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C57BL /6J小鼠脂肪组织总 RNA提取及
周脂素基因的克隆

卫兵艳，刘田福，郭永昌，张引红

( 山西医科大学实验动物中心，太原 030001 )

【摘要】 目的 用改进后的方法提取高质量的 RNA，以此为模板，应用 T-A 克隆法克隆 C57BL /6J 小鼠周脂

素基因编码区，对其进行测序验证，并与 GenBank 比对。方法 在试剂说明书基础上，改进提取脂肪组织 RNA 的

方法，从 C57BL /6J 附睾脂肪组织提取高质量的总 RNA，用 RT-PCR 扩增出周脂素编码区基因，并将目的基因编码

区克隆入 pMD18-T 载体中，转化 E． coli JM109 后，筛选阳性克隆，通过限制性内切酶酶切鉴定后，对其进行测序验

证，并与 GenBank 比对。结果 用改进后的方法成功提取出了高质量的总 RNA，并且成功提取构建的重组载体中

含有周脂素基因的全长序列，与 GenBank 公布的序列一致。结论 改进的后的脂肪组织 RNA 提取方法是可行的，

并获得周脂素基因的 cDNA，为进一步研究其生物学功能奠定了基础。
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Extraction of Total RNA from C57BL /6J Mouse Adipose Tissue
and Cloning of Perilipin Gene

WEI Bing-yan，LIU Tian-fu，GUO Yong-chang，ZHANG Yin-hong

( Laboratory Animal Center，Shanxi Mendical University，Taiyuan 030001，China)

【Abstract】 Objective Using an improved method to extract high quality total RNA from mouse epididymal adipose

tissue，to clone and analyze the full-length cDNA encoding perilipin． Methods According to the specification of reagent，

the extraction procedure of total RNA from adipose tissue was modified to extract high quality total RNA from C57BL /6J

mouse epididymal adipose tissue． The cDNA encoding perilipin was amplified by RT-PCR using the total RNA ． The PCR

product was cloned into pMD18-T easy vector and then transformed into E． coli JM109． The recombinant plasmid was

identified with restriction enzyme digestion analysis and nucleotide sequencing． Results Using the improved method we

successfully extracted high quality total RNA． The recombinant pMD18-T easy vector had a complete open reading frame of

perilipin and shared 100% homology with the sequence of mRNA for perilipin reported in GenBank． Conclusions The

improved extraction method of total RNA from fat tissue is feasible． The cDNA of perilipin is successfully cloned，which

will be helpful for the further research on its biological function．
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脂肪组织不仅是机体的能量储存库，还是体内 很大的内分泌器官; 它可以合成或分泌多种具有广



泛生物活性的蛋白质或细胞因子，包括周脂素

( perilipin) 、脂联素( adiponectin ) 、瘦素( leptin ) 、肿
瘤坏死因子 α( TNF-α) 、白介素 6 ( IL-6 ) ［1 － 2］等这些

因子与许多肥胖相关性疾病如胰岛素抵抗、糖尿
病、内皮功能障碍、高血压病、动脉硬化症等有关。

体内能量代谢的核心反应是脂肪细胞的脂解。近年
的研究表明［3］，该反应主要由脂酶从胞液易位至细

胞内脂滴的表面来调控的，该脂滴表面包被的蛋白

中周脂素的磷酸化是 HSL 易位所必需的。由于周
脂素在脂质分解中的重要作用，故成为近年来研究

的热点。

周脂素是一种新近在大鼠附睾脂肪组织中发

现并命名的高磷酸化蛋白，特异表达于脂肪细胞和

类固醇生成细胞脂质小滴表面［4］。新近研究表明，

脂肪分解调控中的关键蛋白 perilipin 可能和 2 型糖
尿病、肥胖、动脉粥样硬化等多种代谢性疾病及心
血管疾病有关［4 － 6］。但其作用机制尚不完全清楚。

虽然周脂素的功能研究取得了一定进展，但关于周

脂素的作用机制以及重组基因药物产品开发等方

面，还有待进一步研究。

以脂肪组织为材料提取高质量的总 RNA 主要
存在两方面的问题: 第一，脂肪组织 RNA 含量较少，

每毫克组织样品所得总 RNA 的量小于 0. 05 μg; 第
二，内源和外源性 RNA 酶对 RNA 的降解。因而所
提 RNA 的得率较低。为获得高质量的 RNA 制品，

本实验以脂肪组织为材料，经反复试验，在商家提

供的总 RNA 提取试剂的操作步骤基础上优化和改
进了某些提取过程，从而得到了符合实验要求的高

质量的总 RNA。利用改进后的方法提取了 C57BL /
6J 小鼠脂肪组织 RNA。以此为模板进行 RT -PCR，

克隆了周脂素基因并对核酸序列进行分析，为下一

步进行重组周脂素的大量表达及其生物学功能研

究奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物: C57BL /6J 小鼠购于山西医科大
学实验动物中心，生产许可证号: SCXK ( 晋 2009-
0001 ) 。实验过程中对动物处置符合 2006 年科学技
术部发布的《关于善待实验动物的指导性意见》［7］。
1. 1. 2 载体及宿主菌: 受体菌 E. coli JM109 由本室
保存; pMD18-T 购自大连 TaKaRa 公司。
1. 1. 3 其他相关试剂: RNAisoTM Plus、限制性内切

酶 Spe Ⅰ 和 Not Ⅰ、DNA marker，均 购 于 大 连
TaKaRa 公司; 质粒抽提试剂盒购于 OMEGA 公司，
LAmp 二步法 RT-PCR 试剂盒、DNA 回收纯化试剂
盒、T4DNA 连接酶、加 A 试剂盒均购于北京康为世
纪生物科技有限公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 总 RNA 的提取: 按照试剂盒说明书进行，

部分操作步骤做相应的改进: ( 1 ) 取新鲜的脂肪组
织并将样品的量加大到 1 g，RNAisoTM Plus 的量加
大到 20 mL。( 2 ) 第 1 次离心后上层含有大量油脂，

用吸头除去，保证完全去除油脂污染，然后再离心 5
min。( 3 ) 进行两次氯仿抽提，以去除 DNA 的污染。
( 4 ) 用 75%的乙醇洗 RNA 沉淀后，再用无水乙醇洗
1 次，缩短 RNA 沉淀晾干的时间，可避免 RNA 在空
气中暴露时间过长而增加外源 RNase 对 RNA 的降
解。紫外分光光度计测定 RNA 的纯度及含量，利用
琼脂糖凝胶电泳快速鉴定所提取的总 RNA 的质量。
1. 2. 2 引物设计、反转录-聚合酶链反应及其产物
纯化

1. 2. 2. 1 引物设计与合成: 根 据 GenBank 中
C57BL /6J 小鼠周脂素的基因的序列，设计引物: 序
列如下( 下划线部分为酶切位点，斜体部分为保护

性 碱 基。) : 5' 端 引 物: 5'-GGACTAGTCTTGGGCG
TTTGCCTTACCT-3' ( 引入 SpeⅠ酶切位点及保护性
碱 基 ) ， 3' 端 引 物: 5'-AAGGAAAAAAGCGGCCGC
CCTTGACGAGCAGCGACCTT-3' ( 引入 Not Ⅰ酶切位
点及保护性碱基) 用于扩增周脂素全长编码区。该
引物由北京奥科公司合成。
1. 2. 2. 2 RNA 逆转录为 cDNA: 在 0. 2 mL 的 PCR

管中加入下列成分: 总 RNA ( 0. 5 μg /μL ) 4 μL ，
Oligo d ( T ) 18 ( 100 μmol /L ) 1 μL ，dNTP ( 2. 5
mmol /L each) 4 μL，灭 RNA 酶水 4 μL，混匀后置
PCR 仪中，65℃，5 min，迅速冰浴 10 min，短暂离心
后继续加入下列成分: 5 × RT buffer，5 μL，RNA 酶
抑制剂( 20 U /μL) 1 μL，0. 1 mol /L DTT 2 μL，混匀
后置 PCR 仪中，37℃，孵育 2 min 后加入 HiFi-
MMLV 逆转录酶 ( 200 U /μL) 1 μL ，混匀后置 PCR

仪中，37℃ 50 min，终止反应，置 － 20℃ 冰箱保存
备用。
1. 2. 2. 3 周脂素基因的扩增: 在 0. 2 mL 的 PCR 管
中加入下列成分: cDNA 4 μL，10 × LAmp PCR
buffer 5 μL，10 μmol /L 的正、反义引物各 2 μL，
dNTP Mix ( 2. 5 mmol /L each ) 4 μL，5 × RT-PCR
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enhancer 10 μL，LAmp DNA polymerase 0. 5 μL 加双
蒸水补足体积至 50 μL，混匀后置 PCR 仪中。PCR
反应条件为: 94℃ 预变性 2 min ，然后 94℃ 变性
30 s，60℃退火 30 s ，72℃ 延伸 60 s，循环 30 次，
72℃延伸 5 min，终止反应。取 PCR 扩增产物用
1. 2%琼脂糖凝胶进行电泳，紫外灯下观察电泳结果
并照相。
1. 2. 2. 4 PCR 产物的纯化回收: PCR 扩增产物经
1. 2%琼脂糖凝胶电泳分离，在紫外灯下切取含有目
的基因的琼脂糖凝胶块，按胶回收试剂盒说明书中

的方法，回收胶块中的目的片段。
1. 2. 3 周脂素基因编码区克隆、酶切及其 DNA 序
列分析:

1. 2. 3. 1 PCR 产物加 A: 纯化的目的基因 7 μL，
dATP 1 μL，10 × A-tailing buffer 1 μL，Tag DNA
polymerase 1 μL，混匀后置 PCR 仪中，72℃ 保温
30 min。
1. 2. 3. 2 PCR 产物 T-A 克隆及鉴定: 在 10 μL 连
接反应体系中，将加 A 的目的片断与 pMD18-T 载体
按摩尔数 3∶ 1混合，加入 T4DNA 连接酶和连接缓冲
液，22℃孵育 1 h 后 ，65℃ 10 min 灭活 T4DNA 连接
酶，然后取上述连接产物 10 μL 转化大肠杆菌
DH5α 感受态细菌 100 μL，将转化后的 DH5α 涂布
于含 氨 苄 青 霉 素 ( 100 μg /mL ) 及 X-Gal ( 40
μg /mL) 、IPTG ( 24 μg /mL) 的 LB 固体培养基平板
上，37℃培养过夜，挑取单个白色菌落置于 LB 液体
培养基中，扩大培养后提取质粒，经 spe Ⅰ / Not Ⅰ
双酶切鉴定含有目的基因的质粒由大连 TaKaRa 公
司进行 DNA 测序，并将测序结果与 GenBank 中的
已知基因序列及氨基酸序列进行比对。
1. 2. 3. 3 C57BL /6J 重组质粒的 DNA 序列分析:
阳性克隆用通用引物测序，测序结果表明序列与

GenBank 比对达到 100% 一致 ( GenBank accession
number: NM_175640. 2 ) 。

2 结果

2. 1 C57BL /6J 小鼠附睾脂肪组织总 RNA 的提
取结果

提取的总 RNA 经紫外分光光度仪测定 A 值。
A260 /A280 = 1. 89，比值在 1. 8 ～ 2. 0 之间;
总 RNA经 1%琼脂糖凝胶电泳可见 28、18s 2 条清
晰的条带，并且 28s /18s≈2. 0 ( 图 1 ) ，表明提取的
总 RNA 质量符合后续实验的要求，可用于逆

转录。

图 1 C57BL /6J 脂肪组织总 RNA 琼脂糖凝胶电泳
Fig． 1 Representative electrophoresis tracing of the

total RNA from C57BL /6J mouse adipose tissue

2. 2 RT-PCR 结果
提取 C57BL /6J 小鼠附睾脂肪组织的总 RNA ，

经 RT-PCR 扩增后，1. 2%琼脂糖凝胶电泳可见与预
期设计的周脂素基因片段大小一致的扩增条带( 包

括两侧酶切位点和保护碱基) ( 图 2 ) 。

图 2 反转录-聚合酶链反应产物琼脂糖凝胶电泳
Fig． 2 Representative electrophoresis tracing

of the RT-PCR products

2. 3 PCR 产物 T-A 克隆结果
经 RT-PCR 扩增的周脂素基因片段与 pMD18-T

载体连接构建成 pMD18-T-plin 重组载体，经 spe Ⅱ
Not Ⅰ双酶切，1. 2% 琼脂糖凝胶电泳可见 2 条带，

中 1 条带与 RT-PCR 产物的电泳结果完全一致，另 1

条与 pMD18-T 载体片段( 2 692 bp) 的大小一致，见
图 3 。
2. 4 周脂素重组质粒的 DNA 序列分析
阳性克隆用通用引物测序，测序结果表明序列

与 GenBank 比 对 均 为 100% 一 致 ( GenBank
accession number: D45371 ) 。测序图谱见图 4、5。表
明 pMD18-T 载体中已含有周脂素基因片段。
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图 3 周脂素重组质粒酶切鉴定结果
Fig． 3 Electrophoresis of the recombinant plasmid

perilipin using double enzyme digestion

3 讨论

由于脂肪组织富含脂类物质，单位体积细胞数

较少，且单位细胞 RNA 含量也相对较少，按照
RNAisoTMPlus 试剂说明书提取脂肪组织 RNA 效果
并不理想，所以如何有效地除去脂类的污染和最大

限度地提高产量是在提取脂肪组织 RNA 过程中不
可忽视的问题。在脂肪组织 RNA 提取过程中，对其
中一些步骤作了适当的改进。本实验主要做到以
下几点: ①样品量足，一般组织的 RNA 提取样品量
大概是 100 mg，本实验将样品量加大到 1 g 进行提
取从而保证了 RNA 的得率。②样品组织裂解充分，
短时间内液氮研磨至粉末状加入超量的裂解液快

速研磨至透明后剧烈震荡 3 min，保证了裂解液与组
织的充分接触。③除脂彻底，将样品与裂解液反应
后，离心 5 min 后，用吸头除去了上层的脂类，取得

图 4 周脂素的测序图谱
Fig． 4 Sequencing map of the plasmid perilipin

图 5 周脂素克隆序列比对部分结果
Fig． 5 Sequence analysis of the plasmid perilipin

的下层溶液应做同样的 2 次离心以保证完全去除脂
类污染。④去除内源和外源性 RNA 酶的影响，实验
过程中使用的实验材料均用 0. 1%的 DEPC 水处理

后，高压灭菌，操作过程戴口罩帽子，尽量保持环境

洁净，液氮研磨充分，用 75% 的乙醇洗完 RNA 沉淀
后，再用无水乙醇洗 1 次［8］，以此减少内外源性
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RNA 酶的影响。从而得到了高质量的 RNA，为后续
扩增周脂素基因做了充分保证。
周脂素由 Plin 基因编码［9］。Perilipin 氨基末端

大约 100 个氨基酸的区域与 ADRP 的氨基末端区域
极为相似，被称为 PAT 结构域。鼠的 perilipin 基因
定位于第 7 号染色体，人的基因定位于 15q26，含有
9 个外显子。研究发现，perilipin 可能在脂肪分解调
控中起到“分子开关”的作用，在脂肪水解和机体能
量代谢过程中发挥着双重作用［3］，既可通过阻止脂

肪酶接近脂滴降低基础状态下的脂解，又可促进激

素刺激的脂肪分解，可以调控脂解率以及脂肪组织

中甘油三酯的输出。肿瘤坏死因子 α ( TNF-α ) 、过
氧化物酶体增殖物激活受体 γ ( PPARγ ) 激动剂、
瘦素( leptin) 等均可以影响 perilipin 的表达［10 － 12］。
由于周脂素与脂代谢的具体作用目前还不明

确［13，14］，其可能是联系胰岛素抵抗与代谢性疾病的

重要环节，在脂质沉积及有序排列中发挥重要的调

控作用［15 － 16］，其在脂代谢中的关键作用可能与肥胖

及相关疾病的发生有关［17］。
实验经过提取脂肪总 RNA、Rt-PCR、T-A 克隆，

得到周脂素编码区重组质粒，测序结果表明，序列

与 Genbank 比对均为 100%一致( GenBank accession
number: NM_175640. 2 ) 。本实验得到没有任何突变
的基因，考虑与以下因素有关: ①附睾脂肪组织总
RNA 的提取质量较高为进行反转录提供保证。②
引物的 GC 比例设定合适 ( 上游为 55%，下游为
60% ) ，因而提高了基因扩增的特异性。③割胶纯
化时，操作速度很快，减少了紫外线对目的基因的

损伤。紫外线可引起 DNA 损伤，应尽量减少其照射
时间。④对纯化的目的片段进行了加 A 反应，同时
pMD18-T 克隆载体是线性化的载体，其 3’端有 1 个
T 伸出，显著提高了重组效率。本实验成功地克隆
没有任何突变的周脂素基因，为对其进行精确实验

提供了根本保障; 为进一步真核表达周脂素蛋白，

建立周脂素转基因小鼠，分析周脂素的生物功能及

作用机制提供了实验基础; 为进一步理解体脂分布

异常，胰岛素抵抗开辟一新的方向，最终为探索该

类药物的开发提供崭新的思路; 可能也将为糖尿病

等相关疾病的临床工作提供一种新的防治策略。
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