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［摘 要］ 目的：分析氧化固醇结合样蛋白2（oxysterol binding protein⁃like 2，OSBPL2）基因缺陷型巴马小型猪肥胖相关的表型

特征和可能机制。方法：将 3月龄野生型（wild type，WT）和OSBPL2缺陷型（mutant type，MT）巴马小型猪饲喂高脂饲料（high
fat diet，HFD）。喂食9个月后检测体重、皮下脂肪厚度，HE染色观察肝脏脂肪变性，电镜观察肝脏组织亚细胞结构，检测血清

甘油三酯、总胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇、低密度脂蛋白胆固醇、丙氨酸氨基转移酶、天门冬氨酸氨基转移酶等生化指标，实

时荧光定量PCR（qRT⁃PCR）法检测肝脏脂肪合成分化相关基因的变化，Western blot及免疫组织化学法检测脂肪酸结合蛋白4
（adipocyte fatty acid binding protein 4，FABP4）及酰基辅酶A氧化酶1（acylcoenzyme A oxidase 1，ACOX1）蛋白表达水平。结果：

MT⁃HFD组体重、皮下脂肪厚度明显高于WT⁃HFD组（P＜0.05）；HE染色结果显示，MT⁃HFD组脂肪细胞显著增大（P＜0.001）；

MT⁃HFD组肝脏脂肪空泡变性明显多于WT⁃HFD组。qRT⁃PCR、Western blot及免疫组织化学染色结果发现，MT⁃HFD组肝组织

中FABP4蛋白含量明显增加，ACOX1蛋白明显减少；电镜结果显示MT⁃HFD组肝脏线粒体相关内质网膜长度变短。结论：

OSBPL2缺陷引起巴马小型猪肥胖相关表型特征，可能与抑制脂肪酸β⁃氧化、影响能量代谢平衡及促进脂肪分化有关。
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［Abstract］ Objective：This study aims to analyze the obesity⁃related phenotypic characteristics and possible mechanism of oxysterol
binding protein⁃like 2（OSBPL2）gene knockout in Bama miniature pigs. Methods：Three month⁃old wild⁃type（WT）Bama miniature
pigs and OSBPL2 mutant type（MT）Bama miniature pigs were fed with high⁃fat diet（HFD）. Body weight and subcutaneous fat thickness
were measured after feeding 9 months；liver steatosis was observed by HE staining；liver subcellular structure was observed by electron
microscopy；serum was collected to detect total cholesterol，total triglycerid，high density lipoprotein cholesterol，low density lipoprotein
cholesterol，alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase；the mRNA expression of genes involved fat synthesis and adipose
differentiation in liver were measured by real⁃ time quantitative PCR；the protein expression levels and distributions of adipocyte fatty
acid binding protein（FABP4）and peroxisomal acylcoenzyme A oxidase 1（ACOX1）were detected by Western blot and
immunohistochemistry. Results：The body weight and subcutaneous fat thickness significantly increased in MT⁃HFD group（P＜0.05）.
HE staining results showed the area of subcutaneous fat cells increased significantly in MT⁃HFD group（P < 0.001），and a large number
of fat vacuoles were observed in the liver tissue of MT⁃HFD group. the qRT⁃PCR，Western blot and IHC results showed that FABP4
mRNA and protein expression increased，while ACOX1 expression decreased in pigs of MT⁃HFD group. Electron microscopy analysis
results showed the length of mitochondria ⁃ associated endoplasmic reticulum membrane decreased in MT ⁃HFD group. Conclusion：
OSBPL2 deficiency may cause obesity ⁃ related phenotypic characteristics in Bama miniature pigs，which may be associated with the
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肥胖是一种由多因素引起的慢性代谢性疾病，

表现为个体体内脂肪组织过多和/或脂肪分布异常。

分子流行病学调查证实，遗传已成为与肥胖病因学相

关的重要因素［1-2］。基因变异导致脂质代谢紊乱是

肥胖发生的主要分子病理学基础。

肥胖相关基因表达水平与脂肪堆积、脂肪细胞

分化以及能量代谢调节密切相关。脂肪酸结合蛋

白 4（adipocyte fatty acid binding protein 4，FABP4）是

一种脂肪分化的标志蛋白，在脂质代谢中发挥重要

作用。研究表明，FABP4的表达水平与猪的肌内脂

肪发育和积聚呈正相关，并且是反映长白猪和杜洛

克猪肌内脂肪水平的重要指标，FABP4的异常升高

促进脂肪分化并引起炎症反应，甚至进一步造成动

脉粥样硬化［3-4］。酰基辅酶A氧化酶 1（peroxisomal
acyl⁃coenzyme A oxidase 1，ACOX1）是极长链脂肪酸

（very⁃long⁃chain fatty acids，VLCFA）在过氧化物酶

体上进行β⁃氧化的限速酶，在能量代谢中发挥重要

作用。据报道，ACOX1缺陷导致过氧化物酶体代谢

异常，从而导致多种与过氧化物酶体相关的疾病，如

肝肾脑综合征（Zellweger syndrome，ZS）、新生儿大脑

白质退化症（neonatal adrenoleukodystrophy，NALD）
等［5］。ACOX1的下调抑制了脂肪酸β⁃氧化的能力，

造成VLCFA堆积，进一步可能引起线粒体损伤。

线粒体相关内质网膜（mitochondria⁃associated
endoplasmic reticulum membrane，MAM）是线粒体与

内质网之间的接触位点，它调节多种细胞生物学功

能，如脂质代谢、Ca2+信号转导、线粒体分离融合、线

粒体自噬、内质网应激和炎症免疫等。有报道显

示，MAM的结构和功能异常还与肥胖、胰岛素抵抗

的发生发展密切相关［6-8］。

氧化固醇结合蛋白（oxysterol binding protein，
OSBP）是一类氧化固醇的受体蛋白，参与细胞内胆

固醇的转运和代谢。与OSBP结构具有较高同源性

的蛋白被称为 OSBP 相关蛋白（OSBP⁃related pro⁃
tein，ORP），ORP家族成员通常被认为是固醇传感

器，它将信息传递入细胞以维持脂代谢、能量平衡

和参与细胞信号转导。氧化固醇结合蛋白样蛋白2
（oxysterol binding protein⁃like 2，OSBPL2）是ORP蛋

白家族的一类重要成员（ORP2），编码该蛋白的基因

定位在人染色体 20q13.33上，cDNA全长 4 027 bp，
编码 480个氨基酸，它广泛表达于哺乳动物的多种

组织中，参与调节细胞内胆固醇代谢［9］。研究表

明，OSBPL2基因缺陷能够引起细胞内脂质代谢异

常［10］，但其在突变动物模型上的相关研究目前未见

文献报道。

本课题组为证实OSBPL2基因突变致聋的基因

型与表型的相关性，已通过CRISPR/Cas9技术构建

了OSBPL2基因缺陷巴马小型猪［11-12］，在成功获得了

耳聋表型外，发现基因缺陷小型猪具有明显的肥胖

特征。本研究对小型猪的肥胖表型特征和可能机

制进行了研究，为深入阐明OSBPL2调节能量代谢、

影响脂肪蓄积的分子机制提供了重要的模型动物

和实验基础。

1 材料和方法

1.1 材料

OSBPL2基因缺陷型的巴马小型猪由本课题组

构建，饲养于南京医科大学江苏省异种移植重点实

验室大动物实验基地，接受标准的饲养程序，南京

医科大学实验动物福利伦理委员会同意后取材，取

材过程均在麻醉下进行。

基础饲料（basic chow，BC）购自江苏正大苏垦

猪业有限公司，高脂饲料（high fat diet，HFD）购自江

苏省协同医药生物工程有限责任公司。高脂饲料

按如下配方制备：63.5%基础饲料，1.5% 胆固醇，

15% 油脂，10% 猪油，10% 蛋黄。

FABP4、ACOX1抗体（A0232、A8091，武汉爱博

泰克生物科技有限公司）、山羊抗兔 IgG 二抗

（A21020，武汉亚科因生物技术有限公司）、DAB免

疫显色试剂（GK347071，上海基因科技股份有限公

司）、苏木精及伊红（G1004、G1001，武汉谷歌生物科

技有限公司）、异氟烷（O21400，华中海威基因科技

有限公司），脂肪合成代谢相关基因引物由北京擎

科生物科技有限公司合成（表1）。
1.2 方法

1.2.1 组织标本采集

对缺陷型（mutant type，MT）和野生型（wild⁃type，
WT）仔猪进行耳穿孔筛选。断奶后，所有仔猪均饲

inhibition of fatty acid β⁃oxidation，the influence of energy metabolism balance and the promotion of adipose differentiation.
［Key words］ oxysterol binding protein⁃like 2（OSBPL2）；gene knockout；Bama miniature pigs；obesity
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喂基础饲料 1个月。根据实验设计，3月龄时饲喂

HFD，得到MT⁃HFD组和WT⁃HFD组，每组6只。巴

马猪饲养至 12月龄时处死，取腹部及背部皮下脂

肪组织、肝脏组织置于 4%多聚甲醛中固定。取肝

脏组织置于戊二醛固定液中用于电镜观察。参照

文献［13］，测量巴马猪胴体肩胛后沿、最后肋处、

腰荐接合处距背正中线 4 cm处背部皮下脂肪厚

度，3点平均值作为背部皮下脂肪平均厚度，测量

并拍照。

1.2.2 HE染色和免疫组化染色

样品石蜡包埋，切成4 μm的薄片。组织切片苏

木素染色 5~10 min，伊红染色 3 min，显微镜下观察

HE染色结果。组织切片经柠檬酸盐缓冲液抗原修

复，3% H2O2孵育，一抗（1∶100）4 ℃孵育过夜，二抗

（1∶200）室温孵育60 min，DAB显色1~2 min，苏木素

染色，显微镜下观察免疫组化的结果。

1.2.3 血脂生化检测

对巴马小型猪处死前1 d禁食过夜后进行颈静

脉采血。全血样品 500 g离心 15 min，分离获得血

清。采用BS⁃230生化分析仪检测甘油三酯（total tri⁃
glyceride，TG）、总胆固醇（total cholesterol，TC）、高密

度脂蛋白胆固醇（high density lipoprotein cholesterol，
HDL⁃C）、低密度脂蛋白胆固醇（low density lipopro⁃
tein cholesterol，LDL⁃C）、丙氨酸氨基转移酶（alanine
aminotransferase，ALT）、天门冬氨酸氨基转移酶（as⁃

parate aminotransferase，AST）等生化指标。

1.2.4 电镜观察以及MAM长度的计算

新鲜肝脏组织戊二醛固定，将组织切成 60 nm
薄片并染色，电镜观察细胞的亚显微结构及内质

网、线粒体的位置，选取2 900和11 000的放大倍率

进行拍照，用MIB软件和 Image J软件分析线粒体及

内质网，低于12 nm处认为是MAM，计算MAM平均

长度［14］。

1.2.5 实时定量PCR
取巴马小型猪肝脏组织，使用TRIzol在组织匀

浆器中提取总RNA，定量后取 1 μg总RNA反转录

成cDNA，随后进行实时定量PCR（real⁃time quantita⁃
tive PCR，qRT⁃PCR）检测。采用 20 μL扩增体系：

SYBR®Green Master Mix（2×）10 μL，cDNA 1 μL，上
游引物 0.5 μL，下游引物 0.5 μL，ddH2O 8 μL。扩增

程序如下：预变性95 ℃ 5 min；变性95 ℃ 10 s，退火/
延伸 60 ℃ 30 s，共 40个循环。目标基因CT值使用

GAPDH基因CT值校正。引物序列见表1。
1.2.6 蛋白质免疫印迹

取巴马小型猪肝脏组织，使用RIPA 裂解液在

组织匀浆器中提取总蛋白，用BCA 试剂定量。取等

量蛋白，10% SDS⁃PAGE电泳分离并转至硝酸纤维

膜上。5%脱脂奶粉溶液封闭 2 h，分别加入FABP4
抗体、ACOX1抗体或 GAPDH抗体 4 ℃孵育过夜。

次日加入相应二抗室温孵育 2 h。最后加入ECL化

表1 实时定量PCR引物序列

Table 1 qRT⁃PCR primer sequences

基因名

GAPDH

CEBPα

ACOX1

PLIN2

ERLIN2

COPA

FABP4

序列（5′→3′）
上游GCAAAGTGGACATTGTCGCCATCA
下游TCCTGGAAGATGGTGATGGCCTTT
上游CGTGGAGACTCAACAGAAGG
下游GCAGCGTGTCCAGTTCGCGG
上游ATGAGATGGATAATGGCTACCTG
下游CGTAGGTCAGCTTGTTACTCAG
上游AGATGAATCCCACTGTGCTG
下游TGATCGTGGATGTTCTGTGG
上游GACAAAGCTTCTCATTGCAGC
下游GTCTCCTTCTCCATCACCTTC
上游CTCAGTTTCACCCCTCAGAAG
下游CCAGTTATTCCTCTCACATCCG
上游AGTCAAGAGCACCATAACCTTAG
下游AGCCGTGACACCTTTCATG

长度（bp）
160

095

129

135

144

136

136

GAPDH：甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢酶（glyceraldehyde⁃3⁃phosphate dehydrogenase）；CEBPa：CCAAT增强子结合蛋白 a（CCAAT/enhancer⁃binding
protein alpha）；PLIN2：围脂滴蛋白2（Perilipin⁃2）；ERLIN2：内质网脂筏相关蛋白2（endoplasmic reticulum lipid raft⁃associated protein 2）；COPA：

衣被蛋白a亚基（coatomer subunit alpha）。
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图1 两组巴马小型猪皮下脂肪的检测结果

Figure 1 Thickness of subcutaneous fat in Bama miniature pigs of two groups

肩部后沿 最后肋处 腰荐接合处

背部皮下脂肪 腹部皮下脂肪

WT
⁃HF

D组
MT

⁃HF
D组

学发光试剂利用凝胶成像系统成像。

1.3 统计学方法

计量数据以均数 ± 标准差（x ± s）表示，采用

GraphPad Prism进行统计学检验，两独立样本采用

t检验进行组间比较，P＜0.05为差异有统计学意

义。

2 结 果

2.1 同月龄巴马小型猪体重及皮下脂肪检测

10月龄MT⁃HFD巴马猪体重为（70.33 ± 6.04）kg，
显著高于WT⁃HFD组（52.80 ± 4.60）kg（P＜0.05，表
2）。MT⁃HFD组与WT⁃HFD组背部皮下脂肪及腹部

皮下脂肪厚度差异明显。MT⁃HFD组背部脂肪厚度

为（8.13 ± 0.54）cm，显著高于 WT⁃HFD 组（5.04 ±
0.37）cm（P＜0.01），MT⁃HFD 组腹部脂肪厚度为

（6.03 ± 0.47）cm，也显著高于 WT⁃HFD 组（4.16 ±
0.76）cm（P＜0.05，表2，图1）。
2.2 同月龄巴马小型猪皮下脂肪细胞面积的比较

HE染色观察，与WT⁃HFD组相比，MT⁃HFD组

背部脂肪细胞体积增大，腹部脂肪细胞大小较为均

一（图 2A、B）。为进一步确认，参照文献［15］，利用

Image J软件测量了脂肪细胞的大小。WT⁃HFD组背

部脂肪细胞面积平均值为 5 411.38 μm2，而 MT⁃
HFD组为 5 838.88 μm2，因此对 5 000~＜7 500 μm2

的细胞进行比较，发现没有明显差异，但MT⁃HFD
组 2 500~＜5 000 μm2的细胞分布比例为（33.65 ±

1.05）%，低于 WT⁃HFD 组的（36.95 ± 1.02）%（P＜

0.05），而MT⁃HFD组 7 500~＜10 000 μm2的细胞分

布比例为（18.40 ± 0.43）%，高于 WT ⁃HFD 组的

（15.03 ± 0.42）%（P＜0.001，图2C），表明MT⁃HFD组

背部大脂肪细胞比例增加，小脂肪细胞比例减少。

随后又测量了腹部脂肪细胞的面积，发现WT⁃HFD
组腹部脂肪细胞面积平均值为7 084.75 μm2，而MT⁃
HFD组为 7 073.88 μm2，由图 2D可见，MT⁃HFD组

2 500~ ＜5 000 μm2 的细胞分布比例为（20.51 ±
0.87）%，低于 WT⁃HFD 组的（26.61±0.94）%（P＜

0.01），并且MT⁃HFD 组 5 000~＜7 500 μm2的细胞

分布比例为（31.62 ± 1.36）%，高于 WT⁃HFD 组的

（23.77±1.12）%（P＜0.01），7 500~＜10 000 μm2的

细胞分布比例为（27.63 ± 0.58）%，也高于WT⁃HFD
组的（19.34±0.49）%（P＜0.001，图 2D）。以上结果

表2 巴马小型猪体重及皮下脂肪厚度比较

Table 2 Comparison of Bama miniature pigs on weight，
thickness of subcutaneous fat

组别

体重（kg）
腹部脂肪厚度（cm）
背部脂肪厚度（cm）

肩胛后沿

最后肋处

腰荐接合处

WT⁃HFD组

52.80 ± 4.60
4.16 ± 0.76
5.04 ± 0.37
6.43 ± 0.40
4.40 ± 0.40
4.30 ± 0.30

MT⁃HFD组

70.33 ± 6.04**

06.03 ± 0.47*

08.13 ± 0.54**

10.70 ± 0.62***

06.60 ± 0.53**

07.10 ± 0.46***

与WT⁃HFD组比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001（n=6）。

（x ± s）
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WT⁃HFD组
MT⁃HFD组*****

** **

**

***
**

A：背部皮下脂肪组织形态学观察；B：腹部皮下脂肪组织形态学观察；C：背部皮下脂肪细胞面积分布比较；D：腹部皮下脂肪细胞面积分

布比较。两组比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001（n=6）。
图2 两组巴马小型猪皮下脂肪细胞面积的比较

Figure 2 Comparison of subcutaneous fat cell distributions in Bama miniature pigs of two groups
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表明MT⁃HFD组背部和腹部大脂肪细胞比例增加，

小脂肪细胞比例减少，背部和腹部脂肪细胞增大，差

异均有统计学意义。

2.3 同月龄巴马小型猪血脂分析

高脂饲养第2、4、8、12个月采血检测血脂水平，

MT⁃HFD组TC、LDL⁃C均高于WT⁃HFD组，差异均具

有统计学意义（图3）。
2.4 同月龄巴马小型猪肝组织结构及肝功能生化

分析

HE染色可见MT⁃HFD组脂肪空泡数量明显增

加（图 4A）。血液生化检测发现，MT⁃HFD组血清

ALT为（55.60 ± 8.80）U/L，明显高于WT⁃HFD组的

（21.67±7.23）U/L（P＜0.01），MT⁃HFD组血清AST为

（40.10 ± 14.48）U/L，与WT⁃HFD组（40.00 ± 3.30）U/L
相比无显著差异（图4B、C），表明MT⁃HFD组出现了

更明显的肝功能损伤。

2.5 电镜下同月龄巴马小型猪肝细胞MAM比较

电镜下观察亚显微结构可见，MT⁃HFD组MAM
平均长度为（245.70±10.77）nm，明显低于WT⁃HFD
组（438.80±14.63）nm（P＜0.001）；MT⁃HFD组MAM
占线粒体周长比例为（33.92±12.65）%，明显低于

WT⁃HFD 组（52.36±15.51）%，差异有统计学意义

（P＜0.01，图5），表明MT⁃HFD组MAM长度变短，间

距变宽，可能影响内质网与线粒体之间的关联。

A：两组TG水平比较；B：两组TC水平比较；C：两组HDL⁃C水平比较；D：两组LDL⁃C水平比较。与WT⁃HFD组比较，*P＜0.05（n=6）。
图3 两组巴马小型猪血脂水平比较

Figure 3 Comparison of serum lipid levels in Bama miniature pigs of two groups
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A：肝脏HE染色切片；B：两组AST水平比较；C：两组ALT水平比较。两组比较，*P＜0.01，n=6。
图4 两组巴马小型猪肝组织病理结构及肝功能分析

Figure 4 Comparison of liver pathologic structure and liver function in Bama miniature pigs of two groups

2.6 巴马小型猪肝细胞中脂肪合成代谢相关基因

的表达检测

qRT⁃PCR检测多个脂肪合成代谢相关基因，发

现MT⁃HFD组肝脏组织 FABP4的mRNA水平明显

上调，COPA的mRNA水平也出现上升，ACOX1的

mRNA水平明显下调（图6A）。Western blot可见MT
⁃HFD组 FABP4表达上调，ACOX1下调（图 6B~D）。

免疫组化显示 FABP4蛋白在MT⁃HFD组肝脏组织

的分布增加，ACOX1蛋白的分布减少（图 6E、F）。

结果提示，MT⁃HFD组肝脏内脂肪积聚可能是通过

上调 FABP4 表达促进了脂肪分化，进而下调了

ACOX1，抑制了细胞内脂肪酸β⁃氧化。

3 讨 论

肥胖是一种由多因素引起的慢性代谢性疾病，其

根本原因是体内能量的长期不平衡，主要表现为异常

或过多脂肪的蓄积［16］。肥胖增加了代谢疾病（如Ⅱ型

糖尿病和脂肪肝）、心血管疾病（如高血压和中风）、阿

尔茨海默症、抑郁症以及癌症的发病风险。

肥胖具有很强的遗传倾向，可分为单基因综合

征肥胖、非综合征肥胖和普通（多因素）肥胖。在单

基因综合征肥胖方面，最典型的有Prader⁃Willi综合

征、Prader⁃Willi样综合征、脆性 X综合征、Bardet⁃
Biedl综合征、Albright遗传性骨营养不良和WAGR
（Wilms⁃Tumour⁃Aniridia⁃Syndrom）综合征等［17］。在

单基因非综合征肥胖方面，目前已发现多个基因，

它们主要是通过瘦素⁃黑皮质素途径调节体内的能量

平衡［18］。下丘脑通过瘦素及其受体从脂肪组织接收

信号，监控体内能量储备。在普通（多因素）肥胖方

面，目前已发现多种肥胖症相关基因参与了神经元神

A：两组肝细胞电镜观察结果。MAM：线粒体相关内质网膜（白色箭头）；ER：内质网；Mitochondrion：线粒体；Nucleus：细胞核。B：两组肝细

胞内线粒体平均MAM长度比较。C：两组肝细胞内MAM长度占线粒体周长百分比比较。两组比较，*P＜0.01，**P＜0.001（n=6）。
图5 电镜下两组巴马小型猪肝细胞线粒体相关内质网膜比较

Figure 5 Electron microscope analysis of mitochondria⁃associated endoplasmic reticulum membranes in Bama miniature
pigs of two groups
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经回路的途径，如食欲和满足感的调节，胰岛素分泌

和动员，脂肪生成，能量和脂质代谢等［19］。研究表明，

大多数肥胖个体会发展为普通（多因素）肥胖［2］。

OSBPL2是本课题组前期发现的一个新的致聋

基因［20］，后续的细胞⁃分子功能研究中发现，在听觉

细胞 OC⁃1中，OSBPL2的缺失可以增加胆固醇的生

物合成，并通过抑制，腺苷酸激活蛋白激酶（AMP⁃
activated protein kinase，AMPK）活性来驱动活性氧

的产生［21］。在 Hela 细胞中，OSBPL2 的缺失通过

AMPK/SP1和 SREBF2信号通路上调角鲨烯单加氧

酶表达，从而增加细胞内胆固醇和胆固醇酯［22-23］。

在HuH7细胞中，敲除OSBPL2可降低葡萄糖的吸收

和糖原合成能力并抑制糖酵解［10］。此外，研究表明

OSBPL2蛋白定位在脂滴表面，参与调节中性脂质

代谢［10］，以上研究结果提示OSBPL2基因功能具有

多效性。

为进一步证实OSBPL2突变致聋的表型效应及

可能存在脂质代谢异常的相关特征，本研究前期通

过CRISPR/Cas9技术构建OSBPL2敲除的巴马小型

猪模型。与预期一致，在获得了明确听力障碍表型

特征的同时，也明显观察到了一系列肥胖表型。发

现 OSBPL2敲除后背部和腹部的脂肪厚度明显增

加，且大脂肪细胞增加，小脂肪细胞减少。在观察

腹部脂肪细胞的过程中，发现细胞大小分布范围较

狭窄，OSBPL2敲除后是否抑制了脂肪细胞增生，还

需要进一步验证。同时分析了部分与肥胖发生相关

的基因在转录水平和蛋白水平的表达状况，OSBPL2
敲除后引起的 FABP4表达水平上调可能促进脂肪

分化。COPA作为一种与脂滴生长相关的复合物衣

被蛋白复合物Ⅰ的亚基［24］，其转录水平的上调同样

反映了脂肪细胞内脂质的变化，进而引起肝内脂肪

积聚。同时ACOX1表达下调可能影响了MT⁃HFD
组脂肪酸β⁃氧化能力，从而影响细胞内线粒体功能，

最终导致肥胖表型的产生。除了测量肥胖相关的

表型特征，还通过电镜检测了MAM的结构特征，观

察到MT⁃HFD组细胞内MAM长度变短，间距变宽，

推测MT⁃HFD组肝细胞出现MAM功能异常。此外，

研究表明酰基辅酶A⁃胆固醇酰基转移酶（acyl⁃coen⁃
zyme A⁃cholesterol acyltransferase，ACAT）也被证实

位于MAM上，可将细胞内游离的胆固醇转化为胆

固醇酯，从而维持体内胆固醇代谢的平衡。小凹蛋

白1（caveolin⁃1，CAV1）基因敲除小鼠的肝细胞表现

为MAM间距增宽，线粒体功能受到明显影响，表明

MAM异常影响线粒体功能［25］。本课题组前期研究

也表明OSBPL2缺陷能够导致细胞内的氧化应激以

及不同程度的线粒体损伤［21］。

以上结果提示，OSBPL2缺陷引起巴马小型猪

产生肥胖相关的表型特征，并在细胞及分子水平得

到部分验证。OSBPL2功能障碍可能是通过抑制脂

肪酸β⁃氧化，造成了MAM功能异常及线粒体功能障
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的定量分析；D：两组ACOX1蛋白表达的定量分析；E：免疫组化检测FABP4蛋白表达水平；F：免疫组化检测ACOX1蛋白表达水平。两组比较，
*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001（n=6）。

图6 巴马小型猪肝细胞中脂肪合成代谢相关基因的表达检测

Figure 6 Expressions of genes related to fat anabolism in liver of Bama miniature pigs in two groups
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碍，从而影响能量代谢平衡。然而，OSBPL2如何调

节能量代谢造成脂肪蓄积的分子机制尚需进一步

的深入研究。
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