
因启动子各个区域内潜在的转录因子结合位点。结
果显示，鸡ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ１区域（－２　０００～
－１　５００ｂｐ）存在 ＣＤＸ１、ＨＯＸＡ２、ＰＤＸ１、Ｐａｘ２及

Ｓｏｘ１７的结合位点；Ｒ２区域（－１　５００～－１　０００ｂｐ）存
在Ｐａｘ２、Ｓｏｘ１０、ＦＯＳ、ＳＰＩＢ及ＦＯＸＰ３的结合位点；

Ｒ３区 域 （－１　０００～ －５００ｂｐ）存 在 ＦＯＸＡ１、

ＣＲＥＢ１、Ｓｏｘ３ 及 ＳＴＡＴ３ 的结合位点；Ｒ４ 区域

（－５００～－２００ｂｐ）存在ＩＲＦ７、ＫＬＦ５及Ｐａｘ２的结
合位点；Ｃｏｒｅ区域（－２００～－１００ｂｐ）存在 ＫＬＦｓ
（ＫＬＦ４、ＫＬＦ５、ＫＬＦ１６），Ｓｐｓ（Ｓｐ１、Ｓｐ２、Ｓｐ３）及ＧＡ－
ＴＡ５的结合位点（图３Ｄ）。

２．３　ＴＣＦ２１基因启动子区ＤＮＡ甲基化分析
利用Ｓｅｑｕｅｎｏｍ　ＭａｓｓＡＲＲＡＹ飞行质谱技术

检测高、低脂系肉鸡 ７ 周 龄 腹 部 脂 肪 组 织 中

ＴＣＦ２１基因启动子区（－２　０００～＋１６５ｂｐ）４０个

ＣｐＧ位点的甲基化程度。需要说明的是：一个

ＣｐＧ单元表示一个单独的ＣｐＧ位点或者是多个
联合的ＣｐＧ位点。据此，将４０个ＣｐＧ位点划分
为３８个 ＣｐＧ 单元（ＣｐＧ＿３２与 ＣｐＧ＿３３合并、

ＣｐＧ＿３７与ＣｐＧ＿３８合并，图４）。本研究成功检
测到３１个ＣｐＧ单元的甲基化，其中３个ＣｐＧ单
元位于 Ｒ１区域、７个 ＣｐＧ单元位于 Ｒ２区域、６
个ＣｐＧ单元位于Ｒ３区域、５个ＣｐＧ单元位于Ｒ４
区域、１个ＣｐＧ单元位于Ｃｏｒｅ区域、９个ＣｐＧ单
元位于Ｒ５区域（图４）。
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Ａ．ＩＣＰ１细胞中鸡ＴＣＦ２１基因启动子的报告基因分析；Ｂ．ＩＣＰ２细胞中鸡ＴＣＦ２１基因启动子的报告基因分析；Ｃ．ＴＣＦ２１
基因启动子重要区域；Ｄ．鸡ＴＣＦ２１基因启动子区潜在的转录因子结合位点。＊．Ｐ＜０．０５，＊＊．Ｐ＜０．０１，下同
Ａ．Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　ｇｅｎｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ＴＣＦ２１ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｉｎ　ＩＣＰ１ｃｅｌｌｓ；Ｂ．Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　ｇｅｎｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ＴＣＦ２１ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｉｎ　ＩＣＰ２ｃｅｌｌｓ；Ｃ．Ｔｈｅ　ｉｍｐｏｒｔａｎｔ　ｒｅｇｉｏｎ　ｏｆ　ＴＣＦ２１ｐｒｏｍｏｔｅｒ；Ｄ．Ｔｈｅ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｈｉｃｋｅｎ
ＴＣＦ２１ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｒｅｇｉｏｎ．＊．Ｐ＜０．０５，＊＊．Ｐ＜０．０１，ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ
图３　鸡ＴＣＦ２１基因启动子的结构和功能的初步分析
Ｆｉｇ．３　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ＴＣＦ２１ｐｒｏｍｏｔｅｒ

每一行表示一个样本，每一列表示一个ＣｐＧ单元。从浅黄色到红色的变化显示甲基化水平的升高，白色表示甲基化水平
为０或缺失值
Ｅａｃｈ　ｓａｍｐｌｅ　ｉｓ　ｓｈｏｗｎ　ｉｎ　ｏｎｅ　ｒｏｗ，ｅａｃｈ　ＣｐＧ　ｕｎｉｔ　ｉｓ　ｓｈｏｗｎ　ｉｎ　ａ　ｃｏｌｕｍｎ．Ｔｈｅ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｄｅｇｒｅｅ　ｉｓ　ｓｈｏｗｎ　ａｓ　ａ　ｇｒａｄｉｅｎｔ　ｖａｒ－
ｙｉｎｇ　ｆｒｏｍ　ｙｅｌｌｏｗ　ｔｏ　ｒｅｄ．Ｗｈｉｔｅ　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｔｈａｔ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＣｐＧ　ｕｎｉｔ　ｉｓ　０ｏｒ　ｍｉｓｓｉｎｇ　ｄａｔａ
图４　高、低脂系肉鸡脂肪组织中ＴＣＦ２１基因启动子区ＣｐＧ单元分布及其甲基化状态
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｓｔａｔｕｓ　ｏｆ　ＣｐＧ　ｕｎｉｔｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｒｅｇｉｏｎ　ｏｆ　ＴＣＦ２１ｉｎ　ａｄｉｐｏｓｅ　ｔｉｓｓｕｅ　ｏｆ　ｆａｔ　ａｎｄ　ｌｅａｎ　ｌｉｎｅ　ｂｒｏｉｌｅｒｓ

１８３３



畜　牧　兽　医　学　报 ５２卷　

　　根据检测得到的ＤＮＡ甲基化情况，本研究首
先从整体水平分析了高、低脂系肉鸡腹部脂肪组织
中ＴＣＦ２１基因启动子及启动子各个区域的 ＤＮＡ
甲基化程度（用每个区域内所有成功检测的ＣｐＧ单
元的平均甲基化水平来代表该区域的ＤＮＡ甲基化水
平，图５）。结果显示，ＴＣＦ２１基因启动子的ＤＮＡ甲

基化水平在高、低脂系间差异不显著（Ｐ＞０．０５；图

５Ｈ），高脂系Ｒ２、Ｒ３及Ｒ２＋Ｒ３的区域ＤＮＡ甲基化
水平显著或极显著高于低脂系（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜
０．００１；图５Ｂ、Ｃ、Ｇ），其他区域（Ｒ１区域、Ｒ４区域、

Ｃｏｒｅ区域、Ｒ５区域）的ＤＮＡ甲基化水平在高、低脂系
间差异不显著（Ｐ＞０．０５；图５Ａ、Ｄ、Ｅ、Ｆ）。

Ａ～Ｇ．ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４、Ｃｏｒｅ、Ｒ５和Ｒ２＋Ｒ３区域的ＤＮＡ甲基化分析；Ｈ．ＴＣＦ２１基因启动子ＤＮＡ甲
基化分析。ｎｓ．差异不显著
Ａ－Ｇ．ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｒ１，Ｒ２，Ｒ３，Ｒ４，Ｃｏｒｅ，Ｒ５ａｎｄ　Ｒ２＋Ｒ３ｒｅｇｉｏｎｓ　ｏｆ　ＴＣＦ２１ｐｒｏｍｏｔｅｒ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｈ．
ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｏｆ　ＴＣＦ２１．ｎｓ．Ｎｏｔ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
图５　高、低脂系肉鸡脂肪组织中ＴＣＦ２１基因启动子区ＤＮＡ甲基化水平的比较
Ｆｉｇ．５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ＴＣＦ２１ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｉｎ　ａｄｉｐｏｓｅ　ｔｉｓｓｕｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｆａｔ　ａｎｄ　ｌｅａｎ　ｂｒｏｉｌｅｒｓ

　　另外，本研究还分析了高、低脂系肉鸡腹部脂肪
组织中 ＴＣＦ２１基因启动子区每个 ＣｐＧ 单元的

ＤＮＡ甲基化水平。结果显示，高、低脂系肉鸡间存
在甲基化水平差异的ＣｐＧ单元有８个，包括ＣｐＧ＿

６、ＣｐＧ＿７、ＣｐＧ＿１０、ＣｐＧ＿１１、ＣｐＧ＿１２、ＣｐＧ＿２０、ＣｐＧ
＿２９、ＣｐＧ＿３２，３３，其中高脂系ＣｐＧ＿６、ＣｐＧ＿７、ＣｐＧ＿

１０、ＣｐＧ＿１２、ＣｐＧ＿２０、ＣｐＧ＿３２，３３单元的甲基化水
平显著或极显著高于低脂系，而高脂系ＣｐＧ＿１１和

ＣｐＧ＿２９单元的甲基化水平显著低于低脂系（表２）。

２．４　ＴＣＦ２１基因启动子区ＤＮＡ甲基化水平与其

ｍＲＮＡ表达水平的相关性分析

　　首先，从整体水平分析高、低脂系肉鸡腹部脂肪

组织中ＴＣＦ２１基因启动子及启动子各个区域的

ＤＮＡ甲基化水平与其 ｍＲＮＡ表达水平的相关性。
结果显示，ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ２区域、Ｒ３区域及Ｒ２
＋Ｒ３区域ＤＮＡ甲基化水平与ＴＣＦ２１基因 ｍＲＮＡ
表达水平呈显著的正相关（Ｒ２区域：ｒ＝０．４３８，Ｐ＜
０．０５；Ｒ３区域：ｒ＝０．３７１，Ｐ＜０．０５；Ｒ２＋Ｒ３区域：ｒ＝
０．４８９，Ｐ＜０．０５；图６Ｂ、Ｃ、Ｇ）。以上结果表明，ＴＣＦ２１
基因启动子Ｒ２和Ｒ３区域的ＤＮＡ甲基化对于调控

ＴＣＦ２１ｍＲＮＡ的表达可能具有重要作用。
除此之外，本研究还分析了单个ＣｐＧ单元的甲

基化水平与ＴＣＦ２１基因 ｍＲＮＡ表达水平的相关
性，结果见表２。高、低脂系肉鸡中显著差异的８个
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　１２期 刘雨萌等：鸡脂肪组织ＴＣＦ２１基因启动子区ＤＮＡ甲基化与其表达的关系

表２　ＴＣＦ２１基因启动子区ＤＮＡ甲基化状态以及单个ＣｐＧ单元甲基化水平与其ｍＲＮＡ表达水平的相关性

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｓｔａｔｕｓ　ｏｆ　ＴＣＦ２１ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｒｅｇｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ　ＣｐＧ　ｕｎｉｔ　ｍｅｔｈｙｌａ－
ｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＴＣＦ２１ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

启动子区域

Ｐｒｏｍｏｔｅｒ

ｒｅｇｉｏｎ

ＣｐＧ单元

ＣｐＧ　ｕｎｉｔ

甲基化水平

Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ

高脂系（ｎ＝１５）

Ｆａｔ　ｌｉｎｅ（ｎ＝１５）
低脂系（ｎ＝１５）

Ｌｅａｎ　ｌｉｎｅ（ｎ＝１５）

Ｐ１

相关分析（ｎ＝３０）

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ（ｎ＝３０）

ｒ　 Ｐ２

Ｒ１ ＣｐＧ＿１　 ０．５１１±０．１１２　 ０．５３５±０．０８４　 ０．５１３　 ０．１８２　 ０．３３７

Ｒ１ ＣｐＧ＿２　 ０．３８９±０．１２６　 ０．４０２±０．０６１　 ０．７２９　 ０．１４３　 ０．４５１

Ｒ１ ＣｐＧ＿４　 ０．８５７±０．０２１　 ０．８４８±０．０２０　 ０．２２２　 ０．０９０３　 ０．６３５

Ｒ２ ＣｐＧ＿６　 ０．６８１±０．０７９　 ０．５７６±０．０９２　 ０．００３＊＊ ０．２９７　 ０．１２５

Ｒ２ ＣｐＧ＿７　 ０．９５８±０．０６７　 ０．７３４±０．１３０ ＜０．００１＊＊＊ ０．４９４　 ０．００６＊＊

Ｒ２ ＣｐＧ＿９　 ０．９１７±０．０６４　 ０．９１３±０．０７４　 ０．８５４　 ０．０９８　 ０．６０５

Ｒ２ ＣｐＧ＿１０　 ０．９５８±０．０６７　 ０．７３４±０．１３０ ＜０．００１＊＊＊ ０．４９４　 ０．００６＊＊

Ｒ２ ＣｐＧ＿１１　 ０．５２７±０．１１６　 ０．６００±０．０４７　 ０．０３１＊ －０．１６１　 ０．３９４

Ｒ２ ＣｐＧ＿１２　 ０．６８１±０．０７９　 ０．５７６±０．０９２　 ０．００３＊＊ ０．２９７　 ０．１２５

Ｒ２ ＣｐＧ＿１３　 ０．５５１±０．０５２　 ０．５２０±０．０５１　 ０．１０６　 ０．２００　 ０．２８９

Ｒ３ ＣｐＧ＿１４　 ０．５５６±０．０６４　 ０．５４５±０．０５８　 ０．６３１　 ０．１７６　 ０．３６３

Ｒ３ ＣｐＧ＿１６　 ０．５５６±０．０６４　 ０．５４５±０．０６４　 ０．６３１　 ０．１７６　 ０．３６３

Ｒ３ ＣｐＧ＿１７　 ０．９９３±０．０１６　 １．００±０．０００　 ０．０９１ －０．１３２　 ０．４８８

Ｒ３ ＣｐＧ＿１８　 ０．５６４±０．０３８　 ０．５６７±０．０３４　 ０．８３９　 ０．０３５　 ０．８５５

Ｒ３ ＣｐＧ＿１９　 ０．３２５±０．０９５　 ０．３６９±０．０５７　 ０．１４０ －０．１０４　 ０．５８５

Ｒ３ ＣｐＧ＿２０　 ０．２８０±０．０９０　 ０．１４７±０．０９０ ＜０．００１＊＊＊ ０．３７８　 ０．０３９＊

Ｒ４ ＣｐＧ＿２２　 ０．４７９±０．１１２　 ０．５０７±０．０８４　 ０．４５２ －０．４６４　 ０．０１３＊

Ｒ４ ＣｐＧ＿２３　 ０．３９７±０．０４９　 ０．３９１±０．０４０　 ０．７１６ －０．１８９　 ０．３１７

Ｒ４ ＣｐＧ＿２４　 ０．２１６±０．０４５　 ０．２２９±０．０３５　 ０．３９９ －０．２１７　 ０．２４９

Ｒ４ ＣｐＧ＿２５　 ０．２３１±０．０６２　 ０．２５１±０．０４１　 ０．２８６ －０．２６０　 ０．１６５

Ｒ４ ＣｐＧ＿２６　 ０．４９１±０．０６２　 ０．４７１±０．０５６　 ０．３４６ －０．０９８　 ０．６０７

Ｃｏｒｅ　 ＣｐＧ＿２８　 ０．４７０±０．０４８　 ０．４４８±０．０５４　 ０．２５１　 ０．１４１　 ０．４５６

Ｒ５ ＣｐＧ＿２９　 ０．１７２±０．１１９　 ０．３２６±０．２５３　 ０．０４９＊ －０．３５４　 ０．０４９＊

Ｒ５ ＣｐＧ＿３０　 ０．４６７±０．０５３　 ０．４４５±０．０４３　 ０．２１８　 ０．０４８　 ０．８０１

Ｒ５ ＣｐＧ＿３１　 ０．２２７±０．０３５　 ０．２８６±０．０３０　 ０．４８９ －０．３６５　 ０．０４８＊

Ｒ５ ＣｐＧ＿３２，３３　 ０．５３４±０．０３２９　 ０．５１９±０．０３２　 ０．０４４＊ ０．０５９　 ０．７５６

Ｒ５ ＣｐＧ＿３４　 ０．５８０±０．１００　 ０．５４７±０．０６６　 ０．２９７　 ０．２０８　 ０．２７９

Ｒ５ ＣｐＧ＿３６　 ０．５５９±０．０６０　 ０．５４４±０．０５８　 ０．５０３　 ０．１３８　 ０．４６６

Ｒ５ ＣｐＧ＿３７，３８　 ０．４５８±０．０６０　 ０．４３９±０．０４９　 ０．３１８　 ０．０４３　 ０．８２０

Ｒ５ ＣｐＧ＿３９　 ０．４７０±０．０４８　 ０．４４８±０．０５４　 ０．２５１　 ０．１４１　 ０．４５６

Ｒ５ ＣｐＧ＿４０　 ０．５８０±０．０７９　 ０．５５２±０．０７１　 ０．３１６　 ０．１９３　 ０．３０５

Ｐ１ 表示高、低脂系甲基化水平差异的显著性，Ｐ２ 表示甲基化水平与表达水平相关的显著性

Ｐ１　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｔｈｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｉｎ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｆａｔ　ａｎｄ　ｌｅａｎ　ｃｈｉｃｋｅｎｓ，ａｎｄ　Ｐ２　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｔｈｅ　ｓｉｇｎｉｆｉ－
ｃａｎｃｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ
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ＣｐＧ单元的甲基化水平与ＴＣＦ２１ｍＲＮＡ表达水平
相关分析的结果显示：ＣｐＧ＿７、ＣｐＧ＿１０、ＣｐＧ＿２０的
甲基化水平与ＴＣＦ２１ｍＲＮＡ表达水平呈显著或极

显著正相关（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），ＣｐＧ＿２９的甲
基化水平与ＴＣＦ２１ｍＲＮＡ表达水平呈显著负相关
（Ｐ＜０．０５）。

Ａ．ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ１区域ＤＮＡ甲基化与其ｍＲＮＡ表达的相关性；Ｂ．ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ２区域ＤＮＡ甲基化与其
ｍＲＮＡ表达的相关性；Ｃ．ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ３区域ＤＮＡ甲基化与其ｍＲＮＡ表达的相关性；Ｄ．ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ４
区域ＤＮＡ甲基化与其ｍＲＮＡ表达的相关性；Ｅ．ＴＣＦ２１基因启动子Ｃｏｒｅ区域ＤＮＡ甲基化与其ｍＲＮＡ表达的相关性析；
Ｆ．ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ５区域ＤＮＡ甲基化与其ｍＲＮＡ表达的相关性；Ｇ．ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ２＋Ｒ３区域ＤＮＡ甲基化
与其ｍＲＮＡ表达的相关性；Ｈ．ＴＣＦ２１基因启动子ＤＮＡ甲基化与其ｍＲＮＡ表达的相关性
Ａ．Ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　Ｒ１ｒｅｇｉｏｎ　ａｎｄ　ＴＣＦ２１ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ；Ｂ．Ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｂｅ－
ｔｗｅｅｎ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　Ｒ２ｒｅｇｉｏｎ　ａｎｄ　ＴＣＦ２１ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ；Ｃ．Ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａ－
ｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　Ｒ３ｒｅｇｉｏｎ　ａｎｄ　ＴＣＦ２１ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ；Ｄ．Ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　Ｒ４ｒｅｇｉｏｎ
ａｎｄ　ＴＣＦ２１ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ；Ｅ．Ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　Ｃｏｒｅ　ｒｅｇｉｏｎ　ａｎｄ　ＴＣＦ２１ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ；Ｆ．Ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　Ｒ５ｒｅｇｉｏｎ　ａｎｄ　ＴＣＦ２１ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ；Ｇ．
Ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　Ｒ２＋Ｒ３ｒｅｇｉｏｎ　ａｎｄ　ＴＣＦ２１ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ；Ｈ．Ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｏｆ　ＴＣＦ２１ｇｅｎｅ　ａｎｄ　ＴＣＦ２１ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ
图６　肉鸡腹部脂肪组织中ＴＣＦ２１基因启动子区ＤＮＡ甲基化水平与其ｍＲＮＡ表达水平的相关性
Ｆｉｇ．６　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ＴＣＦ２１ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ａｎｄ　ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ａｂｄｏｍｉｎａｌ　ａｄｉｐｏｓｅ　ｔｉｓｓｕｅ
ｏｆ　ｂｒｏｉｌｅｒｓ

２．５　ＤＮＡ甲基化对鸡ＴＣＦ２１基因启动子活性的
影响

　　本研究发现ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ２、Ｒ３及Ｒ２
＋Ｒ３的区域ＤＮＡ甲基化水平在高、低脂系肉鸡腹
部脂肪组织之间差异显著，且Ｒ２区域、Ｒ３区域及

Ｒ２＋Ｒ３区域 ＤＮＡ 甲基化水平与 ＴＣＦ２１基因

ｍＲＮＡ表达水平显著相关，提示ＴＣＦ２１启动子这
些区域的 ＤＮＡ 甲基化可能影响其 ｍＲＮＡ 表达。

为进一步分析ＴＣＦ２１启动子Ｒ２区域、Ｒ３区域及

Ｒ２＋Ｒ３区域的ＤＮＡ甲基化是否影响其转录活性，
首先将鸡ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ２区域、Ｒ３区域及

Ｒ２＋Ｒ３区域分别克隆到无ＣｐＧ位点的荧光素酶
报告基因载体ｐＣｐＧＬ－ｂａｓｉｃ上，将上述３个质粒及

ｐＣｐＧＬ－ｂａｓｉｃ分别与ｐＲＬ－ＴＫ共转染于鸡ＩＣＰ１细
胞中，转染４８ｈ后收集细胞，检测报告基因活性。
结果显示，ｐＣｐＧＬ－１５００／－５００（ＴＣＦ２１基因启动子
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Ｒ２＋Ｒ３区域）、ｐＣｐＧＬ－１５００／－１０００（ＴＣＦ２１基因启
动子 Ｒ２区域）、ｐＣｐＧＬ－１０００／－５００（ＴＣＦ２１基因启
动子 Ｒ３区域）的报告基因活性显著高于ｐＣｐＧＬ－
ｂａｓｉｃ（Ｐ＜０．０５，图７Ａ），说明ＴＣＦ２１启动子Ｒ２区
域、Ｒ３区域、Ｒ２＋Ｒ３区域在鸡ＩＣＰ１细胞中具有转
录活性。
随后，将以上３个鸡ＴＣＦ２１启动子报告基因质

粒、阳性对照质粒ｐＧＬ３－Ｐ１（该阳性对照质粒是包
含鸡ＰＰＡＲγ基因Ｐ１启动子的报告基因载体，本实
验室前期发现ＤＮＡ甲基化能显著抑制ｐＧＬ３－Ｐ１的
报告基因活性［４２］。因此，本研究用该阳性对照质粒
来证实ＤＮＡ甲基化酶处理质粒实验系统的有效
性）及阴性对照质粒ｐＣｐＧＬ－ｂａｓｉｃ利用ＣｐＧ甲基转
移酶 Ｍ．ＳｓｓＩ处理，作为甲基化组；而未甲基化组则
是用ＲＮａｓｅ　Ｆｒｅｅ　Ｈ２Ｏ处理这５种质粒。将甲基化
的 质 粒 ｐＣｐＧＬ－１５００／－５００、ｐＣｐＧＬ－１５００／－１０００、

ｐＣｐＧＬ－１０００／－５００、ｐＧＬ３－Ｐ１和ｐＣｐＧＬ－ｂａｓｉｃ以及
他们对应的未甲基化质粒分别与ｐＲＬ－ＴＫ共转染
于鸡ＩＣＰ１细胞中。报告基因活性分析结果显示，

甲基化的ｐＧＬ３－Ｐ１的报告基因活性显著低于其对
应的未甲基化的报告基因活性（Ｐ＜０．０５，图７Ｂ），
说明ＤＮＡ甲基化酶处理报告基因质粒这一试验系
统是有效的。此外，甲基化的 ｐＣｐＧＬ－１５００／－５００
（ＴＣＦ２１基因启动子 Ｒ２＋Ｒ３区域）和 ｐＣｐＧＬ－
１５００／－１０００（ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ２区域）的报告基
因活性显著低于其对应的未甲基化的报告基因活

性，报告基因活性分别下调３７％和４７％（Ｐ＜０．０５，
图７Ｂ），而ｐＣｐＧＬ－１０００／－５００（ＴＣＦ２１基因启动子

Ｒ３区域）在甲基化酶处理前后报告基因活性没有显
著差异（Ｐ＞０．０５，图７Ｂ）。尽管 Ｒ２＋Ｒ３区域的

ＤＮＡ甲基化对报告基因活性的抑制作用略弱于单
独的Ｒ２区域的ＤＮＡ甲基化对报告基因活性的抑
制作用，但差异并不显著（Ｐ＞０．０５，图７Ｃ）。以上
结果说明Ｒ２区域的ＤＮＡ甲基化会显著抑制其转
录活性，而无论是Ｒ３区域单独存在还是与Ｒ２区域
共同存在，Ｒ３区域的ＤＮＡ甲基化均不会对其转录
活性造成影响。

Ａ．ＴＣＦ２１基因启动子报告基因活性；Ｂ．ＴＣＦ２１基因启动子甲基化和未甲基化报告基因活性；Ｃ．ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ２
＋Ｒ３区域及Ｒ２区域甲基化和未甲基化报告基因活性
Ａ．Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ＴＣＦ２１ｐｒｏｍｏｔｅｒ；Ｂ．Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ＴＣＦ２１ｐｒｏｍｏｔｅｒ；Ｃ．Ｒｅ－
ｐｏｒｔｅｒ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　Ｒ２＋Ｒ３ａｎｄ　Ｒ２ｒｅｇｉｏｎｓ　ｏｆ　ＴＣＦ２１ｐｒｏｍｏｔｅｒ
图７　ＤＮＡ甲基化对ＴＣＦ２１基因启动子活性的影响
Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ＴＣＦ２１

３　讨　论
ＤＮＡ甲基化作为一种重要的表观遗传学修饰，

启动子区发生的ＤＮＡ甲基化通常与基因的转录沉
默有关［４３］。越来越多的研究表明，ＴＣＦ２１基因启
动子区ＤＮＡ甲基化水平与其表达水平密切相关。
人类上的研究发现，与癌旁组织相比，胃癌组织中

ＴＣＦ２１启动子区ＤＮＡ甲基化水平显著升高，同时

其基因表达水平显著降低，用ＤＮＡ甲基转移酶抑
制剂５－ＡＺＡ－２’－脱氧－胞嘧啶处理胃癌细胞可以上
调ＴＣＦ２１的表达［４４］。在头部和颈部鳞状细胞癌
中，ＴＣＦ２１基因的ＤＮＡ甲基化及基因表达状态与
在胃癌中相同，启动子区的高甲基化抑制了该基因
的表达［４５］。到目前为止，尚未发现鸡ＴＣＦ２１基因
启动子区ＤＮＡ甲基化与其表达关系相关的研究报
道。本研究发现ＴＣＦ２１基因在第２４世代高、低脂
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系肉鸡７周龄腹部脂肪组织中差异表达（图１），这
与该群体第１９世代的研究结果一致［２１］。由于

ＤＮＡ甲基化与基因表达之间存在很强的联系，这促
使本课题组探究鸡ＴＣＦ２１基因在高、低脂系腹部
脂肪组织的差异表达是否受到其启动子区ＤＮＡ甲
基化的调控。因此，本研究检测了鸡腹部脂肪组织
中ＴＣＦ２１基因启动子区的甲基化状态，结果显示，
在高、低脂系肉鸡腹部脂肪组织中ＴＣＦ２１基因启
动子Ｒ２、Ｒ３、Ｒ２＋Ｒ３区域的ＤＮＡ甲基化水平存在
显著差异（图５），提示ＴＣＦ２１基因在高、低脂系腹
脂中的差异表达与Ｒ２和Ｒ３区域的ＤＮＡ甲基化水
平有关。随后的研究发现ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ２、

Ｒ３、Ｒ２＋Ｒ３区域的ＤＮＡ甲基化水平与ＴＣＦ２１基
因ｍＲＮＡ表达水平确实有关。但值得注意的是，

ＴＣＦ２１基因启动子上述区域的ＤＮＡ甲基化水平与
其ｍＲＮＡ表达水平呈显著的正相关（图６）。这一
结果与通常所熟知的ＤＮＡ甲基化抑制基因的表达
并不一致。推测原因可能是鸡脂肪组织中ＴＣＦ２１
基因的ｍＲＮＡ水平除了受ＤＮＡ甲基化调控外，还
受转录因子、组蛋白修饰、染色质重塑等其它因素的
调控。前人相关研究也发现了此类现象。在人的肝
癌（ＨＣＣ）和胃肠道癌（ＧＩ）细胞系中，ＴＰ７３基因的
表达就是通过ＤＮＡ甲基化来激活的，当ＴＰ７３基
因启动子区ＤＮＡ未甲基化时，转录因子ＣＴＣＦ和

ｐ５３与ＴＰ７３启动子不结合，ＴＰ７３基因的转录受到
抑制；当ＴＰ７３基因启动子区ＤＮＡ发生甲基化后，

ＣＴＣＦ和ｐ５３可以与之结合，从而激活ＴＰ７３基因
的表达［４６］。研究发现，ＦｏｘＡ２基因启动子区ＤＮＡ
未甲基化时，Ｐｏｌｙｃｏｍｂ　Ｇｒｏｕｐ（ＰｃＧ）蛋白作为转录
抑制复合物可与 ＦｏｘＡ２ 启动子区结合，引起

ＦｏｘＡ２启动子区组蛋白 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰，进而抑
制ＦｏｘＡ２启动子活性与基因表达；当ＦｏｘＡ２基因
启动子区ＤＮＡ发生甲基化后，阻碍了ＰｃＧ蛋白与

ＦｏｘＡ２启动子的结合，解除了ＰｃＧ蛋白对ＦｏｘＡ２
基因转录的抑制作用，使ＦｏｘＡ２表达水平增加［４７］。
类似的研究发现，ＲＨＯＣ基因启动子区ＤＮＡ未甲
基化时，转录因子 ＫＬＦ４与ＲＨＯＣ启动子不结合，

ＲＨＯＣ启动子处于高度浓缩状态，ＲＨＯＣ基因的转
录受到抑制；当ＲＨＯＣ基因启动子区ＤＮＡ发生甲
基化后，ＫＬＦ４可以与之结合，引起ＲＨＯＣ启动子
区的染色质发生重塑，染色质由原来高度浓缩的状
态变为疏松且开放的状态，从而激活ＲＨＯＣ基因的
表达［４８］。因此，推测高脂系肉鸡腹部脂肪组织中

ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ２和Ｒ３区域的高甲基化可能
改变了某些转录因子与该区域的结合，影响了该区
域组蛋白的修饰水平，增强了染色质可及性，进而促
进了ＴＣＦ２１基因的表达，但具体机制有待进一步
研究。
本研究在分析鸡前脂肪细胞中ＤＮＡ甲基化是

否影响ＴＣＦ２１基因启动子的转录活性时发现，鸡

ＴＣＦ２１基因启动子 Ｒ２区域和 Ｒ２＋Ｒ３区域的

ＤＮＡ高甲基化导致了报告基因活性的显著降低，而
鸡ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ３区域的ＤＮＡ高甲基化没
有改变报告基因活性（图７Ｂ）。这一结果与鸡腹部
脂肪组织中ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ２、Ｒ３、Ｒ２＋Ｒ３区
域的ＤＮＡ甲基化水平与ＴＣＦ２１基因 ｍＲＮＡ表达
水平呈显著正相关的结果并不一致，分析其原因可
能有４个：１）两个试验所用的试验材料不同。检测

ＴＣＦ２１基因启动子区ＤＮＡ甲基化水平及 ｍＲＮＡ
表达水平时所用的试验材料为鸡脂肪组织，而检测

ＤＮＡ甲基化对ＴＣＦ２１基因启动子的转录活性的影
响时所用的试验材料为鸡前脂肪细胞（ＩＣＰ１细胞）。
脂肪组织除了包含成熟脂肪细胞和前脂肪细胞外，
还含有成纤维细胞、血管内皮细胞和多种免疫细
胞［４９］，而ＩＣＰ１细胞是单纯的前脂肪细胞。２）两个
试验中，ＴＣＦ２１基因启动子 ＤＮＡ 所处环境不同。
脂肪组织中ＴＣＦ２１基因的启动子是由组蛋白包裹
的ＤＮＡ 片段，而在荧光素酶报告基因载体中，

ＴＣＦ２１基因的启动子是裸露的 ＤＮＡ 片段。３）

ＴＣＦ２１基因在鸡脂肪组织中可能受增强子的调控，
而本研究在构建荧光素酶报告基因时只是连接了鸡

ＴＣＦ２１基因的启动子，并没有连接增强子到报告基
因载体中。４）两个试验中，ＴＣＦ２１基因启动子的

ＤＮＡ甲基化模式不同。体内脂肪组织中ＴＣＦ２１启
动子区ＣｐＧ位点的甲基化状态受ＤＮＡ甲基转移
酶、ＤＮＡ去甲基化酶等表观修饰因子的动态调控，
而体外ＤＮＡ甲基转移酶处理报告基因质粒是对

ＴＣＦ２１启动子区的ＣｐＧ位点进行强行甲基化，这
与体内脂肪组织中ＴＣＦ２１基因的甲基化模式是不
一样的。
有研究表明，ＣｐＧ位点的甲基化会影响 ＤＮＡ

序列与转录因子的结合状态，进而影响基因的表
达［５０－５２］。本项研究报告基因结果显示，鸡ＴＣＦ２１
基因启动子Ｒ２区域及Ｒ２＋Ｒ３区域的ＤＮＡ甲基
化会抑制其转录活性，而无论是Ｒ３区域单独存在
还是与Ｒ２区域共同存在，Ｒ３区域的ＤＮＡ甲基化
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均不会影响其转录活性（图７Ｂ、７Ｃ）。因此，本研究
将目光聚焦在了ＴＣＦ２１基因启动子的 Ｒ２区域。
将Ｒ２区域内潜在的转录因子（Ｐａｘ２、Ｓｏｘ１０、ＦＯＳ、

ＳＰＩＢ与ＦＯＸＰ３）与该区域内的与ＴＣＦ２１基因表达
显著相关的ＣｐＧ位点（ＣｐＧ＿７和ＣｐＧ＿１０）进行联
合分析发现ＣｐＧ＿７位于Ｐａｘ２的结合位点内，提示

ＣｐＧ＿７位点的甲基化可能通过改变转录因子Ｐａｘ２
与ＴＣＦ２１ 基因启动子 Ｒ２ 区域的结合来影响

ＴＣＦ２１基因的转录。
综上所述，组织水平的研究结果显示ＴＣＦ２１

基因启动子Ｒ２和Ｒ３区域的ＤＮＡ甲基化水平与其

ｍＲＮＡ表达水平显著相关；细胞水平的研究结果显
示ＴＣＦ２１基因启动子Ｒ２区域的ＤＮＡ甲基化会影
响其转录活性，但Ｒ３区域的ＤＮＡ甲基化对其转录
活性没有影响。

４　结　论
结合组织水平、细胞水平的研究结果，本研究表

明：ＴＣＦ２１基因在７周龄高、低脂系肉鸡腹部脂肪
组织中的差异表达主要与其启动子 Ｒ２区域的

ＤＮＡ甲基化水平有关，但具体调控机制有待进一步
深入的研究。
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