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大鼠瘦素基因重组腺相关病毒的构建及在原代神经元
细胞中的过表达
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【摘要】 目的 构建携带大鼠瘦素(leptin)基因的重组腺相关病毒(adeno-associated virus，AAV)，并鉴定其在原代鼠神经元细胞中介导的瘦素过表达，为肥胖症基因治疗研究奠定实验基础。 方法  提取大鼠脂肪组织总RNA，利用RT-PCR技术，获取目的基因瘦素 cDNA，通过重组DNA技术，得到瘦素 cDNA与pGEM-T载体的重组质粒，阳性重组子用PCR及测序分析鉴定。用Spe I和EcoR V双酶切将pGEM-Leptin中的瘦素基因片段切出，再克隆到AAV2表达质粒pTR-UF22中，构建瘦素重组AAV2载体pAAV2-CBA-Leptin。以pDG作为辅助质粒用HEK293细胞包装AAV2-CBA-Leptin，并用一步重力流柱法纯化病毒，由荧光定量PCR测定病毒基因组DNA的拷贝数即为病毒滴度。然后将AAV2-CBA-Leptin 及对照病毒AAV2-CBA-EGFP感染大鼠原代神经元细胞，分别用免疫染色和Western blotting鉴定外源基因在神经元的表达。 结果  测序证实瘦素基因与GenBank 提供的原始序列完全一致。 重组载体经酶切鉴定与预期结果完全一致，HEK293细胞包装病毒效果良好，得到滴度为1.5x1012 vg/mL纯化的重组瘦素病毒AAV2-CBA--Leptin。Western blotting检测显示AAV2-CBA-Leptin能介导瘦素在大鼠神经元细胞中过表达，并随着病毒量的增加而增强。AAV2-CBA-EGFP 感染鼠神经元细胞5天后95%左右的细胞有明显的绿色荧光，免疫染色和DAPI核酸染色显示荧光细胞均为神经元而神经胶质细胞无荧光。  结论  成功构建并包装了瘦素重组AAV2病毒并可介导瘦素在神经元细胞中高效、特异表达，从而为研究瘦素在中枢神经系统控制体重和糖尿病等方面的功能及基因治疗研究打下基础。
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 [Abstract]  Objective The aim of this work was to construct a recombinant adeno-associated virus (rAAV) vector containing rat leptin gene, which mediates transduction of leptin into rat neurons in primary culture.  Methods The leptin cDNA was obtained from rat adipose tissue by RT-PCR, cloned into pGEM-T vector, confirmed by sequencing, and then transferred into an AAV2 vector pTR-UF22 that carries CBA promoter. This vector, designated as pAAV2-CBA-Leptin, was packaged in human embryonic kidney (HEK) 293 cells using pDG as helper plasmid and purified with a single-step gravity-flow column. Copies of viral genome DNA were determined by quantitative PCR. Vector doses were expressed as viral genome copies (vg). The viral vectors AAV2-CBA-Leptin and AAV2-CBA-EGFP were transduced into primary cultured cerebral cortical neurons, and leptin expression was determined using Western blotting. The cellular localization of EGFP in cultured neurons was determined by immunocytochemistry. Results Restriction enzyme digestion and sequencing results demonstrated successful cloning of the amplified leptin cDNA into pGEM-T vector and subsequent subcloning into pTR-UF22. Incubation of cerebral cortical neurons cultured with AAV2-CBA-leptin produced dose-dependent increases in leptin protein expression as compared with the background control with AAV2-CBA-EGFP. The AAV2-CBA-EGFP generated a high level of EGFP expression which colocalized with neuron-specific immunolabeling of NeuN, indicating a specificity of neuronal transduction by the vector. Conclusions We have developed a recombinant viral vector that efficiently transduces leptin into neurons. This vector offers a valuable bio-tool for studies of leptin in CNS function in the control of body weight and gene therapy of diabetes. 
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瘦素(leptin)为肥胖(ob)基因的蛋白产物，是一种由167个氨基酸组成的蛋白质，相对分子质量为16 kDa, 主要由白色脂肪组织分泌，在分泌入血过程中去除其中由21个氨基酸组成的N端信号肽而形成。是反映体内脂肪储存和营养状况的信号，在血液循环中的水平与体脂含量成正比，它进入血液循环后游离或与廋素受体结合，通过多种形式作用于中枢及外周的多个位点，影响机体的许多生理和代谢过程，参与糖、脂肪及能量代谢的调节，促使机体减少摄食，增加能量释放，抑制脂肪细胞的合成，进而使体重减轻，从而维持体内脂肪或能量平衡[1]。

瘦素重组腺相关病毒（AAV）已被国外多个实验室应用于中枢神经系统下丘脑等部位神经元高效表达瘦素进而开展肥胖症的基因治疗研究[2,3,4,5]，但由于瘦素抵抗等原因，距临床应用还有很长的路要走[6,7,8]；而我国在瘦素中枢神经系统基因治疗肥胖症方面的研究还未见报道。本研究将构建瘦素基因重组AAV，并检测其在鼠神经元细胞中的表达的有效性和特异性，从而为下一步研究瘦素在中枢神经系统的功能及肥胖症基因治疗提供研究基础。
1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物  SD 6~8周龄雌性大鼠，体量200~210 g，购于南方医科大学实验动物中心，实验过程中对动物处置方法符合动物福利伦理学要求。

1.1.2 细胞来源与培养  原代新生SD大鼠大脑皮层神经细胞的制备和培养按以前文献所述的方法进行[9]。 整合有腺病毒E1 区基因的人胚肾细胞系HEK293细胞由本实验室保存，以含10%胎牛血清的DMEM培养基在 37°C、5 % CO2条件下传代培养。

1.1.3 主要试剂  RNA提取试剂盒RNeasy Mini Kit、One-Step RT-PCR Kit、MinElute Gel Extraction Kit、质粒提取试剂盒、PCR试剂购自美国Qiagen公司，pGEM-T载体购自美国Promega公司，限制性内切酶Spe I、EcoR V及T4 DNA 连接酶购自日本Takara公司，Alexa  Fluor594山羊抗鼠IgG购自美国Invitrogen公司，胎牛血清及RPMI 1640、DMEM 培养基购自美国Hyclone公司，兔抗大鼠瘦素单克隆抗体购自美国Abcam公司，抗NeuN单克隆抗体购自美国Millipore公司，抗β-actin 抗体购自美国的Sigma-Aldrich.

1.1.4 质粒及宿主菌 AAV2载体表达质粒pTR-UF22由南方医科大学生物治疗研究所保存，感受态大肠杆菌Sure细胞和DH5α购自美国Agilent公司。
1.1.5引物设计及合成 根据GenBank中已知的大鼠瘦素序列，利用 Primer Premier 5.0软件设计引物，由上海英骏生物工程技术公司合成。引物序列如下：

上游引物： 5’-ACTAGTCCACCATGTGCTGGAGACC-3’; 下游引物：5’-GATATCGAAACCTCAGCATTCAGGGC-3’，预计扩增片段长度为 51 0bp。其 中上游和下游引物分别加入了Spe I、EcoR V的酶切位点（划线部分）。利用β-actin基因作为内参对照,其PCR 扩增引物序列, 上游引物：5’-CACCCAGCACAATGAAGAT-3’， 下游引物：5′-CAAATAAAGCCATGCCAAT-3′，预计扩增片段长度为255 bp。

1.2 方法

1.2.1 组织采集  乙醚麻醉，断颈处死正常大鼠，取脂肪组织100 mg，立即放置在液氮中保存备用。

1.2.2 总RNA提取及RT-PCR  RNA 提取所用耗材均用DEPC 处理， 按照RNeasy Mini Kit说明书提取脂肪组织总RNA ，测定A260和A280比值，取 5 µL总 RNA 进行1.0%琼脂糖凝胶电泳并摄像分析。以总RNA为模板，用One-Step RT-PCR Kit进行RT-PCR，反应条件如下：42°C  30 min ；95°C 10 min预变性；95°C 30 s变性；55°C 1 min退火；72°C 90 s延伸，30个循环后72°C 延伸10 min。取 10 µL PCR 产物进行1.0%琼脂糖凝胶电泳，在 UVP 凝胶成相仪上照相观察结果，然后用MinElute Gel Extraction Kit回收纯化预计大小的瘦素基因DNA片段。  

1.2.3 瘦素基因的克隆及鉴定  将pGEM-T载体与RT-PCR 纯化产物在T4 DNA 连接酶的作用下4°C连接过夜，连接产物转化感受态大肠细菌DH5α，次日挑取克隆，在 LB培养基中，37°C振荡培养12 h，以Qiagen Plasmid Mini Kit 小量制备质粒，用PCR方法进行鉴定，阳性克隆送上海英骏生物公司测序。

1.2.4 瘦素重组AAV表达质粒的构建和鉴定  将含瘦素基因的重组T载体质粒经限制性内切酶Spe I和EcoR V双酶切后，1.0% 琼脂糖凝胶电泳，从胶上切取瘦素基因片段条带，回收纯化。载体质粒pTR-UF22用限制性内切酶Spe I和EcoR V双酶切，1.0%琼脂糖凝胶电泳证实已完全线性化后，回收纯化。将瘦素基因片段和线性化的pTR-UF22载体质粒进行连接、转化、小量快速抽提质粒。用Spe I和EcoR V双酶切鉴定重组质粒，然后送上海英骏生物公司测序。鉴定正确的瘦素重组AAV表达质粒命名为pAAV2-CBA-Leptin，其中瘦素基因与报告基因GFP经IRES（internal ribosome entry site即内部核糖体进入位点序列）相连, 由含人类巨细胞病毒（CMV）增强子的鸡β-肌动蛋白启动子（CBA）驱动，而在表达盒下游含有一个土拨鼠转录后调控元件以提高外源基因的表达。
1.2.5 病毒载体的包装、纯化及滴定  以pDG作为辅助质粒用HEK293细胞包装瘦素重组病毒AAV2-CBA-Leptin，并用一步重力流柱法(single-step gravity-flow）纯化病毒[10,11]。由定量PCR测定病毒基因组DNA的拷贝数即为病毒滴度（viral genomics, vg）[12]。

1.2.6 重组AAV病毒感染大鼠原代神经元细胞  取生长旺盛的原代大鼠神经元细胞，待其生长至第7天时按5x109 vg/ dish及1x109 vg/dish加入AAV2-CBA-Leptin 感染鼠神经元细胞，并以我们以前构建EGFP重组病毒AAV2-CBA-EGFP感染鼠神经元细胞作为对照。感染后于倒置显微镜490 nm激发光下观察EGFP在神经元细胞中的表达情况，后第5天进行免疫染色或Western blotting检测。

1.2.7 免疫荧光染色  将AAV2- CBA- EGFP感染的细胞用PBS短暂洗涤，然后用含有0.1%吐温20和4%甲醛溶液PBS固定10分钟。为了提高抗体的的渗透性，用含0.3% Triton X-100的PBS孵育固定的细胞20 min。然后用以前详细描述的方法进行免疫细胞化学染色[9]，首先用神经元特异的一抗（抗NeuN单克隆抗体，1:1000），随后用Alexa  Fluor594山羊抗鼠IgG（1:1000）二抗与之反应。使用奥林巴斯BX41荧光显微镜检测 NeuN免疫（红色）和绿色荧光。
1.2.8 Western blotting检测重组AAV介导瘦素蛋白的表达  将AAV2-CBA-Leptin重组病毒感染的鼠神经元细胞用 RIPA 裂解液于冰上裂解，4°C高速离心收集蛋白裂解液。按照 Bradford蛋白浓度测定试剂盒的操作测定蛋白浓度，根据浓度计算出相应的总蛋白含量。将定量后的蛋白裂解液加上样缓冲液处理后SDS-PAGE电泳后转移到 PVDF膜上，以兔抗鼠瘦素的抗体作为一抗(使用浓度 1:400)，以 HRP标记的羊抗兔的抗体为二抗 (使用浓度1:5000 )，采用化学发光法检测重组腺相关病毒介导的瘦素蛋白在鼠神经元细胞中的表达。相同样品用抗β-actin 抗体检测β-actin的表达作为内参。

2 结果

2.1 大鼠瘦素基因的克隆  从大鼠脂肪组织中提取总RNA，以其为模板， RT-PCR扩增获得瘦素基因片段。PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳分析，可见1条 510 bp左右的条带，片段大小与预计大鼠瘦素基因一致 (图1)。
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注：M. DL 2 000 DNA marker ; 1. 阴性对照; 2-3. 瘦素基因; 4. β-actin阳性对照

图1 瘦素基因PCR产物电泳分析

Note: M. DL 2 000 DNA marker ; Lane 1. Negative control; Lane 2-3. The leptin gene; Lane 4. β-actin as positive control.
Fig. 1 Electrophoretic analysis of the PCR products.

2.2  瘦素基因的PCR鉴定及测序分析  将重组质粒pGEM-Leptin进行PCR，目的基因大小为510 bp，经琼脂糖凝胶电泳分析显示符合预期结果(图2)。pGEM-Leptin序列分析结果显示，插入片段与 GenBank (NM_013076.3)报告完全一致，说明大鼠瘦素基因已经成功克隆入pGEM-T载体内。
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注：A：M. DL 2 000 DNA marker; 1. 阴性对照; 2-5. pGEM-Leptin的PCR;
B：M. DL 10000 DNA marker; 1-4. pGEM-Leptin重组质粒
图2  pGEM-Leptin的PCR鉴定

Note: A: M.DL 2 000 DNA marker; Lane 1. Negative control; Lane 2-5. pGEM-Leptin products; B: M. DL 10000 DNA marker; Lane 1-4. Recombinant plasmid of pGEM-Leptin
Fig. 2 Identification of pGEM-Leptin by PCR

2.3 瘦素重组AAV表达质粒pAAV2-CBA-Leptin的双酶切鉴定  经Spe I和EcoR V双酶切，琼脂糖电泳可见与预计大小相符的 510 bp的瘦素基因片段 (图3)。
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注：M. DL 10 000 DNA marker; 1. pAAV2-CBA-Leptin双酶切; 2. 瘦素基因PCR产物; 3. pAAV2-CBA-Leptin质粒

图3 pAAV2-CBA-Leptin的双酶切鉴定 
Note: M. DL 10 000 DNA marker; Lane 1. Double Digestion of pAAV2-CBA-Leptin; Lane 2. Leptin-PCR products; Lane 3.pAAV2-CBA-Leptin plasmid 

Fig. 3 Identification of pAAV2-CBA-Leptin using restriction enzyme digestion

2.4  重组瘦素载体AAV2-CBA-Leptin的包装  pAAV2-CBA-Leptin与pDG用DNA磷酸钙共转染法转染HEK293细胞，48 h后90%转染细胞有EGFP表达(图4)。72 h后收获细胞，反复冻融两次裂解细胞，得到重组瘦素病毒AAV2-CBA-Leptin。病毒纯化后行滴度检测，滴度为1.5 × 1012  vg/mL。           
2.5 AAV2-CBA-EGFP诱导EGFP在鼠神经元细胞中的特异表达 AAV2-CBA-EGFP感染的大鼠原代神经细胞生长正常。感染后第1天,按5x109 vg/dish感染的大鼠神经元细胞开始出现EGFP表达, EGFP在490 nm波长激发光下呈绿色神经元细胞荧光较弱，阳性细胞仅占20%左右。随着时间延长，表达EGFP 的细胞数和细胞EGFP的表达强度随之增强，48hr后45%左右的细胞有较强荧光，5天后阳性荧光细胞可达95%，弥漫于整个包浆。NeuN免疫染色和DAPI核酸染色结果显示，神经胶质细胞不表达EGFP，说明AAV2-CBA-EGFP能介导EGFP在神经元细胞中特异性表达，而不表达于胶质细胞（图5）。

2.6 AAV2-CBV-Leptin感染鼠神经元细胞后Western blotting结果  用AAV2-CBV-Leptin感染的鼠神经元细胞进行Western blotting 分析，以PBS及AAV2-CBA-EGFP作对照组，转染后第5天检测瘦素的表达，对照组均未检测到瘦素的表达，实验组检测到瘦素的表达，且表达量随着病毒量的增加而增强（图6），说明我们构建的AAV2-CBV-Leptin 病毒能够在鼠神经元细胞中高效介导瘦素的表达。
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注：1.PBS处理的细胞; 2. AAV2-CBA-EGFP感染的细胞; 

3: AAV2-CBA-Leptin((1x109vg/dish)感染的细胞; 4: AAV2-CBA-Leptin (5x109 vg/dish) 感染的细胞

图6 Western blotting检测腺相关病毒AAV2-CBA-Leptin介导的瘦素在神经元细胞中的表达.

Note: 1. PBS-treatment group; 2. Cells were infected by AAV2-CBA-EGFP  3. Cells were infected by AAV2-CBA-Leptin ((1x109 vg/dish); 4. Cells were infected by AAV2-CBA-Leptin ((5x109 vg/dish)  
Fig. 6 AAV2-CBA-Leptin-mediated transduction of leptin into the cultured neurons 

3 讨论
瘦素是一种能量平衡调节激素, 通过与中枢神经系统的瘦素受体(leptin receptor，OB-R)直接结合来控制食物摄入和调节能量代谢[13,14]，通过影响食物摄入和能量消耗来调节体重。OB-R几乎在全身都有分布, 但主要分布在脉络丛和与摄食密切相关的下丘脑的一些区域[15,16]，主要包括：下丘脑弓状核、腹内侧核背内侧核、室旁核和下丘脑外侧区，是瘦素作用的关键区域。瘦素是一个转入信号分子，发出脂肪储存饱和的信号由外周转入中枢神经系统，特别是下丘脑的一些区域，随之触发摄食减少和增加能量消耗的生理过程，从而调节体脂的平衡，是调节动物体内能量代谢的极其重要的上游调控因子。为了进一步阐明瘦素在中枢神经系统的功能，本研究首先克隆了大鼠瘦素基因，然后在国内首次成功构建了瘦素重组腺相关病毒AAV2-CBA-Leptin， 并进一步证实该载体能够介导瘦素在神经元高效表达。由于我们动物体内试验将采用大鼠肥胖症模型，用该载体介导大鼠瘦素基因过表达将避免针对瘦素的免疫反应，从而有利于瘦素的长期表达。

研究表明，瘦素基因突变可使血清瘦素水平下降，引起摄食增加及能量消耗减少，导致肥胖，如ob/ob小鼠。然而在人类仅5%-10%的肥胖患者血浆瘦素水平明显降低，多数肥胖者血浆瘦素水平远高于非肥胖者，且血浆瘦素浓度较高的人群肥胖发病率也较高，提示肥胖者具有瘦素抵抗的特征。因为存在瘦素抵抗而引起脂肪细胞更多地分泌瘦素造成高瘦素血症，然而升高的瘦素仍然不足以发挥抑制食欲、促进能量消耗的作用，最终仍然发生肥胖[17]。传统的治疗肥胖的思路是减少成熟脂肪细胞中的脂肪含量，但脂肪细胞仍可以重新合成足够的脂肪最终导致治疗失败。从上述有关肥胖症发病的研究来看，增加血浆中瘦素水平至少可以使瘦素缺乏的患者获得缓解，而瘦素抵抗的患者血浆中瘦素水平虽已升高，但在未发现有效的瘦素增敏剂前，采用进一步补充外源性瘦素使之能够发挥抑制摄食的治疗思路，也有其合理的因素。已经证实腹腔给予瘦素可以缓解缺乏瘦素的小鼠的肥胖及并发症[18]。Morsy 等[19]研究显示，每天注射装载瘦素基因的腺病毒表达系统可以治疗肥胖的小鼠模型，应用重组瘦素蛋白和腺病毒转导人或鼠瘦素基因治疗 ob/ob肥胖鼠的疗效发现：基因治疗较应用瘦素蛋白的减肥效果好。但是，由于腺病毒载体含有许多编码病毒蛋白质的基因，其基因表达产物的免疫原性很强，能导致机体产生细胞免疫反应，使转染腺病毒的细胞由于免疫反应而遭受排斥。所以，转导的基因在宿主细胞中稳定而有效表达的时间比较短，治疗后第3周体内已不能测出瘦素蛋白。本研究采用的腺相关病毒AAV2是非致病性病毒，因其具有安全性高，可培养至高滴度，宿主范围广，外源基因可长期、高效表达（在猴大脑内可持续表达至少8年）、感染谱广泛以及宿主免疫反应较小等诸多优点，一直引起人们的巨大兴趣，已被广泛地应用于基因治疗、基因功能、载体疫苗和转基因动物等方面的研究[20,21]。研究发现，采用腺相关病毒载体直接将瘦素基因转导下丘脑，小鼠血糖恢复正常，胰岛素抵抗与肥胖也得到改善[22]。有研究显示中枢局部转导瘦素基因的方法可避免外周高瘦素血症，改善与年龄相关的瘦素抵抗，并解决瘦素难以穿透血脑屏障的困难，可达到长期减轻肥胖者体重的目的。另外，据报道在下丘脑过表达瘦素还可以有效缓解糖尿病症状,而成为基因治疗糖尿病一个很有前景的靶基因[23,24,25,26]。用瘦素重组腺相关病毒AAV2-CBA-Leptin 转导神经元细胞，并与中枢微注射技术结合起来，可能会有协同的治疗效果, 具有潜在应用前景，将为进一步探索瘦素在中枢神经系统的功能及在肥胖症及糖尿病等疾病的基因治疗研究奠定了基础。
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图4  pAAV2-CBA-Leptin与pDG共转染HEK293细胞48小时后的荧光（A）与普光（B）图片（×200）。

Fig. 4 Expression of GFP in HEK293 cells transfected with pAAV2-CBA-Leptin and pDG（×200）. A: Fluorescence microscopy. B: Ordinary microscopy.
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注：A. EGFP在神经元细胞中的表达；B. NeuN免疫染色; C. DAPI核酸染色; D. A与B叠加; E. B与C叠加; F. A、B与C三者叠加；
图5  AAV2-CBA-EGFP介导的EGFP在神经元细胞中的表达（×200）

Note: A. The expression of EGFP in neurons; B. Immunolstaining of NeuN; C. DAPI Staining; D. Overlap of picture A and B; E. Overlap of picture B and C; F. Overlap of picture A、B and C
Fig. 5 AAV2-CBA-EGFP-mediated transduction of EGFP into the primary cultured neurons （×200）
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