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研究报告                                                              

猪脂肪组织和原代脂肪细胞中 GPR43 基因的转录表达

规律 

侯增淼, 孙超 
西北农林科技大学动物科技学院, 杨凌 712100 

摘  要: 根据 GenBank 已发表的人、小鼠及大鼠 GPR43(G protein-coupled receptor 43)基因序列, 设计并合成一对引物, 

RT-PCR 扩增获得猪 GPR43 基因 cDNA, 并利用 PCR 技术检测该基因在不同猪种、不同发育阶段、不同部位脂肪组织

及原代脂肪细胞中的转录表达规律。结果显示, 成功克隆猪 GPR43 cDNA 片段, 长度为 486 bp (GenBank 登陆号为

EU122439); 同源性分析发现, 猪 GPR43 与人、小鼠和大鼠同源性达 83%以上; GPR43 mRNA 表达量在脂肪型猪种上显

著高于瘦肉型猪种, 随月龄增长表达量逐渐上升, 且皮下脂肪表达量较内脏脂肪高; 在猪前体脂肪细胞诱导分化过程

中, GPR43 mRNA 表达量呈时间依赖性升高。揭示 GPR43 mRNA 表达与猪肥胖程度、年龄、脂肪沉积部位以及脂肪细

胞分化程度密切相关。 

关键词 : GPR43, 猪 , RT-PCR, 脂肪组织 , 原代脂肪细胞  

Transcriptional Expression of GPR43 Gene in Adipose Tissue 
and Primary Cultured Adipocytes of Pig 
Zengmiao Hou, and Chao Sun 

College of Animal Science and Technology, Northwest A & F University, Yangling 712100, China 

Abstract: GPR43 (G protein-coupled receptor 43) is a recently discovered short-chain free fatty acid receptor which plays important 
role in adipogenesis. Here we explored the transcriptional expression rule of GPR43 in porcine adipose tissue and primary cultured 
adipocytes. Partial cDNA of GPR43 was successfully cloned from swine by RT-PCR and the expression profile of GPR43 mRNA 
was studied from different types, different growing stages, and different sites of porcine adipose tissue as well as porcine primary 
cultured adipocytes. The results showed that porcine GPR43 shared high homology with human (89%), mouse (84%) and rat (83%). 
The expression level of GPR43 mRNA was significantly higher in adipose tissue of obese pigs than that of lean pigs, and also the 
expression level gradually increased with age. Further, the abundance of GPR43 mRNA level was higher in subcutaneous fat than in 
visceral fat. In addition, during the adipocytes differentiation, the expression of GPR43 mRNA increased in a time-dependent manner. 
These data indicated that GPR43 gene expression was relate to the site of adipose tissue, economic type, and age of pig as well as 
differentiating state of adipocytes, implying that GPR43 can be a potential factor to regulate adipogenesis. 

Keywords: GPR43, pig, RT-PCR, adipose tissue, primary cultured adipocyte 



1362    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech               August 25, 2008  Vol.24  No.8 

  

Journals.im.ac.cn 

游离脂肪酸(Free fatty acid, FFA)作为机体的一

种重要能量来源, 其生理功能的多样性及与某些疾

病的相关性长期以来倍受人们关注, 但由于特异性

膜受体一直未被发现, 所以关于其分子机制的认识

无法深入。最近研究表明, 孤儿型 G 蛋白偶联受体

GPR43 是短链游离脂肪酸的受体 [1−3], 其编码基因

定位于人类第 19 号染色体 19q13.1, 与 GPR40、

GPR41 和 GPR42 串联排列于 CD22 基因的下游[4]。

Nilsson 等[2] (2003)研究发现, GPR43 在白细胞前体

细胞分化为单核细胞或嗜中性粒细胞时大量表达 , 

提示 GPR43 在白细胞激活和分化过程中具有重要作

用, 而 Hong 等[5](2005)报道, 短链脂肪酸(C2-C3)经

GPR43 促进脂肪生成, 抑制脂解, 揭示了 GPR43 在

代谢性疾病中有着非常重要的作用, 例如肥胖、糖

尿病和代谢综合症等。家猪具有较强的脂肪沉积能

力 , 是研究脂肪组织形成与发育的极好材料 , 也是

研究肥胖遗传特性的理想动物模型。本试验利用

RT-PCR 克隆猪 GPR43 基因 cDNA, 分析检测不同猪

种、不同发育阶段和不同部位猪脂肪组织 GPR43 

mRNA 表达规律, 并测定 GPR43 在猪原代脂肪细胞

分化过程中的转录表达时序变化 , 为进一步研究

GPR43 在脂代谢中的作用机理提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  试验动物 

2、5、10 月龄关中黑猪、大白猪各 5 头由西北

农林科技大学畜牧场提供, 取皮下脂肪组织和内脏

脂肪组织, 立即在液氮中冷冻。初生长白仔猪(陕西

杨凌光明猪场)无菌条件下取颈部皮下脂肪, 用于细

胞培养。 

1.1.2  试剂 
DMEM、F12 培养基(GIBCO), I 型胶原酶(Sigma), 

胎牛血清 (杭州四季青 ), 牛血清白蛋白 (Amersco), 
氢化可的松、转铁蛋白、重组牛胰岛素 (Sigma), 

RNA 提取试剂盒 TRIZOL(Invitrogen), 反转录试

剂盒 RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit 
(Fermentas), Taq 酶(Fermentas), dNTP (西安沃尔森

生物公司), 普通琼脂糖 DNA 回收试剂盒购自(天
根生化公司), pMD19-T vector(TaKaRa)、E. coli DH 

5α为本实验室保存、质粒小提试剂盒 (天根生化 
公司)。  

1.2  方法 
1.2.1  前体脂肪细胞培养及处理 

无菌采集初生仔猪脂肪组织, 剪成 1 mm3 左右

的小组织块, 加入胶原酶消化液置 37°C 振荡摇床内

温育 60~80 min, 加有血清培养液终止消化, 过孔径

为 200 目的不锈钢细胞筛, 2000 r/min 离心 5 min, 弃

上清, 沉淀物用无血清培养液重悬, 1000 r/min 离心

10 min, 弃上清 , 沉积的细胞团块用基础培养液制

成细胞悬液, 细胞以 5×104 个/cm2 密度接种至 6 孔

培养板内, 置于 37oC, 5% CO2 培养箱内培养。培养

24 h 后取出换用脂肪细胞诱导分化液继续培养, 每
隔 2 d 换液 1 次[6]。 

1.2.2  引物设计 
根据 GenBank 已发表的人、小鼠及大鼠 GPR43 

基因序列, 按照引物设计原则, 利用 Primer Premier 
5.0 软件, 设计 GPR43 基因 PCR 扩增引物, 克隆测

序后 , 在保守区重新设计一对引物 , 以增强其针对

性及特异性, 并同时设计内参 β-actin 及 PPARγ扩增

引物。引物均由上海生物工程技术服务有限公司合

成, 序列见下表:  
1.2.3  总 RNA 的提取及 cDNA 第一链的合成 

按照 TRIZOL总 RNA 提取试剂盒说明书提取各

组织及诱导分化的第 0、2、4、6、8 d 原代脂肪细

胞 RNA, 提取完成之后, 用 1%的琼脂糖凝胶进行检

测, 并用反转录试剂盒合成第一条链 cDNA。 

表 1  PCR 引物参数 
Table 1  Parameter of PCR primers 

Gene Primer (5′–3′) Tm (oC) Product sizes (bp)

GPR43 (used for cloning) F: CCTTGATCCTCATGGCTTAC 
R: ATCGGTGAAGTTCTCGTAGC 60.0 486 

GPR43 (used for quantization) F: ACCCATCCACATCCTCCTGC 
R: GCTGCTGTAGAAGCCGAAACC 60.4 151 

PPARγ F: ACCACTCGCATTCCTTTGAC 
R: CCACAGACTCGGCACTCAAT 52.1 261 

β-actin F: ACTGCCGCATCCTCTTCCTC 
R: CTCCTGCTTGCTGATCCACATC 53.8 399 
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1.2.4  PCR 扩增 

PCR 反应体系: 25 μL 反应体系中含有 14.3 μL

灭菌的 ddH2O 、 2.5 μL 10×PCR buffer, 2.5 μL     
2.5 mmol/L dNTP Mix, 2.5 μL 25 mmol/ L MgCl2,   
1 μL 10 μmol/L Primer , 1Ⅰ  μL 10 μmol/L Primer , Ⅱ

0.2 μL 0.5 u/μL Taq 酶, 1 μL cDNA 模板, 利用

MyCyclerTM Thermal Cycler (BIO-RAD)梯度 PCR 仪

进行扩增(反应条件及各基因引物参数见表 1)。 

1.2.5  基因的分离和克隆 

利用普通琼脂糖 DNA回收试剂盒, 按产品说明

书, 从 1.5%普通琼脂糖凝胶上回收特异性条带, 回

收产物连接于 pMD-19T 载体, 转化感受态 E. coli 

DH5α, 涂布平板, 进行蓝白斑筛选, 挑取阳性克隆

接种于 10 mL LB 培养基中, 过夜培养后用质粒小提

试剂盒抽提质粒 DNA(碱裂解法), PCR 扩增初步鉴

定重组质粒, 经鉴定阳性质粒送上海生物工程技术

服务有限公司测序[7]。  

1.2.6  GPR43 基因表达量的 PCR 检测 

根据定量原理采用与实时定量 PCR 类似的方法

进行基因表达量的测定。对于每一个样品, 用同一

体系分装于 6 个 EP 管中, 在同一反应条件下扩增, 

在 10、15、20、25、30 和 35 循环时各取出一管, 进

行琼脂糖凝胶电泳, SynGene Bio-image system 凝胶

成像系统分析图像, 测定各条带的 OD值, 然后用管

家基因对目的基因表达量进行较正, 在 6 种不同循

环次数中, 选取同一循还次数下不同样品之间差异

最大时的较正值进行统计分析。 

1.2.7  数据统计分析 

采用 SPSS13.0 统计分析软件 One-way ANOVA

进行方差分析与显著性检验。 

2  结果与分析 

2.1  猪 GPR43 基因克隆及测序 
对提取的关中黑猪脂肪组织 RNA 进行 1.0%琼

脂糖凝胶电泳检测(图 1)。结果显示, 5S、18S 和 28S

三条带清楚可见, 条带整齐, 表明其完整性较好。 

利用 RT-PCR 技术扩增猪 GPR43 基因, 产物经

琼脂糖凝胶电泳, 显示扩增得到大约 486 bp 左右的

片段, 与设计的产物大小很相近(图 2)。利用普通琼

脂糖 DNA 回收试剂盒, 回收目的条带, 连接载体克隆, 

并送交测序公司测序, 经过正反 2 个测序反应, 得到

486 bp 核苷酸序列, GenBank 登陆号为: EU122439。 

 

图 1  猪脂肪组织总 RNA 电泳图谱 
Fig. 1  Electrophoresis profiles of total RNA from adipose 

tissue of pig 

 

图 2  GPR43 基因 PCR 产物的电泳图谱 
Fig. 2  Electrophoresis profiles of GPR43 PCR product 

 

2.2  GPR43 基因同源性比对及序列分析 
将测序所得序列与 GenBank 已发表的 GPR43

基因序列进行比对 , 结果发现 , 本试验克隆的猪

GPR43 基因与人、小鼠和大鼠 GPR43 基因的同源性

分别为 89%、83%和 84%。 

序列利用 GenBank中的 CDD分析, 所得结构如

图 3, 克隆的基因序列含有 G 蛋白偶联受体家族成

员基本的 7-跨膜受体结构域(7tm_1)。 

2.3  猪脂肪组织中 GPR43 基因 mRNA 表达规律 
不同猪种、不同发育阶段、不同部位脂肪组织

的 GPR43 基因及管家基因 β-actin, 筛选出最佳扩增

温度后, 利用梯度 PCR 仪进行同批次扩增, 在 35 循

环时均进入平台期, 在 30 循环时各样本之间 GPR43  

 

图 3  GPR43 结构域分析 
Fig. 3  The structure domain analysis of GPR43 
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图 4  不同循环次数各组织 GPR43 mRNA 表达量电泳图谱 
Fig. 4  Electrophoresis profiles of GPR43 mRNA expression in different cycles 

 
mRNA 表达量差异最大(图 4), 所以, 都以 30 个循环

为最佳扩增条件, 在这一循环时不同样本间 GPR43 

mRNA 表达量具有试验分析意义。 

2.3.1  不同猪种脂肪组织 GPR43 mRNA 表达 

不同猪种 (脂肪型、瘦肉型 )脂肪组织 GPR43 

mRNA 表达丰度见图 5, 脂肪型猪种脂肪组织

GPR43  mRNA 表达量显著高于瘦肉型猪种脂肪组

织 (P<0.01), 呈现出随着猪肥胖程度增加 GPR43 

mRNA 表达量升高的规律。 

 

图 5  脂肪型和瘦肉型猪种脂肪组织 GPR43 mRNA 的表达 
Fig. 5  Expression of GPR43 mRNA in adipose tissue from 

obese and lean pig (n=5) 
1: adipose tissue from lean pig; 2: adipose tissue from obese pig;  

** refers to significant difference at the level of P<0.01 
 

2.3.2  不同月龄猪脂肪组织 GPR43 mRNA 表达 

不同月龄猪脂肪组织 GPR43 mRNA 表达丰度

测定结果见图 6, 从 2 月龄、5 月龄到 10 月龄, GPR43  

mRNA 表达量逐渐升高, 10 月龄猪 GPR43 mRNA 表

达量显著高于 5 月龄和 2 月龄(P<0.05), 但 5 月龄较

2 月龄表达量升高不显著(P>0.05)。 

2.3.3  不同部位猪脂肪组织 GPR43 mRNA 表达 

不同部位脂肪组织(皮下脂肪、内脏脂肪)GPR43 

mRNA 表达见图 7, 皮下脂肪中 GPR43 mRNA 表达

量显著高于内脏脂肪(P<0.01)。 

 
图 6  不同月龄猪脂肪组织 GPR43 mRNA 的表达 

Fig. 6  Expression of GPR43 mRNA in adipose tissue from pigs 
at different months of age(n=5) 

* refers to significant difference at the level of P<0.05 

 

图 7  不同猪脂肪组织中 GPR43 mRNA 的表达 
Fig. 7  Expression of GPR43 mRNA in different adipose tissues 

from pig (n=5) 
1: subcutaneous fat; 2: visceral fat; ** refers to significant difference 

at the level of P<0.01 
 

2.4  猪原代脂肪细胞分化过程中 GPR43 及分化标

志基因 mRNA 表达规律 
研究猪原代脂肪细胞诱导分化后 GPR43与分化

标志基因过氧化物酶体增殖物激活受体γ (PPARγ) 

mRNA 表达变化, 仍用上述定量方法, 30 循环为最

佳扩增条件。结果见图 8, 分化开始时 GPR43 mRNA

表达量较低 , 之后逐渐升高 , 第 6 天达到最高

(P<0.05)。PPARγ mRNA 表达量呈现时间依赖式升高

(P<0.05)。 
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图 8  猪原代脂肪细胞分化过程中 GPR43 与 PPARγ mRNA 表达 
Fig.8  Expression of GPR43 and PPARγ mRNA in porcine adipocyte differentiating(n=5) 

The values with different superscript letter are significant (P<0.05) 
 

3  讨论 

G 蛋白偶联受体 (G protein-coupled receptors, 

GPCRs)是细胞表面最大的受体超家族, 又称七α螺

旋跨膜蛋白受体, 在介导细胞间信号转导过程中起

着十分重要的调控作用[8]。GPR43 是 G 蛋白偶联受

体家族中的一员 , 最初在寻找新的甘丙肽(Galanin)

受体亚型时克隆获得 [4], 现已证明在脂肪组织有较

高水平表达[5]。本研究根据已发表的 GPR43 基因序

列, 设计并合成 PCR 引物, 利用 RT-PCR 技术从猪

脂肪组织中成功克隆 GPR43 基因的 cDNA, 经测序

后同源性比对发现, 与人、小鼠和大鼠 GPR43 基因

的同源性分别为 89%、83%和 84%; 结构分析结果显

示, 含有 G 蛋白偶联受体家族的 7-跨膜受体结构域。 

关中黑猪是我国上世纪 70 年代选育品种, 其生

长速度慢、脂肪沉积快, 属脂肪型猪种; 大白猪是国

外引进品种 , 生长速度快 , 脂肪沉积慢 , 属瘦肉型

猪种。本试验通过检测这两种不同猪种、不同发育

阶段及不同部位脂肪组织 (皮下脂肪和内脏脂肪 ) 

GPR43 mRNA 表达量, 发现脂肪型猪种表达量显著

高于瘦肉型猪种。Hong 等[5](2005)研究发现, 用高脂

日粮饲喂小鼠, 其脂肪组织 GPR43 mRNA 表达量显

著高于用普通日粮饲喂的小鼠, Leonard 等[9](2006)

相继报道, GPR43 mRNA表达量在 db/db糖尿病小鼠

和 ob/ob 肥胖小鼠中上调, 这与本试验结果相一致, 

因脂肪型猪种脂肪沉积能力显著强于瘦肉型猪种[10], 

说明 GPR43 表达量与个体肥胖程度可能存在相关性, 

GPR43 表达量升高可能是造成肥胖型猪种脂肪细胞

增殖及脂肪沉积速率较瘦肉型猪种快的诱因之一 , 

脂肪型猪种与瘦肉型猪种脂肪沉积能力的不同, 可

能与 G 蛋白偶联受体家族成员基本的 7-跨膜受体结构

域序列差异有关, 但其具体机理尚待进一步研究。 

猪脂肪组织生长发育具有一定规律, 在生长发

育的早期 , 一般是以细胞的增殖为主 , 而在生长发

育的后期则主要是细胞的肥大。Anderson 等[11] (1973)

报道, 1~2 月龄猪脂肪组织的增长主要是脂肪细胞数

目的增加, 5~6.5 月龄时脂肪组织的增加则主要表现

为脂肪细胞体积的增大, 所以, 本试验选取 2、5 和

10 月龄 3 个阶段猪脂肪组织研究 GPR43 mRNA 表

达规律, 结果显示, 5 月龄较 2 月龄 GPR43 mRNA 表

达量无显著变化, 但 10 月龄较 5 月龄 GPR43 mRNA

表达量显著增加, 这说明, GPR43 表达量的增加, 可

能影响脂肪细胞的肥大而非脂肪细胞的增殖。另有

证据表明 , 随着猪年龄增长 , 脂肪组织脂解率逐渐

下降[12], Hong 等[5](2005)报道, 短链游离脂肪酸可通

过 GPR43 抑制脂肪细胞中异丙肾上腺素介导的脂解

作用, 这与本试验结果一致, GPR43 可能具有抑制

猪脂肪细胞脂解作用。另外, 内脏脂肪 GPR43 表达

量显著低于皮下脂肪可能是由于内脏脂肪组织脂解

能力强于皮下脂肪[13−15], 这进一步说明了 GPR43 在

调控机体脂肪代谢过程中可能承担着重要作用。所

以我们推测 GPR43 表达量上调, 可增大脂肪细胞

的体积并且抑制脂肪分解, 从而促进脂肪的沉积。 

PPARγ 是体内脂肪形成的必需转录因子, 其在

促使脂肪细胞停止生长、引发细胞分化、维持成熟

脂肪细胞分化表型等方面起着关键性作用 [16]。在
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升高, GPR43 表达量也逐渐上调[5], 这与本试验结果

一致, GPR43 表达量随原代培养的猪脂肪细胞分化

呈时间依赖性增加, 第 6 天表达量达到最大值, 说

明 GPR43 在猪脂肪细胞分化过程中具有重要作用, 

随着 PPARγ表达量上调, GPR43 表达量很快维持在

一个较高水平。 

自 1997 年分离并克隆出 GPR43 基因后, 对于

GPR43 的研究主要集中在对免疫系统的影响等方面, 

直到 2005 年发现其在脂肪组织中有大量表达后 , 

GPR43 在脂肪中的作用机制才逐渐引起人们的关

注。本研究首次克隆猪 GPR43 基因 cDNA 序列, 初

步探讨了其在猪脂肪组织和原代脂肪细胞中的表达

规律, 但 GPR43 促进脂肪沉积和脂肪细胞分化的具

体机理仍有待进一步研究。 
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27 年前，美国发现了首例艾滋病患者。如今，全球已有超过 4000 万人感染了 HIV-1——艾滋

病的罪魁祸首，而每年被艾滋病夺去生命的人数已经超过 300 万。尽管关于 HIV-1/艾滋病的研究已

有所进展，但许多关键科学问题仍有待阐释。本书汇集了来自 14 个国际研究团队的顶尖病毒专家

的文章，呈现了关于引导 HIV-1 表达、复制和发病的分子机制的最新理解。这些世界知名的研究者

们通过精妙的描写、生动的叙述，向读者展示了他们对于 HIV-1 在人类中引发疾病程序的最新发现。 


