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摘要 目的 探究过表达 C1q /肿瘤坏死因子相关蛋白 9
( CTＲP9) 对冷刺激诱导后小鼠棕色脂肪脂质代谢相关基因

和蛋白的表达调控。方法 C57BL6J 雄性小鼠分为对照组

( Ad-GFP 组) 、实验组 ( Ad-CTＲP9 组) ，分别注射 Ad-GFP、
Ad-CTＲP9 腺病毒。两组小鼠经普通饮食饲喂 7 d 后再置于

4 ℃环境中冷刺激 10 h，利用 Ｒeal-time PCＲ 和 Western blot

技术检测棕色脂肪标志性基因和蛋白表达。结果 在冷刺

激诱导下过表达 CＲTP9，棕色脂肪中碘化甲状腺原氨酸脱碘

酶 2( Dio2) 的 mＲNA 水平升高( P ＜ 0. 01) ，棕色脂肪细胞标

志基因( UCP-1、PGC-1α、PＲDM16 和 AＲβ3 ) 、脂质合成与分

解相关基因( PPAＲγ、HSL 和 ATGL) 表达水平无显著性差异。
Western blot 结果显示，与 Ad-GFP 组相比，经冷刺激诱导后

Ad-CTＲP9 组解偶联蛋白 1( UCP-1) 蛋白表达升高，而脂肪分

解相关蛋白脂肪三酰甘油脂肪酶 ( ATGL) 表达下降 ( P ＜
0. 05) 。结论 在寒冷环境下，过表达 CTＲP9 促进 UCP-1 蛋

白在棕色脂肪组织中蓄积，上调甲状腺激素信号相关基因

Dio2 表达，并抑制三酰甘油水解以维持体温恒定。
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棕色脂肪组织( brown adipose tissue，BAT) 线粒

体内 富 含 的 解 偶 联 蛋 白 1 ( uncoupling protein 1，

UCP-1) ，通过非颤栗性产热抵御寒冷［1］。研究［2］表

明，在 4 ℃环境中 BAT 相关基因表达增加，冷诱导

产热和 BAT 的质量及活动性之间有相关性，并且冷

诱导产热量与 BAT 活动性呈正相关。因此，冷刺激

是诱导棕色脂肪分化的强烈刺激因子。
补体 C1q /肿瘤坏死因子相关蛋白 9( C1q /TNF-

related proteins 9，CTＲP9) 于 2009 年由 Wong et al［3］

首次鉴定并克隆得到，与脂联素( adiponectin，APN)

具有高度同源性［4］。过表达 CTＲP9 可以减少食物

的摄入和增加基础能量代谢。标准喂食条件下，

CTＲP9 基因敲除小鼠的肥胖率远高于对照组［5］。
Wolf et al［6］发现肥胖患者代谢手术后，CTＲP9 水平

较术前下降明显。然而，在冷刺激诱导下，CTＲP9
对小鼠 BAT 中脂质代谢相关基因和蛋白的表达调

控仍 不 清 楚。该 研 究 主 要 采 用 腺 病 毒 过 表 达 及

Western blot 等分子生物学技术，探索 CTＲP9 在寒

冷刺激后对小鼠 BAT 脂质代谢的影响，为将来临床

应用提供理论基础。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 本研究中用到的雄性 C57BL /6J
小鼠 20 只，6 周龄，购买自北京维通利华实验动物

技术有限公司［北京 SYXK( 京) 2017-0033］。动物 3
只 1 笼，饲养环境为清洁级，室内温度保持在( 22 ±
2) ℃、光照 12 h 明 /12 h 暗、噪声等均符合国际要

求( GB14925-2010) ，自由饮水和采食。研究方法和

伦理审查通过西安交通大学实验动物管理委员会批

准( 编号: 2022-1323) ，遵循美国国立卫生研究院出

版的《实验动物护理和使用指南》( 2011 年第 8 版)

规定执行。
1． 2 材料

1． 2． 1 主要试剂 ＲT-PCＲ Mix、逆转录试剂盒和

SYBＲ Green 试剂( 日本 TaKaＲa 公司) ; 蛋白提取试

剂盒( 广州 Omega 公司) ; β-actin 抗体( 美国 Abcam
公司) ; UCP-1 抗体、APN( 美国 Ｒ＆D 公司) ; 脂肪三

酰甘油脂肪酶抗体( fatty triglyceride lipase，ATGL)

( 上海 Abmart 公司) ; Perilipin2 抗体( 美国 Protein-
tech 公司) 。本实验中纯化腺病毒 － 绿色荧光蛋白

( adenovirus green fluorescent protein，Ad-GFP ) 和腺

病毒- C1q /肿 瘤 坏 死 因 子 相 关 蛋 白 9 ( adenovirus
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C1q /TNF-related proteins 9，Ad-CTＲP9 ) 购自上海吉

玛基因有限公司。病毒纯化试剂盒购自美国 Sarto-
rius 公司。
1． 2． 2 主要仪器 荧光定量 PCＲ 仪( 型号: Step
One Plus ABI) 购于美国 Thermo 公司; 微量核酸蛋白

紫外分析仪( 型号: Genove Nano) 购于英国 JENWAY
公司; 化 学 发 光 凝 胶 成 像 系 统 ( 型 号: XＲS +
1708265) 购于美国 Bio-Ｒad 公司。
1． 3 方法

1． 3． 1 动物分组与处理 6 周龄 C57BL /6 野生型

小鼠共 20 只，随机分为对照组和实验组。其中对照

组小鼠肩胛注射 Ad-GFP 腺病毒，实验组小鼠肩胛

注射 Ad-CTＲP9 腺病毒，利用腺病毒载体达到过表

达 CTＲP9 的目的，两组小鼠病毒注射量均为 1 ×
1010 vp /只。随后，小鼠经普通饮食饲喂 7 d 后再置

于 4 ℃环境中冷刺激 10 h。将小鼠安乐死，取肩胛

BAT，提取总 ＲNA 和总蛋白后，ＲT-PCＲ 和 Western
blot 分析 CTＲP9 调控棕色脂肪形成过程中基因和

蛋白表达。
1． 3． 2 ＲNA 制备和定量 PCＲ 检测 利用 TＲIzol
法分别提取小鼠 BAT 总 ＲNA，逆转录酶合成 cDNA
后，依据 NCBI 序列设计引物，Ｒeal-time PCＲ 分别检

测棕色脂肪细胞标志基因。
1． 3． 3 蛋白免疫印迹法( Western blot) 检测 用组

织裂解液裂解组织提取总蛋白，BCA 法测定蛋白质

浓度。将蛋白样品加入上样孔，进行聚丙烯酰胺凝

胶电泳，再经过 PVDF 膜湿转法转膜、5% 脱脂牛奶

封闭，在 4 ℃冰箱中摇床上用特异性的一抗孵育，过

夜。孵育与之对应的二抗，持续 2 h。洗膜 3 次后，

用 ECL 发光液发光显影。
1． 4 统计学处理 使用 SPSS 16. 0 统计软件进行

分析，实验数据均以 �x ± s 表示，多组间比较采用方

差分析( ANOVA) ，两组之间比较采用 t 检验，以 P
＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 CTＲP9 蛋白过表达的鉴定 Western blot 方

法检测 CTＲP9 蛋白的表达，结果显示，与 Ad-GFP 组

相比，Ad-CTＲP9 组 CTＲP9 蛋白表达水平升高( t =
2. 869，P ＜ 0. 01 ) ，表明小鼠肩胛部 BAT 中 CTＲP9
蛋白过表达模型构建成功。见图 1。
2． 2 冷刺激对于过表达 CTＲP9 小鼠的相关脂肪

因子mＲNA表达的影响 采用ＲT-PCＲ检测相关

图 1 BAT 中 CTＲP9 蛋白表达

A: Western blot 检测 CTＲP9 蛋白表达; B: CTＲP9 蛋白表达统计

直方图; a: Ad-GFP 组; b: Ad-CTＲP9 组; 与 Ad-GFP 组比较: ＊＊ P ＜

0. 01

脂肪因子 mＲNA 的表达。结果显示，与 Ad-GFP 组

相比，Ad-CTＲP9 组小鼠 BAT 中脂滴形成蛋白碘甲

状腺 原 氨 酸 脱 碘 酶 2 ( iodothyronine deiodinase 2，

Dio2) 基因表达表达水平升高( 图 2) ( t = 4. 793，P ＜
0. 01) 。而其他基因，如 UCP-1、过氧化物酶体增殖

物激活受体 γ( PPAＲγ) 、过氧化物酶体增殖物激活

受体 γ 辅激活子-1α( PGC-1α) 、PＲ 结构域锌指蛋白

16 ( PＲDM16) 、激素敏感型脂肪酶( HSL) 、ATGL 及

肾上腺素受体 β3 ( AＲβ3 ) 表达未见明显增高，差异

无统计学意义。见图 2。

图 2 棕色脂肪脂质代谢相关基因 mＲNA 表达

a: AＲβ3; b: HSL; c: Dio2; d: PGC-1α; e: ATGL; f: PＲDM16; g: UCP-

1; h: PPAＲγ; 与 Ad-GFP 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 冷刺激对于过表达 CTＲP9 小鼠的 BAT 中相

关脂肪因子蛋白表达水平的影响 Western blot 方

法检测冷刺激后过表达 CTＲP9 的 C57BL /6 小鼠相

关脂肪因子蛋白表达水平，结果显示，与 Ad-GFP 对

照组相比，冷刺激后 Ad-CTＲP9 组小鼠 BAT 中的

UCP-1 蛋白表达水平上调( t = 5. 081，P ＜ 0. 05) 。而

过表达 CTＲP9 之后，冷刺激诱导脂肪分解相关蛋白

ATGL 表达水平下降( t = 2. 869，P ＜ 0. 05 ) 。此外，

与对照组相比，Ad-CTＲP9 组小鼠过表达 CTＲP9 促

进脂联素蛋白( Adiponectin) 表达水平轻微升高，而
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脂滴包被蛋白 2 ( Perilipin2 ) 蛋白有所下降，但两者

统计学差异不显著( t = 2. 284，P ＞ 0. 05) 。见图 3。

图 3 Western blot 检测 BAT 脂质代谢相关蛋白表达

A: Western blot 检测 ATGL、UCP-1 和 Perilipin2 蛋白表达水平;

B: 蛋白表达统计直方图; 与 Ad-GFP 组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

既往研究表明，CTＲP9 在脂质代谢［7 － 8］、葡萄糖

转运［9］及肌肉脂肪酸氧化过程中发挥重要作用［10］。
如 CTＲP9 转基因小鼠骨骼肌细胞内脂肪酸氧化相

关基因表达是对照组的 3 倍，体内总胆固醇( total
cholesterol，TC) 水平显著降低，由此缓解了肥胖与 2
型糖尿病的发生发展［10］。因此，CTＲP9 可成为调控

脂质代谢、预防代谢性相关疾病的新靶点。在本研

究中，利用冷刺激诱导探索 CTＲP9 在 BAT 中对棕

色脂肪脂质代谢相关基因和蛋白表达的调控，结果

显示，脂肪分解相关蛋白 ATGL 表达显著下调，而棕

色脂肪标志蛋白 UCP-1 表达上调，推测 CTＲP9 通过

抑制棕色脂肪分解、线粒体电子传递活跃以提高非

颤栗性产热，由此维持寒冷环境中小鼠体温恒定。
冷暴露是一种非颤栗性产热的强刺激因子，在

冷暴露诱导的条件下开展的实验研究是探索脂肪激

活产热的经典方法。在 4 ℃条件下 BAT 中 Janus 激

酶 2( JAK2) 与 UCP-1 的蛋白水平上调，冷刺激活化

的棕色脂肪将三酰甘油转至胞内，迅速清除血浆中

的三酰甘油［8］。本研究结果显示，BAT 中过表达

CTＲP9 蛋白的小鼠，冷刺激诱导下 UCP-1 蛋白表达

较对 照 组 明 显 增 加，与 之 前 的 报 道 相 一 致［8］，而

UCP-1 mＲNA 却未见明显升高，推测可能与蛋白转

录后修饰有关。
研究表明，BAT 组织特异性 Dio2 敲除小鼠，在

4 ℃条件下核心体温下降约 2. 3 ℃，其适应性产热

能力明显下降［11］。上述结果提示，Dio2 在 BAT 中

作为维持体温的关键基因发挥重要功能。本研究显

示，冷 刺 激 条 件 下 过 表 达 CTＲP9 小 鼠 BAT 中 的

Dio2 基 因 表 达 较 对 照 组 明 显 增 加，提 示 过 表 达

CTＲP9 促进 BAT 产热。脂肪细胞脂滴内贮存的三

酰甘油可以被水解产生游离脂肪酸( FFAs) 为周围

组织供能［12］。冷刺激时 ATGL 敲除小鼠无法动员脂

质分解产生游离脂肪酸导致产热不足出现核心体温

下降［13］。因此，本研究冷刺激条件下过表达 CTＲP9
抑制 ATGL 表达，可能是由于 ATGL 蛋白表达降低

抑制 BAT 中脂肪分解以维持体温恒定。
综上所述，该研究主要采用腺病毒过表达及

Western blot 等分子生物学技术，探索 CTＲP9 在寒

冷刺激后对小鼠 BAT 脂质代谢的影响。结果表明，

在寒冷环境下，过表达 CTＲP9 促进 UCP-1 蛋白在

BAT 中蓄积，上调甲状腺激素信号相关基因 Dio2 表

达，并抑制三酰甘油水解以维持体温恒定。
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Effect of CTＲP9 on lipid metabolism in brown adipose
tissue of mice induced by cold stimulation
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Abstract Objective To explore the effect of C1q / tumor necrosis factor-related protein 9 ( CTＲP9 ) on the ex-
pression of genes and proteins related to lipid metabolism of brown adipose tissue ( BAT) in mice after cold stimula-
tion． Methods C57BL /6J male mice were injected with adenovirus Ad-GFP ( control group) or Ad-CTＲP9 ( ex-
perience group) into the scapular region and kept for 7 days． After cold stimulation at 4 ℃ for 10 hours，the ex-
pression levels of BAT marker genes and proteins were detected by real time PCＲ and Western blot． Ｒesults
Overexpression of CTＲP9 induced by cold stimulation significantly increased the mＲNA level of iodothyronine deio-
dinase 2 ( Dio2) in BAT ( P ＜ 0. 01 ) ． Additionally，there was no significant difference in the expression of BAT
marker genes ( UCP-1，PGC-1α，PＲDM16 and AＲβ3 ) ，and liposynthesis and lipolysis related genes ( PPAＲγ，

HSL and ATGL) ． Uncoupling protein 1 ( UCP-1) protein expression was upregualted in Ad-CTＲP9 compared to the
Ad-GFP control group，while the expression of lipolysis related protein adipose triglyceride lipase ( ATGL) de-
creased significantly ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion In cold environment，overexpression of CTＲP9 promotes the accu-
mulation of UCP-1 protein in BAT，upregulates the expression of thyroid hormone signal related gene Dio2，and in-
hibits triglyceride hydrolysis to maintain a constant body temperature．
Key words cold stimulation; CTＲP9; brown adipose tissue; UCP-1; ATGL
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