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猪脂肪酸结合蛋白4启动子的克隆及转录活性分析
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摘要      该研究旨在解析猪(Sus scrofa)脂肪酸结合蛋白4(FABP4)基因的转录调控机制, 并获

得猪脂肪组织特异性启动子元件。以6月龄大白猪为材料, 通过荧光定量PCR结合Western blot证
明了猪FABP4为脂肪组织特异性表达较强的基因, 并分析推断其核心启动子区位于−2115 bp—–
2066 bp; 克隆得到从起始密码子开始到其上游的870 bp、2 914 bp、5 060 bp片段, 分别构建了双

荧光素酶报告载体并将其命名为pGL3-F-1 Kb/3 Kb/5 Kb, 分析发现pGL3-F-3 Kb在脂肪细胞中的

活性最高, 而在非脂肪细胞中无活性; 通过与脂代谢密切相关转录因子(C/EBPα、KLF4和C/EBPβ)
共转染发现, C/EBPα正调控FABP4转录活性, 而KLF4和C/EBPβ负调控FABP4的转录活性。研究表

明, 猪FABP4基因的起始密码子上游3 Kb片段具有脂肪组织特异启动子活性, 可以用于构建脂肪组

织特异性基因修饰猪。

关键词      猪; 脂肪沉积; 启动子; 脂肪组织特异性; 转录调控
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Abstract       The purpose of this study was to analyze the transcriptional regulation mechanism of porcine 
FABP4 (fatty acid binding protein 4) gene and obtain porcine adipose tissue specific promoter elements. Using 
6-month-old large-white pigs as materials, it was proved that porcine FABP4 was a gene specifically expressed in 
adipose tissue by fluorescence quantitative PCR and Western blot analysis. The core promoter region of FABP4 was 
located between –2115 bp—–2066 bp. The truncated fragments 870 bp, 2 914 bp, 5 060 bp upstream of the start 
codon were cloned, and dual luciferase reporter vectors were constructed naming as pGL3-F-1 Kb/3 Kb/5 Kb. It 
was found that pGL3-F-3 Kb had the highest activity in adipocytes, but had no activity in non-adipocytes. By 
co-transfection of transcription factors related to lipid metabolism, it was found that C/EBPα positively regu-
lated FABP4 transcriptional activity, while KLF4 and C/EBPβ negatively regulated the transcriptional activity 
of FABP4. This study showed that the 3 Kb fragment upstream of the start codon of porcine FABP4 gene had 
adipose tissue-specific promoter activity, which could be used to construct adipose tissue-specific gene modified 
pigs.
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脂肪沉积性状是猪重要的经济性状, 与胴体瘦

肉率、肉品质、料肉比等多项经济指标密切相关[1-2]。

鉴定影响猪脂代谢的关键基因, 深入认识猪脂代谢

的调控网络, 是对猪脂肪沉积性状进行遗传改良的

必要基础。脂肪酸结合蛋白4(fatty acid binding pro-
tein 4, FABP4), 也被称作脂肪细胞蛋白2(adipocyte 
protein 2, aP2), 是动物脂肪细胞中表达丰度最高的

基因之一, 其蛋白能够与长链脂肪酸结合, 在脂肪

酸摄取、转运和代谢中发挥作用, 常被用来作为脂

肪细胞分化成熟的标志基因[3-6]。利用小鼠等模式

生物研究发现, FABP4缺失能保护小鼠免于发生代

谢类疾病[7]; 在家猪的研究中, 多个课题组报道了

FABP4所呈现的多态与肌内脂肪含量相关[8-11]。因此, 
FABP4是影响动物脂代谢的重要基因。

鉴于FABP4主要表达于脂肪细胞, 因此小鼠

FABP4的启动子是最早用于脂肪组织特异性转基

因鼠的研究的[12]。关于猪FABP4的表达研究, 早在

1990年ARMSTRONG等 [13]通过Western blot方法分

析发现, 猪FABP4仅在脂肪组织中表达。DING等[14]

在1999年的研究中, 也印证了此观点。因此, 我们推

断猪FABP4的启动子具有脂肪组织特异性。本研究

通过荧光定量PCR结合Western blot确认了猪FABP4
的组织特异性表达, 发现了对猪FABP4启动子活性

具有重要调控作用的转录因子, 加深了对猪脂肪代

谢调控网络的认识; 并克隆得到了猪FABP4的启动

子, 为构建脂肪组织特异性基因修饰猪奠定了基础。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验动物      7日龄大白猪, 体质量约2 kg, 购
自浙江省青莲食品有限公司。

1.1.2   细胞和试剂      3T3-L1脂肪前体细胞和293T
人肾上皮细胞系由本实验室提供; DMEM培养基购

自以色列BI公司; 胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)
购自美国Gibco公司; IBMX、胰岛素、地塞米松均

购自美国Sigma公司; 青−链霉素双抗购自美国Hy-
Clone公司; Trizol试剂和LipofectamineTM 2000试剂盒

购自美国Invitrogen公司; cDNA反转录试剂盒购自日

本TaKaRa公司; 2× Plus SYBR real-time PCR Mixture
试剂、蛋白裂解液、BCA蛋白测定试剂盒均购自北

京康为世纪生物科技有限公司; ECL化学发光超敏显

色试剂盒购自美国Millipore公司; 双荧光素酶报告基

因检测试剂盒购自美国Promega公司。

1.2   方法

1.2.1   样本采集      取7日龄大白猪, 利用空气栓塞

法分别处死3头猪仔, 75%酒精擦拭后, 在无菌条件

下分离提取仔猪的脑、心、肝、脾、肾和皮下脂肪

等组织, 液氮速冻后置于–80 °C冰箱保存备用。本

实验经嘉兴学院生物与化学工程学院伦理委员会审

核并通过(批准号: JUMC2021-125)。
1.2.2   启动子序列分析用到的软件      利用在线软

件Promotor Scan(http://www-bimas.cit.nih.gov/mol-
bio/proscan/)完成核心启动子序列预测, 通过转录因

子数据库TRANSFAC中的在线转录因子预测软件

包括Patch、P-Match、Ali Baba2(http://www.gene-
regµlation.com/pub/programs.html)预测FABP4启动

子序列顺式作用元件。

1.2.3   FABP4启动子截短片段重组质粒的构建      根
据家猪FABP4起始密码子上游序列设计不同片段长

度的引物, 利用引物设计分析软件Primer Premier 5.0
和Oligo 6.0分别设计了扩增FABP4基因起始密码子

上游1 Kb、3 Kb和5 Kb左右片段的引物, 并在所有

的上游引物5′端添加了Nhe I单酶切位点, 下游引物

添加了Xho I单酶切位点, 设计引物如表1所示(斜体

下划线部分为引入的酶切位点)。利用分子克隆技

术构建FABP4启动子截短片段的双荧光素酶报告载

体pGL3-F-1 Kb/3 Kb/5 Kb。
1.2.4   转染细胞及启动子活性分析      使用12孔板培

养前脂肪细胞3T3-L1, 每孔加入1.5 mL含l0% FBS的
DMEM培养基, 置于37 °C、5% CO2饱和湿度的培养

箱中, 1~2天换液1次; 当细胞长到汇合度为70%~80%
时, 吸出原培养基, 每孔加入2 mL诱导剂I(完全培养

基+0.5 mmol/L IBMX+1 μmol/L地塞米松+5 μg/L胰岛

素), 培养48 h; 吸出2 mL诱导剂I, 加入诱导剂II(完全

培养基+5 μg/L胰岛素), 再培养48 h; 吸出诱导剂II, 
改为含10% FBS的DMEM普通培养液, 每隔2天换液

1次, 诱导分化后第8天, 成熟脂肪细胞占总细胞面积

的90%时停止培养[15]。

3T3-L1成脂诱导分化第 4天 , 将构建的 pGL3-
F-1 Kb/3 Kb/5 Kb质粒和内参质粒 pRL-SV40瞬时

共转染3T3-L1成脂细胞和293T细胞。再将pGL3-
basic作为阴性对照, 每种质粒做3次独立重复, 通过

检测萤火虫荧光素酶和海肾荧光素酶的活性来反映

FABP4基因各截短启动子的转录活性。
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1.2.5   调控FABP4的转录因子的筛选      3T3-L1细胞

经过4天诱导为成脂细胞后, 取pGL3-F-3 Kb质粒分

别与C/EBPα、C/EBPβ、KLF4、KLF15、PPARγ转
录因子共转染, 24 h后收取细胞进行荧光素酶报告

基因活性检测。

1.2.6   荧光定量PCR分析      利用Trizol裂解法提取

组织总RNA, 参照TaKaRa反转录试剂盒说明进行反

转录, 采用Thermofisher QuantStudio 3定量PCR仪检

测FABP4的mRNA相对表达水平, 以GAPDH为内参

基因, 以2–∆∆Ct法计算基因相对表达丰度[16]。

1.2.7   Western blot分析      用蛋白裂解液提取组织总

蛋白, BCA法测定蛋白浓度, 调整蛋白浓度, 加入适

量2× SDS上样缓冲液, 煮沸5 min, −20 °C保存备用。

配制12% SDS-PAGE分离胶和5% SDS-PAGE浓缩胶, 
100 V电泳2 h。4 °C、200 mA转移2~2.5 h, 将目的条

带转移到PVDF膜上。37 °C封闭2 h, 一抗(1000 1׃) 
37 °C孵育2 h。TBST溶液漂洗膜3次, 二抗(1000 20׃) 
37 °C孵育1 h。最后用Bio-Rad ChemiDocXRS+曝光

系统检测FABP4蛋白表达水平[17]。

1.2.8   统计学分析      实验数据以平均值±标准误

(x
_
±SE)表示 , 采用SPSS 13.0统计分析软件中的Stu-

dent’s t检验对各组进行差异显著性分析 , P<0.05为
差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   猪FABP4组织表达谱分析

利用荧光定量PCR技术, 选择猪六种组织进行

分析发现, FABP4在皮下脂肪中呈现极高丰度表达, 
在心脏和肾脏中检测到FABP4的极低丰度的表达, 
心脏和肾脏中mRNA丰度分别相当于皮下脂肪的

1/50和1/100(图1A)。利用Western blot分析各组织中

FABP4蛋白表达丰度, 发现仅在皮下脂肪组织中有

高丰度表达, 而心脏、肾脏等其他组织中结果均为

阴性(图1B)。因此, 推断猪FABP4为脂肪组织特异性

表达较强的基因。

2.2   猪FABP4核心启动子预测

对FABP4起始密码子上游5 Kb基因组序列进行

分析, 发现有五个潜在的核心启动子区域, 其中分值

最高的为片段3, 并且转录起始位点为A, 在转录起

始位点上游的31 bp, 存在一个保守序列为GTA AAA 
ATG GCA GT的TATA-box(表2)。进一步对5 Kb序列

潜在的顺势调控元件分析, 发现在片段3内的顺势调

控元件数量多, 并且有脂代谢关键转录因子C/EBPα
和PPARγ的结合位点(图2), 因此推断FABP4基因的

核心启动子区很可能位于−2115 bp—–2066 bp的位

置。

2.3   FABP4启动子截短片段的克隆与活性分析   
基于启动子序列分析, 将猪FABP4起始密码子上

游分为三个截短片段, 即−870 bp—+1 bp、−2914 bp—
+1 bp、−5060 bp—+1 bp, 克隆得到各片段将其分别

命名为F-1 Kb、F-3 Kb和F-5 Kb, 将三个片段分别构

建双荧光素酶报告载体pGL3-F-1 Kb/3 Kb/5 Kb。
利用双荧光素梅报告分析系统, 将上述载体分

别转染前脂肪细胞系3T3-L1(诱导分化第4天)和非脂

肪细胞系293T, 分析启动子活性。结果表明, 三个片

段在293T细胞中均未表现出启动子活性, 在3T3-L1细
胞中, pGL3-F-1 Kb和pGL3-F-3 Kb表现出启动子活性, 
其中pGL3-F-3 Kb活性约为pGL3-F-1 Kb的两倍, 而更

长的片段pGL3-F-5 Kb却未表现出启动子活性(图3)。
2.4   影响FABP4启动子活性的转录因子筛查

为了筛查影响 FABP4启动子活性的转录因

子 , 将pGL3-F-3 Kb分别与带有C/EBPα、C/EBPβ、
KLF4、KLF15、PPARγ五种转录因子编码基因的

质粒共转染3T3-L1细胞, 通过双荧光素酶报告系统

表1   FABP4启动子截短片段扩增引物

Table 1   The primers for truncated promoter of FABP4
引物名称

Primer name
碱基序列(5′→3′)
Base sequence (5′→3′)

F-pro-1 Kb GCT AGC ATG GCT TGT GAC CAA ACC ACT TCT G

F-pro-2 Kb GCT AGC TTT GGG AGA TTG TGA TGT GCT GGT G

F-pro-3 Kb GCT AGC GAG GAT ATA CGG GTG GCC AAT ATG C

F-pro-5 Kb GCT AGC ACT GCC CAA TAG AAA CAT AAC

F-pro-R CTC GAG TAC TTC ATG TCT GGC TGG TGC TTC

下划线部分为引入的酶切位点。

The underlined part is the introduced enzyme digestion site.
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表2   FABP4基因核心启动子区的预测

Table 2   The prediction of core promoter regions for FABP4 gene
编号

Fragment
起始

Start
终止

End
分值

Score
启动子序列

Promoter sequence

1   −735   −686 0.89 GGT CTA TTT TTT TAA GGG GTC CGT GAA AAG CAA CAT CAT CCT 
CTC ATT GA

2 −1346 −1297 0.82 ATG AAT ATA TAA TAA CAA AAG CCC ATG GGG AAA CGT ACA CCA 
CCC ACA GT

3 −2115 −2066 0.99 ATG GAG AGA GTA AAA ATG GCA GTG GTT TGA TGG GGT TGA GAG 
CAG GAG TG

4 −2742 −2693 0.98 TGG GAA TGT AAA ATA GTG CTG CCC ATT TGG AAG CCA GTG CGA 
TGG TTT CT

5 −2832 −2783 0.96 TAG CAC CAG TTA AAA TGG CCA AAA TTA CAA CAT TGA CAA CAT 
CAA GTG CT

方框里的碱基为转录起始位点; 下划线为TATA-box区。

The bases in the box are transcription initiation sites. The underlined bases are TATA-box.

A: mRNA水平; B: 蛋白水平。

A: mRNA level; B: protein level. 
图1   FABP4在猪各个组织中的表达

Fig.1   Expression of FABP4 in pig tissues

分析各个转录因子对pGL3-F-3 Kb启动子活性的影

响。如图4所示, C/EBPα能够增强pGL3-F-3 Kb启动

子活性; KLF15和PPARγ对pGL3-F-3 Kb启动子活性

无显著影响; KLF4和C/EBPβ能够抑制pGL3-F-3 Kb

启动子活性, 其中KLF4的抑制作用达到极显著。

3   讨论
猪皮下脂肪沉积影响猪的胴体瘦肉率和料肉
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图2   FABP4起始密码子上游序列潜在的顺式调控元件预测

Fig.2   The prediction of potential cis-acting regulatory elements in the upstream sequence of FABP4 start codon
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图3   FABP4截短启动子片段在3T3-L1和293T细胞中的荧光素酶活性

Fig.3   The luciferase activity of FABP4 trucked promoter in 3T3-L1 or 293T cells

*P<0.05, ***P<0.001.

图4   不同转录因子对FABP4启动子活性的影响

Fig.4   The impacts of different transcription factors on FABP4 promoter activity
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比, 肌内脂肪沉积与肉品质密切相关, 因此深入认识

猪脂肪沉积的调控网络, 改良猪脂肪沉积性状, 是猪

育种工作的重要内容之一[18-19]。近年来随着组学技

术的发展, 猪脂肪组织的基因表达谱、非编码RNA
表达谱的研究取得了长足的进步, 鉴定了多个对猪

脂代谢具有重要影响的分子[20-24], 但在细胞层面对
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脂代谢调控网络的认识有待深入。本研究明确了

猪FABP4为脂肪组织特异性表达较强的基因, 并且

推断了其核心启动子区域位于–2115 bp—–2066 bp, 
克隆得到具有脂肪组织特异性活性的启动子片段

F-3 Kb, 最后确定了影响其转录活性的转录因子C/
EBPα、C/EBPβ和KLF4。

脂肪酸结合蛋白 (fatty acid binding protein, 
FABP)广泛存在于脊椎动物和无脊椎动物的细胞质

中, 在协调各种组织和器官的脂质转运、代谢和反

应中起着重要作用, 其包含9个成员, 分别表达于不

同的组织中[9,25]。FABP的命名是基于最先发现这个

蛋白的组织, 比如第一个发现的FABP(FABP1)主要

表达于肝脏, 就将其命名为L-FABP。FABP4主要表

达于脂肪组织, 因此又被叫做A-FABP, 其功能是作

为脂伴侣蛋白, 与脂肪酸、类花生酸类和维甲酸等

结合从而参与它们的代谢和运转[26-28], 在动物脂代谢

中发挥重要作用。研究表明, 在机体缺乏食物供给

时, FABP4促进自由脂肪酸从脂肪细胞中释放出来, 
供给其他组织能量需要; 但当动物处于肥胖状态时, 
FABP4促进自由脂肪酸的释放, 导致肝脏、心脏和胰

岛β细胞内脂过度积累, 影响机体脂代谢平衡。敲除

FABP4基因后, 小鼠在高脂饲喂下依然保持糖脂代谢

正常[7]。FABP4基因在猪脂代谢中的功能研究还较少, 
但多个课题组报道了FABP4基因多态性与猪肌内脂

肪含量、皮下脂肪沉积量具有相关性[9-10]。

在脂肪细胞启动分化后, FABP4的表达水平迅速

升高, 成为脂肪细胞中表达丰度最高的基因之一[29]。关

于FABP4基因的转录调控, TUNCMAN等[30]于2006
年报道了FABP4基因起始密码子上游−87 bp处突变

(T突变成C)会导致转录减弱, 从而降低机体糖脂代

谢失衡的风险。然而关于FABP4基因启动子的研究, 
至今未见报道。本研究基于猪FABP4基因起始密

码子上游序列分析, 预测得到五个潜在的核心启动

子。所谓核心启动子, 是指保证RNA聚合酶II转录

正常起始所必需的、最少的DNA序列, 包括转录起

始位点及转录起始位点上游TATA-box。对五个潜

在的核心启动子序列分析发现, 序列3分值最高, 且
其转录起始位点为A, 在转录起始位点上游31 bp处, 
有TATA-box, 后期功能研究也证明, F-3 Kb片段具

有较高的启动子活性, 并且具有较好的脂肪组织特

异性, 因此, 我们推断FABP4基因的核心启动子区位

于–2115 bp—–2066 bp的位置。

FABP4主要表达于猪的脂肪组织, 推测可能原

因是其转录过程需要脂肪细胞特有的转录因子参

与。本实验室克隆了猪脂代谢密切相关的转录因

子, 分别与F-3 Kb片段做了双荧光素梅报告分析, 筛
选得到了C/EBPα、C/EBPβ和KLF4三个转录因子, 
它们对FABP4基因的转录具有调控作用。KLF4是
Krüppel样因子(KLF)家族转录因子的成员, 是脂肪

生成的重要调节因子, 其直接与C/EBPβ启动子结

合并诱导C/EBPβ的表达; C/EBPβ表达后, 可以促进

C/EBPα和PPARγ的表达[31]。本研究结果表明, 虽然

F-3 Kb片段区域不含KLF4启动子结合区域, 但是与

KLF4共转染后会抑制其启动子活性。转录因子在

线预测软件已经应用多年, 对实验研究具有很好的

指导作用。但不同的软件预测结果存在一定的差

异,我们选用了认可度较高的TRANSFAC在线预测

软件, 并结合我们已经有的脂类代谢的知识, 确定了

F-3 Kb片段没有KLF4位点, 但经过实验验证KLF4对
F-3 Kb片段启动子活性有显著影响, 说明预测结果存

在假阴性, 与KLF4是否有其他非转录活性依赖的调

控作用无关。基于DING等[14]的研究, FABP4是脂肪

细胞分化后第4天才有微弱表达, 而到了分化第7天, 
已经呈现高丰度表达。本研究所取得的数据可以

解释此结果: 当脂肪细胞接收到诱导分化的信号时, 
KLF4诱导C/EBPβ表达, 这二者对FABP4的转录均有

抑制作用, 而当C/EBPα被诱导表达后, 增强FABP4的
转录活性, 才能启动FABP4的表达。

综上所述, 本研究明确了猪FABP4为脂肪组织

特异性表达较强的基因, 鉴定了C/EBPα、C/EBPβ和
KLF4三个转录因子对FABP4的转录具有调控作用, 
并且克隆得到了具有脂肪组织特异性启动子活性的

F-3 Kb片段。本研究不仅加深了对猪脂肪调控网络

的认识, 还为基因修饰猪提供了脂肪组织特异性启

动子元件。
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