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胰岛素受体底物１和２敲低对猪肝脏
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摘要　目的：通过ｓｈＲＮＡ干扰高效敲低猪肝脏细胞中ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基因的表达，进而验证其对于
糖脂代谢相关基因表达的影响，为构建２型糖尿病模型猪奠定基础。方法：首先通过重叠ＰＣＲ方
法克隆了猪ＩＲＳ１基因全部的ｍＲＮＡ序列（４８１４ｂｐ）以及通过３′ＲＡＣＥ方法克隆了猪ＩＲＳ２基因的
部分３′非编码区（３ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，３′ＵＴＲ）。然后，通过ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ筛选获得了能显著敲
低这两个基因的ｓｈＲＮＡ片段，并在同时敲低ＩＲＳ１和ＩＲＳ２的猪肝脏细胞中，检测糖脂代谢相关基
因的表达。结果：猪肝脏细胞中 ＩＲＳ１和 ＩＲＳ２的表达被显著敲低，分别下降了７８％和６４％。另
外，糖异生作用酶磷酸烯醇丙酮酸激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｂｏｘｙｋｉｎａｓｅ，ＰＥＰＣＫ）和果糖１，６
二磷酸酶（ｆｒｕｃｔｏｓｅ１，６ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，Ｆ１，６ＢＰ）基因表达显著上升，并导致催化肝脏中糖酵解
反应的葡糖激酶（ｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅ，Ｇｃｋ）基因表达的显著下降。同时，胆固醇调节元件结合蛋白（ｓｔｅｒｏｌ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＳＲＥＢＰ１）基因的表达也显著上升以及胆固醇调节基因Ａｂｃｇ８，
ＣＹＰ７ａ１表达明显上调。结论：猪肝脏细胞中ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基因的敲低可激活糖异生作用，并抑制
糖酵解反应，从而导致糖代谢的异常，同时也能引起脂类代谢的异常。
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　　根据最新的流行病学研究，糖尿病正在成为全世

界范围内的流行疾病，随着人口老年化趋势，２型糖尿

病的发病率逐年上升［１］。２型糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ

ｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）主要的发病机制为外周胰岛素抵抗与

胰腺β细胞功能发生障碍［２］，而这些异常大部分是由

遗传缺陷引起的［３］。胰岛素受体底物（ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ，ＩＲＳｓ）蛋白处于胰岛素信号通路的枢纽位

置，通过自身磷酸化作用招募并结合下游的许多信号

转导分子，将胰岛素信号传递、发散到下级网络，在维

持细胞正常的生理功能上起到重要的作用［４］，ＩＲＳ１和

ＩＲＳ２基因的缺陷是２型糖尿病的主要发病机制［５］。有

研究表明，敲除ＩＲＳ１基因的小鼠表现出生长发育缓慢

以及一定的胰岛素抵抗现象［６７］，敲除ＩＲＳ２基因的小鼠

出生后即表现为胰高血糖症，随时间的增长还会出现β
细胞分泌障碍［８］，而同时敲除ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基因的小鼠

出生前就会死亡［９］。但是，小鼠模型还是具有很多局

限性，小鼠在遗传水平与表型上不能很好地模拟人类

疾病，而且小鼠寿命较短，不能作为长期患病的研究目

标。作为糖尿病的动物模型，小鼠对于葡糖以及胆固

醇食物的反应与人类也存在较大差异［１０］。

　　猪和人在解剖学、生理学以及代谢特点方面均有

很大的相似性，包括心脏血管的功能与结构，脂蛋白的

分布，体型，发胖的趋势以及杂食的习惯等［１１］，并且患

有糖尿病的猪与人显示出共同的代谢特点与并发症，

因此建立有价值并且稳定的２型糖尿病猪模型是非常

必需的。用一定浓度链脲霉素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）可

诱导猪患有糖尿病相应的病理特征，主要是通过使 β
细胞失活来达到胰岛素分泌缺陷的目的，造成血糖水
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平的异常［１２］，这种方法虽然简便但却不能很好地研究

发病机制。Ｒｅｎｎｅｒ等［１３］利用慢病毒包装的方法制作出

ＧＩＰＲｄｎ转基因猪，通过抑制促胰岛素多肽（ｇｌｕｃｏｓｅ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｉｎｓｕｌｉｎｏｔｒｏｐｉｃｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，ＧＩＰ）与受体的结合
来抑制β细胞的增生，从而导致胰岛素分泌异常来引

发葡糖耐量异常。为了探索胰岛素信号通路缺陷会在

猪上引起那些代谢异常，本实验围绕着猪 ＩＲＳ１和 ＩＲＳ２
基因展开研究。

　　据此，本实验在猪肝脏细胞中同时敲低 ＩＲＳ１和
ＩＲＳ２，并检测了糖代谢以及胆固醇代谢相关基因的表
达，希望为２型糖尿病模型猪的建立奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材　料
　　实验所用的巴马仔猪均来自东北农业大学实验基
地猪场，实验所用的菌株质粒包括干扰载体 ｐＧｅｎｅｓｉｌ
１．０、猪胎儿原代成纤维细胞、大肠杆菌 ＤＨ５α均来自
东北农业大学胚胎工程实验室。

１．２　试　剂

　　反转录试剂盒、ＬＡＴａｑ酶、ＳＹＢＲ荧光实时定量
ＰＣＲ试剂盒、Ｔ４连接酶、ＰＭＤ１８Ｔ载体、３′ＲＡＣＥ试剂
盒、质粒大提试剂盒均购自 ＴａＫａＲａ试剂公司；胶回收
试剂盒购自Ａｘｙｇｅｎ公司；质粒小量试剂盒购自天根生
物有限公司、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ购自 Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ公司；胎牛血
清、ＤＭＥＭ培养基、非必需氨基酸、谷氨酰胺、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａ

ｍｉｎＬＴＸａｎｄｐｌｕｓ均购自Ｇｉｂｉｃｏ公司；ＤＮＡ测序由上海
立菲生物技术有限公司完成。

１．３　猪ＩＲＳ１基因的克隆
　　根据已知得到的猪 ＩＲＳ１基因序列，设计４对引物
（表１），利用重叠ＰＣＲ方法，克隆猪的ＩＲＳ１全长基因。
其中第１，２，４对引物为外显子区域，并且不跨内含子，

直接以巴马猪的基因组为模板进行 ＰＣＲ扩增，第３对
引物位于内含子区域，以巴马猪肝脏ｃＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ扩增，总体系为５０μｌ。ＰＣＲ反应体系包括：ＬＡＴａｑ
１μｌ，１０×ＬＡＴａｑＢｕｆｆｅｒ５μｌ，ｄＮＴＰｓ４μｌ，模板 １μｌ，
ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ２μｌ，ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ２μｌ，ｄＨ２Ｏ３５μｌ。
ＰＣＲ反应参数为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，
６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃终延
伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物在１％的琼脂糖凝胶电泳中观察
结果，将目的条带胶回收，连接ＰＭＤ１８Ｔ克隆载体进行

测序。

　　测序分别得到４段无突变序列之后，各自从质粒

上ＰＣＲ扩增下来，并进行胶回收，为了防止发生非特异

性扩增，将胶回收片段进行末端补平，ＰＣＲ总反应体系
２５μｌ，包括：ＢｌｕｎｔｉｎｇＥｎｚｙｍｅＭｉｘ１μｌ，ＱｕｉｃｋＢｌｕｎｔｉｎｇ
ＫｉｔＢｕｆｆｅｒ２．５μｌ，ｄＮＴＰｓ２．５μｌ，胶回收片段 １０μｌ，
ｄＨ２Ｏ９μｌ。ＰＣＲ反应程序为：２５℃ １ｈ，１６℃ ３０ｍｉｎ。
得到了４段目的片段，分别为 ＩＲＳ１１，ＩＲＳ１２，ＩＲＳ１３，
ＩＲＳ１４，作为重叠ＰＣＲ的模板。首先将ＩＲＳ１１与ＩＲＳ１
２重叠，ＰＣＲ总反应体系５０μｌ，反应体系包括：ＩＲＳ１１
１０μｌ，ＩＲＳ１２１０μｌ，引物４μｌ（ＩＲＳ１Ｆ１２μｌ，ＩＲＳ１Ｒ２２

μｌ），ＬＡＴａｑ１μｌ，１０×ＬＡＴａｑＢｕｆｆｅｒ５μｌ，ｄＮＴＰｓ４μｌ，
ｄＨ２Ｏ１６μｌ；将ＩＲＳ１３与ＩＲＳ１４重叠，ＰＣＲ总反应体系
５０μｌ，反应体系包括：ＩＲＳ１３１０μｌ，ＩＲＳ１４１０μｌ，引物
４μｌ（ＩＲＳ１Ｆ３２μｌ，ＩＲＳ１Ｒ４２μｌ），ＬＡＴａｑ１μｌ，１０×ＬＡ
ＴａｑＢｕｆｆｅｒ５μｌ，ｄＮＴＰｓ４μｌ，ｄＨ２Ｏ１６μｌ。ＰＣＲ反应程
序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６０℃退火４０
ｓ，７２℃延伸 ３ｍｉｎ，４０个循环；７２℃终延伸 １０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物在１％的琼脂糖凝胶电泳中观察结果，将目的
条带胶回收，连接ＰＭＤ１８Ｔ克隆载体进行测序，得到无
突变的ＩＲＳ１１２与ＩＲＳ１３４片段，从质粒扩增下来之后，
进行末端补平，补平实验体系如上，最终以 ＩＲＳ１１２与
ＩＲＳ１３４为模板，重叠 ＰＣＲ得到猪 ＩＲＳ１基因全长。
ＰＣＲ总反应体系为５０μｌ，包括：ＩＲＳ１１２１０μｌ，ＩＲＳ１３４

１０μｌ，引物４μｌ（ＩＲＳ１Ｆ１２μｌ，ＩＲＳ１Ｒ４２μｌ），ＬＡＴａｑ１

μｌ，１０×ＬＡＴａｑＢｕｆｆｅｒ５μｌ，ｄＮＴＰｓ４μｌ，ｄＨ２Ｏ１６μｌ。
ＰＣＲ反应程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，

６２℃退火４０ｓ，７２℃延伸３ｍｉｎ３０ｓ，４０个循环；７２℃终
延伸１０ｍｉｎ。
１．４　检测ＩＲＳ１和 ＩＲＳ２基因分别在猪各组织器官中

的表达情况

　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法检测巴马猪不同组织器官中
ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基因的表达。用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取２ｄ巴马

猪的甲状腺、肺、肌肉、胎盘、肾上腺、胸腺、肝脏、气管、

胰腺、垂体、大脑、海马体、舌、睾丸和十二指肠组织的

ＲＮＡ，并反转录为ｃＤＮＡ。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测各种组织
中ＩＲＳ１和 ＩＲＳ２基因的表达量。反应体系为 ２０μｌ：
ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ０．４μｌ，ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ０．４μｌ，ＳＹＢＲ
Ｍｉｘ１０μｌ，ｃＤＮＡ１μｌ，ｄＨ２Ｏ７．８μｌ。反应程序为：９５℃
３０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃ ３４ｓ，４０个循环；９５℃ １５ｓ，６０℃ １
ｍｉｎ，９５℃１５ｓ。
１．５　猪ＩＲＳ２基因３′ＵＴＲ区域的克隆

　　人的ＩＲＳ２基因序列为已知的，将人ＩＲＳ２基因与猪
的基因组进行比对，根据保守区域序列设计引物，以２ｄ

８２
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表１　引物序列及扩增片段长度

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） Ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

ＩＲＳ１
ＩＲＳ１

Ｆ１
Ｒ１

ＡＴＧＧＣＧＡＧＣＣＣＴＣＣＣＧＡ
ＣＣＣＣＴＡＣＣＣＣＡＴＴＴＧＴＣＣＡＴＡＡＣ

２１１３
　

ＩＲＳ１
ＩＲＳ１

Ｆ２
Ｒ２

ＣＡＴＣＡＧＡＣＧＣＣＡＣＣＣＣＣＡＧ
ＧＴＣＣＴＴＧＡＣＣＡＡＡＴＣＣＡＧＧＴＣＴＡＴＧＴＡ

１６１２
　

ＩＲＳ１
ＩＲＳ１

Ｆ３
Ｒ３

ＣＴＣＣＧＡＧＡＣＣＴＴＣＴＣＣＴＣＧＡＣＡＣ
ＧＴＧＴＡＡＡＧＴＡＡＡＣＡＡＡＣＴＧＡＡＡＴＧＧＡＴＧＣ

５９３
　

ＩＲＳ１
ＩＲＳ１

Ｆ４
Ｒ４

ＡＡＴＧＡＡＧＡＣＣＴＡＡＡＴＧＡＣＣＴＣＡＧＣＡＡＡ
ＡＡＴＧＧＴＧＣＣＡＡＴＧＧＡＡＣＡＧＧＡＡ

１１０６

ＩＲＳ１Ｒｅａｌｔｉｍｅ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＧＡＡＴＣＴＣＡＧＴＣＣＣＡＡＣＣＧＣＡＡＣ
ＣＴＧＧＧＴＧＴＣＧＡＧＧＡＧＡＡＧＧＴＣＴＣ

１０２
　

ＩＲＳ２Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＡＴＴＣＡＴＴＧＧＡＧＡＴＡＴＧＡＧＴＴＧＧＧＣ
ＣＧＴＴＴＧＣＡＴＴＧＣＧＡＴＴＡＡＡＴＡＧＡＴＴ

１８１
　

３′ＲＡＣＥ Ｏｕｔｅｒ
ｉｎｎｅｒ

ＴＴＣＡＴＴＧＧＡＧＡＴＡＴＧＡＧＴＴＧＧＧＣ
ＡＡＡＴＧＡＧＧＣＴＴＴＴＣＴＡＧＡＧＧＡＡＧＡＣ

８６２
　

ＩＲＳ２Ｒｅａｌｔｉｍｅ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＡＣＡＧＡＣＴＡＡＡＴＡＣＡＡＣＧＣＡＣＧＡＣＴＣ
ＧＡＡＧＴＡＴＡＴＴＴＣＴＧＧＣＴＣＴＴＧＧＧＡＣ

１４２
　

ｈＵ６ｐｒｏｍｏｔｅｒ
Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＴＡＣＧＴＡＣＡＡＧＧＴＣＧＧＧＣＡＧＧＡＡＧＡ
ＧＣＴＡＧＣＧＡＴＣＣＣＧＣＧＴＣＣＴＴＴＣ

２７７
　

Ｎｒ５ａ２Ｒｅａｌｔｉｍｅ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＣＴＣＴＧＴＣＣＴＧＴＧＴＧＴＧＧＡＧＡＴＡＡＡＧ
ＧＣＴＴＴＣＴＣＴＧＴＧＴＴＴＴＧＴＣＡＡＴＣＴＧ

１５７
　

ＰＥＰＣＫＲｅａｌｔｉｍｅ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＧＧＡＧＡＴＧＧＣＧＡＣＴＴＣＧＴＣＡＡＧ
ＣＧＡＡＧＧＧＣＡＡＡＧＣＡＣＴＴＣＴＴＧ

１９４
　

Ｆ１，６ＢＰＲｅａｌｔｉｍｅ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＣＴＣＴＣＣＡＡＴＧＡＣＣＴＧＧＴＴＡＴＴＡＡＣＧ
ＴＴＴＣＴＧＴＡＧＡＴＧＣＣＡＡＡＧＡＴＧＧＴＴＣ

１９７
　

ＧｃｋＲｅａｌｔｉｍｅ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＧＧＣＴＧＧＡＧＡＣＣＣＡＣＧＡＡＧＡＧ
ＴＧＧＴＧＣＴＴＧＧＴＣＴＴＣＡＣＡＣＴＣＣ

１８１
　

ＳＲＥＢＰ１Ｒｅａｌｔｉｍｅ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＴＧＡＣＣＧＡＣＡＴＣＧＡＡＧＡＣＡＴＧＣ
ＧＧＧＡＧＣＴＧＧＣＡＴＣＡＧＧＡＣＴＧ

１２６
　

ＬＸＲＡＲｅａｌｔｉｍｅ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＡＴＣＣＧＣＣＴＧＡＡＧＡＡＡＣＴＧＡＡＧＣ
ＣＴＧＧＴＣＴＧＡＡＡＡＧＧＡＧＣＧＴＣＴＧ

１７７
　

Ａｂｃｇ８Ｒｅａｌｔｉｍｅ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＡＧＧＴＣＴＣＡＣＣＴＡＣＣＡＧＧＴＧＧＡＣＡＴＧ
ＴＴＧＴＣＣＧＣＴＣＣＴＣＡＣＴＣＴＧＡＡＧＣ

１４４
　

ＣＹＰ７ａ１Ｒｅａｌｔｉｍｅ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＣＣＧＣＴＴＣＴＧＡＴＡＣＣＴＧＴＧＧＡＣＴＴＡＧ
ＣＧＴＣＡＣＡＡＣＡＧＡＧＧＣＴＣＣＡＧＣ

１４８
　

巴马猪肝脏组织 ｃＤＮＡ为模板，克隆得到猪 ＩＲＳ２基因
的保守序列，ＰＣＲ反应体系２０μｌ：ｃＤＮＡ０．５μｌ，引物２

μｌ，ｒＴａｑ０．５μｌ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２．５μｌ，ｄＮＴＰｓ２μｌ，
ｄＨ２Ｏ１７．５μｌ。ＰＣＲ反应程序为：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０
ｓ，５９．３℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ
产物在１％的琼脂糖凝胶电泳中观察结果，将目的条带
胶回收，连接 ＰＭＤ１８Ｔ克隆载体进行测序。得到无突
变序列进行３′ＲＡＣＥ扩增，标准操作按照 ＴａＫａＲａ公司
试剂盒说明书进行。

１．６　ｐＧｅｎｅｓｉｌｓｈＩＲＳ１／ｓｈＩＲＳ２干扰载体的构建
　　根据克隆获得猪 ＩＲＳ１以及 ＩＲＳ２序列，通过
Ａｍｂｉｏｎ网站分别设计４对干扰片段（表２），分别合成
带有ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ 酶切位点的单链 ｓｈＲＮＡ干扰
片段，复性成双链后，连接到经过ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ 线
性化的ｐＧｅｎｅｓｉｌ１．０载体。经过测序正确之后，构建
成功 的 载 体 为 ｐＧｅｎｅｓｉｌｓｈＩＲＳ１１４和 ｐＧｅｎｅｎｓｉｌ
ｓｈＩＲＳ２１４。
　　ｓｈＩＲＳ１１和ｓｈＩＲＳ２１分别为筛选出的有效干扰片

９２
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段，重新合成带有 ＮｈｅⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切位点的单链

ｓｈＩＲＳ２干扰片段，复性成双链后，连接到筛选出有效的

经过ＮｈｅⅠ和 ＸｈｏⅠ线性化的 ｐＧｅｎｅｓｉｌｓｈＩＲＳ１载体。

之后ＰＣＲ扩增ｈＵ６启动子，带有 ＳｎａＢⅠ与 ＮｈｅⅠ酶切

位点，连入有两个基因干扰片段的线性化载体，经过测

序鉴定以后，序列正确的载体即为 ｐＧｅｎｅｓｉｌｓｈＩＲＳ１／

ｓｈＩＲＳ２干扰载体。

表２　猪ＩＲＳ１以及ＩＲＳ２基因的干扰片段序列

Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｓｈＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｏｒｃｉｎｅＩＲＳ１ａｎｄＩＲＳ２ｇｅｎｅ

ｓｈＲＮＡ ｓｈＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）

ｓｈＩＲＳ１１
ｓｈＩＲＳ１２
ｓｈＩＲＳ１３
ｓｈＩＲＳ１４
ｓｈＩＲＳ２１
ｓｈＩＲＳ２２
ｓｈＩＲＳ２３
ｓｈＩＲＳ２４

ＧＣＡＧＴＡＧＴＧＧＣＡＡＧＣＴＣＴＴＧＴＧＴＧＴＧＣＴＧＴＣＣＡＣＡＡＧＡＧＣＴＴＧＣＣＡＣＴＡＣＴＧＣ
ＧＣＡＧＡＡＧＡＴＴＣＧＴＣＧＴＣＡＴＣＣＧＴＧＴＧＣＴＧＴＣＣＧＧＡＴＧＡＣＧＡＣＧＡＡＴＣＴＴＣＴＧＣ
ＧＣＣＴＡＴＧＣＣＡＧＣＡＴＣＡＧＴＴＴＣＧＴＧＴＧＣＴＧＴＣＣＧＡＡＡＣＴＧＡＴＧＣＴＧＧＣＡＴＡＧＧＣ
ＧＧＧＴＡＣＣＣＡＧＡＣＴＣＴＡＴＴＴＣＡＧＴＧＴＧＣＴＧＴＣＣＴＧＡＡＡＴＡＧＡＧＴＣＴＧＧＧＴＡＣＣＣ
ＧＧＴＴＴＣＴＧＧＡＧＡＴＧＧＡＧＡＴＧＣＧＴＧＴＧＣＴＧＴＣＣＧＣＡＴＣＴＣＣＡＴＣＴＣＣＡＧＡＡＡＣＣ
ＧＧＡＧＡＴＧＣＧＡＡＧＴＡＴＡＴＴＴＣＴＧＴＧＴＧＣＴＧＴＣＣＡＧＡＡＡＴＡＴＡＣＴＴＣＧＣＡＴＣＴＣＣ
ＧＣＧＡＧＡＧＴＣＧＴＧＣＧＴＴＧＴＡＴＴＧＴＧＴＧＣＴＧＴＣＣＡＡＴＡＣＡＡＣＧＣＡＣＧＡＣＴＣＴＣＧＣ
ＧＣＴＣＴＴＣＴＴＡＡＴＡＧＣＣＡＴＡＴＧＧＴＧＴＧＣＴＧＴＣＣＣＡＴＡＴＧＧＣＴＡＴＴＡＡＧＡＡＧＡＧＣ

　　　　　Ｎｏｔｅ：ｔｈｅｓｅｎｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄａｎｔｉｓｅｎｃｅａｒｅｂｏｔｈ２１ｂｐａｎｄｔｈｅｌｏｏｐｉｓ１１ｂｐ

１．７　猪肝脏原代细胞的培养

　　猪肝脏原代细胞的培养主要参照Ｆａｒｒｅｌｌ等［１４］的方

法。具体为：取１ｄ巴马猪肝脏组织约０．５ｃｍ３放置含

有双抗的生理盐水中，对组织进行清洗，剥离肝脏表面

系膜，剔除血液等杂物，清洗至肝脏组织呈鲜红色，洗

液无明显杂物。将组织移置培养皿之后，用手术剪将

其剪碎。添加５ｍｌ胶原酶放入３７℃培养箱内进行消化

１５ｍｉｎ。加入培养液进行终止。将组织吹散，将此混合

物添加到离心管中进行离心，１２００ｒ／ｍｉｎ，３ｍｉｎ。离心

后弃上清，加入３ｍｌ培养液重悬。接种到３个大皿中并

移置到３７℃培养箱中培养。隔天观察细胞有组织块贴

壁，换成新鲜的培养液。４～５天后在组织块周围有细

胞长出待密度达到６０％以上进行传代标记为Ｐ１代，将

Ｐ１代培养至密度达到１００％时，进行冻存。

１．８　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测糖代谢与脂类相关基因的表达

　　根据 ＮＣＢＩ网站上提供的基因序列，设计猪

ＰＥＰＣＫ，Ｇ６Ｐａｓｅ，Ｆ１，６ＢＰ，Ｇｃｋ，ＳＲＥＢＰ，ＬＸＲＡ，Ａｂｃｇ８和

ＣＹＰ７ａ１基因的ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物，每个基因设计２对

引物，经过ＲＴＰＣＲ方法验证特异性后，通过 Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ检测猪肝脏细胞在分别转染 ｐＧｅｎｅｓｉｌｓｈＩＲＳ１、ｐ

ＧｅｎｅｓｉｌｓｈＩＲＳ２以及 ｐＧｅｎｅｓｉｌｓｈＩＲＳ１／ｓｈＩＲＳ２干扰载体

之后，上述基因表达量的变化情况。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反

应体系为２０μｌ：ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ０．４μｌ，ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ

０．４μｌ，ＳＹＢＲＭｉｘ１０μｌ，ｃＤＮＡ１μｌ，ｄＨ２Ｏ７．８μｌ。反

应程序为：９５℃ ３０ｓ；９５℃ ５ｓ，６０℃ ３４ｓ，４０个循环；

９５℃１５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应

仪器的型号为ＡＢＩ７５００。

２　结果与分析

２．１　猪ＩＲＳ１基因的克隆及有效干扰片段的筛选

　　ＰＣＲ分４段扩增猪ＩＲＳ１基因，通过重叠ＰＣＲ的方

法得到ＩＲＳ１的全长基因。经过测序分析，克隆的 ＩＲＳ１

基因与已知序列的氨基酸序列相似性为１００％ （Ｇｅｎｅ

ＩＤ：１００５１２６８６）。猪ＩＲＳ１基因ｍＲＮＡ全长为４８１４ｂｐ，

由两个外显子组成，第一外显子为３７４７ｂｐ，第二外显

子为１０６８ｂｐ，ＣＤＳ区序列为３７２６ｂｐ，３′ＵＴＲ序列为

２１５ｂｐ（图１）。

图１　猪ＩＲＳ１基因的克隆

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｃｌｏｎｉｎｇｏｆｐｏｒｃｉｎｅＩＲＳ１ｇｅｎｅ
（Ａ）ＴｈｅｆｏｕｒｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆＩＲＳ１ｇｅｎｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲ　（Ｂ）Ｔｈｅ

ｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｏｆｔｈｅＩＲＳ１ｇｅｎｅｃｌｏｎｉｎｇｂｙｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇＰＣＲ　Ｍ：ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ；１：２１１３ｂｐ；２：１６１２ｂｐ；３：５９３ｂｐ；４：１１０６ｂｐ　（Ｃ）

ＴｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐｏｒｃｉｎｅＩＲＳ１ｇｅｎｅ

０３



２０１４，３４（４） 黄天晴 等：胰岛素受体底物１和２敲低对猪肝脏细胞糖脂代谢的影响

　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＩＲＳ１基因在猪各组织中的表

达情况，结果表明，猪肝脏组织中ＩＲＳ１的表达量显著高

于其它组织（Ｐ＜０．０１）（图２Ａ）。接下来，我们在猪肝

脏细胞中筛选 ＩＲＳ１基因的干扰片段。我们采用了

Ｆａｒｒｅｌｌ等［１４］的方法培养猪肝脏细胞，其中肝实质细胞

为主要组成部分，有研究报道表明，Ｎｒ５ａ２基因在肝实

质细胞中高量表达，可作为鉴定肝实质细胞的标志［１５］。

经ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测，在我们获得的猪肝脏细胞中

Ｎｒ５ａ２基因也高量表达，表明我们培养的猪肝脏细胞中

大部分为肝实质细胞 （图２Ｂ）。将 ｐＧｅｎｅｓｉｌｓｈＩＲＳ１１

４转染猪肝脏细胞，对照组不转染干扰载体，Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ检测干扰效率。实验结果表明，ｓｈＩＲＳ１１显著敲

低了ＩＲＳ１基因的表达，干扰效率达到６１％（图２Ｃ）。

２．２　猪ＩＲＳ２基因３′ＵＴＲ序列的克隆以及有效干扰片

段的筛选

　　我们调取猪 ＩＲＳ２基因的３′ＵＴＲ序列，从而设计

ｓｈＲＮＡ干扰片段，进行 ＩＲＳ２基因的敲低。我们获得的

片段为９５０ｂｐ，具有 ＰｏｌｙＡ结构，位于猪１１号染色体，

不编码氨基酸，与人ＩＲＳ２基因３′ＵＴＲ序列的相似性达

到了７３．０８％（图３Ａ）。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＩＲＳ２基因

在猪各组织中的表达情况，结果表明，猪肝脏组织中

ＩＲＳ２的表达量同样显著高于其它组织（图３Ｂ）。将 ｐ

ＧｅｎｅｓｉｌｓｈＩＲＳ２１４转染猪肝脏细胞，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检

测干扰效率。实验结果表明，ｓｈＩＲＳ２１显著敲低了ＩＲＳ２

基因的表达，干扰效率达到６０％（图３Ｃ）。

图２　猪ＩＲＳ１基因有效干扰片段的筛选

Ｆｉｇ．２　ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓｈＲＮＡ

ｆｒａｇｍｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＩＲＳ１
（Ａ）ＩＲＳ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｐｉｇ　（Ｂ）Ｎｒ５ａ２ｇｅｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓａｎｄｐｏｒｃｉｎｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ（ＰＥＦ）

（Ｐ＜０．０５ｖｓＰＥＦ）　（Ｃ）Ｓｃｒｅｅｎｏｆｅｆｆｅｃｔｉｖｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｆｒａｇｍｅｎｔ

ｂｙＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈｃｏｎｔｒｏｌ）

图３　猪ＩＲＳ２基因３′ＵＴＲ克隆以及有效干扰片段的筛选

、Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ３′ＵＴＲｃｌｏｎｉｎｇｏｆｐｏｒｃｉｎｅＩＲＳ２ｇｅｎｅａｎｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓｈＲＮＡｆｒａｇｍｅｎｔ
（Ａ）ＭｕｌｔｉｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｌｉｇｎｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｏｆＩＲＳ２ｇｅｎｅｂｅｔｗｅｅｎｈｕｍａｎａｎｄｐｉｇ　（Ｂ）ＩＲＳ２ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｐｉｇ　（Ｃ）Ｓｃｒｅｅｎｏｆ

ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｆｒａｇｍｅｎｔｂｙＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈｃｏｎｔｒｏｌ）
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２．３　猪肝脏细胞中同时敲低 ＩＲＳ１和 ＩＲＳ２基因对糖

代谢的影响

　　将ｐＧｅｎｅｓｉｌｓｈＩＲＳ１／ｓｈＩＲＳ２转染猪肝脏细胞，Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ验证ＩＲＳ１基因的表达下降了７８％，ＩＲＳ２基因

的表达下降了 ６４％（图 ４）。进一步，我们采用 Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ检测了糖代谢相关基因的表达变化。

图４　ｐＧｅｎｅｓｉｌｓｈＩＲＳ１／ｓｈＩＲＳ２载体干扰ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基因的表达

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＩＲＳ１ａｎｄＩＲＳ２ｂｙｐＧｅｎｅｓｉｌｓｈＩＲＳ１／ｓｈＩＲＳ２
（Ａ）ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐＧｅｎｅｓｉｌｓｈＩＲＳ１／ｓｈＩＲＳ２ｖｅｃｔｏｒ　（Ｂ）ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＧｅｎｅｓｉｌｓｈＩＲＳ１／ｓｈＩＲＳ２ｂｙＡｓｅⅠｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　（Ｃ）（Ｄ）Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｅｄｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＩＲＳ１ａｎｄＩＲＳ２ｂｙｐＧｅｎｅｓｉｌｓｈＩＲＳ１／ｓｈＩＲＳ２（Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈｃｏｎｔｒｏｌ）

　　磷酸烯醇丙酮酸激酶（ＰＥＰＣＫ），果糖１，６二磷酸

酶（Ｆ１，６ＢＰ）是糖异生作用的两种关键酶，不适当地

激活这些酶表达会使糖异生作用增强，从而增加了血

浆中葡萄糖含量。在同时干扰ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基因时，猪

肝脏细胞中 ＰＥＰＣＫ与 Ｆ１，６ＢＰ基因的表达分别为对

照组的２．４６倍与２．９６倍。而单独干扰时，这两种基因

的表达没有显著变化（图５Ａ、图５Ｂ）。

　　葡糖激酶（Ｇｃｋ）是催化肝脏中糖酵解的第一步反

应的关键酶，多存在于动物肝脏中。若基因表达被抑

制，会影响糖酵解作用降低，血浆中葡萄糖含量会升

高。本实验在猪肝脏细胞中单独敲低ＩＲＳ１基因时，Ｇｃｋ

表达下降了７９％，单独干扰 ＩＲＳ２基因之后，该基因表

达无明显差异，同时敲低 ＩＲＳ１和 ＩＲＳ２时，Ｇｃｋ基因表

达下降了３６％（图５Ｃ）。

　　通过这些结果我们可以推测，当ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基因

的表达同时受到抑制时，可能会增加细胞中的糖异生

作用以及会抑制葡糖激酶的表达，从而导致血糖水平

的上升。

２．４　猪肝脏细胞中敲低 ＩＲＳ１和 ＩＲＳ２基因对胆固醇

代谢的影响

　　不恰当地激活糖异生作用，往往会导致肝脏脂类

代谢的异常，在同时敲低ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基因的猪肝脏细

胞中我们检测了胆固醇代谢关键基因的表达。胆固醇

调节元件结合蛋白（ＳＲＥＢＰ１）为胆固醇敏感器，可调

节胆固醇代谢以及血浆中胆固醇水平。ＳＲＥＢＰ１基因

表达升高，可直接反映胆固醇水平升高。单独在猪肝

脏细胞中敲低 ＩＲＳ１或 ＩＲＳ２时，该基因表达无明显变

化，同时敲低这两个基因时，ＳＲＥＢＰ１基因表达显著上

升，为对照组３．０倍（图６Ａ）。胰岛素还可以通过激活

肝脏Ｘ受体（ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒＡ，ＬＸＲＡ）来调节脂类代

谢。本实验证明，只有当单独敲低 ＩＲＳ２基因时，ＬＸＲＡ

基因的表达会显著上升，为对照组的１．６倍（图６Ｂ）。

２３
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我们进一步验证了 ＬＸＲＡ下游与之相结合的一系列调

节胆固醇代谢的基因，包括 Ａｂｃｇ８以及 ＣＹＰ７ａ１。实验

结果表明，在单独敲低ＩＲＳ２基因以及同时敲低ＩＲＳ１和

ＩＲＳ２基因时，Ａｂｃｇ８基因的表达均显著上升，为对照组

的４．６和４．８倍，ＣＹＰ７ａ１基因的表达也显著上升，为对

照组的６．０和 ８．３倍（图 ６Ｃ）。以上结果表明，敲低

ＩＲＳ１和 ＩＲＳ２基因，会引起猪肝脏细胞胆固醇代谢的

异常。

图５　干扰ＩＲＳ１和ＩＲＳ２对糖代谢相关基因表达的影响

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＩＲＳ１ａｎｄＩＲＳ２ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎｇｌｕｃｏｓｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｇｅｎｅｓ
（Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈｃｏｎｔｒｏｌ；Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈｃｏｎｔｒｏｌ）

图６　干扰ＩＲＳ１和ＩＲＳ２对胆固醇相关基因表达的影响

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＩＲＳ１ａｎｄＩＲＳ２ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｇｅｎｅｓ
（Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈｃｏｎｔｒｏｌ；Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈｃｏｎｔｒｏｌ）

３　讨　论

　　克隆获得了猪ＩＲＳ１基因 ｍＲＮＡ全长，并调取了猪

ＩＲＳ２基因的部分３′ＵＴＲ序列，通过对２ｄ巴马猪各组

织中ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基因表达情况分析，猪 ＩＲＳ１和 ＩＲＳ２

基因在肝脏组织中的表达均显著高于其它组织。根据

克隆获得的猪ＩＲＳ１和 ＩＲＳ２基因序列分别设计干扰片

段，分别转染猪肝脏细胞筛选获得了高效干扰片段。

并构建了同时敲低猪ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基因的干扰载体，检

测了猪肝脏细胞中同时敲低 ＩＲＳ１和 ＩＲＳ２基因对于糖

脂代谢的影响，从而为后续获得２型糖尿病模型猪奠

定了基础。

　　之前有人通过将小鼠的 ＩＲＳ１基因 ｍＲＮＡ序列与

猪基因组进行比对，得到保守片段，然后通过基因步移

的方法得到猪ＩＲＳ１基因的编码区序列，并将基因定位

于猪１５号染色体的ｑ２５。ＩＲＳ１基因在不同种属间的氨

基酸序列甚至编码区的核苷酸序列都有很高的同源

性。ＩＲＳ１蛋白的ＮＨ２端有磷酸化结构域，位于第７到

第１１５位氨基酸之间，此功能结构域是 ＩＲＳ１蛋白中最

为保守的部分，在人、小鼠、猪之间均有高度同源性［１６］。

本实验根据此已知序列，通过重叠 ＰＣＲ法克隆了猪

ＩＲＳ１基因的ｍＲＮＡ全长序列。但是，对于猪ＩＲＳ２基因

的研究很少，本实验通过将人 ＩＲＳ２基因与猪基因组序

列进行比对，得到保守片段后进行３′ＲＡＣＥ扩增，获得
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了猪ＩＲＳ２基因的部分３′ＵＴＲ序列，由于ｓｈＲＮＡ主要结
合到基因的３′ＵＴＲ区域，达到降解目的ｍＲＮＡ的作用，
从而使基因的表达受到抑制，所以调取全长序列对于

后续实验没有很大意义，我们只调取了猪 ＩＲＳ２基因的
部分３′ＵＴＲ序列。接下来，我们验证了ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基
因在猪各组织中的表达，得知ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基因在猪肝
脏中的表达均显著高于其它组织。这个结果与相应的

研究报道是吻合的，即ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基因在普通动物个
体的肝脏组织中是高表达的，而患有糖尿病的动物和

人的肝脏组织中两基因的表达会有不同程度的降

低［１７］。我们根据克隆获得的猪 ＩＲＳ１和 ＩＲＳ２基因序
列，分别设计ｓｈＲＮＡ干扰片段，通过转染猪肝脏细胞分
别筛选出有效干扰片段。肝脏是调节营养物质代谢的

中心器官，可以将餐后的葡糖转化为肝糖元储存起来，

也能将多余的葡糖转换为脂肪酸，而在饥饿时又可以

通过氧化脂肪酸来为糖异生提供能量［１８］。肝脏胰岛素

信号通路是调节糖类与脂肪代谢的重要通路，通过传

递胰岛素信号来激活下游ＭＡＰＫ／Ａｋｔ／Ｆｏｘｏ１等通路，从
而达到激活葡糖转运以及脂肪酸氧化的作用［１９２０］。本

实验将ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基因的表达同时敲低，导致胰岛素
信号传递受到阻碍，引起糖类与脂类代谢的异常。我

们的研究发现基础状态下在猪肝脏细胞中同时敲低

ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基因可导致糖异生关键作用酶 ＰＥＰＣＫ与
Ｆ１，６ＢＰ被显著激活，然而 Ｇｃｋ的表达却得到了显著
的抑制，可推测出当同时敲低两基因以后，可能会不恰

当地激活糖异生作用，而糖酵解反应也会受到抑制，所

以会导致血糖水平的升高。与此同时，我们也发现

ＳＲＥＢＰ１基因的表达显著升高，以及其他调节胆固醇
代谢基因表达的升高，证明了在糖代谢异常的同时也

会引起脂类代谢的异常，也更加证明了ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基
因对于维持肝脏正常的生理代谢都是必需的。

　　综上所述，本实验克隆了猪 ＩＲＳ１基因的全序列和
ＩＲＳ２基因的部分３′ＵＴＲ，通过 ｓｈＲＮＡ干扰技术显著敲
低了这两个基因，并检测了在同时敲低ＩＲＳ１和ＩＲＳ２基
因的猪肝脏细胞中糖脂代谢基因的表达，证明其可能

通过激活糖异生作用并使糖酵解反应受到抑制来导致

糖代谢的异常，同时胆固醇水平的升高也可初步证明

脂类代谢的异常，从而为后续将干扰载体转染猪成纤

维细胞，通过体细胞核移植获得２型糖尿病转基因模
型猪奠定了基础。
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