
·研究报告·

生物技术通报
BIOTECHNOLOGY    BULLETIN 2016, 32(9):203-209

n-3 多不饱和脂肪酸（n-3 PUFAs）与人类的健

康密切相关。众多研究已报道，增加 n-3 PUFAs 的

摄入能够降低心血管系统疾病、Ⅱ型糖尿病及许多

癌症疾病的发生率［1-4］。尽管 n-3 PUFAs 对人类健康

有众多有益作用，但人和哺乳动物自身不能合成 n-3 
PUFAs，只能通过饮食获取的方式进行补充。1997

年，Spychalla 等［5］利用拟南芥中已知的去饱和酶基

因序列首次在线虫基因组中进行扫描获得了一个脂
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fat-1 转基因牛血浆差异蛋白的研究
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摘 要 ： 以 fat-1 转基因牛血浆蛋白为材料，利用 2D-双向电泳、生物信息学及血脂生化检测技术对 fat-1 基因调控牛脂类

代谢的潜在机制进行了研究。结果表明，8 个相关差异蛋白（AHSG、KNG1、Serpin A3-1、ENSBTAG00000021729、Serpin A3-5、

FAM208A、CTAGE5、LOC511240）被鉴定 ；经生物信息学预测，发现有 63 个蛋白与这 8 个差异蛋白存在互作关系，而且发现

差异蛋白和互作蛋白富集了 11 个与脂类代谢密切相关的生物学通路，其中互作蛋白 APOA1 在 11 个通路中富集的频率最高 ；经

血浆 APOA1 检测发现，转基因牛显著高于野生型牛 ；相关性分析发现 APOA1 与低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）高度负相关（r=-

0.90），与高密度脂蛋白胆固醇 / 总胆固醇（HDL-C/TC）的比值存在显著正相关（r=0.69）。综合结果显示了 fat-1 基因可能通过介导

APOA1 的表达调控转基因牛的脂类代谢。
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Abstract: Using the plasma proteins in fat-1 transgenic cow as the research material，the potential mechanism of fat-1 regulating lipid 

metabolism were studied using two-dimensional electrophoresis，bioinformatics and plasma lipid biochemical detection technology. The result 

showed that 8 differential proteins（AHSG，KNG1，Serpin A3-1，ENSBTAG00000021729，Serpin A3-5，FAM208A，CTAGE5，and 

LOC511240）were identified. Bioinformatics predicted that there were 63 proteins interacting with these 8 differential proteins，and it was 

discovered that differential proteins and interacting proteins enriched in 11 biological pathways related to lipid metabolism，and the APOA1 of 

which enriched at the highest frequency in the 11 pathways. Accordingly，the significantly higher plasma level of APOA1 was detected in fat-

1 transgenic cow than wild-type cow. Then，the plasma level of APOA1 was negatively related to the plasma level of low density lipoproten-

cholesterol（LDL-C，r=-0.90），whereas positively related to the ratio of high density lipoproten-cholesterol/total cholesterol（HDL-C/TC，

r=0.69）. These results indicated the fat-1 gene regulated the lipid metabolism by mediating the expression of APOA1 in transgenic cow.
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肪酸脱氢酶基因，被命名为 fat-1 基因。进一步的研

究发现，在转入 fat-1 基因的多种哺乳动物中均能显

著提高体内 n-3 PUFAs 的含量，降低 n-6 PUFAs/n-3 
PUFAs 的比值。Kang 等［6］首次获得了第一批 fat-1
转基因小鼠，并发现转基因小鼠可以通过体内 fat-1
基因的持续表达可将 n-6 PUFAs 转化为 n-3 PUFAs。

同年，Lai 等［7］利用 fat-1 基因又成功制备了转基因

猪，并发现转基因猪的 n-3 PUFAs，特别是二十二

碳六烯酸（docosahexaenoic acid，DHA）和二十碳五

烯酸（eicosapentaenoic acid，EPA）的含量分别提高

4 和 15 倍，总的 n-6 PUFAs/n-3 PUFAs 比率降低了 5

倍。随后，许多实验室又相继诞生了富含 n-3 PUFAs

的 fat-1 转基因牛［8］和羊［9］，充分显示了 fat-1 基因

使哺乳动物机体中 n-6 PUFAs 转化为 n-3 PUFAs 的 
功能。

fat-1 基因具有使哺乳动物自身合成 n-3 PUFAs

的功能已毋庸置疑，但涉及其调控脂类代谢的深入

机制仍缺乏理论依据。血浆中富含的蛋白最为丰

富，其表达变化能真实的反映出机体的代谢状况。

通过血浆差异蛋白研究基因的功能或机体某种疾病

的患病机制在国内外已有众多报道。Ding 等［10］研

究发现转牛生长激素基因的小鼠随着年龄的变化血

浆蛋白表达也发生变化，变化的蛋白与转基因小鼠

的寿命降低存在重要联系。高昭辉等［11］利用血浆

蛋白组学研究了奶牛蹄叶炎发病的可能机制。刘珊

珊等［12］对不同环境条件下双峰驼的血浆差异蛋白

进行了研究，发现高温环境能引起骆驼内分泌系统

变化，从而改变了一些血浆蛋白的表达变化，并发

现发生变化的血浆蛋白主要与机体的免疫反应、物

质运输及物质代谢等密切相关。fat-1 基因作为一

种不饱和脂肪酸合成的重要基因，其必定参与机体

脂类代谢的调控，通过血浆蛋白组学的研究对于揭

示 fat-1 基因调控机体脂类代谢的潜在机理有重要的 
意义。

本实验拟先通过 2D-双向电泳技术对 fat-1 转基

因牛的血浆差异蛋白进行鉴定，利用生物信息学技

术预测与差异蛋白互作的蛋白，分析其参与的脂类

代谢生物学通路，同时结合血脂常规生化指标检测

结果，分析 fat-1 基因参与调控转基因牛机体脂类代

谢的可能方式，旨在为深入揭示 fat-1 基因参与脂类

代谢的机制积累重要资料，同时为今后生产更安全、

健康的 fat-1 转基因牛提供可参考的资料。

1 材料与方法 
1.1 材料

1.1.1 主 要 仪 器 分 光 光 度 仪（UV1800， 美 谱

达仪器公司）、纯水装置（摩尔公司）、超声波细

胞 破 碎 仪（ 宁 波 新 芝 ）、IPGhor 等 电 聚 焦 仪（GE 
Healthcare）、Ettan  DALT-SIX  SDS-PAGE（GE 
Healthcare）、Ettan-DALT-Six 系 统 水 浴 循 环 仪（GE 
Healthcare）、Image Scanner 扫描仪（GE Healthcare）、

PDquest 分析软件（Bio-Rad）、全自动生化分析仪

（Glamour3000）。

1.1.2 主 要 试 剂 17 cm 非 线 性 固 相 化 梯 度 胶 条

（IPG，PH3-10） 为 GE 公 司 产 品 ；三 羟 甲 基 氨 基

甲烷（Tris-base）、尿素（Urea）、硫脲（Thiourea）、

3-［（3- 胆酰胺丙基）- 二乙胺］- 丙磺酸（CHAPS）、

二 硫 苏 糖 醇（DTT）、 溴 酚 蓝（Bromophenol Blue）、

十二烷基磺酸钠（SDS）、碘乙酰胺（IAA）、丙烯酰

胺（Acrylamide）、甲叉双丙烯酰胺（Bis-acrylamide）、

过硫酸铵（APS）、四甲基乙二胺（TEMED）、甘氨

酸（Gly）、2D 电泳样品提取缓冲液系列（PL039）、

低 熔 点 琼 脂 糖、 乙 醇（C2H5OH）、 冰 醋 酸

（CH3COOH）、2D 平衡缓冲液（SD6030）、非干扰型

蛋白质浓度测定试剂盒（SK3071）、Protein Stains K 
质谱用快速银染试剂盒（BSP021）、柱式血清白蛋

白 / 免疫球蛋白清除试剂盒（BSP064）均为上海生

工生物工程有限公司 ；载脂蛋白 A1（APOA1）、甘

油三酯（TG）、总胆固醇（TC）、高密度脂蛋白胆固

醇（HDL-C）及低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）检测

试剂盒均为英科新创科技有限公司 ；其余药品均为

国产分析纯试剂。

1.2 方法

1.2.1 样品采集 实验选择由实验室先前通过体细

胞克隆转基因技术获得的 3 头 fat-1 转基因成年牛

及 3 头野生型成年牛，于试验前 2 个月饲养于同一

个圈舍，饮食及饲养方式相同。2 个月后，颈静脉

采集 6 头牛的血液置于加抗凝剂的采血管中，4 000 
r/min 离心收集血浆，将 3 头转基因牛和 3 头野生型

牛血浆分别等量混样后，立即冻存于 -80℃冰箱备用，

Administrator
高亮
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剩余血浆以同样方式单独保存备用。

1.2.2 血浆蛋白提取 使用柱式血清白蛋白 / 免疫

球蛋白清除试剂盒，按试剂盒推荐的方法去除血浆

中的高丰度蛋白，将收集管中的滤液转移至新的离

心管中，加入 5 倍体积丙酮，-20℃过夜。离心收集

沉淀，冷冻干燥，加入适量的蛋白裂解液溶解蛋白，

使用非干扰型蛋白质浓度测定试剂盒定量蛋白浓度。

1.2.3 双向电泳 吸取 2 组制备好的蛋白样品各 150 
μg 与上样缓冲液混合后进行第一向等点聚焦，等电

聚焦程序为 50 V 12 h（主动水化）；500 V（线性）1 h；

1 000 V（线性）1 h；9 000 V（线性）5 h；9 000 V（快速）

8 000 Vh ；500 V（快速）任意时间。将第一向聚焦

完成的胶条加 2D 平衡缓冲液（加 1% DTT）10 mL，

摇床平衡 15 min。清洗胶条，加入 2D 平衡缓冲液（加

2.5% IAA），摇床平衡 15 min。将平衡后的胶条放

入凝胶板中，加入低熔点琼脂糖封胶液（0.5% 低熔

点琼脂糖 + 电泳缓冲液），室温静置 20 min 后开始

第二向电泳。第二向 SDS-PAGE 凝胶浓度为 12.5%，

电泳参数设定为：100 V/ 胶，电泳 45 min；200 V/ 胶，

至溴酚蓝离胶下沿 0.5 cm 处停止 ；冷循环设定温度

为 15℃。

1.2.4 凝胶染色及图像扫描 使用 Protein Stains K 
质谱用快速银染试剂盒（BSP021）进行染色。染色

后的胶经脱色处理后进行扫描，分辨率为 300 dpi。

使用 PDquest 8.0 软件对同一样品 3 次重复的图像进

行分析，选取转基因牛与野生型牛表达量 >1.5 倍且 
P<0.05 的差异蛋白点用于质谱鉴定。

1.2.5 质谱鉴定 切取差异蛋白点，送上海生工生

物工程有限公司完成差异蛋白的质谱鉴定。基本步

骤为 ：将差异点酶切后，用 MAL-DI-TOF/TOF-MS 分

析，用 Mascot 软件搜索 NCBInr 蛋白数据库，根据

样品的物种判定差异蛋白。

1.2.6 差异蛋白互作蛋白预测与分析 鉴定出的差

异蛋白通过 http://string-db.org/ 网站进行互作蛋白

的预测，合并差异蛋白及互作蛋白信息，继续利用

http://string-db.org/ 网站进行 GO 和 KEGG 富集分析，

筛选出与脂类代谢密切相关的生物学通路。

1.2.7 血浆 APOA1 及血脂生化指标检测及关联分

析 用全自动生化分析仪及相应试剂盒，分别检测

3 头转基因牛与 3 头野生型牛血浆中 APOA1 及血脂

生 化 水 平（TG、TC、HDL-C、LDL-C）。 所 得 数 据

通过 t 检验进行分析，P<0.05 被认为差异显著。应

用 Excell 中 Pearson 相关性分析函数，分析血浆中

APOA1 水平与显著变化血脂生化指标的相关性，相

关系数 r=0.00 为无相关性，0.00<r≤±0.30 为微正负

相关，0.30<r≤±0.50 为实正负相关，0.50<r≤±0.80

为显著正负相关，0.80<r≤±1.00 为高度正负相关。

2 结果

2.1 双向电泳结果分析

转基因牛与野生型牛血浆样品 3 次重复的 2-DE

图谱中具有 1.5 倍以上表达，且 P<0.05 的差异蛋白

点共有 16 个，如图 1 所示。其中在 fat-1 转基因牛

上调的点有 13 个，下调的点有 3 个。

A

B

A ：转基因组（箭头和数字标出的是上调的差异蛋白点）；B ：野生型组（箭

头和数字标出的是下调的差异蛋白点）

图 1 血浆差异蛋白点表达图谱
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2.2 差异蛋白点的鉴定

16 个差异蛋白点的质谱鉴定结果见表 1。其中

10 个差异蛋白点鉴定成功，其余 6 个鉴定失败。10

个得到鉴定的点为 8 种不同的蛋白，分别是 AHSG，

KNG1，Serpin A3-1，ENSBTAG00000021729，serpin 
A3-5，FAM208A，CTAGE5 和 LOC511240， 除

LOC511240 外，其余蛋白在 fat-1 转基因牛均呈上调

表达。

表 1 血浆差异蛋白点质谱鉴定

蛋白点 蛋白名称       蛋白缩写   登录号
等电点 / 相

对分子量
肽段数 覆盖率 /%

1312 alpha-2-HS-glycoprotein precursor［Bos taurus］ AHSG gi|27806751 5.26/39193 2 11

1617 Kininogen-1［Bos taurus］ KNG1 gi|125505 6.14/69930 3 4

2613 Kininogen-1［Bos taurus］ KNG1 gi|125505 6.14/69930 2 2

2406
alpha1-antichymotrypsin isoform pHHK11，partial［Bos 
taurus］

Serpin A3-1 gi|538275 4.97/22754 2 8

1313 uncharacterized protein LOC615433［Bos taurus］ ENSBTAG00000021729 gi|528953759 5.54/36612 8 19

1405
TPA ：serpin peptidase inhibitor，clade A（alpha-1 
antiproteinase，antitrypsin），member 3［Bos taurus］

Serpin A3-5 gi|296475228 6.29/46429 16 30

2507 endopin 1［Bos taurus］ Serpin A3-1 gi|28077107 5.57/46289 10 20

1211 FAM208A［Bos taurus］ FAM208A gi|329663794 6.13/167214 19 13

2508
cutaneous T-cell lymphoma-associated antigen 5［Bos 
taurus］

CTAGE5 gi|528999701 5.30/88488 16 19

5005 protein HP-25 homolog 1 precursor［Bos taurus］ LOC511240 gi|114050753 6.96/22713 2 17

2.3 差异蛋白潜在功能分析

为 分 析 鉴 定 出 的 8 种 差 异 蛋 白 所 具 有 潜 在

功能，本研究首先对这 8 种差异蛋白分别进行互

作 蛋 白 预 测， 最 终 获 得 71 个 互 作 蛋 白（ 包 括 8

种 差 异 蛋 白 ）， 其 互 作 调 控 关 系 如 图 2 所 示， 除

ENSBTAG00000021729、CTAGE5 和 CCDC68 外，其

余蛋白均存在良好的互作关系，互作网络中节点颜

色相同的蛋白表示互作关系密切。图 2 可见节点颜

色主要有 3 类（粉色、黄色和绿色），显示这 71 个

蛋白可能存在 3 类重要的调控生命活动的功能。

为进一步挖掘差异蛋白与互作蛋白对机体发挥

的可能分子功能，本研究继续对这 71 个蛋白进行

GO 和 KEGG 富集分析，结果（图 3）显示，发现有

11 个与脂类代谢密切相关的生物学通路，主要包括

脂类运输、脂类结合、脂类定位、脂类应答等。11

个脂类代谢的生物学通路中共有 12 互作蛋白被富

集，并发现 APOA1 出现的频率最高。

2.4 互作蛋白APOA1血浆表达分析

基于上述研究结果，研究选择出现频率最高的

互作蛋白 APOA1，比较其在 fat-1 转基因牛与野生型

牛血浆中的表达情况。如图 4 所示，转基因牛血浆

中 APOA1 表达显著高于野生型牛（P<0.05）。

2.5 常规血脂生化指标分析

表 2 可见，3 项指标在转基因牛与野生型牛中

发生了显著的变化。其中转基因牛的 TC 和 LDL-C
的 含 量 均 显 著 低 于 野 生 型 牛（P<0.05）。 同 时 发

现，转基因牛的 HDL-C/TC 比值显著高于野生型牛

（P<0.05）。

2.6 血浆APOA1与显著变化血脂的相关性分析

如表 3 所示，Spearman 相关性分析显示 APOA1

与 显 著 变 化 的 血 脂 均 存 在 一 定 的 相 关 性。 其 中

APOA1 与 LDL-C 高度负相关，与 TC 也存在负相关，

但相关性较低，而与 HDL-C/TC 比值显著正相关。

3 讨论

由于 2D-双向电泳检测灵敏度的局限性，本研

究只鉴定了 8 种差异蛋白，为了深入挖掘这 8 种差

异蛋白对机体所起的作用，本研究运用生物信息学

技术获得了这 8 种差异蛋白的 63 种互作蛋白，进一

步的分析发现差异蛋白与互作蛋白主要参与了 11 个

与脂类代谢密切相关的生物学通路，其中 APOA1 被
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图 2 差异蛋白互作蛋白调控网络

-log2 p-value Enriched proteins

图 3 脂类代谢富集的生物学通路
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发现在 11 个脂类代谢通路中出现的频率最高，表明

fat-1 基因参与对脂类代谢的调控可能与 APOA1 有

密切关系。众所周知，APOA1 是 HDL-C 的主要成分，

对脂类代谢和脂类运输起着重要作用，其水平增高

时可降低胆固醇的含量，与冠心病的发生呈负相关

关系［13，14］。本研究发现 fat-1 转基因牛血浆蛋白中

APOA1 的含量显著高于野生型牛，暗示了 fat-1 基因

的表达可以通过升高 APOA1 的表达降低机体发生冠

心病的可能性。Ahmed 等［15］报道，增加 n-3 PUFAs

的饮食可以提升 APOA1 的表达，这一报道更加支持

了本研究的结果。

机体血脂水平的变化不仅是脂类代谢变化状况

的反映，也与机体的健康状况密切相关。TG 主要参

与机体的能量代谢，TG 的升高与肥胖发生密切相

关，肥胖可以导致多种代谢性疾病，比如糖尿病、

胰岛素抵抗、心血管疾病、脂肪肝、高血压以及代

谢综合症等［16，17］。TC 是动物细胞各种生物膜结构

和神经髓鞘的组成部分，是类固醇激素、胆汁酸和

维生素 D3 的前体，所以具有重要的生理功能。血

液中 TC 含量过高，便会沉积在血管壁，造成血管

变窄，容易引起血压升高和血管闭塞，导致动脉粥

样硬化等疾病。HDL-C 和 LDL-C 都是运输内源性的

胆固醇酯，但它们的作用却截然不同。人类医学上，

HDL-C 是冠心病临床诊断的一个重要参考指标，它

的升高可以降低冠心病发生的几率，并能防治和延

缓动脉粥样硬化的发展，而 LDL-C 水平的升高会增

加患冠状动脉心脏病和动脉粥样硬化的风险。研究

表明，n-3 PUFAs 可以通过降低 HMG-CoA 还原酶的
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图 4 转基因牛与野生型牛 APOA1 血浆表达情况比较

表 2 转基因牛与野生型牛血脂指标分析

样品 TG /（mmol·L-1） TC/（mmol·L-1） HDL-C/（mmol·L-1） LDL-C/（mmol·L-1） HDL-C/TC LDL-C/TC

转基因牛 0.2±0.12 2.13±0.19* 1.94±0.18 0.21±0.04* 0.912±0.023* 0.095±0.015

野生型牛 0.2±0.08 3.58±1.41 2.91±1.01 0.30±0.07 0.843±0.022 0.111±0.045

注 ：“*”代表转基因牛与非转基因牛相比差异显著（P<0.05）

表 3 APOA1 与显著变化血脂的相关性分析

样品 相关系数（r） 相关程度

APOA1/TC -0.40 实负相关

APOA1/LDL-C -0.90 高度负相关

APOA1/（HDL-C/TC） 0.69 显著正相关

活性，增强 ACAT 的活性从而抑制 TC 的生物合成，

同时，n-3 PUFAs 可以促进 TC 代谢为胆酸和中性固

醇，形成胆汁，经粪便排出，因此也能够有效降低

TC 的水平［18，19］。n-3 PUFAs 也能降低 LDL-C 的水

平，升高 HDL-C 水平及 HDL-C/TC 的比值［19-21］。本

研究结果与以上研究结果一致的是，fat-1 基因的转

入显著降低了牛血浆中 TC 与 LDL-C 的含量，而且

显著升高了 HDL-C/TC 的比率。基于这些结果，本

研究继续将血浆 APOA1 的表达与显著变化的 TC、

LDL-C 含量及 HDL-C/TC 的比率进行了相关性分析，

发现 APOA1 与 LDL-C 呈高度负相关，与 HDL-C/TC

呈显著正相关，进一步表明 fat-1 基因与 APOA1 在

参与脂类代谢中的重要联系，特别是揭示了 fat-1 基

因可能通过介导 APOA1 的表达调控脂类代谢进程的

潜在机制，为后续开展更为深入的研究提供了理论

依据。

4 结论

本研究在 3 头 fat-1 转基因牛血浆蛋白中鉴定

了 8 个差异蛋白，分析获得了 63 个蛋白与差异蛋

白存在互作关系，而且发现差异蛋白和互作蛋白富

集了 11 个与脂类代谢密切相关的生物学通路，其

中 APOA1 在 11 个通路中富集的频率最高。进一步
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的研究也证实转基因牛血浆中 APOA1 的含量显著高

于野生型牛，并发现 APOA1 与 LDL-C 高度负相关，

而与 HDL-C/TC 比值显著正相关。本研究结果初步

揭示了 fat-1 基因通过介导 APOA1 的表达对转基因

牛脂类代谢调控的可能机制。
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