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利用基因芯片技术研究两品种鸡脂肪组织差异表达基因
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摘 要 应用包含 P$!Q条鸡 1G*8的表达谱芯片，对从两品种鸡脂肪组织抽提及纯化的 -0*8进行芯片杂交，并对基因表达
谱进行分析，旨在筛选高脂肉鸡和白耳蛋鸡脂肪组织差异表达的基因，探讨造成两品种体脂性状差异的分子生物学机理。结

果按差异显著阳性标准分析，共筛选出差异表达基因 #X条，主要涉及脂类代谢、能量代谢、细胞骨架构成、转录和剪接因子以
及蛋白质合成与分解等相关基因，此外，还筛选出一些尚未在 N,BT5BA上登陆的序列，推测可能是未知的新基因，它们在鸡脂
类代谢的过程所起到的作用还需进一步实验证明。
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鸡不仅是价值很高的经济动物，同时也是一种很好的模

式动物，因此，它被广泛地应用于基础理论研究和实际生产

研究。对鸡脂类代谢的研究是当前的热点，解决因腹脂沉积

过多而造成的诸多不利，是世界范围内肉鸡业面临和亟需研

究解决的重大问题之一。揭示鸡脂肪的合成与分解，转运与

沉积的分子机理，既是有效解决这一问题的途径，也有助于

深入阐明肥胖的发病机制，为肥胖的控制和治疗提供理论依

据。因此，从分子水平上研究鸡的脂类代谢具有很高的研究

价值和应用价值。

然而，脂肪代谢和能量消耗是十分复杂的生命活动，必

将是涉及多基因、多途径、多阶段的过程。当前的研究以候

选基因法和全基因组扫描法为主要方法，但是这两种方法因

各自具有其局限性而不能彻底解决这一问题，解决的方法则

是要从整体上研究影响脂肪代谢和能量消耗的调控基因及



其作用机制，为此，寻求一种高通量的差异表达基因筛选方

法尤为重要，基因芯片的出现和应用为实现这一目标开辟了

道路。基因芯片技术具有快速、高效、高通量、平行性等特

点，如今已被广泛应用于生命科学领域的各项研究中。其中

表达谱芯片技术在分析全基因组范围内基因表达的变化中

起到了重要的作用，显出了巨大的优势，它使得后续研究目

标明确，证据有力［!］。

本研究系利用表达谱芯片技术，对 !" 周龄高脂肉鸡和
白耳蛋鸡脂肪组织的差异表达基因进行筛选，探讨两品种间

脂肪组织表达谱的差异及其可能的分子生物学内在联系与

规律，以期为进一步研究提供理论基础。

! 材料与方法

!"! 主要的试剂和仪器
#$%&’( )*+抽提试剂，购自 ,-.%/$’01- 公司；2(%0’/13 4)*+

5%-% 6%/ 购自 7%801- 公司；9:;<$%=1 >?@ AB$%C%<8/%’- 6%/，购自
+41$DE84 F%’D<%1-<1D公司；扫描仪为 +3’-G!""+型，由哈尔滨
基太生物芯片有限公司提供。

!"# 芯片
每张芯片包含 HIJGK个点，每 L个点为同一基因的 L次

重复，除去阴性对照、管家基因后，共有 M"HG 条鸡 <N*+ 序
列，购自北京华大基因研究中心。

!"$ 实验动物
高脂系肉鸡（来源于商用快大型品系）和白耳蛋鸡（中国

地方品种），均来自东北农业大学育种基地，于 !"周龄时采
取腹部脂肪组织样，液氮中速冻，O K"P保存备用。

!"% &’(的抽提及 )&’(的纯化
#$%&’(试剂抽提脂肪组织总 )*+，经紫外分光光度计和

!Q变性琼脂糖凝胶电泳鉴定总 )*+。按照 7%801-公司的说
明书，经 2(%0’/13 4)*+ 5%-% 6%/纯化得到 4)*+。

!"* +,’(探针制备和荧光素标记
4)*+ 的反转录、<N*+ 的纯化和标记完全遵照

+41$DE84 F%’D<%1-<1D公司的试剂盒说明书进行。其中用 9:L
标记白耳鸡，用 9:R标记高脂鸡，标记反应结束后，经紫外分
光光度计在 !"HJ"-4下，检测 <N*+的浓度，RR"-4和 JR"-4分

别检测 9:L和 9:R浓度，并计算二者的掺入率。
!"- 杂交
取等量 <N*+合并成一管，避光蒸干，溶于 J!S无核酸酶

的水中，MRP变性 H4%-，冰上冷却 L"D，加入 A(’:+封闭 T’(:#
尾巴，然后加入杂交 =BCC1$和甲酰胺，混匀，铺片，GHP湿盒中
避光杂交 !JE U !KE。
!". 洗片
按如下步骤进行洗片：

" 在 HR"4S 预热至 RRP的（! V ;;9 W "X!Q ;N;）中洗
R4%-；

# 在预热至 RRP的（"X! V ;;9 W "X!Q;N;）中洗 H次，每
次 !"4%-；

$ 在预热至 RRP的 "X"! V ;;9 W "X!Q;N;中洗 R4%-；

% 室温下 "X! V ;;9中洗 G次，每次 !4%-；

& "X"! V ;;9中浸一下；

’ 短暂离心干燥。
!"/ 扫描和分析

+3’-G!""+扫描仪进行扫描；>1-1A%3 A$’ LX" 软件分析
9:L、9:R 荧光强度，标准化处理后计算 9:LY9:R值。差异显
著的判定标准为：(’0H（9:LY9:R）大于 !或小于 O !；9:L和 9:R
任一荧光强度大于 J""。

# 结果

#"! &’(质量监控结果
总 )*+经紫外分光光度计检测，!"HJ" Y!"HK" Z !XM，!KD

和 HKD电泳条带清晰（图 !）。

图 ! 高脂（泳道 !）和白耳（泳道 H）脂肪组织总 )*+

?%0[ ! +\%T’D1 /%DDB1 /’/8( )*+ ’C =$’%(1$
（(8-1 !）8-\ F8%]1$（(8-1 H）

图 L 基因表达谱的散点图
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#"# 芯片杂交结果
在得到的芯片结果扫描图中，黄点表示该基因在两品种

间的表达无明显差异，绿点表示该基因在白耳蛋鸡中的表达

高于高脂肉鸡中，红点反映该基因在高脂肉鸡中的表达高于

白耳肉鸡中。扫描后经背景均一化，扣除本地，得到的扫描

图像（局部放大）见图 H，左图中的 L个绿点对应载脂蛋白 +,
基因，右图中的 L个红点对应脂蛋白脂酶基因。以 9:L荧光
信号相对强度为 ^轴和以 9:R荧光信号相对强度为 @轴，芯
片上的每一个点相对应于第一象限一个点，这样便形成了

高脂_白耳脂肪组织基因表达谱的散点图，如图 L。夹在两条
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现 !"#$!%在血浆中的含量与人类动脉粥样硬化、糖尿病等
脂类代谢紊乱疾病有重要的联系，糖尿病患者血清中 !"#$!%
的含量显著低于正常人血清中的含量［&］。’(()年王启贵等
利用 *+,$--+*的方法，在鸡 !"#$!%基因的 .’侧翼区检测到
一个突变，该突变点对腹脂重和腹脂率有显著的影响，推测

!"#$!%基因可能是影响鸡体脂性状的主效基因或与控制该
性状的主效基因连锁［/］。

能量消耗与体重之间的密切关系已为公认的事实［0］。

本研究筛选到的基因中，肌酸激酶基因、肌钙蛋白 %基因和
骨骼肌原肌球蛋白调节蛋白基因都是参与能量代谢的重要

基因。它们在白耳鸡中的表达量均高于在高脂肉鸡中。肌

酸激酶（12345673 867493$:，+;$:）是催化高能磷酸键从 !<*到
肌酸，产生 !=*和磷酸肌酸这一可逆过程的关键酶［>(］，肌钙
蛋白（52#"#767，<7）和原肌球蛋白（<2#"#?@#967）是调节骨骼肌
活性的两种关键蛋白［>>］，在肌肉的收缩过程中起关键作用。

骨骼肌原肌球蛋白调节蛋白（983A354A ?B91A3 5@"3 52#"#?#CBA67，
-;$<#?C）结合在原肌球蛋白末端，它可以维持细肌丝的长
度，保证肌肉正常收缩［>’］［>)］。肌肉收缩是一个耗能的过程，

骨骼肌借助氧化能源物质而获得的能量完成收缩，调节多项

生理活动。

细胞骨架重构是脂肪细胞增殖和分化过程中的一个重

要现象［>D］。在脂肪细胞分化早期，细胞由不规则形变为圆

形的过程中，肌动蛋白（41567）、微管蛋白（5BEBA67）和波形蛋白
（F6?37567）等骨架相关蛋白的表达成明显下降趋势，其中肌
动蛋白表达下调 0(G以上［>.］。本研究发现与鼠同源的肌动
蛋白相关蛋白（41567$23A453C "2#5367 /）在高脂系肉鸡中的表达
量要远远低于白耳蛋鸡中，这也证实了上述研究结果。

此外，HDIHJ$499#16453C ,K! 9"A6167L M415#2是剪接过程中
的关键因子［>J］，N4961 <2479126"56#7 O415#2 )（N<O)）参与转录过
程，还有一些蛋白质代谢相关基因，它们在高脂系肉鸡中的

表达均成下降趋势，提示在高脂系内，蛋白质的合成并不活

跃，其机理有待进一步阐明。

本研究还筛选出一些未在 P373N478上登陆的序列，将
这些序列与鸡的全基因组数据库进行比对后，发现其序列定

位信息均可知，但对应的基因没有足够的信息，而且这些序

列在人或鼠上也只是一种假设的基因（Q@"#5Q35614A L373），推
测他们可能是鸡基因组中未知的新基因，这还需要进一步的

研究证实。

总之，利用基因芯片技术筛选脂肪组织差异表达基因是

一种快速、高效和比较可靠的方法。它从基因组水平分析基

因的表达，探讨差异表达基因间的内在联系与规律，研究造

成不同品种鸡体脂性状差异的分子生物学机理，是研究脂类

代谢的有力工具。
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