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ＹＢＸ３ 通过调节 ＵＣＰ１ 的
表达调控棕色脂肪产热和能量消耗

王文琴ꎬ高贤龙ꎬ巩永凤ꎬ冯科
(滨州医学院基础医学院生理教研室ꎬ山东 烟台 ２６４００３)

摘要:目的　 探讨棕色脂肪组织(ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅꎬ ＢＡＴ)中 Ｙ 盒蛋白 ３(Ｙ￣ｂｏｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎬ ＹＢＸ３)水平

对小鼠产热和能量消耗的影响作用机制ꎮ 方法　 将小鼠置于 ４ ℃环境作为冷刺激方法ꎮ 用慢病毒侵染法构建过

表达 ＹＢＸ３ 或者抑制 ＹＢＸ３ 表达的人血管基质组分细胞系ꎮ 测量细胞的耗氧率用于评估细胞的线粒体功能ꎮ 向

小鼠 ＢＡＴ 注射 ＹＢＸ３ 的小干扰 ＲＮＡ( ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡꎬ ｓｉＲＮＡ)构建抑制小鼠 ＢＡＴ 中 ＹＢＸ３ 表达的模型ꎮ
检测小鼠的 Ｏ２ 消耗速率、ＣＯ２ 释放速率和能量消耗速率用于评估小鼠能量代谢情况ꎮ 采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ、免疫荧光染色法检测过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子 １α(ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇａｍｍａ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ １αꎬ ＰＧＣ￣１α)、解偶联蛋白 １(ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ ＵＣＰ１)和 ＹＢＸ３ 基因的表达ꎮ 采用

苏木精－伊红法染色检测 ＢＡＴ 中脂肪细胞脂滴大小ꎮ 采用 ＲＮＡ 结合蛋白免疫沉淀提取与 ＹＢＸ３ 特异性结合的

ｍＲＮＡꎮ 采用二代测序方法鉴定 ｍＲＮＡꎮ 采用双荧光素酶报告基因系统检测 ＹＢＸ３ 与目的序列结合的情况ꎮ
结果　 在寒冷刺激下野生型小鼠 ＢＡＴ 中 ＹＢＸ３ 的表达显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 过表达 ＹＢＸ３ 的人血管基质组分细

胞系诱导为成熟棕色脂肪细胞后可以促进产热基因 ＰＧＣ￣１α 和 ＵＣＰ１ 的表达(Ｐ<０.０５)ꎮ 抑制 ＹＢＸ３ 表达的人血

管基质组分细胞系诱导为成熟棕色脂肪细胞后可以抑制 ＰＧＣ￣１α 和 ＵＣＰ１ 的表达(Ｐ<０.０５)、抑制线粒体氧化磷酸

化(Ｐ<０.０５)ꎮ 与对照组相比ꎬ小鼠注射 ｓｉ￣Ｙｂｘ３ 之后能量消耗显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ在寒冷环境难以维持体温(Ｐ<
０.０５)ꎬ产热基因表达被显著抑制(Ｐ<０.０１)ꎬＢＡＴ 中脂肪细胞脂滴大小显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 与在 ２５ ℃相比ꎬ４ ℃
环境刺激下 ＢＡＴ 中 ＹＢＸ３ 在细胞核中的表达显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ ＹＢＸ３ 能够特异性地与 ＰＧＣ￣１αｍＲＮＡ ３′非
翻译区特定位点相结合(Ｐ< ０.０５)ꎮ ＹＢＸ３ 能够特异性地与 ＰＧＣ￣１α 和 ＵＣＰ１ 启动子区域相结合(Ｐ< ０.０５)ꎮ
结论　 ＢＡＴ中 ＹＢＸ３ 能够通过调控 ＰＧＣ￣１α 和 ＵＣＰ１ 的表达影响产热和能量代谢ꎮ
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ＹＢＸ３ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｅｎｅｒｇｙ ｅｘｐｅｎｄｉｔｕｒｅ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＵＣＰ１ ｉｎ ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ

ＷＡＮＧ Ｗｅｎｑｉｎꎬ ＧＡＯ Ｘｉａｎｌｏｎｇꎬ ＧＯＮＧ Ｙｏｎｇｆｅｎｇꎬ ＦＥＮＧ Ｋｅ
(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｂｉｎｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｙａｎｔａｉ ２６４００３ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ｙ￣ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ (ＹＢＸ３) ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎ ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ
ｔｉｓｓｕｅ (ＢＡＴ) ｏｎ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｐｌａｃｅｄ ｉｎ ａ ４ ℃ ｅｎｖｉｒｏｎ￣
ｍｅｎｔ ａｓ ａ ｃｏｌｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ. Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｈｕｍａｎ ｓｔｒｏｍａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎ
ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｔｈａｔ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｓ ＹＢＸ３ ｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＹＢＸ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｏｘｙｇｅｎ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎ￣
ｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ. Ｍｏｕｓｅ ＢＡＴ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＹＢＸ３ ｓｉＲＮＡ (ｓｉ￣Ｙｂｘ３) ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ＹＢＸ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＢＡＴ. Ｔｈｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ ＣＯ２ ｒｅｌｅａｓｅ ｒａｔｅ ａｎｄ ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏ￣
ｌｉｓｍ ｏｆ ｍｉｃｅ. ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇꎬ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏ￣
ｌｉｆｅｒａｔｏｒ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇａｍｍａ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ １α (ＰＧＣ￣１α)ꎬ ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ (ＵＣＰ１) ａｎｄ ＹＢＸ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. ＨＥ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｏｆ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ＢＡＴ. ＲＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ



王文琴ꎬ等.ＹＢＸ３ 通过调节 ＵＣＰ１ 的表达调控棕色脂肪产热和能量消耗 ３９　　　 　

ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｔｒａｃｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｂｉｎｄｓｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｔｏ ＹＢＸ３. Ｎｅｘｔ￣ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ
ｍＲＮＡ. Ｄｕａｌ￣ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ｓｙｓｔｅｍｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ＹＢＸ３ ｔｏ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＹＢＸ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＢＡＴ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｏｌｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ (Ｐ < ０. ０５) . Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
ＹＢＸ３ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｉｃ ｇｅｎｅ ＰＧＣ￣１α ａｎｄ ＵＣＰ１ ａｆｔｅｒ ｈｕｍａｎ ｓｔｒｏｍａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ ｃｅｌｌｓ ｂｅｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ｍａｔｕｒｅ ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ (Ｐ<０.０５) . Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＹＢＸ３ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｓｔｒｏｍａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＧＣ￣１α ａｎｄ ＵＣＰ１ (Ｐ<０.０５) ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ｍａｔｕｒｅ ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ (Ｐ<０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｉｃｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ￣Ｙｂｘ３ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆ￣
ｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｌｏｗｅｒ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎ ａ ｃｏｌｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｉｃ ｇｅｎｅｓ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｉｎ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<
０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｔ ２５℃ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＹＢＸ３ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｏｆ ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ
ｍｉｃｅ ｋｅｐｔ ａｔ ４ ℃ (Ｐ<０.０５) . ＹＢＸ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｂｏｕｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ３′ ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＰＧＣ￣１α
ｍＲＮＡ (Ｐ<０.０５) . ＹＢＸ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｂｏｕｎｄ ｔｏ ＰＧＣ￣１α ａｎｄ ＵＣＰ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ (Ｐ<０.０５) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＹＢＸ３ ｉｎ
ＢＡＴ ｃａｎ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＧＣ￣１α ａｎｄ ＵＣＰ１.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｙ￣ｂｏｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎻ Ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓꎻ Ｅｎｅｒｇｙ ｅｘｐｅｎｄｉｔｕｒｅꎻ Ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅꎻ Ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １

　 　 近年来ꎬ随着生活水平不断提高ꎬ肥胖以及肥

胖相关并发症的发病率越来越高[１￣３]ꎬ对人类健康

带来极大的威胁ꎮ 但目前应对肥胖的治疗手段十分

有限ꎬ减肥手术和药物治疗带来的并发症和不良反

应明显[４]ꎮ 因此ꎬ寻找治疗肥胖的新靶点和治疗策
略成为当务之急ꎮ 肥胖发生的本质是能量摄入和消

耗的失衡[５]ꎮ 产热缺陷会导致能量消耗减少ꎬ促进

肥胖ꎮ 棕色脂肪组织(ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅꎬ ＢＡＴ)
含有大量的线粒体ꎬ通过线粒体氧化呼吸产热ꎬ消耗

多余的热量、维持能量平衡ꎬ是非颤抖性产热的主要

器官[６￣８]ꎬ其中解偶联蛋白 １ ( ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＵＣＰ１)和过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活

因子 １α ( ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｇａｍｍａ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ １αꎬ ＰＧＣ￣１αꎬ 是调控 ＢＡＴ 产热

的关键基因[９]ꎮ 此外ꎬＢＡＴ 在调节葡萄糖和脂质代
谢、胰岛素敏感性和组织脂肪稳态方面也发挥着重

要作用[１０]ꎮ 因此ꎬ越来越多的研究集中在通过调控
ＢＡＴ 功能调节人类能量代谢、治疗肥胖和糖尿病等

方面的研究及作用机制[１１￣１２]ꎬ但其中的产热机制和

相应的靶点研究尚不清楚ꎮ
Ｙ￣盒蛋白家族是 ＤＮＡ / ＲＮＡ 结合蛋白ꎬ属于含

有冷休克结构域的蛋白质大家族ꎬ包含三个成员ꎬ包
括 Ｙ 盒蛋白 １(Ｙ￣ｂｏｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ ＹＢＸ１)、Ｙ
盒蛋白 ２(Ｙ￣ｂｏｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ꎬ ＹＢＸ２)和 Ｙ 盒

蛋白 ３(Ｙ￣ｂｏｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎬ ＹＢＸ３)ꎮ 冷休克结

构域最初是在细菌的冷休克蛋白( ｃｏｌｄ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎꎬ ＣＳＰ)中发现的ꎬ其中一些 ＣＳＰ 因温度突然降

低而被诱导ꎬ以启动适应性反应[１３]ꎮ 从细菌到人
类ꎬ冷休克结构域在结合 ＲＮＡ 或 ＤＮＡ 方面都是保

守的ꎬ这赋予 ＣＳＰ 包括参与对冷应激的适应性反应
在内的多种功能[１４￣１６]ꎮ 在 ＢＡＴ 中 ＹＢＸ１ 和 ＹＢＸ２
高度富集ꎬ对棕色脂肪生成和产热发挥着关键的调

节作用[１７￣１８]ꎮ 但是 ＹＢＸ３ 在 ＢＡＴ 中的作用尚不清

楚ꎮ 本研究通过将 ＹＢＸ３ 过表达或者沉默的方式ꎬ
观察 ＹＢＸ３ 是否与调控产热关键基因表达有相关

性、是否调控 ＢＡＴ 的产热功能、影响能量消耗ꎬ探究
ＹＢＸ３ 如何调控产热相关分子 ＵＣＰ１ 和 ＰＧＣ￣１α 的

机制ꎬ为 ＢＡＴ 产热和机体能量代谢的调节提供新的
研究思路和策略ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料
１.１.１　 实验动物

６~８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 野生型小鼠 ４１ 只ꎬ体
质量 ２１~２４ ｇꎬ购自北京维通利华实验动物技术有

限公司ꎬ适应性喂养 ２ 周后进行后续实验ꎮ 本研究
所有动物实验的实施均经过滨州医学院动物伦理委

员会审批ꎬ伦理审批号:２０２０￣２０ꎮ
１.１.２　 细胞与质粒

人棕色脂肪组织来源的血管基质组分(ｈｕｍａｎ
ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｒｏｍａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｆｒａｃ￣
ｔｉｏｎꎬ ｈＢＡＴ￣ＳＶＦ)和人胚胎肾细胞 ２９３(ｈｕｍａｎ ｅｍ￣
ｂｒｙｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ２９３ ｃｅｌｌｓꎬ ＨＥＫ２９３) 细胞购自美国
ＡＴＣＣ 公司ꎻｐＣＭＶ６￣ＣｔｒｌꎬｐＣＭＶ６￣Ｙｂｘ３ 质粒购自美

国 Ｏｒｉｇｅｎｅ 科技公司ꎮ
１.１.３　 主要试剂与仪器

ＤＭＥＭ 高糖培养基、青霉素－链霉素溶液、ＰＢＳ
缓冲液均购自大连美仑生物技术有限公司ꎻＤＥＰＣ
(ｄｉｅｔｈｙｌ ｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅꎬ焦碳酸二乙酯)、３￣异丁基￣１￣
甲基黄嘌呤(３￣１ｓｏｂｕｔｙｌ￣１￣ｍｅｔｈｙｌｘａｎｔｈｉｎｅꎬ ＩＢＭＸ)、
三碘甲状腺原氨酸(３ꎬ５ꎬ３￣ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅꎬ Ｔ３)、地
塞米松、罗格列酮、胰岛素、吲哚美辛、Ｍａｇｎａ ＲＩＰ ®
ＲＮＡ 结合蛋白质免疫沉淀试剂盒均购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司ꎻＲＩＰＡ 裂解液、十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺

( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏ￣
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ｐｈｏｒｅｓｉｓꎬ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)凝胶配制试剂盒、细胞核蛋白

质提 取 试 剂 盒、 基 因 引 物 均 购 自 上 海 Ｓａｎｇｏｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司ꎻＴｒｉｚｏｌ 试剂购自美国 Ａｍｂｉｏｎ 公司ꎻ蛋
白质浓度定量试剂盒、反转录试剂盒均购自日本

Ｔａｋａｒａ 公司ꎻ双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自

上海碧云天生物技术研究所ꎻＥｎｄｏＦｒｅｅ 小质粒试剂

盒 ＩＩ 购自北京天根生物科技有限公司ꎻＳｅａｈｏｒｓｅ ＸＦ
细胞线粒体压力测试试剂盒购自美国安捷伦科技有

限公司ꎻＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 预混型 ｑＰＣＲ 试剂

盒购自湖南艾科瑞生物工程有限公司ꎻ抗 ＹＢＸ３ 购

自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司和美国 Ｂｅｔｈｙｌ 公司ꎻ抗 ＵＣＰ１、
抗 ＰＧＣ￣１α、抗甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶 ( ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ￣
ｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ＧＡＰＤＨ)、抗肌动

蛋白(ｂｅｔａ￣ａｃｔｉｎꎬ β￣ＡＣＴＩＮ)购自武汉爱博泰克生物

科技有限公司ꎻＦＴ３４００ 动物体温仪购自南京卡尔文

生物科技有限公司ꎻ激光共聚焦显微镜购自德国蔡

司公司ꎻ荧光定量 ＰＣＲ 仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎻ电
泳槽、电泳仪、转膜仪购自美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻＳｅａ￣
ｈｏｒｓｅ 细胞代谢动态分析仪购自美国安捷伦科技有

限公司ꎻＣＬＡＭＳ 小动物能量代谢监测系统购自美

国 Ｃｏｌｕｍｂｕｓ 仪器公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 细胞系的构建

根据文献[１９]ꎬ分别构建 ｐＬＶＸ￣Ｙｂｘ３ 和 ｓｈ￣Ｙｂｘ３
质粒ꎬ对照质粒是 ｐＬＶＸ￣Ｃｔｒｌ 和 ｓｈ￣Ｃｔｒｌꎬ将构建好的

质粒转染到 ＨＥＫ２９３ 细胞中ꎬ进行病毒的包装ꎬ４８ ｈ
后收集病毒ꎬ将其浓缩为 ２００ μＬꎬ感染 ｈＢＡＴ￣ＳＶＦ
细胞 ２４ ｈ 后加入嘌呤霉素进行筛选ꎬ通过验证即可

得到稳定表达的细胞系ꎬ即 ｐＬＶＸ￣Ｃｔｒｌ 组和 ｐＬＶＸ￣
Ｙｂｘ３ 组ꎬｓｈ￣Ｃｔｒｌ 组和 ｓｈ￣Ｙｂｘ３ 组ꎮ
１.２.２　 细胞培养及诱导分化

将 ｈＢＡＴ￣ＳＶＦ 细胞接种于含有 １０％胎牛血清

和 １％青霉素－链霉素溶液的 ＤＭＥＭ 高糖培养基

中ꎬ置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养ꎮ 待细胞汇

合至 ８０％时进行诱导分化ꎬ诱导培养基中加入 ０.５
ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＢＭＸ、６２.５ μｍｏｌ / Ｌ 吲哚美辛、２ μｇ / ｍＬ 地塞

米松、１ μｍｏｌ / Ｌ 胰岛素、１ ｎｍｏｌ / Ｌ Ｔ３ 和 １ μｍｏｌ / Ｌ 罗

格列酮ꎬ连续换液 ３ ｄ 后ꎬ换为分化培养基ꎬ分化培

养基中含有 １ μｍｏｌ / Ｌ 胰岛素、 １ ｎｍｏｌ / Ｌ Ｔ３ 和

１ μｍｏｌ / Ｌ罗格列酮ꎬ连续换液 ７ ｄ 后即诱导为成熟脂肪

细胞ꎮ ＨＥＫ２９３ 细胞的培养如 ｈＢＡＴ￣ＳＶＦꎬ待细胞长满

后可用胰酶消化传代ꎬ细胞铺板进行后续实验ꎮ
１.２.３　 动物模型及分组

①常温和冷刺激模型:将 １６ 只 ８ ~ １０ 周的

Ｃ５７ＢＬ / ６ 野生型小鼠随机分为 ２５ ℃ 组( ｎ ＝ ８)和

４ ℃组(ｎ＝ ８)ꎬ饲养 ７ ｄꎮ
② ｓｉＲＮＡ 处 理 模 型: 将 １７ 只 ８ ~ １０ 周 的

Ｃ５７ＢＬ / ６ 野生型小鼠随机分为 ｓｉ￣Ｃｔｒｌ 组(ｎ ＝ ８)和

ｓｉ￣Ｙｂｘ３ 组(ｎ＝ ９)ꎬ分别于小鼠肩胛 ＢＡＴ 处多点原

位注射 ｓｉ￣Ｃｔｒｌ / ｓｉ￣Ｙｂｘ３(３ ｎｍｏｌ / ５０ μＬ ＰＢＳ)ꎬ每 ４ 天

注射 １ 次ꎬ注射 ２ 次后ꎬ每组随机取 ３ 只鼠放入代谢

笼中监测 ２４ ｈ 的 ＣＯ２ 释放速率、Ｏ２ 消耗速率和能

量消耗速率ꎻ然后将两组小鼠放入 ４ ℃环境中并可

自由进食饮水ꎬ７ ｄ 后测量直肠温度ꎮ
１.２.４　 采用 ｑＰＣＲ 法检测 Ｕｃｐ１、Ｙｂｘ３ 和 Ｐｇｃ￣１α 基

因的 ｍＲＮＡ 表达水平

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法将组织或细胞充分裂解后ꎬ加入三

氯甲烷剧烈振荡后ꎬ取其上清到等体积的异丙醇中沉

淀 ＲＮＡꎬ７５％乙醇洗涤沉淀后晾干ꎬ用 ＤＥＰＣ 溶解

ＲＮＡ 并检测浓度ꎬ使用 Ｔａｋａｒａ 逆转录试剂盒合成

ｃＤＮＡꎬ后 进 行 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ ( ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ꎮ 所用引物序列如表 １
所示ꎮ

表 １　 目的基因引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

基因名称 正向(５′→３′) 反向(５′→３′)
Ｍｏｕｓｅ￣Ｕｃｐ１ ＡＧＧＣＴＴＣＣＡＧＴＡＣＣＡＴＴＡＧＧＴ ＣＴＧＡＧＴＧＡＧＧＣＡＡＡＧＣＴＧＡＴＴＴ
Ｍｏｕｓｅ￣Ｙｂｘ３ ＧＣＡＧＴＧＡＡＧＧＡＴＴＴＧＡＧＣＣＣ ＧＧＡＴＧＧＧＧＡＡＡＧＡＣＣＣＧＴＧ
Ｍｏｕｓｅ￣Ｐｇｃ￣１α ＴＡＴＧＧＡＧＴＧＡＣＡＴＡＧＡＧＴＧＴＧＣＴ ＣＣＡＣＴＴＣＡＡＴＣＣＡＣＣＣＡＧＡＡＡＧ
Ｍｏｕｓｅ￣β￣ａｃｔｉｎ ＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡＴＡＣＡＧＣＣＣ ＴＴＣＴＴＴＧＣＡＧＣＴＣＣＴＴＣＧＴＴ
Ｈｕｍａｎ￣Ｕｃｐ１ ＡＧＧＡＴＣＧＧＣＣＴＣＴＡＣＧＡＣＡＣ ＧＣＣＣＡＡＴＧＡＡＴＡＣＴＧＣＣＡＣＴＣ
Ｈｕｍａｎ￣Ｙｂｘ３ ＡＣＧＴＣＧＣＡＧＧＡＡＡＣＣＣＣ ＣＡＡＧＧＡＣＴＴＴＧＧＴＧＧＣＧＡＧＡ
Ｈｕｍａｎ￣Ｐｇｃ￣１α ＧＣＴＴＴＣＴＧＧＧＴＧＧＡＣＴＣＡＡＧＴ ＧＡＧＧＧＣＡＡＴＣＣＧＴＣＴＴＣＡＴＣＣ
Ｈｕｍａｎ￣β￣ａｃｔｉｎ ＣＴＧＧＡＡＣＧＧＴＧＡＡＧＧＴＧＡＣＡ ＡＡＧＧＧＡＣＴＴＣＣＴＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＡ

１.２.５　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 ＵＣＰ１ 和 ＰＧＣ￣
１α 蛋白表达水平

使用 ＲＩＰＡ 蛋白裂解液提取组织或细胞中的蛋

白质ꎬ按照细胞核蛋白质提取试剂盒说明书操作提

取 ２５ ℃组和 ４ ℃组小鼠 ＢＡＴ 的组分ꎻ使用 Ｔａｋａｒａ

蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白质浓度ꎬ取等量蛋白

质进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ恒压 １０６ Ｖ 转膜 １ ｈꎻ５％脱

脂牛奶封闭 １ ｈ 后加入一抗 ＹＢＸ３(１ ∶１ ０００)、ＵＣＰ１
(１ ∶１ ０００)、ＰＧＣ￣１α(１ ∶１ ０００)、ＧＡＰＤＨ(１ ∶２ ０００)、
β￣ＡＣＴＩＮ(１ ∶２ ０００)４ ℃孵育过夜ꎻ洗膜 ３ 次ꎬ加入二
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抗(１ ∶５ ０００)室温孵育 １ ｈꎬ洗膜后即可曝光ꎮ
１.２.６　 免疫荧光染色检测 ＹＢＸ３ 基因分布

取 ２５ ℃组和 ４ ℃组小鼠 ＢＡＴꎬＰＢＳ 冲洗ꎬ切成

约 ４ ｍｍ×４ ｍｍ×２ ｍｍ 的小块后用 １％多聚甲醛通

透 ２０ ｍｉｎꎻ１０％胎牛血清(含 ０.２％ Ｔｗｅｅｎ ２０)室温

封闭 ９０ ｍｉｎꎻＹＢＸ３ 一抗(１ ∶１００)４ ℃孵育过夜ꎬＰＢＳ
清洗 ３ 遍ꎻ小鼠二抗(１ ∶１００)室温避光孵育 １ ｈꎬＰＢＳ
清洗 ３ 遍ꎻ加 ４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚 ( ４′ꎬ６￣ｄｉａ￣
ｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬ ＤＡＰＩ)室温避光孵育 ５ ｍｉｎꎬ
ＰＢＳ 洗 ３ 遍后使用激光共聚焦显微镜检测 ＹＢＸ３ 基

因的分布ꎮ
１.２.７ 　 ＲＮＡ 免疫沉淀(ＲＮＡ Ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎꎬ

ＲＩＰ)检测 ＵＣＰ１ 和 ＰＧＣ￣１α 基因表达量

根据试剂盒说明书提取 ８ 只野生型小鼠的

ＢＡＴ 组织的 ＹＢＸ３ / ＩｇＧ 所结合的 ＲＮＡ 后续经过二

代测序的方式ꎬ将核糖体 ＲＮＡ 去除之后ꎬ鉴定出与

ＹＢＸ３ 特异性结合的所有 ｍＲＮＡ 序列ꎬ或者将其反

转录为 ｃＤＮＡꎮ 分为 ＩｇＧ 组和 ＹＢＸ３ 组ꎮ
１.２.８　 Ｓｅａｈｏｒｓｅ 细胞代谢动态分析仪检测细胞的耗

氧率(ｏｐｔｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎꎬ ＯＣＲ)
在 Ｓｅａｈｏｒｓｅ 专用的培养板中诱导分化 ｈＢＡＴ￣

ＳＶＦ 为成熟的脂肪细胞ꎬ使用 Ｓｅａｈｏｒｓｅ 细胞代谢动

态分析仪进行线粒体压力测试ꎮ 测量基础呼吸的

ＯＣＲ 后ꎬ首先注射 １００ μｍｏｌ / Ｌ 寡霉素ꎬ第二次注射

１００ μｍｏｌ / Ｌ 羰基氰￣４(三氟甲氧基)苯腙( ｔｒｉｆｌｕｏｒｏ￣
ｍｅｔｈｏｘｙ ｃａｒｂｏｎｙｌｃｙａｎｉｄｅ ｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｅꎬ ＦＣＣＰ)ꎬ
然后第三次注射 ５０ μｍｏｌ / Ｌ 鱼藤酮和抗霉素 Ａ 的

混合物后对相应的 ＯＣＲ 进行分析ꎮ

１.２.９　 采用苏木精－伊红染色法(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉ￣
ｎｉｎｇꎬ ＨＥ 染色)法检测脂肪细胞内脂滴大小

将小鼠棕色脂肪组织用 ４％多聚甲醛固定后石

蜡包埋ꎬ切成 １０ μｍ 的薄片ꎬ采用 ＨＥ 染色ꎬ用光学

显微镜观察脂肪细胞内脂滴大小ꎮ
１.２.１０　 双荧光报告基因系统检测荧光素酶活性

构建连接有 Ｐｇｃ￣１α 基因的 ３′非编码区 ( ｕｎ￣
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｉｏｎꎬ ＵＴＲ 区 ) 和 Ｐｇｃ￣１α 基 因 的

３′ＵＴＲ突变体区(删除 Ｙ￣盒蛋白识别序列ꎬＹ￣ｂｏｘ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ＹＲＳꎬ[ＵＡＣ][ＣＡ]ＣＡ
[ＵＣ] Ｃ [ ＡＣＵ ]) 的 ｐｓｉＣＨＥＣＫ￣２ 质 粒ꎬ 将 其 与

ｐＣＭＶ６￣Ｙｂｘ３或 ｐＣＭＶ６￣Ｃｔｒｌ 共转染ꎮ
ＹＢＸ３ 能够通过与靶基因 ｍＲＮＡ 的 ３′ＵＴＲ 区

的 ＹＲＳ([ＵＡＣ] [ＣＡ]ＣＡ[ＵＣ]Ｃ[ＡＣＵ])特异性

结合影响对应靶基因的表达ꎮ 据此分析 Ｐｇｃ￣１α
ｍＲＮＡ 和 Ｕｃｐ１ ｍＲＮＡ 的 ３′ ＵＴＲ 区序列ꎮ 发现

ＵＣＰ１ 的 ３′ＵＴＲ 区没有对应的 ＹＲＳꎮ ＰＧＣ￣１α 的

３′ＵＴＲ区有 ３ ８０１ 个碱基ꎬ其中 ＹＲＳ 有 ９ 个序列ꎮ
将 ＰＧＣ￣１α ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 分为 ３ 个片段:片段 １
(Ｆ１)、片段 ２(Ｆ２)和片段 ３(Ｆ３)ꎬ对应的序列位点

如图 １ 所示ꎮ 根据 ＹＢＸ３ 与 ＰＧＣ￣１α 的 ３′ＵＴＲ 区

各个序列的结合强弱进行排序[２０]ꎬ选取结合强烈的

５ 个序列ꎬ分别是 ＴＣＣＡＴＣＣ (在 Ｆ１)、ＴＡＣＡＣＣＴ
(在 Ｆ２)、ＣＡＣＡＴＣＴ(在 Ｆ２)、ＣＣＣＡＴＣＡ(在 Ｆ３)、
ＣＣＣＡＴＣＡ(在 Ｆ３)ꎮ 为了确定 ＹＢＸ３ 是否能与这

些预测的结合位点结合ꎬ需要将这些序列分别删除

进行验证ꎬ因此分为 Ｆ１ 组、Ｆ１￣ｄｅｌ 组、Ｆ２ 组、Ｆ２￣ｄｅｌ１
组、Ｆ２￣ｄｅｌ２ 组、Ｆ３ 组、Ｆ３￣ｄｅｌ１ 组和 Ｆ３￣ｄｅｌ２ 组ꎮ

图 １　 Ｐｇｃ￣１α ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 片段 １(Ｆ１)、片段 ２(Ｆ２)和片段 ３(Ｆ３)示意图
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ Ｐｇｃ￣１α ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ ｆｒａｇｍｅｎｔ １ (Ｆ１)ꎬ ｆｒａｇｍｅｎｔ ２ (Ｆ２)ꎬ ａｎｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ３ (Ｆ３)

　 　 构建连接有 Ｐｇｃ￣１α 和 Ｕｃｐ１ 的启动子区序列

分别克隆到萤火虫荧光素酶报告基因载体 ｐＧＬ３￣
Ｂａｓｉｃ 上ꎬ并将构建好的质粒、ｐＧＬ４.７４(海肾荧光素

酶对照载体)和 ｐＣＭＶ６￣Ｙｂｘ３ 或 ｐＣＭＶ６￣Ｃｔｒｌ 用聚

乙 烯 亚 胺 ( ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅꎬ ＰＥＩ ) 共 转 染 到

ＨＥＫ２９３ 细胞中ꎬ分为 ｐＣＭＶ６￣Ｙｂｘ３ 组和 ｐＣＭＶ６￣
Ｃｔｒｌ 组ꎮ ２４ ｈ 后根据双荧光素酶报告基因检测试剂

盒说明书进行操作ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件ꎬ对数据进行正态

性检验ꎬ符合正态分布的数据以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ两组之间

比较采用 ｔ 检验ꎬ三组间差异比较采用单因素方差

分析ꎬ两两多重比较采用 Ｔｕｋｅｙ̓ｓ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为

差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＢＡＴ 中 ＹＢＸ３ 的表达与 ＵＣＰ１ 变化趋势一致

与 ２５ ℃组相比ꎬ４ ℃组 ＢＡＴ 中 ＹＢＸ３ 的 ｍＲＮＡ
和蛋白质水平均增加(Ｐ<０.０５)ꎬＰＧＣ￣１α 和 ＵＣＰ１ 的

ｍＲＮＡ 和蛋白质水平也增加(Ｐ<０.０５)ꎬ它们表达的

变化趋势一致(图 ２Ａ、Ｂ)ꎮ
与 ｐＬＶＸ￣Ｃｔｒｌ 组相比ꎬ ｐＬＶＸ￣Ｙｂｘ３ 组细胞中

ＹＢＸ３ 的 ｍＲＮＡ 增加了 ３.８ 倍ꎬ蛋白表达水平增加
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了 ７ 倍ꎬ同时ꎬＰＧＣ￣１α 和 ＵＣＰ１ 的表达上调ꎬ见图

２Ｃ￣Ｄ(Ｐ<０.０５)ꎮ ｓｈ￣Ｙｂｘ３ 组细胞中ꎬＹＢＸ３ 的表达

在 ｍＲＮＡ 和蛋白质水平均被抑制ꎬ对应地ꎬＰＧＣ￣１α

和 ＵＣＰ１ 的表达也受到抑制ꎬ如图 ２Ｅ~Ｇ(Ｐ<０.０５)ꎮ
ｓｈ￣Ｙｂｘ３ 组细胞 ＯＣＲ 低于 ｓｈ￣ｃｔｒｌ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ

图 ２　 棕色脂肪中 ＹＢＸ３ 的表达与 ＵＣＰ１ 的变化趋势一致
Ａ~Ｂ: ４ ℃组和 ２５ ℃组中 ＹＢＸ３、ＰＧＣ￣１α 和 ＵＣＰ１ 的 ｍＲＮＡ(Ａ)和蛋白质(Ｂ)表达水平ꎻＣ~Ｄ: ｐＬＶＸ￣Ｃｔｒｌ 组与 ｐＬＶＸ￣
Ｙｂｘ３ 组 ＹＢＸ３、ＰＧＣ￣１α 和 ＵＣＰ１ 的 ｍＲＮＡ(Ｃ)和蛋白质(Ｄ)表达水平ꎻＥ~Ｇ: ｓｈ￣Ｃｔｒｌ 组与 ｓｈ￣Ｙｂｘ３ 组 ＹＢＸ３、ＰＧＣ￣１α 和
ＵＣＰ１ 的 ｍＲＮＡ(Ｅ)和蛋白质(Ｆ)表达水平及 ＯＣＲ(Ｇ)ꎮ∗Ｐ<０.０５ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＹＢＸ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒｏｗｎ ｆａｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＵＣＰ１
Ａ￣Ｂ: Ｔｈｅ ｍＲＮＡ(Ａ) ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ(Ｂ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＹＢＸ３ꎬ ＰＧＣ￣１α ａｎｄ ＵＣＰ１ ｉｎ ｔｈｅ ４ ℃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ２５ ℃ ｇｒｏｕｐꎻ
Ｃ￣Ｄ: ｍＲＮＡ(Ｃ) ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ(Ｄ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＹＢＸ３ꎬ ＰＧＣ￣１α ａｎｄ ＵＣＰ１ ｉｎ ｐＬＶＸ￣Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｐＬＶＸ￣Ｙｂｘ３
ｇｒｏｕｐꎻ Ｅ￣Ｇ: Ｔｈｅ ｍＲＮＡ (Ｅ) ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ｆ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＹＢＸ３ꎬ ＰＧＣ￣１αꎬ ａｎｄ ＵＣＰ１ꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｏｘｙｇｅｎ ｃｏｎ￣
ｓｕｍｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ (ＯＣＲꎬ Ｇ) ｏｆ ＢＡＴ ｉｎ ｓｈ￣Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｈ￣Ｙｂｘ３ ｇｒｏｕｐ. ∗Ｐ<０.０５.



王文琴ꎬ等.ＹＢＸ３ 通过调节 ＵＣＰ１ 的表达调控棕色脂肪产热和能量消耗 ４３　　　 　

２.２　 小鼠 ＢＡＴ 中缺失 ＹＢＸ３ 导致产热受损

与 ｓｉ￣Ｃｔｒｌ 组小鼠对比ꎬ无论在夜间还是白天ꎬ
ｓｉ￣Ｙｂｘ３ 组小鼠在 ２４ ｈ 之内 ＣＯ２ 释放速率、Ｏ２ 消耗

速率和能量消耗速率降低(图 ３Ａ ~ Ｃ) (Ｐ<０.０５)ꎮ
将小鼠置于 ４ ℃环境中饲养 ７ ｄ 后ꎬｓｉ￣Ｙｂｘ３ 组小鼠

的直肠温度低于 ｓｉ￣Ｃｔｒｌ 组小鼠(图 ３Ｄ) (Ｐ<０.０５)ꎮ

ｓｉ￣Ｙｂｘ３组小鼠 ＢＡＴ 的 Ｙｂｘ３ ｍＲＮＡ 水平和蛋白质

水平比 ｓｉ￣Ｃｔｒｌ 组小鼠降低了约 ５０％(图 ３Ｅ￣Ｆ)ꎬ同
时ꎬｓｉ￣Ｙｂｘ３ 组小鼠的 ＰＧＣ￣１α 和 ＵＣＰ１ 表达受到抑

制(图 ３Ｅ、Ｆ)(Ｐ<０.０５)ꎮ ＨＥ 染色结果表明ꎬｓｉ￣Ｙｂｘ３
组小鼠 ＢＡＴ 细胞中有更大的脂滴(图 ３Ｇ、Ｈ)ꎮ
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图 ３　 小鼠 ＢＡＴ 中 ＹＢＸ３ 的缺失导致产热受损
Ａ~Ｃ: ｓｉ￣Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉ￣Ｙｂｘ３ 组小鼠在 ２４ ｈ 光￣暗周期内 ＣＯ２ 释放速率(Ａ)、Ｏ２ 消耗速率(Ｂ)和能量消耗速率(Ｃ)ꎻＤ~Ｈ:
ｓｉ￣Ｃｔｒｌ 组与 ｓｉ￣Ｙｂｘ３ 组小鼠在 ４ ℃环境下饲养 ７ ｄ 后的直肠温度(Ｄ)ꎬＹＢＸ３、ＰＧＣ￣１α 和 ＵＣＰ１ 的 ｍＲＮＡ(Ｅ)和蛋白(Ｆ)
表达水平以及 ＨＥ 染色(Ｇ)和脂滴大小定量(Ｈ)ꎬ放大倍数:４００×ꎮ∗Ｐ<０.０５ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ＹＢＸ３ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ＢＡＴ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓ
Ａ￣Ｃ: Ｉｎ ｔｈｅ ｓｉ￣Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉ￣Ｙｂｘ３ ｇｒｏｕｐꎬ ＣＯ２ ｒｅｌｅａｓｅ ｒａｔｅ (Ａ)ꎬ Ｏ２ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ (Ｂ) ａｎｄ ｅｎｅｒｇｙ ｅｘｐｅｎｄｉｔｕｒｅ
ｒａｔｅ (Ｃ) ｄｕｒｉｎｇ ａ ２４￣ｈ ｌｉｇｈｔ－ｄａｒｋ ｃｙｃｌｅꎻ Ｄ￣Ｇ: Ｒｅｃｔａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (Ｄ)ꎬ ｍＲＮＡ (Ｅ) ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ｆ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ＹＢＸ３ꎬ ＰＧＣ￣１αꎬ ａｎｄ ＵＣＰ１ꎬ ａｎｄ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ (Ｇ) ｗｉｔｈ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔ ｓｉｚｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ (Ｈ) ｉｎ ｔｈｅ ｓｉ￣Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｔｈｅ ｓｉ￣Ｙｂｘ３ ｇｒｏｕｐ. Ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ: ４００×. ∗Ｐ<０.０５.

２.３　 寒冷刺激能够影响 ＹＢＸ３ 入核

与 ２５ ℃ 相比ꎬ４ ℃ 组小鼠 ＢＡＴ 细胞核中的

ＹＢＸ３ 蛋白质水平升高(图 ４Ａ)(Ｐ<０.０５)ꎮ 免疫荧

光染色结果表明 ４ ℃组 ＹＢＸ３ 的入核增加(图 ４Ｂ)ꎮ

图 ４　 寒冷刺激能够影响 ＹＢＸ３ 入核
Ａ~Ｂ: 野生型小鼠在 ２５℃或 ４℃环境下饲养 ７ ｄꎬ在蛋白质(Ａ)水平检测 ＹＢＸ３ 在从 ＢＡＴ 中分离出的亚细胞定位ꎬＧＡＰＤＨ
(细胞质标志物)和 Ｈ３(核标志物)作为对照ꎬ免疫荧光(Ｂ)染色检测 ＹＢＸ３在 ＢＡＴ 中的定位ꎮ 放大倍数:４００×ꎮ∗Ｐ<０.０５ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｌｄ ｓｔｉｍｕｌｉ ｃａｎ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ＹＢＸ３ ｅｎｔｒｙ ｎｕｃｌｅｕｓ
Ａ￣Ｂ: Ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ｋｅｐｔ ａｔ ２５℃ ｏｒ ４℃ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓꎬ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＹＢＸ３ ｉｎ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ ｉｓｏ￣
ｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ＢＡＴ ａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ａ) ｌｅｖｅｌꎬ ｗｉｔｈ ＧＡＰＤＨ ( ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒ) ａｎｄ Ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ３ (ｎｕｃｌｅａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎ
ｍａｒｋｅｒ) ｓｅｒｖｉｎｇ ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ (Ｂ) ｏｆ ＹＢＸ３ ｉｎ ＢＡＴ. Ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ: ４００×ꎮ ∗Ｐ<０.０５.



王文琴ꎬ等.ＹＢＸ３ 通过调节 ＵＣＰ１ 的表达调控棕色脂肪产热和能量消耗 ４５　　　 　

２.４　 ＹＢＸ３ 以 ＲＮＡ 结合蛋白或者转录因子的身份

调控 ＰＧＣ￣１α和 ＵＣＰ１ 的表达

ＲＩＰ 检测结果表明ꎬＹＢＸ３ 可以与 ＵＣＰ１ 特异

性结合ꎬ对应的峰的信息如图 ５Ａ 所示ꎮ 与 ＩｇＧ 组

相比ꎬＹＢＸ３ 组能够与 Ｕｃｐ１ 和 Ｐｇｃ￣１α ｍＲＮＡ 特

异性结合(图 ５Ｂ￣Ｃ) (Ｐ<０.０５)ꎮ 双荧光报告系统

检测结果表明ꎬ与 ｐＣＭＶ６￣Ｃｔｒｌ 组相比ꎬ ｐＣＭＶ６￣
Ｙｂｘ３ 组能够提升 ３ 个片段的荧光素酶活性 (图

５Ｄ)(Ｐ < ０. ０５)ꎮ 当删除 ＹＲＳ 之后ꎬ与对照组相

比ꎬ发现 Ｆ１￣ｄｅｌ 组(图 ５Ｅ)、Ｆ２￣ｄｅｌ２ 组中的(图 ５Ｆ)
以及 Ｆ３￣ｄｅｌ２ 组(图 ５Ｇ) 荧光素酶活性降低( Ｐ <
０.０５)ꎬＦ２￣ｄｅｌ１ 组和 Ｆ３￣ｄｅｌ１ 组与对照组相比差异

无统计学意义ꎮ
与 ｐＣＭＶ６￣Ｃｔｒｌ 组相比ꎬｐＣＭＶ６￣Ｙｂｘ３ 组 Ｕｃｐ１

和 Ｐｇｃ￣１α 启动子的荧光素酶活性升高(图 ５Ｈ￣Ｉ)
(Ｐ<０.０５)ꎮ

图 ５　 ＹＢＸ３ 以 ＲＮＡ 结合蛋白或者转录因子的身份调控 ＰＧＣ￣１α 和 ＵＣＰ１ 的表达
Ａ: ＵＣＰ１ 的峰值注释ꎻＢ~Ｃ: 通过 ｑＰＣＲ 分析 ＩｇＧ 组和 ＹＢＸ３ 组测定的 ＹＢＸ３ 与 ｕｃｐ１(Ｂ)和 ｐｇｃ￣１α(Ｃ)ｍＲＮＡ 的关联ꎻ
Ｄ: ｐＣＭＶ６￣Ｃｔｒｌ 组和 ｐＣＭＶ６￣Ｙｂｘ３ 组的海肾荧光素 /萤火虫荧光素相对值ꎻＥ ~ Ｇ: 在 ＨＥＫ２９３ 细胞中转染含有
Ｐｇｃ￣１α ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ Ｆ１(Ｅ)、Ｆ２(Ｆ)、Ｆ３(Ｇ)或其相应缺失突变体组后测得的海肾荧光素 /萤火虫荧光素相对值ꎻ
Ｈ~ Ｉ: ｐＣＭＶ６￣Ｃｔｒｌ 组和 ｐＣＭＶ６￣Ｙｂｘ３ 组的海肾荧光素 /萤火虫荧光素相对值ꎮ∗Ｐ<０.０５ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＹＢＸ３ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＰＧＣ￣１α ａｎｄ ＵＣＰ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｓ ａｎ ＲＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
Ａ: Ｐｅａｋ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＵＣＰ１ꎻ Ｂ￣Ｃ: Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＹＢＸ３ ｗｉｔｈ Ｕｃｐ１ (Ｂ) ａｎｄ Ｐｇｃ￣１α (Ｃ) ｍＲＮＡ ａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＲＩＰ￣
ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ｅｉｔｈｅｒ ａｎ ａｎｔｉ￣ＹＢＸ３ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ＩｇＧꎻ Ｄ: Ｒｅｎｉｌｌａ / ｆｉｒｅｆｌｙ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒａｔｉｏｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｉｎ
ＨＥＫ２９３ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｐｇｃ￣１α ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ Ｆ１ꎬ Ｆ２ ｏｒ Ｆ３ ａｎｄ ｐＣＭＶ６￣Ｃｔｒｌ
ｏｒ ｐＣＭＶ６￣Ｙｂｘ３ꎻ Ｅ￣Ｇ: Ｒｅｎｉｌｌａ / ｆｉｒｅｆｌｙ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｉｎ ＨＥＫ２９３ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓ ｃｏｎ￣
ｔａｉｎｉｎｇ ｅｉｔｈｅｒ Ｐｇｃ￣１α ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ Ｆ１ (Ｅ)ꎬ Ｆ２ (Ｆ)ꎬ Ｆ３ (Ｇ) ｏｒ ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔｓꎻ Ｈ￣Ｉ: Ｆｉｒｅｆｌｙ / ｒｅ￣
ｎｉｌｌａ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒａｔｉｏｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐＣＭＶ６￣Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｐＣＭＶ６￣Ｙｂｘ３ ｇｒｏｕｐ. ∗Ｐ<０.０５.

３　 讨　 论

研究表明ꎬ成年人体内存在 ＢＡＴ 细胞ꎬ激活

ＢＡＴ 促进产热和能量消耗是一种对抗肥胖的有效

策略[１０]ꎮ 在 ＢＡＴ 中ꎬＵＣＰ１ 将线粒体氧化磷酸化与

三磷酸腺苷的产生解偶联ꎬ并将化学能以热量的形

式耗散ꎬ从而大大增加能量消耗ꎮ ＰＧＣ￣１α 通过直

接诱导 ＵＣＰ１ 表达来调节 ＢＡＴ 介导的产热作

用[２１]ꎮ 冷暴露会增加 ＢＡＴ 中 ＵＣＰ１ 的蛋白质水

平ꎬ并诱导产热以对抗寒冷[２２]ꎮ 本研究进一步验证

了上述结论ꎬ与此同时ꎬ发现与 ２５ ℃组相比ꎬ冷刺激
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导致 ＹＢＸ３ 的表达上调ꎬ与 ＰＧＣ￣１α、ＵＣＰ１ 的表达

变化一致ꎬ这表明 ＹＢＸ３ 可能参与 ＢＡＴ 的产热调

控ꎮ 接下来在细胞水平进一步进行了验证ꎬ当棕色

脂肪细胞中的 ＹＢＸ３ 过表达或者沉默时ꎬＰＧＣ￣１α、
ＵＣＰ１ 的表达随 ＹＢＸ３ 表达水平的变化产生对应的

变化ꎮ 在诱导为成熟棕色脂肪细胞后ꎬＹＢＸ３ 和

ＵＣＰ１ 和 ＰＧＣ￣１α 的表达变化一致ꎬ这表明 ＹＢＸ３ 可

能通过调控产热关键基因控制产热的表达ꎮ
寒冷刺激下在产热脂肪组织中 ＹＢＸ１ 表达增

加ꎬ并促进诱导产热基因的表达[１７ꎬ２３￣２４]ꎮ ＹＢＸ２ 在

白色脂肪褐变和棕色脂肪生成的过程中表达上调ꎬ
通过稳定 Ｐｇｃ￣１α ｍＲＮＡ 在脂肪细胞产热过程中发

挥调节作用[１８]ꎮ 除了调节产热ꎬＹＢＸ２ 通过直接结

合糖酵解基因的 ５′ＵＴＲ 来促进糖酵解基因的 ｍＲ￣
ＮＡ 翻译ꎬ从而促进棕色脂肪细胞响应产热刺激进

行糖酵解[２５]ꎮ 本研究发现当棕色脂肪细胞缺失

ＹＢＸ３ 之后ꎬ无论是在基础呼吸还是最大呼吸的检

测中ꎬ细胞 ＯＣＲ 降低ꎬ导致棕色脂肪细胞线粒体呼

吸异常ꎮ 这预示着棕色脂肪细胞 ＹＢＸ３ 的表达被

抑制会影响线粒体呼吸进而影响产热ꎮ 接下来ꎬ给
小鼠 ＢＡＴ 多点原位注射 ｓｉ￣Ｙｂｘ３ 并置于 ４ ℃环境中

饲养后ꎬ小鼠 ＢＡＴ 中 ＹＢＸ３ 的表达水平下调ꎬ进而

ＣＯ２ 释放速率、Ｏ２ 消耗速率、能量消耗速率均降低ꎬ
产热基因的表达受到抑制ꎬ导致小鼠在寒冷环境下

不能维持正常体温ꎮ 这说明 ＢＡＴ 中缺失 ＹＢＸ３ 会

导致产热受损ꎬ降低对冷刺激的响应水平ꎮ
研究表明ꎬＹＢＸ３ 可以作为一种转录调节因子

或者 ＲＮＡ 结合蛋白ꎬ能够入核与 ｍＲＮＡ 特定靶点

序列结合ꎬ调控 ｍＲＮＡ 的丰度ꎬ进而影响目的基因

的表达[１７ꎬ１９ꎬ２３ꎬ２５￣２７]ꎮ 为了探究 ＹＢＸ３ 是否通过入核

调控产热基因的表达ꎬ本研究提取了在 ４ ℃和 ２５ ℃
环境下饲养 ７ ｄ 的小鼠 ＢＡＴ 中的胞质蛋白和核蛋

白ꎬ结果表明 ４ ℃可以促进 ＹＢＸ３ 入核ꎬ为调控产热

基因的表达提供前提ꎮ
通过 ＲＩＰ 检测发现 ＹＢＸ３ 参与调控能量代谢

和产热ꎮ 本研究表明 ＹＢＸ３ 可与 Ｕｃｐ１ 和 Ｐｇｃ￣１α
ｍＲＮＡ 特异性结合并且 ＹＢＸ３ 能够通过直接与

ＰＧＣ￣１α 的 ３′ＵＴＲ 的 ＹＲＳ 或者启动子区域结合ꎬ进
而调控 ＰＧＣ￣１α 的表达ꎮ ＹＢＸ３ 则是通过与 ＵＣＰ１
的启动子区域结合完成对 ＵＣＰ１ 表达的调控ꎮ

综上所述ꎬ在小鼠 ＢＡＴ 中缺失 ＹＢＸ３ 会导致产

热受损、能量消耗降低、应对寒冷维持体温的能力降

低ꎮ 在机制上ꎬ本研究发现 ＹＢＸ３ 可以以转录因子

或者 ＲＮＡ 结合蛋白的身份通过与 ＰＧＣ￣１α、ＵＣＰ１
的特定位点结合ꎬ调控它们的表达ꎮ ＹＢＸ３ 有望成

为治疗肥胖及相关代谢疾病的潜在靶点ꎬ同时也为

具有冷休克结构域的蛋白质大家族在哺乳动物体内

调控产热填充了新的内容和机制ꎮ
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