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摘要

研究背景

随着生活饮食结构 的改变和遗传因素的作用 ， 肥胖人群数量快速上升 。 由于机

体摄入和消耗的能量长期失衡 ， 过多 的能量 以甘油三酯 的形式存储在 白色脂肪细胞

中 ， 表现为肥胖 。 目 前肥胖主要通过手术或奥利司他等药物进行治疗 ， 以减少机体

能量摄入 。 但这产生 了许多与之相关的副作用 ， 仍缺乏行之有效的方法 。 因此有研

究者提 出可 以通过增加能量消耗的方法治疗肥胖 。 棕色脂肪组织 （ ｂ ｒｏｗｎａｄ ｉｐｏ ｓｅ

ｔ ｉ ｓ ｓｕ ｅ
，ＢＡＴ） 是 位于人体肩胛部位的有益脂肪， 包 含大量线粒体， 其 中高水平的解偶

联蛋白 会消耗甘油三酯和葡萄糖产生热量， 因 此调控棕色脂肪功能对于治疗肥胖具

有重要意义。 Ｔ

ｒｉ ｂ ｂｌ ｅ ｓ ｈｏｍｏｌ ｏｇ１（Ｔ ｒｉ ｂ１ ） 属 于Ｔ ｒｉ ｂｂｌ ｅ ｓ 假 激酶家族， 在 肿瘤发生和巨 噬细胞极

化中起关键作用。 全 基因组分析显示Ｔ ｒｉｂ １ 表达与血脂水平高度相关 ， 但 Ｔｒｉ

ｂ１与脂肪组 织代谢 之间的关 系尚不

明确。 小檗碱 是 中药黄连 （Ｃｏ ｐｔｉｓｃ

ｈ

ｉｅ ｎ ｓｉｓ Ｆ ｒ ａ ｎｃｈ．）中分离得到的异 喹 啉生物碱

，现代药理研究发 现小檗碱可以 降 低肥胖小鼠的 体 重和血脂，改善高血脂症造成的

炎症反应和 胰 岛素抵抗，促进棕色脂肪激活提 高 能量消耗，是治疗肥胖 的 潜在药物

。有研究发 现小檗碱可以 通过提 高小鼠肝 脏 ＬＤ ＬＲ 和 ＴＲ ＩＢ１ 的 蛋白表达， 从而降

低小鼠血清甘 油 三酯水平， 但小檗 碱在ＢＡＴ 能量代谢中的 作用是 否与Ｔｒｉｂ １有关

仍需 探 究。

研究目的  本课题从体 内外两 方面探讨Ｔｒｉｂ１对棕色脂肪组织 能 量代谢的

调 控作用，并阐明小檗碱提高棕色脂肪代谢功能 治 疗肥胖的分子机制，为代谢性疾

病的治 疗提供

科学依据

。   研 究 方 法   １ ．对 １、６和１ ２ 月龄的ｄｂ／ｄ ｂ小鼠 心肌 组织进行Ｒ Ｎ Ａ－Ｓ ｅ ｑｕｅｎｃｉｎｇ

，检测脂代谢 障 碍发展过程中的共同差异 基 因并 进行靶点筛选 。采 用Ｒ Ｔ－ ＰＣＲ

测 定 Ｔｒｉｂ１在  Ｃ５７ＢＬ／ ６Ｊ小
鼠各 组 织器官和３ Ｔ３－Ｌ１ 脂 肪细胞不同 分化阶

段 中 的表达水平。  Ｃ５７ＢＬ／ ６
Ｊ小鼠腹腔注射给与β ３ －肾上

腺
素受体 激 动 剂（ １ ｍｇ ／ｋｇ

）， 采用ＨＥ染色，  Ｗ ｅ ｓｔｅｒｎ ｂｌｏ ｔ 和ＲＴ －ＰＣＲ检测 小鼠Ｔｒｉｂ１和 产热相

关 蛋 白及 基因 表 达水平。 ２． 采用ＣＲ ＩＳＰ Ｒ／Ｃａｓ ９技术建立 Ｔ ｒｉｂ１基因敲除小鼠

进 行 繁育，对其 基 因型 进行 鉴  定。 采 用体 脂仪，组织ＨＥ染色，ＥＬＩＳ Ａ和动物代

谢分析系 统等方 法 检测Ｔｒｉｂ１  敲除对 小鼠体 重、血脂和产热 的影
响。Ｔｒｉｂ１敲除小鼠腹腔注射给与β３－肾上腺素

１
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受体激动剂 （ １ 
ｍｇ／ｋ ｇ ） ，采用体脂 仪 ，组织油红染 色 ，动物代谢分析系统和透射

电镜等方法检 测Ｔｒ ｉｂ１敲 除对小鼠棕色脂肪组织代谢水平 的影响

。  ３．通过原核质 粒构 建Ｔ Ｒ
ＩＢ １－ ＧＳＴ 融合蛋白 进 行蛋白质体外结 合 实验 （ Ｐ ｕｌｌｄｏ

ｗｎ ａ ｓ ｓ ａｙ ），并 对Ｔｒ ｉｂ１敲除小 鼠和野生型小鼠棕色脂肪组织进 行 转录组 测序（

ＲＮＡ－
 Ｓ ｅｑｕ ｅ ｎ ｃｉ ｎｇ），检测Ｔｒｉｂ１调控 棕 色脂 肪功能 的关键分 子。 采用 Ｗ ｅ ｓｔｅｒｎ

ｂｌ ｏ ｔ，ＲＴ－ＰＣＲ，线粒体复 合物酶 活性检测试剂盒和Ａ ＴＰ水平

检测试剂盒探究Ｔｒｉｂ１敲除  
对

棕色脂肪线粒体呼 吸链的
影响 。 进一步通过真核质

粒在 ３Ｔ３ － Ｌ１ 脂肪细 胞上 过
 表达Ｔ ｒｉｂ １ ，采用ＲＮＡ － Ｓ ｅ ｑｕｅｎｃｉｎｇ， 细胞油红染色，Ｍ

ｉ ｔｏｔｒ ａｃｋ ｅｒ线粒体染色 和 Ｓｅａｈｏｒｓｅ能量代谢仪验 证Ｔｒ

ｉ ｂ１调控棕色脂 肪 功能 的靶点和机制 。  ４ ．ｏｂ
／ｏｂ 小鼠灌 胃给 与 小檗碱（１００ｍ ｇ ／ｋｇ ）８

周后，采用胰岛 素耐 量 实验 ，体脂仪，组织 油红染 色 和ＥＬＩＳＡ检测 小 檗碱对肥

胖小鼠体重、血脂 和 炎症的影响。通过  动物代谢分 析 系统 ，寒冷环境体温 测定 ， ＲＴ－ＰＣＲ和Ｗ

ｅｓｔ ｅｒｎｂｌｏｔ探究 小 檗
碱

对 肥 胖小鼠棕 色脂 肪产热 的 影 响。 进一步采用ｓ ｉＲＮ

Ａ敲 低 Ｔｒ ｉｂ１， 通过Ｒ Ｔ － ＰＣ Ｒ， Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎ ｂｌ ｏｔ，Ｂｏｄｉ ｐｙ染 色和Ｓｅａｈｏｒｓｅ

能量代谢仪检测 Ｔｒｉ

ｂ１敲低对小

檗 碱 调 控能量 代 谢 的影响。  研究结果 １ ．体内 实验表明，在ｄｂ／ｄ ｂ小鼠心肌

组织中，随着 小 鼠 脂 质 代谢障碍的进 展 Ｔｒｉｂ１  表达显 著下调。在Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ

小鼠棕色 脂 肪中，Ｔｒ ｉ ｂ

１的基因表达水平显著高于其他组织。在冷刺 激和β

３－肾 上腺素受体激动剂提 高 棕色脂肪功能 的 模型 中，
Ｔ ｒ ｉｂ１的表达水平显著上

升。 体 外实验 表明，随着３ Ｔ ３－ Ｌ１脂 肪细胞的脂滴蓄积 增多，

Ｔ ｒ ｉｂ １表达 逐渐降 低，表明Ｔｒｉｂ１ 直 接参与脂 肪组织 代谢。 ２．利用Ｔｒｉ

ｂ１ 敲 除小鼠对其表型进行测定，结果显示 Ｔ ｒｉｂ １ 敲除小鼠血脂 水 平显著上升

，棕色脂肪细胞 脂 滴增 大和产热关键蛋白ＵＣＰ１表达显 著 降
低

，并伴 随 着

瘦

素和胰岛素抵抗，提示Ｔ ｒｉｂ １对棕 色 脂 肪代谢功 能具有调节作用。进一步

利用β３－肾上 腺 素受 体激动剂处理Ｔｒｉｂ １ 敲除小鼠，结果显 示Ｔｒ

ｉ ｂ １敲除损害棕 色 脂肪的脂 质代谢 和产 热 功 能， 使 小 鼠棕 色 脂 肪 线 粒体肿胀 ，线粒体 膜 结构
破

坏。  ３．在动物水

平 上，通过ＲＮＡ－Ｓ ｅｑｕｅｎｃｉｎｇ 和 ＰｕｌｌＤｏｗｎ实验发现，Ｔｒ

ｉｂ１敲 除 通过影 响电
子呼 吸 链活性破坏 了线粒体 动力学 稳态，进而导 致 其结构损伤

和脂肪代谢 功 能 障碍。本研究在３Ｔ３－Ｌ１前 脂 肪细胞中过表达 Ｔｒｉ ｂ１对其

进行验证 。体外

实  验结 果 表 明Ｔｒｉｂ１的过 表达提高细胞 基础代谢水 平 ，而加入抑 制 剂 后Ｔ ｒｉｂ１的作 用被抑制。４．小檗碱（１００ｍｇ／ｋｇ）口服给与ｏｂ／ｏｂ自发性肥胖小鼠８周可以显著降低小鼠的

２
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体重和血脂水平 ， 并提高 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠棕色脂肪中 Ｔｒｉ ｂ１和线粒体呼吸链复 合 物Ⅰ，

Ⅱ 和Ⅲ的表达水平， 增 加线粒体拷贝 数和线粒体脂肪酸氧化相关基因的 表达水平， 提

高了肥胖小鼠 棕色脂肪的线粒体功能。 在 ３ Ｔ３－ Ｌ１ 脂 肪细胞中加入ｓ ｉ ＲＮＡ干 扰

Ｔ ｒｉｂ １的表达 后 ，小檗碱减少脂滴和增加细胞呼吸代谢的能力受到抑 制。

结论

Ｔｒ ｉｂ１敲除可 破坏小鼠棕色脂 肪 产热，并诱导高血脂和肥胖 的 发
生

。进一步证

明 Ｔ ｒｉｂ１ 敲除降低了线粒体呼吸链复合 物 酶活性，导致线粒体融合和分 裂 的失衡，

随后导致线粒体结构损伤和脂质代谢 功 能障碍。体 外 过表达Ｔｒｉｂ １可以

减少脂滴蓄积，  增加线粒体数量，增强脂肪 细 胞的呼吸代谢水平 。 在脂肪细 胞中加入

ｓｉＲ ＮＡ干扰  Ｔｒｉｂ１的表达后，小檗碱减少脂滴和增加细胞 呼 吸代 谢的能力受

到抑制 。表明Ｔｒｉｂ１调节小鼠 线 粒体和棕色脂肪细胞的 功 能，有望成为治疗高

脂血症、脂肪肝和 肥胖等代谢疾病的新靶点。

关键词 ： 肥胖 ； Ｔｒｉ
ｂ １；棕色 脂 肪；小 檗 碱；能量 代 谢；电子传 递 链；线粒体动力学

３
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ｃｕｌａｒｍ ｅ ｃｈ ａｎｉｓ ｍｏｆｂｅ ｒ ｂｅｒ ｉｎｅｔ ｏｉｍｐ ｒ ｏｖｅ ｂｒｏ

ｗｎｆａｔ ｍ ｅｔａｂｏ ｌｉｓｍｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎ ｔｏｆ  ｏ ｂｅｓ ｉｔｙ，ｓ ｏａｓｔｏ ｐｒ ｏｖｉｄ ｅａ  ｓ ｃｉ ｅｎ
ｔｉｆｉｃｂａ

ｓｉ
ｓｆ ｏｒ ｔｈｅ

ｔ ｒ ｅ ａｔｍ ｅｎｔ ｏｆｍ ｅ ｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ ．

４
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Ｍｅｔｈｏｄ ｓ

１ ．Ｐｅｒ ｆｏｒ ｍＲＮＡ－ Ｓｅｑｕｅｎｃｉ ｎｇ  ｏ

ｎｍｙｏｃａｒ ｄｉ ａ ｌ  ｔｉ ｓ ｓ ｕｅ ｏｆ ｄｂ／ｄｂｍｉ ｃｅａｇｅｄ１，
６ 
ａｎｄ１２ ｍｏｎｔｈｓｔｏ

ｄｅｔｅ ｃｔｃｏｍｍｏｎ ｄｉｆ ｆ ｅｒｅｎｔｉ ａ ｌ  ｇ

ｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏ ｐｍｅ
ｎｔｏｆｄｙｓｌ ｉ ｐ ｉ

ｄ ｅｍ ｉａ  ａｎｄｃｏｎｄｕｃｔ ｔａ

ｒｇｅｔ
ｓｃｒｅ ｅｎｉｎ ｇ ．Ｒ

Ｔ－ＰＣＲｗａｓｕｓｅｄ ｔｏｄｅｔｅｒｍｉ ｎｅ ｔｈｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏ ｎ ｌｅｖ ｅ ｌｓ ｏ ｆＴｒｉｂｌ ｉ ｎ ｖａｒ

ｉｏｕ ｓｔ ｉｓｓ ｕ ｅｓ ａｎｄｏｒｇａｎｓｏｆＣ ５ ７Ｂ Ｌ ／６Ｊｍｉｃｅ  ａｎｄｉｎ ｄｉｆｆ ｅ ｒｅｎｔｄｉｆｆ ｅｒｅｎｔｉａｔｉ ｏｎ  ｓｔａｇ ｅｓ

ｏ ｆ ３Ｔ３

－Ｌ１
ａ ｄｉｐｏ ｃ

ｙｔｅｓ．Ｃ ５ ７ＢＬ ／ ６Ｊｍｉ ｃｅ ｗ ｅｒｅｉｎｔｒ ａｐ ｅｒｉｔｏｎ ｅ ａｌｌｙ ｉ ｎｊｅ ｃｔ
ｅ
ｄｗｉｔｈ β ３－ ａ

ｄｒｅ

ｎｏｃｅｐｔｏｒ
ａｇ ｏ ｎｉｓｔ

（ １
ｍｇ

／ｋｇ），ａｎｄ ｔ
ｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌ ｅｖｅｌ ｓｏｆ  Ｔｒｉｂ ｌａ ｎｄ ｔｈｅｒ ｍｏｇｅｎｅｓｉｓ－

ｒ ｅ
ｌａｔ

ｅｄ ｐｒｏｔ
ｅｉ

ｎｓ ａ ｎｄ ｇｅｎｅ
ｓｗｅｒ

ｅｄｅｔｅｃｔｅ ｄｂｙＨＥｓｔ
ａｉｎｉ ｎｇ ，Ｗ ｅｓｔ ｅｒ

ｎｂｌｏｔａｎ ｄ  ＲＴ－ＰＣＲ．２．Ｕ ｓｅ

Ｃ ＲＩＳ ＰＲ／Ｃａ ｓ ９ｔｅｃｈｎ ｏｌｏｇｙｔｏ ｅｓｔａ
ｂｌｉｓ ｈＴｒ ｉ ｂ １ｋｎｏ ｃｋ ｏｕｔｍｉｃｅｆｏｒ ｂｒｅｅｄ ｉｎｇａｎｄ  ｉｄｅｎｔｉｆ

ｙｔｈ ｅ ｉ ｒ
ｇｅｎ ｏ ｔ ｙｐｅｓ．Ｂｏｄｙ ｆ ａｔ ｍｅｔｅ

ｒ， ｔｉｓｓｕｅ 
ＨＥ ｓ ｔ ａｉｎｉｎｇ，Ｅ ＬＩ ＳＡ  ａｎ ｄａｎ ｉ ｍａｌｍｅｔａ ｂｏ ｌ ｉｓｍ

ａｎａｌｙ ｓ ｉ ｓｓｙｓｔ ｅｍ  ｗ ｅｒｅ ｕｓｅｄｔｏｄｅｔ ｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃ ｔｓｏｆ Ｔｒｉｂ １ ｋｎｏ ｃｋｏ ｕｔ ｏｎｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ，ｂｌｏ

ｏｄ 

ｌｉ
ｐ

ｉｄｓ  ａｎｄ ｈ ｅａ ｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉ ｎｍｉｃｅ ．Ｔｒｉ ｂ１ｋ ｎ ｏｃ ｋｏｕｔｍ ｉｃｅｗ ｅｒｅ ｉｎ ｔ ｒａｐｅｒｉｔｏｎ

ｅａｌｌｙｉ ｎ
ｊｅｃｔｅｄ  ｗｉｔ

ｈ
β
３－ ａｄｒｅｎ ｏ ｃｅ

ｐｔ ｏ

ｒ

ａｇｏｎｉｓｔ
（１ｍｇ／ｋｇ ） ． Ｅ

ｆｆ
ｅｃｔｓ

ｏｆ
ｂｒｏｗｎａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕ

ｅ ｍｅｔ ａｂｏｌ ｉ ｃ ｌｅｖｅｌｓ． ３ ． Ｔｈ ｅ ＴＲ Ｉ Ｂ １－Ｇ

Ｓ Ｔｆｕｓｉｏｎ ｐ ｒ
ｏｔｅｉｎｗａ ｓｃ

ｏｎｓｔｒｕ ｃｔｅｄ ｂｙｐｒ ｏｋａｒｙｏｔｉｃｐｌａ ｓｍｉｄｓｆｏ ｒ
ｐｒ

ｏ ｔｅｉ ｎｂｉｎｄ
ｉｎ

ｇｉｎ ｖｉｔ

ｒ ｏ（ Ｐｕｌｌ
ｄｏｗ ｎａｓ

ｓａ
ｙ）， ａｎｄＲＮＡ－Ｓ ｅｑｕｅ ｎｃ

ｉｎｇｗａｓｐ ｅ
ｒｆ

ｏｒｍ ｅｄ
 ｏ

ｎｔ
ｈｅ ｂｒｏｗｎａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅ

ｏｆ Ｔｒ ｉｂ１ ｋ ｎ ｏｃｋｏｕｔｍｉ ｃｅ ａｎｄｗｉｌｄ－ ｔｙ ｐ ｅｍｉｃｅｔ ｏ ｄ ｅ

ｔｅｃ
ｔｔ ｈｅｋｅｙｍｏ ｌｅｃｕ ｌｅｓｔｈａｔ

Ｔ ｒｉｂ１  ｒ ｅｇｕ

ｌａｔｅｓｂ ｒｏ ｗｎｆ
ａｔ  ｆｕｎ ｃ ｔｉｏｎ．Ｗｅｓｔｅ ｒｎｂｌｏ ｔ，Ｒ Ｔ－ＰＣ Ｒ，ｍ ｉｔｏｃ ｈ ｏｎ

ｄｒ
ｉａｌｃｏ

ｍｐ
ｌ ｅ ｘｅｎｚｙ ｍ ｅ ａｃｔｉｖｉ ｔ ｙｄｅ

ｔｅｃｔｉｏｎｋ ｉ ｔ ａｎｄ

ＡＴＰｌｅ ｖｅｌｄ ｅ ｔ ｅｃｔｉ ｏｎｋｉ ｔｗｅ ｒｅｕｓｅｄ ｔｏｅｘ ｐ ｌ ｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆ ｆｅｃｔｏ ｆＴｒｉｂ１ ｋｎ ｏｃｋｏｕｔ

ｏｎｂｒｏｗ ｎｆａｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｒｅｓｐｉ ｒ ａｔｏｒｙｃ ｈ ａ ｉ ｎ．Ｔｒ ｉｂ １ ｗａｓｆｕｒｔｈ ｅｒ ｏｖ ｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｏｎ ３Ｔ

３－Ｌ１ａｄ
ｉｐ ｏｃｙｔｅｓｂｙｅ

ｕｋ ａｒｙｏ ｔ

ｉｃｐ ｌａ ｓｍｉｄｓ，ａｎｄｔｈｅ  ｔａｒ ｇｅｔｓ ａ ｎ
ｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＴｒｉｂ１

ｒｅｇｕｌａ ｔ ｉｎ ｇ ｂｒ ｏｗｎ ｆ ａｔｆｕｎ
ｃ ｔｉ ｏｎｗ

ｅ ｒｅｖｅｒｉｆ ｉｅｄｂｙ ＲＮＡ－Ｓｅｑｕｅｎ ｃ ｉｎｇ ，ｃｅ ｌ

ｌｏｉ

ｌ ｒｅｄｓ ｔａｉ ｎｉｎ

ｇ， Ｍ ｉｔｏ ｔ ｒａｃｋｅｒ ｍｉ ｔｏ ｃｈｏ ｎｄｒ ｉ ａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ  ａｎ ｄＳｅａｈ ｏ ｒ ｓｅｅｎ ｅｒ ｇｙｍｅｔａｂ ｏｌｉｓ ｍｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ

．  ４．Ａ ｆ ｔ ｅｒ ８ｗｅｅｋｓｏ ｆ ｏｒ

ａ ｌａｄｍｉ ｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏ ｆｂｅ ｒｂｅｒｉ ｎｅ  （１００ ｍｇ／ｋｇ） ｔｏｏｂ／ ｏｂ
ｍｉ

ｃ ｅ，ｔｈｅ
ｅｆｆ ｅ

ｃｔｏｆｂｅｒ ｂｅｒ
ｉ ｎ
ｅ ｏｎｂｏｄｙｗｅ

ｉｇ ｈｔａｎｄ ｂｌｏｏｄｌｉｐｉｄｓ
ｏ ｆｏ ｂｅｓｅｍｉ ｃｅｗａ ｓ ｄ ｅｔｅｃｔｅ ｄｂｙｉｎｓ ｕ ｌｉｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｅｓｔ ，ｂ ｏｄ ｙ  ｆａｔ

ｍ ｅｔｅｒ，ｔｉｓｓｕ ｅ
ｏｉｌｒｅｄｓｔａｉｎ ｉｎｇ

ａｎ ｄ  ＥＬＩＳＡ ． ａｎｄｉｎｆｌａ ｍｍ ａｔｏｒｙｅｆｆ ｅ ｃｔ ｓ．Ｔｈｅ ｅｆ ｆｅｃｔｓｏｆｂｅｒ

ｂｅｒｉｎｅ ｏｎｂｒｏｗｎｆａ ｔｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅ ｓｉ ｓｉｎｏｂｅｓｅｍｉｃｅｗｅ ｒｅ ｉｎ ｖ ｅ ｓ ｔｉ ｇａｔｅｄｂｙａ ｎｉｍａｌｍｅｔａ

ｂｏｌｉｃ ａｎａ
ｌｙｓｉｓｓ

ｙｓ ｔｅｍ ，ｔｅｍｐｅｒａ ｔ ｕｒｅｍｅ ａ
ｓ ｕ ｒ ｅｍｅｎｔｉｎ

ｃｏｌｄｅｎｖｉｒｏｎｍ ｅｎｔ，ＲＴ－ＰＣＲ ａｎｄＷ ｅｓｔｅ

ｒｎ ｂ ｌｏｔ． Ｔｒ ｉ
ｂ１
ｗａｓｆｕｒｔｈｅｒ ｋ ｎｏ ｃｋｅｄ  ｄｏ ｗｎｂ ｙ ｓｉＲＮＡ， ａｎｄ ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴｒｉｂ

１ ｋｎｏ
ｃｋｄ

ｏｗｎ ｏｎｔｈ ｅｒｅ ｇ ｕｌａ ｔｉｏ ｎ ｏｆｅｎｅｒｇｙｍｅｔａ ｂｏｌｉ ｓｍｂｙ ｂｅ ｒ ｂｅｒｉｎ ｅｗａｓｄ
ｅ ｔ ｅｃｔｅ ｄ  ｂｙ ＲＴ－

ＰＣＲ，Ｗｅ ｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ，Ｂｏｄｉｐｙｓｔａｉｎ
ｉｎｇ

ａｎｄ Ｓ ｅａ ｈｏｒｓ ｅｅ
ｎｅｒ ｇｙ ｍｅｔａｂ ｏｌ ｉｓ

ｍａｎａｌｙ ｚｅｒ．

５
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Ｒｅｓｕ ｌ ｔｓ

１ ．Ｉ ｎｖｉ ｖｏｅｘｐｅｒ ｉ ｍｅｎｔ ｓｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔｉｎ ｔｈｅｍｙｏｃ
ａｒｄｉ ａ ｌ ｔｉ ｓ ｓ ｕｅｏｆ ｄｂ／ｄｂｍｉ ｃ ｅ，

ｔ ｈ
ｅｅｘｐｒｅｓｓ ｉ ｏ ｎｏｆ

 Ｔｒｉｂ １ ｗａｓｓｉｇ ｎ

ｉｆ ｉｃａ ｎｔｌ ｙ ｄｏｗｎ－ｒ ｅ

ｇｕｌａ
ｔ ｅｄｗｉｔ ｈ ｔｈｅｐ

ｒｏｇｒｅｓｓ  ｏｆｌｉ ｐ ｉ ｄ  ｍｅｔ ａ ｂｏｌｉ ｓ ｍ ｄｉ

ｓ ｏ ｒｄ ｅｒｓ ｉｎ ｍｉｃ ｅ ．Ｔ ｈｅｇｅ
ｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏ ｎ ｌｅｖ ｅｌ ｏ ｆＴ ｒｉｂ１ｗ ａｓｓｉｇｎ ｉ

ｆｉ ｃａｎｔｌｙ  ｈ

ｉｇ
ｈ ｅ

ｒｉ ｎ ｂｒｏ

ｗ ｎｆａｔｏｆ Ｃ５ ７Ｂ Ｌ ／６Ｊｍｉｃｅ ｔｈ ａｎｉｎ ｏｔｈｅ ｒ ｔ ｉ ｓｓ ｕ ｅ ｓ． Ｉ ｎ ａ ｍｏｄ ｅｌｉｎ  ｗ ｈｉｃｈ ｃｏｌｄｓ ｔ ｉｍｕｌ ａｔｉ ｏ ｎ   ａｎｄ

β３－
ａｄ ｒ

ｅ

ｎｅｒｇｉｃ ａ ｇ ｏｎｉｓｔｓ  ｅ ｎｈａｎｃｅｄｂｒｏｗｎｆａｔｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｔｈｅ
ｅ

ｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  ｌ ｅｖｅｌ  ｏｆ Ｔｒｉｂ １ ｗａ ｓｓ

ｉｇ ｎｉｆ ｉ

ｃ
ａ ｎ ｔｌ ｙ ｉ ｎ ｃｒｅ

ａｓｅ ｄ．Ｉｎｖ ｉｔｒ ｏ ｅ ｘ ｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｗｉｔ ｈ ｔｈ ｅ ｉｎｃｒｅａ ｓｅｏｆｌ ｉｐｉｄ   ｄ

ｒ
ｏｐｌｅ

ｔ ａｃ
ｃ ｕ ｍｕｌａ ｔ ｉｏｎ  ｉｎ  ３Ｔ３ －Ｌ１ａｄ ｉｐ ｏｃｙｔ ｅｓ， ｔｈ ｅ ｅ

ｘｐｒｅ ｓｓｉｏｎｏ ｆ  Ｔ ｒｉｂ１ｇｒａ ｄｕ ａｌｌ ｙｄ ｅ ｃ ｒｅａｓ

ｅｄ ， ｉｎｄｉ ｃａ
ｔｉ ｎ ｇ ｔ ｈ ａｔ Ｔｒｉ

ｂ１ｉｓｄ ｉｒ ｅｃ ｔ ｌｙ ｉ ｎｖｏｌ ｖ

ｅｄ
ｉｎ ａ ｄｉｐｏ ｓｅｔｉ ｓ

ｓｕ ｅｍｅ ｔ ａ ｂｏｌｉｓｍ ． ２ ． Ｔ ｒｉ ｂ１

ｋ ｎｏｃｋ ｏｕ ｔｍｉｃｅｗｅ ｒｅ ｕ ｓｅｄｔ ｏｄｅ ｔｅｒｍｉｎｅｔ ｈｅ ｉｒ ｐｈｅｎｏｔ ｙ ｐ
ｅ．
Ｔｈｅ ｒ

ｅｓ
ｕ ｌｔｓｓｈｏｗ ｅｄ  ｔｈａｔ Ｔｒｉｂ１ｋｎｏｃ

ｋｏ ｕｔ ｍｉｃｅ ｓｉｇ ｎ ｉｆ ｉ ｃａｎｔ ｌ ｙ
 ｉｎｃ ｒｅａ ｓ ｅｄ

ｂ ｌ ｏ ｏｄ ｌｉｐｉｄ  ｌｅｖｅ ｌ ｓ，
ｉ ｎｃ ｒ ｅａｓ ｅ ｄ

ｌ
ｉｐｉ ｄｄ ｒ ｏｐｌ ｅ ｔ

ｓ
 ｉｎ ｂ

ｒ
ｏ ｗ ｎａｄ

ｉ ｐｏｃ ｙｔｅｓ，ａｎ ｄ

ｓ ｉｇ ｎｉ ｆ
ｉｃａｎｔｌｙ ｄｅ ｃ ｒｅ ａｓｅ ｄ ｔｈｅｅ ｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｔ
ｈｅ  ｋ ｅｙｐｒ ｏｔｅｉｎＵＣＰ１ ，ｗ ｈｉ ｃ ｈｗ

ａｓ ａ
ｃ ｃ
ｏｍ ｐ ａｎｉｅｄ ｂｙ ｌ ｅｐｔｉｎ  ａｎｄ

ｉｎ
ｓ ｕｌ

ｉ ｎ．ｒｅｓｉｓ ｔ ａ ｎｃ ｅ ，ｓ ｕ ｇｇｅ ｓ ｔ ｉ ｎｇｔｈ
ａｔ
Ｔｒｉｂ １  ｈａ ｓ

ａ ｒｅｇｕ ｌａ ｔｏｒ

ｙ  ｅｆｆｅｃｔｏ ｎ ｂｒｏｗｎ ｆａｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ．Ｔｒ ｉｂ１  ｋｎｏｃ ｋ ｏ ｕｔ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅｆｕｒｔ ｈｅｒ  ｔｒｅａ ｔｅｄｗ ｉｔｈβ３－

ａｄｒｅｎｏｃｅｐ ｔ ｏｒ
ａｇ

ｏ

ｎｉ ｓｔｓ，ａ ｎｄｔ ｈｅｒｅｓ ｕ ｌ ｔｓ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ Ｔ ｒ ｉ ｂ１ｋｎｏｃｋｏｕｔｉｍｐ ａｉ ｒｓｔｈ ｅｌｉｐｉｄ

ｍｅｔ
ａ ｂｏｌｉｓｍ ａ ｎ

ｄ
 ｔｈｅ ｒ ｍｏｇｅ ｎ ｅ ｓｉｓｏ ｆｂｒ ｏｗｎｆａｔ ，ｓ ｗ ｅｌｌｓｔｈｅｂｒｏｗｎ

ｆａｔ  ｍ ｉｔｏｃ ｈｏｎ ｄｒｉａｉｎ ｍｉ

ｃ ｅ ，ａ ｎｄｄｅ ｓ ｔ ｒｏ ｙ ｓｔ ｈ ｅ 
ｍｉ
ｔｏｃｈｏｎ ｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａ ｎ ｅ ｓｔｒｕｃ ｔ ｕ ｒ ｅ． ３ ． Ａｔｔｈｅ ａｎｉ ｍａ ｌ ｌｅｖ

ｅ ｌ，ｔ ｈｒｏｕ ｇｈＲ ＮＡ － Ｓｅ ｑｕｅ ｎ ｃ
ｉｎｇ ａｎｄＰｕｌｌ

Ｄｏ ｗｎ
ｅｘｐ ｅｒｉｍｅｎｔｓ，ｉ ｔ ｗａ ｓｆｏｕ

ｎ
ｄ ｔｈ ａｔ Ｔ

ｒｉｂ ｌｋｎｏｃｋ

ｏｕｔｄｉｓｒｕｐｔｅｄ ｍ ｉｔｏｃｈｏ ｎｄｒ ｉａｌ  ｄ ｙｎａ
ｍｉｃｈ ｏ ｍｅｏ ｓｔａｓｉ ｓ ｂｙ

ａ
ｆｆｅ ｃ ｔｉｎｇｔ ｈｅ ａ ｃ ｔｉｖｉｔ

ｙ ｏｆ  ｔ ｈｅｅｌ

ｅｃｔｒｏｎｉ ｃ ｒ ｅｓｐ
ｉｒ ａｔｏ ｒｙ ｃ ｈａ ｉｎ，ｒ ｅｓｕｌｔ ｉｎ ｇ ｉｎ ｓｔｒ

ｕｃｔ ｕｒ
ａｌ
ｄ ａｍ ａ ｇ ｅ ａｎ

ｄｌｉｐｉｄｍ ｅｔ ａｂｏｌｉ ｓｍ
ｄｙｓｆｕ ｎ ｃ

ｔ
ｉｏｎ．

Ｉｎ ｔｈｉ ｓ  ｓｔｕｄ
ｙ ， Ｔｒｉｂ１  ｗａ ｓ ｏ ｖｅｒｅ ｘ ｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ３Ｔ ３－Ｌ １ ｐｒ ｅ ａｄｉｐ

ｏｃ ｙ ｔｅｓ ｔｏｖａｌ
ｉｄ ａｔｅ

 ｉｔ．Ｔ ｈ

ｅ
ｒｅ ｓｕ ｌｔｓｏｆ ｉ ｎｖ ｉｔｒｏ  ｅｘｐｅｒｉｍｅ ｎｔ ｓ  ｓｈｏｗｅ ｄｔｈ ａ ｔｔｈｅ


ｏ ｖ ｅｒ ｅｘｐ ｒｅｓｓｉｏ ｎｏｆＴｒｉｂ１ｉｎ

ｃｒ ｅａｓｅｄ ｔ ｈ ｅ ｂａｓａｌｍｅ ｔａ ｂｏ ｌｉｃ ｌｅ ｖｅｌｏｆｃｅｌ ｌｓ ，ａｎｄ ｔｈｅ  ｅ ｆｆ ｅ ｃｔ  ｏｆ Ｔｒｉ ｂ １ 
ｗａ
ｓｉｎｈｉ ｂｉｔ ｅｄａｆｔｅｒａ

ｄｄ ｉｎ ｇｔｈ ｅ ｉ ｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏｒ．４．Ｂｅｒｂｅ ｒ ｉｎｅ
ｔｒｅ ａｔｍ ｅｎ ｔ ｏｆ ｏｂ

／ ｏｂ ｓ ｐｏｎｔ ａ ｎｅｏｕｓｌｙｏ ｂｅ ｓ ｅｍ ｉｃｅｆｏｒ
８
ｗ ｅｅｋｓｃ ａ ｎｒ

ｅｄｕ ｃｅｍ ｏ ｕｓｅ ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ ａｎｄｂｌ ｏｏｄｌｉ ｐ ｉｄ

ｌｅｖｅｌ，ａ ｎ ｄｉｎｃｒｅａｓ ｅ ｔｈｅ  ｅ

ｘ
ｐｒｅ ｓ ｓｉｏ ｎ

ｏｆＴｒ ｉｂｌ ａｎ ｄｍｉｔｏｃｈｏ ｎｄ ｒ ｉ ａ ｌｒｅｓｐｉｒ ａｔ ｏｒｙｃｈａ

ｉ ｎ ｃｏｍｐｌｅ ｘ ｅｓ Ⅰ，Ⅱ ａ ｎ ｄⅢｉｎｂｒｏ ｗｎｆａｔ ｏ ｆｏ ｂ／ｏ
ｂｍ ｉｃｅｉｎ ｃ ｒｅａｓｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｏｐｙ  ｎｕｍｂ

ｅｒ ａｎｄ ｅｘｐｒ ｅ ｓｓｉｏｎｌ ｅ ｖ ｅ ｌｓｏｆｍ
ｉｔｏｃｈ ｏｎｄｒｉａｌｆ ａｔ ｔ ｙ ａｃ ｉ ｄｏ ｘ ｉｄａｔｉｏ ｎ －ｒｅｌａｔｅ ｄ ｇ ｅｎｅｓ，ａｎｄ

ｅｎ ｈａｎｃｅ ｄｍｉ ｔｏｃ ｈ

ｏｎ ｄ ｒ ｉａｌ
ｆ

ｕｎｃ ｔ
ｉｏｎｉｎｂｒｏｗｎｆａｔ  ｉｎｏｂｅ ｓ ｅ  ｍｉｃｅ．Ｔ ｈ ｅａｂ ｉｌｉｔｙｏｆｂｅｒｂｅｒｉｎ

ｅｔｏｒｅ ｄ ｕｃ ｅｌｉｐｉｄ ｄ ｒ ｏ ｐｌｅｔ ｓａｎ ｄｉ ｎ ｃｒｅａｓｅｃｅｌｌｕｌａ ｒ 


ｒｅｓｐ ｉｒａ

ｔ ｏｒｙｍｅｔａ ｂｏ ｌ ｉｓｍ ｗａｓ  ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉｔｅ

ｄ ａｆ
ｔ ｅｒａｄｄｉｎｇｓｉＲ Ｎ Ａ ｔｏｉｎｔ ｅｒｆ ｅｒ ｅ ｗｉｔｈｔｈ ｅｅｘ ｐｒｅｓｓ ｉｏｎｏｆＴ ｒｉｂｌ ｉｎ ３Ｔ３ － Ｌ１ａｄｉｐｏ

ｃｙｔｅｓ ． Ｔ ｈ ｅｓｅｆｉｎｄ ｉｎ ｇｓ  ｓｕｇｇｅ
ｓｔ ｔｈａ ｔ


ｂｅｒ ｂｅ ｒ ｉｎｅ

６
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ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｓｏｂｅ ｓ ｉ ｔｙ
ｂｙ

ｉｎｃ ｒｅａ ｓ ｉｎｇ
ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆＴｒ ｉｂ ｌａｎｄ

ｐｒｏｍｏｔ ｉｎｇ
ｂｒｏｗｎａｄ ｉｐｏｃｙ

ｔｅ

ｍｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ ．

Ｃｏｎ ｃ ｌｕｓ ｉｏｎ ｓ

Ｔｒ ｉｂ ｌｋｎｏｃｋｏｕｔｄ ｉ ｓｒｕｐｔｓｂｒｏｗｎｆａｔｔｈｅ ｒｍｏｇｅｎｅｓ ｉ ｓａｎｄ ｉｎｄｕ ｃｅ ｓｈｙｐｅｒ
ｌ ｉｐ ｉ ｄ ｅｍ ｉ ａａｎｄ

ｏｂｅｓ ｉ ｔｙ
ｉｎｍ ｉ ｃｅ ．Ｉｔ  ｗａｓ ｆｕｒ ｔｈｅｒｄｅ ｍｏｎｓ ｔ ｒａｔｅｄｔｈａｔＴｒｉ ｂ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｒｅｄｕｃｅｄｍｉ ｔｏｃ ｈｏｎｄｒ ｉ ａｌ ｒ

ｅｓ ｐｉ
ｒ ａｔｏｒ ｙｃ

ｈａｉ ｎ ｃｏｍｐｌ ｅｘａｃｔ ｉ ｖｉ ｔ ｙ，ｒｅｓｕ ｌｔ ｉｎ ｇｉｎ
ａｎｉｍ ｂａｌａ ｎ ｃｅ ｏｆｍ ｉｔ ｏ ｃｈ ｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｓｉ ｏ ｎ ａｎｄｆｉ

ｓｓ ｉ ｏ ｎ ，ｗ
ｈｉ
ｃｈ  ｓｕｂｓｅｑ ｕｅｎ

ｔｌｙ ｌ

ｅｄ
 ｔｏｍｉｔｏ ｃｈｏｎｄｒｉａｌ  ｓ ｔｒｕｃｔｕ ｒａｌｄａｍａｇｅ ａｎｄｌｉｐ ｉ ｄ

ｍｅｔａ ｂｏｌｉｓ ｍ  ｄｙｓ

ｆｕｎｃｔｉｏ ｎ ． Ｏｖ ｅｒｅｘｐ ｒｅｓｓ
ｉｏ ｎ  ｏｆＴｒｉｂｌ ｉｎ ｖ ｉｔｒｏ  ｃａｎｒｅｄｕｃｅｌ ｉｐｉｄ ｄ ｒ ｏｐｌｅｔ ａ ｃｃｕｍｕｌａｔｉ ｏ ｎ ， ｉ

ｎｃｒ

ｅａｓｅｍｉｔｏｃ ｈｏｎｄｒｉａｌ ｎｕ ｍｂｅｒ，ａｎ ｄ
ｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｌｅｖｅｌ ｏｆ ｒｅｓｐｉｒａｔｏ ｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉ ｎ ａ ｄ ｉｐｏ

ｃｙ ｔｅ
ｓ．Ｔ ｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏ ｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅｔ ｏ ｒ ｅｄｕｃｅｌｉｐ ｉｄ ｄ ｒ

ｏ
ｐ ｌｅｔ ｓ

ａ
ｎｄ  ｉｎｃｒｅａ ｓｅｃｅｌ ｌｕｌａｒ  ｒ ｅ ｓｐｉｒ

ａｔ ｏｒ
ｙ ｍｅｔ ａｂｏ

ｌｉ ｓｍｗ ａ ｓ ｉｎｈｉｂｉ ｔｅｄ ａ ｆ ｔｅｒａｄｄｉｎｇｓｉ ＲＮＡ
ｔ ｏｉｎ ｔｅｒｆ ｅｒｅ ｗｉｔ ｈｔｈ ｅｅｘｐｒｅｓｓｉ

ｏｎ  ｏ ｆ Ｔｒｉ

ｂ１ｉｎ ａ ｄｉ ｐｏｃｙｔ ｅ

ｓ
．Ｉｔ

ｉ ｓ ｓｈｏｗ ｎ ｔｈａｔＴｒｉｂ１ｒｅｇ ｕｌ ａｔｅｓｔ ｈｅｆ ｕｎｃｔ ｉｏｎｏｆ  ｍｉｔｏｃｈ ｏｎ ｄ ｒｉａａｎｄ   ｂｒｏｗｎａ

ｄｉｐｏｃｙｔｅ ｓ

ｉ
ｎ
ｍｉ ｃｅ ，ａ ｎｄ ｉｓ

ｅ
ｘｐｅｃ ｔ ｅｄｔｏ ｂ

ｅａ ｎｅｗｔａｒｇｅｔ ｆｏｒｔｈ ｅ ｔｒｅ ａｔｍｅ ｎｔｏｆｍｅｔａ ｂｏｌ ｉｃ ｄｉｓ ｅ ａ ｓｅｓ

 ｓ ｕｃｈａ ｓｈｙｐｅｒｌｉｐｉ
ｄｅ

ｍｉ ａ ，

ｆ
ａ ｔｔｙ ｌ

ｉｖ
ｅｒａ

ｎｄ
 ｏｂｅｓｉｔｙ．

Ｋｅｙｗｏ ｒｄｓ ：ｏｂｅ ｓ ｉ ｔ
ｙ ；Ｔｒ ｉｂ １

；ｂ ｒｏｗｎｆａｔ
；
ｂｅ ｒｂｅｒ ｉｎｅ

；ｅ ｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｃｈａ ｉｎ
；ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒ ｉ ａ ｌ

ｄｙｎａｍ ｉ ｃ ｓ

７
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

英文缩略词


缩略语英文全称 中文名称

ＡＣＣＡｃｅ ｔ
ｙ ｌ

－Ｃ ｏＡ ｃａ ｒｂｏｘｙ ｌ ａ ｓ ｅ 乙酰辅酶Ａ竣化酶

ＡＣＳＡｃｙ ｌ
－ＣｏＡｓｙ

ｎｔｈａｓｅ 酰基辅酶Ａ合酶

ＡＬＰＡ ｌｋａ ｌ ｉｎｅ
ｐ
ｈ ｏ ｓｐ

ｈａｔａｓｅ碱性憐酸酶

ＡＬＴＡ ｌ ａｎ ｉ ｎｅａｍ ｉ ｎｏｔ ｒａｎｓｆｅ ｒａｓｅ丙氨酸氨基转移酶

ＡＭＰＡｄ ｅｎｏ ｓ ｉｎｅ５
‘

－ｍｏｎｏｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈａｔｅ腺 卩票呤核糖核苷酸

ＡＭ ＰＫＡＭ Ｐ －

ａｃｔ ｉｖ ａｔｅｄ
ｐ ｒｏｔｅ ｉｎｋ ｉ ｎａｓｅ ＡＭＰ依赖的蛋 白激酶

Ａ ＳＴＡ ｓｐａｒｔ ｉ ｃａｃ ｉ ｄｔ ｒａｎ ｓｆｅ ｒａｓ ｅ天 门冬氨酸氨基转移酶

ＡＴＧＬＡｄ ｉ

ｐ
ｏ ｓｅＴｒ ｉ

ｇ
ｌｙｃｅ ｒ ｉ ｄｅＬ ｉ

ｐ
ａｓｅ脂肪甘油三酯水解酶

ＢＡＴｂ ｒｏｗｎａｄ ｉ

ｐ
ｏ ｓ ｅｔ ｉ ｓ ｓｕｅ棕色脂肪组织

ＢＣＡＡ ｓｂ ｒａｎｃｈｅｄ －

ｃｈａ ｉ ｎａｍ ｉｎｏａｃ ｉｄ ｓ支链氣基酸

Ｃ ／ＥＢ Ｐ －ａＣＣＡＡＴ ｅｎｈａｎｃｅ ｒ
－ｂ ｉｎｄ ｉ ｎ

ｇｐｒｏ ｔｅ ｉｎａ ｌｐｈ ａＣＣＡＡＴ增强子结合蛋 白ａ

ＣｈＲＥＢ Ｐｃａｒｂｏｈｙ
ｄ ｒａ ｔｅｒｅ ｓｐｏ

ｎ ｓｅｅ ｌ ｅｍｅｎｔｂ ｉ ｎｄ ｉ ｎ
ｇ碳水化合物反应元件结合

ｐｒｏ ｔｅ ｉ ｎ 蛋 白

Ｃ０Ｐ １ｃｏｎ ｓ ｔ ｉ ｔｕｔ ｉｖｅ
ｐｈｏ ｔｏｍ ｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓ ｉ ｓ

ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ １组成型光形态发生蛋 白１

ＣＲＰＣ －

ｒｅａｃｔ ｉｖｅ
ｐ

ｒｏｔｅ ｉｎ Ｃ反应蛋 白

Ｃ ｔｂ
ｐ
ｓＣ －

ｔｅ ｒｍ ｉｎａ ｌｂ ｉｎｄ ｉｎｇｐ ｒｏｔｅ ｉ ｎ ｓ Ｃ末端结合蛋 白

ＤＥＸｄｅｘａｍｅｔｈａ ｓｏｎｅ地塞米松

Ｄ Ｉ０２ ｉｏｄｏ ｔｈ
ｙ ｒｏｎ ｉ ｎｅｄｅ ｉｏｄ ｉｎａｓｅＩ Ｉ碘 甲腺原氨酸脱碘酶 ＩＩ

ＤＭＥＭＤ ｕ ｌｂｅｃｃｏ
’

ｓｍｏｄ ｉｆｉｅｄＥａｇ
ｌｅ

’

ｓｍｅｄ ｉｕｍ杜氏改 良Ｅａｇ ｌ ｅ培养基

ＤＲＰ １ｄ
ｙ
ｎａｍ ｉ ｃｒｅ ｌ ａｔｅｄ

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ１动态相关蛋 白１

ＥＣＡＲｅｘｔｒａｃｅ ｌ ｌｕ ｌａｒａｃ ｉｄ ｉｆｉ ｃａｔ ｉ ｏｎｒａｔｅ细胞外酸化率

ＥＲＫ ｅｘ ｔｒａｃｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａｒｓ ｉ

ｇｎ ａ ｌ
－

ｒｅｇ
ｕ ｌ ａｔｅｄｋ ｉｎａｓ ｅ细胞外信号调节激酶

ＥＴＣＥ ｌ ｅｃｔｒｏｎｔｒａｎ ｓｆｅ ｒｃｈ ａ ｉｎ 电子呼吸链

ｅＷＡＴｅ
ｐ

ｉｄ ｉｄ
ｙｍ ａ ｌｗｈ ｉ ｔｅａｄ ｉ

ｐｏ
ｓｅｔ ｉ ｓ ｓｕ ｅ附睾 白色脂肪组织

ＦＡ ＳＦａ ｔｔｙ
ａｃ ｉ ｄｓｙｎ

ｔｈａ ｓｅ 脂肪酸合酶

ＦＢ Ｓ ｆｅ ｔａ ｌｂｏｖ ｉｎ ｅｓｅ ｒｕｍ 胎牛血清

８



中 国 医学科学院 北京协和医学院


博士研究生学位论文

Ｆ Ｉ Ｓ １ ｆｕ ｓ ｉｏｎ
ｐｒｏｔｅ ｉｎ１ 融合蛋 白１

ＦＧＦ２ １Ｆ ｉｂｒｏｂ ｌ ａ ｓ ｔ
ｇ

ｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ２ １成纤维细胞生长因子２ １

ＧＬＰ－

１ｇ
ｌｕｃａｇｏｎ

－

ｌ ｉｋｅ
ｐｅｐｔ ｉｄｅ

－

１胰高糖素样肽－

１

ＧＳＴ ｇ ｌ ｕ ｔａｔｈ ｉｏｎｅ
－Ｓ －

ｔｒａｎ ｓｆｅ ｒａｓｅ谷胱甘肽 －Ｓ －转移酶

ＨＤＬｈ ｉｇｈ
－ｄｅｎ ｓ ｉｔｙ

ｌ ｉｐｏｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ高密度脂蛋 白

Ｈ ＳＬ ｈｏ ｒｍｏｎｅ －

ｓｅｎｓ ｉ ｔ ｉｖｅ ｌ ｉ
ｐ
ａ ｓｅ激素敏感性甘油三酯脂肪

酶

ＩＢＭＸ３
－

ｉ ｓｏｂｕｔｙ ｌ

－

ｌ
－ｍｅｔｈｙ ｌｘａｎｔｈ ｉｎｅ ３

－异丁基 －

１
－甲基黄嘌呤

ＩＲＳ２ ｉｎ ｓｕ ｌ ｉｎｒｅｃｅｐｔｏ ｒｓｕｂｓ ｔｒａｔｅ２胰岛素受体底物２

ｉＷＡＴ ｉｎｇｕ ｉｎａ ｌｗｈ ｉ ｔｅａｄ ｉ

ｐｏ ｓｅｔ ｉ ｓ ｓｕｅ腹股沟 白色脂肪组织

ＬＣＡＤ ｌ ｏｎｇ
－

ｃｈａ ｉｎａｃｅｔｙ ｌ
－Ｃ ｏＡ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓ ｅ长链乙酰辅酶Ａ脱氢酶

ＬＤＬ ｌ ｏｗ－ｄ ｅｎ ｓ ｉ ｔｙ
ｌ ｉｐｏｐ

ｒｏｔｅ ｉｎ低密度脂蛋 白

ＬＰＬ ｌ ｉ

ｐ
ｏ
ｐ ｒｔｅ ｉｎ ｌ ｉｐａ ｓｅ 脂蛋 白脂肪酶

ＭＡＰＫｍ ｉｔｏｇｅｎ
－

ａｃｔ ｉｖａｔｅｄ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎｋ ｉｎａｓ ｅ丝裂原活化蛋 白激酶

ＭＣＡＤｍ ｅｄ ｉｕｍ－

ｃｈａ ｉｎａｃｅｔｙ ｌ

－ＣｏＡ ｄｅｈｙｄ ｒｏｇｅｎａ ｓｅ中链乙酰辅酶
Ａ脱氢酶

ＭＥＫ １ＭＡＰｋ ｉｎａｓｅｋｉｎａ ｓｅ１丝裂原活化蛋 白激酶激酶 １

Ｍｆｎ ｌｍ ｉｔｏｆｕｓ ｉｎ１丝裂融合素 １

ＮＰＹＮｅｕｒｏｐｅｐｔ ｉｄｅＹ 神经肽Ｙ

ＯＣＲｏｘｙｇｅｎｃｏｎ ｓｕｍ
ｐｔ ｉｏｎｒａｔｅ耗氧率

０ＰＡ １ｏ
ｐ
ｔ ｉｃａｔｒｏ

ｐ
ｈｙ１视神经萎缩１

ＯＸＰＨＯ ＳＯｘ ｉｄａｔ ｉｖｅ
ｐｈｏ ｓｐ

ｈｏ ｒｙ ｌ ａｔ ｉｏｎ氧化鱗酸化

ＰＢ Ｓｐｈｏ ｓｐｈａ
ｔｅ

－ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａ ｌ ｉｎｅ憐酸盐缓冲溶液

ＰＴＥＮｐ
ｈｏ ｓｐ

ｈ ａｔａｓｅａｎｄｔｅｎ ｓ ｉｎｈｏｍｏ ｌ ｏｇ磷酸酶和张力蛋 白 同源物

Ｐ ＩＮＫ １ＰＴＥＮ －

ｉｎｄｕｃｅｄｋ ｉｎａ ｓｅ１ ＰＴＥＮ诱导的激酶１

ＰＰＡＲＰ ｅｒ ｉｘ ｉ ｓｏｍ ｅ
ｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔｉ ｏｎ －

ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ过氧化物酶体增殖物激活

受体

ＰＧＣ －

ｌ ａＰＰＡＲｙ
ｃｏａｃｔ ｉｖａｔｏｒ

－

ｌ ａ ＰＰＡＲｙ共激活因子１ ａ

ＰＲＤＭ １ ６Ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉｖｅｒｅｇｕ
ｌ ａｔｏ ｒｙ

ｄｏｍ ａ ｉｎｃｏｎ ｔａ ｉｎ ｉｎｇ
１ ６ＰＲ结构域蛋 白１ ６

ＲＴ－ＰＣＲｒｅａ ｌ
－

ｔ ｉｍｅ
ｐ
ｏ ｌ

ｙｍｅｒａ ｓｅｃｈ ａ ｉｎｒｅａｃｔ ｉｏｎ实时聚合酶链反应

９
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ＳＣＤ ｓｔｅａｒｏｙ ｌ
－Ｃ ｏＡｄｅ ｓａｔｕ ｒａ ｓｅ硬脂酰辅酶 Ａ 去饱和酶

ＳＲＥＢ Ｐ －

ｌ ｃＳ ｔｅ ｒｏ ｌｒｅｇ
ｕ ｌ ａｔｏ ｒｙ

ｅ ｌ ｅｍ ｅｎｔｂ ｉｎｄ ｉｎｇｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ －

ｌ ｃ留醇调节元件结合蛋 白ｌ ｃ

Ｔ３ ｔｒ ｉ ｉｏｄｏｔｈ
ｙ ｒｏｎ ｉｎｅ三辆 甲状腺原氨酸

ＴＣ ｔｏ ｔａ ｌｃｈｏ ｌｅｓ ｔｅｒｏ ｌ 总胆固醇

ＴＣＡＴｒ ｉ ｃａｒｂｏｘｙ
ｌ ｉｃａｃ ｉ ｄｃｙｃ ｌ ｅ三竣酸循环

ＴＥＭ ｔｒａｎ ｓｍ ｉ ｓ ｓ ｉｏｎｅ ｌｅｃｔｒｏｎｍ ｉ ｃｒｏ ｓｃｏｐｙ透射电子显微镜

ＴＧ ｔｒ ｉｇ ｌｙｃｅｒ ｉｄｅ 甘油三酯

ＴＮ Ｆ －ａＴｕｍｏｕ ｒｎ ｅｃ ｒｏ ｓ ｉ ｓｆａｃ ｔｏ ｒ
－ａ肿瘤坏死因子ａ

Ｔｒ ｉ ｂ ｌＴｒ ｉｂｂ ｌ ｅ ｓｈｏｍｏ ｌｏｇ１ Ｔｒ ｉｂｂ ｌ ｅ ｓ同系物１

ＵＣ Ｐ １ｕｎｃｏｕ
ｐ ｌ ｉ ｎｇｐ ｒｏｔｅ ｉｎ１解偶联蛋 白１

ＶＬＤＬｖｅ ｒｙ
ｌ ｏｗｄ ｅｎ ｓ ｉ ｔｙ

ｌ ｉｐｏｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎ极低密度脂蛋 白

ＶＣ〇 ２ ｃａｒｂｏｎｄ ｉｏｘ ｉｄｅ
ｐ ｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ二氧化碳产生率

Ｖ〇 ２ｏｘｙｇｅｎｃｏｎｓｕｍ ｐ
ｔ ｉｏｎ氧气消耗量

１ ０
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引言

由于生活饮食结构的改变和遗传因素的作用 ， 肥胖人群数量逐年上升Ｗ 。 当机体

能量摄入长时间超过能量消耗时 ， 过剩的营养物质会转化为甘油三酯储存在脂肪细

胞中 Ｍ 。 这
一

过程伴随着脂肪干细胞的增殖分化和脂质储存增 多带来 的细胞肥大 ，

最终导致脂肪组织增生 。 肥胖会提高心脑血管疾病 、 糖尿病和癌症等非传染性疾病

的患病风险 ， 严重危害人体健康 。 当脂肪组织扩增速度超出血管生成能力时 ， 将导

致细胞持续缺氧 ［
３

］

。 缺氧诱导的细胞凋亡会募集巨噬细胞和其他免疫细胞浸润脂肪

组织 以清除坏死的脂肪细胞 ， 产生炎症反应 【

４
，

５
］

。 通过免疫细胞浸润表达的炎性介质

进
一

步在脂肪组织中诱导胰岛素抵抗 ， 损害 了 脂肪组织的代谢功能 ［
６

］

。 慢性炎症的

持续将诱导组织纤维化反应 ， 胶原蛋 白和细胞外基质蛋 白 的沉积限制 了脂肪细胞的

肥大能力 ， 致使脂肪组织脂质储存和代谢能力降低 ， 加剧脂肪组织功能障碍ｍ 。 溢

出 的脂质进入机体循环 ， 在其他组织 中持续造成脂毒性和炎症 ， 最终导致全身性代

谢紊乱 ［
８

］

。

目 前肥胖主要是通过手术或药物治疗 ， 以减少机体能量摄入 。 但现在用于治疗

肥胖的药物十分有限 ， 目 前美国 ＦＤＡ 批准可长期控制体重的药物仅有 Ｏ ｒ ｌ ｉ ｓ ｔａｔ（ 奥

利司他 ） 、 Ｌ ｉ ｒａｇ ｌｕｔ ｉｄ ｅ（利拉鲁肽 ） 、 Ｌｏｒｃ ａｓｅｒ ｉｎ（氯卡色林 ） 和 Ｑ ｓｙ
ｍ ｉ ａ（芬特明 ／托批

酯复方缓释片 ） 四种 ［
９

］

。 其中 Ｏ ｒ ｌ ｉ ｓ ｔａｔ 是肠道脂肪酶抑制剂 ， 通过减少食物 中脂肪 的

吸收到达减重的 目 的 ， 长期使用会造成脂溶性维生素的缺乏 ［
１ Ｇ

，
１ １

】

。 Ｌ ｉ ｒａｇ ｌ ｕ ｔ ｉ ｄｅ 为胰

高糖素样肽 －

１（
ｇ ｌ ｕｃ ａｇｏｎ

－

ｌ ｉｋｅ ｐｅｐ
ｔ ｉｄｅ －

１ ， ＧＬＰ －

１ ） 类似物 ， 伴有低血糖和急性胰腺炎

的风险 ， 且单
一

的注射剂型不利于长期使用 ［
１ ２

］

。 Ｌｏ ｒｃ ａ ｓｅ ｒ ｉ ｎ 作用于 ５
－ＨＴ２Ｃ 受体为

拟交感神经类药物 ， 可 以减少食欲 ， 但其长期使用有潜在的心脏瓣膜病和癌症风险

［
１ ３

，
｜ ４

］

。 Ｑ ｓｙｍ ｉ ａ 为 中枢神经类减肥药 ， 伴有头痛 、 失眠 、 便秘和眩晕等副作用

回顾 目 前用于治疗肥胖的药物和手术等 ， 多是从减少能量摄入的方面治疗肥胖 ， 也

产生 了许多与之相关的副作用 ［
１ ７

］

。 因此增加能量消耗己成为治疗肥胖症的
一

种有效

策略 。

哺乳动物的脂肪主要有两种类型 ， 即储能型的 白色脂肪组织 （ ｗｈ ｉ ｔｅａｄ ｉ

ｐ
ｏ ｓｅｔ ｉ ｓ ｓｕ ｅ

，

ＷＡＴ ） 和耗能的棕色脂肪组织 （ ｂｒｏｗｎ ａｄ ｉｐｏ ｓｅ ｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅ
，
ＢＡＴ ）

［
１ ８

’
１ ９

］

。 其中 ＷＡＴ 将机体

多余的能量转化为甘油三酸酯存储在细胞脂滴 中 ， 表现为单泡大脂滴 ， 细胞器少 。

ＷＡＴ 由于储存部位的不 同 ， 分为皮下 白色脂肪组织 （ ｉｎｇ
ｕ ｉ ｎａ ｌｗｈ ｉ ｔｅａｄ ｉ

ｐ
ｏ ｓｅｔ ｉ ｓ ｓｕｅ

，

ｉＷＡＴ ） 和腹腔 白色脂肪组织 （ ｅｐ ｉｄ ｉｄｙｍａ ｌｗｈ ｉ ｔｅａｄ ｉ

ｐｏ ｓｅｔ ｉ ｓ ｓｕｅ
，
ｅＷＡＴ ） 。 而ＢＡＴ脂滴

小而分散 ， 表现为多泡小脂滴 。 ＢＡＴ 包含大量线粒体 ， 其中高水平的解偶联蛋 白 １

（ Ｕｎ ｃｏｕｐ ｌ ｉｎｇｐｒｏ ｔｅ ｉｎ１
，
ＵＣＰ １ ） 会 以非战栗性产热的方式消耗甘油三酯和葡萄糖产

生热量 ［

２Ｇ
］

。 最近 ， 在 ＷＡＴ 中发现 了第三种类型的脂肪细胞 ， 称为米色脂肪细胞 ，

１ １
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它与 ＢＡＴ 相似 ， 具有高水平的 ＵＣＰ １ 。 但不同于 白色和米色脂肪组织 ， 棕色脂肪来

源于 Ｍｙ
ｆ５

＋

和 Ｐａｘ７
＋

的近轴 中胚层祖细胞 ， 与骨骼肌细胞具有相 同 的来源 ［
２ １

＿

２ ３
］

。

线粒体是棕色脂肪的关键细胞器 ， 可 以响应于外界环境和体内激素水平调节能

量代谢 ， 是葡萄糖和脂质代谢的 中心 ［
２４

，
２ ５

］

。 丙酮酸氧化 、 脂肪酸 Ｐ
－氧化 、 三羧酸循

环和氧化磷酸化 ， 都发生在线粒体中 ， 线粒体功能的正常对于维持棕色脂肪功能和

机体代谢稳态都是必需的 ［
２ ６

＊
２ ７

］

。 线粒体具有双层膜结构 ， 线粒体外膜和 内膜 由膜间

隙隔开 ， 内膜向线粒体基质折褶形成嵴增加 内膜生化反应的表面积 。 来 自 食物的葡

萄糖和脂肪酸分别通过三羧酸循环 （ Ｔｒ ｉ ｃａｒｂｏｘｙ ｌ ｉ ｃ ａｃ ｉｄ ｃｙｃ ｌ ｅ
，

ＴＣＡ ） 和脂肪酸 Ｐ
－氧化

在 线 粒体 内 被 氧 化 脱 电 子 ， 由 烟 酰胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 （
Ｎ ｉｃ ｏ ｔ ｉｎ ａｍ ｉｄｅａｄ ｅｎ ｉ ｎ ｅ

ｄ ｉｎｕｃ ｌｅｏｔ ｉｄｅ ，ＮＡＤ
）和黄素腺嘌呤二核苷酸 （

Ｆ ｌ ａｖ ｉｎａｄｅｎ ｉｎｅｄ ｉｎｕｃ 丨ｅｏｔｉｄｅ ， ＦＡＤ
）接受电

子转化为 ＮＡＤＨ 和 ＦＡＤＨ２ 。 随后 ＮＡＤＨ 和 ＦＡＤＨ ２ 将 电子传递给线粒体电子呼吸

链 （
Ｅ ｌｅｃ ｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒｃｈａ ｉｎ ， ＥＴＣ

）
， 经 由 内膜中线粒体复合物 Ｉ 到 Ｖ 传递 。 当 电子沿

着 ＥＴＣ 传递时 ， 释放的 自 由能用于将复合物 Ｉ 、 Ｉ Ｉ Ｉ 和 ＩＶ 处的质子从线粒体基质泵

送到膜间空间 ， 从而产生质子 电化学梯度 。 质子在复合物 Ｖ（ＡＴＰ 合酶 ） 处沿其浓

度梯度扩散 ， 其中通过内膜的质子驱动释放的能量用于生成 ＡＴＰ
［
２ ８

，
２ ９

１

。 而棕色脂肪

中高水平的 ＵＣＰ １ 具有跨线粒体膜破坏质子电化学梯度的能力 ， 从而使氧化磷酸化

解偶联产生热量 。 线粒体是
一

个高度动态化的细胞器 ， 会随着不同的生理状态而

发生改变 。 线粒体质量和功能的维持与线粒体动力学 （包括线粒体融合 、 分裂和 自

噬 ） 密切相关 ［
３ １

］

。 研宄发现 ， 在肥胖人群和肥胖小 鼠模型的脂肪组织 中表现出线粒

体动力学失衡 ， 氧化磷酸化水平降低和线粒体脂质代谢功能障碍 ［
３ ２

］

。

尽管棕色和 白色脂肪细胞的胚胎起源和生理功能存在差异 ， 但两种细胞类型都

具有相似的转录级联反应 ， 可控制终末分化为成熟脂肪细胞 ［
３ ３

］

。 最新进展表 明 ， 脂

肪祖细胞分化为棕色 、 米色或 白色脂肪细胞的倾向主要由转录因子 、 表观遗传学和

ｍ ｉＲＮＡ 控制 ［
３４

＿

３ ６
］

。 其中过氧化物酶体增殖物激活受体 ａ（ Ｐｅ ｒ ｉｘ ｉ ｓｏｍｅ
ｐ

ｒｏ ｌ ｉｆｅ ｒａｔ ｉｏｎ －

ａｃｔ ｉｖａｔｅｄｒｅｃｅ
ｐ
ｔｏ ｒ ａ ｌ

ｐ
ｈａ

， 
ＰＰＡＲ－ａ ） 、ＰＰＡＲ／

ｙ
共激活因子ｌ ａ（ ＰＰＡＲ

ｙ

ｃｏａｃｔ ｉｖ ａｔｏｒ－ ｌ ａ
， 
ＰＧＣ －

ｌ ａ ） 、 ＰＲ结构域蛋 白１ ６（ Ｐｏ ｓ ｉｔ ｉｖｅｒｅｇｕ ｌ ａｔｏｒｙ
ｄｏｍａ ｉｎｃｏｎｔａ ｉｎ ｉｎｇ

１ ６
，
ＰＲＤＭ １ ６ ） 、 ｍ ｉＲ－

１ ９６ａ 和 ｍ ｉＲ－

１ ９３ｂ －

３ ６ ５ 都增强棕色脂肪生成 ， 提高产热基因 的表达 ， 并促进线粒体

生物发生和氧化产热 ［
２ ３

］

。 但 目前这些靶点在药物的开发和利用上仍十分有限 ， 急需

寻找新的药物开发靶点 。

Ｔｒ ｉｂｂ ｌｅ ｓ 同源物 ｌ
（
Ｔｒ ｉｂｂ ｌｅ ｓ ｈｏｍｏ ｌｏｇ

１
，
７ＷＷ

）
是 Ｔｒｉｂｂ ｌｅｓ 假激酶家族的成员 ， 最初

在果蝇中胚层有丝分裂研宄 中被发现 ， 位于人类 ８ｑ２４ 染色体上 ， 与 ＭＹＣ 原癌基因

位于 同
一

基因座风
３ ８

］

。 ８ｑ２
４ 基因座在几种癌症类型中被扩增 ， 它与多种癌症的关系

已有报道 ［
３ ９４ １

］

。 有研宄提出 ７ＷＷ 参与急性髓性 白血病 、 食管癌和 甲状腺癌等多种

癌症的发展 ［
４２ ＿

４４
］

（ Ｆ ｉ ｇｕｒｅ１ Ａ ） 。 随后 Ｔａｋａｓｈ ｉＳａｔｏｈ 团 队发现 ７ＨＷ 缺失导致骨髓和

１ ２
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脾脏等 多种器官 中 Ｍ ２ 型 巨噬细胞显著减少 ［
４ ５

］

。 后续有研宄发现 ７Ｗ６ ／ 在单核细胞 、

ＣＤ４
＋

调节性 Ｔ 细胞和活化 Ｔ 细胞中显著高表达 ， 对嗜酸性粒细胞 、 中性粒细胞功

能具有明确的调节作用 ［
４６

］

（ Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ ｌ Ｂ ） 。 另外 ， ７ＷＷ 也影响 ＩＬ －２ 、 ＴＮＦ －ａ 等炎症因

子的表达 ［
４〃 ８

］

， 在免疫和炎症中具有重要意义 。 除此之外 ， 在不同 国家人群的全基

因组关联分析中 发现 ， ７＞必 ／ 与血脂水平密切相关 １
４ ９ ＿

５ ２
］

。 尽管 ７Ｗ６ ／ 在代谢性疾病 中

的生理作用并不 明确 ， 但 ７＞访 ／ 在血脂和 炎症 中 的研究 引 起 了 极大的关注 。

Ａ
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小檗碱是 中 药黄连 （ ＣｏｐｔｏＦ ｒａｎ ｃｈ ． ） 中 分离得到的异咣啉类
７

ｋ物喊 ， 最

初用 于治疗腹泻 ［
５ ３

］

。 随后 有研究发现小檗碱可 以通过 调节肠道微生物组成和抑制

Ｎ Ｆ＋Ｂ／ＭＡ ＰＫ 倍 Ｕ通路降低肥胖小 鼠体 内 炎症水平 研宄发现小檗碱可 以降低

肥胖小 鼠 的体重和血脂水平 ， 缓解高血脂症造成的脂海性和胰岛素抵抗ｗ
５ ７

Ｕ 值得

１ ３
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注意的是 ， 小檗碱可 以调节 ＰＧＣ －

ｌ ａ ， 促进 白色脂肪组织棕色化 ， 提高脂肪组织能量

代谢水平 ， 是治疗肥胖的潜在药物 ［
５ ８

，
５ ９

］

。 重要的是 ， 有研宄发现小檗碱可以通过提

高小 鼠肝脏 ＬＤＬＲ 和 ＴＲＩＢ １ 的蛋 白表达 ， 降低小 鼠血清甘油三酯水平 ［
６ （ ）

］

。 但小檗

碱在 ＢＡＴ 能量代谢中 的作用是否与 ＴＲＩＢ １ 有关仍需探宄 。

综上 ， 本课题拟采用体 内外模型 ， 探宄 ７ＨＷ 调控棕色脂肪功能抑制肥胖的分子

机制 。 利用 ＣＲ Ｉ ＳＰＲ／Ｃａｓ９ 技术建立 基因敲除小 鼠 ， 对其代谢表型进行测定 ，

探宄 ７ＷＷ 对脂肪组织代谢的调节作用 。 进
一

步利用 ｐ３
－肾上腺素受体激动剂提高

７ＨＡ ７ 敲除小 鼠棕色脂肪代谢功能 ， 探宄 ７ＷＷ 敲除对小 鼠棕色脂肪产热和能量代谢

的作用 。 通过原核质粒构建 ＴＲ ＩＢ １
－ＧＳＴ 融合蛋 白进行 Ｐｕ ｌ ｌｄｏｗｎ 实验 ， 并对

敲除小 鼠和野生型小 鼠棕色脂肪组织进行 ＲＮＡ －Ｓｅｑｕｅｎｃ ｉｎｇ ， 检测 ７ＷＷ 调控棕色脂

肪功能的关键分子 。 进
一

步通过真核质粒在 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞上过表达 ７ＷＷ ， 对

７ＨＷ 调控棕色脂肪功能进行验证 。 并通过 ｓ ｉＲＮＡ 敲低 ７ＷＷ ， 在小檗碱处理的脂肪

细胞上 ， 探宄 ７ＷＷ 敲低对小檗碱调控能量代谢的影响 。
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第
一

章 调控 ｄｂ／ｄｂ 肥胖小 鼠脂质代谢的基因及其在体

内外脂肪细胞中的表达变化研究

世界卫生组织统计 ， 自 １ ９７ ５ 年至 ２０ １ ６ 年 ， 全球的肥胖患病率增加 了两倍 ， 而

中 国肥胖的人数 己增至全球第
一

。 肥胖会提高心脑血管疾病 、 糖尿病和癌症等非传

染性疾病的患病风险⑴
。 但 目 前肥胖治疗靶点的研宄仍十分有限 ， 急需寻找新的药

物开发靶点 。

ｄｂ／ｄｂ 自 发性肥胖小 鼠是瘦素受体缺失的基因 突变小 鼠 ， 与普通小 鼠相 比 ， ｄｂ／ｄｂ

在 ４ 周龄表现 出高血糖 ， 高血脂和体重明显上升的代谢表征 ， 是研究糖脂代谢的经

典模型小 鼠 Ｐ ］

。 脂肪酸代谢是小 鼠心脏重要的能量来源 ， 健康心脏大约 ５０％－

７０％的

能量 由长链脂肪酸氧化产生的 ［
３

，

４
］

。 在 ｄｂ／ｄｂ 肥胖小 鼠模型中 ， 低度炎症 、 促炎性脂

肪因子释放和游离脂肪酸的持续升高会诱导心肌耗氧量增加和能量代谢受损
［
５

，

６
］

。

其中心肌脂肪代谢的改变 ， 在肥胖小 鼠心脏代谢功能障碍中起关键作用 。

在本章 中我们采用不 同 月 龄的 ｄｂ／ｄ ｂ 自 发性肥胖小 鼠进行测序 ， 筛选 ｄｂ／ｄｂ 月巴

胖小 鼠脂代谢紊乱发展过程中 的共 同差异基因 ， 并对差异基因在体内 外脂肪细胞中

的变化进行测定 ， 为治疗肥胖等代谢性疾病筛选新的治疗靶点 。

第
一节 脂质代谢障碍发展过程中的共同差异基因

由于生活饮食结构的改变和环境因素的作用 ， 肥胖和超重的人数快速上升 。 但

目 前干预肥胖的靶点和药物仍十分有限 ， 急需寻找新的药物开发靶点 。 因此 ， 我们

对不 同月 龄的 ｄｂ／ｄｂ 自 发性肥胖小 鼠进行测序 ， 用 以筛选干预脂质代谢的新靶点 。

１ 实验材料

１ ＿ １ 实验动物

４ 周龄 ｄｂ ／ｄｂ 小 鼠 （ 雄 ） 购于江苏集萃药康生物科技有 限公 司 ， 合格证号 ：

２０ １ ８ １ ６ １ ８２ 。 所有动物实验程序均 由 中 国 医学科学院北京协和 医学院动物伦理委员

会批准 （ ＳＬＸＤ －２０ １ ８０ ７０６ ） 。

１ ．２ 实验试剂

１ ９
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名称


ｒｍ


ＴＲＩＺＯＬＴｈｅ ｒｍｏＳ ｃ ｉ ｅｎｔ ｉｆｉ ｃ公司 １ ５ ５ ９６０ １ ８

异丙醇国药集团化学试剂有限公司 ８０ １ ０９２ １ ８

三氯 甲烷国药集团化学试剂有限公司 １ ０００６ ８ １ ８

ＤＥＰＣ７Ｋ


碧云天生物技术有限公司


Ｒ００２２


１ ．３ 实验仪器

名称


ｒｍ


ｍ


超纯水仪美国Ｍｅ ｒｃｋ Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ公司Ａｄｖａｎｔａｇ
ｅＡ １ ０

电子天平ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯＡＬ １ ０４ －

ＩＣ

台式离心机Ｅ
ｐｐ

ｅｎｄｏｒｆ
公司 Ｃｅｎｔ ｒ ｉｆｕｇｅ

５４２７Ｒ

低温冰箱


青岛海尔股份有限公司


ＢＣＤ －３ １ ８Ｗ ＳＬ


２ 实验方法

２ ． １ｄｂ ／ｄｂ 小鼠心脏组织分离取材

ｄｂ／ｄｂ 小 鼠饲养于中 国医学科学院动物房 中 ， 饲养在室温 ２２

°

Ｃ ， 适度 ６０％的环

境 。 保证 １ ２ｈ 的光暗循环且给与普通饲料和水 。 取第 １ 、 ６ 和 １ ２ 月 的 ｄｂ／ｄｂ 小 鼠 ，

禁食不禁水过夜 ， 收集小 鼠 内眦血样 ， 脱颈椎处死小 鼠 。 酒精消毒小 鼠 ， 快速剪取

小 鼠心肌组织置于标记好的去酶管 内 ， 于液氮中快速冻存 。

２ ．２ｄｂ／ｄｂ 小鼠心脏 ＲＮＡ 提取

称取冻存的动物组织添加 ｌ ｍＬ Ｔｒ ｉｚｏ ｌ ， 将组织均匀研磨 。 添加 ０ ．２ ｍＬ 氯仿 ， 剧

烈摇动 １ ５ ｓ ， 在室温下静置 ５ ｍ ｉｎ ， 并在 １ ２０００ ｒｐｍ 和 ４
°

Ｃ下离心 １ ５ ｍ ｉｎ 。 吸取上层

透明水层并加入等量的异丙醇 ， 倒置混合 ， 在室温下静置 １ ０ｍ ｉｎ ， 在 １ ２０００ｒｐ
ｍ 和

４

°

Ｃ 下离心 ｌ Ｏ ｍ ｉｍ 弃上清 ， 用 ７ ５％的酒精洗涤沉淀两次并在 １ ２０ ００ ｒｐｍ 和 ４

°

Ｃ下离

心 ５ｍ ｉｎ 。 弃酒精溶液并完全挥干后 ， 加入适量的去酶水溶解核酸沉淀 。 使用微量分

光光度计测定核酸浓度后 ， 确保 ２６ ０／２ ８０ 和 ２６０／２３ ０ 数值在 ２ ． ０ ± ０ ．２ 时 ， 送样进行

测序 。

２ ．３ＲＮＡ－Ｓｅ
ｑｕｅｎ ｃ ｉｎ ｇ检测

测序 由北京诺禾致源科技股份有限公司进行 。 样品检测合格后 ， 构建通用 的转

录组文库 ， 使用 Ｉ ｌ ｌｕｍ ｉｎａ Ｈ ｉ Ｓｅｑ 平 台进行双端测序 。 最后进行差异表达分析 、 主成

２ ０
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分分析 、 Ｋ
ｙ ｏ

ｔｏＥ ｎｃｙ ｃ
ｌ ｏ
ｐ
ｅｄ ｉ ａｏ ｆ Ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ａｎ ｄＧ ｅｎ ｏｍ ｅ ｓ（ ＫＥＧＧ ） 分析和 蛋 白 质相互作用

网络分析 。

２ ． ４ 统计学分析

使用核酸序列 的 ＧＣ 含量 （
ＧＣｃ ｏｎ ｔｅｎ ｔ

）
， Ｑ ２０ 和 Ｑ ３ ０ 评估测序数据质 量 。 采用皮

尔逊相关系数的平方 （ Ｒ
２

） 评价样 品之间重复性和相关性 ， 在数据质量合格后进行

差异表达基因 的筛选 。

３ 实验结果

３ ． １ 不同月龄 ｄ ｂ ／ｄ ｂ 小 鼠转录组共同差异基因

随着 ｄ ｂ ／ｄ ｂ 小 鼠体重快速增长 ， 其肩 胛部位的棕色脂肪逐渐 白 化 ， 难 以与膨大

的 白 色脂肪组织分离 。 內 色脂肪作为储能脂肪组织 ， 脂质代谢能力低 。 脂肪代谢是

心脏主要的能量来源 ｜

７
￣
８

， 在 北 ／ｄ ｂ 小 鼠模型 中 ， 高血糖造成的细胞损伤和炎症促使

心肌葡萄糖和脂质代谢受损 ［
９

－

１ １

】

。 因此在查阅文献后 ， ＲＮＡ －Ｓ ｅ
ｑ
ｕｅｎ ｃ ｉ ｎ

ｇ 对 ｄｂ／ｄｂ 小

鼠心肌组织进行测序 ， 筛选 ｄ ｂ ／ｄ ｂ 肥胖小 鼠糖脂代谢紊乱进展过程 中 的差异基因 。

将 １ 、 ６ 和 １ ２ 月 龄的 ｄ ｂ ／ｄ ｂ 小 鼠心脏转录组数据与相 同 月 龄的对照 鼠相 比 ， 分

別富集 ３ １ ７ 、 ５ ５ ７ 和 １ ６６ １ 个差异基因 。 表明在肥胖小 鼠糖脂代谢紊乱进展过程中 ，

随着心肌重构加重 、 心脏功能下降 ， 异常基因增 多 。 在 １ 、 ６ 和 １ ２ 月 龄的 ｄ ｂ ／ｄ ｂ 小

鼠心脏样本 中有 ４０ 个共 同 差异基因 （ Ｆ ｉ ｇｕ
ｒｅ Ｉ

－

１ Ａ ） ， 其 中 ５ 个稳定上调 ， ３ ２ 个基

因表达稳定下调 （ 见附泊
一

） 。

Ａ Ｂ

２ ７７

 １

，

｜
３ ４

Ｍ ｌ ｖ ｓ Ｃ ｏｎ ｔ ｒ ｏ ｌ

■ 

６

４０ ｜
３ ２

Ｍ ６  ｖ ｓ ． Ｃ ｏ ｎ ｔ ｒ ｏ ｌ

■Ｈ ８

５ １ ７ １６２ １

Ｉ 
３ ２

Ｍ ｌ ２  ｖ ｓ Ｃ ｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ

Ｆ
— ８


． ． ．＿

Ｍ ｌＣｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ
° １ ０ ２ ０ ３ ０ ４ ０

Ｍ ６ ｖｓ Ｃ ｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ Ｃ Ｉ Ｄ ｏｗｎＢ Ｕ ｐ

Ｍ １２ ｖｓ ．  Ｃ ｏ ｎ ｔ ｒ ｏ ｌ

Ｆ ｉ

ｇ ｕ
ｒｅ １

－

１Ｔ ｒａ ｎ ｓｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔｏｍ ｃｃｏｍ ｍ ｏ ｎｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｌｇｅ ｎ ｅ ｓｏ ｆｄ ｂ／ｄ ｂｍ ｉ ｃ ｅｏ ｆｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔ

ｍ ｏｎ ｔ ｈ ｓｏｆ ａ
ｇ
ｅ ．

（
Ａ

）
Ｖｅｎ ｎｄ ｉ ａｇ

ｒａｍｏ ｆ ｔｈ ｅｓａｍ ｅｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔ ｉ ａ ｌ

ｇ ｅ
ｎ ｅ ｓｂ ｅ ｔｗｅｅ ｎｄ ｂ／ｄ ｂｍ ｉ ｃｅａｎ ｄ

Ｗ Ｉ

＇

ｍ ｉ ｃ ｅａ ｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔｍ ｏ ｎ ｔ ｈ ｓｏ ｆ ａ
ｇ
ｅ ．Ｔ ｈ ｅｏｖｅ ｒ ｌ ａ

ｐ ｐ
ｉ ｎ
ｇｐ

ａ ｒ ｔｏ ｆ  ｔ ｈｅｃ ｉ ｒｃ ｌ ｅｒｅ
ｐ

ｒｅ ｓｅ ｎ ｔ ｓｔ ｈ ｅｓａｍ ｅ

２ １
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ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔ ｉ ａ ｌ

ｇｅ ｎｅ ｓｂ ｅ ｔｗｅｅｎｄ ｂ／ｄ ｂｍ ｉ ｃｅｏ ｆ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔｍ ｏｎ ｔｈ ｓｏ ｆａ
ｇｅ

．

（
Ｂ

）
Ｔｈ ｅｎ ｕｍ ｂｅ ｒｏ ｆ ｔｈ ｅ

ｓａｍ ｅｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｌ

ｇ ｅ ｎ
ｅ ｓｕｐ

－

ｒｅｇ ｕ ｌ ａｔｅｄａｎ ｄｄ ｏｗｎ
－

ｒｅｇｕ
ｌ ａｔｅｄ ｉ ｎｔｈ ｅｔ ｒａ ｎ ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔｏｍ ｅｏ ｆｄ ｂ ／ｄ ｂ

ｍ ｉ ｃｅｏ ｆ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔｍ ｏｎ ｔｈ ｓｏ ｆ ａｇｅ ．

３ ．２７ＷＷ 在 ｄ ｂ／ｄ ｂ 小 鼠心肌组织的变化

通过炎症 、 糖代谢和脂质代谢对不 同 月 龄 ｄｂ／ｄ ｂ 小 鼠转录组共同差异基因进行

筛选 ， 文献报道 ７＞访 ／ 同时参与 多种炎症反应和血脂水平调控 ［

１ ２
－

１ ７
］

。 ７ＷＷ 在 ｄ ｂ／ｄ ｂ

小 鼠 Ｋ６ 和 丨 ２ 月 龄 中稳定下调 （ Ｆ ｉｇｕ ｒｅ １
－２ ） ， 因此提示我们对 ７ＷＷ 在脂质代谢

中 的作用进行探究 。

７Ｗ６ ／
（
Ｔ ｒ ｉ ｂｂ ｌ ｅ ｓｈ ｏｍ ｏ ｌ ｏ

ｇ
丨

，

７Ｗ６ ７
）是 Ｔｒ ｉ ｂｂ ｌ ｅ ｓ 假性蛋 白激酶家族的

一

员 。 全基因组

关联分析发现 ， ７ＷＷ 与循环血脂水平密切相关 １

１ ４
１

。 进
一

步研宄证实 ，
７＞ ／Ｗ 的敲除

会促进脂质在肝细胞的蓄积 ， 并提高血浆甘油三酯 （ Ｔ ｒ ｉ ｇ ｌ

ｙ ｃｅ
ｒ ｉ ｄ ｅ ，ＴＧ ） 水平 ， 进而

增加脂肪肝和冠状动脉疾病发生的风险 ｜

１ ８
］

。 基于 ７Ｗ６ ／ 在肝脏脂质 和循环血脂方面

的研宄 ， 我们将利用 Ｃ ５ ７ＢＬ／６ Ｊ 小 鼠和 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪前体细胞 ， 测定 ７＞访 ／ 的表达水

平 ， 并明确 在脂肪分化和脂质代谢中 的表达变化 。

Ｔ ｒ ｉ ｂ ｌ

〇 ．〇

Ｄ＾Ｈ
￣￣

ＭＢＨＭ １ ．ｖｓＣ ｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ

ＢｉＭ６ ．ｖｓＣ ｏｎ ｔ ｒ ｏ ｌ

卜
—

ｉ

．－＿＿
－Ｊ－

１ ． ３ ５＿

１ ． ３ ５－

１ ＇ １ ２

Ｆ ｉ
ｇ ｕ ｒｅ１

－２Ｅ ｘｐ ｒｅｓｓ ｉｏ ｎ ｌｅｖｅ ｌ ｓｏ ｆＴｒｉｂ ｌｂｅ ｔｗｅｅｎｄｂ／ｄ ｂｍ ｉ ｃｅａ ｎ ｄＷＴｍ ｉｃｅａ ｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔ

ｍｏｎ ｔｈ ｓｏｆａｇｅ ．Ｔｒ ｉｂ ｌｅｘｐ ｒｅｓｓ ｉｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ ｉ ｎｄ ｂ ／ｄｂｍ ｉ ｃｅａｔ １

，６ａｎｄ １ ２ｍ ｏｎ ｔｈ ｓｏｆａｇｅ

ｃｏｍ
ｐ
ａ ｒｅ ｄｔｏｗ ｉ ｌ ｄｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ ｓ ．

４ 小结

本小节利用不 同 月 龄的 ｄ ｂ／ｄｂ 自 发性肥胖小 鼠心肌样本进行测序 ， 探宄脂质代

谢障碍发展过程中 的共同差异基因 。 随后通过文献对 ４０ 个共同差异基因进行筛选 ，

发现 ７Ｖ／Ｗ 同时参与多种炎症反应和血脂水平调控 ［
１ ２

－

１ ７
］

， 在 ｄ ｂ／ｄ ｂ 小 鼠 丨 、 ６ 和 １ ２ 月

龄 中稳定下调 ， 提示我们对 ７Ｗ６ ／ 在脂质代谢中 的作用进行探究 。

２ ２
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第二节 ７ＷＷ 在 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ 小 鼠各组织的表达以及对棕色脂

肪产热的作用研究

在 ｄｂ／ｄｂ 肥胖小 鼠不同月 龄样本的共同差异基因 中 ， ７＞／Ｗ 同时参与多种炎症反

应和血脂水平调控 ［
１ ２

＿

｜ ７
］

。 但 ７ＷＷ 在脂肪组织中 的表达水平 ， 以及在不 同种类的 白

色脂肪和棕色脂肪中的表达差异并不明确 。 因此我们通过 ＲＴ－ＰＣＲ 测定 ７ＷＷ 在

Ｃ ５ ７ＢＬ／６Ｊ 小 鼠各组织器官 中 的表达水平 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物与细胞

８ 周龄 Ｃ ５ ７ＢＬ／６Ｊ 小 鼠 （雄 ） 购于北京维通利华实验动物技术有限公司 ， 合格证

号 ： １ １ ００ １ １ ２ １ １ １ ０ ７５ ６ ９２４ ５ 。 所有动物实验程序均 由 中 国医学科学院北京协和医学院

动物伦理委员会批准 （ ＳＬＸＤ －２０ １ ８ ０７０６ ） 。

１ ．２ 实验试剂

名称


ｒｍ


ＴＲ ＩＺＯ Ｌ ＴｈｅｒｍｏＳ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉｆｉ ｃ公司 １ ５ ５ ９６ ０ １ ８

Ｐｒ ｉｍｅＳ ｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔ

？
ＲＴＭ ａ ｓ ｔｅ ｒＭ ｉｘ宝 日 医生物技术有限公司ＲＲ０３ ６Ａ

ＴＢＧ ｒｅｅｎ？Ｐ ｒｅｍ ｉｘＥｘＴａ
ｑ

？
 Ｉ Ｉ 宝 日 医生物技术有限公司ＲＲ８２０Ａ

肾上腺素受体激动剂 Ｓ ｉ

ｇ
ｍ ａ 公司 Ｃ ５９７６

ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒康为世纪生物科技有限公司ＣＷ００２２

电泳缓冲液康为世纪生物科技有限公 司ＣＷ００４５ Ｓ

转膜缓冲液康为世纪生物科技有限公司ＣＷ００４４

ＴＢ ＳＴ 康为世纪生物科技有限公司ＣＷ００４ ３

ｅＥＣＬＷｅ ｓｔｅ ｒｎＢ ｌｏｔＫ ｉ ｔ康为世纪生物科技有限公 司ＣＷ ００４９ Ｓ

蛋 白酶抑制剂康为世纪生物科技有限公司ＣＷ２２ ００Ｓ

蛋 白磷酸酶抑制剂康为世纪生物科技有限公 司ＣＷ ２ ３ ８ ３ Ｓ

抗ＵＣＰ １抗体 Ａｂｅａｍ公 司 ａｂ ｌ ０９ ８ ３

抗ＰＧＣ －

ｌ ａ抗体Ａｂｅａｍ公司 ａｂ ５ ４４ ８ １

抗ＴＲ ＩＢ １抗体 Ｓ ａｎ ｔａＣ ｒｕｚ公司 ｓｃ －３ ９ ３ ５ ３ ６

抗ＧＡＰＤＨ抗体Ａｂｅ ａｍ公 司 ａｂ９４ ８ ５

ＨＲＰ 鼠抗兔二抗桕奥 易杰科技有限公 司ＢＥ０ １ ０７－

１ ０ ０

２ ３
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ＨＲＰ 羊抗鼠二抗


柏奥易杰科技有限公司


ＢＥ０ １ ０ ５
－

１ ０ ０

１ ．３ 实验仪器

名称


ｒｍ


ｍ


微量分光光度计Ｔｈｅ ｒｍｏＳ ｃ ｉ ｅｎｔ ｉｆｉ ｃ 公司Ｎａｎｏｄｒｏ
ｐ
２０００

ＰＣＲ仪 Ｅｐｐｅｎｄｏ ｒｆ 公司Ｍａ ｓｔｅｒｃｙｃ ｌ ｅｒ？ Ｘ ５ ０

荧光定量 ＰＣＲ 仪Ｒｏｃｈｅ 公司 Ｌ ｉ

ｇｈｔＣ
ｙ
ｃ ｌｅ ｒ９６

台式离心机 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司 Ｃ ｅｎｔ ｒ ｉｆｕｇｅ５４２７Ｒ

纯水仪ＭｅｒｃｋＭ ｉ ｌ ｌ ｉ

ｐｏｒｅ公司Ａｄｖａｎｔａｇ
ｅＡ １ ０

垂直 电泳仪六
一

仪器厂 ＤＹＣＺ －２４ＤＮ

水平脱色摇床六
一

仪器厂ＷＤ －９４０５ Ｆ

凝胶成像系统Ｂ ｉｏ －ＲＡＤ 公司 Ｃｈｅｍ ｉＤＯＣＴＭＸＲＳ＋

冰冻切片机Ｌｅ ｉ ｃａ 公司 ＣＭ １ ９００

数字玻片 图像扫描仪Ｌｅ ｉ ｃａ 公司


Ｆ Ｓ １ ０００


２ 实验方法

２ ． １Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ 小鼠脂肪及其他组织分离取材

将 １ ０ 只 ８ 周龄的 Ｃ ５７ＢＬ／６Ｊ 小 鼠饲养在室温 ２２

°

Ｃ ， 适度 ６０％的环境 。 保证 １ ２ ｈ

的光暗循环且给与普通饲料和干净的水 。 适应
一

周后 ， 禁食
一

夜 ， 收集小 鼠 内眦血

样 ， 脱颈椎处死小 鼠 。 酒精消毒小 鼠 ， 快速剪取小 鼠肩胛处的棕色脂肪组织 （ Ｂ ｒｏｗｎ

ａｄ ｉｐｏ ｓｅｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ， ＢＡＴ ） 和腹股沟处的 白色脂肪组织 （ Ｉｎｇｕ
ｉｎａ ｌｗｈ ｉｔｅａｄ ｉ

ｐｏ
ｓｅｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ，

ｉＷＡＴ ） ， 分离腹腔中 的 白色脂肪组织 （ Ｅｐ ｉｄ ｉｄｙｍａ ｌ ｗｈ ｉ ｔｅ ａｄ ｉ

ｐｏ ｓｅ ｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ， ｅＷＡＴ ） 、 肝

脏 、 脾脏和肾脏 ， 胸腔 中 的心脏 、 肺和胸腺 以及脑组织 。 将样本置于标记好的去酶

管 内 ， 于液氮中快速冻存 。

２ ．２Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ 小鼠组织基因表达水平测定

２ ．２ ． １Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ 小鼠多器官组织总 ＲＮＡ提取

剪取冻存的动物组织添加 ｌ ｍＬ Ｔｒ ｉｚｏ ｌ ， 将组织均匀研磨 。 添加 ０ ．２ ｍＬ 氯仿 ， 剧

烈摇动 １ ５ｓ ， 在室温下静置 ５ｍ ｉｎ ， 并在 １ ２０００ｒｐｍ 和 ４

°

Ｃ下离心 １ ５ｍ ｉｎ 。 吸取上层

透明水层并加入等量的异丙醇 ， 倒置混合 ， 在室温下静置 １ ０ｍ ｉｎ ， 在 １ ２０００ｒ
ｐ
ｍ 和

４

°

Ｃ下离心 １ ０ ｍ ｉｎ 。 弃上清 ， 用 ７ ５％的酒精洗涤沉淀两次并在 １ ２０００ ｒｐｍ 和 ４

°

Ｃ下离

心 ５ｍ ｉｎ 。 弃酒精溶液并完全挥干后 ， 加入适量的去酶水溶解核酸沉淀 。 使用微量分

２４
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光光度计测定核酸浓度后 ， 调整稀释各样 品核酸溶液浓度为 ： ４００ ｎｇ／ｍＬ ， 进行反转

录实验 。 在标记好的 ０ ． ２ｍＬ 去酶管 内 ， 配置反转录溶液 ， 反应体系如下 ：

Ｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔ Ｖｏ ｌ ｕｍｅ

（ ｆ

ｉＬ
）

Ｓａｍｐ
ｌ ｅＲＮＡ ２ ． ５

５ ｘＰｒ ｉｍｅＳｃｒ ｉ

ｐ
ｔＲＴＭ ａ ｓ ｔｅｒ ２

ＲＮａｓｅ
－

ｆｒｅｅＨ２Ｏ ５ ． ５

Ｔｏｔａ ｌ



１ ０


将反应体系溶液混匀 ， 置于 ＰＣＲ 仪中 ， 设定反应程序 ： ３ ７

°

Ｃ １ ５ ｍ ｉｎ ，８５

°

Ｃ５ ｓ ，

４

°

Ｃ５ ｍ ｉ ｎ ， 反转录为 ｃＤＮＡ 样本 。 待样品冷却完毕 ， 加入 ３ ０ ＾Ｌ 去酶水混匀 。

２ ． ２ ．２ＲＴ －ＰＣＲ 检测各组织样本中的基因表达水平

将稀释混匀 的 ｃＤＮＡ 样本在八连排管 内 配置反应溶液 ， 反应体系如下 ：

Ｃｏｍｐｏｎ ｅｎ ｔ Ｖｏ ｌ ｕｍ ｅ
（ （

Ｊ ．Ｌ
）

ＴＢＧ ｒｅｅｎＰｒｅｍ ｉｘＥｘＴａ
ｑ Ｉ Ｉ６ ． ２ ５

ｃＤＮＡ ３

Ｐ ｒ ｉｍｅ ｒ ０ ． ５

ＲＮ ａｓｅ
－ｆｒｅｅＨ ２Ｏ ２ ． ７５

Ｔｏｔａ ｌ

 ］

Ｚ ５



将反应体系溶液混匀 ， 置于荧光定量 ＰＣＲ 仪中 ， 设定反应程序 ， 反应程序如下 ：

Ｐ ｒｏｇｒａｍ


Ｓ ｔｅ
ｐ


Ｃ
ｙｃ

ｌ ｅ


Ａ ｃ
ｑ

．Ｍｏｄｅ


Ｐ ｒｅ ｉｎｃｕｂａｔ ｉｏｎ９ ５ 

°

Ｃｆｏｒ３ ０ｓ １Ｎｏｎｅ

９ ５ 

°

Ｃｆｏ ｒ１ ０ｓ Ｎ ｏｎｅ

３Ｓ ｔｅｐ
Ａｍｐ

ｌ ｉｆｉｃａｔ ｉ ｏｎ５ ５ 

°

Ｃｆｏ ｒ３ ０ｓ４５Ｎｏｎｅ

７２

〇

Ｃｆｏｒ １ ５ｓ Ｓ ｉ ｎｇ
ｌ ｅ

９５ 

°

Ｃｆｏｒ１ ０ｓ Ｎ ｏｎｅ

Ｍ ｅ ｌ ｔ ｉ ｎｇ ６ ５ 

°

Ｃｆｏ ｒ６０ ｓ １Ｎ ｏｎｅ

９７ 

°

Ｃｆｏ ｒ Ｉ ｓ Ｃ ｏｎ ｔ ｉ ｎｕｏｕ ｓ

提前将用于反应的 Ｆｏ ｒｗａｒｄ
ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒ 和 Ｒｅｖ ｅ ｒｓｅ

ｐ
ｒ ｉｍ ｅ ｒ 等 比混合为 ５ ｘ

｜￡备液 ， 引

物序列如下 ：



Ｇｅｎｅ


Ｆｏ ｒｗａｒｄｓｅ
ｑ
ｕｅｎ ｃｅ

（
５

’

－

３

’

）


Ｒ ｅｖ ｅ ｒｓｅｓｅｑ
ｕｅｎｃ ｅ

（
３

’

－５
’

）


Ｔｒ ｉ ｂ ｌＡＧＡＡＣＣＣＡＧＣＴＴＡＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＡＧＣＧＴＡＴＡＧＡＧＣＡＴＣＡ

Ａ ＣＣＣ

２ ５
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Ｕｃ
ｐ

ｌＡＧＧＣＴＴＣＣＡＧＴＡＣＣＡＴＴＡＧＧＣＴＧＡＧＴＧＡＧＧＣＡＡＡＧＣＴＧＡ

Ｔ ＴＴＴ

Ｐｒｄｍ ｌ ６ＣＣＡＡＧＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＡＧＡＡＡＧＴＣＴＧＧＴＧＧＧＡＴＴＧＧＡＡＴＧ

Ｔ

Ｃ ｉ ｄｅａＴＧＡＣＡＴＴＣＡＴＧＧＧＡＴＴＧＣＡＧＧＧＣＣＡＧＴＴＧＴＧＡＴＧＡＣＴＡＡＧ

ＡＣ ＡＣ

Ｄ ｉ０２ＡＡＴＴＡＴＧＣＣＴＣＧＧＡＧＡＡＧＡＣＧＧＣＡＧＴＴＧＣＣＴＡＧＴＧＡＡＡＧ

ＣＧ ＧＴ

Ｃ ｏｘ５ｂＴＴＣＡＡＧＧＴＴＡＣＴＴＣＧＣＧＧＡＧＣＧＧＧＡＣＴＴＡＧＡＴＴＡＧＧＧＴＣＴ

Ｔ ＴＣＣ

Ｃｏｘ７ａＧＣＴＣＴＧＧＴＣＣＧＧＴＣＴＴＴＴＡＧＣＧＴＡＣＴＧＧＧＡＧＧＴＣＡＴＴＧＴＣＧ

Ｇ

ＰＰＡＲ－

ｙＴＣＧＣＴＧＡＴＧＣＡＣＴＧＣＣＴＡＴＧＧＡＧＡＧＧＴＣＣＡＣＡＧＡＧＣＴＧＡ

ＴＴ

Ａｄ ｉ

ｐｏｑＴＧＴＴＣＣＴＣＴＴＡＡＴＣＣＴＧＣＣＣＡＣＣＡＡＣＣＴＧＣＡＣＡＡＧＴＴＣＣＣＣ

ＴＴ

Ｃ ／ＥＢＰ －ａＣＡＡＧＡＡＣＡＧＣＡＡＣＧＡＧＴＡＣＧＴＣＡＣＴＧＧＴＣＡＡＣＴＣＣＡＧＣＡ

ＣＧ Ｃ

Ｌｅｐ
ｔ ｉｎＧＡＧＡＣＣＣＣＴＧＴＧＴＣＧＧＴＴＣＣＴＧＣＧＴＧＴＧＴＧＡＡＡＴＧＴＣＡＴ

ＴＧ

ＧＡＰＤＨＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧ



Ｇ


ＧＴＣＡ


２ ．３ 肾上腺素配置与 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ 小鼠分组

肾上腺素受体激动剂 （ ＣＬ３ １ ６２４３ ） 的配置 ： 使用生理盐水将 ＣＬ３ １ ６２４３ 配置为

５ｍｇ／ｍＬ 的储备液 ， 避光 －２０

°

Ｃ冰箱保存 。 ＣＬ３ １ ６２４３ 工作液浓度为 １ｍ
ｇ／ｍＬ 。

将 Ｃ ５ ７ＢＬ／６ Ｊ 小 鼠饲养在室温 ２２

°

Ｃ ， 适度 ６０％的环境 。 保证 １ ２ｈ 的光暗循环且

给与普通饲料和干净的水 。 适应
一

周后 ， 将小 鼠随机分为三组 ：

（ １ ）Ｃ ５ ７ＢＬ／６Ｊ组 （对照组 ）
；

（ ２ ）Ｃ ５７ＢＬ／６Ｊ＋冷暴露组 （ ４

°

Ｃ ）
；

（ ３ ）Ｃ ５ ７ＢＬ／６Ｊ＋ＣＬ３ １ ６２４３组 。

Ｃ ５ ７ＢＬ／６Ｊ 小 鼠隔天腹腔注射 ＣＬ３ １ ６２４３（ １ｍｇ／ｋｇ ） 或冷暴露 （室温 ４

°

Ｃ ）１ ４ 天 。

禁食
一

夜 ， 收集小 鼠 内眦血样 ， 脱颈椎处死小 鼠 。 酒精消毒小 鼠 ， 快速剪取小 鼠 ＢＡＴ 、

ｉＷＡＴ 和 ｅＷＡＴ 。 将部分样本置于标记好的多聚 甲醛固定液中 ， 其余样本置于标记

２ ６
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好的去酶管 内 ， 于液氮中快速冻存 。

２ ．４Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ 小 鼠脂肪组织 ＨＥ 染色

脂肪组织在多聚 甲醛 中 固定两天 ， 组织冲洗后石蜡包埋切片 。 用二 甲苯脱蜡 ，

用不 同梯度的 乙醇和水清洗 ５ ｍ ｉｎ 。 切片在苏木素染料中浸泡 ５ ｍ ｉｎ 染色细胞核 ， 用

水冲洗 ， 加入弱碱性水溶液 ３ ０ －６０ 秒返蓝 ， 然后用水冲洗切片 ５
－

１ ０ 分钟 。 放入伊红

染色 ２
－

５ｍ ｉｎ 染色细胞质 ， 用梯度 乙醇洗脱 ， 用二 甲苯使其透明 ， 中性树胶封片 。

用显微镜拍照观察脂肪组织的变化 。

２ ． ５Ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 检测 ＴＲＩＢ １ 和产热蛋 白的表达

２ ．５ ． １ 蛋白提取

由于脂肪组织脂含量高 ， １ ０ｍｇ 小 鼠棕色脂肪组织加入 ５ ０
ｐＬ 预冷的组织蛋 白裂

解混合液 （ 蛋 白裂解液 ： 蛋 白酶抑制剂 ： 磷酸酶抑制剂 ＝

１ ０００ ：１ ０ ：１ ０ ） 。 在冰水

混合物下 电动研磨棒研磨组织后 ， 细胞超声破碎 ２ｍ ｉｎ（功率 ： ７０％ ， 超声 ３ｓ ， 停

７ｓ ） 。 随后 ４

°

Ｃ条件下 １ ２ ０００ｒｐｍ 离心 ３ ０ｍ ｉｎ ， 避开上层脂质和底层组织 ， 取蛋 白

上清 。 将 ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥＬｏａｄ ｉｎｇ 

Ｂｕｆｆｅｒ 与蛋 白样品按 １ ：４ 混匀 ， 沸水浴煮 １ ０ ｍｉｎ ， 使

蛋 白变性 ， 样 品冷却后 ，

－２０

°

Ｃ保存 。

２ ． ５ ．２ 配胶

根据 目 的蛋 白 分子量选择分离胶浓度 ， 按试剂盒说 明配置分离胶加入模具 ， 室

温静置 ４５ｍ ｉｎ 待分离胶凝固 。 配置浓缩胶缓慢加满模具 ， 从
一

侧滑入梳子 ， 插入浓

缩胶 ， 避免产生气泡 。 梳子底部与分离胶上部约有 １ｃｍ 的距离 ， 保证蛋 白分离效

果 。 室温静置 ４０ｍ ｉｎ 待浓缩胶凝固 ， 用 电泳液或水浸没保存 。

２ ．５ ．３ 电泳

将胶板卡入电泳槽 中 ， 向槽中灌满 Ｉ Ｘ 电泳液缓冲液 （尽量使胶板形成的槽封闭

不漏液 ， 如调整后仍漏液 ， 需要在 电泳过程中及时补充 ） 。 拔出梳子后 ， 缓慢加入

样品和 Ｍａｒｋｅｒ ， 连接仪器正负极 ， 选择恒压模式启动仪器 。 溴酚蓝指示带移动至玻

璃板底部时 ， 停止 电泳 。

２ ．５ ．４ 转膜

取 出 电泳结束的胶板 ， 在转膜缓冲液 （ １ ０ Ｘ 转膜液 ： 甲醇 ：双蒸水＝

１ ： ２ ： ７ ） 中将凝

胶取 出 ， 按照 阴极黑色夹面 －海绵 －滤纸－凝胶 －ＮＣ 膜 －滤纸 －海绵 －阳极红色夹面顺序放

２ ７



中 国医学科学院 北京 和医学院


博士研究生学位论文

置 。 检查凝胶面与 ＮＣ 膜接触面无气泡后 ， 将包有蛋 白凝胶的夹子置于转膜槽中 。

将转膜槽置于冰水混合物中 ， 连接仪器正负极 ， 选择恒流 ３ ００ 毫安模式启动仪器 ，

转膜 ５０ｍ ｉｎ 。

２ ．５ ．５ 封闭

在 １ ００ｍＬ 的 １Ｘ ＴＢ ＳＴ 缓冲液中加入 ５
ｇ 脱脂奶粉 ， 混勾配置封闭液 。 取 出转

膜完毕的 ＮＣ 膜 ， 置于封闭液中 。 在水平摇床上 ， 室温封闭 ２ 小时 。

２ ．５ ． ６ 抗体孵育

根据说明书用 牛奶封闭液稀释配置
一

抗 。 按照 Ｍａｒｋｅｒ 指示的蛋 白分子量进行 目

的蛋 白条带裁剪 ， 并将条带置于对应的
一

抗 中 ， ４

°

Ｃ孵育过夜 。 孵育完毕取 出 蛋 白条

带 ， ＴＢ ＳＴ 洗涤 ３ 次 ， 每次 １ ５ｍ ｉｎ 。 按 比例稀释配置二抗 ， 将蛋 白条带放入
一

抗对

应种属的二抗中 ， 室温孵育 １ ． ５ 小时 。 孵育完毕取出蛋 白条带 ， ＴＢ ＳＴ 洗涤 ３ 次 ， 每

次１ ５ｍｉｎ 。

２ ．５ ．７ 显色

取出 ＴＢ ＳＴ 中 的蛋 白条带 ， 将配置好的化学发光检测工作液滴在 ＮＣ 膜上 ， 避

光孵育 ５ｍｉｎ 。 将条带置于凝胶成像仪器内进行蛋 白曝光和拍摄 。

２ ．６ 统计学分析

使用软件 Ｇｒａｐ
ｈＰａｄ Ｐｒｉ ｓｍ ５ ． ０ 进行统计分析 ， 实验数据均采用 ｍｅａｎ ±ＳＤ 表示 。

数据进行方差齐性检验 ， 在两组间 ， 采用双尾 １
＇

检验 （ 丁
＇

＾〇４３如（１ ８ １１１ ￡１６ １１ １ ；

’

５ １４６８ １ ）
；

多组间采用单因素方差分析 （ Ｏｎｅ －ＷａｙＡＮＯＶＡ ） ， 在组间差异有统计学意义后采

用 Ｔｕ ｒｋｅｙ 进行两两比较 ， 当 户＜ ０ ． ０５ 时认为差异具有统计学意义 。

３ 实验结果

３ ． １７＞脱 在 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ 小鼠各组织器官中的表达水平

通过 ＰＴ －ＰＣＲ 测定 ７ＷＷ 在普通 ８ 周龄 Ｃ ５ ７ＢＬ／６Ｊ 小 鼠各组织器官 中 的表达水

平 。 结果显示 ７ＷＷ 在心脏 、 脾脏和脂肪等多组织中广泛表达 。 与 ｉＷＡＴ 相 比 ， ７ＷＷ

在脾脏 、 肾脏 、 胸腺和脑中表达较低 ， 在脂肪组织 中表达较高 ， 其中 ７ＷＷ 在 ＢＡＴ

的表达显著高于其他组织 。

２ ８
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３ ． ２ 冷刺激和肾上腺素对正常 Ｃ５７Ｂ Ｌ／６Ｊ 小 鼠脂肪组织的影响

在 明确 ７＞ ／ ／＞ ／ 在棕色脂肪 中高表达后 ， 本研宄利用寒冷刺激 （饲养环境温度 ：

４

°

Ｃ） 和 卩 ３

－肾上腺素受体激动剂 （ Ｃ Ｌ３ １ ６２４ ３ ） 处理小 鼠两周 ， 评估脂肪组织的变化 。

结果表 明与对照组相 比 ， 寒冷刺激和 Ｃ Ｌ３ １ ６２４ ３ 处理都能促进 ＢＡＴ 和 ｉＷＡＴ 中 的脂

质 消耗 ， 减小脂肪细胞的而积 。 以上结果证 明通过寒冷刺激和 Ｃ Ｌ ３ １ ６２４ ３ 提高小 鼠

脂肪代谢功能 。
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八
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＜０ ． ００ １ｖｓ ．ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

ｇ ｒｏｕｐ
．

３ ．３ 冷暴露和肾上腺素对 ７＞访７ 和产热基因的影响

确认寒冷刺激和 ＣＬ３ １ ６２４３ 提高小 鼠 ＢＡＴ 功能后 ， 本研宄通过 ＲＴ－ ＰＣ Ｒ 检测

ＢＡＴ产热相关基因 （ Ｆ ｉｇ ｕ ｒｅ１
－

５Ａ ） 、 脂合成基因 （ Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ １

－

５ Ｂ ） 和７＞／Ｗ（ Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒｅ １
－

５Ｃ ） 的表达水平 。 结果显示与对照组相 比 ， 寒冷刺激和 ＣＬ３ １ ６２４ ３ 处理提高小 鼠产

热相关基因 ＵＣＰ １ 、 碘 甲腺原氨酸脱碘酶 ＩＩ（ Ｄ Ｉ ０２ ） 等基因 的表达水平 ； 降低脂肪分

化 、 合成基因 Ｃ ／ＥＢ Ｐ －ａ 的表达水平 。 随着 ＢＡＴ 中产热相关基因 的升高 ， ７Ｗ６ ／ 的表

达水平也 明显升高 。
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３ ． ４ 冷刺激和肾上腺素对 ＴＲＩＢ １ 和产热蛋 白 的影响

采用 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌ ｏｔ 检测寒冷刺激和 ＣＬ ３ １ ６２４ ３ 处理对产热蛋 白 和 ＴＲ １ Ｂ １ 的影响 。

结果表明与对照组相 比 ， 寒冷刺激和 ＣＬ ３ １ ６２４ ３ 处理提高 了小 鼠 ＢＡＴ 中产热关键蛋

白 ＵＣ Ｐ １ 和 ＰＧＣ －

ｌ ａ 的表达水平 ， 且随着棕色脂肪产热功能的提高 ， ＢＡＴ 中 ＴＲ Ｉ Ｂ Ｉ

的蛋 白水平也显著提高 。

３ ０
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ｒｅ ｓ ｓｅｄａ ｓｔ ｈ ｅｍ ｅ ａｎ士Ｓ Ｄ ．ｎ

＝

８ ．

＂

尸＜ ０ ？ ０ １

，

…

尸＜

０ ． ０ ０ １ｖ ．ｖ ．ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ

ｇ
ｒｏ ｕ ｐ

．

４ 小结

在这
一

节 中我们利川 ＲＴ－ ＰＣ Ｒ 测定 ７＞ ／７ ） ／ 在 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／６ Ｊ 小 鼠各组织器官 中 的表达

水 ｆ 。 在发现 ７Ｗ ／ ＞ ／／ Ｉ ：小 鼠 ＢＡ Ｔ 中 高表达后 ， 通过寒冷刺激和 肾上腺素处理提高

Ｃ ５ ７Ｂ Ｌ／６Ｊ 小 鼠的 Ｂ ＡＴ 代谢功能 ， 并测定 了７＞济 ／ 在 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／６ Ｊ 小 鼠棕色脂肪组织 中

的表达水平 。 结 果显示随着 ＢＡＴ 产热功能增 强 ， ７ＷＡ ／ 的蛋 白 和基闪 水平也随着升

高 。 提示我们 ７＞说 ／ 参与棕色脂肪组织代谢功能 。

３ １
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第三节 ３Ｔ３ －Ｌ １ 脂肪前体细胞诱导分化对 ＪＷＷ 表达的影响

通过体 内实验 ， 表明 ７ＷＷ 参与 Ｃ ５７ＢＬ／６Ｊ 小 鼠棕色脂肪组织代谢功能 。 本研宄

通过 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪前体细胞 ， 测定 ７Ｈ６ ／ 在分化过程中 的表达水平 ， 探究 ７ＨＷ 与脂

肪细胞分化和脂质代谢的关系 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验细胞

３Ｔ３
－Ｌ １ 细胞购 自北京协和医学院 （ １ １ ０ １ＭＯＵ －ＰＵＭＣ００ １ ５ ５ ） 。

１ ．２ 实验试剂

名称


ｒｍ


ＴＲＩＺＯＬ ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃ公司 １ ５ ５９６０ １ ８

ＰｒｉｍｅＳｃｒ ｉ

ｐ
ｔ
？

ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ宝 日 医生物技术有限公司ＲＲ０３ ６Ａ

Ｍ ｉｘ

ＴＢＧｒｅｅｎ？ Ｐｒｅｍ ｉｘＥｘＴａｑ
？ 宝 日 医生物技术有限公司ＲＲ８２０Ａ

Ｉ Ｉ

异丙醇 国药集团化学试剂有限公司８０ １ ０９２ １ ８

三氯 甲烷 国药集团化学试剂有限公司 １ ０００６８ １ ８

ＤＥＰＣ 水碧云天生物技术有限公司Ｒ００２２

油红溶液 Ｓ ｉ

ｇ
ｍａ 公司 ０ １ ３９ １

ＤＭＥＭ高糖培养基ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉ ｅｎｔ ｉｆｉｃ公司Ｃ １ １ ９９５ ５００ＢＴ

０ ．２ ５％胰酶 ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃ公司 ２５２００ －０５６

胰岛素 Ｓ ｉｇｍａ 公司 １ ５ ５００

Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ Ｓ ｉｇｍａ公司 Ｄ４９０２

３
－

ｉ ｓｏｂｕｔｙ ｌ
－

１
－ｍｅｔｈｙ 丨ｘａｎｔｈ ｉｎｅＳ ｉｇｍａ公司 １ ５ ８７９

Ｔｒ ｉ ｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎ ｉｎｅ Ｓ ｉｇｍａ公司 Ｔ２ ８７７

ＤＭ ＳＯ索莱宝科技有限公司Ｄ ８ ３ ７ １

ＰＢ Ｓ 中杉金桥生物技术有限公司ＺＬ Ｉ
－９０６２

４％多聚 甲醛


索莱宝科技有限公司


Ｐ １ １ １ ０


１ ．３ 实验仪器

３ ２



中 国 医学科学院 北京协和医学院


博士研宄生学位论文

名称


ｒｍ


ｍ


微量分光光度计ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃ 公司Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００

ＰＣＲ仪 Ｅ
ｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司Ｍａｓｔｅｒｃｙｃ ｌ ｅｒ？Ｘ５０

焚光定量 ＰＣＲ 仪Ｒｏｃｈｅ 公司 Ｌ ｉ

ｇｈｔＣｙｃ ｌｅ ｒ９６

倒置显微镜Ｎ ｉｋｏｎ 公司 ＥＣＬ ＩＰＳＥＴｓ２

台式离心机


Ｅ
ｐｐｅ

ｎｄｏ ｒｆ
公司


Ｃｅｎｔｒ ｉ ｆｕｇｅ５４２７Ｒ


２ 实验方法

２ ． １３Ｔ３ －Ｌ １ 脂肪细胞诱导分化及脂滴油红染色

２ ． １ ． １３Ｔ３ －Ｌ １ 脂肪细胞诱导分化

３Ｔ３ －Ｌ １ 细胞使用含有 １ ０％胎牛血清的 ＤＭ ＥＭ 高糖培养基 ， 在 ３ ７

°

Ｃ ， ５ ％ Ｃ〇 ２

的细胞培养箱 中培养 ， 每两天更换新鲜培养基 。 当融合率达到 ８０ －９０％时 ， 细胞传

代 。 在 ６ 孔板中培养 ３Ｔ３
－Ｌ １ 细胞至融合率 １ ００ ％ ， 更换新鲜含血清的 ＤＭＥＭ 高糖

培养基培养 ， 使细胞接触抑制 。 两天后更换含有 ５ ００ＵＭ ３
－异丁基－

１
－ 甲基黄嘌呤 （ ３

－

ｉ ｓｏｂｕｔ
ｙ

ｌ

－

ｌ

－ｍ ｅｔｈｙ
ｌ ｘａｎｔｈ ｉｎｅ ， Ｉ ＢＭＸ ） 、 ０ ．２ ５ｍＭ地塞米松 （ Ｄｅｘａｍ ｅｔｈａｓｏｎｅ ， ＤＥＸ ） 和

８ ｐｇ／ｍ Ｌ 胰岛素的诱导培养基 ， 细胞培养 ４ 天 。 更换含有 Ｏ ． ｌ ｎＭ 三碘 甲状腺原氨酸

（ Ｔｒ ｉ ｉ ｏｄｏｔｈｙ ｒｏｎ ｉｎｅ ， Ｔ３ ） 和 ５
ｆ

ｉｇ／ｍ Ｌ 胰岛素的分化培养基 ， 细胞培养 ４ 天 ， 可见蓄

有脂滴的成熟脂肪细胞 。

２ ． １ ．２ 脂肪细胞油红染色

用磷酸盐缓冲盐水 （ Ｐｈｏ ｓ
ｐ
ｈａｔｅｂｕ ｆｆｅ ｒｅｄｓａ ｌ ｉ ｎｅ ， ＰＢ Ｓ ） 洗涤细胞

一

次 ， 弃 ＰＢ Ｓ 。

在 ４

°

Ｃ 下用 多 聚 甲醛固 定细胞 ３０ 分钟 以上 ， 弃多 聚 甲 醛溶液 ， ＰＢ Ｓ 洗涤细胞两次 。

用水稀释油红 ０ 原液 （ 油红原液 ： 水 ＝

３ ：２ ） 并过滤 ， 室温下油红工作液染色细胞

３ ０ｍ ｉ ｎ 。 弃油红工作液 ， ＰＢ Ｓ 洗涤细胞三次 ， 在显微镜下观察细胞 。

２ ．２ＲＴ－ＰＣＲ 检测不同时间段 ３Ｔ３ －Ｌ １ 细胞样本中 ７ＷＡ ７ 的基因表达

２ ．２ ． １ 提取不同时间段细胞样本总 ＲＮＡ

３Ｔ３
－Ｌ １ 细胞诱导分化过程中 ， 分别在 ２ 、 ４ 、 ６ 和 ８ 天 ， 弃去 ６ 孔板 内培养基 ，

用 ＰＢＳ 洗涤细胞 ， 加入 １ｍ Ｌ Ｔｒ ｉｚｏ 丨 并收集到标记好的去酶 １ ． ５ ｍ Ｌ 管 内 ，

－２０

°

Ｃ冰箱

保存 。 所有时间点细胞样品收集后 ， 溶解冻存的样 品 ， 加入 ０ ． ２ ｍ Ｌ 氯仿提取 ＲＮＡ ，

提取方法本章第二节实验方法 ２ ． １ ． ２ 。

３ ３
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２ ．２ ． ２ ＲＴ－ＰＣＲ 检测各组织样本中 ７＞功 ／ 的基因表达

同本章第二节实验方法 ２ ． ２ 。

２ ．３ 统计学分析

使用软件 Ｇ ｒａｐ
ｈ Ｐ ａｄ Ｐ ｒ ｉ ｓｍ５ ． ０ 进行统计分析 ， 实验数据均采用 ｍ ｅａ ｎ ± Ｓ Ｄ 表示 。

数据进行方差齐性检验 ， 在两组间 ， 采用双尾 Ｔ 检验 （ Ｔｗｏ
－

ｔａ ｉ ｌ ｅｄＳ ｔ ｕ ｄ ｅｎ ｔ

’

ｓ ｔ
－

ｔｅ ｓｔ ）
；

多组间采用单因素方差分析 （ Ｏ ｎ ｅ
－ Ｗ ａｙ

ＡＮＯＶＡ ） ， 在组间差异有统计学意义后采

用 Ｔｕ ｒｋｅ
ｙ 进行两两 比较 ， 当 ＰＣ Ｏ ． Ｏ 〗 时认为差异具有统计学意义 。

３ 实验结果

３ ． １７＞／Ａ ／ 在 ３Ｔ３ －Ｌ １ 脂肪细胞不同分化阶段中的表达水平

除 了体 内 实验 ， 本研宄通过诱导液对 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞进行诱导分化 。 分别在

诱导分化的第 ２ 、 ４ 、 ６ 和 ８ 天固定和收集细胞 。 通过油红对细胞脂滴进行染色 ， 结

果显示在 ３Ｔ３
－ Ｌ １ 脂肪细胞诱导期 间 （ ＩＭ ） 细胞中脂滴较少 ， 在分化期 间 （ ＤＭ ） 细

胞脂滴逐渐增多 。 同时通过 ＰＴ － ＰＣＲ 测定 ７Ｖ／Ｗ 在 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞不 同分化阶段中

的表达水平 。 结果显示 ， ７Ｖ ／Ｗ 随着脂肪细胞的分化成熟表达逐渐降低 ， 在分化期间

的表达水平显著低于诱导期 。

／＼ ２ Ｄａ ｙ ４ Ｄａ
ｙ ６ Ｄ ａ

ｙＯＭ

 、擊 Ｖ＊ ４

：


，

—波 ％？３

０Ｄａ ｙ ４Ｄ ａ
ｙ ８Ｄ ａ ｙ

 Ｉ ｜ ｉ＿ ｜

ｉ ｔ

Ｉ Ｍ ＤＭ
—

Ｔ ｒ ｉ ｂ ｌ

Ｂ １ ． ５
－

ｃ

．

〇

ｍ

Ｓ １ ． ０
－

Ｘ

ｒｉ ｎ ｉ
０ ． ０

－ＬＪ￣
，

￣￣＾ ￣￣̄

２Ｄ ａ
ｙ４Ｄ ａ ｙ６Ｄ ａ

ｙ８Ｄ ａ
ｙ

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ１
－７Ｅ ｘ ｐ ｒｅｓｓ ｉｏｎｌ ｅｖｅ ｌ ｓｏｆＴｒｉｂ ｌ ｉ ｎｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｔ ｉｏｎｓ ｔａ

ｇｅｓｏ ｆ３Ｔ３ －Ｌ １

ａｄ ｉ ｐｏｃｙ ｔｅｓ ．Ｌ ｉ

ｐ
ｉ ｄｄ ｒｏ

ｐ
ｏ ｉ ｌｒｅｄｓ ｔａ ｉ ｎ ｉ ｎ

ｇ（
Ａ

）ａ
ｎ ｄｍＲＮＡ ｌ ｅｖｅ ｌｏ ｆＴｒ ｉｂ ｌ ｉ ｎ３Ｔ３

－Ｌ １ｃｅ ｌ ｌ ｓ

３４
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ｄｕｒ ｉｎｇ
ａｄ ｉ

ｐｏｇｅｎ
ｅ ｓ ｉ ｓ

（
Ｂ

）
．Ｓｃａ ｌ ｅｂａｒ ：１ ０ ０

＾ｍ ．Ｔｈｅｄａｔａｗｅ ｒｅｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｅｄａ ｓｔｈｅｍ ｅ ａｎ±ＳＤ ．

＊ ＊ ＊

Ｐ ＜０ ．００ １ｖｓ ．ｃｏｎｔｒｏ ｌ

ｇｒｏｕｐ ．

４ 小结

利用 ＲＴ－ＰＣＲ 测定 ７ＷＷ 在 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞不同分化阶段中 的表达水平 。 结果

表明 随着细胞分化成熟脂滴增多 ， ７ＷＷ 的表达随之降低 ， 这些结果表明 ７Ｗ６ ７ 参与

脂肪细胞脂质代谢功能 。

讨论

本研宄对不同 月 龄的 ｄｂ／ｄｂ 肥胖小 鼠进行测序 ， 探宄在糖脂代谢紊乱发展过程

中 的通过差异基因 ， 以寻找新的肥胖治疗靶点 。 在预实验中 ， 我们＾
＂

１ ４ 周龄的雄性

ｄ ｂ／ｄｂ 肥胖小 鼠进行观察取样 。 解剖结果显示 ｄｂ／ｄｂ 小 鼠肩胛部位 白色脂肪增 多 ， 棕

色脂肪 白化 ， 难 以清楚区分取样测序 。 通过查 阅文献 ， 发现 ｄｂ ／ｄｂ 小 鼠心脏有极高

的能量需求 ， 需要 以高速率持续产生 ＡＴＰ 以维持心肌收缩功能 、 基础代谢过程和离

子稳态 。 因此心肌组织采用 多种碳底物作为能源 ， 其 中脂肪酸 Ｐ
－氧化作为主要能量

来源 ｄｂ／ｄｂ 肥胖小 鼠随着周龄增大 ， 表现出代谢综合征 ， 其心肌组织也表现 出底

物倾 向改变 ， 脂肪酸利用障碍等病理变化 ［
３

，
４

］

。 不同 月 龄心肌组织的转录组测序代表

脂代谢紊乱发展的变化 ， 作为筛选肥胖治疗靶点的测序样本 。

通过对不同月 龄的心肌样本进行测序 ， 筛选共同差异基因 。 查阅文献后 ， Ｔｒ ｉｂｂ ｌ ｅｓ

家族的 同源物 １（ Ｔｒ ｉｂｂ ｌｅ ｓｈｏｍｏ ｌｏｇ
１

，

７＞ ／６ ／ ） 的表达变化值得特别关注 。 Ｔｒ ｉｂｂ ｌｅ ｓ 是

一

个假性 蛋 白 激酶家 族 ， 是 人类钙 离 子 ／钙 调 素依 赖性 蛋 白 激酶亚 家族激酶

（ Ｃ ａ ｌ ｃ ｉ ｕｍ／ｃａ ｌｍｏｄ ｕ ｌ ｉｎ－ｄ ｅｐｅｎ
ｄ ｅｎ ｔ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｋ ｉｎａ ｓｅ ｓ

，ＣａＭＫ ） 的分支 ， 有三个 同源序列 。

Ｔｒｉｂｂ ｌ ｅ ｓ 家族最早在果蝇体内被发现 ， 可 以在果蝇原肠胚形成期间调节 中胚层细胞

增殖和迁移 ［
１ ９

＿２ １

］

。 随后对人类 Ｔｒｉｂｂ ｌ ｅ ｓ 假激酶蛋 白结构域的分析发现 ， Ｔｒ ｉｂｂ ｌ ｅｓ 家族

蛋 白包含三个区域 ： 中央激酶样结构域 ， 两侧分别连接着 Ｃ 末端和 Ｎ 末端结构域 。

由于 中央激酶样结构域缺乏 ＡＴＰ 的结合位点和催化核心基序 ， 因此不具催化活性

同时 Ｔｒｉ ｂｂ ｌ ｅ ｓ 家族蛋 白 Ｃ 末端可结合泛素 Ｅ３ 连接酶 ＣＯＰ １ 靶 向蛋 白 降解 ， 并

作为分子支架协调丝裂原活化蛋 白激酶等信号通路 ｜

２ ３
，
２４

］

。

７ＨＷ 是 Ｔｒ ｉｂｂ ｌｅ ｓ假性蛋 白激酶家族的
一

员 。 前期的研究发现 ７Ｗ６ ／ 参与上皮癌 、

乳腺癌 、 胆管癌 、 前列腺癌 、 甲状腺癌和急性髓性 白血病等 多 种癌症 的发展 ｌ

２Ｗ ８
］

。

直到 ２０ １ ３ 年 ， 研宂者提 出 ＴＲ Ｉ Ｂ １ 通过结合 ＣＯＰ １ 调节 Ｃ ／ＥＢ Ｐａ 蛋 白水平 ， 进而影

响多器官组织中 Ｍ２ 型 巨噬细胞的极化 １Ｗ
。 随后的研宂发现 ７ＷＷ 可 以作用 于多种

转录因子和信号通路 ， 调节 Ｂ 细胞功能 ， Ｔ 细胞活化和粒细胞的数量 。 ７Ｈ６ ７ 将肿

３ ５
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瘤 、 免疫和炎症 串联了起来 ， 是多种细胞信号通路的 中 心 。

当脂肪组织体量过度膨胀诱导细胞缺氧时 ， 细胞应激导致的脂肪细胞凋亡会募

集巨噬细胞和其他免疫细胞浸润脂肪组织 ， 产生慢性炎症反应 。 慢性炎症是被认为

是肥胖症的核心特征 ［
２９

］

， 会提高代谢综合征 、 肿瘤和心血管疾病等多种并发症的患

病等风险 。 促炎性巨噬细胞的募集是肥胖的核心特征 ， 也是与肥胖全身并发症相关

的主要炎性成分 ［
３叱 巨噬细胞是

一

群进化上起源较早的细胞 ，

一

般被分为 Ｍ ｌ 和 Ｍ２

型 ， 其中 Ｍ ｌ 型 巨噬细胞通过分泌促炎性细胞因子和趋化因子参与炎症反应 ， 起到

防御作用 。 Ｍ２ 型巨噬细胞通过分泌抑制性细胞因子 ＩＬ－

１ ０ 或 ＴＧＦ －

Ｐ 等参与抗炎反

应 ， 在组织损伤修复 、 肿瘤发生发展过程中发挥重要作用 。 研宄发现减轻巨噬细胞

炎症或促进 Ｍ２ 巨噬细胞分化的药物 ， 可 以抑制脂肪炎症和肥胖的全身并发症

值得关注 的是 ＴＲ ＩＢ １ 蛋 白 可 以作为接头蛋 白 ， 通过与组成型光形态发生蛋 白 １

（ ｃｏｎｓｔ ｉ ｔｕｔ ｉｖｅ
ｐｈｏ

ｔｏｍｏ ｒｐｈｏｇｅｎｅ ｓ ｉ ｓ
ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ １

，
Ｃ０Ｐ １ ） 相互作用参与Ｃ ／ＥＢＰａ蛋 白 的降

解 ， 从而导致 ＴＲ ＩＢ １ 缺陷 的小 鼠在多个脏器如骨髓 、 脾脏 、 肺和脂肪组织中 Ｍ２ 型

巨噬细胞减少 ［
２ ８

］

。 除了Ｍ２ 型巨噬细胞外 ， ＴＲＩＢ １ 也影响 ＩＬ －２ 、 ＴＮＦ －ａ 等细胞因子

的表达 ［
３ ３

，
３ ４

］

。 ７＞治 ／ 在 Ｍ２ 型 巨噬细胞极化和炎症反应中 的作用 ， 提示我们探究 ７ＷＷ

与脂肪组织和肥胖的关系 。

全基因组关联分析发布数据 ， 超过 １ ７ ５ 个基因位点与主要循环血脂水平强烈相

关 。 其中大多数基因特异相关于
一

种或两种脂质 ， 而
一

些基因 ， 如 ７ＷＷ 和 Ｆｆｌ初 与

所有循环血脂水平相关 ［
３ ５

，
３ ６

］

。 进
一

步研宄证实 ， ７ＷＷ 的过表达可 以下调 ＣｈＲＥＢＰ

（碳水化合物反应元件结合蛋 白 ，

一

种葡萄糖敏感分子 ， 参与肝脂异生 ） 的 ｍＲＮＡ

和蛋 白水平从而影响肝脏脂肪生成 ［
１ ８

］

。 同时 ， 肝脏特异性 ７ＷＷ 敲除小 鼠血浆 ＴＧ

和 ＴＣ 水平升高 。 且 ７ＨＷ 的敲除使肝脏 Ｃ／ＥＢＰａ 蛋 白表达升高 ， 从而促进脂肪在肝

细胞的生成和累积 Ｉ％
。

我们测定 了７ＷＷ 在普通饮食的 Ｃ ５ ７ＢＬ／６Ｊ 小 鼠各组织器官 中 的表达水平 。 结果

显示 ７ＷＷ 在 ＢＡＴ 中 的表达水平显著高于其他组织 。 研宄发现 ， 有别于 白色脂肪细

胞 ， 棕色脂肪细胞具有较强的糖酵解和氧化磷酸化能力 ， 被认为是能量代谢主要场

所之
一

［
３ ７

］

。 ＢＡＴ 包含大量线粒体 ， 其中高水平的 ＵＣＰ １ 蛋 白会 以非战栗性产热的方

式消耗生物能散发能量 ， 以维持人体温度和能量消耗 。 ７ＷＷ 在 ＢＡＴ 中 的高表达提

示我们对其关系进行探宄 。

近年来关于棕色脂肪的功能调控研宂取得
一

些进展 ， 如寒冷刺激 、 Ｐ
－肾上腺素

诱导能提高 ＢＡＴ 脂质代谢和产热能力 。 因此我们对 Ｃ ５ ７ＢＬ／６ Ｊ 小 鼠隔天腹腔注

射 ＣＬ３ １ ６２４３ 或冷刺激 １ ４ 天 。 ＣＬ３ １ ６２４３ 是高效的选择性 ｐ ３
－肾上腺素受体激动剂 ，

可增加棕色脂肪组织的产热和代谢率 ， 促进脂肪细胞脂解 ［
４ １

］

。 结果显示 ＣＬ３ １ ６２４３

和冷刺激都诱导脂肪细胞脂质分解 ， 并提高 了产热相关蛋 白和基因 的表达水平 ， 表

３ ６
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现出棕色脂肪代谢产热功能提高 。 在确认 ＢＡＴ 代谢功能后 ， 我们还观察到 ７ＨＷ 的

蛋 白和基因水平也随着升高 。

这些数据提示我们除 了血脂和肝脏脂质外 ， 可能参与脂肪组织功能 ， 影响

棕色脂肪组织的脂质代谢能力 。 但 在脂肪组织的具体功能仍未明确 ， 待下
一

步实验探宄 。

结论

利用 自 发性肥胖小 鼠 、 Ｃ ５ ７ＢＬ／６Ｊ 小 鼠和 ３Ｔ３ －Ｌ １ 脂肪细胞说 明 ７ｈＷ 除 了影响

血脂和肝脏脂肪生成外 ， 还直接参与脂肪组织的功能 。 ７ＷＷ 在 ＢＡＴ 中 的表达水平

显著高于其他组织 。 通过寒冷环境和 ＣＬ３ １ ６２４３ 诱导提高 ＢＡＴ 功能的小 鼠模型中 ，

７Ｗ６ ／ 的表达水平上升 。 但 ７ＨＷ 对脂肪功能的利弊和具体的影响仍未明确 ， 待进
一

步探究 。
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第二章 ２Ｖ／Ｗ 敲除对小 鼠棕色脂肪组织代谢功能的作

用研宄

哺乳动物的脂肪主要有两种类型 ， 即储能的 白色脂肪组织 （ｗｈ ｉ ｔｅ ａｄ ｉｐｏ ｓ ｅ ｔ ｉ ｓ ｓｕ ｅ
，

ＷＡＴ ） 和耗能的棕色脂肪组织 （ ｂｒｏｗｎ ａｄ ｉ

ｐｏ
ｓｅ ｔ ｉ ｓ ｓｕｅ

，
ＢＡＴ ） 。 其 中 ＷＡＴ 将机体多余

的能量转化为甘油三酯存储在细胞中 ， 作为能量储库保护其他器官免受异位脂质沉

积影响 。 而 ＢＡＴ 含有多房脂滴和丰富的线粒体 ， 是哺乳动物非颤栗性产热的主要器

官 ［

１
，
２

】

。 作为应对寒冷的表现 ， 产热是
一

种代谢过程 ， 包括颤栗产热和非颤栗产热 。

其中 ＢＡＴ 参与 的非颤栗性产热依赖于交感神经的调节和脂肪细胞膜上的
（

３ ３
－肾上腺

素能受体的激活 ［
３

］

。

ＢＡＴ 产热 的能力是通过上调线粒体 ＵＣＰ １ 蛋 白表达介导的 。 ＵＣＰ １ 是位于线粒

体膜上的 ＢＡＴ 特异性蛋 白 ， 可使氧化磷酸化解偶联 ， 导致 ＡＴＰ 消耗和产热增加 。

游离脂肪酸是 ＢＡＴ 氧化产热的主要能量来源 。 ＢＡＴ 产热的激活会加速储存的甘油

三酯和脂肪酸的消耗 ， 以提供线粒体氧化的来源 ［

４
］

。 除 了在调节产热 中 的主要作用

夕 卜 ， ＢＡＴ 还参与外周组织的交互作用 ， 包括肝脏 、 骨骼肌 、 肠道 、 中枢神经系统和

免疫细胞 ， 以控制全身能量平衡 ［
５

］

。

本研宄在前面的章节 己经证明 了在 ＢＡＴ 中 的高表达 ， 可能参与脂肪组织

功能 ， 影响 ＢＡＴ 的代谢能力 ， 但 ７ＨＷ 对脂肪组织功能的具体影响仍不清楚 。 因此

本章节运用 ７ＷＷ 敲除小 鼠 ， 探究 敲除对小 鼠体重 、 血脂 、 和产热的影响 。 并

通过给与 ７ＨＷ 敲除小 鼠 ＣＬ３ １ ６２４ ３ 处理 ， 提高 ＢＡＴ 功能 ， 探究 ７ＷＷ 敲除对小 鼠

棕色脂肪组织代谢水平的影响 。

第一节 ７ＷＷ 敲除小 鼠的构建及繁育鉴定

本研宄通过 ＣＲ Ｉ ＳＰＲ／Ｃａ ｓ９ 技术 ， 建立 ７ＷＷ 全身敲除小 鼠进行繁育扩群 。 对新

生小 鼠剪取 鼠尾 ， 提取小 鼠 ＤＮＡ 通过核酸电泳鉴定基因型 ， 选取 同 窝野生型和 ７ＷＷ

敲除小 鼠进行对照实验 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物

４ １
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ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ 介导的 ７ＷＷ 基因敲除小 鼠 由赛业生物科技有限公司生产 ， 合格

证号 ： ３２００４ ３ ０００００９０４ 。 所有动物实验程序均 由 中 国医学科学院北京协和医学院动

物伦理委员会批准 （ ＳＬＸＤ －２０ １ ８０７０６ ） 。

１ ．２ 实验试剂

名称


ｒｍ


货号

氢氧化钠 国药集团化学试剂有限公司 １ ００ １ ９ ７６２

ＥＤＴＡ 国药集团化学试剂有限公司Ｈ ２２４ １ ９２６

Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ索莱宝科技有限公司Ｔ８２ ３ ０

琼脂糖 Ｂ ｉ ｏｗｅｓｔ 公司 １ １ １ ８６０

５ ０ Ｘ ＴＡＥ 博奥拓达科技有限公司 ｔｏｐ０７ ５ １

Ｍ ｉ ｇｈｔｙＡｍｐ
？

Ｇ ｅｎｏｔｙｐ ｉｎｇ
Ｋ ｉ ｔ宝 日 医生物技术有限公司Ｒ０７４Ａ

核酸染料博奥龙免疫技术有限公司Ｂ Ｆ０７００ １

ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ


博奥龙免疫技术有限公司


ＢＤ ＩＴ００４０

１ ．３ 实验仪器

名称


ｒｍ


ｍｊ ；

恒温金属浴六
一

仪器厂ＷＤ －２ １ １ ０Ａ

ＰＣＲ仪 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司Ｍ ａｓ ｔｅｒｃｙｃ
ｌ ｅ ｒ？ Ｘ５ ０

核酸电泳仪Ｂ ｉ ｏＲａｄ 公司 １ ６４ ５ ０５ ０

紫外分析仪其林贝 尔仪器制造有限公司ＧＬ －

３ １ ２０

台式离心机Ｅ
ｐｐｅ

ｎｄｏｒｆ 公司 Ｃ ｅｎｔｒ ｉｆｕｇｅ
５ ４２７Ｒ

２ 实验方法

２ ． １７ＷＷ 敲除小鼠的构建

Ｃａｓ９ 和 ｓｇＲＮＡ 被共同注射到受精卵 中 ， 以产生敲除小 鼠 。

ｓｇＲＮＡ靶序列包括 ： ｓｇＲＮＡ ｌ （ ５
，－ＴＴＧＣＧＡＧＧＴＣＧＧＣＡＴＧＧＧ －３

＇

）和ｓｇＲＮＡ２

（ ５
，

－ＧＣＡＴＡＧＧＴＴＴＧＧＴＡＡＣＣＣＧＡＧＧ －

３

，

） 。

通过对使用 以下 引物扩增的 ＰＣＲ产物进行测序 ， 筛选小 鼠是否存在 ７＞ ／Ｗ 敲除 ：

７ＷＷ－

ｓｅｎｓｅ（ ５

＇－ＧＣＴＴＧＧＴＴＧＧＣＡＧＡＧＡＴＡＡＧ －

３
＇

） 和７ＨＷ－

ａｎｔｉ ｓｅｎ ｓｅ（ ５

’■

ＧＴＧＣＴＡＡＣＴＴＣＧＧＧＴＣＣＴＣＡＧＣ －

３
＇

） 。 ７ＷＷ基因敲除小 鼠与野生型Ｃ ５ ７ＢＬ／６小

鼠交配 ， 获得杂合子 ７Ｈ６ ／ 小 鼠 。 然后将这些小 鼠交配至少三代 ， 以获得 ７ＷＷ 基

４ ２
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因敲除小 鼠和野生型小 鼠 。

２ ． ２ＰＣＲ 鉴定小 鼠基因型

２ ． ２ ． １ 小 鼠 ＤＮＡ 提取

剪取 １

－２ｍｍ 宽 出 生后 ７
－

１ ２ 天的小 鼠耳朵 ， 置于标记好 的 ｉ ． ５ｍ Ｌ 管 内 。 加入 ７ ５

卟 的碱液 （ 氢氧化钠 ５ （＾ ， ０ ． ５ １１１ 〇 丨几 的 ￡０丁六 ２ 〇 １１＾ ， 加入 比 超纯水混匀 ） ， 金

属浴 １ ００

°

Ｃ 加热 ４０ｍ ｉ ｎ 。 取 出 离心管加入 ７ ５
卜
山 中和液 （ Ｔｒ ｉ ｓ

－Ｈ Ｃ 丨 粉末 ３ １ ５ ． ２
ｇ ， 力口

入 Ｉ Ｌ 超纯水混匀 ， ｐ
Ｈ ： ５ ． ０ ） ， 待冷却后 丨 ５ ００ ｒ 离心 ２ ｍ ｉ ｎ ， 吸取上层清液即为 ＤＮＡ

样品 。

２ ． ２ ． ２ 样本制备

在标记好的 １ ． ５ｍ Ｌ 去酶管 内 ， 配置扩增溶液 ， 休系如下 ：

Ｃ ｏｍ
ｐ
ｏ ｎ ｅ ｎ ｔ Ｖ ｏ ｌ ｕｍ ｅ

（ ｜

ｉＬ
）

Ｓ ａｍ
ｐ

ｌ ｅＤＮＡ １ ． ２ ５

２ ＞＜Ｍ ｉ

ｇ
ｈ ｔ
ｙ
Ｂ ｕ ｆｆｅ ｒ １ ２ ． ５

ｄ ｄＨ ：０ ９ ． ７ ５

Ｅｎ ｚ
ｙ
ｍ ｅ ０ ． ５

Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒ
（
Ｆ＋ Ｒ

） １ ． ０（ ０ ． ５＋０ ． ５ ）

Ｔｏ ｔａ ｌ



２
＾
０


Ｊ Ｃ
－ 中 Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒＲ 分为 Ｒ １ 和 Ｒ ２ ， 引物序列如 卩 ：

ｇ ＲＮ Ａ  ｒ ｅｇ ｉ ｏｎ

５
，

－． ３
＊

ｊ＜ ｓ

Ｒ ２

Ｉ １ Ｉ
—－

ｉ

－ ｌ… ｉ

１ Ｆ ｌ

’

 ２％ １ ３

Ｌ ｅ ｇ ｅ ｎ ｄ ｓ ｊ ｊ＾ｊ
Ｅｘｏ ｎ ｏ ｆ ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ Ｔ ｒ ｉ ｂ ｌ

ｎＫ ｎｏ ｃ ｋｏ ｕ ｔ  ｒ ｅ
ｇ ｉ ｏ ｎ

Ｃ ＴＴＧＧＡＧＣＡＡＣ ＴＧＧＣＡＡＧＣＴＣ ＴＴＴＧＣＧＣＧＡＧＧＣＴＣＧＣ ＧＧＣ ｄ ｅ ｌ ２ ９８ ９ ｂｐＣＧＡＧＧＧＴＴＡＡＧＣＡＡＴＧＧＣＡＧＧＣＴＧＡＣＧ ＴＴＡＴＴＣＣＴＧＴＡＧＣ

ｏ

？

． ｒ  Ｃ ｉ

ＰＣ ＲＰ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒ ｓ ｌ（
Ａ ｎ ｎ ｅａ ｌ

ｉ ｎ
ｇ
Ｔｅｍ ｐ ｅ

ｒａ ｔ ｕ ｒｅ６０ ． ０

°

Ｃ
）

：

Ｆ １ ：５

，

－ＧＣＴＴＧＧＧＴＴＴＧＧＣＡＧＡ ＧＣＡＧＡＴＡＡＧ －

３

’

：５

，

－ＴＧＣＴＧＧＣＴＡＣ八ＧＧ Ａ ＡＴＡ Ａ ＣＧＴＣＡＧ Ｃ －

３

，

４ ３
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Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｚｅ ：５ ３ ０ｂｐ

ＰＣＲ Ｐｒ ｉｍｅｒｓ２
（
Ａｎｎｅａ ｌ ｉｎｇ

Ｔｅｍｐｅｒａ
ｔｕｒｅ６０ ． ０

°

Ｃ
）

：

Ｆ １ ：５
，

－ＧＣＴＴＧＧＧＴＴＴＧＧＣＡＧＡＧＣＡＧＡＴＡＡＧ －

３ 

’

Ｒ２ ： ５
’

－ＡＧＡＣＣＧＧＣＣＡＴＣＣＴＧＴＡＴＣＴＡＧＴＴＧ－３
’

Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｚｅ ；６００ｂｐ

Ｈｏｍｏｚｙｇｏ
ｔｅｓ ：５３ ０ｂｐ

Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏ
ｔｅｓ ：５ ３０ｂｐ／６００ｂｐ

Ｗ ｉ ｌｄｔｙｐｅａ ｌ ｌｅ ｌｅ ：６００ｂｐ

将反应体系溶液混匀 ， 置于 ＰＣＲ 仪 中 ， 设定反应程序 ， 反应程序如下 ：

Ｐｒｏｇｒａｍ


Ｓｔｅｐ


Ｃｙｃ ｌ ｅ


Ｓ ｔａｇｅ
１ ９４

〇

Ｃｆｏｒ１ ８０ｓ １

９４ 

°

Ｃｆｏｒ３ ０ｓ

Ｓ ｔａｇｅ
２ ６０

°

Ｃｆｏｒ３ ０ｓ ３０

７２ 

°

Ｃｆｏｒ９０ ｓ

６８ 

°

Ｃｆｏｒ６００ｓ

Ｓ ｔａｇｅ３ １

４

°

Ｃｆｏｒ００

程序结束后取出样品 ， 每管加入 ６ ． １ ２ ５
ｎＬ 的 Ｌｏａｄ ｉｎ

ｇ
Ｄ
ｙｅ 混匀 。

２ ．２ ．３ 琼脂糖凝胶的制备

在锥形瓶 内准确称量 〇 ．９ ｇ 的琼脂糖 ， 加入 ９０ ｍＬ 的 １ Ｘ ＴＡＥ 溶液 ， 置于微波炉

中火加热 ２ 分 ３０ 秒至澄清沸腾 。 小心取出锥形瓶 ， 加入 １ ０
ｐＬ 的核酸染料并摇匀 。

倒入准备好的模具槽中 ， 室温静置 ２０ｍ ｉｎ 待琼脂糖凝胶凝固 。

２ ．２ ．４ 核酸电泳和检测

在电泳槽中放入凝固 的琼脂糖凝胶 ， 加入 １ Ｘ ＴＡＥ 溶液没过上层胶面 ｌ ｃｍ ， 向

上拔 出梳子 。 在槽中加入 １ ５ ｐＬ 制备好的样品 ， 边缘槽加入 ｌ Ｏ ｐＬ 核酸 Ｍａｒｋｅｒ 。 连

接仪器正负极 ， 选择恒压 １ ３０ 伏模式启动仪器 ， ２４－２７ ｍ ｉｎ 后停止电泳 。 小心取 出凝

胶置于紫外下检测 。

４４
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３ 实验结果

３ ． １７Ｗ６ ／ 敲除小 鼠 的鉴定

通过核酸 电泳鉴定小 鼠基因型 。 其 中 Ｒ １ 阴性 ， Ｒ２ 阳性为野生型 （ Ｗ ｉ ｌ ｄ ｔ
ｙ ｐ

ｅ ，

ＷＴ ） ；Ｒ １ 阳性 ，
Ｒ ２ 阳性为杂合型 （ Ｈ ｅ ｔ ｅ ｒｏｚｙｇｏｔｅ ｓ ， Ｈ Ｅ ） ；Ｒ １ 阳性 ， Ｒ２ 阴性为敲

除型 （ Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ， Ｋ０ ）〇

１ １ｌｉｌｉｅ ｓ

Ｆ ｉｇ ｕ ｒｅ２ －

１Ｉ ｄ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆＴｒ ｉｂ ｌｋｎ ｏｃｋｏ ｕ ｔｍ ｉ ｃ ｅ ．Ｒ ｅ
ｐ

ｒｅ ｓｅ ｎ ｔａ ｔ ｉ ｖｅ
ｐ

ｉ ｃ ｔｕ ｒｅ ｓｏ ｆ
ｇ

ｅｎ ｏ ｔ
ｙ ｐ ｅ

ｉ ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ ｈ ｅ ｔ ｅ ｒｏ ｚｙ ｇｏ ｕ ｓ
ｐ

ａ ｉ ｒｅｄ
ｐ

ａ ｒｅ ｎ ｔａ ｌｎ ｅｗ ｂｏ ｒｎｍ ｉ ｃｅ ．

３ ．２７ＷＡ ／ 敲除小 鼠各基因型 出生率及性别 比例

木研究对杂合屺对 的亲本 ２ ６４ 只新生小 鼠性别 和基 因型进行统计 。 结果显示雄

性 １ ３６ 只 ， 雌性 １ ２ ８ 只 。 性别比例雄性雕性为 １ ． ０６２ ５ 。 雄性 ＷＴ 出生率为 ３ １ ． ６２ ％ ，

Ｈ Ｅ 出生率为 ５ ８ ． ０９％ ，ＫＯ 出生率为 丨 ０ ． ２９％ 。 雌性 ＷＴ 出生率为 ２４ ． ２２％ ， Ｈ Ｅ 出

生率为 ６ ７ ． ９ ７％ ， ＫＯ 出生率为 ７ ． ８ １％ 。 全体 ＷＴ 出 生率为 ２ ８ ． ０ ３％ ，Ｈ Ｅ 出生率为

６２ ． ８ ８ ％ ， ＫＯ 出生率为 ９ ． ０９ ％ ， 敲除小 鼠 出生率远低于孟德尔遗传定律 。

４ ５
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Ｇ ｅ ｎｏ ｔｙ ｐｅ

ｉ ５〇

ｉ１ ３ ６職 古

ｂ
＾ ！口 ？

ｐ ｉ

ｌ

．

ｌ ｎ ｌ Ｊ ｎ

Ｆ ｉｇ ｕ ｒｅ２ －２Ｂ ｉ ｒｔｈｒａ ｔｅａｎ ｄｓｅｘｒａ ｔ ｉｏｏ ｆ ｅａ ｃ ｈ
ｇｅｎ ｏ

ｔｙｐｅ ｉ ｎＴｒｉｂ ｌｋｎ ｏｃｋｏｕ ｔｍ ｉ ｃ ｅ ．Ｓ ｔａ ｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ

ｍ ａｐ
ｏ ｆ ｓｅｘａｎｄ

ｇ
ｅｎ ｏ ｔ

ｙｐｅｏ ｆ ｈ ｅ ｔｅ ｒｏｚ
ｙ ｇ

ｏ ｕ ｓ
ｐ

ａ ｉ ｒｅｄ
ｐ

ａ ｒｅｎ ｔ ａ ｌｎ ｅｗｂｏ ｒｎｍ ｉ ｃｅ ．

４ 小结

对杂合配对亲本的新生小 鼠性别和基因型进行统计 。 结果显示新生小 鼠 中 Ｋ０

出生率 ９ ． ０９％远低于孟德尔遗传定律 。 已有文献报道 ７＞／６ ／ 纯合敲除小 鼠具有高 围

产期死亡率Ｍ ， 这是导致 ＫＯ 小 鼠低 出生率的原因 。 针对后期实验计划 ， 小 鼠扩群

数量宜维持 ２ ００ 只 以上 。

４ ６
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第二节 ７ＷＷ 敲除对小鼠体重、 血脂和产热的影响

在第
一

章的研宄中 己经证 明 了７ＷＷ 在 ＢＡＴ 中 的高表达 ， 可能参与脂肪组织功

能 ， 但 ７ＨＷ 对脂肪组织功能的具体影响仍不清楚 。 因此对 ７ＷＷ 敲除小 鼠进行基因

型鉴定后 ， 选取 同 窝 的野生型和 ７ＨＷ 敲除小鼠测定体重 、 体脂 、 和血脂等脂质代

谢相关表型 ， 探究 ７ＷＷ 敲除对脂肪组织功能的影响 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物

ＣＲ Ｉ Ｓ ＰＲ／Ｃａｓ９ 介导的 ７ＨＷ 基因敲除小 鼠 由赛业生物科技有限公司 生产 ， 合格

证号 ： ３ ２００４ ３ ０ ０ ０００ ９０４ 。 所有动物实验程序均 由 中 国 医学科学院北京协和医学院动

物伦理委员会批准 （ ＳＬＸＤ －２０ １ ８ ０７０６ ） 。

１ ．２ 实验试剂

与前期实验材料重复部分不再列举 。



名称


ｒｕ


货号

ＬＤＬ－Ｃ 测定试剂盒中生北控生物科技股份有限公司２０ １ ６２４００ ５ １ ８

ＨＤＬ －Ｃ 测定试剂盒中生北控生物科技股份有限公司２０ １ ５ ２４００９ ５ ０

ＴＧ 测定试剂盒中生北控生物科技股份有限公司 ２０ １ ４２４０ １ １ ３ ２

ＣＨＯ 测定试剂盒中生北控生物科技股份有限公司２０ １ ４２４０ １ １ ２６

Ｍｏｕ ｓｅＬ ｅ
ｐ

ｔ ｉｎＥＬ Ｉ ＳＡ冬歌博业生物科技有限公司ＤＧ ３ ０２３ ５Ｍ

Ｍｏｕ ｓｅＩｎ ｓｕ ｌ ｉｎＥＬ Ｉ ＳＡＲ ａｙｂ ｉ ｏｔｅｃｈ公司 ＥＬＭ－

Ｉ ｎ ｓｕ ｌ ｉｎ

Ｍｏｕ ｓｅ Ａｄ ｉ

ｐｏｎｅｃ ｔ ｉｎＥＬ ＩＳＡ冬歌博业生物科技有限公司ＤＧ３ ０５２ ９Ｍ

羊毛脂


吉至生化科技有限公司


Ｌ８ ７６７ １

１ ．３ 实验仪器

与前期实验仪器重复部分不再列举 。



名称


ｒｍ


ｍ


体脂仪 Ｂ ｒｕｋｅ ｒ 公司 ＬＦ ５ ０／９０

动物代谢分析系统Ｐａｎ ｌａｂ 公 司 Ｏ ｘ
ｙ

ｌ ｅｔＰ ｒｏ

电子秤幸运 电子设备有限公 司ＸＹ ３ ００Ｃ

酶标仪 Ｔｅｃａｎ 公 司 丨 ｎ ｆｉｎ ｉ ｔｅＭ １ ０００

冰冻切片机Ｌｅ ｉ ｋａ 公 司 ＣＭ  １ ９００

４ ７
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全 自动生化仪Ｂｅｃｋｍ ａｎＣｏｕ ｌ ｔｅｒ 公司ＡＵ４ ８ ０

２ 实验方法

２ ． １ＪＷＷ 敲除小鼠脂肪组织分离取材

取 ８ 周龄的野生型小 鼠和敲除小 鼠 ， 禁食
一

夜 ， 称量记录小 鼠体重 。 收集小 鼠

内 眦血样 ， 脱颈椎处死小 鼠 。 酒精消毒小 鼠 ， 在冰上快速剪取小 鼠的 ＢＡＴ 、 ｉＷＡＴ 、

ｅＷＡＴ 、 肝脏 、 脾脏和心脏 ， 并称量记录组织重量 。 将脂肪样本和肝脏样本取
一

半

置于 ４ ％多聚 甲醛 中 固定 ， 另
一

半置于标记好的去酶管内 ， 于液氮 中快速冻存 。 小

鼠血衆室温静置两小时待出现分层后 ， ３ ０００ｒ 离心 １ ５ｍ ｉｎ 收集上层血清用于测定 。

２ ．２ 体脂仪测定 ７ＷＷ 敲除小鼠体脂比率

提前
一

天开机仪器进行预热 ， 用标准样品平衡仪器后开始测定 。 将小 鼠置于测

定笼具筒 中调节旋钮 ， 使小 鼠无法 自 由移动 。 将测定筒推入体脂仪 中 ， 利用核磁共

振对身体非侵入式进行组分测定 ， 随后仪器将显示小 鼠脂肪 、 自 由体液和瘦肉 的含

量值 。

２ ．３７ＷＷ 敲除小 鼠脂肪和肝脏组织 ＨＥ 染色

同第
一

章第三节实验方法 ２ ．２ 。

２ ．４ＪＨＷ 敲除小鼠肝脏组织油红染色

肝脏组织在 ４ ％多聚 甲醛中 固定两天 ， 组织冲洗后 ０ＴＣ 包埋剂浸没组织 ， 置于

－２０

°

Ｃ冷冻 ， 冰冻切片机 ５
－

１ ０ｎ ｍ 切片 。 切片 ６０％异丙醇浸润 １ｍ ｉｎ ， 放入油红 ０ 染

液 （油红原液 ： 水 ＝

３ ：２ ） 染色 ８ ｍ ｉｎ ， 再放入 ６０ ％异丙醇中分化 。 颜色适宜后放入

苏木素染料中复染细胞核 ｌ
－

２ ｍ ｉｎ ， ＰＢ Ｓ 冲洗 ， 切片干燥后甘油 明胶封片 ， 用显微镜

拍照观察肝脏组织的变化 。

２ ．５ 生化仪检测 ７ＷＷ 敲除小鼠血脂水平

使用 Ｂ ｅｃｋｍ ａｎＡＵ４８０ 全 自 动生化仪 ， 按照试剂盒说明书检测小 鼠血脂指标包

括高密度脂蛋 白 （ Ｈ ｉ

ｇ
ｈｄ ｅｎ ｓ ｉ ｔｙｌ ｉ

ｐｏｐｒｏｔｅ ｉ ｎ
，
ＨＤＬ ） ， 低密度脂蛋 白 （ Ｌｏｗｄｅｎ ｓ ｉ ｔｙ

ｌ ｉ

ｐ
ｏｐｒｏｔｅ ｉｎ

，
ＬＤＬ ） 和总胆固醇 （ Ｔｏｔａ ｌｃｈｏ ｌ ｅ ｓｔｅｒｏ ｌ

，

ＴＣ ） 。

４ ８
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２ ．６ＥＬＩＳＡ 法检测 ７ＷＷ 敲除小鼠血清瘦素 、 胰岛素和脂联素水平

根据试剂盒说明书 ， 使用酶联免疫吸附测定试剂盒测量血清中瘦素 、 胰岛素和

脂联素的表达水平 。

２ ．７ 动物代谢分析系统检测 ７ＷＷ 敲除小 鼠呼吸代谢水平

为 了测量小 鼠的基础耗氧量 （ Ｖ〇 ２ ） 和二氧化碳生成量 （ ＶＣ〇２ ） ， 使用 了动物

代谢分析系统 （ ＬＥ ４０ ５Ｇａｓ Ａｎａ ｌ

ｙ
ｚｅ ｒ

， 
Ｐａｎ ｌａｂ ） 。 将小 鼠置于代谢笼 （ Ｏｘｙ ｌｅｔ Ｐｒｏ

，
Ｐａｎ ｌａｂ ）

中 ， 可 自 由获取食物和水 ， 并保持保 １ ２／ １ ２ 小时的光暗循环周期 ， 使小 鼠适应 ２４ 小

时 。 适应结束后 ， 每小时测量环境和代谢笼 内 Ｖ〇 ２ 和 ＶＣＣｈ ， 记录每小时小 鼠的摄

食量 、 饮水量和活动量 ， 连续测量 ２４ 小时后结束 。

２ ．８ 寒冷环境小 鼠体温检测

使用 羊毛脂润滑温度计探头后 ， 记录小 鼠初始肛温 。 将小 鼠单只置于 ４

°

Ｃ环境

的词养笼中 （避免小 鼠抱团取暖影响体温 ） ， 可 自 由获取食物和水 。 每小时记录小

鼠肛温 ， 连续测量 ８ 小时 。

２ ．９ 统计学分析

使用软件 Ｇ ｒａｐ
ｈＰａｄＰ ｒ ｉ ｓｍ５ ． ０ 进行统计分析 ， 实验数据均采用 ｍｅａｎ ±ＳＤ 表示 。

数据进行方差齐性检验 ， 在两组间 ， 采用双尾 Ｔ 检验 （ Ｔｗｏ －

ｔａ ｉ ｌ ｅｄＳ ｔｕｄｅｎ ｔ

’

ｓ ｔ
－

ｔｅ ｓｔ ） ；

多组间采用单因素方差分析 （ Ｏｎｅ
－Ｗａｙ

ＡＮＯＶＡ ） ， 在组间差异有统计学意义后采

用 Ｔｕ ｒｋｅｙ 进行两两 比较 ， 当 Ｐ＜ ０ ． ０５ 时认为差异具有统计学意义 。

３ 实验结果

３ ． １７ＷＷ 敲除对小 鼠体重 、 体脂和脏器系数的影响

为 了 确定 ７＞ ／６ ／ 在小 鼠代谢 中 的作用 ， 本研宄使用 ＣＲ Ｉ ＳＰＲ／Ｃａｓ９ 技术获得 了

７Ｖ／Ｗ 敲除小 鼠 ， 并测定 ８ 周龄小 鼠体重 、 体脂和组织重量的变化 。 结果显示喂食正

常食物的野生型和 ７ＷＷ 敲除小 鼠 的体重和脂肪重量没有显著差异 （ Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ ２ －

３ＡＢ ） 。

体脂仪测定显示 ７ＷＷ 敲除小 鼠体脂率低于野生型小 鼠 （ Ｆ ｉ ｇｕ
ｒｅ ２

－

３Ｃ ） ， 但 ７ＷＷ 敲

除小 鼠肝脏重量高于野生型 （ Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ ２ －

３Ｄ ） ， 这提示我们存在脂肪的异位堆积 ， 表

明 ７Ｖ／Ｗ 对小 鼠脂质代谢存在调节作用 。

４ ９
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Ａ

，
Ｂ ３ ０ｎ ｓ



＆ ／ｖｒ

－

ｍＵＩｒｍｎ
１ ０

－

ｅＭＴ

？Ｅ＾ｍ
〇
Ｊ＿＾

，



ＷＴ ＫＯ

Ｃ Ｄ ８ Ｓ^
° － ２０

ｌ ：ｇ：
： ？

ｇ ０ ． １ ５
－

＾Ｓｍ
—

ｉ

—Ｉｄ＊ ｎ

Ｉ
￣￣

Ｉｌ

１ ． ５

Ｔ Ｉ

１ 。 ． 。、 ■ ｉ
ｆ］Ｉｆ

］

？

〇，〇
ＬＩＷＬＪ＿＿

＿
＿Ｌ ｏＪ ｉｎ －ＩｎＩ Ｉ

Ｉ１ １ １１ １ １１
，

１
１ｉｎ

Ｗ了 Ｋ Ｃ） ＢＡＴ ｉ ＷＡＴｅＷＡＴＨ ｅ ａ ｒ ｔＬ ｉ
ｖ ｅ ｒＳ

ｐ
ｌ ｅ ｅ ｎＴＡ

Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒｅ２ －３Ｅ ｆｆｅｃ ｔ ｓｏ ｆＴｒｉｂ ｌｋｎｏｃｋｏｕ ｔｏ ｎｂｏｄｙ
ｗｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔ

，
ｂｏｄ

ｙ
ｆａ ｔａ ｎ ｄｏ ｒ

ｇ
ａ ｎｃｏｅｆｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｔｓ

ｉｎｍ ｉｃｅ ．Ｒｅ
ｐ
ｒｅｓｅｎｔａｔ ｉｖｅａｄ ｉ

ｐｏ
ｓｅｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｉｍａｇｅ（

Ａ
）
ａｎｄｗｅ ｉｇｈｔ

（
Ｂ

）
ｏｆＴｒｉｂ ｌＫＯａｎ ｄＷＴ

ｍ ｉ ｃｅ ．Ｂｏｄｙｃｏｍ ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｏｎ（
Ｃ

）
ａｎ ｄｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅｗｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔｒａ ｔ ｉ ｏｔｏｂｏｄｙｗｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔ

（
Ｄ

）ｏ ｆＴｒｉｂ ｌＫＯａ ｎ ｄ

ＷＴｍ ｉ ｃｅ ． １１
＝

５ ．

＊

Ｐ＜０ ． ０ ５ｖ＾ ．Ｔｒ ｉｂ ｌＷＴｍ ｉ ｃｅ ．

３ ．２７＞访 ／ 敲除对血脂和脂肪因子的影响

瘦素是作用于下丘脑瘦素受体的脂肪因子 ， 可控制食欲和促进能量消耗 。 在肥

胖患者体 内 下丘脑瘦素受体敏感性降低 ， 瘦素水平会显著升高 ， 表现 出瘦素抵抗ｍ 。

脂联素是 内 源性脂肪因子 ， 可提高机体胰岛素敏感性 ， 减少肝脏糖异生 、 促进脂肪

酸代谢和利用 ［
８

］

。 本研究通过测定血清血脂 、 瘦素 、 胰岛素和脂联素水平 ， 验证 ７ＷＷ

对脂肪代谢的作用 。 结果显示 ７＞访 ／ 基因敲除小 鼠血清 中 ＴＣ 和 ＬＤ Ｌ 升高 ， Ｈ Ｄ Ｌ 水

平降低 （ Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ２ －４Ａ Ｂ Ｃ ） 。 进

一

步结果显示 ， 血清瘦素和胰岛素水平显著上升 ，

脂联素水平显著降低 （ Ｆ ｉ

ｇ Ｕ ｒｅ ２ －４Ｄ Ｅ Ｆ ） ， 表现出瘦素抵抗和胰 岛 素抵抗 。 这些结果

提示我们 ７＞访厂敲除小 鼠脂代谢紊乱 。

５ ０
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３ ．３７＞功 ／ 敲除对小 鼠肝脏组织的影响

前面的研究发现 ， ７＞访 ／ 敲除使小 鼠肝脏重量增加 ， 我们通过 Ｈ ＆ Ｅ 和油红染色

验证 敲除对小 鼠肝脏组织的影响 。 Ｈ ＆ Ｅ 染色结果显示肝细胞空泡面积增大 。

通过油红对肝脂质进行染色 ， 结果 显示虽然脂质面积表现 出上升的趋势 ， 但在 ８ 周

龄野生型和 ７ＷＷ 敲除小 鼠 间无显著差异 。
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３ ． ４７＞／／＞ ／ 敲除对小 鼠脂肪组织的影响

本研宄通过 Ｈ ＆ Ｅ 染色和免疫组化验证 ７＞／Ａ ／ 敲除对小 鼠脂肪组织的影响 。 Ｈ ＆

Ｅ 染色显示 白 色脂肪组织包括 ｉＷＡＴ 和 ｅＷＡＴ 的脂肪细胞大小无明 显变化 （ Ｆ ｉ ｇｕ ｒｅ

２
－４八 ） ， 似 ＢＡ Ｔ ＇

Ｉ呢肪细胞脂滴增人 （ Ｆ ｉ

ｇ ｕ
ｒｅ ２ －４Ｂ ） ， Ｉ Ｉ ．

ＵＣ Ｐ Ｉ 及达 ４降低 。 这吟

５ １
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结果表明 ， ７ＷＷ 敲除对 白色脂肪无显著影响 ， 对 ＢＡＴ 存在调节作用 。
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３ ．５７＞功 ／ 敲除对小 鼠呼吸代谢的影响

在确认 ７ＷＷ 敲除影响 ＢＡＴ 细胞脂滴和 ＵＣＰ １ 表达后 ， 本研究通过动物代谢分

析系统测量了小 鼠 的代谢水平 。 结果表 明 ７ＷＷ 敲除小 鼠 的基础耗氧量 （ Ｖ０ ２ ） 和二

氧化碳生成量 （ ＶＣ〇 ２ ） 都低于野生型 ， 显现出代谢能力的显著 降低 。
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３ ． ６７＞功 ／ 敲除对小 鼠在寒冷环境中适应性产热的影响

响应于寒冷刺激 ， ＢＡＴ 会激活并利用脂肪酸产热 以维持体温 。 本研宄通过将小

鼠暴露在 ４

°

Ｃ环境下 ８ 小时连续记录其肛温 ， 评估 了７ＷＷ 对 ＢＡ Ｔ 产热 的影响 。 结

果表 明 ， 暴露于 ４

°

Ｃ后 ， 小 鼠 的温度降低 。 但 ７ＷＷ 敲除小 鼠 的肛温显著低于野生型

小 鼠 ， 表 明 ７ＷＷ 敲除小 鼠 ＢＡＴ 产热维持体温的能力低于野生型小 鼠 ， 提示我们

７＞访 ／ 敲除对小 鼠 ＢＡＴ 功能的调节作用 。
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４ 小结

本研宄通过 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ ＰＲ ／ｃａ ｓ９ 技术获得 了７ＷＷ 基因敲除小 鼠 ， 并对其表型进行测

定 。 与野生型相 比 ， ８ 周 龄 ７ＷＡ ／ 敲除小 鼠脂肪组织重量和体重无显著变化 ， 但肝脏

重量增加 。 另 外 ， ７＞ ／Ａ ／ 敲除小 鼠表现 出 血脂水平上升 ， 并伴随着瘦素和胰岛 素抵

抗 。 进
？

步的研究通过组织切片对小 鼠脂肪和肝脏组织进行观察 ， 结果显示 ７＞功 ／

敲除小 鼠 ＢＡＴ 细胞脂滴增人和 ＵＣ Ｐ Ｉ 及达降低 。 随后我们通过动物代谢分析系统

和寒冷环境肛温测定 ， 评价 ７ＷＷ 敲除小 鼠 ＢＡＴ 的代谢功能 。 结果品示 敲除

小 鼠 ＢＡＴ 代谢和产热功能降低 ， 提示我们 ７＞ ／Ａ ／ 对 ＢＡＴ 代谢功能具有调节作用 。

５ ３



中 国医学科学院 北京协和医学院


博士研究生学位论文

第三节 肾上腺素处理对 ＩＷＷ 敲除小 鼠棕色脂肪组织代谢水

平的影响

上
一

节研究证明 ７ＷＷ 敲除小 鼠表现出高血脂 、 胰岛素抵抗和瘦素抵抗等肥胖

小 鼠的代谢表征 ， 且 ＢＡＴ 产热功能降低 ， 表 明 ７ＷＷ 对 ＢＡＴ 代谢产热功能具有调

节作用 。 但 ７ＷＷ 敲除小 鼠 ＢＡＴ 功能降低的原 因仍不清楚 ， 因此在本节采用经典的

ｐ ３ 肾上腺素受体激动剂 （ ＣＬ ３ １ ６２４３ ） 处理 ７ＷＷ 敲除小 鼠 ， 提高小 鼠 ＢＡＴ 的代谢

产热功能 ， 探宄 敲除小 鼠 ＢＡＴ 产热功能降低的原因 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物

ＣＲ Ｉ ＳＰＲ７Ｃａｓ９ 介导的 ７ＨＷ 基因敲除小 鼠 由赛业生物科技有限公司生产 ， 合格

证号 ： ３ ２００４３ ０００００９０４ 。 所有动物实验程序均 由 中 国医学科学院北京协和医学院动

物伦理委员会批准 （ ＳＬＸＤ －２０ １ ８０７０６ ） 。

１ ．２ 实验试剂

与前期实验材料重复部分不再列举 。



名称


ｒｍ


货号

肾上腺素受体激动剂Ｓ ｉｇｍａ 公司 Ｃ ５ ９７６

ＡＬＴ 测定试剂盒中生北控生物科技股份有限公司２０ １ ４２４０ １ １ ５ ８

ＡＳＴ 测定试剂盒中生北控生物科技股份有限公司２０ １ ４２４０ １ １ ５７

ＡＬＰ 测定试剂盒中生北控生物科技股份有限公司２０ １ ４２４０ １ １ ２８

电镜固定液


赛维尔生物科技有限公司


Ｇ １ １ ０２

１ ．３ 实验仪器

与前期实验仪器重复部分不再列举 。



名称


ｒｕ


ｍ


透射电子显微镜日本电子株式会社 ＪＥＭ－

１ ４００ｐ ｌｕｓ

全 自 动生化仪Ｂ ｅｃｋｍａｎＣｏｕ ｌ ｔｅｒ 公司ＡＵ４８０

５４
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２ 实验方法

２ ． １ 肾上腺素配置与动物处理

肾上腺素受体激动剂 （ Ｃ Ｌ ３ １ ６２４３ ） 的配置 ： 使用生理盐水将 ＣＬ ３ １ ６２４ ３ 配置为

５ｍｇ
／ｍＬ 的储备液 ， 避光 －

２０

°

Ｃ冰箱保存 。 ＣＬ３ １ ６２４ ３ 工作液浓度为 １ｍｇ／ｍＬ 。 取 ８

周龄的野生型小 鼠和敲除小 鼠 ， 隔天腹腔注射 ＣＬ ３ １ ６２４３（ ｌ ｍｇ／ｋｇ ） １ ４ 天 。

２ ．２７ＷＷ 敲除小 鼠脂肪组织分离取材及样本制备

取 ＣＬ３ １ ６２４ ３ 处理 １ ４ 天的野生型小 鼠和敲除小 鼠 ， 禁食
一

夜 ， 称量记录小 鼠体

重 。 收集小 鼠 内 眦血样 ， 脱颈椎处死小 鼠 。 清洁解剖剪和解剖镊 ， 酒精消毒小 鼠 ，

在冰上快速剪取小 鼠 的 ＢＡＴ 称量记录组织重量 ， 随后立即取 四分之
一

快速放入预

冷的 电镜 固定液中进行固定 。 取材操作应明确快速 ， 小心夹取组织 ， 避免挤压损伤

组织 。 快速固定 ， 避免组织 自 溶解 。 其余取材操作步骤 同本章第二节实验方法 ２ ． １ 。

２ ．３ 体脂仪测定 ７ＷＷ 敲除小 鼠体脂比率

同本章第二节实验方法 ２ ．２ 。

２ ．４７ＷＷ 敲除小 鼠脂肪和肝脏组织 ＨＥ 染色

同第
一

章第三节实验方法 ２ ． ２ 。

２ ． ５７ＷＷ 敲除小 鼠肝脏组织油红染色

同本章第二节实验方法 ２ ．４ 。

２ ． ６ 生化仪检测 ７ＷＷ 敲除小 鼠血脂和肝损伤水平

小 鼠肝损伤相 关指标包括天 门 冬氣酸氣基转移酶 （ Ａ ｓｐ
ａｒｔ ｉ ｃａｃ ｉｄｔ ｒａｎ ｓｆｅ ｒａｓｅ

，

Ａ ＳＴ ） ， 丙氣酸氣基转移酶 （ Ａ ｌ ａｎ ｉ ｎ ｅ ａｍ ｉ ｎｏ ｔｒａｎ ｓ ｆｅｒａｓ ｅ ， ＡＬＴ ） ， 碱性憐酸酶 （ Ａ ｌ ｋａ ｌ ｉ ｎｅ

ｐｈｏ ｓｐ
ｈａｔａｓｅ ， ＡＬＰ ） 。 使用 Ｂ ｅｃｋｍ ａｎ 全 自 动生化仪按照试剂盒说 明 书进行检测 。 其

余操作步骤同本章第二节实验方法 ２ ． ５ 。

２ ． ７ 动物代谢分析系统检测 ７ＷＷ 敲除小鼠呼吸代谢水平

同本章第二节实验方法 ２ ． ７ 。

５ ５
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２ ． ８ 寒冷环境小 鼠体温检测

同本章第二节实验方法 ２ ． ８ 。

２ ． ９ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ７ＷＷ 和产热基因的表达

同第
一

章第二节实验方法 ２ ． ２ 。

２ ． １ ０ 透射电镜观测 ７）伯 ／ 敲除小 鼠脂肪组织线粒体结构

用 Ｐ Ｂ Ｓ 清洗组织三次 ， 持续 ３ ０ｍ ｉ ｎ ， 用 １ ％的渗透酸溶液 固 定 ｌ ｈ ， 然后冲洗 。

使用 乙醇进行梯度脱水 、 使用包埋剂进行梯度渗透 、 加热聚合 、 超薄切片和染色 ，

使用 ．
丨 ＥＯＬＪ ＥＭ － Ｍ Ｏ Ｏ Ｐ Ｉ ｕ ｓ 透射 电子显微镜进行观察 。

２ ． １ １ 统计学分析

使用软件 Ｇ ｒａｐｈＰ ａｄ Ｐ ｒ ｉ ｓｍ ５ ． ０ 进行统计分析 ， 实验数据均采用 ｍ ｅ ａ ｎ ± ＳＤ 表示 。

数据进行方差齐性检验 ， 在两组 间 ， 采用双尾 Ｔ 检验 （ Ｔｗｏ －

ｔａ ｉ ｌ ｅｄＳ ｔ ｕ ｄ ｅｎ ｔ

’

ｓｔ
－

ｔｅｓ ｔ ）
；

多组间采用单因素方差分析 （ Ｏ ｎ ｅ
－ Ｗａ

ｙ
ＡＮＯＶＡ ） ， 在组间差异有统计学意义后采

用 Ｔ ｕ ｒｋｅ
ｙ 进行两两 比较 ， 当 ＰＣ ０ ． ０ ５ 时认为差异具有统计学意义 。

３ 实验结果

３ ． １ 小 鼠体重 、 体脂和脏器系数的影响

为 了研宄 ７＞ ／Ｗ 敲除后 ＢＡＴ 产热减少 的原 因 ， 本研宄使用 Ｃ Ｌ ３ １ ６２４ ３ 刺激野生

型和 ７ＷＷ 敲除小 鼠 ， 提高 ＢＡＴ 代谢脂肪产热 的功能 ， 并测定 小 鼠体重 、 体脂和组

织重量的变化 。 结果显示野生型和 ７ＷＷ 敲除小 鼠的体重没有显著差异 （ Ｆ ｉ

ｇ ｕ
ｒｅ２

－

９Ａ ） ， 但 ７ＷＷ 敲除小 鼠体脂率高于野生型小 鼠 （ Ｆ ｉ ｇｕ ｒｅ ２ －

９Ｂ ） ， 同时我们观察到

了 小 鼠肝脏重量显著升高 （ Ｆ ｉ

ｇｕ
ｒｅ２

－

９Ｃ ） ， 与前期肝脏解剖结果
一

致 。 这提示我们

存在脂肪在肝脏的异位堆积 ， 且 肾上腺素受体激动剂反而加剧 ７ＷＷ 敲除小 鼠肝脏

脂质沉积的进展 。

Ａ Ｂ Ｃ ｓ ｏ
－

，

ｎｓ
０ ２０

１ ． ．
ａ Ｋ０

３

２ 〇

■ｍＢｈ ｉ

—ｒ
￣

ｒ
￣

￡  ０ ． １ ５
－
 ：——

ｉ

－Ｉ
１ ０

＇

 ４ ｆ ｜

ｌ ｉ ＞
． ｉ

Ｉ
ｏ ． ｉ ｏ

－

 ｜
；，

°

Ｉ Ｉ
＂

ｌ

^
５

：
ｌ＿ —． ．

ｈ
：：ｌ

—＿ ． ．

…
［ ．ｉｉｒｔ ｌ ｌ Ｊ ｉａ

ｙｙＴ ＫＯＷＴ ＫＯ Ｂ ＡＴ ｉＷＡＴｃＷＡＴＨｅａ ｒ ｔＬ ｉｖｅ ｒ Ｓ
ｐ

ｌ ｅ ｅ ｎＴＡ

５ ６
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Ｆ ｉ

ｇ ｕ
ｒｅ２ －

９Ｅ ｆｆｅｃ ｔ ｓｏ ｆＣＬ３ １ ６２４３ｔ ｒｅａ ｔｍ ｅｎ ｔｏ ｎｂｏｄｙｗ ｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔ

，
ｂｏｄｙｆａ ｔａ ｎ ｄｏ ｒｇａ ｎ

ｃｏｅ ｆｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｔｏ ｆＴｒｉｂ ｌｋｎ ｏｃｋｏ ｕ ｔｍ ｉ ｃ ｅ ．Ｂ ｏｄｙ
ｗｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔ

（
Ａ

） ，ｃｏｍ ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｏ ｎ
（
Ｂ

）
ａｎ ｄｔ ｉ ｓ ｓｕ ｅｗｅ ｉ

ｇ
ｈｔ

ｒａｔ ｉ ｏｔｏｂｏｄｙｗｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔ

（
Ｃ

）
ｏｆＴｒｉｂ ｌＫＯａｎ ｄＷＴｍ ｉ ｃｅｔ ｒｅａｔｅｄｗ ｉ ｔｈＣＬ ３ １ ６２４ ３ ．ｎ

＝

４ ． 

＊

Ｐ 
＜

０ ．０ ５
，

＊ ＊

尸 ＜ ０ ． ０ １

，

＊ ＊ ＊

尸 ＜ ０ ． ００ １７Ｗ６ ７ＷＴ ｍ ｉ ｃｅ ．

３ ．２ 血脂和肝损伤水平的影响

因为增加 的脂质沉积会导致肝细胞损伤 ， 从而增加血清 Ａ ＳＴ ，Ａ ＬＴ 和 Ａ Ｌ Ｐ 水

平升高 ， 是检测肝脏脂肪变性和非酒精性脂肪肝病 的有效指标 因此我们对血清

血脂和肝损伤水平进行测定 。 结果显示 ７＞访 ／ 敲除小 鼠血清 中 ＬＤ Ｌ 水平升高 （ Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒｅ

２ －

１ ０Ｂ ） 。 进
一

步结果显示 ， 肾上腺素处理使 ７＞访 ／ 敲除小 鼠血清 Ａ ＳＴ ，Ａ ＬＴ 和 Ａ Ｌ Ｐ

水平显著升高 （ Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒｅ２ －

１ ０Ｄ Ｅ Ｆ ） ， 表现出 明显 的急性肝损伤 。

Ａ ＴＧ Ｂ Ｌ Ｄ ＬＣ ＴＣ

＿

。 １ ５

１了
，

］

— ：—

」

￣

。

１

０ ． ０ＣＨ＾ １

＞


１ ０ ． ０

Ｊ￣＾

，

 ０ ． ０
Ｊ￣＾

１



ＷＴ ＫＯＷＴ ＫＯＷＴ ＫＯ

Ｄ Ａ ＬＴ Ｅ Ａｓ Ｔ Ｆ Ａ ＬＰ

？Ａ ＨＡ —＊ ６００
＊

１ ＊ ＊

１ ４０ ０
－



＊

２ ４０００ ；
—

一 １ ２００
－

一
３５００

－

－

ｊ

．

５
１ ０００

－

—
．
—＾

３０００
－

——

Ｂ

二８００
－ Ｉ ■＾

２５００
－

 ＾；

４００
＇

３６００
丄 ＇ ＇

＾
２０００

－ Ｉ － １ １

 ^

｜＾ ｌＥ
ｊｈＢ｜ Ｉ

２００
－

２ ０
－

ｉ ｏ
－

〇
Ｊ＾

！


Ｉ
＾ 

１

 ０
－ ＾＾

１



ＷＴ Ｋ ＯＷＴ ＫＯＷＴ ＫＯ

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ２

－

１ ０Ｅ ｆｆｅｃ ｔ ｓｏ ｆＣ Ｌ３ １ ６２４３ｔ ｒｅａ ｔｍ ｅ ｎ ｔｏ ｎｂ ｌ ｏｏｄ ｌ ｉ

ｐ ｉｄ ｓａ ｎ ｄ ｌ ｉｖｅ ｒ ｉ ｎ
ｊ

ｕ ｒｙ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓ ｉ ｎ

Ｔｒｉｂ ｌｋ ｎ ｏｃ ｋｏ ｕ ｔｍ ｉ ｃｅ ．Ｓ ｅ ｒｕｍＴＧ（
Ａ

） ，
Ｌ Ｄ Ｌ

（
Ｂ

）
，ＴＣ（

Ｃ
）

，Ａ ＬＴ
（
Ｄ

） ，
Ａ ＳＴ

（
Ｅ

）
ａｎ ｄＡ Ｌ Ｐ

（
Ｆ

）

ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ ｉ ｎＴｒ ｉｂ ｌＫＯａ ｎ ｄＷＴｍ ｉ ｃｅｔ ｒｅａ ｔｅ ｄｗ ｉ ｔ ｈＣ Ｌ ３ １ ６２４ ３ ．ｎ
＝

４ ．

＊

Ｐ＜０ ． ０ ５
，

＊ ＊

Ｐ＜０ ． ０ １

Ｔｒ ｉｂ ｌＷＴｍ ｉ ｃ ｅ ．

３ ．３ 小 鼠肝脏组织的影响

Ｃ Ｌ ３ １ ６２４ ３ 足 卩 ３

－竹 Ｉ ：腺 尜受体激动 剂 ，

ｉ

ｉ

丨促进休 内 脂肪的分解 ， 外 诱 导 ＢＡＴ 线

粒体氧化磷酸化解偶联 ， 利用游离脂肪酸产十．热量 前面的研宂发现 ， ＣＬ３ １ ６２４ ３

处理后 ７ＷＡ ／ 敲除小 鼠肝脏 重量反而显 著增加且表现出肝损伤 ， 我们通过肝切片对

肝脏脂质进行染色 。 结果Ｍ示 ７ＷＷ 敲除小 鼠肝细胞脂质 显茗增 多 ， 肝细胞空泡而

积增大 。 这提示我们 ＢＡＴ 线粒体功能障碍 。 由 Ｔ
‘

Ｃ Ｌ３ Ｉ ６２４３ 刺激脂肪分解 ， 升高的

５ ７
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游离脂肪酸没有被 ＢＡＴ 消耗利用 ， 因此刺激肝脏 中 的脂肪酸合成 ， 导致大量游离

脂肪酸在肝脏 中积累 ， 表现出肝损伤 。

Ｈ ＆ Ｅ Ｏ ｉ ｌＲ ｅｄ
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本研宄通过 Ｈ ＆ Ｅ 染色验证 ＣＬ ３ １ ６２４３ 处理对 ７＞访 ／ 敲除小 鼠脂肪组织的影响 。
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在 Ｃ Ｌ ３ １ ６２４ ３ 处理后 ， 我们发现 ７ＷＷ 敲除小 鼠 ＢＡＴ 分解利用 脂肪的能力降低 。

因此我们通过动物代谢分析系统对 ７Ｗ６ ／ 敲除小 鼠 的代谢水平进行评估 。 结果表明
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Ａ Ｂ

ｖｏ
２ ｖｃｏ

２

３ ０
－

１ ＊ ＊＊＊ ＊ ＊ ２５
－

ｉ＊ ＊

ｊｂｆｉ １

ＩｂＯ
＾＾＾＾４

？

Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒｅ２ －

１ ３Ｅ ｆｆｅｃ ｔ ｓｏ ｆＣ Ｌ３ １ ６２ ４３ｔ ｒｅａ ｔｍ ｅ ｎ ｔｏｎｒｅｓ ｐ ｉ ｒａ ｔｏ ｒｙｍ ｅ ｔａ ｂｏ ｌ ｉ ｓｍ ｉ ｎＴｒｉｂ ｌ

ｋ ｎ ｏ ｃ ｋｏｕ ｔｍ ｉ ｃｅ ．Ｅ ｎ ｅ ｒ
ｇ ｙｅｘ ｐ ｅ ｎ ｄ ｉ ｔ ｕ ｒｅｗａｓｅｖ ａ ｌ ｕ ａ ｔｅｄｂ

ｙｍ ｅａｓｕ ｒｅｍ ｅ ｎ ｔｏ ｆｏｘｙ ｇｅｎ

ｃｏ ｎ ｓ ｕｍ
ｐ

ｔ ｉ ｏ ｎ（
Ａ

）ａ ｎ ｄｃａ ｒ ｂｏ ｎｄ ｉ ｏ ｘ ｉ ｄ ｅｒｅ ｌ ｅ ａ ｓｅ（
Ｂ

） ｉ ｎＴｒｉｂ ｌＫＯａｎ ｄＷＴｍ ｉ ｃｅｔ ｒｅａ ｔｅｄｗ ｉ ｔｈ

ＣＬ ３ １ ６２４３  ？ｎ
＝

４
广尸 

＜ ０ ． ０ １
，

“

＞ ＜ ０ ？ ００ １ｗ ．７ＷＷＷＴｍ ｉ ｃｅ ．

３ ． ６ 小 鼠在寒冷环境中适应性产热的影响

木研宂将 Ｃ Ｌ ３ １ ６２４ ３ 处理的野生型和 ７Ｖ ／６ ／ 敲除小 鼠单 只置于寒冷环境中 ， 评

价 ＢＡＴ 的适应性产热水平 。 结果表明 ７Ｖ ／Ｗ 敲除小 鼠 ＢＡＴ 产热维持体温的能力低

于野生型小 鼠 ， 提示我们 ７ＷＡ ／ 敲除小 鼠 ＢＡＴ 产热功能降低 。
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本研究通过 ＲＴ － ＰＣＲ 对 ７ＷＷ 敲除小 鼠 ＢＡＴ 产热相关基因表达水平进行测定 。
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在前期我们确认 了敲除小 鼠 ＢＡＴ 的脂质代谢和产热功能降低 。 由于线粒

体是 ＢＡＴ 产热和脂肪酸
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－氧化的关键场所 ， 因此本研宄通过透射 电镜对 ７Ｖ ／Ｗ 敲

除小 鼠 ＢＡＴ 线粒体结构进行观察 。 结果显示野生型小 鼠 ＢＡＴ 线粒体结构完整 ， 呈

椭圆形 。而 Ｃ Ｌ ３ １ ６２４ ３ 处理的 ７Ｗ６ ／ 敲除小 鼠 ＢＡＴ 线粒体肿胀 ， 线粒体膜结构破坏 。

这些结果表 明 ， ７ＷＷ 基因敲除导致的线粒体结构损伤 ， 损害 ＢＡＴ 的脂质代谢和产

热功能 。
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木研究通过对 ７Ｗ６ ／ 敲除小 鼠给与 Ｃ Ｌ ３ １ ６２４ ３ 处理 ， 评价 ＢＡＴ 的脂质代谢和产

热功能 。 脂肪和肝脏组织学结果显示 Ｃ Ｌ ３ １ ６２４３ 处理提高 了７ＷＡ ／ 敲除小 鼠血脂水

平 ， 并加速 了 脂肪在肝脏的 蓄积 ， 使小 鼠表现 出肝损伤 。 这些结果表明 Ｃ Ｌ ３ １ ６２４ ３ 诱

导 ｆ脂肪分解 ， 但 ７Ｖ ／Ａ ／ 敲除使 ＢＡＴ 脂质代谢功能降低 ， 促使脂肪在肝脏异位堆

积 。 Ｍ时我们通过动物代谢分析系统和适应性产热分析 ， 发现 ７＞从 ／ 敲除小 鼠 ＢＡＴ

产热功能降低 。 通过透射 电镜对 ＢＡＴ 线粒体进行观察 ， 结果显示 ＣＬ ３ １ ６２４ ３ 处理的

７＞访 ／ 敲除小 鼠 ＢＡＴ 线粒体肿胀 ， 线粒体膜结构破坏 。 这些结果表明 ， ７＞访 ／ 基因敲

除导致的线粒体结构损伤 ， 是损害 ＢＡＴ 的脂质代谢和产热功能的原 因 。

讨论

瘦素和脂联素邡是 由脂肪细胞分泌的脂肪因子 ， 在调节能量
＇

Ｆ衡 屮起关键作刖 。

瘦素主耍 由 白 色脂肪细胞合成和分泌 ， 可作用于下 １Ｔ：脑 ， 具苻调 Ｗ食物摄収和能量

消耗 ， 改善胰岛素敏感性 ， 促进脂肪分解 ， 抑制脂肪形成等作用队 脂联素是
一

种

受胰 岛素调节的肽类脂肪因 子 ， 可作用 于肝脏和骨骼肌受体 ， 促进葡萄糖吸收和抑

制肝糖的输 出 ， 刺激脂肪的氧化利用 ， 从而改善糖脂代谢和胰岛素敏感性 ｜

８
１

。 在临

６ １
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床观察中发现 ， 随着 ＢＭ Ｉ 升高肥胖患者体 内瘦素和胰岛素水平上升 ， 而脂联素水平

下降 ， 表现出瘦素和胰岛素抵抗 ［
１ １

］

。 高胰岛素和低脂联素血症 ， 被认为是代谢综合

征的生化标志 。 而本研究发现随着 ７Ｈ６ ／ 敲除 ， ８ 周龄小 鼠虽然体重与野生型相 比无

显著差异 ， 但表现出糖脂代谢紊乱的症状
＇

， 包括血脂水平上升 ， 脂联素水平下降 ，

血清瘦素和胰岛素水平显著升高 。 这都提示我们 对脂质代谢的调节作用 。

在 ２０ 世纪 ６０ 年代 ， ＢＡＴ 首次被描述为
一

种 内分泌器官和产热器官 ， 主要参与

机体非颤栗性产热 。 长期 以来 ， 人们认为 ＢＡＴ 只存在于新生儿心脏 、 胸 、 肩胛间

区 、 脊柱周 围 、 腋部及颈部等处 。 直到 ２００９ 年 ， 随着正 电子发射断层扫描 －计算机

断层扫描 （ ＰＥＴ－ＣＴ ） 的应用 ， 才增加 了人们对成人棕色脂肪的 了解 ［
１ ３“ ５

］

。 ＢＡＴ 在成

人受试者中展示活性和功能性以来 ， 激活棕色脂肪 以消耗机体多余的能量已成为对

抗代谢性疾病的新策略 。 因此我们通过 Ｐ ３ 肾上腺素受体激动剂处理 ７ＷＷ 敲除小 鼠

诱导 ＢＡＴ 功能激活 ， 验证 ７ＷＷ 对 ＢＡＴ 功能的调节作用 。

常见的肩胛部位的棕色脂肪细胞和骨骼肌细胞来源于 Ｍｙｆ５
＋

、 Ｐａｘ７
＋

前体细胞 ，

与腹股沟和附睾部位的 白色脂肪细胞不具有相 同的发育起源 ［
１Ｗ ８

］

。 ＢＡＴ 大量的线粒

体 、 产热的 ＵＣＰ １ 蛋 白和提供能量来源的多房脂滴 。 其中高水平的 ＵＣＰ １ 具有跨线

粒体膜破坏质子电化学梯度的能力 ， 从而使解除氧化磷酸化解偶联产生热量 ［
１ ９

］

。 因

此 ＵＣＰ １ 依赖性产热仍是评价 ＢＡＴ 功能的重要方式 。 ＰＲＤＭ １ ６ 是调控 ＢＡＴ 形成的

关键蛋 白 。 ＰＲＤＭ １ ６ 与多种转录因子和辅助因子相互作用 ， 包括 Ｃ／ＥＢＰ －

卩 、 Ｃ 末端

结合蛋 白 （ Ｃ －

ｔｅｒｍ ｉｎａｌ ｂ ｉｎｄ ｉｎ
ｇ ｐ ｒｏｔｅ ｉｎｓ ， Ｃ ｔｂｐｓ ） 、 ＰＰＡＲｙ 

和
ＰＧＣ －

ｌ ａ 。其中
ＰＲＤＭ １ ６／Ｃ ｔｂｐｓ

可 以激活棕色脂肪特异性基因 的表达 ， 而 ＰＲＤＭ １ ６／ＰＧＣ －

ｌ ａ 可 以抑制 白色脂肪特异

性基因 的表达 ， 从而诱导 Ｍｙｆ５
＋

、 Ｐａｘ７
＋

前体细胞向棕色脂肪细胞分化 ［
１ ８

］

。 在我们的

实验中 ＣＬ３ １ ６２４３ 处理显著提高 了野生型小 鼠 ＵＣＰ １ 和 ＰＲＤＭ １ ６ 的表达 ， 且明显高

于 ７ＨＷ 敲除小 鼠 。 在动物代谢分析系统和适应性产热分析实验中 ， ７ＷＷ 敲除小 鼠

呼吸代谢水平和体温维持能力都低于野生型 ， 说明 ７ＷＷ 敲除使小 鼠 ＢＡＴ 产热功能

降低 。

值得注意的是 ， 本研宄在实验中观察了ＣＬ３ １ ６２４３ 处理反而加速 了脂质在

敲除小 鼠肝脏的堆积 。 在 以往的研宄中 ， ＣＬ３ １ ６２４３ 是经典的 恥 肾上腺素能受体激

动剂 （ Ｐ３
－ａｄｒｅｎｅｒｇ ｉｃ ｒｅｃｅｐｔｏ ｒ ， Ｐ ３ＡＲ ） ， 具有高效的脂肪分解和产热作用 。 在 ｐ３ＡＲ 激

活后 ，

一

方面会通过蛋 白激酶 Ａ（ Ｐｒｏｔｅ ｉｎ ｋ ｉｎａｓｅ ， ＡＰＫＡ ） 诱导激素敏感性甘油三酯

脂肪酶促进脂肪的分解 。 另
一

方面募集 Ｐｇｃ ｌ ａ 以促进 ＲＸＲ 异二聚化 ， 然后与 ＰＰＡＲ

等核受体相互作用 ， 以增强 ＢＡＴ 线粒体中 ＵＣＰ １ 基因转录 ， 消耗游离的脂肪酸产生

热量 ［
２Ｑ

］

。 且
Ｐ
－肾上腺素能信号可 以通过 Ｐｐａｒｙ 诱导 白色脂肪棕色化 ［

２ １

］

， 转化为米色

脂肪细胞利用游离脂肪酸产热 （ Ｆ ｉｇｕｒｅ ２ －

１ ７ ） 。 由此可见 ＣＬ３ １ ６２４３ 诱导脂肪分解产

生的游离脂肪酸是 ＢＡＴ 和米色脂肪细胞产热的能源物质 。 但在我们 的实验中 ， 观察

６２
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到 Ｃ Ｌ ３ １ ６２４３ 处理造成 了脂肪在 ７＞访 ／ 敲除小 鼠肝脏的 蓄积 ， 这提示我们升高的游

离脂肪酸没有被 ＢＡＴ 消耗利用 ， 因此刺激 了肝脏中 的脂肪酸合成蓄积 ， 表 明 ７ＷＷ

敲除小 鼠 ＢＡＴ 对脂肪 的代谢利用 出现障碍 。

线粒体是机体能量代谢的 中心 。 葡萄糖在细胞质进行无氧呼吸 ， 产生 的丙酮酸

通过进入线粒体三羧酸循环完全氧化供能 。 脂肪酸进入线粒体通过
（

３
－氧化分解 ， 产

生 乙酰辅酶 Ａ 进入三羧酸循环供能 。 因此线粒体对机体糖脂代谢是至关重要的 。 本

研宄通过透射 电镜对 ７？访 ／ 敲除小 鼠 ＢＡＴ 进行观察 ， 发现不同于野生型小 鼠完整且

椭 圆 的线粒体结构 ， 敲除小 鼠 ＢＡＴ 线粒体肿胀 ， 线粒体膜结构破坏 ， 表 明线粒体进

行糖脂代谢的功能障碍 １

２２
］

。 这些结果也能说明 ７ＷＡ ／ 敲除小 鼠 ＢＡＴ 脂肪代谢功能障

碍 ， 维持产热的功能降低 。

正常的 ＢＡＴ 通过参与葡萄糖代谢和脂质代谢在 身体能量消耗中 发挥着至关重

要的作用 。 本研究通过 Ｃ Ｌ ３ １ ６ ２４３ 处理小 鼠 ， 验证 了７Ｗ ／） ／ 敲除使小 鼠 ＢＡＴ 脂质代

谢和产热功能障碍 ， 但其 中 的机制仍待进
一

步研宄 。

Ａｄ ｒｅ ｎ ａ ｌ ｉ ｎ ｅ

ｐ３８ａ 

Ｌ ｉ ｐｏ ｌ ｙｓ ｉ ｓ

＾
Ｐｇｃ

－

ｌａ、

？ＡＲ痛
、 ^

＼＿
１一二 

ｔ

择ａｒ＼
Ｗ

Ｔ
、－

Ａｄ ｉ ｐ ｏ ｓｅｂ ｒｏｗ ｎ ｉ ｎ ｇ

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ２ －

１ ７Ｓ ｃ ｈｅｍ ａ ｔ ｉ ｃｄ ｉ ａ
ｇ

ｒａｍｏ ｆ
Ｐ ３

－Ａ Ｒｏ ｎｂ ｒｏｗｎａ ｎｄｂｅ ｉ

ｇｅａｄ ｉ

ｐ
ｏ ｓｅ ．

结论

利用 ＴＷＡ ／ 敲除小 鼠对其表型进行测定 ， 结果显示 ７＞ ／Ｗ 敲除小 鼠血脂水 ｆ上

升 ， ＢＡＴ 细胞脂滴增大和 ＵＣ Ｐ Ｉ 表达降低 ， 并伴随着瘦素和胰岛素抵抗 ， 提小
？

我们

７＞访 ／ 对 ＢＡＴ 功能具有调节作用 。 进
一

步利用 ＣＬ ３ １ ６２４ ３ 处理 ７Ｈ６ ７ 敲除小 鼠 ， 结果

６ ３
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显示 ７Ｗ６ ７ 敲除损害 ＢＡＴ 的脂质代谢和产热功能 ， 这是 由于 ７ＷＷ 敲除使小 鼠 ＢＡＴ

线粒体肿胀 ， 线粒体膜结构破坏导致的 。
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第三章 ７ＷＷ 调控小 鼠棕色脂肪组织能量代谢的分子

机制研宂

上
一

章研宄发现 ７ＨＷ 敲除小 鼠棕色脂肪中线粒体肿胀 、 膜结构破坏 ， 而线粒体

是机体的能量中心 ， 包括丙酮酸氧化 、 脂肪酸 Ｐ
－氧化 、 三羧酸循环 （ Ｔｒ ｉｃａｒｂｏｘｙ ｌ ｉ ｃ

ａｃ ｉｄ ｃｙ ｃ ｌｅ ， ＴＣＡ ） 和 ＯＸＰＨＯＳ ， 都发生在线粒体中⑴ ， 因此 ７ＷＷ 敲除小 鼠表现 出

产热和代谢功能降低 。 线粒体参与多种关键代谢功能 ， 研究表明线粒体功能的异常

也表现在糖尿病 ， 肥胖和胰岛素抵抗的脂肪组织中 ［
２

】

。

本研究发现 ８ 周龄 ７ＨＷ 敲除小 鼠表现 出高血脂 、 胰岛素抵抗和瘦素抵抗等肥胖

小 鼠的代谢表征 ， 而 Ｐ ３ 肾上腺素受体激动剂处理后 ， 反而加剧 了脂质在小 鼠肝脏的

堆积 。 这是 ７ＷＷ 敲除使小 鼠 ＢＡＴ 线粒体肿胀 ， 线粒体膜结构破坏导致的 。 为进
一

步阐 明 ７ＷＷ 敲除使小 鼠线粒体结构损伤的原因 ， 我们利用 ＲＮＡ 测序和 ＴＲ ＩＢ １
－ＧＳＴ

蛋 白对 ７ＷＷ 作用靶点进行探宄 。

第一节 利用 ＲＮＡ－Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ探讨 ７＞／Ｗ 调控的关键分子

前面的研宄发现 ７ＷＷ 敲除使 ＢＡＴ 中线粒体结构损伤 ， 进而导致其产热代谢功

能降低 。 但 ７ＷＷ 敲除破坏线粒体结构 的靶点和机制仍不清楚 ， 因此我们通过 ＲＮＡ

测序和 ＴＲＩＢ １
－Ｇ ＳＴ 蛋 白对 ７ＷＷ 作用靶点进行探究 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物

ＣＲ Ｉ ＳＰＲ／Ｃａｓ９ 介导的 ７ＨＷ 基因敲除小 鼠 由赛业生物科技有限公司生产 ， 合格

证号 ： ３ ２００４３ ０００００９０４ 。 所有动物实验程序均 由 中 国医学科学院北京协和医学院动

物伦理委员会批准 （ ＳＬＸＤ －２０ １ ８ ０７０ ６ ） 。

１ ．２ 实■剂

与前期实验材料重复部分不再列举 。



名称


ｒｍ


货号

７ＨＷ 原核表达质粒云舟生物科技股份有限公司ＶＢ １ ８０ ５ １ ５

６ ６
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ＴａＫ ａＲａＭ ｉｎ ｉＢＥＳＴ Ａｇａｒｏ ｓｅ 宝 日 医生物技术有限公司 ９７６２

Ｇｅ ｌＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔ ｉｏｎＫ ｉｔ

ＧｅｎｅＡ ｒｔ
？无缝克隆和组装ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔ ｉ ｆ ｉ ｃ公司Ａ １ ３２ ８ ８

试剂盒

胰蛋 白胨 Ｏｘｏ ｉｄ 公司 ＬＰ００４２

酵母提取物 Ｏｘｏ ｉｄ 公司 ＬＰ００２ １

葡萄糖 Ｓ ｉｇｍ ａ 公司 Ｄ９４３４

氯化钠 国药集团化学试剂有限公司 １ ００ １ ９３ ０８

磷酸二氢钾国药集团化学试剂有限公司 １ ００ １ ７６９０

氯化铵 国药集团化学试剂有限公司 １ ０００ １ ５ ９０

磷酸二氢钠国药集团化学试剂有限公司 ２００４０８ １ ８

ａ －乳糖 国药集团化学试剂有限公司 ６３ ００８０６０

硫酸镁国药集团化学试剂有限公司 ２００２５ １ １ ８

抗ＵＱＣＲＣ２抗体


Ａｂｅａｍ公司


ａｂ２０３ ８ ３２

１ ．３ 实验仪器

与前期实验仪器重复部分不再列举 。



名称


ｒｍ


磁力搅拌器上海禾汽仪器有限公司ＳＺ－

１ ３ ０００２

恒温摇床上海智城分析仪器有限公 司ＺＷＹＲ －２００Ｄ

恒温恒湿箱北京赛欧华创科技有限公司ＨＷ Ｓ －６ ５Ｌ １ ５０Ｂ

ｐ
Ｈ 计上海雷磁创益仪器有限公 司ＰＨ Ｓ －２ ５

制冰机


Ｓａｎｙｏ公 司


Ｓ ＩＭ－Ｆ １ ２４


２ 实验方法

２ ． １７ＷＷ 敲除小鼠棕色脂肪组织分离取材及样本制备

同第
一

章第二节实验方法 ２ ． １ 。

２ ．２７＞你 ／ 敲除小 鼠棕色脂肪 ＲＮＡ 提取及 ＲＮＡ－Ｓｅｑｕｅｎ ｃ ｉｎｇ 检测

２ ．２ ． １ 提取棕色脂肪总 ＲＮＡ

Ｎ第
？

－

章第 ： 甘实验方法 ２ ． １ ． ２ 。

６ ７
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２ ． ２ ．２ＲＮＡ－Ｓｅｑ ｕ ｅｕ ｃ ｉｎ
ｇ检测

从 ８ 周龄野生型和 ７ＨＷ 敲除小 鼠 的 ＢＡＴ 中提取的总 ＲＮＡ 由干冰保存送样 ，

测序 由北京诺禾致源科技股份有限公司进行 。 样品检测合格后 ， 构建通用 的转录组

文库 ， 使用 ｌ ｌ ｌ ｕｍ ｉ ｎ ａＨ ｉ Ｓｅ
ｑ 平台进行双端测序 。 最后进行差异表达分析 、 主成分分

析 、 Ｋ
ｙ
ｏ ｔｏＥｎ ｃ

ｙ
ｃ ｌ ｏ ｐｅ

ｄ ｉ ａｏｆＧ ｅｎ ｅ ｓ ａｎｄ Ｇ ｅｎｏｍ ｅ ｓ（ ＫＥＧＧ ） 分析和蛋 白 质相互作用 网络

分析 。

２ ．３７＞访 ７ 原核表达质粒构建和 ＴＲＩ Ｂ １
－ＧＳＴ 蛋 白表达

２ ． ３ ． １ 目 的基因片段的获得

从 Ｇ ｅｎ Ｂ ａｎ ｋ 中 查询 目 的基因 以及上下游的序列 ， 用 Ｖ ｅｃ ｔｏ ｒＮＴ ｌ 软件进行 引 物设

计 。

（
５ ８ ７ ２

）Ｂ Ｓ Ｕ ３ ６ Ｉ Ｅ Ｃ Ｏ Ｎ Ｉ （
２６ ８

）

一

Ｍ Ｓ Ｃ Ｉ （
４ ６ ５

）

Ｉ
＝５ ： ５ ：＾５＾ｗ

Ｂ ｓ ｔ Ｂ Ｉ （
６ ５５

）

． ｖｆ Ｓ ｗ ａ ｌ （
６ ８ ５

）

ｔ ａｃ  ｐ
ｒｏｍｏ ｔｅｒ＼

（
５ ２ ２ ９

） Ｅ ＣＯ Ｒ Ｖ＾
—％〇 

ｆｖ Ｊ ｄｘ Ｐ ｆｌ Ｓ ｌ （
９４ ！

）

（
５ １ ９ ０

）Ｂ Ｓ Ｓ Ｈ Ｉ Ｉ＾

Ｘ Ｂ ａｍ Ｈ Ｉ （ ９４ ５
）

ｆ广， ？

＇

／／Ｍ＾ ＼ ：^ ｋ
°＼Ａ ｃ ｃ ｌ （

１ ０ １ ０
）

（
４ ９ ６ ０

）Ｂ ｓ ｔ Ｅ Ｉ ＩｆｆＷ々 ＶｉＰ ａ ｅ Ｒ ７ Ｉ 
－

 Ｐ ｓ ｐ Ｘ Ｉ  Ｔ ｌ ｉ ｌ  Ｘ ｈ ｏ ｌ （
１ １ ０ ９

）

／／ ＾
＼＼ Ｓ３

－

（
４ ７ ７ ９

）Ｍ ｌ ｕ ｌ

＾
＃ｍＭ？Ｂ ｌ ｐ Ｉ （

１ ２ ＜
ｔ ９

）

Ｕｍｍ％ｅ ｃ〇ｒ ｉ （
ｉ ３ｕ

）

Ｉ Ｉ １ １ｓ ， ， ，
＜
ｗ ｏ ｏ

）

Ｈ｜ ｏ ７ Ｙ ０ ０ １ ３ ８ ６ ９
－

２Ｂ ｜ ｜

■＾＿ ｂ
ｐ ９Ｖ

（
４４ ６ ２

）Ｂ ｓ ｔＡ Ｐ Ｉ 
－
—

ＩＩ＾
１Ｂ ＩＩ

（
４ ３ ６ １

） Ｐ ｆ ｌ Ｍ Ｉ ９ ． Ｍ
ｊｊ

＼ 丨、ｍ：＝ 、

Ｂ ９ ｉ ｎ （
ｉＭ ２

）

Ｘ＾

ｙ
ｐ ｆ 〇 １ （

？ｍ ７
）

Ａｍ Ｐ
Ｒ Ｐ ｆ Ｉ Ｆ ｌ

－

Ｔｔ ｈ ｌ ｌ ｌ ｌ （
２ ２ ５ ０

）

（
３ ７ ５４

）Ａ ｌ ｗ Ｎ Ｉ



？

 Ｉ

（
３ ２ ７ ５

〉 Ａ ｈ ｄ ｌ Ｂ ｓ ａ ｌ  （
３ ２ ０ ９

）

Ｆ ｉｇ ｕ
ｒｅ３ －

１Ｔｒ ｉｂ ｌ
－ＣＤ ＳＰ ｌ ａｓｍ ｉ ｄＭａｐ

使用 高保真的 Ｐ ｒ ｉｍ ｅ ＳＴＡＲ 酶扩增 目 的基因 ， 反应体系和条件如下 ：

Ｃ ｏｍ ｐｏｎ
ｅｎ ｔ Ｖ ｏ ｌ ｕｍ ｅ

（ ｊ

ｉＬ
）

５Ｘ Ｐ ｒ ｉｍ ｅＳＴＡＲＢ ｕ ｆｆｅ ｒ １ ０

ｄＮＴＰＭ ｉ ｘ ｔ ｕ ｒｅ ４

Ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒ１ １

Ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒ２ １

Ｐ ｒ ｉｍ ｅＳＴＡ ＲＨ ＳＤＮＡＰｏ ｌｙ
ｍ ｅ ｒａｓｅ０ ． ５

模板 ＤＮＡ ２０

６ ８
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ＲＮａｓｅ
－ｆｒｅｅＨ ２Ｏ １ ３ ． ５

Ｔｏｔａ ｌ ５ ０

５ ０
 ｜

ｊＬ 反应体系 中模板和水量可调整 ， 总计 ５ ０
ｐ
Ｌ 即可 。 推荐 ＤＮＡ 使用量为 ：

人基因组 ＤＮＡ ５ ｎｇ
－２００ ｎ

ｇ ， 大肠杆菌基因组 １ ００ ｐｇ
－

１ ００ ｎｇ ， 质粒 ＤＮＡ １ ０
ｐｇ

－

ｌ ｎｇ 。

将反应体系溶液混匀 ， 置于 ＰＣＲ 仪中 ， 设定反应程序 ， 反应程序如下 ：

Ｐ ｒｏｇｒａｍ Ｓｔｅｐ Ｃ
ｙ
ｃ ｌ ｅ

９ ８

°

Ｃｆｏｒ１ ０ｓ

３Ｓ ｔｅ
ｐ ５ ５

〇

Ｃｆｏ ｒ１ ５ｓ ３ ０



９７

°

Ｃｆｏ ｒ１ｍ ｉ ｎ／ｋｂ


ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝胶电泳检测扩增效果 ， 并把 目 的基因条带从琼脂糖凝胶

电泳后 的胶 中切胶 回收 。

２ ．３ ．２ 线性化表达载体的制备

用 限制性 内切酶对表达载体进行酶切 ， 酶切反应体系为 ： 质粒 ２ 明 ， ｌ 〇 ｘ反应

Ｂ ｕｆｆｅ ｒ５ 队 ， 限制性 内切酶各 １ 吣 ， 用水补足 ５０ 队 ， 于 ３ ７

°

Ｃ水浴锅 中孵育 ２ｈ 以

上 。 酶切产物进行琼脂糖凝胶电泳检测酶切效果 ， 并把 目 的载体条带从琼脂糖凝胶

电泳后的胶 中割下来 ， 用 ＴａＫａＲａＭ ｉｎ 丨ＢＥＳＴ Ａ
ｇ
ａｒｏ ｓｅＧｅ ｌＤＮＡＥｘ ｔｒａｃｔ ｉ ｏｎＫ ｉ ｔ 做胶 回

收 。

２ ．３ ．３ 目 的基因构建入线性化表达载体

将 目 的基因片段和线性化载体 以摩尔 比 ３ ： １ 加到离心管中进行连接反应 ， 反应

体系如下 ：



Ｃｏｍｐｏｎ ｅｎ ｔ Ｖｏ ｌ ｕｍ ｅ
（ ｊ

ｘＬ
）

７Ｗ６ ／ 的 ｃＤＮＡ 片段 １

线性化载体 ２

５ Ｘ Ｔ４ ＤＮＡ 连接缓冲液 ０ ． ５

Ｔ４ＤＮＡ 连接酶 ０ ． ５

无缝克隆酶


５



混匀后在 １ ６

°

Ｃ连接过夜 ， 取 １ ０
ｎＬ 反应液体转化到感受态细胞中 。

２ ．３ ．４ 感受态细胞的转化

取 １ 吣 生成的质粒加入 ５ ０ 卟 的大肠杆菌 ＤＨ ５ ａ 感受态细胞中 ， 轻轻混勾 ， 冰

浴 ３ ０ ｍ ｉ ｎ 。 ４２

°

Ｃ金属浴上热激 ９０ ｓ ， 不要晃动离心管 ， 立即插入冰中 ， 冰浴 ２ ｍ ｉ ｎ 。

６９
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加入 ０ ． ５ ｍＬ ＬＢ 液体培养基 ， 轻轻混匀 ， ３ ７

°

Ｃ ， ２００ ｒｐ
ｍ ， 活化细菌 ｌ ｈ 。 置于离心

机 ， ２ ０００ｒｐｍ 离心 ２ｍ ｉｎ ， 弃部分上清 。 移液枪吹打均匆 ， 取 ２０ 队 悬浮菌液 ， 涂

布于平板培养基上 。 待菌液干燥后 ， 倒置放于 ３ ７

°

Ｃ培养箱中培养 ８ｈ 以上 。

２ ＿３ ．５ 菌落 ＰＣＲ 鉴定阳性转化子

从培养箱 中取出平板 ， 挑取转化子重悬于 １ ０
ＨＬ 培养液中 ， 取 ｌ ｐＬ 作为模板进

行菌落 ＰＣＲ 鉴定 。 剩余液体转移至 ５ ｍＬ ＬＢ 液体培养基的试管中 。 ３ ７

°

Ｃ ， １ ８０ ｒ
ｐｍ

过夜培养 １ ２ｈ 。

２ ．３ ．６ＴＲＩＢ １ －ＧＳＴ
蛋 白表达

试管过夜培养出现浑浊后 ， 取 １ｍＬ 菌液加入 １Ｌ 的 自 动诱导培养基中 。 加入抗

生素 ， 培养基浓度为 ｌ 〇〇 Ｈｇ／ｍＬ 。 将培养瓶置于摇床 ， ３ ７

°

Ｃ
， １ ８０ ｒｐｍ 培养 ２４ ｈ 。 取

出培养基分装于离心管 内 ， ４
°

Ｃ ，
１ ３ ０００ ｒ

ｐｍ 离心 ２５ ｍ ｉ ｎ ， 弃上清 。 沉淀加入 １ ５ ｍＬ

的 ＰＢ Ｓ 吹匀 ， 转移到新的离心管 内 。 放入盛有冰水混合物的超声仪中 ， 超声 ２ ０ ｍ ｉｎ

破碎菌体 。 ４
°

Ｃ ， １ ３ ０００ｒ
ｐ
ｍ 离心 ２５ｍ ｉｎ ， 收集上清 。

２ ．４ＪＷＷ 敲除小 鼠棕色脂肪 Ｐｕ ｌ ｌＤｏｗｎ 实验检测靶蛋 白

２ ．４ ． １Ｐｕ ｌ ｌＤｏｗｎ实验

用 ＰＢ Ｓ 平衡 ＧＳＴ 层析柱 ， ２ｍＬ ／ ５ 次 。 将收集的 ＴＲ ＩＢ １ 

－ＧＳＴ 蛋 白上清液 以 ４０

－

５ ０ 滴／分钟的速度流过 Ｇ ＳＴ 层析柱 。 用 ＰＢ Ｓ 洗涤层析柱 ， １ ０ｍＬ／５ 次 。 取出 ＧＳＴ

凝珠 ， 加入 Ｃ ５ ７ＢＬ／６Ｊ 小 鼠的 ＢＡＴ／肝脏蛋 白提取液 中 （组织蛋 白现用现提 ， 提取完

毕 ４

°

Ｃ短暂保存 ） ， 并在低温下孵育过夜 。 孵育后低速离心弃上清 ， 用 ＰＢ Ｓ 清洗凝

胶五到六次 。 小心吸弃凝胶上层透明液体后 ， 加入适量的 ｌｏａｄ ｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ缓冲液 ， １ ００

°

Ｃ

金属浴加热 ５ ｍ ｉｎ ， 样品 －２０

°

Ｃ保存 。

２ ．４ ．２ 考马斯亮蓝染色检测差异条带

将上述 Ｐｕ ｌ ｌ Ｄｏｗｎ 实验富集纯化的蛋 白经过凝胶电泳分离 ， 进行 Ｗｅ ｓｔｅｒｎ ｂ ｌ ｏｔ 电

泳的条件同第
一

章第三节 ２ ．３ 。 电泳结束后取 出凝胶 ， 倒入考马斯亮蓝溶液 ， 染色 ３０

ｍ ｉｎ 。 沸水脱色后可用扫描仪拍摄 。

２ ．４ ．３ 高分辨质谱 （ＬＣ －ＭＳ／ＭＳ ） 鉴定差异蛋 白

切取考马斯亮蓝染色指示的差异条带 ， 放入标记好的 １ ． ５ｍＬ 离心管中 ， 使用超

纯水冲洗三次保存 。 使用 ２ ５ ｍｍｏ ｌ／Ｌ ＮＨ４ＨＣ〇 ３ 和 ５０％乙腈配置脱色液 ， 更换脱色液

７ ０
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两次室温脱色 。 使用 ５ ０ ｍｍｏ ｌ ／Ｌ ＴＣＥＰ 和 ２ ５ｍｍｏ ｌ／Ｌ ＮＨ４ＨＣ〇 ３ 溶液裂解二硫键 ， ５６

°

Ｃ

孵育 ｌ ｈ 。 使用 ｌ ＯＯ ｍｍｏ 丨 ／Ｌ ＩＡＡ ， ２５ ｍｍｏ ｌ／ＬＮＨ４ＨＣ０ ３ 溶液 ， 避光处理 ０ ．５ ｈ ， 使疏

基烷基化 。 １Ｒｇ／ｇＬ 的胰蛋 白酶用 ２ ５ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ ＮＨ４ＨＣ０ ３ 稀释至 ２０吨／叫 ， ３ ７

°

Ｃ水浴

消化过夜 。将混合物转移至
一

个新离心管中 ， 使用 ５％ＴＦＡ ， ５ ０％乙腈溶液提取两次 ，

将得到的提取物冻干 ， 在检测之前重悬 ， 使用高分辨质谱 （ ＬＣ －ＭＳ／ＭＳ ） 鉴定蛋 白 ，

质谱分析采用 Ｐ ｒｏｔｅｏｍｅ Ｄ ｉ ｓｃｏｖｅｒｅ ｒ１ ．４ 软件处理 。

２ ．４ ．４ＷｅｓｔｅｒｎＢ 丨ｏｔ 验证蛋白结合

为确认高分辨质谱鉴定差异蛋 白 ， 分别收集将 Ｐｕ ｌ ｌＤｏｗｎ 实验富集纯化的蛋 白 、

与 Ｇ ＳＴ 蛋 白交联的琼脂糖珠对照组 ， 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂ ｌｏｔ 特异检测候选靶标蛋 白 。 电

泳和抗体孵育步骤 同第
一

章第三节 ２ ． ３ 。

２ ．５ 统计学分析

使用核酸序列 的 ＧＣ 含量 （
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎ ｔ

）
， Ｑ２０ 和 Ｑ３ ０ 评估测序数据质量 。 采用皮

尔逊相关系数的平方 （ Ｒ
２

） 评价样 品之间重复性和相关性 ， 在数据质量合格后进行

差异表达基因 的筛选 。

３ 实验结果

３ ． １７ＷＷ 敲除小 鼠棕色脂肪组织表达谱及 ＫＥＧＧ 分析

在前面的研宄我们发现 ７ＷＷ 敲除小 鼠 ＢＡＴ 线粒体肿胀 ， 线粒体膜结构破坏 。

为 了 阐 明 ７Ｈ６ ／ 敲除使小 鼠线粒体结构损伤的原因 ， 本研宄对野生型和 ７ＷＷ 敲除

小 鼠的 ＢＡＴ 进行测序 ， 以探索 ７ＷＷ 基因敲除对线粒体功能的影响 。 在野生型和

７Ｗ６ ／ 基因敲除小 鼠 中 ， 总共有 １ １ ０４２ 和 １ １ ００２ 个基因 的表达水平变化分别大于两

倍 （ Ｆ ｉｇｕ ｒｅ３
－２Ａ ） 。 火 山 图显示 ６６０ 个基因上调 ， ４０５ 个基因 下调 。 除 了 与线粒体

复合物 、 线粒体 内膜和线粒体膜蛋 白 复合物相关的成分基因 下调外 （ Ｆ ｉｇｕ ｒｅ３
－２Ｃ ） ，

还发现了产热信号通路有关 １ ９ 个下调基因 ， 包括 Ａ ｔ
Ｐ
５ ｅ 、 Ｐ ｒｋａｇ

２ 和 Ｃｏｘ８ａ 等 。 此

夕卜 ， 与氧化磷酸化 、 脂肪酸代谢和胰岛素敏感性相关的基因也被下调 （ Ｆ ｉｇＵ ｒｅ ３
－２Ｄ －

Ｇ ） 。 这些结果表明 ， ７Ｗ６ ／ 基因敲除 引 起的线粒体结构损伤导致线粒体功能障碍 ，

导致产热受损和脂质代谢改变 。

７ １
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３ ．２７＞从 ／ 调节棕色脂肪组织的关键分子

本研究利用 ＴＲ １ Ｂ １

－Ｇ ＳＴ 融合蛋 白探究 ＴＲ １ Ｂ １ 作用靶点 。 Ｇ ＳＴ ， 全称 ｇ
ｌ ｕ ｔａｔｈ ｉ ｏ ｎ ｅ

－

Ｓ
－

ｔｒａ ｎ ｓｆｅ ｒａ ｓｅ ， 即谷胱甘肽 －

Ｓ
－转移酶蛋 白 ， 能够和谷胱甘肽 （ Ｇ ｌ ｕ ｔａ ｔｈ ｉ ｏｎ ｅ ， Ｇ ＳＨ ） 稳

定结合 。 我们把 Ｇ Ｓ Ｈ 与琼脂糖交联形成 Ｇ ＳＨ 琼脂糖珠 ， 能够将带有 Ｇ ＳＴ 标签的

ＴＲ Ｉ Ｂ １

－Ｇ ＳＴ 融合蛋 白 固定 ， 当体系 中存在与 ＴＲ ＩＢ １ 蛋 白有直接相互作用 的靶标蛋

７ ２
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白 时 ， 它就能够与微珠固相 复合物结合而被固定在层析柱上 （ Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ３

－

３Ａ ） 。 对特异

性条带蛋 白通过 ＬＣ －Ｍ Ｓ ／Ｍ Ｓ 质谱鉴定 ， 剔 除掉得分为 ０ 的蛋 白 和骨架蛋 白 ， 选取与

对照组 １ ０ 倍差异 以上的蛋 白进行 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎＢ ｌ ｏｔ 验证 ， 结果显示 ＴＲ １ Ｂ １ 可 以与线粒

体呼吸链复合物亚单位 ＵＱＣ ＲＣ ２ 结合 （ Ｆ ｉ

ｇ ｕ
ｒｅ ３

－

３ Ｂ ） 。

Ａ／ Ｂ

—

Ｌ ｉ ｖ ｅ ｒ Ｉ

ｇ
ＧＢＡＴ



１ ７ ０ ｋ Ｄ ａ
——

 ＵＱ Ｃ Ｒ Ｃ ２ Ｉ Ｐ

１ ３ ０ ｋ Ｄ ａ

１ ００ ｋ Ｄ ａ—
 ｌ … ． ． ． ． ．． ｓ ｐ ｅ ｃ ｉ ｆ ｉ

ｃ ｂ ａ ｎ ｄ １

７ ０ ｋ Ｄ ａ一
ｒｒ；

？ ＵＱＣ Ｒ Ｃ ２也

５ ５ ｋ Ｄ ａ Ｉ
？

＾ｊ］ Ｓ ｐｅ ｃ ｉ ｆ ｉ ｃ ｂ ａ ｎ ｄ ２
－

 Ｉ

４ ０ ｋ Ｄ ａ
—？ —

３ ５ｋＤ ａ齡
〒ｒ二

…

： Ｇ Ａ Ｐ Ｄ ＨＭＭｆＭＰ

２ ５ｋ Ｄ ａ—



１ ５ ｋＤ ａ ｊｊ

１ ０ ｋ Ｄ ａ■ＬｆｌａＭＭｌｉｉｌａｈ ｒ

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ３ －３Ｔｒｉｂ ｌｒｅ

ｇ
ｕ ｌ ａ ｔｅｓｋｅｙｍ ｏ ｌ ｅｃ ｕ ｌ ｅ ｓ ｉ ｎｂ ｒｏｗ ｎａ ｄ ｉ

ｐｏ ｓｅｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅ ．

（
Ａ

）
Ｔｈ ｅｆｉ ｎ ａ ｌｅ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏ ｎ

ｓ ａｍ ｐ
ｌ ｅ ｓｗｅ ｒｅａ ｎ ａ ｌ

ｙ ｚｅ
ｄｂｙ

Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔａｎ ｄｓ ｔ ａ ｉ ｎ ｅｄｗ ｉ ｔｈＣｏｏｍ ａ ｓ ｓ ｉ ｅｂ ｒ ｉ ｌ ｌ ｉ ａｎ ｔｂ ｌ ｕｅ ．Ｔｈ ｅ

ｓ
ｐ
ｅ ｃ ｉ ｆｉ ｃｂ ａ ｎ ｄ ｓｗｅ ｒｅｕ ｓｅｄｆｏ ｒｍ ａ ｓ ｓｓ ｐ

ｅｃ ｔ ｒｏｍ ｅ ｔ ｒｙａ
ｎａ ｌ

ｙ
ｓ ｉ ｓ ．（

Ｂ
）
Ｔｈ ｅｆｉ ｎ ａ ｌｅ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏ ｎｓａｍ

ｐ
ｌ ｅ ｓ

ｗｅ ｒｅａｎ ａ ｌ

ｙ
ｚｅｄｂｙ

Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔａ ｎ ｄ ｉ ｎ ｃ ｕ ｂａ ｔｅｄｗ ｉ ｔ ｈｕｑ ｃ ｒｃ２
ｐ

ｒ ｉｍ ａ ｒ
ｙ

ａ ｎ ｔ ｉ ｂｏｄ
ｙ

．

４ 小结

木
＇

ｌ

１

／利用野生型和 ７＞必 ／ 敲除小 鼠 的 ＢＡＴ 进行测序 ， 结果显示与线粒体结构相

关 的成分基因 卜

＇

调 ， 产热 、 氧化磷酸化 、 脂肪酸代谢和胰 岛素敏感性相关的通路基

丨

入
１ 也衣现 出 下调 。 进

一

步的研究通过 Ｐ ｕ ｌ ｌＤ ｏｗｎ 实验和 ＬＣ －Ｍ Ｓ ／Ｍ Ｓ 鉴定 ＴＲ １ Ｂ Ｉ 结

合蛋 白 ， 并通过 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎ Ｂ ｌ ｏ ｔ 对靶标蛋 白进行验证 。 结果显示 ＴＲ Ｉ Ｂ １ 可 以与线粒体

呼吸链复合物 Ｉ Ｉ Ｉ亚单位 ＵＱＣ ＲＣ２ 结合 。 这提示我们 ７＞访 ／ 基因敲除 引 起的线粒体功

能障碍与线粒体呼吸链有关 。

７ ３
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第二节 ７ＷＷ 敲除对棕色脂肪线粒体呼吸链的影响

上
一

节研宄证明 ＴＲＩＢ １ 可 以与线粒体呼吸链复合物ｍ亚单位 ＵＱＣＲＣ２ 结合 ，

但 ＴＲＩＢ １ 和 ＵＱＣＲＣ２ 对线粒体结构和功能的调节机制仍不明确 。

线粒体质量和功能的维持与线粒体动力学 （包括线粒体融合 、 分裂和 自 噬 ） 密

切相关 ［
３

］

。 线粒体动力学受线粒体融合和分裂的蛋 白调控 。 线粒体分裂过程涉及的

主要蛋 白是动态相关蛋 白 １（ ｄｙｎａｍ ｉｎ ｒｅ ｌ ａｔｅｄ ｐｒｏｔｅ ｉｎ ｌ
，
ＤＲＰ ｌ ） 和分裂蛋 白 １（ ｆｉ ｓ ｓ ｉｏｎ

１
，

ｎＳ ｌ ） 。 线粒体融合过程涉及的主要蛋 白 是线粒体融合蛋 白 １ 和 ２（ ｍ ｉ ｔｏ ｆｕ ｓ ｉｎ１ａｎｄ

２
，

ＭＦＮ １
，

ＭＦＮ２ ） 和视神经萎缩１（ ｏｐ
ｔ ｉｃ ａｔｒｏｐ

ｈ
ｙ

１
，
０ＰＡ １ ） 。 其中ＭＦＮ １和ＭＦＮ２蛋

白控制线粒体外膜融合 ， 而调节 ０ＰＡ １ 线粒体 内膜融合

除了经典的 Ｐ ＩＮＫ ｌ
－Ｐａｒｋ ｉｎ 途径 ２ 和 ＧＴＰａｓｅｓ 调控融合分裂蛋 白影响线粒体动

力学外 ［
５

，
６

］

， 最新研宄发现氧化鱗酸化 （ Ｏｘ ｉｄａｔ ｉｖｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙ ｌａｔ ｉｏｎ

，ＯＸＰＨＯＳ ） 与线

粒体动力学关系密切 。 线粒体融合蛋 白 ０ＰＡ １ 和 ＭＦＮ２ 的敲除可 以降低细胞氧化磷

酸化水平 ［
７

，

８
］

， 进
一

步研究发现线粒体融合蛋 白 的敲除可 以减少呼吸链复合物 Ｉ ， Ｉ ＩＩ

和 ＩＶ 的活性 相 同 的 ， 氧化磷酸化也可 以影响线粒体动力学 ， 有研宄发现

ＯＸＰＨＯＳ 可 以特异性的诱导线粒体外膜融合 ， 而不影响 内膜的融合 ［
１ ０

］

。 ＯＸＰＨＯＳ 可

以通过影响 ０ＰＡ １ 的蛋 白水解 ， 调整 ０ＰＡ １ 促融合形式 （长 ， 约 ｌ ＯＯ ｋＤａ ） 和非促融

形式 （短 ， 约 ８５ ｋＤａ ） 比例 ［
１ １

］

。 同样的 ， 体外添加呼吸链复合物 Ｉ Ｉ ，Ｉ ＩＩ ， ＩＶ 或 ＡＴＰ

合酶 （复合物 Ｖ ） 的抑制剂会有效地阻断线粒体 内膜融合 氧化磷酸化水平和线

粒体动力学可 以相互作用调控线粒体功能 ， 响应于机体不同 的生理状态 。

在前面我们确认 ＴＲＩＢ １ 可 以与线粒体呼吸链复合物 ＩＩＩ亚单位 ＵＱＣＲＣ２ 结合 ，

因此后续研究对线粒体呼吸链复合物表达水平 ， 酶活性和组织 ＡＴＰ 水平进行测定 ，

探宄 ＴＲ ＩＢ １ 和 ＵＱＣＲＣ２ 影响线粒体结构和功能的机制 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ 介导的 ７ＷＷ 基因敲除小 鼠 由赛业生物科技有限公司生产 ， 合格

证号 ： ３２００４３ ０００００９０４ 。 所有动物实验程序均 由 中 国医学科学院北京协和医学院动

物伦理委员会批准 （ ＳＬＸＤ －２０ １ ８０７０６ ） 。

１ ．２ 实職剂

与前期实验材料重复部分不再列举 。



名称


ｒｕ


货号

７４
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线粒体呼吸链复合体 Ｉ 活 索莱宝科技有限公司 ＢＣ ０ ５ １ ５

性测定试剂盒

线粒体呼吸链复合体 Ｉ Ｉ Ｉ 活 索莱宝科技有限公司 Ｂ Ｃ ３ ２４５

性测定试剂盒

线粒体呼吸链复合体 ＩＶ活 索莱宝科技有限公司 Ｂ Ｃ０９４ ５

性检测试剂盒

增强型 ＡＴＰ 检测试剂盒碧云天生物技术有限公司 Ｓ００２７

抗ＯＸＰＨＯ Ｓ抗体Ａｂｅａｍ公司 ａｂ  １ １ ０４ １ ３

抗Ｏ ＰＡ １抗体 Ａ ｂｅａｍ公司 ２７７３ ３ －

１
－ＡＰ

抗ｍ ｔＴＦＡ抗体Ａ ｂｅａｍ公司 ａｂ４７ ５ １ ７

抗 ＭＦＮ２ 抗体武汉三鹰生物技术有限公 司 １ ２ １ ８ ６ －

１
－Ａ Ｐ

抗 ＤＲＰ １ 抗体


武汉三鹰生物技术有限公司


１ ２９ ５ ７
－

１
－ＡＰ

１ ．３ 实验仪器

与前期实验仪器重复部分不再列举 。

２ 实验方法

２ ． １７ＷＷ 敲除小鼠棕色脂肪组织分离取材及样本制备

同第
一

章第二节实验方法 ２ ． １ 。

２ ．２Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 检测线粒体呼吸链和动力学蛋 白的表达

同第
一

章第三节实验方法 ２ ． ３ 。

２ ．３ＲＴ－ＰＣＲ检测线粒体呼吸链 、 动力学和脂质代谢基因的表达

同第
一

章第二节实验方法 ２ ． ３ 。 引 物序列如下 ：



Ｇｅｎｅ


Ｆｏ ｒｗａｒｄｓｅ
ｑ
ｕ ｅｎｃｅ

（
５

，

－

３

，

）


Ｒｅｖｅ ｒｓｅｓ ｅ
ｑ
ｕ ｅｎｃ ｅ

（
３

’

－

５

’

）


Ｔｒ ｉｂ ｌＡＧＡＡＣＣＣＡＧＣＴＴＡＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＡＧＣＧＴＡＴＡＧＡＧＣＡＴＣＡ

Ａ ＣＣＣ

Ｎ ｄｕ ｆａ９ＡＣＴＧＴＧＴＴＴＧＧＧＧＣＴＡＣＡＧＧＧＡＴＴＧＡＴＧＡＣＣＡＣＧＴＴＧＣＴＧ

ＳＤＨＡＡＣＡＣＡＧＡＣＣＴＧＧＴＧＧＡＧＡＣＧＣＡＣＡＧＴＣＡＧＣＣＴＣＡＴＴＣＡＡ

Ｃ

Ｕ
ｑ
ｃ ｒｃ２ＡＴＣＡＡＡＡＧＧＧＧＣＡＡＣＡＡＣＡＣＡＣＴＣＡＧＧＡＡＧＣＣＣＴＣＴＧＡ

７ ５
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Ｃ Ｃ

Ｃ０Ｘ １ＡＴＴＣＧＡＧＣＡＧＡＡＴＴＡＧＧＴＣＡＣＴＣＣＧＴＴＡＴＴＡＧＴＧＧＧＡＣＡ

ＡＰＴ５ ａＡＧＧＣＣＴＡＴＣＣＴＧＧＴＧＡＴＧＴＧＣＴＴＣＡＴＧＧＴＡＣＣＴＧＣＣＡＣＣＴ

ＯＰＡ １ＣＧＡＣＴＴＴＧＣＣＧＡＧＧＡＴＡＧＣＴＣＧＴＴＧＴＧＡＡＣＡＣＡＣＴＧＣＴＣＴ

Ｔ ＴＧ

ＭＦＮ １ＡＴＧＧＣＡＧＡＡＡＣＧＧＴＡＴＣＴＣＣＣＴＣＧＧＡＴＧＣＴＡＴＴＣＧＡＴＣＡＡ

Ａ ＧＴＴ

ＤＮＭ １ ＬＣＡＧＧＡＡＴＴＧＴＴＡＣＧＧＴＴＣＣＣＣＣＴＧＡＡＴＴＡＡＣＴＴＧＴＣＣＣＧＴ

ＴＡＡ ＧＡ

Ｆ Ｉ Ｓ １ＴＧＴＣＣＡＡＧＡＧＣＡＣＧＣＡＡＴＴＴＣＣＴＣＧＣＡＣＡＴＡＣＴＴＴＡＧＡＧＣ

Ｇ ＣＴＴ

ｍｔＤＮＡＣＧＡＡＡＧＧＡＣＡＡＧＡＧＡＡＡＴＡＧＡＡＣＡＡＧＧＴＴＴＴＡＡＧＴＣＴＴＡ

ＧＡＧ ＣＧＣＡ

ＴＦＡＭＡＴＴＣＣＧＡＡＧＴＧＴＴＴＴＴＣＣＡＧＴＣＴＧＡＡＡＧＴＴＴＴＧＣＡＴＣＴＧＧ

ＣＡ ＧＴ

ＣＰＴ ｌ ａＧＣＴＧＧＡＴＧＧＣＴＴＴＧＧＴＧＣＴＴＧＧＣＧＧＡＴＧＴＧＧＴＴＣ

ＬＣＡＤＧＧＣＡＣＡＡＡＡＧＡＡＣＡＧＡＴＣＧＴＧＧＣＴＡＴＧＧＣＡＣＣＧＡＴＡＣＡ

ＡＧＡＡ Ｃ

ＭＣＡＤＧＣＡＧＡＧＡＡＧＡＡＧＧＧＴＧＡＣＧＴＣＣＣＣＣＧＴＴＧＧＴＴＡＴＣＣＡ



ＡＧＴＡＴ


２ ． ４ 线粒体复合物酶活性检测

按试剂盒说明进行测定 。 称取适量组织 ， 加入试剂盒提供的提取液 ， 用 匀浆器

或研钵于冰上匀浆 。 ４

°

Ｃ ，６００ｇ 离心 １ ０ｍ ｉｎ 。 将上清液移至另
一

离心管中 ， ４

°

Ｃ ，

ｌ ｌ ＯＯＯｇ 离心 １ ５ ｍ ｉｎ 。 在沉淀 中加入提取液 ， 超声波破碎 ， 用 于线粒体复合物酶活性

检测 ， 并且用于蛋 白含量测定 。

２ ．５ 棕色脂肪组织 ＡＴＰ 水平检测

按试剂盒说明进行测定 。 称取适量组织 ， 加入试剂盒提供的裂解液 ， 匀浆裂解

细胞 。 ４
°

Ｃ ， １ ２０００ ｇ 离心 ５ ｍ ｉｎ ， 吸取上清 。 配制 ＡＴＰ 标准 曲线溶液浓度 。 配制 ＡＴＰ

检测工作液 ， 每孔 １ ００
Ｈ
Ｌ 加入黑色 ９６ 孔板中 ， 静置 ５ｍ ｉｎ 。 每孔加入 ２０ｐＬ 样品

或标准品 ， 用酶标仪测定 。

７６
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２ ． ６ 统计学分析

使用软件 Ｇ ｒａ
ｐ
ｈ ＰａｄＰ ｒ ｉ ｓｍ５ ． ０ 进行统计分析 ， 实验数据均采用 ｍ ｅａｎ ±ＳＤ 表示 。

数据进行方差齐性检验 ， 在两组间 ， 米用 双尾 Ｔ 检验 （ Ｔｗｏ －

ｔａ ｉ ｌ ｅｄ Ｓ ｔ ｕ ｄ ｅｎ ｔ

’

ｓ ｔ
－

ｔｅ ｓｔ ）
；

多组间采用单因素方差分析 （ Ｏ ｎ ｅ
－Ｗ ａｙ

ＡＮ０ＶＡ ） ， 在组间差异有统计学意义后采

用 Ｔ ｕ ｒｋｅ
ｙ 进行两两 比较 ， 当 ＾＜ ０ ． ０ ５ 时认为差异具有统计学意义 。

３ 实验结果

３ ． １７＞／６ ／ 敲除对小 鼠棕色脂肪线粒体呼吸链蛋 白和基因 的影响

ＵＱＣＲＣ ２ 是线粒体呼吸链复合物 川 的亚基 。 在前面的研究 中我们发现 ＴＲ Ｉ Ｂ １

与 １＾０１ （： ２ 结合 ， 这提示我们探究 丁 １＾旧 １ 对线粒体呼吸链的影响 。 从￡ ５ １６ １

－

１１ １） １ 〇 １ 和

ＲＴ－

ｑ
ＰＣ Ｒ 结果显示 ， ７＞访 ／ 敲除小 鼠的 ＢＡＴ 中线粒休呼吸链复合物 丨 、 丨 丨 丨 和 Ｖ 的蛋

白 质 （ Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ３
－４Ａ Ｂ ） 和基因 （ Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒｅ３
－４Ｃ ） 表达水平低于野生型小 鼠 。

Ａ

Ｃ Ｖ －

ＡＴ Ｐ ５ Ａ ５ ５ ｋＤ ａ零， ，

ｃ ｉｖ
－ｍｔｃｏ ｉ４〇 ｋＤ ａｍｍ

Ｃ Ｉ Ｉ

－

Ｓ ＤＨ Ｂ ３ ０ ｋＤ ａ

Ｃ Ｉ
－ＮＤ Ｕ ＦＢ ８ ２ ０ ｋ Ｄ ａ

ＧＡ Ｐ Ｄ Ｈ３ ６ ｋ Ｄ ａ

Ｗ Ｔ ＫＯ

Ｒ Ｏ Ｘ Ｐ ＨＯＳ Ｃｏｍ ｐ ｌ ｅ ｘ ｅ ｓＣ
ｍ ｍ １ ． ５

－

１■ＷＴ

一 

２５〇

１
口Ｋ０□ＫＯ

ｗ  ２００
－

 ｑ 丁Ｔ

ＩｍｆｃＭ４ｌｌｔ
参 〇

－

ｖ 〇
Ｎ

＾ Ｎｄ ｕ ｆａ ９Ｓ Ｏ ＨＡＵ ｑ ｃ ｒｃ ２ＣＯＸ １Ａ Ｐ Ｔ５ ａ

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ３ －４Ｅ ｆｆｅｃ ｔｓｏ ｆＴｒｉｂ ｌｋ ｎ ｏｃｋｏ ｕ ｔｏｎｍ ｉ ｔｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｒｅｓ ｐ ｉ ｒａ ｔｏ ｒｙ

ｃ ｈ ａ ｉ ｎ
ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓａ ｎ ｄ

ｇ
ｅ ｎ ｅ ｓ ｉ ｎｍ ｏ ｕ ｓｅｂ ｒｏｗ ｎｆａ ｔ ．

 （
Ａ

，Ｂ ）
Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ ｓｏ ｆ ｍ ｉ ｔｏｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｅ ｌ ｅｃ ｔ ｒｏ ｎ ｔ ｒａ ｎ ｓｐｏ ｒｔｃ ｈ ａ ｉ ｎ

ｃｏｍ ｐ
ｌ ｅｘｅｓ（ ｃｏｍ ｐ

ｌ ｅｘｅ ｓ Ｉ Ｖ
） ｉ ｎｂ ｒｏｗ ｎａｄ ｉ

ｐ
ｏ ｓｅｏ ｆ７＞７ ／？ ／

－

ｋ ｎ ｏｃ ｋｏ ｕ ｔａ ｎ ｄｖｖ ｉ ｌ ｄ ｔ

ｙ ｐ
ｅｍ ｉ ｃｅ

，ａｎｄ

ｔ ｈ ｅｒｅ ｓ ｕ ｌ ｔ ｓｏ ｆｏ
ｐ

ｔ ｉ ｃａ ｌｄ ｅ ｎ ｓ ｉ ｔ
ｙａ ｎ ａ

ｌ

ｙ
ｓｅ ｓ ．

（
Ｃ

）
Ｔ ｈ ｅｍ ＲＮ Ａ ｌ ｅ ｖ ｅ ｌｏ ｆ ｂ ｒｏｗ ｎａ ｄ ｉ

ｐｏ ｓｅｒｅ ｓ ｐ
ｉ ｒａ ｔｏ ｒｙ

ｃ ｈ ａ ｉ ｎｃｏｍ
ｐ

ｌ ｅｘ ｉ ｎＺ ／ ｖＴ） ／
－

ｋ ｎ ｏｃ ｋ ｏ ｕ ｔａ ｎ ｄｗ ｉ ｌ ｄ ｔ
ｙ ｐ ｅｍ ｉ ｃ ｅ ．ｎ

＝

４ ．

＊

Ｐ＜０ ． ０ ５
，

＊ ＊

Ｐ＜０ ． ０ １

，＜

７ ７
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０ ． ００ １ｖｓ ．Ｔｒｉｂ ｌＷ Ｔｍ ｉ ｃｅ ．

３ ．２７ＷＷ 敲除对小 鼠棕色脂肪 ＡＴＰ 水平和呼吸链复合物 ＩＩＩ酶活性的影

响

本研 究利用 线粒体复合物酶活性检测试剂盒和 ＡＴＰ 检测试剂盒进
一

步验证

７＞访 ／ 敲除对呼吸链的影响 。 结果显示 敲除小 鼠 的 ＢＡＴ 呼吸链复合物 Ｉ Ｉ 丨 的活

性低于野生型小 鼠 。 经 Ｃ Ｌ ３ １ ６ ２４ ３ 处理后 ， ７＞／Ｗ 敲除小 鼠 的复合物 １ １ １ 活性略有增

力 口 ， 但仍低于野生型 （ Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ ３

－

５Ａ ） 。 除此之外 ， ７＞访 ／ 敲除小 鼠 ＢＡＴ 的 ＡＴＰ 水平

明显低于野生型 （ Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒｅ３
－

５ Ｂ ） ， 证明 ７ＷＷ 敲除影响 了线粒体复合物的表达和蛋 白

酶活性 。

Ａ Ｂ

１ 〇 〇

１ １ ５

１

８ ０
＇


？

６０
．

ＡＩ４
． 卜

Ｈｌ ｉ ｉ ｉ＿ｈ
＾七

。
＃ｙ

ＷＴ Ｋ０

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ３ －５Ｅｆｆｅｃｔ ｓｏｆＴｒｉｂ ｌｋｎ ｏｃｋｏｕ ｔｏｎｂ ｒｏｗ ｎｆａ ｔＡＴ Ｐｌｅｖｅ ｌ ｓａ ｎｄｒｅ ｓｐ ｉ ｒａ ｔｏ ｒｙ
ｃｈ ａ ｉ ｎ

ｃｏｍ ｐ ｌｅｘＩ Ｉ Ｉｅｎ ｚｙｍ ａ ｔ ｉｃａ ｃ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙ
ｉｎｍ ｉ ｃｅ ．（

Ａ
）Ｍ ｉ ｔｏｃ ｈｏ ｎｄ ｒ ｉ ａ ｌｃｏｍ

ｐ
ｌ ｅｘ Ｉ Ｉ Ｉａｃ ｔ ｉ ｖ ｉ ｔ

ｙｏｆ

ｂ ｒｏｗｎａｄ ｉ

ｐｏ ｓ ｅ ｉ ｎＴｒ ｉｂ ｌＫＯａｎｄＷＴｍ ｉ ｃ ｅｔ ｒｅａ ｔｅ ｄｗ ｉ ｔｈＣＬ ３ １ ６２４ ３ｏ ｒｎ ｏ ｔ ．

（
Ｂ

）
ＡＴＰ ｌ ｅｖｅ ｌｏ ｆ

ｂ ｒｏｗ ｎａｄ ｉ

ｐｏ ｓｅ ｉ ｎ７Ｗ７） ７
－ｋｎｏ ｃｋｏ ｉｉ ｔａｎｄｗ ｉ ｌ ｄ ｔｙｐｅｍ ｉ ｃｅ ． １１

＝

４ ．Ｙ＜０ ． ０ ５
，

＊ ＊

尸＜０ ． ０ １ｗ ．７）Ｗ

ＷＴｍ ｉ ｃｅ
；

Ｍ
Ｐ＜０ ． ０ １ｖ＾ ．Ｔｒ ｉｂ ｌＷＴｍ ｉ ｃｅｔｒｅａｔｅｄｗ ｉ ｔｈＣ Ｌ ３ １ ６２４ ３ ．

３ ．３７＞你７ 敲除对小 鼠棕色脂肪线粒体动力学蛋 白和基因的影响

线粒体融合依赖于线粒体呼吸活动 ， 抑制呼吸链复合物 Ｉ Ｉ 、 Ｕ Ｉ 、 ＩＶ 或 Ｖ 可有效

防止 内膜融合 因此本研究检测 了参与线粒体 内膜融合和分裂 的关键蛋 白 Ｏ ＰＡ １

的表达 。 结果显示 ７＞ ／６ ／ 敲除小 鼠 的 ＢＡＴ 中 ， ＯＰＡ １ 的表达水平降低 。 此外 ， ７Ｗ Ｚ ＞ ／

敲除小 鼠 的 ｍ ｔＴＦＡ 、 Ｍ ＦＮ ２ 和 ＤＲＰ １ 的表达水平低于野生型小 鼠 。 这些发现表 明 ，

线粒体呼吸链活性的降低影响线粒体动力学 ， 并导致线粒体结构损伤 。

７ ８
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

Ｍ 

士研宄生学位论文

Ａ
丨 鑛



０ ＰＡ １８ ５ ／ １ ＣＸ） ｋＤ ａｍｍｍｍｍ

Ｍ Ｆ Ｎ ２ ８６ ｋＤ Ｓ＾

ｒｎｎｒ ｒ

^

Ｄ Ｒ Ｐ １７８ ｋ Ｄａ

ｍ ｔＴ ＦＡ ２ ８ ｋＤ ｓ娜峰^

Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ３ ６ ｋ〇 ３鱗ｍｍｍｒｎｍｍｍｍｍ＿賴＿

ＷＴ ＫＯ

Ｂ” ＴＣ

？

２〇〇

ｌａ Ｋ〇 ２ ０

］ＭＷＴ

３□ＫＯ

Ｉｉ ｎ ＡｉｏＭｌｌ
０Ｒ Ｐ １Ｍ Ｆ Ｎ ２ＯＰ Ａ １ｍ ｔ ＴＦＡ Ｏ ＰＡ １Ｍ Ｆ Ｎ １Ｄ Ｎ Ｍ １ Ｌ Ｆ Ｉ Ｓ １

Ｆ ｉ

ｇ ｕ
ｒｅ３

－

６Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔ ｓｏ ｆＴｒｉｂ ｌｋ ｎ ｏ ｃ ｋｏ ｕ ｔｏ ｎｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｄ ｙ ｎ ａｍ ｉ ｃ ｓ
ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓａ ｎ ｄ

ｇ
ｅｎ ｅｓ

ｉ ｎｍ ｏ ｕ ｓ ｅｂ ｒｏｗ ｎｆａ ｔ ．

（
Ａ

，Ｂ ）Ｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｏ ｆｍ ｉ ｔｏ ｃ ｈ ｏｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｆｕ ｓ ｉ ｏ ｎａ ｎ ｄｆｉ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ｓ ｉ ｎ

ｂ ｒｏｗ ｎａｄ ｉ

ｐｏ ｓ ｅｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅｏ ｆ７＞ ／６ ７
－ｋｎｏ ｃ ｋｏ ｕ ｔａ ｎ ｄｗ ｉ ｌ ｄ ｔ

ｙ ｐｅｍ
ｉ ｃ ｅ ，ａｎ ｄｔ ｈ ｅｒｅ ｓ ｕ ｌ ｔ ｓｏ ｆｏ ｐ

ｔ ｉ ｃ ａ ｌ

ｄ ｅｎ ｓ ｉ ｔｙａ ｎ ａ ｌ

ｙ
ｓ ｅ ｓ ． （

Ｃ
）Ｍ ｉ ｔｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｆｕ ｓ ｉ ｏ ｎａｎ ｄｆｉ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｇ ｅ ｎ ｅｍ ＲＮＡ ｌ ｅ ｖ ｅ ｌ ｉ ｎＴｒ ｉｂ ｌ 

－

ｋｎ ｏ ｃｋ ｏ ｕ ｔａｎ ｄｗ ｉ ｌ ｄ ｔｙｐｅ
ｍ ｉ ｃ ｅ ．ｎ

＝
４ ．＜０ ． ０ １

，＜０ ． ００ １ｖｓ ．Ｔｒｉｂ ｌＷＴｍ ｉ ｃ ｅ ．

３ ． ４ＴＷ ／； ／ 敲除对小 鼠棕色脂肪线粒体拷贝数和脂质代谢基因的影响

本研宄进
一

步检测 了脂肪酸 卩
－氧化相关基因 的表达 。 ＲＴ－

ｑ
ＰＣ Ｒ 显示 ， 在 ７）必 ／ 基

因敲除小 鼠 中 ， 长链 乙酰辅酶 Ａ 脱氢酶 （ Ｌｏ ｎ ｇ
－

ｃ ｈ ａ ｉ ｎａ ｃｙ ｌ

－ＣｏＡ ｄ ｅ ｈｙ ｄ ｒｏｇ ｅ ｎ ａ ｓ ｅｓ ， ＬＣＡ Ｄ ）

和 中链 乙酰辅酶Ａ脱氧酶 （
Ｍ ｅ ｄ ｉ ｕｍ－

ｃ ｈ ａ ｉ ｎａｃｙ ｌ

－Ｃ ｏＡｄ ｅ ｈｙ
ｄ ｒｏｇｅ ｎ ａ ｓ ｅ ｓ ， Ｍ ＣＡ Ｄ

）的表达

水平降低 ， 表明线粒体脂肪酸 卩
－氧化受到抑制 。 这

一

结果与之前 的观察结果
一

致 ，

在之前的观察中 ， 基因敲除小 鼠表现 出 高脂血症和肝脏脂肪堆积 。

７ ９
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１ － ５
－

｜＿ＷＴ

□Ｋ〇

ｍ ｔＤＮ ＡＴＦＡＭＣ ＰＴ １ ａＬＣＡＤＭＣＡ Ｄ

Ｆ ｉｇ ｕ ｒｅ３ －７Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔｓｏ ｆＴｒ ｉｂ ｌｋｎ ｏ ｃ ｋｏｕ ｔｏ ｎｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｃ ｏ ｐｙｎ ｕｍ ｂ ｅ ｒａ ｎ ｄ ｌ ｉ

ｐ
ｉ ｄ

ｍ ｅ ｔａ ｂ ｏ ｌ ｉ ｓｍｇ ｅｎ ｅ ｓｉ ｎｂ ｒｏｗ ｎｆａ ｔ ｉ ｎｍ ｉ ｃ ｅ ．Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｃ ｏ
ｐｙ

ｎ ｕｍ ｂ ｅ ｒａ ｎｄｆａ ｔ ｔｙａ ｃ ｉ ｄ

ｏｘ ｉ ｄ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ
ｇｅｎ

ｅｍ ＲＮＡ ｌ ｅｖ ｅ ｌｏ ｆ ｂ ｒｏｗｎａ ｄ ｉ ｐｏ ｓｅ ｉ ｎ７ ／７

＇

６ ７
－ ｋｎｏ ｃｋｏ ｕ ｔａ ｎｄｗ ｉ ｌ ｄ ｔ

ｙｐｅ
ｍ ｉ ｃ ｅ ．ｎ

＝

４ ．

＂

Ｐ＜０ ． ０ ５
，＜０ ． ０ １Ｖ５ ．Ｔｒ ｉｂ ｌＷＴｍ ｉ ｃ ｅ ．

４ 小结

本研宄通过 ＰＴ－ ＰＣＲ 和 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎＢ ｌ ｏ ｔ 对呼吸链复合物表达水平进行测定 。 结果显

示 ７＞ ／６ ／ 敲除小 鼠 ＢＡＴ 呼吸链复合物 Ｉ ， Ｉ Ｉ Ｉ和Ｖ的表达量降低 。 且线粒体复合物 Ｉ Ｉ Ｉ的

活性和 ＡＴＰ 水平均低于野生型 。 进
一

步实验发现 ， 呼吸链复合物的破坏低影响 了线

粒体动力学 ， 结果显示 ７ＨＷ 敲除小 鼠的 ＢＡＴ 中 Ｏ ＰＡ ］ ， Ｄ Ｒ Ｐ １ 的蛋 白和基因表达

水平降低 。 此外脂肪酸 Ｐ
－氧化相关基因 的表达水平也 明 显低于野生型 。 这提示我们

７ＷＷ 敲除通过影响 电子呼吸链活性破坏 了线粒体动 力学稳态 ， 进而导致其结构损

伤和脂肪代谢功能障碍 。

８ ０
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第三节 过表达 ２ＷＷ 对 ３Ｔ３ －Ｌ １ 细胞呼吸代谢水平的影响

明确 ７ＷＷ 敲除调节线粒体功能的靶点和机制后 ， 本节利用真核质粒在 ３Ｔ３
－Ｌ １

细胞上过表达 ７ＷＷ ， 对前面的靶点和机制进行验证和确认 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验细胞

３Ｔ３ －Ｌ １ 细胞购 自 中 国 医学科学 院基础 医 学研 宄所北京协和细胞 资源 中 心

（ １ １ ０ １ ＭＯＵ －ＰＵＭＣ００ １ ５ ５ ） 。

１ ．２ 实验试剂

与前期实验材料重复部分不再列举 。



名称


ｒｍ


货号

Ｌ Ｉ ＰＯＦＥＣＴＡＭ ＩＮＥ３ ０００ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉｆｉｃ公 司 Ｌ３ ００００ １ ５

Ｈ ｉ Ｐｕ ｒｅＰ ｌａｓｍ ｉｄＭ ｉ ｎ ｉＰ ｒｅｐ全式金生物技术股份有限公司ＥＭ １ １ １
－０ １

Ｋ ｉ ｔ

Ｍ ｉ ｔｏｔｒａｃｋｅ ｒ Ｃｅ 丨 丨Ｓ ｉ

ｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ公司９０８２Ｓ

Ｈ ｏｅｃｈ ｓｔ３ ３ ３４２Ｃｅ ｌ ｌＳ ｉ

ｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ公司４０ ８２Ｓ

线粒体压力试 齐 丨

」盒


Ａ
ｇ

ｉ ｌ ｅｎｔ 公 司


１ ０ ３ ０ １ ５
－

１ ００

１ ．３ 实验仪器

与前期实验仪器重复部分不再列举 。



名称


ｒｍ


ｍ


Ｓｅａｈｏｒｓｅ代谢仪


Ａ
ｇ

ｉ ｌｅｎｔ公司


Ｓｅａｈｏ ｒｓｅＸＦｅ２４


２ 实验方法

２ ． １７ＷＷ 真核表达质粒构建和扩增

２ ． １ ． １７ＷＷ 真核表达质粒构建

同本章第
一

节实验方法 ２ ． ３ 。

从 Ｇ ｅｎＢ ａｎｋ 中查询 目 的基因 以及上下游的序列 ， 用 Ｖｅｃｔｏ ｒＮＴ 丨 软件进行 引物设

计 。

８ １
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？Ｒ ＳＶ
ｐ

ｒｏｍｏ ｔ ｅ ｒ

ｐＵＣ ｏ ｒ ｉ

＇ ／＿

一

，

’ 厶 ５

＿

ＬＴＲ

—

，
舰

Ａｍ ｐ ｉ
ｃ ｉ ｌ ｌ

ｉ
ｎ

＼ ，
ｃＰＰ Ｔ

ｆ Ｉ

｜

一

ＳＶ４０ ｅａ ｒ ｌ ｙ ｐＡ

ｊ
ＬＭ

＇



ＡＵ ３ ／３
＊

ＬＴ Ｒ

、 鋼

＼ ：
、

ｍＴ ｒ ｂ １
［

ＮＭ
＿

１ ４ ４ ５４ ９ ４
］

ＥＧＦ Ｐ ：Ｔ２Ａ ： Ｐ ｕ ｒｏ
，

＼
＼Ｖ

ＷＰＲＥ

ｘ
Ｃ ＭＶ

ｐ
ｒｏｍｏ ｔｅ ｒ

Ｆ ｉ

ｇｕ
ｒｅ３ －８Ｐ ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄＭ ａｐ

２ ． １ ．２７＞／Ａ７ 真核表达质粒提取

按试剂盒说 明进行提取 。 使用前将 ＲＮ ａ ｓｅ Ａ 加入 ＲＢ 中 ， 力卩 １ ００ ｍＬ 无水 乙醇到

ＷＢ 中 。 取过夜培养的菌液 ， １ ２００ ０
ｇ 离心 ２ｍ ｉ ｎ ， 弃上清 。 加入无色的 ＲＢ 溶液 ，

振荡悬浮菌体 ， 避免存在菌块 。 加入 ＬＢ ， 温和地翻转混合 ４ －６ 次 ， 使菌体充分裂解 ，

形成蓝色透亮的溶液 ， 全程不宜超过 ５ｍ ｉ ｎ 。 加入 Ｎ Ｂ 溶液 ， 温和 的混匀 ５
－６ 次 ， 直

至蛋 白变性形成黄色凝集块 ， 室温静置 ２ ｍ ｉ ｎ 。 １ ２ ０００ ｇ 离心 Ｉ ５ ｍ ｉ ｎ ， 取上清加入离

心柱中 ， 过柱完毕 ８ ０ ００
ｇ 离心 ２ ｍ ｉ ｎ ， 弃流 出液 。 加入 ５ ｍＬ 的 ＴＢ 溶液 ， 室温静置

ｌ Ｏ ｍ ｉ ｎ ， ８ ０００
ｇ 离心 ２ ｍ ｉ ｎ ， 弃流 出液 。 力 口入 ５ ｍ Ｌ 的 Ｗ Ｂ 溶液两次 ， ８ ０００

ｇ 离心 ２

ｍ ｉ ｎ ， 弃流出液 。 ８ ０００ ｇ 离心 ５ｍ ｉ ｎ ， 彻底去除 ＷＢ 溶液 ， 室温静置 １ ０ｍ ｉ ｎ ， 使 乙醇

挥发干净 。 将柱子置于干净的离心管 内 ， 加入适量的 ＥＢ 或者去离子水 ， 室温静置

５ ｍ ｉ ｎ（ ＥＢ 和去离子水量不宜多 ， 避免质粒浓度过低 ， 使用前 ７ ０
°

Ｃ预热 ） 。 ８ ０ ００ ｇ 离

心 ２ ｍ ｉ ｎ ， 收集洗脱液 －２０
°

Ｃ保存 。

２ ．２ 过表达 的脂肪细胞 ＲＮＡ 提取及 ＲＮＡ－Ｓｅｑｕ ｅｎ ｃ ｉｎｇ 检测

２ ．２ ． １ 脂肪细胞过表达 ７ＷＡ ／

在 ６ 孔板 中使用含有 １ ０％胎牛血清的 ＤＭ ＥＭ 高糖培养基培养 ３ Ｔ３
－ Ｌ 丨 细胞 ， 在

３ ７
°

Ｃ ， ５ ％ Ｃ０ ２ 的细胞培养箱 中培养至融合率 丨 ００ ％ 。 更换新鲜含血清的 ＤＭ ＥＭ 高

糖培养基培养 ， 使细胞接触抑制 。 ６ 孔板每孔使用 ６ Ｍ Ｉ Ｌ ｉｐｏ ３ ０００ 加入 ０ ． ２ ｍ Ｌ 无血清

８ ２
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的 ＤＭ ＥＭ 高糖培养基 ， 吹匀静置 ５ｍ ｉ ｎ 。 ６ 孔板每孔使用 １ ０
卜

１ 丨 的 ７ＷＷ 质粒溶液

（浓度 ２ ５ ０ｎ
ｇ

／
〖
ｉ ｌ ） 加入 ０ ． ２ ｍＬ 无血清的 ＤＭ ＥＭ 高糖培养基 ， 与 Ｌ ｉ

ｐｏ
３ ０ ０ ０ 培养基

溶液混匀后为静置 ３ ０ｍ ｉｌ６ 孔板每孔加入 ０ ． ４ｍ Ｌ 混合静置完毕后 的质粒溶液和

１ ． ６ｍ Ｌ 的诱导液 。 后续细胞诱导分化步骤 同第
一

章第二节实验方法 ２ ． ３ 。

２ ． ２ ． ２ 过表达 ７７７６ ／ 脂肪细胞 ＲＮＡ －Ｓ ｃ
ｑ
ｕ ｃ ｎ ｃ ｉ ｎ

ｇ 检测

过表达 ７ＷＷ 的脂肪细胞分化成熟后 ， 收集细胞 ＲＮＡ 样本 ， 同本章第
一

节实验

方法 ２ ． ２ 。

２ ． ３３Ｔ３ －Ｌ １ 脂肪细胞诱导分化及脂滴油红染色

同第
一

章第二节实验方法 ２ ． ３ 。

２ ． ４Ｍ ｉ ｔｏ ｔ ｒａ ｃｋｅ 丨

？

线粒体染色检测脂肪细胞线粒体数 目

将 Ｍ ｉ ｔｏ ｔ ｒａ ｃｋｅ ｒ 用无血清培养基配置成浓度 ２ ５ ０ｎｍ ｏ ｌ ／Ｌ 的工作液 ， 避光 ３ ７
°

Ｃ预

热 。 过表达 ７）Ｗ 的脂肪细胞分化成熟后 ， 加入 Ｐ Ｂ Ｓ 洗漆二次 。 每孔加入 ５ ０ ０
 ｜

ｕ ｌ 预

热的 Ｍ ｉ ｔｏ ｔ ｒａ ｃ ｋ ｅ ｒ 工作液 ， 避光 ３ ７
°

Ｃ染色 ３ ０ｍ ｉ ｎ 。 每孔加入预热的 Ｈ ３ ３ ３ ４２ 染色液

５ ０ ０
卜
山 避光 ３ ７

°

Ｃ染色 １ ５ｍ ｉ ｎ 。 Ｐ Ｂ Ｓ 洗涤三次 ， 荧光显微镜拍照 。

２ ． ５Ｓ ｅａ ｈ ｏ ｒｓ ｅ 能量代谢仪检测脂肪细胞呼吸代谢水平

２ ． ５ ． １ 细胞培养和水化探针

细胞培养 ： 过表达 ７ＷＷ 的脂肪细胞分化成熟后 ， 在培养板 内 加入胰酶消化细

胞 。 停止消化后离心细胞 ， 加入完全培养基重悬并计数 ， 稀释细胞使细胞浓度为 ５

Ｘ １ 〇
５

个 ／ｍ Ｌ 。 在 Ｘ Ｆ ２４ 细胞培养板上标记 出 ４ 个背景孔 ， 在其余 ２ ０ 个非背景孔中

加入 １ ５ （＾ １ 含血清培养基 。 轻轻吹匀计数后 的细胞液 ， 在非背景孔中加入 １ 〇 〇
Ｗ 细

胞液 ， 背景孔不加入任何液体 。 将 Ｘ Ｆ２４ 细胞培养板置于 ３ ７
°

Ｃ ，
５ ％ （：０ ２ 的细胞培

养箱 中培养过夜 ， 使细胞贴壁 。

Ｉ ｎ ｄ ｕ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ Ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ

Ｍ ｅ ｄ ｉ ｕ ｍ Ｉ ＭＭ ｅ ｄ ｉ ｕｍ ＤＭ Ｓ ｅ ａ ｈ ｏ ｒｓ ｅ

１ １ １ １ ＇ ＇ ＇

 ｔ
＂

Ｔ七 １ｑ ｅ
Ｔ ｈ ｅｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ｗ ｅ ｒ ｅｄ

ｉ ｇｅ ｓ ｔ ｅ ｄ

ｗ ｉ ｔ ｈ ｔ ｒｙ ｐ ｓ ｉ ｎａ ｎ ｄｃ ｏ ｕ ｎ ｔ ｅ ｄ

Ｃｏ ｒ ｎ ｉ ｎ ｇ
６ｗｅ ｌ ｌ

ｐ ｌ ａ ｔ ｅ Ｓ ｅ ａ ｈ ｏ ｒ ｓｅ２ ４ｗ ｅ ｌ ｌ

ｐ
ｌ ａ ｔ ｅ

５ ００ ００ｃ ｅ ｌ
ｌ ｓ
ｐ

ｅ ｒｗ ｅ ｌ ｌ

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ３

－ ９Ｃ ｅ ｌ ｌｃ ｕ ｌ ｔ ｕ ｒｅ
ｐ

ｒｏ ｃ ｅ ｓ ｓ

水化探针 ： 在探针板相 同位置上标记 出 ４ 个背景孔 ， 在所有孔中 加 入 １ｍ Ｌ 校正

８ ３
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缓冲液 ， 仔细检查探针上无气泡后 ， 将探针板置于 ３ ７
°

Ｃ ， 无 Ｃ０ ２ 的培养箱中水化过

夜 。

分析培养基配置 ： 使用分析基础培养基 （不含葡萄糖 、 丙酮酸钠 、 谷氨酰胺 、

碳酸氢钠 ） 配置分析工作培养基 ， 包括谷氨酰胺 ２ ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ 、 葡萄糖 １ ０ ｍｍｏ ｌ ／Ｌ 和丙

酮酸钠 １ｍｍｏ ｌ／Ｌ（ ５ ０ｍＬ 分析基础培养基加入 １ ４ ． ６ １ ５ｍ
ｇ 谷氨酰胺 ， ９０ ． ０ ８ｍｇ 葡萄

糖和 ５ ． ５ ０２ｍ
ｇ 丙酮酸钠 ） 。 混匀后水浴 ３ ７

°

Ｃ ， 用碳酸氢钠粉末调节 ｐＨ 为 ７ ．４０ 。 ４
°

Ｃ

保存分析工作培养基 ， 使用前 ３ ７
°

Ｃ预热 。

２ ．５ ．２ 细胞呼吸代谢测定

细胞换液 ： 从细胞孵箱中取 出贴壁的 ＸＦ２４ 细胞培养板 。 以预热的分析工作培

养基洗涤 ２０ 个细胞孔两次 ： 吸弃 ２００
ｐ ｉ 含血清培养基 ， 贴壁加入 １ｍＬ 分析工作培

养基 ， 吸弃 １ｍＬ 分析工作培养基 ， 加入 １ｍＬ 分析工作培养基 ， 吸弃所有培养基 ，

在 ２４ 孔中 （包括背景孔 ） 贴壁加入 ５ ００ 分析工作培养基 。 洗涤过程每次操作 ３
－

４

孔 ， 也避免全部吸走培养基使细胞长时间暴露 。

细胞呼吸代谢测定 ： ＸＦ２４ 细胞培养板完成更换分析工作培养基后 ， 放入 ３ ７

°

Ｃ ，

无 Ｃ０ ２ 的培养箱 ， 平衡 ｌ ｈ 。 同时取 出装有粉末的 Ａ ， Ｂ 和 Ｃ 管 ， Ａ 中加入 ６３ ０ …

分析工作培养基 ， Ｂ 中加入 ７２０ ㈨ 分析工作培养基 ， Ｃ 中加入 ５４０
ｐ ｉ 分析工作培养

基混合均匀为药物母液 。 预实验后脂肪细胞最终采用 的 Ａ ， Ｂ 和 Ｃ 工作液浓度为 ：

Ａ 液 ｌ ｕｍｏ ｌ ／Ｌ ， Ｂ 液 ４ ｕｍｏ ｌ／Ｌ 和 Ｃ 液 ０ ． ５ ｕｍｏ ｌ／Ｌ ， 采用母液稀释混合均匀 。 拿出探

针板 ， 于 Ａ 孔加入 Ａ 工作液 ５ ０卟 Ｂ 孔加入 Ｂ 工作液 ６２卟 Ｃ 孔加入 Ｃ 工作液 ６９

４ 。 取 出探针板粉色和透明盖子 ， 放入仪器平衡 ， 约 ３ ０ｍ ｉｎ 。 探针板平衡完毕 ， 将

弹 出 的探针缓冲液板替换 ＸＦ２４ 细胞培养板 ， 开始测定 ， 持续测量 ３ 小时 。

２ ．６ 统计学分析

使用软件 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉ ｓｍ ５ ． ０ 进行统计分析 ， 实验数据均采用 ｍ ｅａｎ ± ＳＤ 表示 。

数据进行方差齐性检验 ， 在两组间 ， 采用双尾 Ｔ 检验 （ Ｔｗｏ
－

ｔａ ｉ ｌ ｅｄ Ｓ ｔｕｄｅｎ ｔ

’

ｓ ｔ
－

ｔｅｓ ｔ ） ；

多组间采用单因素方差分析 （ Ｏｎ ｅ －Ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ ） ， 在组间差异有统计学意义后采

用 Ｔｕｒｋｅｙ 进行两两 比较 ， 当 Ｐ＜ ０ ． ０ ５ 时认为差异具有统计学意义 。

３ 实验结果

３ ． １ 过表达 ７ＷＷ 对 ３Ｔ３ －Ｌ １ 脂肪细胞脂滴形成的影响

前面的实验结果表明 ， ７ｈ
‘

Ｗ 敲除导致小 鼠 ＢＡＴ 线粒体功能障碍 ， 进而使小 鼠

产热受损和血脂升高 。 然而我们不能确定这种功能障碍是否是 由于肝脏或肌 肉等其

８４
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他组织中的 ７ＨＡ ／ 敲除所致 。 因此 ， 本研究在 ３Ｔ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞 中过表达 ７Ｗ ／７八

并诱导细胞分化和成熟 。 油红 ０ 染色显示过表达 ７）伯 ／ 的脂肪细胞 中脂滴数量显著

减少 ， 这提示我们 ７Ｗ６ ／ 可 以减少脂质在脂肪细胞的蓄积 。

Ｃ ｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ ４０ ０ ｘ １ ０ ０ ０ Ｘ

〇 ｉ
ｉＲｅ ｄ

ｃ
＊

ｓ？ ：；
－

ｖ

 ；

＇

．
：

 ；

？

０ Ｅ
＇

？＇ ，
－

？

＊ ？
．

 ’

Ｖ 《

疼 Ａ

？＾ ｙ
－



：、、、

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ３

－

１ ０Ｅ ｆｆｅｃ ｔ ｓｏ ｆＴｒｉｂ ｌｏｖ ｅ ｒｅ ｘ ｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｎ ｌ ｉ

ｐ
ｉｄｄ ｒｏ ｐ ｌ ｅ ｔｆｏ ｒｍ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｉ ｎ３Ｔ３ －Ｌ １

ａｄ ｉ ｐｏｃｙ ｔ ｅｓ ．Ａ ｆｔｅ ｒｏｖｅ ｒｅ ｘ ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｏ ｆＴｒ ｉｂ Ｉ

，３Ｔ ３
－ Ｌ １ｃｅ ｌ ｌ ｓｗｅ ｒｅｓ ｔａ ｉ ｎ ｅｄｗ ｉ ｔ ｈｏ ｉ ｌｒｅｄｓ ｔａ ｉ ｎ ｉ ｎ ｇ

ａｎ ｄ ｌ ｉ

ｐ
ｉ ｄｄ ｒｏ

ｐ
ｌ ｅ ｔ ｓｕ ｎ ｄ ｅ ｒｎ ａ ｔｕ ｒａ ｌ ｌ ｉ

ｇ
ｈ ｔ ．Ｏ ｉ ｌｒｅｄｓｃａ ｌ ｅｂ ａ ｒ ：４００ ｜

ｉｍ
；Ｌ ｉ

ｐ
ｉ ｄｄ ｒｏｐ ｌ ｅ ｔ ｓｕ ｎ ｄ ｅ ｒ

ｎ ａ ｔｕ ｒａ ｌ ｌ ｉ

ｇ
ｈ ｔｓｃａ ｌ ｅｂａｒ ： １ ０００

 ｜

ｉｍＭＯ Ｏ
 ｜

ｉｍ ．

３ ． ２ 过表达 ７＞从 ／ 的脂肪细胞表达谱及 ＫＥＧＧ 分析

进
一

步我们迎过 ＲＮ Ａ 测序探究 ７＞出 ／ 对脂肪细胞的影响 。 结果显示与对照组相

比 ， 过表达 ７＞访 ／ 条件下 ， 表达变化大于两倍的基因数量分别为 １ １ ０２ ７ 个和 １ １ １ ６４

个 ， 火 山 图显示 ４ ３ ９ ８ 个基因上调 ， ４０ １ ５ 个基因 下调 。 与产热和氧化磷酸化相关的

基因在 ７Ｗ７＞ ／ 过表达 的细胞 中 明显上升 。 （ 产热相关基因 附录二 ）

８ ５
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Ａ Ｂ

Ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ＃Ｔｒ ｉ ｂ １

－０ Ｅ ３ ００

宮２ ００

４ ７０ １ ０５ ５ ７６０ ７ Ｉ ＾
４ ３ ９８

§ ？

ｄｏｗ ｎ ４０ １ ５

？０ ０ １ ７ ８ ９ ０

Ｍ
ｐ
ａ ｄ

ｊ

＜ ０ ．０５

Ｉ  ｌ ｏｇ ２ Ｆｏ ｌ ｄ Ｃ ｈ ａ ｎ ｇ
ｅ  ｌ

＞０

Ｉ ｈ ｅ ｒｍ ｏ ｑ ｅ ｎ ｅ ｓ ｌ ｓ ■ ■ ■ 


Ｔ

Ｉ

２￣

１
－

５－

２０ １４ ７

ｒｆｌ ：

Ｉ；謇酗
二
３＋二二

 
ｔ ｒ＾ ｒｒ


ｆ

ｊｇＳＳ ｉ

＾ｇ ｋｍ ｙ 

ａ ｃ ｉ ｄ ｍｅ ｔ ａ ｂｏ ｌ ｉ ｓｍ ３ ｂ

＾ ｌ
｜
ｒ ＰＰ Ａ Ｒ  ｓ ｉ

ｇ
ｎ ａ ｌ ｉ ｎ
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｛
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— ＡＭ Ｐ Ｋ  ｓ ｉ

ｇ ｎ ａ ｌ ｉ ｎｇ ｐ ａ ｔ ｈｗａｙ

￣

ｐｉｚｉ ：

－

ｒｍ ＴＯ Ｒ  ｓ ｉ

ｇ ｎ ａ ｌ ｎ ｇ  ｐ ａ ｔ ｈｗａ ｙ ７ ５ 丨

Ｉ  Ｉ ｎ＝＝＝
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｜＾５Ｓ８
ｇｇＷ ！ｇ

ｌ

ｒ：— Ｎｏ ｎ －

ｄ ｌ ｃ ｏｈ ｏ ｌ ｉ ｃ  ｆ ａ ｔ
ｌ

ｙ 

ｌ ｉ ｖｅ ｒ ｄ ｉｓｅ ａ ｓｅ ９ １ Ｉ

１ Ｃ

Ｔｂ ｅ ｒｍ ｏｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ｉ ｓ

Ｖ 


ｃ？

 ＂ ＇ 
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Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ３ －
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３ ．３ 过表达 ７＞功 ／ 对 ３Ｔ３ －Ｌ １ 脂肪细胞线粒体数 目 的影响

本研究使用 Ｍ ｉ ｔｏＴｒａｃ ｋｅ ｒ 染色观察过表达 ７＞访 ／ 后线粒体数 目 的变化 。 结果显示

过表达 ７Ｗ７） ／ 和 Ｌ＾ ｃｒｃ２ 后线粒体数量增加 ， 但加入线粒体呼吸链复合物 １ １ １ 抑制剂

后 ， 线粒体数 目 增加 的变化被抑制 ， 这提示我们 ７＞ ／Ｗ 对线粒体生物发生的正 向调

节作用 。

８ ６
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４ 小结

本研宄在脂肪细胞中过表达 ７ＷＷ ， 验证 ７Ｗ６ ／ 对脂肪细胞的直接作用 。 结果显

示过表达 ７ＷＷ 后脂肪细胞中 的脂滴减少 ， 线粒体数 目增加 。 测序结果显示 出产热

和氧化磷酸化相关的基因高表达 。 通过 Ｓｅａｈｏｒｓｅ 能量代谢仪直接测定细胞线粒体的

代谢水平 ， 结果显示 的过表达显著提高细胞的基础呼吸代谢水平和最大呼吸

代谢水平 ， 而加入抑制剂后其功能被抑制 。 这些结果证明 ７ＨＷ 通过提高线粒体功

能增加细胞代谢 ， 是调控棕色脂肪功能的重要靶点 。

讨论

我们通过 ＴＲＩＢ １
－ＧＳＴ 融合蛋 白在体外探究 ＴＲＩＢ １ 作用蛋 白 ， 结果显示 ＴＲＩＢ １

与线粒体复合物 ＩＩＩ的亚基 ＵＱＣＲＣ２ 结合 。 由于 ＵＱＣＲＣ２ 蛋 白在线粒体 内膜表达 ，

因此我们对 ＴＲＩＢ １ 蛋 白在 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞内 的分布进行探宄 。 我们分别提取 了脂

肪细胞的细胞质蛋 白 、 核蛋 白和线粒体蛋 白进行 ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ 实验 ， 结果发现在各

部分 内参蛋 白稳定表达的情况下 ， 都无法检测到 ＴＲＩＢ １ 蛋 白 。 同样的 ， Ｓ６ｂａｓｔ ｉｅｎ

Ｓｏｕｂｅｙｒａｎｄ 等人在 ＨＥＫ２９３Ｔ 、 ＨｅＬａ 和动脉平滑肌细胞三种细胞系 中 ， 也发现通过

Ｗｅ ｓｔｅｍ Ｂ ｌｏｔ 无法检测到 ＴＲＩＢ １ 蛋 白 。 利用 ＴＲＩＢ １ 重组蛋 白发现 ＴＲＩＢ １ 在蛋 白质和

ＲＮＡ 水平上高度不稳定 。 且通过阻断蛋 白酶体功能发现 ＴＲＩＢ １ 蛋 白 的不稳定发生

在其核易位功能之前的阶段 ｔ
１ ２

ｌ

。 Ｅ ｌ ｉｚａｂｅｔｈＥＨａ 等人发现 ， 通过蛋 白酶体抑制剂

ＭＧ １ ３２ 处理 ， 可 以检测到微量的 ＴＲ ＩＢ １ 蛋 白 ， 表明在 ３Ｔ３ －Ｌ １ 细胞中 ＴＲ ＩＢ １ 不稳

定与蛋 白酶体快速降解有关 ［
１ ３

］

。

通过对 ７ＷＷ 敲除小 鼠棕色脂肪进行 ＲＮＡ －

Ｓｅｑｕｅｎｃ
ｉｎｇ ， 我们发现除 了 与线粒体

结构相关的成分基因 下调外 ， 产热 、 氧化鱗酸化 、 脂肪酸代谢和胰岛素敏感性相关

的基因也被下调 。 有研宄提 出在肥胖患者中线粒体功能障碍和糖脂代谢异常 ， 可能

导致炎症级联反应的发生 ［
１ ４

］

。 高水平的脂肪酸和葡萄糖被氧化成 乙酰辅酶 Ａ ， 进入

线粒体三羧酸循环使线粒体超载 ， 这也增加 了线粒体呼吸链复合物的 电子传递 ， 从

而导致细胞 内活性氧的增加 ［
１ ５

］

。 线粒体活性氧是氧化磷酸化的副产物 ， 主要 由于 电

子呼吸链复合物 Ｉ 和 Ｉ Ｉ Ｉ 释放 〃 ６
］

。 当线粒体过载时 ， 堆积的活性氧没有及时被超氧

化物歧化酶等清除 ， 进而诱导组织慢性炎症的发生 。 而慢性全身炎症和氧化应激被

认为介导胰岛素抵抗 ［
１ ７

］

， 这也与我们观察到 ７Ｗ６ ／ 敲除小 鼠表现出瘦素和胰岛素抵

抗
一

致 。

作为高度动态化的细胞器 ， 线粒体经历形态变化和空间重排以适应细胞需求并

维持能量稳态 ［
３

］

。 寒冷刺激下细胞产热需求增加 ， 中枢神经系统通过影响线粒体动

８８
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力学 ， 调控线粒体的形态 、 质量和密度增加棕色脂肪 的产热 ［
１ ８

Ｌ 线粒体动力学包括

线粒体融合 、 分裂和 自 噬 ， 在动态平衡中维持着线粒体质量 ［
１ ９

］

。 有研宄发现肥胖个

体脂肪组织的 ＡＴＰ 水平降低与线粒体动力学改变相关 ［
２ （ ）

］

。 线粒体动力学改变使线

粒体功能降低 ， 进而改变脂肪细胞代谢途径 ， 例如脂肪生成 、 脂肪氧化分解和脂肪

细胞因子的分泌等 ［
３

，
２ １

］

。 我们 的研究发现 敲除的小 鼠线粒体复合物 Ｉ 、 Ｉ Ｉ Ｉ 和 Ｖ

的表达水平降低 ， 进而影响细胞的氧化磷酸化和 ＡＴＰ 水平 ， 这也提示我们对 ７ＨＷ

敲除小 鼠的线粒体融合和分裂进行测定 。 线粒体融合是将两个原本不 同 的线粒体 ，

通常
一

个受损 ， 另
一

个正常的线粒体膜和成分融合 ， 通过互补的方式混合部分受损

的线粒体的结构来减轻线粒体压力 。 而裂变主要为 了分离线粒体膜 以重组结构受损

部分 ， 分离有利于线粒体受损部分的 自 噬和消除 ， 并保留还能进行正常功能的线粒

体 ［
２２

］

。 在我们 的实验 中发现 ７ＷＷ 敲除通过影响 电子呼吸链活性破坏 了线粒体动力

学稳态 ， 进而导致其结构损伤和脂肪代谢功能障碍 。 但线粒体功能障碍和线粒体动

力学的因果关系仍有许 多不 同 的看法 ， 仍待进
一

步的实验探究 。

在我们 的实验 中为 了直接测定细胞线粒体功能和呼吸代谢水平 ， 通过 Ｓｅａｈｏ ｒｓｅ

能量代谢仪加入不 同细胞呼吸调节剂 ， 检测细胞的基础呼吸 、 ＡＴＰ 关联呼吸 、 最大

呼吸 、 备用 呼吸能力 以及非线粒体呼吸 。 寡霉素 （ ｏ ｌ ｉｇｏｍｙｃ ｉｎ ） 为 ＡＴＰ 合酶的抑制

剂 ， 可 以特异地抑制 Ｈ
＋

的跨膜运输 ， 从而抑制 ＡＴＰ 的合成 ［
２ ３

］

。 因此 ， 可 以通过寡

霉素测定 ＡＴＰ 关联呼吸水平 。 三氟 甲氧基苯腙羰基氰化物 （ ＦＣＣＰ ） 是线粒体氧化

磷酸化解偶联剂 ， 可破坏线粒体 内膜 ， 使线粒体氧耗增加而不产生 ＡＴＰ ， 用于测定

细胞的最大呼吸代谢水平和备用 呼吸能力 ［
２４

，

２５
］

。 与对照组细胞相 比 ， 我们发现 ７ＨＷ

过表达可以显著提高脂肪细胞的基础呼吸代谢水平和最大呼吸代谢水平 ， 这提示我

们 ７Ｗ６ ／ 过表达可 以提高细胞线粒体功能 ， 这也在细胞水平上说明 了７ＷＷ 是调控

棕色脂肪功能的重要靶点 。

８ ９
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结论

利用 ７ＨＷ 敲除小 鼠和 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞对 ７ＷＷ 调控 ＢＡＴ 产热的分子机制进行

探究 。 在动物水平上 ， 通过 ＲＮＡ －Ｓ ｅ
ｑ
ｕ ｅ ｎｃ ｉ ｎｇ 和 Ｐ ｕ ｌ ｌＤｏｗｎ 实验发现 ， ７＞ ／纟 ／ 敲除通

过影响 电子呼吸链活性破坏 了 线粒体动力学稳态 ， 进而导致其结构损伤和脂肪代谢

功能障碍 。 但我们不能确定这种功能障碍是否是有其他组织 中 ７＞访 ／ 敲除所致 。 因

此 ， 我们在 ３Ｔ ３
－ Ｌ １ 前脂肪细胞中过表达 ７＞访 ／ 。 在细胞水平上我们发现 ７ＷＷ 的过

表达直接提高细胞代谢水平 ， 而加入抑制剂后其功能被抑制 。 这些结果提示我们

７＞必 ／ 通过提高线粒体功能增加细胞代谢 ， ７Ｗ６ ／ 是调控棕色脂肪功能的重要靶点 。
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第 四章 小檗碱调控棕色脂肪功能抑制肥胖的作用研宂

小檗碱是 中 药黄连 （ Ｃｏ
／
５ ／ ／ ．ｙ ｃ ／？ ／＞７ｅｍ７ｉ

、

Ｆ ｒａｎ ｃ ｌ ｉ ） 中分离得到的异喹啉生物碱 ， 最初

用于治疗腹泻ｍ
。 随着传统医药发展 ， 对小檗碱进行 了 系统的研宄 ， 发现小檗碱还

可用于神经退行性疾病 、 肿瘤 、 心血管等 多种疾病的治疗 ［
２

＇

６
】

。 在 ２ ００４ 年 ， 有研究

者提 出 小檗碱是
一

种作用机制不 同于他汀的新型降血脂药物ｍ 。 随后研宄发现 ， 小

檗碱在高血脂 、 糖尿病和肥胖 中都有很好的 药效 ｜

ｉＭ Ｇ
］

。 其 中 小檗碱在肥胖治疗 中涉

及到 的主要机制包括 ： 抑制脂肪生成 、 减轻脂肪组织纤维化 、 缓解炎症 ， 以及激活

ＡＭ ＰＫ 促进棕色脂肪产热 由此 ， 我们可见小檗碱对棕色脂肪代谢产热是有正

调节作用 的 。

有趣的是 ， 有研宄发现小檗碱处理可 以提高小 鼠肝脏 Ｌ Ｄ Ｌ Ｒ 和 ＴＲ １ Ｂ １ 的表达

水平 ， 降低血清甘油三酯 。 进
一

步 的 ， 研究者采用 了 肝脏特异性 ＬＤ Ｌ Ｒ 敲除小 鼠

并给与小檗碱处理 。 结果表 明小檗碱提高 ／＾０
７ －

小 鼠的肝脏 ７）Ｗ 表

达水平 ， 并降低血清甘油三酯 。 该研宄指 出 ， 小檗碱通过提高 表达水平 降低

血清甘油三酯的作用 是非 ＬＤ ＬＲ 依赖的 ［

１ ２
］

。

而我们前面 的研宄结果表 明 ， ７Ｈｆｔ ／ 是调节小 鼠线粒体和棕色脂肪细胞功 能 的

重要靶点 。 但对于小檗碱在棕色脂肪能量代谢 中 的作用 是否与 ７ＨＡ ／ 有关仍需探究 。

 Ｂ ｒｏｗ ｎａｄ ｉｐｏｃｙｔ ｅ

ｔ ＼

＋ ｒ一Ｔｒｉｂ ｌ

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ４

－

ｌＰ ｈ ａ ｒｍ ａｃｏ ｌ ｏｇ
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第一节 小檗碱对肥胖小 鼠体重 、 血脂和炎症的影响

ｏｂ／ｏｂ 小 鼠是瘦素基因纯合突变的小 鼠 ， 其特征为肥胖 、 多食 、 高血糖和胰岛素

抵抗 。 相 比于 ｄｂ／ｄｂ 肥胖小 鼠模型 ， ｏｂ／ｏｂ 小 鼠的肝脏具有更高程度的脂肪变性和炎

症水平 ， 其特征是免疫细胞浸润显着增加 。 在脂肪增量相似的情况下 ， ｏｂ／ｏｂ 小 鼠的

附睾脂肪组织和棕色脂肪组织的显著高于 ｄｂ／ｄｂ 小 鼠 ［
｜ ３

］

。

因此本研宄采用 ｏｂ／ｏｂ 自 发性 胖小 鼠 ， 灌 胃给予小檗碱处理 ８ 周 。 记录肥胖小 鼠

体重和血糖变化 ， 并测定小 鼠的血脂和炎症水平 ， 探宄小檗碱对 ｏｂ／ｏｂ 肥胖小 鼠脂

代谢相关表型的影响 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物

６ 周龄 ｏｂ／ｏｂ 和对照 ｏｂ／ｏｂ
（＋／＋ ）

小 鼠 （雄 ） 购于江苏集萃药康生物科技有限公司 ，

合格证号 ： ２０２０ １ ６５ ８ ９ 。 所有动物实验程序均 由 中 国医学科学院北京协和医学院动物

伦理委员会批准 （ ＳＬＸＤ －２０ １ ８０７０６ ） 。

１ ．２ 实验试剂

与前期实验材料重复部分不再列举 。



名称


ｒｍ
 ＾５

胰岛素注射液万邦生化医药股份有限公司 ２ １ ８０４２ １ ２

小檗碱 Ｓ ｉｇｍａ 公司 Ｂ３２５ １

褪黑素 Ｓ ｉｇｍａ 公司Ｍ５２５０

小 鼠肿瘤坏死因子 ａ冬歌博业生物科技有限公司ＤＧ３００４８Ｍ

小 鼠 ＩＬ －

１ ０ＥＬ Ｉ ＳＡ Ｋ ＩＴ冬歌博业生物科技有限公司ＤＧ３００９ １Ｍ

小 鼠 ＩＬ －

ｌ ｐＥＬ ＩＳＡ Ｋ ＩＴ冬歌博业生物科技有限公司ＤＧ９５ ６０３Ｑ

小 鼠 ＣＲＰＥＬ Ｉ ＳＡ Ｋ ｉ ｔ华美生物工程有限公司 ＣＳＢ －Ｅ０７９２ ３

稳豪型血糖试纸


强生医疗器材有限公司


１ ２９７００６

１ ．３ 实验仪器

与前期实验仪器重复部分不再列举 。



名称


ｒｍ


Ｓ５

血糖仪强生医疗器材有限公司ＯｎｅｔｏｕｃｈＵ ｌｔｒａ

９４
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全 自 动生化仪Ｂ ｅｃｋｍａｎＣ ｏｕ ｌ ｔｅｒ 公司ＡＵ４ ８０

２ 实验方法

２ ． １ｏｂ／ｏｂ 小鼠分组和给药

小檗碱的配置 ．

？ 使用 ０ ． ５％的羧 甲基纤维素钠溶液将小檗碱粉末配置为 １ ０

ｍｇ
／ｍＬ 的剂量备用 ， ４

°

Ｃ冰箱保存 。 小檗碱溶液给药剂量为为 １ ００ ｍｇ／ｋｇ 。

褪 黑素 的配置 ： 使用 ０ ． ５％的羧 甲基纤维素钠溶液将褪 黑素粉末配置为 １ ０

ｍ ｇ／ｍＬ 的剂量备用 ， 锡纸避光 ４

°

Ｃ冰箱保存 。 褪黑素溶液给药剂量为为 １ ００ ｍｇ／ｋｇ 。

将 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠饲养在室温 ２２

°

Ｃ ， 适度 ６０％的环境 。 保证 １ ２ｈ 的光暗循环且给与

普通饲料和干净的水 。 在适应
一

周后 ， 将小 鼠随机分为四组 ：

（ １ ）ｏｂ／ｏｂ
（ ＋ ／＋ ）

组 （对照组 ）
；

（ ２ ）ｏｂ／ｏｂ 组 （ 模型组 ）
；

（ ３ ）ｏｂ／ｏｂ＋褪黑素组 ；

（ ２ ）ｏｂ／ｏｂ＋小檗碱组 。

每天小 鼠灌 胃给与药物 ， 每周禁食测定血糖和体重 ， 连续处理 ８ 周 。

２ ．２ｏｂ／ｏｂ 小鼠胰岛素敏感性和葡萄糖耐量检测

在胰岛素敏感性检测 中 ， 小 鼠禁食 ６ ｈ ， 测定基础血糖值后在腹腔注射 ０ ． ７５Ｕ／ｋｇ

的胰 岛素 。 在注射后 ３ ０ 、 ６０ 、 ９０ 和 １ ２０ｍ ｉｎ ， 使用 自 动血糖仪检测 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠 的血

糖水平 。 至少使小 鼠恢复三天后进行葡萄糖耐量检测 ， 小 鼠禁食 １ ２ ｈ ， 测定基础血

糖值后灌 胃给予 ２
ｇ／ｋｇ 的葡萄糖 。 在给药后 ３ ０ 、 ６０ 、 ９０ 和 １ ２０ 分钟 ， 使用 自 动血

糖仪检测 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠 的血糖水平 。

２ ．３ 体脂仪测定 ｏｂ／ｏｂ 小鼠体脂比率

同第二章第二节实验方法 ２ ． ２ 。

２ ．４ｏｂ／ｏｂ 小鼠组织分离取材及样本制备

同第二章第二节实验方法 ２ ． １ 。

２ ．５ｏｂ／ｏｂ 小鼠脂肪和肝脏组织 ＨＥ 染色

同第二章第二节实验方法 ２ ． ３ 。

９ ５
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２ ．６ｏｂ／ｏｂ 小鼠肝脏组织油红染色

同第二章第二节实验方法 ２ ．４ 。

２ ．７ 生化仪检测 ｏｂ／ｏｂ 小鼠血脂和肝损伤水平

同第二章第三节实验方法 ２ ．６ 。

２ ．８ＥＬＩＳＡ 法检测 ｏｂ／ｏｂ 小鼠血清瘦素 、 胰岛素和脂联素水平

同第二章第二节实验方法 ２ ． ６ 。

２ ．９ＥＬＩＳＡ 法检测 ｏｂ／ｏｂ 小鼠血清炎症因子水平

根据制造商 的说 明 ， 使用 酶联免疫吸附测定试剂盒测量血清 中 肿瘤坏死 因子

ａ
（
Ｔｕｍｏｕ ｒｎｅｃｒｏ ｓ ｉ ｓｆａｃｔｏ ｒ

＿ａ ， ＴＮＦ －ａ
）

、 Ｃ反应蛋 白 （ Ｃ －

ｒｅａｃｔ ｉ ｖｅ
ｐ ｒｏｔｅ ｉｎ ， ＣＲＰ ） 、 ＩＬ－

１ ０

和 ＩＬ －

ｉ

ｐ 的表达水平 。

２ ． １ ０ 统计学分析

使用软件 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ ． ０ 进行统计分析 ， 实验数据均采用 ｍ ｅａｎ ±ＳＤ 表示 。

数据进行方差齐性检验 ， 在两组间 ， 采用双尾 Ｔ 检验 （ Ｔｗｏ －

ｔａ ｉ ｌ ｅ ｄＳ ｔｕｄｅｎｔ

’

ｓ ｔ
－

ｔｅｓｔ ）
；

多组间采用单因素方差分析 （ Ｏｎｅ －ＷａｙＡＮＯＶＡ ） ， 在组间差异有统计学意义后采

用 Ｔｕｒｋｅｙ 进行两两比较 ， 当 ＰＣ ０ ． ０ ５ 时认为差异具有统计学意义 。

３ 实验结果

３ ． １ 小檗碱对 ｏｂ／ｏｂ 小鼠体重 、 体脂和脏器系数的影响

６ 周龄的 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠给与小檗碱治疗 ８ 周 ， 每周禁食测定各组体重 。 与对照组相

比 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠体重增加 明显 ， 经小檗碱治疗 ４ 周后体重减轻 。 治疗 ８ 周后 ， 与模型

组小 鼠相 比 ， 小檗碱治疗的 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠 的体重和体脂率显著降低 （ Ｆ ｉｇｕ ｒｅ ４
－２Ａ ＢＤ ） ，

且小檗碱给药处理明显减少脂质在肝脏的堆积 （ Ｆ ｉｇｕｒｅ４ －２Ｃ ） 。

９ ６
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Ａ？ Ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌＢ
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－
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－

Ｓ
－

ａ
－Ｍｅ ｌａ ｔｏ ｎ ｉ ｎ—

ｐ
－＊ ＊ ＊

化］
Ｉｄｌｌ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ Ｃ ｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌｏ ｂ ／ｏ ｂＭ ｅ ｌ ａ ｔ ｏ ｎ ｉ ｎ Ｂ ｅ ｒｂ ｅ ｒ ｉ ｎ ｅ

Ｔ ｉｍｅ （
Ｗ ｅ ｅ ｋ

）

晒Ｃｏｎ ｔ ｒ ｏ ｌ

ｍｏｂ／ｏ ｂ

ｆ ｗｍＭｅ ｌ ａ ｔ ｏｎ ｉ ｎ门

［ＬｉｉｉＭｔｉｌｌ
Ｂ Ａ Ｔ ｉＷＡＴ ｅＷＡ Ｔ Ｌ ｉ ｖｅ ｒ Ｃ ｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌｏ ｂ ／ｏｂＭ ｅ ｌ ａ ｔｏ ｎ ｉ ｎ Ｂ ｅ ｒ ｂ ｅ ｒ ｉ ｎ ｅ

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ４ －２Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔｓｏ ｆｂｅ ｒｂｅ ｒ ｉ ｎ ｅｏｎｂｏｄｙｗ ｅ ｉｇ ｈ ｔ

，ｂｏｄｙｆａ ｔａ ｎ ｄｏ ｒ
ｇ
ａ ｎｃｏｅ ｆｆｉ ｃ ｉ ｅ ｎ ｔｓ ｉ ｎ

ｏ ｂ／ｏ ｂｍ ｉ ｃｅ ．Ｔ ｈ ｅｂｏ ｄｙｗｅ ｉ

ｇ ｈ
ｔｃ ｕ ｒｖ ｅ

（
Ａ

）
ａｎ ｄｂｏｄ ｙｗｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔ ｉ ｎ ｔ ｈ ｅ ｌ ａｓ ｔｗｅｅ ｋ

（
Ｂ

）
ｄ ｕ ｒ ｉ ｎ

ｇ
ｔｈ ｅ８

ｗｅｅｋ ｓｏ ｆ  ｔ ｒｅａ ｔｍ ｅ ｎ ｔ ．Ｂ ｏｄｙ
ｃｏｍ ｐ

ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｏｎ
（
Ｃ

）
ａ ｎ ｄｆａ ｔｍ ａ ｓ ｓ

－

ｔｏ
－

ｂｏ ｄｙ
ｗｅ ｉ ｇ

ｈ ｔｒａ ｔ ｉ ｏ
（
Ｄ

）
．Ｄ ａｔａａ ｒｅ

ｐ
ｒｅ ｓ ｅ ｎ ｔｅ ｄａ ｓｍ ｅ ａ ｎ士Ｓ Ｄ

（
ｎ
＝

８
）

．

＂ ＂ ＂

广＜ ０ ． ００ １ｖｓ ．ｔ ｈ ｅＣｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ

ｇ
ｒｏ ｕ ｐ ；０ ． ０ ５

，０ ． ００ １

ｔｈ ｅｏｂ／ｏ ｂ
ｇ

ｒｏｕ ｐ ．

３ ． ２ 小檗碱对 ｏｂ ／ｏｂ 小 鼠胰岛素敏感性和葡萄糖耐量的影响

小檗碱治疗 ８ 周后 ， 为 了评估小 鼠胰岛素敏感性 ， 本研宄进行 了 葡萄糖耐量测

试 （ Ｇ ｌ ｕｃｏｓｅｔｏ ｌ ｅ ｒａｎｃｅｔｅｓ ｔ ， ＧＴＴ ） 和胰岛素耐量测试 （ Ｉ ｎ ｓｕ ｌ ｉ ｎｔｏ ｌ ｅｒａｎ ｃｅｔｅ ｓｔ ， ＩＴＴ ） 〇

结果显示治疗 ８ 周后 ， 小檗碱对 ｏ ｂ ／ｏｂ 小 鼠葡萄糖耐量无明 显改善作用 （ Ｆ ｉ

ｇ ｕ
ｒｅ４

－

３Ａ Ｂ ） ， 但提高 了ｏ ｂ／ｏ ｂ 小 鼠胰岛素敏感性 （ Ｆ ｉ

ｇｕ
ｒｅ ４ －

３Ｃ Ｄ ） 。

９ ７
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３ ．３ 小檗碱对 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠脂肪组织的影响

前面的实验中我们观察到小檗碱显著降低 了ｏ ｂ ／ｏｂ 小 鼠体重 ， 因此本研究对小

鼠 的 ＢＡＴ 、 ｉＷＡＴ 和 ｅＷＡＴ 进行切片观察 。 结果显示与对照小 鼠相 比 ， ｏｂ ／ｏ ｂ 模型小

鼠脂肪细胞明显增大 ， 阳 性药褪黑素和小檗碱治疗 ８ 周后 ， 棕色脂肪细胞脂滴变小 ，

但 ｉＷＡＴ 和 ｅＷＡＴ 无明显变化 （ Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒｅ ４ －４Ａ ） 。 进
一

步免疫组化染色显示 ， 小檗碱

给药可 以增加 ＢＡＴ 中产热关键蛋 白 ＵＣ Ｐ １ 的表达 （ Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ４

－４Ｂ ） 。
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Ｕ Ｃ Ｐ １ ｉ ｍｍ ｕ ｎ ｏ ｈ ｉ ｓ ｔｏ ｃ ｈ ｅｍ ｉ ｃａ ｌｓ ｔａ ｉ ｎ ｉ ｎ
ｇ

ｏ ｆ ｍ ｉ ｃｅＢＡＴ ．Ｓ ｃ ａ ｌ ｅｂ ａｒ ：２ ００
 ｜

ｉｍ ．

３ ．４ 小檗碱对 ｏ ｂ ／ｏｂ 小 鼠肝脏组织的影响

通过脏器系数我们观察到 小檗碱给药改善 了 脂质在肝脏 的 蓄积 ， 进
一

步本研宄

通过 Ｈ ＆ Ｅ 和汕红染色对肝脏组织学和脂质情况进行观察 。 结果显示 ， 小檗碱和褪

黑素能 明 显减少脂质在肝细胞的堆积 ， 改善肝脏组织空泡 。

Ｃ ｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ ｏｂ／ｏｂ Ｍ ｅ ｌ ａ ｔ ｏ ｎ ｉ ｎ Ｂ ｅ ｒ ｂｅ ｒ ｉ ｎｅ

。偏＿圓圓
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 ｜

． ｉｍ ．

３ ． ５ 小檗碱对 ｏ ｂ ／ｏ ｂ 小 鼠血脂和肝损伤水平的影响

通过 自 动生化仪对小 鼠血脂和血清肝损伤指标进行测定 。 结 果显示小檗碱治疗

９ ９
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能显著 降低 ｏｂ／ｏ ｂ 小 鼠血清 ＴＣ 和 ＴＧ 水平 （ Ｆ ｉ

ｇ
ｕｒｅ ４ －

６ＡＢＣ ） 。 除此之外 ， 急性肝

损伤指标 Ａ ＳＴ 、 ＡＬＴ 和 ＡＬ Ｐ 水平也呈下 降趋势 （ Ｆ ｉ

ｇｕ
ｒｅ ４ －６ＤＥＦ ） 。 提示我们 ｏｂ ／ｏｂ

小 鼠脂肪肝的缓解可能与小檗碱降低血清总胆固醇和肝损伤标志物的水平相关 。
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０ ． ００ １ ｔｈ ｅＣ ｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

ｇ
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＊
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＊ ＊
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ｖ＾ ．ｔ ｈ ｅｏ ｂ ／ｏｂ
ｇ

ｒｏ ｕ ｐ ．

３ ．６ 小檗碱对 ｏｂ ／ｏｂ 小 鼠血清瘦素 、 胰岛素和脂联素的影响

瘦素和脂联素都是脂肪组织分泌的脂肪因子 ， 可调控脂肪代谢和胰 岛素敏感性 。

本研宄通过测定血清血脂 、 瘦素 、 胰岛素和脂联素水平 ， 验证小檗碱对脂肪组织的

作用 。 结果显示小檗碱处理 ８ 周后小 鼠 ， ｏ ｂ／ｏ ｂ 小 鼠血清中瘦素和胰岛素水平显著

下降 （ Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ ４ －

７Ａ Ｂ ） ， 脂联素水平显著升高 （ Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒｅ ４ －

７Ｃ ） ， 表 明小檗碱处理改善

了ｏ ｂ ／ｏ ｂ 小 鼠瘦素抵抗和胰岛素抵抗 。

Ａ Ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ３ Ｌｅｐ ｌ ｉ ｎＣ Ａｄ ｉｐ ｏ ｎｅ ｃ ｔ ｉ ｎ

２０
－

１ｍｕ ８
－

１
＊＊＂

 １ ５

］

＿１１１１＿
Ｃ ｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌｏ ｂ ／ ｏ ｂＭ ｅ ｌａ ｔ ｏ ｎ ｉ ｎ Ｂｅ ｒｂｅ ｒｉ ｎ ｅ Ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌｏ ｂ ／ｏ ｂＭ ｅ ｌ ａ ｔｏｎ ｉ ｎ  Ｂ ｅ ｒ ｂｅ ｒ ｉ ｎ ｅ Ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌｏｂ ／ ｏ ｂＭ ｅ ｌ ａ ｔ ｏ ｎ ｉ ｎ Ｂ ｅ ｒｂ ｅ ｒ ｉ ｎ ｅ

Ｆ ｉ

ｇｕ
ｒｅ４ －７Ｅ ｆｆｅｃ ｔｓｏ ｆ ｂｅ ｒｂ ｅ ｒ ｉ ｎ ｅｏ ｎｓｅ ｒ ｕｍ ｌ ｅｐ ｔ ｉｎ

，
ｉｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎａ ｎ ｄａｄ ｉ ｐｏｎ ｅｃ ｔ ｉｎ ｉ ｎｏ ｂ／ｏ ｂｍ ｉ ｃｅ ．

Ｏ ｂｅ ｓ ｉ ｔｙ
－

ｒｅ ｌ ａｔｅｄｓｅ ｒｕｍ ｌ ｅｐ ｔ ｉ ｎ
（
Ａ

） ，
ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ

（
Ｂ

） ， 
ａｎ ｄａｄ ｉ

ｐ ｏ
ｎ ｅｃ ｔ ｉ ｎ

（
Ｃ

）
ｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ ｉ ｎｍ ｉ ｃ ｅ ．

Ｄ ａｔａａ ｒｅ
ｐ ｒｅ ｓｅ ｎ ｔｅｄａ ｓｍ ｅａｎ士Ｓ Ｄ

（
ｎ

＝

８
）

．

綱
／

＊

＜０ ． ００ １ｖｓ ．ｔｈｅＣ ｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

ｇ ｒｏｕ
ｐ ；０ ． ０ ５

，

＊ ＊ ＊

ｐ 
＜

〇 ． 〇〇  ｌＶｇ ，ｔｈｅｏｂ／ｏｂ
ｇ ｒｏｕｐ

．

１０ ０



中 国 医学科学院 北京协和 医学院


博士研宄生学位论文

３ ． ７ 小檗碱对 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠血清炎症因子的影响

慢性炎症是肥胖症的核心特征 ， 衰老和坏死的脂肪细胞募集巨噬细胞和其他免

疫细胞浸润产生炎症反应 ， 并释放炎症因子 ｎ ４
，

１ ５
］

。 因此我们验证 了 小檗碱对 〇ｂ ／ｏｂ

小 鼠 炎症水平 的作用 。 结果显示小檗碱处理能够降低 ＴＮ Ｆ －ａ 和 Ｃ ＰＲ 的血清水平 ，

提高炎症抑制 因子 丨 Ｌ －

１ ０ 的血清水平 ， 表 明 小檗碱能改善肥胖伴随 的慢性炎症状态 。
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４ 小结

小檗碱给药 ８ 周 能明 显降低 ｏ ｂ／ｏ ｂ 小 鼠 的体重和体脂率 。 组织切片染色分析显

示 ， 小檗碱可 以减少脂质 在 ＢＡＴ 和肝脏组织的堆积 。 除此之外 ， 小檗碱可 以 降低血

脂水

＇

丨

＇
：

和炎症水平 ， 提高脂联素表达 ， 改善胰 岛素抵抗和瘦素抵抗 。

１ ０ １
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第二节 小檗碱对肥胖小 鼠棕色脂肪组织能量代谢的影响

前三章的研宄结果表明 ， ７ＷＷ 是调节小 鼠线粒体和棕色脂肪细胞功能的重要靶

点 ， 在动物水平上 ７ＷＷ 敲除会损害小 鼠棕色脂肪的产热代谢功能 。 而 Ｓ ｉｎｇｈ ，
Ａ ． Ｂ ．

等人发现小檗碱可 以通过提高 ＺＤＺｉｆ小 鼠肝脏 ７＞／Ｗ 的表达水平 ， 降低血清甘油三

酯 。

虽然前
一

节的研究已经证明 了 小檗碱显著抑制 〇ｂ／ｏｂ 小 鼠体重增长 ， 并减少脂

质在 ＢＡＴ 和肝脏组织的堆积 ， 但小檗碱对棕色脂肪组织中 ７ＷＷ 表达水平的影响仍

需进
一

步探宄 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物

６ 周龄 ｏｂ／ｏｂ 和对照 ｏｂ／ｏｂ
（＋／＋ ）

小 鼠 （雄 ） 购于江苏集萃药康生物科技有限公司 ，

合格证号 ： ２０２０ １ ６５ ８９ 。 所有动物实验程序均 由 中 国医学科学院北京协和医学院动物

伦理委员会批准 （ ＳＬＸＤ －２０ １ ８０７０６ ） 。

１ ．２ 实验试剂

与前期实验材料重复部分不再列举 。

１ ．３ 实验仪器

与前期实验仪器重复部分不再列举 。

２ 实验方法

２ ． １ 动物代谢分析系统检测 ｏｂ／ｏｂ 小鼠呼吸代谢水平

同第二章第二节实验方法 ２ ．７ 。

２ ．２ 寒冷环境 ｏｂ／ｏｂ 小鼠体温检测

同第二章第二节实验方法 ２ ． ８ 。

１ ０２
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２ ．３ＲＴ－ＰＣＲ 检测 目 的基因的表达

同第
一

章第二节实验方法 ２ ． ２ 。 引物序列如下 ：



Ｇｅｎｅ


Ｆｏ ｒｗａｒｄｓｅｑｕｅｎｃｅ（
５

，

－

３
’

）


Ｒｅｖｅｒｓｅｓｅ
ｑ
ｕｅｎｃｅ

（
３

’

－

５

’

）


Ｔｒ ｉｂ ｌＡＧＡＡＣＣＣＡＧＣＴＴＡＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＡＧＣＧＴＡＴＡＧＡＧＣＡＴＣＡ

Ａ ＣＣＣ

ＧＡＰＤＨＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧ



Ｇ


ＧＴＣＡ


２ ．４Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 检测 目 的蛋 白的表达

同第
一

章第三节实验方法 ２ ． ３ 。

２ ．５ 统计学分析

使用软件 Ｇ ｒａｐｈ
ＰａｄＰ ｒ ｉ ｓｍ５ ．０ 进行统计分析 ， 实验数据均采用 ｍ ｅａｎ士ＳＤ 表示 。

数据进行方差齐性检验 ， 在两组间 ， 采用双尾 Ｔ 检验 （ Ｔｗｏ－

ｔａ ｉ ｌｅｄ Ｓ ｔｕｄｅｎｔ

’

ｓ ｔ
－

ｔｅ ｓｔ ）
；

多组间采用单因素方差分析 （ Ｏｎｅ
－Ｗａｙ

ＡＮＯＶＡ ） ， 在组间差异有统计学意义后采

用 Ｔｕ ｒｋｅｙ 进行两两比较 ， 当 户＜ ０ ．０５ 时认为差异具有统计学意义 。

３ 实验结果

３ ． １ 小檗碱对 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠呼吸代谢的影响

小檗碱处理后 ＢＡＴ 中 ＵＣＰ １ 蛋 白表达水平的升高提示我们通动物代谢分析系统

测量对小 鼠的能量代谢水平进行测定 。 结果显示 ， 与模型组小 鼠 的相 比 ， 小檗碱处

理的小 鼠在 １ ２ 小时 的光 ／暗周期 中表现 出 明显高于模型组动物的氧气消耗和二氧化

碳产生率 ， 代谢水平上升 。

１ ０ ３
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３ ． ２ 小檗碱对 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠在寒冷环境中适应性产热的影响

响应于寒冷刺激 ， ＢＡＴ 会激活并利用脂肪酸产热 以维持体温 本研究通过将

小 鼠暴露在 ４
°

Ｃ环境下 ５ 小时连续记录其肛温 ， 评估 了 小檗碱对小 鼠产热的影响 。

结果显示 ， 小檗碱处理提高 了ｏ ｂ ／ｏ ｂ 小 鼠的适应性产热能力 ， 提示我们小檗碱通过

增加脂肪代谢产热 ， 并减轻脂肪的蓄积 。

４ ０
－
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１

．ｔｈ ｅｏｂ ／ｏ ｂ
ｇ ｒｏ ｕｐ ．

３ ．３ 小檗碱对 ｏｂ／ｏ ｂ 小 鼠产热蛋 白 的影响

进
一

步本研究对棕色脂肪线粒体产热蛋 白 ＵＣＰ １ 和 ＰＧＣ －

ｌ ａ 的表达水平进行测

定 。 结果显示小檗碱提高 了线粒体生物发生调节蛋 白 ＰＧＣ －

ｌ ａ 和棕色脂肪线粒体特

异性产热蛋 白 Ｕ Ｃ Ｐ Ｉ 的表达水平 。
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３ ． ４ 小檗碱对 ｏ ｂ ／ｏｂ 小 鼠脂肪代谢基因 的影响

血脂作为能量来源 ， 对 ＢＡＴ 产热是必需的 Ｉ
１＇ 血脂水平的降低和 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠适

应性产热 的升高提示我们对脂肪代谢基因进行测定 。 ＲＴ－ ＰＣ Ｒ 结果显示 ， 与模型组
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ｌ ｔｒａｎｓｆｅ ｒａｓｅ １ Ａ ， Ｃ ＰＴ １ Ａ ） 等基因水平上

升 （ Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ ４ －

１ ２Ｂ ） 。 这些结果说明小檗碱处理改善 了ｏ ｂ ／ｏ ｂ 肥胖小 鼠脂质代谢障碍 ，

提高 了棕色脂肪的脂质代谢能力 。

Ａ
，

，
ＢＡ Ｔ

＿＿Ｂ ８ Ａ Ｔ

■■ ｏ ｔｖ ｏ ｂ＿ ｏ ｔｙｏｂ

Ｔ睡Ｍｏ ｌ ａ ｔｏｏｍ ■■Ｍｏｔｅｔｏｎｍ


ｍ Ｂ ？ ｆ ｂ＊ ｒ ． ｎ？
麵 私咖邮

ｒ
…

ｐ
？ ？

 ．

＇

ｌＵｌ ｙ ｉ ｌ ｉＪ ｉｌ ｌＪｉＪ ｉＪ ｉ ｉ ｉ ｌ ｌ ｉ

Ａｃ ？ ｃ ？ Ｃ Ｐ Ｔ １ Ａ Ｏ Ｘ ９ Ｍ ｔ ｔ ＯＶ Ｌ ＊ＭＣ Ａ Ｏ Ｌ ＣＡ Ｏ Ｃ ｄ ？ ＊ Ａ ｄ ｉ ｐｏｑ Ｃ ｙ ？？ Ｐ ｐ ？ ｆ ？ Ａ ｌ

？

？

１ ０ ５
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Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ４ －

１ ２Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔｓｏ ｆｂｅ ｒｂｅ ｒ ｉ ｎ ｅｏｎｆａ ｔｍ ｅｔａ ｂｏ ｌ ｉ ｓｍ
ｇｅｎ ｅｓ

ｉ ｎｏｂ／ｏｂｍ ｉ ｃｅ ．

（
Ａ

，
Ｂ

） 
Ａ ｆｔｅ ｒ８

ｗ ｅｅｋ ｓｏ ｆ ｔ ｒｅａ ｔｍ ｅｎ ｔ
，ｔｈｅｅｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｏ ｆ ｔｈ ｅｍ ｉ ｔｏｃｈ ｏ ｎｄ ｒ ｉ ａ ｌｆａ ｔ ｔ

ｙ
ａｃ ｉ ｄｏｘ ｉ ｄ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ

ｇ ｅ
ｎｅ ｉ ｎ

ｍ ｉ ｃｅ ．Ｄ ａ ｔａａ ｒｅ
ｐ

ｒｅ ｓ ｅ ｎ ｔｅ ｄａ ｓｍ ｅａｎ 士ＳＤ
（
ｎ
＾

８
）

．０ ． ０ １
，

議
Ｐ ＜０ ． ００ １ｖｓ ．ｔｈ ｅＣｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

ｇ ｒｏ ｕ ｐ ；Ｖ ＜ ０ ． ０ ５
，

＊ ＊

／
＞

＜ ０ ． ０ １
，０ ． ００ １ｖ＾ ．ｔｈｅｏ ｂ／ｏ ｂ

ｇ ｒｏｕ ｐ
．

３ ． ５ 小檗碱对 ｏｂ ／ｏｂ 小 鼠 ７ＷＡ ／ 和线粒体功能基因的影响

Ａｍ ａ ｒＢａ ｈ ａｄ ｕ ｒＳ ｉ ｎ ｇ
ｈ 等人发现小檗碱处理显著增加 ７＞访 ／ 的 ｍ ＲＮＡ 表达 ， 并通

过上调肝脏 ＬＤ ＬＲ 的机制 降低小 鼠血脂水平 ［
１ ２

］

。 而我们前面的研宄发现 ＴＲ １ Ｂ １ 可

以通过影响线粒体功能影响棕色脂肪产热 ， 因此我们对小檗碱处理后棕色脂肪的变

化进行观察 。 结果显示 ， 小檗碱处理使棕色脂肪 中 ７＞ ／Ｗ 的基因 水平升高 （ Ｆ ｉ

ｇ ｉ ｉｒｅ ４ －

１ ３Ａ ） 。 除此之夕 卜 ， 与 ｏｂ／ｏｂ 肥胖模型小 鼠相 比 ， 小檗碱处理使线粒体呼吸链复合物

Ｉ ， Ｉ Ｉ和 ＩＶ和线粒体拷 贝数 的基因表达水平明 显提高 （ Ｆ ｉ

ｇ
Ｕ ｒｅ ４ －

１ ３ Ｂ ） ， 提示我们小檗

碱处理改善 了棕色脂肪线粒体功能 。

Ａ
，

，
ＢＡＴ Ｂ灿了

ｍ ｏｂ／ｏｂｍ ０ ４ ）
，００

ＢＭｄ ｉ ａ ｔｏ ｎｍ ■■ Ｍｅ ｔａ ｌｏｎ ｕ ｉ

？ ＂

ｍＢ ｅ ｒｏｅ ｒｍｅ■ Ｂ ｅ ｒｂｅｎ ｎｅ

Ｉｌｙ ｉｌ ｉ ｌ ｉ ｉ ｌ ｉ ｌ ｉ Ｌｌ ｉ ｉ１１ １ｉ ｌｌＬ ｉｂ
Ｔ ｒ ｉｂ ｌ Ｎｄ ｕＵ Ｉ Ｓ ｄ ｈ ａ Ｕ ｑ

ｃ ｒ ｃ ２ Ｃｏ ｘ １ Ａ Ｔ Ｐ ５ ａ ＴＦＡＭｍ ｔ ＤＮ Ａ Ｄ Ｎ Ｍ １ Ｌ Ｏ ＰＡ １ Ｍ Ｆ Ｎ ２

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ４ －

１ ３Ｅ ｆｆｅｃ ｔｓｏ ｆｂ ｅ ｒｂｅ ｒ ｉ ｎ ｅｏｎＴｒｉｂ ｌａ ｎ ｄｍ ｉ ｔｏｃｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉａ ｌｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉｏ ｎ
ｇｅ

ｎ ｅｓ ｉ ｎｏｂ／ｏｂ

ｍ ｉｃｅ ．Ａｆｔｅ ｒｂｅ ｒｂ ｅ ｒ ｉ ｎ ｅｔｒｅａｔｍ ｅｎｔｆｏ ｒ８ｗｅｅｋｓ
，（
Ａ

）ｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｏｆＴｒｉｂ ｌａｎ ｄ

ｍ ｉ ｔｏｃｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｒｅ ｓｐ
ｉ ｒａｔｏ ｒ

ｙ
ｃｈ ａ ｉ ｎ

ｇ
ｅ ｎｅ ｓ ｉ ｎｂ ｒｏｗ ｎａｄ ｉ

ｐｏ ｓｅｔ ｉ ｓ ｓ ｕｅ ．

（
Ｂ

）
Ｅｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｏ ｆ

ｍ ｉ ｔｏ ｃｈ ｏ ｎｄ ｒ ｉ ａ ｌｃｏｐ ｙ
ｎ ｕｍ ｂｅ ｒａ ｎ ｄｍ ｉ ｔｏ ｃｈ ｏｎｄ ｒ ｉ ａ ｌｄ

ｙｎａｍ ｉ ｃ ｓ
－

ｒｅ ｌ ａ ｔｅｄ
ｇｅｎ ｅ ｓ ｉ ｎＢＡＴ ．Ｄａｔａａｒｅ

ｐ
ｒｅ ｓｅ ｎ ｔｅｄａ ｓｍ ｅａｎ士ＳＤ

（
ｎ

＝

８
）

．
＃ ＃

尸 ＜
０ ． ０ １

，

顯
尸 
＜ ０ ． ００ １ｖｓ ．ｔｈ ｅＣｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ

ｇ
ｒｏ ｕ

ｐ ；

＊

Ｐ ＜
０ ． ０ ５

，

￥ ＊

／
＞

＜ ０ ． ０ １
，

＊ ＊ ＊

／
＞

＜０ ． ００ １ｖｓ ．ｔｈｅｏｂ／ｏ ｂ
ｇ ｒｏｕ

ｐ
．

３ ． ６ 小檗碱对 ｏｂ ／ｏｂ 小 鼠 ＴＲ 丨 Ｂ １ 和线粒体功能蛋 白 的影响

本研究也对线粒体复合物和线粒体动力学相关蛋 白进行测定 。 结果显示小檗碱

处理使棕色脂肪中 ＴＲ 丨 Ｂ １ 和线粒体复合物 Ｉ ， Ｉ Ｉ和 ＩＶ蛋 白 水平都增加 ， 且提高 了线粒

体生物发生相关蛋 白 Ｐ ＰＡ Ｒ －

ｙ 和线粒体 内膜融合蛋 白 Ｏ ＰＡ １ 的表达水平 。

１ ０ ６
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０
°＾ 〇

°
 ０^ 沪妒，

■一

Ｔ Ｒ Ｂ １  ４ １  ｋ Ｄ ａ—
－— ＇― ０ Ｐ Ａ １二 ：一

一

乂
＊＾＂ ＊＾＊＾－８ ５ ／ １ ０ ０＿ ？ ＜＊？〇〇 ？ 〇

 ？ ？

＿ Ｂ？ｒｔ ＪＷ ＞ ｎ？

 １ ５
－ ．

 ， ．

Ｍ Ｆ Ｎ １Ｌ？＊ｒ？— ＇

■ ■—＃ ？
ｍｍ？８６  ｋ Ｄ ａ

｜一

Ｃ Ｉ Ｉ Ｉ

－

ＵＱＣ ＲＣ ２  ４ ８  ｋ Ｄａ  ｜
 至

？ ？

Ｃ ＩＶ Ｍ Ｔ Ｃ ０ １ ４ ０  ｋ Ｄ ａ
？


 １
１  ，  〇 ，

Ｄ Ｒ Ｐ １ｍｍ？＞－ ７ ８ 
ｋ Ｄ ａ

｜

？ ｊ

Ｃ Ｉ Ｉ 

－

ＳＤ Ｈ Ｂ  ３ ０  ｋ Ｄ ａ ？ｎ ａａｐ ￡ ｊ

Ｐ Ｐ Ａ Ｒ
ｙ＾＾ ５ ７  ｋ Ｄ ａ

〇 ＊

 Ｉ
Ｃ Ｉ  Ｎ Ｄ Ｕ Ｆ Ｂ８  ２ ０ ｋ Ｄ ａ ｊ ！ ｜


Ｇ Ａ Ｐ Ｄ ｈ —— ＿？？

丨

３雜 Ｊ■ 姐ＭｊｌＵＩＩＪ明明明 祖Ｈ明 －

Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒｅ４ －

１ ４Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔｓｏ ｆｂｅ ｒｂ ｅ ｒ ｉ ｎ ｅｏ ｎＴＲ Ｉ Ｂ １ａ ｎ ｄｍ ｉ ｔｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉｏ ｎ ａ ｌ

ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ｓ ｉ ｎ

ｏｂ ／ｏ ｂｍ ｉ ｃ ｅ ．ＴＲ Ｉ Ｂ １

，ｒｅ ｓ
ｐ

ｉ ｒａ ｔｏ ｒ
ｙｃｈａ ｉ ｎｃｏｍ

ｐ
ｌ ｅｘ

，ｍ ｉ ｔｏｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｄ
ｙ
ｎ ａｍ ｉ ｃ ｓ

，ａ ｎ ｄ

ｍ ｉ ｔｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ

ｇｅ ｎ ｅａ
ｎ ｄ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓ ｉ ｎｂ ｒｏｗ ｎａｄ ｉ

ｐｏ ｓｅｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅａ ｆｔｅ ｒｂ ｅ ｒｂ ｅ ｒ ｉ ｎ ｅ

ｔ ｒｅａ ｔｍ ｅ ｎ ｔ ．Ｄ ａ ｔａａ ｒｅｐ ｒｅ ｓｅ ｎ ｔｅ ｄａ ｓｍ ｅａｎ士Ｓ Ｄ（
ｎ
＝

８
）

．
＃

尸 
＜ ０ ． ０ ５ ｔ ｈ ｅＣｏ ｎ ｔｒｏ ｌｇ ｒｏ ｕ ｐ ；

＊

Ｐ
＜

０ ． ０ ５
，

＊ ＊

Ｐ
＜

０ ． ０ １ ｔ ｈ ｅｏ ｂ／ｏ ｂ
ｇ

ｒｏ ｕ
ｐ

．

４ 小结

通过动物代谢分析 系统和 寒冷环境肛温测定实验 ， 发现小檗碱处理可 以提高

ｏｂ ／ｏ ｂ 小 鼠 的呼吸代谢水平和产热能力 。 进
一

步 ＲＴ－ ＰＣ Ｒ 和 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 结果说明 ，

小檗碱提高 ｏｂ ／ｏｂ 小 鼠 ＢＡＴ 脂肪酸氧化和分解代谢相关基因 的表达 ， 并提高小 鼠

ＢＡＴ 产热相关蛋 白 的表达水平 。 此外小檗碱处理使线粒体呼吸链复合物 Ｉ ， Ｉ Ｉ和 ＩＶ的

表达水 乎 明 显提高 ， 改善 了棕色脂肪组织线粒体功能 。 这些结果说明 小檗碱处理改

善 了ｏｂ ／ｏｂ 肥胖小 鼠脂质代谢障碍 ， 提高 了棕色脂肪的脂质代谢能力 。

１ ０ ７
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第三节 ７ＷＷ 敲低对小檗碱调控能量代谢的影响

我们前面的研究结果表明 ， 小檗碱提高 以／〇６ 小 鼠 ＢＡＴ 中 的表达水平 ，

并提高小 鼠 ＢＡＴ 产热代谢相关蛋 白和基因 的表达水平 。 因此本研宄在细胞水平上 ，

通过 ｓ ｉＲＮＡ 干扰 ３Ｔ３ －Ｌ １ 脂肪细胞中 ７ＷＷ 的表达水平 ， 探宄小檗碱功能与 ７ＷＷ 表

达的关系 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物

６ 周龄 ｏｂ／ｏｂ 和对照 ｏｂ／ｏｂ
（ ＋／＋ ）

小 鼠 （雄 ） 购于江苏集萃药康生物科技有限公司 ，

合格证号 ： ２０２０ １ ６５ ８９ 。 所有动物实验程序均 由 中 国医学科学院北京协和医学院动物

伦理委员会批准 （ ＳＬＸＤ －２０ １ ８０７０６ ） 。

１ ．２ 实验试剂

与前期实验材料重复部分不再列举 。



名称


ｒＭ


货号

ＢＯＤ ＩＰＹ ４９３ ／５０３宏叶生物科技有限公司ＧＣ４２９ ５ ９

Ｔｒ ｉｂ ｌｓ ｉＲＮＡ ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃ公司 ｓ ｉ ０２５０３ ／４

１ ．３ 实验仪器

与前期实验仪器重复部分不再列举 。

２ 实验方法

２ ． １ 敲低 ２ＷＷ 的 ３Ｔ３ －Ｌ １ 脂肪细胞 Ｂｏｄ ｉｐｙ 染色

３Ｔ３
－Ｌ １ 细胞培养和转染步骤同第三章第三节实验方法 ２ ． ２ ， 在分化过程中使用

５
ｐｍｏ ｌ／Ｌ 的小檗碱处理 。诱导分化 ８ 天细胞成熟后 ， 用 ＰＢ Ｓ 配置 ２

ｊ

ｘｍｏ ｌ／Ｌ 的 ＢＯＤ ＩＰＹ

染色溶液 。 用 ＰＢ Ｓ 洗涤细胞三次 ， 每孔加入 １ｍＬ 的 ＢＯＤ ＩＰＹ 染色溶液 ， ３７
°

Ｃ避光

染色 ３ ０ｍ ｉｎ 。 回收染色液 ， 避光保存 。 细胞使用 ＰＢ Ｓ 洗涤两次后 ， 荧光显微镜观察 。

２ ．２Ｓｅａｈｏｒｓｅ 能量代谢仪检测敲低 ７ＷＷ 的脂肪细胞呼吸代谢水平

同第三章第三节实验方法 ２ ． ５ 。

１０８
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２ ．３ＰＣＲ 检测敲低 ７ＷＡ ／ 的脂肪细胞脂肪合成分解基因 的表达

同第
一

章第二节实验方法 ２ ． ２ 。

２ ． ４ 统计学分析

使用软件 Ｇ ｒａ
ｐ
ｈ Ｐ ａｄＰ ｒ ｉ ｓｍ５ ． ０ 进行统计分析 ， 实验数据均釆用 ｍ ｅａｎ ＝ｔＳＤ 表示 。

数据进行方差齐性检验 ， 在两组间 ， 采用双尾 丁 检验 （ 丁？〇４３ 丨 丨 ６ 〇１ ８ １ １ １ （＾ １＾
’

５ ＾＾ １ ： ） ；

多组间釆用单 因素方差分析 （ Ｏ ｎ ｅ
－Ｗ ａｙＡＮＯＶＡ ） ， 在组间差异有统计学意义后釆

用 Ｔ ｕ ｒｋｅ
ｙ 进行两两 比较 ， 当 ＰＣ ０ ． ０ ５ 时认为差异具有统计学意义 。

３ 实验结果

３ ． １７ＷＡ ／ 敲低对小檗碱处理的脂肪细胞脂滴的影响

在观察到小檗碱处理提高棕色脂肪组织中 ７＞访 ／ 的蛋 白 和基因水平后 ， 本研究

对小檗碱和 ７＞访 ／ 的关系进行探究 。 通过诱导 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞分化成熟并给与小檗

碱处理 ， 结果显示 ， 与模型组相 比小檗碱能 明 显减少脂肪细胞 中 的脂滴蓄积 ， 而使

用 ｓ ｉ ＲＮ Ａ 千扰 ７）Ｗ 后 小檗碱减少脂滴 的功能被抑制 。

Ｃ ｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ Ｍ ｏ ｄ ｅ ｌ Ｂ ｅ ｒ ｂ ｅ ｒ ｉ ｎ ｅ Ｂｅ ｒ ｂｅ ｒ ｉ ｎ ｅ＋ ｓ ｉ Ｒ ＮＡ

Ｈｉ■■ ■■ ■■
Ｂ ｄ－

ｍＭＢＳ９

■圈ＨＥＢｌ
Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ４ －

１ ５Ｅ ｆｆｅｃ ｔｓｏ ｆＴｒｉｂ ｌｋ ｎ ｏｃ ｋｄ ｏｗ ｎｏ ｎ ｌ ｉ ｐ ｉｄｄ ｒｏｐ
ｌ ｅ ｔｓ ｉ ｎｂ ｅ ｒ ｂ ｅ ｒ ｉ ｎ ｅ

－

ｔ ｒｅａ ｔ ｅｄ

ａｄ ｉｐｏｃｙ ｔｅｓ ．Ａ ｆｔｅ ｒｂｅ ｒｂ ｅ ｒ ｉ ｎ ｅｔ ｒｅａｔｍ ｅ ｎ ｔａｎｄ ｉ ｎｄ ｕｃｅｄｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ３Ｔ３
－Ｌ １ｃｅ ｌ ｌ ｓ

，ｔｈｅ

Ｈ ３ ３ ３ ４２ａ ｎｄＢＯＤ Ｉ ＰＹ ｌ ｉ

ｐ
ｉ ｄｄ ｒｏ

ｐ
ｌ ｅ ｔｓ ｔａ ｉ ｎ ｉ ｎ

ｇ
ｒｅ ｓｕ ｌ ｔ ｓｗ ｅ ｒｅｏｂ ｔａ ｉ ｎ ｅｄ ．Ｓ ｃ ａ ｌ ｅｂ ａ ｒ ：２ ００

 ｜

．ｕｎ ．

１ ０ ９
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３ ．２７＞访 ／ 敲低对小檗碱处理的脂肪细胞呼吸代谢水平的影响

进
一

步本研究采用 Ｓ ｅａｈ ｏ ｒ ｓｅ 能量代谢仪测定细胞的呼吸代谢水平 。 三氟 甲氧基

親基氰化物苯腙 （ Ｔ ｒ ｉ ｆｌ ｕｏ ｒｏｍ ｅ ｔ ｈｏｘ
ｙ
ｃａｒｂｏ ｎ

ｙ
ｌ ｃ
ｙ
ａｎ ｉ ｄｅ

ｐ
ｈ ｅｎ

ｙ
ｌ ｌ ｉ ｙ

ｄ ｒａｚｏ ｎ ｅ
，
ＦＣＣ Ｐ ） 加入后

使线粒体呼吸链氧化和磷酸化解偶联 ， 使线粒体不受底物影响进行代谢产热 ， 测定

数值代表线粒体最大呼吸代谢能力 。 结果显示 ， 小檗碱提高脂肪细胞最大呼吸代谢

水平 ， 而干扰 也能抑制小檗碱的功能 。

Ｏ ｌ
ｉ

ｇ ｏｍｙ
ｃ ｉ ｎＦＣＣ Ｐ Ｒｏ ｔｅ ｎｏ ｎｅ

８００
－

］ ， ， ，

—Ｃｏ ｎ ｔｒｏ ｌ

！一Ｍｏｄｅ ｌ

■—Ｂｅ ｒｂｅｎ ｎ ｅ

６００
－

 ｊ １ 了 Ｉ Ｂｅ ｒｂｅ ｒ ｉ ｎ ｅ＋ ｓ ｉ ＲＮＡ

０５ １  ０ １  ５２ ０２ ５３ ０３ ５４０４ ５５０５ ５

Ｔ ｉｍｅ
 （

ｍ ｉ ｎ
）

Ｆ ｉｇ ｕ ｒｅ４ －

１ ６Ｅ ｆｆｅｃ ｔ ｓｏｆＴｒｉｂ ｌｋｎ ｏ ｃｋｄ ｏｗ ｎｏｎｒｅｓｐ ｉ ｒａ ｔｏｒｙ
ｍ ｅ ｔａ ｂｏ ｌ ｉ ｃ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ ｉ ｎｂｅ ｒｂ ｅ ｒ ｉ ｎ ｅ －

ｔ ｒｅａ ｔｅｄａ ｄ ｉ ｐｏｃｙｔｅ ｓ ．Ｍ ｅａ ｓ ｕ ｒｅｍ ｅｎｔ ｏ ｆ ｃｅ ｌ ｌｒｅ ｓ
ｐ

ｉ ｒａｔｏ ｒ
ｙ
ｍ ｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ ｌ ｅｖｅ ｌ ．Ｄ ａ ｔａａ ｒｅ

ｐ
ｒｅ ｓｅｎｔｅｄ

ａ ｓｍ ｅａｎ土ＳＤ
（
ｎ

＝
８

）
．＜０ ． ００ １ ｔｈ ｅＣ ｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

ｇ
ｒｏ ｕ ｐ ；

＊ ＊ ＊

尸 
＜

０ ？ ００ １ｖｓ ．ｔｈｅｏｂ／ｏ ｂ
ｇ

ｒｏ ｕ ｐ
．

３ ．３７ＷＡ ／ 敲低对小檗碱处理的脂肪细胞呼脂肪合成分解的影响

ＲＴ－ ＰＣ Ｒ 结果显示 ， 小檗碱可 以提高脂肪甘油三酯脂肪酶 （
Ａｄ ｉ

ｐ
ｏ ｓ ｅｔ ｒ ｉ

ｇ
ｌ

ｙ
ｃｅ ｒ ｉ ｄ ｅ

ｌ ｉ

ｐ
ａｓｅ

， 
ＡＴＧ Ｌ

）
及激素敏感性脂肪酶 （

Ｈ ｏ ｒｍ ｏ ｎ ｅｓｅｎ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖｅ ｌ ｉ

ｐ
ａｓｅ

，Ｈ Ｓ Ｌ
）脂肪分解相关基因

的表达 ， 并促进脂肪代谢相关基因 的表达 ， 而这些功能是与 ７ＷＷ 的表达是相关的 。

４ １

■Ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ

■Ｍｏｄ ｅ ｌ

ｌ■Ｂｅ ｒｂｅ ｒ ｉ ｎ ｅ

■ＩＢｅ ｒ ｂｅ ｒ ｉ ｎｅ ＋ ｓ ｉ ＲＮＡ

３
－

｜

Ｉ
２

． Ｉ

ｌ ｉ ｉＵｌｌ ｉ ｌ ｉ ｌ ｉ ． ｉ ｉＵ
Ｔ ｒ ｉ ｂ ｌＡ ＴＧ Ｌ Ｈ Ｓ Ｌ Ｌ ｅ

ｐ
ｔ ｉ ｎＡ ｃ ａ ｃ ａ Ｐ Ｐ ＡＲ －

ｙＰＧＣ －

１ ａ

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ４ －

１ ７Ｅ ｆｆｅｃ ｔｓｏｆＴｒ ｉｂ ｌｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎｂｅ ｒｂｅ ｒ ｉ ｎ ｅ－

ｔ ｒｅａ ｔｅｄａｄ ｉｐｏｃｙ ｔｅｓｅｘｈ ａ ｌ ｅｄ

ｎ ｏ
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ｌ ｉｐｏ ｌｙｓ ｉｓ ．Ｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆ
ｇｅ

ｎ ｅ ｓｒｅ ｌ ａｔｅｄｔｏ ｌ ｉｐｏ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓａｎｄｌ ｉ

ｐ
ｏ －ｍ ｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ ．Ｄ ａｔａａｒｅ

ｐｒｅ ｓｅｎ ｔｅｄ

ａ ｓｍｅａｎ士ＳＤ（
ｎ 

＝
８

）
．

＃

尸 ＜
０ ． ０ ５

，

邱
尸 
＜ ０ ． ０ １ｖｓ ．ｔｈｅＣｏｎｔｒｏ ｌ

ｇ ｒｏｕｐ ；

＊

Ｐ ＜
０ ． ０５

，０ ． ０ １
，

＊ ＊ ＊

／
＞

＜
０ ． ０ ０ １ｖｓ ．ｔｈｅｏｂ／ｏｂ

ｇｒｏｕｐ ．

４ 小结

通过 ＲＴ－ＰＣＴ 和细胞呼吸代谢水平测定 ， 在 ３Ｔ３ －Ｌ １ 细胞上对小檗碱与 ７ＷＷ 的

关系进行探宄 。 结果显示小檗碱处理能提高脂肪细胞 ７ＨＷ 和脂肪代谢相关基因 的

表达 ， 并减少脂质 的蓄积提高细胞的呼吸代谢水平 ， 但加入 ｓ ｉＲＮＡ 敲低 ７ＷＷ 后 ，

小檗碱提高细胞呼吸代谢的作用被抑制 。 这些结果提示我们小檗碱抑制肥胖提高棕

色脂肪细胞代谢水平的作用与 ７Ｈ６ ／ 相关 。

讨论

为 了探究小檗碱对棕色脂肪能量代谢的作用 ， 我们选用褪黑素作为阳性对照药

物 。 褪黑素是松果体分泌的
一

种吲哚杂环类激素 ， 在调节昼夜节律 中起主要作用 ，

目 前关于褪黑素与能量代谢和肥胖的关系 己有非常充分的研宄 。 褪黑素调节能量平

衡和抗肥胖的作用取决于 多种机制 。 对幼年动物给与褪黑素补充疗法可 以减少体重

增加和 内脏脂肪的沉积 １

１ ８
］

， 对肥胖动物在饮用水中给与褪黑素治疗 ， 也表现 出体重

和 内脏脂肪的显著减少 。 除此之外 ， 接受褪黑素治疗的大 鼠显示核心体温升高 ， 表

现 出产热增大和能量消耗增加 ， 进
一

步研宄发现褪黑素可 以激活棕色脂肪组织 中 的

营养和代谢并促进 白色脂肪组织的棕色化 ［
Ｉ ９

，

２ Ｕ
１

。 我们 的结果显示阳性药褪黑素和小

檗碱治疗后 ， 肥胖小 鼠棕色脂肪细胞脂滴变小 ， 且明显减少脂质在肝细胞的堆积 ，

改善肝脏组织空泡 。 但褪黑素对肥胖小 鼠 的炎症水平和线粒体动力学无明 显作用 ，

显示 出 与小檗碱不同的药物作用机理 。

目 前 已有研宄支持小檗碱在治疗非酒精性脂肪肝 、 肥胖症和糖尿病等代谢性疾

病 中 的作用 ， 其中涉及到的主要分子靶标包括 ＬＤＬＲ 、 ＡＭＰＫ 和 ＰＰＡＲ 等 。 小檗

碱还可 以通过 Ｃ ／ＥＢ Ｐａ 和 ＰＰＡＲ
ｙ 途径抑制前脂肪细胞的增殖和脂质蓄积 。 Ｃ ／ＥＢ Ｐａ

对于脂肪发育是至关重要的 。 Ｃ ／ＥＢ Ｐａ 和 ＰＰＡＲＹ 通过共 同作用 ， 在脂肪发生的最后

阶段诱导脂肪特异性基因 的表达 ， 建立成熟的脂肪细胞表型 ［

２ １

１

。 有趣的是 ， 可

以作为分子支架 ， 连接 Ｃ ／ＥＢ Ｐａ 到 Ｃ０ Ｐ １ 中 以促进泛素化降解 １

２ ２
］

， 从而调控肝脏脂

肪生成和血脂水平 ［

２ ３
］

。 而 Ａｍ ａｒ Ｂ ａｈａｄｕｒ Ｓ ｉ ｎｇｈ 等人发现 ， 小檗碱降低 ＬＤＬＲ 缺陷小

鼠的血浆甘油三酯水平并上调肝脏 ＴＲ Ｉ Ｂ ｌ

ｔ
｜ ２

ｌ 提示我们小檗碱存在非 ＬＤ ＬＲ 依赖性

的降血脂机制 。 我们 的研究结果显示 ， 小檗碱的处理可 以提高棕色脂肪组织中 ７Ｈ ／＞ ／

的表达 ， 井提高 ＢＡＴ 脂质代谢水平和产热能力 ， 降低肥胖小 鼠血脂水平 。

ｉｎ
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ＡＭＰＫ 是细胞能量代谢的 中心 ， 由 ＡＭＰＫ 介导的脂肪甘油三酯脂肪酶 （ ａｄ ｉ

ｐｏ ｓｅ

ｔｒ ｉ ｇ ｌｙｃｅｒ ｉｄｅ ｌ ｉｐａ ｓｅ
， 
ＡＴＧＬ ） 表达增加被认为是小檗碱减肥的主要作用机制 ［

２４
］

。 有人提

出 小檗碱的药理作用与二 甲双胍相似 ， 通过抑制线粒体呼吸链复合物 Ｉ活性 ， 调节

ＡＭＰ／ＡＴＰ 的 比例 以促进 ＡＭＰＫ 的激活 ［
２ ５

，

２ ６
］

。 而线粒体呼吸链活性缺陷将诱导二型

糖尿病 中胰岛素抵抗和髙血糖的发展 ［
２ ７

，

２ ８
］

， 因此小檗碱对线粒体呼吸链的具体作用

是个很有趣的 问题 。 我们采用 １ ００ｍｇ／ｋｇ 的剂量给与 小 鼠 ， 发现小檗碱增加小

鼠产热 ， 在 ３Ｔ３
－Ｌ １ 细胞 中 ２ ． ５ ＾Ｍ 的小檗碱使细胞呼吸代谢水平上升 。 同样的有研

究发现 ， 小檗碱可 以促进 白色脂肪的棕色化和棕色脂肪的激活 ， 提高人类和小 鼠 的

代谢和产热水平治疗肥胖 。 其中小檗碱在下丘脑会抑制 ＡＭＰＫ 活性 ， 但依然可 以诱

导产热使小 鼠体重减轻 ［
ｎ

，
２ ９

］

， 因此可 以说明小檗碱治疗肥胖的作用并非 ＡＭＰＫ 依

赖性的 。 除此之外 ， 我们发现文献报道 １ ２ ． ５ ＾Ｍ 、 ２ ５ ｐＭ 和 ５ （＾Ｍ 的小檗碱可 以剂量

依赖性的抑制线粒体复合物 Ｉ活性 ， 从而降低细胞的 ＡＴＰ 和代谢水平 ， 该浓度与提

高 ３Ｔ３
－Ｌ １ 细胞代谢的药物浓度相差 ５

－２０ 倍 。 有研究发现二 甲双胍对线粒体复合物

和线粒体功能的调节与浓度相关 ［
３ Ｇ

］

， 这也提示我们小檗碱的处理浓度可能是线粒体

表现出不同反应的原因 ， 但仍待进
一

步的实验探宄 。

总体而言 ， 我们的研宄结果表明 ， 小檗碱可 以提高棕色脂肪的代谢和产热能力

抑制肥胖 ， 而这些益处在干扰 ７ＷＷ 后被抑制 。 这提示我们小檗碱的作用机制可能

是多途径的 ， 这为小檗碱治疗复杂疾病 ， 如肥胖和糖尿病等代谢疾病提供 了基础 。

结论

小檗碱处理 ｏｂ／ｏｂ 自 发性肥胖小 鼠 ８ 周可以降低小 鼠的体重和血脂水平 ， 减少

脂质在肝脏的堆积并提高棕色脂肪的产热能力 ， 这与 ７ＷＷ 的表达呈正相关 。 本研

宄表明 ， 小檗碱可以提高 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠棕色脂肪中 ７ＷＷ 和线粒体呼吸链复合物 Ｉ ， ＩＩ

和ｍ的表达水平 ， 并增加线粒体拷贝数和线粒体脂肪酸氧化相关基因 的表达水平 ，

提高 了肥胖小 鼠棕色脂肪的线粒体功能 。 而在 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞中加入 ｓ ｉＲＮＡ 干扰

７ＷＷ 的表达后 ， 小檗碱减少脂滴和增加细胞呼吸代谢的能力受到抑制 。 这些研宄结

果表明 ， 小檗碱通过促进 ７ＨＷ 的表达提高棕色脂肪细胞代谢水平 ， 进而抑制肥胖 。
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本研宄通过 ＲＮＡ －

Ｓ ｅｑｕｅｎｃ ｉｎｇ 对 ｄｂ／ｄｂ 小 鼠心肌组织进行测序 ， 筛选调控脂质代

谢抑制肥胖的新靶点 。 在 ４０ 个共同差异基因 中 ， ７ｈ
＿

Ｗ 同时参与多种炎症反应和血

脂水平调控 。 值得注意的是 ， ＴＲ ＩＢ １ 通过与 ＣＯＰ １ 直接相互作用参与 Ｃ ／ＥＢＰａ 的泛

素化 ， 从而影响小 鼠脾脏 、 骨髓和其他器官中 Ｍ２ 型 巨噬细胞的极化 ［
１

］

。 而慢性炎

症反应是肥胖的核心特征 ， 在肥胖动物中 Ｍ １ ／Ｍ２ 型巨噬细胞的平衡被破坏 ， 细胞

极化状态 由抗炎的 Ｍ２ 型转化为促炎的 Ｍ ｌ 型 巨噬细胞 ， 导致炎症反应与全身胰岛

素抵抗 ［
２

］

。 这提示着 ７ＷＷ 可能通过调节 Ｍ２ 型巨噻细胞参与肥胖相关的炎症反应 。

进
一

步的 ， 有研宄发现 ７ＨＷ 在 白色脂肪组织的急性和慢性炎症中升高 。 该研宄

采用 了７ＨＷ 单倍体不足小 鼠 （ ７ＷＷ 杂合敲除小 鼠 ） ， 并给与小 鼠高脂饮食喂养 。

结果显示 ７ＷＷ 敲除抑制 了 高脂饮食诱导的促炎因子表达 ， ７ＨＷ 单倍体不足可防止

高脂饮食诱导 的肥胖Ｗ 。 但本研究结果显示 ， 喂食正常饮食和高脂饮食的野生型和

７ＷＷ 单倍体不足小 鼠之间 的体重或体脂没有显着差异 （ 见附录三 ） 。 在 ８ 周龄的

７ＨＷ 敲除小 鼠 中 ， 血清炎症因子反而显著上升 ， 表明 ７ＷＷ 敲除诱导 了小 鼠 的炎症

反应 ， 也表现 出高脂血症和肥胖 。 这与先前的研宄
一

致 ， 该研宄表明造血细胞中缺

乏 ７ＷＷ 的小 鼠表现出更高的促炎细胞因子基因表达 ［
１

］

。

线粒体是
一

个高度动态的细胞器 ， 它的功能 由线粒体动力学维持 ［
４

，
５

］

。 研究发现

氧化磷酸化与线粒体动力学关系密切 。 线粒体复合物酶活性的抑制 ， 可 以通过调节

ＡＴＰ 水平 ， 影响融合分裂蛋 白 的加工和水解 ， 进而调控线粒体动力学 ［

６
＿

８
］

。 在本研宄

中发现 ＴＲＪＢ １ 与线粒体呼吸链复合物 Ｉ Ｉ Ｉ 亚基 ＵＱＣＲＣ２ 结合 ， 并且 ２＞／Ｗ 敲除降低

了线粒体呼吸链复合物 Ｉ Ｉ Ｉ 的酶活性和脂肪组织 ＡＴＰ 水平 ， 导致线粒体动力学失衡

和线粒体功能障碍 ， 最终 ７ＷＷ 敲除小 鼠表现出棕色脂肪产热降低和脂质代谢异常 。

同样 ， Ｔｏｍａ § ｉ ６ 等人发现编码线粒体呼吸链复合物 Ｉ Ｉ Ｉ 的基因 ＢＣ Ｓ １ Ｌ 的突变可以诱

导肝脏脂肪的积累 ［
９

］

。 此外 ， 本研宄发现在 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞中过表达 ７ＷＷ 显著提

高细胞基础呼吸代谢水平 ， 而加入线粒体呼吸链复合物 Ｉ Ｉ Ｉ 的抑制剂后 ， 细胞呼吸

代谢降低 。 有研宄发现 ， ＵＱＣＲＣ １ 过表达可 以加快复合物 Ｉ Ｉ Ｉ 的催化速率 ， 提高细

胞内 线粒体的呼吸能力 ［
１ （ ）

］

。 染色质免疫沉淀测定表明 ， ＴＲＩＢ １ 可 以与 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪

细胞中 的染色质结合 ， 这表明 ＴＲＩＢ １ 是
一

种潜在的转录调节因子 。 然而 ， ＴＲＩＢ １ 对

ＵＱＣＲＣ ２ 的具体调控作用 需要进
一

步研宄 。 此外 ， 小 鼠 ＢＡＴ 中 ７ＷＷ 的特异性过表

达是否可 以通过增强线粒体功能来增强产热和预防肥胖 ， 仍需进
一

步研究 。

有研究发现小檗碱可 以通过提高小 鼠肝脏 ＬＤＬＲ 和 ＴＲＩＢ １ 的蛋 白表达 ， 从而降

低小 鼠血清甘油三酯水平 ［
１ １

］

。 在我们前面的研宄中 己经 明确 ７ＨＷ 调控棕色脂肪脂

质代谢和产热功能 ， 但对于小檗碱在 ＢＡＴ 能量代谢中 的作用是否与 ７ＷＷ 有关仍需

探宄 。 因此通过灌 胃 给与 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠小檗碱 ８ 周后 ， 对其体重 、 体脂和代谢表型进

１ １ ６
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行测定 。 观察到小檗碱显著降低 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠体重并提高代谢水平后 ， 采用 ｓ ｉＲＮＡ 敲

低脂肪细胞 中 的 ？Ｖ ／Ｗ ， 检测 敲低对小檗碱调控能量代谢的影响 。 证明 ７ＷＷ

调节 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠棕色脂肪能量代谢的功能 ， 是小檗碱提高 ＢＡＴ 产热抑制肥胖的新靶

点 。

总之 ， 本研宄结果表明 ７ＷＷ 是调节小 鼠棕色脂肪细胞代谢产热和线粒体功能

的重要靶点 ， 也作为小檗碱调节棕色脂肪功能抑制肥胖的新机制 ， 有望成为治疗高

脂血症 、 脂肪肝和肥胖等脂质代谢疾病的新靶点 。
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结语与展望

本研宄利用不 同月 龄的 自发性肥胖小 鼠 、 Ｃ５ ７ＢＬ／６Ｊ 小 鼠和 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞 ，

通过 ＲＮＡ －Ｓ ｅ
ｑ
ｕｅｎｃ ｉ ｎｇ 和 ＲＴ－ＰＣＲ 探究 ７ＷＷ 的表达变化 ， 并明确 在脂肪分化

和脂质代谢 中 的作用 。 结果发现 ， 除 了调节血脂和肝脏脂质外 ， 还可 以直接参

与脂肪组织功能 ， 影响脂肪组织的脂质代谢能力 。 我们进
一

步建立 ７ＷＷ 敲除小 鼠

并对其表型进行测定 ， 结果显示 ７ＨＷ 敲除小 鼠血脂水平上升 ， 棕色脂肪细胞脂滴

增大和 ＵＣＰ １ 表达降低 ， 并伴随着瘦素和胰岛素抵抗 ， 提示我们 ７ＷＷ 对棕色脂肪

功能具有调控作用 。 利用 Ｐ ３

－肾上腺素受体激动剂处理 ７ＨＷ 敲除小 鼠 ， 结果表明

７ＷＷ 敲除损害棕色脂肪的脂质代谢和产热功能 ， 这是 ７Ｈ６ ／ 敲除使小 鼠棕色脂肪线

粒体肿胀 ， 线粒体膜结构破坏导致的 。

为阐 明 ７ＨＷ 敲除使小 鼠线粒体结构损伤的原 因 ， 本研究利用原核质粒构建

丁ＲＩＢ １
－ＧＳＴ 融合蛋 白进行 Ｐ ｕ ｌ ｌｄｏｗｎ 实验 ， 并对 敲除小 鼠和野生型小 鼠棕色

脂肪组织进行 ＲＮＡ －Ｓ ｅｑｕ
ｅｎｃ ｉｎｇ ， 检测 ７ｈ

＿

６ ／ 调控棕色脂肪功能的关键分子 。 结果表

明 通过呼吸链复合物调控线粒体功能 。 我们在 ３Ｔ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞中对 ７ＷＷ

靶 点进行验证 。 通过真核质 粒在 ３Ｔ ３
－Ｌ １ 脂肪细胞上过表达 ７ＨＷ ， 利用 ＲＮＡ －

Ｓ ｅ
ｑ
ｕｅｎｃ ｉｎｇ ， 细胞油红染色 ， Ｍ ｉ ｔｏ ｔｒａｃｋｅ ｒ 线粒体染色和 Ｓ ｅａｈｏ ｒｓｅ 能量代谢仪检测验

证 调控棕色脂肪功能的靶点和机制 。

在确定 ７ＷＷ 调节小 鼠线粒体和棕色脂肪细胞的功能后 ， 本研究通过灌 胃 给与

ｏｂ／ｏｂ 小 鼠小檗碱 ， 并利用 ｓ ｉＲＮＡ 在 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞中干扰 ７ＷＷ 的表达 ， 从体 内

外两方面验证小檗碱提高棕色脂肪功能治疗肥胖的分子机制 。 结果表 明小檗碱处理

可 以提高 〇ｂ／ｏｂ 小 鼠棕色脂肪中 ７ｈ
＿

６ ７ 和线粒体呼吸链复合物 Ｉ ， Ｉ Ｉ 和 ＩＩＩ的表达水

平 ， 增加线粒体拷贝数和线粒体脂肪酸氧化相关基因 的表达水平 ， 提高 了肥胖小 鼠

棕色脂肪的线粒体功能 。 在 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞中加入 ｓ ｉＲＮＡ 干扰 ７ＷＷ 的表达后 ，

小檗碱减少脂滴和增加细胞呼吸代谢的能力受到抑制 。 这些研宄结果表明 ， 小檗碱

通过提高 ７ＷＷ 的表达促进棕色脂肪细胞代谢抑制肥胖 。

本课题从体 内外两方面探明 ７ＨＷ 对棕色脂肪组织能量代谢的调控作用 ， 并阐

明小檗碱提高棕色脂肪功能治疗肥胖的分子机制 ， 为代谢性疾病的治疗提供科学依

据 。

但本研宄仍存在
一

些不足之处 ， 虽然通过 Ｐｕ ｌ ｌｄｏｗｎ 实验在体外确定 了ＴＲ ＩＢ １

与线粒体复合物 ＩＩ Ｉ亚基 ＵＱＣＲＣ ２ 结合 ， 但缺少体 内结合验证和蛋 白共定位实验 ， 对

ＴＲＩＢ １ 和 ＵＱＣＲＣ２ 的结合方式仍需进
一

步探究 。 此外 ， 虽然我们在 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细

胞对 ７ＨＷ 进行过表达验证 了７ＷＷ 提高脂肪细胞呼吸代谢的作用 ， 但 ７Ｗ６ ７ 对棕色

脂肪经典产热通路和脂肪因子分泌的影响还需在脂肪特异性过表达小 鼠上进行 。

１ １ ９
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创新点

１ 、 本研宄通过体 内外多种模型证实 了 ７ＨＷ调控棕色脂肪组织代谢产热的作用 ， 为

治疗高血脂 、 肥胖和脂肪等代谢性疾病提供了新靶点 。

２ 、 本研究证 明 ７ＨＷ敲除通过影响 电子呼吸链酶活性破坏 了线粒体动力学稳态 ， 进

而导致线粒体结构损伤和功能障碍 。 阐 明 ７ｈ
＿

Ｗ调控线粒体结构和功能的作用 。

３ 、 首次证明 了小檗碱通过提高脂肪细胞 ７ＷＷ和脂肪代谢相关基因 的表达 ， 减少脂

质 的蓄积提高细胞的呼吸代谢水平 。

１２０
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文献综述一

ＴＲＩＢ １ 在脂质代谢中的作用 ： 从疾病到通路

摘要 ：

Ｔｒ ｉｂｂ ｌ ｅ ｓｈｏｍｏ ｌｏｇ
１（ ７Ｗ６ ／ ） 是 Ｔｒ ｉｂｂ ｌ ｅ ｓ 假蛋 白激酶家族的成员 ， 广泛表达于多

种组织 中 ， 例如骨髓 、 骨骼肌 、 肝脏 、 心脏和脂肪组织 。 可作为分子支架干扰

细胞周 期 ， 促进肿瘤细胞增殖 ， 抑制细胞凋亡 。 最近 ， 全基因组关联分析发现 ７＞ ／６ ７

与血脂水平密切相关 。 可 以通过调控血脂水平 、 炎症反应和儿茶酚胺抵抗等参

与代谢性疾病的发展 。 鉴于 ７ＷＷ 的重要生物学功能 ， 迄今为止发表的评论还不够

全面 。 因此 ， 本文回顾 了７ＷＷ 研宄的进展 ， 旨在探索其在脂肪代谢性疾病 中 的作

用 。

关键词 ： ＴＲ ＩＢ １ ， 假激酶家族 ， 急性髓系 白血病 ， 心血管疾病

Ａｂｓ ｔｒａｃｔ ：Ｔｒ ｉｂｂ ｌｅ ｓｈｏｍｏ ｌｏｇ
１

（
Ｔｒ ｉｂ ｌ

）
ｉ ｓａｍｅｍ ｂｅｒｏｆ ｔｈｅＴｒ ｉｂｂ ｌ ｅ ｓ

ｐ
ｓ ｅｕｄｏ

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎｋ ｉｎａ ｓｅ

ｆａｍ ｉ ｌ

ｙ
ａｎｄ ｉ ｓｗ ｉ ｄｅ ｌｙ

ｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓｅｄ ｉ ｎｖａｒ ｉ ｏｕ ｓｔ ｉ ｓ ｓｕ ｅ ｓ
，ｓｕｃ ｈａ ｓｂｏｎ ｅｍ ａ ｒｒｏｗ

，ｓｋｅ ｌ ｅｔａ ｌｍ ｕ ｓ ｃ ｌｅ
，

ｌ ｉｖ ｅ ｒ
，
ｈｅａ ｒｔａｎｄａｄ ｉ

ｐ
ｏ ｓ ｅｔ ｉ ｓ ｓ ｕｅ ．Ｔｒ ｉｂ ｌｃａｎａｃｔａｓａｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌａｒｓｃ ａ ｆｆｏ ｌｄｔｏ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｗ ｉ ｔｈｔｈｅ

ｃ ｅ ｌ ｌｃｙｃ
ｌ ｅ

，ｐ ｒｏｍｏｔｅｔｕｍｏ ｒｃｅ ｌ ｌ

ｐ
ｒｏ ｌ ｉ ｆｅ ｒａｔ ｉｏｎ

，
ａｎｄ ｉ ｎｈ ｉｂ ｉ ｔａｐｏｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓ ．Ｒｅｃ ｅｎ ｔ ｌｙ ，ｇｅｎｏｍｅ

－ｗ ｉｄ ｅ

ａ ｓ ｓｏ ｃ ｉ ａｔ ｉｏｎａｎａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓｆｏｕｎｄｔｈａｔＴｒ ｉｂ ｌｗ ａｓａ ｓ ｓｏｃ ｉ ａｔｅｄｗ ｉ ｔｈａ ｌ ｌｃ ｉ ｒｃｕ ｌ ａｔ ｉｎｇ
ｌ ｉ

ｐ
ｉｄ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓ ．Ｔｒ ｉｂ ｌ

ｃａｎ
ｐａ

ｒｔ ｉ ｃ ｉ

ｐａ
ｔｅ ｉｎｔｈｅｄｅｖ ｅ ｌｏｐｍ ｅｎ ｔｏ ｆ ｍ ｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｃｄ ｉ ｓｅａｓｅ ｓｂｙ

ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉｎｇ
ｂ ｌｏｏｄ ｌ ｉｐ ｉｄ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ

，

ｉｎｆｌ ａｍｍ ａｔｏ ｒｙｒｅ ｓｐｏｎ ｓｅａｎｄｃａｔｅ ｃｈｏ ｌ ａｍ ｉ ｎｅｒｅ ｓ ｉ ｓ ｔａｎｃｅ ．Ｇ ｉｖ ｅｎｔｈ ｅ ｉｍｐｏ ｒｔａｎｔｂ ｉ ｏ ｌｏｇ ｉ ｃａ ｌ

ｆｕｎ ｃ ｔ ｉｏｎ ｓ ｏｆ Ｔｒ ｉｂ ｌ
， 

ｔｈ ｅｒｅｖ ｉ ｅｗ ｓ
ｐ
ｕ ｂ ｌ ｉ ｓｈｅｄｔｏｄ ａｔｅａｒｅｎｏ ｔ ｃｏｍｐ ｒｅｈｅｎ ｓ ｉｖ ｅｅｎｏｕｇｈ ． Ｔｈ ｅ ｒｅｆｏ ｒｅ

，

ｔｈ ｉ ｓａｒｔ ｉ ｃ ｌｅｒｅｖ ｉｅｗｓｔｈｅｐｒｏｇｒｅ ｓ ｓｏｆＴｒ ｉｂ ｌｒｅ ｓｅａｒｃｈ
，ａ ｉｍ ｉ ｎ

ｇｔｏｅｘｐ
ｌ ｏｒｅ ｉ ｔｓｒｏ ｌ ｅ ｉｎｆａｔ

ｍｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍｄ ｉ ｓｅａ ｓｅｓ ．

Ｋｅｙｗｏ ｒｄ ｓ ：Ｔｒ ｉｂ ｌ
＾ｐ

ｓ ｅｕｄｏｋ ｉｎａ ｓｅｆａｍ ｉ ｌ

ｙ ，ａｃｕｔｅｍｙｅ ｌｏ ｉ ｄ ｌ ｅｕｋｅｍ ｉ ａ
，ｐ ｒｏ ｓ ｔａｔｅｃａｎ ｃｅ ｒ

，ｔｕｍｏ ｒ

ｄ ｒｕｇ
ｒｅ ｓ ｉ ｓ ｔａｎｃｅ

，
ｃ ａｒｄ ｉ ｏｖａ ｓｃｕ ｌ ａｒｄ ｉ ｓｅａ ｓ ｅ

经基因组测序证实 ， 几乎所有酶家族都包括假激酶 同系物 。 在人类激酶组中约

有 １ ０％的激酶因缺乏必需催化基团 ， 被命名 为假激酶 ［
１

］

。 Ｖａ ｌ

－Ａ ｌ ａ
－

Ｉ ｌ ｅ
－Ｌｙ ｓ（ ＶＡ ＩＫ ） 是

激酶催化核心基序 ， 假激酶蛋 白 缺失
一

个或多个催化基序 ， 因此不具有或者只有较

低的激酶活性 １

２
］

。 但假激酶仍在各种细胞过程 中起着关键作用 。 目 前的研宄将假激

酶功能主要分为 四类 （ １ ） 变构激活剂 。 假酶 的变构结合可 以正 向或负 向调节相

关蛋 白 的催化活性 。 （ ２ ） 竞争性抑制剂 。 假酶缺乏催化基序 ， 但可 以高亲和力结合

１ ２ １
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底物以拮抗活性激酶 ， 或隔离底物免受酶促水解或去磷酸化 。 （ ３ ） 蛋 白质复合物组

装分子支架 。 作为蛋 白质相互作用域 ， 假酶可 以使蛋 白质复合物组装成核 ， 促使酶

和底物靠近 ， 或调节特定运输途径或细胞器 中 的蛋 白质定位等 。 （ ４ ） 蛋 白质开关 。

假酶结构域可 以作为翻译后修饰的受体 ， 例如泛素化 、 磷酸化或水解 ， 这可 以促进

构象转换诱导下游效应器功能 。

Ｔｒ ｉｂｂ ｌ ｅ ｓ 是
一

个假性蛋 白激酶家族 ， 是人类 ＣＡＭＫ 亚家族激酶 （ Ｃａ
ｈ

／ｃａ ｌｍ ｏｄｕ ｌ ｉｎ－

ａｃｔ ｉｖ ａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅ ｉｎｋ ｉｎａｓｅ ）

的分支 
， 有三个 同源蛋 白序列 

， 包括 ＴＲ ＩＢ １、 ＴＲ ＩＢ２
和 

ＴＲＩＢ ３
［
２

］

 。

由序列分类学得出 ， ＴＲＩＢ２ 基因序列是 Ｔｒ ｉｂｂ ｌ ｅ ｓ 家族中最原始的序列 。 ＴＲＩＢ ２ 的直

系 同源物可 以追溯到最古老的后生动物 ， 如刺胞动物和海绵 ， 而 ＴＲ ＩＢ Ｉ 和 ＴＲＩＢ ３ 直

系 同源物仅限于后来的后生动物谱系 ［
７

］

。 虽然蛋 白起源时间不 同 ， 但 Ｔｒｉｂｂ ｌ ｅ ｓ 蛋 白

家族都 由三个独立的结构域组成 ，

一

个富含 ＰＥＳＴ 序列 的非结构化 Ｎ 端结构域 、

一

个中央保守 的假激酶结构域和
一

个 Ｃ 末端 ［
Ｗ Ｇ

］

。 Ｔｒ ｉｂｂ ｌｅ ｓ 家族相似的 Ｃ 末端可结合

Ｃ０Ｐ １ 泛素连接酶 ， 作为分子支架与 Ｃ ／ＥＢＰ 底物之间形成三元复合物 ， 从而调节肿

瘤相关转录因子 Ｃ ／ＥＢＰ ｓ 的泛素化降解 Ｕ叱 更广泛地说 ， Ｔｒ ｉｂｂ ｌ ｅ ｓ 蛋 白家族包含额外

的保守序列基序 ， 允许它们调节 ＭＡＰＫ 和 ＡＫＴ 等信号通路的传导 ， 参与癌症 、 炎

症 、 代谢和神经系统疾病等 ［
１ １

］

。

人类 ７ＷＷ 基因位于 ８ 号染色体 ｑ
２４ 区域 ， 氨基酸序列高度保守 ， 在人和小 鼠之

间序列 同源性达 ９７ ． ５ ％ 。 ＴＲＩＢ １ 蛋 白在多种器官组织如心 、 肝 、 脾 、 脂肪和骨髓中

广泛表达 ， 且具有重要的调节功能 。 ７ＷＷ 基因和 ＭＹＣ 原癌基因位于 同
一

基因座 ，

８ｑ
２４ 基因座在几种癌症类型 中被扩增 ， 它与多种癌症的关系 已有报道 ［

１ ２
］

。 研宄发现

７ＷＷ 的过表达通过增加 ＭＥＫ １ ／ＥＲＫ 活性 ［
１ ３

］

， 促进急性髓性 白血病的发展 。 在三阴

性乳腺癌中 ， ７ＷＷ 的敲低使 ＮＦ －ｋＢ 活性和 ＡＫＴ １ 的磷酸化受到抑制 ， 增加癌细胞

对凋亡信号的敏感性 ［
１ ４

］

。 在结直肠癌 中 ， ７ＨＷ 通过激活 ＦＡＫ／Ｓ ｒｃ 和 ＥＲＫ 通路促进

细胞迁移和侵袭 ［
１ ５

］

。 除此之外 ， ７ＷＷ 还通过 Ｃ ／ＥＢＰ ｓ 、 Ｆ０ＸＰ３ 蛋 白影响 巨噬细胞和

调节性 Ｔ 细胞的功能 ｔ
１ ６

］

。

之前 已有文献对 Ｔｒｉｂｂ ｌ ｅ ｓ 家族在肿瘤和免疫方面的发展做 出综述 ， 但单独关于

ＴＲＩＢ １ 蛋 白在炎症 ， 心血管疾病和脂代谢方面的综述仍有欠缺 。 因此我们将 回顾总

结 实验研宄取得的最新进展 ， 并通过概述它们在脂质代谢相关疾病 中 的生物

学意义 ， 为疾病治疗提供新的策略 。

１ ．７ＷＷ 与髙血脂症

１ ． １ 全基因组关联分析

在超过 ８０ ００ 例个体 的全基 因组关联分析 （ Ｇｅｎｏｍｅ
－ｗ ｉｄｅａｓ ｓｏｃ ｉ ａｔ ｉｏｎａｎａｌ

ｙ
ｓ ｉ ｓ

，

１２ ２
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ＧＷＡ Ｓ ） 发布数据 ［
１ ７

，
１ ８

］

， 在过去十年中 ， 超过 １ ７５ 个基因位点与血清 ＴＧ 、 ＣＨＯ 、

ＬＤＬ 和 ＨＤＬ 水平密切相关 。 其 中大多数基因特异相关于
一

种或两种脂质 ， 而
一

些

基因 ， 如 Ｓｗｇｐ ｉ ， Ｚ
ｊ
ｐｒ／ ， ７Ｗ６ ／ ， 沿 和 与所有血脂水平相关 ［

１ ９
］

。 在 ２０ １ ３

年进
一

步的研究中 ， 使用全基因组和定制基因分型阵列检查 了 １ ８ ８ ５ ７７ 例个体＠ １

。

研宄确定 了１ ５ ７ 个与血脂水平相关的基因座 ， 其中仅有 Ｃ哗 ， ７ＷＷ ， Ａ也 ／ 和却ｏＷ

四个基因座与所有脂质性状相关 ， 且在这四个基因座中 ， 只有两个 ７ＷＷ 和 却

基因座与冠状动脉疾病相关 。

除 了血浆脂质特征外 ， ＧＷＡ Ｓ 发现 ７ＷＷ 基因座还与脂联素 ［
２ １

］

， ＡＬＴ ［
２ ２

］和糖化

血红蛋 白 ［

２ ３

坤目关 。 脂联素是 由脂肪组织分泌的脂肪因子 ， 主要靶向肝脏和骨骼肌发

挥胰岛素增敏剂作用 。 进
一

步 的研宄 已将脂联素与肝脏脂肪含量 ［
２ ４

］和血脂水平 ［
２ ５

］联

系起来 ， 并降低动脉粥样硬化的风险 ［
２ ６

］

。 最新研宄发现 ７ＷＷ 脂肪特异性敲除小 鼠

的代谢表型得到改善 ， 血浆脂联素水平升高 ， 血浆脂质 降低 。 且 ７ＷＷ 调节脂联素

的分泌 ， 与 已知 的蛋 白酶体调控方式无关 ［
２ ７

］

。 另外还有研究发现 ， 小 鼠肝脏中 ７ＷＷ

的特异性敲除会导致肝脏脂肪变性和 ＡＬＴ 升高 ［
２ ８

】

。 这些研宄证实了ＧＷＡ Ｓ 数据与

体 内 的遗传关联 ， 但 ７ＨＷ 影响血脂的机制仍待体 内 的进
一

步探明 。

１ ．２ 昼夜节律

近来研宄发现 ， 昼夜节律紊乱或缺乏昼夜节律基因 的小 鼠表现 出甘油三酯和胆

固醇代谢改变 ， 并发展为糖尿病 ， 肥胖和代谢综合征 ， 这些研究表 明睡眠稳态在脂

质代谢调节 中起重要作用 ［
２ ９

，
３ Ｑ

】

。 虽然 ７ＨＷ 在小 鼠 中表现出 的昼夜节律性较弱 ， 但

有研究发现 ， 在睡眠限制后 ７ＨＷ 的表达对睡眠稳态的恢复起到 了重要的作用 。 明

暗节律的紊乱会破坏 ＰＣ ＳＫ９／ＬＤＬ 受体调节轴 ， 肝脏 ＢＭＡＬ １ 节律基因紊乱的高脂

血症模型 中 ， 腺病毒介导的 过表达可 以恢复血浆 ＰＣＳＫ９ 水平 ， 增加 ＬＤＬ 受

体蛋 白表达 ， 并恢复缺乏 ＢＭＡＬ １ 肝脏时钟基因 的小 鼠血浆胆固醇稳态 ［
３ １

】

。 有研宄

发现 ＣＯＰ １ 是
一

种高度保守 的 Ｅ３ 泛素连接酶 ， 可在细胞核和细胞质之间穿梭 。 在

植物 中 ， ＣＯＰ １ 定位受光控制 ， 表现出 明 暗节律 ［
３ ２

］

。 我们 已知 ＴＲＩＢ １ 蛋 白 Ｃ 末端可

结合 ＣＯ Ｐ １ 泛素连接酶 ， 作为分子支架参与蛋 白 的调节 ［
３＼ 而在哺乳动物中 ， ７ＷＷ

可 以模拟光对植物 中 ＣＯ Ｐ １ 定位的调控 。 ７Ｈ６ ７ 通过破坏 ＣＯＰ １ 内 的分子 内 相互作用

来阻断 ＣＯＰ １ 的核输 出叫 。 这可能与 ７ＷＷ 恢复睡眠稳态 ， 调节昼夜节律紊乱带来

的高血脂症相关 ， 但其原理仍待探宄 。

２ ．７ＷＷ 与脂肪肝

肥胖症 中脂肪组织的快速扩张会导致炎症和纤维化反应 ， 降低脂肪组织的脂质

１ ２ ３
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储存能力 。 当脂肪组织达到储存极限时 ， 脂肪组织对脂肪酸的摄取和储存减少 ， 过

量的游离脂肪酸会通过 门静脉系统堆积在肝脏 ， 主要 以甘油三酯的形式造成脂肪在

肝脏组织的异位堆积 ［
３ ５

’
３ ６

］

。 在血浆脂质 ＧＷＡ Ｓ 中鉴定 出 ７ＨＷ 与所有血脂指标相关

后 ， 有研究立即在体 内证实这种关联 。 通过腺病毒在小 鼠肝脏特异性过表达 ７ＷＷ ，

结果显示过表达 ７ＨＷ 使血浆胆固醇和 ＴＧ 水平降低 ， 并减少肝脏极低密度脂蛋 白

（ ｖｅｒｙ
ｌ ｏｗ ｄｅｎ ｓ ｉ ｔｙ

ｌ ｉ

ｐｏｐ ｒｏｔｅ ｉ ｎ
，
ＶＬＤＬ ） 的合成和分泌間 。 同样的 ， 在人原代肝细胞中

敲除 ７ＷＷ 可导致甘油三酯转运蛋 白和 ＡＰＯＢ 的表达降低 。 ＡＰＯＢ 蛋 白是 ＶＬＤＬ 和

ＬＤＬ 的主要载脂蛋 白成分 ， ７ＷＷ 通过控制小 鼠脂质转运蛋 白代谢的作用影响血脂

水平 ［
３ ８

］

。

除此之外 ， 还与肝脏脂肪 的从头合成 。 碳水化合物反应元件结合蛋 白

（
ｃａ ｒｂｏｈｙｄ ｒａｔｅｒｅ ｓｐｏｎ ｓｅｅ ｌｅｍ ｅｎ ｔｂ ｉｎｄ ｉｎｇｐ

ｒｏ ｔｅ ｉｎ
，ＣｈＲＥＢＰ ）

是
一

种葡萄糖敏感分子 ， 参

与肝脂异生 。 ７＞ ／６ ｉ 的过表达可 以下调 ＣｈＲＥＢＰ 的 ｍＲＮＡ 和蛋 白水平从而影响脂肪

生成 ［
３ ９

］

。 另外 ， 肝脏特异性敲除 ７ＨＷ 的小 鼠肝脏中脂肪合成基因表达增加 ， 导致

肝脏脂肪变性和急性肝损伤指标升高 。 且 ７ＷＷ 肝脏特异性敲除小 鼠 Ｃ ／ＥＢＰ ｏｃ 蛋 白

表达升高 ， 从而促进脂肪在肝细胞的生成和累积 ， 增加 ＶＬＤＬ 生成 。 值得注意的是 ，

虽然用腺病毒过表达 Ｃ ／ＥＢＰａ 治疗的野生型小 鼠增加 了肝脏脂肪的从头生成和脂肪

变性 ， 但它们的血浆脂质水平并未升高 ［
２ ８

，

４Ｇ
］

。 因此 ７ＷＷ 升高血脂的作用可能是独

立于 Ｃ ／ＥＢＰａ 影响 的脂肪生成的 ， ７ＷＷ 影响血脂的机制仍待进
一

步探宄 。

３ ．与肥胖

３ ． １ 巨噬细胞和炎症反应

在巨噬细胞极化中 的关键作用 已被报道 。 研宄发现 ７ＷＷ 通过募集 Ｃ０Ｐ １

泛素连接酶 ， 介导 Ｃ ／ＥＢ Ｐａ 的降解 ， 从而影响 Ｍ２ 型巨噬细胞的分化 〖
４ １

］

。 ７ＨＷ 还参

与 ＴＯＬＬ 样受体介导的 巨噬细胞信号传导 ， 影响 巨噬细胞功能 ［
４ ２

］

。 另外 ， ７ＨＷ 通

过 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ 信号通路调控 Ｍ ｌ 和 Ｍ２ 型 巨噬细胞极化 ［

４ ３
］

。 但值得注意的是 ， Ｔａｋａｓｈ ｉ

Ｓａｔｏｈ 等人还将 ７ｈ
＿

Ｗ 在 Ｍ２ 型巨噬细胞分化中 的作用扩展到脂肪组织 。 造血细胞 中

敲除 ７ＷＷ 的小 鼠脂肪组织 中 Ｍ２ 型巨噬细胞数量减少 ， 伴随着脂肪组织质量减少 ，

脂肪分解增 ， 并表现出高 ＴＧ 血症和胰岛素抵抗 ， 同时促炎细胞因子增加 ［
４ １

］

。 促炎

性巨噬细胞的募集是肥胖的核心特征 ， 研究发现减轻巨噬细胞炎症或促进 Ｍ２ 巨噬

细胞分化的药物 ， 可以抑制脂肪炎症和肥胖的全身并发症 ［
４４

，
４ ５

］

。 另有文献报道 ， ｒｒ ／ｗ

的表达在小 鼠 ＷＡＴ 的急性和慢性炎症期间被特异性上调 ， 的敲除会降低 白色

脂肪细胞 中 的细胞因子基因表达 ， 并防止高脂肪饮食诱导 的肥胖 。 这些研宄提示

７ＷＷ 可能通过影响 巨噬细胞和炎症反应参与肥胖 ， 但其具体的生理机制还待进
一

１ ２４
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步探宄 。

３ ．２ 儿茶酿胺抵抗

肥胖症 中能量稳态的失调涉及多激素抵抗 ， 除 了瘦素抵抗和胰岛素抵抗外 ， 有研

究观察到肥胖患者的肾上腺素刺激的脂肪分解作用减弱 ， 表现 出儿茶酚胺抵抗 ［
４６

，

４７
］

。

３ 种 Ｐ
－肾上腺素能受体亚型都在脂肪细胞 中表达 ， 其 中

（

３ ３ 肾上腺素能受体 （
ｐ ３

－

ａｄ ｒｅｎ ｅ ｒｇ ｉ ｃ ｒｅｃｅｐ
ｔｏ ｒ ，

Ｐ ３
ＡＲ ） 在人类和小 鼠 中都表现出高效的脂肪分解和产热作用 ［

４ ８
］

。

Ｃ ／ＥＢ Ｐ ｃｔ 是脂肪生成过程中 ｐ ３ＡＲ 基因 的关键转录调节因子 最新研宄发现 ， ７ＨＷ

通过介导 Ｃ ／ＥＢＰａ 的 降解 ， 从而降低脂肪细胞 ｐ ３ＡＲ 的表达 ， 诱导儿茶酚胺抵抗 。

另外 ， 在炎症因子ＴＮＦ －ａ可以通过ＥＰＡＣ ／ＲＡＰ２Ａ ／Ｐ Ｉ
－ＰＬＣ（ ｅｘｃｈａｎｇｅｐ

ｒｏ ｔｅ ｉｎｄ ｉ ｒｅｃｔ ｌｙ

ａｃ ｔ ｉｖａｔｅｄｂｙｃＡＭＰ／Ｒａ ｓ
－

ｒｅ ｌ ａｔｅｄ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎ／ｐｈｏ ｓ

ｐ
ｈｏ ｉ ｎｏ ｓ ｉ ｔ ｉｄｅ

－

ｐ
ｈｏ ｓｐ

ｈｏ ｌ ｉｐａ ｓｅＣ ） 信号通路诱

导 ｐ ３ＡＲ 表达下调 ， 且通过该通路诱导 ７ｈ
＿

Ｗ 的表达加剧儿茶酚胺抵抗的发生 ［
５ Ｑ

］

。

也有研宄发现 ， ７ＨＷ 敲除小 鼠对 ｐ ３ 肾上腺素能受体诱导的产热响应降低 ， 肾上

腺素的处理反而增加 了脂质在小 鼠肝脏的堆积 ［
５ １

］

。 在 ７ＷＷ 敲除小 鼠 中 肾上腺素处

理促进 了脂肪分解 ， 但 ７Ｗ６ ／ 敲除诱导的棕色脂肪线粒体功能障碍使小 鼠脂质利用

能力降低 ， 进而加速 了脂肪在肝脏的异位堆积 １
５ １

］

。 这些研宄说明 ， ７ＨＷ 参与肥胖和

儿茶酚胺抵抗 ， 但 ７ＷＷ 对肾上腺素信号的作用或许还应该在肝脏或者脂肪特异性

敲除的小 鼠上进
一

步观察 。

４ ．７ＷＷ 与动脉粥样硬化

动脉粥样硬化主要是
一

种脂质代谢紊乱疾病 ， 是多种心脑血管疾病的基础 。 动脉

粥样硬化始于 内 皮功能障碍 ， 随后是新 内膜形成 、 脂质积累 、 泡沫细胞形成和斑块

破裂 。 内皮细胞功能障碍会导致炎性细胞因子和趋化因子的产生和释放 ， 随后单核

细胞被募集到病变部位 ， 通过摄取氧化低密度脂蛋 白分化为 巨噬细胞并转化为泡沫

细胞 ， 聚集形成血管斑块 ［

５ ２
，
５ ３

Ｌ ＧＷＡ Ｓ 确定 了７ＨＷ 基因与甘油三酯水平升高相关 ，

而升高的甘油三酯水平增加 了心血管疾病患病风险 【

５ ４
】

。 除此之外 ， 在动脉粥样硬化

的发展 中 ， Ｍ２ 型 巨噬细胞将逐渐被 Ｍ ｌ 型炎性 巨噬细胞取代网 ， 而 ７ＨＷ 的敲除会

通过调控 Ｍ ２ 型 巨噬细胞的分化影响心血管疾病 的发展 １

４ １
］

。 除此之外 ， 在致病条件

下 ， ＭＡＰＫ 与炎性 因 子介导 的血管平滑肌细胞迁移和增殖相关 。 ７＞必 ／ 通过结合

ＭＡＰＫＫ 来调节 ＭＡＰＫ 级联的活性 丨

＂
】

。 最近的研究发现 ７ＨＡ ／ 是 ＭＡ ＰＫＫ４ 在血管

平滑肌细胞中 ＪＮＫ 的负调节剂 ， 可 以减少炎性 因子的趋化并抑制血管平滑肌的迁移

和增生 ［
５ ６

］

。

以上研宄说 明 ７ＨＷ 的表达可 以降低甘油三酯水平升高带来的心血管疾病风险 ，

１ ２ ５
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维持组织损伤修复的 Ｍ２ 型 巨噬细胞的分化 ， 抑制炎性因子的趋化和心血管重构 ，

由此可 以推测 可能是心血管疾病 中 的
一

个有利因素 。 但有趣的是 ， Ｊｏｈｎ ｓｔｏｎ ＪＭ

等最新的实验数据发现 ， 髓样特异性 ７ＷＷ 表达减少会抑制早期动脉粥样硬化的形

成 ， 而 ７ＷＷ 转录水平的增加会带来动脉粥样硬化的发生 。 研宄发现 ７ＷＷ 增加 巨噬

细胞脂质 的积累和关键受体的表达 ， 促进氧化低密度脂蛋 白 的摄取并形成富含脂质

的泡沫细胞 ［
５ ７

］

。 这与前期推测不
一

致的结果或许说明特异性沉默巨噬细胞中 ７ＨＷ

表达的药物治疗 ， 可能需要在动脉粥样硬化的早期采用 。

５ ． 结语与展望

近年来 ， 除 了肿瘤和心血管疾病外 ， 慢性低度炎症和脂代谢障碍等长期疾病也受

到人们 的关注 。 作为假激酶蛋 白 ， ７ＷＷ 在肿瘤发展中 的调控作用是极为重要的 。 同

时 ７ＨＷ 还参与 巨噬细胞的极化 ， 血脂水平的调控和炎症反应 ， 在慢性代谢性疾病

中也发挥着重要的作用 。 但这只是基于 目 前文献的推测 ， 和脂肪代谢 、 炎症和

心血管疾病之间 的联系还待进
一

步的研宄 。
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文献综述二

小檗碱作为抗肥胖药物及其机理分析

摘要 ：

超重或肥胖个体的患病率在全球范围 内迅速上升 。 目 前治疗肥胖症的药物大多

无效或副作用 明显 ； 因此 ， 选择非常有限 。 因此 ， 有必要寻找更有效、 更安全的抗

肥胖药物 。 从中药黄连 （ Ｃａｐ／＾ ｃ／ｚ ／Ｍｍ＾ Ｆｒａｎｃｈ ． ） 中分离 出 的有效成分小檗碱在体

内 和体外均具有抗肥胖作用 。 小檗碱可通过减少脂质合成 、 抑制脂肪生成 、 促进 白

色脂肪组织褐变 、 增加能量消耗和提高胰岛素敏感性来治疗肥胖 。 虽然小檗碱是治

疗肥胖的潜在药物 ， 但其作用和机制 尚未深入分析 。 本综述分析 了小檗碱的抗肥胖

的作用机制和临床研究为肥胖的早期预防和治疗提供关键意义 。

关键词 ： 小檗碱 ， 抗肥胖 ， 脂肪形成 ， 白色脂肪棕色化 ， 胰岛素敏感性
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ｙ

可损害健康的过量脂肪堆积即为超重和肥胖 。 世界卫生组织指 出 ， 身体素质指

数 （ Ｂｏｄｙ
ｍａ ｓ ｓ ｉｎｄ ｅｘ

，
ＢＭ Ｉ ） 等于或大于 ２ ５ 时为超重 ； 大于或等于 ３ ０ 时为肥胖 。 而

１ ９ ７５ 年至 ２０ １ ６ 年间 ， 全球肥胖患病率几乎增加 了 两倍 ， 年龄在 １ ８ 岁及 以上的成年

人 中有 １ ３％为肥胖 。 且肥胖往往会提高心血管疾病 、 糖尿病和癌症等非传染性疾病

的患病风险 ， 严重危害人体健康 。 虽然人们可 以通过选择更健康的食物和定期进行

体育锻炼在中短期 内干预肥胖 ， 达到减重 的 目 的 ， 但长期来看生活环境和遗传 因素

１ ３ １
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很容 易导致肥胖的再次发生⑴ 。 因此 ， 在运动和饮食管理之外增加药物治疗 ， 对于

减重患者是十分有益的 。 但现在用 于治疗肥胖的药物十分有限 ， 目 前美国 ＦＤＡ 批

准可长期控制体重的药物仅有 Ｏ ｒ ｌ ｉ ｓ ｔａｔ （ 奥利 司他 ） 、 Ｌ ｉ ｒａｇ ｌ ｕｔ ｉ ｄ ｅ （利拉鲁肽 ） 、 Ｌｏ ｒｃａｓ ｅ ｒ ｉｎ

（氯卡色林 ） 和 Ｑ ｓｙｍ ｉａ（芬特明 ／托吡酯复方缓释片 ） 四种 。 其 中奥利司他是肠道脂

肪酶抑制剂 ， 通过抑制甘油三酯水解 ， 减少食物 中脂肪的吸收到达减重的 目 的 。 但

该药物的长期使用会造成脂溶性维生素的缺乏 ， 以及 胃肠道功能紊乱 Ｐ ，
３

］
。 Ｌ ｉ ｒａｇ

ｌ ｕ ｔ ｉ ｄｅ

为 ＧＬＰ －

１ 类似物 ， 伴有低血糖和急性胰腺炎的风险 ， 且单
一

的注射剂型不利于长期

使用 。 Ｌｏ ｒｃａｓｅｒ ｉｎ 作用于 ５
－轻色胺受体 （ ５ －ＨＴ２Ｃ ） ， 为拟交感神经类药物 ， 可以减少

食欲 ， 但其长期使用有潜在的心脏瓣膜病和癌症风险 【
４

，
５

］
。 Ｑ ｓｙｍ ｉ ａ 为中枢神经类减

肥药 ， 伴有头痛 、 失眠 、 便秘和眩晕等副作用 【
６

，

７
］
。 此外 ， 还有更多 的减肥药物因为

强烈 的副作用被撤回 ， 如 ： 氟苯丙胺 （心脏病 ） 、 阿米雷司 （ 阻塞性肺高压 ） 、 芬特

明 （失眠 ， 致死性肺高压 ） 、 利莫那班 （ 精神反应 ， 抑郁和焦虑 ， 自 杀风险 ） 等 ［
８

］

。

因此开发安全有效的新型抗肥胖药物具有极大的临床意义及经济价值 。

小檗碱是中药黄连 （ Ｃｏｐｔｏ ｃ ／ｚ ／ｒｔｅ ／ｗｈ Ｆ ｒａｎｃｈ ） 中分离得到的异喹啉生物碱 ， 最初

用于治疗腹泻％ 随着传统医药发展 ， 利用现代物理 、 化学技术和现代医药学理论

对小檗碱进行 了系统的研宄 。 除 了腹泻 ， 体外和体 内研宄表明 ， 小檗碱可用于神经

退行性疾病 、 肿瘤 、 动脉粥样硬化 、 高血脂和 ２ 型糖尿病等多种疾病 ［
１ Ｑ

，

ｎ
］

。 小檗碱

是
一

种阳离子生物碱 ， 但其水溶性低 ， 肠道吸收和生物利用度差 ［
１ ２

］

。 尽管如此 ， 在

大量动物模型 中小檗碱己被证 明存在 良好药理作用 。 研宄发现小檗碱可 以通过激活

ＡＭＰＫ 活性 、 抑制炎症反应和改善肠道菌群等多种机制治疗疾病 。 更重要的是 ， 在

大多数动物研宄和临床试验中 小檗碱显示出低毒性＠
１ ４

１

， 这使其临床使用安全 ， 支

持其在疾病中 的应用前景 。

研究发现小檗碱在肥胖等脂质代谢类疾病 中具有多靶标活性 。 小檗碱可 以上调

大脑中 的血清素水平 ［
１ ５

］

， 并增加 ＧＬＰ －

１ 、 食欲素 Ａ 和 ＮＰＹ 的表达上调 ， 减少小 鼠

的食物摄入量和体重 ［
１ ６

］

。 在高脂喂养的小 鼠 中 ， 小檗碱通过减少脂质积累和增强线

粒体数 目 、 产热标志物 （包括 ＰＧＣ －

ｌ ａ 、 Ｃ ｉｄｅａ 和 ＵＣＰ １ ） 和棕色脂肪活性 ， 提高产

热抑制肥胖 ｔ

１

％ 特别的是 ， 小檗碱可以刺激腹股沟 白色脂肪组织棕色化 ， 增加产热

标志物的表达 以及线粒体生物发生 ［
１ ８

］

。 另外 ， 小檗碱可 以调节肠道拟杆菌 门 、 厚壁

菌 门 、 双歧杆菌和乳杆菌属物种 比例 ， 降低体重和血脂水平 ［
１ ９

］

。 除此之外 ， 小檗碱

还具有明显的降血糖 、 降血脂 、 保肝 、 抗炎等作用 。 因此 ， 小檗碱被认为是治疗代

谢疾病最有前景的天然产物之
一

。 在这篇综述中 ， 我们全面地总结 了 小檗碱在肥胖

治疗中 的药理学进展和临床数据 。 为小檗碱在代谢性疾病治疗中 的基础研宄 、 药物

开发和临床应用提供有价值的参考信息 。

１ ３ ２
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１ 脂肪形成

由于机体摄入和消耗的能量长期失衡 ， 过多 的能量 以甘油三酯的形式存储在 白

色脂肪细胞中 ［
２ Ｑ

］

。 这
一

过程伴随着前脂肪细胞的增殖分化和脂质储存增多带来的细

胞肥大 ， 最终导致脂肪组织体积增生 ， 表现为肥胖 ［
２ ｜

］

。 在哺乳动物细胞中 ， ＰＰＡＲ Ｙ

和 Ｃ ／ＥＢ Ｐｓ 被认为是脂肪形成的关键早期调节剂 而 ＳＲＥＢＰ １ ，ＣＲＥＢ 等可 以通

过诱导和影响 ＰＰＡＲ Ｙ 调节脂肪分化和代谢 ［
２ ５

＿２７
］

。 除此之外 ， ４ 型葡萄糖转运蛋 白

（ Ｇ ｌｕｃｏ ｓｅｔｒａｎ ｓｐｏｒｔｅ ｒｔｙｐ
ｅ４

，
ＧＬＵＴ４ ） ， 脂蛋 白脂肪酶 （ ｌ ｉｐｏｐｒｔｅ ｉ ｎ ｌ ｉ

ｐａ ｓｅ
，
ＬＰＬ ） ， 硬脂

酰辅酶Ａ去饱和酶 （ ｓ ｔｅａｒｏｙ
ｌ

－Ｃ ｏＡｄ ｅ ｓａｔｕ ｒａｓｅ
，

ＳＣＤ ） 和脂肪酸合酶 （ Ｆ ａｔ ｔｙ

ａｄｄｓｙｎ ｔｈ ａ ｓ ｅ
，

ＦＡ Ｓ ） 等蛋 白 也参与脂肪 的形成和脂质 的储存 ［

２ ８
］

。

体外研宄表明 ， 小檗碱可 以通过降低 ＰＰＡＲｙ 和 Ｃ ／ＥＢ Ｐａ 的基因和蛋 白水平 ， 抑

制 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞的增殖分化 ， 减少脂肪细胞的数 目 并抑制脂质 蓄积 ， 从而达到

抗肥胖的作用 ［
２ ９

］

。 此外 ， 小檗碱也能通过 甾 醇调节元件结合蛋 白 ｌ ｃ（ Ｓ ｔｅ ｒｏ ｌｒｅｇｕ ｌ ａｔｏ ｒｙ

ｅ ｌ ｅｍｅｎｔ ｂ ｉｎｄ ｉ ｎｇ ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎ －

ｌ ｃ
，
ＳＲＥＢＰ －

ｌ ｃ ） ， 乙酰辅酶Ａ竣化酶 （ Ａｃｅｔｙ ｌ

－ＣｏＡ ｃａｒｂｏｘｙ ｌ ａｓｅ
，

ＡＣＣ ） ， 酰基辅酶 Ａ 合酶 （ Ａ ｃｙ
ｌ

－Ｃ ｏＡ ｓｙｎ
ｔｈ ａｓ ｅ

，
ＡＣ Ｓ ） 等蛋 白减少脂肪和胆固醇的合

成 ［
３ （ ）

］

。 体 内研究表明 ， 小檗碱可降低高脂喂养小 鼠体 内脂肪生成相关酶的表达 ， 包

括 ＡＣＣ 和 ＦＡＳ
［
３ １

］

。 另外 ， ＡＭＰＫ 通路作为细胞能量传感器的 中央调节器 ， 可 以调

控细胞器的生物发生 ， 细胞代谢 ， 细胞增殖和分化 ［
３ ２

］

。 目 前研宄发现 ＡＭＰＫ 信号通

路的激活可 以增加机体能量消耗并减少脂质 蓄积和脂肪形成 ［
３ ３

，

３ ４
］

。 小檗碱可 以通过

激活 ＡＭＰＫ 通路提高胰岛素敏感性并抑制肥胖的发生 Ｉ
３ ５

］

。 除此之外 ， 小檗碱通过

降低半乳糖凝集素 （ ｇａ
ｌ ｅｃ ｔ ｉｎ －

３
，Ｇ ａ ｌ

－

３ ） 启动子活性 ， 来抑制脂肪细胞的分化和增殖

。 这些结果表 明 ， 小檗碱可 以通过抑制脂肪生成 ， 减少脂肪堆积 。

２ 增加机体能童消耗

２ ． １ 促进脂肪棕色化

哺乳动物的脂肪主要有两种类型 ， 即储能型 的 白色脂肪组织和耗能的棕色脂肪

组织 。 其 中 ＷＡＴ 将机体多余的能量转化为甘油三酸酯存储在细胞 中 ， 而 ＢＡＴ 包含

大量线粒体 ， 其 中高水平的 ＵＣ Ｐ １ 蛋 白会 以非战栗性产热的方式消耗生物能散发能

量 ， 以维持人体温度和能量消耗 【

３ ７
．

３ ８
］

。 最近 ， 在 ＷＡＴ 中发现 了第三种类型 的脂肪细

胞 ， 称为米色脂肪细胞 ， 它与经典褐色脂肪细胞相似 ， 具有高水平的 ＵＣ Ｐ， 。 通

过冷暴露 ， 药物或激素刺激 ， 可 以诱导 ＷＡＴ 中米色脂肪细胞的生物发生 在过去

的几年中 ， 米色脂肪的发育和转录调控受到广泛关注 。 有研究发现 ， 通过遗传和药

理学方法诱导米色脂肪细胞 ， 可 以保护小 鼠免受高脂饮食诱导 的肥胖和胰岛素抵抗 ，

也可 以有效地增加能量消耗并改善代谢紊乱 。 最近的研宄还确定 了米色脂肪细胞发

１ ３ ３
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育和功能的几个主要转录调节因子 ， 包括 ＰＰＡＲｓ ，ＰＧＣ ｌ ａ 和 ＰＲＤＭ １ ６ 等⑷ ．
４２

］

。

小檗碱通过介导的 ＷＡＴ 棕色化涉及多种调节方式 。 在 ３Ｔ３
－Ｌ １ 细胞 中 ， 小檗碱

通过ＳＰ ｌ ／ＭＹＣ －

ｃ １ ３ ｏ ｒｆ２ ５
－

ｍ ｉＲ－

９２ａ
－ＲＢＭ４ａ通路 ， 调控 ＰＲＤＭ １ ６

促进 ＷＡＴ 棕色化 ［
４ ３

］

。

在高脂饮食诱导的肥胖小 鼠 中 ， 小檗碱可以激活能量代谢传感通路 ＡＭＰＫ／Ｓ ＩＲＴ １ 轴 ，

以增加 ＰＰＡＲｙ 去 乙酰化水平 ， 从而促进 ＷＡＴ 棕色化并增加产热蛋 白 ＵＣＰ １ 的表达

［
１ ８

］

。 在高脂诱导的金黄地 鼠模型 中 ， 通过诱导 ＦＧＦ２ １ ／Ｓ ＩＲＴ １ ／ＰＲＤＭ １ ６ 信号通路 ， 促

进棕色脂肪特异性基因表达 ， 并抑制 白色脂肪细特异性基因表达 。 除此之外 ， 有研

宄发现小檗碱还通过涉及 ＡＭＰＫ 和 ＰＧＣ －

ｌ ｏｔ 的机制增加 ＷＡＴ 和原代脂肪细胞 中

ＵＣＰ １ 和其他产热基因 的表达 ， 诱导体重减轻和产热程序的激活 ｔ
１ ７

］

。 有趣的 ， 该研

宄发现小檗碱处理抑制 ｄｂ／ｄｂ 小 鼠下丘脑中 的 ＡＭＰＫ 活性 。 小檗碱通常被认为是

ＡＭＰＫ 激活剂 ［
４４

］

， 研究证明激活 ＡＭＰＫ 可 以增加 ＢＡＴ 和米色脂肪的活动和能量消

耗 ， 靶向 ＡＭＰＫ 可能具有治疗肥胖症和相关疾病的治疗潜力 ［
４ ５

，
４ ６

］

。 因此 ， 小檗碱对

ＡＭＰＫ 的具体调控作用还需进
一

步探宄 ， 确认其是否受药物处理浓度的影响或者是

否存在组织特异性 。

２ ． １ 提髙棕色脂肪功能

除了诱导 ＷＡＴ 棕色化 ， 小檗碱还能直接提高 ＢＡＴ 活性 。 研究发现小檗碱在调

节 ＢＡＴ 适应性产热 中 发挥作用 。 在 ｄｂ／ｄｂ 小 鼠 中 ， 小檗碱处理可 以减少脂质积累 ，

增加全身能量消耗 。 通过正 电子发射断层扫描在人类和啮齿动物的 ＢＡＴ 中都观察

到 了氟代脱氧葡萄糖的摄取增加 ， 这与 ＢＡＴ 中线粒体含量和产热蛋 白 的增加相关

［
１ ７

］

。 小檗碱还能浓度依赖性的增加 Ｃ３Ｈ １ ０ －Ｔ １ ／２ 细胞中 ＵＣＰ １ 和 ＰＲＤＭ １ ６ 的表达 ，

并通过 ＰＲＤＭ １ ６ 选择性地促进棕色前脂肪细胞和 间充质祖细胞中 的棕色脂肪生成 ，

并提高细胞的呼吸代谢水平 ［
４７

］

。 另外 ， 小檗碱通过介导 ＡＭＰＫａ 蛋 白磷酸化 ， 刺激

棕色脂肪细胞表达成纤维细胞生长因子 ２ １（ Ｆ ｉｂｒｏｂ ｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ２ １
，
ＦＧＦ２ １ ） ， 从

而增加 ＢＡＴ 产热 。 值得注意的是 ， 在 Ｃ ３Ｈ １ ０ －Ｔ １ ／２ 细胞中 ， 节律基因 Ｂｍａ ｌ ｌ 的敲低

阻止了 小檗碱诱导的 ＦＧＦ２ １ 表达 ， 这表明 Ｂｍａ ｌ ｌ 是小檗碱调控 ＦＧＦ２ １ 和 ＢＡＴ 的重

要靶点 ［
４ ８

］

。 Ｂｍａ ｌ ｌ 是所有细胞维持生物节律所必需的 ， 并且与多种生理功能有关％ ，

５ Ｇ
］

。 在该研宄 中 Ｂｍａ ｌ ｌ 参与 了ＦＧＦ２ １ 表达的调节 ， 但其调节 ＦＧＦ２ １ 的确切机制 尚

未详细阐 明 。 此外 ， Ｂｍａ ｌ ｌ 和 ＡＭＰＫ 信号通路在小檗碱调节 ＦＧＦ２ １ 表达中 的作用

机制也需进
一

步研宄 。

２ ．３ 线粒体娜作用

线粒体是能量代谢必不可少 的细胞器 。 脂肪细胞线粒体在全身能量平衡 ， 肌肉

１ ３４
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和脂肪组织分化和胰岛素敏感性和糖代谢之间发挥实质性的调控作用 ［
５ １

］

。 各种研究

证据表明 ， 在 ２ 型糖尿病 ， 肥胖和胰岛素抵抗的脂肪组织中 ， 线粒体功能和生物发

生受到损害 ［
５ １

，

５ ２
］

。 脂肪细胞中线粒体的主要功能是产生 ＡＴＰ ， 以支持各种代谢途径 ，

包括甘油三酸酯合成 ， 糖异生和脂肪酸氧化 ， 这是脂质清除的关键途径 。 此外 ， 响

应于冷暴露 ， 药物或肾上腺激素 ， 棕色和米色脂肪细胞 中线粒体的激活通过增加线

粒体 内膜 ＵＣＰ １ 来加速能量消耗 １
５ ３

］

。 肥胖和代谢性疾病患者的棕色脂肪细胞中线粒

体功能障碍导致的脂肪酸氧化和能量消耗减少 ， 这说明线粒体功能在抗肥胖中 的作

用 ［
５ ４

］

。

肥胖小 鼠体 内 脂肪组织中 的 ＲＯ Ｓ 过量产生 ， 线粒体 ｍ ｔＤＮＡ ， 呼吸蛋 白表达显

著降低 ， 表现 出线粒体功能障碍 １
５ ５

，
５ ６

］

。 研宄发现小檗碱给药后 ， 对叔丁基过氧化氢

（ ｔｅ ｒｔ
－ｂｕ ｔ

ｙ
ｌ ｈｙｄ ｒｏｐ

ｅ ｒｏｘ ｉｄｅ
，
ｔ
－ＢＨＰ ） 诱导 的 ＲＯ Ｓ 和氧化应激被 明显抑制 。 小檗碱处理

可 以通过激活 Ｐ Ｉ ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴ０Ｒ 信号通路抑制线粒体 自 噬 ， 恢复线粒体和溶酶体的

功能 ［
５ ７

］

。 在 ｄｂ ／ｄｂ 小 鼠 中 ， 小檗碱通过调节 ＰＧＣ －

ｌ ｏｔ 促进线粒体生物合成并增加能

量输出 ， 从而改善 ｄｂ／ｄｂ 小 鼠线粒体 ＲＯＳ 的过度生成 、 线粒体功能障碍和脂肪酸氧

化缺陷 ［
５ ８

］

。 值得注意的是 ， 在 ＫＧＮ 人卵巢颗粒瘤细胞系 中 ， 小檗碱处理可以剂量

依赖性的 （ １ ２
｜

ａＭ 、 ２５ ＾Ｍ 和 ５ ０
｜

ｘＭ ） 增加细胞内 ＲＯ Ｓ 水平和线粒体凋亡通路相关

因子的表达 。 此外 ， 小檗碱通过促进 Ｓ ＩＲＴ３ 泛素化来促进 ＫＧＮ 细胞的葡萄糖摄取

并抑制线粒体功能 ， 并且可能通过激活 ＡＭＰＫ 通路来促进细胞 自 噬 ［
５ ９

］

。

从这些研究看 出 ， 小檗碱对线粒体功能的作用值得深入探宄 。 小檗碱 己被认为

是 ＡＭＰＫ 激活剂 ［
３ ５

］

， ＡＭ ＰＫ 可 以促进线粒体生物合成 、 线粒体抗氧化 ， 并增加葡

萄糖转运蛋 白 的表达和糖酵解酶的活性 ［

６Ｇ
］

。 因此小檗碱可 以通过 ＡＭＰＫ 靶向线粒

体来对抗肥胖 ， 脂肪肝和肿瘤等多种疾病 。 但小檗碱对线粒体的具体作用是存疑的 ，

在肿瘤等恶性疾病中 ， 小檗碱处理会抑制线粒体功能 ， 诱导异常的细胞能量代谢和

肿瘤细胞凋亡 ［

５ ９
，
６ １

，
６２

］

； 而在肥胖等代谢性疾病中 ， 小檗碱处理可 以介导 ＡＭＰＫ 促

进线粒体功能 ， 提高棕色脂肪和 白色脂肪细胞的能量代谢水平 ［
ｎ

，

１Ｍ７
］

。 这些不同 的

实验结论是 由于药物处理浓度不 同或是肿瘤等恶病质 的代偿结果仍待进
一

步研宄 。

３ 改善胰岛素敏感性

３ ． １ 胰岛素抵抗

已证明 ， 肥胖引 起的脂肪组织代谢障碍在胰 岛素敏感组织 中 引 起原发性胰岛素

抵抗 ［
６ ３

＇
６ ４

］

。 肥胖带来的脂质过载和脂毒性通过干扰胰 岛素信号转导途径 ， 影响各器

官胰岛素敏感性 ［

６ ５
，
６６

］

。 研究发现小檗碱可 以通过不 同 的途径改善胰 岛素抵抗 。 研究

发现小檗碱处理降低 了２ 型糖尿病大 鼠 的空腹血糖和血清胰岛素水平 ， 小檗碱通过

１ ３ ５
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蛋 白激酶 Ｃ 上调胰岛素受体表达 ， 增加 了胰岛素敏感性 ［
６ ７

］

。 此外 ， 小檗碱还改善了

脂肪细胞 、 肌管细胞和心肌细胞的胰岛素抵抗 。 小檗碱通过促进 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞

和 Ｌ６ 肌管细胞中 ＡＭＰＫ 的磷酸化 ， 增加 ＧＬＵＴ４ 的转运 ， 并减少脂肪细胞的脂质

积累来减轻胰岛素抵抗 ［
６ ８

，
６ ９

］

。 有趣的是 ， 小檗碱还可 以通过减少外周支链氨基酸

（ ｂｒａｎｃｈｅｄ －

ｃｈａ ｉｎａｍ ｉｎｏａｃ ｉｄｓ
，
ＢＣＡＡ ｓ ） 来减轻高脂喂养小 鼠的胰 岛素抵抗 。 小檗碱

可 以通过激活多酶支链 ａ－酮酸脱氢酶复合物来促进小 鼠肝脏和 附睾 白色脂肪组织

中 Ｂ ＣＡＡ 的分解代谢 ， 并减少肠道产生 ＢＣＡＡ 的细菌的相对丰度 ［
７Ｑ

］

。 这些研宄说

明小檗碱可 以作用于多种组织和器官改善胰岛素抵抗 。

此外 ， 还有研宄发现小檗碱能直接促进葡萄糖刺激的胰岛素分泌 。 在体 内模型

中 ， 小檗碱可 以提高 ＢＡＬＢ ／ｃ 小 鼠 的血清胰 岛素水平 ； 在体外模型 中 ， 小檗碱可 以

剂量依赖性的促进 Ｈ ＩＴ－Ｔ １ ５ 细胞的胰岛素分泌 ［
７ １

］

。 小檗碱通过介导胰岛素受体底物

２（ ｉｎ ｓｕ ｌ ｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｕｂ ｓｔｒａｔｅ２
，ＩＲＳ２ ） 发挥促胰 岛素作用并增加 Ｍ ｉｎ６ 细胞中葡萄糖

刺激的胰岛素分泌和增殖 ｆ
７２

］

。 小檗碱增加链脲佐菌素诱导的糖尿病大 鼠胰岛素分泌 ，

并提供抗氧化作用保护胰腺 Ｐ 细胞数量 、 胰岛面积和胰腺体重 比 １
７ ３

］

。

３ ． １ 糖代谢

脂肪组织在控制正常和疾病状态下的全身葡萄糖稳态方面均具有重要作用 。 月巴

胖伴随着的胰岛素抵抗表明机体激活胰岛素信号通路的能力降低 ， 该信号通路负责

刺激葡萄糖的摄取和代谢 ［
７４

］

。 在胰岛素抵抗的肥胖患者的脂肪细胞中 ， 胰岛素调节

的葡萄糖转运蛋 白 ＧＬＵＴ４ 的水平降低 引 发高血糖 ［
７ ５

］

， 进而激活氧化应激 ， 炎症和

内质 网应激反应等％
７７

］

。

研宄发现 ， 小檗碱促进葡萄糖摄取和糖酵解 。 小檗碱通过 ＡＭＰＫ 途径激活

ＧＬＵＴ １ 蛋 白 ， 增加 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞中 的葡萄糖摄取 。 还有研究提出 ， 小檗碱刺

激的葡萄糖摄取不会随着胰岛素浓度的增加而变化 。 小檗碱通过激活 ＡＭＰＫ／ｐ３ ８

ＭＡＰＫ 信号通路刺激葡萄糖摄取 ， 这提示我们小檗碱可 以在没有胰岛素的情况下増

加葡萄糖摄和利用 ［
７ ９

１

。 除此之外 ， 小檗碱可 以通过独立于 ＡＭＰＫ 的途径激活糖酵

解增强葡萄糖代谢 。 在 Ｈ ｅｐＧ２ 肝细胞和 Ｃ２Ｃ １ ２ 肌管细胞中 ， 小檗碱抑制线粒体呼

吸链复合物 Ｉ ， 从而刺激糖酵解促进葡萄糖代谢 ， 与 ＡＭＰＫ 活化无关 ［
８ （）

］

。 而研宄发

现 ， 线粒体呼吸链活性缺陷或低活性将诱导 ２ 型糖尿病和肥胖的发展 ［
８ １￥

］

， 因此小

檗碱对线粒体复合物的具体作用是个很有趣的 问题 。

４ 肠道菌群

小檗碱的 口服生物利用度与其确切 的药效之间 出现的联系是肠道菌群 。 研宄发

１ ３ ６
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现 ， 肠道菌群已被证明是小檗碱抗肥胖的关键 。 且有研究发现 ， 高脂喂养会使金黄

地 鼠粪便中产生硝基还原酶 （
Ｎ ｉ ｔｒｏｒｅｄｕｃ ｔａｓｅｓ

， 
ＮＲ ｓ

）
的细菌的 比例增 力ｎ ， 从而增加小檗

碱在肥胖动物 中 的生物利用度 ［
８ ４

］

。

研究表 明 ， 小檗碱处理可 以调节肥胖动物的肠道微生物群多样性 ， 增加异杆菌

属 ｄｏＡａｃｗ ／ｗｗ ） 、 拟杆菌属 （ ５ａｃ？ｅｒｏ ／￡ｆｅｓ ） 、 布劳 氏菌属 （ ５ ／ａｗ ｆ ／ａ ） 、 酪球菌属

和芽孢杆菌属 （ 尸 ／ｗ＾ｃｏ ／ａｒｃｔｏ办ａｃ／ｍ

．

ｗｍ ） 等产生短链脂肪酸 （ ｓｈｏｒｔ

ｃｈａ ｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃ ｉｄｓ ＳＣＦＡ ） 的菌群比例 ， 减轻高脂喂养的大 鼠体重 ［
８ ５

，
８ ６

］

。 此外 ， 小檗碱

处理可 以调节高脂饮食喂养的 Ｃ ５ ７Ｂ Ｌ／６Ｊ 小 鼠肠道厚壁菌 门 和拟杆

菌 门 的 比例 ， 减少膳食多糖的降解吸收 ， 并激活 内脏脂肪组织中线粒

体能量代谢相关基因 的表达 ［
１ ９

］

。 法尼醇 Ｘ 受体 （
Ｆａｒｎｅ ｓｏ ｉｄＸｒｅｃ ｅ

ｐ
ｔｏ ｒ

，ＦＸＲ ）
是调节胆

固醇代谢 ， 维持胆汁酸稳态的
一

种核受体 。 小檗碱通过激活肠道 ＦＸＲ 信号通路 ， 调

节肠道微生物水解胆汁酸的能力发挥其降脂作用 ［

８ ７
］

。 还有研宄发现 ， 小檗碱通过调

节微生物群 －肠 －脑轴改善 了 高脂饮食引起的代谢紊乱 。 小檗碱可 以调节大 鼠肠道微

生物群的结构和多样性 ， 提高 了血浆 ＧＬＰ －

１ 和食欲素 Ａ 水平 ， 并降低 了Ｎ ＰＹ 水平

岡
。

５ 结语与展望

由于遗传 ， 饮食结构和运动 习 惯等因素的影响 ， 肥胖 已在世界范 围 内流行 。 据

统计 ， 与肥胖相关的糖尿病 ， 心血管疾病 以及癌症等 ， 使肥胖患者的寿命缩短 了４
－

７ 年Ｍ ］

。 目 前治疗肥胖的药物和策略 ， 大多有明显的副作用或无法有效治疗肥胖 。

而肥胖涉及的多种病理变化 ， 包括高血脂症 ， 慢性炎症 ， 脂肪功能障碍 ， 糖脂代谢

障碍 ， 线粒体损伤和胰岛素抵抗等多 因素相互作用 ， 使肥胖的治疗更为不 易 。 例如

响应于脂质水平升高 ， 出现线粒体功能的下调和氧化磷酸化基因 的表达降低 ［
８ ９

，
９ （ ）

］

。

而线粒体功能降低的结果是通过氧化代谢消耗脂肪酸的能力受损 ， 这反过来可能进

一

步加剧脂毒性和糖脂代谢障碍 ， 继发炎症和胰岛素抵抗等 ［
９ １

］

。

近年来小檗碱作为热 门药物 ， 通过调控 ＡＭＰＫ 、 Ｓ ＩＲＴ １ 、 ＬＤＬＲ 、 ＰＰＡＲ 、 ＮＦ ＿ｋＢ

和调节肠道微生物群等途径 ， 在糖尿病 、 肥胖 、 非酒精性脂肪肝 、 肿瘤和动脉粥样

硬化等疾病 中都具有 良好的治疗作用 。 但小榮碱的直接蛋 白质组学靶点在很大程度

上仍然未知 。 有研宄通过化学探针对小檗碱的蛋 白 作用靶点进行探宄 ， 结果显示小

檗碱生化水平和细胞水平上调节肌动蛋 白组装 ［
９ ２

］

。 但小檗碱靶蛋 白对于 目 前 明确 的

ＡＭＰＫ 等通路之间 的联系仍不 明确 。 且小檗碱在不 同 的组织中 的药理学作用 ， 也要

求对小檗碱的蛋 白靶点分别进行探宂 。

小檗碱在脂肪组织中 显示 出 多种调节作用 ， 包括促进 ＷＡＴ 棕色化产热和直接激

活 ＢＡＴ 产热 。 其中有研究发现 ， 小檗碱会选择性的诱导腹股沟部位的 ｉＷＡＴ 棕色化

１ ３ ７
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和产热 ， 对腹腔部位 的 ｅＷＡＴ 不具有调节作用 ［
１ ？

］
。 除此之外 ， 小檗碱还能调控脂肪

组织的 ＰＲＤＭ １ ６ 的表达 ， 选择性地促进棕色前脂肪细胞和 间充质祖细胞中 的棕色脂

肪生成 ， 提高细胞的呼吸代谢水平 ［
４７

］

。 其中 ， ＰＲＤＭ １ ６ 是调控 ＢＡＴ 形成的关键蛋

白 。 ＰＲＤＭ １ ６ 与多种转录因子和辅助 因子相互作用 ， 从而决定 Ｍｙｆ５
＋

的前体细胞的

分化方向 。 ＰＲＤＭ １ ６ 通过与 ＰＰＡＲ－

ｙ 结合并激活其转录功能来刺激棕色脂肪生成 。

缺乏 ＰＲＤＭ １ ６ 的棕色脂肪表现出异常的形态 、 产热基因表达降低和骨骼肌特异性基

因表达升高 ［
９ ３

］

。 此外 ， ＰＲＤＭ １ ６ 和米色脂肪的缺失导致代谢功能障碍和腹股沟部位

的 ｉＷＡＴ 产热减少 ， 表现出 了ｅＷＡＴ 的特征 ［
９４

］

。 小檗碱对棕色脂肪前体细胞或者间

充质干细胞的分化作用仍是空 白 ， 这些研究表明小檗碱对脂肪细胞的从头分化调控

还需进
一

步的阐 明 。

目 前 已经进行 了几项临床试验来研究小檗碱在治疗代谢性病症中 的作用 。 用 小

檗碱治疗 １ ２ 周 的肥胖人类受试者的血清 ＴＣ 和 ＴＧ 分别降低 了１ ２ ． ２％和 ２３％ ， 体重

轻度减轻 ［
９ ５

］

。 另
一

项临床研究发现 ， 使用 小檗碱治疗 １ ２ 周可通过下调 ＰＰＡＲｙ 、

Ｃ ／ＥＢＰｃｕ 脂联素和瘦素的表达来抑制脂肪储存并改善胰岛素敏感性 ［
９ ６

］

。 除此之外 ，

一

项临床研究表明 ， 小檗碱通过增加 ＢＡＴ 募集和激活来减轻超重 ＮＡＦＬＤ 患者的体

重并改善胰岛素敏感性 ［
４ ７

］

。 然而 ， 目 前的研宄仍然存在
一

些差距和局 限性 。 首先 ，

小檗碱在人体中 的分子机制 尚未完全揭示 。 例如降低血糖和改善胰岛素抵抗 ， 已在

人体临床试验中得到证实 ， 但对人体的具体靶点和机制 尚不清楚 。 未来需要更深入

的临床研宄来支持 ＢＢＲ 的临床应用 。 其次 ， 尽管大多数临床研究表明小檗碱仅具

有轻微的 胃肠道副作用 ， 但仍需要额外的长期临床试验来更好地确定小檗碱对人体

的安全性 。 另外 ， 针对小檗碱极低的 口服生物利用度 ， 对其化学结构的改造是迫切

的 。

目 前 ， 通过单靶标策略治疗复杂疾病很难获得显著的治疗效果 。 虽然小檗碱的

部分疗效还需要进
一

步确证 ， 以及治疗肥胖的详细机理还待进
一

步阐 明 ， 但小檗碱

表现出在多种途径上抵御肥胖的可能 ， 为此类复杂疾病的多靶标治疗提供了新思路

和新方法 。
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附录三

第
一

节 ７ＷＷ 敲除小 鼠代谢表型

８ 周龄野生型和 ７＞介 ／ 敲除小 鼠解剖 图和血清炎症因子水平 ， 及肾上腺素处理 ８

周龄野生型和 ７＞访 ／ 敲除小 鼠 １ ４ 天后小 鼠解剖 图 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物

８ 周龄野生型和 ７ＷＷ 敲除小 鼠来源同第二章第二节实验动物 。

１ ． ２ 实验试剂

同第二章第二节实验试剂 。

１ ．３ 实验仪器

同第二章第二节实验仪器 。

２ 实验方法

同第二章第二节实验方法 。

３ 实验结果

３ ． １８ 周龄 敲除小 鼠解剖 图

分离 ８ 周龄野４：型 小 鼠和 ７＞必 ／ 敲除小 鼠 的脏器 ， 并称 重记录 。 各脂肪Ｍ织无

明 显差异 ， 小 鼠脾脏增大 。

會 會
—

卜 １
：
１＾

 Ｉ

－

＾ ｜＞Ｉｔ ；

二 、？ｉｉｆｃ ．
二 、ｗ

．

＿

 ｜ｓ Ｔｖ） ｋ ｌ

？她十

 Ｉｓ

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ５ －

１Ｏ ｒ
ｇａ

ｎａ ｎ ａ ｔｏｍ ｙｏ
ｆＴｒｉｂ ｌｋｎ ｏｃｋｏｕ ｔｍ ｉ ｃｅ ．Ａ ｎ ａ ｔｏｍ ｉ ｃａ ｌｄ ｉ ａｇ ｒａｍｏ ｆａｄ ｉ

ｐ
ｏｓｅ

ｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅａ ｎ ｄｍ ａ
ｊ
ｏ ｒｏ ｒ

ｇ
ａｎ ｓｏ ＼

＇

Ｔｒｉｂ ｌｋ ｎ ｏ ｃ ｋｏ ｕ ｔｍ ｉ ｃ ｅ ．

１ ５ ３



中 国 医学科学院 北京协和医学院


博士研宄生学位论文

３ ．２７ＷＷ 敲除对小 鼠血清炎症因子的影响

对 ８ 周龄野生型小 鼠和 ７ＷＷ 敲除小 鼠 的血清炎症因子水平进行测定 ， 结果显

示敲除小 鼠血清促炎因子 ＣＲ Ｐ 、 Ｉ Ｌ －

ｉ

ｐ 和 ＴＮ Ｆ －ａ 表达水平显著升高 ， 而抗炎因子 １ Ｌ －

１ ０ 表达水平显著降低 。

除此之外 ， Ｍ ｌ 型 巨噬细胞 由 Ｌ Ｐ Ｓ 及 丨 ＦＮ －

丫 激活 ， 分泌高水平的 ＴＮ Ｆ －ａ 和 丨 Ｌ －
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（

３ ， 而 Ｍ２ 型 巨噬细胞 由 Ｉ Ｌ －４ 激活 ， 主要分泌 Ｉ Ｌ －

１ ０ 等抗炎细胞因子抑制 Ｍ ｌ 巨噬

细胞 ［

１
，

２
］

。 本研宄结果表 明 ， ７＞／Ｗ 敲除小 鼠炎症水平上升 ， 且 巨噬细胞 向 Ｍ ｌ 型极

化增 多 ， 这也与 以往研宄发现 ７ＷＷ 敲除导致 Ｍ ２ 型 巨噬细胞减少的结果
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３ ．３８ 周龄 ７Ｗ／？ ／ 敲除小 鼠解剖 图

分离 ｐ ３ 肾上腺素受体激动剂处理的野生型小 鼠和 ７＞ ／Ｗ 敲除小 鼠的脏器 ， 并称

重记录 。 与野生型相 比 ， ７ＷＷ 敲除小 鼠 白 色脂肪无 明 显差异 ， 棕色脂肪和肝脏偏

白 ， 脾脏明显增大 。
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第二章 的结果表 明 ， ８ 周龄 ７＞ ／Ｗ 敲除小 鼠表现 出高血脂 、 胰 岛素抵抗和瘦素抵

抗等肥胖小 鼠 的代谢表征 。 除此之外 ， ７Ｗ ／） ／ 敲除小 鼠表现 出肥胖相关 的血清炎症因

子水平升高 。 而 肾上腺素受体激动剂处理 的 ７＞访 ／ 敲除小 鼠肝脏重量增加 ， 肝质

发 白 ， 表现 出 蓄积脂质增 多 的脂肪肝特征 。
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第二节 ７ＷＷ 杂合敲除小 鼠代谢表型

７ＷＷ 纯合敲除小 鼠 出生率低 ， 且相关文献报道 杂合敲除抑制高脂饮食诱

导 的肥胖 ［
４

］

。 因此本节通过 ８ 周龄野生型和 ７＞访 ／ 杂合敲除小 鼠 ， 探究 ７＞ ／Ｗ 杂合敲

除对小 鼠体重 、 血脂 、 和产热的影响 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物

８ 周龄野生型和 ７ＨＷ 杂合小 鼠来源 同第二章第二节实验动物 。

１ ．２ 实验试剂

同第二章第二节实验试剂 。

１ ．３ 实验仪器

同第二章第二节实验仪器 。

２ 实验方法

同第二章第二节实验方法 。

３ 实验结果

３ ． １７ＷＡ ／ 杂合敲除对小 鼠胰岛素敏感性和葡萄糖耐量的影响

为 了评估小 鼠胰岛素敏感性 ， 本研宄进行 了葡萄糖耐量测试 （ Ｇ ｌ ｕ ｃｏ ｓｅ ｔｏ ｌ ｅ ｒａｎｃｅ
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除小 鼠和野生型小 鼠 的葡萄糖耐量和胰岛素敏感性无显著差异 。
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通过体脂仪对 ８ 周龄野生型小 鼠和 ７＞访 ／ 杂合敲除小 鼠的脂肪 、 瘦 肉 和 自 由 水
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Ａ Ｂ Ｃ
０ ２ ５

１ ｎ ｓ ０ ８

１
ｎ ｓ ０ ０ ５

ｉ ｎｓ

ｉ
：

ｉ ａ
ｆ

；：

Ｂ■ｉ

Ｅ

ａ ｉ０  ０ ５
－ 。 ２ Ｉ ０ ０ １

－

０ ００
－ Ｉ￣＾ ＾—

 ０ ０
－ Ｉ
￣＾ ＾— ０ ０ ０

Ｉ＾ ＾
ＷＴ Ｈ ＥＷＴ Ｈ ＥＷＴ Ｈ Ｅ

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ５

－５Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔ ｓｏ ｆＴｒｉｂ ｌｈ ｅ ｔｅ ｒｏｚｙｇｏ ｕ ｓｋ ｎ ｏｃｋｏ ｕ ｔｏ ｎｂｏｄｙ
ｆａ ｔ

，
ｌ ｅａ ｎａ ｎ ｄｆｒｅｅｆｌ ｕ ｉｄ ｉ ｎ

ｍ ｉ ｃ ｅ ．Ｆ ａ ｔｍ ａ ｓ ｓ
－

ｔｏ
－

ｂｏｄｙｗｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔｒａ ｔ ｉ ｏ

（
Ａ

） ， ｌ ｅａｎ
－

ｔｏ
－

ｂｏｄｙｗｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔｒａ ｔ ｉ ｏ

（
Ｂ

）
ａ ｎ ｄｆｒｅ ｅｆ ｌ ｕ ｉ ｄ

－

ｔｏ
－

ｂｏｄｙ
ｗ ｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔｒａ ｔ ｉ ｏ

（
Ｃ

）
．Ｄ ａ ｔａａ ｒｅ

ｐ
ｒｅ ｓｅｎ ｔｅｄａ ｓｍ ｅａｎ士Ｓ Ｄ

（
ｎ
＝

６
）

．＞
０ ． ０ ５ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ

ｇ
ｒｏｕ ｐ

．

３ ．３７＞／／＞ ／ 杂合敲除对高脂饮食处理的小 鼠摄食和生长 曲线的影响

高脂饮食喂养 ８ 周龄野生型小 鼠和 ７Ｖ ／Ｗ 杂合敲除小 鼠 １ ２ 周 ， 记录每周 小 鼠摄

食量和体重 。 结 果显示 ８ 周龄野生型小 鼠和 ７ＷＷ 杂合敲除小 鼠和摄食和体重无显

著差异 。 有文献提 出 ７＞／６ ／ 的杂合敲除通过抑制高脂饮食诱导 的促炎因子表达 ， 防

止高脂饮食诱导 的肥胖 。 该研宄提 出 ７ＷＡ ／ 在小 鼠急件和慢性炎症 中 上调 ， 抑制或

敲低 ７ＷＡ ／ 可 以抑制肥胖％ 本研究采用 高脂饮食诱导 ７＞ ／７＞ ／ 杂合敲除小 鼠 ， 但并未

观察到 ７＞必 ／ 杂合敲除抑制肥胖 。
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已有文献报道 ７ＨＷ 的杂合敲除可 以抑制高脂饮食诱导 的肥胖 ， 但本研究结果

表 明 ７Ｗ６ ／ 杂合敲除不能抑制小 鼠体重增长 ， 与野生型无显著差异 。 除此之外 ， ８ 周

龄 ７＞访 ／ 纯合敲除小 鼠表现 出 高血脂 、 胰岛素抵抗和瘦素抵抗等肥胖小 鼠 的代谢表
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征 ， 该结果表 明 ７ＷＷ 敲除反而诱导小 鼠肥胖的发生 。
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