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　　［摘要］　目的　构建含转录因子ＣｈＲＥＢＰα基因的重组腺病毒载体，检测其在小鼠原代肝细胞中的表达及其对脂质合

成的调节作用。方法　将ＣｈＲＥＢＰαｃＤＮＡ克隆到穿梭质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ载体，与ｐＡｄＥａｓｙ质粒在大肠杆菌ＢＪ５１８３中同
源重组，获得腺病毒载体ｐＡｄＣｈＲＥＢＰα，在２９３Ａ细胞中进行病毒的包装和扩增，检测病毒的滴度；将腺病毒ＡｄＣｈＲＥＢＰα
感染小鼠原代肝细胞，用实时荧光定量ＰＣＲ及蛋白质印迹法检测ＣｈＲＥＢＰα的表达，实时荧光定量ＰＣＲ检测ＣｈＲＥＢＰα靶基

因ＬＰＫ ｍＲＮＡ的表达。用核素１４Ｃ示踪法测定肝细胞的脂质合成速率。结果　成功制备了ＣｈＲＥＢＰα重组腺病毒，利用其

在原代肝细胞过表达ＣｈＲＥＢＰα，可显著上调靶基因ＬＰＫ 的表达，并增强肝细胞的脂质合成速率。结论　成功制备了具有
生物学活性、能在原代肝细胞中过表达的ＣｈＲＥＢＰα重组腺病毒，为研究ＣｈＲＥＢＰα的糖脂代谢调控作用奠定了基础。
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　　肝脏是体内糖脂代谢的重要场所。碳水化合物

反应元件结合蛋白（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣｈＲＥＢＰ）是调控肝脏糖脂代谢的

重要转录因子之一，能够与Ｌ型丙酮酸激酶（Ｌｔｙｐｅ

ｐｙｒｕｖａｔｅｋｉｎａｓｅ，ＬＰＫ）等靶基因启动子区的碳水化

合物 反 应 元 件 （ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，

ＣｈＲＥ）结合，从而调控其基因转录［１］。２０１２年，哈佛

医学院ＢａｒｂａｒａＫａｈｎ实验室在白色脂肪组织中又

发现了ＣｈＲＥＢＰ的另一亚型ＣｈＲＥＢＰβ，遂将原先

的ＣｈＲＥＢＰ命名为ＣｈＲＥＢＰα［２］。ＣｈＲＥＢＰα是肝

脏中ＣｈＲＥＢＰ的主要亚型，是调节肝脏内糖酵解及

脂质合成的重要转录因子，参与调控肝脏脂质从头

合成途径，在葡萄糖利用及维持能量平衡中起到非

常重要的转录调节作用［３］。ＣｈＲＥＢＰα与脂肪肝、

胰岛素抵抗等疾病的发生有密切的关系［４］。因此，

对ＣｈＲＥＢＰα调控肝脏糖脂代谢机制进行深入研

究，将使我们对脂肪肝等疾病的发病机制有更明确

的认识。本研究构建了ＣｈＲＥＢＰα重组腺病毒，并

分析了其对小鼠原代肝细胞体外脂质合成速率的影

响，为进一步研究肝脏糖脂代谢及ＣｈＲＥＢＰα的调

控功能奠定了基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料与试剂　携带小鼠ＣｈＲＥＢＰα的表

达质粒ｐＣＭＶＳ４ＦｌａｇＣｈＲＥＢＰα由法国医学中心

ＣａｔｈｅｒｉｎｅＰｏｓｔｉｃ教授馈赠，ＡｄＥａｓｙＴＭ腺病毒系统购

自美国 Ｑｂｉｏｇｅｎｅ公司，２９３Ａ细胞由第二军医大学

东方肝胆外科研究所钱其军教授惠赠。Ｅｆｆｅｃｔｅｎｅ转

染试剂盒购自Ｑｉａｇｅｎ公司，限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ
连接酶均购自美国 ＮＥＢ公司，质粒提取试剂盒、凝

胶回收试剂盒均购自 Ａｘｙｇｅｎ公司，兔抗ＣｈＲＥＢＰ
多克隆抗体（ｓｃ３３７６４）购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＨＲＰ
标记的羊抗兔二抗购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司。

１．２　ＣｈＲＥＢＰα 重组腺病毒载体的构建及鉴

定　质粒ｐＣＭＶＳ４ＦｌａｇＣｈＲＥＢＰα （＃３６４）先经

ＢｇｌⅡ酶切、Ｔ４ＤＮＡ聚合酶补平后，再用ＨｉｎｄⅢ酶

切，胶回收ＦｌａｇＣｈＲＥＢＰα目的基因片段；腺病毒

穿梭质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ先经ＮｏｔⅠ酶切、Ｔ４ＤＮＡ
聚合 酶 补 平 后，再 用 ＨｉｎｄⅢ 酶 切，纯 化 后 与

ＣｈＲＥＢＰｃＤＮＡ 片段连接，构建穿梭载体质粒

ｐＳｈｕｔｔｌｅＣｈＲＥＢＰα，经ＤＮＡ测序鉴定。利用电穿

孔方法，将腺病毒骨架质粒ｐＡｄＥａｓｙ１转化到感受

态细菌ＢＪ５１８３中，挑取单克隆提取质粒并进行鉴

定，鉴定正确的克隆用ＣａＣｌ２法成功制备感受态细菌

ＢＪ５１８３ｐＡｄＥａｓｙ。用ＰｍｅⅠ酶切、线性化穿梭载体

质粒 ｐＳｈｕｔｔｌｅＣｈＲＥＢＰα 后，转化到感受态细菌

ＢＪ５１８３ｐＡｄＥａｓｙ中进行同源重组；挑取单克隆提取

质粒，经ＰａｃⅠ酶切鉴定正确后得到ｐＡｄＣｈＲＥＢＰ

α（＃３６５），再将其转化到Ｔｏｐ１０感受态细菌中，经柱

纯化大量制备质粒ＤＮＡ。

１．３　重组腺病毒 ＡｄＣｈＲＥＢＰα的包装及滴度测

定　经ＰａｃⅠ 酶切线性化的 ｐＡｄＣｈＲＥＢＰα，用

Ｅｆｆｅｃｔｅｎｅ转染试剂盒ｐＡｄＣｈＲＥＢＰα转染２９３Ａ细

胞，转染后１０～１４ｄ，可见到部分细胞出现细胞病变

反应（ＣＰＥ）。细胞完全被病毒感染后，收集细胞、液

氮和３７℃水浴反复冻融细胞，释放出腺病毒，记为初

次收集病毒液。重复感染２９３Ａ细胞，大量扩增腺病

毒，获 得 较 高 滴 度 腺 病 毒 ＡｄＣｈＲＥＢＰα。用

ＴＣＩＤ５０法检测病毒滴度，用再次收集的病毒液做连

续１０倍的稀释，从１０－３～１０－１０，将稀释好的病毒液

接种到９６孔培养板中，每孔１００μＬ，每个稀释度１０
个孔，另设１０孔为阴性对照。培养１０ｄ时观察每孔

细胞病变现象（如某一浓度各孔细胞全部病变，比率

为１，如无细胞病变，则比率为０），计算病毒滴度。

１．４　ＣｈＲＥＢＰα蛋白在原代肝细胞中表达的检

测　用改良过的两步原位胶原酶灌注法分离小鼠原

代肝细胞，以１．２×１０６接种于６０ｍｍ 培养皿中，培

养液为 Ｍ１９９（１０％ＦＢＳ）、１００ｎｍｏｌ／Ｌ 胰岛素、１００

ｎｍｏｌ／Ｌ地塞米松（Ｄｅｘ）。细胞贴壁后，用１×ＰＢＳ
洗细胞２次，分别加入含有腺病毒 ＡｄＣｈＲＥＢＰα
或对照腺病毒（ＡｄＬａｃＺ）的新鲜培养液，先加少量

培养液，２ｈ后补加培养液，使病毒更多地感染原代

肝细胞。４８ｈ后用ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞提取蛋白，

９５℃水浴变性，电泳，转膜到ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛奶

室温封闭１ｈ，一抗为抗ＣｈＲＥＢＰ兔多克隆抗体，进

行蛋白质印迹分析。

１．５　ＣｈＲＥＢＰα及其靶基因ＬＤＫ 在原代肝细胞中

ｍＲＮＡ表达的检测　ＡｄＣｈＲＥＢＰα或ＡｄＬａｃＺ感

染小鼠原代肝细胞４８ｈ后，用ＴＲＩｚｏｌ提取总ＲＮＡ，

按照ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）试剂盒说明书进行操

作。实时荧光定量ＰＣＲ分两步反应进行。第一步：

ｃＤＮＡ的合成。以ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）为引物，１μｇＲＮＡ为

模板，按照 ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅ反转录试剂盒（ＴｏＹｏＢｏ
公司）说明书合成ｃＤＮＡ。第二步：Ｒｅａ１ｔｉｍｅＰＣＲ
反应。设计ＣｈＲＥＢＰα及其靶基因ＬＰＫ 引物，用

ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ在荧光定量ＰＣＲ仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）
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扩增，由荧光曲线上读出Ｃｔ值。以３６Ｂ４为内参照，

用２－ΔΔＣｔ法计算ＣｈＲＥＢＰα及ＬＰＫ 的ｍＲＮＡ表达

水平。

１．６　核素１４Ｃ示踪法检测原代肝细胞感染ｐＡｄ

ＣｈＲＥＢＰα后脂质合成能力变化　分离小鼠原代肝

细胞，以６×１０５接种于６孔板中，细胞贴壁后分别加

入腺病毒 ＡｄＣｈＲＥＢＰα 或 ＡｄＬａｃＺ。２４ｈ后，加

入１．８５×１０４Ｂｑ［１４Ｃ］标记的醋酸盐，培养１７ｈ，用

１×ＰＢＳ洗细胞２次，加入２．５ｍＬ裂解液（５ｇ氢氯

化钾＋５０ｍＬ甲醇＋２０ｍＬ双蒸馏水），收集细胞裂

解液到离心管内，９０℃加热３ｈ，加入４ｍＬ石油醚，

静置３ｍｉｎ使之分层；转移上层３ｍＬ液体到另外

的离心管内，直接风干，风干后加入２．５ｍＬ闪烁液，

核素检测仪检测核素１４Ｃ的含量［５］。

２　结　果

２．１　重组腺病毒载体的构建及鉴定　利用ＢｇｌⅡ／

ＨｉｎｄⅢ 双 酶 切 体 系 从 质 粒 ｐＣＭＶＳ４Ｆｌａｇ

ＣｈＲＥＢＰα获得ＦｌａｇＣｈＲＥＢＰα基因，片段大小为

２．４ｋｂ左右（图１）；将其克隆入ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ穿

梭载体，经酶切鉴定，得到约为９ｋｂ和１．５ｋｂ的片

段，经 ＤＮＡ 测 序 证 实 其 序 列 正 确。穿 梭 质 粒

ｐＳｈｕｔｔｌｅＣｈＲＥＢＰα经ＰｍｅⅠ酶切、线性化后，转化

到含有腺病毒骨架质粒 ｐＡｄＥａｓｙ的感受态细菌

ＢＪ５１８３中，进行同源重组，挑取阳性克隆、提取质粒

ＤＮＡ，经ＰａｃⅠ 酶切鉴定重组质粒ｐＡｄＣｈＲＥＢＰ

α，电泳结果显示为３０ｋｂ左右的大片段和４．５ｋｂ左

右的小片段（图２）。

图１　质粒ｐＣＭＶＳ４ＦｌａｇＣｈＲＥＢＰα的酶切鉴定

Ｆｉｇ１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄ

ｐＣＭＶＳ４ＦｌａｇＣｈＲＥＢＰα

２．２　重组腺病毒的包装及滴度测定　用Ｅｆｆｅｃｔｅｎｅ

转染试剂盒将线性化后的ｐＡｄＣｈＲＥＢＰα 转染到

培养好的２９３Ａ细胞，转染后１４ｄ，细胞完全出现细

胞病变反应，收集细胞，反复冻融法释放出病毒。再

次感染２９３Ａ细胞，收集细胞，反复冻融法释放出病

毒，检测病毒滴度，第２次感染收集的病毒滴度可达

到１×１０９ＰＦＵ。

图２　重组腺病毒质粒ｐＡｄＣｈＲＥＢＰα的ＰａｃⅠ酶切鉴定

Ｆｉｇ２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄ

ｐＡｄＣｈＲＥＢＰαｄｅｇｅｓｔｅｄｂｙＰａｃⅠ

２．３　重组腺病毒 ＡｄＣｈＲＥＢＰα在小鼠原代肝细

胞中的表达　蛋白质印迹结果显示，小鼠原代肝细

胞感染ＡｄＣｈＲＥＢＰα 腺病毒４８ｈ后，与对照组相

比，ＣｈＲＢＥＰα的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均升高

（图３），表明ＡｄＣｈＲＥＢＰα在小鼠原代肝细胞中过

表达成功。

图３　重组腺病毒ｐＡｄＣｈＲＥＢＰα
在小鼠原代肝细胞中的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＡｄＣｈＲＥＢＰαｉｎｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ

Ａ：ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒＣｈＲＥＢＰαｍＲＮＡｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｂ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒＣｈＲＥＢＰαｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｐ＜０．０１ｖｓＡｄＬａｃＺｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．４　重组腺病毒 ＡｄＣｈＲＥＢＰα对小鼠原代肝细



第１期．周露婷，等．转录因子ＣｈＲＥＢＰα增强小鼠原代肝细胞的脂质合成能力 · ９　　　　 ·

胞生物学功能的影响　小鼠原代肝细胞感染 Ａｄ

ＣｈＲＥＢＰα后，ＣｈＲＥＢＰα的直接靶基因ＬＰＫ 的

ｍＲＮＡ表达水平升高（Ｐ＜０．０１，图 ４Ａ），说明

ＣｈＲＥＢＰα在小鼠原代肝细胞中过表达成功并发挥

了生物学作用。通过１４Ｃ核素示踪法检测肝细胞的

脂质合成水平，结果显示，与感染对照腺病毒 Ａｄ

ＬａｃＺ组相比，经腺病毒ＡｄＣｈＲＥＢＰα感染的小鼠

原代肝细胞的脂质合成速率升高（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ）。

图４　ＣｈＲＥＢＰα重组腺病毒增强小鼠原代

肝细胞的ＬＰＫｍＲＮＡ表达以及脂质合成能力

Ｆｉｇ４　ＩｎｃｒｅａｓｅｄＬＰＫｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ

ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ

ａｆｔｅｒａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｍｅｄｉａｔｅｄＣｈＲＥＢＰｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ａ：ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒＬＰＫ ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎ；Ｂ：Ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓｒａｔｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓＡｄＬａｃＺ

ｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＣｈＲＥＢＰ基因定位于染色体７ｑ１１．２３，基因组

ＤＮＡ长度为３３ｋｂ，含有１７个外显子及１６个内含

子，属于碱性螺旋环螺旋亮氨酸拉链转录因子家

族［６］。最初人们研究发现遗传性 ＷｉｌｌｉａｍｓＢｅｕｒｅｎ
综合征缺失ＣｈＲＥＢＰ基因，认为该基因与 Ｗｉｌｌｉａｍｓ

Ｂｅｕｒｅｎ综合征的发生有关［６］。随后研究发现，

ＣｈＲＥＢＰ与 Ｍｌｘ结合后以二聚体的形式在体内发挥

着重要的作用［７］，与肿瘤、肥胖、脂肪肝等疾病的发

生都有密切的联系。

　　ＣｈＲＥＢＰ是调节肝脏内葡糖糖应答基因的重要

转录因子，在葡萄糖作用下肝细胞表达上调的基因

中，大部分受ＣｈＲＥＢＰ的调控［３］，这些基因参与肝脏

内葡萄糖转化生成三酰甘油的整个过程，其靶基因

主要有控制糖酵解过程的ＬＰＫ 基因及参与脂质合

成过程的乙酰辅酶Ａ羧化酶基因（ＡＣＣ）、脂肪酸合

成酶基因（ＦＡＳ）等。ＣｈＲＥＢＰ基因敲除小鼠肝脏脂

质合成速率降低［８］。ＣｈＲＥＢＰ参与非酒精性脂肪肝

及胰岛素抵抗的发生，脂肪肝模型小鼠ｏｂ／ｏｂ小鼠

肝脏ＣｈＲＥＢＰα的表达升高，在ｏｂ／ｏｂ小鼠肝脏组

织特异性敲除ＣｈＲＥＢＰ 后能改善ｏｂ／ｏｂ小鼠脂肪

肝以及胰岛素抵抗的发生［９］。

　　ＣｈＲＥＢＰ的发现以及对其功能的研究使人们对

肝脏糖脂代谢的调节过程更加清楚，对脂肪肝、糖尿

病等疾病的发病机制有了更深入的了解，但是

ＣｈＲＥＢＰ对肝脏糖脂代谢的调控机制还有待更进一

步的研究，ＣａｔｈｅｒｉｎｅＰｏｓｔｉｃ实验室构建了Ｓｅｒ１９６及

Ｔｈｒ６６６位点突变的ＣｈＲＥＢＰ 腺病毒，并报道了小

鼠过表达该腺病毒后肝脏糖脂代谢的改变［１０］。而我

们实验室构建了小鼠ＣｈＲＥＢＰα全长序列腺病毒，

为进一步研究ＣｈＲＥＢＰα的功能提供了有效、快捷

的工具。目前慢病毒、反转录病毒载体转染效率都

较低，而腺病毒载体具有较高的转染效率，既能感染

增殖期细胞又能感染静止期细胞［１１］。反转录病毒可

随机整合到宿主染色体，导致基因失活或激活癌基

因。而腺病毒几乎在所有已知细胞中都不整合到染

色体中。本研究采用 ＡｄＥａｓｙＴＭ系统成功构建了复

制缺陷型的腺病毒 ＡｄＣｈＲＥＢＰα，其骨架质粒

ｐＡｄＥａｓｙ１是Ｅ１和Ｅ３区双缺失的载体，可以在表

达Ｅ１的包装细胞系２９３Ａ 细胞中扩增。通过在

２９３Ａ细胞中包装、扩增，我们得到病毒滴度较高并

且在小鼠原代肝细胞中能高效表达的腺病毒 Ａｄ

ＣｈＲＥＢＰα，为进一步深入研究 ＣｈＲＥＢＰα的功能

提供了有力的工具。
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《军医大学学报（英文版）》征稿、征订启事

　　《军医大学学报（英文版）》（ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｓｏｆＰＬＡ）是由第二、三、四军医大学及南方医科大学（原第一军医

大学）共同主办、国内外公开发行（ＣＮ３１１００２／Ｒ，ＩＳＳＮ１０００１９４８）的高级医药学综合性英文学术刊物，１９８６年６月创刊。本

刊主要报道基础、临床、预防、军事医学、药学和中国医学等领域的最新科研成果、新理论、新技术和新方法。辟有专家论坛、基

础研究、临床研究、经验交流、短篇报道、个案报告等栏目。

　　本刊为中国英文版科技论文统计源期刊，并被纳入中国期刊网、万方数据库和中文科技期刊数据库等国内所有重要检索

系统，已被美国《化学文摘》（ＣＡ）、俄罗斯《文摘杂志》（ＶＩＮＩＴＩＡｂｓｔｒａｃｔＪｏｕｒｎａｌ）、波兰《哥白尼索引》（ＩＣ）和荷兰《斯高帕斯》

（Ｓｃｏｐｕｓ）等国际知名检索系统收录，期刊全文已进入爱思唯尔（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ）科技出版集团所属的ＳｃｉｅｎｃｅＤｉｒｅｃｔ全文数据库（ｈｔ

ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｌｓｅｒｖｉｅｒ．ｃｏｍ／ｌｏｃａｔｅ／ｊｍｃｐｌａ）。

　　为了弘扬科研创新精神，推动医学事业发展，促进海内外学术交流，本刊面向全国和海外作者征稿。

　　来稿要求：来稿请附中文的文题、作者姓名、单位名称及较详细的中文摘要和３～８个关键词，参考文献放在文末。来稿务

必写清个人通讯地址及联系电话，编辑部在接到稿件３０日内通知作者稿件是否被采用。

　　刊发周期：由全国相关学科领域的知名专家和权威人士进行审稿，对审稿通过的论文２～６个月内安排刊出。国家、省部

级基金资助和重点攻关项目稿件优先发表。

　　本刊为双月刊，Ａ４开本，８０ｇ铜版纸彩色印刷，每期定价１５元，全年９０元。可在当地邮局订阅（邮发代号４７２５），漏订者

可来函本刊编辑部办理邮购。

　　地　址：上海市翔殷路８００号 《军医大学学报（英文版）》编辑部，邮编：２００４３３

　　联系人：徐　佳　　电话：０２１８１８７０７８８转８１８分机
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