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摘要: 旨在研究刀鲚(Coilia nasus)过氧化物酶体增殖物激活受体 γ (peroxisome proliferator activated receptor, PPARγ)
基因的应激调控表达, 克隆并获得了刀鲚 PPARγ 基因的 cDNA 全长。刀鲚 PPARγ 基因的 cDNA 全长 1951 bp, 开
放阅读框 1470 bp, 预测编码 489 个氨基酸。刀鲚 PPARγ 包括 4 个功能结构域, 即 A/B 区, DNA 结合区(DNA binding 
domain, DBD 区), 铰链区, 配体结合区(ligand binding domain, LBD 区)。运用荧光定量 PCR (real time quantitative 
PCR, RT-qPCR) 检测刀鲚 PPARγ 基因在不同组织、运输胁迫和胚胎发育时期的表达。结果显示, 刀鲚 PPARγ 在各

组织中均有表达, 其中在肝中表达量最高, 在脑、肠、心脏、肾、头肾、肌肉中相对高表达, 在鳃和脾中微量表达。

运输胁迫过程中, PPARγ 基因表达显著上调(P<0.05), 在 4 h 达到峰值, 随后显著降低, 但仍高于对照组。PPARγ 在

胚胎发育时期各时期均表达, 其中在受精卵时期高表达, 随后表达量急剧降低, 并在此后的时期一直处于较低的

表达水平。PPARγ 基因在应激过程中发挥重要作用, 也是胚胎发育过程中重要的基因。本研究为刀鲚的人工繁育

和应激调控提供了理论基础。 
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刀鲚(Coilia nasus)俗称刀鱼, 是长江重要的

洄游性鱼类[1]。刀鲚应激反应强烈, 日常装载、运

输等操作极易造成其损伤，甚至死亡[2-3]。Du 等[4]

运用转录组技术研究发现运输应激导致刀鲚肝

“代谢”和“免疫”相关基因显著变化, 激活氧化应

激, 进而诱导并激活肿瘤坏死因子介导的线粒体

凋亡通路, 最终引起细胞凋亡, 进而引发肝、心脏

等组织的严重损伤, 诱发应激猝死。因此, 氧化应

激是造成刀鲚应激损伤和死亡的重要原因, 研究

氧化应激相关通路是解析刀鲚应激损伤和猝死机

制的关键。 
过氧化物酶体增殖物激活受体 (peroxisome 

proliferator activated receptor, PPARs), 由英国科

学家 Issemann 等 [5]在 1990 年首先发现, 具有

PPARα、PPARβ (也称 PPARδ)、PPARγ 3 种亚型[6]。

PPARγ 在脂质代谢、缓解炎症和抑制凋亡方面发

挥重要作用(图 1)。大量研究发现, PPARγ 能够调

控许多参与调节细胞内外脂质代谢的目的基因的

表达[7-11], 如调控编码参与过氧化物酶体 β 氧化

相关酶的基因[12-15]。此外, PPARγ 的激活能够显

著增加谷胱甘肽(GSH)和超氧化物歧化酶(SOD)的
量并显著减少丙二醛(MDA)缓解氧化应激[16], 还
能调控过氧化氢酶(CAT)基因的表达来清除活性

氧(ROS)[17]。不仅如此, PPARγ 还能缓解氧化应激

引起的炎症反应和抑制细胞凋亡。通过预先激活

PPARγ 能够降低缺血再灌注大鼠海马体环氧合

酶 -2(COX-2)表达 , 抑制丝裂原激活蛋白激酶

(MAPKs)和核因子 κB(NF-κB), 缓解炎症反应 , 
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对缺血再灌注大鼠海马体起到保护作用 [18-19]; 
PPARγ 的激活能够有效地抑制细胞凋亡[20], 可能

是通过升高抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达实现的[21]。

目前已经在黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)[22]、牙

鲆 (Paralichthys olivaceus)[23]、花鲈 (Lateolabrax 
japonicus)[24]和点带石斑鱼(Epinephelus coioides)[25]

等多种鱼类中开展 PPARγ基因克隆和功能研究。

鉴于其重要的生物学功能 , 本研究克隆了刀鲚

PPARγ基因 cDNA 全长, 检测了刀鲚 PPARγ 基因

在不同组织的表达, 并探究了其在运输应激过程

的应答, 为进一步了解缓解刀鲚应激猝死、减少应

激造成的经济损失, 并为刀鲚及其他鱼类的早期

发育过程中的能量代谢研究提供新的研究方向。 
 

 
 

图 1  PPARγ 信号通路图[7] 

Fig. 1  Signal pathway of PPARγ[7] 
 

1  材料与方法 

1.1  总 RNA 提取及 PPARγ基因的获取 
本研究所采用的刀鲚及其胚胎均来自中国水

产科学研究院淡水渔业研究中心宜兴屺亭养殖基

地。使用 Trizol 法提取总 RNA。提取的 RNA 经

1%琼脂糖电泳检验, Andy SafeTMDNA Gel Stain
染色显示其完整性。Prime ScriptTM II 1st Strand 
cDNA Synthesis Kit (TaKaRa, 日本)反转录获得

第一链 cDNA。根据本实验室刀鲚全基因组拼接

和组装的数据, 获得刀鲚 PPARγ 基因的 cDNA 序

列 , 设计引物扩增其全长 , 并将该片段克隆到

pGEM-T 载体 (TaKaRa, 日本 ) 上 , 经大肠杆菌

DH5α 感受态细胞(TaKaRa, 日本)转化, 筛选阳性

克隆并测序(博尚生物, 上海)。运用 RACE 方法扩

增 PPARγ基因的全长序列(转导生物公司, 武汉)。 
1.2  序列分析 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 中 的

BLASTn 和 BLASTp 分析刀鲚 PPARγ基因序列和

氨基酸序列与其他物种的相似性。SMART (http:// 
smart.embl-heidelberg.de/)预测结构域。ClustalX 
1.83 软件进行氨基酸多重序列比对。MEGA 7.0
软件构建进化树。 
1.3  应激实验 

将刀鲚幼鱼放养在 3 个水泥池(7 m×5 m×1 m)
中, 每个水泥池 120 尾。从每个水泥池中利用趋

光性快速取出 5 尾, 作为对照组, 共计 15 尾。捞

取刀鲚幼鱼后立即用 70 mg/L MS-222 麻醉并立

即处理。然后从每个水泥池中利用拉网捕捞 75 尾, 
混合并随机重新分到 15 个养殖桶(75 m×55 m× 
33 m)中, 随机分成 5 组, 每组 3 个养殖桶用于在

不同时间点取样, 分装完后, 立即对其中 3 个养

殖桶取样, 作为 0 h, 用以消除拉网等操作对鱼体

的应激。将其余养殖桶每 5 min 摇晃 10 s, 以模拟

运输过程。模拟运输过程后分别在 2 h、4 h、6 h、
8 h 从每个养殖桶中取 5 尾鱼同样用 70 mg/L 
MS-222 麻醉。麻醉后, 分别称重(8.86 g±1.76 g; 
n=90), 量体长(136.98 mm±9.26 mm; n=90), 快速

分离组织鳃、脑、肝、脾、肠、心脏、肾、头肾

和肌肉, 于液氮中保存, 运送回实验室存于80℃
冰箱中, 用于分子生物学测定。 
1.4  刀鲚 PPARγ的转录表达 

荧光定量 PCR 检测刀鲚 PPARγ基因在不同组

织、胚胎发育时期和运输应激的表达。在刀鲚

PPARγ 基因组织表达检测中, 从对照组各平行组

中随机取 1 尾刀鲚, 每个样品做 3 次重复。在刀

鲚 PPARγ 基因运输胁迫应答检测中, 从对照组、

0 h、2 h、4 h、6 h、8 h 各平行组中随机取 3 尾刀

鲚, 每个样品做 3 次重复。在刀鲚 PPARγ基因胚胎

表达检测中, 从每个胚胎发育时期各随机取 10 个

胚胎为一组, 每组样品做 3 个重复。PrimeScriptTM 
RT Reagent Kit (TaKaRa, 日本) 反转录获得第一

链 cDNA。根据刀鲚 PPARγ cDNA 核心序列设计 
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表 1  本研究所使用的引物 
Tab. 1  Sequences of primers used in this study 

引物 primer 序列(53) sequence (53) 用途 application 

4S CCATAAAGGTTGAGCGGGAGTC PPARγ 扩增上游引物 forward primer for PPARγ amplification 

4A CAGCAGCGTAATTTGGTCGTTC PPARγ 扩增下游引物 reverse primer for PPARγ amplification 

A459-1 CTTGCAGCCCTCACAG 5RACE 特异性引物 5 RACE specific primer 

A459-2 TAGTGGTACCCCGAGGCC 5RACE 特异性引物 5 RACE specific primer 

A459-3 GCACTCCAGGTTCCCCAG 5RACE 特异性引物 5 RACE specific primer 

C1 TGATTGGGACTGGGGATTGAA 18S rRNA 定量上游引物 forward primer for 18S rRNA RT-qPCR 

C2 TAGCGACGGGCGGTGTGT 18S rRNA 定量下游引物 reverse primer for 18S rRNA RT-qPCR 

35S TCAGAAGAACGGTTCGACTAAAG PPARγ 定量上游引物 forward primer for PPARγ RT-qPCR 

35A GACATTCCCACCAAAAGACACT PPARγ 定量下游引物 reverse primer for PPARγ RT-qPCR 
 

引物(表 1), 扩增片段为 124 bp, 以 18S rRNA 为

内参, 扩增片段为 114 bp。使用 Sofast Eva Green 
Supermix (Bio-Rad, 美 国 ) 和 Bio-Rad CFX96 
(Bio-Rad, 美国)进行荧光定量。反应条件为 94℃ 
2 min; 40 个循环: 94℃ 15 s, 60℃ 30 s; 72℃ 
45 s。检测熔解曲线和扩增曲线。运用 2–∆∆Ct 法计

算相对表达量。 
1.5  数据统计 

运用 SPSS 20.0 软件进行单因素方差分析

(one-way ANOVA)和 Duncan 多重比较分析, 所有

数据均以平均值±标准误( x ± SE)表示。 
 

表 2  其他物种 PPARγ 氨基酸序列 NCBI 登录号 
Tab. 2  GenBank accession numbers of  

PPARγ used in this study 
物种 species 登录号 accession number

智人 Homo sapiens  AAA80314.2 
大西洋鲱 Clupea harengu  XP_012688561.1 
大黄鱼 Larimichthys crocea  KKF28083.1 
小鼠 Mus musculus  AAC52134.1 
团头鲂 Megalobrama amblycephala  ADH95692.2 
花鲈 Lateolabrax japonicus  ABC70398.1 
金头鲷 Sparus aurata  AAT85618.1 
虹鳟 Oncorhynchus mykiss  ADN92686.1 
真鲷 Pagrus major  BAF80459.1 
草鱼 Ctenopharyngodon idella  ACF70732.1 
斑马鱼 Danio rerio  NP_571542.1 
军曹鱼 Rachycentron canadum  ABV55020.1 
红鳍东方鲀 Takifugu rubripes  BAF52670.1 

 

2  结果与分析 

2.1  刀鲚 PPARγ基因全长和序列分析 
刀鲚 PPARγ 基因 cDNA 全长 1951 bp, 其中

5-UTR 195 bp, 3-UTR 286 bp, 开放阅读框 1470 bp, 
起始于 196~198 位的 ATG 起始密码子, 终止于

1663~1665 位的终止密码子, 预测编码 489 个氨

基酸(图 2)。 
与其他物种对比, 刀鲚 PPARγ 的氨基酸序列

同样包括四个功能结构域, 即 A/B 区、DNA 结合

区(DNA binding domain, DBD 区)、铰链区(hinge 
region)、配体结合区(ligand binding domain, LBD
区)。其中, DBD 区和 LBD 区在不同物种中序列

高度保守(图 3)。 
2.2  刀鲚 PPARγ 与其他生物同源性比较和系统

发育分析 
对比刀鲚 PPARγ 与大西洋鲱(Clupea haren-

gus)等鱼类 PPARγ 氨基酸序列, 结果发现刀鲚与

同属鲱形目的大西洋鲱同源性高达 79%, 其他结果

如下: 团头鲂(Megalobrama amblycephala) 59%、草

鱼(Ctenopharyngodon idella) 57%、斑马鱼(Danio 
rerio) 57%、真鲷 (Pagrus major) 56%、军曹鱼

(Rachycentron canadum) 56%、花鲈(Lateolabrax 
japonicus) 56%、金头鲷(Sparus aurata) 56%、大

黄鱼 (Larimichthys crocea) 56% 、红鳍东方鲀

(Takifugu rubripes) 55%。 
根据 MEGA 7.0 软件绘制刀鲚 PPARγ 序列系

统进化树(图 4)。结果表明, 刀鲚与同属鲱形目的

大西洋鲱亲缘关系较近, 而与属于鲀形目的红鳍

东方鲀亲缘关系较远。这与传统分类学结果一致。 
2.3  刀鲚 PPARγ在不同组织的表达 

运用 RT-qPCR 方法检测刀鲚 PPARγ在鳃、脑、

肝、脾、肠、心脏、头肾、肾、肌肉 9 个不同组 
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图 2  刀鲚 PPARγ 基因 cDNA 全长序列及推导的氨基酸序列 
起始密码子(ATG)和终止密码子(TAG)分别用红色加粗字体表示, 氨基酸序列在核苷酸序列下 

以单大写字母符号表示, 小写字母表示非编码区序列. 
Fig. 2  The full-length cDNA sequence and deduced amino acid sequence of Coilia nasus PPARγ gene 

The start codon (ATG) and stop codon (TAG) are respectively indicated in bold red font; the amino acid sequence is represented by  
a single capital letter under the nucleotide sequence, and the lowercase letters represent the non-coding region sequence. 
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图 3  刀鲚 PPARγ 与其他鱼类 PPARγ 氨基酸序列多重比对 
Fig. 3  Alignment of the PPARγ amino acid sequences between Coilia nasus and other speices 

 
 

 
 

图 4  刀鲚 PPARγ 与其他鱼类氨基酸 
序列进化树(基于邻接法) 

Fig. 4  Phylogenetic tree based on amino acid sequences of 
Coilia nasus and other teleost based on neighbor-joining 

织的表达(图 5), 结果显示刀鲚 PPARγ在各组织中

均有表达, 其中在肝中表达量最高, 在脑、肠、心

脏、肾、头肾、肌肉中相对高表达, 在鳃和脾中

微量表达。 

2.4  刀鲚 PPARγ在胚胎发育时期的表达 
运用 RT-qPCR 方法检测 PPARγ在刀鲚胚胎不

同发育时期的表达(图 6)。各时期均检测到 PPARγ 
表达。PPARγ 在受精卵时期表达量最高, 随后表

达量显著降低, 在多细胞期、神经胚期和出膜前

期表达量显著上升, 但仍显著低于受精卵时期。

自 2 细胞期到出膜后期, 在此阶段 PPARγ 一直处

于较低的表达水平。 
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图 5  PPARγ 在刀鲚不同组织中的表达 
B: 脑; G: 鳃; H: 心脏; HK: 头肾; I: 肠; K: 肾; L: 肝;  
M: 肌肉; S: 脾. 不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  Expression of Coilia nasus PPARγ in different tissues 
B: brain; G: gill; H: heart; HK: head kidney; I: intestine; K: 

kidney; L: liver; M: muscle; S: spleen. Bars with different low-
ercase letters indicate significant differences (P<0.05). 

 

 
 

图 6  PPARγ 在刀鲚不同胚胎发育时期中的表达 
1: 受精卵; 2: 2 细胞期; 3: 多细胞期; 4: 囊胚期; 5: 神经胚

期; 6: 肌肉效应期; 7: 出膜前期; 8: 出膜后期. 
Fig. 6  Expression of Coilia nasus PPARγ during  

embryonic development 
1: fertilized eggs; 2: 2-cell stage; 3: muti-cell stage; 4: 

mid-gastrula stage; 5: neural stage; 6: muscle burl stage; 7: 
pre-hatching; 8: post-hatching. 

 

2.5  刀鲚 PPARγ对运输应激的应答 
运用 RT-qPCR 方法检测运输胁迫过程中刀鲚

肝 PPARγ 基因的应答。结果表明, 相对于对照组, 
运输应激(0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h)PPARγ 基因表达

显著上调了 4.32~62.08 倍。其中, 在运输应激 4 h
后 PPARγ 基因表达达到峰值, 随后表达量显著

降低(图 7)。 

3  讨论 

3.1  刀鲚 PPARγ 序列分析 
PPARs 的激活需要 LBD 与配体的结合, 被配

体激活的 PPARs 与类视黄醇 X 受体(retinoid X 
receptor, RXR)结合形成异二聚体。激活的 PPAR/ 
RXR 异二聚体的DBD区与靶基因启动子上的PPAR 

 
 

图 7  运输应激胁迫条件下刀鲚 PPARγ 在肝中的表达 
Fig. 7  Expression of Coilia nasus PPARγ in liver under 

transport stress 
 

反应元件(peroxisome proliferator response element, 
PPRE)相结合, 调节靶基因转录[21]。刀鲚 PPARγ
的氨基酸序列与其他物种多重比对结果显示 , 
DBD 区和 LBD 区氨基酸序列高度保守, 这表明

刀鲚 PPARγ 的配体和靶基因可能与其他物种极其

相似。 
3.2  刀鲚 PPARγ的组织表达和应激应答 

在不同的硬骨鱼类中, PPARγ 在不同组织的

表达具有种间差异[22-25]。刀鲚 PPARγ在肝中高表达, 
表明 PPARγ在刀鲚肝内代谢中发挥重要作用。硬骨

鱼类肝是调节代谢和免疫抵御的重要器官[26]。本

研究发现，运输胁迫过程中刀鲚肝 PPARγ 的表达

量显著上升, 并一直处于高表达水平。刀鲚应激

反应强烈, 极易造成猝死, 多项研究表明[2, 4, 27], 
应激导致大量能量被消耗, 机体会动员糖脂代谢

为机体提供能量。肝 PPARγ 的高表达预示着线粒

体和过氧化物酶体的 β 氧化活动增强[28-29]。研究

表明, PPARγ 调控肝脂质代谢过程中发挥重要作

用[30]。在运输胁迫过程中, PPARγ 的表达量显著

上升, 并在 4 h 达到峰值, 随后显著降低。这与刀鲚

在运输胁迫过程中血浆皮质醇变化趋势相似[2, 31]。

PPARγ 作为核受体, 受到激素的调控。因此, 在
运输胁迫过程中, 刀鲚 PPARγ 的表达可能是受到

血浆皮质醇变化的调节, 从而调节机体脂质代谢

来动员脂质以应对应激反应。 
此外, 运输应激还会引起刀鲚强烈的免疫反

应和细胞凋亡[4]。PPARγ 能够下调其靶基因的表

达来减少细胞凋亡 [20, 32], Ren 等 [21]研究发现

PPARγ 的激活可能是通过增加 Bcl-2 的表达来缓

解细胞凋亡。断奶仔猪经脂多糖(LPS)刺激后, 其
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下丘脑-垂体-肾上腺轴(HPA 轴)中 PPARγ 的表达

均上升[33]。在人类的一些炎症疾病中, PPARγ 的

表达水平也表现为上升[34-35]。因此, 刘玉兰等[33]

推测 PPARγ 的表达上升可能通过负反馈调节炎症

细胞因子的释放。Luo 等[25]研究发现激活 PPARγ 
确实能够下调某些促炎细胞因子。运输胁迫引起的

肝损伤导致刀鲚肝 PPARγ的高表达, PPARγ 再通过

调节下游靶基因来缓解应激引起的炎症反应和细

胞凋亡, 增强机体应对应激反应的耐受性。通过预

先激活 PPARγ 能够缓解缺血再灌注大鼠海马体的

炎症反应, 对缺血再灌注大鼠海马体起到保护作

用[18], 还能减少细胞凋亡, 对细胞起保护作用[21]。

这为以后刀鲚的抗应激研究提供了很好的方向。 
3.3  刀鲚 PPARγ在不同发育时期的胚胎中的表达 

PPARγ 主要通过调控脂质代谢和转运相关

基因在脊椎动物个体发育中发挥重要作用[36-38]。

脂质和糖原是胚胎发育过程中的主要能量来源, 糖
酵解和三羧酸循环途径在此阶段保持很高活性[39]。

本研究中, 刀鲚 PPARγ 在受精卵和胚胎发育各时

期均有表达。刀鲚 PPARγ 在受精卵时期高表达, 
随后表达量急剧降低, 并在此后一直处于较低的

表达水平。这表明脂类的利用在刀鲚胚胎发育时

期并不活跃, 暗示其他营养物质如碳水化合物、

氨基酸等可能是此阶段的主要功能物质。有研究

表明, 一些与刀鲚同为产含有油球的浮性卵的鱼

类如阿拉斯加狭鳕(Theragra chalcogramma)、大

西洋庸鲽 (Hippoglossus hippoglossus)、大菱鲆

(Scophthalmus maximus)胚胎中的脂肪酸含量在孵

化前一直处于较稳定的水平, 这些鱼类在孵化前

并不会利用脂类提供能量[38, 40-41]。 
综上所述 , 本研究获得了刀鲚 PPARγ 的

cDNA 全长序列, 系统分析了其序列特征, 探讨

了 PPARγ 在刀鲚不同组织, 运输胁迫过程以及胚

胎发育时期的表达模式。以上结果表明 PPARγ 在
刀鲚运输胁迫过程中发挥重要作用, 同样在胚胎

发育时期发挥重要功能。PPARγ 对上述生物学过

程中的靶基因的调控需要进一步研究。 
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Abstract: Coilia nasus is a commercially important fish species that is valued for its nutritive value and is used as 
a delicacy. It is widely distributed in the Yangtze River, coastal waters of China and Korea, and Ariake Sound in 
Japan. C. nasus is highly responsive to stress, which often causes tissue damage, apoptosis, and ultimately death 
during loading and transport, hampering the development of this industry. Peroxisome proliferator-activated re-
ceptors (PPARs) are ligand-dependent transcription factors belonging to the nuclear receptor superfamily. Like 
other nuclear receptors, PPARs consist of four domains that have distinct functions. The A/B domain, located in 
conserved N-terminus, is responsible for ligand-independent transcription activity. The C domain, which is the 
DNA-binding domain (DBD), contains two zinc finger structures. The D domain, the hinge region, connects the 
DBD with the ligand-binding domain (LBD) and is involved in the conformational changes of PPARs. The E/F 
domain is an LBD. Transcriptional activation by PPARs requires the presence of PPAR response elements (PPREs) 
in the promoter of the target gene. PPARs bind PPREs as heterodimers with retinoid X receptor. Three isoforms of 
PPARs, PPARα, PPARβ, and PPARγ, have been cloned in various mammals and fish. PPARγ is involved in many 
processes such as ontogenesis, lipid metabolism regulation, peroxisome biogenesis, immune functions and in-
flammation, and oxidative stress. The aim of this study was to investigate the stress response and expression of 
PPARγ during the embryonic development of C. nasus. Full-length PPARγ cDNA was obtained, which contained 
1951 base pairs with an open reading frame of 1470 base pairs, encoding 489 amino acids. PPARγ has four func-
tional domains, A/B region, DBD, hinge region, and LBD. Real-time quantitative PCR was used to detect the ex-
pression of PPARγ in different tissues and under transport stress. The results showed that C. nasus PPARγ was ex-
pressed in all tissues, with the highest expression observed in the liver, relatively high expression detected in the 
brain, intestine, heart, kidney, head kidney, and muscle, and low expression in the gill and spleen. During transport 
stress, PPARγ expression was significantly up-regulated (P<0.05), peaked at 4 h, and was then significantly 
down-regulated. High expression of PPARγ may increase lipid metabolism and relieve inflammation and apoptosis. 
PPARγ plays an important role in lipid metabolism and stress responses. During embryonic development, PPARγ 
shows the highest expression in the fertilized egg stage, after which its expression is rapidly decreased and then 
remains at a lower level. Lower expression of PPARγ may down-regulate lipid metabolism and transportation. This 
study provides information regarding the theoretical basis of stress regulation. 
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