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摘要　 目的　 构建小鼠组织蛋白酶 Ｋ（ＣＴＳＫ）基因的敲降重

组腺相关病毒（ＡＡＶ⁃ｓｈＣＴＳＫ），检测 ＡＡＶ⁃ｓｈＣＴＳＫ 在小鼠体

内的敲降效率，及其对脂肪组织脂质储存的影响。 方法　 设

计阴性对照组（ＮＣ）及 ＣＴＳＫ 的 ｓｈＲＮＡ 引物，退火后插入到

骨架载体中，挑选克隆并测序鉴定，重组质粒经纯化后，利用

转染试剂 ＰＥＩ 将构建好的腺相关病毒载体、包装质粒和辅助

质粒共转染到 ２９３Ｔ 细胞中，进行腺相关病毒包装与扩增，得
到 ＡＡＶ⁃ｓｈＮＣ 以及 ＡＡＶ⁃ｓｈＣＴＳＫ。 利用脂肪组织原位注射

将 ＡＡＶ 病毒注射入小鼠附睾脂肪组织，２ 周后免疫印迹实

验检测小鼠脂肪组织中 ＣＴＳＫ 蛋白的表达量及 ＨＥ 染色检测

脂肪组织中脂滴大小。 结果 　 成功获得 ＡＡＶ⁃ｓｈＮＣ 以及

ＡＡＶ⁃ｓｈＣＴＳＫ 腺相关病毒。 原位注射 ＡＡＶ⁃ｓｈＣＴＳＫ 的小鼠脂

肪组织中 ＣＴＳＫ 成功敲降，脂肪组织中白色脂肪细胞显著变

小。 结论　 小鼠 ＣＴＳＫ 的敲降腺相关病毒构建成功，脂肪组

织 ＣＴＳＫ 敲降引起脂肪组织中脂质含量减少。
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　 　 截至 ２０２０ 年，我国成人（≥１８ 岁）的超重率为

３４. ３％ ，肥胖率为 １６. ４％ ，超重 ／肥胖成年人已过

半，中国已经成为全世界肥胖人群最多的国家［１］。
肥胖的发生是由于脂肪组织过度堆积引起的［２］，研
究［３］表明脂肪组织的脂质堆积与高血压、高甘油三

酯血症、高胆固醇血症等代谢综合征有密切联系。
　 　 组织蛋白酶 Ｋ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ，ＣＴＳＫ）蛋白是一种

溶酶体半胱氨酸蛋白酶。 其基因位于人类 １ 号染色

体的中心区域，全长约 １２. １ ｋｂ，由 ８ 个外显子和 ７
个内含子组成［４］。 近年研究［５］ 表明，组织蛋白酶与

肝脏脂质代谢密切相关。 血组织蛋白酶 Ｄ（ｃａｔｈｅｐ⁃
ｓｉｎ Ｄ，ＣＴＳＤ）含量与 ＮＡＳＨ 疾病进展密切相关［６］，
动物实验表明腹腔或皮下注射 ＣＴＳＤ 抑制剂缓解了

小鼠肝脏脂质堆积［７ － ８］，提示组织蛋白酶与肝脏脂

质堆积密切相关，但具体作用机制仍不清楚。 该研

究中，ＣＴＳＫ 在脂肪组织中高表达，并且可以被分泌

到血清中作用于其他组织，为探究 ＣＴＳＫ 在肥胖中

的作用，该研究构建了脂肪组织特异性表达的腺相

关病毒（ａｄｒｅｎｏ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ， ＡＡＶ），并利用其探

究 ＣＴＳＫ 在脂肪组织中的功能。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １ 　 实验试剂、抗体及细胞 　 ＡＡＶ⁃Ｕ６⁃ｓｈＲＮＡ
（Ｇｅｎｅ）⁃ＣＭＶ⁃ＥＧＦＰ⁃ＳＶ４０ 质粒载体、ＡＡＶ 包装质粒

及辅助质粒购于 ＮＴＣＣ（北京）；质粒转染所需感受

态细胞 ＢＪ５１８３ 为实验室自制；ｓｉＲＮＡ 购于吉玛公司

（苏州）；ＤＮＡ 引物购于擎科生物（北京）；限制性内

切酶 ＡｇｅＩ 和 ＥｃｏＲＩ 购于 ＮＥＢ 公司 （北京），Ｂｅｎ⁃
ｚｏｎａｓｅ 和碘克沙醇购于 Ｓｉｇｍａ（美国）；ｏｐｔｉ⁃ＤＭＥＭ 及

ＤＭＥＭ 均购于 Ｔｈｅｒｍｏ（美国）；ＦＢＳ 购于维森特公司

（南京）；ＳＶＦ 细胞受赠于章华兵教授实验室。 ＣＴＳＫ
抗体购于 Ａｂｃａｍ（英国）；ｃａｌｎｅｘｉｎ 抗体购于 Ｓｔｒｅｓｓ
（加拿大）。
１． １． ２ 　 实 验 动 物 　 １０ 只 ４ 周龄 ＳＰＦ 级雄性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，体质量 １８ ～ ２５ ｇ，购于集萃药康公司

（南京），并于 １２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ 无光照条件下，控制饲

养温度为 ２５ ℃。 对小鼠饲养的高脂饮食购买自鼠

三生物（常州），高脂饮食喂养小鼠 １２ 周后进行脂

肪组织原位注射。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 质粒载体构建　 ｓｈＲＮＡ 上下游引物浓度稀

释到 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ，各取 ５ μｌ，加入 １０ × ｂｕｆｆｅｒ Ｇ ５ μｌ，
最后用 ｄｄＨ２Ｏ 补足 ５０ μｌ，置于 ＰＣＲ 仪中，设置程

序：９５ ℃、５ ｍｉｎ，２５ ℃、２ ｍｉｎ，４ ℃保持。 使用限制

性内切酶 ＡｇｅＩ 与 ＥｃｏＲＩ 双酶切骨架载体，分别加入

１０ × ｒＣｕｔＳｍａｒｔＴＭ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌ，骨架载体 １ μｌ（１ ｍｇ ／
ｍｌ），ＡｇｅＩ 与 ＥｃｏＲＩ 各 １ μｌ， ｄｄＨ２Ｏ 补足 ５０ μｌ 后置
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于 ３７ ℃、１ ｈ。 随后使用 ＤＮＡ 胶回收试剂盒将酶切

后的骨架载体回收。 使用 ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ 将骨架载体与

退火后的 ｓｈＲＮＡ 连接后转染进入 ＢＪ５１８３ 感受态细

胞中，筛选阳性菌株进行测序。
１． ２． ２　 质粒扩增　 构建好的 ＡＡＶ 骨架载体、包装

质粒和辅助质粒分别转染入 ＢＪ５１８３ 感受态细胞后

挑取阳性菌落接种于 ２５０ ｍｌ 液体 ＬＢ 培养基中，３７
℃过夜摇菌。 质粒的大量去内毒素抽提使用 Ｑｉａｇｅｎ
大抽试剂盒。 大量抽提后质粒浓度大于 １ μｇ ／ μｌ，
Ａ２６０ ／ ２８０ 在 １. ７ ～ １. ８ 之间方可用以包装病毒。
１． ２． ３　 细胞培养　 ２９３Ｔ 细胞使用 １０％ ＦＢＳ、１％ 双

抗的 ＤＭＥＭ 培养基进行培养。 种板之前使用

０. ２５％的胰酶消化 １ ～ ２ ｍｉｎ 后，镜下观察细胞变

圆，细胞间隙增大时，去除胰酶，加入新鲜培养基吹

打混匀，移入离心管中。 将 ２９３Ｔ 细胞种板到 １５ ｃｍ
皿。
１． ２． ４　 病毒包装与纯化　 细胞生长到 ６０％ ～ ７０％
融合度后，每个 １５ ｃｍ 皿分别取辅助质粒 ７ μｇ、包装

质粒 ２０ μｇ、骨架载体质粒 ７ μｇ 加入到 ４. ８ ｍｌ 的
ｏｐｔｉ⁃ＤＭＥＭ 溶液中，混合均匀后加入 １３６ μｌ 聚乙烯

亚胺（Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ）转染试剂定容至 １０ ｍｌ，
室温孵育 １５ ｍｉｎ 后滴加入 ２９３Ｔ 细胞培养皿中，转
染 １６ ｈ 后换液。 细胞转染 ６０ ｈ 以后，收集细胞，室
温下 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ；使用 １５ ｍｌ 裂解液

（１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ ｐＨ８. ０，配好后

过滤，４ ℃保存）重悬细胞，并置于液氮与 ３７ ℃中充

分反复冻融裂解细胞。 加入 ＭｇＣｌ２ 溶液（终浓度 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ），混匀后加入 ２５０ Ｕ ／ ｍｌ Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ，３７ ℃孵

育 １０ ～ １５ ｍｉｎ 后于 ５ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 低温离心 ２０ ｍｉｎ，收
集上清液。 将病毒上清液加入碘克沙醇梯度管内，
５０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１６ ℃离心 ９０ ｍｉｎ，离心结束后取 ４０％
碘克沙醇层，使用超滤膜离心管与 ＰＢＳ ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ，
４ ℃离心 ５ ｍｉｎ 清洗并收集病毒溶液。
１． ２． ５　 病毒滴度测定　 使用 ｑＰＣＲ 检测病毒滴度，
首先制备标准样本，取 １０ μｌ 标准品原液加入 ９０ μｌ
ｄｄＨ２Ｏ 中，将 １. ０ × １０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ μｌ 稀释到 １. ０ × １０８

ｃｏｐｉｅｓ ／ μｌ，按照此方法，将其梯度稀释后获得一系列

的浓度梯度的标准品包括： １. ０ × １０８、１. ０ × １０７、１. ０
× １０６、１. ０ × １０５、１. ０ × １０４、１. ０ × １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μｌ。 待

测样本制备过程：取 ２ μｌ 病毒样品原液，加入 １９８
μｌ 灭菌的 ｄｄＨ２Ｏ 稀释 １００ 倍得到 Ａ 样；在 Ａ 样中

加入全能核酸酶 ２ μｌ（１ ／ １００），３７ ℃恒温水浴 １ ｈ，
处理完成后立即将样品放入 ９５ ℃金属浴 １０ ｍｉｎ，使
酶失活。 再继续加入 １. ２ μｌ 蛋白酶 Ｋ 和 １０ μｌ １０％

ＳＤＳ 溶液，混匀离心后置于 ５５ ℃水浴锅中，恒温处

理 １ ｈ，处理完成后立即将样品放入 ９５ ℃金属浴 １０
ｍｉｎ，使酶失活。 然后取 ５ μｌ 处理后的 Ａ 样加入 １４５
μｌ 灭菌的 ｄｄＨ２Ｏ，得到稀释 ３０ 倍的 Ｂ 样，混匀离

心，再取 １０ μｌ Ｂ 样加入 ９０ μｌ 灭菌的 ｄｄＨ２Ｏ，得到

稀释 ３００ 倍的 Ｃ 样，混匀离心，样品处理完成。 将以

上样本使用针对于 ＩＴＲ 设计的正向引物 ＩＴＲ： ５′⁃
ＣＣＧＴＴＧＴＣＡＧＧＣＡＡＣＧＴＧ⁃３′与反向引物 ＩＴＲ： ５′⁃
ＡＧＣＴＧＡＣＡＧＧＴＧＧＴＧＧＣＡＡＴ⁃３′。 进行 ｑＰＣＲ 反应，
并计算病毒滴度。
１． ２． ６　 脂肪组织原位注射　 使用电烤灯在手术过

程中维持小鼠体温，对小鼠进行麻醉，麻醉后的小鼠

腹部进行脱毛以及碘伏消毒处理，用手术剪刀将腹

腔皮肤及腹腔膜剪开，用镊子将脂肪组织取出，使用

微量注射器将 １０１１ ｐｆｕ ／ ｍｌ 的 ＡＡＶ⁃ｓｈＣＴＳＫ 病毒 ５ μｌ
注射到附睾脂肪组织（ ｅＷＡＴ）中，共注射 １０ 个点。
手术结束后缝合并涂抹碘伏及金霉素软膏防止感

染，将小鼠放置在棉花上维持体温。
１． ２． ７　 脂肪切片 ＨＥ 染色 　 ① 固定与切片：组织

样本用多聚甲醛固定后，用石蜡包埋并切片，切完用

温水浸泡，使组织充分伸展后置于载玻片上并烘干。
② 脱蜡与水化：在二甲苯中浸泡 １０ ｍｉｎ 后，依次放

入 １００％ 、９５％ 、８５％ 、７０％乙醇中各浸泡 ５ ｍｉｎ。 ③
苏木精染色：用 ＰＢＳ 溶液清洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 再

放入苏木精染色 １０ ｍｉｎ。 ④ 分化：洗去多余染液。
用 １％的盐酸乙醇进行分化并冲洗干净。 ⑤ 反蓝：
使用弱碱性的促蓝液将细胞核染成蓝色。 ⑥ 伊红

染色与脱水：用伊红染液染色 ３ ｍｉｎ，再使用浓度为

８０％ 、９５％以及无水乙醇进行梯度脱水。 ⑦ 切片与

封片：用二甲苯浸泡 ２ 次，每次 ４ ｍｉｎ，待风干后用中

性树胶封片。
１． ３　 统计学处理　 所有数据的处理均使用 Ｇｒａｐｈ⁃
Ｐａｄ９. ０ 进行统计学分析。 细胞实验重复 ３ 次，动物

实验每组小鼠不少于 ８ 只。 实验数据以 �ｘ ± ｓ 表示，
两组之间比较采用独立样本 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差

异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 设计 ＣＴＳＫ 敲降 ｓｈＲＮＡ 引物 　 设计 ３ 条小

鼠 ＣＴＳＫ ｓｉＲＮＡ，并在脂肪前体细胞 ＳＶＦ 细胞中进

行效率验证，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示：与 ｓｉＮＣ 组（１. ００
± ０. ０３） 相比， ｓｉＣＴＳＫ１ （０. ５０ ± ０. ０１ ） 和 ｓｉＣＴＳＫ２
（０. ４７ ± ０. ０２）敲降效率约为 ５０％ ，ｓｉＣＴＳＫ３（０. ３２ ±
０. ０２）效率达到 ７０％ ，分析显示差异有统计学意义
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（Ｐ ＜ ０. ００１），见图 １。 因此选用此 ｓｉＲＮＡ 设计作为

目的 ｓｉＲＮＡ。 为了构建安全有效的 ＡＡＶ，选用 ＡＡＶ⁃
Ｕ６⁃ｓｈＲＮＡ（Ｇｅｎｅ）⁃ＣＭＶ⁃ＥＧＦＰ⁃ＳＶ４０ 载体进行目的

载体构建。 对载体进行分析后，选用 ＡｇｅＩ 和 ＥｃｏＲＩ
作为酶切位点进行引物设计，见表 １。

图 １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测转染 ３ 条 ＣＴＳＫ ｓｉＲＮＡ 后的

ＳＶＦ 细胞中 ＣＴＳＫ 的 ｍＲＮＡ 水平

与 ｓｉＮＣ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

表 １　 设计的 ｓｈＲＮＡ 引物序列

名称 引物

ｓｉＣＴＳＫ⁃Ｆ
ｃｃｇｇＧＡＡＧＣＡＡＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＡＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＴＴ
ＡＴＣＣＡＧＴＧＣＴＴＧＣＴＴＣＴＴＴＴＴ

ｓｉＣＴＳＫ⁃Ｒ
ａａｔｔＡＡＡＡＡＧＡＡＧＣＡＡＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＡＴＴＣＴＣＴＴＧＡ
ＡＡＴＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＴＴＧＣＴＴＣ

２． ２　 骨架载体 ＡＡＶ⁃Ｕ６⁃ｓｈＲＮＡ（Ｇｅｎｅ） ⁃ＣＭＶ⁃ＥＧ⁃
ＦＰ⁃ＳＶ４０ 的构建及鉴定 　 引物退火之后进行双酶

切，并将其与酶切后的载体进行连接，见图 ２Ａ。 连

接产物转化入 Ｅ． ｃｏｌｉ Ｓｔｂｌ３ ＢＪ５１８３ 感受态细胞后挑

取阳性菌落后测序，测序结果与引物序列进行比对

后发现成功将 ｓｈＲＮＡ 构建进入骨架载体中，见图

２Ｂ。
２． ３ 　 重组 ＡＡＶ 病毒的包装及纯化及滴度检测 　
将准备好的 ＡＡＶ 骨架载体质粒、包装质粒和辅助质

粒共转染进 ２９３Ｔ 细胞，转染 ６０ ｈ 后收集细胞，按
１. ２. ４ 最终得到 ２５０ μｌ 病毒溶液。 首先通过 ＳＤＳ⁃
ＰＥＧＡ 和银染确定重组腺相关病毒的纯度，见图 ３，
图中的样品泳道中的 ３ 条蛋白条带大小与腺相关病

毒外壳 ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３ 蛋白大小一致且含量比例约

为 １ ∶ １ ∶ １０。 样品泳道中除了 ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３ 三条

明显的蛋白条带外，无明显其他杂蛋白条带，样品纯

度达到 ９０％以上。 通过实时荧光 ＰＣＲ 法，设计特异

性结合血清 ２ 型重组腺相关病毒 ＩＴＲ 序列（腺相关

病毒基因组部分序列）的引物，见表 ２，检测 ＩＴＲ 序

列的拷贝数，从而定量重组腺相关病毒基因组的拷

贝数，确定重组腺相关病毒的滴度，见表 ３。

图 ２　 骨架载体 ＡＡＶ⁃Ｕ６⁃ｓｈＲＮＡ（Ｇｅｎｅ） ⁃ＣＭＶ⁃ＥＧＦＰ⁃
ＳＶ４０ 的构建及鉴定

　 　 Ａ：载体酶切后的琼脂糖凝胶电泳结果；Ｂ：阳性克隆 ＤＮＡ 测序

结果与引物序列的比对结果；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｖ⁃１、Ｖ⁃２、Ｖ⁃３：构建的连接产

物 １、２、３

表 ２　 检测病毒滴度时的 ｑＰＣＲ 引物

名称 引物

ＩＴＲ⁃Ｆ ５′⁃ＣＣＧＴＴＧＴＣＡＧＧＣＡＡＣＧＴＧ ⁃３′
ＩＴＲ⁃Ｒ ５′⁃ＡＧＣＴＧＡＣＡＧＧＴＧＧＴＧＧＣＡＡＴ ⁃３′

２． ４　 ＡＡＶ⁃ｓｈＣＴＳＫ 病毒敲降效率验证　 ＡＡＶ 血清

型为 ２ ／ ８，此病毒可以特异性的在脂肪组织进行表

达，因此选取脂肪组织作为 ＡＡＶ 病毒验证靶器官。
通过脂肪组织原位注射技术，将 ＡＡＶ 注射入小鼠附

睾脂肪组织中，注射 ４ 周后，对注射过病毒的脂肪组

织内 ＣＴＳＫ ｍＲＮＡ 及蛋白表达量进行检测，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ

表 ３　 根据 ｑＰＣＲ 结果计算的病毒滴度

样品名称 平均 Ｃｑ 值 ＳＱ Ｍｅａｎ （ｖｇ ／ μｌ） 稀释倍数 ｑＰＣＲ 滴度（ｖｇ ／ ｍｌ） 校准后滴度（ｖｇ ／ ｍｌ） 分装后滴度（ｖｇ ／ ｍｌ）
ＡＡＶ⁃ｓｈＣＴＳＫ １６． ３６ ３． ７３ × １０６ ３０ ０００ ２． ２６ × １０１４ ６． ４５ × １０１３ ５． ８６ × １０１２
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图 ３　 纯化病毒颗粒进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测后的银染结果

　 　 ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３：腺相关病毒外壳蛋白；ＡＡＶ⁃ｓｈＣＴＳＫ：构建的重

组腺相关病毒蛋白；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

结果显示：与 ＡＡＶ⁃ｓｈＮＣ 组相比， ＡＡＶ⁃ｓｈＣＴＳＫ 组

ＣＴＳＫ ｍＲＮＡ 表达量显著下降，分析显示差异有统

计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ４Ａ；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 也验证

了这一结果，见图 ４Ｂ。 说明 ＡＡＶ⁃ｓｈＣＴＳＫ 可以显著

降低附睾脂肪组织内 ＣＴＳＫ 的表达。

图 ４　 ＡＡＶ⁃ｓｈＣＴＳＫ 病毒敲降效率验证

　 　 Ａ：脂肪组织原位注射后，脂肪组织内 ＣＴＳＫ 的 ｍＲＮＡ 水平；Ｂ：
脂肪组织原位注射后，脂肪组织内 ＣＴＳＫ 的蛋白水平；与 ＡＡＶ⁃ｓｈＮＣ
组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ５　 ＣＴＳＫ 在脂肪组织中的功能验证　 ＣＴＳＫ 促进

脂肪细胞 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 分化。 将注射 ＡＡＶ⁃ｓｈＣＴＳＫ 病毒

的小鼠附睾脂肪组织进行组织 ＨＥ 染色，脂肪组织

内脂肪细胞显著变小，见图 ５。 说明 ＣＴＳＫ 蛋白降低

脂肪组织内脂质含量。

图 ５　 ＣＴＳＫ 在脂肪组织中的功能验证 ＨＥ ×１００
　 　 Ａ：脂肪组织原位注射 ＡＡＶ⁃ｓｈＮＣ 组；Ｂ：脂肪组织原位注射

ＡＡＶ⁃ｓｈＣＴＳＫ 组

３　 讨论

　 　 随着社会生活水平的提高，我国肥胖的发病率

正在逐步增长。 肥胖的产生会伴随着高血压、高血

糖、高血脂及心血管疾病的产生。 这一类的代谢综

合征正在严重危害人们的健康［９］。 对于肥胖的治

疗，临床上通常采用优化饮食及运动的方案，并且配

合使用针对并发症的药物进行治疗；对于严重肥胖

的患者采用胃旁路手术的方式进行减肥［１０］。 但是

治疗方案仍然存在很多需要优化的地方。 因此对于

肥胖的产生机制及治疗靶点的研究迫在眉睫。
　 　 组织蛋白发现于溶酶体，可以分泌到血液循环，
被运输到全身各个组织发挥作用［１１ － １２］。 ＣＴＳＫ 蛋白

在体内的主要作用为骨重建和质膜修复。 也有研

究［１３ － １４］表明其参与了脂肪前体细胞 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 的分

化，促进脂肪组织脂质合成。 但是 ＣＴＳＫ 蛋白是否

随血液循环进入机体其他组织，又是如何发挥作用

的仍旧未知。 本研究中，ＣＴＳＫ 在脂肪组织表达量

最高，但是其具体功能的研究需要工具的支持。
ＡＡＶ 病毒具有免疫原性低、长期表达且组织特异性

高等优势，已成为基因治疗领域最重要的基因载体

之一［１５］。 课题组利用 ＡＡＶ 骨架载体将已经验证敲

降水平的 ｓｉＣＴＳＫ 设计为 ｓｈＲＮＡ 引物，并连接上骨

架载体内的特异性酶切位点；构建了 ＡＡＶ⁃ｓｈＣＴＳＫ
病毒，利用碘克沙醇浓度梯度离心的方式纯化出足

够浓度的病毒。 随后采用国际先进的附睾脂肪组织

原位注射手术，对小鼠进行了病毒的验证以及 ＣＴＳＫ
功能的初步探究，ＣＴＳＫ 在脂肪组织中的成功敲降

可以显著减少脂肪组织细胞内的脂质含量，也为接

下来探究循环中 ＣＴＳＫ 的功能打下了坚实的基础。
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但是循环中 ＣＴＳＫ 的具体作用机制仍不清楚，课题

组正在对 ＣＴＳＫ 的作用机制做深入研究。
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