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

摘要

肥胖诱发很多代谢性疾病 ， 已成为威胁人类公共卫生健康的重大隐患 。 脂肪组

织在人体代谢和能量稳态中发挥重要作用 ，

一

旦脂肪代谢异常即可诱发肥胖 。 人体

内主要含有 ２ 类脂肪组织 ： 白色脂肪组织以游离脂肪酸的形式储存脂质 ， 棕色脂肪

组织利用葡萄糖和脂肪酸通过非颤栗产热为机体抵御寒冷 ， 脂肪组织通过储存脂肪

并将其代谢产生热量供给生命活动 ， 可以消耗异常蓄积的脂肪 ， 由此可见 ， 保证脂

肪正常代谢可 以抑制肥胖发生。 已有研宄报道 了长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｎｃＲＮＡｓ ） 能够

抑制脂肪蓄积 ， 这些 ｌｎｃＲＮＡｓ 可能成为肥胖治疗的新靶标 。

ＩｎｃＲＮＡｓ 是
一

类不编码蛋 白质 的基因转录产物 ， 可通过与 ＤＮＡ／ＲＮＡ／蛋 白质相

互作用调控细胞发育和多种疾病过程。 最近的转录组测序研宄发现了 白色脂肪和棕

色脂肪组织中存在 ＩｎｃＲＮＡｓ 特异性表达 ， 这些 ＩｎｃＲＮＡｓ 调控脂肪代谢的作用机制

尚不清楚 。 研究基于脂肪组织注释的 ＩｎｃＲＮＡ 数据集 ， 发现了基因编码
一

个富含于棕色脂肪组织的 ＩｎｃＲＮＡ ， 将其命名为 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ ， 对其开展了调控脂肪代

谢的作用机制研宄 ， 实施研究方法和结果如下 ：

１ ． 基于生物信息学方法确认了ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 在棕色和 白色脂肪组织中为高表达状

态 。 然后利用 ＣＲＩＳＰＲ／ ＣＡＳ９ 技术成功培育 了基因敲除 Ｃ５ ７ＢＬ／６Ｊ 小 鼠 。

对野生型和基因敲除的小 鼠 ， 分别用正常词料喂养 ８ 周 以及高脂喂养 １ ２ 周 ， 对 比

每种词养方式小 鼠的生理功能差异 ， 发现了ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对小 鼠代谢水平和脂肪

组织发育造成显著影响 ， 出现如下表型 ： 正常词养条件下表现出皮下脂肪细胞扩张 、

胰岛素抵抗等 ； 高脂饲料饲养条件下肝脏出现了严重的脂质蓄积 ； 两种词养条件都

有脂肪细胞线粒体的质量和结构被严重破坏 ， 导致产热能力受损现象 。 表 明

ｌｎｃＲＮＡ ｌ１ 是保持小 鼠脂肪组织正常发育和代谢必不可少的分子。

２ ． 利用转录组学和生物信息学分析方法发现了 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷诱发小 鼠脂肪代

谢紊乱的机制 。 ＬｎｃＲＮＡ ｌ１ 缺陷诱发棕色脂肪组织中产热和脂肪酸代谢通路被抑制 ，

同时 白色脂肪组织 Ｐ Ｉ３Ｋ－Ａｋｔ 等代谢通路被激活 ， 由此导致脂肪代谢紊乱 。 另外发

现 白色脂肪组织中与转录产生 ｍＲＮＡ 过程相关的基因表达量下调 ， 而后利用 ＲＮＡ

免疫沉淀和高分辨质谱分析方法 ， 发现了与 丨ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 形成复合体的蛋 白质 ： 异质

核核糖核蛋 白 （ ｈｎＲＮＰＡ ｌ ） ， 它是
一

种调控 ＲＮＡ 发挥其功能的蛋 白质 。

３ ． 开展了 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ
－ｈｎＲＮＰＡ ｌ 复合体在脂肪细胞诱导分化成熟过程中 的作用

机制研宄 。 发现在前脂肪细胞 ３Ｔ３
－Ｌ １ 中过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 诱发了促进脂肪细胞成熟

化相关基因 的表达上调 ， 明显降低了细胞 内脂质蓄积量 。 转录组学研宄结果也显示

ｈｎ＿Ａ ｌ 蛋 白过表达促进了与线粒体再生相关基因的表达 ， 激活 了细胞的产热和

３





ｍｍ


氧化磷酸化等代谢通路 。 利用 Ｃｏ－

ＩＰ 和高分辨质谱发现 了与 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 形成复合体

的蛋 白质 ： 丙酮酸激酶 Ｍ （ ＰＫＭ ） 。 已知 ＰＫＭ 是丙酮酸激酶的同工酶 ， 作为糖酵

解过程中的关键限速酶 ， 促进线粒体中 的葡萄糖代谢 。 因此 ， ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ
－ｈｎＲＮＰＡ ｌ

复合物通过诱导 ＰＫＭ 的表达 ， 促进脂肪组织中线粒体内 的糖酵解 ， 满足了产热蛋

白 ＵＣＰ １ 解偶联进程中对 ＡＴＰ 的需求量 ， 从而减少 ＲＯＳ 的产生而实现保护线粒体

结构和产热代谢功能正常 。

总之 ， 本研宄首次发现了基因的转录产物 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 的新功能 ， 它与

ｈｎ＿Ａ ｌ 形成复合体 ， 该复合体通过与 ＰＫＭ 形成三元复合体 ， 抑制 了脂肪细胞线

粒体生物功能紊乱而维持 了脂肪的正常代谢 。 因此 ， 维持 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 在脂肪组织中

含量正常是创制治疗肥胖药物的新思路 。

关键词 ： 长链非编码 ＲＮＡ ， 棕色脂肪组织 ， 胰岛素抵抗 ， 线粒体 ， 丙酮酸激酶 Ｍ

４
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刖 目

肥胖己成为全球流行性疾病 ， 是引起死亡的第五大风险因素 。 世界卫生组织调

查发现从 １ ９７５ 年到 ２０ １ ６ 年 ， 全球 ５ －

１ ９ 岁儿童和青少年中超重或肥胖的患病率从

４％增加到 １ ８％ ， 增加 了 四倍多 ［
ｗ

］

。 在我国 ， 儿童 、 青少年 以及成人中 的超重和肥

胖率呈现迅速增加趋势 ， 《 中 国居 民营养与慢性病状况报告 （ ２０２０ 年 ） 》 公布了我

国成年人的超重和肥胖率为 ５ ０ ．７％ ， 青少年的超重和肥胖率达到 １ ９％ ， 预计到 ２０２５

年 ， 我国超重和肥胖人数将超 ２ ．６５ 亿 ［
５

］

。 超重和肥胖是导致如心血管疾病 、 二型糖

尿病 、 骨关节炎 、 某些癌症等非传染性疾病的主要风险因素 ［
６
＿９

］

， 为了保障人民健康 ，

探明肥胖发生机制和发现防治方法是迫切需要开展的研宄课题 。

目 前治疗肥胖的方法主要有改变生活方式 （饮食和运动 ） 和药物治疗 。 已上市

药物大多数是通过靶向作用于进食回路的外周和神经中枢系统 ， 从而抑制机体的摄

食欲望或者抑制肠道对于脂肪酸的吸收 ， 此类药物可能诱发神经系统信号传递紊乱

导致情绪障碍等不 良反应 ， 治疗效果不佳 ［
１ （ ）

］

。 因此要实现创制肥胖的特效新药 ， 首

先要发现新的药物作用靶点 。

肥胖表现为异常或过量的脂肪积累 ， 世界卫生组织定义身体质量指数 （ＢＭＩ ）

超过 ２５ 为超重 ， 超过 ３ ０ 为肥胖 。 脂肪组织是储存脂质的主要场所 ， 人体 内主要含

有 ２ 类脂肪组织 ： 白色脂肪组织 （ＷＡＴ ） 和棕色脂肪组织 （ ＢＡＴ ） 。 ＷＡＴ 存在于

不同 的解剖部位 ， 具有不同的代谢功能 。 内脏 ＷＡＴ 主要用于储存过量脂肪 ， 皮下

ＷＡＴ 除 了储存脂质还是
一

种 内分泌器官 ， 正常情况下可分泌瘦素 、 脂联素等脂肪

因子以及羟基脂肪酸支链脂肪酸酯 （ ＦＡＨＦＡｓ ） 等活性脂质分子 ， 功能紊乱失调时

则分泌更多 的促炎因子和胰岛素拮抗分子 ， 如 白细胞介素 －６（ ＩＬ －

６ ） 、 白细胞介素

－８（ ＩＬ －８ ） 、 视黄醇结合蛋 白 ４（ ＲＢＰ４ ） ［
ｎ

］

。 研宄发现 ＲＢＰ４ 表达量升高可诱导单

核细胞 、 树突状细胞 、 巨噬细胞中的炎症导致抗原呈递和免疫系统的激活 ， 诱发胰

岛素抵抗 ［
１ ２

］

。

ＷＡＴ 具有
一

定的扩张能力 ， 体 内过度蓄积的脂质可导致脂肪细胞扩大 （肥大

性肥胖 ） 或新的脂肪细胞数量代偿性增加 （增生性肥胖 ） ， 肥大性肥胖被认为与炎

症 、 胰岛素抵抗和 ２ 型糖尿病等代谢性疾病的发展密切相关 ［
１ ３

］

， 而增生性肥胖中皮

下脂肪组织的扩张可以有效地预防高热量膳食引起的代谢并发症Ｍ。 研宄发现 内脏

脂肪组织扩张的肥胖者比 同样肥胖但是偏重于皮下脂肪组织扩张的人患糖尿病和

心血管疾病的风险更大 ［
１ ５

］

。 因此认为在高热量饮食摄入后 ， 促进皮下脂肪组织的发

育对于抵抗肥胖和相关代谢性疾病有关键意义 。 另外 ， ＷＡＴ 具有很高的生理可塑

性 ， 研宄表明寒冷或Ｐ
－肾上腺素能受体激动剂可以增强脂肪细胞中的脂肪分解 ， 导

致
“

棕色样
”

脂肪细胞的 出现 ， 这些脂肪细胞中解偶联蛋 白 １（ＵＣＰ １ ） 含量较高 ， 表

７



Ｕ ，  ｉ＿

 ｜
０ ５


现出 与棕色脂肪细胞相似的代谢特征 ， 这对于能量代谢是有益的Ｍ 。

棕色脂肪组织 （ ＢＡＴ ） 在成年人体 内含量极少 ， 在新生儿和冬眠动物体 内较多 。

正 电子发射计算机断层显像 （ ＰＥＴ／ＣＴ ） 扫描证实在成人锁骨 、 腋窝 、 子宫颈和锥体

旁都分布着棕色脂肪组织 。 与 ＷＡＴ 相 比 ， ＢＡＴ 中毛细血管丰富 ， 细胞中含有大量

线粒体 ， 线粒体通过高表达解偶联蛋 白 １（ ＵＣ Ｐ １ ） ， 解偶联 ＡＴＰ 生成 中 的氧化磷

酸化产热 ， 脂质在棕色脂肪 中主要用作线粒体氧化碡酸化和产热的燃料 ， 这
一

过程

取决于 ＵＣＰ １ 活性 ， 是哺乳动物非颤栗性产热的重要方式 ［
１ ７

］

。

从能量代谢的角度看 ， 肥胖是 由 于能量的摄入超过能量的消耗 ， 增加能量消耗

己经被证明是非常有效的减肥方式％ １ ９
１

。 机体摄入的能量除 了
一

部分用于生理需要 ，

大部分用 于代谢过程或在产热过程中丧失 ， 机体饮食或响应环境温度变化而耗散的

能量定 义为适应性产热 ， 这种适应性产热主要发生在骨骼肌和棕色脂肪组织 （ ＢＡＴ ）

的线粒体中 ， 受到精细调节 ［
２＼ 骨骼肌主要是通过颤栗产热 ， 而棕色脂肪组织是非

颤栗产热的主要方式 ， 在啮齿动物 中 ， ＢＡＴ 的产热潜力极大 ， 体重为 ３ ５ ０ －４００
ｇ 的

冷适应大 鼠 ， ３
ｇ

ＢＡＴ 的耗氧量大约是基础代谢率的 ２ 倍 在小 鼠 中诱导棕色脂

肪组织产热可 以保护小 鼠免于高脂饮食诱导的肥胖 ［
２ ２

］

。 研宄发现 ， 成年人的棕色脂

肪含量少 ， 但是具有潜在活性 ， 活性 ＢＡＴ 的量随着年龄增长而降低 ， 在 ６４ 岁 以上

的超重成人 中很少观察到 ， 这表明年龄相关性肥胖可能与 ＢＡＴ 活性的降低有关

因此 ， 从棕色脂肪组织的调控网络 中 ， 有望发现治疗肥胖症的新靶点 。

目 前 ， 大量研究 已经揭示脂肪的发育和产热过程是
一

个 由转录级联反应控制 的

复杂过程 ， 过氧化物酶体增殖物激活受体７（ ＰＰＡＲｙ ） 和 ＣＣＡＡＴ 增强子结合蛋 白 ａ

（ ＣＥＢ Ｐ ｃＯ 被认为是成脂过程的关键调控 因子 ， ＰＰＡＲｙ的功能是诱导数百个参与脂

质 和葡 萄糖代谢 的靶基 因表达包括线粒体生物合成和脂肪 因子分泌相关基 因 ，

Ｃ ＲＢＰ ｃｃ的功能是维持 ＰＰＡＲ
Ｙ的表达以及调节脂肪细胞基因亚群 ， 后者调节包括脂联

素分泌 、 胰 岛素依赖性葡萄糖摄取等过程＾ ２ ６
］

。 目 前使用 的抗糖尿病药物噻唑烷二

酮类 （ ＴＺＤ ｓ ） 的部分作用机制正是基于此 ， 通过 内源性激活 ＰＰＡＲｙ促进脂肪分化 ，

从而改善糖尿病患者的胰 岛素敏感性和血糖控制能力 （ 其副作用 如骨折风险增加等

限制其使用 ， 需要开发新的胰 岛素增敏剂 ）
１

２ ７
１

。 另 外研宄发现强效 Ｐ ＰＡＲ
ｙ配体如罗

格列酮可 以诱导 白色脂肪细胞棕色化 ， 表现为线粒体中 ＵＣ Ｐ １ 表达量升高 ， 氧消耗

和脂质氧化显著增加 ， 该过程可能是 由于 ＰＰＡＲＹ配体相关的线粒体基因被诱导表达 ，

包括解偶联蛋 白 １（ ｔ／ｃｐｉ ） 、 细胞色素 Ｃ 氧化酶亚基 ８Ａ（ Ｃｏｘ％ ） 、 细胞色素 Ｃ 氧

化酶亚基 ７Ｂ（ Ｃｏｘ ７６ ） 等 ［
２ ８

】

。

长链非编码 ＲＮＡ（ Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ） 是特定基因 的转录产物 ， 不能在核糖体中 实现编

码合成蛋 白质 。 ＩｎｃＲＮＡ ｓ 的表达受到多水平调节因素影响 ， 包括染色质重排 、 转录

调节和翻译调节 ， 并且 以不 同 的方式介导转录调节 ， 包括信号转导 、 蛋 白 质 －蛋 白质

相互作用支架 、 分子诱饵 以及基因组或转录组 中靶元件的 向导等 ［

２ ９
］

。 目 前 ， Ｉｎ ｃＲＮＡ ｓ

８



ｔｚ． —
１—



ｂ ｕ ｓ


已被证明参与脂肪形成 、 分化等不同阶段 ， 如在脂肪形成分化的早期阶段 ，
ＩｎｃＲＮＡｓ

被发现影响有丝分裂克隆扩增期 （ＭＣＥ ） 相关蛋 白和早期调节因子 ＣＥＢＰ
ｐ
／ａ的表达

［
３ Ｑ

］

。 在晚期阶段 ， ＩｎｃＲＮＡｓ 在多个水平上影响成脂转录因子 ＰＰＡＲ
Ｙ的表达 ， 如 Ｐ ｌｎｃ ｌ

通过抑制 ＤＮＡ 甲基化直接调节 ＰＰＡＲｙ
［
３ １

］

， ＮＥＡＴ １ 诱导 ＰＰＡＲｙ的 ｍＲＮＡ 剪接 ， 导

致其 ｍＲＮＡ 降解 ［
３２

】

。 研宄 己经将 ＩｎｃＲＮＡｓ 与肥胖表型和肥胖模型相关联 ， 如 Ｘｕ

等人证明 ＳＲＡ 基因敲除小 鼠能够抵抗高脂诱导的肥胖表型 ， 表现为脂肪含量减少 ，

脂肪肝和葡萄糖耐量改善 ［
３３

１

。 另外 ， ＲＮＡ 测序等高通量技术通过筛选肥胖患者和

瘦型患者脂肪组织 中 的全基因转录组 ， 已鉴定 出 多种脂肪发育代谢特异性相关

ＩｎｃＲＮＡｓ
！
３４

！

〇

本课题组前期研究根据脂肪组织注释的 ＩｎｃＲＮＡ 数据集发现了在棕色脂肪组织

中特异性高表达的
一

种 ｌｎｃＲＮＡ ｔＭ
， 并将其命名为 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ ， 其作用机制 尚不清楚 ，

于是开展了其调控脂肪代谢作用机制研究 。 通过敲除 ＧＭＭ３Ｓ６ 基因构建 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ

缺陷小 鼠 ， 探宄小 鼠 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺失对脂肪组织和代谢表型的影响 ， 并对 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ

缺陷小 鼠和正常小 鼠的脂肪组织进行转录组测序和生物信息学分析 ， 从转录组水平

上探宄 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 调控脂肪代谢机制 ； 而后通过 ＲＮＡ 免疫沉淀实验结合高分辨质

谱技术 ， 发现了与 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 相互作用 的蛋 白质 ： 异质核核糖核蛋 白 Ａ ｌ （ ｈｎＲＮＰＡ ｌ ） ，

在 ３Ｔ３ －Ｌ １ 前脂肪细胞内研宄了ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ
－ｈｎＲＮＰＡ ｌ 复合物调控脂肪细胞成熟化进

程中 的作用机制 ， 发现 了ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 抑制脂肪代谢紊乱的新机制 。

９
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第＿章 ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 的组织分布及与原代脂肪细胞分化相关性

引言

长链非编码 ＲＮＡ 是
一

类独特的转录物 ， 由 于缺乏功能性开放阅读框 ， 多数不

具有编码蛋 白质 的能力 ， 但其通过与 ＤＮＡ 、 ＲＮＡ 或蛋 白 质相互作用 ， 具有非常重

要的调控功能 ｜

２ ９
１

。 大量研 究证实 ， Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｓ 参与 了细胞发育和 多种疾病的调控过程

如心血管疾病 、 肝脏疾病 、 肾脏疾病 以及肥胖等代谢性疾病 ［

３ ６
】

。

研究表 明 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｓ 在各类组织中 的表达具有组织特异性 ， 说明其与组织的功能

特异性密切相关 ［

３ ７
］

。 特别是围绕其在脂肪组织发育和功能调控中 的研宄近期有许多

新 的发现 。 Ｓ ｕｎＬｅ ｉ 等人利 用转录组测序 （ ＲＮＡ－

ｓｅｑ
） 和染色 质 免疫共沉淀测序

（ ＣＨ ＩＰ －

ｓｅ
ｑ

） 技术在棕色脂肪组织 （ ＢＡＴ ） 、 腹股沟 白色脂肪组织 （ ｉＷＡＴ ） 、 附

睾 白色脂肪组织 （ ｅＷＡＴ ） 中鉴定 了约 １ ５ ００ 个 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｓ ， 包括 １ ２ ７ 个在 ＢＡＴ 分化

过程中特异性诱导表达的 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｓ ， 其 中 ， Ｌｎ ｃ ＢＡＴＥ ｌ 被发现通过与异质核核糖核

蛋 白 Ｕ（ ｈｎＲＮＰＵ ） 结合调控棕色脂肪的发育和产热功能 ｔ％
。 另外 ， Ｚｈａｏ ｘｕｙｕｎ 等

定义 了
一

种新的棕色脂肪 ＩｎｃＲＮＡ ｌ（ Ｂ ｌｎｃ ｌ ） ， 发现 Ｂ ｌｎｃ ｌ 与 内源性蛋 白 ＥＢＦ２ 在

细胞中形成核糖核蛋 白转录复合物协同诱导脂肪组织中 ＵＣＰ １ 等产热程序的表达 ［
３ ９

］

。

Ｘ ｉ ｏｎ
ｇ ｙａｎ 等人报道 了ＩｎｃＲＮＡ（ ＡＫ ０７９ ９ １ ２ ） 富含于棕色脂肪组织且调控脂肪组织

线粒体功能和脂肪产热代谢过程 ， 在皮下脂肪中 的异位表达能激发皮下脂肪细胞 中

产热核心蛋 白 ＵＣＰ １ 的表达 。 这些研究揭示 了 ＩｎｃＲＮＡ ｓ 在脂肪发育和产热代谢中 的

重要调控作用 目 前除少数脂肪组织特异性 ＩｎｃＲＮＡ ｓ 的功能 比较明确 ， 大部分

ＩｎｃＲＮＡ ｓ 在脂肪细胞分化和产热 中 的功能和调控机制都未知 ， 值得深入研宄 。

本研究基于 已发表的脂肪组织注释 ＩｎｃＲＮＡ ｓ 数据集 ， 发现 你 基因 的转

录产物是
一

种 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ， 将其命名为 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 。 本章节探究 了 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 在二月 龄

小 鼠不 同组织中 的分布情况 ， 以及其在脂肪原代细胞分化成熟过程中 的表达情况 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物

２ 月 龄 Ｓ ＰＦ 级雄性 Ｃ ５ ７Ｂ Ｌ／６ Ｊ 小 鼠 ， 体重 ： １ ８
－

２２
ｇ ， 购 自 北京维通利华生物科

技股份有限公司 【合格证号 ： ＳＣＸＫ（ 京 ） ２０２０ － ００ １ ０ 】 。 所有实验动物操作程序均

按照 中 国 医学科学院北京协和医学院动物伦理委员会标准进行 ， 伦理审查编号 ：

ＳＬＸＤ
－ ２０２ １ １ ２２２ ０ １ ７ 。

１ ．２ 实验仪器

１０
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

表 １
－

１ 实验仪器设备


名称


ｒｕ


ＰＣＲ 仪 ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＭａｓｔｅｒｃｙｃ ｌｅｒ？ Ｘ５０

荧光定量ＰＣＲ仪 Ｒｏｃｈｅ Ｌｉｇｈｔｃｙｃ ｌｅｒ？ ９６

微量分光光度计 ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃＮａｎｏｄｒｏｐ 

２０００

高速台式冷冻离心机湖南湘仪 ＴＧＬ－

１ ６

涡旋振荡器海门市其林贝尔 ＱＬ
－９０ １

双人单面超净工作 台苏州净化 ＳＷ－ＣＪ
－２Ｄ 型

细胞培养箱 ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃ ３ １ １

精密 电子分析天平上海海康 电子仪器厂 ＦＡ２ １ ４

立式蒸汽灭菌锅合肥华泰医疗设备 ＬＸ－Ｃ５ ０Ｌ 型

恒温水浴锅力辰科技ＨＨ－

１

电动离心机北京医用离心机厂 ＬＤＺ４ －０ ． ８



电子显微镜


ＯＬＹＭＰＵＳ


ＣＫＸ３ １



１ ． ３ 实验试剂



表 １
－２ 实验试剂




ｒｍ


ＲＮＡｉｓｏＰ ｌｕｓ宝 日 医生物技术有限公司 ９ １ ０９

异丙醇 （分析纯 ）国药集团化学试剂有限公司 ８０ １ ０９２ １ ８

三氯甲烷 （分析纯 ）国药集团化学试剂有限公司 １ ０００６８ １ ８

乙醇 （分析纯 ）天津北联 ２０２２０４ １ ０

Ｐｒ ｉｍ ｅＳｃｒｉｐｔ

？
ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ宝 日 医生物技术有限公司ＲＲ０３６Ａ

ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍ ｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 

ＩＩ宝 日 医生物技术有限公司ＲＲ４２０Ａ

ＰＢＳ（ ｌ
ｘ

）索莱宝生物科技有限公司ＮＯ ．Ｐ １ ０２０

ＤＭＥＭ高糖培养基 Ｇ ｉｂｃｏ Ｃ １ １ ９９５ ５００ＢＴ

青霉素链霉素溶液ＨｙＣ ｌｏｎｅ ＳＶ３００ １ ０

０ ．２５％胰酶 ＨｙＣｌｏｎｅ ＳＨ３ ００４２ ．０ １

胎牛血清 Ｇ ｉｂｃｏ １ ００９ １ １ ４８

胶原酶 ＳＩＧＭＡ －ＡＬＤＲＩＣＨ Ｃ－０ １ ３ ０

３
－

ｉｓｏｂｕｔｙｌ
－

ｌ
－ｍｅｔｈｙ ｌｘａｎｔｈｉｎｅＳＩＧＭＡ－ＡＬＤＲＩＣＨ １ ７０ １ ８

Ｄｅｘａｍ ｅｔｈａｓｏｎｅ Ｓ ＩＧＭＡ－ＡＬＤＲＩＣＨ Ｄ １ ７５６

重组人胰岛素索莱宝生物科技有限公司 ＩＲ １ ４９０

Ｔｒ ｉ ｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ Ｓ ＩＧＭＡ－ＡＬＤＲＩＣＨ Ｔ２８７７



ＤＭＳＯ


索莱宝生物科技有限公司


Ｄ８３ ７ １



１ １
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不完全培养基配制 ： 每 ５０ｍＬ 高糖培养基加入 ５ ００
ｊ

ｘＬ 双抗 ， 备用 。

细胞完全培养基配制 ： 每 ４５ｍＬ 高糖培养基加入 ５ｍＬ 血清 、 ５ ００ 叫 双抗 ， 备

用 。

诱导液配制 ： ＩＢＭＸ 粉末用 ＤＭＳＯ 溶解为 ５ ８ ｍｇ／ｍＬ 的储存液 ； ＤＥＸＡ 粉末用

乙醇溶解为 ２ ．２ｍｇ／ｍＬ 的储存液 ， 利用不完全培养基稀释成 ４４
ｎｇ／ｍＬ 的储存液 ； 人

源胰岛素粉末用 ＨＣＬ（ ０ ．０２ ｍｏ ｌ／Ｌ ） 稀释成 １ｍｇ／ｍＬ 的储存液 。 在完全培养基中加

入诱导因子 ＩＢＭＸ 、 ＤＥＸＡ 、 Ｉｎｓｕ ｌ ｉｎ 储存液 ， 混匀 ， 最终配成各诱导因子 ＩＢＭＸ 、

ＤＥＸＡ 、 Ｉｎｓｕ ｌ ｉｎ终浓度为
０ ．５ｍＭ 、 Ｉ

ｊ

ｊＭ 、 １ ０ｍｇ／ｍＬ的诱导液 。

分化液配制 ： Ｔ３ 粉末用 ＮａＯＨ（ １ｍｏ Ｉ／Ｌ ） 溶解成 １ｍｇ
／ｍＬ 的储存液 。 在完全

培养基中加入分化因子 Ｔ３ 、 Ｉｎｓｕ ｌ ｉｎ 储存液 ， 混勾 ， 配制成分化因子 Ｔ３ 、 Ｉｎｓｕ ｌ ｉｎ 终

浓度为 Ｏ ． ｌ ｎＭ 、 ５ ｐｇ／ｍＬ 的分化液 。

２ 实验方法

２ ． １ＲＴ－

ｑＰＣＲ 检测 ＩｎｃＲＮＡ ｌ １ 在 Ｃ ５７ＢＬ／６Ｊ 小鼠各组织中的表达水平

２ ． １ １Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ 小鼠各组织分离取材

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ 小 鼠适应性饲养
一

周 （饲养室温度 ： ２０

°

Ｃ ， 饲养室湿度 ： ４５±１ ５％ ，

昼夜明暗交替 ： １ ２ｈ／ １ ２ ｈ ， 自 由饮水 、 饮食 ） ， 适应性饲养结束后 ， 将小 鼠脱颈椎

处死 ， 酒精喷洒消毒 ， 剖开小 鼠腹腔 ， 快速剪取小鼠体内脾 、 肝 、 肺 、 肾 、 心组织 、

骨豁肌、 腹股沟脂肪组织 、 肩胛处的棕色脂肪组织和脑组织 ， 放入提前标记的去酶

管 ， 液氮中速冻 ， 存放于－ ８０

°

Ｃ冰箱待用 。

２ ． １ ２ ＲＮＡ提取

称取大约 ０ ． １
ｇ 各组织置于 １ ． ５ ｍＬ 去酶离心管中 ， 每管 中加入 １ｍＬ Ｔｒｉｚｏ ｌ 试剂 ，

冰上剪碎研磨 ， 每管加 ２００
ｐ
Ｌ 氯仿提取 ＲＮＡ ， 涡旋 、 静置、 离心 ， 转移水相 ， 加

入等体积异丙醇沉淀 ＲＮＡ ， 颠倒 、 静置 、 离心 ， 去上清液 ， 加入 ７ ５％乙醇 （ 乙醇 ：

ＤＥＰＣ 水 ＝

３ ： １ ） ， 洗涤 ＲＮＡ ２－

３ 次 、 离心 、 弃废液 、 倒置 、 晾干 ， 每管加入 ＤＥＰＣ

水溶解 ＲＮＡ 。 利用超微量分光光度计检测 ＲＮＡ 浓度 。

２ ． １ ３ＲＮＡ 反转录

采用 ２０
 ｆ
ｘＬ 反应体系 ， 在标记的 ０ ． １ｍＬ 去酶管 中加入 ４

 ｊ

ｘＬ５ ｘＰｒｉｍｅ ｓｃｒｉｐｔＲＴ

Ｍａｓｔｅｒ 和 １ ６
 ｆ
ｉＬ ＲＮＡ－ＤＥＰＣ 水 ， 保证每管中 ＲＮＡ 质量为 ２０００ｎｇ ， 混匀反应体系 ，

放入 ＰＣＲ仪中反转录 （反应程序 ： ３ ７
°

Ｃ １ ５ ｍ ｉｎ ，８５
°

Ｃ ５ ｓ ，４
°

Ｃ ５ ｍ ｉｎ ） ， 结束待

ｃＤＮＡ 样品冷却至室温 ， 每管加入 ６〇 Ｍ
Ｌ ｄｄ Ｈ２０ 稀释。

１２
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２ ． １ ４ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 检测基因表达水平 ：

首先在八连排管中配制反应溶液 ， 基因 引物序列如表 １
－

３ ， 反应体系如表 １
－４ ：



表 １
－

３ 基因 引物序列


Ｇｅｎｅ


Ｆｏｒｗａｒｄｓｅｑｕｅｎｃｅ （
５

’

－

３
’

）


Ｒｅｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅ （
５＾３

？

）


１８ｓＣＡＴＧＣＡＧＡＡＣＣＣＡＣＧＡＣＡＧＴＡＣＣＴＣＡＣＧＣＡＧＣＴＴＧＴＴＧＴＣＴＡ

ＧＭ４４３８６ＧＧＡＣＡＡＧＴＴＧＣＴＣＣＴＴＣＣＴＴＣＡＧＡＡＧＧＣＴＴＧＴＧＴＧＴＣＡＧＡ

Ｕｃｐｌ



ＡＧＧＣＴＴＣＣＡＧＴＡＣＣＡＴＴＡＧＧＴＣＴＧＡＧＴＧＡＧＧＣＡＡＡＧＣＴＧＡＴＴＴ



表 １
－４ 荧光定量 ＰＣＲ 反应体系




Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ


Ｖｏ ｌｕｍｅ
（ ＼

ｉＬ
）


ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍ ｉｘＥｘＴａｑ 

３３ ６ ．２５

Ｆｏｒｍｅｒ ０ ．２５

Ｐｒｉｍｅｒ ０ ．２５

ｃＤＮＡ ３

ｄｄ Ｈ２０ ２ ． ７５

Ｔｏｔａ ｌ １ ２ ． ５

混匀 ＰＣＲ 反应体系 ， 置于荧光定量 ＰＣＲ 仪中 ， 设置反应程序 ， 如下 ：



表 １
－

５ 荧光定量 ＰＣＲ 反应程序



Ｐｒｏｇｒａｍ


Ｓｔｅｐ


Ｃｙｃ ｌｅ

Ｐｒｅ ｉｎｃｕｂａｔ ｉｏｎ ９５

°

Ｃｆｏｒ ３ ０ｓ １

９５

°

Ｃｆｏｒ１ ０ｓ

３Ｓ ｔｅｐ 
Ａｍｐ ｌｉｆｉｃａｔ ｉｏｎ ５５

°

Ｃｆｏｒ ３ ０ｓ ４０

７２

°

Ｃｆｏｒ１ ５ｓ

９５

°

Ｃｆｏｒ１ ０ｓ

Ｍｅｌｔ ｉｎｇ ６５
０

Ｃｆｏｒ ６０ｓ １



９７

°

Ｃｆｏｒ１ｓ



２ ．２ 检测 Ｃ ５ ７ ＢＬ／６Ｊ 小鼠脂肪原代细胞诱导分化过程中相关基因的表达情况

２ ．２ １ 取 Ｃ ５７ＢＬ／６Ｊ 小鼠脂肪原代细胞

十二孔板每孔加入 ｌ ｍＬ ＰＢＳ（ １％ Ｐ／Ｓ ） ， 小 鼠脱颈椎处死 ， 浸入 ７ ５％酒精消

毒 ， 用无菌剪小心分离剪取棕色脂肪组织和腹股沟 白色脂肪组织 ， 在十二孔板的

ＰＢＳ 液中清洗后放至纸 巾上吸干水分 ， 转移至 １ ． ５ｍＬ 无菌离心管 中剪碎至无明显

１３
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颗粒状 ， 再转移至 １ ５ｍＬ 离心管 ， 每管加入 ３ｍ ｌ 胶原酶溶液 （ １ ． ５ｍｇ／ｍＬ ） ， 混匀 ，

３ ７

°

Ｃ水浴 ， 消化 １ ３ｍ ｉｎ ， 完全培养基终止消化 ，
１ ０００ｒｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 转移底部细

胞沉淀至新的无菌离心管 ， 加完全培养基 ， 吹散 ， 接种至十二孔板 ， 放入细胞培养

箱培养 （ ３ ７

°

Ｃ ， ５％Ｃ０２ ） ，２４ｈ 后换上新鲜培养基 ， 每隔 ４８ｈ 更换
一

次培养基 。

２ ．２２ 脂肪原代细胞诱导分化

待细胞生长状态 良好 ， 密度达到 ３０％－４０％时 ， 更换新鲜配制诱导液 ， ４８ｈ 后继

续更换第二次诱导液 ， 诱导 ４ 天 ， 更换新鲜配制分化液 ， 分化 ４ 天 ， 显微镜下观察

到细胞内部含有大量脂滴 ， 表明脂肪原代细胞分化成熟 。

２ ．２３ 检测脂肪原代细胞中相关基因表达水平

从脂肪原代细胞进入诱导分化过程开始 ， 收集 ０ 、 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 天的细胞 ， 十二

孔板每孔加入 ５００
ｐ
Ｌ Ｔｒｉｚｏ ｌ 试剂 ， 冰上孵育 ５ｍｉｎ ， 吹散细胞 ， 收集到 １ ． ５ｍＬ 去酶

管中 ， 每管加入 １ ００ 叫 氯仿 ， 按照 ３ ． １ ２－３ ． １ ４ 方法提取细胞中总 ＲＮＡ ， 检测原代细

胞在诱导分化第 ０ 、 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 天时 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 、 ＵＣＰ １ 的转录水平 。

２ ． ３ 统计学分析

利用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒ ｉｓｍ６ ．０ 对实验数据进行统计学分析 ， 结果表示为 Ｍｅａｎ土

ＳＥＭ 。 数据采用单因素方差分析 ， 组间 ｒ检验 。 Ｐ ＜０ ．０ ５ 认为具有统计学差异 。

３ 实验结果

３ ． １ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 在棕色脂肪组织中特异性高表达

利用 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 检测手段检测 ＩｎｃＲＮＡ ｌ １ 在普通 ２ 月龄 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ 小 鼠各组织器

官中 的表达水平 ， 结果显示该基因在脑 、 肾 、 心 、 肌肉 、 脂肪组织中广泛表达 ， 以

在脾中 的表达量为标准 ， ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 在肝脏中 的表达量是脾中 的 ３ ．２６ 倍 ， 在肺中的

表达量是脾中 的 ３ ．４ 倍 ， 在脑中的表达量是脾中的 １ ５ 倍 ， 在肾脏中的表达量是脾中

的 １ １ ５ 倍 ， 在肌肉中的表达量是脾中的 ２ １ ２ 倍 ， 在心脏中 的表达量是脾中的 ７３ ８ 倍 ，

在棕色脂肪中的表达量是脾中的 １ ５００ 倍 ， 在皮下脂肪中的表达量是脾中 的 ４０ 倍 ，

结果表明其在棕色脂肪组织中表达量最高 。

１４
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＊ ＊ ＊

２ ００ ０ 
－

．１ Ｔ
Ｓ １ ５０ ０ 

－

广
０ ＞

＜ ＊ ＊ ＊

ｉ ｌ ｏｏ ｏ
－

｜—
３ ５０ ０

－

＊ ＊ ＊■

０
＾￣

Ｉ



１



１



Ｔ

图 １
－

ｌ Ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 在 ２ 月 龄 Ｃ ５ ７ ＢＬ／ ６ Ｊ 小 鼠各组织器官中 的表达水平 。 ｎ

＝

６ 。

…

尸 ＜ ０ ． ０ ０ １ ， 以

脾脏中 的表达水平为参照 。

３ ．２ Ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 表达量与脂肪细胞分化相关

本研究取 Ｃ ５ ７ＢＬ／６ Ｊ 幼 鼠脂肪原代细胞诱导分化成成熟脂肪细胞 ， 收集诱导分

化第 ０ 、 ２ 、 ４ 、 ６ 和 ８ 天的细胞 ， 检测细胞中 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 和关键产热蛋 白 ＵＣ Ｐ １ 的转

录水平 。 结果发现 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 的转录水平随着脂肪原代细胞分化过程逐渐升高 ， 其

在棕色脂肪原代细胞分化末期 的转录水平为分化第 ０ 天的 ２ ． ６６ 倍 ， 在皮下脂肪原代

细胞分化末期 的转录水平为分化第 ０ 天的 １ ．７４ 倍 。 同 时分化过程中关键产热蛋 白

（ＪＣＰ １ 的转录水平也显著升高 ， ＵＣ Ｐ １ 在棕色脂肪原代细胞分化末期的转录水平为分

化第 ０ 天的 ２０ ． ６ 倍 ， 在皮下脂肪原代细胞分化末期的转录水平为分化第 ０ 天的 ２ ． １ ６

倍 。 这表明 ， Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 的表达水平与脂肪细胞的分化相关 。

Ａ Ｂ
ＢＡＴ—ＵＣＰ １ ｉ ＶＶＡＴ ＵＣＰ １

Ｉ
２ ５

－

１
？ＬｎｃＲＮ

＾
Ｈ—Ｌｎ ｃＲ ＮＡ １ １

１ Ｔ ５
２ － ５

ｌ
“

Ｉ２ ０
－ Ａ Ｉ

ｓ／ ｇ
２ ０

．

／

＼

＂

Ｉ／｜ ， ５
．^

ｎ—４＾ｉ

：

〇
Ｊ

，



．



，



．

＾〇 ． 〇
Ｊ￣

．



．



１



．



１

—

０ ２ ４ ６ ０ ２ ４ ６ ８

Ｄａ
ｙｓ

Ｄ ａｙｓ

图 ｌ
－２ ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 和 ＵＣＰ ｌ 随脂肪细胞分化过程的表达变化趋势 。 （ Ａ ）ＬｎｃＲＮＡ ｌ  １ 和 ＵＣ Ｐ １ 随

棕色脂肪原代细胞分化过程的表达水平 。 （ Ｂ ）ＬｎｃＲＮＡ ｌ １ 和 ＵＣ Ｐ １ 随腹股沟 白 色脂肪原代细胞

分化过程的表达水平 。 ｎ 

＝

６ 。

＊ ＊

Ｆ ＜ ０ ． ０ １ ，
＿

Ｐ ＜ ０ ． ００ １ ， 分化天数 ｖ ｓ ． 分化 ０ 天 。

１５
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讨论

过量的脂肪积累是肥胖诱发糖尿病 、 心脑血管疾病和某些癌症等严重疾病的重

要因素 。 目 前在转录层面对脂肪组织的形成和代谢进行 了充分研究 ， 脂肪形成是
一

个 由转录级联反应控制 的复杂过程 ， 其 中 ＰＰＡＲｙ和 ＣＥＢＰａ是脂肪分化调控网络中

的关键转录因子 ｔ

２６
，
４ １

］

。 ＬｎｃＲＮＡ ｓ 是近年来发现的
一

类新兴调控因子 ， 能够与转录因

子结合从表观遗传学层面调控脂肪组织发育和产热功能￥ １

。 研宄证 明存在棕色脂肪

组织特异性表达的 ＩｎｃＲＮＡ ｓ ， 如 Ｂ ｌｎ ｃ ｌ 、 ｌ ｎｃ
－ＢＡＴＥ ｌ ， 调控棕色脂肪发育和产热功能

Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 是通过转录组测序技术鉴定 出 的在棕色脂肪组织特异性表达 的

Ｉｎ ｃＲＮＡ ， 它是否 同样在棕色脂肪组织中发挥相似的调控作用 尚未可知 。

本章研宄首先通过 ＲＴ －

ｑ
ＰＣＲ 技术检测 Ｉｎ ｃＲＮＡ ｌ１ 在二月 龄 Ｃ ５ ７ＢＬ／６ Ｊ 小 鼠不 同

组织中 的转录水平 ， 验证 了转录组测序结果 ， 数据显示 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 在脑 、 肾 、 心 、

肌肉 、 脂肪组织中均有表达 ， 特别是在心肌 、 骨骼肌 以及棕色脂肪组织 中 的表达水

平显著高于其它组织 。 提取小 鼠脂肪原代细胞诱导分化成熟 ， 检测 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 在这

个过程 中 的表达水平变化 ， 结果发现随着细胞分化 ， ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 伴随脂肪细胞 中

ＵＣＰ １ 蛋 白表达量逐渐升高 。 ＵＣＰ １ 是
一

类在棕色脂肪细胞和部分类棕色脂肪细胞 中

特异性表达的解偶联蛋 白 ， 脂肪细胞在 ＵＣＰ １ 介导的产热基因程序作用 下将葡萄糖

和脂质 中 的化学能转化为热能？ 。 研究发现健康人身体中含有大量 ＵＣＰ １ 高表达脂

肪细胞 ， 而在肥胖患者和老年人体 内 ＵＣＰ １ 表达活性较低 ， 激活脂肪细胞 中 ＵＣＰ １

介导的产热基因程序表达可 以增加全身能量消耗 ， 提高胰岛素敏感性口 ，

４ ３＾
１

。 因此

探索促进脂肪细胞发育和 ＵＣＰ １ 产热基因程序表达的调控因子对于肥胖患者改善过

度脂肪蓄积有重要意义 。 ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 在心肌 、 骨骼肌和棕色脂肪组织 中 高表达 ， 而

这些组织均富含线粒体 ， 尤其是棕色脂肪组织含有丰富 的线粒体 ， 而线粒体是 ＵＣＰ １

表达和产热的主要场所 ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 是否参与调控脂肪组织发育和产热功能有待

进
一

步探究 。

１ ６
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第二章 ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对小鼠代谢及脂肪组织的影响

引言

世界卫生组织定义肥胖是指体 内 出现异常或过度脂肪堆积 ， 其判断指标为 ＢＭＩ

之 ３０ ｋｇ／ｍ
２

， 针对亚洲人群 ， 肥胖临界点为 ＢＭ Ｉ
＝

２８ ｋｇ／ｍ
２

。 事实上 ， 肥胖症是
一

种

代谢紊乱疾病 ， 传统观点认为肥胖的发生主要原因是能量稳态失调 ， 多余的能量储

存在脂肪细胞中 ， 导致脂肪组织病理性扩张 ［
４６

］

， 脂肪细胞储存脂质超载 ， 容易造成

脂类物质异位积聚在组织或器官中 引发局部炎症或组织代谢功能受损 ， 导致肥胖症

者 出现与代谢失调相关的其它合并症 ， 如肥胖引发胰岛素抵抗导致胰岛功能恶化诱

发二型糖尿病 ， 更严重的如睡眠呼吸暂停综合征 、 脂肪性肝炎 、 肾小球硬化 、 胆结

石等 ［
４７

］

。

脂肪组织是
一

个分布在全身的动态器官 ， 与肥胖等代谢紊乱性疾病的发生发展

密切相关 。 研宄表明哺乳动物体内至少含有两类主要的脂肪组织 ．

？ 棕色脂肪组织和

白色脂肪组织 。 棕色脂肪组织主要参与能量消耗 ， 其含有丰富的线粒体 ， 高表达解

偶联蛋 白 １（ＵＣＰ １ ） ， 发生线粒体呼吸与 ＡＴＰ 合成解偶联 ， 将呼吸链电子传递过

程中 的 Ｈ
＋

电位差转换成热能 ， 提供产热维持机体核心体温 ［
４５

］

。 白色脂肪组织主要

以甘油三酯 （ ＴＧ ） 的形式储存脂质 ， 可以通过脂肪细胞扩大和细胞增殖分化储存多

余能量 ［
１ ４

］

。 脂肪细胞扩大与炎症 、 代谢紊乱密切相关 ， 相反 ， 促进脂肪组织分化发

育有利于抵抗肥胖和相关代谢疾病 。 另外 ， 皮下脂肪组织具有高度可塑性 ， 在肾上

腺素 、 冷刺激 、 运动等作用下可转分化为类棕色脂肪细胞 （米色脂肪细胞 ） ， 表现

为 ＵＣＰ １ 表达量升高 ， 产热活性增加 ， 称为棕色化％ 
４９

］

。 棕色脂肪组织和米色脂肪

组织在体内 的代谢特征相似 ， 都能摄取葡萄糖和脂肪酸 ， 参与调节全身糖脂代谢过

程 ， 这类脂肪组织可以清除甘油三酯 、 释放细胞因子和减轻胰岛素抵抗 ， 表现出对

肥胖和糖尿病等代谢性疾病的改善作用 ［
４ ８

］

。 因此 ， 了解棕色脂肪组织耗能产热和 白

色脂肪组织发育分化的生物学过程并寻找相关的调控基因 ， 有利于设计新的靶点和

治疗策略对抗肥胖及其诱发的代谢紊乱相关疾病 。

前期实验研宄 己经确定 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 在棕色脂肪组织中特异性高表达 ， 且其表达

水平随着脂肪原代细胞分化而逐渐升高 。 为进
一

步探宄其是否参与调控脂肪组织分

化和代谢过程 ， 本章研究中构建了基因敲除小 鼠 ， 选取同 窝野生型小 鼠

和基因敲除小 鼠 ， 分别用正常饲料喂养 ８ 周 以及高脂喂养 １ ２ 周 ， 对比每种饲养方

式小 鼠的生理功能差异 ， 通过检测小 鼠的相关代谢指标系统研宄 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对

小 鼠脂肪组织和代谢功能的影响 。

１ ７
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第一节 构建 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小鼠模型

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物

基因敲除小 鼠 由北京唯 尚立德生物科技有限公 司 构建 【 合 同编号 ：

ＦＷ２０ １ ７０ ８ ０ ５ －０ １ ＺＥＤ 】 ， 和生产 【合格证号 ： ＳＣＸＫ（ 京 ） ２０２０ －

０ ０ １ ０ 】 。 所有实验

动物操作程序均按照 中 国 医学科学院北京协和医学院动物伦理委员会标准进行 ， 伦

理审查编号 ： ＳＬＸＤ －２０２ １ ０３ １ ４０ １ ７ 。

１ ． ２ 实验试剂



表 ２ －

１ 实验试剂


 

ＥＤＴＡ国药集 团化学试剂有限公司Ｈ２２ ４ １ ９２ ６

Ｎ ａＯＨ国药集团化学试剂有限公司 １ ０ ０ １ ９ ７ ６２

Ｍ ｉｇｈ ｔｙＡｍ ｐ

？
Ｇ ｅｎｏ ｔｙｐ ｉｎｇ

Ｋ ｉ ｔ宝 日 医生物技术有限公司 Ｒ０７４Ａ

Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ索莱宝科技有限公 司 Ｔ８２３ ０

西班牙琼脂糖贝 晶生物科技有限公司 ＢＹ －Ｒ０ １ ０ ０

５ 〇 ｘ ＴＡＥ博奧拓达科技有限公司 Ｔｏ
ｐ０ ７ ５ １

核酸染料博奥龙生物科技有限公司 ＢＨ） ７０ ０ １

ＤＮＡＬｏａｄ ｉｎｇ
ｂｕｆｆｅ ｒＮｏｖｏｐｒｏ ｔｅ ｉ ｎＮ 〇 ：ＤＭ ０ ９９



ＤＮＡｍ ａ ｒｋｅ ｒ



博奥龙生物科技有限公司


ＢＤ ＩＴ０Ｑ３ ９

碱液配制 ： 称取 ５ ０
ｇ
Ｎ ａＯＨ ， 加入 ２０ｍＬＥＤＴＡ 溶液 （ ０ ． ５ｍｏ ｌ／Ｌ ） ， 再加入 １Ｌ

ｄｄ Ｈ ２０ ， 混匀 。

中和液配制 ： 称取 ３ １ ５ ． ２
ｇ
Ｔｒ ｉ ｓ

－ＨＣ ｌ 粉末 ， 加入 ｌ Ｌ ｄｄ Ｈ ２０ ， 混匀 ， 调 ｐ
Ｈ 值为

５ ． ０ 〇

１ ． ３ 实验仪器



表 ２ －２ 实验仪器设备


 

恒温金属浴 ＬＥＯ ＰＡＲＤ Ｇ １ ２ ０ ０

ＰＣＲ
仪 Ｅ

ｐ ｐ
ｅｎｄｏ ｒ ｆＭａ ｓ ｔｅ ｒｃｙｃ

ｌ ｅ ｒ？ Ｘ ５ ０

水平 电泳槽 美 国 伯乐 １ ７０４４ ８ ６



紫外分析仪


其林 贝尔


ＧＬ －

３ １ ２ ０

１ ８
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２ 实验方法

２ ． １ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小鼠的构建

根据 ＧＭ／４３恥 基因 的基因组序列结构 ， 设计 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ ＰＲ 靶点 ： 如下 图 ， 货６

基因具有两个外显子 ， 将 ｅｘｏｎ ｌ
－２删除后 ， Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 失去功能 。 因此在 ｌ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ

－２０ １

的 ｅｘｏｎ ｌ
－２ 两边的两端设计 ｃ ａ ｓ９ 靶点 ， 实现将 ＩｎｃＲＮＡ ｌ １

－２０ 丨 敲除 。 根据 抛

基 因组序列 设计靶点 ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ ］
－Ｌ －

ｇ
２（ ５

’

－ＴＡＴＴＴＧＡＴＴＧＡＴＴＡＴＣＣＣＴＧＧ －

３
，

） 和

ｌｎｃＲＮＡ ｌ ｌ

－Ｒ －

ｇ
２（ ５

，

－ＧＧＡＴＣＡＴＣＣＡＴＧＧＴＧＴＴＡＡＧＧ －

３
’

） 。 将ｇ
ＲＮＡ与ｓｐＣ ａｓ ９蛋

白
一

起显微注射小 鼠受精卵 ， 对 出生后 ２ 周龄小 鼠进行基因型分析 、 鉴定和基因测

序 ， 获得 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 片段敲除的小 鼠 。

基 因 型 检测ＰＣＲ引 物ＧＭＷ３Ｓ６－Ｆ ：５

’

－ＧＡＡＧＡＴＡＣＣＣＣＴＣＣＣＣＡＡＴＣ －

３
’

，

ＧＭ４４３８６－Ｒ ＼ ：５ 

＇

－ＧＡＧＣＴＴＧＧＧＡＴＣＣＣＴＣＡＴＴＧ －

３
５

 ，ＧＭ４４３８６－Ｒ２ ：

５
’

－ＣＡＴＡＡＴＡＧＣＧＡＧＣＣＴＧＴＣＴ－３
’

。 发生片段敲 除 后 预 期 ＰＣ Ｒ 片 段大 小 为 ４００

ｂ
ｐ

－

５ ００ｂ
ｐ
左右 ， 测序 引 物选择本Ｏ你－Ｆ２ ：５

’

－ＣＡＧＣＣＴＧＧＡＣＴＡＡＧＡＡＧＡＡ－

３

’

，

ＧＭ４４３ ？＾－Ｒ２ ：５

’

－ＧＣＡＡＴＴＡＣＡＧＧＣＡＴＧＡＧＴＣ －

３

’

。 将 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ缺陷小 鼠与野生

型小 鼠交配 ， 出生的小 鼠两周龄后进行基因 型鉴定 ， 建立稳定遗传的 Ｆ １ 代小 鼠 。



－



－

 Ｆ
ｇ
ｆ ｗ ａ ｒ ａ

＾＾
ｔ

ｒ ａ ｒ ａ
ｊ^

Ｃ
－

£ Ｊ Ｃ ；  Ｃ Ｃ Ｃ ￡ ｔ ， ５ Ｇ ？ ｅ 〇 Ｃ ０ ＜

：， ５ １ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｓ －

；  Ｚ ｌ ： Ｃ
－

£ ５ １ ； ： ： Ｃ Ｇ Ｓ ５ １

－

５ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ ； ； ： ！
； Ｃ Ｓ ｈ ５ ； ； Ｃ ；

＾

Ｇｅ ｎ ｅ ｓ ＇

（
Ｃｏｍｐ ｒ ｅｈ ｅｎ ｓ ｉ ｖ ｅ  ｓｅ ｔ ． 

Ｉ

ｔ

ａ

Ｉ

１

？

ＣＣｐｍ ｐ ｒ ｅｈ ｅｎ ， ｉ ｙ ｅ  ９ｅ ｔ ． ． ．

 Ｉ ｎＳ ｆｆｆ
３ ０６

＇

２ ° ｌ

．

Ｒ ｅ ｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ 
Ｂ ｕ ｉ

ｌ
ｄ ＩＷＷＢＢＷｉ ＼ＷＷＭＭＢＷＢＷｉ

Ｓ６ ５ ０ ５ ．
ＣＣＯＭ ． ５ ０ ７

．
５ ００ ８ ６

．
３ １ ０ ． ０００ ８ ６ ３ １ ２ ． ５ ００ Ｑ ６ ５ １ ５ ．

０００ Ｓ ６ ３ １ ７ ． ３ ０ ０ ８６ ． ５ ２ ０ ． ０ＣＯ ８６ ． ５ ２ ２ ． ３００ Ｓ ６ ． ５ ２ ５ ． ０００

ｉ ｔ ｒ ａｒｃ  ２ ２ ３８  ｋ ｔ


１

图 ２ －

１ 基因组序列结构

２ ． ２ＰＣＲ 鉴定小鼠基因型

剪取 １ 到 ２ 周龄小 鼠 的耳朵或指 甲 于标记的 １ ． ５ｍＬ 去酶离心管中 ， 每管加入

７ ５
ｐＬ 预先配制 的碱液 ， 置于金属浴 中 １ ００

°

Ｃ加热 ３ ０ 分钟 ， 取出 ， 晾至室温 ， 每管

继续加入 ７ ５预先配制 的 中和液 ， 振荡 ， 离心取上清液 ， 得到 ＤＮＡ 样品 。

在标记 ８ 连排中配制 ＤＮＡ 扩增溶液 ， 体系如下表 ：



表 ２ －

３ＤＮＡ 扩增体系




Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ



Ｖ ｏ ｌ ｕｍ ｅ
（ ｜

ｉＬ
）


ＤＮＡ样品 １ ． ２ ５

Ｅｎｚｙｍ ｅ ０ ． ５

Ｐｒ ｉｍ ｅ ｒ（ Ｆ＋Ｒ ） １ ． ５



２ ｘ ＰＣＲＢｕ ｆｆｅ ｒ



１ Ｚ ５


１ ９
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ｄＮＴＰ ５

ｄｄＨ ２０ ４ ． ２ ５



Ｔｏ ｔａ ｌ



２ ５



将混匀体系置于 ＰＣＲ 仪中 ， 设定反应程序如下表 ：



表 ２ －

４ＰＣＲ 反应扩増程序




Ｐ ｒｏｇｒａｍ


Ｓ ｔｅ ｐ


Ｃｙｃ ｌ ｅ


Ｓ ｔａｇｅ
 １ ９４

０

Ｃｆｏ ｒ２ｍ ｉｎ １

９ ８
°

Ｃｆｏ ｒ １ ０ｓ

Ｓ ｔａｇｅ２ ６０

°

Ｃｆｏｒ３ ０ｓ ３ ５

６ ８
°

Ｃｆｏ ｒ２０ｓ

Ｓ ｔａｇｅ
３ ６ ８

°

Ｃｆｏ ｒ１ ０ｍ ｉｎ １

１ ６
°

Ｃｆｏ ｒ５ｍ ｉｎ

扩增反应结束后 ， 取 出样 品 ， 每管加入 ６ ． １ ２ ５
ｐＬＬｏ ａｄ ｉｎｇ

Ｄｙｅ（ ５ ＞０ ， 用 移液

枪吹匀 ， ４

°

Ｃ存放待用 。

取锥形瓶配制琼脂糖凝胶溶液 （ ０ ． ９ ｇ 琼脂糖加入 ９ ０ ｍＬ ｌ
ｘＴＡＥ 溶液 ） ， 混匀 ，

微波 中高火加热 ２ 分钟 ， 溶解后取 出 ， 加入 ９
ｎＬ 核酸染料 ， 晃匀 ， 倒入模具 中 ， 静

置 ２ ０ 分钟 ， 待其凝固 ， 凝胶放入电泳槽中 ， 每孔加入 １ ０
ｐ
Ｌ ＤＮＡ 样品 ， 边缘孔加

入 ４
 ｆ

ｉＬ ＤＮＡｍａｒｋｅ ｒ ， 将仪器连接电源 ， 设置 １ ３ ０ｖ ，２０ 分钟 ， 电泳结束后 ， 取 出凝

胶 ， 放于紫外分析仪中检测 ， 记录实验结果 。

２ ． ３ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 检测基因敲除小鼠脂肪组织中 的 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 转录水平

取野生型 （ ＷＴ ） 和敲除型 （ ＫＯ ） 小 鼠 ， 禁食
一

夜 ， 脱颈椎处死 ， 快速剪取小

鼠的 ＢＡＴ 、 ｉＷＡＴ 、 ｅＷＡＴ 组织 ， 置于标记的去酶管中 ， 按照第
一

章 ３ ． １ ２ －

３ ． １ ４ 方法

检测脂肪组织 中 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ １ 和 ＵＣ Ｐ １ 的转录水平 。

２ ． ４ 统计学分析

利用 Ｇｒａｐ
ｈ
ｐａｄ

Ｐ ｒ ｉ ｓｍ６ ． ０ 对实验数据进行统计学分析 ， 结果表示 为 Ｍｅａｎ土

ＳＥＭ 。 数据采用单因素方差分析 ， 组间 ｒ检验 。 尸 ＜０ ． ０ ５ 认为具有统计学差异 。

３ 实验结果

３ ． １ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小鼠的鉴定

利用 ２ 对 引物对 鼠尾基因进行扩增 ， 核酸 电泳鉴定小 鼠 的基因型 ， 发生片段敲

２ ０
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除后预期 ＰＣＲ 片段大小为 ４０ ０ －

５ ００ｂ
ｐ 左右 ， 如 图 ］ ． １ 所示 ， 编号 ２ １ 、 ２２ 、 ２ ５ 、 ２ ７

号为 基因片段敲除小 鼠 ， 编号 ２ ３ 、 ２４ 、 ２ ６ 号为野生型小 鼠 。 通过突变型

小 鼠的测序峰 图分析 ， 突变型 的 ＤＮＡ 序列在 ＡＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＧ 前缺失 ２ ５ ６ ０ｂｐ ，

出现片段删除 。

ＡＭ ２ １ ２ ２ ２ ３ ２ ４ ２ ５ ２ ６ ２ ７

？ ＞
ＰＩ

＿＿颺７５０

■
＂

■■ｌ ｌ ｌ ｉ ｉ ｌ
Ｂ

１ １ ０ １ ２ ０ １ ３ ０

Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ ４ Ｇ ｉ ７ ４ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ ＞ Ｔ Ｇ ＧＡＴＧ

Ｕ ＾ ：

＊ ■

Ｃ Ｔ Ｔ ＧＣ Ａ Ｔ Ａ Ｃｌ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ －２ｎ６ ０ｂ ｐＡ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ ； Ｇ Ａ Ｔ Ｇ

图 ２ －２ 通过 ？０１
－核酸 电泳鉴定小 鼠基因型 。 （ 八 ） ？ １ 代小 鼠 ０灿《 ３５６ 基因 的 ？０１ 胶图 。 （ ８ ）

突变型基因序列 的测序峰图显示小 鼠基因片段敲除 。

３ ．２ 基因敲除小鼠脂肪组织中的 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 、 ＵＣＰ １ 转录水平

利 用 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 检测手段检测野生型和 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺 陷 小 鼠体 内 脂肪组织 中

Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 、 ＵＣＰ １ 的转录水平 ， 结果表明在 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠脂肪组织 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ

转录水平极低 ， 符合基因敲除的 目 标 。 同时检测脂肪组织关键产热蛋 白 ＵＣＰ １ 的转

录水平 ， Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠脂肪组织中 ＵＣＰ １ 的转录水平相 比野生型显著降低 。

Ａ Ｂ
Ｌ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ ＵＣ Ｐ １

＝
１ ， ５

１□ＷＴ ｜

１ ， ５

１ ！＝□ＷＴ
＇

ｌｍＫＯ Ｓ■Ｋ〇

ｇ ｔ

１ ．０
－——— １ ． ０

－—

ｊ
ｉ

—

ｊ
—

＜ ｓ：

＾ ｙ＊＊＊

＾０
． ５

－３
０ ． ５

－

＊＊＊＊＊＊

Ｉ ＊＊＊
 ＊ ＊＊ｉ＿Ａ由

＾
０ ， ０

１ １＾
＿Ｌ＾Ｏｍ＿Ｌｉ

 ｓ
〇 ． 〇 ！

，

■ ＩｐＷ
ＢＡＴ ｉＷＡＴ ｅＷＡＴ ＢＡＴ ｉＷＡＴ ｅＷＡＴ

图 ２ －

３ 基因敲除小 鼠体 内 脂肪组织的 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 、 ＵＣ Ｐ １ 转录水平 。 （ Ａ ）Ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ １ 转录水平

（ ｎ

＝

６ ） 。 （ Ｂ ）ＵＣＰ １转录水平 。 ｎ
＝

６ 。

…

尸＜ ０ ． ００ １ ，

“

尸＜ ０ ． ０ １ ，
＊

尸＜ ０ ． ０ ５ ， 野生型小 鼠 （ ＷＴ ）

ｖ ｓ ． ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ缺陷小 鼠 （ ＫＯ ） 。

２ １
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第二节 ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对小鼠脂肪组织和代谢水平的影响

在本章第
一

节 中 ， 成功培育 了 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 ， 并利用 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 技术验证

小 鼠脂肪组织 中 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 表达缺失 。 本节选取 同 窝野生型和 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 ，

测定其体重 、 体脂 、 ＧＴＴ 、 ＩＴＴ 和呼吸代谢水平等相关表型 ， 评估 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷

对小 鼠脂肪代谢的影响 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物

８ 周龄同 窝野生型和 丨ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 ， 所有实验动物操作程序均按照 中 国

医 学 科 学 院 北 京 协 和 医 学 院 动 物 伦 理 委 员 会 标 准 进 行 ， 伦 理 审 查 编 号 ：

ＳＬＸＤ －２０２２０４２ ６０ １ ４ 。

１ ． ２ 实验试剂



表 ２ － ５ 实验试齐 丨

Ｊ





ｒｍ


线粒体压力试剂盒 Ａｇ
ｉ ｌｅｎｔ 公司 １ ０ ３ ０ １ ５

－

１ ０ ０

４％组织细胞固定液索莱宝 Ｎｏ ． Ｐ ｌ  １ １ ０

ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥ 凝胶试剂盒康为世纪 ＣＷ００２２Ｓ

蛋 白 酶抑制剂大连美仑生物ＭＢ ２ ６７ ８

Ｒ Ｉ ＰＡ 裂解液 碧云天 Ｐ００ １ ３Ｂ

５ ｘ Ｌｏａｄ ｉｎｇ
ｂｕｆｆｅ ｒ康为世纪 ＣＷ０ ０ ２ ８

Ｐ ｒｏｔｅ ｉｎＭ ａ ｒｋｅ ｒ金斯瑞生物科技Ｍ００ ６２４ －２ ５ ０

电泳缓冲液 康为世纪 ＣＷ００４ ５ Ｓ

转膜缓冲液康为世纪 ＣＷ００４４ Ｓ

封 闭液 碧云天 Ｐ０２ ５ ２

ＴＢＳＴ 康为世纪 ＣＷ００４ ３ Ｓ

丽春红染液 碧云天Ｒ ）０２ ２

ＥＣＬ 发光液大连美仑生物ＭＡ ０ １ ８ ６
－

１

抗ＧＡＰＤＨ抗体 Ａｂｅａｍ Ａｂ９４ ８ ５

抗ＵＣＰ １抗体 Ａｂｅａｍ Ａ ｂ  １ ０９ ８ ３

抗ＦＡＢＰ４抗体 Ａｂｅａｍ Ａｂ９２ ５ ０ １

抗ＣＥＢＰａ抗体 Ａｂｅａｍ Ａｂ４ ０７６４



抗 Ｐ
－ａｃ ｔ ｉｎ 抗体


易科拜德


ＥＸＰ００４ １ Ｆ


２ ２
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ＨＲＰ 羊抗 鼠二抗柏奥易杰 ＢＥ０ １ ０２



ＨＲＰ 鼠抗兔二抗


柏奥易杰


ＢＥ０ １ ０ １



１ ． ３ 实验仪器



表 ２－６ 实验仪器设备




ｒｍ
ｇｉ

体脂仪 Ｂｒｕｋｅｒ ＬＦ５ ０／９０

血糖仪鱼跃 ５ ８０

Ｓｅａｈｏｒｓｅ 代谢仪 Ａｇｉ ｌｅｎｔ Ｓｅａｈｏｒｓｅ ＸＦｅ２４

动物代谢分析系统 Ｐａｎｌａｂ Ｏｘｙ ｌｅｔ Ｐｒｏ

Ｌｅｉｃａ 切片机强生 ＲＭ２ １ ３ ５

Ｌｅｉｃａ 包埋机 强生 ＥＧ １ １ ６０

全景扫描仪 Ａｐｅｒ ｉｏ 公司 ＣＳ２

透射电子显微镜 日 本电子株式会社 ＪＥＭ－

１ ４００ｐ ｌｕ ｓ

超声波清洗器昆山市超声仪器有限公司ＫＱ
－

５ ０Ｂ

连续波长酶标仪 Ｔｅｃａｎ 公司 Ｉｎｆｉｎ ｉｔｅＭ １ ０００

荧光倒置显微镜Ｎ ｉｋｏｎ Ｔｓ２Ｒ

垂直电泳仪 Ｂ ｉｏ－

ｒａｄ １ ６５ ８００ １

转印槽 Ｂ ｉｏ －

ｒａｄ １ ７０３９３ ０

翘摆摇床 Ｋｙｌ ｉｎ－Ｂｅｌ ｌ ＴＳ－８

水平脱色摇床北京市六
一

仪器厂ＷＤ－９４０５Ｂ



多功能成像分析系统


上海琴翔


Ｇｅｎｏｓｅｎｓ１ ５００


２ 实验方法

２ ． １ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小鼠脂肪原代细胞的呼吸代谢水平检测

利用 Ｓｅａｈｏｒｓｅ 能量代谢仪检测基因敲除小 鼠脂肪原代细胞的呼吸代谢水平 。

脂肪原代细胞提取 ： 按照第
一

章实验方法 ２ ．２ １ 分别提取基因敲除小 鼠和野生型

小 鼠的棕色脂肪原代细胞 、 腹股沟 白色脂肪原代细胞 ， 接种至十二孔板 ， 于细胞培

养箱培养 （ ３ ７

°

Ｃ ， ５％Ｃ０２ ） 。 细胞长至 ７０％密度时 ， 加入胰酶消化细胞 ， 停止消

化后离心 ， 加入培养基重悬并计数 ， 细胞终密度稀释为 ６ｘ ｌ 〇
４个／ｍＬ 。 将细胞接种

至 ＸＦ２４ 板中 ， 留 出 ４ 个背景孔不加液体 ， ＸＦ２４ 板于细胞培养箱 （ ３ ７
°

Ｃ ， ５％ Ｃ０２ ）

培养过夜 ， 使细胞贴壁 。

水化探针板 ： 探针板相同位置留 出 ４ 个背景孔 ， 剩余每孔加入 ｌ ｍＬ 校正缓冲

液 ， 放于培养箱 （ ３７

°
Ｃ ， 无 Ｃ０ ２ ） 中水化过夜。

２３
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配制分析培养基 ： 利用分析基础培养基加入 Ｌ－谷氨酰胺 、 丙酮酸钠 、 葡萄糖配

制成分析工作培养基 ， 含 Ｌ－谷氨酰胺 ２ｍｍｏ ｌ／Ｌ 、 丙酮酸钠 １ｍｍｏ ｌ／Ｌ 、 葡萄糖 ２５

ｍｍｏ ｌ／Ｌ ， 调 ｐＨ 值为 ７ ．４ ，４
°

Ｃ避光保存 。

细胞呼吸代谢水平测定 ： 隔天从细胞培养箱中取出细胞贴壁 ＸＦ２４ 板 ， 吸除原

培养基 ， 并用分析培养基洗涤细胞孔 ２ 次 ， 培养基更换为 ３７

°
Ｃ预热的分析工作培

养基 。 继续放入 ３７
°

Ｃ 、 无 Ｃ０２培养箱 中平衡 ｌ ｈ 。 同时配制 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 药液 ， 预实

验后确定 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 工作液浓度为 ： Ａ 液 Ｂ 液 ｌ Ｏ
ｊ
ｉｍ／Ｌ 、 Ｃ 液 ５ ｎｍ／Ｌ 。 拿

出水化探针板 ， Ａ 孔加入 ５０
ｎＬ Ａ 液 ， Ｂ 孔加入 ６２

ｐＬ Ｂ 液 ， Ｃ 孔加入 ６９
ｕＬ Ｃ 液 ，

放入仪器平衡 ２５ｍ ｉｎ ， 平衡完毕后放入细胞贴壁 ＸＦ２４ 板 ， 操作程序测定细胞的呼

吸代谢水平 。

２ ．２ ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小鼠的呼吸代谢水平检测

利用动物代谢分析系统检测小 鼠 的呼吸代谢水平 ， 首先将小 鼠放置于 Ｏｘｙ ｌｅｔ

Ｐｒｏ －代谢笼中 ， 适应 ２４ｈ ， 自 由饮水饮食 ， １ ２ｈ／ １ ２ ｈ 明暗循环 。 适应期结束后 ， 连

续 ２４ ｈ 实时监测小 鼠的呼吸熵 ， 气体变化 （氧气 、 二氧化碳 、 水蒸汽 ） ， 以及小 鼠

的进食量 、 饮水量、 运动情况 。 实验结束后对小 鼠的基础耗氧量和二氧化碳生成量

进行统计分析 。

２ ． ３ 小鼠葡萄糖耐量检测

正式实验前
一

周对小 鼠进行掐尾适应训练 ， 避免小 鼠在实验过程中 出现应激性

高血糖 。 实验前
一

天换上干净垫料 ， 小鼠饥饿 １ ４ｈ 。 实验当天 ， 剪尾取血 ， 测定小

鼠血糖 （ Ｏ ｍ ｉｎ ） ， 随后立即给小 鼠灌 胃葡萄糖溶液 （ ０ ．２ ｇ／ｍＬ ） ， 剂量为 ２ ｇ／ｋｇ ，

随后计时并记录小 鼠灌 胃葡萄糖后 １ ５ 、 ３０ 、 ４５ 、 ６０ 、 ９０ 、 １ ２０ ｍ ｉｎ 时小 鼠的血糖值 。

２ ．４ 小鼠胰岛素耐量检测

正式实验前
一

周对小 鼠进行掐尾适应训练 ， 避免小 鼠在实验过程中 出现应激性

高血糖 。 实验前
一

天换上干净垫料 ， 小 鼠饥饿 １ ４ ｈ 。 实验当天 ， 剪尾取血 ， 测定小

鼠血糖 （ Ｏ ｍ ｉｎ ） ， 随后给小 鼠灌 胃葡萄糖溶液 （ ０ ．２ ｇ／ｍＬ ） ， 剂量为 ２ ｇ／ｋｇ ， 再立

即对小 鼠腹腔注射胰岛素 （ ０ ．７５Ｕ／ｋｇ ） ， 计时并记录小 鼠灌 胃葡萄糖后 １ ５ 、 ３０ 、 ４５ 、

６０ 、 ９０ 、 １ ２０ｍ ｉｎ 时小 鼠的血糖值 。

２ ． ５ 小鼠体脂率检测

提前
一

晚打开体脂仪 ， 预热过夜 。 开机平衡仪器后 ， 将小 鼠放入测定笼具桶中 ，

利用调节杆卡住小 鼠 ， 使其不能 自 由移动 ， 将测定桶放置到仪器中 ， 操作控制面板

程序 ， 利用核磁共振原理测定小 鼠体成分 。

２４
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２ ． ６ 小鼠组织分离取材

２ 周龄同 窝小 鼠进行基因型鉴定后 ， 分开饲养于标准 鼠笼中 ， 每周记录小 鼠体

重 ， 称重前小 鼠禁食不禁水 １ ２ｈ 。 ６ 周后 ， 处死小 鼠 ， 快速剪取小 鼠体内脾 、 肝 、

肺 、 肾 、 心组织 、 骨骼肌 、 脑组织 、 腹股沟 白色脂肪组织和肩胛处的棕色脂肪组织

称重记录 ， 脂肪样本取
一

小部分切成 ２ －

５ｍｍ
２大小放入电镜固定液中 ， 剩下的取

一

半固定在 ４％ 多聚 甲醛溶液中 ，

一

半置于去酶管中冻存于－８０

°
Ｃ冰箱 。

２ ．７ 小鼠脂肪组织 ＨＥ 染色

脂肪组织在 ４％ 多聚甲醛中 固定 ４８ｈ ， 冲洗掉组织固定液后 ， 石蜡包埋切片 ，

二 甲苯脱蜡 ， 梯度乙醇溶液水洗 ， 苏木素染细胞核 ５ｍ ｉｍ 水洗后 ， 氨水返蓝 ， 自

来水冲洗 ， 伊红染细胞质 ３ｍ ｉｎ ， 梯度 乙醇洗脱 ， 二 甲苯脱水透明化 ， 中性树胶封

片 ， 即可在显微镜下观察 ， 采集分析图像 。

２ ． ８ 小鼠脂肪组织 ＵＣＰ １ 免疫组化染色

脂肪组织石蜡包埋切片 ， 烤片脱蜡后 ， 水洗 ， 封闭 ， 透化 ， 微波抗原修复 ， 放

入湿盒 内 ， 免疫组化笔在组织周 围画上疏水屏障 ， Ｂ ＳＡ 封闭 ３ ０ｍ ｉｎ（ ３ ７

°

Ｃ ） ，ＰＢ Ｓ

洗 ３ 次 ，

一

抗孵育过夜 （ ４

°

Ｃ ） ， ＰＢＳ 洗 ３ 次 ，
二抗孵育 ２ｈ（ ３ ７

°

Ｃ ）
，
ＰＢ Ｓ 洗 ３ 次 ，

利用 ＤＡＢ 溶液显色 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ ， 苏木素复染 ， 水洗 ， 二 甲苯脱水透明化 ， 封片 ， 显微

镜下观察 ， 采集分析图像 。

２ ．９ 透射电镜观察小鼠脂肪组织线粒体结构

脂肪组织室温避光固定 ７２ｈ ， 去固定液 ， ＰＢ Ｓ 漂洗 ３ 次 ， １％的渗透酸溶液固定

ｌ ｈ ， 去固定液 ， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次 ， 梯度脱水处理 ， 包埋剂渗透包埋 ， 加热聚合过夜 ，

超薄切片 ， 染色 ， 透射电镜下观察 ， 采集分析图像 。

２ ． １ ０ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 检测小鼠脂肪组织产热基因的转录水平

实验操作同第
一

章 ３ ． １ ２ －

３ ． １ ４ ， 弓 丨 物序列如下表 ：



表 ２－７ 基因 引物序列


Ｇｅｎｅ Ｆｏｒｗａｒｄｓｅｑｕｅｎｃｅ （
５

５

－

３

５

）Ｒｅｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅ（
５

’

－

３
’

）

１ ８ｓＣＡＴＧＣＡＧＡＡＣＣＣＡＣＧＡＣＡＧＴＡＣＣＴＣＡＣＧＣＡＧＣＴＴＧＴＴＧＴＣＴＡ

Ｕｃｐ ｌＡＧＧＣＴＴＣＣＡＧＴＡＣＣＡＴＴＡＧＧＴＣＴＧＡＧＴＧＡＧＧＣＡＡＡＧＣＴＧＡＴＴＴ

Ｐｒｄｍ ｌ ６ＣＣＡＡＧＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＡＧＡＡＡＧＴＣＴＧＧＴＧＧＧＡＴＴＧＧＡＡＴＧＴ

ＰｐａｒｇＴＣＧＣＴＧＡＴＧＣＡＣＴＧＣＣＴＡＴＧＧＡＧＡＧＧＴＣＣＡＣＡＧＡＧＣＴＧＡＴＴ

Ｐｐａｒｇｃ ｌａＴＡＴＧＧＡＧＴＧＡＣＡＴＡＧＡＧＴＧＴＧＣＴＣＣＡＣＴＴＣＡＡＴＣＣＡＣＣＣＡＧＡＡＡＧ

２ ５
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Ｄ ｉｏ２ＡＡＴＴＡＴＧＣＣＴＣＧＧＡＧＡＡＧＡＣＣＧＧＧＣＡＧＴＴＧＣＣＴＡＧＴＧＡＡＡＧＧＴ

ＣｉｄｅａＴＧＡＣＡＴＴＣＡＴＧＧＧＡＴＴＧＣＡＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＴＧＴＧＡＴＧＡＣＴＡＡＧＡＣ

ａＰ２ＡＡＧＧＴＧＡＡＧＡＧＣＡＴＣＡＴＡＡＣＣＣＴＴＣＡＣＧＣＣＴＴＴＣＡＴＡＡＣＡＣＡＴＴＣＣ

Ｃｏｘ５ａＧＣＣＧＣＴＧＴＣＴＧＴＴＣＣＡＴＴＣＧＣＡＴＣＡＡＴＧＴＣＴＧＧＣＴＴＧＴＴＧＡＡ

Ｃｏｘ ７ｂＴＴＧＣＣＣＴＴＡＧＣＣＡＡＡＡＡＣＧＣＴＣＡＴＧＧＡＡＡ ＣＴＡＧＧＴＧＣＣＣＴＣ

Ｃｏｘ８ｂＴＧＴＧＧＧＧＡＴＣＴＣＡＧＣＣＡＴＡＧＴＡＧＴＧＧＧＣＴＡＡＧＡＣＣＣＡＴＣＣＴＧ

Ｅｌｏ ｖ ｌ３ＴＴＣＴＣＡＣＧＣＧＧＧＴＴＡＡＡＡＡＴＧＧＧＡＧＣＡＡＣＡＧＡＴＡＧＡＣＧＡＣＣＡＣ

２ ． １ １Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 检测小鼠脂肪组织相关产热蛋 白 的表达

利用蛋 白 印迹法检测 基因敲除对小 鼠脂肪组织相关产热蛋 白 ： ＵＣ Ｐ １ 、

ＦＡＢＰ４ 、 ＣＥＢＰａ表达水平的影响 。

提取脂肪组织总蛋 白 ： 脂肪组织切取 ０ ． １
ｇ 左右 ， 置于标记的去酶管 中 ， 加入

５ ００
ｐ
Ｌ 裂解液 （ Ｒ Ｉ ＰＡ ： 蛋 白酶抑制剂 ＝

１ ００ ：１ ） ， 冰上剪碎研磨 ， 冰水 中超声 ４ ５

ｍ ｉｎ ，４
°

Ｃ ， １ ２ ０ ０ ０ ｒｐｍ ， 离心 ５ ｍ ｉｎ ， 转移上清液到新的离心管中 ， 利用 ＢＣＡ 试剂

盒按照说明 书进行蛋 白 质浓度定量 ， 剩余部分加入 ５ ｘ
ｌ 〇ａｄ ｉ ｎ

ｇ
ｂｕｆｆｅｒ ， 金属浴 １ ００

°

Ｃ

加热 ５ｍ ｉｎ ， 取 出放凉至室温 ， ５ ０００ｒ
ｐ
ｍ 离心 ，

－２０
°

Ｃ储存 。

制胶 ： 清洗配胶模具 ， 按照制胶试剂盒说明书 ， 配制 １ ０％分离胶溶液 ， 异丙醇

压线 ， 室温凝固 ４ ５ｍ ｉｎ ， 弃去异丙醇 ， 配制上层浓缩胶溶液 ， 插入梳子 ， 室温凝固

３ ０ｍ ｉｎ ， 即可使用 。

ＳＤ Ｓ 聚丙烯酰胺凝胶 电泳 ： 将玻璃板卡入电泳槽中 ， 加入 ｌ
ｘ 电泳缓冲液 ， 拔 出

梳子 ， 依次在胶孔中加入 ４
 （

ｊＬＭ ａｒｋｅ ｒ ， １ ０
 ｊ

ｊＬ 蛋 白样品 ， ８ ０ｖ 恒压 电泳 ３ ０ｍ ｉ ｎ ， 观

察到样品刚至分离胶 ， 改为 １ ００ｖ 恒压 电泳约 ８ ０ｍ ｉｎ ， 观察到溴酚蓝至胶底部后 ，

停止 电泳 。

转膜 ： 准备转膜工具 ， 配制转膜缓冲液 （ ｌ 〇 ｘ转膜液 ： 甲醇 ： 蒸馏水 ＝
７ ：２ ： １ ） ，

将 ＰＶＤＦ 膜预先放入 甲醇中活化 ３ ０ｓ ， 裁出分离胶 ， 与滤纸 、 海绵 、 ＰＶＤＦ 膜于转

膜液中平衡 ３ｍ ｉ ｎ ， 转膜夹黑板上依次放上海绵 、 滤棉 、 滤纸 、 胶 、 ＰＶＤＦ 膜 、 滤纸 、

滤棉 、 海绵 ， 排除气泡 ， 盖上转膜夹 白板 ， 固定 ， 放于转膜槽 中 ， 加入 ｌ
ｘ转膜液 ，

将转膜盒放在冰水中 ， 连接仪器正负极 ， 开始转膜 ， ３ ００ｍＡ 恒流转膜 ５ ５ｍ ｉ ｎ 。

丽春红染色 ： 取出 ＰＶＤ Ｆ 膜 ， 剪去左上角标记 ， 将膜置于 ＴＢ ＳＴ 溶液中漂洗后 ，

加入丽春红染液 ， 放在平板摇床上 ， 染色 ３ｍ ｉｎ 。 利用清水重复漂洗 ， 膜上 出现清

晰的蛋 白 印迹条带 ， 表 明转膜成功 。 回收丽春红染液 ， ＴＢ ＳＴ 漂洗至染色褪去 。

封闭 ： ＰＶＤＦ 膜放入抗体 ｆｐ？育盒 中加入快速封闭液浸没 ， 放置于平板摇床上室

温孵育 １ ５ｍ ｉｎ 。

免疫杂交 ： 回收封闭液 ， 加入 目 标蛋 白 的
一

抗溶液 ， ４

°

Ｃ摇晃孵育过夜 。 回收

一

抗 ， ＴＢ ＳＴ 振荡漂洗 ３ 次 ， 加入与
一

抗同
一

属性的二抗溶液 ， 室温摇晃孵育 ｌ ｈ ，

２ ６
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回收二抗 ， ＴＢ ＳＴ 振荡漂洗 ３ 次 。

显影 ： 配制发光液 （ Ａ 液 ： Ｂ 液 ＝
１ ： １ ） ， 提前打开相机预冷到 －

３ ０

°

Ｃ ， 将膜

放置在防护板上 ， 保持贴合无气泡 ， 轻轻滴加发光液 ， 均匀覆盖整张膜 ， 将防护板

放入暗箱 中 ， 运行图像采集分析软件 ， 曝光显影 ， 保存图片 ， ｉｍ ａｇｅＪ 软件扫描灰度 ，

进行定量分析 。

２ ． １ ２ 统计学分析

利 用 Ｇ ｒａｐ
ｈ
ｐ
ａｄＰｒ ｉ ｓｍ６ ． ０ 对实验数据进行统计学分析 ， 结果表示为 Ｍ ｅａｎ土

ＳＥＭ 。 数据采用单因素方差分析 ， 组间 ｒ检验 。 户 ＜０ ． ０ ５ 认为具有统计学差异 。

３ 实验结果

３ ． １ ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对小鼠体重 、 体脂 、 脏器系数的影响

为 了探宄 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 对小 鼠代谢的影响 ， 本章研宄构建 了 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 ，

对刚 出生的 同 窝野生型和 ｌ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠进行正常饲料饲养 ８ 周 ， 测定其体重 、

体脂和组织重量 ， 结果显示野生型和 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠的体重和体脂率没有显著

差别 ， 而 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 的 ＢＡＴ 重量相 比野生型显著降低 ， 是野生型小 鼠 ＢＡＴ

的 ０ ． ７ ９ 倍 ， ｉＷＡＴ 重量显著升高 ， 是野生型小 鼠 中 ｉＷＡＴ 重量的 １ ． ３ ８ 倍 。 这提示

Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷可能影响棕色脂肪组织的发育 ， 并且诱导皮下脂肪堆积 。

Ａ Ｂ

ｍＶＶＴ■＼ＶＴ

２
ＣＯＫＯ ０

、
□ ！＜〇

５ ２ ０

＿ 门ｉ ｉ 〇 ． ６ｍｎ

ｔ
： ：

｜ｉ ｎｆ
－Ｉ

４ ＩＩ
Ｊ

，

１ １ Ｉ

ＧＭ ａ ｌ ｅＦ ｅｍ ａ ｌ ｅ Ｆａ ｔＬ ｅ ａ ｎ

ｆ 

２ ＊°

１■ＷＴ

ｆ ＊ＯＫＯ

Ｃｌ ， ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ Ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ

Ｗ

 ＇卜＃％
〇
ｖ

Ｖ’ ｚ

图 ２４ ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对小 鼠体重 、 体脂率和脏器系数 的影响 。 （ Ａ ） 体重 。 （ Ｂ ） 体脂 。 （ Ｃ ）

脏器系数 。 ｎ

＝

５ 。

＊

Ｖ ＜ ０ ． ０ １ ，Ｔ＾ Ｏ ． Ｏ Ｓ ， 野生型小 鼠 （ ＷＴ ）ｖ ｓ ． Ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ缺陷小 鼠 （ ＫＯ ） 。

２ ７
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３ ．２ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对小鼠胰岛素敏感性的影响

通过 口 服葡荀糖糖耐量检测和胰岛素耐量检测对 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠的葡萄糖

代谢能力进行 了评价 。 如图 ２ －５ －Ａ 所示 ， 小 鼠灌 胃 葡萄糖后 ， 立即检测 ２ｈ 内血糖

变化情况 ， 发现 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠的血糖升高速度显著高于野生型小 鼠 ， 葡萄糖

耐量水平相对野生型小 鼠降低 。 小 鼠注射等量胰岛素立即检测 ２ｈ 内 血糖变化情况 ，

发现野生型小 鼠 的血糖在各时 间节点均低于 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 ， 表现 出更好的胰

岛素抵抗能力 ， 上述结果表 明 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷导致小 鼠的胰岛素敏感性下降 。

Ａ Ｂ

４０
－

，
—

、ＶＴ

一ＫＯ ２ ．５
－

１

＿３０
＿一２ ．０

－

「
丁

ｉ １

２０
－／ｒ

＾
ｖ＾ ＊ ＊ ＊

￣１ ５

ｃ＿
〇

－

１



．



．



１



１

— 〇 ． 〇
Ｌ＾＿——

，



０ ３ ０ ６０ ９０ １ ２０ＷＴＫＯ

ＧＭ ｉ ｎ ｕ ｔｅ ｓ Ｄ

。

１ ５ 〇

１
— ＷＴ

１ 〇

ｌ＊

１一ＫＯ ８
－

｜

， ｏ ｏ

＼
－７６

－ｒ
＾̄

＾＾－４— ｉ




  ２Ｉ

０ ｉ ｉ ｉ

＂

 ｉ 〇
－ —＾「

－—

０ ３ ０ ６ ０ ９ ０ １ ２ ０ＷＴＫＯ

Ｍ ｉ ｎ ｕ ｔ ｅｓ

图 ２ －

５ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 的胰 岛素敏感性下降 。 （ Ａ ）口服葡萄糖耐量实验结果 。 （ Ｂ ） 曲线

下面积 。 （ Ｃ ） 胰岛素耐量实验结果 。 （ Ｄ ） 曲线下面积 。 ｎ

＝

７ 。

…

Ｐ ｃ Ｏ ． ＯＯ ｌ ，
＊ ＊

尸 ＜ ０ ． ０ １ ，

＊

尸 ＜

０ ． ０ ５ ， 野生型小 鼠 （ ＷＴ ）ｖｓ ．Ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 （ ＫＯ ） 。

２ ８



北京协和医学院＆中 国 医学科学院


硕士学位论文

３ ． ３ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对小鼠呼吸代谢水平的影响

利用小动物代谢分析系统检测小 鼠在室温条件下消耗的 ０ ２ 量和生成 ｃｏ ２ 量评

估小 鼠的呼吸代谢水平 。 实验数据显示 ， Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 白 天的 ０ ２ 消耗速率为

９ ． ８２ｍＬ ／ｍ ｉ ｎ／ｋｇ ， Ｃ０ ２ 生成速率 为 ９ ． １ ５ｍＬ／ｍ ｉ ｎ ／ｋ
ｇ ， 晚 上 的 ０ ２ 消 耗速 率为 ９ ． ５ ７

ｍＬ／ｍ ｉｎ／ｋｇ ， Ｃ０ ２生成速率为 ９ ． ２ ９ｍＬ／ｍ ｉ ｎ／ｋ
ｇ ； 野生型小 鼠 白天的 ０ ２ 消耗速率为 １ １ ． ９４

ｍＬ／ｍ ｉｎ／ｋ
ｇ ， Ｃ０ ２生成速率为１ ０ ．２ ３ｍＬ／ｍ ｉ ｎ／ｋｇ ， 晚上的０ ２ 消耗速率为１ ２ ． ５ ７ｍＬ ／ｍ ｉ ｎ ／ｋｇ ，

Ｃ０ ２ 生成速率为 １ １ ． ４ ｍＬ／ｍ ｉｎ／ｋｇ 。 ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 白天和黑夜的氧气消耗速率

和 Ｃ０ ２ 生成速率都显著低于野生型小 鼠 ， 说明 Ｉｎ ｃＲＮＡ ｌ 丨 缺陷小 鼠的呼吸代谢水平

相 比正常小 鼠显著下降 。

Ａ Ｂ

口ＷＴ□ＷＴ

１ ５
ｎ
圓Ｋ〇３Ａ■Ｋ〇

Ｉ １
〉 ＊ ＊ ＊— ？ 一

？ ＝ ｜ ＊ ＊ ＊Ｅ—

Ｅ ￥ － ａ
＿＿＊ ＊＊＊＊

偷恤
Ｌ ｉｇｈ ｔ ｃ

ｙ
ｃ ｌ ｅＤ ａ ｒｋｃ

ｙ
ｃ ｌ ｅ Ｌ ｉｇｈ ｔ ｃｙ

ｃ ｌ ｅＤ ａ ｒ ｋｃ
ｙ
ｃ ｌ ｅ

图 ２ －

６ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 的呼吸代谢水平下降 。 （ Ａ ） 氧气消耗速率 （ Ｖ０２ ） 。 （ Ｂ ） 二氧化

碳释放速率 （ Ｖｃ〇２ ） 。 ｎ 

＝

５ 。

Ｗ

Ｐ ＜ ０ ．００ １ ，

＊ ＊

尸 ＜ ０ ＿ ０ １ ， 野生型小 鼠 （ＷＴ ）ｖｓ． ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ缺

陷小 鼠 （ ＫＯ ） 。

２ ９
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３ ．４ＬｎｃＲＮＡ ｌ１ 缺陷对小鼠脂肪组织的影响

剪取野生型和 Ｉｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 的脂肪组织观察 、 称重 ， 发现 Ｉｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺

陷小 鼠相 比于野生型小 鼠 ， 皮下脂肪和棕色脂肪的颜色变浅 ， 且皮下脂肪质量升高 ，

棕色脂肪质量下降 。 利用 Ｈ＆Ｅ 染色和 ＵＣＰ １ 免疫组化染色进
一

步探究基因敲除对

小 鼠脂肪组织的影响 。 Ｈ＆Ｅ 染色观察和半定量分析结果显示 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷导致小

鼠棕色脂肪细胞和腹股沟 白色脂肪细胞的体积均显著增大 ， ＵＣＰ １ 免疫组化染色观

察和半定量分析结果显示 丨ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠皮下脂肪中 ＵＣＰ １ 蛋 白表达量相 比野

生型显著减少 ， 棕色脂肪 中 的 ＵＣ Ｐ １ 蛋 白表达量无显著变化 。 结果表 明 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ

缺陷影响棕色脂肪组织的发育 ， 同时降低 ｉＷＡＴ 中关键产热蛋 白 ＵＣＰ １ 的表达量 ，

削弱 了其产热能力 ， 增加 了 ｉＷＡＴ 中 的脂质堆积 。

ＡＷＴ ＫＯＷＴ ＫＯ

ｉ ｗ＾ｒＮｒ

＂

 ，ｆ

１

Ｗ ：
：

．

，
…

？

、／Ｉｒ
－

１

ｗｒ ｋ ｏ

１ ：

：議＿＿

；ｌｌｎ
ＷＴ ＫＯ

图 ２ －７ＬｎｃＲＮＡ ｌ １ 缺陷对小 鼠脂肪组织的影响 。 （ Ａ ） 脂肪组织 自然光下观察拍照 。 （ Ｂ ）ＨＥ

染色和半定量分析 。 （ Ｃ ） ＵＣＰ １ 免疫组化染色和半定量分析 。 Ｓｃａ ｌｅ ｂａ ｒ ：５ ０ ｐｍ ， ｎ

＝

３ 。

０ ． ００ １ ，

”

尸＜ ０ ． ０ １ ， 野生型小 鼠 （ ＷＴ ）ｖｓ ． Ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ缺陷小 鼠 （ ＫＯ ） 。

３０
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３ ． ５Ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对小鼠相关产热蛋 白转录水平的影响

利用 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 技术检测 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ １ 缺陷小 鼠脂肪组织中产热相关基因的转录水

平表达情况 。 查阅文献 ， 选取关键产热蛋 白 ： 脂肪酸结合蛋 白 （ ＦＡＢ Ｐ４ ） 、 诱导细

胞死亡的 ＤＦＦＡ 样效应子 （ Ｃ ＩＤＥＡ ） 和 丨 Ｉ 型脱碘酶 （ Ｄ ｉ ｏ２ ）
； 产热基因调控因子 ：

过氧化物酶体增殖物激活受体７（ ＰＰＡＲｙ ） 、 Ｐ ＰＡＲｙ共激活因子 ｌ ａ（ ＰＧＣ ｌ ａ ） 、 ＰＲ

结构域蛋 白 １ ６（ ＰＲＤＭ １ ６ ） 。 结果显示 ， 在基因敲除小 鼠的 白色脂肪组织中 ， 包括

ＵＣＰ １ 在 内 的产热标志蛋 白转录水平均显著下降 ， 而棕色脂肪组织中 ， ＵＣ Ｐ １ 等产热

关键 蛋 白 及 ＰＰＡＲ
丫等 脂 肪分化转 录 因 子 的 表 达 均 显 著 下 降 。 以 上 结 果表 明

ＩｎｃＲＮＡ ｌ １ 缺陷在转录水平上降低 了脂肪组织中分化和产热相关基因 的表达 。

Ａ

ＨＷＴ

１ ５□ＫＯ ＢＡＴ

丨Ｍｉｌ
Ｂ■ＷＴ

ｃ ， ．Ｓｄ ｌＫＯ ｉＷＡＴ

ａｌｔｏＩ
Ｗ

＂

ｃ、
， ， ^

图 ２ －

８ＬｎｃＲＮＡ ｌ  １ 缺陷对小 鼠脂肪组织中产热相关基因转录水平的影响 。 （ Ａ ） 棕色脂肪组织中

的产热相关基因转录水平 。 （ Ｂ ） 皮下脂肪组织中 的产热相关基因转录水平 。 ｎ

＝

５ 。

…

Ｐ ＜０ ． ００ １ ，

“

Ｐ ＜０ ．０ １ ，７
＊

＜ ０ ．０５ ， 野生型小 鼠 （ＷＴ ）ｖｓ ． ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ缺陷小 鼠 （ ＫＯ ） 。

３ １
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３ ． ６ＬｎｃＲＮＡ Ｕ 缺陷对小鼠脂肪 中产热相关蛋 白表达量的影响

利用 Ｗ ｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏｔ 技术检测小 鼠脂肪 中代谢功能标志性蛋 白 ＵＣＰ １ 、 ＣＥＢＰ ｃｕ

ＦＡＢ Ｐ４ 的表达水平 。 解偶联蛋 白 １（ ＵＣＰ １ ） 是掠色脂肪的核心广热蛋 白 ， 通过解

偶联 ＡＴＰ 生成 ， 使化学能 以热能形式释放 ， 是哺乳动物非颤栗性产热的重要方式 。

ＣＣＡＡＴ／增强子结合蛋 白 （ ＣＥＢＰｏｔ ） 是脂肪组织形成过程中 的转录级联调控因子 ，

其功能是维持 ＰＰＡＲ
ｙ的表达 以及调节脂肪细胞基因亚群 ， 后者调节包括脂联素分泌 、

胰岛素依赖性葡萄糖摄取等过程 ［
２６

】

。 脂肪酸结合蛋 白 ４（ ＦＡＢ Ｐ４ ） 属于脂肪酸代谢

相关的 ＦＡＢ Ｐ ｓ 家族 ， 是
一

种典型的胞 内脂质伴侣 ， 负责促进脂质储存 、 分布 、 运输 、

分解 、 代谢过程 ， 研究表明其主要在分化的脂肪细胞和 巨噬细胞中表达 ， 介导炎症

反应和胆固醇蓄积 ， 与代谢性疾病 的发展密切相关 ［
５ Ｑ

】

。 结果显示 ， 这些代谢功能相

关蛋 白在 丨 ｎ ｃＲＮＡ ｌ １ 缺陷小 鼠皮下脂肪 中 的表达水平显著低于野生型 ， 在 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ １

缺陷小 鼠棕色脂肪组织中 的表达水平也出现下降趋势 。

Ａ Ｂ

ＢＡＴＷＴ



Ｋ〇

－ ！ＷＴ

＾

 １ ． ５
＊

］

口Ｋ。

ＵＣＰ ｌｍｍｍｗｍｍｒｎｍｍ ｍｍｍ〇

ＣＥ Ｂ Ｐａ
一 ＿薩

工

塞 工
ＦＡ Ｂ Ｐ４＿－ Ｉ０ ． ５

－ Ｉ

ＣＡＰ ＤＨ 
１ＩＩＩ

ＵＣＰ ｌＣ Ｅ Ｂ ＰａＦＡＢ Ｐ４

ＣＤ

ｉ
ＷＡＴ

＇＇ Ｔ


Ｋ〇

■ＷＴ

 ｈ ５口ＫＯ

ｕｃｐ ｉｍｍｍ￣

丁

－－ ■ ＝差
工Ｔ

Ｃ Ｅ Ｂ Ｐａ一 
？—

Ｚ

１ 〇

＿■■＊

 Ｉ
ｆ

ｎ

ＦＡ Ｂ Ｐ４ ０ ． ５
－■ｊ

ＧＡＰＤＨ Ｉ ■ ｒ？

 １ Ｋ
ｒ

Ｊ  ￣Ｉ—

ＵＣＰ ｌＣＥ ＢＰａＦＡ ＢＰ４

图 ２ － ９Ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ 丨 缺陷对小 鼠脂肪组织中产热蛋 白 ＵＣＰ ｌ 、 ＣＥＢＰ ｏｔ 、 ＦＡＢ Ｐ４ 表达水平的影响 。

（Ａ ） 棕色脂肪组织的 蛋 白 印迹图 。 （ Ｂ ） 棕色脂肪组织的蛋 白 相对表达量统计分析 。 （ Ｃ ） 皮

下脂肪组织 中 的蛋 白 印迹图 。 （ Ｄ ） 皮下脂肪组织的蛋 白相对表达量统计分析 。 ｎ
＝

３ 。 ０ ． ０ ５ ，

野生型小 鼠 （ＷＴ ）ｖ ｓ ．ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 （ ＫＯ ） 。

３ ２
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３ ． ７ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小鼠 ＢＡＴ 中线粒体结构和关键基因的转录水平

前述结果表 明基因敲除小 鼠 的呼吸代谢水平和脂肪组织的产热蛋 白表达水平

相 比野生型小 鼠均显著下降 ， 而线粒体是脂肪细胞中脂肪酸氧化和代谢产热的关键

场所 。本实验利用透射电镜观察 ＢＡＴ 中线粒体的超微结构 ， 电镜结果显示 Ｉｎ ｃＲＮＡ ｌ１

缺陷小 鼠体 内 ＢＡＴ 中线粒体数量减少 、 结构上 出现 自 溶且线粒体嵴消失的现象 ，

而野生型小 鼠线粒体结构完整清晰 。

利用 ＲＴ －

ｑ
ＰＣＲ 技术检测 ＢＡＴ 中线粒体氧化磷酸化关键基因 的表达情况 ， 结果

显示 ＩｎｃＲＮＡ ｌ１ 缺陷小 鼠 ＢＡＴ 中细胞色素 Ｃ 氧化酶亚基蛋 白 （ Ｃ０Ｘ ５Ａ 、 Ｃ０Ｘ ７Ｂ 、

Ｃ０Ｘ ８Ｂ ） 的 ｍＲＮＡ 水平相 比野生型均 出现下 降趋势 。 上述结果表明 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺

陷导致小 鼠脂肪组织中 的线粒体结构损伤和氧化磷酸化关键基因表达下降 。

、

驟響＂
Ｉ ＊

， 烏」歲＾
ｉ

： １Ｌｍ
Ｃ Ｏ Ｘ ５Ａ Ｃ ＯＸ ７ Ｂ Ｃ Ｏ Ｘ ８ Ｉ Ｊ

图 ２
－

１ ０Ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ １ 缺陷损伤小 鼠棕色脂肪线粒体的结构和线粒体氧化磷酸化功能关键基因表达 。

（ Ａ ） 透射 电镜观察线粒体结构 图 ， ｓｃ ａ ｌ ｅｂ ａ ｒ ：０ ． ５
ｎｍ（ ｎ

＝

３ ）？（ Ｂ ） 线粒体氧化憐酸化功能

关键蛋 白 ＣＯＸ ５Ａ 、 ＣＯＸ ７Ｂ 、 ＣＯＸ ８Ｂ 的 ｍＲＮＡ 表达水平 （ ｎ 

＝

５ ） 。

＊

尸 ＜ ０ ． ０ ５ ， 野生型小 鼠 （ ＷＴ ）

ｖｓ ．ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ缺陷小 鼠 （ ＫＯ ） 。

３ ３
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３ ． ８Ｓ ｅ ａｈｏ ｒｓｅ 实验发现 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷抑制脂肪原代细胞氧化磷酸化水平

氧化磷酸化是脂肪细胞中线粒体产生能量的主要途径 ， 为研究 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ １ 缺陷

对小 鼠脂肪线粒体功能的影响 ， 提取野生型小 鼠和基因敲除小 鼠脂肪原代细胞 ， 体

外培养 ， 利用 Ｓｅａｈｏ ｒｓｅＸＦ 能量代谢仪直接测定脂肪原代细胞的细胞耗氧率 （ ＯＣＲ ）

评估细胞 内线粒体的氧化磷酸化水平 ， 表征线粒体功能 。 测试过程中依次加入线粒

体 电子传递链 的靶 向 药物 ， 在测定细胞基础呼吸后加入 ＡＴＰ 合酶抑制剂寡霉素

（ Ｏ ｌ ｉ ｇｏｍｙｃ ｉｎ ） ， 降低线粒体呼吸水平 ； 加入解偶联剂 （ ＦＣＣＰ ） ， 电子传递链中 的

复合物 ＩＶ耗氧量达到最大 ， 刺激线粒体耗氧量达到最大水平 ； 加入抗霉素 Ａ ／鱼藤酮

复合物 ， 分别抑制 电子传递链中 的复合物 ＩＩＩ和复合物 Ｉ ， 关闭线粒体呼吸 。 研宄结

果显示 ， Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠棕色脂肪原代细胞的基础呼吸水平显著降低 ， 皮下脂

肪原代细胞的基础呼吸水平也呈下 降趋势 ， 表明 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷导致小 鼠脂肪组织

线粒体氧化磷酸化功能受损 。

Ａ Ｂ

Ｂ ＡＴ Ｂａ ｓａ ｉ ｒｅｓ
ｐ
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图 ２ －

１ １Ｓｅ ａｈｏｒ ｓ ｅ 实验发现 ＩｎｃＲＮＡ ｌ １ 缺陷抑制脂肪原代细胞氧化磷酸化水平 。 （ Ａ ） 棕色脂肪

原代细胞的细胞耗氧速率 。 （ Ｂ ） 棕色脂肪原代细胞的基础呼吸水平 。 （ Ｃ ） 皮下脂肪原代细胞

的细胞耗氧速率 。 （ Ｄ ） 皮下脂肪原代细胞的基础呼吸水平 。 ｎ 

＝

５ 。

…

Ｐ ＜０ ． ００ １ ，０ ． ０ １ ，

０ ． ０ ５ ， 野生型小 鼠脂肪原代细胞 （ＷＴ ）ｖ ｓ ．ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠脂肪原代细胞 （ ＫＯ ） 。

３４
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第三节 ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对高脂饮食诱导小鼠脂质代谢的影响

上
一

节研宄对野生型和 ＩｎｃＲＮＡ ｌ １ 缺陷小 鼠正常饲料喂养 ８ 周 ， 通过测定小 鼠

体重 、 体脂 、 ＧＴＴ 、 ＩＴＴ 、 呼吸代谢水平等相关表型 ， 探究了ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对小 鼠

代谢和脂肪组织的影响 。 本节研宄利用高脂饲料喂养野生型和 丨ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠

１ ２ 周 ， 探究 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对高脂饮食诱导小 鼠脂肪代谢的影响 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物

同窝野生型和 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 ， 高脂饲料喂养 １ ２ 周 ， 所有实验动物操作程

序均按照中 国医学科学院北京协和医学院动物伦理委员会标准进行 ， 伦理审查编号 ：

ＳＬＸＤ－２０２２０５２００ １ ９ 。

１ ．２ 实验试剂

同第二章第二节 １ ．２ 。

１ ． ３ 实验仪器

同第二章第二节 １ ． ３ 。

２ 实验方法

２ ． １ＧＴＴ 检测高脂诱导小鼠糖耐量

按照第二章第二节实验方法 ２ ．２ 步骤操作 。

２ ．２ 油红 ０ 染色检测高脂诱导小鼠肝脏脂质蓄积情况

按照第二章第二节实验方法 ２ ． ５ 步骤操作对小 鼠肝脏组织进行分离取材 ， 然后

按照该节 ２ ．６ 步骤对固定的肝组织进行脱水 、 透化 、 石蜡包埋 ， 制成石蜡切片 ， 用

油红 ０ 染色 。

２ ． ３ 透射电镜观察高脂诱导小鼠脂肪组织线粒体结构

按照第二章第二节实验方法 ２ ． ８ 步骤操作 。

２ ．４ 统计学分析

利用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒ ｉ ｓｍ６ ．０ 对实验数据进行统计学分析 ， 结果表示为 Ｍｅａｎ土

ＳＥＭ 。 数据采用单因素方差分析 ， 组间 检验 。 ／
＞ ＜０ ．０５ 认为具有统计学差异 。

３５
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３ 实验结果

３ ． １ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对高脂诱导小鼠体重变化的景多响

为 了检测 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷是否加重高脂诱导小 鼠的超重 ， 研究跟踪记录 了小 鼠

９ 周 的体重情况 。 实验结果显示基因敲除小 鼠的体重增加量显著低于野生型小 鼠的

体重增加量 。

Ａ ３， Ｂ

ＫＯ－Ｍ １ ５
＇

Ｍ？ＫＯ－ Ｆａ ｂ

Ｓ
３ 〇

＇

—ＷＴ －Ｍ￡


＊

—

一

ｒａ

１ ５ 

Ｊ—
ｌ



１



１



１



１



１



１



１



１

—＿＿ 

，



１２３４５ ６ ７ ８ ９择］ＷＴ －

ＦＫＯ －ＦＷＴ －ＭＫＯ －Ｍ

图 ２ －

１ ２ ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对高脂喂养小 鼠体重的影响 。 （ Ａ ） 体重 。 （ Ｂ ） 体重增加量 。 ｎ

＝

６ 。

…

户

＜ ０ ． ０ ０ １ ， 雌性野生型小 鼠 （ＷＴ －Ｆ ）ｖｓ ． 雌性 ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 （ ＫＯ －Ｆ ） ， 汐 ＜ ０ ． ０ ５ ， 雄性

野生型小 鼠 （ＷＴ－Ｍ ）ｖ ｓ ． 雄性 ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 （ ＫＯ －Ｍ ） 。

３ ． ２Ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷加重高脂诱导小鼠糖耐量受损

通过 口 服葡萄糖检测 小 鼠糖耐量 ， 计算血糖 曲 线 下面积 ， ＯＧＴＴ 结果显示

ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠在灌 胃葡萄糖后血糖升高速度与野生型小 鼠无明显差别 ， 但下

降速度更慢 ， 且最终血糖水平显著高于野生型小 鼠 。 结果表明 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷加重

了高脂饲料喂养诱导的小 鼠糖耐量受损 。

Ａ Ｂ

４ ０
－

１

— ＫＯ ３ ０ ０ ０
－

１ ＊ ＊

ｊ ＊ ＊ ＊ＷＴ—

Ｉ

—

１
３０
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广
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＾ 厂

：
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２ °
．

＿
Ｉ １ ０

－Ｊ麵■

■

０

０１ ５３ ０４５６０７ ５９ ０ １ ２ ０ ０
－ ￣＾ １



ＷＴＫＯ
Ｍ ｉ ｎ ｕ ｔ ｅ ｓ

图 ２ －

１ ３ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷加重高脂诱导小 鼠糖耐量受损 。 （ Ａ ）口 服葡萄糖耐量实验结果 。 （ Ｂ ）

曲线下面积 。 ｎ
＝

 １ ０ 。

…

尸＜ ０ ． ００ １ ，
＊ ＊

Ｐ ＜０ ． ０ １ ，
＊

Ｐ ＜０ ． ０ ５ ， 野生型小 鼠 （ＷＴ ）ｖｓ ．Ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ

缺陷小 鼠 （ ＫＯ ） 。

３ ６
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３ ． ３ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷诱导高脂喂养小鼠肝脏脂质蓄积

高脂饮食诱导小 鼠超重往往伴随着体 内脂质代谢紊乱的情况 ， 肝脏分解脂肪酸

和甘油三酯的能力很强 ， 参与脂肪酸 Ｐ氧化 ， 是进行脂肪代谢的重要场所 。 对小 鼠

的肝脏切片进行油红 ０ 染色观察 ， 结果显示野生型小 鼠体 内 的肝脏呈现较为正常状

态 ， 而 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠体 内 的肝脏中 出现大量细小红色脂滴 ， 表 明 Ｉｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ

缺陷诱导高脂喂养小 鼠体 内脂质代谢紊乱 ， 导致肝脏 出现明显 的脂质蓄积现象 。
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图 ２ －

１ ４Ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷诱导高脂喂养小 鼠肝脏脂质 蓄积 。 ｎ

＝

３ 。 野生型小 鼠 （ ＷＴ ）ｖｓ ．

ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ缺陷小 鼠 （ Ｋ０ ） 。

３ ７
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３ ．４ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷导致高脂诱导小鼠脂肪组织中线粒体结构破坏和数量减少

脂肪组织线粒体是小 鼠能量代谢的关键场所 。 利用透射电镜观察脂肪组织 中 的

线粒体状况 ， 电镜结果显示 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 的 ＢＡＴ 中线粒体体积减小 ， 线粒体

嵴密度降低 ， 且 出现 自 溶 、 边界模糊 的现象 ， 野生型小 鼠线粒体较大 ， 结构完整清

晰 。 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠皮下脂肪组织中 的线粒体质量和数量相 比野生型小 鼠也 明

显降低 。 表明 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷导致高脂喂养小 鼠脂肪组织中线粒体结构破坏和数量

减少 。

Ｂ 、Ｔ ｉＷＡＴ

／
．ｌ

ｒ
．

為ｇＨ＼八ｒ＾—

图 ２ －

１ ５ＬｎｃＲＮＡ ｌ １ 缺陷损伤小 鼠脂肪组织 中线粒体的结构和数量 。 ｎ 

＝

３ 。 野生型小 鼠 （ＷＴ ）ｖ ｓ ．

Ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ缺陷小 鼠 （ Ｋ０ ） 。

３ ８
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讨论

脂肪组织是
一

种分布在全身 的动态器官 ， 哺乳动物体 内主要含有棕色脂肪和 白

色脂肪两种类型的成熟脂肪组织 。 棕色脂肪首次在冬眠动物和婴儿中发现 ， 通过非

颤栗性产热帮助维持适当的核心体温 。 最近有临床证据表 明在成人体 内 发现的活性

ＢＡＴ 量 ， 与成人体重指数 、 体脂量 、 血糖水平和糖尿病状态呈负相关 ［
５ １

］

。 实验发现

ＩｎｃＲＮＡ ｌ Ｉ 缺陷小 鼠的棕色脂肪组织重量相 比野生型显著降低 ， 提示 Ｉｎ ｃＲＮＡ ｌ １ 缺

陷影响棕色脂肪组织的发育 ， 而 Ｋ０ 小 鼠的胰岛素敏感性相对于野生型也显著降低 ，

并且小 鼠呼吸代谢水平下 降 。

棕色脂肪的主要功能是在适应性产热中将线粒体能量转化为热量 ， 这源于其独

有的特征 。 不 同于 ＷＡＴ ， 形态学上 ＢＡＴ 包含多个小 的 （ 多室的 ） 细胞质脂滴 、 中

央核和大量线粒体 ， 其产热功能主要依赖于细胞 中 含有 的大量线粒体和产热蛋 白

ＵＣＰ １ ， 棕色脂肪细胞 中 的主要产热蛋 白还包括 Ｃ ＩＤ ＥＡ ⑴ＣＰ １ 的调节剂 ） 、 Ｄ Ｉ０２

（ 在组织 内将 Ｔ４ 局部转化为活性 Ｔ３ 的酶 ）等 ［
５ ２

】

， 此外 ， 转录因子 ＰＲＤＭ 丨 ６ 、 ＰＧＣ ｌ ｏｕ

ＰＰＡＲＹ等在脂肪组织发育与生热程序 的表达中 发挥调控作用 研究发现 Ｋ０

小 鼠脂肪组织中 的这些关键基因和转录因子的转录水平表达量均下降 ， 而关键产热

蛋 白 ＵＣＰ １ 、 ＦＡＢ Ｐ４ 、 ＣＥＢＰ ｃｘ的含量也下 降 ， 表 明 ｌｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷可能影响脂肪组

织的产热代谢能力 。

棕色脂肪 中 的线粒体是动态细胞器 ， 可通过调节其数量 、 超微结构和生化指标

满足生物体的产热需求 。 越来越多 的证据表 明线粒体在脂肪细胞分化和脂肪细胞代

谢稳态 中 的重要作用 ， 由 于成熟脂肪细胞是代谢完全活跃的细胞 ， 需要大量 ＡＴＰ

调节细胞 内 ＴＧ 平衡 （ 即脂肪酸合成 、 脂肪酸 Ｐ
－氧化和脂解 ） ， 因此高度活跃的线

粒体对脂肪细胞功能至关重要 ［
４ ５

］

。 脂肪线粒体功能的损伤会导致脂肪细胞的稳态失

调 ， 最终导致大量代谢疾病 ， 如胰岛素抵抗 、 Ｔ２ＤＭ 和心血管疾病 ［
５ ５

－

５ ７
］

。 值得注意

的是 ， Ｋ０ 小 鼠棕色脂肪组织 中 的线粒体数量和质量显著下降 ， 线粒体氧化磷酸化

关键基因表达量显著降低 ， 利用 Ｓ ｅａｈｏ ｒｓｅ 仪检测基因敲除小 鼠脂肪原代细胞的耗氧

率 ， 发现基因敲除小 鼠线粒体耗氧率显著 降低 ， 表明线粒体氧化磷酸化功能受到损

害 ， 这也是加剧 Ｋ０ 小 鼠胰岛素抵抗等代谢紊乱发生的关键原因 。

皮下脂肪组织是 目 前 己知最大的脂肪储存库 ， 主要 由成熟的 白色脂肪细胞组成 ，

其含有单个胞质脂滴 （ 单室 ） 和位于外周 的细胞核 ， 其可 以储存体 内 多余的脂质 ，

并在机体需要的时候消耗甘油三酯产热 。 皮下脂肪组织的可塑性较强 ， 研 究发现外

界环境的刺激如冷暴露 、
Ｐ

－肾上腺素刺激或或者运动激活能够导致皮 下脂肪组织 中

产热基因程序表达上调 ， 在皮下脂肪细胞中过表达 ＰＲＤＭ Ｉ ６ 可诱导线粒体生物合成 、

氧化磷酸化和脂质氧化相关基因 的表达 ， 导致棕色化表型 ［

５ ３
１

。 研宂发现 Ｋ０ 小 鼠的

腹股沟 白色脂肪细胞体积 明显增大 ， 且质量增加 ， 说 明 Ｉ ｎｃＲＮＡ Ｕ 缺陷加剧 了 小 鼠

３ ９
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皮下脂肪组织细胞扩张和脂质蓄积 ， 另外 ， 其关键产热基因的表达量显著降低 。 表

明 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷影响 了皮下脂肪组织的发育和棕色化能力 。

总之 ， 本章研宄利用 ＣＲＩＳＰＲ／ ＣＡＳ９ 技术对小 鼠进行 基因全身敲除 ，

获得了稳定繁殖的 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 。 利用正常词料喂养小 鼠 ８ 周 ， 对比野生型

小 鼠和 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠的表型 ， 发现 ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷导致小 鼠 出现胰岛素敏感

性下降 ， 呼吸代谢水平降低 ， 脂质堆积等代谢紊乱现象 ， 其原因可能主要在于脂肪

细胞内 的线粒体质量与氧化磷酸化功能受损 ， 脂肪组织产热代谢功能遭到破坏 。 而

在高脂饲料诱导小 鼠超重模型上 ， 基因敲除小 鼠也表现出糖耐量受损 ， 肝脏脂质蓄

积且脂肪组织线粒体结构破坏和数量减少 。 综上 ， ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 是维持小 鼠脂肪正常

代谢功能的关键分子 ， 其调控机制有待进
一

步研宄 。
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第三章 ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 调控小鼠脂肪组织代谢的分子机制研究

引言

由于脂肪酸也是其他组织重要的能量底物 ， 过量的脂质也会在肝脏 、 骨骼肌 、

心脏等组织中蓄积 ， 脂肪异位蓄积与糖尿病 、 心血管疾病的发展密切相关 ， 是肥胖

相关代谢疾病的重要诱发因素 ［
６

，
７

］

。研究发现肥大性肥胖患者体 内 的脂肪前体细胞的

数量并未减少 ， 但前体细胞分化成脂肪细胞的能力受到损害 ｔ
５ ８

］

， 因此促进脂肪发育

和产热功能能够防止脂肪细胞的病理性增大和脂肪的异位蓄积 ， 维持全身能量平衡 ，

防止肥胖相关代谢性疾病的发生发展 。 上
一

章研宄发现 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 是维持小鼠脂肪

发育和代谢正常的关键分子 ， ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠表现出皮下脂肪堆积 ， 胰岛素抵

抗加剧等代谢紊乱特征 ， 棕色脂肪组织 内部线粒体的结构发生严重破坏 ， 产热代谢

基因的表达能力受损 ， 而线粒体是脂肪组织中发生能量代谢的主要场所 ， 发生丙酮

酸氧化、 三羧酸循环 、 脂肪酸Ｐ氧化和氧化磷酸化等能量代谢过程
［
４５

］

。

为 了探讨 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷导致小 鼠体 内脂质代谢紊乱和线粒体氧化磷酸化受损

的分子机制 ， 本章设计实验利用分子生物学技术和生物信息学分析方法继续进行深

入探究 ， 首先提取小 鼠脂肪组织 ＲＮＡ 进行转录组测序 ， 通过分析差异表达基因发

现 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷影响脂肪组织的主要基因和信号通路 ， 利用 ＲＮＡ 免疫沉淀结合

高分辨质谱发现 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 的相互作用蛋 白 ； 其次在体外进行靶点验证 ： 设计该蛋

白 的真核质粒 ， 转染至 ３Ｔ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞中 ， 并在体外诱导分化为成熟脂肪细胞 ，

通过 ＢＯＤ ＩＰＹ 染色、 油红 ０ 染色 、 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 、 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 等技术检测该靶点蛋 白过表达

对脂肪细胞分化和脂质代谢的影响 ， 同时提取成熟脂肪细胞的 ＲＮＡ 进行转录组测

序研究 ， 分析该蛋 白过表达影响的主要基因和信号通路 ； 第三 ， 在工具细胞 ＮＩＨ－３Ｔ３

中过表达该蛋 白 ， 通过蛋 白免疫共沉淀进
一

步探宄其影响脂质代谢的分子机制 。 免

疫共沉淀实验利用抗原抗体之间特异性免疫结合的原理 ， 在细胞裂解液中加入特异

性抗体 ， 可将抗原及与抗原结合的蛋 白沉淀下来 。 免疫复合物可 以利用质谱检测抗

原的结合蛋 白成员 ， 也可以通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 验证抗原和其他蛋 白之间 的相互作用 ，

这种方法得到的互作蛋 白是在细胞内与诱饵蛋 白天然互作的 ， 符合体 内真实生理情

况 。

４ １
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第一节 转录组学结合生物信息学方法发现 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 调控的关键

基因通路

过去几年 ， 转录组测序技术迅速发展 ， 成为在转录水平上分析差异表达基因和

ＲＮＡ 可变剪接的重要工具 。 本节利用转录组测序技术对野生型小 鼠和 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺

陷小 鼠的脂肪组织 ＲＮＡ 样本进行检测 ， 基于生物信息学的方法对差异表达显著的

ｍＲＮＡ 进行分析 ， 并通过功能富集分析发现 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷影响脂肪组织的关键基

因通路 。

１ 实验材料

１ ． １ 实验动物 ：

８ 周龄野生型和 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 ， 所有实验动物操作程序均按照中 国医学

科 学 院 北 京 协 和 医 学 院 动 物 伦 理 委 员 会 标 准 进 行 ， 伦 理 审 查 编 号 ：

ＳＬＸＤ－２０２２０４２６０ １ ４ 。

１ ．２ 实验试剂

同第
一

章 １ ．２ 。

１ ． ３ 实验仪器

同第
一

章 １ ．３ 。

２ 实验方法

２ ． １ＬｎｃＲＮＡ ｌ １ 缺陷小鼠脂肪组织样品制备

实验步骤同第
一

章实验方法 ３ ． １ １ 。

２ ．２ 脂肪组织 ＲＮＡ 提取

实验步骤同第
一

章实验方法 ３ ． １ ２ 。

２ ． ３ＲＮＡ －Ｓｅｑｕｅｎｃ ｉｎｇ
检测

将从小 鼠脂肪组织中提取的总 ＲＮＡ 用干冰保存寄样 ， 委托北京诺禾致源科技

股份有限公司进行测样 ， 检测 ＲＮＡ 样品合格后进行 ｃＤＮＡ 文库构建 ， 利用 Ｑ
－ＰＣＲ

方法对文库的有效浓度进行准确定量 ， 库检合格 ， 利用 Ｉ ｌ ｌｕｍ ｉｎａ Ｈ ｉ ｓｅｑ 进行高通量

测序 ， 对原始数据进行统计分析 ， 包括主成分分析 、 差异表达分析 、 ＫＥＧＧ 分析和

ＧＯ 分析 。

４２
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
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２ ．４ 统计学分析

利用皮尔逊相关系数的平方 （Ｒ２ ） 评估样品重复性和相关性 ， 利用测序序列的

ＧＣ 含量、 Ｑ２０ 、 Ｑ３ ０ 评估测序数据质量 ， 数据质量评估合格后再分析筛选差异表达

基因 。

３ 实验结果

３ ． １ 棕色脂肪组织 ＲＮＡ 测序分析结果

本研宄对 ｌｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠和野生型小 鼠 的棕色脂肪组织 ＲＮＡ 进行基因组

测序 ， 对其基因表达谱进行差异分析 ， 以探索 ｌｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 影响棕色脂肪组织的关键

信号通路 。 在野生型小 鼠和 丨ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠的棕色脂肪组织中 ， 基因差异表达

倍数 ＞ ２ 倍的有 ３ ８ ８９ 个基因 ， 火山 图显示有 ２００６ 个基因上调 ， １ ８ ８３ 个基因下调 。

主成分分析表明组内样本重复性好 ， 组间样本差异性大 。 通过对差异显著基因进行

ＫＥＧＧ 分析 ， 发现 ｌｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷显著下调 了产热相关 ７２ 个基因 ， 包括 Ａｄｃｙ５ 、

ＣＰＴ ｌ ａ 、 ＣＰＴ ｌ ｂ 等 。 同时 ， 氧化磷酸化通路 （含 ４９ 个相关基因 ） 也被显著下调 ， 而

脂肪酸代谢通路 （含 ２ １ 个相关基因 ） 被上调 。 结果提示 ， 丨ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷主要影响

棕色脂肪组织中 的产热和氧化磷酸化过程 。

４３
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图 ３
－

１ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠棕色脂肪组织 中 的差异表达基因和 ＫＥＧＧ 分析结果 。 （ Ａ ） 样本数

据主成分分析 。 （ Ｂ ） ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠棕色脂肪组织 中上调或下调表达基因 的火山 图 。 （ Ｃ ）

差异基因 ＫＥＧＧ 分析富集通路 。 （ Ｄ ） 氧化磷酸化 （ Ｏｘ ｉ ｄ ａ ｔ ｉｖｅ
ｐ
ｈｏ ｓｐ

ｈｏｒｙ ｌ ａｔ ｉｏｎ ） 通路 、 产热

（ Ｔｈｅ ｒｍ ｏｇｅｎｅ ｓ ｉ ｓ ） 通路 、 脂肪酸代谢 （ Ｆａ ｔｔｙ
ａｃ ｉｄｍ ｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ ） 通路的基因簇热 图 （ 按照基因差

异表达倍数排序展示前 ３ ０ 个基因 ， 全部差异表达显著基因 见附录
一

、 二 ） ， 蓝色和红色分别表

示下调基因和上调基因 。 ｎ 

＝

３ 。 野生型小 鼠 （ ＷＴ ）ｖ ｓ ． ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 （ ＫＯ ） 。

４４
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３ ．２ 皮下脂肪组织 ＲＮＡ 测序分析结果

对 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠和野生型小 鼠 的皮下脂肪组织 ＲＮＡ 进行基因组测序 ，

对其基因表达谱进行差异分析 ， 以探索 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 影响皮下脂肪组织的关键基因和

信号通路 。 主成分分析表明组内样本重复性好 ， 组间样本差异性大 。 火山 图显示在

野生型小 鼠和 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠的皮下脂肪组织中 ， 差异表达倍数 ＞ ２ 倍的基因

有 １ ７６７ 个 ， 其中有 ８２６ 个基因上调 ， ９４ １ 个基因下调 。 对差异表达显著基因进行

ＫＥＧＧ 分析 ， 发现 ＩｎｃＲＮＡ ｌ１ 缺陷显著影响磷脂酰肌醇－３
’

激酶／蛋 白激酶 Ｂ （ ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ ）

通路相关基因 ， 该通路被报道通过促进葡萄糖利用 、 蛋 白质合成和脂肪生成调节脂

肪组织的代谢 。 此外 ， ＡＴＰ 结合盒式蛋 白转运体 （ＡＢＣｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ） 通路和转化生

长因子－

Ｐ（ ＴＧＦ －

Ｐ
） 通路相关基因也被上调 。 对差异表达显著基因进行 ＧＯ 分析 ，

发现与 ｍＲＮＡ 加工相关的过程通路基因均被下调 ， 相关通路如图 ３ ．２ 。

４５
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图 ３
－２ＬｎｃＲＮＡ ｌ １ 缺陷小 鼠皮下脂肪组织 中 的差异表达基因和 ＫＥＧＧ 分析 、 ＧＯ 分析结果 。 ＣＡ ）

样本数据主成分分析 。 （ Ｂ ）Ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ  １ 缺陷小 鼠皮下脂肪组织中上调或下调表达基因的火 山

图 。 （ Ｃ ） 差异基因 ＫＥＧＧ 分析富集通路 。 （ Ｄ ） 憐脂酰肌醇 －

３
－激酶 ／蛋 白激酶 Ｂ（ Ｐ Ｉ ３Ｋ －Ａ ｋ ｔ ）

通路 、 转化生长因子 －

ｐ（ ＴＧＦ －

Ｐ ） 通路 、 ＡＢＣ 转运体 （ ＡＢＣｔｒａｎ ｓ
ｐ
ｏｒｔｅ ｒｓ ） 通路基因簇热图 ， 蓝

色和红色分别表示下调基因和上调基因 。 （ Ｅ ）ＧＯ 分析显示 丨ｎｃＲＮＡ ｌ １ 缺陷小 鼠皮下脂肪组织

中 的显著下调通路 。 ｎ 

＝

３ 。 野生型小 鼠 （ＷＴ ）ｖｓ ． ＬｎｃＲＮＡ ｌ 丨 缺陷小 鼠 （ Ｋ０ ） 。

４ ６
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第二节 ＲＮＡ 免疫沉淀方法发现 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 的相互作用蛋 白

ｈｎＲＮＰＡ ｌ

上
一

节研宄发现 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷主要下调 了小 鼠棕色脂肪组织中 的线粒体氧化

磷酸化和产热信号通路 ， 激活 了皮下脂肪组织中 的 Ｐ Ｉ３Ｋ －Ａｋｔ 等代谢通路 。 本节利

用 ＲＮＡ 免疫沉淀实验结合高分辨质谱技术挖掘 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 的靶点蛋 白 ， 捕捉到

ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 的互作蛋 白 ｈｎＲＮＰＡ ｌ ， 并利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 技术检测 了ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷

小 鼠脂肪组织中 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 的表达水平 。
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ＥａｓｙｐｕｒｅＱｕｉｃｋ Ｇｅ ｌＥｘｔｒａｃｔ ｉｏｎ Ｋ ｉｔＴｒａｎｓＧｅｎＢ ｉｏｔｅｃｈ ＥＧ １ ０ １
－０２

Ｅａｓｙｐｕｒｅ ＲＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔ ｉｏｎＫ ｉｔＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂ ｉｏｔｅｃｈ ＥＲ７０ １
－

０ １

抗 
ｈｎＲＮＰＡ ｌ抗体 Ａｂｅａｍ Ａｂ５ ８３２



抗 ＧＡＰＤＨ 抗体


Ａｂｅａｍ


Ａｂ９４８５


１ ．２ 实验仪器

４７
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

表 ３
－２ 实验仪器设备




ｎ


．

型号




新康血液混匀器


江苏新康


ＸＫ－０３


２ 实验方法

２ ． １制备 ＩｎｃＫＮＡ ｌ Ｉ ＲＮＡ 探针

２ ． １ １ＰＣＲ 扩增 目的片段

设计扩增 你 基因 的 引 物 ， 含 Ｔ７
ｐｒｏｍｏｔｅｒ 序列 ， 同时构建含 目 的基因

的载体质粒 ， 以该质粒为模板进行扩增 ， 扩増反应体系如下表 ：



表 ３ －

３你基因扩增体系


ＰｒｏｍｏｎｅｎｔＶｏｌｕｍｅ

ｄＮＴＰ ｍ ｉｘｔｕｒｅ １
 （

ｊＬ

ｌ Ｏ ｘＢｕｆｆｅｒ ５
 ＼

ｉＬ

Ｆ １
 ＼

ｉｈ

Ｒ １
 ｆ

ｉＬ

Ｔｅｍｐ ｌａｔｅ ０ ． ５

ＤＮＡ
ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ １ ．２５

 ｜

ｉＬ

Ｆ ｉｎａ ｌ ｖｏ ｌｕｍ ｅ ５０

ＰＣＲ 仪反应条件设置如下表 ：



表 ３ ￣４基因扩增反应条件




Ｐｒｏｇｒａｍ


Ｓｔｅｐ


Ｃｙｃ ｌｅ


Ｓｔａｇｅ
１ ９４

°
Ｃｆｏｒ２ｍ ｉｎ １

９４
°

Ｃ １ ５ ｓ

Ｓｔａｇｅ２ ５ ５
°

Ｃ３０ｓ ３ ５

６８

°
Ｃ１ｍ ｉｎ

Ｓｔａｇｅ３


７２

°

Ｃ延伸５ｍ ｉｎ
１



扩增结束后 ， 按照第二章实验方法 ２ ．２ ， 进行凝胶电泳检测扩增情况 ， 电泳结

束后 ， 把凝胶放于紫外分析仪中检测 ， 条带大小符合且无杂带 ， 表明载体连接成功 ，

进行切胶回收 。

４８
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２ ． １ ２ 切胶纯化 、 回收

按照胶回收试剂盒说明书 ， 切取凝胶中 的 目 的基因片段 ， 放入 １ ． ５ｍＬ 去酶离心

管中称重 ， 加入 ３ 倍体积 ＧＳＢ 溶液 ， ５ ５
°
Ｃ水浴融胶 ， 室温晾凉 ， 吸附柱中静置吸

附 ， 离心 ， 漂洗液洗脱 ， 离心 ２ 次 ， 彻底去除残留的漂洗液 ， 去离子水洗脱 ， 收集

洗脱出的 ＤＮＡ 溶液 ， 利用 ＮａｎｏＤｒｏｐ

２０００ 检测其浓度和纯度 。

２ ． １ ３ 线性化载体的制备

利用限制性 内切酶 Ｎｏｔｌ 对质粒进行酶切 ， 反应体系如下表 ：



表 ３ －５ 质粒酶切反应体系


ＰｒｏｍｏｎｅｎｔＶｏ ｌｕｍｅ

ｌ Ｏ ｘｂｕｆｆｅｒ ５
ｐＬ

质粒 ２
 ｊ

ｘｇ

Ｎｏｔｌ １
ｎＬ



ｄｄ ＨｚＯ


补足５０
ｎＬ


反应体系 ３ ７

°

Ｃ水浴 ２－

３ｈ ， 琼脂糖核酸电泳检测酶切效果 ， 切胶 ， 利用胶回收

试剂盒回收线性化 ＤＮＡ 片段 ， 在 ＮａｎｏＤｒｏｐ 下检测其浓度和纯度 。

２ ． １ ４ 体外转录 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 探针

取去酶离心管 ， 加入转录体系如下 ：

．

表 ３ －６ ＤＮＡ 转录反应体系


ＰｒｏｍｏｎｅｎｔＶｏ ｌｕｍｅ

１ ０ 

ｘＴｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ ２

线性化 ＤＮＡ 片段 １
ｐｇ

Ｂ ｉｏｔ ｉｎ ＲＮＡｌａｂｅｌｉｎｇ 
ｍ ｉｘ １

 ＼
ｉＬ

Ｔ７ＲＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １



ｄｄ Ｈ２Ｑ


补足 ２０ ｐ
Ｌ


３ ７

°
Ｃ孵育 ２ｈ 后取出 ， 加入 ＤＮＡ 裂解酶 ， ３ ７

°

Ｃ孵育 １ ５ｍ ｉｎ ， 除去 ＤＮＡ ， 加

入 Ｒｎａｓｅ－ｆｒｅｅ 水 ， 利用 ＲＮＡ 纯化试剂盒按照说明书提取纯化 ＲＮＡ ， ＮａｎｏＤｒｏｐ 检测

其浓度和纯度 。 利用琼脂糖凝胶 电泳检测到条带大小符合要求 ， 放入－２０

°

Ｃ冰箱保

存待用 。

２ ．２ 链霉素亲和磁珠与生物素标记的 ＲＮＡ 结合

取出提前标记的 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管 ， 吸取重悬后的磁珠悬液 ， 加入 ５ ００ 叫 ｗａｓｈｂｕｆｆｅｒ

轻轻吹洗 ， 低速离心 ， 去除上清液 ， 重复清洗 ３ 次 ， 继续加入 ｗａｓｈｂｕｆｆｅｒ 重悬磁珠

后 ， 加入生物素标记的 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 探针 ， ４

°

Ｃ低速旋转 ６－８ｈ ， 使其充分结合。

４９
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２ ． ３ 磁珠复合物与蛋 白结合

剪取小 鼠棕色脂肪组织 ， 生理盐水漂洗 ３ 次后 ， 加入现配的组织裂解液 ， 在冰

上剪碎研磨 （ ４

°

Ｃ暂存 ） 。 取新的 １ ． ５ｍＬＥＰ 管加入 １ ０
ｈＬ 组织裂解液作为 ＮＧ 组 ，

－２０

°

Ｃ保存 。 吸取 １ ００
ｎ
Ｌ 组织裂解液加入磁珠－ＲＮＡ 混合物中 ， 加入 ５

ｈＬＲＮａ ｓｅ 抑

制剂 ， ４

°

Ｃ旋转过夜 。 第二天将孵育的磁珠－ＲＮＡ－蛋 白混合物低速离心 ， 使用 Ｗａ ｓｈ

Ｂ ｕｆｆｅ ｒ 冲洗 ６ 次 ， 每次 ５ ００
ｐＬ ， 低速离心 ， 吸除上清液后 ， 加入 ４０ 卟 Ｗａ ｓｈＢ ｕｆｆｅｒ

和 １ ０ 此 ５４０５ 上样缓冲液 ， ￣０ 组同此步骤 ， １ ００
°

（：变性 ５ 〇＾ ， 作为 ５０ ５ －？入０￡

凝胶 电泳的样品 。

体外转录 ｙ牛物素标 丨 ｉ：Ｍ 磁珠与生物素探针结合 ｙ４

ｉｆ 

ＩＩ）

Ｌ ｎ ｃ 丨 １ ＲＮＡ结合蛋白



图 ３ －

３ＲＮＡ 免疫沉淀实验过程图解

２ ．４ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 凝胶电泳

将实验样品进行 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 凝胶 电泳 ， 实验步骤同第二章实验 内容 ２ ． １ １ 部分 。

２ ． ５ 考马斯亮蓝染色

将 电泳结束后的凝胶放入 ２０ｍＬ０ ．２５％考马斯亮蓝溶液 ， 室温摇晃染色半小时 ，

回收染色液 ， 加沸水 ， 放入纸 巾 ， 在摇床上室温摇动过夜脱色 ， 第二天进行观察并

拍照记录 。

２ ． ６ 高分辨质谱鉴定差异蛋 白

根据考马斯亮蓝染色的指示 ， 切取差异蛋 白 条带所在凝胶 ， 装入 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管

中 ， 送样 ， 委托公司进行高分辨质谱检测 。

２ ． ７Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏｔ 技术检测 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ １ 缺陷小鼠脂肪组织中 目标蛋 白 的表达水平 。

按照第二章第二节实验方法 ２ ． １ ０ 步骤操作 。

２ ． ８ 统计学分析

利用 Ｇｒａ
ｐ
ｈｐａｄＰｒ ｉ ｓｍ６ ． ０ 对实验数据进行统计学分析 ， 结果表示为 Ｍｅａｎ土

５ ０
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ＳＥＭ 。 数据采用单因素方差分析 ， 组间 ｒ检验 。 尸 ＜
０ ． ０ ５ 认为具有统计学差异 。

３ 实验结果

３ ． １ＲＮＡ 免疫 〉几 ；疋头验结果

本节研宄通过在体外合成生物素标记 Ｉｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ ， 与总蛋 白提取液进行孵育 ，

利用 ＲＮＡ 与蛋 白特异性结合 ， 将 目 的条带所在的胶切下进行 ＬＣ －Ｍ Ｓ／Ｍ Ｓ 质谱检测 ，

结合参考文献 ， 确定 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白为 Ｉｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 的相互作用蛋 白 。

Ｍ ａ ｒ ｋ ｅｒＮ －

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎＮＧＡ ｉｍ 防火

Ｄｅ ｓｃ ｒ ｉ

ｐ ｔ ｉ ｏ ｎＳ ｃｏ ｒｅＰ ｅ ｐ ｔｉｄｅ ｓＭＷ
 （
ＫＤａ

）

Ｊ ９ ０ Ｋ Ｉ ）一＾ ＼ ：＿ ＿＾
ＳＴ １ Ｈ １ Ｅ７

２^４

＿
 １ ５

Ｈ Ｉ ＳＴ １ Ｈ １ Ｂ９９２ ． ５９ ７ ２２ ６

１ ４ ０Ｋ ， ）

 ｜ｆ ｌｊ ＫＲＴ １３ ３２ ７ ５ ２ ６ ６６

＊

０

ｎＷｉ＃

＇

ＩＨＭ ＨＮ Ｒ Ｎ ＰＡ １ １ ９８ ． １ ８ １ ３ ３ ３ ． １

Ｋ １—
ｎ＿ ■疆

－

ＫＲＴ １ ０

－－ －

^

６５ Ｋ Ｉ Ｊ ＫＲＴ ２ １ ５３ ． ５６



１ ８



６ ５ ． ４

５
－

１ Ｋ ｌ
）ｍｍｒｎｍ０

一 ，ＫＲＴ９ １ ０９ ６９ １ ６ ６ ２ ０

４ ２Ｋ ｜ ）ｍｍｍｒ ｜
ＷＰｆ ． Ｈ ＮＲＮＰＡ２Ｂ １ １ ０ ７

． ６ ５



１ ３



３ ７ ４

繪ｆａｔ ＡＬ Ｂ ６６

￣

ｉＴ
￣

 １ ６ ６９ ３

，
， Ｋ 〇

匕
十

」
Ｒ ＰＳ ３Ａ５６ ９ ２ ｜ １ ２ ２ ９ ９

̄

图 ３ －４ＲＮＡ 免疫沉淀实验结合质谱技术鉴定 ＩｎｃＲＮＡ ｌ  １ 的相互作用 蛋 白 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 。

３ ． ２ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对小鼠脂肪中 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 蛋 白表达的影响

研宄利用 ＲＮＡ 免疫沉淀实验结合高分辨质谱捕捉到 ］ ｎｃＲＮＡ ｌ １ 的结合蛋 白为

ｈｎＲＮＰＡ ｌ ， 为 了探究 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 是否影响脂肪组织中 ｈ ｎＲＮ ＰＡ ｌ 蛋 白表达 ， 继续利

用 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 技术检测 了基因敲除小 鼠脂肪中 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 的表达水平 ， 结果显

示 ， ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷显著降低 了 ｉＷＡＴ 中 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 的表达水平 ， 而 ｅＷＡＴ 和

ＢＡＴ 中 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 的表达水平未受到 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷的显著影响 。

■ＷＴ

ｉＷＡＴ ｅＷＡＴＢＡＴ １ ． ５
－

１ＣＤＫＯ

ＷＴＫＯＷＴＫＯＷＴＫＯ ｜ 丁丁

ｈ ｎ議 ｉ

 ｜嫌 一 藝 — Ｍ秦
１ｓ

１ ０
＇

■
＊ ＊

■ 门 ■


ｉ
－ Ｉ ｎＩＩ

Ｑ ｐＤＨ

 丨喔 ｜■■
ｉＷＡＴ ｅＷＡＴ ＢＡＴ

图 ３
－

５Ｌｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对小 鼠脂肪组织中 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 蛋 白表达水平的影响 。 ｎ

＝

３ 。

“

尸 ＜ ０ ． ０ １ ，

野生型小 鼠 （ ＷＴ ）ｖ ｓ ． ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠 （ ＫＯ ）〇

５ １
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第三节 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白过表达对脂肪细胞分化和代谢的影响

第二节研宄通过 ＲＮＡ 免疫沉淀实验发现 了 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 的互作蛋 白异质 核核糖

核蛋 白 Ａ １（ ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ ） ，ｈｎＲＮＰＡ ｌ 是
一

种高度丰富的 ＲＮＡ 结合蛋 白 ， 研究表 明 ，

其参与到多种 ＲＮＡ 加工方式相关的细胞过程 中 ， 包括 ＲＮＡ 可变剪接调节 、 核糖体

进入位点介导翻译 、 通过结合新生前 ｍＲＮＡ 调节 ｍＲＮＡ 基因表达 、 促进成熟 ＲＮＡ

的核输 出 和翻译过程 ［
５ ９ － ６ ２

］

。 据报道 ， Ｌｎ ｃ ＳＨＧＬ 能够招募 ｈｎＲＮＰＡ ｌ ， 在翻译水平提

高钙调素 （ ＣＡ ＬＭ ）ｍ ＲＮＡ 的表达效率 ， 从而调控肝脏的糖脂代谢阳 １

。 为 了进
一

步

探宄 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ

－ｈ ｎＲＮ ＰＡ ｌ 对脂肪分化及产热功能的调控作用机制 ， 本节在 ３Ｔ３
－Ｌ １

前脂肪细胞中转染真核 质粒过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 ， 对该 革Ｅ点进行确证 。

１ 实验材料

１ ． １ 细胞株

３Ｔ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞购买于北京协和医学院细胞资源 中心 。

１ ． ２ 实验试剂



表 ３
－

７ 实验试剂


 ｅｇ

质粒提取试剂盒全式金 ＥＭ １ ２ １

氨苄青霉素钠 Ｓ ＩＧＭＡ Ａ９ ５ １ ８

胰蛋 广１胨 ＯＸＯ ＩＤ ＬＰ０ ０４２

酵母提取物 ＯＸＯ ＩＤ ＬＰ０ ０２ １

ＮａＣ ｌ 北京试剂 ２ ０ １ ８０４ １ ６

Ｌ ｉ

ｐ
ｏ ｆｅ ｃ ｔａｍ ｉｎ ｅ

？
３ ０ ０ ０ 丨 ｎ ｖ ｉ ｔ ｒｏｇｅｎ
 Ｌ３ ００ ０ ０ １ ５

ＢＯＤ ＩＰＹ染色试剂 Ｉ ｎｖ ｉ ｔ ｒｏｇｅｎ Ｄ ３ ９２２

油红 ０ 试剂 索莱宝 Ｇ １ ２ ６ ３

ＴＧ 检测试剂盒南京建成生物 Ａ １ １ ０ －

１
－

１

ＵＣＰ １抗体 Ａｂ ｅ ａｍ Ａｂ  １ ０９ ８ ３

荧光封片剂 （含 ＤＡＰ Ｉ ）中杉金桥 ＺＬ Ｉ
－

９ ５ ５ ７



ＢＣＡ 试剂盒


康为世纪 ＣＷ ００ １ ４ Ｓ


氨苄青霉素钠溶液 ： 称取 ０ ． ０ ３ ９
ｇ 氨苄青霉素钠粉末 ， 溶于无菌 ｄｄ Ｈ ２０ ， 定容 ，

配制终浓度为 １ ００ ｍｇ／ｍＬ 。

细胞培养基 ： ＤＭＥＭ 高糖培养基＋ １ ０％ＣＣ Ｆ＋５％Ｐ ／Ｓ 。

冻存液 ： 基础培养基＋３ ０％ ｒｏ Ｓ＋ １ ０％ ＤＭ ＳＯ（细胞培养级 ） 。

５ ２
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ｈｎＲＮＰＡ ｌ 真核表达质粒图谱见附录三 。

１ ． ３ 实验仪器



表 ３ －

８ 实验仪器设备




？


ｒｍ
ｕ ；

梯度降温冻存盒ＮＡＬＧＥＮＥ ５ １ ００－０００ １

台式多用途高速冷冻离心机广州吉迪 ＪＩＤＩ
－２０Ｒ

振荡培养箱金坛市科析仪器ＨＺＱ 系列

电热恒温培养箱


上海
一

恒科技有限公司


ＤＨＰ－９０８２

２ 实验方法

２ ． １ｈｎＲＮＰＡ ｌ 表达质粒的提取

配制 ＬＢ 培养基 ， 配方如下表 ：



表 ３ ，９ ＬＢ 培养基配方




试齐ｊ



质量


胰蛋 白胨 ５ ｇ

酵母提取物 ２ ． ５
ｇ

Ｎａｄ ５
ｇ

水 ５ ００ｍＬ

搅拌溶液至澄清透明状 ， 分装于三角培养瓶中 ， 盖上透气盖 ， 放于高压灭菌锅

中高压灭菌 ２５ｍ ｉｎ ， 结束后取出 ， 晾至 ３ ７

°
Ｃ左右 ， 加入氨苄青霉素溶液 （ １ ：１ ０００ ） ，

晃勾 ， 加入含 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 表达质粒的甘油菌 ，将三角培养瓶放在振荡培养箱中 ， ３７

°

Ｃ ，

１ ３ ０ｒｐｍ ， 摇晃过夜 （ １ ４－

１ ６ｈ ） ， 第二天取出培养瓶 ， 观察到瓶内培养基呈浑浊状

态 ， 分光光度计测量到 ＯＤ 值为 ２ ． ５ 。 利用质粒提取试剂盒按照说明书步骤进行质

粒提取 ， 得到转细胞级超纯质粒 ， Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００ 中检测质粒浓度和纯度合格 ， 分

装到冻存管中 ，

－２０

°
Ｃ冰箱保存待用 。

２ ．２３Ｔ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞的培养和冻存

３Ｔ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞的传代 ： 收到细胞后 ， 酒精擦拭瓶 口消毒 ， 显微镜下观察细

胞达到 ７０％－８０％汇合度时 ， 消化 ， 传代 ， 分瓶 ， 每 Ｔ２５ 瓶补加培养基至 ５ ｍＬ ， 每

Ｔ７５ 瓶补加至 ２０ｍＬ 。

“

十
”

字晃匀后放入培养箱中培养 。

细胞点板 ： 将待点板的细胞消化离心 （ 同前述步骤 ） ， 弃去上清液 ， 加入培养

基 ， 轻轻吹散 ， 上下颠倒混匀 ， 六孔板中每孔先加入 ｌ ｍＬ 培养基进行铺垫 ， 每孔

５３
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再加入 １ｍＬ 细胞悬液 ， 十二孔板每孔加入 ５ ００ 叫 细胞培养基进行铺垫 ， 每孔再加

入 ５００
 ｆ
ｉＬ 细胞悬液 ，

“

十
”

字晃匀后放入培养箱中培养 。

细胞冻存 ： 将待冻存的细胞消化离心 ， 加入现配制的冻存液 ， 吹散细胞 ， 颠倒

晃匀 ， 分装至 １ ． ５ｍＬ 冻存管中 ， 利用梯度降温冻存盒冻存 ， 过夜拿出 ， 将细胞冻存

至液氮中 。

２ ． ３３Ｔ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞转染 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 质粒及过表达验证

质粒转染 ： 观察六孔板和十二孔板 中 的细胞生长密度 ， 细胞生长到融合度

７０％－

８０％之间时 ， 开始转染 ， 现配制转染体系 ：



表 ３
－

１ ０ 转染体系 Ａ 液




Ａ 液组分


十二孔板


六孔板


Ｏｐｔｉ
－ＭＥＭ？ Ｍｅｄｉｕｍ ５０

ｊ
ｉＬ／孔 １ ００

ｐＬ／孔

Ｌ ｉｐｏｆｅｃｔａｍ ｉｎｅ
？

３ ０００ Ｒｅａｇｅｎｔ ０ ．７５
 ｜

〇Ｌ／孔 １ ． ５
 ＼

ｉＬＲＬ

混合后室温静置 ５ｍ ｉｎ ， 同时配制转染体系 Ｂ 液 ：



表 ３
－

１ １ 转染体系 Ｂ 液




Ｂ 液组分


十二孔板


六孔板


Ｏｐｔｉ
－ＭＥＭ？ Ｍｅｄｉｕｍ ５０

叫／孔 １ ００
吣／孔

质粒 （
２００

ｎｇ／
｜
ｉ ｌ

） ４
 （

￡７孔 ８
ｎ
Ｌ／孔

Ｐ３ ０００
？

Ｒｅａｇｅｎｔ ２
 （

ｉＬ／孔 ４
ｐ
Ｌ／孔

Ａ 、 Ｂ 液混合 ， 室温静置 １ ５ｍ ｉｎ 。 细胞更换新鲜培养基 ， 滴加转染体系 ，

“

８
”

字

法晃匀 ， 加入细胞培养箱中 ， 孵育 ３６ｈ 。

ＲＴ－

ｑＰＣＲ检测细胞中 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 转录水平 ： 细胞转染质粒 ３ ６ｈ 后 ， 按照第
一

章

实验方法 ３ ．２３ 收集细胞样品 ， 按照第
一

章 ３ ． １ ２－３ ． １ ４ 方法提取细胞中总 ＲＮＡ ， 检测

３Ｔ３ －Ｌ １ 前脂肪细胞中 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 基因 的转录水平 。 基因 引物序列为 ｈｎＲＮＰＡ ｌ
－Ｆ ：

５
，

－ＧＡＡＡＣＡＡＣＣＧＡＣＧＡＧＡＧＴＣＴＧ－３
，

；Ｒ ：５
，

－ＴＧＴＧＴＧＧＴＣＴＴＧＣＡＴＴＣＡＴＧＧ－３
，

〇

２ ．４３Ｔ３ －Ｌ １ 前脂肪细胞诱导分化

十二孔板或者六孔板转染 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 质粒 ３６ｈ ， 更换新的培养基 ， 接触抑制培

养 ２ 天 ， 更换新鲜配制诱导液 ， ４８ｈ 后继续更换第二次诱导液 ， 诱导 ４ 天 ， 更换新

鲜配制分化液 ， 分化 ４ 天 ， 显微镜下观察到细胞内部含有大量圆形脂滴 ， 表明细胞

分化成熟。

２ ． ５ＢＯＤＩＰＹ 和油红 ０ 染色检测 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 过表达对脂肪细胞脂质蓄积的影响

配制 ＢＯＤ ＩＰＹ 工作液 （ ＢＯＤ ＩＰＹ 染液 ： ＰＢ Ｓ
＝

１ ：５０００ ） 和油红 ０ 工作液 （油

５４
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红 ０ 染液 ： 双蒸水 ＝

３ ：２ ） ， 后者需过滤至澄清透明 ， 从培养箱中取出诱导分化

的十二孔板 ， 吸除培养基 ， ＰＢ Ｓ 洗 ３ 遍 ， 多聚 甲醛固定 ３０ｍ ｉｎ ，ＰＢＳ 洗 ３ 遍 。

８０００＾ 染色 ： 每孔加入 ７５ ０ 吣 ８００ １？丫 工作液 ， ３ ７
°

（：孵育 １ ５ 〇１ 丨 １１ ， 去废液 ，

置于平板振荡器上 ＰＢＳ 洗 ３ 遍 ， ＤＡＰ Ｉ 封片 ， 荧光显微镜下观察 ， 采集图像分析 。

油红 ０ 染色 ： 每孔加入 ７５０
ｎＬ 油红 ０ 工作液 ， 避光室温染色 ３ ０ｍ ｉｎ ， 去废液 ，

置于平板振荡器上 ＰＢ Ｓ 洗 ３ 遍 ， ５ｍ ｉｎ／遍 ， 即可放在荧光显微镜下观察 ， 采集图像

分析 。 油红 ０ 定量 ： 十二孔板弃去 ＰＢ Ｓ ， 每孔加入 ５ ０〇 ｍＬ ＤＭＳＯ ， 锡箔纸避光 ，

放在平板摇床上摇晃 １ ０ｍ ｉｎ ， 充分溶解孔中的油红 Ｏ 染料 。 按组吸取 １ ５０
ｎＬ 染料

提取液加入透明 ９６ 孔平底板 ， 设置 ３５ ８ｒｕｎ ， 测定吸光度 。

２ ． ６ＥＬＩＳＡ 检测 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 过表达对脂肪细胞中 ＴＧ 合成的影响

新鲜配制蛋 白裂解液 （ ＲＩＰＡ ： 蛋 白磷酸酶抑制剂 ＝
１ ００ ：１ ） ， 取细胞诱导分

化成熟的六孔板 ， 弃去培养基 ， ＰＢＳ 洗 ２ 遍 ， 加入蛋 白裂解液 ， 冰上裂解 ３０ｍ ｉｎ ，

细胞刮刀刮取细胞 ， 收集到 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管中 ， 冰水浴超声 ４５ｍ ｉｎ ，４

°
Ｃ ， １ ２０００

ｇ ，

离心 １ ０ｍ ｉｎ 。 将上清液转移至新的离心管 ， 按照试剂盒说明书进行 ＢＣＡ 定量 ， 绘

制标准曲线并计算蛋 白样品浓度 。 接着 ， 按照 ＴＧ 试剂盒说明书测定样品 中 ＴＧ 含

量 。

２ ．７ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 检测 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 过表达对脂肪细胞分化相关基因的影响

取细胞诱导分化成熟的十二孔板 ， 弃去培养基 ， ＰＢ Ｓ 洗 ３ 遍 ， 收集细胞 ， 按照

第
一

章 ３ ． １ ２－３ ． １ ４ 方法提取细胞中总 ＲＮＡ ， 检测 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 过表达对脂肪细胞分化相

关基因的影响 。 引物序列如下 ：



表 ３ －

１２ 基因 引 物序列


Ｇｅｎｅ


Ｆｏｒｗａｒｄｓｅｑｕｅｎｃｅ （
５

，

－

３
，

）


Ｒｅｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅ （
５

３

－３
？

）


ＰｐａｒｇＴＣＧＣＴＧＡＴＧＣＡＣＴＧＣＣＴＡＴＧＧＡＧＡＧＧＴＣＣＡＣＡＧＡＧＣＴＧＡＴＴ

ＡｃｏｘＴＡＡＣＴＴＣＣＴＣＡＣＴＣＧＡＡＧＣＣＡＡＧＴＴＣＣＡＴＧＡＣＣＣＡＴＣＴＣＴＧＴＣ

ＬｐｌＧＧＧＡＧＴＴＴＧＧＣＴＣＣＡＧＡＧＴＴＴＴＧＴＧＴＣＴＴＣＡＧＧＧＧＴＣＣＴＴＡＧ

ＣｐｔｌａＧＡＣＴＣＣＧＣＴＣＧＣＴＣＡＴＴＣＣＧＡＣＴＧＴＧＡＡＣＴＧＧＡＡＧＧＣＣＡ

Ｃｐ ｔｌｂＧＣＡＣＡＣＣＡＧＧＣＡＧＴＡＧＣＴＴＴＣＡＧＧＡＧＴＴＧＡＴＴＣＣＡＧＡＣＡＧＧＴＡ

ＡｃｃＧＣＴＧＣＴＣＧＧＡＴＣＡＣＴＡＧＴＧＡＡ


ＴＴＣＴＧＣＴＡＴＣＡＧＴＣＴＧＴＣＣＡＧ

２ ． ８ 过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 脂肪细胞 ＲＮＡ－Ｓｅｑｕｅｎｃ ｉｎｇ 检测

细胞诱导分化成熟的十二孔板 ， 弃去培养基 ， ＰＢ Ｓ 洗 ３ 遍 ， 收集细胞 ， 干冰存

放送样 ， 委托北京诺禾致源科技股份有限公司进行转录组测序 ， 检测 ＲＮＡ 样品合

格后构建 ｃＤＮＡ 文库 ， 利用 Ｑ
－ＰＣＲ 方法准确定量文库的有效浓度 ， 库检合格 ， 利

５ ５
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用 Ｉ ｌ ｌｕｍ ｉ ｎａ Ｈ ｉ ｓ ｅｑ 平 台高通量测序 ， 获得实验结果数据并进行分析 。 利用皮尔逊相

关系数的平方 （ Ｒ２ ） 评估样品重复性和相关性 ， 利用测序序列 的 ＧＣ 含量 、 Ｑ２ ０ 、

Ｑ ３ ０ 评估测序数据质量 ， 数据质 量评估合格后再分析筛选差异表达基因 。 采用

Ｃ ｌｕ ｓ ｔｅ ｒＰ ｒｏ ｆｉ ｌ ｅ ｒ 软件基于超几何分布原理对差异基 因集进行 ＧＯ 功 能 富集分析和

ＫＥＧＧ 通路富集分析

２ ．９ 统计学分析

利用 Ｇ ｒａ
ｐ
ｈ
ｐａ

ｄＰ ｒ ｉ ｓｍ６ ． ０ 对实验数据进行统计学分析 ， 结果表不为 Ｍ ｅａｎ土

ＳＥＭ 。 数据采用单因素方差分析 ， 组间 ｒ检验 。 Ｐ ＜０ ．０ ５ 认为具有统计学差异 。

３ 实验结果

３ ． １ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 过表达脂肪细胞的建立和验证

３Ｔ３
－Ｌ １ 细胞系具有 向脂肪细胞分化的特性 ， 是研宄脂肪代谢的经典细胞模型 。

通过构建带 Ｆ ｌａｇ 标签的质粒 ， 转录进 ３Ｔ ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞中 ， 实现在 ３Ｔ３

－Ｌ １ 细胞中

过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 。 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 实验检测过表达 ３Ｔ３ －Ｌ １ 细胞中 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 基因 的

转录水平显著升高 ， 接近对照组转录水平的 １ ００ 倍 ， 实验结果验证 了ｈｎＲＮＰＡ ｌ 在

脂肪细胞中 的过表达 。

１ ５０
－

．震

〇

！Ｉ
１５ ０

－

１０
Ｊ

Ｉ

Ｃ ｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌＯ Ｅ

图 ３
－６３Ｔ３ －Ｌ １ 脂肪细胞中 ｈｎＲＮＰＡ 丨 基因的转录水平 。 ｎ 

＝

６ 。

…

尸 ＜ ０ ．００ １ ， 对照组 （ Ｃｏｎｔｒｏ ｌ ）ｖｓ ．

过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 组 （ ＯＥ ） 。

３ ． ２ｈｎＲＮＰＡ ｌ 过表达减轻脂肪细胞脂质蓄积

３Ｔ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞在诱导分化过程中 ， 细胞 内脂质不断蓄积 ， 脂滴变大聚集为

脂滴环 ， 细胞体积也随之增大 。 为了观察 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 蛋 白过表达对脂肪细胞分化为

５ ６
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成熟脂肪细胞的影响 ， 研宄对分化成熟的脂肪细胞进行 ＢＯＤ ＩＰＹ 染色和油红 ０ 染

色 ， 观察细胞 内 脂滴形成的情况 。 结果发现 ， 与对照组相 比 ， 过表达 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 的

脂肪细胞 内仅有少量脂滴产生 ， 且脂滴小 ， 无 明 显的脂滴环 。 检测细胞 内脂质和甘

油三酯的含量水平 ， 数据显示 ， 过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 显著降低 了３Ｔ３
－Ｌ １ 成熟脂肪细胞

内 的 脂 质 和甘油 三酯含量 。 该实验结果反映 ， 在 ３Ｔ３
－Ｌ １ 前 脂肪细胞 中过表达

ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 ， 显著抑制 了 前脂肪细胞在分化成熟过程中 的脂滴形成 ， 减少脂质

蓄积 。

Ａ剛 Ｂ〇 Ｄ Ｉ ＰＶ ＯＲＯ

■
—思刻

Ｂ０ ６

１
Ｃ １ ５

－

．

＿Ｔ ．．

Ｉ
０ ４

＇

 １ ． ０
－

 ｜

—

｜二

１

Ｌ
■

０ ． ０

Ｃ ｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌＯ Ｅ Ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌＯＥ

图 ３
－ ７ｈｎＲＮＰＡ ｌ 过表达改善 ３ Ｔ３ －Ｌ １ 成熟脂肪细胞 中 的脂质 蓄积 。 （ Ａ ）ＢＯＤ ＩＰＹ 和油红 Ｏ 染

色观察拍照 ， ｓｃ ａ ｌｅｂ ａｒ ：２ ００
ｎｍ 。 （ Ｂ ） 甘油三酯水平 。 （ Ｃ ） 油红 Ｏ 染料提取液在 ＯＤ 值 ３ ５ ８ｎｍ

时 的吸光度值 。 ｎ

＝
６ 。

…

Ｐ ＜０ ． ０ ０ １ ，０ ． ０ ５ ， 对照组 （ Ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ ）ｖ ｓ ． 过表达ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ组 （ ＯＥ ） 。

３ ． ３ｈｎＲＮＰＡ ｌ 过表达促进脂肪细胞分化相关基因表达

３Ｔ３ －Ｌ １ 前脂肪细胞是
一

类 同 时具有增殖和分化为成熟脂肪细胞能力 的前体细

胞 ［
６４

］

， 在 ＩＢＭＸ 、 ＤＥＸ 、 丨 ｎ ｓｕ ｌ ｉｎ 等生长因子作用下 ， 细胞改变本身 的成纤维状态 ，

甘油三酯在胞质 内 聚集 ， 最终分化为成熟脂肪细胞 ， 这个过程涉及许多代谢酶基因

５ ７
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和分化相关基因 。 本节选取
一

些参与脂质代谢过程 、 调控脂肪细胞分化的关键基因 ，

利用 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 检测其在成熟脂肪细胞中 的表达量情况 。 过氧化物酶体增殖物激活

受体Ｙ
（ ＰＰＡＲｙ ） 是调节前脂肪细胞分化过程中脂肪形成相关基因表达从而启动分化

过程的主要转录因子 ［

４ ｜

】

， 乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 （ ＡＣＣ ） 作为生物素酶 ， 在脂肪酸合成

过程中发挥限速作用＃ １

。 Ｃ ＰＴ －

１ 在线粒体外膜 中 ， 通过转移长链脂肪酸至线粒体中

发挥调节脂肪酸 Ｐ氧化的作用
［
６ ６

］

。 ＡＣＯＸ 是脂肪酸 卩氧化的关键酶 ， 通过催化脂肪酸

Ｐ
－氧化促进能量消耗 ［

６ ７
］

。 ＬＰＬ 作为脂质转运 、 代谢关键酶 ， 负责催化脂蛋 白脂解 ，

提供游离脂肪酸 （ Ｆ ＦＡ ） 用于脂质储存 Ｉ％
。 研宄表明 ， 这些关键因子和酶共同参与

脂质合成和分解的动态过程 。

通过检测成熟脂肪细胞中相关基因 的表达水平 ， 观察 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白过表达对

脂肪细胞分化的影响 。 数据分析显示 ， ｈ ｎＲＮ ＰＡ 丨 蛋 白过表达显著降低 了分化基因

转录调控因子 ＰＰＡＲ
ｙ以及脂肪酸合成酶 ＡＣＣ 、 转运酶 ＬＰＬ 在 ｍＲＮＡ 水平的表达 ，

脂肪酸关键代谢酶 ＣＰＴ －

〗 的 ｍＲＮＡ 水平表达显著上升 。 以上结果表明 ， ｈｎＲＮＰＡ ｌ

蛋 白过表达抑制脂肪细胞分化 ， 促进脂质代谢过程 。

Ａ Ｂ Ｃ

Ｐ ＰＡ Ｒｙ Ｃ ＰＴ ｌ ａ Ｃ ＰＴ １
｜

５

１ ． ５
－

ｉ ３
－

ｉ ＊ ＊ ＊ ６
－

Ｉ＊＊＊

Ｉ ｒＸ １＾１^
｜

ｈＯ
．

 ｜

２
－

■ ！

４
－

？

｜
０ ． ５

－－

Ｊ

－．

１
１

－

Ｃ

＝

１■｜
２

－

＿＿ｉ

ｐ
ｉＨ

ｃｆ ｃ／^

Ｄ Ｅ Ｆ
ＡＣＣ ＡＣＯＸ Ｌ Ｐ Ｌ

１ ． ５
－

１ １ ． ５
－

ｉ １ ． ５
－

ｊ

ｃｃｃ

？２ ． ２ ．２丁

ｇ
１ ． ０

－

ｒ
－ ＊－

］ Ｊ １ ． ０
－

Ｈ－ ｉ ＾
１ ． ０

－

Ｅ ．ａ． ２．

ｘｘ ＊ｘ

〇 Ｃ Ｊｕ

？

１０ ． ５
－ ＊ ＊ ＊ ？

￡０ ． ５
－ ｜

ＨＩ０ ． ５
－

＊ ＊

ｔ
ｉ■ｉ＿

＜ｆ ｉｆ ｉｆ

图 ３
－

８ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 过表达调节 ３ Ｔ３
－Ｌ １ 成熟脂肪细胞代谢相关基因 的表达 。 （ Ａ ）ＰＰＡＲ

丫的 ｍＲＮＡ

表达水平 。 （ Ｂ ）ＣＰＴ ｌ ｃ ｔ的 ｍＲＮＡ 表达水平 ＾（ Ｃ ）ＣＰＴ ｌ

ｐ的 ｍＲＮＡ 表达水平 。 （ Ｄ ）ＡＣＣ 的

ｍＲＮＡ 表达水平 。 （ Ｅ ）ＡＣＯＸ 的 ｍＲＮＡ 表达水平 。 （ Ｆ ）ＬＰＬ 的 ｍＲＮＡ 表达水平 。 ｎ
＝

６ 。

…

Ｐ

＜ ０ ． ００ １ ，

“

Ｐ ＜０ ． ０ １ ，
＊

尸＜ ０ ． ０ ５ ， 对照组 （ Ｃｏｎｔｒｏ ｌ ）ｖｓ ． 过表达ｈｎＲＮＰＡ ｌ组 （ ＯＥ ） 。

５ ８
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３ ．４ｈｎＲＮＰＡ ｌ 过表达激活脂肪细胞氧化磷酸化和产热通路

本实验收集对照组 ３Ｔ３ －Ｌ １ 前脂肪细胞 、分化成熟的脂肪细胞 、 过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ

蛋 白 的 ３Ｔ３ －Ｌ １ 前脂肪细胞和过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 的成熟脂肪细胞进行基因组测序 ，

对基因表达谱进行差异分析 ， 在分子水平上探索过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白对脂肪细胞

分化和代谢的影响 。 通过对 ４ 组样品 的差异表达显著基因进行 ＫＥＧＧ 分析 ， 发现

ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白过表达显著上调了成熟脂肪细胞中 的氧化磷酸化通路 （含 ５２ 个相关

基因 ） 和产热通路 （含 ６０ 个相关基因 ） 。 ＧＯ 分析显示过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 的成

熟脂肪细胞线粒体中 的相关生物过程通路被显著上调 ， 包括线粒体呼吸链复合体组

装 、 ＮＡＤＨ 脱氢酶复合物组装 、 呼吸电子传递链 、 核苷三磷酸等生物过程 。 研宄结

果提示 ， 过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白可能通过促进成熟脂肪细胞中的线粒体过程进而激

活细胞中氧化磷酸化和产热代谢过程 。

５ ９
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图 ３
－９３Ｔ３

－Ｌ １ 脂肪细胞分化前后的差异基因分析 。 （ Ａ ） 差异基因 ＫＥＧＧ 分析富集通路 。 （ Ｂ ）

产热 （ Ｔｈ ｅｒｍ ｏｇｅｎｅ ｓ ｉ ｓ ） 通路和氧化碟酸化 （ Ｏｘ ｉ ｄ ａ ｔ ｉｖｅ
ｐ
ｈｏ ｓｐ

ｈｏｒｙ
ｌ ａ ｔ ｉｏｎ ） 通路的基因簇热 图 （ 按

照基 因差异表达倍数排序展示前 ３ ０ 个基因 ， 全部差异表达显著基因见附录四 、 五 ） ， 蓝色和红

色分别表示下调基因和上调基因 。 （ Ｃ ）ＧＯ 分析显示过表达 ｈｎＲＮＰＡ 丨 成熟脂肪细胞 中 的显著

上调通路 。 ｎ

＝

３ 。 Ｃｏｎｔｒｏ ｌ ：３Ｔ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞组 ；

Ｃ ｏｎｔｒｏ ｌＤ ： 己分化成熟的 ３Ｔ３
－Ｌ １ 脂肪细胞

组 ；
ＯＥ ： 过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 的 ３Ｔ３

－Ｌ １ 前脂肪细胞组 ；
ＯＥ Ｄ ： 过表达 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 的 ３Ｔ３

－Ｌ １ 成熟

脂肪细胞组 。

６０
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第四节 蛋白免疫共沉淀方法发现与 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ
－ｈｎＲＮＰＡ ｌ 复合物相

互作用的蛋白质 ＰＫＭ

本章第二节通过 ＲＮＡ 免疫共沉淀实验发现 ＩｎｃＲＮＡ ｌ １ 可招募 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 ，

第三节研宄利用 ３Ｔ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞探宄 了ｈｎＲＮＰＡ ｌ 在脂肪细胞分化和产热代谢过

程中 的影响 ， 发现 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 过表达抑制脂肪细胞分化并促进脂肪酸分解 ， 减轻脂

肪细胞分化过程中脂质 的蓄积 。 转录组测序结果表明过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白可能是

通过促进成熟脂肪细胞中线粒体内 的生物学过程 ， 进而激活脂肪细胞中氧化磷酸化

和产热通路 。为 了进
一

步探宄 丨ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ
－ｈｎＲＮＰＡ ｌ 相互作用影响脂肪代谢的分子机

制 ， 本节研究通过蛋 白免疫共沉淀 （ Ｃｏ－

ＩＰ ） 实验 ， 利用抗体抗原特异性结合的原理 ，

检测 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 影响脂肪细胞代谢的靶点蛋 白 ， 并进行验证 。

１ 实验材料

１ ． １ 细胞株

ＮＩＨ －

３Ｔ３ 细胞株获赠于北京协和医学院药用植物研宄所药理毒理中心 。

１ ．２ 实验试剂



表 ３ －

１ ３ 实验试剂




？


ｒｍ


Ｂ ｅｙｏ
Ｍａｇ
？

Ａｎｔ ｉ
－

ｆｌａｇ
Ｍａｇｎｅｔ ｉｃ Ｂｅａｄｓ碧云天Ｍ８ ８２３

３Ｘ Ｆ ｌａｇ
Ｐｅｐｔ ｉｄｅ碧云天 Ｐ９ ８０ １

ＲＩＰＡ 裂解液碧云天 Ｐ００ １ ３Ｂ

蛋 白酶抑制剂美伦生物ＭＢ２６７８

预染彩虹蛋 白 ｍａｒｋｅｒ美伦生物ＭＡ０３４２

Ｐｒｏｔｅ ｉｎ Ａ／Ｇ ＰＬＵＳ－Ａｇａｒｏｓｅ Ｓａｎｔａ ＣｒｕｚＡ０６２３

抗
ｈｎＲＮＰＡ ｌ抗体 Ａｂｅａｍ Ａｂ５ ８３ ２

抗 ＰＫＭ 抗体Ａｂ ｅａｍ Ａｂ  １ ３７７９ １

抗ｐ
－ａｃｔｉｎ 抗体易科拜德 ＥＸＰ００４ １ Ｆ

ＨＲＰ 羊抗 鼠二抗柏奥易杰 ＢＥ０ １ ０２

ＨＲＰ 鼠抗兔二抗柏奥 易杰 ＢＥ０ １ ０ １



超敏 ＥＣＬ 发光液


美伦生物


ＭＡ０ １ ８６－

１



１ ． ３ 实验仪器

６ １
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

表 ３
－

１ ４ 实验仪器设备


—＾ ｒｍ


型号

ｐ
Ｈ 计上海越平 ＰＨＳ －

３Ｃ

Ｄ
ｙ
ｎ ａＭ ａｇ

ｒｖ ，

－ ２ Ｔｈｅ ｒｍ ｏＦ ｉ ｓｈｅｒ １ ２ ３ ２ １ Ｄ



微型离心机


东胜创新


ＥＱ
－

６Ｋ

２ 实验方法

２ ． １Ｐｕ ｌ ｌｄｏｗｎ 实验检测靶蛋 白

２ ． １ １ Ｎ １ Ｈ －

３Ｔ３ 细胞复苏 、 培养 、 过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ

Ｎ ＩＨ －

３ Ｔ３ 细胞复苏 ： 高糖完全培养基室温平衡 ， 细胞操作 台紫外灭菌 ３ ０ｍ ｉｎ ，

将细胞冻存管从液氮中取 出 ， 装入 ７ 号塑封袋后 ， 立即浸没在 ３ ７

°

Ｃ水浴中轻轻摇

晃至冻存液化开 ， 加入 ５ｍＬ 完全培养基 ， 吹散 、 晃匀 ， 离心 ， 去上清液 ， 加入 １ｍＬ

培养基 ， 吹散细胞 ， 装 Ｔ２ ５ 瓶 ， 每 Ｔ２ ５ 瓶补加培养基至 ５ ｍＬ ，
“

十
”

字晃匀 ， 放

入细胞培养箱 （ ３ ７
°

Ｃ ，５％ Ｃ０ ２ ） 。

每 日 早上观察 Ｎ １Ｈ －

３Ｔ３ 细胞生长状态 ， 细胞融合度为 ８ ０ －９０％时传代 ， 细胞传 １

至 ２ 代后 ， 换大皿 （ １ ００ｍｍ ） 培养 ， 每皿培养基为 １ ０ｍＬ ， 在皿中过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ

３ ６ｈ ， 细胞传代与过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 的详细步骤见第三章第三节实验 内 容 ２ ． ２ －２ ． ３ 。

２ ． １ ２ 蛋 白样品制备

细胞过表达结束后 ， 取 出细胞培养皿 ， 吸 出培养基 ， 加入 ５ｍＬ ＰＢ Ｓ ， 轻轻晃

洗培养皿 ， 重复清洗 ３ 遍 ， 每皿加入 ５ ００
ｐＬ 细胞裂解液 （ 含 １％ 蛋 白磷酸酶抑制

剂 ） ， 冰上裂解 ３ ０ｍ ｉｎ 后 ， 收集细胞 ， 转移到 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管中 ， 冰水浴超声 ３ ０ｍ ｉｎ ，

离心 丨 ５ １＾ １！ （ １ ２０００ 卬 １１１ ， ４
°

（： ） ， 转移上清液至新的 １ ． ５ １１＾ １￡？ 管 中 ， 待用 。

２ ． １ ３ 磁珠准备

洗涤 Ａ ｎ ｔ ｉ

－Ｆ ｌ ａｇ 磁珠 ： 用 移液枪轻轻吹打重悬 Ａ ｎ ｔ ｉ

－ Ｆ ｌ ａｇ 磁珠溶液 ， 吸取适量

Ａｎ ｔ ｉ

－Ｆ ｌ ａｇ 磁珠至 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管 中 （ 每 ５ ００ 叫 蛋 白样品 需 ２ ０
ｐＬ 磁珠混悬液 ） ， 补

加 ＴＢ Ｓ 溶液至终体积为 ０ ． ５ｍ Ｌ ， 用移液枪轻轻吹打后 ， 置于磁力架上分离 １ ０ｓ ， 去

上清 ， 重复洗涤 ２ 次 ， 继续补加 ＴＢ Ｓ 溶液至初始体积 ， 重悬 Ａ ｎｔ ｉ

－Ｆ ｌ ａｇ 磁珠溶液 。

２ ． １ ４ 免疫沉淀

磁珠孵育 ： 吸取重悬后 的磁珠悬浮液加入蛋 白样品 中 （ 每 ５ ００
ｐＬ 蛋 白样品 需

２０ ｐＬ 磁珠混悬液 ） ， ４
°

Ｃ低速旋转孵育过夜 。

磁分离 ： 第二天取下 ＥＰ 管 ， 置于磁力架上分离 １ ０ｓ ， 吸除上清液 ， 加入 ＴＢ Ｓ

６ ２
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溶液至终体积为 ０ ．５ｍＬ ， 移液枪轻轻吹洗后 ， 置于磁力架上分离 １ ０ｓ ， 吸除上清液 ，

重复洗涤 ３ 次 ， 补加 ＴＢ Ｓ 溶液至磁珠悬浮液初始体积 。

２ ． １ ５ 蛋白洗脱

配制洗脱液 ： 吸取适量 ３ ｘｆｌａｇ 多肽 （ ５ ｍｇ／ｍＬ ） ， 加入 ｌ
ｘＴＢＳ 溶液稀释 ， 至浓

度为１ ５０
 ｜

ｉｇ／ｍＬ 。

洗脱 ： 利用 ３ ｘｆｌａｇ 多肽可竞争性结合 Ａｎｔ ｉ

－Ｆ ｌａｇ 抗体 ， 从而洗脱出与 Ａｎｔ ｉ
－Ｆ ｌａｇ

抗体结合带 ｆｌａｇ 标签的融合表达蛋 白 。 在磁珠悬浮液中加入 ３ ｘｆｌａｇ 多肽洗脱液 （ １ ：

５ ） ， 用移液枪轻轻吹匀 ， 固定于旋转仪上 ， 室温低速旋转孵育 ６０ ｍ ｉｎ 后 ， 置于磁

力架上分离 １ ０ｓ ， 转移上清至新的 ＥＰ 管中 ， 即为洗脱 出来的蛋 白样品 。

２ ． １ ６ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 凝胶电泳

在蛋 白样品 中加入 ５ ｘ ｌ〇ａｄ ｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ ， １ ００

°
Ｃ金属浴加热 ５ｍ ｉｎ ， 晾至室温。 按

照第二章实验内容 ２ ． １ １ 方法进行 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 凝胶电泳 ， 按照 ｍａｒｋｅｒ（ ３
ｐＬ ） 、 ｉｎｐｕｔ

组 （ ｌ 〇 ＨＬ ） 、 ｉｇＧ组 （ ｌ 〇 ｎＬ ） 、 ＩＰ组 （ ｌ 〇 ｎ
Ｌ ） 依次上样 。

２ ． １ ７ 考马斯亮蓝染色及高分辨质谱检测差异蛋白

将电泳结束后的凝胶放入 ２０ｍＬ０ ．２５％考马斯亮蓝溶液 ， 室温摇晃染色半小时 ，

回收染色液 ， 加沸水 ， 放入纸 巾 ， 在摇床上室温摇动过夜脱色 ， 第二天进行观察并

拍照记录 。 根据考马斯亮蓝染色的指示 ， 切取差异蛋 白条带所在凝胶 ， 装入 １ ． ５ｍＬ

ＥＰ 管中 ， 送样 ， 进行高分辨质谱检测 。

２ ．２Ｃｏ －

ＩＰ 实验验证 ｈ＿ＰＡ ｌ 与 ＰＫＭ 相互作用

细胞过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白和样品制备 ： 按照本节实验方法 ２ ． １ １ 步骤操作 ， 在

Ｎ ＩＨ－３Ｔ３ 细胞中过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 ４８ｈ 。 按照本节实验方法 ２ ． １ ２ 操作获得蛋 白

上清液 ， 吸出 ２００作为全细胞裂解液 （ ｉｎｐｕｔ ） ， 加入 ７５
 ｜

ｉＬ５ ＞＜
ｌ〇ａｄ ｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ 混勾 ，

１ ００

°
Ｃ金属浴煮沸 ５ｍ ｉｎ ， 晾至室温 ， 储存于－２０

°

Ｃ冰箱待用 。 剩余蛋 白上清液储存

于 ４

°
Ｃ冰箱待用 。

配制 ＩＰｂｕｆｆｅｒ ： 按照如下配方 ， ｐＨ 调为 ８ ．０ ， 即可使用 。



表３
－

１ ５ＩＰ ｂｕｆｆｅｒ 配方




试剂


用量


ＮａＣ ｌ ４ ．４
ｇ

ＮＰ－４０ ５ｍＬ

０ ． ５ Ｍ Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌ（

ｐ
Ｈ 

＝

７ ．４ ） ５０ ｍＬ



０ ． ５Ｍ ＥＤＴＡ


５０ ｍＬ


６ ３
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

蒸谐水


定容至 ５ ０ ０ｍＬ


清洗 Ｐｒｏ ｔｅ ｉ ｎＡ／Ｇｂｅａｄ ｓ ： 取罔 心管标记 丨 Ｐ 、 Ａ ｂ 、 ＮＥ 组 ， 每管加入 １ ５ ０
 ｜

ｉＬ
ｐ

ｒｏｔｅ ｉ ｎ

Ａ ／ＧＢ ｅａｄ ｓ ， 再加入 ５ ００ 叫 ＩＰｂｕｆｆｅ ｒ ， 晃匀 ， 离心 ３ ０ｓ ， 静置 １ ０ｓ ， 吸除上清液 ， 重

复清洗 ８ 次 。

？ １

＇

＜＾ 丨 １１ ＾＼／〇 ５６３ （１ ５ 与抗体结合 ： 丨 ？ 和 八 １） 组离心管 中各加入 １ ０
）

１１＾ 抗体 （ １ 略４ １１＾ ） ，

继续每管加入 １ｍＬ Ｉ Ｐｂｕｆｆｅ ｒ ， ４

°

Ｃ旋转 ２ｈ ， 保证 ｂ ｅａｄ ｓ 与抗体充分结合 。

免疫沉淀 ： 首先清洗 Ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎＡ ／Ｇｂｅａｄ ｓ
－抗体混合物 ， 每管加入 １ｍＬ Ｉ Ｐｂｕｆｆｅ ｒ ，

晃匀 ， 离心 ３ ０ｓ ， 静置 １ ０ｓ ， 吸除上清液 ， 重复 ３ 次 。 Ｉ Ｐ 组加入 ５ ００蛋 白样 品 ，

ＮＥ 组加入 ２ ００
ｐＬ 蛋 白样品 ， Ａｂ 组加入 ３ ００

 ）

ｉＬＩＰｂｕ ｆｆｅ ｒ ，４

°

Ｃ旋转过夜 。 第二天取

出 ， ３ ０００
ｇ ，４

°

Ｃ离心 １ ０ｍ ｉｎ ， 将上清液 （ ｏ ｕ ｔ
ｐｕ

ｔ ） 转移至新的离心管 中 ， ４

°

Ｃ保存 。

沉淀物用 ＩＰｂｕ ｆｆｅｒ 清洗 ， 每管加入 ］ ｍＬＩＰｂ ｕ ｆｆｅｒ ，４

°

Ｃ旋转 １ ０ｍ ｉｎ ， 再离心 ３ ０ｓ ，

静置 ｌ 〇 ｓ ， 吸除上清液 ， 重复 ８ 次 ， 管中剩余 １ ００
ｐＬＢ ｅａｄ ｓ

－抗原 －抗体混合物 ， 每管

加入 ２ ５
ｐ
Ｌ５ ＞＜

ｌ ｏａｄ ｉｎｇ
ｂｕ ｆｆｅ ｒ 混勾 ， １ ０ ０

°

Ｃ金属浴煮沸 ５ｍ ｉｎ ， 瞭至室温 。

Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔ ： 准备Ｉ Ｐ 、 Ｉｎｐｕ ｔ 、 ＮＥ组样品 ， １ ２ ０００ｒｐｍ离心 １ｍ ｉ ｎ ， 按照第二章

实验 内容 ２ ． １ １ 方法进行 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏｔ 实验 ， 上样顺序 ： Ｍａｒｋｅ ｒ４
 （

ｉＬ 、 Ｉｎｐｕ ｔ 组 ４
ｐ
Ｌ 、

ＮＥ 组 ４ 吣 、 ＩＰ 组 １ ２ 此 。

３ 实验结果

３ ． １Ｐｕ ｌ ｌｄｏｗｎ 实验结合髙分辨质谱检测到 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ
－ｈｎＲＮＰＡ ｌ 靶蛋 白 ＰＫＭ

本节研宄在 Ｎ ＩＨ －

３Ｔ３ 细胞中过表达带 Ｆ ｌａｇ 标签的 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 ， 并通过带有

ａｎ ｔ ｉ

－Ｆ ｌ ａｇ 亲和蛋 白 的磁珠对抗原抗体复合物进行亲和吸附 ， 形成三联体 ， 经洗漆去

除未结合的蛋 白 ， 利用 ３ ｘｆｌａｇ 多肽竞争性洗脱抗原抗体复合物 ， 对 目标蛋 白条带进

行 ＬＣ －Ｍ Ｓ ／Ｍ Ｓ 检测 ， 通过蛋 白得分结合文献检索 ， 确定 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ
－ｈｎＲＮＰＡ 丨 相互

作用蛋 白为 ＰＫＭ 。

Ｍ ａ ｒ ｋ ｅ ｒ Ｉ ｎ
ｐ
ｕ ｔ ｉ

ｇ
Ｇ Ｉ Ｐ Ｍ ｉ ｉ

丨愤测蚩 「

＇

Ｉ

Ｚ－Ｚ
，麵 ：

］

Ｄｅ ｓｃｐ ｔ ｉ ｏ ｎＳｃｏｒｅ ＭＷ
（
ＫＤ ａ

）

９ ５ Ｋ Ｉ ）｜
Ｍ Ｈ ｎ ｒｎ Ｐａ １７ Ｔ ９６ １ ６ ３８ ＾ ８

６ ５ Ｋ Ｄ

 Ｈ ｎ ｒｎ
ｐ ａ

２ ｂ １ ２ ３  １ ３ ６ ３７ ４

̄

５４
￣？

＂＂＂

ｐ＾ ｋ ｌ １ ８ ５０ ５ ４４ｌ
̄

４ ２ Ｋ Ｉ ）一一 Ｈｎｍｐａ３ １ ６ ７０ ７ ３＾ ５

̄

＾ ２ ｋ ｌ ） Ｈ ｎｍ ｐ ａ ｂ １ ３ ４ ０ ４ ３０ ８

￣

ｐ ｉ＾§ ！ 〇 ５ ３ ５７８

２３ Ｋ ｌ ）Ｗｆｍ ：ｔ
￣
￣

Ｐ ｒｍ ｔ ｌ＾ ２ ３ ３ ２２ ４

̄

■ ６ ＾ ８ ５ ３ ５ Ｖ７

̄

Ｉ ｄ ｈ２ ６ ． ３ ５ ２ ５０ ９

ｉ ７ Ｋ ｉ ＞ ｐｐａ
１ ４ ０４ ２ ３２ ６

ＡｃａＭ １ ９ ２ １ ｜４４  ８

▼

妨胶送质 濟检测

图 ３ －

１ ０Ｐｕ ｌ ｌｄｏｗｎ 实验胶 图及质谱检测蛋 白结果 。

６ ４
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３ ．２ 免疫印迹法验证 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 与 ＰＫＭ 相互作用

为 了证实 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 和 ＰＫＭ 之间 的相互作用 ， 研究利用过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白

的 Ｎ ＩＨ－３Ｔ３ 细胞裂解液进行免疫共沉淀实验 。 免疫 印迹法结果显示 ， 抗 ｈ ｎ ＲＮＰＡ ｌ

抗体能够免疫沉淀细胞裂解液中 的 ＰＫＭ 蛋 白 ， 抗 ＰＫＭ 抗体能够免疫沉淀细胞裂解

液 中 的 ｈ ｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 ， 证明 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 和 ＰＫＭ 之间存在相互作用 。

Ａ Ｂ

１ Ｐ
（
Ｎ Ｉ Ｈ －

３Ｔ３
） Ｉ Ｐ

（
Ｎ １ Ｈ －

３Ｔ３
）

Ｉ ｎ
ｐ
ｕ ｔ Ｉ ｇＧｈ ｎＲＮ ＰＡ ｌ Ｉ ｎ ｐ

ｕ ｔ Ｉ
ｇ
ＧＰＫＭ

＿＾一

ｈ ｎ ＲＮ ＰＡ ｌ麵＿３ ８ＫＤ

Ｉ Ｂ


ＰＫＭＷ Ｗｍｍ ５ ８ＫＤ

图 ３
－

１ １ 免疫 印迹实验验证细胞 内源性 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 和 ＰＫＭ 的相互作用 。 （ Ａ ） 细胞裂解液与抗

ｈｎＲＮＰＡ ｌ 抗体孵育 ， 用抗 ｈ ｎＲＮ ＰＡ ｌ 抗体和抗 ＰＫＭ 抗体对共免疫沉淀进行免疫印迹分析 。 （ Ｂ ）

细胞裂解液与抗 ＰＫＭ 抗体孵育 ， 用抗 ｈ ｎＲＮＰＡ ｌ 抗体和抗 ＰＫＭ 抗体对共免疫沉淀进行免疫 印

迹分析 。

■ ６ ５
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讨论

在本章 中通过对小 鼠 的脂肪组织进行转录组测序分析 ， 发现 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小

鼠棕色脂肪组织 中产热和氧化磷酸化通路均被下调 ， 解释 了第二章 中 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺

陷小 鼠 出现的表型 ， 棕色脂肪组织产热和代谢功能下降 ， 脂肪细胞 内 的线粒体质量

与氧化磷酸化功能受损 。 与 ＷＡＴ 相 比 ， ＢＡＴ 中 的脂质主要用作氧化磷酸化和产热

的燃料 ， 脂肪酸是产热的主要底物 ， 通过脂肪滴的脂解释放到细胞质 中 的游离脂肪

酸通过肉碱棕榈酰转移酶 Ｉ

Ｐ（ Ｃ ＰＴ １

Ｐ
） 介导 的 肉碱穿梭系统被 引 导到线粒体 ， 继而

被 Ｐ
－氧化生成 ＡＴＰ ， 而 ＵＣ Ｐ １ 位于棕色脂肪细胞的线粒体 内膜中 ， 作为跨膜蛋 白 ，

允许质子重新进入线粒体基质 ， 从而消除驱动 ＡＴＰ 合成的 电化学梯度 ， 该过程导致

大量化学能 以热的形式释放 ［
６ ９

］

。 线粒体在棕色脂肪产热提供能量的过程 中起着核心

作用 ［
？

］

。 研 究表明线粒体呼吸能力受损 同时也伴随着棕色脂肪组织 中经典产热基因

ＵＣＰ １ 和其它产热基 因程序表达的减弱 这与本研宄结果
一

致 ＝

皮下脂肪组织是
一

种能量储存器官 ， 在能量耗散 中起着稳态作用 。 研究通过转

录组测序和生物信息学分析发现 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ １ 缺陷显著影响 了 小 鼠皮下脂肪组织中 的

Ｐ Ｉ ３Ｋ －Ａｋｔ 通路 ， 另外 ＡＢＣ 转运体通路和 ＴＧＦ －

Ｐ通路相关基因也被上调 。 Ｐ Ｉ ３Ｋ－Ａｋｔ

通路是
一

个重要的代谢通路 ， 其可 以促进脂质生物合成并抑制脂解 ， 调节脂肪组织

代谢 。 研宄报道脂肪肥大增加组织免疫细胞浸润 、 纤维化和脂解 ， 并减少胰岛素受

体底物 １（ ＩＲＳ －

１ ） 活化和蛋 白激酶 Ｂ（ＡＫＴ ） 诱导的葡萄糖摄取 ， 加剧胰 岛素抵抗

和二型糖尿病的发展 ［
７２

］

。 Ｐ Ｉ３Ｋ －Ａｋｔ通路受损诱发胰岛素抵抗导致肥胖和 ２ 型糖尿病 ，

而胰 岛素抵抗又加剧 Ｐ Ｉ ３Ｋ－Ａｋｔ 通路紊乱 ， 形成恶性循环 ［
７ ３

］

。 转化生长因子 （ ＴＧＦ －

ｐ
）

及其相关因子传导的信号通路也是
一

条重要的代谢通路 ， 控制着不同类型细胞的发

育 、 生长和功能 ［

７ ４
］

。 Ｈ ａｒ ｉｏｍ Ｙａｄａｖ 等人研宄发现 ＴＧＦ －

Ｊ

３水平与肥胖呈正相关 ， 外源

性抑制 ＴＧＦ －

Ｐ信号通路上调 了 皮下脂肪组织 中线粒体生物发生并且改善线粒体功能 ，

而 ＴＧ Ｆ －

ｐ水平升高可能促进葡萄糖耐受不 良和肥胖 ［

７ ５
】

， ＴＧＦ －

ｐ通路和 Ｐ １ ３Ｋ －Ａｋｔ 通路

的激活解释 了在基 因敲除小 鼠身上观察到 的胰岛素抵抗现象 。

另外 ， ＡＴＰ 结合盒转运蛋 白 Ａ １（ ＡＢＣＡ １ ） 是调节脂肪发育和脂质生成的关键

因子 。 ＡＢＣＡ １ 在脂肪组织中高度表达 ， 作为膜蛋 白 ， 其将细胞 内胆固醇和磷脂输

出 到载脂蛋 白 ， 即高密度脂蛋 白 （ ＨＤＬ ） ， 是脂肪细胞胆固醇外排的主要机制 ， 在

动员脂肪组织胆固醇运输到肝脏中代谢过程 中起关键作用 ［
７６

］

。 Ｈｅ ｌ ｅｎＣ ｕ ｆｆｅ 等人发现

脂肪细胞中 ＡＢＣＡ １ 的缺失可 以提高脂肪组织膜胆固醇 ， 增加能量消耗 ， 防止高脂

饮食喂养的 小 鼠发生脂肪细胞肥大 ［
７ ７

］

。 研宄结果发现 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷 同 时激活 了

ＡＢＣ 转运体信号通路 ， 提高 了ＡＢＣＡ １ 等基因 的表达 ， 这可能是加剧基因敲除小 鼠

中皮下脂肪细胞病理性肥大的原因之
一

。

利 用 ＲＮＡ
ｐ

ｕ ｌ ｌｄｏｗｎ 实验在体外探 究 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 的相互作 用 蛋 白 ， 结果发现

６ ６
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ｈｎＲＮＰＡ ｌ 这
一

ＲＮＡ 结合蛋 白 。 ｈ ｎＲＮ ＰＡ ｌ 是 ＨＮＲＮ Ｐ 家族的重要成员 ， 主要位于细

胞核 ， 但其可在细胞核和细胞质之间 穿梭 ， 具有多种功能 ， 包括转录控制 、 选择性

剪接 、 核质转运等 ， 研究者还发现其影响异染色质形成和非编码 ＲＮＡ（ Ｉ ｎ ｃＲＮＡ 、

ｍ ｉＲＮＡ 和 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ） 与蛋 白质 的相互作用 ［

７ ８
］

。 检测 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠脂肪组织 中

的 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白表达量 ， 研究结果显示 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠皮下脂肪组织 中 的蛋

白表达量相 比野生型显著降低 ， 同时转录组测序结果显示皮下脂肪组织 中 与 ＲＮＡ

加工相关的过程通路基因均被下调 ， 提示 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷可能通过影响皮下脂肪组

织 中 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 蛋 白 的表达影响 ＲＮＡ 加工过程的效率 。

ＲＮＡ 加工是
一

个复杂的功能级联 ， 其 中包括成熟 ＲＮＡ 的选择性剪接 、 多聚腺

苷酸化和核输 出 ［
７ ９

］

。 文献表明大约 ９ ５
－

１ ０ ０％的人类多外显子基因具有选择性剪接现

象 ， 这增加 了功能不 同 的蛋 白 质异构体的数量 ， 而异质核核糖核蛋 白 （ ＨＮＲＮＰ ｓ ）

是剪接体形成的关键蛋 白 ， 这些剪接体控制着
一

些与肥胖和胰岛素抵抗相关的基因 ，

与脂肪酸和葡萄糖代谢密切相关网 。 如 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 与体重减轻的 人脂肪组织中胰岛

素受体基因 的剪接有关 ［

８ １

］

。 据报道 ， 肝脏和骨骼肌中 ＲＮＡ 加工基因如异质核核糖

核蛋 白 （ ＨＮＲＮＰ ｓ ） （编码 ＲＮＡ 结合蛋 白 ） 的表达降低导致 了 与肥胖相关的代谢表

型 ［

８ ２
］

， 这与前期 的研究结果相符 ， Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠脂肪组织 中 的 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 表达

下降 ， 导致 ＲＮＡ 加工过程相关基 因 下调 ， Ｐ Ｉ ３Ｋ －Ａｋｔ 、 ＴＧ Ｆ －

Ｐ等代谢关键通路激活 ，

最终小 鼠表现 出胰岛素抵抗 ， 脂肪脂质 蓄积等代谢紊乱现象 。

最近的证据表明 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 在调节糖脂代谢中发挥重要作用 ， 如 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 可 以

剪接糖酵解酶丙酮酸激酶 （ ＰＫ ）前体 ｍＲＮＡ ， 形成成熟的丙酮酸激酶亚型 Ｍ２ （ ＰＫＭ２ ）

ｍＲＮＡ 促进糖代谢 ［
８ ３

］

； 脂肪酸刺激 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 的表达 ， 而 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 可与 ＳＲＥＢＰ －

ｌ ａ

ｍＲＮＡ 结合 ， 增加其在 Ｈ ｅｐ
Ｇ２ 细胞 中 的翻译 ， 导致细胞脂质积累 ［

８ ４

ｈ３Ｔ３ －Ｌ １ 前脂

肪细胞是研宄脂肪细胞分化和代谢过程的经典模型 ， 研宄利用 ３Ｔ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞

过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 并进行诱导分化 ， 检测 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ
－ｈｎＲＮＰＡ ｌ 复合物对脂肪代

谢的影响 。 结果发现过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 的成熟脂肪细胞中脂质生成减少 ， 脂肪

代谢相关基因表达水平升高 。 对过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 的成熟脂肪细胞进行转录组

测序分析 ， 发现细胞 中线粒体生物发生和功能相关过程通路被显著上调 ， 包括线粒

体呼吸链复合体组装 、 ＮＡＤＨ 脱氢酶复合物组装 、 呼吸电子传递链 、 核苷三磷酸过

程等 ， 同 时伴随着细胞 内氧化磷酸化通路和产热通路的激活 。 在 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小

鼠 的棕色脂肪组织 中 ， ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 蛋 白 的表达量没有 明 显变化 ， 说明 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷

不 影 响 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 蛋 白 的 表达量 ， 而 过 表 达 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 蛋 白 增 强 了 脂 肪 细 胞 中

Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ 和 ｈ ｎＲＮ ＰＡ ｌ 蛋 白 的结合 ， 两者形成复合物影响线粒体生物过程和功能发

挥脂代谢调控作用 。

为进
一

步探究 Ｉｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ
－ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 复合物发挥脂质代谢调控作用 的分子机制 ，

研宄利用 Ｃｏ －

ＩＰ 实验结合高分辨质谱技术检测 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 蛋 白 的相互作用 蛋 白 ， 发

６ ７
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现 ＰＫＭ 是 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ ｌ
－ｈ ｎＲＮ ＰＡ ］ 复合物作用 的潜在靶点 。 丙酮酸激酶 （ ＰＫ ） 是催化

糖酵解的 限速酶 。 ＰＫ 在哺乳动物体 内 存在 四种 同工酶 ， 包括 ＰＫＭ １ 和 ＰＫＭ２（肌

肉亚型 ） ， ＰＫＬ（ 肝脏亚型 ） ， ＰＫＲ（ 红细胞亚型 ） 。 ＰＫＬ 和 ＰＫＲ 由 同
一

个基因 （
尸妨

－

）

编码 ， 在不 同 的组织特异性启动子的控制下分别在肝脏和红细胞中表达 。 ＰＫＭ １ 和

ＰＫＭ２ 是 由 基因转录本的选择性剪接而产生的 ， 仅存在
一

个编码 ５ ６ 个氨基酸

的外显子 的差异 ， ＰＫＭ １ 包含第 ９ 外显子 ， 而 ＰＫＭ２ 包含第 １ ０ 外显子 〖
８ ５

〗

。 有研宄

发现异质 核核糖核蛋 白 （ ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ ） 可与 ＰＫＭ 前体 ｍＲＮＡ 结合 ， 促进胶质瘤细胞

中 ＰＫＭ ２ 的产生 ［

８ ３
１

。

ＰＫＭ １ 和 ＰＫＭ ２ 作为丙酮酸激酶的两种异构体具有不同 的功能 。 ＰＫＭ １ 促进氧

化磷酸化 ， 在需要快速提供大量能量的组织 中表达 ， 如骨骼肌和大脑 。 ＰＫＭ２ 亚型

主要致力于有氧糖酵解 ， 在 ＢＡＴ 中表达含量最高 ［
８ ６

］

。 大多数正常细胞通过线粒体

中 的丙酮酸氧化产生能量 ， 而脂肪细胞通过解偶联蛋 白 １（ ＵＣＰ １ ） 破坏线粒体中 的

ＡＴＰ 合成 ， 使质子流经线粒体 内膜 ， 以热量的形式释放势能 。 理论上 ， 解偶联使脂

肪线粒体失去能量 ， 导致 ＡＴＰ 危机 而在解偶联过程 中脂肪酸的激活需要 ＡＴＰ ，

此时 ， 脂肪中 的线粒体主要通过糖酵解和 ＴＣＡ 循环维持 ＡＴＰ 的产生 。 ＰＫＭ ２ 作为

糖酵解酶和蛋 白激酶在糖酵解和线粒体代谢的综合调节 中发挥着双重作用 。 因此 ，

猜测 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ 丨

－ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 复合物可能正是通过促进脂肪组织 中 ＰＫｍＲＮＡ 可变剪接 ，

诱导 ＰＫＭ２ 的表达 ， 促进线粒体 内 的糖酵解过程 ， 减少线粒体 ＲＯ Ｓ 的产生 ， 保护

线粒体的结构 ， 同时为线粒体 内 膜的 ＵＣＰ １ 解偶联过程提供大量 ＡＴＰ ， 从而促进脂

肪组织的产热代谢过程 。

总之 ， 本章研宄利用 ＩｎｃＲＮＡ ｌ１ 缺陷小 鼠和 ３Ｔ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞对 ＩｎｃＲＮＡ ｌ １ 调

控脂肪组织代谢的分子机制进行 了探究 。 在体 内 ， 利用 ＲＮＡ －Ｓ ｅｑｕｅｎｃ
ｉｎｇ 和 ＲＩＰ 实

验发现 ， Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ １ 缺陷通过降低皮下脂肪组织中 的 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 表达导致 ＲＮＡ 加工

过程下调 ， 影响脂质代谢通路 ， 造成代谢紊乱 ， 脂质 蓄积 。 而在小 鼠棕色脂肪组织

中 ， Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷主要是通过降低 Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 与 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 蛋 白 的相互作用 ， 破坏

线粒体质 量和 氧化磷酸化功 能进而导致脂肪组织产热代谢障碍 。 在体外 ， 利 用

３Ｔ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞探宄 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｌ １

－ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 蛋 白 复合物影响脂肪代谢的分子机制 ，

本研究确证 ｈｎＲＮ ＰＡ ｌ 蛋 白在 ３Ｔ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞的过表达可 以直接提高成熟脂肪细

胞 的脂质代谢 ， 减少 ＴＧ 生成 ， 利用 ＲＮＡ －

Ｓ ｅｑｕ ｅｎｃ
ｉｎｇ 和 Ｃ ｏ －

ＩＰ 技术手段 ， 确证

ＩｎｃＲＮＡ ｌ １
－ｈｎＲＮＰＡ ｌ 复合物的作用靶点是丙酮酸激酶 Ｍ（ ＰＫＭ ） ， 该酶在棕色脂肪

中高表达 ， 是线粒体糖酵解过程中 的关键酶 ， Ｉ ｎｃＲＮＡ ｌ １
－ｈｎＲＮＰＡ ｌ 复合物通过诱导

ＰＫ 的可变剪接生成 ＰＫＭ２ 亚型 ， 促进脂肪细胞中线粒体 内 的糖酵解过程 ， 减少线

粒体 ＲＯ Ｓ 的产生 ， 保护线粒体结构 ， 促进线粒体 的产热代谢功能 ， 从而维持脂肪

组织的正常代谢 。

６ ８
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总结和展望

以脂质过度积累为特征的肥胖及其诱导的相关代谢性疾病正在成为全球范围

的流行病 ， 带来了沉重的经济和健康负担 。 虽然肥胖患病率逐年上升 ， 但是 目前市

面上的抗肥胖药物种类仍然较少 ， 且效果不佳 ， 还具有不同程度的不 良反应 ， 因此

亟需开发新的治疗药物 。 近年来 ， 长链非编码 ＲＮＡ 在脂肪组织发育和功能调控中

的作用备受关注 ， 有望成为抗肥胖药物开发的候选靶点 。 本研宄对脂肪组织中特异

性高表达的 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 展开功能探究 ， 通过体内实验评价 了ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷对小 鼠

脂肪组织发育与代谢的影响 ， 并基于转录组测序 、 免疫共沉淀等方法 ， 对 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ

调控脂肪组织正常代谢的分子机制进行研究 ， 取得重要成果如下 ：

首先 ， 研宄确认了ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 在脂肪组织中高表达 ， 并且与原代脂肪细胞分化

相关 。 通过培育 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷小 鼠进行体内评价 ， 确认 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷影响 了小

鼠脂肪组织的发育和代谢 ， 表现为关键产热基因表达下调 ， 线粒体结构质量受损 ，

最终损害小 鼠的代谢能力 。

其次研宄阐述了 丨ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 通过 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 调控脂肪细胞脂质代谢的分子机制 。

本研宄通过 ＲＩＰ 实验结合高分辨质谱确认 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 的相互作用蛋 白为 ｈｎＲＮＰＡ ｌ ，

其次在 ３Ｔ３ －Ｌ １ 前脂肪细胞中过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ ， 诱导为成熟脂肪细胞 ， 利用油红 ０

染色 、 ＴＧ 含量检测和 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 技术发现 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ

－ｈｎＲＮＰＡ ｌ 复合物能够抑制脂

肪细胞分化 ， 减少脂质生成 ， 转录组测序结果表明其通过调控线粒体生物合成过程

和氧化磷酸化功 能发挥脂质代谢促进作用 。 研 宄继续利用 Ｃｏ－

ＩＰ 实验检测 到

ｈｎＲＮＰＡ ｌ 的靶点蛋 白 ＰＫＭ ， 发现 ＩｎｃＲＮＡ ｌ １
－ｈｎＲＮＰＡ ｌ 复合物通过诱导 ＰＫ 的 ｍＲＮＡ

可变剪接生成 ＰＫＭ２ 亚型 ， 促进线粒体 内 的糖酵解过程 ， 保护线粒体结构和产热代

谢功能 ， 从而改善脂质代谢的分子机制 。

为 了深入 了解 ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 功能 ， 今后还需开展如下研宄 ： １ 、 本研宄通过 ＲＩＰ

实验在体外确定了ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 的互作蛋 白 ｈｎＲＮＰＡ ｌ ， 但缺乏对两者在体 内结合的验

证 ， 其结合方式有待进
一

步探宄 》 ２ 、 本研宄通过在 ３Ｔ３ －Ｌ １ 细胞中过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ

确证 了ｈｎＲＮＰＡ ｌ 促进脂肪细胞脂质代谢的作用 ， 但缺乏体 内 的验证 ， 还需要补充

ｈｎＲＮＰＡ ｌ 脂肪组织特异性过表达小鼠的体 内药效学数据 。 ３ 、 ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ
－ｈｎＲＮＰＡ ｌ

复合物如何影响 ＰＫ 前体 ｍＲＮＡ 可变剪接诱导 ＰＫＭ２ 的表达还需深入探宄 。

本文的创新点在于首次发现
一

种新的长链非编码 ＲＮＡ（ ＩｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 〉 通过与蛋

白质 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 形成复合体才能实现抑制脂肪蓄积 。 证明 了 丨ｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 可 以作为抗

肥胖药物研发的新靶标 。

６ ９
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文献综述 （英文版已发表 ）

ＬｎｃＲＮＡｓ 对脂代谢和相关疾病的调控作用

摘要 ： 肥胖 以脂质过度堆积为特征 ， 与心血管疾病和糖尿病等
一

些慢性疾病密切相关 ， 是
一

个

全球性的公共卫生 问题 。 额外能量摄入诱导 的脂肪形成涉及各种转录 因子和控制脂肪生成

ｍＲＮＡ 表达的长链非编码 ＲＮＡ（ ＩｎｃＲＮＡｓ ） 。 目前 ， ＩｎｃＲＮＡｓ 因其在脂肪形成和脂肪组织功能

中 的贡献而受到广泛关注 。 越来越多的证据也表明 ， ＩｎｃＲＮＡ ｓ 在调节 白色 、 棕色和米色脂肪组

织发育和脂肪功能障碍 引 起的疾病进展中发挥 了关键作用 。 本文综述 了 ＩｎｃＲＮＡｓ 在脂肪组织发

育和肥胖所致疾病 中的作用 ， 为肥胖和代谢性疾病的治疗提供新的药物靶点 。

关键词 ： 长链非编码 ＲＮＡ ， 脂代谢 ， 脂肪形成 ， 棕色／米色脂肪 ， 肥胖 ， 胰岛素抵抗
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ｐｏｇｅｎ ｉｃｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ ．Ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ ，ＩｎｃＲＮＡ ｓｄｒａｗｍｕｃｈａｔｔｅｎｔ ｉｏｎｆｏｒ

ｔｈｅ ｉｒｃｏｎｔｒｉｂｕｔ ｉｏｎｔｏａｄ ｉｐｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄａｄ ｉｐｏｓｅｔ ｉｓｓｕｅｆｕｎｃｔ ｉｏｎ ．Ｉｎｃｒｅａｓ ｉｎｇ
ｅｖ ｉｄｅｎｃｅａ ｌ ｓｏｍ ａｎ ｉｆｅｓｔｓｔｈｅ

ｐ ｉｖｏｔａｌｒｏ ｌｅｏｆ ＩｎｃＲＮＡｓｉｎｍｏｄｕ ｌａｔ ｉｎｇｗｈｉｔｅ
，ｂｒｏｗｎ

，ａｎｄｂｅ ｉｇｅａｄ ｉｐｏ ｓｅｔ ｉｓｓｕｅｄｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎｔａｎｄ

ａｆｆｅｃｔｉｎｇ
ｔｈｅ

ｐｒｏｇｒｅｓｓ
ｉｏｎｏｆ  ｔｈｅｄ ｉｓｅａｓｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄｂｙ

ａｄｉｐｏ ｓｅｄｙｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ．Ｔｈｅａ ｉｍｏｆ ｔｈ ｉｓｒｅｖ ｉｅｗ ｉｓｔｏ

ｓｕｍｍａｒｉｚｅｔｈｅｒｏ ｌｅｓｏｆ ＩｎｃＲＮＡ ｓｉｎａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｏｂｅｓ ｉ ｔｙ
－

ｃａｕｓｅｄｄ ｉｓｅａｓｅｓｔｏ

ｐｒｏｖ ｉｄｅ ｎｏｖｅ ｌｄｒｕｇ 
ｔａｒｇｅｔｓｆｏｒ ｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｏｂｅ ｓ ｉｔｙ

ａｎｄ ｍｅｔａｂｏ ｌ ｉｃｄ ｉｓｅａ ｓｅｓ ．

Ｋｅｙｗｏｒｄ ｓ ：Ｌｏｎｇ 
ｎｏｎｃｏｄ ｉｎｇ 

ＲＮＡ ｓ
，

ｌ ｉｐ ｉｄ ｍｅｔａｂｏ ｌ ｉｓｍ
；
ａｄ ｉ

ｐｏｇｅｎｅ ｓ ｉｓ
，
ｂｒｏｗｎ／ｂｅ ｉｇｅ ａｄ ｉｐｏｓｅ ，

ｆａｔ
，

ｉｎｓｕｌ ｉｎ

ｒｅｓ ｉｓｔａｎｃｅ

新出现的数据显示 ， 超重和肥胖是全球范围 内 引起死亡的
一

个主要风险因素 ［
１
＿

３
］
。 脂肪组织

作为主要的脂质储存器官 ， 与肥胖的发生发展密切相关 ［
４

］
。 当肥胖发生时 ， 脂肪组织的形态 、

组成和功能的病理改变可导致各种代谢性疾病的发生 ， 如胰岛素抵抗、 脂肪肝 、 糖尿病和心血

管疾病＞８
】
。 确定新的针对肥胖及其相关代谢性疾病的治疗靶点具有重要意义 。

脂肪组织在生理学上分为 白色脂肪组织 （ＷＡＴ ） 和棕色脂肪组织 （ ＢＡＴ ） 。 ＷＡＴ 主要负

责能量储存 ， 而 ＢＡＴ 由于含有丰富的线粒体 ， 主要作为燃料氧化和能量消耗的场所 。 通过药物

治疗或生热刺激 ， ＷＡＴ 具有转化为
“

棕色样
’ ’

细胞的潜力 ， 这些脂肪细胞也能消耗能量 。 因此 ，

促进 ＷＡＴ 棕色化可能是预防肥胖的有效策略 。

近年来 ， 许多研宄都集中在非编码 ＲＮＡ 对脂肪组织活性的调节作用上 。 其中 ， 长链非编

码 ＲＮＡ（ ＩｎｃＲＮＡｓ ） 被定义为不编码蛋 白质 的长链 ＲＮＡ 转录本 （ ＞２００ ｂｐ ） ， 这类 ＩｎｃＲＮＡｓ 在

许多生物过程中发挥调节作用 。 ＩｎｃＲＮＡ ｓ 对脂肪细胞生物学的调控网络至关重要 ， 对脂肪生成

和脂代谢产生正向或负 向的调控作用 。 它们还会影响脂肪组织的功能 ， 如皮下 白色脂肪褐变和

７７
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棕色脂肪生热 。 这种广泛的调控作用可能使 ＩｎｃＲＮＡ ｓ 成为对抗肥胖和相关代谢性疾病 的
一

个很

有前途的治疗方 向 。 然而 ， 关于 Ｉｎ ｃＲＮＡ ｓ 在脂肪组织 发育 、 脂质代谢异常和相关疾病 中 的影响

的综述非常有 限 。 因此 ， 有必要总结有关 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｓ 调控脂质代谢和脂肪细胞生物学的最新研宄

进展 。 本文综述了 ＩｎｃＲＮＡ ｓ 作为脂质代谢紊乱和脂肪组织功能障碍 引 起的肥胖及相关疾病 的治

疗耙点 的潜力 。

１Ｌｎ ｃＲＮＡ ｓ ：

—

类新兴调节因子

１ ． １Ｌｎ ｃＲＮＡ ｓ 的发现和定义

全基因组嵌合阵列 、 ＧＲＯ － Ｓｅ
ｑ 和 Ｃ ｈ ＩＲＰ －Ｓ ｅ

ｑ 等新技术的发展帮助识别 了 大量未知 的 ＲＮＡ 。

ＩｎｃＲＮＡ ｓ 被定义为长度超过 ２００ 个核苷酸的 ＲＮＡ 分子 ［
９

＿ ｎ
ｌ

。 １ ９ ９０ 年报道的 Ｈ １ ９ 可能是第
一

个

被发现的 Ｉｎ ｃＲＮＡ ，Ｈ １ ９ 经 ＲＮＡ 聚合酶 Ｉ 丨 转录后像 ｎｉＲＮＡ
—

样被剪接并多 聚腺苷化 ， 但几乎

不编码蛋 白 质 【

１ ２
＿

１ ３
］

。 自 Ｈ １ ９ 被发现 以来 ， 基因组测序技术的进步使得更多 的 ＩｎｃＲＮＡ 被发现 。

由于缺乏开放阅读框 、 ３
‘

非翻译区域和典型 的末端 区域 ， 它们通常几乎没有编码蛋 白 质 的潜 力Ｍ ，

但它们在翻译 、 转录和表观遗传修饰等多种细胞过程中 发挥着关键作用 。

１ ．２Ｌ ｎ ｃＲＮＡ ｓ 的结构和功能

目 前 己有大量的 ｌｎｃＲＮＡ 被鉴定 出来 ， 但它们迫切需要进行注释 以供临床应用 。 注释之前

需要将新发现 的 Ｉｎ ｃＲＮＡ ｓ 进行分类 ， 根据其在基因组中与蛋 白质编码基因 的相对位置分为五类

［
｜ ５

］

： 正义链 ， 与最近的蛋 白 质编码基因链重叠 ； 反义链 ， 转录本在任何部分均与 ｍＲＮＡ 重叠 的

基 因 ； 内 含子 ＩｎｃＲＮＡ ｓ ， 位于蛋 白 质编码基 因 的 内 含子 中 ； 双 向 ｌｎ ｃＲＮＡ ， 是指转录起始位点

在相邻外显子 １ ０ ０ ０ 个碱基对 （ ｂ
ｐ

） 内且转录方 向相反 的 ＲＮＡ
； 基因 间 ｌｎｃＲＮＡ 在两个蛋 白 质

编码基因之间 的蕋Ｗ 间 区 。

ＬｎｃＲＮＡ ｓ 具有不 同 的结构基序 ， 包括假结 、 茎环 、 Ｇ －四联体和三联体 。 它们通过与细胞核

中 的 ＤＮＡ 、 ｍＲＮＡ 或细胞质 中 的 ｍ ｉＲＮＡ 、 蛋 白 质 相 互作用 介导基 因表达 ［

１ ６
－

１ ９
］

。

一

些 ｌｎ ｃＲＮＡ

在 多 种代谢途径 中作为 分子信 号直接促进转录 ， 其他 的 则发挥调 节作用 ， 如 作为分子诱饵的

ＩｎｃＲＮＡ ｓ 通过结合转录因子阻断信 号通路 。 作为 引 导物 的 ＩｎｃＲＮＡ ｓ ， 与蛋 白 质 复合物连接 ， 并

引 导它们到特定的基因组位点发挥作用 。 Ｌｎ ｃＲＮＡ ｓ 也可 以形成支架 ， 招募修饰酶 ， 整合不 同 的

信号通路 。 ＩｎｃＲＮＡ ｓ 的作用模式相互关联 ， 同
一

个 ｌｎｃＲＮＡ 也能表现出不 同 的作用模式 Ｐ °
】
。 综

上所述 ， Ｉｎ ｃＲＮＡ ｓ 的调控作用 贯穿 了基因表达变异 的整个过程 。

１ ． ３ＬｎｃＲＮＡ ｓ与疾病

全基因组关联研宄 （ ＧＷＡ Ｓ ） 已经从非编码 区发现 了数千个单核苷酸多态性 （ ＳＮＰ ｓ ） 与临

床表型相关 ， 这将 ｌｎ ｃＲＮＡ 与心血管 、 肝脏 、 肾脏疾病 以及
一

些癌症密切联系起来 ［

２ １

－

２ ３
］

。

不同 的生理和病理条件下 ， ｌｎｃＲＮＡ 在心血管系统中有不同 的表达 。 研究发现有的 丨 ｎ ｃＲＮＡ

调节心肌细胞的凋亡 ， 如 ｌｎ ｃＲＮＡＳａｒｒａｈ ， 有的 ｌｎｃＲＮＡ 是心肌肥大的表观遗传调控因子如 Ｃｈａｅ ｒ 。

７ ８
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另外 ， 有的 ＩｎｃＲＮＡｓ 可以降低心力衰竭和急性心肌梗死的风险Ｐ４
，
２５

３
。如 ＺＦＡＳ １ 可抑制 ＳＥＲＣＡ２ａ

蛋 白 的活性 ， 后者是心肌收缩功能 中急性心肌梗死的标志物 。 这些研宄表明 ， ＩｎｃＲＮＡ 在心血

管疾病 中 的调控作用至关重要 。

高通量测序技术的发展揭示 了
一

些肝纤维化相关的 ＩｎｃＲＮＡ ｓ
Ｗ

。 研宄表明 ＩｎｃＲＮＡｓ 参与肝

纤维化过程中相关蛋 白编码基因的调控 。 例如 ，
Ｚｈａｎｇ 等人 已经证明 ＩｎｃＬＦＡＲ ｌ 可 以激活 ＴＧＦ－

ｐ

和 Ｎｏｔｃｈ 信号通路 ， 促进肝星状细胞 （ＨＳＣ ） 的激活和肝纤维化 在肝细胞 （ＨＣｓ ） 中特异

性表达的 Ｌｎｃ－ＨＳＥＲ 被证实可通过 Ｃ５ＡＲ ｌ
－Ｈｉｐｐｏ

－ＹＡＰ 通路阻止肝细胞凋亡 ， 通过抑制 Ｎｏｔｃｈ

信号通路介导的肝细胞上皮－间充质转化缓解肝纤维化 【
２ ８

］
。

ＬｎｃＲＮＡｓ 在肾脏发病机制中也发挥着重要作用 。 全基因转录组谱分析在人近端肾小管上

皮细胞中发现了
一

些与急性和慢性肾损伤相关的 ＩｎｃＲＮＡｓ 。如 ｌｎｃ－Ｋ ｉＡＡ １ ７３ ７－２和 ｌｎｃ－ＭＩＲ２ １ ０ＨＧ

可能参与 了 肾损伤反应 ［Ｍ
。 此外 ， Ｆｅｎｇ 等人 ［

３ １
］报道了

一

种新的 ｌｎｃＲＮＡ Ｅｒｂｂ４－

ＩＲ ， 该基因通过

ＴＧＦｐ／Ｓｍａｄ３ 信号通路诱导肾纤维化 。 Ｚｈｏｕ 等人网发现 Ａｒｉｄ２－

ｉｒ 刺激 ＮＦ－ｋＢ 依赖的肾炎症途径

发挥作用 。

ＬｎｃＲＮＡ ｓ 也参与 了癌症的发生和进展 〖
３ ３

－

３ ４
】
。 例如 ， ＩｎｃＲＮＡ Ｄ ＩＮＯ 与 ｐ

５ ３ 蛋 白形成正反馈

环 ， 以放大细胞核 内 的 ＤＮＡ 损伤信号 ［
３ ５

】

。 此外 ， 在胶质瘤干细胞 （ ＧＳＣｓ ） 中 ， Ｎｏｔｃｈ ｌ 信号通

路的激活可特异性诱导 ＩｎｃＲＮＡＴＵＧ ｌ 的表达 ， ＴＵＧ １ 可在细胞质 中海绵化 ｍ ｉＲ－

１ ４５ ， 促进 ＧＳＣ ｓ

的更新 １
３ ６

１
。 两个 ＴＡＰ６３ 调控 的 ＩｎｃＲＮＡ ，ＴＲＯＬＬ－２ 和 ＴＲＯＬＬ－

３
，
可在细胞质 中 与效应蛋 白

ＷＤＲ２６ 形成三聚体复合物 ， 激活 ＡＫＴ 通路 【
３ ？

３
。 综上所述 ， ＩｎｃＲＮＡｓ 参与 了不 同的疾病过程 ，

表明它们在维持人体稳态中起到关键作用 。

２ＬｎｃＲＮＡｓ 在控制脂质代谢和脂肪细胞发育中的关键作用

２ ． １ＬｎｃＲＮＡｓ 在控制 白色脂肪形成中的作用

脂肪的形成主要包括两个阶段。 第
一

阶段是胚胎干细胞或脂肪组织中的间充质干细胞分化

为脂肪祖细胞 ， 然后分化为前脂肪细胞 。 第二阶段 ， 前脂肪细胞分化为成熟的脂肪细胞Ｐ８＃
。

整个过程都伴随着许多关键的成脂基因和转录因子的表达 ， 如脂蛋 白 脂肪酶 （ ＬＰＬ ） 和 甾醇调

节元件结合蛋 白 －

ｌ ｃ
（
ＳＲＥＢＰ－

ｌ ｃ ） 。 过氧化物酶体增殖物激活受体丫
（ ＰＰＡＲｙ ） 和 ＣＣＡＡＴ／增强子

结合蛋 白 （ Ｃ／ＥＢＰｓ ） 是成熟脂肪细胞的常见标记物 ， 也是脂肪细胞分化的主要驱动因素 。 越来

越多 的研宄发现 ， ＩｎｃＲＮＡｓ 可 以调节这些关键基因 ， 在脂肪形成中发挥关键作用

人类脂肪组织来源的干细胞 （ ｈＡＳＣｓ ）具有分化为骨细胞和脂肪细胞的能力 。 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３

在骨细胞分化过程中表达上调 ， 在脂肪细胞分化过程中表达下调 。 ＭＥＧ３ 敲除促进成脂分化 ，

但抑制成骨分化 ， 提示 ＭＥＧ３ 可能是 ｈＡＳＣｓ 成脂或成骨分化的开关 ＬｎｃＲＮＡ ＡＤＩＮＲ ， 从

〇￡８？０１基因上游约 ４５ （＾？ 的位置转录 ， 在成脂分化过程中被诱导 。 肖等人发现 ， 八〇取 １１ 在成

脂分化过程中增加 了Ｈ３Ｋ４ｍｅ３ 的 甲 基化 ， 降低 了Ｃ／ＥＢＰａ的 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３ 组蛋 白 修饰 ， 调控

Ｃ／ＥＢＰａ的转录 ， 最终促进了ｈＭＳＣｓ 的成脂分化 ［
４ ３

】

。 Ｐｌｎｃ ｌ 是从 ＰＰＡＲｙ基因上游 ２５０００ｂｐ 位置

７９



北京协和 医学院 ＆ 中 国 医学科学院


硕士学位论文

转录 的 Ｉｎ ｃＲＮＡ 。 体外研宄表 明 ， ｐ
ｌｎ ｃ ｌ 基 因敲除降低 了ＰＰＡＲＹ 、 Ｃ／ＥＢ Ｐａ和脂肪酸结合蛋 白 ４

（ ＡＰ２ ） 的表达 ， 抑制 了ＳＴ２ 细胞和骨髓 间充质 干细胞 向成熟脂肪细胞的分化 ， 过表达 Ｐ ｌｎ ｃ ｌ

则有相反 的效果 。 机制研宄表 明 ， ｐ
ｉ ｎｅ 丨 可通过降低 ＰＰＡＲ

ｙ启 动子 中 ＣＰＧ 的 甲 基化水平增 强

ＰＰＡＲｙ的转录活性 ［

４ ４
］

。

Ｌｎ ｃＲＮＡ ｍ ｉＲ－

１ ４ ０ 敲除 降低 了关键转录 因子 （ Ｃ／ＥＢＰ 和 ＰＰＡＲ
ｙ

） 的表达 ， 从而直接损害 了

小 鼠 的成脂能力 ， 提示 ｍ ｉＲ－

１ ４ ０ 是脂肪细胞分化过程中 的
一

个必要 的调控因子 。 Ｌｎ ｅＲＮＡ
ｑ
ＰＣＲ

阵列显示 ， ＮＥＡＴ １ 基因序列在人和小 鼠之间高度保守 ， 并在 ｈＡＳＣ 分化过程 中上调 。 Ｇ ｅｍ ａｐｕｄ
ｉ

等人利用 ＲＮＡ 杂 交鉴定 了ＮＥＡＴ １ 中 的 ｍ ｉ Ｒ １ ４ ０ 结合位点 ， 他们发现成熟的 ｍ ｉ Ｒ－

１ ４０ 可 以与细

胞核 中 的 Ｎ ＥＡＴ １ 发生物理作用 。 进
一

步的实验数据表 明 ， ｍ ｉ Ｒ －

１ ４ ０ 与细胞核 中 ＮＥＡＴ １ 的结合

增加 了Ｎ ＥＡＴ １ 的稳定性 ， 从而促进 了 脂肪的生成

Ｎ ｕ ｅ ｒｍ ａｍ ａ ｉ ｔ ｉ 等人＾发现 Ｈ０ＸＡ １ １

－ＡＳ  １ 下调可抑制 ｈＡ ＳＣ ｓ 分化模型 中脂肪生成相关基 因 的

转录 ， 从而抑制成脂分化 ， 减轻脂质积累 。 并且 ＨＯＸＡ １ １

－Ａ Ｓ Ｉ 在肥胖症患者的脂肪细胞分化过

程 中 高表达 ， 这提示它可能是治疗肥胖症的潜在靶点 。 此外 ， 生物信息学分析鉴定 出 ｈＡ ＳＣ ｓ 在

成脂分化过程 中 的
一

系列关键 ｍＲＮＡ 、 ｎｉ ｉＲＮＡ ｓ 和 ＩｎｃＲＮＡ ｓ 。 通过分析瘦素基因 的上游和下游

区域 ， 几个相互作用轴被发现调控 ｈＡＳＣ ｓ 的成脂分化 ， 其 中瘦素 （ ＬＥＰ ） 相关轴尤为重要 １

？
］

。

一

些 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ｓ 被报道为是抑制脂肪形成的潜在靶点 。 基于 ｃＤＮＡ 芯片对脂肪形成调控基因

进行分析研宄 ， 发现 ｌｎＣ －Ｕ９０ ９２ ６ 的表达与 ３ Ｔ３
－Ｌ １ 前脂肪细胞的分化呈负相关 ， 在肥胖小 鼠 中

的表达水平较低 。 利用 ＲＮＡ 荧光原位杂交技术 ， 研宄者证实 ｌｎｃ
－Ｕ ９０ ９２６ 主要定位于小 鼠前脂

肪细胞的细胞质 ， ｌｎｃ －Ｕ９０ ９２ ６ 过表达可 以 降低脂质积累和关键蛋 白表达从而抑制 ３Ｔ３
－Ｌ １ 前脂

肪细胞的分化 ， 表 明它可 以通过抑制关键基因 的转录活性抑制脂肪的形成 李等人在成脂分

化研宂 中发现 Ｉｎ ｃＲＮＡ ＧＡＳ ５ 表达水平与 间充质基质细胞 （ ＭＳＣ ｓ ） 的成脂分化呈负相关 ， 荧光

素酶报告基因分析显示 ＧＡＳ ５ 通过竞争性海绵化 ｍ ｉＲ －

］ ８ ａ 抑制 ＭＳＣ ｓ 的成脂分化网 ， 表 明 ＧＡＳ ５

是成脂分化过程中 的重要调控因子 。 ＬｎｃＨＣＧ ｌ ｌ 是抑制脂肪形成的 另
一

个靶点 ， 黎等人 发现 ，

在体外 ｈＡＤＭＳＣ ｓ 分化模型 中 ， Ｉｎ ｃＨＣＧ ｌ ｌ 在细胞成脂分化过程 中表达 下降 。 当 ＨＣＧ １ １ 基因敲

低 时 ， 相关脂肪生成酶的活性和成脂蛋 白 的表达均有所增加 ， 而 当过表达 ＨＣＧ １ 丨 时 ， 则表现

相 反 。 对 ＨＣＧ １ ｌ ／ｍ ｉ Ｒ２ ０４ －

５ ｐ
／Ｓ Ｉ ＲＴ 丨 轴 的 生 物 信 息 学 分 析 表 明 ， 当 ｍ ｉＲ －２０４ －

５ ｐｍ ｉｍ ｉ ｃ 和

ｐｃ
ＤＮＡ －ＨＣＧ ｌ Ｉ 共转染时 ， ｍ ｉＲ－２ ０４ － ５

ｐ
ｍ ｉｍ ｉ ｃ 降低 了Ｓ １ＲＴ １ 对脂肪生成酶和成脂标记蛋 白表达

的抑制作用 ， 从而逆转 ｐｃ
ＤＮＡ －ＨＣＧ Ｉ ｌ 对脂肪形成的抑制作用 。

大 多 数 ＩｎｃＲＮＡ ｓ 在 哺 乳 动物 中 保 守 性较 差
，
研 究 者 需 要 更 多 的侧 重 人类脂肪 组 织 中

Ｉｎ ｃＲＮＡ ｓ 的识别和鉴定 。 张等人对来 自健康和瘦子 的 皮下 脂肪活检样本进行 了ＲＮＡ 测序 ， 检

测到 １ ０ ０ １ 个在脂肪组织 中高表达的 Ｉｎ ｃＲＮＡ ｓ ， 其 中 ｌｎ ｃ
－ＡＤＡＬ 的表达量最高 。 Ｌｎ ｃ

－ＡＤＡＬ 是
一

种与肥胖密切相关的非保守 Ｉｎ ｃＲＮＡ 。 ｓｈＲＮＡ 介导 的 Ｌｎ ｃ
－ＡＤＡＬ 敲除抑制 了 脂质合成基因 的表

达 ， 而 Ａ ＳＯ 介导 的敲除不仅损害 了成熟脂肪细胞 中脂质合成基因 的表达 ， 而且还损害 了 前脂肪

细胞的分化 。 研究人员 随后证实 ， ｌｎ ｃ
－ＡＤＡＬ 与核蛋 白 ｈｎＲＮＰＵ 和胞质蛋 白 ＩＧＦ２ＢＰ２ 相互作用 ，

控制前脂肪细胞分化和脂肪从头生成 ［
５ １

］

。 这些研究表 明 ＩｎｃＲＮＡ ｓ 在 白 色脂肪形成过程中发挥 了

８ ０
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重要的调控作用 。

２ ．２ ＬｎｃＲＮＡ ｓ 在棕色／米色脂肪发育中的作用及其功能

棕色脂肪细胞 （ ＢＡＴ ） 在细胞质 中含有丰富的线粒体和高水平的解偶联蛋 白 １（ ＵＣＰ １ ）
ｔ
？

］

。

它们可以通过解除脂质氧化磷酸化作用而产生热量 ， 促进脂肪酸和葡萄糖的燃烧 。 早期的研宄

表明 ＢＡＴ在新生儿中存在并活跃 ， 通过非颤抖产热维持体温 【
５ ３

】
。 正电子发射断层扫描 （ＰＥＴ ）

技术在成年男性中检测到大量的 ＢＡＴ ， 这表明 ＢＡＴ 在成年代谢中也起着重要的作用 ［
５４

］

。 到 目

ｆ为止 ，

一

系列的研宄表明 ， ＩｎｃＲＮＡ 在棕色脂肪生成和产热过程中是不可或缺的调控因子 【
５ ５

］
。

例如 ， Ｈ １ ９ ，
—

种母系遗传的 ＩｎｃＲＮＡ ， 与人类的体重指数 （ ＢＭＩ ） 呈负相关 ＾Ｓｃｈｍ ｉｔｔ 等人网

报道 ， Ｈ １ ９ 过表达通过招募 Ｈ １ ９－ＭＢＤ １ 复合物促进 ＢＡＴ 的脂肪生成和线粒体呼吸 ， 阐 明 了Ｈ １ ９

在调节 ＢＡＴ 生热基因程序和代谢中 的作用 。

崔等人 鉴定 了
一

种超保守的 ＩｎｃＲＮＡ ， ｕｃ ．４ １ ７ ， 在分化的棕色脂肪细胞中含量丰富 。 他们

发现 ｕｃ ．４ １ ７ 的过表达抑制棕色脂肪细胞的分化 ， 降低棕色脂肪细胞的耗氧量 ， 在 ＢＡＴ 的产热

过程中起负 向作用 。 另
一

种 ＩｎｃＲＮＡ ，ＩｎｃＢＡＴＥ ｌ ， 被发现与 ｈｎＲＮＰ Ｕ 相互作用 ， 促进棕色脂肪

的形成和维持其生热能力 ［
５ ８

］
。 这些数据有力地支持 了 ＩｎｃＲＮＡ 在驱动棕色脂肪形成和维持能量

平衡方面的作用 。

米色脂肪通常储存在 白色脂肪仓库 中 ， 可 以 由 ＷＡＴ 中特定的米色前体细胞分化而来 ， 或

直接来 自于成熟皮下脂肪细胞在寒冷或其他刺激下 的褐变 。 因为他们能像 ＢＡＴ

—

样高度表达

ＵＣＰ １ 蛋 白 ， 促进产热 ， 因此诱导米色脂肪形成 ， 将不健康 ＷＡＴ 转化为代谢活跃的 ＢＡＴ ， 有

助于抵抗肥胖 ， 被认为是
一

种有潜在应用价值的肥胖治疗策略 ［
５Ｗ １

］
。 王等发现 ＦＯＸＣ２－ ＡＳ １ 在

毛 喉素 刺激 的 脂肪细 胞 中 高表达 ， 同 时伴 随 ＵＣＰ １ 和 ＰＧＣ ｌ ａ 的 高表达 。 随后他们 发现

Ｆ０ＸＣ２ －ＡＳ １ 可能通过 自噬信号通路促进 ＷＡＴ 的褐变和生热基因程序的表达 。 这些结果表明 ，

ＩｎｃＲＮＡ 在米色脂肪的发育和功能激活中也发挥着重要作用 【
６２

］
。

Ｌｎｃ＿ ｓ 还可以通过共表达网络发挥调控作用 。 例如 ， 白等人 〖＠发现大量的 ＩｎｃＲＮＡ 通过

嵌入到代谢通路中形成 ｍＲＮＡ －

ｌｎｃＲＮＡ 共表达网络 。 通过这个网络 ， 他们鉴定 出 了ＢＡＴ 中高

表达的 ＩｎｃＢＡＴＥ ｌ Ｏ ， 并发现其可 以与 ＰＧＣ ｌ ａ的 ｍＲＮＡ 竞争性结合 Ｃｅ ｌｆｌ ， 保护 ＰＧＣ ｌ ａ的表达 ，

从而保护生热和 ＷＡＴ 褐变过程 。 此外 ， ＡＫ０７９９ １ ２ 是另
一

个 ＢＡＴ 中高表达的 ＩｎｃＲＮＡ ， 熊等

人发现敲除 ＡＫ０７９９ １ ２ 降低了重要的成脂基因和产热基因 的表达 ， 而过表达则通过增加 ＵＣＰ １

和线粒体电子传递链 （ ＥＴＣ ） 复合物的蛋 白表达上调产热通路 ， 并且在腹股沟 ＷＡＴ 中异位表

达可以诱导 白色脂肪组织的褐变 。

Ｂ ｌｎｃ ｌ 被发现在棕色和米色脂肪细胞中含量丰富 。 在棕色脂肪细胞中过表达 Ｂ ｌｎｃ ｌ ， 发现其

可通过 Ｂ ｌｎｃ ｌ ／ ｈｎＲＮＰＵ／ＥＢＦ２ 核糖核蛋 白复合物的形成 ， 激活生热基因 的表达 ［
６４

】

。 在高脂饮食

（ＨＦＤ ） 诱导的小 鼠棕色脂肪
“

白色化
”

过程中 ， 脂肪组织中 Ｂ ｌｎｃ ｌ 的特异性敲除加速了ＢＡＴ 的

“

白色化
”

， 而且加剧 了炎症 。 然而 ， 脂肪特异性 Ｂ ｌｎｃ ｌ 转基因小 鼠则表现相反 ， 研宄者发现其

分子机制是 Ｂ ｌｎｃ ｌ 作为 ＥＢＦ２ 的靶点 ， 构建了
一

个前馈调控回路 ， 调控 ＷＡＴ 的褐变 ［
６５

】

。 此外 ，

８１
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林等人＿发现 ， Ｚｂ ｔｂ ７ｂ 可 以通过 ｈｎＲＮ ＰＵ 招募 ＩｎｃＲＮＡＢ ｌｎｃ ｌ 增加生热基因 的表达 ， 而 Ｂ ｌｎｃ ｌ

的功能在小 鼠 和人类 中 是保守 的 【

６疋 因此 ， Ｉｎ ｃＲＮＡ 是激活棕色 ／米色脂肪细胞发挥功能 的重要

调节因子 ， 有利于降低血清甘油三酯和对抗肥胖 。

２ ． ３ 肝脏 中的 Ｌｎ ｃＲＮＡ ｓ 和脂质稳态

除 了 已知的在脂肪细胞 中 的作用 外 ，

一

系列研究表 明 ， Ｉｎ ｃＲＮＡ 通过靶 向关键转录因子如

肝脏 Ｘ 受体 （ ＬＸＲｓ ） 、 甾 醇调节元件结合蛋 白 （ ＳＲＥＢＰｓ ）和过氧化物酶体增殖激活受体 ａ （ ＰＰＡＲａ ）

调控肝脏中 的脂质代谢 。 这些转录因子是调控肝脏 中与胆 固醇 、 脂肪酸 、 磷脂的合成和摄取有

关基 因表达的关键调控 因子 在这里 ， 我们总结 了 Ｉｎ ｃＲＮＡ 在肝脏脂质稳态 中 的调控机制 。

Ｌｎ ｃＨＲ ｌ 是在感染 ＨＣＶ 的 人肝癌细胞 中 发现的
一

类 Ｉ ｎ ｃＲＮＡ ， 它被发现负调控 ＳＲＥＢＰ －

ｌ ｃ

和脂肪酸合酶的表达 ， Ｌｎ ｃＨ Ｒ ｌ 的过表达则抑制 了 肝细胞中甘油三酯和脂滴 的积累 李等人 ［

？
］

发现在肝脏 中表达丰富 的 Ｉ ｎ ｃＬＳＴＲ 可通过竞争性结合 ＴＤＰ －４３ 调节 Ｃｙｐ ８ｂ ｌ 的表达 ， 继而通过

核受体 ＦＸＲ 通路激活 Ａ
ｐｏ ｃ２ 表达 ， 降低血浆甘油三酯水平 。 此外 ， 王等人 ［

７ １

］发现 ， Ｌｎｃ ｌ ９９ ５ ９ ． ２

在高脂诱导 的 肝细胞 中表达上调 。 过表达 ｌｎ ｃ ｌ ９ ９５ ９ ． ２ 可 以通过 与核蛋 白 Ｐｕｒｂ 相 互作 用促进

Ａｐｏ
Ａ４ 的表达 。 Ｌ ｎ ｃ ｌ ９ ９ ５ ９ ． ２ 与 ｈｎＲＮ ＰＡ２Ｂ ｌ 特异性结合 ， 则可 以 负调控 ＴＧ 代谢相关基因 的表

达 。 以上研究表明在肝脏中特异性表达的 Ｉｎ ｃＲＮＡ ｓ 在肝脏的甘油三酯代谢 中起到关键的调控作

用 。

ＬｎｃＲＮＡ ｓ 也 与 肝 脏 胆 固 醇 代 谢 密 切 相 关 。 胡 等 人 ［

７２
】 发 现 ， ｏｘ－ＬＤＬ 可 以 显 著 上 调

ｌ ｉｎｃＲＮＡ －ＤＹＮ－ＬＲＢ ２ －２ 的表达 ， 直接导致 ＡＴＰ 结合盒转运体 Ａ １ （ ＡＢＣＡ １ ） 的表达增 加 ， 而

ＡＢＣＡ １ 介导泡沫细胞 中 的胆 固醇外排从而降低胆 固醇水平 另
一

项研宄发现 ， ＩｎｃＴＵＧ ｌ 通

过 以 ｍ ｉＲ－９２ａ／ＦＸＲ ｌ 依赖的方式抑制 ＡＰＯＭ 的表达抑制胆 固醇外排 ［

７４
］

。 此外 ， 黄等人 ［

７５
］发现过

表达 ＩｎｃＡＲＳＲ 可 以激活 Ｐ Ｉ ３Ｋ／Ａｋｔ 信号通路 ， 促进转录因子 ＳＲＥＢＰ２ 的表达 ， 该转录 因子反过

来增加 了 限速酶 ＨＭＧＣＲ 的表达水平 ， 并加速 了肝脏 中胆固醇的生物合成 。

３Ｌｎ ｃＲＮＡ ｓ 作为脂肪细胞功能障碍诱导相关疾病的治疗靶点的潜力

肥胖通常会导致
一

些代谢性疾病 ， 包括非酒精性脂肪肝 、 糖尿病和其他糖尿病 并发症 １

７ ６
］

。

然而 ， 临床上治疗这些疾病的靶点和方法仍然有限 Ｉ

７ ７
】

。 现有 已批准的药物主要通过减少肠道脂

肪吸收或抑制食欲对抗肥胖 １

７ ８
１

。 相关代谢性疾病 的治疗主要是通过使用 具有降糖或降脂活性的

药物 。 然而 ， 这些药物通常对人体的副作用较大 ， 其保护作用有限 。 例如 ， 他汀类药物通常会

引 起肌 肉不 良反应 ， 如致命的横纹肌溶解症 １

７ ９
］

。 服用烟酸可降低葡萄糖耐量 ， 增加尿酸水平 ，

可能导致痛风发作和肝功能受损 因此 ， 迫切需要确定新的靶点 ， 以开发新的有效和安全的

药物 。

３ ．
１ＬｎｃＲＮＡ ｓ 在胰岛素抵抗中的作用

低度慢性炎症作为肥胖的标志 ， 已被确定为胰岛素抵抗发生的重要危险因素Ｍ 。 肥胖患者

８ ２
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体 内游离脂肪酸的增加可促进 ＮＦ－ｋＢ 信号通路 ， 从而上调促炎细胞因子如 ＴＮＦ－

ｏｔ和 ＩＬ－６ 的表

达 【
８２

］
。 而促炎信号可抑制代谢组织中胰岛素的功能 ， 从而介导胰岛素抵抗 。 由于炎症反应是由

巨噬细胞对过度脂质积累产生反应而引起的
一

种表型 ， 研宄人员
一

直关注如何通过巨噬细胞减

少这种炎症反应 。 近年来的研宄发现了
一

些在巨噬细胞中富集的 ＩｎｃＲＮＡ ｓ ， 并在饮食诱导的肥

胖和早期糖尿病小 鼠模型中差异表达 。

Ｓｔａｐ 丨ｅｔｏｎ 等人 ［
８３

１在功能获得和丧失实验中发现 ， ＭＩＳＴ 与巨噬细胞抗炎表型相关 。 当 ＭＩＳＴ

的转录或与 ＲＮＡ 的相互作用被破坏时 ， 炎症基因的表达显著增加 ？ 研宄者发现 ＭＩＳＴ 与细胞核

中 的 多聚 ＡＤＰ－核糖聚合酶 （ ＰＡＲＰ １ ） 相互作用 ， 可能通过干扰胰岛素抵抗相关促炎因子的形

成 ， 起到保护作用 。 此外 ， 张等人网发现 ｌｎｃＲＮＡ ｕｃ ． ３ ３ ３ 通过与 ｍ ｉＲ－２２３ 结合 ， 改善 了肥胖诱

导的胰岛素抵抗 。 此外 ， 刘等人 ［
８ ５

］报道 ， ＩｎｃＲＮＡ ＳＲＡ 敲除可 以保护小 鼠免受高脂肪饮食诱导

的肥胖 ， 改善其糖耐量 。 综上表明 ＩｎｃＲＮＡ ｓ 是改善胰岛素抵抗的潜在治疗靶点 。

３ ．２ ＬｎｃＲＮＡ ｓ 在肝脂肪变性中的作用

代谢紊乱常导致非酒精性脂肪性肝病 （ＮＡＦＬＤ ） 和肝脂肪变性 （ＮＡＳＨ ） ， 其特征是肝脏

脂质 的积累 【

８６
］
。 如果 ＮＡＦＬＤ 不能及时治疗 ， 则可逐渐发展为 ＮＡＳＨ ， 然后发展为肝细胞癌或

其他恶性疾病 ［
８ ７

，
８８

］

。 ＩｎｃＲＮＡｓ 可能是肝脏脂肪过度蓄积和肝脏脂肪稳态损害的标志 。 在 ＮＡＦＬＤ

的动物模型 中 ， 王等人 ［
８９

］发现 ＩｎｃＲＮＡ－ＮＥＡＴ ｌ 敲低可能通过调节 ｍＴＯＲ／ Ｓ６Ｋ １ 信号通路缓解

ＮＡＦＬＤ 的进程 。 另
一

种 ＩｎｃＲＮＡ ，ＭＡＬＡＴ １ ， 在 ｏｂ／ｏｂ 小 鼠 的肝脏中高表达 ， 其机制研宄表 明 ，

抑制 ＭＡＬＡＴ １ 可 以通过降低肝细胞核 内 ＳＲＥＢＰ－

ｌ ｃ 蛋 白 的稳定性 ， 抑制肝脂质积累 ， 减轻肝脂

肪变性 ［
９０

］

。 考虑到 ＢＬＮＣ １ 在肥胖小 鼠和 ＮＡＦＬＤ 小鼠肝脏中 的表达明显升高 ， 研宄者研宄了

ＢＬＮＣ １ 对 ＨＦＤ 诱导的肝脂肪变性的影响 。 他们发现 ， Ｂ １ＮＣ １ 缺失极大地抑制 了ＬＸＲ 激动剂诱

导 ＳＲＥＢＰ １ 蛋 白 的表达 ， 降低血浆 ＴＡＧ 水平 。 此外 ， 肝特异性 ＢＬＮＣ １ 基因敲除小 鼠对 ＨＦＤ

诱导的肝脂肪变性表现出抵抗性 ， 表现为肝损伤和纤维化减少 ， 表明 ＢＬＮＣ １ 可能与 ＬＸＲ 协同

控制肝脂质代谢９ １
］
。 因此 ＩｎｃＲＮＡｓ 可能成为 ＮＡＦＬＤ 患者治疗的新靶点 。

３ ． ３ＬｎｃＲＮＡｓ 在动脉粥样硬化中的作用

动脉粥样硬化的发病机制很复杂 ， 但 目前的研宂证实血脂异常 （血装胆固醇和脂蛋 白水平

异常 ） 是关键的危险因素之
一

〖
９２

］
。 由于许多研究已经证实了ＩｎｃＲＮＡ 在脂质稳态中的调节作用 ，

一

些研宄人员认为它们可能参与了动脉粥样硬化的疾病发展过程 。 ＬｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ ＩＯＴ ｌ 可通过

ｍ ｉＩＭ５２－

３ｐ／ＨＤＡＣ３ ／ＡＢＣＡ ｌ 通路抑制胆固醇外排 ， 促进巨噬细胞 内脂质积累 ， 从而导致动脉粥

样硬化的发生 【
９３

］
？ 动脉粥样硬化的

一

个关键节点是 巨噬细胞摄取脂蛋 白 并形成泡沫细胞％ 】

。

Ｋａｎｗａ 丨 等人发现 ＩｎｃＲＮＡ Ｅ３ ３ ００ １ ３Ｐ０６ 上调 巨噬细胞中 ＣＤ３６ 的表达 ， 促进泡沫细胞的形成 〖
９５

】
。

另
一

种 ｌｎｃＲＮＡＡＴ １ ０２２０２ 被发现控制胆固醇合成关键酶 ＨＭＧＣＲ 的表达 ， 从而影响 巨噬细胞中

胆固醇的积累 。 虽然 ＩｎｃＲＮＡ ｓ 在动脉粥样硬化中 的作用和机制仍有待进
一

步探索 ， 但 己有研

宄表明 ＩｎｃＲＮＡｓ 显然是参与动脉粥样硬化病理过程的重要调控因子 。 ＩｎｃＲＮＡ 作为动脉粥样硬

８３



北京协和医学院＆中 国医学科学院


硕士学位论文

化的生物标志物和潜在的治疗耙点具有潜在的临床应用价值 。

３ ．４ＬｎｃＲＮＡｓ 在糖尿病并发症中的作用

流行病学研宄报告称 ， 长期腹部肥胖的患者发生糖尿病的患病率大幅增加 【
９７

１
。 糖尿病的主

要危害在于其严重的并发症 ， 如糖尿病性视网膜病变 、 肾病 、 心肌病等 ， 然而 ， 对于这些并发

症的治疗靶点和药物十分有限Ｐｔ ｌｎｃＲＮＡ ｓ 最近因其在糖尿病并发症中的调控作用而受到关注 。

糖尿病性视网膜病变是 由高血糖和血脂异常引起的常见并发症 。 目前 ， 视网膜基因表达谱

已鉴定 出超过 ３ ００ 种与糖尿病视网膜病变相关的差异表达 ｌｎｃＲＮＡ ［
９９

ｌ

。

一

项研究表 明 ， 下调

ＩｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ ｌ 可以抑制视网膜内 皮细胞的增殖 、 迁移和管状形成 ［
１ ０〇

１
。 同时 ， Ｒａｄｈａｋｒ ｉ ｓｈｎａｎ

等 〖
１ ０ １

】研究证实 ， 抑制 ＭＡＬＡＴ １ 可通过 Ｋｅａｐ ｌ
－ＮｒＧ 通路减轻氧化损伤 ， 改善视网膜血管功能 ，

减缓糖尿病视网膜病变 。 此外 ， 研宄者发现 ＩｎｃＲＮＡ ＭＡＴ 可 以与 ＶＥＧＦ 和 ｍ ｉＲ－

１ ５０
－

５ｐ 形成反

馈回路 ， 调节 内皮细胞功能 ， 改善糖尿病诱导的微血管功能障碍 〖
１ （ ）２

１
。 因此 ， ＩｎｃＲＮＡｓ 参与糖尿

病视网膜病变的发生发展 ， 可能是该疾病的潜在治疗耙点 。

慢性高血糖和血脂异常也是糖尿病肾病的主要原因 ， 糖尿病肾病是
一

种 以肾小球毛细血管

损伤为特征的微血管并发症 越来越多的证据支持 ＩｎｃＲＮＡ 参与 了该疾病的发生和发展 。 例

如 ， 研究发现 ＬｎｃＲＮＡ Ｔｕｇ ｌ 与 ＰＧＣ－

ｌ ａ相互作用 ， 调节其表达 ， 影响足细胞线粒体能量代谢 １
１ ０４圪

此外 ， 在伴有终末期肾病的 ＩＩ 型糖尿病患者中 ， ＩｎｃＰＶＴ ｌ 控制细胞外基质 的积累和肾细胞纤维

化的进展 ， 从而介导糖尿病肾脏疾病的发展＿ 。

糖尿病性心肌病主要 由心脏脂肪毒性引起＿。 ＬｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 调控 ｍ ｉＲ－

３４ｂ－

３ｐ／ＡＨＲ 通路 ，

抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体激活诱导的细胞凋亡 ， 使 ＧＡＳ５ 成为潜在的治疗靶点 王等人 发现 ，

沉默 ＩｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ １ 可 以通过 ＥＺＨ２ｍ ｉＲ－２２／ＡＢＣＡ ｌ 信号轴抑制 ＥＺＨ２ 的表达从而阻止心肌

细胞凋亡 ， 减轻心功能障碍 。 综上 ，

一

系列研宄表明 ， ＩｎｃＲＮＡｓ 在糖尿病并发症的病理过程中

发挥着重要作用 ， 对疾病治疗具有潜在意义 。

总结和展望

本文主要对 ＩｎｃＲＮＡ ｓ在脂肪组织发育和功能 以及肝脏脂质代谢稳态中的调控作用进行了综

述 。 同时 ，

一

系列的研究表明 ＩｎｃＲＮＡｓ 参与 了脂肪细胞功能障碍引 起的疾病 ， 如胰岛素抵抗 、

肝脂肪变性和糖尿病并发症 。 目前 ， 大多数用于对抗肥胖的药物都是靶向蛋 白发挥作用 ， 但 由

于这些药物对非靶蛋 白 的意外调控而产生副作用 。 因此 ， 靶向核酸新药的开发可能为肥胖及其

相关疾病的治疗提供
一

种新的治疗策略 。

靶向核酸疗法正在逐步应用于治疗某些疾病如抗菌和抗癌 【
１ （ ）９

，
１ １ （ ）

］
。 靶向核酸疗法被认为是

第三代治疗药物 ， 目 前报道的主要有三种治疗策略 ：

（
ｉ
）小干扰 ＲＮＡ（ ｓ ｉＲＮＡ ） ， 靶向细胞质

ＩｎｃＲＮＡ ， 如 Ｇ ｉｖ ｌａａｒｉ （ Ｇ ｉｖｏｓｉｒａｎ ） ， 被批准治疗成人急性肝 Ｄ 卜啉症 ［
ｉ ｎ

ｉ

；（ ｉｉ ） 反义寡核苷酸 （ＡＳＯ ） ，

靶向核 ＩｎｃＲＮＡｓ 。 ＬＮＡ
ｇａｐｍｅＲ 反义寡核苷酸靶向 ＩｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ １ 能够抗多发性骨髓瘤

（ ｉ ｉｉ ）ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ 技术适用于双定位 ＩｎｃＲＮＡ ， 已广泛应用于 ＩｎｃＲＮＡ 的发现和注释 ， 但 目前

８４
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在系统给药方面还不理想 ［
１ １ ３

】
。 这三种疗法已被批准应用于临床 ， 但都面临脱靶问题 ［

１ １ ４ －

１ １ ６
＾
。

一

些 ＩｎｃＲＮＡ 正 向调节 白色脂肪的形成 ， 并在肥胖患者中表达上调 ， 它们可能是 ＡＳＯ 的合适靶点 。

然而 ， 目前没有 ＩｎｃＲＮＡ 靶向药物进入临床试验 ， 许多治疗方法仍处于临床前阶段 。 由于许多

ＩｎｃＲＮＡ 的保守性很差 ， 研究人员难 以将小 鼠模型上成功的经验应用到人类的疾病治疗中 。 因

此 ， 更多人源化的 ＩｎｃＲＮＡ 有待探索 ， 从而建立更适用的临床前研究模型 。 另
一

方面 ， ＩｎｃＲＮＡ

的调控网络比较复杂 ， 在体 内不易实现准确的调控 ， 因此 ， 有必要建立
一

个高度组织化的 ＩｎｃＲＮＡ

研究数据库 ， Ｄ －ＬＮＣ 平台就是这样
一

个尝试 ， 可查询和分析药物对 ＩｎｃＲＮＡ 表达的修饰作用 ｆ
＂＇

综上所述 ， 对 １＾＾八８ 在脂肪代谢和肥胖相关疾病 中的研宄 ， 以及上述治疗策略 ， 可能为

肥胖及相关代谢性疾病的治疗提供新的治疗途径 。
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ｄ ｉａｂ ｅｔ ｉｃ ｃａｒｄ ｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ［
Ｊ
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ｇｕｉｄｅＲＮＡｓ

［
Ｊ
］
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，１ ６

（
１ １

）
：

１ ５ ８６ －

１ ５ ９ １ ．

９ ３



北京协和 医学院＆中 国 医学科学院


硕士学位论文

附录一

ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷诱发 ＢＡＴ 中表达变化的氧化磷酸化基因
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１ ０９ ９ ８ ８ ２ ． ８ ９４ １ ４ １ ． ２

ＥＮ ＳＭＵＳＧ０ ０ ０ ０ ００ ６４ ３ ５ １ｍ ｔ
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７ ２ ８

ＥＮＳＭＵＳＧ ０ ０ ００ ００ ２ ０ ０ ２ ２Ｎｄ ｕ ｆａ １ ２４ ３ ３ ０ ． ０ ３３ ６ ８ ８ ． ８ ２ ５ ０ １ １ ． ３ ３６ ９３ ． ３ ０ ５ ５ ９ ． ６ ８ １ ４ ４ ８ ． ７ ７

ＥＮＳＭＵ ＳＧ０ ０ ０ ０ ００ １ ４ ２ ９ ４Ｎ ｄ ｕ ｆａ ２ １ ２ １ ２ ７ ． ９ ２９４ ６ ８ ． ７ ２ １ ２ ７ ６９ ． ７ ０ １ ３ ８ ３ ． ３ ８ １ １ １ ７ ． ３ ２３ ７ ９ ３ ． ４ ０

３ ４ ４ １ ５ ４ ． ２

ＥＮ ＳＭ Ｕ ＳＧ ０ ０ ０ ０ ００ ６４ ３ ６ ７ｍ ｔ

－Ｎ ｄ ５４ １ ０４ ２ ． ９４４ ８ ７ ９ ２ ． ０ ９６ ４９ ６２ ． ６ ０ ３ ３ ４ ０ ５ ４ ． ７ １９ ７ ８ ００ ． １ ３

３

ＥＮ ＳＭ Ｕ Ｓ Ｇ ０ ０ ００ ００ ２ ０ １ ６ ３Ｕ
ｑ
ｃ ｒ ｌ  】 １ ９ ３ １ ２ ． ３ ３ １ ３ ９ ０ １ ． ０ ９ １ ８ ３ ２ ６ ． ７ ３２ ４ ９ ７ ． ７９ １ ９２ ７ ． ８ ９６ ５ ９ ８ ． ０ ９

ＥＮ ＳＭ Ｕ ＳＧ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ６ ２ ５ ２Ａ ｔｐ ５ ｅ２ ０ ６ ６ ５ ． ４ ７ １ ５ ８ ９ １ ． ２ ３２ ２ ３ １ ９ ． ９０ ３ １ ７ ０ ． ７ ３２ ３ ８ ３ ． ９ ６７ ７５ ９ ． ８ ６

ＥＮ ＳＭ Ｕ ＳＧ ０ ０ ００ ０ ０ ３ ０ ８ ８ ４Ｕ
ｑ
ｃｒｃ ２５ ２０ ２ ． ２ ５４ ２０ ５ ． ０ ０ ５ ６４ ３ ． ６ ７ １ ７ ５ ４ ２ ．４ １ １ ５ ２ ８ ２ ． ９ ２９４ ９ ２ ． ４ ７

ＥＮ ＳＭ Ｕ ＳＧ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４４ ８ ９ ４Ｕ
ｑ
ｃ ｒ

ｑ４ ８ ６ ４ ８ ． ８ ３３ ４ ２ ０ ８ ． ０ １４ ９ ５ ５ ６ ． ２ ３７ ５ １ ０ ． ５ ２６ ０ １ ６ ． ２ ７ １ ９ １ ９ ３ ． ８ ８

ＥＮ ＳＭ ＵＳＧ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４０ ０ １ ８Ｃ ｏ ｘ  １ ５ ２ ９ ５ ． ３ １ ２ ９ ０ ． ５ ８ ２ ７ ７ ． ４ ９ １ ２４ ０ ． ８ ６ １ ０ ６ ６ ． ５ ３５ ０ ３ ． ３ ２

ＥＮ ＳＭ Ｕ ＳＧ ０ ０ ０ ０ ００ １ ６４２ ７Ｎ ｄ ｕ ｆａ ｌ １ ２ ５ １ ３ ． ７ ５８ ４ ５ ７ ． ４ １ １ ０ ７ ８ ６ ． ０ １２ ０４４ ． ５ ３ １ ５ ４ ０ ． ８ ９４ ８ ５ １ ． ７６

ＥＮＳＭＵＳＧ ０ ０ ０ ０ ００ ６ １ ５ １ ８Ｃｏ ｘ ５ ｂ２ ３ ４ ９ ７ ． ９ １ １ ６ ５ １ １ ． ０ ０２ ３ ３ ９４ ． ７ ９４ ５ ２ ６ ． ２４ ３４ １ ０ ． ８ ８ １ ０ ３ ３ ９ ． ７ ９

ＥＮ ＳＭＵ ＳＧ ０ ０ ００ ００ ３ ６ １ ９ ９Ｎｄ ｕ ｆａ ｌ ３ １ １ ３ ４ ９ ． ８ ７７ ８ ３ ３ ． ２ ５ １ ０ ７ ５ ０ ． ９ ４ １ ５ ５ ６ ． ９ ７ １ ４ ８ ６ ． ０ ４４ ８ ８ １ ． ３ ０

ＥＮ ＳＭＵＳＧ０ ０ ０ ０ ００ ２ ６ ０３ ２Ｎ ｄｕ ｆｂ３７ ８ ９ ０ ． ２ ３６ ３ ２ ５ ． ０ ６８ ６ ８ ４ ． ７ ２２ ２ ３ ６ ． ３ ３ １ ７４ ５ ． ０ ５４ ２ ３ ８ ． ６ ９

ＥＮＳＭＵ ＳＧ ０ ０ ００ ００ ２ ５ ９ ６ ８Ｎ ｄ ｕ ｆｓ ｌ ３ ６ ５ ５ ． ２ ９ ２ ９２ ７ ． ７ ０４ ０３ ２ ． ３ ８ １ １ ４ ５ ３ ． ８ ４ １ ０ ０ ６ ７ ． ０ ７５ ３ ３ ０ ． ８ １

ＥＮ ＳＭ Ｕ ＳＧ ０ ０ ０ ０００ ２ ３ ０ ８ ９Ｎ ｄ ｕ ｆａ５９ ８ ８ １ ． ５ ４ ８ ０２ ６ ． ３ ８ １ ２ ０ ３ ８ ． ３ ３２ ７ ６ ９ ． ９ ７２ ３ ０ ７ ． ７ ８ ５ ６ ８ ０ ． ０ ８

ＥＮＳＭＵ ＳＧ０ ０ ００ ００ ３ ５ ６ ７ ４Ｎｄ ｕ ｆａ ３ ８ ３ ６ ９ ． ３ ２６ １ ５ ２ ． １ ２ ９ １ ０ ７ ． ６ ６２ ２ ８ ５ ． ６ ２２ ０４ １ ． ６ ５ ４ ５ ７ ５ ． ３ ０

ＥＮＳＭＵ ＳＧ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３ １ ８ １ ８Ｃ ｏ ｘ４ ｉ ｌ ５ １ ４ ７ ８ ． ５ ２４ ４ １ ２ ７ ． ０ ８５ ６ ８ ５ ９ ． ６ ９ １ ４ １ １ ９ ． ８ ７ １ ２ ６ １ ０ ． ５ ０３ ０ ３ ８ ３ ． ０ ９

ＥＮ ＳＭＵ ＳＧ０ ０ ０ ０ ０ ０ ５ ５ ９ ８ ０ Ｉ ｒｓ ｌ ２ ４ ． ６ ９４ ６ ． ５ ３ １ ３ ． ４ １ ４ ６ １ ． ８４ ８ ６ ５ ． ４ ２ １ １ ０ ． ７ ９

ＥＮ ＳＭＵＳＧ０ ０ ０ ０ ００ ２ １ ６ ０ ６Ｎ ｄ ｕ ｆｓ６７ ３ ９ ６ ． ５ ２４４４４ ． ６ ６６ ６４ ０ ． １ ６ １ ３ ４ ８ ． ０ １ １ １ １ １ ． ２ ３３ ４ １ ８ ． ８ １

ＥＮ ＳＭＵ ＳＧ０ ０ ００ ０ ０ ０３ ８ ７ ３Ｂ ａｘ６ ６４ ． ６ ８ ６ ６ ５ ． ４ ３ ６ ０ ７ ． ５ ９ １ ２ ７ ． ５ １ １ ５ ４ ． ３ ９３ ６ ７ ． ２ １

ＥＮＳＭＵ ＳＧ ０ ０ ０ ０ ００ ０２ ６ ０ ３Ｔｇ ｆｂ ｌ ９ ２４ ． ３ ４ １ １ ０ ７ ． ８ ７９ １ ２ ． ９３２ ３ ８ ． ９６ １ ８ ９ ． ９４５ ６ ３ ． ４ ７

ＥＮ ＳＭＵ ＳＧ ０ ０ ０ ０ ００ ２ ０ １ ５ ３Ｎ ｄ ｕ ｆｓ７ １ ３ ８ ９ ８ ． ８ ８ １ ２ ２ ６ ２ ． １ １ 丨 ４４ ４ ２ ． ９ ０３ ３ ３ ３ ． ６０ ３ ３ ３ ９ ． ７ ８８ ２ ６ ６ ． ３ ５

ＥＮ ＳＭＵ ＳＧ ０ ０ ０００ ０ ３ ６ ７ ５ １Ｃ ｏ ｘ６ ｂ ｌ２ ９２ ８ ５ ． ３ ０２ ４ １ ６ １ ． ６ ５３ ０ １ ８ ２ ． ４ ７９ ２ ４ ８ ． ５ ８７９ ６ ４ ． ４ ７ 丨 ７４ ３ ５ ． ９ ３

ＥＮＳＭＵ ＳＧ ０ ０ ００ ００ ７ ４ ２ １ ８Ｃ ｏ ｘ ７ ａ ｌ １ ４ ７ ２ ３ ． ５ ６ 丨 ０ ５ ３ ８ ． ８ ５ １ ４ ７ ３ ８ ． ９ ５ ３ ３ ９ ８ ． ９ ７２ ５ ９ ６ ． ２ ５ ７ ８ ４ ４ ． ２ ７

ＥＮ ＳＭＵ ＳＧ ０ ０００００ ２ ６ ８ ９ ５Ｎ ｄ ｕ ｆａ ８８ ００ ６ ． ３ ５６ ３ ４ ２ ． ６ ２ ８ ７ ３ ３ ． ２ ０２ ４ ６ ７ ． ７ ９２ ０ ０ ３ ． ０ ５４ ７ ０ ０ ． ８ ６

ＥＮＳＭＵ ＳＧ ０ ０ ００ ０ ０ ３ ３ ９ ３ ８Ｎ ｄ ｕ ｔｂ ７ １ ０ ２ ２ ３ ． ４ ８７ ７ ２ ６ ． １ ５ １ ０３ ４ ８ ． ６ ３ １ ９ １ ３ ． ８ ０ １ ６ １ ６ ． ０ ５ ５ ５ １ ４ ． ４ １

ＥＮ ＳＭＵ ＳＧ ００ ０ ０ ０ ０ ５ ９ ２ ０ １Ｌｅ ｐ ９ ３ ， ２ ６ １ ５ ２ ． ７５４ ０ ６ ． ４ ４８ ０ １ ． ５ ２ ８ ２ ５ ． ８ ０６ ０ ８ ． ８４

ＥＮ ＳＭＵＳＧ０ ０ ００ ０ ０ ２ ７ ３ ９ ８ Ｉ ｌ ｌ ｂ ８ ． ２ ３４ ４ ． ７７ ７０ ． １ ５ ２ ． １ ４ ２ ． ０ ３ ５ ． ２ ８

ＥＮ ＳＭＵＳＧ０ ０ ００ ００ ３ ５ ８ ８ ５Ｃ ｏｘ ８ ａ２ ６ ７ ７ ７ ． ４ ３ １ ９３ ８ １ ． ６４２ ５ ０ ２ ２ ． ５ ９８ ８ ０ ８ ． １ ７７ ２ ３ ４ ． １ ５ １ ４ ９ ０ ６ ． ６ ５

ＥＮ ＳＭＵＳＧ０ ０ ００ ００ １ ７ ７ ７ ８Ｃｏｘ７ｃ １ ８ ２ ９４ ． ７４ １ ４ ８ １ ７ ． ５ ９２２３ ４４ ． ６ ６６ ９ ６ ５ ． １ ０ ５ ８ ４ ７ ． ６ ５ １ １ ６ ４６ ． １ １

ＥＮ ＳＭＵＳＧ０ ０ ００００ ２２ ８ １ ２Ｇ ｓｋ３ ｂ ４ ８ ３ ． ６ ５ ５ ８ ２ ． ９ １６４ ０ ． ６ ０ １ ９ ０６ ． ２ ９ １ ６ ７ ７ ． ０ ０７ ３ ７ ． ５ ８

ＥＮＳＭＵＳＧ ０ ０ ０ ０ ００ ４ １ ８ ８ １Ｎ ｄ ｕｆａ７６２６ ９ ． ２ ２４ ９ ９ ７ ． ７ ２ ６ ５ ３ ５ ． ９ ８２ ０ ０４ ． ８ ８ １ ８ ３ ７ ． ４ ９ ３ ９４ ０ ． ０ ７

ＥＮ ＳＭＵＳＧ００ ００００ ４ １ ６ ９ ７Ｃｏｘ６ ａ ｌ ５４ ５ ８ ２ ． ５ ０４ １ ７ １ １ ． １ ８５ ３ ４ ０２ ． ９２ １ ９ ８ １ ５ ． １ ８ １ ７ １ ０ ４ ． １ ６３ ３ ４ ９２ ． ７ ３

ＥＮＳＭＵＳＧ ０ ０ ０ ０００ ２２ ８ ２ ０Ｎｄｕｆｂ４７ ０９２ ． ９ ８ ５ ９ ４ ８ ． ４ ６ ８ ３ ２ ０ ． ５ ８３ ０ １ ０ ． ０ ０２ ６ ６ ２ ． ２ ７４ ７４ ６ ． ２４

ＥＮ ＳＭＵＳＧ ０ ０ ００ ０ ０ ２ ５４８ ８Ｃ ｏｘ ８ ｂ５ ２ ０ ３ ８ ． ０ ６３ １ ７６ ７ ． ５ ３４ ９３ ０９ ． ６ ８ １ ２ ３ ９８ ． ９ ５９ ６６ ２ ． ８ ０２ ８ ２ ９ ６ ． ９ ９

ＥＮ ＳＭＵＳＧ０ ０ ００ ０ ０ ０２ ４ １ ６Ｎｄｕ ｆｂ ２ １ ０３ ９ ． ５ ４６ １ ６ ． ２ ７ ８ ３ ２ ． ４ ７ １ ８ ４ ． ３ １ ２ ０４ ． １ ７ ５ ２ １ ． ２ ６

９４



北京协和医学院＆中 国医学科学院

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ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２２４５ ０Ｎｄｕｆａ６ １ １ ９２ ８ ．６ １８５３ ８ ． １ ８ １ １ ５ ３５ ． ９６３ ３ ２９ ． ３ ２２４７４ ． ３ ６７０８７ ． ７０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ００ ５９ ５３ ４Ｕｑｃｒ ｌ Ｏ １ ８２７５ ． ５４ １ ３ ０３ ５ ． ５ １ １ ７ ８９ ５ ． ５ ３５９９９ ．６３５ ０ １ １ ． ６９ １ １２２６ ． １ ５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２２ ３ ８３Ｐ
ｐａｒａ ２９５ ．３ １４０３ ． ８２ ３２２ ． ８８２６７ １ ． ３ ８３ ０ ８ ３ ． ８ １５４９ ． ７ ５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２５ ７４６ １ １ ６ ０ ．９ １ ８ ． ７８ ３ ５ ． ０ ７ ０ ． ００ ０ ． ００ ０ ． ００

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２２３ ５４Ｎｄｕｆｂ９ １ １ ４７０ ． ５ ５８３ ５ ９ ．９７ １ ０７ ７ １ ． ５７３０４３ ． ２ １２ ７０４ ．９３７２７５ ． ５ ２

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００６４３ ５ ８ｍｔ
－Ｃｏ３５ ００ ５ ９ ． ５ ６５ ９０ ５６ ． １ ６４６７３ １ ． ８ １２ ５ １ ９２ ．２４７３０２ ． ２０２ ８ ８２４ ． ５８

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２４４０ １Ｔｎｆ ２ １ ． ０３ ５ ２ ． ６７４ ５ ． ３ ９ ３ ． ２ １ １ ．０２ １ ３ ．７２

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ １ ４３ １ ３Ｃｏｘ６ｃ３ ５ ０９６ ， ４６２６９２０ ． ８ ０３ ７５ ６０ ．２０ １ １ ３ ５４ ． １ ９ １ ０７３４ ．４ １２５０ ８８ ． １ ６

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３ １ ０５９Ｎｄｕｆｂ ｌ ｌ １ ３ ５ １ ３ ．０６９ １ ６３ ．２２ １２９ ５７ ．４５４４３ １ ．９５３９７４ ．６２８ ８６３ ． ５８

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００００２５ ４０ ８Ｄｄ ｉｔ３ ５ ８ ８ ． ８０ ５２９ ． ３６４ ８７ ．９３ １ ４８ ． ９５ １ ７３ ． ６９ ３９７ ． ８ １

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ０００２ ３ ７ ９Ｎｄｕｆａ ｌ ｌ５ ０６ ６ ． ０２ ３ ５８６ ．９８ ５ ２０９ ．３９ １ ５０５ ． ５ ３ １ ３ ８ ０ ．４０３ ５５ ３ ． ８ ７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００５ １ ８ １ １Ｃｏｘ６ｂ２ １ ２７ ．０８ ９０ ． ４２ １ １ ２ ．４４ ３４ ．２９３ ８ ． ６０７０ ．７０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００５７ ７２２Ｌｅｐｒ ０ ． ９ １ ０ ． ８８ ０ ． ００ １ ７ ． １ ４ １ ８ ． ２８ 】 ． ０６

９ ５
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

硕士学位论文

附录二

ＬｎｃＲＮＡ ｌ ｌ 缺陷诱发 ＢＡＴ 中表达变化的产热基因

Ｇｅｎｅ ＩＤＧｅｎｅ ＮａｍｅＷＴ １ＷＴ２ＷＴ３ＫＯ ＩＫ０２Ｋ０３

１ ２５ ８ ８０２ ． ２７ １ ７４４ ．０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００６４３ ５ １ｍｔ
－Ｃｏ ｌ １ ０９９８８２ ．７２ ８９４ １ ４ １ ．２ ８ ３３ ７５６６ ． １ ２３ ８３ １ ３ １ ． ３３

７０ ７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２００２２Ｎｄｕｆａ ｌ ２ ６９３ ．３０ ５ ５ ９ ． ６ ８ １ ４４ ８ ． ７７４３３ ０ ． ０３３ ６８ ８ ． ８２５０ １ １ ． ３ ３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２２２２０Ａｄｃｙ４２９０ ． ３９２ ５ １ ． ９ １５ １ ８ ． １ ０ １ ４８６ ． ６２２ １ ９６ ． ４３ １ ２０ １ ． ７７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２４９２ １Ｓｍａｒｃａ２ ８ １ ０ ．０９９２４ ． ３ ３６９６ ．４２２６９ ． ７ １２ ５ ８ ． ９７３ ０４ ． ３ １

ＥＮＳＭＵＳＧＯＯＯＯＯＯ １４２９４Ｎｄｕｆａ２ １ ３ ８ ３ ． ３ ８ １ １ １ ７ ＿ ３２３ ７９３ ．４０ １ ２ １ ２７ ． ９２９４６８ ．７２ １ ２ ７６９ ． ７０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２８ ５ １ ８Ｐｒｋａａ２９９９ ． ７６９ １ ７ ．２２３ ０３ ． ８９ １ ３ ８ ． ９７ １ ０９ ． ７３ １ ５ ６ ． ８ ０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ００２４９００
＇

Ｃｐｔ ｌ ａ４ ８ ７ ． ５ ６４０６ ．３０４０３ ． ０８ １ ７０ ．０６ １ ３ ８ ． ７０ １ ２７ ． ９ １

３ ３４０５４ ． ７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００６４３６７ｍｔ
－Ｎｄ５３ ４４ １ ５４ ．２３ ９７８００ ． １ ３４ １ ０４２ ．９４４８ ７９２ ．０９６４９６２ ． ６０

１

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２０ １ ６３Ｕｑｃｒ ｌ ｌ ２４９７ ．７９ １ ９２７ ． ８９６５ ９８ ． ０９ １ ９３ １ ２ ． ３ ３ １ ３９０ １ ．０ ９ １ ８３２６ ． ７３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２６ ５６７Ａｄｃｙ ｌＯ２４２ ． １ ７ １ ４０ ． １ ７４８ ． ５４ １ ０ ．９７６ ． １ ５２２ ．６９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ００ １ ６２ ５２Ａｔｐ
５ｅ ３ １ ７０ ．７３２３ ８３ ．９６７７５ ９ ． ８６２ ０６６５ ．４７ １ ５ ８ ９ １ ２３２２３ １ ９ ． ９０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３０８８４Ｕｑｃｒｃ２ １ ７５４２ ． ４ １ １ ５２８２ ． ９２９４９２ ．４７５２０２ ．２５４２０５ ． ００５６４３ ． ６ ７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００４４ ８９４Ｕｑｃ ｒｑ ７ ５ １ ０ ． ５２６０ １ ６ ．２７ １ ９ １ ９３ ． ８８４８６４８ ． ８３３４２ ０８ ．０ １４９５ ５ ６ ．２３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ １ ８９３ ２Ｍａｐ２ｋ３ ７２０ ． ０８７３ ８ ．４５６２３ ．６２ １ ３３２ ． １ １ １ ５２９ ．２５ １ ７５ ２ ．６２

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００４００ １ ８Ｃｏｘ  １ ５ １ ２４０ ． ８６ １ ０６６ ． ５ ３ ５０３ ． ３２２９５ ． ３ １２９０ ． ５８２７７ ．４９

ＥＮＳＭＵＳＧＯＯＯＯＯＯ １ ６４２７Ｎｄｕｆａ ｌ ２０４４ ． ５３ １ ５４０ ．８９４８５ １ ． ７６ １ ２５ １ ３ ． ７５８４５ ７ ． ４ １ １ ０７８６ ． ０ １

ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００５ ５ ８ ０Ａｄｃｙ９６３ ６ ． ５０ ８２０ ． ７２ １ ９０ ． ９９ １ ５４ ． ５ １ ９７ ．４４ １ ０４ ． １ ９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００６ １ ５ １ ８Ｃｏｘ５ｂ ４５２６ ．２４ ３４ １ ０ ． ８ Ｂ １ ０３ ３９ ．７９２３４９７ ．９ １ １ ６５ １ １ ．００２３ ３ ９４ ． ７９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２９ １ ９ ５Ｋ ｌｂ６６８ ． ６５７４ １ ． ５０２００ ．４９ １ ５ １ ． ７７ １ ２ ９ ． ９２ １ １ ６ ． ５ ７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ３６ １ ９９Ｎｄｕｆａ ｌ ３ １ ５ ５ ６ ．９７ １４８６ ．０４４８Ｓ １ ． ３０ １ １ ３４９ ．８７７８３ ３ ．２５ １ ０７５０ ．９４

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ５２９２０Ｐ ｒｋｇ ｌ ８ １ ．４４ ９４ ．４６ １ ６ ． ８ ８ ９ ． １ ４ ３ ． ５ １ ５ ． １ ６

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２２ ８４０Ａｄｃｙ５３６０ ．０４３ ８２ ． ９４ １ ２ １ ．３ ５７０ ．４０ Ｓ ８ ． ６７４０ ．２３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２７５２３Ｇｎａｓ ３ ３４４ ． ３２３ ０６３ ．４９ １ ７９ １ ． ７ １ １ ０３ ５ ．８８ １ ２０７ ．０７ １ １４８ ． １ ３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ １ ８７９６Ａｃｓ ｌ Ｉ４８８ １ ０ ． ３６３９ １ ９８ ．６８２２４４４ ．９ １ １ ４５９０ ．９９ １ ３ ８ １ ５ ．０６ １ ５ ３ ３７ ． ２６

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２６０３２Ｎｄｕｆｂ３ ２２３６ ． ３ ３ １ ７４５ ．０５４２３ ８ ．６９７８９０ ．２３６３２ ５ ． ０６ ８６８４ ．７２

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２ ５９６ ８Ｎｄｕｆｓ ｌ １ １ ４５３ ． ８４ １ ００６７ ．０７５ ３ ３ ０ ． ８ １３ ６５ ５ ．２９２９２ ７ ． ７０４０３２ ．３ ８

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００７８ ９３ ７Ｃｐｔ ｌ ｂ ５６ ． ７９ ２０ ． ３ １ ４９ ． ５９ １ ６５ ．４８ １ ９５ ． ７７ １ １ ３ ．４７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２３ ０８９Ｎｄｕｆａ５ ２７６９ ．９７２３０７ ．７８５ ６８０ ． ０８９ ８８ １ ． ５４８０２６ ．３ ８ １ ２０３ ８ ．３３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３ ５６７４Ｎｄｕｆａ３ ２２８ ５ ．６２２０４ １ ．６５４ ５７５ ．３０８３ ６９ ．３２６ １ ５２ ． １２９ １ ０７ ． ６６

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ３２ ８８ ３Ａｃｓｌ３８８ ８ ． ３２ ５ ７５ ．９３３ ２７ ． １ １ １ ９７ ．４８２０８ ．９３２２３ ． ８５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２４９８ １Ａｃｓ ｌ５ ６ ５６６ ．４８５３ ８６ ． ５０３ ２９５ ．３５２４２０ ． １ ０ １ ５ １ １ ． ６９２２５４ ．９９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３ １ ８ １ ８Ｃｏｘ４ ｉ ｌ １ ４ １ １ ９ ． ８７ １ ２６ １ ０ ． ５ ０ ３ ０３ ８３ ．０９ ５ １ ４７８ ．５ ２４４ １ ２７ ．０８５６８ ５９ ． ６９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２ １ ６０６Ｎｄｕｆｓ６ １ ３４ ８ ． ０ １ １ １ １ １ ．２３３４ １ ８ ． ８ １７３９６ ． ５２４４４４ ． ６６６６４０ ． １ ６

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２０ １ ５３Ｎｄｕｆｓ７ ３ ３３ ３ － ６０ ３ ３３ ９ ．７８８２６６ ． ３ ５ １ ３ ８９８ ． ８８ １ ２２６２ ． １ １ １４４４２ ． ９０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３６７５ １Ｃｏｘ６ｂ ｌ ９２４ ８ ． ５８７９６４ ．４７ １ ７４３５ ．９３２ ９２ ８５ ．３０２４ １ ６ １ ．６５３０ １ ８２ ．４７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２３ ０２０Ｃｏｘ ｌ ４ ９９３ ． ３ ３ ８ １ ６ ．６６ １ ７５４ ． ７８２ ８３ １ ． ５２２６２３ ．９６２９５ ３ ． ３６

９６



北京协和医学院＆中 国医学科学院


硕士学位论文

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ７４２ １ ８Ｃｏｘ７ａ ｌ ３ ３９８ ． ９７２５９６ ． ２５７ ８４４ ．２７ １ ４７２３ ． ５ ６ １ ０５ ３ ８ ．８ ５ １ ４７３ ８ ． ９５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２６８９５Ｎｄｕｆａ８ ２４６７ ． ７９２００３ ． ０５４７０ ０ ． ８６８００６ ． ３ ５６ ３４２ ． ６２８７３ ３ ． ２０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３３９３ ８Ｎｄｕｆｌ＞７ １ ９ １ ３ ． ８０ １ ６ １ ６ ． ０５５５ １ ４ ．４ １ 】 ０２２３ ． ４８７７２６ ． １ ５ １ ０３４８ ． ６３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ３ ５８８ ５Ｃｏｘ８ａ ８ ８ ０８ ． １ ７７２３４ ． １ ５ １ ４９ ０６ ＿ ６５２６７７７ ．４３ １ ９３ ８ １ ．６４２ ５０２２ ． ５９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２４ ８３ ０Ｒｐｓ６ｋｂ２ １ ６６ ．０９ １ ４９ ． ３ １２６４ ． ８ ５４８ ８ ． ２ ３４９６ ． ８８３ ６７ ．２４

ＥＮＳＭＵＳＧＯＯＯＯＯＯ １ ７７７８Ｃｏｘ７ｃ ６９６ ５ ． １ ０５８４ ７ ． ６５ １ １ ６４６ ． １ １ １ ８２ ９４ ． ７４ １ ４８ １ ７ ．５ ９２２ ３ ４４ ． ６６

ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００５０３４Ｐｒｋａｃｂ １ ５ ５２ ． ６ ８ １ ５ ５ ５ ． １ １７４２ ．８ ５４９３ ． ７ １４８６ ．３ ４６ ６８ ．４５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００４ １ ８８ １Ｎｄｕｆａ７ ２００４ ． ８８ １ ８３７ ．４９３ ９４０ ． ０７６２６９ ．２２４９９７ ．７２６５ ３ ５ ．９８

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００５０ ８５ ６Ａｔｐ５ｋ２０８６ ． ３２ １ ５ １ ５ ．４９４ ３ ０ ５ ． １ ７７７０５ ． ５ ５５ ２８ ８ ．３ ０７３ ５ ５ ．０４

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ３８６９０Ａｔｐ５ｊ２ ７ ５ ５ ３ ． ３８６０７３ ． １ ５ １ ５ ７ １ ５ ． ９８２６２６７ ．２６ １ ８８２ １ ．５６２７８４４ ． ９５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２９５ ８０Ａｃｔｂ ５ ８５ ２ ． ８３６５６４ ． ７７ １ １ ３ ５ ５ ．９４ １ ２６８４ ． ７２ １ ９６６２ ． ５６２ １ ６７６ ．２ １

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００００４ １ ６９ ７Ｃｏｘ６ａ ｌ １ ９ ８ １ ５ ． １ ８ １ ７ １ ０４ ． １ ６ ３ ３４９２ ．７３５４５ ８２ ． ５ ０４ １ ７ １ １ ． １ ８５ ３４０２ ． ９２

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２３ ８０９Ｒｐｓ６ｋａ２ ２ ０３ ．６０２０７ ． ２ １ １ ８７ ． ８２ ９６ ． ９ １ ８９ ． ５４ １ ０２ ． １ ２

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２２ ８２０Ｎｄｕｆｂ４ ３０ １ ０ ． ００２６６２ ．２７４７４６ ． ２４７０９２ ．９８５ ９４８ ． ４６８ ３２０ ． ５ ８

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２５４８８Ｃｏｘ８ｂ １ ２３９８ ． ９５９６６２ ．８０２ ８２９６ ． ９９５２０３ ８ ．０６３ １ ７６７ ． ５ ３４９３ ０９ ．６８

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２０６５４Ａｄｃｙ３ ２３７ ８ ． ８５ １ ７０７ ．４７ ３４５ ．０５ １ ８ ９ ．２６２０７ ． １ ８ １ ９４ ．９７

ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００２４ １ ６Ｎｄｕ ｆｂ２ １ ８４ ． ３ １２０４ ． １ ７５２ １ ．２ ６ １ ０３ ９ ．５ ４６ １ ６ ．２７８ ３２ ．４７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２２４５０Ｎｄｕｆａ６ ３ ３２９ ． ３２２４７４ ． ３６７０８７ ． ７０ １ １ ９２８ ．６ １８ ５ ３ ８ ． １ ８ １ １ ５ ３ ５ ． ９６

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ００５３ １ ３ ７Ｍ ａｐ
ｋ ｌ ｌ２３ ． ５ ７２８ ． ４４ １ １ ８ ， １ ８２０２ ． ９７３ １ ９ ． ５ ５ １ ５３ ． ７０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２２９５ ６Ａｔｐ５ｏ ３ ５２ ０ ． ０６３ １ ０ ８ ． １ ８６ ７６ １ ．６５ １ ０９ ００ ．９６７９０ ８ ． ７４ １ ０９３ ０ ．４３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ５ ９ ５３ ４Ｕｑ
ｃｒ ｌ Ｏ ５９９９ ． ６３５０ １ １ ．６９ １ １ ２２６ ． １ ５ １ ８２７５ ． ５４ １ ３０３ ５ ．５ １ １ ７８９５ ． ５３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２７２３ ０Ｃｒｅｂ３ １ ｉ ６ ７ ． ５ １４ ９ ． ７７ ８２ ． ３０ １ ２８ ． ００ １ ８６ ． １ １ １ ５６ ． ８０

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００００６５９４ ７ｍｔ
－Ｎｄ４ １ ５ ７５７ ． ４６４６４７ ． ０４５ ２２ ． ３２ １ ６７ ． ３ １ １ ６２ ．４ １ ５ ０９ ． ５ ９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ３ ４ ８０ １Ｓｏｓ２ １ ２７ ８ ． ３ ６ １ ２ １ ８ ． ９０６ １ ９ ．４０４５６ ． ２３４６２ ．６４５ ７４ ． ５ ８

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２２ ３ ５４Ｎｄｕｆｂ９ ３０４ ３ ．２ １２ ７０４ ．９３７２７ ５ ． ５２ １ １４ ７０ ． ５ ５８ ３ ５９ ．９７ １ ０７７ １ ． ５７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００６４３ ５ ８ｍｔ
－Ｃｏ３２ ５ １ ９２ ． ２４７３０２ ，２０２ ８８２４ ． ５ ８５００５９ ． ５６５９０ ５６ ． １ ６４６７ ３ １ ． ８ １

ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００３ ０７ ２Ａｔｐ５ｄ ８ １ ０２ ．０２７０３ ７ ．０９ １ ５００ １ ． ６ １２ ３ １ ３８ ． ５ ９ １ ７０４７ ．３ ８２ １ ２７３ ．９０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ５ ８ ８ ８ １Ｚ ｆｐ５ １ ６２０８ ． ９５２ １ ０ ．２６ １ ４０ ．３４８ １ ．３ ７ ８９ ． ５４ １ ０３ ． １ ６

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ １ ４３ １ ３Ｃｏｘ６ｃ １ １ ３ ５４ ． １ ９ １ ０７３４ ．４ １２ ５０８８ ． １ ６３ ５ ０９６ ．４６２６９２０ ．８０３ ７５ ６０ ． ２０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２２ ６ １ ０Ｍａｐｋ ｌ ２２２ １ ． ８ １２３３ ． ６２４４４ ． ２３７５７ ． ９４８０２ ． ３ ７４２２ ． ９４

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３ １ ０５ ９Ｎｄｕｆｂ ｌ ｌ４４３ １ ．９５３ ９７４ ．６２８ ８６３ ． ５８ １ ３ ５ １ ３ ． ０６９ １ ６３ ．２２ １ ２９５ ７ ．４５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３４ ５６６Ａｔ
ｐ
５ｈ ５ ３ ８ ６ ．７０５０７９ ． ７５ １ １ ２９８ ．９６ １ ５７ ５ １ ． ２ １ １ ２０６ １ ．９ ５ １ ６ ８６９ ． １ ３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２ １ ５３ ６Ａｄｃｙ２ ２ １ ．４３ ３ ５ ． ５５ １ ４ ．７７ ６ ．４０ １ ． ７６ ３ ．０９

ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００２ ３７９Ｎｄｕｆａ ｌ ｌ １ ５０ ５ ． ５３ １ ３ ８０ ．４０３ ５５ ３ ． ８７５０６６ ．０２３ ５ ８６ ． ９８ ５２０９ ． ３ ９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００５ １ ８ １ １Ｃｏｘ６ｂ２ ３４ ．２ ９ ３ ８ ． ６０ ７０ ． ７０ １ ２７ ． ０８ ９０ ．４２ １ １ ２ ．４４

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３０ ５ ８４Ｄｐ
ｆｌ ２ ． １ ４ ４ ． ０６０ ． ００ １ ０ ． ０ ６２２ ， ８２９ ． ２８

９７
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

硕士学位论文

附录三

ｈｎＲＮＰＡ ｌ 真核表达质粒图谱

Ｓ ｐ ｈ Ｉ

 Ｎ ｒｕ ｌ

＊

驗

ｈ作
’
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Ｐ ｍ ｅ ｌ

Ｐ ｆ ｌ Ｍ Ｉ

Ｍ ｌ ｕ ｌ

Ｓ ｎ ａ Ｂ Ｉ Ｈ ｉ ｎｄ ｉ
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ＥＦ ｌ Ａ ＞ ｍ Ｈ ｎ ｒｎ ｐ ａ ｌ
［
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］ ／Ｆ ｌ ａ ｇ
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

硕士学位论文

附录四

过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 诱发表达变化的产热基因

Ｇｅｎｅ  ＩＤＧｅｎｅ ＮａｍｅＣＤ 
１ＣＤ２ＣＤ３０Ｅ－Ｄ １ＯＥ－Ｄ２ＯＥ －Ｄ３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３ ８７ １ ７Ａｔｐ５ １ ２４７６ ．３ ５ １９８ ５ ．４ １ １ ８６ ５ ． ４０３７２６ ．２ １ １ ０ １ ０９ ． １ ４ １ ３２０ ５ ． ７ １

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００５０ ８５ ６Ａｔｐ ５ｋ７０ １ ． ８７ ５２３ ． ５２５ ０４ ． ５７９８４ ．０ １２ ８６ １ ．９２２ ８０ ９ ． １ ９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３８ ６９０Ａｔ
ｐ５ｊ

２ ４５ １ ６ ． ３３３６７４ ． １ ２３ ７０７ ． ８３５９ ８ １ ．９ １ １ ７３ ８６ ．９７ １ ７６ ５９ ． ５ ５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ １６４２ ７Ｎｄｕｆａ ｌ ８ １ ３ ． ８７７００ ． ３３７２５ ． ４ ８ １ ２ １ １ ．２２２４２ ６ ． ３４ １ ８８４ ．７２

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ２６０３ ２Ｎｄｕ ｆｂ３ １ ５２７ ． ３ ３ １ ４２４ ． ８０ １ ３７６ ． ７４２０７４ ．２９ ５ ０４３ ． ３９４ １ ０６ ．４４

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３２ ３ ３ ０Ｃｏｘ７ａ２ ２９０９ ． ８４２ ５ ３ ９ ． ９８２４８ ９ ． ２７３ ６９５ ． ０６ ８９２０ ． １ １７４７ ８ ． ８５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００４０ ０４ ８Ｎｄｕｆｂ ｌ Ｏ３２６ ５ ． １ ２２４９ １ ， ６８２７ １ ７ ． ２ ５３ ５４ １ ． １ ４９４０ １ ． ６ １８９６ ８ ． ８ ５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ００４ １ ８８ １Ｎｄｕｆａ７ ２ ５ ６ １ ． ３ １２０８４ ． ５ ９ １ ９８ ３ ． ８ １２７３２ ． １ ３６９６８ ．２ １ ５ ９９ ３ ．４７

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００００４８３ ５ １Ｃｏａ７ ４ １ ５ ． １ ４３ ９４ ． １ ５３７９ ．９７４８７ ．４２９９０ ． ０８ １ ０５ ６ ． ０４

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２７ ６７３Ｎｄｕｆｂ Ｓ ２３ ６ １ ． ４７２２５７ ． ９５２ ０６ ８ ． ６４２ ５ ５８ ． ０５５６９５ ． ５９５ １ ６０ ． １ ８

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ００２ １ ５２ ０Ｕ
ｑ
ｃ ｒｂ １ １ ８４ ． ５ ９ １ ５ ７５ ． ７３ １ ２６ ６ ． ２８２ ３ ７２ ．９７６ ５ ３ ８ ． ５ １６３ ９２ ． ８０

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００００ ９ １ ８０３Ｃｏｘ ｌ ６ １ ６７ ．０２ １ ４４ ．０３ １ ６０ ．８３２８２ ． １ ９６２ ７ ．４８７３７ ． ５ ０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００６３ ８８２Ｕｑｃ
ｒｈ ３ ８ ８ ２ ． ０３３４０４ ． １ ７３２ １ ２ ． ９８４９６３ ．０９ １ ５ ８９４ ． ２ ０ １ ８２２０ ．４７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３ ６ ７５ １Ｃｏｘ６ｂ ｌ ４０３ ５ ． ５４３ ５８０ ．９８３ ５７８ ． ８２５ ３４５ ． １ ５ １ ３２ ７９ ． ５ １ １ ３ １ ３４ ． １ ６

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３６ １ ９９Ｎｄｕｆａ ｌ ３ ２ ７３ ３ ． １ ６ １ ８８ ７ ． ０９ １ ８５３ ． ０３２９ １ ０ ． ７９８６６４ ． ６４７ ７４４ ． ３０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００７ １ ０ １ ４Ｎｄｕｆｂ６ １ ２７４ ． ３ ８９ ７９ ．７７ １ ０３ ９ ． １ ８ １ ４ ５２ ． １ ９３ ８ ９２ ． ０３３６３ ０ ． ９４

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２２３ ５４Ｎｄｕｆｂ９ １ ９３ ７ ． ６４ １ ６ ８ １ ． ８２ １ ７２６ ． ６７２ １ ２６ ． ５ １６２０６ ． ５ ２５ ８４３ ．４３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ００２８４９ ５Ｒｐｓ６ １ ７６４ １ ．４ ８ １ ５ １ ８６ ． ３ ８ １ ５ １ ４３ ．２５ １ ９５ ７ １ ．９９４ ３ ５６６ ． ９ １４２４ １ ０ ． １ ７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２７ ３ ８４Ｎｄｕｆａｆ５ －４０３ ． ５ ５ ３ ６６ ． ５ ５３３４ ． ０２４６ １ ． ７７９７０ ，０６９ １ １ ． ７ ７

ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００９ ８６３Ｓｄｈｂ ５ ２６３ ． ５８４５ ９０ ． ０７４４３ ５ ． ９６５ ３ ５ １ ． ５ ６ １ １ ７９ １ ．４ ５ １ １ ６２ ５ ．６９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２３ ０８９ＮｄｕｆａＳ １ ６３ １ ． ５ ９ １ ５４ ５ ． ５ ５ １ ４９６ ． ０３２ ５ ５ ９ ． ８ ８８０６４ ．２４８ ７７ １ ．４９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ００３４５６６Ａｔｐ５ｈ ４２９４ ．２８３ ７３ ７ ．９ ５３ ８３０ ． ６６５６８２ ．３ １ １ ９７ ７０ ．９２２ ３ ４８７ ．９８

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００００ １ ７ ７７ ８Ｃｏｘ７ｃ ４２３ ０ ． ５６ ３ ８ ９９ ． ２３３ ６６２ ． ７６５ ５０３ ．６５ １ ７７ ０２ ．４ ８ １ ６５２２ ． ７２

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ １ ４３ １ ３Ｃｏｘ６ｃ ４６７７ ． ５６４２２８ ．６９４ １ ０７ ．２４５ ９８ ５ ．５ ７ １ ５ ９ １ ０ ．６９ １ ４９０４ ．６ １

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００００３０ ８６９Ｎｄｕｆａｂ ｌ １ ３ ５ ８ ． ３７ １ １ ８ １ ． ５ ８ １ ３４８ ．４６ １ ７３ １ ．６３４ ２３ ９ ． ３２４８ １ ３ ． ９３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２９ ３ ３４Ｐｒｋｇ２ １ １ ３ ． ９２ ２ １ ０ ．４４２ １ ５ ． ６ １３ ８６ ． ６４３９２ ． ０３６４９ ． ７８

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ００ ０００８ ８Ｃｏｘ５ ａ １ ８９０ ． ３３ １ ４４８ ．９５ １ ６４８ ．９ １２ １ ４０ ．２６５ １ １ １ ． ６７４９３ ８ ． ５８

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２５ ６６５Ｒｐｓ６ｋａ６４３ ． ４４ ８ １ ． ０７ ９８ ．９ ７ １ ６０ ． ３４ １ ７ １ ． ８８２３ ７ ． ７ ５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２４２４８Ｃｏｘ７ａ２ １ ５ ７６３ ． ６８５２２６ ． ５ ７５０３ ６ ． ８５５ ８４４ ．４８ １ ５４４８ ．０２ １ ４ ７６３ ． ８ １

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００４ １ ６９７Ｃｏｘ６ ａ ｌ １ ２ ６ ７５ ． ２６８４ ８２ ．４０９３ ７２ ． ０８ １ １ ４０２ ． １ ８２ ５２ ９６ ．９ ９２４６９ １ ． ７５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ００３３ ９３８Ｎｄｕｆｂ７ １ ３０ ６ ．２４ １ ０２４ ． ６２ １ ０２４ ． １ ６ １ ８ １ ３ ． １ ７ ５ ８ ６２ ． ７６６ ５ ３４ ． ７６

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２９６３ ２Ｎｄｕｆａ４ ４ ２８ ３ ．６６３ ９２４ ．２４３ ９０ ７ ． ５４６４４ １ ． ８４ １ ５ ６２ ８ ． １ ４ １ ４５２４ ． ９０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２ １ ７６４Ｎｄｕｆｓ４ ２４９３ ． ７３ ２２６６ ． ５ ７２２ ５ ９ ． ５ １３ ２４ １ ． ５４９ ５ ７２ ． ３ １ １ ０ １ ９２ ． ２４

ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００２４ １ ６Ｎｄｕ ｆｂ２ １ ２９ ． ３７ １ ４６ ． ６２ １ ５ １ ． ９９２ １ ４ ． ３９５ ５６ ． ８４ ５ ３２ ．０６

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００４４ ８９４Ｕｑｃ ｒｑ ６２２９ ． ０２４９５４ ．０３４９４４ ． ０７７ １ ２７ ． １ ７ １ ９ １ ６８ ． １ ７ １ ８ ５３ ３ ． ２４

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３ １ ０５９Ｎｄｕｆｂ ｌ ｌ ３２６４ ． １ ５２４９４ ．２６２４９７ ．２２３ ６８ １ ．３２８ ８８ ９ ． ５０８４９２ ． １ ９

ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００６０５７Ａｔｐ５ ｇ ｌ ２ １４ ５ ．２ １ １ ５ ９９ ． ８８ １ ９２３ ．７２２６５７ ．００ ５２７ １ ． ７８４ １ ９ ６ ．４７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ２ １ ６０６Ｎｄｕｆｓ６ ８７４ ． ６９ ５６９ ．２３５ ４５ ．２２８ ８ ７ ． ８０２ ５０６ ． ３９ １ ５０９ ． ６２

９ ９
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

硕士学位论文

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ８ １ ４０６Ｒｐｓ６
－

ｐ
ｓ４８４ ８ ． ６２７６３ ．２９７２９ ． ９０９２９ ．０３ １ ９２３ ．６４ １ ９６６ ．６６

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ０５ ５ １ ０Ｎｄｕｆｓ３ ４５４９ ． １ ５３ ５４３ ． ０３３ ８２８ ． ８９４ １ ４４ ． ００ １ ０２ ０２ ． １ ５ １ ０ １ １ ２ ． ６ １

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ １ ４２９４Ｎｄｕｆａ２ ２０ １ ６ ． ８０ １ ５ １ ７ ．９ ５ １ ４０５ ．０２２６３ １ ． ３４９６８７ ．６８９ １ ２ ５ ．８ １

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ １ ６２５２Ａｔｐ５ｅ２ ９７ ． ３６ ２３ ０ ． ２８２ ３６ ． ８２３ ７３ ． ８ １ １ ２７ ７ ．３ ３ １ ７０６ ． ９８

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００００３ ５ ６７４Ｎｄｕｆａ３ ８ １ ５ ． ８０６６８ ．４ １５ ５２ ． ２９ １ ０８２ ．０４２６５０ ．０ １２２７５ ． ９７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００６８ １ ８４Ｎｄｕｆａｆ２ ２０４ ．６７２２７ ．６９ １ ９７ ． ０６３ １ ４ ．２６７７ １ ． １ １６９４ ． ７９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２０ １ ６３Ｕｑｃｒ ｌ ｌ １ ８３ ４ ． ３４ １ ３３ １ ，６５ １ ２６０ ． ９８２２２４ ． ５ ５５ ３ ３２ ． ９９４０２２ ． １ ９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２４０９９Ｎｄｕｆｖ２ ６０９６ ． ７ ５５８５７ ．９０５ ６７０ ．４４６９９７ ．０７２０４４６ ．６７２ １ ９０２ ． １９

ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００２３７９Ｎｄｕｆａ ｌ ｌ １ ５７２ ． ７０ １２ １ ６ ，９５ １ ２４４ ， １ ９ １ ６ １ ２ ． ５ ２４ １ ０５ ． １ １４４８ ７ ．３ １

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００００５６３Ａｔ
ｐ５
ｆｉ ７４０ ８ ． ７９７７５ ８ ． ７９７７５ ３ ． ２２９５２３ ，０４ １ ８ １ １ ６ ．８ ７ １ ８２８２ ． ７９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２２９５６Ａｔｐ５ｏ ３ ８ ３ ０ ． ８７３３ ３４ ． ３ １３ ３ ５ ３ ． ４８４２ ５ ７ ． ６ １９２ １ ３ ．２５７ ５６７ ．７２

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００７４２ １ ８Ｃｏｘ７ａ ｌ １ ０９ ．０９ ７８ ． ４８ ７ １ ． ５ ８ １ ０３ ． ５３２４６ ． ０５２ １ ４ ．６７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００６４３６８ｍｔ
－Ｎｄ６４ １ ８ １ ７ ．０６４２０２３ ． ０２４５７４２ ． ５７６ ５ １ ７０ ．６５２２３ ５００ ．６９２９ １ ９３７ ． ２０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３ １ ２３ １Ｃｏｘ７ｂ ２７７ ６ ． ６ １３０４２ ． ８０２ ８２６ ． ８２４６５０ ． ６６ １ ０５ ３４ ． １ ３９４６８ ． ６０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３７ １ ５２Ｎｄｕｆｃ ｌ １ ０７９ ． ３６９５６ ．４８９ １ １ ． ９４ １ ３９７ ．２ １３ ９９６ ． ８０３６２６ ． ３ ２

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００００２８６４８Ｎｄｕｆｓ５ １ １ ８２ ． ６６９４０ ． ９６９６０ ． ５４ １ ４ １ ０ ．９６３ ６ １ １ ． ８４３ ８４４ ．４５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３０６４７Ｎｄｕｆｃ２ ３ ６ １ ４ ． ６ １２９６６ ．０４３ ００４ ．４４３ ７３ ９ ．９５ １ ３２ １ ７ ． １ １ １ ３９５４ ． ７５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２３ ０２０Ｃｏｘ ｌ ４ ３７２９ ．４９２８４４ ．４３２ ８９２ ．２ １４３ ５ ５ ． ６４ １ ００ ８９ ． １ ３８ １２８ ． ６３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３ １ ８ １ ８Ｃｏｘ４ ｉ ｌ １ １ ８５ ８ ． ５ ０８６３ ５ ． ０６８ ８ １ ８ ． ９ １ １ １ ５３ ５ ．９５３ ２ １ １ ５ ．６９３ ０８ １ ３ ． ３ ３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ００６４ ３６０ｍｔ
－Ｎｄ３ ８ ３ ． ０３ ６８ ， １４ ５６ ． ５ ５ ９ ８ ． ０３ １ ９４ ．２５２４６ ，９９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ １ ７ １ ８ ８Ｃｏａ３ ９５ ３ ． ８ ５７２ １ ． ８９８２０ ．９２９９６ ． ８３２ １ １ ０ ． ８３ １ ９４２ ．４２

ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００９８７６Ｃｏｘ４ ｉ２ ３ ． ８６ ５ ． １ ７ ２ ． ６５ １ ０ ．９９ ２４ ， ７２ ２ １ ． ９３

１００
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

硕士学位论文

附录五

过表达 ｈｎＲＮＰＡ ｌ 诱发表达变化的氧化磷酸化基因

Ｇｅｎｅ

Ｇｅｎｅ ＩＤ ＣＤ １ＣＤ２ＣＤ３０Ｅ －Ｄ １ＯＥ－Ｄ２ＯＥ－Ｄ３

Ｎａｍｅ

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ３８７ １ ７Ａｔｐ５ １２４７６ ． ３ ５ １ ９８ ５ ．４ １ １ ８６ ５ ．４０３ ７２６ ． ２ １ １ ０ １ ０９ ． １４ １ ３２０５ ． ７ １

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ５０８５ ６Ａｔｐ５ｋ７０ １ ． ８７５ ２３ ． ５２５ ０４ ． ５７９８４ ． ０ １２ ８６ １ ． ９２２ ８０９ ． １ ９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００６３ ８８ ２Ｕｑｃｒｈ３ ８ ８ ２ ． ０３３ ４０４ ． １ ７３ ２ １ ２ ． ９ ８４９６３ ． ０９ １ ５ ８９４ ． ２ ０ １ ８２２０ ． ４ ７

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００ ００３６７５ １Ｃｏｘ６ｂ ｌ４０３ ５ ． ５４３ ５ ８０ ．９８３ ５ ７ ８ ． ８ ２５３４５ ． １ ５ １ ３２ ７９ ． ５ １ １ ３ １ ３４ ． １ ６

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ００３０ ８６ ９Ｎｄｕｆａｂ ｌ １ ３ ５ ８ ．３ ７ １ １ ８ １ ． ５ ８ １ ３ ４８ ．４６ １ ７３ １ ． ６３４２３９ ．３ ２４ ８ １ ３ ． ９３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３ １ ０５ ９Ｎｄｕｆｂ ｌ ｌ３２６４ ． １ ５２４９４ ． ２６２４９ ７ ． ２２３ ６８ １ ．３２８８８９ ． ５ ０８４９２ ． １ ９

ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００６ ０５ ７Ａｔｐ５ｇ ｌ２ １ ４５ ．２ １ １ ５ ９９ ． ８８ １ ９２３ ．７２２６５７ ． ００５２７ １ ． ７ ８４ １ ９６ ．４７

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００ ００００５ ６３Ａｔ
ｐ
５ ｆｌ７４０８ ． ７ ９７７５ ８ ． ７９７７５ ３ ． ２２９５ ２３ ． ０４ １ ８ １ １ ６ ． ８７ １ ８２８２ ．７９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ００４ １ ６９７Ｃｏｘ６ａ ｌ １ ２６７５ ．２６８４８２ ． ４０９３７２ ．０ ８ １ １ ４０２ ． １ ８２ ５２９６ ．９９２４６９ １ ／７５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２ １ ５ ２ ０Ｕｑｃｒｂ １ １ ８４ ． ５９ １ ５ ７ ５ ． ７３ １ ２６６ ． ２ ８２３ ７２ ．９７６５ ３ ８ ． ５ １６ ３９２ ． ８０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３４ ５６６Ａｔ
ｐ５ｈ４２９４ ．２ ８３ ７３ ７ ． ９５３ ８３ ０ ． ６ ６５６８２ ． ３ １ １ ９７ ７０ ． ９２２３４８７ ．９８

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ００ １ ７７７ ８Ｃｏｘ７ｃ４２３ ０ ． ５ ６３ ８９９ ． ２３３ ６６２ ．７ ６５ ５ ０３ ． ６５ １ ７７０２ ．４８ １ ６ ５２２ ． ７２

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ００ １ ４３ １ ３Ｃｏｘ６ ｃ４６７７ ． ５６４２２８ ． ６９４ １ ０ ７ ． ２４５９ ８ ５ ． ５ ７ １ ５９ １ ０ ． ６９ １ ４９０４ ．６ １

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００４４ ８９４Ｕｑｃｒｑ６２２９ ．０２４ ９５４ ． ０３４９４４ ． ０７７ １ ２７ ． １ ７ １ ９ １ ６８ ． １ ７ １ ８ ５ ３ ３ ．２４

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００ ００２４０９９Ｎｄｕ ｆｖ２６０９６ ． ７ ５５ ８ ５ ７ ． ９０５６７０ ．４４６９９ ７ ． ０７２ ０４４６ ． ６ ７２ １ ９０２ ． １ ９

ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００２３７９Ｎｄｕｆａ ｌ ｌ １ ５７２ ． ７ ０ １ ２ １ ６ ． ９５ １ ２４４ ． １ ９ １ ６ １ ２ ． ５２４ １ ０５ ． １ １４４８ ７ ．３ １

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００６４３ ６ ０ｍ ｔ
－Ｎｄ３８３ ．０３ ６ ８ ． １ ４ ５ ６ ． ５ ５ ９８ ． ０３ １ ９４ ，２５２４６ ． ９９

ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００５ ５ １ ０Ｎｄｕｆｓ３４５４９ ． １ ５３ ５４３ ． ０３３８２ ８ ．８ ９４ １ ４４ ．００ １ ０２０２ ． １ ５ １ ０ １ １ ２ ．６ １

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００ ００２３ ０８９Ｎｄｕｆａ５ １ ６３ １ ． ５９ １ ５４５ ． ５ ５ １ ４９６ ． ０ ３２ ５ ５ ９ ． ８ ８８ ０６４ ． ２４８ ７７ １ ． ４９

ＥＮＳＭＵＳＧ０ ０００００２９６３ ２Ｎｄｕｆａ４４２８３ ． ６ ６３９２４ ． ２４３９０ ７ ． ５４６４４ １ ． ８４ １ ５６２８ ． １ ４ １ ４ ５ ２４ ．９０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２ １ ７６４Ｎｄｕｆｓ４２４９３ ． ７ ３２２６ ６ ． ５７２２５ ９ ． ５ １３２４ １ ． ５４９ ５ ７２ ．３ １ １ ０ １ ９２ ． ２４

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ０００２４ １ ６Ｎｄｕ ｆｂ２ １ ２９ ． ３７ １ ４６ ．６２ １ ５ １ ．９９２ １ ４ ． ３９５ ５６ ． ８４５ ３２ ．０６

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２０ １ ６ ３Ｕｑｃｒ
ｌ ｌ１ ８３ ４ ． ３４ １ ３ ３ １ ． ６５ １ ２６０ ． ９ ８２２２４ ． ５ ５ ５ ３ ３ ２ ．９９４０２２ ． １ ９

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００４００４ ８Ｎｄｕ ｆｂ ｌ Ｏ３２６５ ． １ ２２４９ １ ． ６８２７ １ ７ ．２ ５３ ５４ １ ． １ ４９４０ １ ． ６ １８９６ ８ ． ８ ５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ３ １ ８ １ ８Ｃｏｘ４ ｉ ｌ １ １ ８ ５８ ． ５ ０８６３ ５ ．０６８８ １ ８ ． ９ １ １ １ ５ ３ ５ ．９５ ３２ １ １ ５ ．６９３ ０８ １ ３ ．３ ３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２４２４８Ｃｏｘ７ａ２ １５７６３ ． ６８５ ２２６ ． ５７５０３ ６ ． ８ ５５ ８４４ ．４８ １ ５４４８ ． ０２ １ ４７６３ ． ８ １

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００ ００７４２ １ ８Ｃｏｘ７ａ ｌ １ ０９ ． ０９７ ８ ．４８７ １ ． ５ ８ １ ０３ ． ５ ３２４６ ． ０５２ １４ ． ６７

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００００３ ３ ９３ ８Ｎｄｕ ｆｂ７ １ ３０６ ．２４ １ ０２４ ． ６２ １ ０２４ ． １ ６ １ ８ １ ３ ． １ ７ ５ ８６２ ．７６６５ ３ ４ ． ７６

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ １ ６２５ ２Ａｔｐ５ ｅ２９７ ． ３６２ ３０ ．２ ８２３ ６ ． ８２３７３ ． ８ １ １ ２７７ ．３ ３ １ ７０６ ． ９ ８

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３５６７４Ｎｄｕｆａ３８ １ ５ ． ８０６６８ ．４ １５ ５ ２ ．２９ １ ０８ ２ ．０４２６５ ０ ．０ １２２７５ ． ９７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２８６４ ８Ｎｄｕｆｓ５ １ １ ８２ ． ６ ６９４０ ．９６９６０ ． ５４ １ ４ １ ０ ．９６３ ６ １ １ ． ８４ ３ ８４４ ．４ ５

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ ３０６４７Ｎｄｕｆｃ２３６ １ ４ ．６ １２９６６ ．０４３００４ ．４４３７３９ ． ９５ １ ３ ２ １ ７ ． １ １ １ ３ ９ ５４ ． ７５

ＥＮＳＭＵＳＧ００ ００００２２３ ５４Ｎｄｕｆｂ９ １ ９３ ７ ．６４ １ ６８ Ｌ８２ １ ７２６ ．６７２ １ ２ ６ ． ５ １６２０６ ． ５ ２ ５ ８４３ ．４３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００４ １ ８８ １Ｎｄｕｆａ７２５６ １ ３ １２０８４ ． ５９ １ ９８３ ． ８ １２７３２ ． １ ３６９６８ ．２ 〗５ ９９ ３ ．４７

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２２ ９５６Ａｔｐ５ｏ ３ ８ ３０ ． ８ ７３ ３ ３ ４ ． ３ １３ ３ ５ ３ ．４ ８４２５ ７ ．６ １９２ １ ３ ．２ ５７ ５６７ ． ７２

ＥＮＳＭＵＳＧ００００ ０００９８７６Ｃｏｘ４ ｉ２３ ． ８６ ５ ． １ ７２ ． ６５ １ ０ ．９９ ２４ ． ７２２ １ ． ９３

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００ １４２９４Ｎｄｕｆａ２２０ １ ６ ． ８０ １ ５ １ ７ ．９５ １ ４０５ ．０２２６３ １ ． ３４９６８７ ． ６８９ １ ２ ５ ． ８ １

１０ １
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

硕士学位论文

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３ １ ２３ １Ｃｏｘ７ ｂ２ ７７６ ．６ １３ ０４２ ． ８０２８２ ６ ．８２４６５０ ． ６６ １ ０５ ３４ ． １ ３９４６ ８ ． ６０

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３ ７ １ ５２Ｎｄｕｆｃ ｌ １ ０ ７９ ．３ ６９５６ ．４８９ １ １ ． ９４ １ ３９７ ．２ １３ ９９６ ． ８ ０ ３６２６ ． ３２

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２６０３ ２Ｎｄｕ ｆｂ３ １ ５ ２ ７ ．３ ３ １ ４２４ ． ８０ １ ３ ７６ ． ７４２０７４ ． ２９５０４３ ．３ ９４ １ ０６ ．４４

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３２３ ３ ０Ｃｏｘ ７ａ２２９０９ ． ８４２ ５３９ ， ９８２４８ ９ ．２ ７３６９５ ． ０６８９２０ ． １ １７４７８ ． ８ ５

ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００００８ ８Ｃｏｘ５ ａ １ ８９０ ． ３ ３ １ ４４ ８ ． ９５ １ ６４８ ．９ １２ １ ４０ ． ２６５ １ １ １ ．６７４９３ ８ ． ５ ８

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２ １ １ １ ４Ａｔ
ｐ６ｖ ｌ ｄ １ ００７ ．９２ １ ０３ ３ ．２４ １ ０５２ ．４４ １ ３２５ ． ７５２ ５ １ ２ ．２ ８２ ６２ １ ． ０６

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２７６７３Ｎｄｕｆｂ５２３６ １ ．４７２２５ ７ ．９５２０６ ８ ．６４２ ５ ５ ８ ． ０５５ ６９５ ．５９ ５ １ ６０ ． １ ８

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００６４３ ６ ８ｍｔ
－Ｎｄ６４ １ ８ １ ７ ．０６４２０２３ ． ０２４５ ７４２ ． ５ ７６ ５ １ ７０ ．６５２２３ ５００ ．６９２９ １ ９３７ ．２０
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