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摘要：【目的】旨在通过构建秦川牛 FABP4 基因的重组腺病毒载体，为在细胞水平研究 FABP4 基因的功能和

作用机制做准备。【方法】根据 GenBank 收录的牛 FABP4 基因 mRNA 序列设计引物，PCR 扩增并克隆测序。将目的

基因连接到穿梭载体pAdTrack-CMV上并用PmeⅠ线性化后，转化含有腺病毒骨架载体pAdEasy-1的E. coli BJ5183

感受态细胞进行同源重组，得到重组质粒 pAd-FABP4，并用 PacⅠ酶切鉴定。将经过 PacⅠ线性化的 pAd-FABP4 转

染 HEK 293A 细胞进行病毒包装和扩增，TCID50 法测定病毒滴度。【结果】经测序鉴定本次克隆的 FABP4 序列与

GenBank 收录的一致。 酶切鉴定、绿色荧光观察、PCR 及测序检测均证明，重组腺病毒载体构建成功并获得重组

腺病毒 AD-FABP4，病毒滴度为 1.58×10
9
 PFU·mL-1。【结论】成功构建了秦川牛 FABP4 基因重组腺病毒载体并获得

高滴度的重组腺病毒。 
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Abstract:【Objective】The aim of this study was to construct the recombinant adenovirus vector with FABP4 gene of Chinese 

Qinchuan cattle, so as to provide a basis for studying FABP4 gene functions and mechanisms at cell level.【Method】The primers 

were designed according to the FABP4 mRNA sequence in GenBank, and the gene was cloned by RT-PCR and then sequenced. The 

bovine gene fragments containing both FABP4 gene and restriction enzyme were inserted into a shuttle vector pAdTrack-CMV to 

construct the recombinant shuttle vector pAdTrack-CMV-FABP4. After identifying by digestion and sequencing, 

pAdTrack-CMV-FABP4 plasmid was linearized by Pme , and then it was transformed into Ⅰ E. coli BJ5183 competent cells 

containing backbone vector pAdeasy-1 to obtain recombinant vector by homologous recombination. Then the positive plasmid was 

linearized by Pac , and transfected into HEK 293A cells for viruⅠ s packing, amplification and titer testing by TCID50.【Result】The 

results of enzyme digestion, sequencing and regular PCR detection showed that the recombinant overexpression vector containing 

FABP4 CDS region was successfully constructed. The infectious titer of the virus AD-FABP4 was 1.58×109 PFU·mL-1.【Conclusion】

In this experiment, the recombinant adenovirus vector carrying FABP4 gene was constructed successfully and high titer adenovirus 

was acquired. 

Key words: Qinchuan cattle; FABP4 gene; pAdTrack-CMV; pAdEasy-1; recombinant adenovirus 
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0  引言 

【研究意义】近年来，FABP4（fatty acid binding 

protein 4）基因对于动物肉质的影响受到了广泛关注。

大量研究表明，FABP4 基因与牛肉大理石花纹[1-8]、

皮下脂肪沉积[1]及胴体重量[4]等重要经济性状密切相

关。此外，利用秦川牛为研究材料，仅在脂肪组织中

特异性表达的FABP4基因的第4外显子的基因型与个

体的背膘厚、大理石花纹和嫩度均显著相关 [2,9]。

FABP4 基因可能是影响牛肉大理石花纹及含水率的

主效基因。秦川牛 FABP4基因重组腺病毒载体的构建

对进一步在细胞水平研究该基因的功能及作用机制具

有重要意义。【前人研究进展】FABP4，即脂肪酸结

合蛋白 4，又名 A-FABP、ALBP或 ap2，是组织特异

性脂肪酸结合蛋白家族 FABPs（fatty acid binding 

proteins）的重要成员之一，参与脂类代谢和脂肪沉积

的调控[10-11]。FABP4最早于 1983年由 Spiegelman等[12]

在脂肪细胞中发现，与脂肪酸有高度亲和性，并参与

脂肪细胞长链脂肪酸在细胞内的转运。体外研究表明，

脂肪细胞内 FABP4 基因 mRNA 的表达受脂肪酸、

PPARγ激动剂及胰岛素的调控[13-14]。与单纯饮食性或

遗传性肥胖小鼠相比，FABP4基因敲除后肥胖小鼠的

血浆葡萄糖和胰岛素水平明显降低，且胰岛素敏感性

增强[15-16]。FABP4基因敲除能有效降低小鼠血浆甘油

三酯和胆固醇水平，保护胰腺 β 细胞，改善脂质代

谢[16]。此外，与野生型小鼠相比，FABP4基因敲除小

鼠的脂肪细胞脂肪酸流入率及酯化作用没有明显改

变，但基础脂质代谢降低了 40%，非酯化脂肪酸含量

增加了 2倍[17]。脂肪细胞中一系列基因和蛋白的表达

及脂质的合成，与动物肉质和脂肪沉积密切相关[18-20]。

【本研究切入点】目前，关于 FABP4基因的多态性及

关联分析等方面的研究较多，但是通过过表达技术研

究该基因的功能尚未见到报道。【拟解决的关键问题】

本研究采用秦川牛脂肪组织为试验材料，在克隆秦川

牛 FABP4基因的基础上，利用 AdEasy-1系统构建该

基因的重组腺病毒表达载体，并包装为高滴度的腺病

毒，为下一步在细胞水平研究该基因的功能及作用机

制奠定基础。 

1  材料与方法 

试验于 2010—2012 年在国家肉牛改良中心分

子生物学实验室、细胞工程实验室及生理生化实验

室完成。 

1.1  试验材料 

腺病毒穿梭载体 pAdTrack-CMV 和骨架载体

pAdEasy-1 的构建系统由罗军教授惠赠；脂质体

LipofectaminTM 2000和 Trizol均购自 Invitrogen公司；

琼脂糖、pGM-T 载体、大肠杆菌 Top10、MarkerⅠ、

Marker Ⅲ和高纯度质粒小提中量试剂盒均购自北京

天根公司；λ-HindⅢ digest marker、LA Taq酶、DNA 

T4 连接酶、限制性内切酶 BglⅡ和限制性内切酶 Xho

Ⅰ均购自大连宝生物公司；DMEM 购自北京钮因华

信科技发展有限公司；胎牛血清购自杭州四季青公司；

限制性内切酶 PacⅠ和 PmeⅠ均购自 NEB公司；PCR 

引物由南京金斯瑞有限公司合成；固相 RNase清除剂

购自北京天恩泽基因科技有限公司；反转录试剂盒购

自 Fermentas公司；小量质粒提取试剂盒、DNA胶回

收试剂盒及病毒 DNA 抽提试剂盒均购自 Axygen 公

司。 

1.2  组织样采取  

以陕西省秦川肉牛良种繁育中心的纯种 8 月龄

秦川公牛为试验材料。在屠宰场被屠宰后，立即用

经过灭菌处理的手术刀片切取适量皮下脂肪，用纱

布包裹系上标签，迅速置于液氮中保存用于总 RNA

的提取。 

1.3  FABP4 基因的克隆 

1.3.1  总 RNA 的提取及 cDNA 模板的合成  利用

Trizol法提取秦川牛脂肪组织总 RNA，并用 1% 的琼

脂糖凝胶电泳初步检测 RNA的完整性，-80℃保存备

用。第 1链 cDNA 的合成按照 Fermentas公司 cDNA

合成试剂盒说明书操作。 

1.3.2  PCR 引物的设计及合成  根据 GenBank 收录

的 FABP4基因序列（Accession No. NM_174314）用

Primer 5.0和 Oligo 6.0设计并合成引物。引物序列为

FABP4-F：5′-GGAagatctATGTGTGATGCATTTGTAG 

GTAC-3′；FABP4-R：5′-CCGctcgagTTATGCTCTCTC 

ATAAACTCTGG-3′ （产物大小 417 bp，小写字母分

别标注外加酶切位点 BglⅡ和 XhoⅠ）。 

1.3.3  目的片段的克隆和鉴定  以反转录所得

cDNA 为模板，FABP4-F 及 FABP4-R 为引物扩增

FABP4基因 CDS区序列。 PCR总反应体系为 15 µL：

模板 1 µL，上、下游引物（20 µmol·L-1）各 0.3 µL，

LA Taq 0.15 µL，dNTP Mixture 2.4 µL，10×LA Buffer 

1.5 µL，ddH2O 9.35 µL 。反应条件为：95℃预变性

5 min；94℃变性 30 s、62℃退火 30 s、72℃延伸 40 s，

共 33个循环；72℃终止反应 10 min。PCR产物进行
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琼脂糖凝胶电泳检测。将符合目的片段大小的PCR 产

物用 DNA片段回收试剂盒纯化后连接 pGM-T载体，

并转化 Top10感受态细胞。挑取 pGM-FABP4阳性克

隆扩繁获取菌液。取 3 mL菌液提取质粒并用 BglⅡ和

XhoⅠ进行双酶切鉴定，将鉴定正确的质粒测序。 

1.4  腺病毒 Ad-FABP4 的构建及鉴定 

1.4.1  pAdTrack-CMV-FABP4 质粒的构建及鉴定  用

BglⅡ和 XhoⅠ对构建的 pGM-FABP4重组质粒和腺病

毒穿梭质粒 pAdTrack-CMV分别进行双酶切，电泳检

测并回收，用 DNA T4 连接酶进行连接，获得

pAdTrack-CMV-FABP4重组质粒，并转化 Top10感受

态细胞。挑单克隆摇菌后，取 3 mL 菌液提取质粒。

用 BglⅡ和 XhoⅠ进行双酶切鉴定，将鉴定正确的质粒

测序。 

1.4.2  重组腺病毒质粒 pAdEasy-FABP4 的构建及鉴

定  将鉴定正确的 pAdTrack-CMV-FABP4 质粒用

PmeⅠ线性化后，转化含有腺病毒骨架载体 pAdEasy-1

的 E. coli BJ5183感受态细胞。挑取 pAdEasy-FABP4

阳性单克隆菌落摇菌后提取质粒并电泳检测。用 PacⅠ

对重组腺病毒质粒 DNA 进行酶切鉴定后，将重组质

粒转化大肠杆菌 Top10感受态细胞，并涂板挑取单克

隆菌落进行摇菌，同时送菌液进行测序。 

1.4.3  腺病毒的包装、扩增及滴度测定  取上述鉴

定正确的菌液进行扩繁，提取质粒，取 5 µg的重组

质粒用 PacⅠ酶切，乙醇沉淀法纯化回收后按脂质

体 LipofectaminTM 2000说明书转染 6孔板中生长汇

合度为 70%—80%的 HEK 293A细胞，进行重组腺

病毒包装。荧光显微镜检测 GFP（绿色荧光蛋白）

的表达。转染 10—14 d后，当出现明显的细胞病变

反应，且有 50%以上细胞从培养瓶底部脱落时，收

集全部培养液及细胞于离心管中，3 000 r/min离心

5 min，留 2 mL上清于离心管内，将细胞重悬后经

液氮/37℃水浴反复冻融 3次，每次冻融后在微量震

荡器中震荡 15 s，使细胞破裂释放出病毒。将冻融

液于 3 000 r/min离心 5 min，收集含病毒的上清液，

用于再次感染 HEK 293A 细胞。通过重复“感染-

冻融-收集”，大量扩增重组腺病毒。取 200 µL 病

毒液提取病毒基因组 DNA，常规 PCR 鉴定 FABP4 

的表达。病毒滴度通过 TCID50（组织半数感染量法）

测定。 

2  结果 

2.1  秦川牛 FABP4 基因的克隆及鉴定 

FABP4基因克隆结果如图 1—3所示。PCR扩 

增产物约 400 bp，条带清晰单一（图 1），胶回收

后克隆到 pGM-T 载体。BglⅡ和 XhoⅠ双酶切

pGM-FABP4质粒，琼脂糖凝胶电泳分别得到约 3 000

和 400 bp两条片段（图 2），与预期结果一致，初

步证明 FABP4克隆载体构建成功。经测序鉴定，本

试验克隆得到的秦川牛 FABP4 片段与 GenBank 收

录的牛的 FABP4编码区序列完全一致（图 3），可

进行下一步试验。 

 

 
 
M：MarkerⅠDNA 标记；1：带限制性酶切位点的 FABP4基因 CDS区
片段 
M: MarkerⅠ; 1: FABP4 gene CDS region with restriction enzyme sites  

 

图 1  秦川牛 FABP4 基因 CDS 区的 PCR 产物 

Fig. 1  CDS region of FABP4 gene in Qinchuan cattle by PCR 
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M：Marker Ⅲ DNA 标记；1：BglⅡ和 XhoⅠ双酶切 pGM-FABP4质粒 
M: Marker Ⅲ; 1: Dual digestion by BglⅡand XhoⅠof pGM-FABP4 

 

图 2  pGM-FABP4 质粒的 BglⅡ和 XhoⅠ双酶切鉴定 

Fig. 2  Dual enzyme digestion by BglⅡand XhoⅠof pGM-FABP4 
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ATG：起始密码；TAA：终止密码；下划线：BglⅡ和 XhoⅠ酶切位点 

ATG: The initiation codon; TAA: The stop codon; Underline: Enzyme sites of BglⅡand XhoⅠ 

 

图 3  pGM-FABP4 的插入序列测序结果及相应的氨基酸序列 

Fig. 3  Sequencing result and the corresponding amino acid sequence of the inserting sequence of plasmid pGM-FABP4 

 

2.2  pAdTrack-CMV-FABP4 穿梭质粒的鉴定  

BglⅡ和 XhoⅠ双酶切 pAdTrack-CMV-FABP4 质

粒，琼脂糖凝胶电泳分别得到约 9 000和 400 bp的两

条条带（图 4），与预期结果一致。说明穿梭质粒构

建成功，可进行下一步试验。 

 

M1 1
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M1：λ-Hind III digest marker DNA 标记；1：空白对照；2：BglⅡ和 Xho
Ⅰ双酶切 pAdTrack-CMV-FABP4 质粒；M2：MarkerⅠ 

M1: λ-Hind III digest marker; 1: Blank control; 2: Dual digestion by BglⅡ
and XhoⅠof pAdTrack-CMV-FABP4; M2: MarkerⅠ 

 

图 4  pAdTrack-CMV-FABP4 质粒的BglⅡ和XhoⅠ双酶切鉴

定 

Fig. 4  Dual enzyme digestion by BglⅡand XhoⅠof pAdTrack- 

CMV-FABP4 

2.3  pAdEasy-FABP4 重组质粒的鉴定  

将含有目的片段的穿梭质粒 pAdTrack-CMV- 

FABP4经 PmeⅠ酶切，转化含有 pAdEasy-1的 E. coli 

BJ5183感受态细胞，在细菌内同源重组，提取重组质

粒经过 PacⅠ 酶切。结果显示：酶切片段分别为 30

和 4.5 kb（图 5），初步证明腺病毒重组成功。后经测

序表明重组质粒外源插入序列与 FABP4 克隆片段一

致，说明 pAdEasy-FABP4重组成功。经 PacⅠ酶切线

性化后的 pAdEasy-FABP4重组DNA可以直接用于转

染包装细胞。 

 
M 1

bp

23130
9416
6557
4361

2322
2027

564

 
M：λ-Hind III digest marker DNA 标记；1：PacⅠ酶切 pAdEasy-FABP4
质粒 
M: λ-Hind III digest marker; 1: pAdEasy-FABP4 digestion by PacⅠ 

 

图 5  pAdEasy-FABP4 重组质粒 PacⅠ酶切鉴定 

Fig. 5  Identification of pAdEasy-FABP4 by PacⅠ 
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2.4  腺病毒的包装、扩增及滴度测定 

pAdEasy-FABP4腺病毒重组质粒经 PacⅠ酶切

线性化后，转染 HEK 293A细胞。2 d后在荧光显

微镜下可观察到部分细胞有绿色荧光出现（图

6-A），6 d后绿色荧光表达量增多，呈彗星状（图

6-B），14 d后 70%的细胞病变从培养瓶底脱落时

收集病毒，并反复感染 HEK 293A细胞。第 2代腺

病毒颗粒转染 2 d后的绿色荧光表达较初次感染明

显增强 （图 6-C）。反复感染 4 次后获得高滴度

病毒（图 6-D），-80℃保存备用。TCID50 法测定

病毒滴度为 1.58×109 PFU·mL-1。提取重组腺病毒

DNA，进行 PCR扩增，获得单一目的条带（图 7），

经测序验证与 GenBank 收录的一致，进一步证明

病毒包装成功。 

 

 
 
A：pAdEasy-FABP4转染 HEK 293A细胞 2 d后的绿色荧光表达；B：转染 6 d后的绿色荧光表达；C：第 2代腺病毒转染 HEK 293A细胞 2 d后的绿
色荧光表达；D：高滴度的腺病毒 AD-FABP4感染 HEK 293A细胞 24 h后绿色荧光表达 
A: Fluorescence microscopic image of HEK 293A cells transfected by pAdEasy-FABP4 after 2 d; B: 6 d after transfection; C: 2 d after transfection by the 
second generation of AD-FABP4; D: Fluorescence microscopic image of HEK 293A cells infected by high titer virus AD-FABP4 for 24 h 

 

图 6  腺病毒的包装与扩增 

Fig. 6  Adenovirus packaging and amplifying (100×) 

 

 

 
M：MarkerⅠDNA标记；1：以病毒 AD-FABP4的 DNA 为模板扩增的
FABP4基因片段；2：空白对照 
M: MarkerⅠ; 1: FABP4 fragment amplified by PCR with the virus DNA as 
the model; 2: Blank control  

 

图 7  重组腺病毒 AD-FABP4 的 PCR 鉴定 

Fig. 7  Identification of AD-FABP4 by PCR 

 

3  讨论 

将外源基因导入真核细胞主要有两类方法：一是

利用携带外源基因的病毒感染宿主细胞[21-24]，二是通

过脂质体等转染试剂法、电穿孔法等将真核表达载体

（如 pcDNA3.1）导入到细胞中[25-27]。然而，DNA质

粒载体对原代培养的细胞转染效率很低，很难达到试

验要求；化学试剂及物理操作对细胞造成损伤，影响

细胞的正常功能。因此，本研究选用腺病毒载体系统，

将外源基因插入病毒基因组，以期利用感染性的病毒

颗粒实现外源基因的体外表达。 

腺病毒介导的目的基因超表达是目前研究基因功

能的重要方法之一。与其它病毒载体系统相比，腺病

毒载体可以感染分裂期、非分裂期、增值缓慢的细胞

及体内组织；获得高滴度的病毒液；可插入约 10 kb

的外源基因并不改变宿主基因组序列[18-19]。目前，腺

病毒已用于基因表达研究、转基因、疫苗生产及基因

治疗等多个方面。腺病毒 AdEasy 系统是由 He 等[22]

于 1998年构建的一种简便快捷的腺病毒重组系统，

并被广泛应用于科学研究中。该系统由腺病毒穿梭

载体和骨架载体两部分构成，首先将目的基因插入

穿梭载体（如 pAdTrack-CMV）上，之后利用细菌

内同源重组产生重组腺病毒，线性化腺病毒后转化

包装细胞[19-20]。与传统的腺病毒构建系统相比，将外

源基因通过穿梭载体插入腺病毒基因组及细菌内同源

重组是该系统的主要优点。 
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通过 RT-PCR获得目的基因是研究基因功能的第

一步。由于基因多态性或 PCR引入的突变，可能克隆

得到的序列与 GenBank收录的不一致。这就要求首先

了解所选实验动物的目的基因多态性，尽量选用高保

真酶，排除人为引入的突变。另外，由于重组腺病毒

载体的构建包括多步的酶切和连接步骤，克隆基因时

基因两端酶切位点的加入需要综合考虑：目的基因、

克隆载体、穿梭载体以及两个酶切位点的酶切效率。

本研究克隆得到的秦川牛 FABP4 基因与 GenBank 收

录的一致，试验过程中酶切与测序手段相结合，保证

了该试验的顺利进行。经酶切鉴定及 PCR扩增、测序

表明，FABP4基因重组腺病毒载体构建成功。 

4  结论 

克隆了秦川牛 FABP4基因，并在 AdEasy系统的

基础上，构建并鉴定了 FABP4基因重组腺病毒表达载

体，TCID50法测定病毒滴度为 1.58×109 PFU·mL-1。 
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