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猪激素敏感脂酶和甘油三酯水解酶基因组织表达特性研究
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摘 要 以八眉猪为研究对象，采用 3BNIJ3 和 S-C/-2: 1)(/ 方法对猪激素敏感酯酶（W,X）和甘油三酯水解酶（BTW）基因组织

表达特点进行了研究。3BNIJ3 半定量检测显示，W,X 基因的 03+> 在检测的 % 种组织中都有表达，其中在脂肪组织表达量较

高，中等程度表达于心脏、肝脏、肺、脾和肾脏。BTW 基因在 % 种组织也均有表达，其中肝脏和脂肪组织表达量较高，心脏和肾

脏次之，脾脏和肺脏表达量较低。S-C/-2: 1)(/ 检测显示，W,X 基因在大网膜脂肪和皮下脂肪表达量最高，而在肾脏中没有检测

到表达，其他组织中中度表达；BTW 基因在大网膜脂肪、皮下脂肪、肝脏、肺脏和脾脏组织中表达，其中在脂肪组织和肝脏组织

中表达量最高，而在心脏和肾脏中没有检测到表达。以上结果表明：W,X 和 BTW 基因存在转录后调控，这可能与其在不同组

织中的功能差异有关。

关键词 猪，W,X 基因，BTW 基因，组织表达
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激素敏感脂酶（W(20(:- ,-:C5/56- X5.9C-，W,X）是

动物脂肪分解的关键酶。哺乳动物将体内的脂肪酸

以甘油三酯的形式储存在脂肪细胞内，W,X 可以将

甘油三酯水解成甘油和游离脂肪酸以满足动物体的



需要［!］。长久以来人们认为 "#$ 是甘油三酯水解

的限速酶［%］，但随着激素敏感敲除鼠的出现，这种观

点受到了更多的质疑［&’(］。许多研究表明：脂肪组织

中除去 "#$ 外还存在其他甘油三酯水解酶［)］。甘

油三 酯 水 解 酶（*+,-./010/.2+30 4/5+30-62，*7"）是 在

"#$ 敲除鼠中发现的另外一种重要的脂肪水解酶，

它在脂肪代谢和肝脏极低密度脂蛋白的合成中起着

重要作用［8］，可能是继 "#$ 之后又一个对脂肪分解

起重要调控作用的脂肪酶［9］。

生物体脂类代谢是一个十分复杂的生理生化过

程，其代谢紊乱可以引起一系列的疾病。猪是脂肪

沉积能力最强的动物之一，由于其与人类在生理生

化方面有很多相似性，尤其存在着天然的脂肪型和

瘦肉型个体，因此被认为是研究人类肥胖、糖尿病等

脂肪代谢相关疾病最佳的模式动物［:］。我国地方猪

种资源丰富，与国外猪种相比有自己的品种特点，与

瘦肉型长白猪相比我国地方猪种具有积脂率高，抗

病性强等特点。本研究主要以我国的地方肥胖品种

———八 眉 猪 为 实 验 动 物，利 用 ;*’<=; 和 >26?2+@
A03? 方法分析检测八眉猪不同部位 "#$ 和 *7" 转

录水平和翻译水平上的表达规律，为进一步阐明这

两种脂肪水解酶的功能奠定基础。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 实验动物：取 ) 头 B 月龄健康八眉公猪 &( C
BDE1 为实验动物，由陕西省宝鸡苣良农场提供。

!"!"# 主要试剂：*;FGH+2 ;2-12@? 购自北京百泰克

生物 技 术 有 限 公 司，;2I2+?J,5*K L,+6? #?+-@5 .MNJ
#/@?426,6 O,?、*-P MNJ <30/Q2+-62 购自 L2+Q2@?-6 公

司，5N*< 购自 "H-0I/H-@ R,3?2.4@3031/，!’-.?,@、"#$ 和

*7"引物由上海生工生物技术有限公司合成，"#$
抗体由加拿大蒙特利尔大学王树沛教授馈赠，*7"
抗体由加拿大阿尔波特大学 ;,.4-+5 $24@2+ 教授馈

赠，!’-.?,@ 抗体购自北京博奥森生物技术有限公司，

其它均为国产或进口分析纯试剂。

!"# 方法

!"#"! 组织样提取：将猪屠宰后迅速取其肺脏、肝

脏、脾脏、肾脏、心脏、皮下脂肪和大网膜脂肪，立即

放入液氮中保存备用。

!"#"# 总 ;NJ 和总蛋白的提取：取保存在液氮中

的各个组织，按照 *;FGH+2 ;2-12@? 总 ;NJ 提取试剂

说明书进行总 ;NJ 提取，测 !" 值，计算各组织样

总 ;NJ 浓度后分装保存于 S 8DT冰箱中待用。取

保存在液氮中的各个组织，参照《分子克隆（第二

版）》中的提取方法提取总蛋白。

!"#"$ 引物设计：分别以猪的!’-.?,@ 基因（NK S

%D(&()(）、"#$ 基因（NK S %!B&!(）和 *7" 基因（NK

S %!B%B)）为模板设计引物，引物用 <+,Q2+ <+2Q,2+ (UD
软 件 设 计。!’-.?,@ 引 物：#2@62：(V’J=*7==7=J*=
=*=**==*=’&V，J@?,62@62：(V’=*==*7=**7=*7J*==J
=J*=’&V；"#$ 引 物：#2@62：(V’*=J77*7*=***7=
777*J*’&V，J@?,62@62：(V’7==*7***=J**7=7***7’
&V；*7" 引 物：#2@62：(V’*=J77*7*=***7=777*J*’
&V，J@?,62@62：(V’7==*7***=J**7=7***7’&V。
!"#"% ;*’<=;：;* 反应总体系为 %D"$，以 ;NJ 浓

度为 依 据，计 算 各 个 组 织 加 入 的 ;NJ 量。 按

L2+Q2@?-6 ;2I2+?J,5*K L,+6? #?+-@5 .MNJ #/@?426,6 O,?
推荐的方法，以随机六聚体为引物合成 .MNJ 第 !
链。%("$ <=; 反 应 体 系：!)U("$ 灭 菌 的 二 蒸 水、

%U("$ !D W <=; AHXX2+（N"B ）% #YB，%U("$ %QQ30Z$
5N*<，DU("$ %("Q30Z$ <+,Q2+ #，DU("$ %("Q30Z$
<+,Q2+ $，!"$ %(QQ30Z$ K1=0%，DU("$ DU(HZ"$ #$%
MNJ <30/Q2+-62，!"$ .MNJ 模板。反应条件："#$：

:(T、!DQ,@；:(T、!Q,@；(&U&T、!Q,@；8%T、!Q,@，%:
个循环；8%T、!DQ,@，*7"：:(T、!DQ,@；:(T、!Q,@；

(BU8T、!Q,@；8%T、!Q,@，%: 个循环；8%T、!DQ,@，!’
-.?,@：:(T、!DQ,@；:(T、! Q,@；((U)T、!Q,@；8%T、

!Q,@，%: 个 循 环；8%T、!DQ,@。 在 <*=’%DD MNJ
2@1,@2（K[ ;262-+.4，F@. \）上进行扩增。

!"#"& 琼脂糖凝胶电泳检测：取每个组织样品的目

的基因 ;*’<=; 产物 B"$ 和对照!’-.?,@ 基因 ;*’
<=; 产物 B"$，同 !"$ 上样缓冲液混合均匀，点样于

琼脂 糖 凝 胶 孔 中，在 同 一 孔 中 加 入 9"$ M$%DDD
K-+E2+，8D] 电压下电泳 &D C BDQ,@。电泳结束后，在

>2-0?2. 凝胶成像系统拍照，并用 M3G4,@’!M 凝胶分

析软件分析（>2-0?2. =3+G），应用系统软件进行吸光

值比较分析，确定目的基因在组织样品中表达量的

相对值。

!"#"’ >26?2+@ A03? 检测：将猪各个组织蛋白分别从

凝胶转移至硝酸纤维素膜，用 (^脱脂奶粉溶液 BT
封闭过夜，*R#* 洗膜 & 次，每 次 !DQ,@；分 别 加 入

"#$（! _%DDD）和 *7"（! _%DDD）一抗，室温孵育 &4。洗

膜后再加入二抗（! _(DDD），室温孵育 !4，*R#* 洗膜 &
次，每次 !DQ,@；最后在暗室内曝光洗片。

!"#"( 数据统计分析：用 #<##!!U( 统计分析软件

进行分析，组间差异显著性用 YN‘’>Ja JNY]J（方

%&9 &’()*+* ,-./)$0 -1 2(-3*4’)-0-56 生物工程学报 %DD8，]30U%&，N3U(



差分析）进行统计分析，实验数据以平均值 ! 标准误

（"#$%& ’ ()）表示。

! 结果与分析

!"# 猪各组织中提取 $%&的完整性检测及浓度计算

所有样品的总 *+, 均显示出两条清晰、一条较

浅的条带，分别为 -.(、/.( 和 0( 1*+,（图 /），其中

-.( 1*+, 条带的亮度比 /.( 1*+, 条带的强，且没有

2+, 及其它明显的杂带，表明总 *+, 纯度很高且无

降解。所有样品的总 *+,（无酶 2)34 处理水溶解）

的 !"-56 值 与 !"-.6 值 的 比 值 均 在/ 7 5 8 - 7 6之 间

（表 /）。表明所提取的总 *+, 完全符合后续的分

子生物学实验要求。

图 / 各组织提取 *+, 的电泳图谱

9:;</ )=#>?1@AB@1#&:& 1#&C=? @D *+, #E?1$>?#F
D1@G F:DD#1#%? ?:&&C#&

/：B#$1?；-：=:H#1；I：J:F%#K；L：#A:A=@:>$ $F:A@&#；0：&CM>C?$%#@C& $F:A@&#；

5：&A=##%；N：=C%;<

表 # 各组织 $%& 浓度测定

’()*+ # $%& ,-.,+./0(/1-. 2+(340+2+./ -5 6155+0+./ /1334+3
O#$1? P:H#1 Q:F%#K )A:A=@:>$ $F:A@&# (CM>C?$%#@C& $F:A@&# (A=##% PC1;

!"-56 67L.5 670I- 67II- 676R5 67/I- 67-L/ 67-/I
!"-.6 67-.5 67-./ 67/RI 6765/ 676.I 67/I5 67/I-

4@%>#%?1C?:@%S（!;SGP） /R7LL -/7-. /I7-. I7.L 07-. R75L .70-

!"! 789、’:7 和!;(,/1. 基因循环数的确定

由于 O(P、TUO 基因和"V$>?:% 基因表达量的差

异，为了防止进入 34* 反应平台期而消除表达量的

差异，要通过实验确定 34* 反应的循环次数。本研

究经过多次实验，在各基因没有进入平台期之前选

择循环数，由图 - 可知，将 O(P、TUO 和"V#$%&’ 的

34* 循环数均定为 -R 次。

图 - 不同循环数对"V$>?:%、TUO 和 O(P 扩增效率的影响

9:;<- )DD#>? @D >K>=#& @% 34* $GA=:D:>$?:@%
#DD:>:#%>K @D"V#$%&’，O(P $%F TUO

4K>=#&：/：-/ ?:G#&；-：-I ?:G#&；I：-0 ?:G#&；L：-N ?:G#&；0：-R ?:G#&；5：I/

?:G#&；N：II ?:G#&<

!"< 789 和 ’:7 基因在八眉猪不同组织的 $’;
=>$ 检测

取八眉猪 N 种组织样的 *+, 进行 3TV34* 检

测。结果发现，O(P 基因在 N 种组织都有表达，其中

较高表达于大网膜脂肪和皮下脂肪，中等程度表达

于心、肝脏、肺、脾和肾（图 I）。TUO 基因在 N 种组

织都有表达，其中高表达于肝脏和脂肪，其次是心和

肾，低量表达于脾脏和肺脏（图 L）。

图 I 猪各组织 O(P 基因 G*+, 相对

表达丰度的显著性检验

9:;<I TB# &:;%:D:>$%># ?#&?& @D O(P G*+, #EA1#&&:@%
:% F:DD#1#%? ?:&&C#& :% A:;

/：&CM>C?$%#@C& $F:A@&#；-：#A:A=@:>$ $F:A@&#；I：B#$1? GC&>=#；L：=:H#1；0：

=C%;；5：&A=##%；N：J:F%#K；"：G$1J#1 2P-666<
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图 ! 猪各组织 "#$ 基因 %&’( 相对

表达丰度的显著性检验

)*+,! "-. /*+0*1*2302. 4./4/ 51 "#$ %&’( .678.//*50
*0 9*11.8.04 4*//:./ *0 7*+

;：/:<2:430.5:/ 39*75/.；=：.7*7>5*23 39*75/.；?：-.384 %:/2>.；!：>*@.8；A：

>:0+；B：/7>..0；C：D*90.E；F：%38D.8 GH=III,

!"# 猪各组织中提取蛋白的 $%$&’()* 检测及

+$, 和 -)+ 基因的 ./01/23 4561 检测

将从组织提取的总蛋白用 JGJKL(#M 检测，结

果见图 A。由图 A 可见，所有的样品均条带清晰，没

有降解和污染，符合进一步试验要求。

图 A 猪各组织提取蛋白 JGJKL(#M 检测

)*+,A &./:>4 51 7854.*0 .648324.9 <E
JGJKL(#M *0 9*11.8.04 4*//:./

;：/:<2:430.5:/ 39*75/.；=：.7*7>5*23 39*75/.；?：-.384；!：>*@.8；A：>:0+；B：

/7>..0；C：D*90.E,

用 $JH 和 "#$ 的特异性抗体与膜上的蛋白结

合，进行 N./4.80 <>54 分析，结果见图 B。由图 B( 可

见，$JH 基因在皮下脂肪、大网膜脂肪、心脏、肝脏、

肺脏和脾脏这 B 种组织中检测到表达。由图 BO 可

见，"#$ 基因在皮下脂肪、大网膜脂肪、肝脏、肺脏

和脾脏这 A 种组织中检测到蛋白表达，其中皮下脂

肪、大网膜脂肪和肝脏中表达量最高。

图 B $JH 和 "#$ N./4.80 <>54 分析

)*+,B (03>E/*/ 51 .678.//*50 51 $JH，"#$ +.0.
<E N./4.80 <>54 *0 9*11.8.04 4*//:./

;：/:<2:430.5:/ 39*75/.；=：@*/2.83> 39*75/.；?：-.384；!：>*@.8；A：>:0+；B：

/7>..0；C：D*90.E, (：$JH；O："#$；P：!K324*0 ,

7 讨论

甘油三酯是机体储存能量的主要物质，存在于

大部分组织中，特别是在脂肪组织和肝脏中［;I］。能

量的利用需要将甘油三酯水解为甘油和游离脂肪

酸，然后释放到血液循环中，以供机体的能量需求。

脂代谢的紊乱可以引起肥胖症和糖尿病等疾病，并

且可以造成一系列并发症［;;］。目前对甘油三酯脂

肪酶的研究主要集中在 $JH 和 "#$ 上。

$JH 是最早发现和克隆的脂肪细胞内分解甘油

三酯的脂肪酶［;=］，其在多个组织中表达，在脂代谢

的多 个 环 节 有 作 用，并 且 具 有 固 醇 脂 水 解 酶 活

性［;，;?］。$JH 蛋白含有三个主要的结构域：催化域、

编码几个磷酸位点的调节域和与脂滴蛋白结合的结

合域［;!］。"#$ 是羧酸酯酶家族的一员，它与来自其

他物种的羧酸酯酶具有很高的同源性［B］。"#$ 位于

微粒体的内质网膜上，其作用与甘油三酯的水解和

极低密度脂蛋白的分泌有关［;A］。"#$ 在鼠和人上

分别存在于第 Q 条和第 ;B 条染色体上［C］，其在鼠和

人上表达的部位并不完全相同，在人的肝脏上表达

量较高，其次是心脏、脂肪、肾脏和小肠［B］；而在鼠上

肝脏、心脏、脂肪、肾脏和小肠内均有较高的表达

量［C］。本研究主要利用和人生理生化特性相似的猪

为对象，来研究两种甘油水解酶的表达分布与功能

的关系。

猪作为一种模式动物在肥胖和糖尿病方面的研

究上有很大优势［R］。猪与人类在生理结构和生理功

能上有很多相似性，包括体重、代谢方式、器官结构

和功能、肥胖的趋势等，这使猪成为研究肥胖、糖尿

病、动脉粥样硬化和心血管等疾病的良好动物模

型［;B］。猪作为一种模型已用于人上许多疾病的研

究，包括"型糖尿病（胰岛素缺失）和#型糖尿病（胰

岛素抵抗）研究，因为在心血管解剖结构和功能、代

谢、脂蛋白结构和大小、肥胖的倾向和种类习性上，

其表现型与人相似。不同品种猪脂肪沉积能力存在

显著差异。我国的地方猪品种属于脂肪型或兼用
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型，特点是膘厚油多，沉积脂肪能力强，生长速度慢，

但肉质好，肉味香，耐粗饲。八眉猪是我国优良地方

品种，肉质口感好，但生长速度慢，脂肪沉积快，属脂

肪型猪种。

近年来，人们对基因表达的转录调控研究已十

分深入，因为转录是基因表达的第一步，也是控制表

达最关键的一步。但在转录以后，!"#$ 的加工、成

熟、降解、翻译的起始等过程中都存在复杂而精细的

调节机制，而且在基因表达过程中也起重要作用。

因此转录后的调节也逐渐成为研究的热点。本研究

显示：在转录水平上 %&’ 和 ()% 的 !"#$ 在检测的

* 种组织中都有表达，其中 %&’ 在皮下脂肪和大网

膜脂肪的表达量与其它组织相比差异显著（ ! +
,-.）这说明 %&’ 的功能主要集中在脂肪组织中，本

研究中 %&’ 转 录 水 平 和 其 他 学 者 取 得 结 论 相 一

致［/］；()% 在皮下脂肪、大网膜脂肪和肝脏的表达量

与其他组织相比差异显著（! + ,-.）。()% 除去在

脂肪组织中有作用外，在肝脏中也起着重要作用，这

和以前所取得的结论相一致［0，/* 1 /2］。在蛋白水平

上，%&’ 除在肾脏没有检测到表达外，其它组织都有

表达，在脂肪组织表达略高于其他组织；()% 则除

去心脏和肾脏没有检测到表达外，其它组织均有表

达，其中在脂肪、肝脏表达量较高，其次是肺脏和脾

脏。在 !"#$ 和蛋白水平上 %&’ 和 ()% 表达检测

到的不同结果说明，它们都存在着转录后调节，这种

调节作用主要和它们所具有的功能相一致。()%
在肝脏中的高度表说明其在水解甘油三酯外还和肝

脏极低密度脂蛋白的聚集和分泌有关［3，/.，4,］。%&’
和 ()% 是受多种激素调节的，如 56789:6、’;<:6、=>?
等［4/，44］，但是其具体调节过程和对两种水解酶表达

的影响则需要进一步的研究。
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