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食蟹猴 FABP4 基因表达水平检测方法的建立

王陈芸,杨汝佳,李咏洁,龙维虎,李哲丽,叶尤松,杨万静,李明昊,唐东红
∗

(中国医学科学院 / 北京协和医学院医学生物学研究所,昆明　 650118)

　 　 【摘要】 　 目的 　 建立食蟹猴 FABP4 基因 mRNA 表达水平检测方法。 方法 　 根据脂肪 FABP4 基因

mRNA 序列设计实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)引物 6 对;活体采集食蟹猴脂肪组织;提取组织总 RNA,并逆

转录为 cDNA;采用所设计的 6 对引物进行 RT-qPCR 检测,根据扩增曲线、熔解峰,挑选出检测最灵敏、无非特

异性扩增的引物;以 100 、10-1 、10-2 、10-3 、10-4 倍稀释 cDNA,构建基因表达的标准曲线;设置食蟹猴青年组和

老年组两个组别,验证食蟹猴脂肪 FABP4 基因表达的 RT-qPCR 检测方法。 结果　 筛选出了检测灵敏度最高

的一对引物,建立了食蟹猴脂肪组织 FABP4 基因表达水平 RT-qPCR 检测方法;老年组食蟹脂肪 FABP4 基因

相对表达量高于青年组。 结论　 成功建立了检测食蟹猴 FABP4 基因转录水平的 RT-qPCR 方法。
【关键词】 　 FABP4;定量逆转录 PCR;食蟹猴;衰老;基因表达水平
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

establish
 

a
 

method
  

for
 

detecting
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

fatty
 

acid-binding
 

protein
 

4
 

gene
 

(FABP4)
 

in
 

crab-eating
 

macaques,
 

Macaca
 

fascicularis.
 

Methods　 Six
 

pairs
 

of
 

primers
 

for
 

real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

( RT-qPCR)
 

were
 

designed
 

according
 

to
 

the
 

mRNA
 

sequence
 

of
 

the
 

FABP4
 

gene.
 

Adipose
 

tissue
 

was
 

collected
 

from
 

Macaca
 

fascicularis,
 

and
 

total
 

RNA
 

was
 

extracted
 

and
 

reverse
 

transcribed
 

into
 

cDNA.
 

RT-qPCR
 

was
 

carried
 

out
 

using
 

the
 

designed
 

primers,
 

and
 

the
 

primers
 

with
 

the
 

most
 

sensitive
 

detection
 

and
 

without
 

non-specific
 

amplification
 

were
 

selected
 

according
 

to
 

the
 

amplification
 

curve
 

and
 

melting
 

peaks.
 

A
 

standard
 

curve
 

for
 

gene
 

expression
 

was
 

constructed
 

using
 

cDNA
 

diluted
 

at
 

100 ,
 

10-1 ,
 

10-2 ,
 

10-3 ,
 

and
 

10-4 .
 

Macaca
 

fascicularis
 

were
 

divided
 

into
 

young
 

and
 

old
 

groups
 

to
 

validate
 

the
 

fluorescence
 

RT-qPCR
 

detection
 

method
  

for
 

FABP4
 

expression
 

in
 

Macaca
 

fascicularis
 

adipose
 

tissue.
 

Results　 A
 

pair
 

of
 

primers
 

with
 

the
 

highest
 

detection
 

sensitivity
 

was
 



screened
 

out,
 

and
 

a
 

fluorescence
 

RT-qPCR
 

method
  

for
 

detecting
 

FABP4
 

expression
 

in
 

Macaca
 

fascicularis
 

adipose
 

tissue
 

was
 

established.
 

Relative
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

FABP4
 

gene
 

in
 

adipose
 

tissue
 

were
 

higher
 

in
 

elderly
 

compared
 

with
 

young
 

macaques.
 

Conclusions　 We
 

successfully
 

established
 

a
 

RT-qPCR
 

method
  

for
 

detecting
 

transcription
 

levels
 

of
 

the
 

FABP4
 

gene
 

in
 

Macaca
 

fascicularis.
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　 　 一个不可逆转的人口老龄化趋势正在全球

范围内出现,这是由持续增长的预期寿命与不断

下降的生育率共同驱动的[1] 。 衰老是生物体的

结构和功能随着年龄的增长而逐渐衰退的生物

学过程[2] 。 尽管在过去的几十年里,人类的平均

寿命显著延长, 但健康寿命的提升却远远滞

后[3] 。 因此,抗衰老策略需要可靠的生物标志物

来准确预测老年人的健康状况[4] 。
脂肪酸结合蛋白 4( fatty

 

acid
 

binding
 

protein
 

4,FABP4),也称 aP2 或 A-FABP,是脂肪酸结合

蛋白超家族中的重要成员之一,FABP4 基因编码

132 个氨基酸, 相对分子质量约为 14. 6
 

kDa。
FABP4 蛋白主要存在于成熟的脂肪细胞和巨噬

细胞中[5] ,并在其中发挥着关键的生理作用。
FABP4 蛋白作为甘油三酯的贮存库在其合成以

及分解过程中发挥重要作用[6] 。 FABP4 蛋白是

一种典型的细胞内脂质伴侣,是细胞内转运脂肪

酸(fatty
 

acid,FA)的小蛋白质,能够诱导心外膜、
皮下基质细胞和心房成纤维细胞的纤维化、葡萄

糖代谢和脂质积累[7] ,抑制全身和脂肪细胞炎

症[8] 。 FABP4 蛋白已被证实是多种全身性代谢

疾病的关键病理因子,包括肥胖、2 型糖尿病、高
血压、高脂血症、动脉粥样硬化及相关代谢功能

障碍综合征[9] , 这些疾病多发于老年 群 体。
FABP4 蛋白水平升高表明心血管风险增加,并且

与动脉粥样硬化疾病的加速存在因果关系。 有

研究指出 FABP4 基因不仅作为衰老的生物标志

物,在人与小鼠体内均表现出与年龄正相关的表

达水平;其在老年个体中更被证实可直接促进代

谢功能衰退,表明它在衰老过程中扮演着积极的

角色[10] 。
食蟹猴作为研究人类衰老的理想模型,其价

值主要体现在与人类的高度生理相似性和可转

化性研究优势上。 在生理特征方面,食蟹猴的代

谢系统(包括脂肪和糖代谢)、心血管系统和神经

系统与人类高度保守,能够自然发展出与人类相

似的年龄相关病变如胰岛素抵抗、动脉粥样硬化

和神经退行性病变[11] 。 其 25 ~ 30 年的寿命周期

和明确的年龄划分(5 ~ 9 岁相当于人类青年期,
14~ 16 岁相当于老年期)为研究渐进性衰老过程

提供了理想的时间窗口[12,13] 。 更重要的是,食蟹

猴能够再现人类衰老的关键病理特征,包括自发

性骨质疏松、肌肉萎缩和免疫功能衰退,同时能

够兼容基因编辑技术以构建特定衰老相关疾病

模型[14] 。 在转化医学方面,食蟹猴对衰老干预策

略(如 Senolytics 药物和 NAD+增强剂)的反应与

人类高度一致[15] ,其 FABP4 蛋白等衰老相关生

物标志物的调控机制研究为开发抗衰老疗法提

供了直接依据[16] 。 这些特性使食蟹猴成为研究

人类衰老机制和开发干预措施不可替代的转化

医学模型[17] 。
本研究将构建食蟹猴脂肪 FABP4 基因表达

的实时荧光定量 PCR(real-time
 

quantitative
 

PCR,
RT-qPCR)方法,并对所构建的方法进行验证,为
与衰老、肥胖相关疾病的研究、治疗方案的开发

提供检测方法,并奠定基础。

1　 材料和方法
 

1. 1　 实验动物
 

　 　 普通级别食蟹猴 4 只,雄性,体质量 6 ~ 10
 

kg,其中 2 只 14~ 16 周岁,2 只 5 ~ 9 周岁,由中国

医学科学院医学生物学研究所提供[ SCXK(滇)
2020-0005];普通级别饲养,饲养于中国医学科

学院医学生物学研究所全国医学灵长类中心普

通环境[SYXK(滇)2022-0006],温度 20 ~ 25
 

℃ ,
湿度 40% ~ 70%,正常饲喂,自由采食及饮水。 实

验过程由中国医学科学院医学生物学研究所实

验动物伦理委员会批准( DWSP202202011),动物

的护理和实验遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

 

　 　 TRIzol 􀅺 Reagent 核酸纯化试剂, invitrogen
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公司;DEPC 水(无酶水),北京兰杰柯科技有限公

司;PrimeScriptTM
 

FAST
 

RT
 

reagent
 

Kit
 

with
 

gDNA
 

Eraser 试剂盒,TaKaRa 公司;TB
 

Green 􀅺
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

Ⅱ(Tli
 

RNaseH
 

Plus),TaKaRa 公司;三
氯甲烷,西陇科学股份有限公司;异丙醇,天津市

风船化学试剂科技有限公司;无水乙醇,天津市

致远化学试剂有限公司。
CFX

 

384
 

TM
 

Real-Time
 

System
 

C1000TM
 

Thermal
 

Cycler,美国 Bio-Rad 公司;微量台式高速

冷冻离心机,SARTORTUS 公司;TD-5Z 台式低速

多管架离心机,四川蜀科仪器有限公司;PCR 仪,
美国 Bio-Rad 公司;IMS-20 全自动雪花制冰机,常
熟市雪科电器有限公司;SCIENTZ-48 高通量组织

研磨器,宁波新芝生物科技股份有限公司;384 孔

PCR 板,美国 Bio-Rad 公司;1000
 

μL、200
 

μL、100
 

μL、20
 

μL、10
 

μL、2
 

μL 的移液器,梅特勒托利多

科技(中国)有限公司;1. 5
 

mL
 

EP 管,NEST 公司;
1000

 

μL、200
 

μL、20
 

μL 吸头,RAININ 公司;可吸

收性外科缝线,上海浦东金环医疗用品股份有限

公司;无菌手术刀片,上海联辉医疗用品有限

公司。

表 1　 引物序列及产物长度
Table

 

1　 Primer
 

sequence
 

and
 

product
 

sizes
基因
Gene

基因序列
GenBank

 

accession
引物序列

Primer
 

sequence
产物长度 / bp
Product

 

length
FABP4

 

F1
FABP4

 

R1
NM_001442. 3

5’-TGGGCCAGGAATTTGACGAA-3’
5’-CACATGTACCAGGACACCCC-3’

86

FABP4
 

F2
FABP4R2

NM_001442. 3
5’-ATGGGGGTGTCCTGGTACAT-3’
5’-ACGTCCCTTGGCTTATGCTC-3’

149

FABP4
 

F3
FABP4

 

R3
NM_001442. 3

5’-CTGGGCCAGGAATTTGACGA-3’
5’-ACCAGGACACCCCCATCTAA-3’

80

FABP4
 

F5
FABP4

 

R5
NM_001442. 3

5’-CTGGCATGGCCAAACCTAAC-3’
5’-ATGTACCAGGACACCCCCAT-3’

182

FABP4
 

F6
FABP4

 

R6
NM_001442. 3

5’-AAGTAGGAGTGGGCTTTGCC-3’
5’-CTTCGTCAAATTCCTGGCCC-3’

153

FABP4
 

F9
FABP4

 

R9
NM_001442. 3

5’-AATGCGTCATGAAAGGCGTC-3’
5’-ATGCGAACTTCAGTCCAGGT-3’

84

GAPDH
 

F
GAPDH

 

R
NM_001195426. 1

5’-AGCCCCATCACCATCTTCC-3’
5’-AATGAGCCCCAGCCTTCTC-3’

121

1. 3　 实验方法
 

1. 3. 1　 引物设计
 

根据 NCBI 基因库中人类的 FABP4 基因核苷

酸(序列号 NM_001442. 3)、猕猴的 GAPDH 核苷

酸 ( 序 列 号 NM _ 001195426. 1 ), 使 用 Primer-
BLAST 在 线 软 件, 选 取 蛋 白 编 码 区 ( coding

 

sequence,
 

CDS)序列设计实时荧光定量分析特异

性扩增引物,筛选综合得分最高的引物序列合成

引物,以上引物均由生工生物工程(上海)股份有

限公司合成。 人类 FABP4 基因和猕猴 GAPDH 基

因表达水平定量用引物序列及产物长度见表 1。
1. 3. 2　 实验分组及取材

 

随机挑选青年(5 ~ 9 周岁)和老年(14 ~ 16 周

岁)食蟹猴各 2 只,分为青年组和老年组,活体取

材获得脂肪组织,用于食蟹猴 FABP4 基因转录水

平的检测。
 

食蟹猴进行静脉注射 3%戊巴比妥钠(1
 

mL /
kg),麻醉后呈仰卧状固定于垫好护理垫的手术

台面上,提前将手术台温度升至 40
 

℃ ,在腹部脂

肪较厚的位置进行消毒、备皮,用手术刀切开其

皮肤,取皮下脂肪组织 100
 

mg,用吸油纸吸收油

脂,然后放入装有 1
 

mL 核酸纯化试剂(加有 2 ~ 3
颗小钢珠)的 1. 5

 

mL
 

EP 管,用于食蟹猴 FABP4
基因转录水平的检测,取材结束后用可吸收性外

科缝线进行缝合,在伤口处涂抹红霉素软膏,并
肌肉注射青霉素 2

 

mL,将动物放回笼位。
1. 3. 3　 组织总 RNA 提取

 

将加有 TRIzol 􀅺 Reagent 核酸纯化试剂及小

钢珠的脂肪组织在 SCIENTZ-48 高通量组织研磨

器上 50
 

Hz 研磨 10
 

min,然后将研磨好的样品液

体移取至另一个新的 1. 5
 

mL
 

EP 管中,静置 5
 

min,13
 

500
 

r / min
 

4
 

℃ 条件下离心 5
 

min;将上清

液移取至另一个新的 1. 5
 

mL
 

EP 管,加入 200
 

μL
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三氯甲烷,颠倒 20 次,静置 5
 

min,相同条件下离

心 5
 

min,以促进 RNA 沉淀并形成三层结构;吸取

上清液 500
 

μL 至另一个新的 1. 5
 

mL
 

EP 管中,并
等体积加入异丙醇(500

 

μL),颠倒 20 次,静置 10
 

min,相同条件下离心 10
 

min, 以进一步纯化

RNA,弃上清液;待 EP 管内稍干,加入 1
 

mL
 

75%
乙醇( -20

 

℃预冷)洗涤沉淀,相同条件下离心 5
 

min,弃上清液;待 EP 管壁稍干后,加入 10
 

μL
 

RNase-tree 水,溶解沉淀,测定 RNA 浓度以确认

提取效果,保存于-80
 

℃冰箱备用。
1. 3. 4　 cDNA 的合成

 

按照逆转录试剂盒 PrimeScriptTM
 

FAST
 

RT
 

reagent
 

Kit
 

with
 

gDNA
 

Eraser 试剂盒说明操作,在
冰上进行,每 20

 

μL 体系中依次加入 8 × gDNA
 

Eraser
 

Premix
 

2
 

μL、总 RNA(浓度稀释为 1000
 

ng /
μL)

 

1
 

μL、RNase
 

Free
 

dH2O
 

13
 

μL,室温静置 5
 

min 后,在上述反应液中加入 5×RT
 

Premix
 

4
 

μL,
轻轻上下颠倒混匀后立即进行反转录反应,反转

录条件为:37
 

℃ ,10
 

min;85
 

℃ ,5
 

s;4
 

℃ ,10
 

min。
得食蟹猴脂肪组织 cDNA 第一链,cDNA 保存于
-20

 

℃冰箱。
1. 3. 5　 FABP4 基因表达水平的特异性引物筛选

 

以食蟹猴脂肪组织 cDNA 第一链为模板,分
别以设计的 6 对 FABP4 基因上、下游引物为特异

性引物,分别在以下 PCR 扩增体系及反应条件下

进行 RT-qPCR 扩增,扩增结束后根据扩增曲线和

熔解峰,筛选出检测灵敏的检测引物。
所述 PCR 扩增体系及反应条件如下:
PCR

 

扩增体系即
 

10 μL
 

体系:TB
 

Green 􀅺
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

Ⅱ
 

5
 

μL,DEPC 水 3. 2
 

μL,cDNA
模板 1

 

μL, 6 对 FABP4 基因上、 下游引物各

0. 4
 

μL;
反应条件:95

 

℃ 预变性 30
 

s,95
 

℃ 变性 5
 

s、
56

 

℃退火 30
 

s、40 个循环,56
 

℃ ~ 95
 

℃ 每 5
 

s 采

集一次荧光信号。
1. 3. 6　 FABP4 基因标准曲线的建立

 

将步骤 1. 3. 4 得到的食蟹猴脂肪组织 cDNA
第一链 100、10-1、10-2、10-3、10-4 倍稀释 5 个样品

作为模板,以 FABP4
 

F1 和 FABP4
 

R1 上、下游引

物以及 GAPDH
 

F 和 GAPDH
 

R 上、下游引物为特

异性引物,分别按以下的 PCR 扩增体系及反应条

件进行 RT-qPCR 扩增,反应结束后根据荧光信号

的数据,获得各样品的 Ct 值,通过 CFX
 

384
 

TM
 

Real-Time
 

System
 

C1000TM
 

Thermal
 

Cycler 仪器自

带软件 CFXManager
 

3. 1 建立 FABP4 基因及内参

基因 GAPDH 的标准曲线,得到 FABP4 基因片段

及内参基因 GAPDH 片段的扩增效率、斜率及 R2

值;当 FABP4 基因片段及内参基因 GAPDH 片段

扩增效率分别为 80% ~ 120%,同时 R2 越接近 1,
标准曲线的拟合度越好,PCR 反应的定量准确性

越高,说明结果可信度较高,符合 RT-qPCR 要求,
可进一步进行待检样品检测。

所述 PCR 扩增体系及反应条件如下:
PCR 扩增体系即 10

 

μL 体系: TB
 

Green 􀅺
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

Ⅱ
 

5
 

μL,DEPC 水 3. 2
 

μL,cDNA
模板 1

 

μL,FABP4
 

F1 和 FABP4
 

R1 上、下游引物

各 0. 4
 

μL; TB
 

Green 􀅺 Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

Ⅱ
 

5
 

μL,DEPC 水 3. 2
 

μL,cDNA 模板 1
 

μL,GAPDH
 

F
和 GAPDH

 

R 上、下游引物各 0. 4
 

μL;
反应条件:95

 

℃ 预变性 30
 

s,95
 

℃ 变性 5
 

s、
56

 

℃退火 30
 

s、40 个循环,56
 

℃ ~ 95
 

℃ 每 5
 

s 采

集一次荧光信号。
1. 3. 7　 FABP4 基因片段及内参基因 GAPDH 片

段核苷酸序列测序

将步骤 1. 3. 6 获得的 PCR 扩增产物 FABP4
基因片段及内参基因 GAPDH 片段核苷酸序列通

过商业生物公司测序,再将测序所得核苷酸序列

分别通过 DNAMAN 软件与 NCBI 所报道的人

FABP4 基因及食蟹猴 GAPDH 基因的核苷酸序列

进行同源性比对,验证所扩增出的目的片段是否

为食蟹猴 FABP4 基因片段及 GAPDH 基因片段。
1. 3. 8　 RT-qPCR 检测不同年龄阶段食蟹猴脂肪

组织 FABP4 基因表达
 

以食蟹猴脂肪组织 cDNA 第一链为模板,分
别以 FABP4

 

F1 和 FABP4
 

R1 上、下游引物以及

GAPDH
 

F 和 GAPDH
 

R 上、下游引物为特异性引

物,按照步骤 1. 3. 6 的 PCR 扩增体系和反应条件

下进行 RT-qPCR 扩增。 扩增后,基于荧光信号数

据获得 FABP4 基因片段和内参基因 GAPDH 片段

的 Ct 值和熔解峰;通过绘制出的熔解峰来证实

RT-qPCR 中目的基因和内参基因的特异性。 根

据 RT-qPCR 的结果,利用获得的各样品对应的 Ct
值,以及步骤 1. 3. 6 得到的 FABP4 基因和内参基

因 GAPDH 的扩增效率,通过 PCR 仪器自带 CFX
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Manager 软件进行数据处理得出均一化后的

FABP4 基因倍数表达的表达量,导出结果,使用

Graphpad
 

Prism 作图并用 t 检验分析,从而获得

FABP4 基因在不同年龄阶段表达的差异。
 

1. 4　 统计学方法

　 　 基因表达量数据采用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软

件进行处理并作图,通过 t 检验进行统计分析,检
测结果用平均数±标准误差( 􀭰x± s􀭰x) 表示,以 P<
0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果
 

2. 1　 FABP4 基因表达水平的特异性引物筛选
 

　 　 通过 RT-qPCR 反应,绘制出 6 对引物的扩增

曲线和熔解峰如图 1。 根据扩增结果显示 FABP4
 

F1 和 FABP4R1 扩增特异性相对较好,熔解峰单

一,且无模板对照没有扩增。 因此,采用 FABP4
 

F1 和 FABP4
 

R1 这对引物建立标准曲线,进行食

蟹猴脂肪 FABP4 基因表达的 RT-qPCR 检测。

注:A:FABP4
 

F1 和 FABP4
 

R1 引物扩增曲线和熔解峰,Tm 值 83. 5
 

℃ ;B:FABP4
 

F2 和 FABP4
 

R2 引物的扩增曲线和熔解峰,Tm 值

76. 5
 

℃ ;C:FABP4
 

F3 和 FABP4
 

R3 引物扩增曲线和熔解峰,Tm 值 81. 5
 

℃ ;D:FABP4
 

F5 和 FABP4
 

R5 引物扩增曲线和熔解峰,无
扩增;E:FABP4

 

F6 和 FABP4
 

R6 引物扩增曲线和熔解峰,Tm 值 82. 5
 

℃ ;F:FABP4
 

F9 和 FABP4
 

R9 引物扩增曲线和熔解峰,Tm 值

77. 5
 

℃ 。

图 1　 FABP4 基因数对引物的扩增曲线和熔解峰

Note.
 

Amplification
 

curves
 

and
 

melt
 

peaks
 

for
 

the
 

following
 

primer
 

pairs.
 

A,
 

FABP4
 

F1 / R1
 

(Tm = 83. 5
 

℃ ).
 

B,
 

FABP4
 

F2 / R2
 

(Tm =
76. 5

 

℃ ).
 

C,
 

FABP4
 

F3 / R3
 

(Tm = 81. 5
 

℃ ).
 

D,
 

FABP4
 

F5 / R5
 

(No
 

amplification).
 

E,
 

FABP4
 

F6 / R6
 

(Tm = 82. 5
 

℃ ).
 

F,
 

FABP4
 

F9 / R9
 

(Tm = 77. 5
 

℃ ).

Figure
 

1　 Amplification
 

curves
 

and
 

melt
 

peaks
 

of
 

multiple
 

primer
 

pairs
 

for
 

the
 

FABP4
 

gene

2. 2　 食蟹猴 FABP4 基因和 GAPDH 基因的标准

曲线
 

　 　 食蟹猴 FABP4 基因和 GAPDH 基因的扩增曲

线和标准曲线如图 2;由图可得食蟹猴 FABP4 基

因和 GAPDH 基因的标准曲线 R2 均接近于 1,说
明建立的标准曲线具有较好的准确性和可靠性,
能够应用于后续的相对定量分析,且荧光强度显

著,故能保证 PCR 扩增过程的稳定性和同步性,
能准确检测 PCR 的表达水平。 选择 GAPDH 作为

内源控制物,通过对比不同样品中 mRNA 表达水

平的变化,能够准确揭示食蟹猴 FABP4 基因的表

达情况。
在反应结束后,利用 CFX

 

Manager 软件分析

了各稀释浓度的 Cq 值,并绘制出扩增曲线及标

准曲 线, 结 果 显 示 FABP4 基 因 扩 增 效 率 为

118. 5%,斜率为- 2. 946,R2 为 0. 998,GAPDH 基

因扩增效率为 98. 3%, 斜率为 - 3. 363, R2 为

0. 998,这两个基因的扩增效率均较为理想,同时
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注:A:FABP4 基因的扩增曲线;B:FABP4 基因的标准曲线(y = -2. 9461x+15. 664,R2 = 0. 998,扩增效率 118. 5%);C:GAPDH 基因的扩

增曲线;D:GAPDH 基因的标准曲线(y = -3. 363x+20. 782,R2 = 0. 998,扩增效率 98. 3%)。 标准曲线纵轴 Cq 值(原仪器显示为 Cq)。

图 2　 食蟹猴 FABP4 基因和 GAPDH 基因的标准曲线

Note.
 

A,
 

FABP4
 

amplification
 

curve.
 

B,
 

FABP4
 

standard
 

curve
 

( y = - 2. 9461x + 15. 664,
 

R2 = 0. 998,
 

Eff. = 118. 5%).
 

C,
 

GAPDH
 

amplification
 

curve.
 

D,
 

GAPDH
 

standard
 

curve
 

( y = - 3. 363x + 20. 782,
 

R2 = 0. 998,
 

Eff. = 98. 3%).
 

The
 

y-axis
 

shows
 

the
 

Cq
 

value
 

(instrument-reported).

Figure
 

2　 Standard
 

curves
 

and
 

amplification
 

plots
 

for
 

the
 

FABP4
 

and
 

GAPDH
 

gene

R2 接近于 1,标准曲线的拟合度好,结果可信度较

高,符合荧光定量 PCR 要求。
2. 3　 FABP4 基因片段及内参基因 GAPDH 片段

核苷酸序列测序

　 　 通过商业生物公司测序分别得到扩增的食

蟹猴脂肪酸结合蛋白 4
 

FABP4 基因片段核苷酸

序 列 为: 5 ’-TGGGCCAGGAATTTGACGAAGTCA
 

CTGCAGATGACAGGAAAGTCAAGAGCACCATAA
 

CCTTAGATGGGGGTGTCCTGGTACATGTG-3’,SEQ
 

ID
 

NO. 5;所扩增的食蟹猴内参基因 GAPDH 片段

核苷酸核苷酸序列为: 5 ’-AGCCCCATCACCAT
 

CTTCCAGGAGCGAGATCCCTCCAAAATCAAGTGG
 

GGCGATGCTGGCGCTGAGTACGTCGTGGAGTCCA
 

CTGGCGTCTTCACCACCACGGAGAAGGCTGGGG
 

CTCATT-3’,SEQ
 

ID
 

NO. 6;再将上述测序所得核

苷酸序列分别通过 DNAMAN 软件与 NCBI 所报

道的人 FABP4 基因及食蟹猴 GAPDH 基因的核苷

酸序列进行同源性比对,结果显示,用本发明提

供的引物、扩增体系及反应条件进行扩增后的食

蟹猴 脂 肪 组 织 FABP4 基 因 与 NCBI 人 类

GenBank:NM_001442. 3 的同源性为 100%;用本

发明提供的引物、扩增体系及反应条件进行扩增

后的食蟹猴脂肪组织中 GAPDH 与 NCBI 食蟹猴

GAPDH 序列 ( NM _ 001195426. 1 ) 的同源性为

91. 14%,证明本发明所扩增出的目的片段分别为

食蟹猴 FABP4 基因片段及 GAPDH 基因片段。
2. 4　 食蟹猴 FABP4 基因荧光定量 PCR 反应的

溶解曲线
 

　 　 通过 RT-qPCR 反应,绘制出的 FABP4 基因

和 GAPDH 基因熔解峰如图 3,结果显示 FABP4 基

因及内参基因 GAPDH 扩增特异性较好,并且熔

解峰单一。
2. 5　 食蟹猴 FABP4 基因相对表达量

 

　 　 利用 CFX
 

384
 

TM
 

Real-Time
 

System
 

C1000TM
 

Thermal
 

Cycler 仪器自带 CFXManager
 

3. 1 软件对

结果进行处理导出,使用 Graphpad
 

Prism
 

8. 0 作

图并用 t 检验分析,得到目的基因 FABP4 的相对

表达量如图 4。 结果显示老年组 FABP4 基因相对

表达 量 高 于 青 年 组, 但 无 显 著 性 差 异 ( P =
0. 2678)。
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注:A:FABP4 基因熔解峰;B:GAPDH 基因熔解峰。 熔解曲线显示单一峰形,表明扩增产物特异性良好,无非特异性峰或引物二

聚体。

图 3　 食蟹猴 FABP4 基因和 GAPDH 基因 RT-qPCR 反应的溶解曲线

Note.
 

A,
 

Melt
 

peak
 

of
 

the
 

FABP4
 

gene.
 

B,
 

Melt
 

peak
 

of
 

the
 

GAPDH
 

gene.
 

The
 

single
 

peak
 

in
 

each
 

melting
 

curve
 

indicates
 

good
 

specificity
 

of
 

the
 

amplification
 

products,
 

with
 

no
 

non-specific
 

peaks
 

or
 

primer
 

dimers
 

detected.

Figure
 

3　 Melting
 

curve
 

of
 

RT-qPCR
 

reaction
 

for
 

FABP4
 

gene
 

and
 

GAPDH
 

gene
 

in
 

Macaca
 

fascicularis

图 4　 食蟹猴
 

FABP4
 

基因相对表达量(n= 2)
Figure

 

4　 Relative
 

expression
 

of
 

FABP4
 

gene
 

in
 

Macaca
 

fascicularis(n= 2)

3　 讨论
 

　 　 食蟹猴是与人类亲缘关系相对接近的非人

灵长类实验动物,在形态学、生理生化代谢等方

面与人类非常相似,是比较理想的实验动物[18] ,
目前国内外还未见利用食蟹猴进行 FABP4 基因

转录水平定量检测方法的研究。 以 NCBI 基因库

中人类 FABP4 基因的核苷酸序列作为参考,序列

号为 NM_001442. 3,使用 Primer-BLAST 在线设计

软件,选取 CDS 序列设计荧光定量分析特异性引

物,筛选综合得分最高的引物序列设计多对引

物,经过 RT-qPCR 扩增,根据引物的特点摸索

PCR 扩增的最佳退火温度,筛选出检测食蟹猴

FABP4 基因表达的特异性上、下游引物组合及

PCR 扩增条件,并通过 RT-qPCR 检测不同年龄阶

段食蟹猴脂肪组织 FABP4 基因表达量进行验证,
进一步证实了所设计的 PCR 引物组合的特异性,
可应用于 RT-qPCR 法定量检测食蟹猴 FABP4 基

因转录水平。
根据文献 FABP4 基因水平跟年龄呈正相关,

FABP4 基因敲低显著抑制了与衰老相关的炎症

基因 IL-6 和 IL-1β 的诱导[19] 。 在代谢水平上,
FABP4 基因敲除导致糖酵解增加,但糖异生减

少;它逆转了胰岛素抵抗相关基因中与衰老相关

的变化。 此外,FABP4 基因敲低显著促进胆固醇

摄取和降解以及脂肪酸氧化。 这些数据表明

FABP4 敲低可预防肝脏的衰老并改善与衰老相

关的代谢紊乱[20] 。 本研究 RT-qPCR 检测结果与

预期相符,所以本研究建立的 RT-qPCR 检测食蟹

猴 FABP4 基因转录水平方法可行。
本研究数据显示,老年食蟹猴脂肪组织中

FABP4 基因表达水平呈现升高趋势,这一现象可

能涉及多方面的分子机制。 从代谢调控角度分

析,FABP4 基因作为重要的脂质伴侣蛋白,通过

介导脂肪酸转运和脂滴形成过程,促进老年个体

特征性的脂质异常蓄积和胰岛素抵抗[21,22] 。 在

炎症调控层面,FABP4 基因能够特异性激活 NF-
κB 信号通路,显著上调 IL-6、TNF-α 等促炎因子
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