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脂肪储存小滴蛋白 5重组腺病毒的制备 *
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摘要 目的：利用 AdEasy腺病毒表达系统构建含有小鼠脂肪储存小滴蛋白 5(LSDP5)基因的重组腺病毒。方法：从小鼠肝脏 cDNA
克隆出 LSDP5基因全长，克隆至 pMD18-T载体中，酶切测序。回收酶切产物，连接到腺病毒穿梭载体 pShuttle-CMV，构建
pShuttle-CMV-LSDP5重组质粒，经 PmeI酶切线性化后转化至含有腺病毒骨架质粒 pAdEasy-1的 BJ5183中。筛选阳性克隆，提取
重组质粒，PacI酶切线性化并转染 AD293细胞进行包装，提取病毒 DNA，鉴定重组病毒并检测病毒滴度。结果：LSDP5基因克隆
经测序证实与 Genebank公布一致，双酶切重组 pMD18-T载体得到 1400 bp左右的片段。重组穿梭载体经 Kpn I和 Sal I双酶切后
得到预期片段。PacI酶切得到 30 Kb大片段和 4.5 Kb小片段。转染 AD293细胞后收集病毒，经 PCR鉴定，获得理想的目的片段。
取病毒上清反复感染 AD293细胞以扩增病毒，最后所得病毒滴度为 2.5×109pfu/ml。结论：成功构建了携带脂肪储存小滴蛋白 5
基因的重组腺病毒载体，为进一步研究 LSDP5基因功能奠定基础。
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ABSTRACT Objective: To construct mouse lipid storage droplet protein 5 (LSDP5) gene recombinant adenovirus using AdEasy
Adenoviral Vector System. Methods: The full-length LSDP5 gene cloned from mouse liver cDNA library was inserted to pMD18-T vec-
tor and sequenced after enzyme digestion. Then LSDP5 gene was cloned into adenovirus shuttle plasmid pShuttle-CMV to construct a re-
combinant plasmid pShuttle-CMV-LSDP5. The linearized plasmid by PmeI was transformed into E.coli strain BJ5183 with adenovirus
backbone plasmid AdEasy-1. The recombinant plasmid extracting from the positive clones was linearized by PacI and transfected into
adenovirus package cells AD293. The recombinant adenovirus was harvested by several freeze-thaw cycles. The recombinant adenovirus
DNA was identified by PCR, and the titer of adenovirus was detected. Results: LSDP5 gene was cloned successfully. The specific frag-
ment, about 1400bp, was obtained from recombinant pMD18-T vector cleavage. The recombinant plasmid pShuttle-CMV-LSDP5 was
digested by KpnI and SalI to produce anticipated fragments. A bigger fragment of 30Kb and a smaller fragment of 4.5Kb were generated
when the recombinant adenovirus vector was digested by PacI. The reombinat adenovirus was constructed after packaged in AD293 cells.
The target DNA fragment was gained by PCR. The extracted virus was used to infect AD293 cells repeatedly for amplification. At last,
the titer was about 2.5×109pfu /ml. Conclusion: The recombinant adnenovirus containing LSDP5 was successfully eastablished, and it
may lay a foundation for the further functional study of LSDP5.
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前言

脂肪代谢异常与多种疾病相关，如高脂血症、冠心病、糖尿
病等，这些疾病患者的非脂肪组织细胞内有过量脂质堆积。

Michio S等人的研究发现，细胞内脂肪可通过多种途径破坏正
常细胞的功能[1,2]。

PAT 家族蛋白是脂滴表面的主要结构蛋白，包括 per-
ilipin、ADRP、TIP47、S3-12和 LSDP5。PAT家族在脂肪代谢过
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程中具有重要的作用。LSDP5是新近发现的 PAT家族成员，在
以氧化脂肪酸为能量来源的组织（心脏、骨骼肌、肝脏等）中表
达水平较高，尤以在心脏表达水平最高[3]。脂肪代谢异常参与了
多种疾病形成过程，如巨噬细胞、血管内皮细胞、平滑肌细胞内
脂滴积累过多会转化为泡沫细胞，是形成动脉粥样硬化斑块的

初始环节[4]。与正常人相比，肥胖患者脂肪细胞内脂滴的高速基
础脂肪分解速率导致血中游离脂肪酸水平升高，一方面可引起

血脂紊乱，另一方面会促发胰岛素抵抗和 2型糖尿病[5]。脂滴代
谢异常参与了这些疾病的形成，脂滴相关蛋白又与脂滴代谢密

切相关，所以近年关于其功能及作用机制的研究引起学者们的

关注。LSDP5作为 PAT家族的新成员，目前的研究仅限于其功
能的研究，且尚无有关功能缺陷（基因敲除或 RNA干扰）研究
的报道。本研究拟利用 AdEasy腺病毒表达系统构建携带 LS-
DP5的重组腺病毒，为深入研究 LSDP5基因功能及机制提供
研究基础。

1 材料与方法

1.1 材料
pMD18-T、腺病毒穿梭载体 pShuttle-CMV、大肠杆菌

DH5α、含有骨架质粒 pAdEasy-1的大肠杆菌 BJ5183、AD293
细胞为本实验室保存；PCR试剂盒、DNA凝胶回收试剂盒、质
粒小提试剂盒、质粒大提试剂盒购自天根生化科技有限公司；
T4 DNA连接酶、限制性内切酶 EcoR I、Hind III、Kpn I、Sal I购
自 TaKaRa公司；PmeI和 PacI购自 NEB公司；转染试剂 Lipo-
fectamine 2000购自 Invitrogen公司；快速腺病毒感染性滴度
（TCID50） 检测试剂盒购自本元正阳基因技术有限公司；
DMEM培养液、胎牛血清购自 GIBCO公司。
1.2 方法
1.2.1 腺病毒穿梭载体的构建 根据 GeneBank中报道的 Gene
ID 66968小鼠 LSDP5序列设计扩增引物，同时在上游引物的
5'端和下游引物的 3'端引入 Nde I和 Bgl II酶切位点，上游引
物为 5'-CCATATGGACCAGGAGGTGAAGACACCAC-3'，下
游引物为 5'-GGAAGATCTTCAGGAGTCCAGCTCTGGCA-3'，
由北京奥科生物技术有限公司合成。从小鼠肝脏提取 RNA，利
用反转录酶合成 cDNA，以 cDNA为模板，PCR反应扩增，反应
条件：95℃ 5min 预变性，95℃ 30s，55℃ 30s，72℃ 1min，30 个
循环，72℃最后延伸 10min。1%琼脂糖凝胶电泳鉴定后，胶回收
试剂盒回收 PCR产物，将回收产物和 pMD18-T载体用 T4连
接酶直接连接，转化到氯化钙法制备的 DH5α感受态，氨苄抗
性 LB培养基中 37℃振荡过夜，收集菌液，提取质粒，EcoR I和
Hind III双酶切质粒，琼脂糖凝胶电泳鉴定，并由北京奥科生物
技术有限公司进行测序，序列鉴定正确后命名为 pMD18-LS-
DP5。
用 Kpn I和 Sal I酶切重组质粒 pMD18-LSDP5 及穿梭载
体 pShuttle-CMV，琼脂糖凝胶电泳，回收目的基因 LSDP5和载
体 pShuttle-CMV，T4连接酶 16℃过夜连接。将连接产物转化
大肠杆菌 DH5α感受态菌，卡那霉素平板筛选阳性克隆并扩
增培养，质粒小量抽提试剂盒提取质粒，KpnI和 SalI双酶切鉴
定，命名为阳性克隆 pShuttle-CMV-LSDP5，序列鉴定由北京奥
科生物技术有限公司完成。

1.2.2 重组腺病毒载体的构建 提取质粒 pShuttle-CMV-LS-
DP5，经 PmeI酶切线性化，回收电泳片段，转化至含有骨架质
粒 pAdEasy-1的大肠杆菌 BJ5183感受态，卡那霉素培养基筛
选阳性克隆，扩增培养，小提质粒，PacI酶切鉴定，命名为
pAd-LSDP5，将质粒再次转化 DH5α感受态大量扩增，大量提
取质粒备用。
1.2.3 重组腺病毒的包装、扩增 PacI酶切质粒 pAd-LSDP5，异
丙醇沉淀，溶于 TE。AD293细胞融合达 80%时，采用 Lipofec-
tamine 2000转染 AD293细胞，8-10天出现细胞病变效应（cy-
topathic effect，CPE），离心收集细胞，病毒保护液重悬沉淀，
-70℃/37℃反复冻融三次，12000r/min 离心，收集上清,即为初
代病毒。取部分初代病毒上清再次感染 AD293细胞扩增，三天
后出现细胞病变效应，重复包装收集病毒步骤。
1.2.4 重组腺病毒目的基因检测 在收集的病毒上清中加入蛋
白酶 K，煮沸 5分钟，以此为模板进行 PCR扩增，条件同上。
1.2.5 病毒滴度检测 主要按产品说明书进行，将 AD293细胞
接种于 96孔板，每孔 100μl，1×104个细胞，按不同浓度 10
倍倍比稀释病毒，加入培养板中,培养 68h后，预冷甲醇固定细
胞，依次加入抗腺病毒单抗、酶标二抗和显色底物，20倍视野
下观察，计数出现褐色或黑色的细胞斑点孔数，按试剂盒说明

计算病毒滴度。

2 结果

2.1 小鼠 LSDP5基因的克隆
逆转录后的 PCR产物经凝胶电泳分析，在 1400bp处有与
目的基因大小一致的特异条带(图 1)。

2.2 pMD18-LSDP5酶切鉴定
用 EcoR I和 Hind III酶切重组质粒 pMD18-LSDP5，琼脂

糖凝胶电泳证实与预期结果一致(图 2)。

图 1 小鼠 LSDP5基因全长 PCR产物：1: DL 2000 DNAMarker 2:

LSDP5的 PCR产物
Fig1 PCR product of full-length LSDP5 gene from mouse cDNA：1: DL

2000 DNAMarker 2: PCR product of LSDP5
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图 2 pMD18-LSDP5酶切鉴定：1: DL 2000 DNAMarker

2: pMD18-LSDP5酶切鉴定结果
Fig2 Restriction enzyme digestion identification of pMD18-LSDP5：
1: DL 2000 DNAMarker 2: Enzyme digestion of pMD18-LSDP5

2.3 重组穿梭载体的鉴定
提取重组穿梭质粒 pShuttle-CMV-LSDP5，KpnI和 SalI双
酶切，琼脂糖凝胶电泳显示切出的片段与预期结果相符，测序

证实与基因序列一致（图 3）。

2.4 重组腺病毒的鉴定
重组腺病毒质粒 pAd-LSDP5经 PacI酶切，获得 30Kb和

4.5Kb两个片段（图 4）。病毒滴度检测按照 TCID50试剂盒说
明操作，根据公式 T = 101+d（s-0.5）计算得到病毒滴度为 2.5×
109pfu /ml。

2.5 重组腺病毒目的基因的鉴定及滴度检测
收集 CPE的细胞，提取病毒 DNA进行 PCR扩增，1%凝胶

电泳得到目的条带（图 5）。

3 讨论

不仅脂肪组织，在哺乳动物几乎所有的真核细胞，甚至原

核细胞都能以脂滴的形式储存一定量的脂肪[6]。脂滴的结构已
经明确，脂类构成核心，外围被单层磷脂覆盖，单层磷脂内镶嵌

图 3 穿梭载体 pShuttle-CMV-LSDP5的酶切鉴定：1: DL 2000 DNA

Marker 2: pShuttle-CMV-LSDP5酶切鉴定结果
Fig3 Restriction enzyme digestion identification of

pShuttle-CMV-LSDP5 with KpnI and SalI：
1: DL 2000 DNAMarker 2: Enzyme digestion of pShuttle-CMV-LSDP5

图 4 重组腺病毒质粒 pAd-LSDP5的 PacI酶切鉴定：1: DL 15000 DNA

Marker 2: pAd-LSDP5酶切鉴定结果
Fig4 Restriction enzyme digestion identification of pAd-LSDP5 with

PacI：1: DL 15000 DNAMarker 2: Enzyme digestion of pAd-LSDP5

图 5 重组腺病毒 pAd-LSDP5的 PCR鉴定：1: DL 2000 DNAMarker

2: pAd-LSDP5的 PCR产物
Fig5 Identification of recombinant adenovirus pAd-LSDP5 by PCR：1: DL

2000 DNAMarker 2: PCR product of pAd-LSDP5
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有多种脂滴相关蛋白。研究表明，这些蛋白参与调控脂滴的生
成、融合、转运、储存和脂肪分解代谢的分子调控过程[7,8]。

PAT家族是脂滴表面主要的结构蛋白，也是人们了解比较
多的蛋白。其中，perilipin的研究是最明确的，通过磷酸化形式
对脂肪的贮存和消耗起双向调节作用[9]。关于 ADRP的功能目
前不完全明确，可能在前脂肪细胞的早期分化过程中具有重要

作用[10]。TIP47和 S3-12在胞浆和脂滴表面均有分布，与脂滴的
结合取决于细胞的代谢状态[11]。LSDP5是新近发现的脂滴相关
蛋白 PAT家族中一员，主要表达于肌肉、心脏、肝脏、棕色脂肪
组织，其表达受 PPARα 调控[3,12,13]，而 PPARα 是脂肪代谢的
主要转录调节因子[14]。

LSDP5主要表达于心脏。正常情况下，心脏优先利用脂肪
酸作为能量来源，其脂解率较高但贮存脂肪的能力有限[15]。在
Zhou YT的实验中，肥胖大鼠的心肌细胞凋亡明显，心脏功能
显著减退，同时观察到细胞 PPARα表达下降，Troglitazone治
疗后，细胞凋亡和心脏功能都有明显的改善 [16]。另一方面，
PPARα的激活能减少心肌梗死面积，保护心脏缺血再灌注损
伤[17]。正常情况下 LSDP5选择性地表达于心脏，可被 PPARα
或禁食上调[3,12,13]，LSDP5存在于脂解率较高的组织可能是便于
细胞内甘油三酯的储存并促进脂肪酸氧化[18]，避免脂肪酸堆积

对细胞产生毒性作用。
腺病毒作为一种基因转移工具，能有效感染一系列哺乳动

物细胞，可转染增殖和非增殖细胞，包装容量大，能容纳 7.5Kb
的外源 DNA，经过扩增纯化可达到较高的滴度，外源基因不整
合到宿主基因，无插入致突变的危险。以上优点使腺病毒成为
基因治疗、组织工程等研究领域中应用较为广泛的病毒载体之
一[19,20]因其转染不依赖细胞分裂状态，所以是研究原代非增殖

细胞（如心肌细胞）基因表达的最佳系统。
LSDP5作为一个新型的脂滴相关蛋白，其功能和具体作用
机制尚不明确，本研究利用 AdEasy系统成功构建了能够携带
小鼠 LSDP5基因的高效价的重组腺病毒 pAd-LSDP5，为进一
步研究其具体作用机制奠定基础。
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