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摘要!采用同位素示踪技术研究 9̂;G介导线粒体融合素基因$!"=1.!#沉默小鼠体内物质代谢变化&构建

了含 =1.!短发卡 9̂;"3J+-4J/G- 9̂;%3Ĵ 9;#干扰质粒和阴性对照质粒&!&只f;Af’N小鼠分为转染

组和阴性对照组%每组各(!只%转染组经尾静脉注射 =1.!干扰质粒%对照组注入阴性对照质粒&质粒注入

%L后%将氚水"@I!?#或氚标记葡萄糖"@$@I$<0,N+36#经腹腔或尾静脉注射到小鼠体内%留取血标本和组织

标本%用液体闪烁计数仪测定标本放射性浓度%计算小鼠组织脂肪酸合成率和肝脏葡萄糖生成率%两组间均

数比较采用$检验&结果显示%=1.!基因转染组小鼠肝脏葡萄糖生成率为&#8&@a(’b@(%明显高于 阴 性 对

照组的!&8#(a&8")"6#"8"%#%肝 脏(肌 肉(心 脏(脂 肪 组 织 的 脂 肪 酸 合 成 率 分 别 为"8("a"8""(#8(!a

(b#"((8(Ya"8!Y(((8((a(8@(%显 著 低 于 阴 性 对 照 组"8)#a"8")%)"8%!a(@8#%%%@8YYa#b#"%&%8&@a

%8#(&以上结果表明%=1.!基因在体内葡萄糖和脂肪酸代谢中起重要作用&
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!!线粒体融合素基因$!"=G4+1,3G.$!!=1.!#
参加线粒体膜融合过程!在线粒体形态和功能维

持中起重要作用&(’(最近的研究发现&!’!其在组

织中的表达状况与代谢性疾病如肥胖以及胰岛

素抵抗密切相关(物质代谢在机体内是处于不

断更新的动态平衡中!其在机体内相互转化!是

生命活动的重要本质内容(放射性同位素示踪

技术作为一个简便)灵敏的定量分析方法已广泛

应用 &@$&!)’(基 因 沉 默"̂9;G#技 术 是 一 项 高 效

的特异性基因剔除技术!是研究特定基因功能的

有效工具!已广泛用于研究基因功能(流体力学

法是一种快速大容量质粒溶液的注射方法!已有

研究&%$’’证实该方法是活体内基因转染的有效方

法之一(本研究拟采用氚水"@I!?#和氚标记葡

萄糖"@I$<0,N+36#示 踪 法!利 用 流 体 力 学 转 染

法!研究 =1.!基因沉默小鼠体内物质的代谢变

化!进一步明确 =1.!与物质代谢之间的关系(

>!实验材料

>?>!仪器和试剂

!"""_;液 体 闪 烁 仪$美 国X/-U/-L公 司 产

品%@$@I$<0,N+36"Y8%UfT#和@I!?"%8%%=fT#$
购 于 X6-UG.E0M6-公 司 "f+34+.8=;"!((Y
dP;#%?M6C/质 粒 大 量 提 取 试 剂 盒$?M6C/
fG+46U2.NdP;%载体5<6.63G0$(8!和感受态大

肠杆菌‘I$%&$购 自 武 汉 市 晶 赛 生 物 工 程 技 术

有限公司(

>?%!实验动物

!&只PX]级’!Y周龄f;Af*N雄性小鼠!
体重(’!(#C!清洁级!由中国科学院实验动物

中心提供(

%!实验方法

%?>!H3-%短发卡V’#!915$/1.+$V’#"91VG
’##干扰质粒和阴性对照质粒的构建和鉴定

从基 因 文 库 中 选 定 目 的 基 因 =1.!基 因 序

列"9=＿"(&Y)&#!按 照3Ĵ 9;的 设 计 原 则&%’!
挑选出!条 目 标 基 因 序 列"=1.!$()=1.!$!#并

设计(条非特异性目标基因序列做为阴性对照(

=1.!$(是 位 于&"!$&!(K5%+$____;_SS;$
;<_;_SSS<S$@+!=1.!$!位 于’&%$’’&K5
%+$<<;;<;<_;__<S<;S_;;$@+!阴 性 对

照 序 列 为 %+$<;_SS_;S;;<<_<_;S<_$
@+(设 计 并 合 成 编 码3Ĵ 9; 序 列 的 ‘9; 单

链!经退火后与线性化质粒载体5<6.63G0$(8!连

接!用含卡那霉素抗性的Af液体培养基平板筛

选!小提质粒后行酶切鉴定)测序和有效性鉴定!
验 证 %+$<<;;<;<_;__<S<;S_;;$@+序

列的有效性!大量提取质粒备用!该质粒可表达

绿色荧光蛋白"<]X#(

%?%!实验动物处理

小鼠在室温"约!%Z#下!(!J开 灯 照 明!
自由进食和饮水!适应性饲养(周(按照统计学

随机 数 据 表 随 机 分 为 转 染 组 和 阴 性 对 照 组!各

(!只!每组中取’只进行肝脏葡萄糖生成测定!
另’只进行脂肪酸合成测定(实验前!小鼠禁食

(!!(&J后!固定小鼠(转染组每只在约%3内

将(8%MA含)%#C=1.!干扰质粒的XfP溶液

经尾静脉快速注入%对照组每只注入(8%MA含

)%#C阴性对照 质 粒 的XfP溶 液(尾 静 脉 注 射

&YJ后!选 取(只 小 鼠 快 速 分 离 肝 脏)心 脏)肌

肉)肾脏组织冰冻切片!荧光显微镜下观察荧光

蛋白表达情况(
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%?@!肝脏葡萄糖生成的测定

质粒注射%L后!空腹(!!(&J!将(""#A
含(Y%UfT@$@I$<0,N+36的XfP经尾静脉注入

每只小鼠!分别在%"(%和@"MG.时以罗氏血糖

仪 采 用 电 化 学 方 法 测 定 鼠 尾 末 端 葡 萄 糖 浓 度#
取("#A全血以!""#A!"V三氯乙酸稀释!去

蛋白"离心!上清液在’%Z过夜蒸发干燥!残渣

加入%MA闪烁液!用液体闪烁计数仪计数#根

据计数!参考文献$%%计算肝脏葡萄糖生成效率!
稳定状态方程为=-[9\9*

"&9*\L$#其中!

=- 为葡萄糖生成率!9 为标记物质子数!9* 为

任何时间示踪剂质子数!9*
" 为初始时间示踪剂

质子数!L$为时间段#

%?!!肝脏!肌肉!心肌及脂肪组织脂肪酸合成的

测定

小鼠 正 常 进 食!上 午#时 每 只 腹 腔 注 射

(%"#A%%%=fT
@I!?#!J后!从 鼠 尾 静 脉 取

血标本!"#A!@"""2离心("MG.!取(#A血

浆!加入%MA闪烁液!测 定 血 浆@I!?比 活 度#
分别取(""MC以上组织在@"V j?I中)"Z
皂化(%MG.!加 入(MA#%V乙 醇!)"Z加 热

!J!冷却后再加(MA#M+0&AI!P?& 酸化!在

@MA石油醚中摇动萃取脂质@次#在通风处过

夜干燥!加%MA闪 烁 液!在 液 体 闪 烁 计 数 仪 上

计数#根据所 测 计 数’MG.W((计 算 每 克 组 织 每

小时脂 肪 酸 合 成 率#计 算 公 式 为=0[’!<>
!$(&’!"\& \L$(#其 中!=0 为 脂 肪 酸 合 成

率!!< 为所测血浆标记物质子数!!$ 为 所 测 组

织示踪剂质子数!!" 为初始时间示踪剂质子数!

&为组织质量!L$为时间段$’%#

%?D!逆 转 录G聚 合 酶 链 反 应"VFGKRV#测 定

H3-%,K’#的表达

取@"MC冻存肝脏组织!以(MAS-GR+0提

取总 9̂;!分 光 光 度 计 测 定 9̂;的 纯 度 和 浓

度!反转录合成N‘9;!以相应引物进行X_̂ 反

应#=1.!上 游 引 物 为%)$<_S<<<;_;<S$
<;S<<S_SS$@)!下游引物为%)$_;<;S;$
_;<<_S_S___S<<$@)!!’@K5*%$/N4G.上 游

引 物 为 %)$S___S<<;<;;<;<_S; _<;$
@)!下 游 引 物 为%)$S_<S_;S;_S__S<_S$
S<_S$@)!@Y#K5##&Z预变性%MG.!#&Z
变性@"3!’"Z退火@"3!)!Z延伸@"3!@"个

循环#X_̂ 扩增产物 用(8%V琼 脂 糖 凝 胶 电 泳

检测#凝胶电泳后的X_̂ 产物采用美国;M6-$

3J/MfG+3NG6.N63公 司 的 凝 胶 成 像 仪 照 相 后 进

行光密度定量分析#

%?Q!统计学处理

采用PXPP(’8"软件处理结果!组间比较采

用$检验#

@!结果与讨论

@?>!质粒酶切鉴定!基因测序及有效性鉴定

质粒酶切和基因测序与设计完全符合!通过

目的基因与干扰序列共转染及流式细胞筛选!验
证出针对目的基因 =1.!的有效干扰序列为%)$
<<;;<;<_;__<S<;S_;;$@)#

所构建质粒为有效干扰质粒载体$)%!可进一

步用于以下 9̂;干扰实验#

@?%!小鼠肝脏!心脏!肌肉组织绿色荧光蛋白的

表达

组织冰冻切片荧光蛋白显 示!小 鼠 肝 脏"心

脏"肌肉可见大量绿色荧光蛋白表达#表明通过

流体力学法已将带有<]X基因的质粒导入上述

组织细胞中!并合成了绿色荧光蛋白#

@?@!流体力学转染对肝脏 H3-%,V’#表达的

影响

流体力学转染%L后!̂S$X_̂ 结果示于图

(# Ŝ$X_̂ 结 果 显 示!转 染 组 小 鼠 肝 脏 组 织

=1.!M̂ 9;表达明显下降’6#"8"%(!与对照

组比较!下降约@"V#

图>!流体力学转染 H3-%干扰质粒

对小鼠肝脏 H3-%,V’#表达的影响

@?!!肝脏葡萄糖生成

=1.!基因 沉 默 对 小 鼠 血 浆 葡 萄 糖 浓 度 及

放射性活度的影响列于表(#由表(可知!经鼠

尾静脉注 入@$@I$<0,N+36后!转 染 组 小 鼠 血 浆

葡萄糖浓度在%"(%"@"MG.各 时 间 点 均 比 对 照
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组高!$[W#8%&"6#"8""(#$[W’8Y’"6#
"b""(#$[W&8Y""6#"8"%$#转 染 组 小 鼠 血 清

放射性 活 度 在%MG.%(%MG.明 显 低 于 对 照 组

!$[@8@’"6#"8"%#$[%8)&"6#"8""($"转 染

组血清放射性活度 在@"MG.时 与 对 照 组 比 较"
差异无显著 性!6$"8"%$#=1.!基 因 沉 默 对 小

鼠肝脏葡萄 糖 生 成 的 影 响 示 于 图!&由 图!可

知"转染组小鼠葡萄糖生成率!&#8&@a(’8@($明
显高于对 照 组!!&8#(a&8")"$[W!8#!"6#
"8"%$&该结 果 表 明"=1.!基 因 表 达 与 小 鼠 体

内肝脏葡萄糖代谢直接相关&

表>!H3-%基因沉默对小鼠血浆葡萄糖浓度及放射性活度的影响

时间’MG.
葡萄糖浓度’!MM+0(AW($

对照组 转染组
$ 6

放射性活度’fT

对照组 转染组
$ 6

% !8%"a"8%Y %8&@a"8!( W#8%& #"8""( )(8"&a@8’@’!8!!a@8)# @8@’ #"8"%

(% !8Y%a"8%Y %8)"a"8%# W’8Y’ #"8""( %)8!’a!8(%&(8%(a%8"% %8)& #"8""(

@" @8"%a"8!’ ’8")a(8!@ W&8Y" #"8"% !(8%"a@8!#(#8@%a!8%& (8"@ $"8"%

图%!H3-%基因沉默对小鼠肝脏

葡萄糖生成的影响!"#"?"D"

@?D!脂肪酸合成率

小鼠血浆%组织放射活性及脂肪酸合成率列

于表!&由表!可知"经腹腔注入@I!?!J后"
转染组小鼠各组织脂 肪 酸 合 成 率 较 对 照 组!$[
!"8)#"6#"8""(#$[Yb)@"6#"8""(#$[
("8’@"6#"8""(#$[("b’!"6#"8""($显著下

降&该结果显示"小鼠 =1.!基因沉默后"肝脏%
肌肉%心肌及脂肪组织脂肪酸合成率明显减少"
表明 =1.!表达不仅与葡萄糖代谢有关"而且同

时参与了体内脂肪代谢&

表%!小鼠血浆#组织放射活性及组织脂肪酸合成率

组 织
放射性活度’fT

对照组 转染组
$ 6

脂肪酸合成率’!#M+0(CW((JW($

对照组 转染组
$ 6

血浆 ##8((a("8)Y (8(!a"8@! (Y8! #"8""( ) )

肝脏 (!8(&a(8&Y (!8’)a"8@) W"8) $"8"% "8)#a"8") "8("a"8"" !"8)# #"8""(

肌肉 &!!8)%a("!8)) ’’8@&a(&8!& ’8# #"8""( )"8%!a(@8#% #8(!a(8#" Y8)@ #"8""(

心脏 !##8%Ya)"8!’ )8’!a(8)) Y8@ #"8""( %@8YYa#8#" (8(Ya"8!Y ("8’@ #"8""(

脂肪 !@)8"Ya&)8"( Y(8"#a(#8’Y ’8( #"8""( &%8&@a%8#( ((8((a(8@( ("8’! #"8""(

!!小!结

通过体外 构 建 =1.!3Ĵ 9;质 粒"运 用 流

体力学法经鼠尾静脉将表达<]X的3Ĵ 9;质

粒导入小鼠体内"组织冰冻切片荧光显微镜下观

察发现"肝脏%心肌%肌肉组织均有荧光蛋白的表

达"证实通过流体力学法可以将构建质粒导入上

述组织细胞& Ŝ$X_̂ 结果显示"转染组小鼠肝

脏组织 =1.!M̂ 9;表 达 显 著 减 少"因 此 证 实

构建 =1.!3Ĵ 9;质粒载体是有效干扰基因序

列"流体力学法是将质粒导入体内的一种有效基

因转染方法"通过此方法可以进行活体内基因沉

默研究*Y$#+&
本研究采用尾静脉注射@$@I$<0,N+36"通过

稳定 状 态 方 程 计 算 发 现"小 鼠 =1.!基 因 沉 默

后"体内肝 脏 葡 萄 糖 生 成 明 显 增 加"因 此 =1.!
基因表达与小鼠体内肝脏葡萄糖代谢直接相关&
在探究 =1.!基因沉默与脂肪代谢间的关系时"
采用@I!?腹腔注入测定组织脂肪酸代谢率"结

果发现"与阴 性 对 照 组 比 较"小 鼠 =1.!基 因 沉

’(! 同!位!素!!!!!!!!!!!!!!!!!第!!卷!



默后!肝脏"肌肉"心肌及脂肪组织脂肪酸合成率

明显减少!而组织脂肪酸合成增加是引起组织脂

肪变性"导致胰岛素敏感组织下降的主要原因#
该结果表明 =1.!表达不仅与葡萄糖代谢有关!
而且同时参与了体内脂肪代谢!具体机制有待于

进一步研究#
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