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小鼠PNPLA7敲降重组腺病毒的构建及其生物学功能的初步研究
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［摘 要］ 目的：构建小鼠PNPLA7基因的敲降重组腺病毒，检测PNPLA7敲降重组腺病毒对小鼠肝脏PNPLA7蛋白的敲降效

率及对肝脏甘油三酯含量的影响。方法：将对照 siNC以及敲降PNPLA7的 siRNA设计为 shRNA并插入到pshuttle-CMV-silence
穿梭质粒中，挑选克隆并测序鉴定，测序成功后将质粒进行PmeⅠ线性化，转入含有腺病毒骨架pAdeasy的BJ5183感受态细胞

中进行同源重组，重组成功后的质粒经 PacⅠ线性化转染 293A细胞进行腺病毒包装，得到Ad-shNC对照腺病毒以及Ad-
shPNPLA7敲降腺病毒。通过尾静脉注射腺病毒7 d后根据免疫印迹实验检测小鼠肝脏中PNPLA7敲降效率，同时利用Folch提
脂方法提取并检测小鼠肝脏中甘油三酯含量。结果：成功获得对照腺病毒Ad-shNC以及敲降腺病毒Ad-shPNPLA7。通过尾静

脉注射进行小鼠肝脏PNPLA7敲降，结果显示Ad-shPNPLA7腺病毒可成功降低PNPLA7的蛋白表达，敲降PNPLA7后引起肝脏

甘油三酯含量上调。结论：小鼠PNPLA7的敲降腺病毒构建成功，敲降PNPLA7引起肝脏中甘油三酯含量升高。
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Construction of recombinant adenovirus carrying mouse PNPLA7 shRNA and Preliminary
investigation on the biology function of PNPLA7
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［Abstract］ Objective：To construct recombinant PNPLA7 shRNA adenovirus and check its knockdown efficiency in liver. Provide a
new approach for further investigating the role of PNPLA7 on hepatic triglyceride metabolism. Methods：siNC and siPNPLA7 were de⁃
signed and cloned into the p-shuttle-CMV-silence vector. After Sequencing identification，the plasmid was linearized by PmeⅠ and re⁃
combined with backbone pAdeasy in BJ5183 competent cells. The recombinant plasmid was linearized by PacⅠand transfected into
293A cells for packaging Ad-shPNPLA7 and Ad-shNC adenovirus. After 7 days of tail vein injection，Western blot was applied to deter⁃
mine the knockdown efficiency of pAdeasy-shPNPLA7 adenovirus in liver，and hepatic triglycerides content were measured. Results：
The hepatic PNPLA7 protein levels were significantly decreased while the hepatic TAG levels were significantly increased in mice with
tail vein injection of pAdeasy-shPNPLA7 adenovirus compared with control mice. Conclusion：The recombinant adenovirus of pAdeasy-

shPNPLA7 and pAdeasy-shNC were successfully constructed. The PNPLA7 may play a role in hepatic triglycerides metabolism.
［Key words］ PNPLA7；adenovirus；triglycerides；lipid metabolism
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非酒精性脂肪肝（nonalcoholic fatty liver dis⁃
ease，NAFLD）作为一种慢性肝损伤疾病，是指除酒

精因素外其他因素导致肝脏中脂质过度堆积的现象，

NAFLD 代表一系列复杂肝脏损伤情况，从单纯性肝

脏脂肪堆积以及非酒精性脂肪肝炎（nonalcoholic ste⁃
atohepatitis，NASH）到发展成为肝脏纤维化以及最终

的肝癌都属于NAFLD的范畴［1］。NAFLD是慢性肝功

能损伤最常见的病因，也是世界范围内最常见的公共
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卫生问题之一。最近流行病学研究表明NAFLD患者

占美国总人口的12%~38%，而NASH患病率为3%~
15%［2］。在中国，随着代谢紊乱疾病如肥胖、2型糖尿

病、血脂异常等发生几率的增加，NAFLD逐渐成为人

们普遍关注的健康问题。在 2型糖尿病患者中，

NAFLD患病率为28%~55%，而在高脂血症患者中为

27%~92%［3］。NAFLD被认为是代谢综合征的肝脏表

现，与肥胖和胰岛素抵抗密切相关。

马铃薯样磷脂酶结构域蛋白（patatin-like phos⁃
pholipase domain-containing protein，PNPLA）家族包

括 9个成员（PNPLA1~9）［4］。PNPLA家族蛋白中研

究最为广泛的是PNPLA2即脂肪甘油三酯脂酶（adi⁃
pose triglyceride lipase，ATGL），以及PNPLA3。ATGL
具有水解甘油三酯（triglyceride，TG）成为甘油二酯

的功能，是调节TG水解的限速酶［5-7］。最新研究报

道ATGL通过 SIRT1调控肝脏中自噬、脂质自噬过

程从而调节肝脏中脂质含量［8］。PNPLA3是PNPLA
家族蛋白中发现与NAFLD最显著相关的蛋白，它的

第 148 位亮氨酸突变为异亮氨酸会导致严重的

NAFLD［6，9-10］。最近研究发现，PNPLA5通过调节脂

质水解促进自噬体形成的过程，从而调节脂质代谢

过程［11］。

作为 PNPLA家族成员，PNPLA7具有溶血磷脂

酶活性，在体外可以水解溶血磷脂酸和溶血磷脂胆

碱，提示 PNPLA7可能在脂代谢过程中发挥作用。

本实验室前期研究发现，PNPLA7在脂肪、肝脏、肌

肉等代谢旺盛的器官中高表达，并且 PNPLA7 在

NAFLD病理模型小鼠 ob/ob、db/db的肝脏中表达量

明显升高，由此提示PNPLA7可能在肝脏脂代谢过程

中发挥重要作用（未发表资料）。但是到目前为止，

PNPLA7 在肝脏中的功能还鲜有报道，为了明确

PNPLA7在肝脏脂代谢过程中的作用，本研究构建

PNPLA7敲降腺病毒探究其在体内的功能。

1 材料和方法

1.1 材料

pShuttle-CMV-silence质粒由清华大学李蓬老师

实验室惠赠；pAdeasy质粒由南京医科大学韩晓老

师实验室惠赠；含 pAdeasy 载体的BJ5183菌种由本

实验室自制；引物由南京捷瑞公司合成；限制性内

切酶XhoⅠ、HindⅢ以及T4 DNA连接酶（TaKaRa公
司，日本）；内切酶PacⅠ、PmeⅠ（NEB公司，美国）；

DMEM细胞培养液（Gibco公司，美国）；胎牛血清（天

杭生物科技有限公司）；细胞培养皿、细胞培养板

（Corning公司，美国）；转染试剂 Lipofectamine 2000
（Life公司，美国）；质粒抽提试剂盒（Qiagen公司，德

国）；抗 Calnexin抗体（Stressgen公司，比利时），抗

PNPLA7抗体由本实验室自制；甘油三酯酶法测定

试剂盒（Life公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 引物退火

取引物稀释为 20 μmol/μL的溶液。分别取上

下游引物 Ad- sip7- 3F、Ad- sip7- 3R 5 μL 加入 10 ×
bufferG 5 μL，最后用 ddH2O补至 50 μL配成反应体

系。退火PCR程序：95 ℃ 5 min，25 ℃ 2 min，4 ℃保

持。

1.2.2 穿梭质粒 pShuttle-CMV-shPNPLA7的构建和

鉴定

取 pshuttle-CMV-silence质粒 1 μg，以及退火产

物分别用限制性内切HindⅢ、XhoⅠ在 37 ℃细菌培

养箱中进行酶切过夜，琼脂糖电泳，根据胶回收试

剂盒说明书回收酶切产物。利用T4 DNA连接酶按

照合适比例将片段和载体放于 16 ℃恒温水浴锅中

进行连接过夜。取 50 μL大肠杆菌感受态细胞，加

入适量连接产物 冰浴 30 min后，42 ℃热激 90 s，马
上放回冰上，冰浴2 min；加200 μL LB培养基，于37 ℃
摇床慢摇振荡培 45 min；取 50~100 μL涂在含有卡

那霉素的LB固体培养基上，37 ℃倒置培养过夜。挑

选单克隆，在含卡那霉素的培养液中37 ℃培养16 h，
小提质粒，EcoRⅤ酶切质粒，初步鉴定。选取样品，

进行测序。测序成功后，中提质粒，PmeⅠ酶切质粒

37 ℃16 h后，1 %琼脂糖凝胶电泳两条带，PCR产物

清洁试剂盒回收，20 μL溶解获得目的产物。

经测序鉴定成功的穿梭质粒 pShuttle-CMV-

shPNPLA7，转化摇菌中提质粒，取 2 μg质粒用限制

性内切酶PmeⅠ酶切线性化。37 ℃ 16 h后，1 %琼脂

糖凝胶电泳两条带，PCR产物清洁试剂盒回收，20 μL
水溶解回收获得目的片段。将20 μL的清洁回收产

物加入到 100 μL含 pAdeasy的BJ5183感受态细胞，

用上述方法进行转化，最后涂于卡那抗性平板上，

37 ℃培养过夜。挑取单克隆在含卡那霉素的培养液

中37 ℃培养16 h，小提质粒。用PacⅠ单酶切2~4 h，
酶切产物用0.8 %的琼脂糖凝胶电泳分离，阳性克隆

应该得到1条30 kb左右的大片段和1条 3.0 kb或者

4.5 kb的小片段。鉴定成功的质粒，摇菌中提［12］。

1.2.3 重组腺病毒质粒载体 pAdeasy-shPNPLA7质

粒线性化

取 20 μg质粒用限制性内切酶 PacⅠ 1.5 μL，
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cutmart buffer 5 μL ddH2O补至 100 μL。37 ℃ 酶切

16 h。
1.2.4 酚氯仿抽提

首先向 1.2.3 所得酶切产物加入 ddH2O 补至

400 μL，加入等体积酚氯仿，剧烈震荡 3 min，4 ℃、

12 000 r/min离心 10 min，取 340 μL上清加入 34 μL
3 mol NaAc、800 μL无水乙醇，混匀后放置-80 ℃ 静

置 30 min，4 ℃、12 000 r/min离心 20 min，弃上清，加

入1 mL 75 %乙醇，4 ℃ 7 500 r/min 离心5 min再次用

75%乙醇洗涤沉淀，4 ℃ 7 500 r/min 离心5 min，弃去

上清，加入 20 μL ddH2O室温静置 30 min，即可得到

纯化的质粒。

1.2.5 质粒转染、病毒包装、扩增、纯化

将 293A细胞种到 6 cm培养皿中贴壁培养过

夜，在细胞密度达到 80 %时进行细胞转染，将上述

纯化的质粒用脂质体 Lipofectamine 2000转染 293A
细胞，细胞转染4 h之后，换成含有10% 胎牛血清的

DMEM培养液，继续培养，包装第1代病毒。期间，只

能不断补充培养液，而不能换液更不能传代。10 d左
右，细胞会出现明显的病变效应；将细胞自培养皿

上吹打下来，收集在 1个 15 mL离心管中。将细胞

冻存于-80 ℃，然后 37 ℃解冻，反复冻融 3次，使得

细胞中的病毒颗粒充分释放。最后 1次解冻之后，

4 ℃ 12 000 g离心10 min，得到6 mL培养液，病毒颗

粒位于培养液中，此为第1代病毒。

取 1 mL第 1代病毒感染 1个 10 cm皿扩增得到

第2代病毒，同样的方法反复冻融3次后离心，得到

10 mL第 2代病毒。然后再取 1 mL第 2代病毒感染

1个15 cm皿扩增得到30 mL第3代病毒。接着再取

0.5 mL第3代病毒感染1个15 cm皿，扩增30个15 cm
皿得到的培养液，利用CsCl密度梯度离心的方法进

行病毒纯化，保存在-80 ℃超低温冰箱中［13］。注意

每一轮病毒扩增中，细胞要在2~3 d内病变完全，并

且收集，如果某一轮扩增没有在2~3 d内病变完全，

要重复该轮扩增，直到在2~3 d内病变完全为止。

1.2.6 Western blot 检测Ad-shPNPLA7腺病毒敲降

效率

尾静脉注射经纯化后的腺病毒到小鼠体内，7 d
后安乐死小鼠并解剖收集肝脏组织，提取组织蛋

白。根据BCA方法计算各蛋白样品浓度，将含有上

样缓冲液蛋白样品煮沸5 min使其变性。定量后的

蛋白进行SDS-PAGE电泳，转移到PVDF膜上，5 %脱

脂奶粉室温封闭 1 h，以 PNPLA7抗体（1∶500）作为

一抗 4 ℃孵育过夜，第 2天回收抗体，TBST 洗膜，以

辣根过氧化物酶标记的兔抗作为二抗（1∶10 000）室温

孵育 l h，TBST 洗膜，采用 ECL 化学发光法检测

PNPLA7蛋白表达。

1.2.7 肝脏油红染色以及肝脏中TG含量检测

切取新鲜肝脏组织，放入液氮中冷却，然后石

蜡包埋切片，室温回温，蒸馏水浸洗，洗掉包埋剂，

60%异丙醇浸洗 2 min，油红O工作液染色 2~5 min，
60%异丙醇调色，调色结束后，立即水洗，苏木精复染

（严格控制时间，1 min以内），盐酸酒精分化1~5 s，流
水反蓝甘油明胶封片。

肝脏TG检测：称量100 mg组织样品，加入5 mL
氯仿∶甲醇混合液（氯仿∶甲醇=2∶1），匀浆，加入

800 μL 0.9%NaCl离心，转移上清至5 mL容量瓶，静

置16 h，加入氯仿补至 5 mL，震荡混匀，之后在深孔

板中分别加入25 μL样品以及标准品，然后每孔加入

10 μL chloroform：triton-100混液（chloroform：triton⁃
100=1∶1），放入超净工作台吹干 3.0~3.5 h，加入

200 μL工作液，37 ℃培养箱，放置5 min，转移150 μL
液体至 96孔板中，波长分别为 500、660 nm分光光

度计读数，计算数值。

1.3 统计学方法

所有计量数据均使用GraphPad软件进行统计

学分析。计算 3次实验的均数和标准误（means ±
SEM），采用成组 t检验对不同组数据进行比较并计

算P值，P≤0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 Ad-shPNPLA7的引物设计

设计 3条 siRNA转染AML12细胞，Western blot
检测敲降效率，结果显示3号PNPLA7 siRNA干扰片

段敲降效率最高（图 1A），因此，选取该序列设计

PNPLA7 shRNA。 根 据 shRNA 设 计 规 则 ，将 该

PNPLA7 siRNA 干扰片段设计为发卡结构 shRNA，

具体引物序列如图1B所示。

2.2 穿梭质粒 pShuttle- CMV- shNC、pShuttle- CMV-

shPNPLA7的构建及鉴定

EcoRⅤ酶切 pShuttle-CMV-silence 以及挑取的

pShuttle-CMV-shNC、pShuttle-CMV-shPNPLA7克隆质

粒，p1、p2、p3可能为阳性克隆，利用通用引物CMV进

行测序，测序结果显示p1为pShuttle-CMV-shNC，p2、
p3为pShuttle-CMV-shPNPLA7阳性克隆质粒（图2）。
2.3 重组质粒pAdeasy-shNC、pAdeasy-shPNPLA7的

鉴定

构建成功的穿梭质粒 pAdeasy-shNC、pShuttle-
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CMV-shPNPLA7经PmeⅠ 酶切线性化，转化到含有

Adeasy的BJ5183感受态细菌中进行同源重组，重组

成功质粒经PacⅠ酶切后，由于不同的同源重组方式

会出现两条带，1条30 kb；另1条为3.0 kb或4.5 kb。
结果显示6、7号样品腺病毒质粒重组成功（图3）。
2.4 重组腺病毒的包装

重组成功的腺病毒质粒转染 293A细胞，6 h之

后换液继续培养，病毒感染 10 d后，观察到细胞开

始变圆、肿大、脱落等病变效应，呈彗星状（图 4）。

2.5 尾静脉注射重组腺病毒，体内检测敲降效率

通过尾静脉注射方式，给 8周龄 C57BL6/J小鼠

尾静脉注射腺病毒，7 d后提取肝脏组织总蛋白，运

用Western blot检测 PNPLA7蛋白的表达。结果显

示Adeasy-shPNPLA7实验组相对Adeasy-shNC对照

组小鼠肝脏中 PNPLA7 蛋白表达量明显下调（图

5A）。通过进一步灰度扫描分析显示，和对照组

PNPLA7的蛋白水平1.000 ± 0.048相比，注射腺病毒

后肝脏中PNPLA7的蛋白水平为0.627 ± 0.102，下降

了大约 40%，差异有统计学意义（P=0.011，图 5B）。

该结果证实Adeasy-shPNPLA7确实可以有效敲降肝

脏中PNPLA7蛋白的表达水平。

2.6 油红染色肝脏，观察肝脏中脂质含量

待小鼠注射腺病毒 7 d后，解剖并剪取小鼠肝

脏组织，分别进行油红O染色和小鼠肝脏TG含量检

测。和对照组相比，在肝脏中敲降PNPLA7之后，肝

脏中油红O染色的脂滴含量明显增多（图6A），同时

TG含量检测结果显示，和对照组相比，小鼠肝脏中

敲降PNPLA7后TG含量显著上调（图6B）。
3 讨 论

NAFLD是指肝脏病理表现与酒精性脂肪肝相

类似但无过量饮酒史的一种临床病理综合征，非酒

精性因素的情况（饮酒量男性低于30 g/d，女性低于

20 g/d）下，常伴有肝脏脂肪异常堆积现象［14］。

NAFLD代表了一系列的肝脏病理学变化，包括在肝

脏中发生的单纯性脂肪堆积、带有炎症现象的脂肪
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TCGAGGCCAAGAGGATTCTGCGCTTTTCAAGAGAAAGCGCAGAATCCTCTTGGTTTTTTGGAA
AGCTTTCCAAAAAACCAAGAGGATTCTGCGCTTTCTCTTGAAAAGCGCAGAATCCTCTTGGCC

Ad⁃siNC⁃F

Ad⁃siNC⁃R

TCGAGGCCAAGAGGATTCTGCGCTTTTCAAGAGAAAGCGCAGAATCCTCTTGGTTTTTTGGAA
AGCTTTCCAAAAAACCAAGAGGATTCTGCGCTTTCTCTTGAAAAGCGCAGAATCCTCTTGGCC
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A：3条 PNPLA7 siRNA分别转染AML12细胞，48 h后收样检测

PNPLA7蛋白表达；B：PNPLA7 和阴性对照 shRNA引物设计序列。

图 1 Ad-siPNPLA7的引物设计

Figure 1 Primer design of Ad-siPNPLA7

M1 pCtr p1 p2 p3 M2 mc m1 m2 m3

pCtr 为对照质粒，p1、p2、p3为挑取单克隆，摇菌小提质粒。mc、
m1、m2、m3对应EcoRⅤ酶切产物。M：DNA Marker。

图2 穿梭质粒pShuttle-CMV-shPNPLA7的鉴定

Figure 2 Identification of pShuttle- CMV- shPNPLA7
shuttleplasmid

M 1 2 3 4 5 6 7

19 3297 7446 2234 2543 472

Adeasy重组腺病毒质粒经PacⅠ进行酶切后产物，6、7号为重组

成功质粒。M: DNA Marker。
图3 重组腺病毒质粒pAdeasy⁃shPNPLA7的酶切鉴定

Figure 3 Identification of pAdeasy ⁃shPNPLA7 vector by
restriction enzyme

图4 重组腺病毒的体外包装（×40）
Figure 4 Recombinant adenovirus in vitro packaging（×40）

Adeasy⁃siPNPLA7Adeasy⁃shNC

··158



P < 0.0550
40
30
20
10
0

TA
G（

mg
/gT

issu
e）

Adeasy⁃shNC Adeasy⁃siPNPLA7Adeasy⁃siPNPLA7

Adeasy⁃siPNPLA7Adeasy⁃shNCA

B

A:小鼠肝脏油红染色;B：小鼠肝脏中TAG测定。

图6 腺病毒感染的小鼠肝脏脂质含量的检测

Figure 6 The measurement of hepatic lipid content

浸润、非酒精性脂肪肝炎、肝纤维化，最终发展成为

肝癌。

研究显示NAFLD与代谢综合征有较强的相关

性，肥胖、胰岛素抵抗、2型糖尿病以及血脂紊乱等

患者NAFLD发病率明显高于正常人群［15-16］。近5年
来，NAFLD引起的病死率逐年增大［17］，肝脏相关死

亡因素中，NAFLD所占比率由0.2 % 上升到2.8 %，升

高了10倍，是同期心血管疾病所导致死亡率的2倍［18］。

研究表明，随着肥胖、胰岛素抵抗的发生以及人们

久坐、饮食结构、生活方式的改变，NAFLD不仅在发

达国家，在发展中国家也逐渐成为导致肝脏功能紊

乱的重要因素［19］。尽管现在有很多对NAFLD的研

究，但其发病机制仍不十分清楚，参与其发病及进

展的关键基因也需要进一步探索。

诸多研究表明，PNPLA家族成员与肝脏脂质代

谢及 NAFLD发病密切相关。作为 PNPLA家族成

员，PNPLA7在肝脏、脂肪、等脂代谢旺盛的器官中

高表达，且其在NAFLD病理模型小鼠 ob/ob、db/db
的肝脏中表达量明显升高，提示PNPLA7在小鼠肝

脏脂质代谢中发挥重要作用，可能参与了NAFLD的

发病过程。为了研究PNPLA7在小鼠肝脏脂质代谢

中的功能，拟采用腺病毒尾静脉注射的方式进行小

鼠肝脏 PNPLA7的敲降。腺病毒具有转基因效率

高、病毒颗粒稳定、多数组织细胞具有感染性、性质

稳定等优点［20］。利用Adeasy-1系统（Stratagene），本

研究构建了PNPLA7敲降腺病毒，并通过尾静脉方

式注射小鼠体内，Western blot 结果显示PNPLA7表
达量明显降低，说明该腺病毒构建成功，并且在小

鼠肝脏中表达成功。在小鼠肝脏中敲降PNPLA7之
后，脂质含量明显升高，这提示着PNPLA7可能在肝

脏脂质代谢中发挥重要作用。肝脏脂质变性是

NAFLD发生的重要原因，由此提示PNPLA7可能通

过调节肝脏中脂质含量，进而影响NAFLD的发生。

肝脏中脂质堆积的可能原因有3种：肝脏脂质从

头合成增加；肝脏中脂质分解减少；肝脏中脂质分泌

可能减少。肝脏中脂质合成过程中，其中2个重要的

转录因子为甾醇调控原件结合蛋白-1c［sterol-regula⁃
tory element-binding protein（SREBP）-1c，SREBP-1c］、
碳水化合物反应原件结合蛋白（carbohydrate-respon⁃
sive element-binding protein，ChREBP）［21- 22］。它们都

可以促进体内脂肪酸合成相关基因的表达，

ChREBP能增加肝脏特异性的丙酮酸激酶的表达，

从而为脂肪以及TG的合成提供更多底物［21］。而肝

脏中脂质分解过程主要涉及到脂质水解酶介导的

脂质水解以及线粒体介导的β氧化过程，研究表明

ATGL或者线粒体肉毒碱棕榈酰转移酶-1（carnitine
palmitoyltransferase 1，CPT1）功能受损会导致肝脏中

脂质堆积［23］。另外肝脏中脂质的分泌主要以超低

密度脂蛋白（very low-density lipoprotein，VLDL）形式

分泌到血液中，VLDL上结构蛋白的功能受损可能

会增加肝脏中脂质含量，如 apoB基因的突变导致肝

A:敲降PNPLA7小鼠肝脏蛋白表达检测;B：PNPLA7蛋白的灰度

扫描结果。

图5 Western blot检测小鼠肝脏PNPLA7蛋白的表达

Figure 5 Western blot analysis of hepatic PNPLA7
Protein level in mice
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脏中脂质含量是正常人的 3 倍［24］。但是敲降

PNPLA7之后具体如何引起肝脏脂质堆积以及相关

机制的研究，还需要进一步研究。总之本研究构建

的Adeasy-shPNPLA7腺病毒为后续研究提供便利的

实验工具，为深入探讨PNPLA7在肝脏中的功能及

其机制奠定了基础。
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