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LDLR - / - 小鼠中脂代谢相关基因的表达
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[摘摇 要] 摇 目的摇 分析 LDLR 基因敲除小鼠体内脂代谢相关基因 ApoB100、PPAR琢、LXR琢 以及 ABCA1 与野生型

相比表达水平的差异情况。 方法摇 应用多重 PCR 的方法对 LDLR - / - 小鼠基因型进行鉴定;接着分别对 LDLR - / -

小鼠和野生型小鼠脂代谢相关基因的 mRNA 相对丰度以及蛋白表达水平进行 qRT - PCR、ELISA 分析。 结果摇 与

野生型相比,LDLR - / - 小鼠中 ApoB100、PPAR琢 的 mRNA 及蛋白表达均上调(P < 0. 05);ABCA1 的表达水平下降

(P < 0. 01),蛋白水平上的下降幅度更为明显;而 LXR琢 不管在 mRNA 或蛋白水平上均检测不到差异表达。 结论

摇 LDLR 基因功能的缺失对不同的脂类代谢相关基因的表达产生不同的影响。 本研究有助于人们进一步了解家族

性高胆固醇血症的发病机制,同时也为药物设计中靶位点的选择提供参考价值。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To analyze the different expression of lipid metabolism鄄related genes such as ApoB100, PPAR琢,
LXR琢 and ABCA1 in wild type and LDLR - / - mouse. 摇 摇 Methods摇 qRT鄄PCR and ELISA were used respectively to measure
the mRNA abundances and protein expression after LDLR - / - mouse genotype detecting by multiple PCR. 摇 摇 Results摇 The ex鄄
pression of ApoB100, PPAR琢 were up鄄regulated both in mRNA and protein level (P <0郾 05) in LDLR - / - mouse comparing to
wild type; The ABCA1 expression was down (P <0郾 01), and the drop in protein was more striking than in mRNA level. 摇 How鄄
ever, there was no significant difference in mRNA and protein expression for LXR琢 gene between wild type and LDLR - / - mouse.
Conclusion摇 The impaired function of the low density lipoprotein receptor (LDLR) could result in the different effects on indi鄄
vidual genes expression which were involved in lipid metabolism. 摇 This study would further our understanding on the mechanism
of familial hypercholesterolemia(FH), and would help us choose target genes in drug design for FH therapy.

摇 摇 低密度脂蛋白受体( low density lipoprotein re鄄
ceptor,LDLR)是一类单链糖蛋白膜受体,主要功能

是介导血浆中富含胆固醇酯的低密度脂蛋白(LDL)
进入胞内代谢分解,清除血管中的多余脂质,LDLR
功能异常将导致体内脂代谢紊乱。 家族性高胆固

醇血症( familial hypercholesterolemia, FH)又称域a
型高脂蛋白血症,是由 LDLR 基因突变引起的一种

常染色体显性遗传代谢性疾病,在临床上表现为儿

童期血浆总胆固醇( total cholesterol,TC)和低密度

脂蛋白胆固醇 ( low density lipoprotein cholesterol,
LDLC)显著升高、皮肤多部位肌腱黄色瘤和早发动

脉粥样硬化等,是诱发各类心血管疾病的高危

因素[1, 2]。
LDLR 基因敲除的 C57BL / 6J 纯系小鼠(LDL鄄
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R - / - )自成功开发以来,被广泛运用于生物医学相

关各领域的研究[3鄄5],该品系小鼠中 LDLR 基因的第

4 号外显子已用同源重组的方式被剔除[6],其血清

TC 含量平均为 2郾 5 g / L,这虽不足以使小鼠产生病

变,但当给予高脂肪饮食时,TC 可高达 4 ~ 15 g / L
之间(正常小鼠为 0郾 8 ~ 10 g / L),其动脉可发生范

围较大的粥样硬化病变,病程也与人类的由泡沫细

胞、脂质条纹向增生阶段发展过程相似,是目前进

行 FH 基因治疗研究以及脂肪代谢相关疾病病理机

制研究常用的模型小鼠[7,8]。 本文以诱导病变之后

的 LDLR - / - 小鼠为材料,检测体内参与脂肪代谢相

关基因如载脂蛋白 B100(ApoB100)、过氧化体增殖

物激活型受体 琢(PPAR琢)、肝 X 受体(LXR琢)以及

ATP 结合盒转运体 A1(ABCA1)的表达水平,并分

析其与野生型小鼠相比的变化情况,该研究结果可

为 FH 的治疗提供更多的靶分子,也会对我们更深

入了解 FH 的发病机制有所帮助。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 试剂

摇 摇 DNA/ RNA 提取试剂盒为 Qiagen 公司的 AllPrep
DNA/ RNA Mini Kit (Catalog no. 80204);cDNA 构建的

kit 为 Invitrogen 公司 SuperScriptTM III First鄄Strand Syn鄄
thesis System for RT鄄PCR (Catalog no. 18080鄄051);荧光

定量 PCR 检测采用ABApplied 公司Applied Biosystems
7500 / 7500 Fast Real鄄Time PCR System 平台,iTaqTM Fast
SYBR襆 Green Supermix With ROX 试剂盒(Catalog no.
172鄄5100);DNA 回收试剂盒、TRIzol 试剂购自北京天根

生物公司;ExTaq 聚合酶、末端转移酶 TdT、各种限制性

内切酶和Klenow 购自 TaKaRa 公司。 鼠 PPAR琢 ELISA
试剂盒、鼠 ApoB100 ELISA 试剂盒、ABCA1 抗体、LXR
抗体分别购自 GenScript 公司和 Santa Cruz 公司。 所有

涉及 RNA 实验用水均经 DEPC 处理;逆转录及基因表

达检测涉及的所有特异性引物由南京金斯瑞生物公司

合成。
1郾 2摇 实验动物

LDLR - / - 小鼠由浙江大学郭航远教授提供,该
品系小鼠引种自美国 Jackson 实验室;C57BL / 6J 纯

系小鼠购自重庆医科大学实验动物中心,小鼠均在

贵阳医学院实验动物中心饲养、繁殖,环境条件为

室温 20 ~ 25益,相对湿度 40% ~70% 。 对 6 周龄左

右的 C57BL / 6J 纯系雄性小鼠(n = 4)及相同遗传背

景的 LDLR - / - 雄性小鼠(n = 4)进行高脂肪饲料喂

养(21%脂肪和 0郾 15% 胆固醇),喂食 8 周之后,体

重为 25 ~ 30 g 的两组小鼠分别进行解剖并抽取静

脉血用于下一步实验。
1郾 3摇 多重 PCR

分别剪取成年正常小鼠和 LDLR - / - 小鼠尾巴

0郾 5 ~ 1郾 0 cm, 通过鼠尾裂解法抽取基因组 DNA,
参照 Jackson 实验室提供的相关信息进行引物设计

和 PCR 检测。 分别在小鼠基因组上、敲除片段的两

端设计一对引物 Pw: 5忆鄄GCGATGGATACACTCACT鄄
GC鄄3忆;Pc: 5忆鄄CCATATGCATCCCCAGTCTT鄄3忆,同时

在插入的打靶载体片段上设计一条正向引物 Pm:
5忆鄄AATCCATCTTGTTCAATGGCCGATC鄄3忆。 各 小 鼠

分别取 1 滋L 基因组 DNA,用引物 Pw 、Pc 和 Pm 进

行多重 PCR 扩增反应。 反应条件为:94 益 5 min;
(94 益 30 s,61益 45 s,72 益 45 s) 伊 35 个循环;72
益 10 min。 最后,取 6 滋L PCR 扩增产物电泳。
1郾 4摇 实时荧光定量 RT鄄PCR

LDLR - / - 小鼠及野生型 C57BL / 6J 纯系小鼠断颈

处死,分别获取肝组织,TRIzol 裂解法抽提总 RNA。 运

用 iTaqTM Fast SYBR襆 Green Supermix With ROX 试剂

盒,检测 LDLR - / - 小鼠体内与脂代谢相关的基因如

ApoB100、PPAR琢、LXR琢 以及 ABCA1 的表达水平,并分

析其与野生型相比的差异情况。 引物设计均横跨内含

子(表 1)。 利用数据分析软件对每个样品的荧光定量

PCR 反应结果进行分析并自动计算出 Ct 值,采用相对

Ct 值( 驻Ct) 的方法对目的基因的表达水平进行定量,
用表达相对稳定的看家基因 GAPDH 作为扩增的内对

照,以校正实验带来的加样和测定误差。 最后做融合

曲线,确定反应产物单一性;并将不同浓度定量的模板

的对数和相应的 Ct 值作图,绘制标准曲线。 根据标准

曲线计算样品 cDNA 的浓度。 所有的基因均单独重复

检测 3 次,最后用 Bio鄄Rad iQ5 软件对定量结果进行分

析处理,阴性对照以双蒸水代替。
1郾 5摇 ELISA 检测

收集小鼠静脉血样,加肝素抗凝血,1000 g 低温离

心 15 min,对上清液根据相关操作说明对 ApoB100 进

行检测。 同时取小鼠肝组织,提取总蛋白后分别进行

PPAR琢、LXR琢、ABCA1 的 ELISA 检测,最后每孔加 50
滋L 终止反应液,终止反应后,用酶联仪在 450 nm 波长

依序测量各孔的光密度(OD 值),每样品重复 3 次。
1郾 6摇 统计学处理

基因表达定量分析每组实验均重复 3 次,所有

数据采用x 依 s 表示,用 SPSS 10郾 0 软件处理,两个样

本均数间的比较采用 t 检验,以 P < 0郾 05 为差异有

显著性。
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表 1. qRT鄄PCR 检测体内脂代谢相关基因的差异性表达的引物设计

Table 1. Primers for qRT鄄PCR amplification of genes involved in lipid metabolism

基摇 因 NCBI 编号 cDNA(bp) qRT鄄PCR 引物
引物长度

(bp) Tm 位置(bp) 扩增片段
长度 (bp)

ApoB100 NM_009693 13518
5忆鄄GCTCAACTCAGGTTACCGTGA鄄3忆 21 61郾 7 557鄄577

5忆鄄AGAGGGCTGACACTTGTACTG鄄3忆 21 61郾 1 674鄄654
118

PPAR琢 NM_011144 1407
5忆鄄AACATCGAGTGTCGAATATGTGG鄄3忆 23 60郾 4 295鄄317

5忆鄄GCGTGAACTCCGTAGTGGT鄄3忆 19 61郾 6 353鄄335
59

LXR琢(Nr1h3) NM_013839 1338
5忆GTCAACTGGGGTTGCTTTAGG鄄3忆 21 60郾 8 138鄄158

5忆鄄GACGAAGCTCTGTCGGCTC鄄3忆 19 62郾 4 235鄄217
98

ABCA1 NM_013454 6786
5忆鄄AACAACCCCTGCTTCCGTTAT鄄3忆 21 61郾 7 232鄄252

5忆鄄GGCGAGACACGATGGACTTG鄄3忆 20 62郾 9 313鄄294
82

GAPDH NM_008084 1254
5忆鄄AGGTCGGTGTGAACGGATTTG鄄3忆 21 60郾 9 152鄄132

5忆鄄GGGGTCGTTGATGGCAACA鄄3忆 19 62郾 6 102鄄84
95

2摇 结摇 果

2郾 1摇 LDLR - / - 小鼠基因型鉴定

小鼠基因组提取后,用多重 PCR 方法对其基因

型进行鉴定。 我们检测出 3 种不同类型的小鼠(图
1)。 野生型小鼠由于 LDLR 基因的 4 号外显子没有

被破坏,扩增出正常的 167 bp 片段 (引物 Pw 和

Pc);在 LDLR - / - 纯合小鼠中,4 号外显子部份序列

被剔除,并插入打靶载体的部份序列,包括 neo 基

因,所以可扩增出 350 bp 片段(引物 Pm 和 Pc);在
基因型为杂合的 LDLR + / - 小鼠中,由于两条染色体

分别是野生型的和基因敲除的,所以可同时扩增出

167 bp 和 350 bp 的片段。 鉴定出的 LDLR 基因缺

失纯合小鼠用于下一步实验。

图 1. 小鼠基因型 PCR 鉴定结果 摇 摇 野生型小鼠 LDLR + / + 为

167 bp;基因敲除小鼠 LDLR - / - 为 350 bp;杂合型 LDLR + / - 为 167
bp 和 350 bp;B 为空白对照组;M 为 Mark。

Figure 1. Result of PCR for detecting genotype

2郾 2摇 脂代谢相关基因转录水平上的差异

实时定量 RT鄄PCR 的方法检测了野生型小鼠、
LDLR - / - 小鼠中与脂代谢通路相关因子 mRNA 的

相对丰度值,与野生型小鼠相比 LDLR - / - 小鼠的

ApoB100、PPAR琢 的 mRNA 水平有不同程度的上

调,PPAR琢 上调幅度更大;ABCA1 的 mRNA 丰度则

相对下降,而 LXR琢 mRNA 的表达量稍有增加但并

不明显(图 2)。 结果显示 ApoB100 mRNA 两分组间

的比值有显著差异(P < 0郾 05);PPAR琢 和 ABCA1 的

差异更为明显(P < 0郾 01),而 LXR琢 则在正常小鼠

和基因敲除小鼠中没有统计学上的差异。

图 2. 野生型小鼠以及 LDLR - / - 小鼠中脂肪代谢相关基因

mRNA 丰度的差异摇 摇 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与野生型小

鼠比较(n = 3)。

Figure 2. Different mRNA abundances of lipid metabolism
related genes in wild type and LDLR - / - mouse

2郾 3摇 蛋白表达水平分析

通过 ELISA 的方法,进一步对 LDLR - / - 小鼠的

脂代谢相关基因蛋白表达水平进行检测。 结果表

明 ApoB100、PPAR琢 的表达水平均比野生型小鼠
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高,具有显著差异(P < 0郾 05),但 PPAR琢 蛋白的增

加幅度并不像转录水平的那样大。 LXR琢 的表达与

野生型的相比相对较为一致,仍然没有显著变化;
而 ABCA1 的表达水平则明显下降,高达 3 倍多(P

< 0郾 01;表 2)。 这些结果进一步说明不同的脂代谢

相关基因的蛋白表达,不同程度地受 LDLR 基因功

能缺失的影响。

表 2. 脂肪代谢相关基因在野生型小鼠以及 LDLR - / - 小鼠中蛋白的表达水平 (x 依 s,n = 3)
Table 2. The Expression of lipid metabolism related genes in wild type and LDLR - / - mouse(x 依 s,n =3)

分摇 组 ApoB100(mg / L) PPAR琢(滋g / L) LXR琢(滋g / L) ABCA1(滋g / L)

野生型小鼠 2郾 261 依 0郾 114 0郾 081 依 0郾 003 0郾 210 依 0郾 023 0郾 974 依 0郾 019

LDLR - / - 小鼠 4郾 611 依 1郾 261a 0郾 146 依 0郾 254a 0郾 191 依 1郾 004 0郾 310 依 0郾 042b

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与野生型小鼠比较。

3摇 讨摇 论

尽管 FH 遗传基础相对清楚,但是从 LDLR 基

因缺陷到患儿表现出相应的临床症状如胆固醇升

高、动脉粥样硬化等的过程却是多基因参与、经过

多步骤形成的,比较复杂。 ApoB100 合成之后在微

粒体甘油三酯转移蛋白的作用下与低密度脂蛋白

(LDL)结合,也是 LDL 主要的载脂蛋白。 LDLR 特

异识别并结合 ApoB100,并在 LDLR 的介导下,LDL
进入细胞,在溶酶体内降解。 本研究发现在 LDLR
基因缺失时,ApoB100 的表达上调,这可能有两个原

因,一是由于 LDLR 的功能缺陷,LDL 及其载脂蛋白

ApoB100 在细胞间积累而无法进入胞降解, 使

ApoB100 的量不断上升;另外,与大多数其它类肝细

胞合成的分泌型的蛋白不太一样,ApoB100 是组成

型表达,量也比较恒定,对 ApoB100 分泌水平的调

控主要是在转录时或转录后进行的[9],而且本研究

的结果显示 ApoB100 表达量的增加相对于 mRNA
的上调幅度要大,所以还有一种可能是 LDLR 基因

缺失后所引起的代谢紊乱效应,影响 ApoB100 蛋白

转录时或转录后的调控。 根据 LDLR - / - 小鼠中

ApoB100 增加的现象,我们可将 ApoB100 作为检测

血脂的一个指标,应用于 FH 及动脉粥样硬化等脂

代谢异常和心血管疾病的临床诊断[10,11]。
核内受体超家族是一类由配体激活的转录因

子,参与发育、生殖、炎症反应以及体内代谢等各生

物学过程。 其成员 PPAR琢 和 LXR琢 在脂肪代谢、动
脉硬化过程中起着关键的调节作用[12]。 PPAR琢 主

要分布在肝、肾以及其它的脂肪组织中,是临床上

常用的贝特类药物的靶点。 PPAR琢 与各种脂肪酸

等配体结合后,通过作用于下游的脂肪酸转运蛋白

(FATP)等相关的靶基因促进过氧化物酶体及线粒

体中脂肪酸的氧化、脂质的分解代谢。 我们发现在

LDLR - / - 小鼠中 PPAR琢 的表达水平反而稍微有点

上调,这可能由于 LDL 的反馈调控有关,即 LDL 的

积累,促进 PPAR琢 的表达,以达到加快氧化降解脂

蛋白的作用。 研究发现一些药物如厄贝沙坦等可

活化 PPAR琢 以及激活其下游的靶基因表达,进而起

到降脂作用[13]。 据此,我们可以尝试通过体内过表

达 PPAR琢 基因的方式进行 FH 及动脉粥样硬化等

相关疾病的治疗研究。
膜整合蛋白 ABCA1 在脂代谢中主要参与胆固

醇的逆向转运过程中起着重要的作用,首先在 AB鄄
CA1 的介导下磷脂及胆固醇流出细胞外,与 ApoA玉
结合形成前 茁鄄HDL,其在卵磷脂胆固醇酰基转移酶

(LCAT)的作用下,转变成富含胆固醇酯的球状的

成熟 HDL。 成熟的 HDL 被运回肝脏内,合成胆汁酸

并排出体外。 通过胆固醇的逆向转运系统,清楚外

周组织中大量过剩的脂质,降低脂质在单核细胞 /
巨噬细胞和血管平滑肌细胞内的蓄积,阻止泡沫细

胞的形成,进而避免发生动脉粥样硬化病变。 对于

ABCA1 在动脉粥样硬化病人及 LDLR 基因功能缺

陷的病人中表达水平的研究不少,但结果却不尽相

同[14鄄17]。 Soumian 等对 16 个动脉硬化病人的 AB鄄
CA1 mRNA 进行表达检测,发现 ABCA1 mRNA 的水

平显著提高[14]。 同样 Albrecht 等[15] 对硬化斑块组

织进行 ABCA1 基因 qRT鄄PCR 分析,结果也显示

ABCA1mRNA 比正常情况的水平要高,然而 ABCA1
基因蛋白水平上的表达却明显下降。 同样是在 mR鄄
NA 水平上,另一个研究组也得到相反的结果即 AB鄄
CA1 mRNA 在家族性高胆固醇血症病人中的表达下

调[17]。 在本研究中,我们检测到 LDLR - / - 小鼠的

ABCA1 mRNA 的水平降低,蛋白水平下降更为显

著。 ABCA1 基因的表达受核内多种因子如 PPAR琢、
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LXR琢 的调控以及固醇调节元件结合蛋白( SREB鄄
Ps)信号的调控,这些不同的研究结果,可能正好反

应出 ABCA1 基因表达调控的多样性以及脂肪代谢

调节机制特别是胆固醇逆向转运过程中调节机制

的复杂性。
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