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草鱼 ＰＧＣ１β基因克隆及高糖高脂饲料对其表达的影响
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摘要：为探讨过氧化物酶体增殖物激活受体γ辅激活因子１β基因在草鱼能量代谢中的作用，
本研究克隆了草鱼 ＰＧＣ１β基因的核心序列，并对其进行了生物信息学分析；利用 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ技术检测了 ＰＧＣ１β在不同组织中的表达状况；同时研究了饥饿、饥饿再投喂及高糖（糖
含量４５％）高脂（脂含量８％）饲料对草鱼肝脏 ＰＧＣ１β表达的影响。结果显示，所获得的草
鱼 ＰＧＣ１β基因部分 ｃＤＮＡ片段长为８８５ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＭ５８０４９３１），共编码 ２９３个
氨基酸，与斑马鱼的同源性为８１％；该基因在脑中的表达量最高，肠和肝脏次之；与正常投喂
组相比，饥饿（７ｄ）导致 ＰＧＣ１β在肝脏中的 ｍＲＮＡ水平显著升高，饥饿再投喂后几乎恢复到
对照组的表达水平。饲喂高脂以及高糖高脂饲料（６５ｄ）后，与对照组相比，草鱼肝脏中 ＰＧＣ
１β的 ｍＲＮＡ水平显著升高。研究结果表明，ＰＧＣ１β基因在草鱼能量代谢旺盛的组织中高表
达，同时饥饿处理、饲料糖和脂肪水平等营养状况显著影响 ＰＧＣ１βｍＲＮＡ的表达。以上提
示，ＰＧＣ１β在草鱼能量代谢过程中可能起到重要作用。
关键词：草鱼；ＰＧＣ１β；组织表达；营养调控；能量代谢
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　　过氧化物酶体增殖物激活受体 γ辅激活因
子 －１β（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ
γｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ１ｂｅｔａ，ＰＧＣ１β）属于 ＰＧＣ１转录辅
助活化因子家族，具有调节机体适应性产热、线粒

体生成、脂质代谢、血糖平衡及葡萄糖转运、激活

糖异生关键酶活性等功能
［１－７］

。与陆上动物研究

相比，对鱼类 ＰＧＣ１β的研究还比较少，仅在斑马
鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）、金鱼（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）中有报
道，研究显示低温可引起金鱼肌肉中 ＰＧＣ１β的
表达上调，饥饿能引起其肝脏中 ＰＧＣ１β表达
升高

［８－９］
。

草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）是我国特有
的淡水性鱼类，属于“四大家鱼”之一，生长快、肉

质好，具有较高的经济价值。近几年来，随着养殖

规模不断加大，生产中经常出现肝脏脂肪代谢障

碍和肝脏脂肪大量蓄积的情况
［１０－１２］

。本实验采

用 ＲＴＰＣＲ技术克隆草鱼 ＰＧＣ１β基因的部分
ｃＤＮＡ序列，研究其在草鱼不同组织中的表达状
况，探讨不同营养条件对草鱼肝脏 ＰＧＣ１β基因
表达的影响，研究结果为进一步探讨 ＰＧＣ１β在
草鱼能量代谢中的功能、与草鱼脂质蓄积的关系

及其作用机理提供依据。

１　材料与方法

１１　实验材料
ＲＮＡ提取试剂 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、反转录试剂盒

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ１ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ、
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＫｉｔ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）和荧光定
量试剂盒 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＴｌｉＲＮａｓｅ
Ｐｌｕｓ）均购自 ＴａＫａＲａ；ＱｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ购
自北京康为世纪生物科技有限公司；ＰＧＥＭＴ
Ｖｅｃｔｏｒ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司。
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１２　草鱼 ＰＧＣ１β基因部分 ｃＤＮＡ序列克隆
健康草鱼，体质量约 １００ｇ，取自河南师范大

学水产养殖基地，在实验室流水养殖桶（２００Ｌ）
中暂养，水交换量 １Ｌ／ｍｉｎ，喂食商品饲料，每天
饲喂３次，８∶３０、１３∶００和 １７∶３０，平均水温（２５±
１）℃，ＤＯ＞５ｍｇ／Ｌ，氨态氮 ＜００１ｍｇ／Ｌ，光照
周期为１２Ｌ∶１２Ｄ。无菌条件下取肝脏，以液氮
为介质，在研钵中将组织研磨成粉末状，按照

ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ说明书提取并纯化总 ＲＮＡ。琼脂糖
凝胶电泳法检测其完整性，超微量分光光度计法

检测其浓度和纯度。

根据 ＧｅｎＢａｎｋ中斑马鱼 ＰＧＣ１βｃＤＮＡ的保
守序列以及课题组获取的草鱼转录组测序数据为

参考，利用 Ｐｒｉｍｅｒ５０生物软件设计 １对特异引
物，用于 ＰＧＣ１β中间片段的克隆，并合成 βａｃｔｉｎ
基因 ＰＣＲ扩增引物（表 １）。以提取的草鱼肝脏
总ＲＮＡ为模板，按照ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ反转录试剂盒的说明，合成第一链
ｃＤＮＡ。进行 ＰＣＲ扩增反应，克隆草鱼 ＰＧＣ１β
基因部分 ＣＤＳ序列。ＰＣＲ产物经 １０％琼脂糖
凝胶电泳后，将目的条带切胶回收，并采用 Ｑｕｉｃｋ
ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ进行纯化，然后将纯化产物连
接至 ＰＧＥＭＴ载体，经１６℃连接６～８ｈ后，转染
ＪＭ１０９感受态细胞，进行蓝白斑筛选。３７℃倒置
培养１０～１４ｈ后，挑取 ６～８个阳性菌落，用于
ＰＣＲ验证。选择阳性克隆进行测序（英潍捷基上
海贸易有限公司）。

ＰＣＲ反应体系：２５μＬ反应体系中含有：２５
μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（无 Ｍｇ２＋），１５μＬＭｇＣｌ２（２５
ｍｍｏｌ／Ｌ），１μＬｃＤＮＡ模板，上下游引物各 ０５
μＬ，２μＬｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），０２μＬＴａｑＤＮＡ
聚合酶，加无菌水至终体积 ２５μＬ。ＰＣＲ反应条
件：９４℃ ４ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５７８℃ ３０ｓ，７２℃ ４５
ｓ，３４个循环；７２℃ ７ｍｉｎ。利用 ＰＴＣ２００ＤＮＡ

ｅｎｇｉｎｅ（ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ，ＢＩＯＲＡＤ，Ｉｎｃ）进行扩增。
１３　序列分析

将测序获得的 ＰＧＣ１β的部分 ｃＤＮＡ序列，通
过 ＥｘＰＡＳｙ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｅｘｐａｓｙｃｈ／ｔｏｏｌｓ／） 的
ＴｒａｎｓｌａｔｅＴｏｏｌ软件预测其氨基酸序列；用 Ｍｅｇａ５０
软件构建邻接（ＮｅｉｇｈｂｏｕｒＪｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）进化树，１０００
次自举（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）重复检验进化树的置信度。
１４　草鱼 ＰＧＣ１β组织表达分析

采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）技术，检
测 ＰＧＣ１β基因在草鱼 ８个组织中的相对表达
量。首先根据所获得的 ＰＧＣ１β的部分 ｃＤＮＡ序
列设计正反向引物 ＰＧＣ１βＦ和 ＰＧＣ１βＲ，内参
引物为 βａｃｔｉｎＦ和 βａｃｔｉｎＲ（表 １），将模板进行
梯度稀释，检测目的基因和内参基因的扩增效率，

其扩增效率分别为９８％和９７％。取 ３条草鱼，其
养殖条件同１２。取样前禁食 １２ｈ，草鱼麻醉后，
无菌条件下迅速分离脑、肝脏、肠、肾脏、脾脏、肌

肉、脂肪和性腺组织。液氮速冻后 －８０℃保存备
用。按照 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ说明书提取总 ＲＮＡ，利用
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＫｉｔ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）反转录获
得第一链 ｃＤＮＡ。采用 ＡＢＩ７５００型荧光定量
ＰＣＲ仪，参照 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＴｌｉＲＮａｓｅ
Ｐｌｕｓ）说明书，进行实时定量 ＰＣＲ。ＰＣＲ反应体系
为２０μＬ：ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（２Ｘ）１０μＬ，
ＰＣＲ ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（１０μＭ）０４μＬ，ＰＣＲ
ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（１０μＭ）０４μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅ
ＤｙｅⅡ（５０Ｘ）０４μＬ，ｃＤＮＡ模板１μＬ，加无菌水
至总体积为 ２０μＬ。ＰＣＲ程序采用两步法：９５℃
３０ｓ；９５℃ ５ｓ、６０℃ ３４ｓ，共４０个循环。反应结
束后进行溶解曲线分析，以验证产物特异性。每

个样品３个平行，反应结束后进行数值分析。
由扩增曲线得出各样品 ｑＲＴＰＣＲ扩增的 Ｃｔ

值，相对表达量参照 Ｌｉｖａｒｋ等［１３］
提出的２－ΔΔＣｔ算法

计算出样品中ＰＧＣ１β基因ｍＲＮＡ相对表达丰度。

表 １　ＰＧＣ１β基因克隆及实时定量检测引物
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒｃｌｏｎｅａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

引物名称

ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
序列（５′→３′）

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′→３′）
用途

ｕｓａｇｅ
产物长度／ｂｐ
ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ

退火温度／℃
Ｔｍ

ＰＧＣ１βＦ１ ＣＧＣＣＴＴＣＣＧＣＴＧＡＣＡＣＡＧＡＧＧＡ 中间片段扩增

ＰＧＣ１βＲ１ ＴＧＧＣＡＴＡＣＴＧＣＧＴＧＴＣＴＣＣ 中间片段扩增
８８５ ５７８

ＰＧＣ１βＦ ＡＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＧＧＡＴＧＡＡＧＡＧ ｑＲＴＰＣＲ

ＰＧＣ１βＲ ＣＴＧＡＧＧＡＧＡＡＣＴＧＡＧＧＣＴＴＴＧ ｑＲＴＰＣＲ
１１９ ６０

βａｃｔｉｎＦ ＣＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡＧ ｑＲＴＰＣＲ

βａｃｔｉｎＲ ＧＡＧＴＴＧＡＡＧＧＴＧＧＴＣＴＣＡＴ ｑＲＴＰＣＲ
２８８ ６０

４８２１
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１５　饥饿再投喂对草鱼肝脏 ＰＧＣ１β表达影响
选取８１尾平均体质量为（５２３５±０６１）ｇ的

草鱼，养殖条件同 １２。随机分为 ３组：正常投喂
组、饥饿组、饥饿再投喂组，每组３个重复，每个重
复９尾鱼。其中，正常投喂组持续 ７ｄ投喂商用
饲料，每天８∶３０、１２∶３０和１６∶３０各 １次。正常投
喂组在第７天投喂 ４ｈ（１２∶３０）后取样；饥饿组
不投喂任何饲料，饥饿７ｄ后同样在 １２∶３０取样；
饥饿再投喂组饥饿 ６ｄ，在第 ７天早（８∶３０）饱食
投喂，４ｈ后（１２∶３０）取样。每组取 ９尾草鱼，实
验用鱼断头处死后，迅速取出肝脏组织，液氮速冻

后 －８０℃保存备用。采用 ｑＲＴＰＣＲ技术，检测
每个实验组肝脏中 ＰＧＣ１β的相对表达量，检测

方法同１４。
１６　不同营养素对草鱼肝脏 ＰＧＣ１β表达影响

选取３６０尾平均体质量为（３９９８±０８４）ｇ
的草鱼，随机分为４组：根据草鱼对糖脂的营养需
求量设计对照组、高糖组、高脂组和高糖高脂组，

每组 ３个重复，每个重复 ３０尾鱼，养殖条件同
１２，饲养实验前用对照组饲料驯养 １周，正式饲
养周期为６５ｄ，每晚清污。实验饲料组成及成分
分析见表 ２。饲养实验结束后每组取 ９尾草鱼，
麻醉后无菌条件下分离肝脏，液氮速冻后 －８０℃
保存备用。采用 ｑＲＴＰＣＲ技术，检测每个实验组
ＰＧＣ１β的相对表达量，检测方法同１４。

表 ２　实验饲料组成及成分分析
Ｔａｂ．２　Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｘｉｍａｔｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｉｅｔｓ ％

成分 ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ 对照组 ｃｏｎｔｒｏｌ
高糖组

ＨＣＨＯ
高脂组

ＨＬＩＰ
高糖高脂组

ＨＣＨＯ＆ＨＬＩＰ

配方 ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ

酪蛋白 ｃａｓｅｉｎ ３１ ３１ ３１ ３１

明胶 ｇｅｌａｔｉｎ ７ ７ ７ ７

鱼油 ｆｉｓｈｏｉｌ ２０３ ２０３ ４ ４

大豆油 ｓｏｙｂｅａｎｏｉｌ ２０２ ２０３ ４ ４

ＤＬ甲硫氨酸 ＤＬＭｅｔ ０２ ０２ ０２ ０２

糊精 ｄｅｘｔｒｉｎ ３０ ４４３６ ２９９８ ４４３５

矿物质预混料 ｍｉｎｅｒａｌｍｉｘ１） １ １ １ １

维生素预混料 ｖｉｔａｍｉｎｍｉｘ１） ０１ ０１ ０１ ０１

乙氧基喹啉 ｅｔｈｏｘｙｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ００５ ００５ ００５ ００５

微晶纤维素 ｍｉｃｒｏｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ２２６ ８２３ １８６７ ４３

磷酸二氢钙 Ｃａ（Ｈ２ＰＯ４）２ ２ ２ ２ ２

羧甲基纤维素钠盐 ＣＭＣＮａ ２ ２ ２ ２

组成成分分析 ｐｒｏｘｉｍａｔｅａｎａｌｙｓｉｓ

粗蛋白 ｃｒｕｄｅｐｒｏｔｅｉｎ ３２３６ ３２３６ ３２３６ ３２３６

粗脂肪 ｃｒｕｄｅｌｉｐｉｄ ４１９ ４１９ ８０６ ８０６

碳水化合物 ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ ３０８ ４５１７ ３０８ ４５１８
１）预混料由深圳康达尔孟州饲料有限公司提供，可为每千克饲料提供 Ｃｕ２８ｍｇ，Ｆｅ３５ｍｇ，Ｍｎ１５ｍｇ，Ｚｎ３５ｍｇ，ＶＡ５５００ＩＵ，ＶＢ２６ＩＵ，

ＶＢ６８ＩＵ，泛酸钙２０ＩＵ，烟酸１６ＩＵ，ＶＤ３１０５０ＩＵ，ＶＥ２０ＩＵ，ＶＫ３３ＩＵ，氯化胆碱５００ＩＵ
１）ＴｈｅｐｒｅｍｉｘｗａｓｆｒｏｍＳｈｅｎｚｈｅｎＫａｎｇｄａｅｒ（Ｍｅｎｇｚｈｏｕ）ＦｅｅｄＣｏ．，Ｌｔｄ．，ｗｈｉｃｈｃａｎｐｒｏｖｉｄｅｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｄｉｅｔｓｏｆｐｅｒｋｇ：Ｃｕ２．８ｍｇ，Ｆｅ

３５ｍｇ，Ｍｎ１５ｍｇ，Ｚｎ３５ｍｇ，ＶＡ５５００ＩＵ，ＶＢ２６ＩＵ，ＶＢ６８ＩＵ，ｃａｌｃｉｕｍｐａｎｔｏｔｈｅｎａｔｅ２０ＩＵ，ｎｉａｃｉｎ１６ＩＵ，ＶＤ３１０５０ＩＵ，ＶＥ２０ＩＵ，

ＶＫ３３ＩＵ，ｃｈｏｌｉｎｅｃｈｌｏｒｉｄｅ５００ＩＵ

１７　统计分析
采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ１７０进 行 ＯｎｅＷａｙ

ＡＮＯＶＡ分析和 ＬＳＤ与 Ｄｕｃａｎ氏比较，结果以平
均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，若 Ｐ＜００５，表
示有显著性差异。

２　结果与分析

２１　草鱼 ＰＧＣ１β基因 ｃＤＮＡ核心序列的克隆
通过测序结果分析，确定克隆得到的草鱼 ＰＧＣ

１β基因核心片段为８８５ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ中的登录号为
ＫＭ５８０４９３１），编码２９３个氨基酸（图１）。
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图 １　草鱼 ＰＧＣ１β基因 ｃＤＮＡ核心序列与推测的氨基酸序列
连续大写字母代表核苷酸序列，对应的氨基酸序列用带有间隔的大写字母在其下方表示。左端数字分别表示核苷酸和氨基酸序列

编号

Ｆｉｇ１　ｃＤＮＡａｎｄｄｅｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｇｒａｓｓｃａｒｐＰＧＣ１β
Ｔｈｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙｔｈｅｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓ，ａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｒｖａｌｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｆｏｌｌｏｗｅｄｕｎｄｅｒｔｈｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ．Ｔｈｅｓｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒｓｏｆｔｈｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ

ｔｈｅｆｉｇｕｒｅｓｉｎｌｅｆｔ

　　将草鱼 ＰＧＣ１β编码的氨基酸与斑马鱼（Ｄ．
ｒｅｒｉｏ，ＸＰ＿００９２８９３３６），墨西哥脂鲤 （Ａｓｔｙａｎａｘ
ｍｅｘｉｃａｎｕｓ，ＸＰ＿００７２４６４７４），白 斑 狗 鱼 （Ｅｓｏｘ
ｌｕｃｉｕｓ，ＸＰ＿０１０８９７８９２），半滑舌鳎（Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓ
ｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ，ＸＰ＿００８３２５３９１）和孔雀鱼 （Ｐｏｅｃｉｌｉａ
ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ，ＸＰ＿００８４１９０８１）的相应序列分析比较
发现，草鱼 ＰＧＣ１β与斑马鱼、墨西哥脂鲤、白斑
狗鱼、半滑舌鳎和孔雀鱼之间的同源性分别为

８１％，６２％，５５％，４３％和 ４６％。结果表明本实验
所得的草鱼 ｃＤＮＡ部分序列所编码的多肽与斑马

鱼的 ＰＧＣ１β基因的氨基酸同源性序列较高，与
其他物种的同源性较低。

２２　氨基酸序列的系统进化树分析
运用系统发育分析软件 ＭＥＧＡ５０，构建 ＮＪ

树（图２）。在多重比较的基础上构建的 ＰＧＣ１β
系统发育树中，爬行类和鸟类聚为一支，鱼类单独

为一支，其中草鱼与斑马鱼聚在一起，草鱼和斑马

鱼同为鲤科（Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ）鱼类，符合氨基酸同源
性比对结果。
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图 ２　鱼类 ＰＧＣ１β编码的氨基酸序列与其他脊椎动物 ＰＧＣ１β的系统进化树
草鱼 ＰＧＣ１β用▲标出

Ｆｉｇ２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＰＧＣ１β，ｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｆｉｓｈｅｓａｎｄｏｔｈｅｒｋｎｏｗｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ
ＴｈｅｓｏｌｉｄｔｒｉａｎｇｌｅｍａｒｋｓｔｈｅｇｒａｓｓｃａｒｐＰＧＣ１β

２３　草鱼 ＰＧＣ１β组织差异表达
采用 ｑＲＴＰＣＲ技术检测 ＰＧＣ１β基因在肝

脏、脑、肾脏、肠、脾脏、脂肪、性腺和肌肉组织中的

相对表达量（图 ３），发现在肌肉中的 ＰＧＣ１β的
表达量最低，以此作为基线 １，其他组织显示的是
相对于肌肉中的 ＰＧＣ１βｍＲＮＡ的表达倍数。结
果显示，草鱼 ＰＧＣ１β基因在脑和肠中的表达量
较高，肝脏、脂肪和肾脏次之，在性腺、脾脏和肌肉

中的表达量比较低。

图 ３　ＰＧＣ１βｍＲＮＡ的各组织相对表达丰度
图中数据表示为平均值 ±标准差（ｎ＝３），不同字母表示差异

显著（Ｐ＜００５），下同

Ｆｉｇ３　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆＰＧＣ１βｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐ
Ｅｒｒｏｒｂａｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｍｅａｎａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ（ｎ＝３），

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜００５），ｔｈｅ

ｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

２４　饥饿再投喂条件下草鱼肝脏组织 ＰＧＣ１β
基因的表达

采用 ｑＲＴＰＣＲ技术，以 βａｃｔｉｎ基因为内标
参照，计算出饥饿再投喂条件下各组中 ＰＧＣ１β
基因 ｍＲＮＡ相对表达丰度。与正常投喂对照组
相比，草鱼在饥饿 ７ｄ后，其肝脏组织中 ＰＧＣ１β
的 ｍＲＮＡ表达水平显著升高（Ｐ＜００５），而在重
新投喂后，其表达水平下降，并恢复至正常投喂水

平，与对照组无显著性差异（Ｐ＜００５）（图４）。

图 ４　饥饿与饥饿再投喂对草鱼肝脏 ＰＧＣ１β
表达水平的影响

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆａｓｔｉｎｇａｎｄｒｅｆｅｅｄｉｎｇｏｎｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰＧＣ１β

２５　高糖高脂饲料对草鱼肝脏 ＰＧＣ１β的表达
影响

采用 ｑＲＴＰＣＲ技术，以 βａｃｔｉｎ基因为内标
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参照，计算出对照组、高糖组、高脂组和高糖高脂

组 ＰＧＣ１β基因的相对表达量。结果显示：高脂
组和高糖高脂组 ＰＧＣ１β表达量显著高于对照组
（Ｐ＜００５），对照组和高糖组差异不显著（Ｐ＞
００５）（图５）。

图 ５　高糖高脂营养对草鱼肝脏 ＰＧＣ１βｍＲＮＡ

表达水平的影响

Ｆｉｇ５　ＰＧＣ１βｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｌｉｖｅｒｏｆｇｒａｓｓ

ｃａｒｐａｆｆｅｃｔｅｄｂｙｈｉｇｈｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅａｎｄｈｉｇｈｆａｔ

３　讨论

本研究首次克隆出了草鱼 ＰＧＣ１β的部分
ｃＤＮＡ序列，通过系统发育树分析，草鱼与斑马鱼
聚为一支，显示 ＰＧＣ１β的系统进化关系与传统
分类学表征的进化关系相一致。在克隆得到草鱼

ＰＧＣ１β基因的部分 ｃＤＮＡ片段的基础上，对其
进行组织分布特异性研究是功能研究的重要前

提。本实验检测了草鱼８个组织（肌肉、脑、肝脏、
肾脏、性腺、脂肪、肠和脾脏）中 ＰＧＣ１βｍＲＮＡ
的表达丰度，结果表明，ＰＧＣ１β基因在 ８种组织
中均有表达，在能量需求高的组织如脑、肝脏和脂

肪等组织中表达量高，存在组织差异性。在陆上

动物的研究中显示，ＰＧＣ１β在肝脏、心脏和棕色
脂肪等组织中高表达

［２，１４－１５］
。吉红等

［８］
在斑马

鱼中的研究表明，ＰＧＣ１β在肌肉组织、肝脏、心
脏、鳃和腹腔脂肪组织中均有表达，在鳃中的表达

丰度最高，存在组织差异性。金鱼中 ＰＧＣ１β在
心脏中表达最高

［９］
。上述研究显示鱼类 ＰＧＣ１β

的组织表达丰度变化与陆上动物有差异，但均有

在能量需求量高的组织中表达量丰富的特点。

在饥饿再投喂实验中，与对照组相比较，饥饿

（７ｄ）引起草鱼肝脏中 ＰＧＣ１βｍＲＮＡ水平显著
升高；而再投喂降低了 ＰＧＣ１β的表达，并几乎

恢复至对照组水平。Ｌｉｎ等［２］
对大鼠 （Ｒａｔｔｕｓ

ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）的研究发现，肝脏中 ＰＧＣ１β水平的
升高，可以激活 ＰＰＡＲα（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａ，过氧化物酶体增殖物激活
受体 α）的表达，ＰＰＡＲα再通过诱导脂肪酸氧化
的基因 ＭＣＡＤ（ｍｅｄｉｕｍ－ｃｈａｉｎａｃｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅＡ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，中链酰基辅酶 Ａ脱氢酶）和 ＣＰＴ１
（ｃａｒｎｉｔｉｎｅｐａｌｍｉｔｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１，肉毒碱棕榈酰转
移酶 １）的表达，增强机体的脂肪酸氧化能力，为
机体在短时间内提供能量；Ｇａｃｉａｓ等［１６］

在小鼠

（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）骨骼肌中的研究表明，禁食 ２４ｈ
后，参与脂肪酸 β氧化路径的 ＣＡＣＴ（ｃａｒｎｉｔｉｎｅ／
ａｃｙｌｃａｒｎｉｔｉｎｅｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅ，左旋肉碱／酰基肉碱转位
基因） 的 表 达 可 以 被 ＰＧＣ１β 和 ＥＲＲ

!

（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｌａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒα，雌激素相关受体）共
激活。

以往的研究结果表明，ＰＧＣ１β与糖脂代谢
密切相关。Ｌｉｎ等［２］

在大鼠肝癌细胞中超表达

ＰＧＣ１β几乎没有影响 ＰＥＰＣＫ （ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌ
ｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｂｏｘｙｋｉｎａｓｅ，磷酸烯醇丙酮酸羧激酶）
和 Ｇ６Ｐａｓｅ（ｇｌｕｃｏｓｅ６ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，葡萄糖 ６磷酸
酶）的 ｍＲＮＡ水平；但在小鼠肝脏中的研究显示
ＰＧＣ１β 可 通 过 活 化 ＣｈＲＥＢＰ （ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，碳水化合物反应
元件结合蛋白）来协调营养输入过程中的脂质合

成，并通过诱导 ＧＫ（ｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅ，葡萄糖激酶），
ＧＡＰＤＨ （ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏ
ｇｅｎａｓｅ，３－磷酸甘油醛脱氢酶），ＰＦＫ ｐｈｏｓｐｈｏ
ｆｒｕｃｔｏｋｉｎａｓｅ，磷酸果糖激酶）和 ＬＰＫ （ｌｉｖｅｒｔｙｐｅ
ｐｙｒｕｖａｔｅｋｉｎａｓｅ，肝型丙酮酸激酶）的转录水平进
而增强糖酵解过程

［１７］
。可见，在陆上动物中，

ＰＧＣ１β对糖代谢的作用有不同之处。在草鱼中
的研究结果也显示，高糖组并没有显著增加其肝

脏中 ＰＧＣ１β的表达量，推测原因有 ３个，一是物
种特异性，鱼类和哺乳动物对糖的利用能力存在

明显不同；二是草鱼体内的慢性代偿反应；三是

糖浓度不足以诱导涉及到这些过程中的重要基因

如 ＰＧＣ１β发生显著变化等；但高脂以及高糖高
脂饲料投喂对 ＰＧＣ１β的影响都与对照组表现出
显著的差异（Ｐ＜００５），这和 Ｌｉｎ等［１８］

在小鼠肝

脏中的研究结果类似，研究显示高浓度脂肪酸可

有力地诱导小鼠肝脏中 ＰＧＣ１β的表达，ＰＧＣ１β
再通过辅激活 ＳＲＥＢＰｓ（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔ
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９期 卢荣华，等：草鱼 ＰＧＣ１β基因克隆及高糖高脂饲料对其表达的影响 　　

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，固醇调节元件结合蛋白）、ＬＸＲ
（ｌｉｖｅｒＸａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，肝 Ｘ受体）和 Ｆｏｘａ２
（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘａ２，叉头框转录因子 Ａ２）等转录因
子以及 ＳＲＥＢＰ的下游靶基因包括 ＦＡＳ（ｆａｔｔｙａｃｉｄ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，脂肪酸合成酶）、ＳＣＤ１（ｓｔｅａｒｏｙｌＣｏＡ
ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ１，硬脂酰辅酶 Ａ去饱和酶 －１）、ＨＭＧ
ＣｏＡ 还 原 酶 （ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌＣｏＡ
ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，羟甲基戊二酸单酰辅酶 Ａ还原酶）、
ＤＧＡＴ（Ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，二脂酰甘
油酰基转移酶）和 ＧＰＡＴ（ｇｌｙｃｅｒｏｌ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，甘油 －３－磷酸酰基转移酶）来调
节肝脏脂肪形成和脂蛋白代谢

［１７－１８］
。ＬｅＭｏｉｎｅ

等
［９］
在金鱼中的研究显示饥饿能引起其肝脏中

ＰＧＣ１β表达升高，低温（４℃）可引起金鱼肌肉
中 ＰＧＣ１β的表达上调，这与吉红等［８］

在斑马鱼

中发现的饥饿可诱导肝脏中的 ＰＧＣ１β的表达升
高结果一致；鱼类在低温和饥饿条件下 ＰＧＣ１β
升高可能诱导机体脂肪酸氧化能力增强以产生更

多的能量用于抵抗低温和饥饿的胁迫。

ＰＧＣ１β在不同条件下促进脂肪酸氧化和脂
肪合成的双向作用机理并不清晰，有研究认为，在

高浓度营养或者饥饿再投喂条件下，ＰＧＣ１β可
上调生脂转录因子 ＣｈＲＥＢＰ和 ＳＲＥＢＰ１的表达，
向脂合成的方向进行；而当机体在空腹或者低营

养等状态下，ＰＧＣ１β可增强脂肪酸氧化相关的
酶基因活性以提高脂肪酸分解代谢的能力

［１７］
。

鱼类在自然状态下，经常受到食物缺乏的威胁，在

饥饿状态下，鱼类会通过自身的能量调节机制分

配利用能量，维持其正常的生理代谢。综合以上

分析，鱼类 ＰＧＣ１β在调控能量代谢中可能起着
和在哺乳动物中类似的功能，但其作用机制是否

和哺乳动物一样，尚需进一步的研究。
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