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摘要:为研究脂肪酶成熟因子1(LMF1)基因在从江香猪不同组织的表达情况及在真核细胞中的亚细胞定位情

况,采用RT-PCR,Real-TimePCR,PSORTIIPrediction软件结合荧光共定位的方法,克隆了从江香猪LMF1基因

cDNA,构建了pEGFP-C1-LMF1真核表达载体,分析了LMF1基因在不同组织的表达差异和亚细胞定位情况.
结果表明,从江香猪LMF1基因与GenBank上提交的其他猪种的同源性达到了100%;LMF1基因在脂肪中表

达量最高,心中最低,且脂肪和小肠与其他7个组织相比,表达量均存在统计学意义(p<0.01);荧光共定位结

果表明,LMF1基因主要集中在细胞质中表达.相关结果对后续研究LMF1蛋白与其互作蛋白在脂质代谢的作用

机理奠定的基础.
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脂肪酶成熟因子1蛋白(Lipasematurationfactor1,LMF1),是在脂肪酶成熟过程中发挥重要作用的

一种内质网膜蛋白[1],在高等动物的大部分组织中均表达,对动物体脂肪代谢、能量平衡具有非常重要的

调节作用,是机体脂质代谢和血脂稳态调控网络的重要调节因子[2-3].研究表明,LMF1基因作为内质网

上的分子伴侣参与了脂蛋白脂酶(LPL)、肝脂酶(HL)和内皮脂肪酶(EL)几种血管酯酶的翻译后成熟和催

化活化[4],且LMF1基因的突变或缺失会导致人和动物体联合缺乏症(combinedlipasedeficiency,CLD),
进而诱发严重的高甘油三酯血症,是肥胖、糖尿病和各种心血管疾病的主要发病原因[5-7].然而,目前关于

LMF1的研究,主要集中在人类和小鼠脂质代谢紊乱引起的相关疾病方面,而对猪、马、牛、羊等大家畜上

报道相对较少.鉴于LMF1基因在脂质代谢中的重要作用,因此可考虑将该基因作为畜禽生产性状的候选

基因来进行研究.
从江香猪作为著名的脂肪型小型猪,具有体型小、基因纯合等特点,是进一步研究机体脂质代谢紊乱

导致人类各种疾病最为理想的模式动物之一.猪的LMF1基因定位于3号染色体上,全长3258bp,由8
个外显子和7个内含子构成,其CDS区全长996bp,编码332个AA.本文以从江香猪为研究对象,克隆分

析LMF1基因,研究从江香猪LMF1基因与其他猪种基因的差异,并通过细胞转染和荧光共定位的技术

手段,验证LMF1基因在细胞中的亚细胞定位情况,建立猪LMF1基因在猪上的基础数据.相关研究结果

将为进一步研究LMF1蛋白与LPL,HL和EL几种血管酯酶在脂质代谢的作用机理方面奠定基础.
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1 材 料

1.1 菌株、载体及细胞

JM109感受态细胞,pMD-19-T载体(Takara公司);pEGFP-C1载体,293T细胞由贵州大学高原山地

动物遗传育种与繁殖教育部重点实验室段志强博士惠赠.
1.2 试剂和仪器

RNA提取试剂盒(Omega),反转录试剂盒(康为);2×EsTaqMasterMix(康为),限制性内切酶Xho
I,BamHI及T4DNAligase(Takara);质粒抽提试剂盒,琼脂糖凝胶回收试剂盒(Axygen),无内毒素质

粒提取试剂盒,QuantFastTMSYBR GreenPCRKit(QIAGEN),FuGENE HDTransfectionReagent转

染试剂(Roche);DL5000,DL15000Marker(Takara);DMEM 培养基,优质胎牛血清,Opti-MEM 培养

基(gibco);倒置荧光显微操作系统(Nikon).

2 方 法

2.1 引物设计

根据GenBank中猪LMF1(登录 XM_013995772.1)mRNA序列,采用primerPremier5.0软件设计

基因克隆引物和荧光定量引物,以GAPDH 作为内参基因,并在克隆引物上、下游分别引入XhoI,BamH
I酶切位点,设计好的引物送上海英俊生物技术有限公司合成.引物序列见表1.

表1 LMF1基因克隆引物和荧光定量引物

目的基因 引 物 序 列 产物大小/bp 退火温度/℃

LMF1
F:5'-CCCTCGAGGCATGGATTTCCACTATGAGAC-3'
R:5'-CGGGATCCCACCGTCTTTCCCACTTTATT-3'

1047 60

LMF1
YGF:5'-CATCACCAAGGAGCGCACAGAG-3'
YGR:5'-ATAGGTCTGGAAGGCAGCGAAC-3'

190 58

GAPDH
F:5'-TTGTGATGGGCGTGAACC-3'
R:5'-GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT-3'

169 58

2.2 LMF1基因的克隆与序列分析

2.2.1 RNA的提取和LMF1基因的获得

取从江香猪背最长肌50~100mg,加入液氮并研磨成粉,按照OmegaRNA提取试剂盒使用说明书进

行总RNA的提取,参照康为公司反转录试剂盒说明进行逆转录,获得的cDNA产物可直接用于PCR反应

和荧光定量PCR反应.采用LMF1-F和LMF1-R两引物,设53℃,55℃,56℃,57℃,58℃,60℃6个退

火温度,扩增LMF1目的基因.
2.2.2 pMD-19-LMF1亚克隆载体的构建

根据宝生物公司pMD-19-T载体说明,链接目的片段和T载体,然后转化至大肠杆菌JM109感受态细

胞中,进行蓝白斑删选,挑取阳性菌落进行LB液体培养基培养,12h后进行菌液PCR鉴定.根据菌液

PCR结果提取质粒,进行双酶切鉴定.对菌液PCR鉴定和双酶切鉴定均正确的质粒,送上海英俊生物技术

有限公司进行测序鉴定.
2.2.3 LMF1基因的生物信息学分析

根据测序结果,采用STRING数据库在线系统(http://string-db.org/)分析与LMF1相互作用的蛋

白.同时运用PSORTIIPrediction程序分析LMF1蛋白氨基酸序列,对蛋白进行亚细胞定位.
2.3 pEGFP-C1-LMF1真核表达载体的构建

采用XhoI,BamHⅠ限制性内切酶分别酶切pMD-19-LMF1和pEGFP-C1两质粒,经1%琼脂糖凝胶

电泳分离后,切胶回收目的片段.T4DNAligase16℃过夜定向连接胶回收后的pEGFP-C1与LMF1目

的片段.采用含有卡那霉素的LB琼脂平板删选阳性菌落,进一步构建pEGFP-C1-LMF1真核表达载体,
方法同2.2.2.
2.4 pEGFP-C1-LMF1真核表达载体在293T细胞中的表达及亚细胞定位

本实验采用24孔细胞培养板转染,待细胞达到90%丰度时开始转染.以pEGFP-C1空载体为对
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照组,pEGFP-C1-LMF1为实验组,具体转染步骤参照FuGENE HDTransfectionReagent的操作说

明书进行,转染结束后将培养板置于37℃,5% CO2 的培养箱中培养.转染24h后进行荧光共定位

实验.首先,PBS浸洗细胞培养孔3次,4%多聚甲醛固定细胞20min;然后用0.25% TritonX-100
室温通透5min(注:后续实验步骤尽量在暗处进行);最后滴加DAPI避光孵育5min,再在荧光显微

镜下采集图像,并采用PhotoshopCS3软件分析融合蛋白的亚细胞定位.
2.5 LMF1基因在从江香猪不同组织的表达分析

Trizol法提取从江香猪心、肝、脾、肺、肾、大肠、小肠、脂肪、背最长肌、胃10个器官组织的总

RNA,稀释至同一浓度.以GAPDH 基因作为内参,参照QuantFastTMSYBR GreenPCR试剂盒说明书

进行荧光定量PCR,每个样品设3个重复.反应体系为10μL:PCRMix6μL,上下游引物(10μmol/L)各
0.4μL,cDNA2μL,ddH2O1.2μL;反应程序:95℃5min,(95℃10s,58℃30s,65℃0.05s)×40
个循环,95℃0.5s.

3 结果与分析

3.1 pMD-19-LMF1亚克隆载体鉴定结果

对挑取的阳性克隆子,进行菌液PCR鉴定,琼脂糖凝胶电泳显示,1,2,4,5泳道在1047bp左右出现

目的条带,见图1;提取1,2,4,5泳道对应菌株的质粒DNA,采用XhoI,BamHⅠ进行双酶切鉴定,结果

见图2,4株菌结果均在1047bp和2692bp处出现两条亮带,表明1,2,4,5号泳道对应的菌株已成功将

目的基因克隆进载体pMD19-T载体中.

图1 菌液PCR鉴定结果 图2 双酶切鉴定结果

图3 与LMF1相互作用的蛋白网络

3.2 生物信息学分析结果

3.2.1 序列比对结果

采用DNAstar生物分析软件中的序列比对软

件 MegAlign对测序得到的从江香猪LMF1基因

编码序列与GenBank发表的其他猪种的LMF1基

因cDNA序列进行同源性比较,结果发现从江香

猪LMF1cDNA 序列与 GenBank上发表的野猪

LMF1基因cDNA序列同源性达到了100%.
3.2.2 与LMF1相互作用的蛋白

通过STRING 蛋白质相互作用分析软件分

析,结果表明,LMF1基因与脂蛋白脂酶(LPL)、
马胰腺甘油三酯脂酶(PNLIP)、肝脂肪酶(LIPC)、
(钙联接蛋白)CANX、(突触融合蛋白11)STX11
等(标识要一致)10种蛋白具有蛋白质间的相互作用,如图3.
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3.2.3 LMF1蛋白的亚细胞定位预测

PSORTIIPrediction对LMF1蛋白的亚细胞定位分析表明,LMF1蛋白主要集中在细胞质中表达,其

中质膜占43.6%,内质网占30.4%,液泡中占17.4%,高尔基体占4.3%,线粒体占4.3%.
3.3 pEGFP-C1-LMF1重组质粒鉴定

提取阳性菌体质粒DNA,经PCR鉴定和双酶切鉴定结果均正确,分别见图4和图5,说明携带有绿色

荧光蛋白的pEGFP-C1-LMF1重组真核表达载体构建成功,并已成功地导入大肠杆菌JM109中.

图4 PCR凝胶电泳鉴定结果 图5 双酶切凝胶电泳鉴定结果

3.4 荧光共定位检测LMF1基因在细胞中的定位

通过DAPI染核及荧光共定位发现,LMF1蛋白与对照组EGFP蛋白相比,主要集中在细胞质中

表达,见图6.

图6 瞬时转染293T细胞荧光显微镜观察
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图7 LMF1基因在从江香猪不同组织中的差异表达分析

3.5 LMF1基因在从江香猪不同组织的表达

经SPSS17,GraphPadPrism5两个生物统计

软件的分析,结果见图7.由图7可见,LMF1基

因在从江香猪9个组织中的表达量由高到低为脂

肪,小肠,大肠,肝 ,肺,脾,肾,胃,心,其中脂肪

与小肠与其他7个组织相比,表达量存在统计学

意义(p<0.01);同时,脂肪与小肠相比,表达

量也存在统计学意义(p<0.01).结果与LMF1
基因在调节动物体脂肪代谢、能量平衡、参与机

体脂质代谢和血脂稳态调控网络的重要调节因子

等方面的生理机能相一致.

4 讨 论

LMF1基因作为机体脂质代谢和血脂稳态调控网络的重要调节因子,其作为内质网上的分子伴侣在运

输脂蛋白脂酶(LPL)到活性位置和对肝脂酶(HL或LIPC)翻译后修饰中起到调节脂质代谢的作用[8],然而

此过程中哪些蛋白与LMF1共同完成了调节脂质代谢的生理作用尚不清楚.论文采用STRING蛋白质相

互作 用 分 析 软 件,发 现 LPL,APOC2,GPIHBP1,PNLIP,LIPC,CANX,STX11,APOA5,WDR90,

SLC26A310种蛋白与LMF1存在相互作用.此外,研究表明患者体内LMF1及LPL,APOC2,APOA5,

GPIHBP1等与其存在互作基因的突变,会导致严重的高甘油三脂血症(HTG)[9-11],然而其发病机制和作

用机理并不清楚.目前对LMF1蛋白的研究发现,LMF1作为跨膜蛋白在把LPL运送到活性位置的过程中

起作用,LPL作为体内脂质和脂蛋白代谢的关键酶,其主要功能是催化水解CM 与VLDL中的甘油三脂

(TG),向组织提供产能所需的游离脂肪酸[12].LPL上拥有APOC2的结合和活化位点,其在LMF1的运输

作用下,通过GPIHBP1定位在毛细血管内皮细胞的表面,进一步将血液中的TG水解成游离的脂肪酸和

甘油[13].然而其他与LMF1存在相互的蛋白在脂质代谢过程中的作用及其机制还尚不清楚,需开展进一步

的实验研究.
此外研究表明,LMF1作为一种跨膜蛋白,以内质网上分子伴侣的形式参与了LPL,HL,EL等酯酶的

翻译后修饰,说明该蛋白主要集中在质膜和内质网中表达,论文通过荧光共定位和PSORTIIPrediction亚

细胞定位软件进一步获得了验证,表明LMF1蛋白主要集中在细胞质中表达,其中质膜占43.6%,内质网

占30.4%.实时荧光定量PCR结果表明,LMF1基因在从江香猪9个组织均有表达,且在脂肪和小肠中表

达量最高,达统计学意义,在心脏中最低,这一结果与LMF1基因在参与机体脂质代谢和血脂稳态调控网

络等方面的生理机能相一致,相关结果也暗示,可将LMF1基因作为筛选畜禽相关生产性状的重要候选基

因进行研究.
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Cloning,SubcellularLocalizationandTissue
ExpressionofLMF1GeneinCongjiangXiangPig
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Abstract:Inordertostudytheexpressionoflipasematurationfactor1(LMF1gene)indifferenttissuesof
CongjingXiangpiganditssubcelluarlocalization,RT-PCR (real-timePCR),PSORTIIPredictionand
fluorescentco-locationwereusedtoclonethecDNAofLMF1gene,constructtherecombinanteukaryotic
vectorofpEGFP-C1-LMF1,andanalyzethedifferenceofitsexpressioninvarioustissuesandsubcelluar
localization,soastoprovideafoundationforresearchingthemechanismofLMF1proteinanditsinterac-
tionproteinsinlipidmetabolism.TheresultsshowedthatthecDNAregionofLMF1geneofCongjiang
XiangpigandthatofotherpigbreedsinGenBanksubmissionshareda100%homology.LMF1genehad
thehighestexpressioninthefatandthelowestintheheart,anditsexpressioninthefatandthesmallin-
testinewashighlydifferentfromthatintheother7tissues(p<0.01).Fluorescentco-locationdemonstra-
tedthatLMF1genewasmainlyexpressedinthecytoplasm.
Keywords:CongjiangXiangpig;lipasematurefactor1(LMF1);genecloning;subcellularlocalization;
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