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基因转录的影响&本试验利用同源电子克隆技术克隆

猪
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基因!构建其真核表达载体转入肝细胞!探讨其对
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基因!目的片段大小为
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!上传至
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个氨基酸!
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蛋白的分子量和等电点分别为
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基因在肝细胞中的过表达!与对照组相比!
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转染的细胞中
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基因的转录水平显著下降&结果提
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可能通过抑制肝细胞
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4R289P,

#家族包括
1

个成员!分别为
4R!

289P%

%

4R289P1

!由
1

种不同的基因编码产

生(
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4R289P,

结构包含氨基端分泌蛋白的信号

肽*卷曲螺旋结构域和羧基端纤维蛋白原样结构
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4R289P,

的氨基端和羧基端结构域有不同

的功能!

4R289P*

的氨基端卷曲螺旋结构域和羧

基端纤维蛋白原样结构域分别参与脂代谢调节(

0

)和

血管再生(
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脂蛋白脂酶"
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P8P

#是脂肪

细胞*心肌细胞*骨骼肌细胞*乳腺细胞以及巨噬细

胞等合成和分泌的一种糖蛋白!以同源二聚体形式

保持
P8P

的活性&

P8P

可以将乳糜微粒和极低密

度脂蛋白中的甘油三酯分解!为脂肪*肌肉和心等组

织提供游离脂肪酸&

P8P

还参与极低密度脂蛋白

和高密度脂蛋白间的载脂蛋白和磷脂的转换!载脂

蛋白
>
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的
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端第
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位氨基酸具有激活
P8P

的作用&

0M0

基因表达变化直接影响
P8P

功能!

0M0

基因表达异常能导致脂质代谢紊乱!影响机体

正常的生命活动&

研究表明!

4R289P*

和
4R289P)

在脂代谢

调节中发挥重要作用(

)!.
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&其作用机制为释放
R

端

功能区!以可逆或不可逆的方式干扰
P8P

二聚体的

形成!进而抑制
P8P

的活性&
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蛋白的结构与

血管生成素蛋白家族相似!其结构中包含氨基端卷

曲螺旋结构域和羧基端纤维蛋白原样结构域(

1

)

!属

于
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中的一员&将
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与
1

种
4R289P

蛋白的氨基端结构域进行进化分析!发现
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与

4R289P*

亲缘关系最近(
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4R289P*

能抑制

P8P

酶活性在脂代谢调节中发挥作用!提示
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可能在脂代谢中发挥重要作用&研究表明!
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能抑制
P8P

的酶活性!从而降低体内甘油三酯的分

解!升高血清中甘油三酯的含量(

/!%&

)
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是新

发现的一个脂代谢调节关键因子(

%%

)

!有关猪
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基因的研究报道较少&本试验根据
2=-\;-X

已

公布的人和鼠的
4(

9
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序列!应用同源电子克隆技

术克隆猪
4(

9

$<()

基因!构建其真核表达载体转入肝

细胞!探讨其对
0M0

基因转录的影响!为进一步研

究猪
4(
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基因在脂代谢调节中的作用奠定基础&
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材料与方法
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!

材料

猪肝组织来自河南省开封市永康猪场!

P!&0

肝

细胞购自上海博谷生物有限公司&

#D!
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试剂与仪器

8\

转 座 子 载 体 质 粒
8\!>;%!M:'+!=KQM

"

5\W

公司#'限制性内切酶"

M<#
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*
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*

="+B

&

#*
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]R4

连接酶"

RC\

公司#'质粒提取试剂盒*

P4

9;

[

酶*

0k5̂ \B :;,A=<:$F

*反转录试剂盒和

5̂ \B8<=D$FCF9;
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9;Z;B;

公司#'转染试剂

9?<J#T=@A

"

9H=<D#

公司#'

]:C:

培养基"

L

S

@E#-=

公司#*胎牛血清
7\5

"

2$J@#

公司#'嘌呤霉素"

5$

G

!

D;

公司#'

=F"+4(]L6;

感受态细胞"

9;Z;B;

公

司#'温度梯度
8>B

分析仪"

\$#D=A<;

公司#*荧光定

量
8>B

仪"

C

VV

=-"#<T

公司#&

#D'
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方法
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基因的克隆与鉴定
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根据
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公布的人和鼠的
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序列!应用同源电子

克隆技术获得猪
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序列!利用软件
8<$D=<6'&

设计特异性引物!上游引物$

6q!>>4929>>4>2>!

9>492>92!*q

'下游引物$

6q!99>92>>>442!

>422>9>42!*q

!预期目的片段为
.%6J

V

!引物由

9;Z;B;

公司合成&提取猪肝组织
BR4

!反转录合

成
@]R4

!用
P49;

[

聚合酶扩增
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基因&反

应条件$

/6m6D$-

'

/6m*&,

!

.&m*&,

!

10m

)&,

!

*&

个循环'

10m%&D$-

'

)m

保存&

%_

琼脂

糖凝胶电泳检测扩增目的片段并回收!将目的片段

与
V

:]%/!9

载体连接!重组质粒命名为
V

:]%/!

E$

V

;,$-

!转化
]L6

(

!进行蓝白斑筛选!挑选白色菌

落进行扩大培养!提取质粒用
M<#W

进行酶切鉴定

"片段为
%/0

*

*&)

和
0(%0J

V

#!将阳性结果送至上

海生物工程有限公司进行测序&

%'*'0

!

8\!C278!P$

V

;,$-

真核表达载体的构建与

鉴定
!!

设计带有酶切位点的引物!上游引物$

6q!

4>929>42>4929>>4>2>9>492>9292!*q

!下

游 引 物$

6q!4>924499>22>>2224292>9!

2>>492!*q

"下划线分别为
J,&

&

*

="+B

&

酶切位

点和保护碱基#'以测序正确的质粒
V

:]%/!E$

V

;,$-

为模板!用
P4 9;

[

聚合酶扩增带有酶切位点的

4(

9

$<()

基因&

8>B

产物用
%_

琼脂糖凝胶电泳鉴

定并回收目的片段&

将带有酶切位点的
4(

9

$<()

片段和
M5!=KQM

质粒分别用
J,&

&

*

="+B

&

进行双酶切!并用
9)

]R4

连接酶连接!重组载体转化
]L6;

!挑选克隆扩

大培养!提质粒!命名为
8\!C278!E$

V

;,$-

!将
J,&

&

*

="+B

&

酶切鉴定"片段大小为
.&&

和
1060J

V

#正

确的质粒送上海生物工程有限公司测序&

%'*'*

!

细胞转染与筛选
!!

将冻存的
P!&0

肝细胞

复苏!用含
%&_

胎牛血清的
]:C:

培养基!在
*1

m

*

6_ >M

0

培养箱中进行培养&待细胞生长状态

良好!按
%k%&

6 个1

DP

b%消化接种于
.

孔板!继续

0%)
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期 李曼曼等$猪
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$<()

基因的克隆及其对肝细胞
0M0

基因转录的影响

培养至细胞融合度为
(&_

%

/&_

时!将
8\!C278!

E$

V

;,$-

和
8\!C278

质粒分别转染细胞!转染
0)H

后!用含
*'&D

G

1

DP

b%嘌呤霉素的培养基进行筛

选!每
0)H

观察细胞的状态!筛选
)"

后得到稳定

表达的细胞株&将稳定表达
4(

9

$<()

"试验组#和转

8\!C278

质粒的肝细胞"阴性对照组#以
%k%&

6

个1

DP

b%接种
.

孔板!待细胞融合度为
(&_

%

/&_

收集细胞!每组
*

孔!重复
*

次&

%'*')

!

0(

9

$<()

和
0M0

基因转录水平检测
!!

根

据
2=-\;-X

公布的猪甘油醛
!*!

磷酸脱氢酶"

2E

S

@!

=<;E"=H

S

"=!*!

V

H#,

V

H;A="=H

S

"<#

G

=-;,=

!

248]L

#*

0M0

的
DBR4

序列和本实验室提交
2=-\;-X

的

猪
4(

9

$<()

基因序列"登录号$

Z7&%16/(

#!利用软件

8<$D=<6'&

设计引物!引物序列见表
%

!由
9;Z;B;

公司合成&利用
9<$K#E

法提取细胞总
BR4

!按照

9;Z;B;

公司反转录试剂盒的说明书进行
@]R4

合

成!采用荧光定量
8>B

法测定细胞中
K!MT@

*

4(

9

$<()

和
0M0

基因的转录水平&反应体系$

0o6

3

P@]R4

!

%&

3

P0k5̂ \B

7

8<=D$FCF9;

[

!上下

游引物各
&'0

3

P

"

0&

3

D#E

1

P

b%

#!加水补齐至
0&

3

P

&

8>B

反应条件$

/6m

预变性
0D$-

'

/6m

变性

%6,

!

.&m

退火
0&,

!

10m

延伸
0&,

!共
)&

个循环&

表
#

!

(K0

扩增反应的引物

E1@F,#

!

E3,

G

).6,)-=-,9./(K016

G

F.4.21;.*/),12;.*/-

基因

2=-=

引物"

6q!*q

#

8<$D=<

片段大小%
J

V

5$K=

退火温度%
m

4--=;E$-

G

A=D

V

=<;A?<=

K!MT@

"

R:&&%06.1//

#

7

$

924>99>44>42>24>4>>>4

B

$

>4>>>92992>92942>>444

%0% .&

4(

9

$<()

"

Z7&%16/(

#

7

$

924>9>92>9>99>>49222

B

$

422>994>4>2942>9>>92

%/0 .&

0M0

"

R:&&&0*1'0

#

7

$

9492>42442>>>>2429

B

$

492442424924492242

0)6 .&

%'*'6

!

荧光定量
8>B

数据分析
!!

以
K!MT@

基

因作为内参基因!通过公式计算细胞中
4(

9

$<()

和

0M0

基因的转录水平$

B;A$#p C

A;<

G

=A

8

>AA;<

G

=A

"

@#-A<#E!,;D

V

E=

#

%

C

<=T=<=-@=

8

>A<=T

"

@#-A<#E!,;D

V

E=

#

!其中!

B;A$#

为
DBR4

相对转

录水平'

C

A;<

G

=A

为目的基因扩增效率'

C

<=T=<=-@=

为内参基

因扩增效率!

>A

@#-A<#E

为对照组的
>A

值!

>A

,;D

V

E=

为样品

组的
>A

值&对
DBR4

相对表达量采用
8<$,D.'&

统计软件分析处理!组间采用学生
#

检验!

"

代表

M

#

&'&6

!差异显著!

""

代表
M

#

&'&%

!差异极显著&

!

!

结
!

果

!D#

!

%$

&

.0$'

基因的克隆和鉴定

4(

9

$<()

基因扩增结果见图
%

!在约
.%6J

V

处出

现目的条带!与预期片段大小相符'质粒酶切鉴定结

果见图
0

!在
%/0

*

*&)

和
0(%0J

V

处出现目的条带!

与预期片段大小相符'将酶切鉴定正确的质粒测序

结果与电子克隆序列进行比对!且上传至
2=-\;-X

"登录号$

Z7&%16/(

#&

4(

9

$<()

基因的开放阅读框

大小为
6/)J

V

!编码
%/1

个氨基酸!

E$;

V

,$-

蛋白的

分子量和等电点分别为
0%'//X?

和
.'1/

&

:']R4

相对分子质量标准'

%

%

*'

猪肝组织
4(

9

$<()@]!

R4

扩增结果

:']R4D;<X=<

'

%!*'9H=;D

V

E$T$@;A$#-<=,?EA#T

V

$

G

4(

9

$N

<()@]R4$-E$U=<A$,,?=,

图
#

!

猪
%$

&

.0$'2NR:

扩增结果

C.

+

D#

!

:6

G

F.4.21;.*/),-=F;-*4

G

*)2./,%$

&

.0$'2NR:

!D!

!

真核表达载体
(X7Q5C(7F.

G

1-./

的鉴定

真核表达载体
8\!C278!E$

V

;,$-

的鉴定结果见

图
*

&由图
*

可知!

J,&

&

*

="+B

&

双酶切后分别得

到约
.&&J

V

的目的片段和
1060J

V

的载体片段!与

预期结果一致!提示真核表达载体
8\!C278!E$

V

;,$-

构建成功&

*%)
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:']R4

相对分子质量标准'

%

%

*'

V

:]%/!E$

V

;,$-

:']R4D;<X=<

'

%!*'

V

:]%/!E$

V

;,$-

图
!

!

!0C

!

酶切鉴定

C.

+

D!

!

G

?N#Y7F.

G

1-./9.

+

,-;,9@

>

),-;).2;.*/,/Z

>

6,!0C

!

:']R4

相对分子质量标准'

%

%

*'8\!C278!E$

V

;,$-

:']R4D;<X=<

'

%!*'8\!C278!E$

V

;,$-

图
'

!

(X7Q5C(7F.

G

1-./

双酶切$

<?"

!

&

=>60

!

%鉴定

C.

+

D'

!

(X7Q5C(7F.

G

1-./9.

+

,-;,9@

>

),-;).2;.*/,/Z

>

6,

<?"

!

1/9=>60

!

!D'

!

荧光定量
(K0

检测

荧光定量
8>B

检测结果见图
)

&由图
)

可知!

样品中
0M0

*

4(

9

$<()

*

K!MT@

基因的熔解曲线均

较集中!有单一的熔解曲线峰!基本上无杂峰出现!

说明
0M0

*

4(

9

$<()

*

K!MT@

基因的扩增产物特异

性较好&各基因在每个样品中的
>A

值均不相同!说

明不同样品中各基因的起始模板数不同&

!D%

!

%$

&

.0$'

基因的转录水平

4(

9

$<()

基因的转录水平见图
6

&由图
6

可知!

空载体
8\!C278

转染细胞中未检测到
4(

9

$<()

基

因的转录!

8\!C278!E$

V

;,$-

转染的细胞中有
4(

9

$N

<()

基因的转录'与空载体
8\!C278

转染细胞相

比!

8\!C278!E$

V

;,$-

转染的细胞中
4(

9

$<()

基因的

转录水平显著上升"

M

#

&'&%

#&提示
4(

9

$<()

基因

在肝细胞中实现了过表达&

!DH

!

%$

&

.0$'

对
H!H

基因转录水平的影响

4(

9

$<()

对
0M0

基因转录水平的影响见图
.

&

由图
.

可知!与空载体
8\!C278

转染细胞相比!

8\!C278!E$

V

;,$-

转染的细胞中
0M0

基因的转录

水平显著下降"

M

#

&'&6

#!即
4(

9

$<()

过表达后能使

0M0

基因转录水平下降&提示
4(

9

$<()

可能抑制

0M0

基因的转录&

'

!

讨
!

论

P$

V

;,$-

是
4R289P

家族中的一个新成员!由

肝产生后进入血液!调节血浆甘油三酯的水平!其分

泌严格受机体营养水平的调控!禁食时肝和脂肪组

织中的
4(

9

$<()DBR4

水平及血浆中的蛋白水平明

显降 低(

%0

)

&

4(

9

$<()

与
4R289P*

亲 缘 关 系 最

近(

(

)

!

4R289P*

能够抑制
P8P

的酶活性!进而在

脂代谢调节中发挥作用!提示
4(

9

$<()

可能参与脂代

谢的调节&

4(

9

$<()

基因突变与人的低密度脂蛋白

和高密度脂蛋白血症密切相关&脂肪生成时诱导

E$

V

;,$-

蛋白高表达!禁食或寒冷条件下
E$

V

;,$-

和

4R289P)

的表达变化相反&敲除小鼠
4(

9

$<()

基

图
%

!

荧光定量
(K0

检测各基因的熔解曲线$左%和扩增曲线$右%

C.

+

D%

!

E3,6,F;./

+

$

F,4;

%

1/916

G

F.4.21;.*/

$

).

+

3;

%

2=)M,-*4

+

,/,-9,;,2;,9@

>L

=1/;.;1;.M,4F=*),-2,/2,(K0

)%)



!

0

期 李曼曼等$猪
4(

9

$<()

基因的克隆及其对肝细胞
0M0

基因转录的影响

""

'M

#

&'&%

图
H

!

肝细胞中
%$

&

.0$'

基因的转录水平

C.

+

DH

!

E3,;)1/-2).

G

;.*/F,M,F*4%$

&

.0$'

+

,/,./3,

G

1;*7

2

>

;,-

图
$

!

H$

&

.0$'

对
H!H

基因转录水平的影响

C.

+

D$

!

Q44,2;-*4%$

&

.0$'*/;3,;)1/-2).

G

;.*/F,M,F*4H!H

因!血浆甘油三酯含量较低!当
4(

9

$<()

基因过表达

时!甘油三酯水平显著提高(

%*

)

&推测
4(

9

$<()

在调

控血浆甘油三酯水平和外周组织摄取脂肪酸方面发

挥重要作用(

%)!%6

)

&

肝作为营养物质代谢的中心!也是脂代谢的重

要器官&研究表明!人的
4(

9

$<()

主要存在于肝组织

中!小鼠的肝和脂肪组织中
4(

9

$<()

比较丰富!尤其

是棕色脂肪组织(

/

)

&有关猪
4(

9

$<()

基因的研究报

道较少!本试验利用同源电子克隆技术获得猪
4(

9

$N

<()

基因序列!从肝组织中成功克隆
4(

9

$<()

基因!并

且已上传至
2=-\;-X

"登录号$

Z7&%16/(

#&

4(

9

$<()

基因开放阅读框大小为
6/)J

V

!编码
%/1

个氨基酸!

E$;

V

,$-

蛋白的分子量和等电点分别为
0%'//X?

和

.'1/

&

生理和病理状态下
P8P

活性与各器官组织的

营养需要密切相关&小鼠和人的
P8P

功能异常会

引起严重的高甘油三酯血症(

%.

)

&研究表明!

4(

9

$<()

能抑制
P8P

的酶活性!从而降低体内甘油三酯的分

解!升高血清中甘油三酯的含量(

/!%&

)

!是新发现的一

个脂代谢调节关键因子(

%%

)

&推测
4(

9

$<()

可能直接

抑制了
P8P

活性!也可能通过促进
4R289P*

的

剪切!暴露其
R

端结构域!进而抑制
P8P

的活

性(

%1

)

&研究发现!

4(

9

$<()

和
!JKM?0*

共表达时!

能使血浆中甘油三酯的含量提高
%&

倍!提示二者可

能存在协同作用(

%*

)

&本试验将构建的真核表达载

体
8\!C278!E$

V

;,$-

转入肝细胞!检测
4(

9

$<()

过表

达后
0M0

的转录水平&结果发现!

4(

9

$<()

过表达

能显著降低
0M0 DBR4

水平!提示
4(

9

$<()

能抑制

0M0

的转录!为猪
4(

9

$<()

可能参与血浆甘油三酯

的代谢调控提供了试验依据!真核表达载体
8\!

C278!E$

V

;,$-

的构建成功为进一步研究猪
4(

9

$<()

在脂代谢调控中的作用提供了技术支持和保障&
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