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瘦肉型与脂肪型猪血清L eptin 的比较检测
Ξ

龙火生,孙　超,庞卫军,杨公社,孙世铎
(西北农林科技大学 动物科技学院,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　为了研究我国脂肪型猪与引入的瘦肉型猪 ob 基因的蛋白表达差异,用W estern 杂交比较检测了

内江猪、八眉猪、长白猪和杜洛克猪的血清L ep tin 水平。结果发现,脂肪型猪体内存在L ep tin 抵抗现象,血清L ep tin

水平比瘦肉型猪高 3. 23倍;同时发现一个大小约为 33 ku 的蛋白与L ep tin 有一定的结构同源性,该蛋白也可能是

L ep tin 的二聚体; 另外,脂肪型猪 ob 基因的表达高于瘦肉型猪,二者肥胖程度和瘦肉率性状的差异可能还存在与

ob 基因表达有关的机制。
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　　通过动物模型及对人的研究已找到与肥胖症相

关的 6个基因, ob 基因 (ob gene)为其中之一。L ep2
t in (源于希腊语 lep to s, 意为瘦的, 译作瘦素、瘦蛋

白、消脂素等)是 ob 基因在皮下脂肪组织中特异表

达的一种蛋白质,在分泌进入血液循环的过程中自

我剪接,形成 146个氨基酸的功能蛋白,分子质量为

16. 7 ku [1 ]。国内外对猪 ob 基因及其产物已经进行

了许多相关研究, 目前的研究表明, L ep t in 具有广

泛的生物学作用,主要功能是通过下丘脑抑制脂肪

的蓄积,维持脂肪细胞的正常大小,其机制为L ep t in

作用于下丘脑的体重调节中枢,引起食欲降低、能量

消耗增加,从而抑制体重的增加[2 ]; 另一方面, L ep2
t in 作为脂肪—胰岛内分泌轴的一部分,还参与胰岛

素分泌的调节。近年还发现, L ep t in 可以恢复雌性

oböob 鼠的生育力[3 ]。最新的研究表明,L ep t in 还有

引导和提高血管通透性的作用,同时还协同成纤维

细胞生长因子 2 (FGF22) 和血管内皮生长因子

(V EGF)共同刺激和促进组织中血管的生成[4 ]。

我国拥有丰富的猪种资源,其中不乏适应力强

且肉质鲜美的脂肪型猪,它们在我国早期的猪育种

中发挥了重要的作用。血清L ep t in 水平的高低是机

体能量平衡状况的一种反映。自发现ob 基因以来,

针对 ob 基因的表达,许多研究主要集中于阐明 ob

基因表达时, L ep t in 表达的血清水平及脂肪组织中

ob 基因mRNA 的表达水平。国外已有R am say等[5 ]

用W estern 杂交方法研究了一些杂种猪 ob 基因的

cDNA 序列以及L ep t in 的表达。另外,胡晓湘[6 ]、戴

茹娟等[7 ]分别对我国的梅山猪、二花脸猪、香猪和民

猪的ob 基因部分序列进行了测定和多态性研究,但

对我国猪种血清L ep t in 的研究至今尚未见报道。

本研究利用我国脂肪型地方猪种——内江猪和

八眉猪,以及引入的瘦肉型品种——杜洛克和长白

猪为试验动物,比较研究了其血清中L ep t in 水平与

其肥胖的关系,以求澄清猪血清L ep t in 含量与猪种

不同肥胖程度的相互关系,为促进动物育种、保健和

后续利用猪 ob 基因提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

　　试验所用长白猪和杜洛克猪血清样品各 10份,

采自陕西省原种猪场和兰州猪场, 10份内江猪血清

采自四川省内江市内江猪原种猪场, 7 份八眉猪血

清采自青海省湟中县八眉猪保种场。所有试验猪均

为母猪,体重 (97. 1±7. 4) kg,每日 3次饲喂全价配

合饲料,自由饮水。在猪中午进食后 2 h 内通过耳静

脉或前腔静脉采血 10～ 15 mL , 4 ℃静置过夜析出

血清,并于- 20 ℃保存。

用于W estern 杂交的标准重组猪L ep t in 蛋白
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和第一抗体——通用生物素化兔抗人L ep t in 多克

隆抗体 (CRLQ GSLQDM LW QLDL SPG ) 均购自

P rom ega 公司,稀释为 20 ngömL 后备用。

1. 2　试验方法

在汪家政等[8 ]提出的蛋白质电泳和W estern 杂

交方法的基础上,参照R am say 的研究进行了一些

改进,对 4个猪种血清L ep t in 蛋白进行W estern 杂

交的比较检测[9 ]。

血清变性后加入电泳缓冲液,同时在 2 块相同

的胶板和同一个电泳仪上进行相同的 SD S2PA GE

电泳,各样品均上样 50 ΛL。电泳之后将一块胶染色

观察,另一块胶在 Y24ZY 型半干式转移电泳槽中将

蛋白质条带转移并“印迹”到硝酸纤维素膜上,经封

闭、杂交、底物显色后干燥,将膜扫描成位图文件,用

Bandscan 条带定量软件分析各条带间的相对值。

2　结果与分析

2. 1　SD S2PA GE 电泳结果

　　从 SD S2PA GE 电泳染色结果 (图 1,内江猪)可

以发现,电泳胶染色后, 其上的L ep t in 及其附近的

条带信号不是很强,表明猪血清L ep t in 表达水平不

高。由于L ep t in 分子质量相对较小,仅为 16. 7 ku,

而电泳条带较多较杂,需根据标准样品和分子质量

标记的位置来确认电泳结果中是否含有L ep t in。因

其他 3个猪种的电泳结果与内江猪的相似,故略去。

2. 2　W estern 杂交结果

4 个猪种血清L ep t in 蛋白在电泳之后,经过转

移、封闭和杂交,在底物溶液中显色后的结果见图 2

(内江猪)。

图 1　内江猪血清的 SD S2PA GE 电泳结果

M. 分子质量标准; S. L ep tin 标准; 1～ 10. 内江猪的 10个样本

F ig. 1　SD S2PA GE resu lt of N eijing p ig sera

M. M o lecu lar w eigh t standard; S. Standard L ep tin;

1- 10. Rep resen ts the 10 samp les of N ijiang p ig

图 2　内江猪血清L ep tin 的W estern 杂交结果

M. 分子质量标准; S. L ep tin 标准; 1～ 10. 内江猪的 10个样本

F ig. 2　W estern b lo tt ing resu lt of serum L ep tin of N eijing p ig

M. M o lecu lar w eigh t standard; S. Standard L ep tin;

1- 10. Rep resen ts the 10 samp les of N ijiang p ig

　　由图 2的W estern 结果可以看到,杂交显色后,

各个样品在硝酸纤维素膜上都出现了较为清晰的、

颜色深浅不同的斑点,但杂交的斑点 (条带)并不均

匀;同时在每一样品的 33 ku 附近,也发现有不规则

的杂交斑点,表明在猪的血清中,有 33 ku 左右的蛋

白质与L ep t in 蛋白具有序列的同源性,并在W est2
ern 杂交时也能与兔抗人L ep t in 的多克隆抗体结

合,产生斑点信号。因其他 3个猪种的电泳结果与内

江猪的相似,故省略。

2. 3　条带定量结果

各个猪种的W estern 杂交结果经Bandscan 软

件分析之后,将杂交斑点与标准样品进行比较,二者

的比值见表 1。由表 1 可以看出,试验选用的内江

猪、八眉猪、长白猪和杜洛克猪的血清L ep t in 蛋白

水平与标准样品的相对值分别为 0. 943, 1. 127,

0. 278和0. 211; 与标准样品的比较结果表明, 血液

L ep t in 水平分别为 18. 86, 22. 54, 5. 56 和 4. 22

ngömL。说明脂肪型猪的血清L ep t in 水平是瘦肉型

猪的 4. 23倍。其中八眉猪血液中的L ep t in 水平最

高, 杜洛克猪最低, 表明我国脂肪型猪体内存在

L ep t in 抵抗现象。
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表 1　4个猪种的各血清样品与标准样品的L ep tin 相对水平

T able 1　Serum L ep tin rela t ive levels as compared to L ep tin standard in 4 p ig breed

猪种
P ig breed

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 xθ SD

内江猪
N eijiang p ig

0. 81 0. 87 1. 09 0. 7 1. 23 1. 28 1. 03 0. 93 0. 74 0. 75 0. 943 0. 202

八眉猪
Bam ei p ig 1. 07 1. 06 1. 20 1. 00 1. 87 0. 95 0. 74 1. 127 0. 356

长白猪
L andrace p ig 0. 24 0. 21 0. 28 0. 24 0. 37 0. 41 0. 34 0. 32 0. 16 0. 21 0. 278 0. 080

杜洛克
D uroc 0. 34 0. 16 0. 18 0. 32 0. 18 0. 17 0. 13 0. 23 0. 23 0. 17 0. 211 0. 070

3　讨　论

3. 1　L ep t in 水平

　　ob 基因是最早发现与动物肥胖相关的基因之

一。Zhang 等[1 ]发现, oböob 肥胖小鼠就是由于体内

ob 基因的突变导致不能生成L ep t in 而引起了肥

胖,从而证实了L ep t in 具有降低体脂含量、维持体

重的功能。L ep t in 由成熟的脂肪组织表达分泌后,

进入血液循环,通过血脑屏障进入大脑,并作用于下

丘脑的饮食控制中枢,对摄食、能量消耗、脂肪与葡

萄糖代谢进行调控。L ep t in 水平的变化对肥胖具有

十分重要的生理意义,表明ob 基因是十分重要的控

制点[10 ]。

动物血清L ep t in 水平的高低反映了机体的体

脂含量的高低以及能量代谢的平衡状况,而猪是较

易沉积脂肪的动物之一。引入猪种的瘦肉率平均为

55%～ 60% ,而我国脂肪型的内江猪和八眉猪的瘦

肉率只有 45%左右[11 ] ,表明我国脂肪型猪比引入的

瘦肉型猪脂肪沉积能力更强, 而瘦肉率性状更差。

R am say 等[5 ]用W estern 杂交方法对脂肪型猪及其

杂种猪的血清L ep t in 水平进行比较,发现脂肪型猪

的血清L ep t in 水平比杂种猪高 3倍。本研究发现,

脂肪型猪比瘦肉型猪血清L ep t in 水平高 3. 23 倍,

这与R am say等[5 ]的研究结果非常接近。造成血清

L ep t in 水平差异的原因可能是内江猪和八眉猪体

脂含量相对较高,脂肪组织源的L ep t in 分泌也就较

高。本研究中同一品种内,有的个体间L ep t in 水平

差异较大,这可能是由个体间的差异造成的,因为影

响ob 基因表达的因素除了年龄、性别、摄食、体脂含

量和转录因子以外, 还包括激素、免疫应激反

应[12, 13 ]等因素。

3. 2　脂肪型猪的L ep t in 抵抗

L ep t in 在体内的主要功能是控制摄食和调节

能量代谢,使机体的体脂含量和能量代谢处于一个

相对稳定的平衡状态。本试验中, 脂肪型猪血清

L ep t in 水平比瘦肉型猪高 3. 23倍,表现出在肥胖类

型中存在的L ep t in 抵抗现象。L ep t in 抵抗现象与机

体的体脂含量有密切关系[14 ]。除了遗传性肥胖的

oböob 小鼠以外, 几乎所有的肥胖类型都表现出

L ep t in 抵抗现象。内江猪和八眉猪体内存在L ep t in

抵抗的原因可能有,脂肪型猪体内表达高水平L ep2
t in 的同时,存在L ep t in 的运输障碍,如血液循环中

存在L ep t in 的抗体或拮抗物;血液循环中L ep t in 结

合蛋白的增加令游离的L ep t in 减少; 血脑屏障的

L ep t in 转运饱和现象; 也可能是其主要作用部位

——下丘脑中L ep t in 信号系统与其他体重调节因

子之间的失衡等,使下丘脑对L ep t in 的敏感性丧失

或者迟钝[15 ]。本试验同时也表明,脂肪型与瘦肉型

猪肥胖程度和瘦肉率性状的差异,可能还存在有与

ob 基因表达有关的机制。

3. 3　W estern 杂交与 33 ku 蛋白

与其他分子杂交方法相比,W estern 杂交更为

直观,其操作对实验者身体的损害更小。W estern 杂

交[8 ] (W estern b lo t t ing)是一种检测固定在基质上

的蛋白质的免疫化学方法,也称为蛋白印迹或免疫

印迹杂交 ( Imm uno2b lo t t ing)。它可以有效地鉴定某

一蛋白质的性质,定量分析小分子抗原,筛选及纯化

抗体,分析蛋白质的结构域,检测 (转)基因表达结果

等。

本试验通过W estern 杂交,发现猪血清中还有

一个大小约 33 ku 的蛋白也出现了杂交斑点,这可

能是一个与猪L ep t in 在结构上有一定同源性的蛋

白质,但由于其分子质量正好约为L ep t in 的 2 倍,

也可能是L ep t in 的二聚体。如果深入研究其结构和

功能,有可能发现猪体内L ep t in 的一些结构和功能

的类似物,以及 ob 基因表达的一些调控因子,但对

此还需作进一步研究。
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Com para t ive detect ion of serum L ep t in levels

betw een obese and lean sw ine

LONG Huo- sheng, SUN Chao, PANGW e i- jun ,YANG Gong- she, SUN Sh i-duo
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: To invest iga te the exp ressional d ifferences of ob gene betw een obese and lean sw ine,W estern

b lo t t ing and softw are Bandscan w ere emp loyed to analyze the serum L ep t in levels of N eijiang P ig, Bam ei

P ig, L andrace and D u roc. W e found that L ep t in resistance lies in obese sw ine; the serum L ep t in level in

obese sw ine is 323% h igher than that in lean sw ine; a new pep t ide of abou t 33 ku in sw ine serum , w h ich

m igh t be dim er of L ep t in too , is st ructu ra l homo logou s to L ep t in. T he fa tness d ifferences betw een obese

and lean sw ine m ay be due to the pat tern of ob gene exp ression.

Key words: obese sw ine; lean sw ine; L ep t in; SD S2PA GE;W estern b lo t t ing
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