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应用 1号染色体替换系小鼠优选血脂 QTLs内功能基因 *
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摘要 目的：利用野生小鼠来源 1号染色体替换系 B6-Chr1SJ和受体品系 C57BL/6J (B6)筛选已知相关数量性状基因座( quantita-

tive trait loci, QTL) 内表达差异蛋白编码基因和功能突变基因，再结合人类全基因组关联分析（genome wide association study,

GWAS）数据和相关文献优选出候选基因。方法：采用表达谱芯片技术对 B6-Chr1SJ和 B6进行肝脏基因表达谱检测；运用 Tran-

scriptome Analysis Console软件从基因水平进行表达差异分析，鉴定出表达差异蛋白编码基因；运用 Ensembl Variant Effect Pre-

dictor软件对 B6-Chr1SJ小鼠 1号染色体上的遗传变异进行功能注释，鉴定功能突变基因；利用小鼠系统遗传学资源数据库,筛选

出已鉴定的血脂相关 QTLs；利用 bedtools中的 intersectbed将鉴定的表达差异蛋白编码基因及功能突变基因与已鉴定的 QTLs

区段进行比较，并结合人类 GWAS数据和相关文献优选出血脂相关候选基因。结果：在血脂相关 QTLs内，共筛选出 34个差异表

达蛋白编码基因，分别有 32、11和 20个位于胆固醇（cholesterol, CHOL）、高密度脂蛋白胆固醇（High-density lipoprotein choles-

terol, HDL-C）、低密度脂蛋白胆固醇（Low-density lipoprotein cholesterol, LDL-C）相关的 QTLs内；共筛选出 47个功能突变基因，

分别有 21、41和 14个位于 CHOL、HDL-C、LDL-C相关的 QTLs内。在上述基因中，共优选出两个候选基因。其中，Marc1在人类

GWAS研究中为阳性位点，Soat1已有报道与小鼠血脂代谢有关。结论：Marc1和 Soat1可能是引起 B6-Chr1SJ血脂异常的功能基

因，其中Marc1未明确报道与血脂代谢相关，可作为候选基因进行进一步的功能验证。
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Prioritize Functional Genes in Blood Lipid QTLs Using Chromosome 1
Substitution Mice*

Using chromosome 1 substitution strain derived from wild mice B6-Chr1SJ and recipent strainC57BL/6J

(B6) to identify both differentially expressed protein coding genes and protein coding genes with deleterious mutation in blood lipids re-

lated quantitative trait loci(QTL), then potentially functional genes were further prioritized by analyzing human genome wide association

study (GWAS) data and related literatures. First, gene expression profiles in liver tissue were assayed for B6-Chr1SJ and B6

with expression microarray technique and differentially expressed protein coding genes were determined using transcriptome analysis

console software. Second, Functional annotation of the genetic variants identified in B6-Chr1SJ was performed using Ensembl Variant Ef-

fect Predictor software. Third, the identified blood lipid related QTLs was screened out using the Systematic Genetics Resource Database

of mice. Lastly, Both differentially expressed protein coding genes and functional mutation genes were compared with the identified

QTLs using intersectbed in bedtools, then joint analysis of the human GWAS data and related literature to select candidate genes.

There are 34 differentially expressed protein encoding genes in blood lipids related QTLs. Among them, 32, 11, and 20 are in CHOL,

HDL-C, and LDL-C related QTLs, respectively. We also identified 47 genes with functional mutations in which 21, 41, and 14 are in

CHOL, HDL-C and LDL-C related QTLs. In these genes, Marc1 was a candidate genes in the blood lipid related human GWAS data,

Soat1 has been reported to be a regulatory gene in blood lipid metabolism. Marc1 and Soat1 are likely to be the genes caus-

ing dyslipidemia in B6-Chr1SJ, where Marc1 has not been specifically reported to be related to lipid metabolism and may be used as a

candidate for further functional validation.
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genes; GWAS
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前言

血脂异常(Dyslipidemia)主要表现为血浆中胆固醇（choles-

terol, CHOL）和(或)甘油三酯（triglyceride, TG）水平的升高[1]，是

引起心血管疾病的重要危险因素之一[2]，严重威胁着人类的健

康。研究表明，遗传因素是引起血脂异常的主要原因之一[3]。因

此筛选并鉴定血脂代谢相关的功能基因，对预防和治疗血脂异

常具有重要意义。

小鼠作为模式生物进行遗传学研究的历史由来已久 [4]，在

血脂代谢这一复杂性状研究中被广泛运用。经典的连锁分析方

法利用表型差异显著的两个小鼠品系，构建回交或 F2代群体，

在小鼠基因组上定位了大量血脂相关数量性状基因座( quanti-

tative trait loci, QTL)，如 Suto [5]等利用 DDD/Sgn和 B6构建 F2

代群体发现了 4个 CHOL相关 QTLs和 2个 TG 相关 QTLs。

但构建回交或 F2 代群体初步定位的 QTL 区段一般较大

（20-40 Mb间），通常包含数十甚至上百个基因，难以定位克隆

出致病基因[6]。近二十年来，全基因组关联分析（genome wide

association study, GWAS）迅猛发展，不仅在人类群体中，在小

鼠群体中也被广泛运用[7]。但单纯地利用实验室近交系小鼠群

体进行基因定位的实际统计效能相对较低，为此杂交小鼠多样

性群体（Hybrid Mouse Diversity Panel, HMDP）应运而生[8]。研究

表明，在该小鼠群体中，QTL定位的染色体段区段可缩小至

2-3Mb[9]，极大地提高了定位分辨率。

染色体替换系是将供体品系中一条完整的染色体转入到

受体品系基因背景中而构建成的品系[10]，是研究复杂性状的另

一种策略。本研究以野生小家鼠来源的 １ 号染色体替换系

B6-Chr1SJ和受体品系 C57BL/6J (B6)为样本，通过筛选已知血

脂相关 QTLs 内表达差异基因和功能突变基因并结合人类

GWAS数据和相关文献优选出了候选基因。

1 材料与方法

1.1 实验动物

本次实验包括 B6-Chr1SJ和 B6（购自上海斯莱克实验动物

有限公司[SCXK(沪)2012-0002])，饲养于东华大学实验动物设

施内 [SYXK (沪)2014-0022]，温度控制在 18-22 ℃，湿度为

40-60 %，光照时间为 6:00-18:00。饲料和水可随时采食和饮用。

1.2 血脂小鼠模型的建立

本次建模实验均选用雄性小鼠。合笼亲本需 14周龄以上，

且体重超过 22克，并按两雌一雄或一雌一雄合笼。雌鼠受孕

后，分笼单独饲养。每窝小鼠出生后第二天，丢弃所有雌性幼鼠

（安乐死），保证每窝雄性幼鼠在 4-6只之间。幼鼠 21天后断奶

分笼，每笼 3-4只。饲喂 8周正常饲料（M01-F25；上海斯莱克实

验动物有限公司）后，饲喂 10 %脂肪含量的饲料（D12450B，Re-

search Diets,美国），持续 12周。整个过程中，每周记录小鼠体

重，监控其生长发育情况。

1.3 取血及血液生化指标测定

取 20 周龄小鼠（其中 B6-Chr1SJ 小鼠 3 只，B6 小鼠 12

只），14 h禁食后，采用摘除眼球法取血于 EDTA包被的离心管

中，室温静置 2 小时。待血液凝固后，2500 g 离心 15 分钟

（4℃），取上清于干净离心管中，-20℃保存备用。血液生化指标

检测委托上海西普尔－必凯实验动物有限公司，利用生化血液

分析仪（Hitachi 7180; Hitachi，东京，日本）测定 CHOL、高密度

脂蛋白胆固醇（High-density lipoprotein cholesterol, HDL-C）和

低密度脂蛋白胆固醇（Low-density lipoprotein cholesterol，

LDL-C）浓度。

1.4 肝脏 RNA的提取及肝脏基因表达谱的检测

小鼠取血后立即颈椎脱颈处死，即刻摘取肝脏组织，采用

RNAiso Plus试剂（上海麦约尔生物技术有限公司）进行 RNA

抽提。利用 Nanodrop 2000c分光光度计（Thermo Fisher Scien-

tific,美国）和 1 %甲醛变性琼脂糖凝胶电泳鉴定 RNA的质量

和完整性，-80 ℃保存备用。B6-Chr1SJ品系提取三只小鼠的肝

脏 RNA，其中取两个样本经定量后均匀混合；B6提取四只小

鼠的肝脏 RNA，其中每两个样本经定量后均匀混合。最后委托

上海其明信息技术有限公司完成转录组的检测（Mouse Tran-

scriptome Assay 1.0 chip, Affymetrix, USA）。

1.5 表达差异基因分析

表达谱原始数据（CEL文件）导入 Transcriptome Analysis

Console v4.0 (Affymetrix) 软件，选择MTA-1_0芯片类型，采用

SST-RMA算法，从基因水平进行表达差异分析（单因素方差分

析），差异表达基因定义为倍数变化大于 1.5倍，且 P<0.05。

1.6 1号染色体功能注释

利用 Ensembl Variant Effect Predictor （VEP）v80 软件对

B6-Chr1SJ小鼠 1号染色体上的遗传变异进行功能注释，鉴定

功能突变基因。

1.7 血脂相关 QTLs筛选

利用小鼠系统遗传学资源数据库（https://systems.genetics.

ucla.edu/），筛选出已鉴定的血脂相关 QTLs。

1.8 血脂相关QTLs区段内表达差异基因与功能突变基因的鉴定

利用 bedtools中的 intersectbed将所有鉴定的表达差异基

因及功能突变基因与血脂相关 QTLs区段进行比较，筛选出候

选基因。

1.9 统计学分析方法

采用 R 语言程序包进行统计分析，计量数据全部用

（Mean± SEM）表达，使用 t检验分析两组间差异，当 P<0.05时

认为差异性显著，当 P<0.01时认为差异性极显著。

2 结果

2.1 表型分析

在血脂相关的 3项指标检测结果中，B6-Chr1SJ与 B6间均

表现出显著的差异（图 1）。其中，LDL-C水平差异最大（P<0.

01），B6-Chr1SJ 浓度是 B6 的 1.8 倍；其次是 CHOL 水平，

B6-Chr1SJ浓度为 B6的 1.4倍，同样存在差异性极显著（P<0.

01）；HDL-C水平差异最小（P<0.01），其浓度是 B6的 1.3倍。

2.2 已知血脂相关 QTLs

HMDP群体由约 100个近交系小鼠组成，包括 29个经典

近交系和 71个重组近交系。美国加利福尼亚大学洛杉矶分校

（UCLA）利用该小鼠资源，采用 GWAS研究策略，鉴定了大量

血脂相关的 QTLs和 eQTLs[9]，并建立了小鼠系统遗传学资源

数据库（https://systems.genetics.ucla.edu/）。利用该数据库，共筛

选出了 29个 CHOL相关 QTLs（9个位于 Chr 1）、47个 HDL-C
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图 3表达差异分析鉴定的基因

Fig.3 Genes identified by differential expression analysis

Note: red dots represent up-regulated genes, and green spots represent

down-regulated genes.

图 1 B6-Chr1SJ与 B6血脂水平比较

Fig.1 Comparison of blood lipid levels between B6-Chr1SJ and B6

Note: Date are expressed as Mean± SEM.

相关 QTLs（13个位于 Chr 1）和 19个 LDL-C相关 QTLs（6个

位于 Chr 1）（图 2）。

2.3 表达谱差异及 QTLs内表达差异蛋白编码基因的鉴定

Mouse Transcriptome Assay 1.0芯片可检测 65956个基因，

其中包括 36703个非编码 RNA。将 B6-Chr1SJ与 B6小鼠进行

表达差异基因分析，发现 1267个表达差异基因（fold change>1.

5且 P<0.05）。其中，589个基因在 B6-Chr1SJ的肝脏组织中表达

上调（445个为蛋白编码基因），678个表达下降（300个为蛋白

编码基因）（图 3）。结合上述血脂相关 QTLs，共发现 34个差异

表达蛋白编码基因（表 1）。

图 2 HMDP鉴定的血脂相关 QTLs在小鼠基因组上的分布

Fig.2 Distribution of lipid related QTLs identified by HMDP in mouse genome

2.4 1号染色体上 QTLs内功能突变基因的鉴定

由于 B6-Chr1SJ小鼠的特殊遗传结构，本次研究只针对 1

号染色体上 QTLs内功能突变基因进行鉴定。利用 VEP软件对

B6-Chr1SJ小鼠 1号染色体进行功能注释并鉴定功能突变基因

后，结合上述血脂相关 QTLs，共发现 50个功能突变基因（表

2）。其中，4个基因发生不只一种突变，分别是 Cd244（终止子获

得突变和错义突变）、Olfr418（移码突变和错义突变）、Ppp1r15b

（插入突变和错义突变）和 Akr1cl（起始子丢失突变和移码突

变）。此外，43个基因含一种突变，包括 1个终止子获得突变基

因（Etnk2）、2个终止子丢失突变基因（Cd84, Olfr421-ps1），2个

缺失突变基因（Nfasc, Phf3），6 个插入突变基因（Arhgap30,

Casq1, Gm28040, Kiss1, Rnf2, Plekhm3）和 9个移码突变基因

（Atp2b4, B4galt3, Cryge, Gm10188, Hlx, Nfasc, BC094916,

Cdc73, Kmo），其余 20个均为错义突变基因。
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表 1 QTLs内表达差异蛋白编码基因

Table 1 Differentially expressed protein coding genes in QTLs

Chr Gene symbol Fold change
QTL type

CHOL HDL-C LDL-C

1 4930523C07Rik -2.79 √ √ √

1 Adss -1.54 √ √

1 AI607873 2.21 √ √

1 Cacybp -1.55 √ √ √

1 Cdk18 1.61 √

1 Edem3 -1.6 √

1 Fcer1g 1.52 √ √ √

1 Fcgr3 1.59 √ √ √

1 Gm16432 3.03 √ √

1 Gm7068 5.23 √ √

1 Kmo -1.73 √ √

1 Prg4 4.89 √

1 Ptp4a1 -2.2 √ √ √

1 Pyhin1 2.25 √ √

1 Rabgap1l -1.55 √ √ √

1 Rasal2 -1.55 √ √ √

1 Soat1 1.77 √ √ √

1 Swt1 -1.79 √

1 Zbed6 -1.62 √

5 Fam126a 2.47 √ √

5 Glt1d1 -1.72 √

5 Gm9958 1.53 √

5 Rassf6 1.63 √

6 Ppm1k -1.67 √ √

8 F11 -2.08 √

8 Gm23812 3.44 √

8 Tenm3 2.83 √

11 Cd68 2.62 √

11 Igfbp3 1.98 √ √

12 Dhrs7 1.72 √

12 Fam84a 1.77 √

13 Akr1c18 2.54 √ √

13 Akr1c19 -2.79 √ √

13 Marcksl1-ps4 -2.22 √ √

15 C6 -10.4 √ √

15 Dap 1.9 √ √ √

18 Ablim3 -2.06 √ √

18 Cd74 6.19 √ √

18 Csf1r 2.28 √ √

18 Gm4951 -2.1 √ √

19 Aldh1a7 2.33 √

19 Atrnl1 -1.86 √ √ √
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2.5 血脂相关候选基因的优选

为了进一步筛选候选基因，查询 GWAS Catalog数据库

（https://www.ebi.ac.uk/gwas/），设定 P值≤ 5× 10-8，得到 527个

HDL-C关联单核苷酸多态性 (single nucleotide polymorphism,

SNP)，517个 LDL-C关联 SNP，488个 CHOL关联 SNP，分别

对应 236、202和 265个相关基因。将 GWAS数据结合已鉴定

的 QTLs内选取的表达差异蛋白编码基因及功能突变基因，发

现与 CHOL 有关的 Marc1 基因同时存在于两者中。在

B6-Chr1SJ小鼠中，Marc1 基因在 Chr1:184801966 上发生 C 到

T的非同义突变，编码氨基酸由精氨酸转变为组氨酸。

此外检索文献，了解到 Soat1是上述选取的基因中已知与

血脂代谢相关的功能基因[14]。本实验中，B6-Chr1SJ的 Soat1表达量

水平相比于 B6，提高了 1.77倍（P<0.05），有显著的表达差异。

3 讨论

染色体替换系因为除导入的一对染色体外，其基因组背景

99 %以上与受体品系一致，简化了基因组背景的影响和互作效

应，所以如果两品系间有显著的表型差异，可将可能的作用区

段或位点迅速定位于相应的染色体上[11,12]。在本研究中，采用的

野生小家鼠来源的 1 号染色体替换系 B6-Chr1SJ 在 CHOL、

HDL-C和 LDL-C这三项血脂指标上浓度均极显著性（p<0.01）

高于受体品系 B6，表明引起 B6-Chr1SJ血脂指标上升的区段或

位点很可能位于 1号染色体上。研究表明，在小鼠基因组尤其

是 1号染色体上确实含有大量与血脂相关的 QTLs[9,13]。然而目

前在 1号染色体上仅定位克隆出两个血脂功能基因 Apoa2[13]

和 Soat1[14]，其它 QTLs内的候选基因仍有待鉴定。

GWAS是以连锁不平衡为基础，应用基因组中数以百万计

的高密度 SNP作为分子标记，进行对照分析或相关性关联分

析,以期发现影响复杂性状相关的基因变异的一种新策略[15]。与

以往的候选基因关联分析不同，GWAS不需要预先假设某些特

定的基因或位点与性状相关联[16]。运用 GWAS手段，研究者们

在人群中发现了大量与血脂相关的基因 [17,18]。截至目前，在

GWAS Catalog数据库[19]中，共记录了 500个左右的血脂相关

基因。尽管如此，但其中的绝大部分并未作功能验证，仍值得我

们进一步探索研究。

近年来，研究者们利用动物模型表型数据、基因组数据和

表达谱数据，结合人类 GWAS数据进一步优化筛选候选基因

的方法被广泛运用，如 Wang[20]等利用重组近交系 B× D小鼠

结合人类 GWAS数据，筛选出一个与小鼠和人类骨密度相关

的基因 Col6a5。本研究也同样采用上述方法，结合人类 GWAS

数据筛选出一个与 CHOL 相关的基因 Marc1（mitochondrial

amidoxime reducing component 1）。与之相关的MARC蛋白十

分独特，除拥有亚硫酸氧化酶、黄嘌呤氧化酶、醛氧化酶这三种

氧化酶功能外，还拥有含钼酶功能，其在哺乳动物中具有两个

剪接变体MARC1和MARC2，相互间表现出高度的序列相似

性 [21]。人类MARC蛋白可以与细胞色素 b5B型（CYB5B）和

NADH细胞色素 b5还原酶组成 N-还原酶系统，这一酶系统能

够还原 N-羟基化合物[22]。有研究者提出 MARC2可能参与脂

肪的合成或分解代谢，因为他们发现在小鼠脂肪细胞模型中，

当脂肪合成时 MARC2的 mRNA和蛋白水平也随之上升，然

而MARC1未出现这一现象[23]。虽然目前仍未验证Marc1是否

与血脂代谢相关，但值得注意的是其编码的酶属线粒体酶，而

线粒体是细胞中制造能量的细胞器，是细胞进行有氧呼吸的主

要场所，这与脂类代谢有一定的联系；同时查找相关数据库发

现，该基因在小鼠肝脏中特异性高表达（biogps.org/），而肝脏又

是脂类代谢的重要器官，因此其极有可能与 B6-Chr1SJ血脂指

标上升有关。

此外，Soat1（sterol O-acyltransferase 1）是甾醇 O-酰基转移

酶 1编码基因。与该基因相关的 SOAT蛋白是膜结合 O-酰基

转移酶家族的成员，在哺乳动物中存在两种剪接变体 SOAT1

和 SOAT2，对于人类和小鼠这两种剪接变体在氨基酸序列上

有 50 %的同源性，特别是在近羟基端具有高度的同源性，其中

SOAT1在细胞内维持胆固醇平衡方面发挥作用，而 SOAT2则

介导饮食中的胆固醇的吸收和运输[24]。研究表明，SOAT1蛋白

位于内质网膜中，能催化游离脂肪酸和脂肪酰基辅酶 A到胆

固醇酯的转化[25]。关于 Soat1与血脂代谢的联系，Lu[14]等人在

2011年利用 B6.apoE-/-和 C3H.apoE-/-小鼠杂交的 F2代雌性群

体，验证了 Soat1的功能变异会显著影响 HDL-C、非 HDL-C和

TG水平。

综上所述，本研究利用野生小家鼠来源的１号染色体替

换系 B6-Chr1SJ和受体品系 B6，在已知血脂相关 QTLs中筛选

出表达差异蛋白编码基因和功能突变基因，最后结合人类

GWAS数据和相关文献进一步选取出 Marc1和 Soat1这两个

可能和 B6-Chr1SJ血脂升高相关的基因。其中Marc1未有报道

与小鼠血脂代谢相关，可选作候选基因进行下一步的功能验证。
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