
·论著· 文章编号: 1007 － 8738( 2012) 09 － 0944 － 05

脂滴包被蛋白对鸡前脂肪细胞脂质蓄积的影响
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［Abstract］ AIM: To explore the effect of perilipin 1 on
chicken preadipocyte lipid accumulation． METHODS: Firstly，
pcDNA3． 1-perilipin 1 gene eukaryotic expression vector was
constructed and transfected into primary cultured chicken
preadipocytes． Twenty-four hours after transfection，chicken
preadipocytes were cultured in complete medium with
oleate，to induce preadipocyte differentiation． Then perilipin
1 was detected by Western blotting; the role of perilipin 1 in
preadipocyte lipid accumulation was investigated by Oil Red
O staining extraction assay; the expression levels of other
genes ( FAS，ACC and ATGL) related to the chicken adipo-
cyte lipid metabolism were tested by real-time RT-PCR．
RESULTS: pcDNA3． 1-perilipin 1 gene eukaryotic expression
vector upregulated the expression of perilipin 1 in the trans-
fected chicken preadipocytes． Over-expression of perilipin 1
promoted chicken preadipocyte lipid accumulation，while
there was no significant change in the expression levels of
other chicken lipid metabolism related genes ( FAS，ACC
and ATGL) ． CONCLUSION: Over-expression of perilipin 1
can promote chicken preadipocyte lipid accumulation．
［Keywords］ chicken; perilipin 1; adipocyte lipid accumula-

tion; over-expression

［摘 要］ 目的: 探讨脂滴包被蛋白( perilipin 1 ) 对鸡前脂肪
细胞脂质蓄积的影响。方法: 首先构建 pcDNA3． 1-perilipin 1
基因真核表达载体，转染鸡原代前脂肪细胞，24h后添加油酸诱
导前脂肪细胞分化。然后利用 Western blot 方法检测 perilipin 1
的表达; 利用油红 O 提取比色法研究 perilipin 1 对鸡前脂肪

细胞脂质蓄积的影响; 利用 Real-time RT-PCR 方法分析其他
与脂类代谢相关的重要基因( FAS、ACC、ATGL) 的表达变化。
结果: 转染 pcDNA3． 1-perilipin 1 基因真核表达载体能明显上
调 perilipin 1 的表达。perilipin 1 表达量升高后，鸡前脂肪细
胞脂质蓄积能力增强，但其他与脂类代谢相关的重要基因

( FAS、ACC、ATGL) 的表达量没有发生明显的变化。结论: 过
表达 perilipin 1 促进鸡前脂肪细胞的脂质蓄积。
［关键词］ 鸡; 脂滴包被蛋白; 脂肪细胞脂质蓄积; 过表达

［中图分类号］ Q291 ［文献标识码］ A

脂滴是脂肪细胞内中性脂质的主要储存场

所［1 － 2］。PAT家族蛋白是一类包被在脂滴表面的结
构蛋白，这些蛋白对于脂滴的代谢及其调节具有重

要作用［3］。脂滴包被蛋白( perilipin 1) 是 PAT家族蛋
白的核心成员之一，于 1990 年在大鼠脂肪细胞中首
次被发现，是定位于脂滴表面的高度磷酸化蛋白［4］。
哺乳动物的研究结果表明，perilipin 1 在脂肪细胞脂
解过程中发挥着重要的调控作用: 在基础状态下，

perilipin 1 包被在脂肪细胞中脂滴的表面，通过阻止
脂肪细胞中甘油三酯水解酶接近脂滴来抑制脂肪细

胞的脂解作用［5］; 另一方面，在儿茶酚胺的刺激下，

perilipin 1 可被蛋白激酶 A( protein kinase A，PKA) 高
度磷酸化而有利于脂解酶接近脂滴表面，从而激活

并促进脂解作用［6］。
尽管 perilipin 1 在哺乳动物中的研究较为透彻，

但在家禽上还仅限于基因克隆、表达特性、基因多态
性与脂肪性状的相关研究等方面［7 － 10］。本课题组前
期利用鸡全基因组芯片，筛选 7 周龄肉鸡脂肪组织
特异表达基因时发现，鸡 perilipin 1 基因在脂肪组织
中高表达，同时代谢通路分析表明鸡 perilipin 1 基因
参与影响脂类代谢的重要调控通路 PPAR 信号
通路［11］。随后，我们又在鸡 perilipin 1 基因的结构、
组织表达特性和基因的多态性与生长和体组成性状

的相关性等方面进行了研究，结果发现 perilipin 1 基
因在鸡脂质代谢过程中可能发挥着重要作用［12］。在
此基础上，本研究通过基因过量表达技术，在细胞水

平上分析 perilipin 1 对鸡前脂肪细胞脂质蓄积的影
响，为阐明 perilipin 1 在鸡脂质代谢过程中发挥的重
要作用奠定基础。
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1 材料和方法
1． 1 材料 质粒 pcDNA3． 1 ( +) 和兔抗鸡 perilipin 1 抗血清
为本实验室保存，PrimeSTAR HS DNA聚合酶购自宝生物工
程( 大连) 有限公司，pEASY-T1 Simple Cloning Kit购自北京全
式金生物技术有限公司，限制性内切酶 EcoR I、Xho I 和 T4
DNA连接酶均购自 NEB公司，凝胶回收试剂盒、质粒小提试
剂盒购自爱思进生物技术( 杭州) 有限公司，TRIzol Reagent
购自 Invitrogen公司，逆转录试剂盒购自 Promega 公司，油酸
钠购自 Sigma公司，DMEM/F12 培养基、胎牛血清、胶原酶 I

和油红 O均购自 Gibco公司，FuGENE HD Transfection Rea-
gent和 FastStart Universal SYBR Green Master ( ROX ) 均购自
Roche公司，RIPA 细胞裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒
( 增强型) 、GAPDH抗体和 BeyoECL Plus( 超敏 ECL化学发光
试剂盒) 均购自碧云天生物技术研究所，辣根过氧化物酶

( HPR) 标记的山羊抗兔 IgG和辣根过氧化物酶( HPR) 标记的
山羊抗小鼠 IgG均购自北京中杉金桥生物技术有限公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 鸡 perilipin 1 基因真核表达载体的构建 根据鸡 peril-
ipin 1 基因序列( NM_001127439 ) 设计全长编码区克隆引物
( F: 5'-CCG GAATTCCATGATGACGGCGAAGAAGAATCAG-3';
R: 5'-CCCTCGAGGGTTCTCCCTCTCAGGGTCAGTCCT-3') ，上
游引物引入 EcoR I 酶切位点，下游引物引入 Xho I 酶切位点
( 下划线表示) ，产物大小为 1 589 bp。提取鸡脂肪组织总
RNA，并反转录为 cDNA，以其为模板，利用高保真的 Prime-
STAR HS DNA 聚合酶对鸡 perilipin 1 基因全长编码区进行
PCR扩增，反应条件: 94℃ 5 min; 98℃ 10 s，68℃ 2 min，30

个循环; 72℃ 7 min。将扩增产物经琼脂糖凝胶电泳、回收加
A 后连接到 pEASY-T1 Simple 载体上，进一步亚克隆到
pcDNA3． 1( +) 载体上。构建好的质粒经 EcoR I和 Xho I双酶
切鉴定后，送上海英骏公司进行测序。
1． 2． 2 鸡前脂肪细胞的原代培养 本课题组在前人研究的
基础上，经过多年的摸索，确立了以肉仔鸡腹部脂肪组织为

材料培养原代前脂肪细胞的方法［13］。因此，本研究取 12 日
龄商品 AA 肉仔鸡，无菌采集腹部脂肪组织，放入装有 PBS

的平皿中，反复冲洗，尽量除去血管和筋膜，用眼科剪剪碎

组织，随即转入含有消化液的试管中，于 37℃消化 65 min( 每
5 min震荡 1 次) 。消化完毕，加入全培养基终止消化，吸管
吹打，分别经 100 目和 600 目的不锈钢筛网过滤。滤液分装
入离心管，2 000 r /min离心 10 min，弃培养液，用红细胞裂解
液重悬细胞，制成细胞悬液，室温孵育 10 min 后 2 000 r /min

离心 10 min，细胞沉淀用培养液重悬，2 000 r /min 离心
10 min，再用培养液重悬后的细胞悬液就是基质-血管细胞
( S-V细胞) ，即前脂肪细胞。将分离的前脂肪细胞记数后，
按( 2 ～ 3) × 105 /mL左右的密度接种，置 50 mL /L CO2 培养箱

中培养，48 h 后换液洗去未贴壁的细胞。细胞汇合度达到
80% ～90%时进行传代。
1． 2． 3 鸡前脂肪细胞的转染及诱导分化 待传代后的细胞
汇合度达到 80% ～ 90% 时，按 FuGENE HD Transfection
Reagent说明书进行质粒转染。转染 24 h后，换为诱导培养基

( 完全培养基中加入油酸) 诱导前脂肪细胞分化。
1． 2． 4 细胞总 RNA及总蛋白的提取 细胞总 RNA提取: 按
TRIzol Reagent说明书进行操作，提取转染之后特定时间点
细胞的总 RNA，用紫外吸光法测定 RNA浓度和纯度，－ 80℃
保存。
细胞总蛋白提取: 将收集的细胞加入含有 1 mmol /L PMSF

的细胞裂解液振荡混匀后冰上静置 30 min，12 000 r /min离心
5 min，取上清，用 BCA方法测定蛋白浓度，－ 80℃保存。
1． 2． 5 Western blot法检测 perilipin 1 表达 每种蛋白上样量
为 100 μg，经 SDS-PAGE电泳分离后，电转至 PVDF膜上; 将
膜放入 50 g /L脱脂乳中，室温封闭 1 h; 用 PBST洗涤后加入
1∶1 000 稀释的一抗( 兔抗鸡 perilipin 1 抗血清) ，室温振荡孵
育 1 h; 洗涤后加入 1∶5 000 稀释的二抗( 辣根过氧化物酶标
记的山羊抗兔 IgG) ，室温振荡孵育 1 h; 洗涤后用 ECL 显色
液显色 3 min，暗室曝光。
1． 2． 6 油红 O提取比色检测 在诱导后不同时间点取出细
胞，弃去细胞培养液，经 PBS清洗 3 次，以 100 mL /L的福尔
马林固定液固定 30 min，PBS洗 3 次，蒸馏水洗 3 次，32℃干
燥，10 g /L 油红 O 染色液染色 40 min，PBS 洗 3 次，1 000
mL /L异丙醇溶解被染细胞中的油红 O 15 min，以 1 000 mL /L
异丙醇 1 mL调零，分光光度计 510 nm 波长比色，记录吸光
度( A) 值。每组内设置 3 个重复进行比较。
1． 2． 7 Real-time RT-PCR检测 将提取的细胞总 RNA反转录
为 cDNA。使用的 Real-time PCR仪型号为 ABI 7500。反应体系
为: FastStart Universal SYBR Green Master( ROX) ( 2 × ) 5 μL，上、
下游引物( 10 μmol /L) 各 0． 2 μL，cDNA 模板 1 μL，ddH2O
3． 6 μL，总体积为 10 μL。反应条件: 95℃预变性 10 min，
95℃变性 15 s，60℃复性延伸 60 s，共 40 个循环。熔解曲线
95℃ 15 s，60℃ 10 min，95℃ 15 s，每个样品设 3 孔重复。以
β-actin基因为内参，利用 2 －△Ct的方法将原始 Ct 值转换为相
对的基因表达量。所用引物序列见表 1。
表 1 Real-time RT-PCR分析所用的引物
基因名称 GenBank登录号 引物序列( 5'→3')
β-actin NM_205518 F: TCTTGGGTATGGAGTCCTG

R: TAGAAGCATTTGCGGTGG
FAS NM_205155 F: AAGGAGGAAGTCAACGG

R: TTGATGGTGAGGAGTCG
ACC NM_205505 F: TTCCTACCAAGACTCCCTAT

R: GGTTTCTACGGCAACTACTC
ATGL EU240627 F: TCTACTGTGGGCTGATACCT

R: GTGGAACTGTCTCGTGGG

1． 2． 8 统计学分析 所得数据利用 JMP5． 0 软件进行 t检验，
P ＜ 0． 05 表示差异有统计学意义。

2 结果
2． 1 真核表达载体 pcDNA3． 1-perilipin 1 的构建 以肉鸡腹
部脂肪组织 cDNA为模板，利用 perilipin 1 基因全长编码区的
克隆引物进行 PCR扩增，得到 1 条特异性条带( 图 1) ，通过
克隆测序后发现该片段长度为 1 589 bp，与预测目的片段大
小一致。将该目的片段进一步亚克隆到 pcDNA3． 1 ( +) 载体
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上，获得鸡 perilipin 1 基因真核表达表达载体。pcDNA3． 1-
perilipin 1载体经内切酶 EcoR I、Xho I酶切鉴定( 图 1) ，并于
测序正确后用于细胞转染。

M: Trans2K plus DNA marker; 1: perilipin 1 基因 RT-PCR 产物; 2: 重

组质粒经 EcoR I、Xho I双酶切结果; 3: 重组质粒经 EcoR I单酶切结

果; 4: 重组质粒经 Xho I单酶切结果．

图 1 鸡 perilipin 1 基因的克隆和重组质粒的酶切鉴定

2． 2 真核表达载体的过表达效果验证 分别用重组体 pcD-
NA3． 1-perilipin 1 和空载体 pcDNA3． 1( +) 转染鸡前脂肪细胞，
24 h后诱导细胞分化，在诱导后 48 h收集细胞，分别提取细
胞总蛋白，利用 Western blot方法分析过表达组与空载体对照
组细胞中 perilipin 1 的表达情况( 图 2 ) 。结果显示，诱导后
48 h，过表达组细胞中 perilipin 1 的表达量明显高于对照组。
这表明本研究所构建的真核表达载体能够有效地上调鸡前脂

肪细胞中 perilipin 1 的表达。

1: 过表达组细胞; 2: 对照组细胞．

图 2 过表达后 perilipin 1 在鸡前脂肪细胞中的表达量

2． 3 Perilipin 1 表达量升高后鸡前脂肪细胞脂质蓄积情况检
测 利用油红 O提取比色的方法检测 perilipin 1 表达量升高
后鸡前脂肪细胞的脂质蓄积情况。以诱导时间点为 0 点( 则
转染时间点为-24 h) ，在诱导后每隔 24 h 对过表达组和空载
体对照组细胞的脂质蓄积情况进行比较。结果显示，诱导后
48 h和 72 h，过表达组细胞脂质蓄积能力显著高于对照组细
胞( P ＜ 0． 05，图 3) 。
2． 4 Perilipin 1 表达量升高后其他基因表达量的变化 为了
探究过表达 perilipin 1 促进鸡前脂肪细胞的脂质蓄积的分子
机制，本研究利用 Real-time RT-PCR的方法检测 perilipin 1 表
达量升高后，脂肪合成相关基因( FAS、ACC) 和脂肪分解相关
基因( ATGL) 的表达量变化情况。以诱导时间点为 0 点( 则转

染时间点为-24 h) ，在诱导后每隔 24 h 对过表达组和空载体
对照组细胞 FAS、ACC 和 ATGL 基因的表达情况进行比较。
结果显示，这些基因的表达量没有发生明显的变化( 图 4) 。

aP ＜ 0． 05 vs相应对照组．

图 3 Perilipin 1 表达量升高后鸡前脂肪细胞脂质蓄积情况

A: FAS基因; B: ACC基因; C: ATGL基因．

图 4 Perilipin 1 表达量升高后其他基因在 mRNA水平的表达
情况

3 讨论
Perilipin 1 特异性地包被于脂肪细胞中脂滴的表

面，调控脂肪细胞中脂质的蓄积［14］。细胞模型和动
物模型上的研究结果表明 perilipin 1 对脂肪组织中甘
油三酯的代谢起到重要的调节作用［3］。在 3T3-L1 前
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脂肪细胞中异位表达 perilipin 1 能够使脂解率降低 5
倍，同时甘油三酯的含量比对照组多 6 ～ 30 倍［5］。
perilipin 1 基因敲除实验表明，敲除该基因的小鼠具
有较高的基础脂解率，脂解导致了白色脂肪组织明

显减少，同时脂肪细胞体积减小［15 － 16］。提示 perilip-
in 1 是中性脂滴的保护屏障，它可以抑制脂解作用，
促进脂质蓄积。因此，为进一步探究 perilipin 1 在鸡
脂类代谢中的功能，本研究通过基因过量表达技术，

检测 perilipin 1 对鸡前脂肪细胞脂质蓄积情况以及其
他与脂类代谢相关的重要基因( FAS、ACC、ATGL) 表
达的影响，从细胞表型以及基因表达两方面阐明

perilipin 1对鸡前脂肪细胞脂质蓄积的影响。
在本研究中发现，过表达 perilipin 1 的鸡前脂肪

细胞，其脂质蓄积在诱导后 48 h 和 72 h 具有显著性
差异，但是在诱导后 24 h 无明显差异。哺乳动物的
研究表明，PAT 家族的蛋白在脂滴形成过程中发生
转换。即脂滴形成初期主要是由 S3-12 和 TIP47 包
被; 当脂滴达到中等大小时，其表面的主要蛋白是

ADRP; 只有脂滴达到相对成熟阶段，其表面才是由
perilipin 1 包被［17］。结合哺乳动物的研究结果，我们
推测在诱导后 24 h 的鸡脂肪细胞中，其分化程度较
低，尚未形成成熟脂滴，包被其表面的蛋白不是 per-
ilipin 1，因此，过量表达的 perilipin 1 无法发挥其对
中性脂滴的保护功能。而随着细胞分化程度的提高，
perilipin 1 的功能得以发挥，它通过在脂滴表面形成
一个保护屏障来抑制脂滴降解，因此促进鸡前脂肪

细胞脂质蓄积。
为了探究过表达 perilipin 1 基因促进鸡前脂肪细

胞脂质蓄积的潜在机制，本研究选择了脂肪合成相

关基因( FAS、ACC) 和脂肪分解相关基因( ATGL) 作
为研究对象。脂肪酸合成酶 ( fatty acid synthase，
FAS) 是脂肪酸合成的关键酶，对动物脂肪酸的合成
及体脂的沉积具有重要的意义［18］; 乙酰辅酶 A 羧化
酶( acetyl-CoA carboxylase，ACC) 是催化脂肪酸合成
代谢第一步反应的限速酶，在脂肪酸代谢中发挥着

重要作用［19］; 脂肪甘油三酯脂肪酶( adipose triacylg-
lyceride lipase，ATGL) 能特异性地水解甘油三酯的第
一酯键，是甘油三脂水解过程的关键酶，在脂肪组织

脂解过程中起到了重要的作用［20］，此外，研究表明，

perilipin 1 调控 ATGL 介导的脂解作用［21］。
本研究结果显示，过表达 perilipin 1 对其他与脂

类代谢相关的重要基因( FAS、ACC、ATGL) 的表达情
况均无显著影响。perilipin 1 转基因鼠［14］的研究结果
表明，脂肪合成相关基因的表达在转基因鼠白色脂

肪组织中也无显著差异。推测产生这种现象的原因

可能是因为 perilipin 1 基因是脂类代谢通路的终末靶
点之一，它可能对其他与脂类代谢相关的重要基因

( FAS、ACC、ATGL) 的反馈调节作用较弱; 也有可能
是由于脂肪细胞脂类代谢是一个受众多基因共同调

控的复杂过程，perilipin 1 基因是通过影响脂类代谢
通路上除 FAS、ACC和 ATGL基因以外的其他基因的
表达来调控脂肪细胞脂质蓄积的; 或者 perilipin 1 基
因对 FAS、ACC和 ATGL基因的表达调控主要发生在
翻译后水平，而本研究仅在转录水平对其进行研究。
因此，关于鸡 perilipin 1 基因对以上 3 个基因的具体
调控机制还有待进一步研究。
综上所述，本研究构建了稳定表达的鸡 perilipin

1 基因真核表达载体，并发现过表达 perilipin 1 促进
鸡前脂肪细胞脂质蓄积，为进一步研究鸡 perilipin 1
的功能和生物学效应奠定基础。
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