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抑制家兔前体脂肪细胞分化
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要!旨在探究
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是否可通过靶向
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抑制家兔前体脂肪细胞的分化'采集初生新西兰仔兔肾周

脂肪细胞进行原代培养!鸡尾酒法诱导分化后!用
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的表达量!生物信息学软件鉴定
4$7!%*&U

的同源性!预测
4$7!%*&U

的靶基

因&前体脂肪细胞转染
4$7!%*&U4$4$9

和
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后!检测
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的表达差异!

用油红
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染色鉴定前体脂肪细胞分化程度'结果表明$
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#在前体脂肪细胞分化过程中!
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表达量存在差异&分化第
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天时!油红染色发现大量橘红色脂滴&生物信息学软件预测
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可作为
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的靶基因!且
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示分化程度$
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在家兔前体脂肪细胞分化过程中差异表达!且

可通过靶向
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抑制前体脂肪细胞分化'
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脂肪细胞主要分布在动物的皮下和内脏周围!

在机体内扮演着重要的作用!如维持体型结构(储存

能量(维持体温和受到机械撞击时的缓冲作用'然

而太多的脂肪也会造成机体能量代谢不平衡!增加

代谢性疾病"如二型糖尿病(高脂血症和脂肪肝#的

风险'现有的研究认为!前体脂肪细胞是由间充质

干细胞定向分化而来!进而向成熟的脂肪细胞分化'

相对人和其他动物!家兔无论是肌间脂肪还是皮下

脂肪的沉积都相对较少'因此!正确理解家兔前体

脂肪细胞的沉积和分化!可为改善兔肉品质提供有

价值的信息'

前体脂肪细胞分化发生在动物的各个生理阶

段!受到许多基因和信号通路的调控'目前已发现

的信号通路主要有$刺猬蛋白信号通路"
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#(丝裂原活化的蛋白激酶信号通路"
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!而分化的开始与进展取决

于一氧化氮)

0

*和胰岛素)

*

*等各种因子的刺激'不仅

如此!脂肪细胞分化还涉及到许多特异转录因子的

调控'

/

%

PC<$

和
<<!B

"

是前体脂肪细胞分化的

关键转录因子)

)

*

!几乎所有前体脂肪细胞特异的基

因在脂肪细胞终末分化时都受到这
0

个转录因子的

调控!同时这
0

个转录因子也可作为脂肪细胞分化

的标志基因'
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#是一类长度为
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的非编码小
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!主要通过靶向
478=

的
L57

区发挥作用!不完全靶向可抑制该
478=

发挥作

用!完全靶向则会降解该
478=

)

A
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'研究表明!

4$78=

参与前体脂肪细胞的增殖和分化!例如

4$78=!0%

可以通过靶向
5AHD

!

信号通路中
5AHD

CB0

基因抑制人脂肪组织中间充质干细胞向成熟

脂肪细胞的定向分化)

.

*

&

4$7!01U

可以直接靶向
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"

抑制
*5*!Q%

和
<@B

细胞成脂分化)

1!(
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&

4$7!%AA

可以通过靶向
/BPC

促进
*5*!Q%

细胞的

成脂分化)

/
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'越来越多的研究证实!

4$7!%*&U

在多

种生命活动中发挥重要的作用'研究发现!

4$7!

%*&U

可促进癌细胞的增殖和侵袭)

%&!%0
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'另外!

4$7!

%*&U

特异性下调可以影响肺腺上皮细胞
MJ\!%

的

分泌!并预防肺腺上皮纤维化)

%*

*

'近年来也有文献

报道
4$78=!%*&U

可调控脂肪分化!如胞外囊泡携

带的
4$7!%*&U

可以进入脂肪细胞!靶向转录因子

<<!B
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!抑制猪原代前体脂肪细胞的脂肪沉积)

%)

*

'

但
4$7!%*&U

在家兔前体脂肪细胞分化中的作用!

还不清楚'因此!本试验通过对家兔前体脂肪细胞

的原代培养和构建成脂分化细胞模型!过表达和抑

制表达
4$7!%*&U

并诱导分化前体脂肪细胞!初步

探究
4$7!%*&U

在家兔前体脂肪细胞分化过程中的

作用机制'

#

!

材料与方法

#E#

!

动物组织采集

本试验在四川农业大学动物科技学院实验动物

护理和使用委员会的批准下进行'本试验采用四川

农业大学雅安校区农场饲养的新生新西兰兔作为试

验兔'处死
*

只初生仔兔后!迅速采集心(肝(脾(肺(

肾(腿肌(肾周脂肪各
%

O

左右!快速放入液氮中保存'

#E!

!

+HB

的抽提与反转录

采用
5T$_#E

法提取各组织和细胞总
78=

'总

78=

的纯度用
6]

0.&-4

%

6]

0(&-4

和
6]

0.&-4

%

6]

0*&-4

比值判定!其完整性通过
%'AZ

琼脂糖凝胶电泳评

估'参照反转录试剂盒"
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和
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!

;T$4N@9T$

X

35< 75 TND

O

N-3 >$3 Y$3:

O

]8=CTDNT

货号
=>)&&0

#进行
4$78=

和
478=

的反转录!得到各自的
9]8=

!保存于
p0&s

冰箱'

#EJ

!

F2+HB

和
F+HB

定量检测

组织样本和细胞的
4$78=!%*&U

和
478=

的

表达量用
8.

和
A!<G;

作为内参进行实时荧光定

量
;B7

"

75!

F

;B7

#检测!
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定量体系"
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上游引物(
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Q

下游引物!

*

-

Q

的去
78=

灭菌水!

%

-

Q9]8=

'

定量程序$

/As

预变性
*&,

&

*(

个循环$

/AsA,

!

.%s0&,

&熔解曲线$

/As%&,

!

.AsA,

!

/As

*&,

'

478=

的定量体系 "
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Q

体系#$
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O
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上游引物(
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Q

下游引物!
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Q

的去
78=

灭菌水!

%

-

Q9]8=

'定量程序$

/As

预变性
%&,

&

*(

个循环$

/AsA,

!

.%s

"按引

物最适退火温度调节#

0&,

&熔解曲线$

/As%4$-

!

AAs*&,

!

/As%A,

'所有的
;B7

产物通过熔解

曲线分析'本试验所用引物均由成都擎科生物有限

公司合成"表
%

#'

#E%

!

家兔前体脂肪细胞的分离及原代培养

在无菌条件下采集少量初生新西兰兔的肾周脂

肪组织!剪碎后!用
&'%Z

)

型胶原酶消化
.&4$-

!

完全培养基"

]<C<

%

\%0`%&Z

胎牛血清
`0Z

青

链霉素混合液#终止消化!再用
%&&

和
)&-4

的细胞

筛过滤!

%&&&T

0

4$-

p%离心
A4$-

!弃上清!加入新

的完全培养基!吹打混匀!接种于
50A

细胞培养瓶!

置于细胞培养箱"

AZ B6

0

!

*1 s

#!

)(:

更换培

养基'

#E'

!

转染(诱导分化及染色

当
0)

孔板细胞密度达到
(&Z

时!用
Q$

X

#VD9!

3D4$-N*&&&

"

E$

X

*&&&

&

M-W$3T#

O

N-

!

BDTE,UD"

!

B=

!

L@=

#转染
4$7!%*&U!4$4$9

和
4$7!%*&U!$-:$U$3#T

'

转染终浓度$

4$4$9

和
4$4$98B

为
A&-4#E

0

Q

!%

&

4$7!%*&U!$-:$U$3#T

和
4$7!%*&U!$-:$U$3#T 8B

为

%&&-4#E

0

Q

p%

'转染
.:

后换诱导分化培养基

"

%'1

-

4#E

0

Q

p%胰岛素!

%

-

4#E

0

Q

p%地塞米松!

&'A44#E

0

Q

p%

M̂ <a

!鸡尾酒法#诱导分化
)(:

后

替换维持分化培养基"

%'1

-

4#E

0

Q

p%胰岛素#!维

持
)(:

替换完全培养基'用
%&Z

的中性甲醛固定

.

孔板细胞
*&4$-

后!油红
6

染色
*&4$-

!在
%&&

倍"

%&&q

#和
0&&

倍"

0&&q

#显微镜下鉴定脂肪滴的

含量并拍照'

#EM

!

靶基因预测

参考
4$7̂ D,N

数据库对
4$7!%*&U

进行同源性

分析!并用
5DT

O

N3,9D-

对
4$7!%*&U

进行靶基因

预测'

#E$

!

数据分析

本试验过程均采用
*

个生物学重复和
*

个技术

重复'

75!

F

;B7

检测的
478=

的表达量计算以

A!<G;

作为内参!

4$78=

的表达量计算以
8.

,-78=

作为内参'所有结果采用
0

p

##

B5计算!以

,平均值
u

标准误-表示!并用
@=@('&

检测显著

性!用
JTD

X

:;D";T$,41

进行结果作图'

表
#

!

引物序列

(5C-*#

!

6:2F*:9*

W

?*4@*

基因

JN-N

上游引物"

Ar

&

*r

#

\#TYDT"

X

T$4NT

下游引物"

Ar

&

*r

#

7NWNT,N

X

T$4NT

4$7!%*&U B=JLJB==LJ=LJ===JJJB=L 5JJ5J5BJ5JJ=J5BJ

"通用#

A!<G;

"

=JJJB=5B55JJJB5=B=B 5JJ5BB=JJJ555B55=B5BB

<<!B

"

BB55BB=55BJB==J=JBBJ JBBJB=J=B=BJ=B=B5B==

/

%

PC<

&

JBJJJ==BJ==B==B=5 JJBJJ5B=55J5B=B5JJ5B

!

!

结
!

果

!E#

!

F2+P#J"C

参与家兔前体脂肪细胞分化

为了探明
4$7!%*&U

在家兔各个组织中的表达

谱!试验通过
75!

F

7B7

检测了
4$7!%*&U

在初生兔

各组织中的表达情况'以心肌作为对照!

4$7!%*&U

的表达量在肾和肝中极显著高于心肌"图
%=

!

<

%

&'&%

#&

4$7!%*&U

的表达量在腿肌中显著低于心肌

"图
%=

!

<

%

&'&A

#&在脾(肺(脂肪组织较心肌中

4$7!%*&U

的表达量差异不显著'结果显示!

4$7!

%*&U

在家兔体内各个组织中差异表达!广泛参与家

兔生命活动的调节'

用油红
6

染色法鉴定前体脂肪细胞是否分化!

结果显示!分化第
&

天!细胞中并未出现橘红色脂滴

"图
%C

#!诱导分化第
(

天时!脂肪细胞中出现大量

的橘红色脂滴"图
%\

#'为了进一步验证前体脂肪

细胞是否分化!笔者通过
F

;B7

检测
<<!B

"

和

/

%

PC<

&

的表达量!发现
<<!B

"

在分化第
0

天较第

&

天极显著升高"

<

%

&'&%

#!而第
.

天显著低于第
&

天"

<

%

&'&A

#!第
%&

天极显著低于第
&

天"图
%B

!

(1&0



!

%%

期 何洪炳等$

4$7!%*&U

靶向
<<!B

"

抑制家兔前体脂肪细胞分化

<

%

&'&%

#!

/

%

PC<

&

在分化第
0

天较第
&

天极显著升

高"

<

%

&'&%

#!而第
.

天低于第
&

天!但差异不显著!第

%&

极显著低于第
&

天"图
%]

!

<

%

&'&%

#'

4$7!%*&U

在分化第
0

天时较第一天显著降低"

<

%

&'&A

#!分化

='4$7!%*&U

在心(肝(脾(肺(肾(腿肌(脂肪的表达&

'̂4$7!%*&U

在脂肪细胞分化过程中的表达&

B'<<!B

"

在脂肪细胞

分化过程中的表达&

]'/

%

PC<

&

在脂肪细胞分化过程中的表达&

C'

诱导分化第
&

天!脂肪细胞油红
6

染色"

%&&q

#&

\'

诱

导分化第
(

天!脂肪细胞油红
6

染色"

%&&q

#'

"

'<

)

&'&A

&

""

'<

%

&'&%

!下同

='5:NN[

X

TN,,$#-#V4$7!%*&U$-:NDT3

!

E$WNT

!

,

X

ENN-

!

EP-

O

!

S$"-N

G

!

EN

O

4P,9END-"D"$

X

#,N

&

'̂C[

X

TN,,$#-#V4$7!%*&U

"PT$-

O

D"$

X

#9

G

3N"$VVNTN-3$D3$#-

&

B'C[

X

TN,,$#-#V<<!B

'

"PT$-

O

D"$

X

#9

G

3N"$VVNTN-3$D3$#-

&

]'C[

X

TN,,$#-#V/

%

PC<

&

"PT!

$-

O

D"$

X

#9

G

3N"$VVNTN-3$D3$#-

&

C

!

\'6$E7N"6,3D$-$-

O

D"$

X

#

O

N-$9"$VVNTN-3$D3$#-D3"D

G

&D-"(

"

%&&q

#

'

"

'<

)

&'&A

&

""

'<

%

&'&%

!

3:N,D4ND,UNE#Y

图
#

!

F2+P#J"C

在家兔心(肝(脾(肺(肾(腿肌(脂肪中的表达量及前体脂肪细胞的分化

D2

3

E#

!

()**T

G

:*992,4,.F2+P#J"C24)*5:7

'

-2Q*:

'

9

G

-**4

'

-?4

3

'

=2;4*

0

'

-*

3

F?9@-*

'

.5724:5CC2754;7)*;2..*:*472572,4,.

G

:*5;2

G

,@

0

7*

/1&0
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第
%&

天极显著高于第
&

天"图
%̂

!

<

%

&'&%

#'结果

显示!鸡尾酒法成功诱导家兔前体脂肪细胞分化!且

4$7!%*&U

可能参与前体脂肪细胞的分化'

!E!

!

F2+P#J"C

靶基因的预测

通过对
4$7!%*&U

进行同源性分析发现!

4$7!

%*&U

在小鼠(人(大鼠(鸭嘴兽等哺乳动物中高度保

守!而在鲑鱼中
*r

端有
0

个碱基的缺失'靶基因预

测发 现!

4$7!%*&U

的 种 子 序 列 可 以 完 全 靶 向

<<!B

"

的
L57

区!推测
<<!B

"

可作为其潜在的

靶向调控基因"图
0

#'

图
!

!

同源性分析及
F2+P#J"C

潜在靶基因的预测

D2

3

E!

!

],F,-,

30

545-

0

92954;7)*

G

:*;2@72,4,.7)*

G

,7*4725-75:

3

*7

3

*4*.,:F2+P#J"C

!EJ

!

过表达
F2+P#J"C

抑制家兔前体脂肪细胞分化

为了进一步探明
4$7!%*&U

对家兔前体脂肪细

胞的作用机制!通过构建合成
4$4$9

"

4$78=

类似

物#!并利用
E$

X

*&&&

作为载体转染入细胞内'转染

.:

后!相对于
8B

组!

4$4$9

组
4$78=!%*&U

表达

量升高
0A&&

倍左右!极显著高于
8B

组"图
*=

!

<

%

&'&%

#'在分化第
0

天时!

4$4$9

组
<<!B

"

和

/

%

PC<

&

的表达量极显著低于
8B

组"图
*̂

(

*B

!

<

%

&'&%

#'油红
6

染色发现!分化第
(

天
4$4$9

组

"图
*I

(

*>

#橘红色脂肪滴明显少于
8B

对照组"图

*J

(

*?

#'结果表明!过表达
4$7!%*&U

可以抑制家

兔前体脂肪细胞分化'

!E%

!

抑制表达
F2+P#J"C

促进家兔前体脂肪细胞

分化

!!

向前体脂肪细胞转染
4$78=!%*&U$-:$U$3#T

.:

后发现!

$-:$U$3#T

组
4$7!%*&U

的表达量极显著

低于
$-:$U$3#T8B

组"图
*]

!

<

%

&'&%

#&诱导分化第

0

天时
$-:$U$3#T

组
<<!B

"

的表达量极显著高于

$-:$U$3#T8B

组"图
*C

!

<

%

&'&%

#!

/

%

PC<

&

的表达

量显著高于
$-:$U$3#T8B

组"图
*\

!

<

%

&'&A

#&油红

6

染色发现!分化第
(

天
$-:$U$3#T

组"图
*M

(

*Q

#橘

红色脂肪滴明显多于
8B

对照组"图
*J

(

*?

#'

4$4$98B

组与
$-:$U$3#T8B

组诱导分化后!油红
6

染色水平上高度一致!所以试验结果中!油红
6

染

色图只用
4$4$98B

作为对照组!即
8B

组'结果

表明!抑制
4$7!%*&U

的表达可以促进家兔前体脂

肪细胞分化'

J

!

讨
!

论

成脂分化是一个复杂的且与基因表达密切相关

的过程!目前!有大量成脂分化相关基因被发现!例

如
<<!B

"

和
/

%

PC<

&

!它们的结构和功能都比较

清楚'

<<!B

"

可以参与调节细胞分化(脂糖代谢

和胰岛素信号等!且
<<!B

"

在脂肪组织中特异表

达!通常在分化前期被诱导生成!对于脂肪分化起关

键的作用)

%A

*

'

/

%

PC<

&

并不在脂肪组织中特异性

表达!但其表达量在前体脂肪细胞分化过程中显著

升高!并且能启动其他脂肪细胞特异性基因的转录!

如
!

K

0

!葡萄糖转运子
)

"

JEP9#,N5TD-,

X

#T3NT)

!

JQL5)

#(瘦素"

QN

X

3$-

#等)

%.

*基因!促进前体脂肪细

胞进入终末分化'本试验选择
<<!B

"

和
/

%

PC<

&

作为家兔前体脂肪细胞分化的标志基因!检测脂肪

细胞是否分化'前人研究发现!在诱导人间充质干

细胞成脂分化时!随着细胞分化!

<<!B

"

和
/

%

PC<

&

表达量逐渐升高!且第
%&

天仍然显著高于第
&

天)

%1

*

'在诱导猪前体脂肪细胞成脂分化第
(

天!

<<!B

"

和
/

%

PC<

&

表达量仍然极显著高于第
&

天)

%(

*

'而在家兔前体脂肪细胞诱导分化过程中!

<<!B

"

和
/

%

PC<

&

均在第
0

天升高!但在第
.

天

时显著低于第
&

天!第
%&

天时也极显著低于第
&

天!但油红
6

染色显示!家兔前体脂肪细胞分化第
(

天时分化程度高且大量脂滴聚集'这与其他研究有

不同之处!可能是由于物种不同而产生的差异!具体

机制仍需进一步研究'

&(&0
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%%

期 何洪炳等$

4$7!%*&U

靶向
<<!B

"

抑制家兔前体脂肪细胞分化

='4$4$9

和
4$4$98B

组
4$7!%*&U

表达量&

^

(

B'4$4$9

和
4$4$98B

组
<<!B

"

和
/

%

PC<

&

的表达量&

]'$-:$U$3#T

和
$-!

:$U$3#T8B

组
4$7!%*&U

表达量&

C

(

\'$-:$U$3#T

和
$-:$U$3#T8B

组
<<!B

"

和
/

%

PC<

&

的表达量&

J

(

I

(

M

分别为前体脂肪细

胞诱导分化第
(

天
8B

组(

4$4$9

组和
$-:$U$3#T

组油红
6

染色"

%&&q

#&

?

(

>

(

Q

分别为前体脂肪细胞诱导分化第
(

天
8B

组(

4$4$9

组和
$-:$U$3#T

组油红
6

染色"

0&&q

#

='5:NN[

X

TN,,$#-#V4$7!%*&U$-4$4$9D-"4$4$98B

O

T#P

X

,

&

^

!

B'5:NN[

X

TN,,$#-#V<<!B

"

D-"/

%

PC<

&

$-4$4$9D-"

4$4$98B

O

T#P

X

,

&

]'5:NN[

X

TN,,$#-#V4$7!%*&U$-$-:$U$3#TD-"$-:$U$3#T8B

O

T#P

X

,

&

C

!

\'5:NN[

X

TN,,$#-#V<<!B

"

D-"/

%

PC<

&

$-$-:$U$3#TD-"$-:$U$3#T8B

O

T#P

X

,

&

J

!

I

!

M'6$E7N"6,3D$-$-

O

D"$

X

#

O

N-$9"$VVNTN-3$D3$#-D3]D

G

,($-8B

O

T#P

X

!

4$4$9

O

T#P

X

!

$-:$U$3#T

O

T#P

X

"

%&&q

#&

?

!

>

!

Q'6$E7N"6,3D$-$-

O

D"$

X

#

O

N-$9"$VVNTN-3$D3$#-D3]D

G

,($-8B

O

T#P

X

!

4$4$9

O

T#P

X

!

$-:$U$3#T

O

T#P

X

"

0&&q

#

图
J

!

过表达和抑制表达
F2+P#J"C

对家兔前体脂肪细胞分化的影响

D2

3

EJ

!

()**..*@79,.,Q*:*T

G

:*992,454;24)2C272,4,.F2+P#J"C,4

G

:*5;2

G

,@

0

7*9;2..*:*472572,424:5CC27

!!

本研究发现!

4$4$98B

组与
$-:$U$3#T8B

组诱

导分化时!无论是在基因表达水平!还是油红
6

染

色水平上都高度一致!所以试验结果中!油红
6

染

色图只用
4$4$98B

作为对照组'目前对于家兔前

体脂肪细胞分化的研究屈指可数!但关于
*5*

细胞

分化的研究甚多'相较于
*5*

细胞)

%(!0&

*

!家兔前体

%(&0
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脂肪细胞分化第
(

天时!橘红色大脂滴合成较少!且

小脂滴较多'笔者认为!这种差异可能是由于物种

差异(前体脂肪细胞分化程度不同以及合成脂滴的

能力不同造成的!具体原因!有待进一步研究'

本研究发现!

4$7!%*&U

在家兔体内各个组织均

有表达!说明
4$7!%*&U

广泛参与到动物体内的生

命活动!且在前体脂肪细胞分化的过程中存在差异

表达'由此!笔者推测
4$7!%*&U

可能参与调控脂

肪细胞分化'为了进一步探究
4$7!%*&U

在前体脂

肪细胞分化过程中的作用机制!笔者通过在线生物

信息学软件预测
<<!B

"

可以作为
4$7!%*&U

的潜

在靶基因'而前人对于
4$7!%*&U

的研究主要集中

在肿瘤疾病相关领域!比如!

4$7!%*&U

可以通过靶

向肿瘤蛋白
A*

诱导核蛋白
%

的表达!促进
B]%**

"

`

#肝肿瘤起始细胞的生长和更新)

0%

*

&

4$7!%*&U

是预后标志物!可以通过靶向
-5!5*

抑制胰腺癌

细胞的增殖和侵袭能力&

4$7!%*&U

可以通过抑制

<5PR

的表达和
!@#

磷酸化在食管癌细胞中的致

癌作用!从而抑制癌症的发生)

00

*

&

4$7!%*&U

也参与

调控增殖和分化!研究发现!

4$7!%*&U

可以靶向

HFB%

基因调节胚胎神经前体细胞的增殖和分

化)

0*

*

&有研究发现!

4$7!%*&U

参与调控脂肪细胞的

脂质代谢!

4$7!%*&U

可以靶向
<<!B

"

辅助因子
!

%

&

抑制山羊乳腺上皮细胞的脂肪代谢)

0)

*

&

C'>'QNN

等)

0A

*发现!

4$7!%*&U

强烈的影响脂肪细胞的分化!

过表达
4$7!%*&U

可以抑制脂肪细胞的分化!抑制

表达
4$7!%*&U

可以促进脂肪细胞的分化!进一步

研究发现!

4$7!%*&U

是通过靶向降解
<<!B

"

抑制

人前体脂肪细胞和
*5*

细胞的分化!本试验研究结

果与其一致'过表达
4$7!%*&U

后!

<<!B

"

和
/

%

PC<

&

的表达量显著低于
8B

组!而抑制
4$7!%*&U

后!

<<!B

"

和
/

%

PC<

&

的表达量显著高于
8B

组!油

红
6

染色结果与之一致!说明在家兔前体脂肪细胞

分化的过程中!

4$7!%*&U

起负调控作用!进一步证

实
4$7!%*&U

可通过靶向
;;=7

'

抑制家兔前体脂

肪细胞的分化'

%

!

结
!

论

本试验结果表明!

4$7!%*&U

在各个组织中均有

表达!且在肾和肝组织中表达量最高!肌肉组织中表

达量最低&

4$7!%*&U

在家兔前体脂肪细胞分化的过

程中差异表达&

4$7!%*&U

过表达和抑制表达试验发

现!

4$7!%*&U

可以通过靶向
<<!B

"

抑制家兔前体

脂肪细胞的分化'本研究结果可以为研究家兔脂肪

的沉积及脂肪细胞分化的分子机制提供基础信息'
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