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摘要:目的　 探究 ＧＰＲ５６ 的 Ｓｔａｃｈｅｌ ｐｅｐｔｉｄｅ(Ｐ１９)对米色脂肪组织棕色化的影响及其分子机制ꎮ 方法　 利用 ｑＰＣＲ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 方法检测 ＧＰＲ５６ 在米色脂肪组织中的表达水平ꎮ 用 ＥＬＩＳＡ 方法检测 ５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｐ１９ 激活小鼠

米色脂肪组织中 ＧＰＲ５６ 的 Ｇｑ 通路而导致的下游 ３￣磷酸肌醇( ｉｎｏｓｉｔｏｌ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＩＰ３)水平变化ꎮ 随后ꎬ在诱导

原代米色脂肪细胞棕色化分化过程中ꎬ通过 ｑＰＣＲ 方法检测棕色化标志基因和产热标志基因的表达水平ꎬ对 Ｐ１９、
ＹＭ￣２５４８９０(ＹＭ)和沉默 Ｇｐｒ５６ 基因的表达对分化进程的影响进行综合分析ꎮ 结果　 ＧＰＲ５６ 在米色脂肪组织中

高表达ꎮ Ｐ１９ 可以使棕色化标志基因(Ｔｂｘ 和 Ｔｍｅｍ２６)和产热标志基因(Ｐｐａｒｇｃ１ａ、Ｃｏｘ７ａ１ 和 Ｃｉｄｅａ)表达水平升

高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 此外ꎬ当加入 ＹＭ 或沉默 Ｇｐｒ５６ 基因的表达时ꎬ这些棕色化标志基因和产热标

志基因的表达水平出现了反转ꎮ 结论　 Ｐ１９ 能够通过激活 ＧＰＲ５６ 的 Ｇｑ 通路来促进米色脂肪组织的棕色化过程ꎮ
关键词:ＧＰＲ５６ꎻＰ１９ꎻ黏附类 Ｇ 蛋白偶联受体ꎻ信号转导通路ꎻ脂肪分化

中图分类号:Ｑ５４　 　 　 文献标志码:Ａ

Ｐ１９ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｔｈｅ Ｇｑ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ＧＰＲ５６ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ
ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｏｆ ｂｅｉｇｅ ａｄｉｐｏｓｅ

ＷＡＮＧ Ｔｅｎｇｗｅｉ１ꎬ２ꎬ ＬＩＮ Ｈｕｉ２ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｍｉｎｇｘｉａｎｇ１ꎬ２ꎬ ＳＵＮ Ｊｉｎｐｅｎｇ２ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｄａｏｌａｉ１

(１. Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙꎬ Ｂｉｎｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｙａｎｔａｉ ２６４００３ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉｎａｎ ２５００１２ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＧＰＲ５６ Ｓｔａｃｈｅｌ ｐｅｐｔｉｄｅ (Ｐ１９) ｏｎ ｔｈｅ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｏｆ ｂｅｉｇｅ ａｄｉｐｏｓｅ
ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＰＲ５６ ｉｎ ｂｅｉｇｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ. ＥＬＩＳＡ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｐ１９ ｏｎ ｔｈｅ
ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ＩＰ３ ｌｅｖｅｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＰＲ５６ Ｇｑ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｂｅｉｇｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ. Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙꎬ
ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｂｅｉｇｅ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｍａｒｋｅｒ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｉｃ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｑＰＣＲ. Ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ
ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｐ１９ꎬ ＹＭ￣２５４８９０ (ＹＭ)ꎬ ａｎｄ Ｇｐｒ５６ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＧＰＲ５６ ｗａｓ
ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｂｅｉｇｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ. Ｐ１９ ｃａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅｓ (Ｔｂｘ ａｎｄ
Ｔｍｅｍ２６) ａｎｄ ｈｅａｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅｓ (Ｐｐａｒｇｃ１ａꎬ Ｃｏｘ７ａ１ ａｎｄ Ｃｉｄｅａ) ｗｉｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
(Ｐ<０.０５) . Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｗｈｅｎ ＹＭ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｏｒ Ｇｐｒ５６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｌｅｎｃｅｄꎬ ａ ｒｅｖｅｒｓａｌ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｔｈｅｓｅ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｉｃ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｐ１９ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ
ｂｅｉｇｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｇｑ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ＧＰＲ５６ꎻ Ｐ１９ꎻ Ａｄｈｅｓｉｏｎ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎻ Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙꎻ Ａｄｉｐｏｓｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ



王腾威ꎬ等.Ｐ１９ 激活 ＧＰＲ５６ 的 Ｇｑ 通路促进米色脂肪棕色化 ２１　　　 　

　 　 黏附类 Ｇ 蛋白偶联受体( ａｄｈｅｓｉｏｎ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣
ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬ ａＧＰＣＲｓ) 是 Ｇ 蛋白偶联受体

(Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＧＰＣＲ)超家族的一个

重要亚类ꎬ广泛参与器官发生、大脑发育以及离子水

稳态等生理过程的调控[１￣４]ꎮ ａＧＰＣＲｓ 具有独特的

Ｎ 端胞外结构域ꎬ其中包含一个 ＧＰＣＲ 自身蛋白水

解诱导结构域ꎬ在 ＧＡＩＮ 结构域内存在一个高度保

守的 ＧＰＣＲ 蛋白水解位点ꎮ 该位点发生自水解反应

后ꎬ会形成氨基端片段(Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｆｒａｇｍｅｎｔꎬ ＮＴＦ)和
羧基端片段(Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｆｒａｇｍｅｎｔꎬ ＣＴＦ) [５￣６]ꎮ ＮＴＦ
在和 ＣＴＦ 解离后暴露出的 Ｓｔａｃｈｅｌ 序列具有激活受

体本身的独特能力[４]ꎮ 此外ꎬ模拟 Ｓｔａｃｈｅｌ 序列的合

成肽被称为每个 ａＧＰＣＲ 受体的 Ｓｔａｃｈｅｌ ｐｅｐｔｉｄｅꎬ并
已被证明可以激活相应的 ａＧＰＣＲ[７￣９]ꎮ

ＧＰＲ５６ 作为 ａＧＰＣＲｓ 的重要成员ꎬ可被其自身

的 Ｓｔａｃｈｅｌ 序列所激活[１０]ꎮ 目前ꎬＧＰＲ５６ 在众多组

织中的研究已经取得了显著的进展[１１￣１３]ꎬ尤其是在

脂肪组织中的研究也逐渐受到关注[１４]ꎮ 研究表明ꎬ
ＧＰＲ５６ 与 ３Ｔ３￣Ｌ１ 前体细胞形成脂肪的过程密切相

关ꎬ而脂肪在体内的分化维持了不同种类脂肪间的

动态平衡[１５￣１６]ꎮ 脂肪棕色化分化是脂肪细胞分化

的一种重要形式ꎬ与白色脂肪组织(ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ
ｔｉｓｓｕｅꎬ ＷＡＴ)储存能量的功能相比ꎬ棕色脂肪组织

(ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅꎬ ＢＡＴ)数量或活性的增加可

以增加能量的消耗ꎬ在能量代谢和肥胖等疾病的发

生发展中具有重要意义[１７]ꎮ 近年来ꎬ尽管对于脂肪

棕色化分化的研究已经取得了一定的进展ꎬ但是

ＢＡＴ 形成的生理信号和具体的分子调控机制仍不

完全清楚[１８￣１９]ꎮ 本文将从 Ｐ１９ 激活 ＧＰＲ５６ 下游信

号通路的角度ꎬ研究 Ｐ１９ 对脂肪棕色化分化的影响

及其相关的分子调控机制ꎬ为其未来应用提供理论

基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验动物

６~８ 周龄雄性健康 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠ꎬ体质量为

１８~ ２０ ｇꎬ购自北京维通利华实验动物技术有限公

司ꎮ 每笼 ４~６ 只ꎬ饲养于山东大学趵突泉校区模式

动物研究中心(ＳＰＦ 级)ꎬ温度 ２２ ℃ ~ ２６ ℃ꎬ湿度

４０％ ~７０％ꎬ按 １２ ｈ ∶１２ ｈ 的明暗循环饲养ꎬ小鼠可自

由获得灭菌处理的水和饲料ꎮ 所有动物实验均经

过山东大学基础医学院伦理委员会审核通过

(ＥＣＳＢＭＳＳＤＵ ２０２２－２－６６)ꎮ

１.１.２　 主要试剂

Ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ ＧＰＲ５６ 抗体( ｓｃ￣３９０１９２)购自美国

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎮ ＡＴＰ１Ａ１ 多克隆抗体 ( １４４１８￣１￣
ＡＰ)购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎮ ＥＣＬ 化学发光超敏

显色试剂盒购自上海翌圣生物科技股份有限公司ꎮ
ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ、 ＤＭＥＭ/ Ｆ￣１２ 培 养 基 购 自 美 国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎮ 胎牛血清、ＤＭＥＭ
高糖培养基购自武汉普诺赛公司ꎮ 青霉素￣链霉素

双抗购自上海逍鹏生物科技有限公司ꎮ Ｐ１９ 多肽由

中国南京杰肽生物有限公司合成ꎬ纯度 > ９５％ꎮ
ＹＭ￣２５４８９０、胰岛素、ＩＢＭＸ、地塞米松、罗格列酮、三
碘甲状腺原氨酸和吲哚美辛等试剂均购自美国

ＭＣＥ 公司ꎮ ３￣磷酸肌醇( ｉｎｏｓｉｔｏｌ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＩＰ３)
ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自上海生工生物工程股份有限公司ꎮ
ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ 购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎮ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 生命技术有限公司ꎮ ｓｉＲＮＡ
由中国上海吉玛基因合成ꎮ ｑＰＣＲ 引物由北京擎科生

物科技股份有限公司合成ꎮ
１.１.３　 主要仪器

细胞培养箱(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司)ꎬ微孔板式多功能分析仪(美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司)ꎬ
实时荧光定量 ＰＣＲ 仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎬ电泳

仪、化学发光成像系统(上海 Ｔａｎｏｎ 公司)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ｑＰＣＲ 检测 Ｇｐｒ５６ 基因表达水平

为了检测 Ｇｐｒ５６ 在脂肪组织中的 ｍＲＮＡ 表达

水平ꎬ本研究设置了实验组(ＢＡＴ 和米色脂肪组织)
和对照组(肝脏)ꎮ 取新鲜的 ＢＡＴ、米色脂肪组织和

肝脏组织ꎬ每 ５０ｍｇ 组织加入 １ｍＬ ＴＲＩｚｏｌꎬ充分研碎组

织ꎬ室温静置 ５ ｍｉｎ 使其充分裂解ꎮ ４ ℃、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ
离心１０ ｍｉｎꎬ上清转移至新的 １.５ ｍＬ ＥＰ 管ꎬ加入 １ / ５
ＴＲＩｚｏｌ 体积的氯仿ꎬ充分混匀后室温静置 ５ ｍｉｎꎬ
４ ℃、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ离心 １５ ｍｉｎꎬ小心转移上层水相至

新的 １.５ｍＬ ＥＰ 管中ꎮ 加入等体积异丙醇ꎬ颠倒混匀

后于 － ２０ ℃ 静置 １ ｈꎮ ４ ℃、 １２ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ离心

１０ ｍｉｎꎬ小心弃上清ꎬ加入 ７５％乙醇(ＤＥＰＣ 水配置)
洗涤沉淀ꎬ然后 ４ ℃、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ离心 １０ ｍｉｎꎬ弃
干净上清ꎬ室温晾干 ３ ｍｉｎꎬ加入 １００ μＬ ＤＥＰＣ 水ꎬ
充分溶解 ＲＮＡ 并检测浓度ꎮ ３７ ℃ꎬ１５ ｍｉｎ 进行逆

转录反应ꎬ随后 ９８ ℃ꎬ５ ｍｉｎ 进行酶失活ꎬ得到ｃＤＮＡ
进行 ｑＰＣＲꎬβ￣ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ无菌双蒸水(ｄｏｕｂｌｅ
ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒꎬ ＤＤＷ)为空白对照组ꎬ检测 Ｇｐｒ５６ 的

ｍＲＮＡ 表达水平ꎬｑＰＣＲ 引物序列见表 １ꎮ
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表 １　 ｑＰＣＲ 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｑＰＣＲ

引物 序列(５′￣３′)
ｍＧＰＲ５６￣Ｆ ＴＣＣＡＧＡＡＡＣＡＧＧＡＧＣＡＧＡＧＣ
ｍＧＰＲ５６￣Ｒ ＣＴＴＧＧＣＡＧＣＣＴＴＴＴＧＡＧＧＧＴ
ｍＧＡＰＤＨ￣Ｆ ＴＣＡＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣ
ｍＧＡＰＤＨ￣Ｒ ＧＣＴＡＡＧＣＡＧＴＴＧＧＴＧＧＴＧＣＡ
ｍＴｂｘ１￣Ｆ ＧＡＣＣＣＧＴＴＣＧＧＣＣＣＴＣ
ｍＴｂｘ１￣Ｒ ＣＡＴＴＣＧＴＣＴＧＣＣＴＧＣＣＴＴＧＧ
ｍＴｍｅｍ２６￣Ｆ ＡＡＣＣＧＧＴＣＴＧＧＡＣＣＴＴＡＧＧＡ
ｍＴｍｅｍ２６￣Ｒ ＡＧＡＧＴＡＧＧＧＴＴＧＧＴＴＣＴＧＡＣＡ
ｍＰｐａｒｇｃ１ａ￣Ｆ ＣＣＣＴＧＣＣＡＴＴＧＴＴＡＡＧＡＣＣ
ｍＰｐａｒｇｃ１ａ￣Ｒ ＴＧＣＴＧＣＴＧＴＴＣＣＴＧＴＴＴＴＣ
ｍＣｏｘ７ａ１￣Ｆ ＣＡＧＣＧＴＣＡＴＧＧＴＣＡＧＴＣＴＧＴ
ｍＣｏｘ７ａ１￣Ｒ ＡＧＡＡＡＡＣＣＧＴＧＴＧＧＣＡＧＡＧＡ
ｍＣｉｄｅａ￣Ｆ ＧＣＣＧＴＧＴＴＡＡＧＧＡＡＴＣＴＧＣＴＧ
ｍＣｉｄｅａ￣Ｒ ＴＧＣＴＣＴＴＣＴＧＴＡＴＣＧＣＣＣＡＧＴ

１.２.２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＧＰＲ５６ 蛋白表达水平

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 方法检测 ＧＰＲ５６ 在 ＢＡＴ 和米

色脂肪组织上的蛋白表达水平ꎮ 分为实验组(米色

脂肪组织和 ＢＡＴ) 和对照组 (肝脏)ꎮ 取新鲜的

ＢＡＴ、米色脂肪组织和肝脏组织ꎬ每 １００ ｍｇ 组织加

入 １ ｍＬ 膜成分裂解液(７５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ｐＨ ＝
７.４ꎬ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡꎬ蛋白酶抑制剂)ꎬ充分研磨ꎬ
然后转入 １. ５ ｍＬ ＥＰ 管ꎬ ４ ℃、 １ ８００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎꎬ从而去除未破碎的细胞和细胞核ꎬ取上清于

新的高速离心管中ꎬ然后 ４ ℃、１７ ０００ ｒ / ｍｉｎ 高速离

心 １ ｈꎬ吸弃上清ꎬ加入 ５０ μＬ ＮＰ￣４０ 裂解液(含蛋白

酶抑制剂)重悬沉淀ꎬ４ ℃垂直混悬仪裂解 １ ｈ 后ꎬ
４ ℃、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清得到膜成分

蛋白样品ꎮ ＢＳＡ 法测定蛋白浓度ꎬ定量 ４０ μｇ 后加

入 ３×ＳＤＳꎬ用 １ ×ＳＤＳ 补齐至相同体积ꎬ室温变性

３０ ｍｉｎꎬ上样后进行电泳ꎮ 电压设置浓缩胶为 ９０ Ｖꎬ
分离胶为 １２０ Ｖꎬ溴酚蓝电泳至最底层时电泳结束ꎮ
然后 ＰＶＤＦ 膜用甲醇活化 ２ ｍｉｎꎬ进行转膜ꎬ３００ ｍＡ
转膜 ２ ｈꎬ保持低温ꎮ 转膜结束后ꎬ将 ＰＶＤＦ 膜用 ５％
脱脂奶粉(１×ＴＢＳＴ 配置)室温封闭 １ ｈꎬ１×ＴＢＳＴ 洗

膜 ３ 次ꎬ每次间隔 １０ ｍｉｎꎮ 在 ４ ℃条件下ꎬ分别孵育

ＧＰＲ５６ 一抗和内参 ＡＴＰ１Ａ１ 一抗 １６ ｈꎬ１×ＴＢＳＴ 洗

膜 ３ 次ꎬ每次间隔 １０ ｍｉｎꎮ 在 ５％脱脂奶粉(用 １×
ＴＢＳＴ 配置)中ꎬ将相应浓度的二抗与 ＰＶＤＦ 膜在室

温下孵育 １.５ ｈꎬ然后用 １×ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次间

隔 １０ ｍｉｎꎮ 最后ꎬ使用超敏 ＥＣＬ 进行发光检测ꎮ
１.２.３　 ＥＬＩＳＡ 检测 Ｐ１９ 刺激米色脂肪组织中的 ＩＰ３

水平

当 ＧＰＲ５６ 下游的 Ｇｑ 信号通路被激活后ꎬ会引

起胞内 ＩＰ３ 水平升高[２０]ꎮ 为了检测 Ｐ１９ 对米色脂

肪组织中 ＧＰＲ５６ 下游 Ｇｑ 通路的激活情况ꎬ用

ＥＬＩＳＡ 方法检测米色脂肪组织中的 ＩＰ３ 水平ꎮ 以是

否以 Ｐ１９(５０ μｍｏｌ / Ｌ)处理进行分组ꎬ未经 Ｐ１９ 处理

组命名为 Ｐ１９－组ꎬ为空白对照组ꎻ经 Ｐ１９ 处理组命

名为 Ｐ１９＋组ꎬ为实验组ꎮ 首先ꎬ将新鲜的米色脂肪

组织在 ＤＭＥＭ/ Ｆ￣１２ 培养基中饥饿 ２０ ｍｉｎꎬ然后用

ＤＭＥＭ/ Ｆ￣１２ 培养基等比例稀释 Ｐ１９ 和空白溶剂ꎮ
将饥饿后的米色脂肪组织转移至含 Ｐ１９ 或空白溶剂

的 ＤＭＥＭ/ Ｆ－１２ 培养基中ꎬ３７ ℃刺激 １５ ｍｉｎꎮ 接下

来将组织在 ０.５ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ(加入碱性磷酸酶抑制

剂)中充分研磨ꎬ室温裂解 ３０ ｍｉｎꎬ用 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＯＨ 终止反应ꎮ ４ ℃、４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ弃
沉淀保留上清ꎮ ＥＬＩＳＡ 试剂盒恢复至室温后ꎬ将冻

干标准品 １０ ０００×ｇ 离心 １ ｍｉｎꎬ加入标准品 ＆样品

稀释液 １.０ ｍＬ 至冻干标准品中ꎬ旋紧管盖ꎬ静置

１０ ｍｉｎꎬ上下颠倒数次ꎬ待其充分溶解后ꎬ轻轻混匀ꎬ
配成 １ ０００ ｐｇ / ｍＬ 的标准品工作液ꎮ 依次稀释为

１ ０００、５００、２５０、１２５、６２. ５、３１. ２５、１５. ６３、０ ｐｇ / ｍＬꎮ
每个反应孔加入 ５０ μＬ 标准品工作液及检测样本ꎬ
然后每个反应孔中立即加入 ５０ μＬ 生物素标记 ＩＰ３

抗体工作液ꎬ封板后于 ３７ ℃孵箱孵育 ４５ ｍｉｎꎬ洗涤ꎬ
弃去液体ꎬ甩干ꎬ每个反应孔中加入 ３５０ μＬ 洗涤液ꎬ
浸泡 １~２ ｍｉｎꎬ甩干洗涤液ꎬ重复 ４ 次ꎮ 每个反应孔

中加入 １００ μＬ ＨＲＰ 标记链霉亲和素工作液ꎬ封板

后于 ３７ ℃孵箱孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 洗涤ꎬ每个反应孔中加

入 ３００ μＬ 洗涤液ꎬ间隔 ３０ ｓꎬ甩干洗涤液ꎬ重复４ 次ꎮ
每个反应孔加入 ９０ μＬ 显色剂(避光)ꎬ封板后于

３７ ℃避光显色 １５ ｍｉｎ 左右ꎬ加入 ５０ μＬ 终止液ꎬ即
刻用酶标仪于 ４５０ ｎｍ 波长处检测 ＯＤ 值ꎬ以标准品

浓度为横坐标ꎬ吸光度 ＯＤ 值为纵坐标ꎬ用“四参数

Ｌｏｇｉｓｔｉｃｓ 模型” 绘制标准曲线ꎬ计算样品孔的 ＩＰ３

水平ꎮ
１.２.４　 原代米色脂肪细胞分离培养

颈椎脱臼处死小鼠后ꎬ用 ７５％乙醇浸泡 １５ ｍｉｎ
进行消毒ꎬ背部剪开小鼠皮肤至小鼠的腹股沟处ꎬ在
小鼠大腿外侧即为米色脂肪组织ꎬ剪下米色脂肪组

织ꎬ置于 ＰＢＳ 中清洗 ５ 遍ꎬ灭菌剪刀剪碎 １５ ｍｉｎꎬ加
入消化液 (ＤＭＥＭ/ Ｆ￣１２、１ ｍｇ / ｍＬ 胶原酶Ⅰ、１％
ＢＳＡ、１％青霉素￣链霉素)５ ｍＬꎬ３７ ℃消化 ２５ ｍｉｎꎬ摇
晃ꎬ加入 ＤＭＥＭ/ Ｆ￣１２(２０％ ＦＢＳꎬ１％ 青霉素￣链霉

素)终止消化ꎮ 消化后的混合体系经过 １００ μｍ 滤

网过滤ꎬ去除未消化的大组织块ꎻ然后再经过 ７０ μｍ
的滤网过滤ꎬ原代米色脂肪细胞存在于滤液中ꎮ
４ ℃、１ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎ 后ꎬ弃掉上层油脂和液体ꎬ
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２０ ｍＬ ＰＢＳ 重悬细胞沉淀进行清洗ꎬ４ ℃、１ ５００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ８ ｍｉｎꎬＤＭＥＭ/ Ｆ￣１２(２０％ ＦＢＳꎬ１％青霉素￣链
霉素)培养基重悬细胞ꎮ 根据细胞数量进行铺板ꎬ
标记为 Ｐ０ 代ꎬ２４ ｈ 后更换培养基ꎬ４ ~ ５ ｄ 后细胞长

满可以传代ꎬ以 １ 传 ３ 的比例进行传代培养ꎮ
１.２.５　 诱导原代米色脂肪细胞棕色化与标志基因

检测

原代脂肪细胞传代到 Ｐ２ 代ꎬ接触抑制 ４８ ｈ 后ꎬ
ＤＭＥＭ高糖培养基配置分化培养基ꎬ胰岛素(５ μｇ / ｍＬ)
＋ＩＢＭＸ(５００ μｍｏｌ / Ｌ)＋地塞米松(１ μｍｏｌ / Ｌ)＋罗格

列酮(１ μｍｏｌ / Ｌ)＋三碘甲状腺原氨酸(１ ｎｍｏｌ / Ｌ) ＋
吲哚美辛(１２５ μｍｏｌ / Ｌ)联用诱导接触抑制的细胞分化

２ ｄꎬ然后用ＤＭＥＭ 高糖培养基＋胰岛素(５ μｇ / ｍＬ)＋三
碘甲状腺原氨酸(１ ｎｍｏｌ / Ｌ)配置成的维持液再培养

５ ｄꎬ每 ２ ｄ 更换一次维持液ꎮ
１.２.６　 诱导分化过程中加入 Ｐ１９ 处理与标志基因

检测

按照 １.２.５ 中方法诱导原代米色脂肪细胞棕色

化分化ꎬ在分化过程中ꎬ以是否在分化培养基和维持

液中加入 Ｐ１９(５０ μｍｏｌ / Ｌ)进行编组ꎬ未加入 Ｐ１９ 组

命名为 Ｐ１９－组ꎬ为空白对照组ꎻ加入 Ｐ１９ 组命名为

Ｐ１９＋组ꎬ为实验组ꎮ 诱导分化周期结束后ꎬ按照 １.２.１
中的 ｑＰＣＲ 技 术 对 棕 色 化 标 志 基 因 ( Ｔｂｘ 和

Ｔｍｅｍ２６)和产热标志基因 ( Ｐｐａｒｇｃ１ａ、Ｃｏｘ７ａ１ 和

Ｃｉｄｅａ)的表达水平进行检测[２１￣２２]ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参

基因ꎬＤＤＷ 为空白对照组ꎬｑＰＣＲ 引物序列见表 １ꎮ
１.２.７　 ＹＭ￣２５４８９０(ＹＭ)对原代米色脂肪细胞分化

的影响与标志基因检测

按照 １.２.５ 中方法诱导原代米色脂肪细胞棕色

化分化ꎬ以是否在分化培养基和维持液中加入 Ｐ１９
(５０ μｍｏｌ / Ｌ)或 ＹＭ(１００ ｎｍｏｌ / Ｌ)进行编组ꎮ 未加

入 Ｐ１９ 和 ＹＭ 组命名为 Ｐ１９－ ＹＭ－ 组ꎬ为空白对照

组ꎻ加入 Ｐ１９ 但未加入 ＹＭ 组命名为 Ｐ１９＋ＹＭ－组ꎬ
为正对照组ꎻ加入 Ｐ１９ 和 ＹＭ 组命名为 Ｐ１９＋ ＹＭ＋

组ꎬ为实验组ꎮ 诱导分化结束后以 １.２.１ 的方法进

行 ｑＰＣＲ 检测ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬＤＤＷ 为空白

对照组ꎬ检测分化标志基因的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ
ｑＰＣＲ 引物序列见表 １ꎮ
１.２.８　 ｓｉＲＮＡ 沉默 Ｇｐｒ５６ 基因表达与标志基因检测

原代脂肪细胞传代铺板至 ２４ 孔板ꎬ当细胞融合

度达到 ６０％时ꎬ进行 ｓｉＲＮＡ 转染ꎬ ｓｉＲＮＡ 序列见

表 ２ꎮ 以转染 ＮＣ 的 ｓｉＲＮＡ 为空白对照组ꎬ命名为

ｓｉＣｏｎ组ꎻ以转染靶向 Ｇｐｒ５６ 基因的 ｓｉＲＮＡ 为实验

组ꎬ分为 ｓｉＲＮＡ１＋ ｓｉＲＮＡ２－ 组、ｓｉＲＮＡ１－ ｓｉＲＮＡ２＋ 组、
ｓｉＲＮＡ１＋ｓｉＲＮＡ２＋组ꎮ 首先用 ８００ μＬ ＳＦＭ(无血清

ＤＭＥＭ/ Ｆ￣１２)培养基换液ꎬ放回 ３７ ℃培养箱稳定ꎮ
用 １００ μＬ ＳＦＭ 分别轻柔混匀 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 和

ｓｉＲＮＡꎬ室温静置稳定 ５ ｍｉｎꎬ然后混合 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ 和 ｓｉＲＮＡꎬ轻柔混匀ꎬ室温静置稳定 ２０ ｍｉｎꎮ 之

后ꎬ将混合物加入 ２４ 孔板中的原代米色脂肪细胞

中ꎬ３７ ℃培养箱转染 ６ ｈ 后ꎬ更换 ＤＭＥＭ/ Ｆ￣１２ 培养

基(含 ２０％ ＦＢＳꎬ１％ 青霉素￣链霉素)ꎮ 再继续培养

４８ ｈ 后ꎬ进行 ｑＰＣＲ 检测 Ｇｐｒ５６ 基因的沉默效率ꎮ
得到沉默效率较好的两条 ｓｉＲＮＡ 后ꎬ联合应用对原

代米色脂肪细胞进行转染ꎬ命名为 ｓｉＧＰＲ５６ 组ꎮ 以

１.２.５ 所示的方法进行诱导分化ꎬ以是否在分化培养

基和维持液中加入 Ｐ１９(５０ μｍｏｌ / Ｌ)进行编组ꎬ未加

入 Ｐ１９ 组分别命名为 ｓｉＣｏｎＰ１９－ 组和 ｓｉＧＰＲ５６Ｐ１９－

组ꎬ为空白对照组ꎻ加入 Ｐ１９ 组分别命名 ｓｉＣｏｎＰ１９＋

组、ｓｉＧＰＲ５６Ｐ１９＋组ꎬ为实验组ꎮ 诱导分化结束后以

１.２.１ 描述的方法进行 ｑＰＣＲ 检测ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参

基因ꎬＤＤＷ 为空白对照组ꎬ检测分化标志基因的

ｍＲＮＡ 表达水平ꎬｑＰＣＲ 引物序列见表 ２ꎮ
表 ２　 ｓｉＲＮＡ 序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｉＲＮＡ
引物 序列(５′￣３′)

ｓｉＲＮＡ１￣Ｓ ＣＣＵＣＣＡＣＵＡＵＧＡＵＣＡＡＵＣＵＴ

ｓｉＲＮＡ１￣ＡＳ ＡＧＡＵＵＧＡＵＣＡＵＡＧＵＧＧＡＧＧＴＴ

ｓｉＲＮＡ２￣Ｓ ＧＣＵＡＣＡＡＵＣＵＣＵＡＣＣＧＡＣＵＴＴ

ｓｉＲＮＡ２￣ＡＳ ＡＧＵＣＧＧＵＡＧＡＧＡＵＵＧＵＡＧＣＴＴ

１.３　 统计学处理

采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件ꎬ正态性检验采用

Ｓｈａｐｉｒｏ￣Ｗｉｌｋ 检验ꎬ所有标志基因 ｍＲＮＡ 检测数据

符合正态分布ꎬ以 ３ 次独立重复实验的均数±标准

差表示ꎮ 对于符合正态分布的资料ꎬ两独立样本间比

较用 ｔ 检验ꎻ对于符合正态分布并且方差齐性的资料ꎬ
多组间比较(ｎ≥３)采用单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ)Ｔｕｋｅｙ 多重比较检验和 Ｄｕｎｎｅｔｔ￣ｔ 检验ꎮ
Ｐ<０.０５为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＧＰＲ５６ 在米色脂肪组织中表达水平较高

在 ｍＲＮＡ 表达水平上ꎬＧＰＲ５６ 在米色脂肪组织

中的表达量是 ＢＡＴ 的 ６.２ 倍[(２.９１７ ± ０.４１４) ｖｓ
(０.４７０±０.１１８)ꎬＦ ＝ ２３. ５７０ꎬ Ｐ ＝ ０. ００１] (图 １Ａ)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 灰度分析结果显示ꎬ米色脂肪组织表

达量是 ＢＡＴ 的 １０.４ 倍[(１.４２７±０.０３０) ｖｓ (０.１３７±
０.０５１)ꎬＦ ＝ １５０.８００ꎬＰ ＝ ０.００１]ꎬ与 ｍＲＮＡ 检测结果

趋势一致(图 １Ｂ)ꎮ
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图 １　 ＧＰＲ５６ 在脂肪组织中的表达水平检测
Ａ: Ｇｐｒ５６ 在 ＷＴ 小鼠肝脏、ＢＡＴ 和米色脂肪组织中 ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ 数据归一化为 ＧＰＲ５６ 在 ＷＴ 小鼠肝脏中的表达
水平ꎻＢ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｉｎｇ(左图)以及灰度分析(右图)检测小鼠肝脏、ＢＡＴ 和米色脂肪组织中的 ＧＰＲ５６ 的蛋白表达水
平ꎮ 数据归一化为 ＧＰＲ５６ 在 ＷＴ 小鼠肝脏中的表达水平ꎮ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ 肝脏ꎻ＃＃Ｐ<０.０１ ｖｓ ＢＡＴꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＧＰＲ５６ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ: Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｇｐｒ５６ ｉｎ ｌｉｖｅｒꎬ ＢＡＴ ａｎｄ ｂｅｉｇｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＧＰＲ５６ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ＷＴ ｍｉｃｅꎻ Ｂ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ( ｌｅｆｔ) ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ( ｒｉｇｈｔ) ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＰＲ５６ ｉｎ ｌｉｖｅｒꎬ ＢＡＴ ａｎｄ ｂｅｉｇｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ＷＴ ｍｉｃｅ. Ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＧＰＲ５６ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ＷＴ ｍｉｃｅ. ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ ｌｉｖｅｒꎻ ＃＃Ｐ<０.０１ ｖｓ ＢＡＴ.

２.２　 Ｐ１９ 在脂肪组织中能够激活 ＧＰＲ５６ 的 Ｇｑ 信

号通路

Ｐ１９＋组的米色脂肪组织 [( ２. １７２ ± ０. １８３) ｖｓ
(１.０００±０.０１４)ꎬＦ ＝ １６６.０００ꎬＰ ＝ ０.００３]和原代米色

脂肪细胞[(２.７５１±０.２４３) ｖｓ (１.０００±０.０７７)ꎬＦ ＝
１０.０１０ꎬＰ＝ ０.００２]的 ＩＰ３ 水平明显高于 Ｐ１９－ 组ꎬ差
异有统计学意义ꎮ
２.３　 Ｐ１９ 可以促进原代米色脂肪细胞棕色化

Ｐ１９＋组的棕色化标志基因 Ｔｂｘ[(１.６３２±０.１１４)
ｖｓ (１.０００ ± ０.１１０)ꎬＦ ＝ １.０６４ꎬＰ ＝ ０.０１７]、Ｔｍｅｍ２６
[(１.８３０±０.０８８) ｖｓ (１.０００±０.１４８)ꎬＦ ＝ ２.８５２ꎬＰ ＝
０.００９]和产热标志基因 Ｐｐａｒｇｃ１ａ[(１.９０１±０.１３４)
ｖｓ (１. ０００ ± ０. ０９８)ꎬＦ ＝ １. ８７７ꎬＰ ＝ ０. ００６]、Ｃｏｘ７ａ１
[(１.９５３±０.２５９) ｖｓ (１.０００±０.０７３)ꎬＦ ＝ １２.４４０ꎬＰ ＝
０.０２４]、Ｃｉｄｅａ[(２.０６７±０.０５０) ｖｓ (１.０００±０.０６２)ꎬ

Ｆ＝ １.５６４ꎬＰ< ０.００１]的 ｍＲＮＡ 表达水平明显高于

Ｐ１９－组ꎬ差异均有统计学意义ꎮ
２.４　 Ｇｑ 蛋白抑制剂 ＹＭ 可以反转 Ｐ１９ 促进原代

米色脂肪细胞棕色化分化

加入 Ｇｑ 蛋白抑制剂的 Ｐ１９＋ＹＭ＋组的棕色化标

志基因 Ｔｂｘ[(０.６４３±０.１３３) ｖｓ (１.８４４±０.１６５)ꎬＦ ＝
１４.２４０ꎬＰ ＝ ０. ００５]、 Ｔｍｅｍ２６ [( １. ５７６ ± ０. ０２６) ｖｓ
(２.３３３±０.２３５)ꎬＦ＝ ２０.２２０ꎬＰ＝ ０.０２６]和产热标志基

因 Ｐｐａｒｇｃ１ａ[(０.９１３±０.０４３) ｖｓ (１.４８０±０.１０５)ꎬＦ ＝
１３.４２０ꎬ Ｐ ＝ ０. ００６]、 Ｃｏｘ７ａ１ [( ０. ９２５ ± ０. １４０) ｖｓ
(１.９５０±０.２６４)ꎬＦ＝１０.９７０ꎬＰ＝ ０.０１７]、Ｃｉｄｅａ[(０.６５５±
０.１１５) ｖｓ (２.０３０±０.１６０)ꎬＦ ＝ １.９６０ꎬＰ ＝ ０.００３]的

ｍＲＮＡ 表达水平明显低于未加入 Ｇｑ 蛋白抑制剂的

Ｐ１９＋ＹＭ－组ꎬ差异有统计学意义ꎮ 见图 ２ꎮ

图 ２　 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ ＹＭ 加入 ５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｐ１９ 处理的原代米色脂肪细胞ꎬ棕色化标志基因 Ｔｂｘ(Ａ)、Ｔｍｅｍ２６(Ｂ)和产热标志基因
Ｐｐａｒｇｃ１ａ(Ｃ)、Ｃｏｘ７ａ１(Ｄ)和 Ｃｉｄｅａ(Ｅ)的 ｍＲＮＡ 表达水平的变化(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ Ｐ１９－ＹＭ－组ꎻ＃Ｐ<０.０５ꎬ＃＃Ｐ<０.０１
ｖｓ Ｐ１９＋ＹＭ－组)

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅｓ Ｔｂｘ (Ａ)ꎬ Ｔｍｅｍ２６ (Ｂ)ꎬ ａｎｄ ｈｅａｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅｓ
Ｐｐａｒｇｃ１ａ (Ｃ)ꎬ Ｃｏｘ７ａ１ (Ｄ)ꎬ ａｎｄ Ｃｉｄｅａ (Ｅ) ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｂｅｉｇｅ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｐ１９ ａｆｔｅｒ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ １００
ｎｍｏｌ / Ｌ ＹＭ (∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ Ｐ１９－ＹＭ－ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０５ꎬ ＃＃Ｐ<０.０１ ｖｓ Ｐ１９＋ＹＭ－ ｇｒｏｕｐ)



王腾威ꎬ等.Ｐ１９ 激活 ＧＰＲ５６ 的 Ｇｑ 通路促进米色脂肪棕色化 ２５　　　 　

２.５　 ｓｉＲＮＡ 沉默原代米色脂肪细胞 Ｇｐｒ５６ 基因的

表达阻断了 Ｐ１９ 促进棕色化分化

两条 ｓｉＲＮＡ 联合运用ꎬ对 Ｇｐｒ５６ 基因的沉默效

率约为 ７５％(图 ３Ａ)ꎮ 在沉默 Ｇｐｒ５６ 基因表达后ꎬ
ｓｉＧＰＲ５６Ｐ１９＋组的棕色化标志基因 Ｔｂｘ [( １. １８０ ±
０.１６７) ｖｓ (３.５３６±０.３５５)ꎬＦ ＝ ２７.２６０ꎬＰ< ０.００１]、
Ｔｍｅｍ２６[(１.３４２ ± ０. ０８３) ｖｓ ( ２. ３４４ ± ０. １１３)ꎬＦ ＝

２８.０１０ꎬ Ｐ ＝ ０. ００２ ] 和 产 热 标 志 基 因 Ｐｐａｒｇｃ１ａ
[(１.３１４±０.０２９) ｖｓ (２.５７５±０.１０５)ꎬＦ ＝ ８４.６６０ꎬＰ<
０.００１]、Ｃｏｘ７ａ１[(１.８０９±０.１３１) ｖｓ (５.４９８±０.４４１)ꎬ
Ｆ ＝ ８２. ７００ꎬＰ < ０. ００１]、Ｃｉｄｅａ [( １. １８０ ± ０.１６７) ｖｓ
(３.５３６±０.３５５)ꎬＦ ＝ ２７.７６０ꎬＰ<０.００１] ｍＲＮＡ 表达

水平明显低于 ｓｉＣｏｎＰ１９＋组ꎬ差异有统计学意义(图
３Ｂ~３Ｆ)ꎮ

图 ３　 ｓｉＲＮＡ 技术沉默 Ｇｐｒ５６ 基因表达后ꎬＰ１９ 刺激下原代米色脂肪细胞棕色化分化标志基因 ｍＲＮＡ 表达水平的变化
Ａ:ｓｉＲＮＡ￣１ 和 ｓｉＲＮＡ￣２ 单独和联用转染原代米色脂肪细胞后 Ｇｐｒ５６ ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ
ｓｉＣｏｎ 组ꎻＢ~Ｆ:沉默 Ｇｐｒ５６ 基因表达后ꎬ分化过程中加入 ５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｐ１９ 刺激ꎬ原代米色脂肪细胞棕色化标志基因 Ｔｂｘ、
Ｔｍｅｍ２６ 和产热标志基因 Ｐｐａｒｇｃ１ａ、Ｃｏｘ７ａ１、Ｃｉｄｅａ ｍＲＮＡ 表达水平的变化ꎮ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ ｓｉＣｏｎＰ１９－组ꎻ＃＃Ｐ<０.０１ꎬ＃＃＃Ｐ<
０.００１ ｖｓ ｓｉＣｏｎＰ１９＋组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｐ１９ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｂｅｉｇｅ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ ａｆｔｅｒ ｓｉｌｅｎ￣
ｃｉｎｇ ＧＰＲ５６ ｂｙ ｓｉＲＮＡ
Ａ: Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｇｐｒ５６ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｂｅｉｇｅ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ￣１ ａｎｄ ｓｉＲＮＡ￣２ ａｌｏｎｅ ａｎｄ ｉｎ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ. ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ ｓｉＣｏｎ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ￣Ｆ: Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅｓ Ｔｂｘꎬ Ｔｍｅｍ２６ ａｎｄ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｉｃ ｇｅｎｅｓ Ｐｐａｒｇｃ１ａꎬ Ｃｏｘ７ａ１ ａｎｄ Ｃｉｄｅａ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｂｅｉｇｅ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ
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３　 讨　 论

脂肪组织在生物体中种类繁多且发挥着不同的

生物学功能ꎮ ＷＡＴ 是最常见的脂肪组织ꎬ具有储

能、保暖、缓冲等功能ꎬ主要分布在人体腹部、臀部和

大腿等位置ꎬ可以将能量转化为三酰甘油储存在脂

肪细胞内ꎬ当身体需要时释放能量[２３]ꎮ ＢＡＴ 是一

种专门用于产热的脂肪组织ꎬ其中有大量的线粒体

和丰富的血管网络ꎬ主要通过氧化脂肪提供热

量[２４]ꎮ 而米色脂肪组织为 ＷＡＴ 和 ＢＡＴ 的中间态ꎬ
既具有 ＷＡＴ 的储能功能ꎬ又同时含有更多的线粒
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体ꎬ因而能产生更多的热量[２５]ꎮ 本研究发现 ＧＰＲ５６
在米色脂肪组织中表达水平明显高于 ＢＡＴꎬ提示

ＧＰＲ５６ 可能参与了米色脂肪组织的某些重要功能ꎮ
而 ＧＰＲ５６ 作为 ａＧＰＣＲｓ 的重要成员ꎬ可以被

Ｐ１９ 所激活ꎬ这一特性突显了其在细胞信号转导和

生理过程中的潜在作用[１０]ꎮ 与两种天然小分子激

动剂 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ和组织转谷氨酰胺酶相比[２６￣２７]ꎬＰ１９
作为 ＧＰＲ５６ 体外的 Ｓｔａｃｈｅｌ ｐｅｐｔｉｄｅ 合成模拟物ꎬ可
以结合在 ＧＰＲ５６ 受体的正构位点并发挥相应的生

物学功能[２８]ꎮ 相较于 ＧＰＲ５６ 的天然小分子激动剂

仅能激活裂解的 ＧＰＲ５６ꎬＰ１９ 则显示出更广泛的激

活作用ꎬ既能激活裂解受体ꎬ也能激活裂解缺陷受

体ꎬ这一特性使得 Ｐ１９ 在研究 ＧＰＲ５６ 的生物学功能

和相关疾病机制中具有重要的价值[２８]ꎮ 因此ꎬ本研

究在第二信使水平上ꎬ确定了 Ｐ１９ 可以激活米色脂肪

组织和原代米色脂肪细胞中 ＧＰＲ５６ 下游的 Ｇｑ 通路ꎬ
引起 ＩＰ３ 水平升高ꎬ更深入地探究 Ｐ１９ 激活 ＧＰＲ５６ 的

分子机制ꎮ
目前ꎬＧＰＲ５６ 在众多组织中的研究已经取得了

显著的进展ꎬ其在多种生理和病理过程中的关键作

用逐渐被揭示[１１￣１３]ꎮ ＧＰＲ５６ 在脂肪组织中的研究

也逐渐受到关注[１４]ꎮ 研究表明ꎬＧＰＲ５６ 与 ３Ｔ３￣Ｌ１
前体细胞形成脂肪的过程密切相关ꎬ在脂肪形成的

过程中ꎬ３Ｔ３￣Ｌ１ 细胞中 ＧＰＲ５６ 的转录本水平显著

增加[１５￣１６]ꎮ 然而ꎬ尽管这一发现为理解脂肪分化的

机制提供了新的视角ꎬ但相关的调控分子机制仍不

明确ꎮ 而脂肪在生物体中的动态变化与生物体各项

生命活动的正常进行密切相关[２９]ꎬ尤其是米色脂肪

向棕色脂肪分化的过程可以促进生物体消耗脂肪产

生能量ꎬ无论是对生物体体温的维持还是对肥胖的

治疗ꎬ都具有重要的生物学意义ꎮ 本研究在诱导原

代米色脂肪细胞棕色化分化的过程中加入了 Ｐ１９ 处

理ꎬ分化周期结束后ꎬ检测了分化标志基因的 ｍＲＮＡ
水平ꎬ发现棕色化标志基因和产热标志基因的 ｍＲＮＡ
表达水平显著升高ꎬ证明 Ｐ１９ 对原代脂肪细胞的分化

过程有促进作用ꎮ
本研究针对 Ｐ１９ 可以激活 ＧＰＲ５６ 的 Ｇｑ 通路ꎬ

进一步对 Ｐ１９ 促进原代米色脂肪细胞棕色化分化的

分子机制进行了探究ꎬ在诱导分化过程中加入了 Ｇｑ
蛋白抑制剂 ＹＭꎬ抑制了 ＧＰＲ５６ 下游的 Ｇｑ 活性ꎬ分
化周期结束后检测了分化标志基因的 ｍＲＮＡ 水平ꎬ
发现 Ｐ１９ 的促分化作用被 ＹＭ 反转了ꎬ进一步证明

Ｐ１９ 通过激活 ＧＰＲ５６ 下游的 Ｇｑ 通路促进原代脂肪

细胞分化ꎮ 随后通过基因沉默技术ꎬ在原代米色脂

肪细胞上沉默了 Ｇｐｒ５６ 基因的表达ꎬＰ１９ 对分化进

程的促进作用消失ꎬ说明 Ｐ１９ 作为一种促分化因子ꎬ
是通过激活 ＧＰＲ５６ 的 Ｇｑ 通路从而促进米色脂肪

细胞棕色化进程ꎮ
综上所述ꎬ本研究发现ꎬＰ１９ 通过激活 ＧＰＲ５６

下游的 Ｇｑ 信号通路从而促进米色脂肪组织棕色化

分化ꎬ这为理解米色脂肪细胞的分化机制提供了新

的视角ꎬ并可能为未来的肥胖及相关疾病治疗策略

提供新的思路ꎮ 然而ꎬ这一过程的详细机制仍需进

一步探讨ꎮ 此外ꎬ尽管本研究中观察到了 Ｐ１９ 对米

色脂肪细胞分化的促进作用ꎬ但其在体内的效果和

安全性仍需进行验证ꎮ
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ｌｉｎｇ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｂｅｉｇｅ ｆａｔ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ[Ｊ] . ＦＡＳＥＢ Ｊꎬ ２０１９ꎬ
３３(２): １５９５￣１６０４.
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