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饮食诱导肥胖雌鼠棕色脂肪组织蛋白质组学分析
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摘要:目的　 探讨高脂饮食(ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔꎬ ＨＦＤ)对雌性小鼠棕色脂肪蛋白组学的影响ꎮ 方法　 构建高脂饮食诱导

的肥胖雌鼠模型ꎮ 对照组(ＣＯＮ 组)小鼠给予普通饮食ꎬ实验组(ＨＦＤ 组)小鼠给予高脂饮食ꎬ均喂养 ２１ 周ꎬ每周

记录小鼠体质量ꎬ使用小动物体脂分析仪测量身体成分ꎬ通过经腹葡萄糖耐量试验( ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ
ｔｅｓｔ ꎬ ＩＰＧＴＴ)和胰岛素耐量试验( ｉｎｓｕｌｉｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔꎬ ＩＴＴ)评估小鼠葡萄糖耐量和胰岛素耐量ꎮ 处死小鼠后迅速

收集棕色脂肪(ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅꎬ ＢＡＴ)标本于液氮中ꎬ后续进行液相色谱－串联质谱检测( ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ￣
ｐｈｙ￣ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬ ＬＣ￣ＭＳ)及蛋白组学数据分析(ｎ＝ ４)ꎮ 结果　 与 ＣＯＮ 组相比ꎬＨＦＤ 组小鼠体质量

增加ꎬ体脂含量增加ꎬ糖耐量和胰岛素耐量受损ꎮ 蛋白组学分析以差异倍数( ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅꎬ ＦＣ)>１.５ 或<０.６７ꎬ且 Ｐ<
０.０５ 为标准筛选差异蛋白ꎬ聚类分析热图结果显示ꎬＨＦＤ 小鼠 Ｕｃｐ１ 水平升高ꎬ蛋白免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇꎬ
ＷＢ)结果显示ꎬＨＦＤ 小鼠棕色脂肪中 Ｕｃｐ１ 水平更高ꎻ亚细胞定位分析表明线粒体是含有差异蛋白数目最多的细

胞器ꎻ基因本体(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)功能和京都基因和基因组数据库(Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓꎬ
ＫＥＧＧ)通路富集分析显示:与 ＣＯＮ 组相比ꎬＨＦＤ 组下调蛋白主要与肌肉收缩有关ꎬ涉及钙信号通路等ꎬ而上调蛋

白主要与脂质分解代谢有关ꎬ涉及脂质氧化过程以及产热、氧化磷酸化等通路ꎻ蛋白质相互作用分析提示网络中

心蛋白主要与脂质合成、脂肪酸 β 氧化有关ꎮ 结论　 肥胖状态下ꎬ雌鼠 ＢＡＴ 产热通路激活ꎬ并伴有脂肪酸 β 氧化

增强和脂肪合成减弱ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔ (ＨＦＤ) ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｏｆ ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ
(ＢＡＴ) ｉｎ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｏｂｅｓｅ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ(ＨＦＰ ｇｒｏｕｐ) . Ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎ￣
ｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｄｉｅｔꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ. Ｂｏｔｈ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｆｅｄ
ｆｏｒ ２１ ｗｅｅｋｓ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｅｅｋｌｙ. Ｂｏｄｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｍａｌｌ ａｎｉｍａｌ ｂｏｄｙ ｃｏｍｐｏｓｉ￣
ｔｉｏｎ ａｎａｌｙｚｅｒ. Ｔｈｅ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ
( ＩＰＧＴＴ) ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ ( ＩＴＴ) ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄꎬ ＢＡＴ ｗａｓ ｑｕｉｃｋｌｙ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ
ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ４ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｅｉｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍ￣
ｅｔｒｙ (ＬＣ￣ＭＳ) ａｎｄ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆａｔ ｃｏｎｔｅｎｔꎬ ｂｕｔ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ
ｗｉｔｈ ＦＣ>１.５ ｏｒ <０.６７ ａｎｄ Ｐ<０.０５. Ｃｌｕｓｔｅｒ ｈｅａｔｍａｐ ｒｅｖｅａｌｅｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｕｃｐ１ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＨＦＤ ｍｉｃｅꎬ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ￣
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ｔｉｎｇ ｆｕｒｔｈｅｒ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｈｉｇｈｅｒ Ｕｃｐ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＦＤ ｍｉｃｅ. Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ
ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｏｒｇａｎｅｌｌｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ) ａｎｄ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ
ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ (ＫＥＧＧ) ａｎａｌｙｓｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｗｉｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ｌｉｐｉｄ ｃａｔａｂｏｌｉｓｍꎬ
ｌｉｐｉｄ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐａｔｈｗａｙｓ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ｗｅｒｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｐｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ β ｏｘｉｄａｔｉｏｎ.
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ＢＡＴ ｗａｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｉｎ ｏｂｅｓｅ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅꎬ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｏｘｉｄａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ β ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｆａｔ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｄｉｅｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｂｅｓｉｔｙꎻ Ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅꎻ Ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓꎻ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ

　 　 研究表明ꎬ肥胖是一种因能量摄入与能量消耗

不平衡而导致脂肪积聚的疾病ꎬ可增加患 ２ 型糖尿

病、心血管疾病和代谢综合征的风险[１￣４]ꎮ 组织学

上ꎬ脂肪组织主要有 ３ 种类型:白色脂肪组织(ｗｈｉｔｅ
ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅꎬ ＷＡＴ)ꎬ占脂肪量的 ９５％以上ꎻ棕色

脂肪组织(ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅꎬ ＢＡＴ)ꎬ占脂肪量的

１％到 ２％ꎬ以及介于 ＷＡＴ 和 ＢＡＴ 之间的米色脂

肪[５]ꎮ ＷＡＴ 以甘油三酯的形式储存多余的能量ꎬ
而富含线粒体的 ＢＡＴ 主要是以非寒颤产热的方式

消耗能量ꎬ在调节能量平衡中发挥重要作用ꎮ 在小

鼠中ꎬＢＡＴ 主要位于肩胛部ꎬ既往正电子发射断层

扫描￣计 算 机 断 层 扫 描 ( ｐｏｓｉｔｒｏｎ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｔｏｍｏ￣
ｇｒａｐｈｙꎬ ＰＥＴ￣ＣＴ)成像研究表明 ＢＡＴ 也存在于成年

人体中[６￣８]ꎮ ＢＡＴ 的产热活性主要依赖于其特异性

解偶联蛋白 １ (Ｕｃｐ１)ꎬ这是一种线粒体内膜蛋白ꎬ
可通过解偶联氧化磷酸化将能量作为热量消散[９]ꎮ
近年来也有 Ｕｃｐ１ 非依赖性产热的相关报道ꎬ如
Ｃａ２＋循环产热作用和肌酸循环[１０￣１１]ꎮ 既往研究表

明ꎬ生理状态下雌鼠较雄鼠具有更高的产热活性ꎬ更
强的线粒体呼吸和磷酸化能力[１２￣１５]ꎮ 但在代谢应

激状态下ꎬ雌鼠 ＢＡＴ 的产热活性及相关作用机制尚

不明确ꎮ 本研究选择使用高脂饮食( ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔꎬ
ＨＦＤ)诱导的肥胖雌鼠进行蛋白组学研究ꎬ以期阐

明肥胖状态下雌鼠棕色脂肪的作用及相关机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验动物

５ 周龄 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雌性小鼠(北京唯尚立德生物

科技有限公司)适应性喂养 １ 周后ꎬ在满足实验动

物 ３Ｒ 原则和统计学的前提下ꎬ将小鼠随机分为 ２
组ꎬ每组 ８ 只ꎬ分别为对照组(ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ＣＯＮ 组ꎬ北京

科澳协力有限公司)和实验组(ＨＦＤ 组ꎬＴＰ２３５２０ 中

国南通特洛菲饲料科技有限公司)喂养 ２１ 周ꎬ每周

记录小鼠体质量ꎮ 本研究动物实验方案已获得山东

大学第二医院伦理委员会批准 (批准号:ＫＹＬＬ￣
２０１９[ＫＪ]Ａ￣００３５)ꎮ
１.１.２　 主要试剂与仪器

小鼠体脂分析仪 ｍｉｎｉｓｐｅｃ ＬＦ９０(德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公
司)ꎬ组织研磨仪(杭州奥盛仪器有限公司)ꎬ蛋白质

定量试剂盒 ( ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓｓａｙ ｋｉｔꎬ
ＢＣＡ)购自美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎮ Ｕｃｐ１(解偶联蛋白

１)抗体(美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎬ货号:
１４６７０)ꎬＨｓｐ９０(热休克蛋白 ９０)抗体(美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇ￣
ｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎬ货号:４８７７)ꎬ蛋白裂解缓冲

液( ｒａｄｉｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒꎬ ＲＩ￣
ＰＡ)购自上海碧云天生物技术有限公司ꎮ ４Ｄ￣ｌａｂｅｌ￣
ｆｒｅｅ 蛋白质组学分析使用 ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ 质谱仪和

Ｅａｓｙ ｎＬＣ 液相色谱仪ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 体脂分析

在小鼠 ２６ 周龄时使用小鼠体脂分析仪(ｍｉｎｉｓ￣
ｐｅｃ ＬＦ９０ 德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司)评估身体成分ꎬ测量脂

肪和瘦体质量水平ꎮ
１.２.２　 经腹葡萄糖耐量试验( ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ

ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔꎬ ＩＰＧＴＴ)
在小鼠 ２５ 周龄行 ＩＰＧＴＴ 实验ꎮ 实验前更换垫

料ꎬ小鼠正常饮水ꎮ 隔夜禁食 １２ ｈ 后ꎬ给小鼠腹腔

注射葡萄糖 ( ２ ｇ / ｋｇ)ꎬ分别在 ０、 １５、 ３０、 ６０、 ９０、
１２０ ｍｉｎ时检测血糖ꎮ
１.２.３　 胰岛素耐量试验( ｉｎｓｕｌｉｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔꎬ ＩＴＴ)

在小鼠 ２６ 周龄行 ＩＴＴ 实验ꎮ 实验前更换垫料ꎬ
小鼠正常饮水ꎮ 禁食 ６ ｈ 后ꎬ给小鼠腹腔注射胰岛

素(０.５ Ｕ / ｋｇ)ꎬ分别在 ０、１５、３０、６０、９０、１２０ ｍｉｎ 时检

测血糖ꎮ
１.２.４　 蛋白免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇꎬ ＷＢ)

称取适量棕色脂肪组织加入蛋白裂解缓冲液、
蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂于组织研磨仪充分研

磨样本ꎬＢＣＡ 法测量蛋白浓度ꎬ电泳、转膜、封闭、显
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影后分析棕色脂肪中 Ｕｃｐ１ 蛋白表达水平ꎮ
１.２.５　 样本提取与分析

动物用戊巴比妥麻醉后经颈椎脱臼处死ꎬ迅速

收集肩胛部棕色脂肪组织ꎬ生理盐水冲洗血迹后放

入液氮冷冻ꎬ随后储存于－８０ ℃ꎮ 采用 ＳＤＴ 裂解法

提蛋白ꎬＢＣＡ 法进行蛋白定量ꎬ之后 ＦＡＳＰ 酶解法

胰蛋白酶消化样品ꎮ 每份样品采用纳升流速的

ＨＰＬＣ 液相系统 Ｅａｓｙ ｎＬＣ 进行分离ꎮ 样品经色谱

分离后用 ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ 质谱仪进行质谱分析ꎬ具体

操作方法参照文献[１６￣１７]ꎮ 采用亚细胞结构预测

软件 ＣＥＬＬＯ 对差异蛋白质进行亚细胞定位分析ꎬ
采用 Ｂｌａｓｔ２Ｇｏ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｂｌａｓｔ２ｇｏ.ｃｏｍ / ) 软件对

差异蛋白质进行基因本体( ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)功

能注释ꎬ通过京都基因和基因组数据库(ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙ￣
ｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)对差异蛋白

注释ꎬ蛋白－蛋白相互作用( ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃ￣
ｔｉｏｎꎬ ＰＰＩ)网络由 ＣｙｔｏＳｃａｐｅ 软件绘制ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 软件和 Ｒ 软件ꎮ 两组

比较采用 ｔ 检验ꎬＩＰＧＴＴ 和 ＩＴＴ 实验采用重复测量

方差分析ꎮ 蛋白组学以差异倍数(ＦＣ)上调>１.５倍
或下调<０.６７ 倍ꎬＰ<０.０５ 为标准筛选差异蛋白ꎬ蛋白

质在 ＧＯ 分析或 ＫＥＧＧ 通路中的显著性水平通过

Ｆｉｓｈｅｒ 精确检验进行评估ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１ 　 ＨＦＤ 导致小鼠肥胖、糖耐量和胰岛素耐量

受损

ＨＦＤ 小鼠的体质量显著高于 ＣＯＮ 小鼠 (图

１Ａ)ꎮ 体脂分析表明ꎬ ＨＦＤ 组小鼠脂肪含量显著增

加(图 １Ｂ ~ Ｃ)ꎬ且皮下脂肪( ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｇｕｉｎａｌ
ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅꎬ ｉＷＡＴ)、内脏脂肪(ｅｐｉｄｉｄｙｍａｌ
ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅꎬ ｅＷＡＴ)、棕色脂肪(ＢＡＴ)含量

显著增加(图 １Ｄ ~ Ｉ)ꎮ ＩＰＧＴＴ 和 ＩＴＴ 实验表明ꎬ肥
胖小鼠的葡萄糖耐量和胰岛素耐量均明显受损(图
１Ｊ~Ｍ)ꎮ 见图 １ꎮ
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图 １　 ＨＦＤ 导致小鼠肥胖、糖耐量和胰岛素耐量受损
Ａ: 体质量变化ꎻＢ: 脂肪和瘦体质量ꎻＣ:脂肪和瘦体质量百分比ꎻ Ｄ:皮下脂肪质量ꎻＥ:皮下脂肪百分比ꎻＦ:内脏脂肪质
量ꎻＧ:内脏脂肪百分比ꎻＨ:棕色脂肪质量ꎻＩ:棕色脂肪百分比ꎻＪ:经腹葡萄糖耐量曲线ꎻＫ:经腹葡萄糖耐量曲线下面积ꎻ
Ｌ:胰岛素耐量曲线ꎻＭ:胰岛素耐量曲线下面积(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎬ∗∗∗∗Ｐ<０.０００ １ ｖｓ 对照组)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＨＦＤ ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｂｅｓｉｔｙꎬ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｍｉｃｅ
Ａ: Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｆａｔ ｍａｓｓ ａｎｄ ｌｅａｎ ｍａｓｓꎻ Ｃ: Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｆａｔ ｍａｓｓ ａｎｄ ｌｅａｎ
ｍａｓｓꎻ Ｄ: Ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｇｕｉｎａｌ ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ ( ｉＷＡＴ)ꎻ Ｅ: Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｇｕｉ￣
ｎａｌ ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ ( ｉＷＡＴ)ꎻ Ｆ: Ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｅｐｉｄｉｄｙｍａｌ ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ ( ｅＷＡＴ)ꎻ Ｇ: Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｅｐｉｄｉｄｙｍａｌ ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ (ｅＷＡＴ)ꎻ Ｈ: Ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ (ＢＡＴ)ꎻ Ｉ: Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｂｒｏｗｎ
ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ (ＢＡＴ)ꎻ Ｊ: Ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ ( ＩＰＧＴＴ)ꎻ Ｋ: Ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＩＰＧＴＴꎻ
Ｌ: Ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ ( ＩＴＴ)ꎻ Ｍ: Ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＩＴＴ (∗Ｐ < ０. ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０. ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０. ００１ꎬ∗∗∗∗Ｐ <
０.０００ １ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ) .

２.２　 蛋白质组学分析

２.２.１　 差异蛋白定量统计、亚细胞定位、聚类分析

ＨＦＤ 组与 ＣＯＮ 组发生明显变化的代表性蛋白

见表 １ꎮ 蛋白组学分析表明ꎬ在正常体质量小鼠

(ｎ＝ ４)和肥胖小鼠(ｎ ＝ ４)的棕色脂肪组织中共鉴

定出 ４ １７９ 个蛋白ꎬ其中有 ４５０ 个差异蛋白ꎬ与 ＣＯＮ
组相比ꎬＨＦＤ 组有 ２２６ 个蛋白上调ꎬ２２４ 个蛋白下调

(图 ２Ａ)ꎮ 层次聚类的结果如图 ２Ｂ 所示ꎮ 蛋白免

疫印迹的结果表明ꎬＵｃｐ１ 在 ＨＦＤ 组小鼠的棕色脂

肪中水平升高ꎬ这与层次聚类的结果一致(图 ２Ｃ)ꎮ
差异蛋白的亚细胞定位分析表明ꎬ有 １４６ 个位于细

胞质中ꎬ９５ 个位于质膜中ꎬ１４０ 个位于细胞核中ꎬ９７
个位于线粒体中ꎬ７６ 个位于细胞外ꎬ１１ 个位于溶酶

体中ꎬ３ 个位于过氧化物酶体中ꎬ３ 个位于内质网中ꎬ
３ 个位于细胞骨架中ꎬ提示线粒体是差异蛋白数目

最多的细胞器(图 ２Ｄ)ꎮ
表 １　 ＨＦＤ 组和 ＣＯＮ 组发生显著变化的代表性蛋白

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｔｈａｔ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎ ＨＦＤ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ
蛋白 蛋白名称 基因名称 差异倍数 Ｐ
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Ｏ３５６７８ Ｍｏｎｏｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ｌｉｐａｓｅ Ｍｇｌｌ ２.１３５ ７.０９６
Ｐ１２２４２ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｂｒｏｗｎ ｆａｔ ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ Ｕｃｐ１ ２.０７６ ２.９８８
Ｑ９ＱＹＲ９ Ａｃｙｌ￣ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ ｔｈｉｏｅｓｔｅｒａｓｅ ２ꎬ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ Ａｃｏｔ２ ２.０４５ ０.００１
Ｑ９ＣＰＸ８ Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｂ￣ｃ１ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｕｂｕｎｉｔ １０ Ｕｑｃｒ１１ １.９９７ ０.０２３
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续表

蛋白 蛋白名称 基因名称 差异倍数 Ｐ
Ｏ８８５８７ Ｃａｔｅｃｈｏｌ Ｏ￣ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｃｏｍｔ １.６０４ ０.０１７
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Ｑ８ＢＪ０３ Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｏｘｉｄａｓｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ＣＯＸ１５ ｈｏｍｏｌｏｇ Ｃｏｘ１５ １.５５６ ０.００３
Ｐ０３８９９ ＮＡＤＨ￣ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｃｈａｉｎ ３ Ｍｔｎｄ３ １.５３５ ０.０１０
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Ｐ００８４８ ＡＴＰ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ａ Ｍｔａｔｐ６ １.５１９ ０.００５
Ｑ９Ｚ２Ｚ６ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃａｒｎｉｔｉｎｅ / ａｃｙｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｌｃ２５ａ２０ １.５０４ <０.００１
Ｑ５ＳＷＵ９ Ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ １ Ａｃａｃａ ０.６６０ ０.０１７
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Ｑ９１Ｖ９２ ＡＴＰ￣ｃｉｔｒａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ Ａｃｌｙ ０.４４９ ０.００１
Ｐ５１８３０ Ａｄｅｎｙｌａｔｅ ｃｙｃｌａｓｅ ｔｙｐｅ ９ Ａｄｃｙ９ ０.４１９ ０.００４
Ｐ１３５１６ Ａｃｙｌ￣ＣｏＡ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ １ Ｓｃｄ１ ０.４０７ ０.００２
Ｏ０９１６５ Ｃａｌｓｅｑｕｅｓｔｒｉｎ￣１ Ｃａｓｑ１ ０.３５６ ０.０２７
Ｑ８Ｒ４２９ Ｓａｒｃｏｐｌａｓｍｉｃ / ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｃａｌｃｉｕｍ ＡＴＰａｓｅ １ Ａｔｐ２ａ１ ０.３４３ ０.０４２
Ｐ６８１８１ ｃＡＭＰ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ ｂｅｔａ Ｐｒｋａｃｂ ０.２１８ ０.００７
Ｏ０９１６１ Ｃａｌｓｅｑｕｅｓｔｒｉｎ￣２ Ｃａｓｑ２ ０.１８４ <０.００１

图 ２　 差异蛋白定量分析、聚类分析、ＷＢ、亚细胞定位
Ａ:差异蛋白定量分析ꎻＢ:差异蛋白聚类分析ꎻＣ:Ｕｃｐ１ 蛋白的表达ꎻＤ:差异蛋白亚细胞定位ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ
Ａ: Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎻ Ｂ: Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎻ Ｃ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
Ｕｃｐ１ꎻ Ｄ: Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ.

２.２.２　 差异蛋白 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析

通过 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析比较 ＣＯＮ 组和

ＨＦＤ 组 ＢＡＴ 中差异蛋白的生物学特征以及代谢通

路变化ꎬＧＯ 功能注释主要分为生物过程(ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ＢＰ)、细胞组分(ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬ ＣＣ)、分子

功能(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ＭＦ)３ 大类ꎮ 对表达上调



梁中昊ꎬ等.饮食诱导肥胖雌鼠棕色脂肪组织蛋白质组学分析 １５　　　 　

的差异蛋白进行 ＧＯ 富集分析ꎬ发现在 ＢＰ 中ꎬ上调蛋

白主要与细胞脂质代谢 ( ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ)、脂质分解代谢( ｌｉｐｉｄ ｃａｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ)、脂
质氧化( ｌｉｐｉｄ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ)等有关ꎻ在 ＣＣ 中ꎬ上调蛋白

与膜成分(ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ)、过氧化物酶体

(ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ)、线粒体(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ)有关ꎻ在 ＭＦ
中主要与跨膜转运蛋白活性( ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ)有
关(图 ３Ａ)ꎮ 基于 ＫＥＧＧ 富集分析ꎬ上调蛋白主要

富集在过氧化物酶体 ( ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ)、甘油脂代谢

(ｇｌｙｃｅｒｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)、ＰＰＡＲ 信号通路 ( ＰＰＡＲ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ)、氧化磷酸化(ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏ￣
ｒｙｌａｔｉｏｎ)、产热( ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓ)等通路(图 ３Ｂ)ꎬ这
表明肥胖状态下雌鼠 ＢＡＴ 中的脂肪酸 β 氧化和产

热功能可能是增强的ꎮ 接着ꎬ对表达下调的差异蛋

白进行 ＧＯ 富集分析ꎬ发现:ＨＦＤ 组中的下调蛋白

在生物过程(ＢＰ)中主要与肌肉收缩相关ꎬ如横纹肌

收缩(ｓｔｒｉａｔｅｄ ｍｕｓｃｌｅ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ)、肌肉收缩(ｍｕｓｃｌｅ
ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ)、骨骼肌收缩 ( ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｃｏｎｔｒａｃ￣
ｔｉｏｎ)等ꎻ在 ＣＣ 中主要与肌浆网(ｓａｒｃｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕ￣
ｌｕｍ)、肌质(ｓａｒｃｏｐｌａｓｍ)、肌原纤维(ｍｙｏｆｉｂｒｉｌ)等肌

肉结构相关ꎻ在分子功能(ＭＦ)中主要与磷酸化酶

活性(ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ)有关(图 ３Ｃ)ꎮ 既往研

究报道ꎬ棕色脂肪与骨骼肌具有相同的发育起源ꎬ均
源自表达生肌因子 ５(Ｍｙｆ５) 的成肌前体细胞 [１８￣１９]

ꎬ肌肉收缩相关通路的改变提示高脂饮食可能重塑

了雌鼠棕色脂肪细胞的发育进程ꎮ 基于 ＫＥＧＧ 富

集分析ꎬ这些下调蛋白还与胰高血糖素信号通路

(ｇｌｕｃａｇｏｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ)、钙信号通路( ｃａｌｃｉｕｍ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ)等通路相关(图 ３Ｄ)ꎮ 这表明肥

胖状态下雌鼠 ＢＡＴ 中的胰高血糖素信号通路和钙

信号通路可能是受损的ꎮ 见图 ３ꎮ

图 ３　 差异蛋白 ＧＯ 富集分析和 ＫＥＧＧ 通路富集分析
Ａ: 上调差异蛋白 ＧＯ 富集分析ꎻ Ｂ:上调差异蛋白 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎻ Ｃ:下调差异蛋白 ＧＯ 富集分析ꎻ Ｄ:下调差异
蛋白 ＫＥＧＧ 通路富集分析.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
Ａ: Ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ Ｂ: Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ
ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙꎻ Ｃ: Ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ Ｄ: Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕ￣
ｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ.
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２.２.３　 蛋白互作网络分析

为进一步明确两组差异蛋白的功能ꎬ通过检索

相互作用基因 /蛋白质的搜索工具( ｓｅａｒｃｈ ｔｏｏｌ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｒｅｔｒｉｅｖａｌ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｇｅｎｅｓ / ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ＳＴＲＩＮＧ)
数据库的蛋白质相互作用( ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃ￣
ｔｉｏｎꎬ ＰＰＩ)网络分析其相互作用关系ꎮ 在蛋白互作

网络中ꎬ与网络外周蛋白相比ꎬ网络中心蛋白发生变

化时整个系统受到的扰动最大ꎬ在维持系统平衡和

稳定中发挥关键作用ꎮ 结果表明ꎬ网络中心蛋白主

要与脂质形成密切相关ꎬ如酰基辅酶 Ａ 去饱和酶 １
(Ａｃｌｙ)、乙酰辅酶 Ａ 合成酶(Ａｃｓｓ２)、酰基辅酶 Ａ 去饱

和酶 １(Ｓｃｄ１)和乙酰辅酶 ａ 羧化酶(Ａｃａｃａ)ꎻ同时也与

脂肪酸 β 氧化有关ꎬ如过氧化物异构体双功能酶

(Ｅｈｈａｄｈ )、 过 氧 化 物 异 构 体 ２ 型 多 功 能 酶

(Ｈｓｄ１７ｂ４)、２ꎬ４￣二烯酰辅酶 Ａ 还原酶 ２(Ｄｅｃｒ２)、
线粒体丙二酰辅酶 ａ 脱羧酶(Ｍｌｙｃｄ)和线粒体烯

酰辅酶 Ａ 水合酶 １(Ｅｃｈ１)等ꎻ此外ꎬ肉毒碱 ｏ￣棕榈

酰基 转 移 酶 １ ( Ｃｐｔ１ａ ) 和 脂 肪 酸 结 合 蛋 白 ３
(Ｆａｂｐ３)分别参与酰基肉碱和脂肪酸的转运ꎬ细胞

死亡活化蛋白(Ｃｉｄｅｃ)、线粒体棕色脂肪解偶联蛋

白 １(Ｕｃｐ１)与产热作用相关ꎮ 提示高脂饮食主要

影响了雌鼠棕色脂肪组织的脂质合成、脂肪酸 β
氧化以及产热等功能ꎮ 见图 ４ꎮ

图 ４　 蛋白互作网络
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ (ＰＰＩ) ｎｅｔｗｏｒｋ

３　 讨　 论

本研究构建了高脂饮食诱导肥胖的雌鼠模

型ꎬ表现为体质量和脂肪含量的增加ꎬ糖耐量和胰

岛素耐量的受损以及棕色脂肪中 Ｕｃｐ１ 水平的升

高ꎻ采用 ４Ｄ￣ｌａｂｅｌ￣ｆｒｅｅ 技术对 ＣＯＮ 组和 ＨＦＤ 组雌

鼠的棕色脂肪进行蛋白组学分析ꎬ并通过差异蛋

白的鉴定、ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析以及蛋

白互作网络分析ꎬ全面评估了肥胖状态下雌鼠棕

色脂肪的功能和作用机制ꎮ
棕色脂肪细胞最典型的特征是具有丰富且代

谢活跃的线粒体ꎬ线粒体通过三羧酸循环( ｔｒｉｃａｒ￣
ｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｙｃｌｅꎬ ＴＣＡ)、脂肪酸 β￣氧化和电子传

递链(ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｃｈａｉｎꎬ ＥＴＣ)将来自葡萄糖

和脂肪酸的化学能转化为三磷酸腺苷( ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＡＴＰ)为机体提供能量[２０￣２１] ꎮ 本研究

亚细胞定位的结果表明线粒体是具有最多差异蛋

白数目的细胞器ꎬ提示在肥胖状态下ꎬ雌鼠棕色脂

肪组织中的线粒体稳态受到了显著冲击ꎬ其棕色
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脂肪功能的改变可能与线粒体稳态密切相关ꎮ
既往关于棕色脂肪功能的研究多集中于雄

鼠[２２￣２３] ꎬ缺少对雌鼠的深入研究ꎮ Ｊｉｎｇｙｉ 等[２２] 对

雄鼠棕色脂肪的转录组学研究表明ꎬＨＦＤ 干预 ４
周后棕色脂肪中参与离子转运、线粒体生物生成、
肌肉发育、Ｃａ２＋ 通道及其调节因子的基因显著下

调ꎬ参与免疫反应、脂肪酸摄取(Ｆａｂｐ３)和棕色脂

肪分化的基因显著上调ꎬ但是产热基因 Ｕｃｐ１ 及其

相关调控基因并无明显变化ꎮ Ｋｉｍ 等[２３] 的研究表

明ꎬＨＦＤ 干预 ２０ 周可导致雄鼠 ＢＡＴ 的氧化磷酸

化过程受到抑制ꎮ 与肥胖雄鼠的研究结果相似ꎬ
本研究在肥胖雌鼠中也观察到钙信号通路和肌肉

相关蛋白的显著下降ꎬ主要包括编码钙通道和调

节钙离子流动的蛋白ꎬ如肌质 /内质网钙 ＡＴＰ 酶

(Ａｔｐ２ａ１)、肌钙集蛋白 １(Ｃａｓｑ１)、肌钙集蛋白 ２
(Ｃａｓｑ２)、蛋白磷酸酶 ３ 催化亚基 β ( Ｐｐｐ３ｃｂ)、
Ｌ￣型电压依赖钙离子通道 α１Ｓ 亚基(Ｃａｃｎａ１ｓ)ꎻ同
时也发现脂肪酸摄取相关蛋白 Ｆａｂｐ３ 水平的升

高ꎮ 但与肥胖雄鼠模型研究不同的是ꎬ本研究发

现在肥胖雌鼠的 ＢＡＴ 中ꎬ产热、氧化磷酸化以及

脂肪酸氧化相关蛋白的表达是上调的ꎬ包括产热

相关基因 Ｕｃｐ１ 和 Ｃｉｄｅｃꎬ以及线粒体呼吸链氧化

磷酸 化 相 关 酶 细 胞 色 素 Ｃ 氧 化 酶 亚 单 位 Ｉ
(Ｍｔｃｏ１)、ＡＴＰ 合酶 α 亚基(Ｍｔａｔｐ６)、ＮＡＤＨ￣泛醌

氧化还原酶链 ２(Ｍｔｎｄ２)、ＮＡＤＨ￣泛醌氧化还原酶

链 ３ ( Ｍｔｎｄ３ )、 ＮＡＤＨ￣泛 醌 氧 化 还 原 酶 链 ４
(Ｍｔｎｄ４)、ＮＡＤＨ￣泛醌氧化还原酶链 ５(Ｍｔｎｄ５)、
细胞色素 ｃ 氧化酶 １５(Ｃｏｘ１５)、细胞色素 ｂ￣ｃ１ 复

合亚基 １０(Ｕｑｃｒ１１)、ＮＡＤＨ 脱氢酶[泛醌] １ α 亚

复合物亚基 ３(Ｎｄｕｆａ３)ꎮ 目前仅有一篇关于雌鼠

ＢＡＴ 蛋 白 组 学 研 究ꎬ但 受 限 于 双 向 凝 胶 电 泳

(２￣ＤＥ)检测到的蛋白数目有限ꎬ该研究仅检测到

一个线粒体呼吸链蛋白 (即 Ｕｑｃｒｃ１) 水平的升

高[２４] ꎮ 本研究采用 ４Ｄ￣ｌａｂｅｌ￣ｆｒｅｅ 技术ꎬ检测灵敏

度和特异性相比传统的分析技术得到提升ꎬ可较

为全面的评估 ＨＦＤ 对雌鼠 ＢＡＴ 线粒体氧化磷酸

化相关蛋白的影响ꎮ
既往研究表明ꎬ经典的产热激活是通过交感

神经系统(ＳＮＳ)释放去甲肾上腺素(ＮＡ)发生的ꎮ
其中ꎬ去甲肾上腺素是一种儿茶酚胺样神经递质ꎬ
可激活细胞内腺苷酸环化酶(Ａｄｃｙ９)并升高环磷

酸腺 苷 ( ｃＡＭＰ ) 水 平 进 而 激 活 蛋 白 激 酶 Ａ
(Ｐｒｋａｃｂ)ꎬ进而导致脂肪分解并促进 Ｕｃｐ１ 的表

达[２５] ꎮ 本研究结果表明ꎬ与寒冷条件下主要依靠

交感神经促进产热的机制不同ꎬ高脂饮食可导致

ＢＡＴ 交感神经损伤ꎬ并伴有 ＡＣ、ＰＫＡ 蛋白水平的

下降和使儿茶酚胺神经递质失活的儿茶酚 Ｏ￣甲基

转移酶(Ｃｏｍｔ)水平相对升高ꎮ 提示在肥胖雌鼠的

ＢＡＴ 中ꎬＨＦＤ 干预可能通过其他途径激活 Ｕｃｐ１
以激发产热效应ꎬ且其作用效力大于下调交感神

经系统对 Ｕｃｐ１ 的抑制效应ꎮ 同时也说明与雄鼠

相比ꎬ雌鼠的棕色脂肪在应对高脂饮食中可能具

有更强的抵抗力和活性ꎮ
同时ꎬ本研究还发现 ＨＦＤ 组参与线粒体和过

氧化物酶体脂肪酸 β 氧化过程的蛋白表达水平显

著升高ꎬ如 Ｆａｂｐ３、Ｈｓｄ１７ｂ４、Ｄｅｃｒ２、Ｅｃｈ１、Ｍｌｙｃｄ、
Ｅｈｈａｄｈ、Ｃｐｔ１ａ、三磷酸腺 苷 结 合 盒 转 运 蛋 白 ２
(Ａｂｃｄ２)、超长链酰基辅酶 ａ 合成酶(Ｓｌｃ２７ａ２)、过
氧化物酶体膜蛋白(Ｓｌｃ２５ａ１７)、线粒体辅酶 ａ 转运

蛋白 ( Ｓｌｃ２５ａ４２ )、 溶 质 载 体 家 族 ２５ 成 员 ３６
(Ｓｌｃ２５ａ３６)、酰基辅酶 Ａ 二磷酸酶(Ｎｕｄｔ１９)、酰基

辅酶 Ａ 硫酯酶 ２(Ａｃｏｔ２)、酰基辅酶 Ａ 硫酯酶 ４
(Ａｃｏｔ４)、酰基辅酶 Ａ 硫酯酶 １１(Ａｃｏｔ１１)、线粒体

肉碱 /酰 基 肉 碱 载 体 蛋 白 ( Ｓｌｃ２５ａ２０ )ꎮ 其 中

Ｆａｂｐ３、Ａｂｃｄ２、Ｓｌｃ２５ａ３６、Ｃｐｔ１ａ、Ｓｌｃ２５ａ２０、Ｓｌｃ２５ａ１７
和 Ｓｌｃ２５ａ４２ 属于线粒体和过氧化物酶体转运蛋

白ꎻＣｐｔ１ａ 是 脂 肪 酸 β 氧 化 的 关 键 限 速 酶ꎬ 与

Ｓｌｃ２５ａ２０ 一起ꎬ将肉碱和脂肪酸活化产物从细胞

质运输到线粒体[２６￣２７] ꎻＦａｂｐ３ 编码脂肪酸结合蛋

白ꎬ将脂肪酸运输到线粒体进行产热或运输到脂

滴进行储存[２８] ꎻ而且与脂质分解相关的围脂滴蛋

白 ５ (Ｐｌｉｎ５)、单甘油脂酶(Ｍｇｌｌ)也显著上调ꎬ其
中ꎬ Ｐｌｉｎ５ 是脂滴(ＬＤ)蛋白 Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ 家族的成员ꎬ
增加小鼠 ＢＡＴ 中 Ｐｌｉｎ５ 的表达促进 ＢＡＴ 中脂肪酸

摄取、脂肪酸氧化和线粒体解偶联呼吸的增加[２９] ꎮ
这表明ꎬ高脂饮食诱导的产热可能是由 ＢＡＴ 增强

的线粒体脂肪酸 β 氧化所驱动ꎮ 此外ꎬ与轻度寒

冷刺激会导致 ＢＡＴ 中从头脂肪生成(ｄｅ ｎｏｖｏ ｌｉｐｏ￣
ｇｅｎｅｓｉｓꎬ ＤＮＬ)基因上调不同[３０] ꎬ结合蛋白相互作

用网络分析ꎬ本研究发现 ＨＦＤ 干预后ꎬ蛋白互作

网络中心参与脂质合成的蛋白ꎬ如酰基辅酶 Ａ 去

饱和酶 １(Ａｃｌｙ)、乙酰辅酶 Ａ 合成酶(Ａｃｓｓ２)、酰
基辅酶 Ａ 去饱和酶 １( Ｓｃｄ１)ꎬ以及乙酰辅酶 ａ 羧

化酶(Ａｃａｃａ)的表达均显著下降ꎬ表明肥胖状态下

雌鼠 ＢＡＴ 的脂肪合成受到抑制ꎮ 而蛋白互作网

络中心参与脂肪酸 β 氧化的蛋白[包括过氧化物

异构体双功能酶(Ｅｈｈａｄｈ)、过氧化物异构体 ２ 型

多功能酶(Ｈｓｄ１７ｂ４)、２ꎬ４￣二烯酰辅酶 Ａ 还原酶 ２
(Ｄｅｃｒ２)、线粒体丙二酰辅酶 ａ 脱羧酶(Ｍｌｙｃｄ)和

线粒体烯酰辅酶 Ａ 水合酶 １(Ｅｃｈ１)、肉毒碱 ｏ￣棕
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榈酰基转移酶 １ ( Ｃｐｔ１ａ))、脂肪酸结合蛋白 ３
(Ｆａｂｐ３)]以及产热标志物 Ｕｃｐ１ 的表达水平均显

著升高ꎮ 进一步说明了高脂饮食可激活雌鼠 ＢＡＴ
的脂肪酸 β 氧化和产热功能ꎮ 提示在肥胖状态

下ꎬ雌鼠 ＢＡＴ 脂肪合成减弱ꎬ脂肪酸 β 氧化增强

并伴有产热增加ꎮ
研究表明ꎬ尽管饮食干预上调了雄性大鼠

ＢＡＴ 中产热相关蛋白的表达ꎬ但是不能防止其体

质量的增加[３１] ꎮ 另有研究也指出ꎬ饮食诱导的

Ｕｃｐ１ 表达上调并不能用于防止肥胖ꎬ只有同时实

现 Ｕｃｐ１ 的持续激活ꎬ才有可能预防肥胖的发

生[３２] ꎮ 本研究在高脂饮食诱导肥胖的雌鼠 ＢＡＴ
中发现产热相关蛋白水平升高ꎬ同时 ＨＦＤ 组雌鼠

出现体质量增加、脂肪含量升高ꎮ 因此ꎬ单纯产热

蛋白的表达升高可能不足以抵消能量摄入增加所

导致的肥胖ꎮ 本课题后续将在整体水平探讨肥胖

雌鼠的能量代谢变化ꎬ以期进一步明确饮食诱导

产热增加与其整体能量代谢水平的关系ꎮ 因此ꎬ
在以产热途径为靶点的肥胖相关药物研究中ꎬ不
仅要关注 Ｕｃｐ１ 的总量ꎬ 也要明确 Ｕｃｐ１ 是否被持

续激活以及产热对整体能量代谢的影响ꎮ
综上所述ꎬ本研究通过构建 ＨＦＤ 诱导的肥胖

雌鼠模型ꎬ并对其 ＢＡＴ 进行蛋白组学分析ꎬ发现

在肥胖雌鼠的 ＢＡＴ 中ꎬ参与产热、氧化磷酸化、脂
质分解、脂肪酸 β 氧化相关的蛋白上调ꎬ且参与钙

信号通路、肌肉结构、肌肉收缩、脂质合成相关的

蛋白表达下调ꎮ 提示肥胖雌鼠的 ＢＡＴ 产热通路

激活ꎬ并伴有脂肪酸 β 氧化增强和脂肪合成减弱ꎮ
本研究系统评估了肥胖状态下雌鼠棕色脂肪的作

用及相关机制ꎬ为全面阐明肥胖的病理生理学机

制奠定了基础ꎮ
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