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!摘要"!目的#研究 U7h" 接头蛋白 PG"W$ 调控 U7h" *VXP" 在肥胖症发病中的作用及其分子机制$

方法#采用高效稳定表达瘦素受体的细胞株 GIh"%3

ZX,和 &9MFN 基因缺失小鼠!62/(2=1 印迹%'

'

J

%"

Y(J

7NY体外激活分析法分析瘦素信号通路关键分子 U7h" 和 VXP" 的酪氨酸磷酸化水平&IZVP7法测定小鼠

血清瘦素水平&检测出生后至 "5 周小鼠体质量$ 结果#在高效稳定表达瘦素受体细胞株 GIh"%3

ZX,中!

PG"W$% 显著增强瘦素刺激的 U7h" 激酶活性和 VXP" 磷酸化&在 &9MFN 基因缺失小鼠中!瘦素刺激

U7h" 激酶活性和 VXP" 酪氨酸磷酸化水平均显著降低&无论空腹还是随机给食!&9MFN 基因缺失小鼠血

清瘦素水平均升高并发展为高瘦素血症!其血清瘦素水平与同窝野生型小鼠相比分别增加 %." 倍和&.$

倍$ & 周后!&9MFN 基因缺失小鼠体质量逐渐增加!"$ 周龄时!大约为同窝野生型小鼠 " 倍$ 结论#

U7h" 接头蛋白 PG"W$ 是内源性瘦素敏感性增强子!通过瘦素 U7h" *VXP" 信号通路参与瘦素对体质量

的调节!&9MFN 基因缺失小鼠易发展为高瘦素血症及肥胖$

!关键词"! PG"W$ &!肥胖症&!胰岛素受体底物J" &!瘦素信号通路
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U7h" *VXP" <1> :(/,:?A?B:@<ACE1@(:?1.B$#.%21![:(=?O:1</2<//<-<1> 62/(2=1 ,A?(;2=2E/2> (?

<1<A-/2(-=?/:12)'?/)'?=-A<(:1 ?CO2-0?A2@EA2U7h" <1> :1/EA:1 =2@2)(?=/E,/(=<(2J" ! VXP" ".

IZVP7;</E/2> (?02</E=2('2)A</0<A2)(:1 A2D2A/:1 0:@2.N'2)?/(1<(<AB=?;(' ?C0:@2;</0?1:J

(?=2> ?D2="5 ;22O/.7$13?#1!PG"W$ >=<0<(:@<AA-21'<1@2> ('2A2)(:1J/(:0EA<(2> (-=?/:12)'?/)'?J

=-A<(:?1 ?CU7h" <1> VXP" :1 GIh"3% @2AA//(<,A-2+)=2//:1BZX, !GIh"%3

ZX,

".Z2)(:1J/(:0EA<J

(2> <@(:D<(:?1 ?C'-)?('<A<0:@U7h" <1> )'?/)'?=-A<(:?1 ?C'-)'?('<A<0:@VXP" ;2=2/:B1:C:@<1(A-:0J
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C2> )A</0<A2)(:1 A2D2A/;2=2=2/)2@(:D2A-%." (:02/<1> &.$ (:02/':B'2=:1 &9MFN

4*4

0<A2/('<1

;:A>J(-)2A:((2=0<(2/<($& ;22O/?C<B2.&9MFN

4*4
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;:A>J(-)2A:((2=0<(2/C=?0&
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4*4

!<("$ ;22O/" ;</<))=?+:0<(2A-(;:@2'2<D:2=('<1

;:A>J(-)2A:((2=0<(2/.0%+(?31*%+!PG"W$ :/<1 21>?B21?E/21'<1@2=?CA2)(:1 /21/:(:D:(-<1> =2J

bE:=2> C?=0<:1(<:1:1B1?=0<A,?>-;2:B'(:1 0:@2D:<A2)(:1 U7h" *VXP" )<(';<-.

E$/ F%'21$!PG"W$ &!?,2/:(-&!:1/EA:1 =2@2)(?=/E,/(=<(2J" &!A2)(:1 /:B1<A)<(';<-

!!瘦素 ! A2)(:1 "由脂肪组织分泌#随血液循环

至下丘脑# 通过神经细胞膜上瘦素长型受体

!A?1BC?=0?C('2A2)(:1 =2@2)(?=# ,̀JX, "参与能量

代谢 -维持体质量稳定等生物学效应'$(

/ 瘦素与

受体结合后#与受体相连的信号通路启动#限速

关键分子 U7h" 首先被活化#活化的 U7h" 使瘦素

受体多个酪氨酸残基磷酸化并募集胰岛素受体

底物 ! :1/EA:1 =2@2)(?=/E,/(=<(2J" # VXP" " 和转录激

活因子 % !/:B1<A(=<1/>E@2=<1> <@(:D<(?=/?C(=<1/@=:)J

(:?1J% #PN7N% "等瘦素信号通路下游分子#参与能

量平衡和体质量的调节'"(

/ 胞浆 U7h" 接头蛋白

PG"W$ !<><)(?=)=?(2:1 ;:(' <P=@'?0?A?B-" >?0<:1 #

PG"W$ "包含 PG" 和 YG结构域及多个酪氨酸残

基位点#高表达于下丘脑等瘦素靶组织中'%J\(

/ 已

有研究'&( 表明$ PG"W$ 通过 PG" 结构域与 U7h"

结合#增强瘦素 U7h" *PN7N% 信号通路#参与瘦素

的敏感性及体质量的调节 &而 VXP" 系瘦素信号通

路与瘦素控 制 食 欲 和 能 量 相 关 关 键 分 子'MJ5(

#

PG"W$ 能否通过增强瘦素 U7h" *VXP" 信号通路

并参与瘦素的敏感性和体质量的调节#目前仍不

清楚 / 因此#本实验利用笔者所在研究组已建立

的高效稳定表达瘦素受体细胞株 GIh"%3

ZX, 和

&9MFN 基因敲除小鼠模型#研究 PG"W$ 作为内

源性增强子能否增强瘦素 U7h" *VXP" 信号通路

并参与瘦素对体质量的调节 / 这一研究有助于

揭示肥胖症发生的机制#并为研发控制肥胖症及

其相关疾病的新药提供了新的方向 /

GH材料与方法

$.$!实验试剂

兔抗 VXP" 抗 体 - 鼠 抗 H-@J(<B抗 体 - 兔 抗

U7h" 抗体购自美国 P<1(<R=EK公司# 鼠抗 )'?/J

)'?(-=?/:12抗体 ! YT"# " 购自美国 i)/(<(2W:?(2@'J

1?A?B-公司# 瘦素 IZVP7酶联免疫吸附试剂盒系

瑞土 R=-/(<AR'20公司产品#蛋白酶抑制剂混合物

! )=?(2:1</2:1':,:(?=@?@O(<:A" -小鼠瘦素购自美国

P:B0<J7A>=:@' 公司# Z:)?C2@(7HV8I

NH

"### 系美国

V1D:(=?B21 公司产品 &辣根过氧化物酶 !GXY" 标记

的羊抗兔 VB9-增强化学发光!IRZ" 检测试剂盒 -

Y[_Q膜 -蛋白质分子质量 H<=O2=-N=:(?1 eJ$## 为

瑞典 702=/'<0W:?/@:21@2/公司产品 /

$."!细胞株与细胞转染

高效稳定表达瘦素受体细胞株 GIh"%3

ZX,系

美国 密 歇 大 学 医 学 院 XE:博 士 惠 赠'S(

/ 用 含

$#n新生小牛血清 _HIH 高糖培养液培养 #含

$## i*0Z青霉素#$##

#

B*0Z链霉素 / 转染时

按 " f$#

&

*孔将细胞接种于 M 孔培养板 #"\ ' 后

按 Z:)?C2@(7HV8I

NH

"### 说明书共转染细胞#共

转染不同质粒 _87"\ ' 后再换无血清培养液过

夜#随后瘦素! $## 1B*0Z"处理细胞 $# 0:1 / 不

同时间收集细胞#用细胞裂解液提取蛋白 /

$.%!动物实验

笔者所在研究组已经制备了 &9MFN 基因敲

除小鼠 ! &9MFN

4*4

" 模型'\(

# &9MFN

4*4小鼠和同

窝野生型! &9MFN

p*p

"小鼠采用普通饲料 ! 3n脂

肪量 " 饲养#自由进水# $" ' 昼*$" ' 夜明暗控

制 / 采集随机给食和饥饿状态 &9MFN

4*4小鼠和

同窝野 生 型 &9MFN

p*p小 鼠 尾 静 脉 血# 按 瘦 素

IZVP7试剂盒说明书测定血浆瘦素浓度 / 另外

&9MFN

4*4小鼠和同窝野生型小鼠饥饿 "\ ' 后腹

腔注射瘦素 ! $ 0B*OB" #对照组腹腔注射 YWP /

\& 0:1 后断颈处死小鼠#取下小鼠头颅#冰上开

颅#分离下丘脑 /

$.\!细胞或组织总蛋白提取

将 GIh"%3

ZX,细胞或小鼠下丘脑加入预冷的蛋

白质抽提缓冲液中 ! &# 00?A*ZN=:/JGRA)G 5.& #

& 00?A*ZI_N7# $# 00?A*Z8<

\

Y

"

`

5

# $## 00?A*Z

8<Q# "&# 00?A*Z/E@=?/2# $n 8Y\# #蛋白酶抑制

剂" #冰上 裂 解 %# 0:1 ! 组 织 先 匀 浆 " # \ s 下

#$"
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$" ### =*0:1离心 "# 0:1 去除细胞碎片#吸取上清

液即为细胞或组织总蛋白质#用 W=<>C?=> 蛋白浓

度测定试剂盒测定蛋白质浓度#立即用于蛋白质

印迹分析 /

$.&!62/(2=1 印迹

蛋白质 "#

#

B在 $# n P_P 聚丙烯酰胺凝胶

中电泳分离#电转移至 Y[_Q膜#丽春红 P 染液染

膜以确认蛋白质已转移至印迹膜上#用含 & n脱

脂奶粉或 $n WP7的 NWP 缓冲液封闭 $ ' &分别

在 抗 )'?/)'?(-=?/:12 ! YT"# " # VXP" # H-@J(<B

! PG"W$ "和 U7h" 的一抗溶液 !抗体用含 & n脱

脂奶粉或 $n WP7的 NWP 缓冲液 $ t$ ### c$ t

" ###稀释 " 中 \ s孵育 $" ' # NWP 缓冲液漂洗膜

% 次 &在 GXY标记的羊抗兔或羊抗鼠二抗溶液

!抗体用含 & n脱脂奶粉的 NWP 缓冲液 $ t& ###

稀释 "中室温孵育 " '# NWP 缓冲液漂洗膜 % 次 &

IRZ检测试剂盒显带#曝光 -显影和定影 / e线片

上的信号用图像分析仪进行光密度扫描分析 /

当同一印迹膜用于多次蛋白质印迹分析时#在完

成前一次实验后#可用抗体洗脱液 ! $## 00?A*Z

%

J巯基乙醇# "n P_P# M".& 00?A*ZN=:/JGRA)G

5.M " &M s 漂洗印迹膜 $ ' - 接着用 NWPN漂洗

" 次#每次 $# 0:1#以去除膜上已结合的抗体#再

从封闭开始进行另一个蛋白质印迹分析 / 实验

重复 % 次 /

$.M!U7h" 体外激酶分析

取 &9MFN

4*4小鼠和同窝野生型 &9MFN

p*p小

鼠下丘脑组织#按照文献 ' 3 ( 方法纯化和富集

U7h" 蛋 白# 加 入 含 激 酶 反 应 液 ! &# 00?A*Z

GIYIP )G 5.M # $# 00?A*ZHBRA

"

# #.& 00?A*Z

_NN# $## 00?A*Z 8<RA# $ 00?A*Z 8<

%

[̀

\

#

"#

#

0?A*Z7NY# $$.$ 9Wb '

'

J

%"

Y(J7NY*0Z" 孵

育 $& 0:1# $#n P_P 聚丙烯酰胺胶分离#e线片

曝光 -显影和定影 / e线片上的信号用图像分析

仪进行光密度扫描分析 / 同一印迹膜#U7h" 为一

抗#GXY标记的羊抗兔为二抗#62/(2=1 印迹分析

获得 U7h" 总蛋白量 /

$.5!统计学处理

数据以均数 d标准差 !Cd8" 表示#采用 PYPP

$#.# 统计软件包进行统计学处理#两样本均数

比较采用 %检验#B]#.#& 认为差异有统计学

意义 /

KH结HH果

".$!体外 PG"W$ 增强瘦素信号通路 U7h" *VXP"

转导

为探讨接头蛋白 PG"W$ 能否增强瘦素信号

通路 U7h" *VXP" 转 导# &9MFN ! 0-@J(<BB2> " 和

!AJM 或 1@&M 基因共转染 GIh"%3

ZX,

#62/(2=1 印迹

分析瘦素处理 GIh"%3

ZX,细胞 U7h" 和 VXP" 酪氨

酸磷酸化水平 / 结果显示 $瘦素使转染与未转染

&9MFN 基因的 GIh"%3

ZX,的 U7h" !图 $7"和 VXP"

!图 $W"磷酸化#且与未转染 &9MFN 基因细胞相

比#转染组 U7h" 和 VXP" 酪氨酸磷酸化显著增加

!B]#.#& " #说明在体外培养的细胞中 PG"W$

能显著增强瘦素信号通路 U7h" *VXP" 转导 /

!"#$%
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,*-./'012

,*3./"&$%

,*3./45
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7289:;3
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',<(%

'()%*+

,*3=/'012

,*3./"&$%

,*3./45

>

>
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7289:;3
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图 GH<>K,G 增强瘦素诱导 U6EK 和97<K 的磷酸化& 7$U7h" 磷酸化& W$VXP" 磷酸化/

4*-JGH<>K,G $+."+($1?$)#*+=1#*53?"#$2).%1).%'/?"#*%+%&U6EK "+297<KJ7$U7h" )'?/)'?=-A<(:?1& W$VXP" )'?/)'?=-A<J

(:?1.

$$"
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"."!体内干扰 &9MFN 基因的表达削弱瘦素信号通路

U7h"*PN7N% 转导

在体外培养的稳定表达瘦素受体的细胞株

GIh"%3

ZX,中#PG"W$ 能增强和激活 U7h" 的活性

并增强瘦素信号通路 U7h" *VXP" 转导#为进一步

探讨内源性 PG"W$ 对瘦素信号通路 U7h" *VXP"

转导的影响#笔者采用基因同源重组技术#获得

&9MFN 基因敲除小鼠#并应用 '

'

J

%"

Y(J7NY体外

激活分析法测定小鼠下丘脑 U7h" 激酶活性 / 结

果显示$瘦素使 &9MFN

p*p小鼠与 &9MFN

4*4小鼠

下丘脑 U7h" 激酶激活!图 "7" / 与 &9MFN

p*p相

比#&9MFN

4*4小鼠的 U7h" 激酶活性降低近 $# 倍

! &9MFN

p*p小鼠$"$.# d".# # $ oS & &9MFN

4*4小

鼠$".# d#.M # $ o5 " / 62/(2=1 印迹分析瘦素处

理后 &9MFN

p*p 小 鼠 和 &9MFN

4*4 小 鼠 下 丘 脑

VXP" 磷酸化水平#结果显示$瘦素使 &9MFN

p*p小

鼠和 &9MFN

4*4小鼠下丘脑 VXP" 酪氨酸磷酸化增

加 !图 "W" / 与 &9MFN

p*p小鼠相比#&9MFN

4*4小

鼠 VXP" 酪 氨 酸 磷 酸 化 水 平 降 低 近 % 倍

! &9MFN

p*p小鼠$$&.S d$.& # $ oS & &9MFN

4*4小

鼠$\.# d#.5 # $ o5 " / 说明内源性 PG"W$ 同样

具有增强瘦素信号通路 U7h" *VXP" 转导的作用 /
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!"&$%

'()*+"&$%

',*-./01*2.,+34*+33+5

647/.,

8!8!
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!"9:>(<

8=8
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&

?'@9>

!'@9>

647/.,

8!8!

'(A*'@9>
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图 KH在下丘脑<>K,G 增强瘦素诱导 U6EK 活性和97<K 磷酸化& 7$PG"W$ 增强瘦素诱导U7h" 活性& W$PG"W$ 增强瘦素诱

导VXP" 磷酸化/
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".%!&9MFN 基因缺失小鼠发展为高瘦素血症

为确定缺失 &9MFN 基因是否导致小鼠高瘦素

血症即瘦素抵抗#IZVP7法测定空腹和随机给食血

清瘦素水平#结果显示$不管空腹还是随机给食#

&9MFN

4*4小鼠血清瘦素水平均升高#与 &9MFN

p*p

小鼠相比分别增加 %." 倍和 &.$ 倍 !图 % " #说明

缺失 &9MFN 基因导致小鼠瘦素抵抗/
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图 MH!"M#N 基因缺失小鼠发展为高瘦素血症& 7$空腹&W$饱食/ &9MFN

4*4小鼠组$ $ o5& &9MFN

p*p小鼠组$ $ oS/ 与野生

型小鼠!&9MFN

p*p

"比较#

!!

B]#.#$/

4*-JMH!*1'3)#*%+%&#.$!"M#N -$+$*+23($1?$)#*+'$1*1#"+($J7$ Q</(& W$Q2>.&9MFN

4*4

0:@2$ $ o5& &9MFN

p*p

0:@2$ $ o

S.R?0)<=2> ;:(' ;:A> (-)20:@2!&9MFN

p*p

"#

!!

B]#.#$.

"$"



PG"W$ 调控U7h"*VXP" 在肥胖症发病中的分子机制!段朝军#等

".\!&9MFN 基因缺失小鼠发展为肥胖

为确定 &9MFN 是否参与瘦素调节机体体质

量#对出生后小鼠体质量进行监测即每周称量体

质量#为期 "5 周 / &9MFN

p*p小鼠和 &9MFN

4*4小

鼠均用普通饲料饲养 / 结果显示 $出生后前M 周#

&9MFN

4*4小鼠与 &9MFN

p*p小鼠相比#其体质量

无明显差异 ! B #̂.#& " #随后体质量逐渐增加#

至 "$ 周 龄 时# 大 约 为 &9MFN

p*p 小 鼠 的 " 倍

' &9MFN

p*p小 鼠 $ ! "S.\ d$.$ " B# $ oS &

&9MFN

4*4小鼠 $! &&.3 d$." "B# $ o5 ( !图 \ " /

说明缺失 &9MFN 基因小鼠因瘦素信号转导受

阻#进而其调节体质量功能受抑#导致小鼠肥胖 /
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图 OH!"M#N 基因缺失小鼠发展为肥胖& 雄性 &9MFN
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MH讨HH论

PG"W$ 是采用双酵母杂交筛选系统分离鉴

定的一种 U7h

"

接头蛋白 #内含有 YG和 PG" 结构

域#全长 M%" 位氨基酸'3J$#(

/ PG"W$ 通过其 PG"

结构域与包括胰岛素 -胰岛素样生长因子 -纤维

母细胞生长因子等多种酪氨酸受体结合#介导和

增强其信号转导和相应功能' $$J$%(

/ 另外# PG"W$

还能通过其 PG" 结构域与 U7h" N-=

S$%结合#介导

并增强生长激素及多种细胞因子信号转导'$\(

#提

示 PG"W$ 可能通过 U7h" 参与对瘦素信号转导

通路的调节并影响瘦素相应功能# PG"W$ 能否像

增强生长激素及多种细胞因子信号转导样增强

瘦素 U7h" *VXP" 信号通路并参与瘦素对体质量

的调节 . 为此#本文利用高效稳定表达瘦素受体

细胞株 GIh"%3

ZX,和 &9MFN 基因敲除小鼠模型 #

分别从体内外来探讨 U7h" 接头蛋白 PG"W$ 能

否增强瘦素 U7h" *VXP" 信号通路并参与瘦素对

体质量的调节 /

U7h" 被认为是瘦素信号通路启动和激活的

)限速 *分子'$&(

#胰岛素受体底物 VXP" 是瘦素信

号通路下游关键分子之一#在体外培养的高效稳

定表达瘦素受体的细胞株 GIh"%3

ZX,中# PG"W$

能增强 U7h" 及 VXP" 的酪氨酸磷酸化 / 为进一

步探讨内源性 &9MFN 对瘦素信号通路 U7h" *

VXP" 转导的影响#笔者检测和比较了瘦素处理后

&9MFN 基因敲除小鼠和同窝野生型小鼠 U7h" 的

活 性 和 VXP" 磷 酸 化 水 平 / 结 果 显 示 $ 缺 失

&9MFN 基因的小鼠下丘脑 U7h" 的活性及 VXP"

酪氨酸磷酸化水平均降低#表明 PG"W$ 不管在

体外培养的细胞还是在体小鼠均具有增强瘦素

信号通路 U7h" *VXP" 转导的作用 /

瘦素抵抗在肥胖的发病中起非常重要的作

用#然而其产生的分子机制仍不清楚 / 研究'$&J$5(

显示 $瘦素抵抗始动原因可能是下丘脑瘦素受体

介导的信号转导削弱了抑制和干扰瘦素受体下

游的信号#降低了瘦素的敏感性#产生了瘦素抵

抗 / 有研究'&(报道 $在下丘脑神经元和外周靶细

胞中#瘦素能激活 VXP" 下游靶分子磷酸肌醇 %J

激酶 !YV%h" #若抑制下丘脑中 YV%h活性就能降

低瘦素对食物摄入量的抑制 &另有报道'M(

#在缺

失 1@&M 基因小鼠中瘦素诱导 YV%h活性显著降

低并导致小鼠瘦素抵抗和肥胖 / 因此 &9MFN 分

子及其介导的瘦素信号通路 U7h" *VXP" 在瘦素

敏感性调节和体质量的稳定中起重要作用 /

食物摄入增加和*或消耗减少均有可能造成

能量代谢不平衡致使体质量增加 / 下丘脑神经

肽 T ! 12E=?)2)(:>2T#8YT" 能增加小鼠摄食量 -

降低能量消耗 &促黑素细胞激素 !

$

JHPG"是阿片

黑素促皮质激素原 ! )=??)=:?02A<1?@?=(:1# ỲHR"水

解产物# 它通过结合黑皮素受体 !HR\X"抑制食

欲和促进能量消耗'$&#$5(

/ 研究表明 $瘦素通过抑

制 8YT和*或增加 ỲHR表达水平来降低食欲和

促进 能 量 消 耗# 从 而 降 低 机 体 体 质 量 / 因 此

&9MFN 基因缺失后#U7h" *VXP" 信号通路转导受

抑#瘦素下游靶分子 8YT表达水平可能因此而增

%$"
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加#ỲHR表达水平因此而降低#致使小鼠食欲增

加和*或能量消耗减少#进而体质量增加 / 另外#

瘦素信号通路的关键分子 U7h" 除受 PG"W$ 的

正性调节外还受内源性负性调节分子 YNY$W等

分子 的 作 用'$SJ"#(

/ 因 此 缺 失 &9MFN 基 因 后#

PG"W$ 对 U7h" 正性调节作用消失#致使瘦素信

号通路平衡被打破#下丘脑瘦素信号通路 U7h" *

VXP" 转导降低或受抑 -瘦素的敏感性降低 !瘦素

抵抗"进而引起瘦素调节体质量功能障碍 /

本研究表明$U7h" 接头蛋白 PG"W$ 能增强

瘦素诱导信号通路 U7h" *VXP" 的转导#并参与瘦

素对体质量的调节 / 这一研究有助于揭示肥胖

症发生的机制#为研发控制肥胖症及其相关疾病

新药提供靶分子 /
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