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高脂饮食对幼年大鼠小肠组织 FABP2 mＲNA
表达的影响
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摘要: 目的 检测幼年大鼠在应答高脂饮食时，小肠组织 FABP2 mＲNA 的表达
情况，探讨 FABP2 的表达与幼年大鼠肥胖发生、发展的相关性。方法 建立幼年大
鼠肥胖模型，采用 SYBＲ Green I荧光染料实时荧光定量 PCＲ 方法检测、分析幼年大
鼠十二指肠、空肠和回肠组织中 FABP2 mＲNA 的表达情况;全自动生化分析仪检测
血清生化指标的变化。结果 无论是对照组还是肥胖组大鼠，FABP2 mＲNA 的表达
水平在回肠最高，空肠次之，十二指肠最低，差异具有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; 与对照
组比较，肥胖组大鼠十二指肠、空肠和回肠组织中 FABP2 mＲNA 表达水平均明显降
低，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ;且肥胖组大鼠血清 TG 和血糖水平显著升高( P ＜
0. 05) 。结论 FABP2 基因在小肠组织不同区段表达量不同; 高脂饮食使幼年大鼠
小肠组织 FABP2 mＲNA表达水平降低，体重增加，血清 TG水平升高，提示 FABP2 参
与了脂类代谢，与幼年肥胖的发生、发展可能具有一定的关系。
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Effects of high-fat diet on FABP2 mＲNA expression in small intestinal
tissue of young rats

XU Yunpeng，WANG Wendong，HAO Min，ZHANG Xiaolei，GAO Xue，CHANG Xiaotong
Department of Biochemistry，Hebei North University，Zhangjiakou 075000，China

Abstract: Objective To measured FABP2 mＲNA expression of small intestinal
tissue of young rats in response to high-fat diet，and to explore the correlation between
FABP2 mＲNA expression and child obesity in rats．Methods The young obese rat models
were set up by high-fat diet-induced method． Then the expression levels of FABP2 mＲNA
in duodenum，jejunum and ileum tissues of young rats were detected and analyzed using
SYBＲ Green-I real time fluorescence quantitative PCＲ method． The serum biochemical
indicators were assessed with an automatic biochemical Analyzer． Ｒesults In both
control group and obesity group，the expression levels of FABP2 mＲNA were highest in
the ileum，intermediate in the jejunum，and lowest in the duodenum both the control
group and the obesity group，there were significant differences among them ( P ＜ 0. 05 ) ．
Compared with control group，the expression levels of FABP2 mＲNA in obesity group were
significantly decreased ( P ＜ 0. 05) ; and the levels of blood glucose and serum TG in the
obesity group were significantly higher ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion FABP2 mＲNA
expression was different in diverse segments of intestinal tissue． Feeding high-fat diets
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allowed rats to reduce the expression levels of FABP2 mＲNA in small intestinal tissue，

meanwhile，the rats gained weight and elevate serum TG levels． It suggests that FABP2
involves in lipid metabolism，and is associated with the development of childhood obesity．

Key words: high-fat diets， young rat， intestinal fatty acid-binding protein，

Fluorescent quantitative real time PCＲ

儿童肥胖多属于单纯性肥胖症，即一种无明

显病因可寻的机体摄入热量多于生理需求量而形

成的肥胖症。高热量饮食是儿童单纯性肥胖症的

直接诱因，而良好的肠道吸收和高效的脂类合成

则是该病形成机制的根源。小肠是人体营养物质

吸收 的 主 要 场 所，小 肠 型 脂 肪 酸 结 合 蛋 白 2
( intestinal fatty acid-binding protein 2，FABP2 ) 特

异地分布于小肠吸收上皮细胞。既往研究证实，

FABP2 与 外 源 性 长 链 脂 肪 酸 ( long chain fatty
acid，LCFA) 的吸收、运输及脂类合成分解代谢密

切相关［1］。那么，儿童肥胖的发生是否与 FABP2
的表达有关，尚不清楚。为此，本研究模拟肥胖儿

童的饮食习惯，建立了肥胖幼年大鼠模型，采用

SYBＲ Green I 荧光染料实时荧光定量 PCＲ 方法

检测、分析了幼年大鼠十二指肠、空肠和回肠组织

中 FABP2 基因转录水平的表达情况，并以此探讨

FABP2 在幼年肥胖发生发展中的意义。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 实验动物 26 只 SPF 级刚断乳( 出生 23
天) 的雄性 Sprague-Dawley 大鼠( 购自北京大学医

学部实验动物科学部，许可证号 SCXK( 京) 2011 －
0012) ，体质量( 46 ± 5) g。饲养环境为空调温控

动物室，相对湿度 50% ～ 60%，饲养温度 20 ～
24 ℃，照明度为 280 ～ 350 LX，光照节律为明 /暗
12 h 交替，自由饮食。
1. 1. 2 试剂及仪器 总 ＲNA 提取试剂 TＲIZOL
为美 国 Invitrogen 公 司 产 品 ( Cat． #15596026 ) ;

DNA-I 酶为美国 Thermo fisher Scientific 公司产品

( Cat． #EN0521) ; 逆转录试剂为美国 Invitrogen 公

司产品( Cat． #C28025 － 032) ; 实时荧光定量 PCＲ
试剂 SuperＲeal PreMix Plus ( SYBＲ Green I) 试剂

盒购自天根生 化 科 技 ( 北 京) 有 限 公 司 ( Cat． #
FP205 － 01 ) 。ABI Prism 7300 型实时荧光定量

PCＲ 仪为美国 Applied Biosystems 公司产品。
1. 1. 3 PCＲ 引物设计与合成 根据 Genebank 中

大鼠 FABP2 基 因 序 列 ( NM _ 013068 ) 和 内 参

GAPDH 基因序列( NM_017008 ) ，采用 Primer 5. 0
软件设计引物，在 NCBI 网站分析引物特异性。

PCＲ 引物由北京鼎国昌盛生物技术有限责任公

司合成。GAPDH 内参对照引物( 扩增片段长度

为 87bp) : Forward primer 5'-TGCACCACCAACTGC
TTAGC-3'，Ｒeverse primer 5'-GGCATGGACTGTGG
TCATGAG-3'; SD 大 鼠 FABP2 基 因 特 异 性 引 物

( 扩 增 片 段 长 度 108bp ) : Forward primer 5'-
ACAGCTGACATCATGGCA TTT-3'，Ｒeverse primer
5'-TCCAAGCTTCCTCTTCACCA-3'。
1. 2 方法

1. 2. 1 幼年大鼠肥胖模型建立 26 只刚断乳的

SD 雄性大鼠，适应性饲养 3 天后，随机抽取 6 只

作为正常对照组，以普通基础饲料喂养［基础饲

料( 由 河 北 北 方 学 院 动 物 室 提 供) : 玉 米 面 粉

40%、普通面粉 20%、豆粉 20%、大麦麸皮 6%、
鱼粉 8%、骨粉 5%、鱼肝油 1%。］，其余给予高脂

饲料( 每 100 g 基础饲料加入奶粉 10 g，猪油 10 g，

白糖 10 g，鸡蛋 1 /3 个，新鲜黄豆芽 250 g) 喂养。
2 周后( 出生第 35 d) ，根据体重从高到低排列，前

1 /3 的大鼠为实验组肥胖大鼠，继续以高脂饲料

喂养。于第 8 周后( 出生第 60 d) 处死两组大鼠。
根据大鼠体质量和 Lee 指数评估大鼠肥胖程度，

Lee 指数 =［体质量( g) ］1 /3 × 1000 /体长 ( cm) 。
实验前一天大鼠禁食 12 h，自由饮水; 处死前准确

称量体重; 采集血液，分离血清，立即测定生化指

标; 分段( 十二指肠、空肠和回肠组织) 留取小肠

组织标本，液氮速冻，－ 80 ℃保存。实验过程中，

所有动物处置方法符合动物伦理学规范。
1. 2. 2 小肠组织总 ＲNA 提取 采用 TＲIZOL 法

分别提取十二指肠、空肠和回肠组织总 ＲNA，提

取过程和 ＲNA 操作注意事项详见产品说明书。
采用 DNA-I 酶消化总 ＲNA 制品中残留的痕量

染色体 DNA。经 1% 琼脂糖凝胶电泳鉴定组织

总 ＲNA 制品的质量和完整性，紫外分光光度计

测量 A260 nm 和 A280 nm 比 值，常 规 方 法 计 算 ＲNA
含量。
1. 2. 3 cDNA 合成 总 ＲNA 制品经逆转录合成

cDNA。反应体系为 20 μl。取 1 ～ 5 μg ＲNA 样本

于预先 处 理 的 无 核 酸 酶 的 EP 管 中，加 入 1 μl
oligo( DT) 20 ( 50 μmol /L) 、1 μl 10mmol /L dNTP 混

合物( dATP，dGTP，dCTP 和 dTTP 均为 10 mmol /L，
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pH 中性) ，加入灭菌蒸馏水至 12 μl，加热至 65
℃，持续 5 min，然后迅速将 EP 管放入冰盒中，短

暂离心后加入下列成分: 5 × 第一链合成缓冲液

4 μl，ＲNA 酶抑制剂( 40 U /μl) 1 μl，2 μl 0. 1mol /L
DTT，轻轻将各种成分混合，并在 37 ℃ 下孵育 2
min，在室温下加入 1 μl M-MLV 逆转录酶( 200
units) ，轻轻吹打混匀，于 37 ℃孵育 50 min，在 70
℃ 加 热 15 min 以 终 止 反 应。逆 转 录 结 束 后，

cDNA 产物稀释 10 倍用于荧光定量实验。
1. 2. 4 SYBＲ Green I 实时荧光定量 PCＲ 检测小

肠组织 FABP2 mＲNA 水平 荧光定量 PCＲ 采用

SuperＲeal PreMix Plus ( SYBＲ Green I) 推荐的 25
μl 反 应 体 系，同 一 标 本 设 3 个 重 复 管: 2 ×
SuperＲeal PreMix Plus 12. 5 μl，上 游 引 物 ( 10
μmol /L) 0. 75 μl，下游引物( 10 μmol /L) 0. 75 μl，5
× ＲOX Ｒeference Dye 2. 5 μl，cDNA 模板 5 μl，无

核酸酶双蒸水补足至 25 μl。反应条件: 95 ℃预变

性 15 min; 95 ℃10 s，60 ℃32 s，40 个循环。同时

设无模板的 PCＲ 反应体系作为阴性对照。实验

结束后进行熔解曲线分析，以排除是否有引物二

聚体和非特异性产物对实验产生影响。溶解曲线

反应条件为: 95 ℃15 s，60 ℃30 s，95 ℃15 s，从 60
℃递增至 95 ℃，在上升过程中连续测定每个循环

的荧光 强 度 以 获 得 熔 解 曲 线。实 时 荧 光 定 量

PCＲ 数据采用 2 － △△ CT方法进行处理，以判定小肠

组织 FABP2 mＲNA 转录情况，首先计算各样本

FABP2 基因与内参 GAPDH 基因的 Ct 差值，即

△Ct = Ct 目的基因 － Ct 内参基因，然后计算出各

组样本△Ct 的平均值，再用肥胖组样本的△Ct 值

减去对照组样本△Ct 值，即得△△CT 值，最后采

用 2 －△△CT 公式计算各样本中 FABP2 的相对表

达量。
1. 2. 5 血清生化指标检测 科华卓越 320 全自

动生化分析仪测定 FBG( 空腹血糖) 、丙氨酸氨基

转移酶( ALT) 、甘油三酯( TG) 、总胆固醇( TC) 和

高密度脂蛋白胆固醇( HDL-C) 。
1. 3 统计学处理

计量资料以珋x ± s 表示，组间比较采用独立样

本 t 检验，多组间比较用方差分析。以 P ＜ 0. 05
为有统计学差异。应用 SPSS 17. 0 软件包进行数

据处理。

2 结果

2. 1 幼年大鼠肥胖模型建立

20 只实验组大鼠经高脂饲料喂养 2 周( 出生

第 35 d) 后，按体重从高到低排列，取排名前 1 /3
( 共 7 只) 拟定为实验肥胖大鼠，继续以高脂饲料

喂养，其余弃去，作为其他使用; 正常对照组 ( 6
只) 一直以基础饲料喂养，直至第 8 周末( 出生后

第 60d) 造模结束。出生后第 21 天，高脂饮食组

和正常对照组比较，体质量和 Lee 指数差异均无

统计学意义( P ＞ 0. 05 ) ; 在出生后第 60 天，高脂

饮食组大鼠体质量和 Lee 指数均高于正常对照

组，差异显著( 见表 1) 。
表 1 高脂饮食对大鼠体重的影响

Table 1 Effects of high-fat diet on the body weight of rats(珔x ± s)

组别 n
出生后 21 d 出生后 60 d

体质量 /g Lee 指数 体质量 /g Lee 指数

正常对照组 6 47. 18 ± 3. 14 298. 57 ± 10. 43 267. 07 ± 21. 08 323. 2 ± 4. 23
高脂饮食组 7 48. 77 ± 2. 74 300 ± 19. 85 309. 87 ± 19. 13 ( 1) 350. 25 ± 9. 83 ( 2)

注: 与对照组比较，( 1) P ＜ 0. 01; ( 2) P ＜ 0. 05

2. 2 小肠组织总 ＲNA 制品质量与纯度鉴定

1%琼脂糖凝胶电泳( 图 1 ) 显示完整且典型

的 28 s、18 s、5 s 核糖体 ＲNA 条带，无基因组 DNA
污染; 以 0. 1 μg ＲNA 制品为模板，以 GAPDH 为

引物，直接进行 PCＲ 反应，经琼脂糖凝胶电泳观

察结果，ＲNA 制品不能直接扩增出 PCＲ 产物，进

一步证明 ＲNA 制品无 DNA 残留。经紫外分光光

度计测定所有 ＲNA 制品 A260nm /A280nm在 1. 8 ～ 2. 1
之间。结果证实提取的 ＲNA 质量和纯度均符合

进一步实验的要求。
2. 3 荧光定量 PCＲ 实验结果与分析

逆转录合成的 cDNA 产物，经 10 倍稀释后，

图 1 DNA-I 酶消化后的总 ＲNA 制品

琼脂糖凝胶电泳图

Figure1 Agarose gel electrophoresis of ＲNA products
after DNA-I enzymatic digestion
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行实时荧光定量 PCＲ 扩增。重复性实验结果显

示，每个样本 3 个复孔的 CT 值之间的误差不到

1 个循环，变异系数 CV 为 0. 12% ～ 2. 9% ，说明

实验重复性良好，实验体系稳定可靠。不同区

段小肠组织 FABP2 基因和内参 GAPDH 基因的

PCＲ 扩增产物熔解曲线显示曲线呈单一峰形，

说明无引物二聚体和非特异性扩增产物出现;

2% 琼脂糖凝胶电泳检测实时荧光定量 PCＲ 产

物，电泳结果显示无非特异性条带和引物二聚

体出现，说明实验体系 PCＲ 扩增特异性好。
表 2 FABP2 在各区段小肠组织中的相对定量结果

Table 2 The relative quantification of FABP2 in diverse segments of intestinal tissue

组别 n
十二指肠 空肠 回肠

△CT △△CT 2 － △△ CT △CT △△CT 2 － △△ CT △CT △△CT 2 － △△ CT

对照组 6 － 1. 72 ± 0. 92 1. 22 0. 43 － 2. 25 ± 0. 44 0. 69 0. 62 － 2. 94 ± 0. 73 0 1
肥胖组 7 － 0. 72 ± 1. 61 ( 1) 2. 22 0. 21 － 0. 93 ± 1. 70 ( 1) 2. 01 0. 25 － 2. 05 ± 0. 99 ( 1) 0. 89 0. 54

注: 与对照组比较，( 1) P ＜ 0. 05

2. 4 小肠组织中 FABP2 基因的表达

首先计算各样本 FABP2 基因与内参 GAPDH
基因的 Ct 差值，即△Ct = Ct 目的基因 － Ct 内参

基因，然后计算出各组样本△Ct 的平均值。选取

肥胖组大鼠回肠组织 FABP2 基因作为对照，再用

其他各组样本的△Ct 值减去该对照样本△Ct 值，

即得△△CT 值，最后采用 2 －△△CT公式计算各样

本中 FABP2 表达相对于对照样本回肠组织的变

化倍数。
由表 2 可见，与对照组比较，肥胖组大鼠十二

指肠、空肠和回肠组织中 FABP2 mＲNA 表达水平

均明显降低，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，说

明 高 脂 饮 食 诱 导 的 肥 胖 降 低 了 大 鼠 小 肠 组 织

FABP 2 mＲNA 的表达; 另外，无论是对照组还是

肥胖组大鼠，FABP2 mＲNA 的表达水平在回肠最

高，空肠次之，十二指肠最低，差异具有统计学意

义( P ＜ 0. 05) 。
2. 5 大鼠血清生化指标检测结果

表 3 所示，与对照组相比，肥胖组大鼠血清

TG 水平显著增高( P ＜ 0. 01) ; FBG 水平也显著增

高( P ＜ 0. 05) 。ALT、TC 和 HDL-C 三项指标在两

组间无统计学意义。
表 3 肥胖组与对照组大鼠血清生化指标水平

Table 3 The levels of serum biomarkers in control group and obesity group

组别 n
FBG /

( mmol /L)
ALT /

( U/L)
TG /

( mmol /L)
TC /

( mmol /L)
HDL-C /

( mmol /L)

对照组 6 4. 43 ± 0. 78 36. 00 ± 4. 54 0. 30 ± 0. 07 1. 54 ± 0. 37 1. 12 ± 0. 17
肥胖组 7 5. 45 ± 0. 79 ( 1) 39. 33 ± 6. 92 0. 55 ± 0. 16 ( 2) 1. 76 ± 0. 32 1. 12 ± 0. 27

注: 与对照组比较，( 1) P ＜ 0. 05; ( 2) P ＜ 0. 01

3 讨论

食物中脂类经肠道胆汁酸盐和胰酶乳化分解

后，中、短链脂肪酸以扩散方式直接被肠粘膜细胞

吸收，而长链脂肪酸 LCFA 则需膜受体脂肪酸转

位酶 FAT /CD36 转运入细胞，在胞浆内与脂肪酸

伴侣蛋白结合后，被靶向运输至胞内的合成、分解

代谢场所。小肠型脂肪酸结合蛋白 2 ( FABP2) 由

FABP2 基因编码，为细胞内低分子量胞浆超家族

蛋白成员，特异地表达于成熟的小肠上皮细胞，是

重要的脂肪酸伴侣蛋白之一，与 LCFA 的吸收与

转运 密 切 相 关［2］。那 么，高 脂 饮 食 是 否 影 响

FABP2 基因表达? 与儿童肥胖的发生有关吗?

为了探讨幼年肥胖与 FABP2 基因表达的相

关性，我们模拟了肥胖儿童的饮食习惯，实验动物

从断奶至出生后第 60 d，持续给予高脂饮食，出生

后第 60d 的大鼠相当于青少年期［3］。然后通过

成功建立的幼年肥胖大鼠模型，采用 SYBＲ Green
I 实时荧光相对定量 PCＲ 法检测了小肠组织不同

区段 FABP2 mＲNA 水平。实验中经过实验条件

的优化，建立的实时荧光相对定量 PCＲ 检测方法

内参基因和目的基因扩增效率一致，特异性好，具

有良好 的 准 确 性 和 重 现 性，确 保 了 小 肠 组 织

FABP2 mＲNA 水平的准确检测。
小肠组织不同区段 FABP2 基因表达的局部

分布结果显示，无论对照组还是实验组，幼年大鼠

十二指肠、空肠和回肠组织均有 FABP2 mＲNA 表

达，回肠组织的表达量最高，分布从十二指肠至回

肠呈逐渐递增趋势，表明 FABP2 基因在小肠组织

不同区段表达量不同，这可能与小肠上皮细胞摄

取 LCFA 的能力有关［2］。
实验组与肥胖组的对比研究结果与预期相

反。已知 FABP2 与 LCFA 的结合具有高度的亲

和力［4］，推测高脂饮食时，LCFA 上调 FABP2 基因
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的转录活性，以促进 LCFA 的吸收。但结果显示，

与食基础饲料的对照组比较，食高脂饲料的幼年

肥胖组大鼠 FABP2 mＲNA 在十二指肠、空肠和回

肠组 织 三 个 区 段 的 表 达 量 均 显 著 降 低 ( P ＜
0. 05) 。

有研究 显 示，在 高 脂 饲 料 喂 养 的 情 况 下，

FABP2 基因缺失鼠与野生型小鼠相比，体重增长

加快，且血中游离 TG 浓度增高，提示 FABP2 对于

食物中脂肪的吸收并不是必需的［5］。那么，为什

么 FABP2 基因缺失鼠体重增加? 血中游离 TG 浓

度又会增高呢? MONTOUDIS 等［6］的研究结果解

释了上述问题。他们通过细胞转染实验证实，

FABP2 基因的过表达提高了肠上皮细胞线粒体

的 β 氧化，降低了脂肪的合成，即 FABP2 参与了

肠道脂肪酸的利用。FABP2 基因缺失鼠对脂肪

酸的利用减少，所以体重增加，血中游离 TG 浓度

升高。进一步的研究揭示，肠道脂肪酸利用的增

加，导致促进食欲的葡萄糖依赖性促胰岛素多肽

( glucose-dependent insulinotropic polypeptide，

GIP) 分泌降低，饥饿感降低，故对食物的摄入减

少，使脂肪组织蓄积减少、体重降低，对胰岛素的

敏感性增强［7］。结合以上的研究，本实验结果可

以解释为高脂饮食使幼鼠小肠组织 mＲNA 表达

降低，说明 FABP2 基因表达与 LCFA 的吸收无

关，但幼鼠体重的增加和血清游离 TG 水平的提

高揭示 FABP2 与肠道脂肪酸的利用相关，在高脂

饮食的 情 况 下，能 量 供 应 过 剩，机 体 反 馈 调 节

FABP2 基因的转录活性，降低 FABP2 基因的表达

以减少肠上皮细胞线粒体的 β 氧化，以平衡机体

能量的稳态。其结果 FABP2 基因表达降低导致

幼鼠在应答高脂饮食时，肠道脂肪酸的利用减少，

血中 TG 水平升高; 同时，观察到实验组肥胖幼鼠

摄取食物多于对照组，这与肥胖儿童饮食行为相

似，较易饥饿，食量较大，可能与 FABP2 表达减

低，GIP 分泌增有有关，故脂肪积累和体重增加。
幼鼠应答高脂饮食时，FABP2 基因表达下调的机

制，尚需深入研究。
儿童单纯性肥胖不仅危害儿童的健康，而且

与其成人期心脑血管疾病、糖尿病、高脂血症等慢

性疾病关系密切［10］。本研究结果显示，与对照组

比较，幼年肥胖大鼠空腹血清 TG 水平( P ＜ 0. 01)

和血糖水平( P ＜ 0. 05) 均显著升高; ALT 和 TC 水

平差别虽然没有统计学意义，但有升高趋势。推

测 FABP2 基因表达降低是未来促进心脑血管慢

性病变进程的一个潜在因素。
综上，FABP2 基因表达与幼年肥胖的发生、

发展存在一定的关系，但要得到更为明确的答案，

尚需对 FABP2 基因及其信号转导途径作深入的

研究。
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