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慢病毒介导狊犺犚犖犃干扰犚犅犘４促进猪前体

脂肪细胞成脂分化

程　佳，蒲　蕾，杨　浩，史新娥，郑加盟，张振宇，杨公社

（西北农林科技大学动物科技学院 动物脂肪沉积与肌肉发育实验室，杨凌７１２１００）

摘　要：为研究视黄醇结合蛋白４（ｒｅｔｉｎｏｌｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４，ＲＢＰ４）对猪前体脂肪细胞分化的影响，笔者构建了

ＲＢＰ４重组慢病毒干扰载体，包装并感染猪前体脂肪细胞，采用ＢＯＤＩＰＹ和油红Ｏ染色以及ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ等方法，

从形态学和基因表达水平检测抑制ＲＢＰ４表达对成脂分化的作用。研究结果显示，ＲＢＰ４重组慢病毒干扰载体构

建成功，病毒滴度达到６．５×１０７ｐｆｕ·ｍＬ
－１，能显著抑制猪前体脂肪细胞中ＲＢＰ４的表达水平（干扰效率在６０％以

上）。同时，干扰ＲＢＰ４能促进猪前体脂肪细胞分化，增加成脂关键基因犘犘犃犚γ、犛犚犈犅犘１ｃ和犪犘２的 ｍＲＮＡ表

达。本研究结果表明，ＲＢＰ４对猪前体脂肪细胞分化有抑制作用，为进一步研究ＲＢＰ４对猪前体脂肪细胞分化的作

用机制奠定基础。
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　　视黄醇结合蛋白４（ｒｅｔｉｎｏｌｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４，

ＲＢＰ４）属于视黄醇结合蛋白家族成员，是体内负责

转运维生素Ａ及其各种活性代谢物的蛋白。ＲＢＰ４

是１个新发现的脂肪因子，主要由肝脏和脂肪组织

表达和分泌，参与胰岛素抵抗的发生［１］。自 ＲＢＰ４

被确认为脂肪细胞因子以来，越来越多的报道显示，

血清ＲＢＰ４水平的升高与肥胖、ＩＩ型糖尿病、胰岛素

抵抗等一系列代谢疾病密切相关［２４］。目前，有关

ＲＢＰ４的研究主要集中在表达量分析及临床应用

上，对其影响细胞分化和分子机制的研究相对较

少［５７］。结合本实验室的前期研究，ＲＢＰ４在２４０日

龄猪皮下脂肪组织的表达显著高于３日龄猪
［８］，以

及ＲＢＰ４随着猪前体脂肪细胞分化表达逐渐增加

（结果未显示）的结果，笔者发现无论是在活体水平

还是细胞水平，随着脂肪沉积增加，ＲＢＰ４的表达水

平逐渐升高。因此，推测ＲＢＰ４可能在脂肪细胞分

化过程中发挥重要作用，为了研究ＲＢＰ４在猪前体

脂肪细胞分化过程中的作用，笔者构建了ＲＢＰ４重

组慢病毒干扰载体，通过抑制猪前体脂肪细胞中

ＲＢＰ４的表达，探讨其对猪前体脂肪细胞分化的影

响，为深入研究ＲＢＰ４在猪脂肪细胞分化过程中的

作用机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１～３日龄仔猪由西北农林科技大学实验猪场

提供。慢病毒载体系统和２９３Ｔ细胞系由本实验室

保存。限制性内切酶（犅犪犿ＨⅠ和犡犺狅Ⅰ）、犜犪狇酶

和Ｔ４连接酶、Ｔｒｉｚｏｌ、反转录试剂盒购于 ＴａＫａＲａ

公司，ＤＭＥＭ／Ｆ１２、Ⅰ型胶原酶、ＯｐｔｉＭＥＭ 和胎牛

血清购于Ｇｉｂｃｏ公司，质粒小量提取试剂盒、凝胶回

收试剂盒购于ＢｉｏＦｌｕｘ公司，转染用试剂 ＣａＣｌ２·

２Ｈ２Ｏ、ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ、ＮａＣｌ、Ｈｅｐｅｓ、Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ

购自Ｓｉｇｍａ公司，ＲＢＰ４抗体购于北京义翘神州生

物技术有限公司，其他试剂均为国产或进口分析纯。

１．２　猪前体脂肪细胞培养

按照已建立的方法操作［９］，无菌状态下采集１～

３日龄仔猪皮下脂肪组织，用含双抗的ＰＢＳ缓冲液冲

洗２次，剪成约１ｍｍ３ 的组织块，加入１ｍｇ·Ｌ
－１的Ⅰ

型胶原酶消化液，置３７℃ 振荡摇床内温育６０～８０

ｍｉｎ后，经２００目钢筛过滤２ 次，滤液以 １５００

ｒ·ｍｉｎ－１离心７ｍｉｎ，弃上清，用含双抗的ＰＢＳ缓冲

液重悬沉淀物，１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清，

重复３次后，用基础培养液将沉淀的细胞团制成细

胞悬液，以５×１０４个·ｃｍ－２密度接种于３５ｍｍ培

养皿中，加适量含１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养

基，置３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱培养，１２ｈ后换培养

液，除去未贴壁细胞，之后每４８ｈ换液，待细胞汇合

率达８０％时，用慢病毒侵染。

１．３　猪狆犔犲狀狋犻犎１犚犅犘４狊犺犚犖犃慢病毒重组质粒构

建与鉴定

　　根据猪犚犅犘４基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ收录号：ＮＭ

＿２１４０５７．１），利 用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司 在 线 软 件

ＢＬＯＣＫｉＴＴＭ ＲＮＡｉＤｅｓｉｇｎｅｒ筛选３条ｓｈＲＮＡ靶

序列，合成针对靶序列的相应寡核苷酸序列（表１）。

将合成的单链寡核苷酸退火形成双链，与经犅犪犿Ｈ

Ⅰ和犡犺狅Ⅰ双酶切后的ｐＬｅｎｔｉＨ１载体连接，产物

转化ＤＨ５α感受态细胞，挑选阳性克隆扩繁并提取

质粒，酶切鉴定正确后，送上海生工公司测序。

表１　猪犚犅犘４基因的干扰片段

犜犪犫犾犲１　犇犲狊犻犵狀狅犳狊犻犚犖犃狋犪狉犵犲狋犻狀犵狅狀狆狅狉犮犻狀犲犚犅犘４犵犲狀犲

干扰序号

ＲＮＡｉ

位置

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

序列信息

Ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｓｈＲＢＰ４１１６８１８９ｂｐ
５′ＧＡＴＣＣＧＧＡＣＡＡＣＡＴＣＧＴＣＧＣＣＧＡＡＴＴｃｔｃｇａｇＡＡＴＴＣＧＧＣＧＡＣＧＧＴＴＧＴＣＣＡＴＴＴＴＴＴＣ３′

５′ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＧＧＡＣＡＡＣＡＴＣＧＴＣＧＣＣＧＡＡＴＴｃｔｃｇａｇＡＡＴＴＣＧＧＣＧＡＣＧＧＴＴＧＴＣＣＡＴＧ３′

ｓｈＲＢＰ４２３５３３７４ｂｐ
５′ＧＡＴＣＣＧＡＡＡＣＧＡＴＧＡＣＣＡＣＴＧＧＡＴＣＡｃｔｃｇａｇＴＧＡＴＣＣＡＧＴＧＧＴＣＡＴＣＧＴＴＴＣＴＴＴＴＴＣ３′

５′ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＧＡＡＡＣＧＡＴＧＡＣＣＡＣＴＧＧＡＴＣＡｃｔｃｇａｇＴＧＡＴＣＣＡＧＴＧＧＴＣＡＴＣＧＴＴＴＣＧ３′

ｓｈＲＢＰ４３５５２５７３ｂｐ
５′ＧＡＴＣＣＧＣＴＧＡＴＣＡＣＴＣＡＣＡＡＴＧＧＴＴＡｃｔｃｇａｇＴＡＡＣＣＡＴＴＧＴＧＡＧＴＧＡＴＣＡＧＣＴＴＴＴＴＣ３′

５′ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＧＣＴＧＡＴＣＡＣＴＣＡＣＡＡＴＧＧＴＴＡｃｔｃｇａｇＴＡＡＣＣＡＴＴＧＴＧＡＧＴＧＡＴＣＡＧＣＧ３′

Ｎｏｎｓｅｎｓｅ
５′ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＡＴＧＣＧＴＡＧＡＡＧＧＣＡＡｃｔｃｇａｇＴＴＧＣＣＴＴＣＴＡＣＧＣＡＴＧＣＣＡＴＴＴＴＴＣ３′

５′ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＴＧＧＣＡＴＧＣＧＴＡＧＡＡＧＧＣＡＡｃｔｃｇａｇＴＴＧＣＣＴＴＣＴＡＣＧＣＡＴＧＣＣＡＧ３′

小写字母代表ｌｏｏｐ环
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８３９
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１．４　重组慢病毒包装、浓缩及滴度测定

采用磷酸钙转染法：转染前２４ｈ以２×１０４

个·ｃｍ－２密度将２９３Ｔ细胞接种于１０ｃｍ皿中，待

细胞密度８０％～９０％时进行转染。转染前２～４ｈ

更换８ｍＬ新鲜培养基，将△８．９、ＶＳＶＧ和 Ｌｅｎｔｉ

Ｈ１ｓｈＲＮＡ重组质粒按一定比例加入ｄｄＨ２Ｏ中，使

总体积为４８０μＬ，涡旋混匀；将５２０μＬ０．５ｍｏｌ·Ｌ
－１

ＣａＣｌ２ 加入质粒混合物，涡旋混匀；将２０μＬ７０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＨ２ＰＯ４ 和９８０μＬ的 ＨＮ缓冲液混匀

为ＨＮＰ缓冲液，将其边涡旋边加入质粒混合物中；

室温静置１５ｍｉｎ形成沉淀；将混合物滴加到细胞培

养皿中；１４～１６ｈ后更换新鲜培养基；４８和７２ｈ收

集上清液，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，去除细胞碎

片，０．４５μｍ滤膜过滤，１０００００ｒ·ｍｉｎ
－１离心３０

ｍｉｎ，弃上清，得到浓缩的病毒颗粒。按照１０倍倍

比稀释病毒，以１０２～１０
６浓度梯度分别感染２９３Ｔ

细胞，２ｄ后观察荧光表达情况，按公式：病毒滴度

（ｐｆｕ·ｍＬ
－１）＝ＧＦＰ阳性细胞数×病毒稀释倍数

÷０．０１ｍＬ，计算病毒滴度。

１．５　狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚检测

猪前体脂肪细胞感染病毒４８ｈ后观察荧光，收

集细胞，提取总ＲＮＡ，以此为模板，按照反转录试剂

盒说明书的条件进行反转录合成ｃＤＮＡ第一条链，

再以ｃＤＮＡ为模板，采用核酸扩增技术结合ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＩ法进行ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ测定，具体操作按照

说明书的条件进行。对β犪犮狋犻狀、犚犅犘４、犘犘犃犚γ、

犪犘２和犛犚犈犅犘１ｃ基因进行ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ分析，

根据ＮＣＢＩ上提供猪的基因序列，设计扩增核苷酸

序列的ＰＣＲ特异性引物Ｆ（ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ）和 Ｒ

（ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ），引物委托华大基因有限公司合

成（表２）。

表２　实时定量犘犆犚引物信息

犜犪犫犾犲２　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊犪狀犱狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊犳狅狉狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚

基因

Ｇｅｎｅ

登录号

ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

序列 （５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

长度／ｂｐＬｅｎｇｔｈ

（ｂｐ）

β犪犮狋犻狀 ＡＦ０５４８３７
Ｆ：ＧＧＡＣＴＴＣＧＡＧＣＡＧＧＡＧＡＴＧＧ

Ｒ：ＡＧＧＡＡＧＧＡＧＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧ
１３８

犚犅犘４ ＮＭ＿２１４０５７．１
Ｆ：ＧＧＧＣＧＴＡＧＣＡＴＣＣＴＴＣＣＴ

Ｒ：ＴＣＣＧＡＴＴＴＧＣＣＡＴＣＡＣＡＧ
２６４

犘犘犃犚γ ＮＭ＿２１４３７９
Ｆ：ＡＧＧＡＣＴＡＣＣＡＡＡＧＴＧＣＣＡＴＣＡＡＡ

Ｒ：ＧＡＧＧＣＴＴＴＡＴＣＣＣＣＡＣＡＧＡＣＡＣ
１４２

犪犘２ ＨＭ４５３２０２
Ｆ：ＧＣＧＴＧＡＧＣＧＣＡＡＣＡＡＣＡ

Ｒ：ＴＣＡＣＴＧＧＴＣＡＧＣＴＣＣＡＧＣＡＣ
１２１

犛犚犈犅犘１ｃ ＮＭ＿２１４１５７
Ｆ：ＧＡＧＣＡＣＣＡＴＡＡＣＣＴＴＡＧＡＴＧＧＡ

Ｒ：ＡＡＡＴＴＣＴＧＧＴＡＧＣＣＧＴＧＡＣＡ
２０１

　　采用２０μＬ体系：ｃＤＮＡ模板１μＬ，Ｆ和Ｒ各１

μＬ，ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇
ＴＭ（２×）９μＬ，ｄｄＨ２Ｏ加

至２０μＬ，按以下程序进行ＰＣＲ扩增：９５℃预变性

３ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，进行４０个循

环，退火时采 集 荧 光。β犪犮狋犻狀、犚犅犘４、犘犘犃犚γ、

犛犚犈犅犘１ｃ和犪犘２均以相同的条件进行ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ扩增，重复３次，基因相对表达量采用２－△△ＣＴ

法计算，以β犪犮狋犻狀为内参基因。

１．６　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

猪前体脂肪细胞感染病毒７２ｈ后观察荧光，收

集细胞，用蛋白裂解液提取细胞总蛋白；猪前体脂肪

细胞感染病毒２ｄ后，进行成脂诱导分化，８ｄ后收

集细胞，用蛋白裂解液提取总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋

白浓度，将浓度调整一致后，加入２×上样缓冲液，

煮沸１５ｍｉｎ，用１０％ＳＤＳＰＡＧＥ胶电泳，将目的条

带转移到ＰＶＤＦ膜上，用５％脱脂牛奶室温封闭２

ｈ，一抗孵育２ｈ，二抗孵育１ｈ，最后用 ＢｉｏＲａｄ

ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋曝光系统检测目的蛋白。

１．７　犅犗犇犐犘犢或油红犗染色

病毒感染猪前体脂肪细胞后，进行成脂诱导分

化，８ｄ后吸出培养基，ＰＢＳ洗３次，１０％甲醛固定

３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，用ＢＯＤＩＰＹ工作液避光浸染

９３９
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１５ｍｉｎ或６０％的油红Ｏ染色３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次

后，倒置荧光显微镜观察照相。

１．８　数据处理

用ＳＰＳＳ１３．０软件对数据采用单因素方差分析

（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）和狋检验进行方差分析与显著

性检验。

２　结　果

２．１　猪狆犔犲狀狋犻犎１犚犅犘４狊犺犚犖犃慢病毒重组质粒构

建与包装

　　先后构建了３个ＲＢＰ４的慢病毒干扰载体，分

别命名为ｓｈＲＢＰ４１、ｓｈＲＢＰ４２和ｓｈＲＢＰ４３。将

构建成功的慢病毒重组质粒和包装质粒△８．９、

ＶＳＶＧ共转染２９３Ｔ细胞，２４ｈ后观察ＧＦＰ表达．

结果显示，２９３Ｔ细胞生长良好，８０％以上细胞表达

绿色荧光蛋白（图１）。继续培养，分别于３６和７２ｈ

收集病毒上清，经过滤、浓缩后，测定滴度为６．５×

１０７ｐｆｕ·ｍＬ
－１。

２．２　慢病毒感染猪前体脂肪细胞后对犚犅犘４基因

表达的影响

　　感染前１ｄ，按照２×１０
５ 个·孔－１密度接种猪

前体脂肪细胞。感染时，用添加有６μｇ·ｍＬ
－１Ｐｏ

ｌｙｂｒｅｎｅ的１ｍＬ病毒液更换细胞培养基，２４ｈ后更

换为含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，２ｄ后荧

光显微镜下观察，若可见细胞发绿色荧光，表明慢病

毒已经整合到细胞基因组，并开始表达ＧＦＰ和干扰

片段。

病毒感染猪前体脂肪细胞４８ｈ后收集ＲＮＡ，

采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测干扰片段对犚犅犘４基因的

干扰效率，其中ｓｈＲＮＡ３的干扰效率在６０％以

上，达到预期效果，将其重新命名为 ｓｈＲＢＰ４。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果也显示，感染了ｓｈＲＮＡ３

的猪前体脂肪细胞，ＲＢＰ４蛋白表达显著降低（图

２）。结果表明，ｓｈＲＢＰ４慢病毒能够有效抑制猪前

体细胞中ＲＢＰ４的表达，在后续试验中可用于抑制

犚犅犘４基因。

２．３　干扰犚犅犘４促进猪前体脂肪细胞分化

用ｓｈＲＢＰ４病毒感染猪前体脂肪细胞后，进行

诱导分化，８ｄ后进行ＢＯＤＩＰＹ和油红Ｏ染色，检测

沉默ＲＢＰ４后对脂肪细胞分化的影响，结果（图３）

显示，ｓｈＲＢＰ４处理组细胞的分化程度明显比空白

对照组和无关序列处理组增加，而在空白对照组和

无关序列处理组间差异不明显，说明减少ＲＢＰ４的

表达能够促进猪前体脂肪细胞的分化。ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ检测ＲＢＰ４以及成脂标志基因过氧化物酶体

增生物激活受体γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａ

ｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａ，ＰＰＡＲγ）、脂肪酸结合蛋白２

（ａｄｉｐｏｃｙｔｅｐｒｏｔｅｉｎ２，ａＰ２）和固醇调节元件结合蛋

白１ｃ （ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ

１ｃ，ＳＲＥＢＰ１ｃ）基因 ｍＲＮＡ表达情况，结果（图４）

显示，降低ＲＢＰ４的表达对成脂基因的ｍＲＮＡ水平

有不同程度的影响。

３　讨　论

研究显示，脂肪组织作为内分泌器官［１０］，可分

泌多种细胞因子。但脂肪细胞因子的分泌紊乱会导

致肥胖、糖尿病等代谢综合征［１１１２］。ＲＢＰ４是近年

来新发现的脂肪细胞因子，其蛋白水平的升高与胰

岛素抵抗以及ＩＩ型糖尿病等一系列代谢综合征有

关［１３］。Ｑ．Ｙａｎｇ等研究发现，发生胰岛素抵抗的小

鼠模型其病理表现与血清ＲＢＰ４水平升高有关
［１］，

而降低血清ＲＢＰ４水平能够有效提高胰岛素的敏感

性。与瘦素（ｌｅｐｔｉｎ）和白介素６（ＩＬ６）相比，ＲＢＰ４

与胰岛素抵抗指数有更显著的相关性［１４］。这些研

究都表明，脂肪细胞因子ＲＢＰ４与肥胖、胰岛素抵抗

及代谢综合征之间的潜在联系，但其病理发生机制

尚不清楚，有的结论甚至存在矛盾［５６，１４］。因此阐明

ＲＢＰ４的细胞功能及作用机制对于控制肥胖、治疗

糖尿病等相关疾病具有重要意义。

相比其他的转染方法，慢病毒介导的ＲＮＡ干

扰，具有感染原代细胞效率高，能够长期稳定发挥作

用等特点［１５１６］。因此，作者构建了猪ＲＢＰ４慢病毒

干扰载体，并带有ＧＦＰ，可直观反应包装和感染效

果。结果显示，ｓｈＲＢＰ４慢病毒经过纯化，滴度达到

６．５×１０７ｐｆｕ·ｍＬ
－１。感染猪前体脂肪细胞后，能

有效降低猪前体细胞中ＲＢＰ４的表达水平。

感染ｓｈＲＢＰ４的猪前体脂肪细胞，经诱导分化

后的形态学检测证明，抑制ＲＢＰ４表达能够增加猪

前体脂肪细胞中脂质累积，这个结果与笔者前期检

测ＲＢＰ４在猪前体脂肪细胞分化过程中的表达趋势

的结果（数据未显示），共同验证了ＲＢＰ４对猪前体

脂肪细胞的分化有重要作用的推测。但与 Ｌ．

Ｍｕｎｋｈｔｕｌｇａ等对 ＲＢＰ４在３Ｔ３Ｌ１细胞诱导分化

过程中表达规律的研究有所差别［７］，这可能是由于

细胞特性不同造成的差异。ＢＯＤＩＰＹ作为一种荧光

染料能特异性的与细胞中的脂质结合并发绿色荧光，

０４９
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采用磷酸钙转染法将构建成功的慢病毒重组质粒和包装质粒△８．９、ＶＳＶＧ共转染２９３Ｔ细胞。３６和７２ｈ收集上

清，根据报告基因犌犉犘的表达情况确定感染效率。Ａ１．△８．９、ＶＳＶＧ和 Ｎｏｎｓｅｎｓｅ转染的２９３Ｔ细胞；Ｂ１．△８．９、

ＶＳＶＧ和ｓｈＲＢＰ４１转染的２９３Ｔ细胞；Ｃ１．△８．９、ＶＳＶＧ和ｓｈＲＢＰ４２转染的２９３Ｔ细胞；Ｄ１．△８．９、ＶＳＶＧ和

ｓｈＲＢＰ４３转染的２９３Ｔ细胞；Ａ２、Ｂ２、Ｃ２和Ｄ２是Ａ１、Ｂ１、Ｃ１和Ｄ１相应在亮视野的观察

Ｔｈｒｅｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｖｅｃｔｏｒｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏ２９３Ｔｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｐａｃｋａｇｉｎｇｐｌａｓｍｉｄｓ

ｂｙｃａｌｃｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｍｅｔｈｏｄ．Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗａｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｔ３６ｈａｎｄ７２ｈ，ａｎｄｔｈｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｗａｓｄｅｔｅｒ

ｍｉｎｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅ犌犉犘．Ａ１．２９３Ｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙ△８．９，ＶＳＶＧａｎｄ

Ｎｏｎｓｅｎｓｅ；Ｂ１．２９３Ｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙ△８．９，ＶＳＶＧａｎｄｓｈＲＢＰ４１；Ｃ１．２９３Ｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙ
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图１　慢病毒的包装

犉犻犵．１　犘狉狅犱狌犮狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犾犲狀狋犻狏犻狉狌狊

犚犅犘４重组慢病毒感染原代培养前脂肪细胞。Ａ．ＬＶＮｏｎｓｅｎｓｅ对照；Ｂ．ＬＶｓｈＲＢＰ４１；Ｃ．ＬＶｓｈＲＢＰ４２；Ｄ．ＬＶ

ｓｈＲＢＰ４３；Ｅ．ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测干扰片段对犚犅犘４基因的干扰效率，其中ｓｈＲＮＡ３的干扰效率在６０％以上 （狀＝

３；犘＜０．０５）；Ｆ．感染７２ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＢＰ４蛋白表达，βａｃｔｉｎ为内对照

ＰｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＲＢＰ４ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ．Ａ．ＬＶＮｏｎｓｅｎｓｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ．ＬＶ

ｓｈＲＢＰ４１；Ｃ．ＬＶｓｈＲＢＰ４２；Ｄ．ＬＶｓｈＲＢＰ４３；Ｅ．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＲＮＡｉｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ．Ｐｒｅａｄｉｐｏ

ｃｙｔｅｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｆｏｒ４８ｈ．ＴｏｔａｌＲＮＡｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅ

ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＲＢＰ４．ＬＶＳｈＲＢＰ４３ｈａｄｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙａｂｏｖｅ６０％ｉｎ

ｍＲＮＡｌｅｖｅｌ（狀＝３；犘＜０．０５）；Ｆ．Ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｆｏｒ７２ｈ，ｕｓｉｎｇＷｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲＢＰ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，βａｃｔｉｎａｓｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌ
图２　重组慢病毒侵染猪前体脂肪细胞的鉴定

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犾犲狀狋犻狏犻狉狌狊

ｓｈＲＢＰ４病毒感染猪前体脂肪细胞后进行诱导分化。细胞用ＢＯＤＩＰＹ和油红Ｏ染色以检测脂质积累。Ａ１、Ａ２．未感染细

胞对照；Ｂ１、Ｂ２．Ｎｏｎｓｅｎｓｅ感染细胞对照；Ｃ１、Ｃ２．ｓｈＲＢＰ４感染细胞

ＰｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈＲＢＰ４，ｔｈｅｎｗｅｒｅｉｎｄｕｃｅｄｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ．ＣｅｌｌｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＢＯＤＩＰＹａｎｄＯｉｌｒｅｄＯ

ｔｏａｓｓｅｓｓｌｉｐｉｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ．Ａ１，Ａ２．Ｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄｐｏｒｃｉｎｅｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｎｏｔｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ；Ｂ１，Ｂ２．ｐｒｉ

ｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄｐｏｒｃｉｎｅｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＮｏｎｓｅｎｓｅａｓａｃｏｎｔｒｏｌ；Ｃ１，Ｃ２．Ｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄｐｏｒｃｉｎｅｐｒｅａｄｉｐｏ

ｃｙｔｅｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈＲＢＰ４

图３　干扰犚犅犘４对猪前体脂肪细胞成脂的影响

犉犻犵．３　犅犗犇犐犘犢犪狀犱犗犻犾狉犲犱犗狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳狆狅狉犮犻狀犲狆狉犲犪犱犻狆狅犮狔狋犲狊犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀
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数据用βａｃｔｉｎ归一化（狀＝３；犘＜０．０５， 犘＜

０．０１）

Ｄａｔａｗｅｒｅｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｔｏβａｃｔｉｎ（狀＝３；犘＜０．０５，

犘＜０．０１）

图４　干扰犚犅犘４对犘犘犃犚γ、犛犚犈犅犘１犮和犪犘２表达的影

响

犉犻犵．４　犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犳狅狉犚犅犘４犪狀犱犪犱犻狆狅犮狔狋犲犿犪狉犽犲狉

犵犲狀犲狊犘犘犃犚γ，犛犚犈犅犘１犮犪狀犱犪犘２犻狀狆狅狉犮犻狀犲

狆狉犲犪犱犻狆狅犮狔狋犲狊犻狀犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺狊犺犚犅犘４犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉

犲狀狋犻犪狋犻狅狀犫狔狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚

以此定位细胞中的脂滴［１７］。与油红Ｏ染色结果相

互验证，增加结果的可靠性。由于犘犘犃犚γ和犪犘２

作为脂肪细胞分化的标志基因，其分别在启动前体

脂肪细胞分化和脂肪细胞成熟阶段起关键作用［１８］。

因此，干扰ＲＢＰ４会使犘犘犃犚γ、犛犚犈犅犘１ｃ和犪犘２

ｍＲＮＡ的表达水平显著增加，其相关分子机制还有

待进一步研究。与形态学结果共同证明ＲＢＰ４对猪

前体脂肪细胞的分化有一定的促进作用。

有研究表明，犚犅犘４基因的多态性可以作为衡

量产仔数的候选基因之一［１９２０］。结合ＲＢＰ４在猪繁

殖性状的改良研究，以期培育出皮下脂肪少、产仔数

多的优良品系，是猪育种工作今后面临的机遇和挑

战。此外，ＲＢＰ４是否会影响猪肉品质等问题，还有

待研究。

综上所述，重组慢病毒ＲＢＰ４载体的成功构建，

以及干扰ＲＢＰ４促进猪前体脂肪细胞分化的结果，

都为进一步研究ＲＢＰ４在猪脂肪细胞胰岛素信号通

路中的功能奠定了基础。
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