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寒冷应激对新疆阿勒泰羊脂肪酸合成酶
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　　摘要：为了研究寒冷应激对阿勒泰羊脂肪酸合成酶 ｍＲＮＡ表达的影响，在寒冷应激前后分别采集湖羊及阿勒泰
羊各个部位的组织，采用ＲＴ－ＰＣＲ方法检测各组织中肪肪酸合成酶（Ｆａｓ）ｍＲＮＡ表达水平，分析在不同品种、不同部
位寒冷应激后其表达的变化。结果显示，阿勒泰羊及湖羊ＦａｓｍＲＮＡ表达量在应激后均有下降，阿勒泰羊尤为显著，
且应激后尾部和颈部冷表达量最低。研究表明，在寒冷应激下脂肪酸合成减少，脂肪作为能源物质被分解供能并维持

体温的恒定，以适应冷刺激。
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　　应激于１９３６年由加拿大病理生理学家 Ｓｅｌｙｅ首次提出，
并定义为机体对外界或内部的各种异常刺激所产生的非特异

性应答反应的总和。对动物而言，环境的冷热、创伤、惊吓都

属于应激刺激。不同的应激源产生的神经内分泌系统的调节

机制和机体所产生的生物学效应不同。而冷应激是高寒地区

最普遍的应激源之一，新疆阿勒泰地区位于中国西北边陲，冬

季长达半年，温度最低可达－４０℃，四季不分明，只有冷暖差
别。许多优良绵羊品种无法适应阿勒泰地区异常寒冷的气候

条件，而阿勒泰羊以其抗寒性强、耐粗饲等特点，成为当地的

优良类群［１］。

肪肪酸合成酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，Ｆａｓ）是脂肪合成的关
键酶之一，它参与长链脂肪酸合成的一系列反应，最后生成棕

搁酸。动物机体中脂肪合成和沉积所需的脂肪酸大部分都来

源于脂肪酸的从头合成，即乙酰辅酶 Ａ（ＣｏＡ）和丙二酸单酰
ＣｏＡ在Ｆａｓ的催化下合成脂肪酸的过程，进而脂肪酸与甘油
合成甘油三脂，Ｆａｓ在机体组织中的表达量和酶的活性对脂
肪酸的合成和脂肪的沉积具有决定性作用［２－３］。

新疆阿勒泰羊全身肌肉丰满肥硕，尾根附近沉积大量脂

肪，能够适应阿勒泰地区异常寒冷的气候条件。笔者所在实

验室前期的研究证实，阿勒泰羊的脂肪酸代谢对体温降低的

适应很敏感，为了研究其脂肪组织在抗寒中的重要性，确定其

在寒冷的环境下是否作为主要的能源物质参与产热以维持温

度的恒定，本试验采用实时荧光定量方法检测寒冷应激前后

阿勒泰羊和湖羊各部位脂肪组织 ＦａｓｍＲＮＡ的表达量，旨在

从低温对不同品种绵羊脂肪组织的合成方面分析阿勒泰羊耐

寒的可能适应机制，为新疆绵羊抗寒育种工作提供理论依据，

减少寒冷应激对养羊业带来的损失。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂
选择新疆福海县健康成年的阿勒泰羊和湖羊各５只，在

寒冷应激前（１０月）和寒冷应激后（１月）分别采集湖羊及阿
勒泰羊颈部肌间脂肪、胸部肌间脂肪、腹部肌间脂肪、腿部肌

间脂肪、尾部脂肪以及肝脏等６个部位的组织，立即放入液氮
罐速冻，转入－８０℃冰箱中进行保存。

Ｔｒｉｚｏｌ、ＤＥＰＣ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ｍｉｘ、质粒提取试剂盒（批号：
ＤＰ１０３－０２）购自天根生物科技服务有限公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ反转试剂盒（批号：ＲＲ０４７Ａ）、ｐＭＤ １８－Ｔ
ＳｉｍｐｌｅＶｅｃｔｏｒ、ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ ｋｉｔ试剂盒购自ＴａＫａ
Ｒａ公司（批号：ＤＲＲ４２０Ａ）；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒（批号：
ＤＰ２０９－０２）；胰蛋白胨、酵母提取物、琼脂粉、琼脂糖、三氯甲
烷、异丙醇、无水乙醇购自北京华美生物工程公司；感受态细

胞大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α为笔者所在实验室保存。
１．２　试验方法
１．２．１　引物设计与合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中已发布的绵羊
Ｆａｓ基因为模版（登录号：ＡＦ４７９２８９．１）用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０
软件设计引物，由北京六合华大基因有限公司合成。上游引

物：５′－ＣＣＴＣＧＧＴＧＣＣＣＧＴＴＧＴＣＴＡＣ－３′；下游引物：５′－
ＴＧＣＴＧＣＴＣＡＡＡＧＧＡＴＧＴＧＴＣ－３′，目的片段长度为２５６ｂｐ。
１．２．２　ＲＮＡ的提取　利用 ＴＲＩＺＯＬ一步法提取试验样品的
总ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＲＮＡ的质量，－７０℃保存备
用。然后依次加入以下试剂：ＲＮＡ１μｇ，１０×Ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ
２μＬ，ＭｇＣｌ２１μＬ，ＤＮａｓｅⅠ－ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ１μＬ，ＤＥＰＣ处理水
补足 １０μＬ，除去存在的少量基因组 ＤＮＡ。３７℃反应
３０ｍｉｎ，然后加入１μＬ５０ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，６５℃ 孵化１０ｍｉｎ，即
可用此ＲＮＡ作为反转录的模板。以 ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ水为对照，
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用紫外分光光度计测定Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的值和总ＲＮＡ浓度。
１．２．３　反转录　向提取纯化好的各组织总ＲＮＡ中加入以下
试剂：５×ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒｂｕｆｆｅｒⅠ２μＬ，５×ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒⅠ１μＬ，
总ＲＮＡ１μＬ，无核酸酶水补足至１０μＬ。４２℃孵育混合物
３ｍｉｎ，冷却后，向下旋转混匀，将管子放回冰上。再向以上反
应液中按指定顺序加入如下试剂：无核酸酶水Ⅰ４μＬ，
５×ｐｒｉｍｅｓｃｌｉｐｔｂｕｆｆｅｒ２４μＬ，ＲＴＰｒｉｍｅＭｉｘⅠ１μＬ，ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘⅠ１μＬ，终体积为２０μＬ。加完样后轻柔
混合，短暂离心后３７℃孵育混合物３０ｍｉｎ，最后８５℃加热
５ｓ终止反应。反转录产物可直接用于 ＰＣＲ扩增，或于
－２０℃下保存（＜３个月），长期保存建议放于－７０℃下。
１．２．４　目的基因ＰＣＲ反应及克隆测序　利用常规ＰＣＲ反应
对组织样品中Ｆａｓ基因进行扩增，ＰＣＲ反应体系为：ＴａｑＤＮＡ
聚合酶１．５μＬ，１０ｐｍｏｌ／Ｌ上下游引物各１μＬ，１０×缓冲液
（含Ｍｇ２＋）２μＬ，２．５μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，超纯水
补足到２０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性
３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循环；７２℃延伸
５ｍｉｎ，用２％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物。利用常规ＰＣＲ
反应对组织样品中Ｆａｓ基因进行扩增，将目标片段分别从琼
脂糖凝胶中切下，按照 ＤＮＡ回收试剂盒说明回收目标片段，
在Ｔ４ＤＮＡ连接酶作用下，经１６℃过夜连接 ｐＭＤ１８－Ｔ载
体，用ＣａＣｌ２法将连接产物转入大肠杆菌 ＤＨ５ａ感受态细胞，
经蓝白斑筛选阳性菌落后，挑取单菌落进行培养，然后从菌液

中提取质粒，菌液送往上海华大基因公司测序。

１．２．５　实时定量 ＰＣＲ反应　提取重组质粒 ｐＭＤ１８－Ｔ－
Ｆａｓ，将线性化纯化后质粒用紫外分光光度计测定 Ｄ２６０ｎｍ、
Ｄ２８０ｎｍ，按下式计算拷贝数：

拷贝数（拷贝／ｍＬ）＝（质粒浓度 ×６．０２×１０２３）／（６４９×
重组质粒长度）。

式中：６．０２×１０２３为阿氏常数；６４９为质粒分子质量为１个碱
基的平均分子质量。

将重组质粒浓度稀释为 １０１０拷贝数后，在依次稀释为
１０８、１０７、１０６、１０５、１０４、１０３、１０２、１０，以不同浓度的质粒为模
板，进行荧光定量 ＰＣＲ反应，反应体系：ＳＹＢＲ１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
７．２μＬ，１０ｐｍｏｌ／Ｌ上下游引物各０．４μＬ，模板２μＬ。反应条
件：９５℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５２℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，５０个循环。

反应结束后，计算机自身会根据质粒浓度与 ｃＤＮＡ模板
的浓度制作标准曲线。通过此标准曲线来计算质粒浓度。应

用ＭＸ３０００Ｐ荧光定量ＰＣＲ仪进行表达分析。
１．２．６　实时荧光定量 ＰＣＲ检测阿勒泰羊和湖羊的 Ｆａｓ
ｍＲＮＡ表达量　对寒冷应激前后阿勒泰羊及湖羊的颈部肌间
脂肪、胸部肌间脂肪、腹部肌间脂肪、腿部肌间脂肪、尾部脂肪

和肝脏组织进行实时荧光定量ＰＣＲ，每个组织进行３次重复。
１．２．７　数据分析　所测不同样本的质粒浓度换算成拷贝数，
用ＳＰＳＳ１１．０软件进行分析，用 ｔ检验确定 Ｆａｓ基因的表达
量，根据单因素方差分析寒冷应激前后与物种间的相关性。

２　结果与分析

２．１　提取总ＲＮＡ
总ＲＮＡ的质量是获得完整 ｃＤＮＡ序列的关键因素。用

１％琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ，２８Ｓ和１８ＳＲＮＡ带型清晰

可见，表明总 ＲＮＡ无降解，完整性较好（图 １）。提取的总
ＲＮＡ经紫外分光光度计测定后 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ在１．８～２．０之
间，表明提取的总ＲＮＡ无蛋白质和苯酚污染，纯度较高，可用
于后续的试验。

２．２　Ｆａｓ基因的ＲＴ－ＲＣＲ扩增
提取湖羊和阿勒泰羊各组织的ＲＮＡ，采用分光光度计对

其进行定量并调整至相同剂量。以 ＲＮＡ反转录的 ｃＤＮＡ为
模板，以Ｆａｓ的上、下游引物扩增，得到２５６ｂｐ的条带（图２）。
可以看出，各组织的 ＰＣＲ扩增条带亮度基本一致，说明各个
组织的ｃＤＮＡ模板扩增稳定。

２．３　Ｆａｓ基因的ｍＲＮＡ组织表达水平的绝对定量分析
２．３．１　标准曲线的生成　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ根据所测的质粒浓度自
动绘制出标准曲线（图３至图５），测得 Ｆａｓ基因的值几乎在
一条直线上，相关系数是０．９９８６，曲线的斜率为－３．２７４，Ｆａｓ
基因的扩增效率为Ｅ＝１０－１／－３．２７－１＝１．０２，而扩增产物的熔
解曲线出现了１个主峰，Ｔｍ值为（９２±０．２）℃；说明所建立的
绵羊ＦａｓｍＲＮＡ定量检测方法是有效的。

２．４　阿勒泰羊与湖羊在应激前与应激后 ＦａｓｍＲＮＡ在不同
组织中的表达量分析

阿勒泰羊在应激后各个部位组织的ＦａｓｍＲＮＡ表达量均
有下降，其中阿勒泰羊的颈部、胸部、腹部、腿部肌间脂肪及尾

部脂肪的表达量与应激前差异极显著（Ｐ＜０．０１）（图６）。
　　湖羊在应激后各个组织的 ＦａｓｍＲＮＡ表达量均有下降，
其中颈部肌间脂肪、胸部肌间脂肪、腿部肌间脂肪ＦａｓｍＲＮＡ
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表达量与应激前相比差异显著（Ｐ＜０．０５），而尾部脂肪、腹部
肌间脂肪 ＦａｓｍＲＮＡ表达量与应激前相比则差异不显著
（Ｐ＞０．０５）（图６）。　

阿勒泰羊各组织在应激前的ＦａｓｍＲＮＡ表达量均高于湖
羊，而两者在应激后颈部、胸部、腿部肌间脂肪的表达量差异

不显著，腹部肌间脂肪和尾部脂肪相比差异显著（Ｐ＜０．０５）。
阿勒泰羊与湖羊应激后肝脏ＦａｓｍＲＮＡ表达量相对脂肪组织
的表达量较低。

３　结论与讨论

机体通过协调控制有关脂肪合成和分解的酶的活性和基

因表达来调节体脂的沉积，使动物体脂的沉积始终处于一个

动态平衡，Ｆａｓ是体组织脂肪酸再生能力的主要限速酶，在动
物体脂沉积中发挥重要作用，其表达水平的升高能够显著增

加甘油三酯在体内的沉积［４］。脂蛋白脂酶（ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｌｉｐａｓｅ，
Ｌｐｌ）是脂质代谢中的关键酶［５］，对脂肪沉积具有反作用，主要

功能是水解极低密度脂蛋白（ＶＬＤＬ）和乳糜微粒（ＣＭ）中的
甘油三酯（ＴＧ），使之转变为小分子量的脂肪酸，以供各种组
织贮存和利用。

本试验通过对寒冷应激前后阿勒泰羊和湖羊不同组织

ＦａｓｍＲＮＡ的检测发现，各组织的 Ｆａｓ的表达量均呈现下降

的趋势；同时，本试验前期研究得出寒冷应激后Ｌｐｌ在阿勒泰
羊和湖羊各组织的表达量均显著升高，其结果可在一定程度

上反映机体脂质代谢的规律，在寒冷应激前Ｆａｓ表达量较高，
促进脂肪沉积；Ｌｐｌ的表达量较低，阻止了脂肪酸进入脂肪组
织沉积，脂肪组织把多余的能量转变成脂肪储存起来。而寒

冷应激后Ｆａｓ和Ｌｐｌ表达量与寒冷应激前相反，机体分解脂
肪用以供能并维持体温的恒定。

多数研究表明，热应激可以增加脂肪沉积的趋势［６－７］，动

物的体脂沉积所需要的脂肪酸大多来自脂肪酸的全程合

成［３］。刘梅等研究了急性热应激对肉仔鸡ＦａｓｍＲＮＡ表达的
影响，发现急性热应激显著增加了肝脏 ＦａｓｍＲＮＡ相对表达
水平，从而促进了肝脏的脂肪酸合成，同时急性热应激对腹脂

Ｆａｓ表达量影响并不显著［８］。其结果与本试验结果相反，应

激源的相对性和不同物种之间脂肪代谢的调节机理也不一

致。对于寒冷应激对脂肪代谢的研究较少，由本试验结果可

推断，在寒冷应激下脂肪酸合成减少，脂肪作为能源物质被分

解供能，来适应冷刺激。同时，仔鸡的肝脏是胴体脂肪酸合成

的主要场所，９０％胴体脂肪在肝脏中合成［９－１１］，而绵羊的脂

肪组织是胴体脂肪合成的唯一场所，因此阿勒泰羊与湖羊肝

脏ＦａｓｍＲＮＡ表达量比脂肪组织低。
本试验选用新疆耐寒品种阿勒泰羊和不耐寒品种湖羊作

为试验对象，全面系统地研究了低温条件下２种绵羊机体内
脂肪组织参与能量代谢的变化过程，比较其脂肪酸合成酶和

脂蛋白脂酶在不同品种之间的表达差异，揭示了阿勒泰羊耐

寒的可能适应机制，为新疆绵羊抗寒育种工作提供理论依据。
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