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　 　 摘要:　 利用 ＦｕＧＥＮＥ 􀅺６ 将线性化的 ｐＬｉｖ￣１１￣Ｎｅｏｒ / Ｋａｎｒ ￣ｈＮＰＣ１Ｌ１ 转染至小型猪胎儿成纤维细胞ꎬＧ４１８ 筛选

和 ＰＣＲ 鉴定结果表明ꎬ成功获得了肝特异性表达人尼曼￣匹克 Ｃ１ 型类似蛋白 １(Ｈｕｍａｎ Ｎｉｅｍａｎｎ￣Ｐｉｃｋ Ｃ１ Ｌｉｋｅ １ꎬ
ｈＮＰＣ１Ｌ１)转基因小型猪胎儿成纤维细胞ꎮ 利用体细胞核移植技术将转 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 基因小型猪胎儿成纤维细胞作为

核供体细胞ꎬ获得了肝特异性表达 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 转基因巴马小型猪ꎬ并对转基因巴马小型猪进行了基因组水平、转录水

平和表达水平检测ꎬ同时对目的基因进行了免疫组化定位分析ꎮ 结果显示ꎬ目的基因特异性地表达于肝组织ꎬ并且

定位于肝小叶间胆管膜上ꎬ表明已成功获得了转 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 基因巴马小型猪ꎬ从而为研究尼曼￣匹克 Ｃ１ 型类似蛋白

１ (Ｎｉｅｍａｎｎ￣Ｐｉｃｋ Ｃ１ Ｌｉｋｅ １ꎬ ＮＰＣ１Ｌ１)在肝中作用的分子机制提供了很好的模型动物ꎮ
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ｂｌａｓｔ ｃｅｌｌ ｂｙ ＦｕＧＥＮＥ 􀅺 ６. Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｇ４１８ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｂａｍａ ｍｉｎｉ￣
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　 　 近年的研究结果表明ꎬ位于肠上皮细胞刷状缘

膜上的尼曼￣匹克 Ｃ１ 型类似蛋白 １ (Ｎｉｅｍａｎｎ￣Ｐｉｃｋ
Ｃ１ Ｌｉｋｅ １ꎬ ＮＰＣ１Ｌ１)是肠道胆固醇转运的关键蛋

白ꎬ维持着体内胆固醇的代谢平衡[１￣２]ꎮ ＮＰＣ１Ｌ１－ / －

小鼠胆固醇和植物甾醇吸收显著降低ꎬ即使饮食中

添加高浓度胆固醇ꎬ血胆固醇含量也不会发生变化ꎮ
说明 ＮＰＣ１Ｌ１ 基因敲除小鼠能有效抑制高胆固醇血

症[３]ꎮ 在 ＮＰＣ１Ｌ１－ / －小鼠体内ꎬ胆固醇吸收抑制剂

依泽替米贝(Ｅｚｅｔｉｍｉｂｅ)并不能进一步降低胆固醇

的吸收[４￣５]ꎮ 上述研究结果表明ꎬＮＰＣ１Ｌ１ 有望成为

与胆固醇吸收密切相关疾病的治疗靶标ꎮ 另外ꎬ
ＮＰＣ１Ｌ１ 与代谢性疾病密切相关ꎬＮＰＣ１Ｌ１ 基因敲除

和依泽替米贝对于动脉粥样硬化、非酒精性脂肪肝

和胰岛素抗性都起到有效的治疗作用[６￣９]ꎮ 虽然

ＮＰＣ１Ｌ１ 在脂代谢中发挥着重要作用ꎬ但 ＮＰＣ１Ｌ１
在导致肝脏疾病的脂代谢紊乱中的分子机制并没有

完全被阐明ꎮ 先前的研究结果表明ꎬＮＰＣ１Ｌ１ 与脂

肪肝密切相关ꎮ 因此ꎬ假设 ＮＰＣ１Ｌ１ 通过调控脂质

合成中特定基因的转录从而在脂代谢紊乱和肝脏疾

病发生中发挥作用ꎮ 近年来ꎬ随着原核显微注射、胚
胎干细胞介导、 核移植、 精子介导的基因转移

(Ｓｐｅｒｍ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｒꎬＳＭＧＴ)和体细胞核移

植(Ｓｏｍａｔｉｃ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｆｅｒꎬＳＣＮＴ)等转基因技

术的发展ꎬ转基因猪在各种疾病研究中发挥了重要

作用[１０￣１３]ꎮ 利用 ＳＣＮＴ 技术已成功克隆了多种动物

并且克隆猪在生物医学研究领域已获得丰硕成果ꎬ
尤其在研究疾病以及基因和环境因素相互作用的生

物特性方面ꎬ比如肥胖症、抑郁症和心血管疾病ꎬ转
基因猪都具有宝贵价值ꎮ

本研究拟利用体细胞核移植技术ꎬ将构建的肝

特异性表达人尼曼￣匹克 Ｃ１ 型类似蛋白 １( ｈｕｍａｎ
Ｎｉｅｍａｎｎ￣Ｐｉｃｋ Ｃ１ Ｌｉｋｅ １ꎬ ｈＮＰＣ１Ｌ１)的小型猪胎儿

成纤维细胞作为核供体细胞ꎬ获得肝特异性表达

ｈＮＰＣ１Ｌ１ 转基因巴马小型猪ꎬ并对转基因巴马小型

猪进行基因组水平、转录水平和表达水平检测ꎬ同时

对目 的 基 因 进 行 免 疫 组 化 定 位 分 析ꎬ 为 研 究

ＮＰＣ１Ｌ１ 在肝中作用的分子机制提供很好的模型动

物ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 载体、细胞和试验动物

小型猪胎儿成纤维细胞和 ｐＬｉｖ￣１１￣Ｎｅｏｒ / Ｋａｎｒ￣

ｈＮＰＣ１Ｌ１ 重组质粒由本实验室保存ꎬ代孕雌性巴马

小型猪由第三军医大学基础部试验动物教研室提

供ꎮ
１.２　 试剂

Ｄ２０００、ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒＩＩＩ、 Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ、 Ｓｐｅ Ｉ 酶、
ＴＩＡＮａｍｐ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｋｉｔ 基因组 ＤＮＡ 提取试剂

盒、总 ＲＮＡ 提取试剂盒 ＴＲＮｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ、Ｑｕａｎｔ 一步

法 ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒、２×Ｔａｑ Ｐｌａｔｉｎｕｍ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、
Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白质定量试剂盒、Ｐｒｏ￣ｌｉｇｈｔ ＨＲＰ 化学发

光检测试剂购自北京天根生化科技有限公司ꎬ两步

法免疫组合检测试剂盒、蓝色 ＤＡＢ 显色试剂盒购自

武汉博士德生物工程有限公司ꎬＢｉｏｓｐｉｎ 质粒 ＤＮＡ
小量提取试剂盒购自杭州博日科技有限公司ꎬＦｕ￣
ＧＥＮＥ 􀅺ＨＤ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎬ
膜蛋白提取试剂盒购自生工生物工程(上海)股份

有限公司ꎬＰＭＳＦ、ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒购自

上海碧云天生物技术有限公司ꎬ胎牛血清(ＦＢＳ)、
ＮＰ￣４０、 ＤＭＥＭ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ二甲基亚砜

(ＤＭＳＯ)和 Ｇ４１８ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ
１.３　 肝特异性表达 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 转基因小型猪成纤维

细胞的构建

　 　 肝特异性表达 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 的重组质粒 ｐＬｉｖ￣１１￣
Ｎｅｏｒ / Ｋａｎｒ￣ｈＮＰＣ１Ｌ１ 用 Ｓｐｅ Ｉ 单酶切进行线性化ꎬ
７５％乙醇纯化回收ꎬＦｕＧＥＮＥ 􀅺６ 转染至小型猪胎儿

成纤维细胞ꎬ置于二氧化碳培养箱培养 ４８ ｈ 后加入

浓度为 ８００ μｇ / ｍｌ Ｇ４１８ 选择培养基ꎬ筛选获得阳性

细胞克隆ꎮ 针对 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 基因序列设计 ２ 对特异

性引物进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ引物 １: ５′￣ＧＧＧＴＧＡＡＴＡ￣
ＡＧＡＧＣＡＧＡＴＡＧＡＧ￣３′ꎬ 引 物 ２: ５′￣ＣＣＣＴＴＧＡＡＡ￣
ＣＡＴＣＣＣＡＧＡＣ￣３′ꎬ引物 ３:５′￣ＧＡＴＧＡＧＧＴＣＣＴＴＣＡＧ￣
ＧＴＡＡＴＧ￣３′ꎬ引物 ４:５′￣ＣＴＧＧＣＴＴＴＧＴＧＧＴＡＧＴＡＴＧＴ￣
ＴＧ￣３′ꎮ 将鉴定为阳性的细胞克隆进行扩大培养并

冻存ꎮ
１.４　 猪卵母细胞的采集和供体细胞制备

用 ３０~３５ ℃生理盐水浸泡屠宰场收集的猪卵

巢ꎬ放入保温瓶ꎮ 卵巢用 ３７ ℃生理盐水清洗 ３ ~ ４
次ꎬ用一次性注射器吸取卵泡液ꎮ 选取卵丘￣卵母细

胞复合体用洗卵液清洗 ２ 次ꎬ成熟培养液洗 ３ 次后ꎬ
５％ ＣＯ２、３９ ℃培养４２~ ４４ ｈꎮ 采用 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｍｌ透明

质酸酶去除卵丘细胞ꎬ选取成熟卵母细胞供核移植

使用ꎮ 复苏构建的肝特异性表达 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 小型猪

成纤维细胞ꎬ用 ０.２５％的胰蛋白酶消化后制成细胞
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悬液ꎬ用含 １０％ＦＢＳ 的洗卵液清洗 １ 次ꎬ２５０ ｇ 离心

１０ ｍｉｎꎬ０􀆰 ５ ｍｌ 胚胎操作液重悬后分装待用ꎮ
１.５　 胚胎移植

采用盲吸法去除成熟卵母细胞核ꎬ固定管吸住

卵母细胞后ꎬ用去核针吸出第一极体及其附近适量

胞质完成去核ꎬ再用注射针吸取供体细胞注射进卵

周间隙进行重组胚的电融合ꎮ 选取雌性巴马小型猪

作为代孕受体ꎬ戊巴比妥钠水溶液和异氟烷麻醉后ꎬ
经手术将胚胎移植到输卵管内ꎬ抗生素消炎 ７ ｄꎬ定
期观察胎儿发育状况ꎬ３ 个月后检测产仔情况ꎮ 体

细胞核移植制备转基因巴马小型猪技术路线如图 １
显示ꎮ

图 １　 体细胞核移植制备转基因巴马小型猪技术路线

Ｆｉｇ. １ 　 Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｏａｄｍａｐ ｏｆ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇ

１.６　 转基因猪 ＰＣＲ 鉴定

以提取的基因组作为模板ꎬ根据 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 基因

序列设计 １ 对引物ꎬ引物序列为:引物 １:５′￣ＴＡＡＴＧ￣
ＣＡＡＣＡＡＧＧＣＴＴＧＧＡＡＧＧＣＴＡＡＣＣＴＧ￣３′ꎬ引物 ２:５′￣
ＣＡＴＧＧＣＴＣＧＡＧＴＡＡＴＣＧＡＴＡＣＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧ￣３′ꎮ
以 ｐＬｉｖ￣１１￣Ｎｅｏｒ / Ｋａｎｒ￣ｈＮＰＣ１Ｌ１ 质粒为模板ꎬ通过

ＰＣＲ 扩增 ４ ２６７ ｂｐ ｈＮＰＣ１Ｌ１ 基因作为阳性对照ꎬ以
非转基因猪基因组和不加模板的水作为阴性对照ꎮ
１.７　 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 表达

分别提取转基因猪和非转基因猪肝、心、脾、肺、
肾、胃、胰、肠、肌肉组织的总 ＲＮＡꎬ进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 分

析ꎬ检测 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 在各组织中的表达情况ꎮ 以甘油

醛￣３￣磷酸脱氢酶(Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙ￣
ｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ＧＡＰＤＨ)为内参ꎬ引物序列为:引物 １:５′￣
ＴＡＴＴＴＣＣＡＧＡＡＣＡＡＣＣＧＣＡＣＧＣＴＣ￣３′ꎬ 引 物 ２: ５′￣
ＴＧＧＧＣＡＧＧＴＣＴＴＣＡＧＣＴＧＴＧＧＴＧＣＧ￣３′ꎬ ＧＡＰＤＨ１:

５′￣ＣＡＴＧＧＴＣＴＡＣＡＴＧＴＴＣＣＡＧＴＡＴＧ￣３′ꎬＧＡＰＤＨ２:５′￣
ＣＣＡＣＡＧＣＣＴＴＧＧＣＡＧＣＧＣＣＧＧＴＡＧ￣３′ꎮ 同 时 以

ｐＬｉｖ￣１１￣Ｎｅｏｒ / Ｋａｎｒ￣ｈＮＰＣ１Ｌ１ 质粒为阳性对照ꎬ以非

转基因猪各组织和不加模板的水为阴性对照ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 表达

分别称取 ２００ ｍｇ 转基因猪肝、心、脾、肺、肾、
胃、胰、肌肉组织和非转基因猪肝组织样本ꎬ匀浆后

提取膜蛋白ꎬ总蛋白浓度用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定ꎮ 每组

取 ５０ μｇ 蛋白进行 ６％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离ꎬ浓
缩胶电压为 ９０ Ｖꎬ分离胶电压为 １１０ Ｖꎬ电泳后 ９０
Ｖ、１.５ ｈ 电转至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％脱脂奶粉封闭 ２ ｈꎬ
ＴＢＳＴ 洗膜后加入鼠抗人 ＮＰＣ１Ｌ１ 单克隆抗体(１ ∶
８００)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎬ再次 ＴＢＳＴ 洗膜后加入辣根过

氧化物酶标记的羊抗小鼠(１ ∶ １０ ０００)二抗室温孵

育 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 ＥＣＬ 显色发光ꎮ
１.９　 转基因巴马小型猪免疫组化分析

常规方法制作肝组织切片ꎬＰＢＳ 清洗肝组织ꎬ
４％多聚甲醛磷酸盐缓冲液固定 １２􀆰 ０ ｈꎮ 弃去固定

液ꎬ蒸馏水洗 ３ 次ꎬ５０％酒精洗 ２ 次ꎬ然后用酒精逐

级脱水ꎬ７０％酒精 １ ｄꎬ８０％酒精 ２４􀆰 ０ ｈꎬ９５％酒精

３􀆰 ０ ｈꎬ １００％ 酒精Ⅰ ２􀆰 ０ ｈꎬ １００％ 酒精Ⅱ ２􀆰 ０ ｈꎮ
１００％酒精与二甲苯混合液(１ ∶ １)浸泡 ４５ ｍｉｎꎬ二甲

苯Ⅰ ３０ ｍｉｎꎬ二甲苯Ⅱ ３０ ｍｉｎꎬ在恒温箱内将其浸

入石蜡ꎬ二甲苯与石蜡(１ ∶ １)５８ ℃ ４５ ｍｉｎꎬ石蜡Ⅰ、
石蜡Ⅱ、石蜡Ⅲ共 ２􀆰 ５ ｈꎬ最后石蜡Ⅲ包埋组织ꎮ 包

埋的组织块修整后ꎬ切片机切成 ５ μｍ 厚的薄片ꎬ然
后放入 ５０ ℃温水中烫平ꎬ贴到载玻片上ꎬ放入恒温

箱内 ６８ ℃烘烤 ２􀆰 ０ ｈꎮ 组织切片经二甲苯Ⅰ、二甲

苯Ⅱ浸泡 ２５ ｍｉｎꎬ脱蜡后用 １００％酒精Ⅰ、１００％酒精

Ⅱ、９５％酒精、８０％酒精、７０％酒精各 ２ ｍｉｎ 进行水

化ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ１ 次 ５ ｍｉｎꎮ ３％ Ｈ２ Ｏ２ 孵育 １０
ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ １ 次 ５ ｍｉｎꎮ 切片放入 ０􀆰 ０１
ｍｏｌ / Ｌ枸橼酸缓冲液(ｐＨ ６)中 ９５ ℃ １５~ ２０ ｍｉｎꎬ冷
却 ２０ ｍｉｎ 后ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ１ 次 ５ ｍｉｎꎮ ５％ ＢＳＡ 室

温封闭 １０ ｍｉｎꎬ甩去液体ꎬ不清洗ꎮ 滴加１ ∶ ８００ 稀

释的鼠抗人 ＮＰＣ１Ｌ１ 抗体 ３７ ℃孵育 ２􀆰 ０ ｈꎬＰＢＳ 洗 ３
次ꎬ１ 次 ２ ｍｉｎꎮ 滴加 ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ ３７
℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ４ 次ꎬ１ 次 ５ ｍｉｎꎮ 显色剂 Ａ、
Ｂ、Ｃ 各 １ 滴ꎬ分别加入 １ ｍｌ 蒸馏水混匀ꎬ滴加到切

片显色 ３０ ｍｉｎꎬ蒸馏水清洗终止反应ꎬ苏木素复染 ５
ｍｉｎꎬ水洗ꎬ中性树胶封片ꎬ显微镜观察ꎮ
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２　 结 果

２.１　 肝特异性表达 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 转基因小型猪成纤维

细胞的鉴定

　 　 ｐＬｉｖ￣１１￣Ｎｅｏｒ / Ｋａｎｒ￣ｈＮＰＣ１Ｌ１ 质粒用 Ｓｐｅ Ｉ 单酶

切获得含有 Ｎｅｏｒ / Ｋａｎｒ、目的基因 ＮＰＣ１Ｌ１ 和肝内调

控区 ＨＣＲ 的线性化 ＤＮＡ 片段ꎮ 酶切产物琼脂糖凝

胶电泳检测结果见图 ２ꎮ 在含有 ８００ μｇ / ｍｌ Ｇ４１８ 选

择性培养基中筛选 １０ ｄ 后ꎬ获得具有抗生素抗性的

阳性细胞克隆(图 ３)ꎮ ＮＰ４０ 细胞裂解液裂解阳性

细胞克隆并以其为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 产物长

度分别是引物 １ 为 ５２６ ｂｐ、引物 ２ 为 ５２６ ｂｐꎬ引物 ３
为 ５８５ ｂｐ、引物 ４ 为 ５８５ ｂｐ(图 ４)ꎮ 设立以含有

ｈＮＰＣ１Ｌ１ 基因的重组质粒作为阳性对照ꎬ以非转基

因小型猪胎儿成纤维细胞和水作为阴性对照ꎬ结果

(图 ４)表明ꎬ目的基因已整合到小型猪胎儿成纤维

细胞的基因组中ꎮ

Ｍ:Ｄ１５０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:Ｓｐｅ Ｉ 单酶切ꎻ２:原质粒ꎮ

图 ２　 ｐＬｉｖ￣１１￣Ｎｅｏｒ / Ｋａｎｒ ￣ｈＮＰＣ１Ｌ１ 载体线性化

Ｆｉｇ.２　 Ｌｉｎｅａｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｃｔｏｒ ｐＬｉｖ￣１１￣Ｎｅｏｒ / Ｋａｎｒ ￣ｈＮＰＣ１Ｌ１

２.２　 肝特异性表达 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 转基因巴马小型猪的

制备与鉴定

　 　 重构胚移植到受体母猪ꎬ１１０ ｄ 后获得了 １１ 头

健康的巴马克隆猪(图 ５)ꎮ 以提取的转基因猪基因

组作为模板ꎬ利用引物扩增出４ ２６７ ｂｐ 目的条带ꎬ并
设立阳性对照和阴性对照ꎬ结果如图 ６ 显示ꎬ７ 头克

隆猪为阳性ꎮ
２.３　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 组织表达

分别提取转基因猪和非转基因猪肝、心、脾、肺、
肾、胃、胰、肠、肌肉组织的总 ＲＮＡꎬ进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 分

图 ３　 筛选 １０ ｄ 后获得的阳性细胞克隆(×４０)
Ｆｉｇ.３　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ ａｆｔｅｒ １０￣ｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ(×４０)

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ １:引物 １、２ 鉴定ꎻ２:阴性对照ꎻ３:引物 ３、４ 鉴

定ꎻ４:阴性对照ꎻ５:阳性对照ꎻ ６:水对照ꎮ
图 ４　 阳性细胞克隆 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 基因的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.４　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ

图 ５　 克隆巴马小型猪照片

Ｆｉｇ.５　 Ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ｃｌｏｎｅｄ Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

析ꎮ 结果如图 ７ 显示ꎬ只在转基因猪的肝中扩增出

４２７ ｂｐ 目的基因片段ꎬ其他组织和非转基因肝中均

未扩增出目的基因片段ꎬ说明 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 只在转基因

猪的肝中表达ꎮ ＧＡＰＤＨ 作为内参ꎬ其扩增产物为

４７０ ｂｐꎮ
２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 在转基因猪各组织
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中的表达ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 作为内参ꎮ 结果如图 ８ 显示ꎬ只在

转基因猪肝中检测到 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 表达ꎬ在转基因猪其

他组织和非转基因猪肝中均未检测到 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 表

达ꎮ
２.５　 免疫组化检测 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 表达

为了对肝中 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 表达进行定位ꎬ取转基因

和非转基因猪肝组织进行免疫组化分析ꎬ结果如图

９ 显示ꎬｈＮＰＣ１Ｌ１ 表达于肝小叶间胆管膜上ꎬ而非转

基因猪并没有发现 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 表达ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ１:阴性对照ꎻ２:水对照ꎻ３:阳性对照ꎻ ４、５、６、
７、８、１３、１４ 阳性克隆猪ꎻ９、１０、１１、１２:未扩出目的基因的克隆猪ꎮ
图 ６　 转基因巴马小型猪的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.６　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

Ｍ:Ｄ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１: 转基因肝ꎻ２:转基因肝 ＧＡＰＤＨꎻ３:非转基因肝ꎻ４:非转基因肝 ＧＡＰＤＨꎻ５:转基因心ꎻ６:转基因心 ＧＡＰＤＨꎻ７:非转基

因心ꎻ８:非转基因心 ＧＡＰＤＨꎻ９:转基因脾ꎻ１０:转基因脾 ＧＡＰＤＨꎻ１１:非转基因脾ꎻ１２:非转基因脾 ＧＡＰＤＨꎻ１３:转基因肺ꎻ１４:转基因肺 ＧＡＰ￣
ＤＨꎻ１５:非转基因肺ꎻ１６:非转基因肺 ＧＡＰＤＨꎻ１７:转基因肾ꎻ１８:转基因肾 ＧＡＰＤＨꎻ１９:非转基因肾ꎻ２０:非转基因肾 ＧＡＰＤＨꎻ２１:水对照ꎻ２２:阳
性对照ꎻ２３:转基因胃ꎻ２４:转基因胃 ＧＡＰＤＨꎻ２５:非转基因胃ꎻ２６:非转基因胃 ＧＡＰＤＨꎻ２７:转基因胰ꎻ２８:转基因胰 ＧＡＰＤＨꎻ２９:非转基因胰ꎻ
３０:非转基因胰 ＧＡＰＤＨꎻ３１:转基因肠ꎻ３２:转基因肠 ＧＡＰＤＨꎻ３３:非转基因肠ꎻ３４:非转基因肠 ＧＡＰＤＨꎻ３５:转基因肌肉ꎻ３６:转基因肌肉 ＧＡＰ￣
ＤＨꎻ３７:非转基因肌肉ꎻ３８:非转基因肌肉 ＧＡＰＤＨꎮ

图 ７　 转基因巴马小型猪的 ＲＴ￣ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.７　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ

１:转基因肝ꎻ２:非转基因肝ꎻ３:转基因心ꎻ４:转基因脾ꎻ５:转基因

肺ꎻ６:转基因肾ꎻ７:转基因胃ꎻ８:转基因胰ꎻ９:转基因肌肉ꎮ
图 ８　 转基因巴马小型猪 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 蛋白免疫印迹

Ｆｉｇ.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

３　 讨 论

胆固醇在体内承担着关键的信号分子作用ꎬ体
内胆固醇动态平衡对于人体健康至关重要ꎬ胆固醇

及相关分子的调控机制发生紊乱都会影响到身体健

康ꎮ 虽然体内胆固醇合成过程已经被阐明ꎬ但对于

肠吸收胆固醇机制的了解仍然十分有限ꎮ 在人体

中ꎬ大约 ５０％的胆固醇被肠道吸收ꎬ其中 ２ / ３ 的胆固

醇来自胆汁ꎬ另外 １ / ３ 来自于饮食ꎮ 随后ꎬ游离的胆

３７０１许崇利等:肝特异性表达 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 转基因巴马小型猪的获得



图 ９　 转基因和非转基因猪肝免疫组化结果(×１００)
Ｆｉｇ.９　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｐｉｇｓ (×１００)

固醇从胶粒被转移到肠上皮细胞刷状缘膜表面ꎬ但
游离胆固醇具体的转运机制仍然没有被阐释清楚ꎮ
近年发现 ＮＰＣ１Ｌ１ 是肠道胆固醇吸收的关键转运蛋

白ꎬ能够调节小肠细胞对胆固醇的吸收及肝细胞分

泌到胆汁中的胆固醇浓度[１４]ꎮ 研究证实ꎬＮＰＣ１Ｌ１
是临床广泛使用的降脂药依泽替米贝的作用靶

点[１５￣１８]ꎮ ＮＰＣ１Ｌ１ 的发现进一步揭示了体内胆固醇

代谢尤其是肠胆固醇吸收的分子机制ꎮ 深入研究结

果表明ꎬＮＰＣ１Ｌ１ 在非酒精性脂肪肝、糖尿病及肥胖

症等许多代谢性疾病中都起着关键作用ꎮ ＮＰＣ１Ｌ１
位于肠上皮细胞的刷状缘膜上ꎮ 人类和非人类灵长

类动物ꎬＮＰＣ１Ｌ１ 表达于肝胆小管膜上ꎬ吸收胆汁中

的胆固醇回流到肝脏ꎬ从而维持胆固醇动态平衡ꎮ
ＮＰＣ１Ｌ１ 的体内分布具有物种差异性ꎮ 在小鼠中ꎬ
ＮＰＣ１Ｌ１ 主要表达于小肠中ꎬ肝脏表达极少ꎮ 而在

人类中ꎬＮＰＣ１Ｌ１ 在肝脏中表达最多ꎬ同时在小肠、
胰腺、 肾 脏、 肺 和 心 脏 中 也 有 表 达[１９￣２０]ꎮ 虽 然

ＮＰＣ１Ｌ１ 在脂代谢中发挥着重要作用ꎬ但是目前研

究结果并没有阐明 ＮＰＣ１Ｌ１ 在与肝脏疾病密切相关

的脂代谢紊乱中的作用及其分子机制ꎮ 现有的研究

结果表明ꎬＮＰＣ１Ｌ１ 与肝脂代谢紊乱存在某种必然

联系ꎬ因此有必要构建 １ 个 ＮＰＣ１Ｌ１ 转基因模型动

物ꎬ阐明其在脂代谢中作用的分子机制ꎬ从而为由此

引发的肝脏疾病找寻新的治疗途径ꎮ 本研究利用体

细胞核移植技术ꎬ将构建的肝特异性表达 ｈＮＰＣ１Ｌ１
的小型猪胎儿成纤维细胞作为核供体细胞ꎬ获得了

肝特异性表达 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 转基因巴马小型猪ꎬ并对转

基因巴马小型猪进行了基因组水平、转录水平和表

达水平检测ꎬ同时对目的基因进行了免疫组化定位

分析ꎬ结果显示ꎬ目的基因特异性地表达于肝组织ꎬ
并且定位于肝小叶间胆管膜上ꎬ表明已成功获得了

ｈＮＰＣ１Ｌ１ 转基因巴马小型猪ꎬ从而为更好地研究

ＮＰＣ１Ｌ１ 在肝脏脂代谢紊乱中的作用及机制提供了

很好的模型动物ꎮ
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ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｏ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｌａｓ￣
ｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｉｎ ＣａＣｏ￣２ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｌｉｐｉｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ
２００７ꎬ ４８(８): １７３５￣１７４５.

[１６] ＪＡＫＵＬＪ Ｌꎬ ＴＲＩＰ Ｍ Ｄꎬ ＳＵＤＨＯＰ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒ￣
ｏｌ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｅｔａｒｙ ｐｌａｎｔ ｓｔｅｒｏｌｓ ａｎｄ
ｅｚｅｔｉｍｉｂｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｐｌａｓｍａ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｌｉｐｉｄ Ｒｅ￣

ｓｅａｒｃｈꎬ ２００５ꎬ ４６(１２): ２６９２￣２６９８.
[１７] ＢＲＯＷＮ Ｗ Ｖ. Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ: ｄｅｆｉｎｉｎｇ ｎｅｗ ｏｐ￣

ｔｉｏｎｓ ｉｎ ｌｉｐｉｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ [ Ｊ] . Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙꎬ ２００３ꎬ ２６
(６): ２５９￣２６４.

[１８] ＡＨＭＥＤ Ｍ Ｈꎬ ＢＹＲＮＥ Ｃ Ｄ. Ｅｚｅｔｉｍｉｂｅ ａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ
ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ: ｉｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａ ｍｏｄｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｈｅ￣
ｐａｔｉｃ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｈｅｐａｔｉｃ ｆａｔ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ? [ Ｊ] . Ｄｒｕｇ
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｔｏｄａｙꎬ ２０１０ꎬ １５(１５ / １６): ５９０￣５９５.

[１９] ＹＵ Ｌꎬ ＢＨＡＲＡＤＷＡＪ Ｓꎬ ＢＲＯＷＮ Ｊ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ￣ｒｅｇｕｌａ￣
ｔｅｄ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＰＣ１Ｌ１ ｔｏ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｆｒｅｅ ｃｈｏ￣
ｌｅｓｔｅｒｏｌ ｕｐｔａｋｅ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００６ꎬ ２８１
(１０): ６６１６￣６６２４.

[２０] ＤＡＶＩＥＳ Ｊ Ｐꎬ ＬＥＶＹ Ｂꎬ ＩＯＡＮＮＯＵ Ｙ Ａ. Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ａ Ｎｉｅｍａｎｎ￣
Ｐｉｃｋ Ｃ (ＮＰＣ) ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ: ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ＮＰＣ１Ｌ１[Ｊ] . Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ ２０００ꎬ ６５(２): １３７￣１４５.

(责任编辑:王　 妮)

５７０１许崇利等:肝特异性表达 ｈＮＰＣ１Ｌ１ 转基因巴马小型猪的获得




