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SIRT1siRNA对胰岛素抵抗模型小鼠脂代谢和血小板功能的影响 *
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摘要 目的：构建携带小鼠沉默信息调节蛋白 1（SIRT1）siRNA的腺病毒载体，并检测其对胰岛素抵抗模型小鼠脂代谢和血小板功
能的影响。方法：首先化学合成小鼠 SIRT1 shRNA片断，并将目的片断亚克隆入穿梭质粒 pShuttle-U6，用 PmeⅠ线性化后与
pAdeasy-1在 BJ5183内同源重组，筛选、鉴定、测序后，在 XL10-Gold中扩增重组腺病毒质粒，最后在 293细胞内包装扩增为重组
腺病毒 Ad-SIRT1 SiRNA。用此重组腺病毒感染 3T3-L1脂肪细胞，用 RT-PCR和 ELISA检测其 SIRT1 mRNA和蛋白表达从而鉴
定其有效性。然后再将重组病毒导入胰岛素抵抗模型小鼠，检测其对小鼠脂代谢和血小板功能的影响。结果：HF组血清胆固醇、
甘油三酯、游离脂肪酸和低密度脂蛋白胆固醇显著高于正常对照组（P<0.05），而在 HR组上述指标则显著低于 HF组（P<0.05）。且
HF组高密度脂蛋白胆固醇显著低于正常对照组（P<0.05），在 HR组，高密度脂蛋白胆固醇则显著高于 HF组（P<0.05）。血小板活
化测定结果显示，与正常对照组相比，HF组血小板早期活化程度显著增强（P<0.05），而 HR组血小板早期活化程度则比 HF组显
著减弱（P<0.05），三个组中血小板晚期活化程度无显著性差异（P>0.05）。结论：携带目的基因的腺病毒载体感染脂肪细胞后，能显
著影响其 SIRT1 mRNA和蛋白表达，并影响胰岛素抵抗模型小鼠脂代谢和血小板功能。
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ABSTRACT Objective: To construct the RNA interference adenovirus expression vector specific for SIRT1 gene and to observe its
effect on the bloodfat and actived platelets in mice. Methods: Firstly, mice SIRT1 gene shRNA fragment were designed ，synthesized，
and cloned into the vector pshuttle-U6. The adenovirus vector plasmids, Ad-SIRT1 was constructed according to a two-step transforma-
tion protocol. Then transfected them into 293 packaging cells to grow adenovirus, which were further multiplied. Then 3T3-L1 cells were
infected with the two recombinant adenoviruses respectively. The mRNA expression and protein levels of SIRT1 in these cells were eval-
uated by semi-quantitative RT-PCR and ELISA. Further, High insulin-normal glucose clamp was carried out 16 weeks later. Got the
blood from jugular vein,analyze the bloodfat and the actived platelets. Results: The recombinant adenoviral plasmids Ad-SIRT1 was suc-
cessfully constructed. They remarkably downregulated the expression of SIRT1 at both the mRNA and protein levels in transfected
3T3-L1 cells, and The TG, TC, FFA and LDL-C in HF group is significantly higher than NC group , but it is significantly lower in HR
group than in HF group. While the HDL-C in HF group is significantly higher than NC group and HR group. Contrast with the NC group,
the earlier actived platelets in HF group is higher but it is no longer higher in HF group. There is no diferenes of the advanced actived
platelets in the three groups. Conclusion: The siRNA eukaryotic expression vectors against SIRT1 mRNA effectively inhibited the ex-
pression of SIRT1 in 3T3-L1 adipocytes, and down regulated the bloodfat and inhibited the earlier platelets activation in mice.
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胰岛素抵抗已经成为众多疾病如 2型糖尿病、动脉粥样硬
化及脂代谢综合症等的重要病因，胰岛素抵抗机体血清胆固

醇、甘油三酯、游离脂肪酸等升高[1]，亦有研究表明胰岛素抵抗

个体血小板活化增强[2]。沉默信息调节蛋白（silence information
regulator 2,SIR2）是 NAD依赖性的蛋白脱乙酰酶家族成员，在

改善胰岛 bate细胞功能，促进 bate细胞分泌胰岛素方面有作
用[3]，本研究构建携带 SIRT1 SiRNA的腺病毒载体，经高脂喂
养小鼠，塑造胰岛素抵抗模型，经高胰岛素 -正葡萄糖钳夹实
验，探讨白藜芦醇对胰岛素抵抗个体血脂和血小板活化的影

响。
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1 材料和方法

1.1 材料
SIRT1 shRNA以及 RNAi阴性对照序列 GFPshRNA根据

Genebank中的基因序列，通过 Ambion公司在线工具设计，并
由宝生物公司化学合成，穿梭质粒载体 pshuttle-U6由重庆医科
大学李伶教授惠赠。AdEasyTM XL腺病毒载体系统（Stratagene

公司）；PCR 试剂盒 （Takara 公司）；DH5α、AD293 细胞和
3T3-L1 前脂肪细胞株为本课题组留存；限制性内切酶、T4
DNA连接酶、Taq酶（New England Biolabs公司）；质粒小抽试
剂盒、胶回收试剂盒（华舜公司）；质粒大抽试剂盒（Axygene公
司）；胎牛血清（杭州四季青公司）；小鼠 SIRT1ELISA检测试剂
盒（Phoenix 公司）；Lipfectamin2000（Invitrogen 公司）；卡那霉
素、酶解酪蛋白、3-异丁基 -1-甲基黄嘌呤（IBMX）、胰岛素(In-
sulin)、地塞米松（DEX）(Sigma公司）；序列分析（上海鼎安生物
科技公司）。C57BL/6J小鼠 30只（SPF级，4周龄，体重 18-20g，
雌雄各半）、小鼠基础饲料及高脂饲料均购自重庆医科大学实
验动物中心。全自动生化分析仪（Cobas 6000）及试剂为罗氏公
司产品，流式细胞仪（BD FASCalibur）为 BD公司产品
1.2 方法
1.2.1 SIRT1-siRNA穿梭质粒的构建 用 XhoⅠ和 NotⅠ双酶切
穿梭质粒载体 pShuttle-U6，胶回收大片段（7.0kb），分别与化学
合成的两端已带有 XhoⅠ和 NotⅠ酶切位点的片断 SIRT1-1和
GFPshRNA用 T4 DNA连接酶 16℃连接过夜，转化 DH5α感
受态细胞，经 LB卡那霉素抗性平板筛选阳性菌落后，小量抽
提质粒，酶切并测序鉴定阳性克隆，得到的重组子命名为

pShuttle-U6-SIRT1和 pShuttle-U6-GFP。
1.2.2 重组腺病毒质粒的构建 用 PmeⅠ酶切构建好的穿梭质
粒使其线性化，胶回收后，分别电穿孔转入 BJ5183-Adeasy-1电
转感受态细胞（电压 2.5KV，电容 2.5μF，电阻 200Ω），LB卡那
霉素抗性筛选阳性菌落，小量提取质粒，PacⅠ酶切鉴定阳性克
隆后，将重组子转化入 XL10-Gold超感受态细胞扩增，再次小
量提取质粒，经 PacⅠ酶切、PCR和测序鉴定后，大量提取质
粒。得到的重组子命名为 pAd-SIRT1和 pAd-GFP。
1.2.3 重组腺病毒的包装、扩增及滴度测定 用含 10%FBS的
DMEM高糖培养基培养 AD293细胞。按 5×105个细胞 /孔接
种于无菌 6孔板中，50 mL/L CO2，37℃饱和湿度条件下培养。
PacⅠ消化重组腺病毒质粒后，按 lipfectamine2000推荐的优化
条件转染 293细胞，5～7d出现细胞病变反应(CPE)后，收集病
毒，命名为 Ad-SIRT1和 Ad-GFP。腺病毒滴度测定采用空斑形
成实验(Plaque Assay)：将 AD293细胞接种于 6孔板上，待细胞
达到 80％～90％融合时，加入不同倍数稀释的病毒上清
500μL，50 mL/L CO2，37℃饱和湿度条件下培养 10d后，加入
中性红溶液，37℃培养 2 h后统计空斑数量，根据公式：空斑数
量 /稀释因子×病毒稀释液体积，计算病毒滴度。
1.2.4 重组腺病毒感染脂肪细胞 将 3T3-L1前脂肪细胞分别接
种于两个六孔板，待细胞生长汇合至单层 2d后开始诱导。分别
以 IBMX+DEX+Insulin和 Insulin诱导 2d后，维持培养至 8～
10d，油红染色鉴定脂肪细胞。

分别以腺病毒载体 Ad-SIRT1和 Ad-GFP感染脂肪细胞，
并以未感染病毒的脂肪细胞为阴性对照, 以未分化的 3T3-L1

前脂肪细胞为空白对照, 72h后收集细胞上清和裂解细胞分别
做 ELISA和 RT-PCR检测。
1.2.5 SIRT1 mRNA 及 SIRT1 蛋白表达水平检测 提取细胞
RNA，用 RT-PCR检测 SIRT1 mRNA表达水平，按照 SIRT1
ELISA 试剂盒说明书测定标准品及各孔细胞培养上清液中
SIRT1蛋白含量。以系列浓度 SIRT1标准品绘制标准曲线，根
据标准曲线计算 SIRT1浓度。
1.2.6 动物饲养及分组 C57BL/6J小鼠编号，饲以基础饲料，自
由饮食，自然光照，动物室温度 18-25℃，相对湿度 40%-70%，
适应性喂养一周后随机分为三组：正常对照组（NC组）7只、高
脂喂养组（HF组）9只、SIRT1组（HR组）14只。NC组饲以普通
饲料，HR组和 HF组饲以高脂饲料（成分：65%基础饲料、6%蛋
黄、22%熟猪油、7%白砂糖）。十六周后，HR组静脉注射重组腺
病毒，连续两天。
1.2.7 导管植入及胰岛素钳夹术 小鼠禁食 8～10h后，行苯巴
比妥(50mg/ kg)腹腔麻醉，经右颈外静脉植入一硅胶导管，延伸
到右心房。颈动脉导管经左侧颈动脉植入达主动脉弓，管体外
部分末端用标准伤夹固定于颈背部皮肤。小鼠术后适应性饲养
3d ,空腹 12h后行高胰岛素 -正葡萄糖钳夹技术。术中小鼠可
在笼内自由活动。用 2个微电脑数字式微量注射泵由颈动脉输
注 25 %葡萄糖和胰岛素。钳夹术开始后,以 6mU/(kg·min)的速
度连续输注胰岛素,每 5～10min测定血糖(BG)浓度,并调节 25
%葡萄糖输注率(GIR)使 BG维持在 510mmol/ L左右。分别于
钳夹术前、后从颈静脉导管抽取血标本双份，分别行促凝分离
制备血清样本和 EDTA-K2抗凝制备全血样本，并用同窝小鼠
血补充血容量[3]。
1.2.8 指标检测 全自动生化分析仪上检测小鼠血清胆固醇、甘
油三脂、高密度脂蛋白胆固醇、低密度脂蛋白胆固醇、游离脂肪
酸。流式细胞仪上检测血小板活化指标。
1.2.9 数据分析 实验小鼠 30只及检测数据均纳入结果分析，
无脱失。全部数据以表示，用 SPSS 11.0软件进行统计学分析，
组间采用 t检验。

2 结果

2.1 SIRT1-siRNA穿梭质粒的构建
采用限制性内切酶 KpnⅠ+NotⅠ双酶切鉴定 pShut-

tle-U6-SIRT1、GFP质粒 DNA。结果显示酶切条带为 6.6kb和
412bp的两个片段，分别代表 pShuttle质粒和 U6+插入目的片
断，与预期结果完全一致。说明 SIRT1-siRNA表达框已经正确
克隆（图 1），DNA序列分析也进一步证实了 SIRT1-siRNA表
达框的正确插入。
2.2 重组腺病毒载体的构建
对 2种重组腺病毒质粒 DNA（pAd-SIRT1和 pAd-GFP）采

用 PacⅠ酶切后，所形成 30kb和 3.0kb两个片断代表重组发生
在左臂，另外 30kb和 4.5kb两个片断代表重组发生在复制起
始区（图 2）。
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2.3 重组腺病毒的包装和扩增及滴度测定
腺病毒质粒转染 AD293细胞 5～7d后时即可见明显特征

性的细胞病变（CPE）。细胞变大变圆，折光性增强，随后出现
串珠样改变直至葡萄簇样改变并从细胞培养板上脱落。正常
AD293细胞未见上述变化。用空斑形成实验(Plaque Assay)测
定腺病毒滴度分别为 Ad - SIRT1，4.5×108；Ad-GFP，5.6×108

PFU/ml。
2.4 SIRT1-siRNA重组腺病毒转染对 3T3-L1脂肪细胞 SIRT1
表达的抑制

分别以重组腺病毒载体 Ad-SIRT1-1和 Ad-GFP感染诱导
分化成熟的 3T3-L1脂肪细胞，用 RT-PCR分析 SIRT1 mRNA
表达水平。结果表明构建的 SIRT1 siRNA腺病毒载体能显著抑
制脂肪细胞 SIRT1基因的表达（图 3）。ELISA测定细胞上清液
中 SIRT1蛋白含量结果提示被 SIRT1 siRNA重组腺病毒转染
的脂肪细胞 SIRT1分泌显著低于正常对照组（P<0.05），见表
1，抑制率为 61 %。

图 1 穿梭质粒 pShuttle-U6-SIRT1的酶切鉴定
M: DNA marker; 1:重组质粒酶切前；2-6: KpnⅠ和 NotⅠ双酶切
pShuttle-U6-SIRT1；7：KpnⅠ和 NotⅠ双酶切 pShuttle-U6-GFP

Fig. 1 Restriction mapping of plasmid pShuttle-SIRT1- siRNA

M: Wide range DNA marker; 1: Recombinant plasmid pShuttle(6.6kb);

2-6: pShuttle-U6-SIRT1 digested by KpnⅠ＆NotⅠ(412bp);

7：pShuttle-U6-GFP digested by KpnⅠ＆Not I

图 2 重组腺病毒质粒(pAd-SIRT1-siRNA)的酶切鉴定
M:λhindⅢ digest; 1-2: PacⅠ酶切 pAd-SIRT1; 3: PacⅠ酶切pAd-GFP
Fig. 2 Restriction mapping of recombinant plasmid pAd-SIRT1-siRNA;

M:λhindⅢ digest, the highest is 23kb; 1-2: pAd - SIRT1 digested by Pac

I; 3: pAd-GFP digested by PacⅠ

图 3重组腺病毒载体转染 3T3-L1脂肪细胞 SIRT1 mRNA表达
SIRT1 PCR扩增产物(500bp)和内参 GAPDH PCR扩增产物（250bp）
M: DL2000 Maker; 1-2: Ad-SIRT1; 3: Ad-GFP; 4:空白对照; 5:阴性对

照.

Fig.3 The expression of SIRT1 mRNA in 3T3-L1 adipocytes transfected

with adenoviral plasmid.

The fragments of 500bp are for SIRT1 and 250bp for GAPDH. M: DL2000

Maker; 1-2: Ad-SIRT1; 3: Ad-GFP; 4: Non-differentiating 3T3-L1 cells; 5:

Negative control.

Note: *：P<0.05，vs normal control group

Groups Concentration of adiponectin Inhibition ratio

Ad-SIRT1-1 group 3.58±0.132* 61%

RNAi control group 6.52±0.141 --

Normal control group 5.93±0.136 --

Blank control group 4.34±0.1 --

表 1细胞上清液中 SIRT1浓度
Table1 Concentration of SIRT1 in the culture media（x±s，n＝5）

2.5 重组腺病毒对小鼠脂代谢和血小板活化的影响
小鼠血清总胆固醇（TC）、甘油三脂（TG）、高密度脂蛋白胆

固醇（HDL-C）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、游离脂肪酸
（FFA）测定结果见表 1。血小板活化指标 PAC- I、CD62见表 2。
由表可见，HF组血清胆固醇、甘油三酯、游离脂肪酸和低密度
脂蛋白胆固醇显著高于正常对照组（P<0.05），而在 HR组上述
指标则显著低于 HF组（P<0.05）。且 HF组高密度脂蛋白胆固
醇显著低于正常对照组（P<0.05），在 HR组，高密度脂蛋白胆
固醇则显著高于 HF组（P<0.05）。血小板活化测定结果显示，与
正常对照组相比，HF组血小板早期活化程度显著增强（P<0.
05），而 HR组血小板早期活化程度则比 HF组显著减弱（P<0.
05），三个组中血小板晚期活化程度无显著性差异（P>0.05）。

3 讨论

胰岛素抵抗是众多疾病如 2型糖尿病、动脉粥样硬化及脂
代谢综合症等的重要病因，胰岛素抵抗机体血清胆固醇、甘油
三酯、游离脂肪酸等升高，亦有研究表明胰岛素抵抗个体血小
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注：*与 NC组比较，P<0.05；△与 HF组比较，P<0.05

Note：*vs NC group, P<0.05；△vs HF group，P<0.05

板活化增强。高脂饮食诱导的胰岛素抵抗动物模型具有可靠、
便捷、成本低的特点,已经广泛应用于胰岛素抵抗发病机制及
某些改善胰岛素的药物研究中。高胰岛素 -正糖钳夹技术是目
前公认的评价胰岛素敏感性的金标准,由于在血浆胰岛素的优
势浓度下,可完全抑制内源性葡萄糖产生,此时外源性葡萄糖输

注率相当于外周组织的葡萄糖利用率,即可作为评价外周组织
胰岛素敏感性的指标。本文利用高脂饮食诱导小数胰岛素抵
抗，运用高胰岛素正葡萄糖钳夹技术，评价分析胰岛素抵抗小

鼠在处理因素干预前后血脂和血小板活化状态。
本实验选择了 PAC-I和 CD62P这两种可以反映血小板早

表 1 不同处理组小鼠血脂结果（x±s，n=30）
Tab.1 The results of mice blood fat in different groups（x±s，n=30）

TC TG HDL-C LDL-C FFA

NCgroup 2.0±0.2 1.0±0.05 1.8±0.2 0.3±0.1 0.51±0.1

HFgroup 15.1±0.2* 4.2±0.1* 0.9±0.2* 7.2±0.7* 1.93±0.2*

HRgroup 4.1±0.1△ 0.8±0.1△ 3.6±0.1△ 0.6±0.05△ 0.43±0.07△

注：*与 NC组比较，P<0.05；△与 HF组比较，P<0.05

Note：*vs NC group, P<0.05；△vs HF group，P<0.05

表 2 不同处理组小鼠血小板活化程度（x±s，n=30）
Tab.2 The results of mice plate activation in different groups（x±s，n=30）

PAC-I CD62

NCgroup 14.43±1.25 1.28±0.12

HFgroup 34.15±1.87* 1.38±0.12*

HR-1group 22.27±1.53△ 1.12±0.09△

期活化和晚期活化的分子作为观察血小板活化的分子标志物。
PAC-I即活化的 GPI1b/Ⅲa复合物，主要是纤维蛋白原受体，其
主要功能是与纤维蛋白原 Fg结合，通过 Fg的桥梁作用把血小
板与血小板之间、血小板与血管内皮下成分连接起来形成血小
板血栓。未活化血小板即存在 GPI1b/Ⅲa，但藏于血小板膜内
侧，不能与 Fg结合。血小板活化时，藏于血小板膜内侧 GPI1b/
Ⅲa首先暴露于血小板表面，成为血小板活化的早期标志物。
CD62P即 GM-140，静寂时选择性地分布在血小板胞浆内的 α-
颗粒上，血小板活化时，α颗粒迅速与血小板膜融合并向膜外
释放，使血小板表面高度表达 CD62P。因此，CD62P已成为目
前最具特异性血小板晚期活化标志物[4-8]。本文结果显示，HF组
血小板活化标志物 PAC-I阳性表达率显著增高，与正常对照组
比较有显著意义（P<0.05）,表明高脂饮食所致胰岛素抵抗个体
体内血小板早期高度激活。过去判断体内血小板活化程度往往
采用 ELISA 或放射免疫法测定血小板的释放产物如 β-TG、
PF4及血小板花生四烯酸的代谢产物如 TXA4、PGI2的含量变
化或测定胞浆、血小板膜上的 GMP-140数，但其标本制备比较
困难，易受体内外多种因素影响，特异性低，不能准确地反映体

内血小板的活化程度，应用流式细胞仪技术 FCM和经荧光标
记的单克隆抗体 McAb测定血小板膜糖蛋白克服了以前测定
方法上的缺陷，简便、快速、灵敏、特异，是测定血小板活化的有
效方法[9-11]。
本课题根据 siRNAs的设计原则[12-14]，设计了 2个编码小鼠

SIRT1基因的特异性 siRNA寡核苷酸插入片断，并将其亚克隆

入穿梭质粒 pShuttle-U6，用 PmeⅠ酶切线性化穿梭质粒，并与
骨架质粒 pAdeasy-1在 BJ5183细胞内同源重组，最后在 293
细胞内包装为重组腺病毒。将上述重组腺病毒感染诱导分化后
的 3T3-L1脂肪细胞，证明此 siRNA寡核苷酸片断抑制 SIRT1
表达有效，将此重组腺病毒载体命名为 Ad-SIRT1。将其感染胰
岛素抵抗模型小鼠，能降低其血脂，抑制其血小板活化。
本实验采用的 AdEasyTM XL腺病毒载体系统是目前基因

治疗中应用最广泛的一种载体系统，具有许多优点，如转染效

率高，感染的宿主范围广，可以有效地转染分裂和静止期细胞，

载体容量大，插入外源基因片断长，目的基因的蛋白在哺乳动

物细胞中的表达水平较高，而且携带基因不整合到宿主细胞基

因组中，对机体的安全性较高[15]。本研究中，我们将携带有腺病
毒骨架质粒的大肠杆菌 BJ5183感受态细胞作为重组穿梭质粒
载体转化的宿主菌，大大提高了同源重组的效率，在空斑形成

实验中测定到了较高的病毒滴度。最后，将上述带有
SIRT1-siRNA表达框的重组腺病毒（Ad-SIRT1）转染入诱导分
化后的 3T3-L1脂肪细胞，并观察了其对 SIRT1表达的抑制效
应。结果表明脂肪细胞 SIRT1mRNA和蛋白表达均受到明显抑
制，其抑制率为 61%，提示本研究设计的 SIRT1-siRNA寡核苷
酸片断能有效阻断 3T3-L1脂肪细胞 SIRT1基因的表达。本研
究同时将其感染胰岛素抵抗模型小鼠，能降低其血脂，抑制其

血小板活化。因此，可以认为 SIRT1-siRNA重组腺病毒载体质
粒的构建为研究 SIRT1与肥胖和胰岛素抵抗的发病机制之间
的关系提供了一个高效、经济的技术平台。
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