
 

徐谷莉, 黎镜聪, 顾婷, 等. FSTL1 基因促进猪前体脂肪细胞分化成脂的机制 [J]. 华南农业大学学报, 2020, 41(1): 54-60.
XU Guli, LI Jingcong, GU Ting, et al. Mechanism of FSTL1 gene promoting porcine preadipocyte differentiation and lipogenesis[J]. Journal of South China
Agricultural University, 2020, 41(1): 54-60.

FSTL1 基因促进猪前体脂肪细胞

分化成脂的机制

徐谷莉，黎镜聪，顾　婷，蒋方毅，王　翀
(国家生猪种业工程技术研究中心 /广东省动物基因组学与分子育种重点实验室/

华南农业大学 动物科学学院，广东 广州 510642)

摘要: 【目的】构建猪 FSTL1 基因过表达载体和 RNAi载体，探究 FSTL1 基因对猪前体脂肪细胞分化成脂的作用及

机制。【方法】通过构建 FSTL1 基因过表达载体和 RNAi载体，在猪前体脂肪细胞中过表达、干扰 FSTL1 基因并诱

导其分化，测定细胞中甘油三酯含量以及脂肪细胞分化相关调节基因的 mRNA表达量。【结果】成功克隆得到猪

FSTL1 基因 cDNA序列，其开放阅读框全长 924 bp，并将序列提交到 GenBank，登录号为 KF021281。成功构建猪

FSTL1 基因的过表达载体 pcDNA3.1-FSTL1和 RNAi载体 pSilencer  4.1-491以及 pSilencer  4.1-530。过表达

FSTL1 基因促进了猪前体脂肪细胞中甘油三酯生成，干扰 FSTL1 基因抑制了猪前体脂肪细胞中甘油三酯的生成。

FSTL1 在猪前体脂肪细胞中使 PPARγ2 和 AP2 基因表达分别上调了 73%和 113%，使 LPL、Adiponectin 和

FASN 等基因表达分别下调了 44%、79%和 16%。【结论】FSTL1 基因通过上调 PPARγ2 和 AP2 基因，下调 LPL、

Adiponectin 及 FASN 基因的表达，促进猪前体脂肪细胞的分化，提高猪前体脂肪细胞中甘油三酯的含量。
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Mechanism of FSTL1 gene promoting porcine preadipocyte
differentiation and lipogenesis

XU Guli, LI Jingcong, GU Ting, JIANG Fangyi, WANG Chong
(National Engineering Research Center for Breeding Swine Industry/Guangdong Provincial Key
Laboratory of Agro-Animal Genomics and Molecular Breeding/College of Animal Science,

South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China)

Abstract: 【Objective】To  construct  the  overexpression  vector  and  RNAi  vector  for  porcine FSTL1  gene,  and

investigate the role and mechanism of FSTL1 gene on the differentiation of porcine preadipocytes.【Method】We

constructed  the  overexpression  vector  and  RNAi  vectors  of  FSTL1  gene,  transfected  the  vectors  into  porcine

preadipocytes,  and then induced differentiation of  preadipocytes.  Triglyceride content  and the mRNA expression

levels  of  adipocyte  differentiation-associated  genes  were  measured.【Result】The  cDNA  sequence  of  porcine

FSTL1  gene  was  successfully  cloned,  the  length  of  open  reading  frame  was  924  bp,  and  the  sequence  has  been

submitted  to  GenBank  with  the  login  ID  of  KF021281.  The  overexpression  vector  pcDNA3.1-FSTL1  and  the
 

 
 

收稿日期：2019–03–25　　网络首发时间：2019–12–19 14:19:15

网络首发地址：http://kns.cnki.net/kcms/detail/44.1110.s.20191217.1722.012.html

作者简介：徐谷莉 (1992—)，女，硕士研究生，E-mail: 2386205622@qq.com； 通信作者： 王　翀 (1968—)，女，教授，
博士，E-mail: betty@scau.edu.cn

基金项目：广东省教育厅基础研究重大项目及应用研究重大项目 (2017KZDXM009)；现代农业产业共性技术创新团队项目
(2018LM2150)

 

华南农业大学学报 Journal of South China Agricultural University 2020, 41(1): 54-60 DOI: 10.7671/j.issn.1001-411X.201903042

 
 

mailto:2386205622@qq.com
mailto:betty@scau.edu.cn
http://dx.doi.org/10.7671/j.issn.1001-411X.201903042


RNAi vectors pSilencer 4.1-491 and pSilencer 4.1-530 of the porcine FSTL1 gene were successfully constructed.

Overexpressed FSTL1  gene  promoted  triglyceride  content  in  porcine  preadipocytes,  whereas  triglyceride  content

was reduced after FSTL1 gene was interfered. FSTL1 up-regulated the mRNA expression level  of PPARγ2, AP2

genes by 73% and 113% respectively, and down-regulated LPL, Adiponectin and FASN genes by 44%, 79%, and

16% respectively.【Conclusion】The FSTL1 gene  promotes  the  differentiation  of  porcine  preadipocytes  through

up-regulating the mRNA expression of PPARγ2 and AP2 genes and down-regulating LPL, Adiponectin and FASN

genes, and increases triglyceride content in porcine preadipocytes.

Key words:  FSTL1 gene; porcine; preadipocyte; differentiation and lipogenesis; triglyceride
  

卵泡抑素相似蛋白 1(Follistatin-like protein 1，
FSTL1 ) 基因，又名转化生长因子 β1 诱导蛋白

36(TGF-β1-stimulated clone 36，TSC-36)基因，该基

因编码的蛋白与卵泡抑素蛋白 (一种 BMP-4 结合

蛋白) 相似，最初是从小鼠成骨细胞系 MC3T3-
E1 克隆而来[1]。最近，FSTL1 被鉴定为一种新型炎

症蛋白[2]，能促进免疫细胞合成促炎细胞因子和趋

化因子[3-4]。FSTL1 在炎性疾病的动物模型中介导

促炎症事件[5-6]，尤其在胶原诱导的小鼠关节炎中[7]，

血清 FSTL1的水平与关节炎的严重程度相关。FSTL1
在炎症条件下表达量升高并在治疗后表达量降低[4]。

也有研究发现 FSTL1蛋白对心脏具有保护作用，在

心脏压力超负荷后能减轻心脏肥大症状[8]，并可预

防心脏缺血性损伤，其机理可能是通过 AMP
依赖的蛋白激酶 (Adenosine 5′-monophosphate-
activated protein kinase，AMPK)抑制血管平滑肌细

胞 (Vascular smooth muscle cell，VSMC) 的增殖和

迁移，而 FSTL1能通过激活 AMPK磷酸化，抑制促

炎因子表达引起的细胞凋亡[8-9]。此外，在肥胖者的

血清中，FSTL1的表达水平高于正常人血清中的水

平[10]，表明 FSTL1可能是肥胖者炎症反应的潜在因

子，参与调控肥胖相关性脂肪组织慢性炎症和胰岛

素抵抗的发生。刘锐等[11] 发现，FSTL1 基因在猪中

编码的蛋白是除苏门答腊猩猩和黑猩猩外，与人的

FSTL1 基因编码的蛋白相似性最高的蛋白序列，

另外，FSTL1 基因在 1 日龄长白猪的皮下脂肪组织

中表达量较高，但其在脂肪发育中的作用机制尚不

清楚。

前体脂肪细胞的分化受到一系列转录因子的

精细调控，其成功分化为脂肪细胞的标志是脂滴的

产生，而脂肪细胞中的脂滴是由甘油三酯和胆

固醇酯组成的[12]。过氧化物酶体增殖物激活受体 γ
(Peroxisome proliferator-activated receptor gamma，
PPARγ) 和脂肪细胞蛋白 2(Adipocyte protein 2，
AP2) 是前体脂肪细胞转化为脂肪细胞的重要标志

蛋白[13]；脂蛋白脂肪酶 (Lipoprotein lipase，LPL) 可
以将甘油三酯分解成 2 种游离脂肪酸和 1 种单酰

甘油分子[14]；脂联素 (Adiponectin)在糖脂代谢中有

着重要的作用，主要参与脂肪酸分解[15]；脂肪酸合

酶 (Fatty acid synthase，FASN)的表达也会促进细胞

甘油三酯的降解[16-17]。

本研究以猪前体脂肪细胞为模型，在体外过表

达和干扰 FSTL1 基因，利用甘油三酯测定试剂盒

和 RT-qPCR检测 FSTL1 基因对猪前体脂肪分化成

脂的影响，为进一步研究 FSTL1 基因在猪机体脂肪

组织生长发育中的功能奠定基础，为后续 FSTL1 基

因对脂肪累积相关代谢疾病等研究提供理论依据。

1   材料与方法

1.1    材料

1 日龄长白小公猪购自广州市良种猪场；胎牛

血清 (FBS)、胰酶等细胞培养试剂均购于 GIBCO公

司；LipofectamineTM 3000在 Invitrogen公司购买；氨

苄青霉素 (Amp)、胰岛素 (INS) 等小分子试剂均购

于 Sigma 公司；大肠埃希菌 Escher i ch ia  co l i
DH5α 感受态细胞购于天根生化科技有限公司；T4
DNA 连接酶、限制性内切酶购于 F e rmen t a s
(MBI) 公司；质粒相关试剂盒均购于 Omega 公司；

反转录试剂和定量试剂购于 TaKaRa 公司；组织甘

油三酯酶法测定试剂盒购于普利莱基因技术有限

公司。

1.2    猪前体脂肪细胞体外培养和诱导分化

将小猪处死后采集背部皮下脂肪组织。用含体

积分数为 1% 双抗的 PBS 缓冲液清洗，剪碎，经

Ⅰ型胶原酶消化 1 h，过 40 μm筛，离心后用完全培

养液吹打均匀，将细胞悬液接种于底面积为 75 cm2

的培养瓶，置于 37 ℃、湿度为 95%、CO2 体积分数

为 5%的培养箱中培养，24 h后换液。

将猪前体脂肪细胞接板培养，每 2   d 换液

1次。待细胞生长融合 2 d后，用 DMEM / F12培养
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基+10%(φ)FBS+0.5%(φ) 双抗+5 μg/mL INS+
0.5 mmol/L 3−异丁基−1−甲基黄嘌呤 (IBMX)+
1 μmol/L 地塞米松 (DEX)+0.1 μmol/L 罗格列酮

(RSG) 诱导分化 4 d，每 2 d 换液 1 次，随后用

DMEM/ F12+10%(φ) FBS+0.5%(φ) 双抗+5 μg/mL
INS+0.1 μmol/L RSG 继续培养到第 8 天，每 2 d 换

液 1次。

1.3    载体的构建

1.3.1    pcDNA3.1-FSTL1 载体构建　以 1日龄长白

公猪肺部组织 cDNA为模板扩增过表达片段，片段

长度 1 342 bp，上游引物：5′-CCCACCTTCCC
TTAGAGC-3′；下游引物：5′-TCACTGCCTGC
ACTCCCT-3′。继而在引物两端添加酶切位点：在上

游引物的 5′端添加酶切位点 EcoRⅠ(识别位点为

GAATTC) 及在下游引物 5′端添加酶切位点 XhoⅠ

(识别位点为 CTCGAG)，酶切引物序列如下：上游

引物：5′-CCGGAATTCCCCACCTTCCCTTAGAGC-3′；
下游引物：5′-CCGCTCGAGTCACTGCCTGCACTCC
CT-3 ′。用限制性内切酶 E c oRⅠ和  X h oⅠ将

FSTL1 基因回收片段及质粒 pcDNA3.1 (+) 双酶切

后连接得到 pcDNA3.1-FSTL1 质粒。利用菌液

PCR、双酶切及测序进行质粒鉴定。

1.3.2    pSilencer 4.1-491 和 pSilencer 4.1-530 沉默子

构建　首先利用在线设计软件 [http://www.ambion.
com(Ambion 公司)]，根据干扰载体 pSilencer 4.1-
CMV neo中 RNAi的设计原则设计 2段 shRNA，其
目标干扰位点分别为 491：CCAGCGAATTTCTGAAA
TT 和 530：CCATCAACATCACTACCTA，BLAST
后证实与 FSTL1 基因以外的其他基因无同源性。

靶基因 FSTL1 的 shRNA干扰片段序列如表 1所示。

Oligo序列退火后形成DNA双链，将DNA片段和

pSilencer 4.1-CMV neo质粒用限制性内切酶 BamHⅠ
和 HindⅢ进行酶切后，用 T4连接酶连接得到 pSilencer
4.1-491和 pSilencer 4.1-530载体。测序鉴定。

1.4    RT-qPCR
按 Invitrogen 的 LipofectamineTM 3000 转染试

剂说明书分别将质粒 pcDNA3.1、pcDNA3.1-
FSTL1、pSilencer 4.1-NC、pSilencer 4.1-491 和

pSilencer 4.1-530转染到猪前体脂肪细胞中，24 h后
提取 RNA，RT-qPCR检测 FSTL1 基因的表达。

根据猪 FSTL1 基因及 NCBI 网站上猪的基因

编码序列，应用 Primer Premier 5.0 软件，按照 RT-
qPCR 引物设计要求设计相应的引物，由华大基因

合成。各基因引物参数见表 2。RT-qPCR结果采用

2−△△Ct 法进行基因相对表达量分析。

1.5    数据统计与分析

利用 SPSS17.0 进行单因素方差分析，结果取

3个重复的平均值±标准误用于分析，并采用Duncan’ s

法和 t 检验进行差异显著性分析。

2   结果与分析

2.1    猪前体脂肪细胞中成功过表达 FSTL1
将重组质粒 pcDNA3.1-FSTL1 载体进行菌液

PCR 验证，得到与预期大小相符合的 PCR 产物；将

阳性菌的重组质粒 pcDNA3.1-FSTL1 进行双酶切

验证，发现 FSTL1 基因片段已经成功插入到表达载

体 pcDNA3.1(+)；将双酶切鉴定正确的 pcDNA3.1-
FSTL1质粒进行测序，测序结果同样表明猪 FSTL1
基因过表达载体 pcDNA3.1-FSTL1构建成功，可应

用于后续试验。将猪 FSTL1 基因序列提交到GenBank，
登录号为 KF021281。

在体外培养猪前体脂肪细胞中转染过表达载

体 pcDNA3.1-FSTL1，RT-qPCR 结果显示，过表达

组 FSTL1 基因的 mRNA表达量显著升高至对照组

的 24 倍，说明在猪前体脂肪细胞中成功过表达

FSTL1 基因 (图 1)。

 

表 1   FSTL1基因 shRNA Oligo 序列

Table 1    shRNA Oligo sequence of FSTL1 gene
 

Oligo名称

Oligo name
Oligo序列1)(5′→3′)
Oligo sequence

shRNA-491 Top GATCCCCAGCGAATTTCTGAAATTTTCAAGAGAAATTTCAGAAATTCGCTGGAGA

shRNA-491 Bottom AGCTTCTCCAGCGAATTTCTGAAATTTCTCTTGAAAATTTCAGAAATTCGCTGGG

shRNA-530 Top GATCCCCATCAACATCACTACCTATTCAAGAGATAGGTAGTGATGTTGATGGCAA

shRNA-530 Bottom AGCTTTGCCATCAACATCACTACCTATCTCTTGAATAGGTAGTGATGTTGATGGG

　1) 斜体部分为酶切位点，下划线部分为靶序列，粗体部分为连接的loop结构

　1) The italicized parts are the enzyme digestion sites, the underlined parts are the target sequences, and the bold parts are the
connecting loop structures

  56 华南农业大学学报 (http://xuebao.scau.edu.cn/zr) 第 41 卷  

 

 
 

http://www.ambion.com
http://www.ambion.com
http://www.ambion.com
http://www.ambion.com


2.2    成功干扰猪前体脂肪细胞中 FSTL1 基因的

表达

重组质粒 pSilencer 4.1-491 和 pSilencer 4.1-

530经测序鉴定，其 shRNA序列与设计的序列完全

一致，表明猪 FSTL1 基因 RNAi载体构建成功。

将阴性对照质粒 pSilencer 4.1-NC 及重组质粒

pSilencer 4.1-491和 pSilencer 4.1-530进行转染，以

未处理的猪前体脂肪细胞作为空白对照组。RT-
qPCR 结果显示，与空白对照组相比，阴性对照质

粒 pSilencer 4.1-NC对 FSTL1 基因的相对表达量无

影响；重组质粒 pSilencer 4.1-491 和 pSilencer 4.1-
530组的 FSTL1 基因相对表达量与阴性对照组相比

分别降低了 52% 和 49%，差异显著，表明重组质粒

pSilencer 4.1-491和 pSilencer 4.1-530成功干扰猪前

体脂肪细胞中 FSTL1基因的 mRNA表达 (图 2)，其
中重组质粒 pSilencer 4.1-491 干扰组 FSTL1 基因

的 mRNA相对表达量更低。

将干扰效率较高的重组质粒 pSilencer 4.1-
491 转染猪前体脂肪细胞，RT-qPCR 检测结果显

示，与 0 h(即未转染时)相比，转染后 24、48、72和 96 h
时 FSTL1 基因 mRNA 的相对表达量分别降低了

61%、52%、57% 和 69%，与未转染时相比差异极显

著，表明重组质粒 pSilencer 4.1-491 能稳定干扰

FSTL1 基因的表达 (图 3)。

 

表 2   RT-qPCR 引物序列和扩增产物长度

Table 2    RT-qPCR primer sequences and product length
 

基因

Gene
引物序列(5′→3′)
Primer sequence

产物长度/bp
Product length

FSTL1 F：ATCCATCTTTCAACCCTCC 156

R：TCCCGTTCTGATTCTTTCC

GAPDH F：TCCCGCCAACATCAAAT 163

R：CACGCCCATCACAAACAT

PPARγ1 F：CATTCGCATCTTTCAGGG 134

R：GGACGCCATACTTTAGGA

PPARγ2 F：TGGTTGACACCGAGATGC 137

R：TGGAGTGGAAATGCTGGA

AP2 F：GACAGGAAAGTCAAGAGCACCA 228

R：CGGGACAATACATCCAACAGAGT

LPL F：TGCCCTGTAACTTCTACCCCA 208

R：GGCAAGTGTCCTCAACTGTGTC

Adiponectin F：TACCCCAGGCCGTGATGGCA 213

R：ACCCGAGTCTCCAGGCCCAC

FASN F：GGGCCCAGCATCACCATAGACA 228

R：GTTCGTGCCCGCATTGAGGAT
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“**”表示与对照相比差异显著 (P<0.01，t 检验)

“**” indicates significant difference with the control (P<0.01, t test)

图 1    RT-qPCR 检测 FSTL1基因过表达

Fig. 1    Overexpression of FSTL1 gene detected by RT-
qPCR
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2.3    FSTL1 促进脂肪细胞甘油三酯蓄积

在猪前体脂肪细胞中过表达和干扰 FSTL1 基

因 2 d，诱导分化，测定第 8 天细胞内甘油三酯含

量。结果 (图 4) 显示，过表达 FSTL1 基因显著提高

细胞中甘油三酯的含量；干扰后则显著降低细胞内

甘油三酯的含量。表明，FSTL1 基因促进猪前体脂

肪细胞内甘油三酯的蓄积。

2.4    FSTL1 促进脂肪细胞分化并抑制脂解相关基

因表达

在猪前体脂肪细胞中转染过表达和干扰 FSTL1
载体 2 d，诱导分化，收集分化 2 d 后的样品，RT-
qPCR 检测脂肪细胞分化相关调节基因 PPARγ1、
PPARγ2、AP2、LPL、Adiponectin 及 FASN 的 mRNA
相对表达量。结果表明，过表达 FSTL1 基因后，

PPARγ2 和 AP2 基因的 mRNA 表达量和对照组相

比分别上调了 73% 和 113%，差异极显著；LPL 与

FASN 基因的 mRNA 表达量和对照组相比下调了

44% 和 16%，差异显著；Adiponectin基因的 mRNA
表达量和对照组相比下调了 79%，差异极显著 (图 5)。
干扰 FSTL1 基因后，PPARγ1、LPL、FASN 基因的

mRNA表达量和对照组相比分别上调了 32%、88%、

103%，差异极显著；Adiponectin 基因的 mRNA表达

量上调了 49%，差异显著；而 PPARγ2 和 AP2 基因

的 mRNA表达量和对照组相比下调了 18%和 39%，

差异极显著 (图 6)。
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图 2    RNAi 载体干扰结果

Fig. 2    Results of RNAi vector interference
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图 3    pSilencer 4.1-491 干扰后不同时间 FSTL1 基因的

mRNA 相对表达量

Fig. 3    Relative mRNA expression of FSTL1 gene after
pSilencer 4.1-491 interference
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图 4    脂肪细胞甘油三酯含量

Fig. 4    Porcine adipocytes triglyceride content
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图 5    过表达 FSTL1 基因后脂肪细胞分化相关基因的

mRNA 相对表达量

Fig. 5    R e l a t i v e  m R N A  e x p r e s s i o n  o f  a d i p o c y t e
differentiation related genes after overexpression of
FSTL1 gene
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3   讨论与结论

2013年 Fan等[10] 发现，相较于野生型的正常小

鼠来说，肥胖小鼠中 FSTL1 的 mRNA 和蛋白表达

量都显著上调，说明 FSTL1促进小鼠肥胖。但 2018
年 Horak 等[18] 根据对肥胖与非肥胖中欧人群的调

查研究，发现肥胖受试者的血浆中 FSTL1糖蛋白水

平显著低于非肥胖受试者，FSTL1蛋白的表达量与

肥胖明显呈负相关，这与之前 Fan等[10] 的研究结果

相反。Horak 等[18] 推断，因为他们采用的肥胖受试

者是超级肥胖者 (Super obese)，与 Fan等[10] 的研究

相比，被检测机体的肥胖程度不同，过度肥胖导致

脂肪形成减少，因此无需持续表达 FSTL1来促进甘

油三酯的合成。本试验发现，过表达 FSTL1 基因能

够促进猪前体脂肪细胞中甘油三酯合成，该结果与

前期 Fan 等[10] 的研究结果类似，说明 FSTL1 能够

促进机体脂肪的合成。

2010年Wu等[19] 将 3T3-L1小鼠前体脂肪细胞

诱导分化后，2 d内 FSTL1 基因的 mRNA表达量显

著上调，第 3天 FSTL1 基因表达量开始下调，PPARγ
和 AP2 基因的表达显著上调，故提出糖蛋白 FSTL1
的下调是前脂肪细胞向脂肪细胞成功转化的强有

力标志。我们研究发现过表达 FSTL1 基因后，猪前

体脂肪细胞诱导分化 2 d后 PPARγ2 和 AP2 基因的

表达上调，与 Wu 等 [ 1 9 ] 研究结果类似；同时在

2017 年有报道发现敲除 3T3-L1 前脂肪细胞中的

FSTL1 基因会损害分化[20]，本研究中干扰 FSTL1 基

因后，PPARγ2和 AP2 基因表达下调，抑制分化，与

该报道结果一致，说明 FSTL1有利于前体脂肪细胞

分化成脂。

小鼠缺乏 LPL 会导致血液中甘油三酯含量的

升高[21]；过表达 Adiponectin 基因会导致脂肪细胞分

化受损，敲除 Adiponectin 基因则会促进脂肪细胞脂

滴蓄积[22]；2009年又有研究发现 LPL 和 Adiponectin
基因表达下调增强脂肪 3T3-L1 细胞分化[23]。本研

究过表达 FSTL1 基因和干扰 FSTL1 基因后，发现

FSTL1 基因使 LPL 和 Adiponectin 基因表达下调，

该结果与前期 Bauche 等 [22 ] 研究结果类似，说明

FSTL1 基因通过下调 LPL 和 Adiponectin 基因表达

促进脂肪细胞分化。

较低的 FASN mRNA 表达水平有利于肥胖个

体甘油三酯的转移、脂肪细胞脂质的积累和脂肪的

存储 [ 2 4 ]。本研究通过过表达 FSTL1 基因和干扰

FSTL1 基因发现，FSTL1 基因能抑制 FASN 表达，

与上述研究结果类似，说明 FSTL1 基因通过抑制

FASN的表达促进脂肪的蓄积。

综上所述，本研究发现 FSTL1 基因可通过上

调 PPARγ2 和 AP2 基因，下调 LPL、Adiponectin、
FASN 基因的表达，促进猪前体脂肪细胞的分化成

脂，抑制细胞甘油三酯的降解，从而提高脂肪细胞

中甘油三酯含量。
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