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［摘要］目的 探讨建立树鼩 AS模型中 NPC1L1（Niemann-Pick C1-Like1）基因在小肠和肝中 mRNA的表

达差异．即树鼩脂质代谢和动脉粥样硬化的关系．方法 通过半定量 RT-PCR分别检测树鼩不同膳食组间小肠、

肝组织中的 NPC1L1 mRNA表达差异．结果 高脂饲料组树鼩肠组织中基因 NPC1L1 mRNA的表达（3910±262）

滋mol/L，与正常饲料组比较（ ＜0.05），表达水平显著高于正常饲料组．结论 树鼩消化道组织 NPC1L1表达增

加与脂肪代谢小肠组织中 NPC1L1的高表达有关， NPC1L1可能参与了血脂紊乱的病理生理过程，NPC1L1与促成

动脉粥样硬化的发生机制有待进一步研究．

［关键词］ Niemann-PickC1-Like 1；树鼩；动脉粥样硬化；RT-PCR[D2]

［中图分类号］ Q95-3；R543.3［文献标识码］ A［文章编号］ 1003－4706（2013） 03－0018－04

Expression and Significance of Niemann-PickC1-Like 1 in
Small Intestine and Liver of Tree Shrews with Atherosclerosis

CHEN Li－ling１），WU Xiao－xun２），ZHANG Lin－qiang２），LI Yun－hai２），LIANG Bin２）

（1） Dept. of Laboratory Animal Kunming Medical University；2） Kunming Institute of Zoology，Chinese
Academy of Sciences，Kunming Yunnan 650031，China）

［Abstract］ Objective To investigate the expression differences of the Niemann-Pick C1-Like 1

（NPC1L1） gene mRNA in the small intestine and liver of atherosclerotic tree shrews．That is，the relationship of

tree shrews lipid metabolism and atherosclerosis．Methods Measured the expression differences of the NPC1L1

gene mRNA in the small intestine and liver of atherosclerotic tree shrews among different dietary groups by means of

semi-quantitative RT-PCR detection， respectively．Results The NPC1L1 mRNA expression in intestinal tissue

of tree shrews fed a high-fat diet was （3910±262） nmal/L， and the expression level was significantly above that

of normal forage（ < 0.01）．Conclusion The increase of NPC1L1 expression in gastrointestinal tissue and fat

metabolism of tree shrews were related to the high expression of NPC1L1 in the small intestine. NPC1L1 might

participate in the pathophysiological process of dyslipidemia. The mechanism of NPC1L1 in the occurrence of

atherosclerosis is needed to be further research .
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Niemann-Pick C1-Like1 （NPC1L1） 在胃肠细

胞、肝脏细胞调解人胆固醇的吸收[1]，胆固醇是心

脏疾患的一个重要因子，NPC1L1基因是胆固醇吸

收抑制剂依泽替米贝（Ezetimibe）作用的对象．药

物依泽替米贝阻碍 NPC1L1 导致胆固醇的吸收减

少，从而降低血液中的胆固醇的吸收减少 15％～

20％之间．树鼩被认为具有特殊脂质代谢机制的不

易感动脉粥样硬化动物[2]，因其血浆中含有高水平

的高密度脂蛋白，在饲喂高脂、高胆固醇饲料数

周后，血清高密度脂蛋白、胆固醇的比例增高，
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而低密度脂蛋白胆固醇在总胆固醇中的比例下

降，动脉血管病理切片检查其内膜无明显粥样斑

块病变形成[2]．为深入探讨该动物的脂代谢特点及

其胆固醇的吸收机制．检测树鼩小肠、肝组织中

NPC1L1 mRNA的表达差异，以了解树鼩 NPC1L1

对血脂代谢和动脉粥样硬化发生的影响，分析树

鼩不易感动脉粥样硬化 （atheroscler osis，AS）的

机制．

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康雄性树鼩 30只，体重（120±20） g，由

昆明医科大学实验动物学部提供．

1.2 主要试剂

Transzol up试剂，购自北京全式金生物技术

有限公司；逆转录酶购自 TaKaRa大连生物技术有

限公司，血脂测定试剂盒由北京鼎国生物试剂有

限公司提供．

1.3 主要仪器

LKB800 石蜡切片机，德国；日本日立 7060

型全自动生化分析仪，法国 Secoma公司；PE480

型 PCR仪:美国 PE公司生产；BIO-RAD凝胶成像

系统:美国 BIO -RAD公司生产．

1.4 方法

1.4.1 动物分组及造模 树鼩 30 只随机分为 3

组：正常组（n＝10）普通饲料饲养；高脂饲料组

（n＝10）；高胆固醇组 （n＝10） 制动脉粥样硬

化．高脂模型饲料配方:1.5%胆固醇、0.5%胆酸钠、

15%白糖、10 %猪油、72.5 %基础饲料[2]．高胆固

醇建立 AS 组饲料配方：含胆固醇 3.0%，15%白

糖、10%猪油、71.5%基础饲料混匀后制成小颗粒
饲料．饲喂 8个周后，空腹从股静脉或眼眶静脉

从采血 1 mL，待检 TC、TG、HDL、LDL；麻醉抽

样取树鼩主动脉弓，以发现动脉粥样硬化斑块为

造模成功.

1.4.2 取材 2周后空腹股静脉或眼眶静脉丛采血

1.0 mL，分离血清冷冻保存检测血脂，8周后用速

眠 0.3～0.6 mL/kg肌肉注射麻醉，分离腹主动脉，

开胸腔分离主动脉，剥去外膜脂肪，从主动脉弓

处剪去 2 cm、冠脉 0.5 cm立即投入 10%甲醛固定

液中作 HE染色检测用；取近胃端小肠组织约 15

cm（120 mg），用 PBS液冲洗干净投人液氮中速冻

后放入 -80℃冰箱保存，用作基因表达检测．

1.5 RT-PCR

树鼩肠、肝部分别提 RNA:先取刨冰用盒子装

满备放研钵用，从 -80℃冰箱中取出树鼩肠、肝

组织 100 mg，立即放入盛有液氮的研钵中，快速

研磨，边研边浇液氮至到研成粉末，取约 50 mg

组织粉末加入 l mL TransZol up试剂中，用移液枪

吹吸摇匀，振荡摇匀后，放置 5 min，使组织细

胞充分裂解．加入 0.2 mL氯仿，振摇 30 s，室温

下放置 3 min，10 000 x g 4℃离心 15 min，样品分

成 3层，收集无色水相（上层），于 EP管中，弃

粉红色沉淀管．再加入 0.5 mL异丙醇于 EP 管，
振荡混匀室温孵育 10 min；10 000×g 4℃离心 10

min，弃上清， RNA 沉淀于 EP 管底部．RNA 洗

涤，加入 1 mL （EDPC 处理的水配制的） 75%乙

醇.充分涡旋洗涤， 7 500×g 4℃离心 5 min，弃上

清，室温放置凉干燥 15 min，加入 50～100 RNA

溶解液 ．50℃～60 ℃孵育 10 min，保存样品于

-70℃以备长期使用．

逆转录：取 1 UL测 RNA浓度，以便反转录使

用，采用 20 UL反应体系．

去除基因组 DNA反应．操作如下：

5 g DNA .Eraser Buffer 2 滋L

gDNA .Eraser 1 滋L

Total RNA *1

RNase Free DH2O up to 10 滋L

42℃ 2 min

4℃保持

反转录反应：反应液配制在冰上进行，为了
保证反应液配制的准确性，进行各项反应时，应

按反应时，应先按反应数 *1的量配制 Master Mix，

然后再分装到每个反应管中．操作如下：

20 滋L体系反应

Total RNA 2 滋g

5×Prime Soript Buffer2 4 滋L

Prime Soript .Re Enzyme Mix， 2 滋L

Ri primer Mix*4 2 滋L

加（1）的反应液 20 滋L

Rnase Free .dH2O up to 40 滋L

37℃ 15 min

85℃ 5 sec

4℃*T

合成的 cDNA需要长时间保存，请于 -20℃保

存．

PCR扩增：引物设计，内参照β-actin :上游

引物为 : 5'-ATGCCATCCTGCGTCTGGACCTGGC 一
3'，下游引物为:5'-AGCATTTGCGGTGCACG ATG G

AGGG一 3'， PCR扩增片段大小为 750 bp，上游

引物为: 5'- CTTCTTCCGCAAGGTCTACG-3'下游引
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图 1 主动脉弓组织观察（HE×200）

Fig. 1 The histological observation of aortic arch（HE×200）

A:正常组；B:高脂饲料组；C:高胆固醇组

组 别 n TG TC HDL-C LDL-C

正常对照组 10 0.47±0.21 3.32±0.39 1.13±0.19 2.8±0.22

高脂血症 10 1.20±0.17 5.8±0.43* 1.98±0.20 3.78±0.35

高胆醇 AS组组 10 1.75±0.14* 4.7±0.37* 0.87±0.11* 3.26±0.21

表 1 不同膳食组树鼩模型血脂指标［mmol/L，（x±s）］
Tab. 1 The serum lipid parameters of tree shrews in different dietary groups［mmol/L，（x±s）］

与正常对照组比较，* ＜0.05.

物为 5'- TTCCTCGCTGGAGAAGTTGT-3'PCR 扩增

片段大小为 750 bp含 DNA片段 150 ng，PCR反应

条件 :β-actin ，94 ℃预变性 5 min， 94℃ 30 s，
61℃ 30 s ， 72℃ 50 s，35 个循环，72 ℃延伸 5

min；NPC1L1：95 ℃变性 2 min 30 s，94 ℃30 s，

58℃ 30 s，72℃10 min，28个循环，4℃．电泳

0.1%琼脂糖 2 滋L样品点样，用凝胶成象系统记录

电泳结果，图象处理，测定各个条带的灰度值，

以目的基因与内参照的灰度面积比值为半定量资

料，进行统计分析．

1.6 统计学处理

用 SPSS软件包进行统计分析，计量资料的结

果用（x±s）表示，组间比较单因素方差分析．
＜0.05为差异有统计学意义.

2 结果

由主动脉弓组织切片图可观察到正常对照组

和高脂血症组动脉内膜表面光滑,即各组主动脉弓

切片与正常组相比差异无统计学意义见图 1．
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高脂饲料组和动脉粥样硬化组树鼩血清总 TC、

TG 、HDL-C、与正常对照组差异有统计学意义

（ ＜0.05） 动脉粥样硬化组与单纯高脂饮食组各

项血脂指标无统计学意义．组织切片显示饲喂树

鼩 8周的高胆固醇饲料没有形成 AS，见表 1.

不同树鼩模型小肠组织中 NPC1L1mRNA表达

差异通过半定量分析（图 2） : 3个组别树鼩小肠组

织中均存在 NPC1L1mRNA,高脂饮食和造 AS模中

树鼩小肠和肝组织中 NPC1L1表达明显高于正常对

照树鼩（ ＜0.05）；高脂饮食和造 AS模型中树鼩

小肠组织中 NPC1L1mRNA 表达之间有明显差异

（ ＜0.05）．动脉粥样硬化组与单纯高脂饮食组各
项血脂指标无统计学意义

图 2 不同树鼩组织 NPC1L1的表达

Fig. 2 Expression of NPC1L1 in different tree shrew
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3 讨论

NPC1L1是近年发现的与胆固醇吸收相关的基

因．胆固醇的吸收是形成 AS的重要因素．据资料

敲除 NPC1L1基因的小鼠可被观察到胆固醇吸收显

著减少以及完全抵抗食物所诱导的高胆固醇血症
[4，5]，NPC1L1是肠内植物甾醇和胆固醇运载体，是

全身胆固醇稳态调节的重要因子，是高胆固醇血症

和内固醇血症的靶点．树鼩是应激性较强的动物，

部分资料表明肝脏应激内质网产生不稳定 apo-B，

导致肝脏产生 VLDL减少，游离胆固醇增加，转运

进入膜的的较少；树鼩肠蠕动比大鼠快，胆固醇排
除时间比大鼠快[6]，同一时间段疑似造 AS不易成

模．其机制和树鼩中有利于动脉粥样硬化新基因有

待进一步开发能更好地为人类治疗 AS 提供新思

路．
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