
书书书

第二军医大学学报　２０１２年７月第３３卷第７期　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｕｌ．２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．７

·６９７　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１２．００６９７ ·论　著·

ｍＴＯＲ信号通路中上游调控蛋白Ｒｈｅｂ在脂肪细胞分化中的作用
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　　［摘要］　目的　观察ｍＴＯＲ信号通路中上游调控蛋白Ｒｈｅｂ对脂肪细胞分化的影响。方法　构建Ｒｈｅｂ（Ｒａｓｈｏｍｏｌｏｇ
ｅｎｒｉｃｈｅｄｉｎｂｒａｉｎ）的重组质粒（ｐＣＡＧＩｎｓｕｌａｔｏｒＲｈｅｂ），并将其注射到Ｂ６小鼠的胚胎内，产生全身高表达Ｒｈｅｂ的转基因小鼠。

提取怀孕雌鼠第１３．５天的胚胎成纤维细胞（ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓ，ＭＥＦｓ），ＰＣＲ鉴定基因型之后进行成脂诱导分

化。通过检测分化第１２天 ＭＥＦｓ内三酰甘油的含量、油红Ｏ染色的结果、实时定量ＰＣＲ方法检测脂肪细胞特异性转录因子

ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰα的表达情况，来观察Ｒｈｅｂ在脂肪细胞分化过程中的作用。结果　成功构建了全身高表达Ｒｈｅｂ的转基因
小鼠模型，并且检测到在高表达Ｒｈｅｂ后，可以促进 ＭＥＦｓ内脂滴的生成，三酰甘油含量增高，油红Ｏ染色有明显区别，并且脂

肪细胞特异性转录因子ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰα的表达量均升高。结论　Ｒｈｅｂ过表达以后可以促进脂肪细胞的分化。

　　［关键词］　Ｒｈｅｂ；ｍＴＯＲ；脂肪细胞；细胞分化
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（７）：６９７７０２］

　　Ｒｈｅｂ是一种小ＧＴＰ酶，属于鸟苷酸结合蛋白

Ｒａｓ超家族中的一员［１］，最初发现于经突触激活诱

导后的大鼠海马区［２］，广泛存在于各种真核生物中，

是一个高度保守的蛋白［３６］，参与调节机体的众多生

物学功能，如生长存活、能量代谢、氧化应激等［７１０］。

Ｒｈｅｂ有两种存在方式，即无活性的ＧＤＰＲｈｅｂ与有
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活性的ＧＴＰＲｈｅｂ。当胰岛素、生长因子存在，机体

营养供应充足、能量丰富的时候，Ｒｈｅｂ主要与ＧＴＰ
结合成ＧＴＰＲｈｅｂ，发挥其生物学作用，这主要是通

过抑制ＴＳＣ１／２的作用来实现的［１１１２］。ＴＳＣ１／２是

一种肿瘤抑制蛋白，同时是一种ＧＴＰ酶活化蛋白，

能激活Ｒｈｅｂ本身所具有的 ＧＴＰ酶活性，从而将

ＧＴＰＲｈｅｂ水解为ＧＤＰＲｈｅｂ，使Ｒｈｅｂ失活。大量

数据表明，提高 Ｒｈｅｂ的表达水平可以过度激活

ｍＴＯＲＣ１ 的 活 性［１３１４］，同 时 Ｃｈａｎｇ 等［１５］ 和

Ｃｈａｋｒａｂａｒｔｉ等［１６］从不同方面证实 ｍＴＯＲＣ１参与

了脂代谢过程：提高 ｍＴＯＲＣ１活性促进成脂，而抑

制ｍＴＯＲＣ１活性则可以减少脂肪的形成，并能够抵

抗高脂饮食诱导的肥胖。在 ｍＴＯＲＣ１信号通路核

心轴上，Ｒｈｅｂ处于 ｍＴＯＲＣ１的上游，对 ｍＴＯＲＣ１
的活性起着重要的调控作用，因此ｍＴＯＲＣ１参与脂

代谢的过程很可能也会受到Ｒｈｅｂ的调控。在本研

究中，我们构建了Ｒｈｅｂ野生型全身高表达转基因

小鼠，观察在Ｒｈｅｂ高表达引起 ｍＴＯＲＣ１活性增高

后是否对脂肪分化产生促进作用，从而进一步证明

Ｒｈｅｂ是否参与调节脂代谢过程。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　细胞、质粒和菌株　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞、绝缘

子和真核表达载体ｐＣＡＧＭＣＳ来自南京医科大学

细胞生物学实验室；ｐＤＭ１９ＴＶｅｃｔｏｒ购自中国大连

ＴａＫａＲａ公司；ＤＨ５α购自中国上海ＢｉｏＴｅｋｅ公司。

１．１．２　主要试剂　ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清（美国

Ｇｉｂｃｏ公司），胰蛋白酶 Ｔｒｙｐｓｉｎ（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公

司），二甲亚砜（ＤＭＳＯ，美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司），３异

丁基１甲基黄嘌呤（ＩＢＭＸ，美国Ｓｉｇｍａ公司），油红

Ｏ（ＯｉｌＲｅｄＯ，美国Ｓｉｇｍａ公司），质粒转染试剂盒

（瑞士Ｒｏｃｈｅ公司），反转录试剂盒（中国大连ＴａＫａ

Ｒａ公司），所有限制性内切酶与连接酶（美国 Ｎｅｗ

ＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司），质粒小提／中提试剂盒（中

国天根公司／德国 Ｑｉａｇｅｎ公司），感受态ＤＨ５α（中

国上海ＢｉｏＴｅｋｅ公司），胰岛素（丹麦诺和诺德公

司），ＴＧ试剂盒（中国北京北化康泰公司），Ｔｕｂｕｌｉｎ

ＭｏｕｓｅｍＡｂ抗体（美国 Ｓｉｇｍａ公司），Ｓ６Ｒａｂｂｉｔ

ｍＡｂ和ｐＳ６ＲａｂｂｉｔｍＡｂ抗体（美国 ＣＳＴ公司），

ＡｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧ、ＨＲＰｌｉｎｋｅｄＡｎｔｉｂｏｄｙ、Ａｎｔｉｍｏｕｓｅ

ＩｇＧ、ＨＲＰｌｉｎｋｅｄＡｎｔｉｂｏｄ（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），

ＲｈｅｂＭｏｕｓｅｍＡｂ抗体由本实验自制。

１．２　重组质粒ｐＣＡＧＩｎｓｕｌａｔｏｒＲｈｅｂ的构建

１．２．１　反转录和ＰＣＲ方法　先提取野生型（ｗｉｌｄ

ｔｙｐｅ，ＷＴ）对照小鼠Ｂ６小鼠怀孕第１３．５天的胚胎

成纤维细胞 （ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｍｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓ，

ＭＥＦｓ），然后按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供的 ＲＮＡ提

取方法，提取 ＭＥＦｓ内总ＲＮＡ，再将提取的总ＲＮＡ
按照ＴａＫａＲａ公司提供的试剂盒反转录为ｃＤＮＡ。

再以此ｃＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ扩增反应。反应体

系为５０μｌ；反应条件：９４℃ 预变性３ｍｉｎ，９４℃变性

３０ｓ，５３℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３０个循环，最后

７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ 扩增引物：上游引物，５′

ＡＧＴＧＡＡＴＴＣＧＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＣＴＣＡＧ

ＴＣＣＡＡＧ ＴＣＣＣＧ３′；下游引物，５′ＴＡＴ ＧＣＧ

ＧＣＣＧＣＴＣＧＡ ＧＴＣＡＣＡＴＣＡＣＣＧＡＧＣＡＣ

ＧＡＡＧＡＣ３′。上下游引物中分别含有 ＥｃｏＲⅠ
（ＧＡＡＴＴＣ）和ＮｏｔⅠ（ＧＣＧＧＣＣＧＣ）酶切位点。

１．２．２　重组载体的构建和鉴定　ＰＣＲ方法得到带

有ＥｃｏＲⅠ和ＮｏｔⅠ限制性酶切位点的长为５８６ｂｐ
的小鼠野生型Ｒｈｅｂ基因片段，将此片段与ＴａＫａＲａ
公司提供的Ｔ载体ｐＤＭ１９ＴＶｅｃｔｏｒ用Ｔ４Ｌｉｇａｓｅ
进行连接，连接条件：１６℃，１２ｈ。将连接产物按照

ＢｉｏＴｅｋｅ公司提供的说明书转化进入感受态ＤＨ５α
大肠杆菌，然后将转化产物进行琼脂平板涂板接种，

３７℃培养１２～１６ｈ，挑取单克隆菌落置于ＬＢ液体

培养基进行摇菌，１２～１５ｈ后用ＴａＫａＲａ公司提供

的质粒小提试剂盒进行质粒提取。将提取的质粒用

１μｌ行１％琼脂糖凝胶电泳，选择片段大小正确的质

粒，然后根据ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司说明书进行

ＥｃｏＲⅠ和ＮｏｔⅠ限制性内切酶双酶切，从而将小鼠

Ｒｈｅｂ目的基因从 ＴＶｅｃｔｏｒ上酶切下来，将双酶切

产物行１％琼脂糖凝胶电泳，再用 ＴａＫａＲａ公司提

供的琼脂糖凝胶回收试剂盒进行酶切后目的片段的

回收。然后将回收得到的目的片段用同样的方法连

接进入真核表达载体ｐＣＡＧＭＣＳ，构建重组质粒

ｐＣＡＧＲｈｅｂ，使Ｒｈｅｂ目的基因获得ｐＣＡＧ启动子

序列。最后用ＳａｌⅠ和ＢａｍＨⅠ将带有ｐＣＡＧ启动

子序列的Ｒｈｅｂ目的基因从ｐＣＡＧＲｈｅｂ重组质粒

上双酶切下来，后连入带有绝缘子的表达载体，最终

构成我们需要的重组质粒ｐＣＡＧＩｎｓｕｌａｔｏｒＲｈｅｂ。

再分别用ＥｃｏＲⅠ与ＮｏｔⅠ、ＳａｌⅠ与ＢａｍＨⅠ和Ｉ
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ＣｅｕⅠ三组限制性内切酶对构建好的重组质粒

ｐＣＡＧＩｎｓｕｌａｔｏｒＲｈｅｂ进行初步的酶切鉴定，初步

鉴定成功的质粒送Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序。将测序正

确、带有绝缘子序列和ｐＣＡＧ启动子序列的 Ｒｈｅｂ
目的基因送交南京大学模式动物所进行原核胚胎注

射，构建Ｒｈｅｂ野生型全身高表达转基因小鼠。

１．２．３　重组质粒瞬时转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞　细胞

培养于含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养基中，取对数生

长期的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，胰酶／ＥＤＴＡ消化后接种

入６孔板中，于３７℃含５％ＣＯ２ 的恒温孵育箱中培

养２４ｈ（细胞生长密度在８０％～９０％）。将用中提

得到的测序正确的重组质粒ｐＣＡＧＩｎｓｕｌａｔｏｒＲｈｅｂ
进行瞬时转染。对照组分为２组：空白对照组（即未

转染质粒）和阴性对照组（即转染等量的对照质粒）。

对照质粒是带有绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）的空白质粒，

也来自于南医大细胞生物学实验室。

１．２．４　蛋白质印迹法检测重组质粒表达量　重组

质粒ｐＣＡＧＩｎｓｕｌａｔｏｒＲｈｅｂ转染 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞

４８ｈ后提取细胞总蛋白，进行１２％ＳＤＳＰＡＧＥ分

离，再将胶上蛋白转移至ＰＶＤＦ膜上，含５％脱脂奶

粉的ＴＢＳＴ室温封闭２ｈ。１１０００稀释的 Ｒｈｅｂ
抗体作为一抗，１５０００稀释的 ＧｏａｔＡｎｔｉＲａｂｂｉｔ

ＩｇＧ作为二抗，ＥＣＬ显色。

１．２．５　氨基酸饥饿实验检测重组质粒功能　质粒

转染４８ｈ后对其进行氨基酸饥饿（含４．５ｇ／Ｌ葡萄

糖的ＰＢＳ）２ｈ，然后提取总蛋白检测ｐＳ６的表达情

况，从而检测重组质粒是否具有相应的功能。

１．３　Ｒｈｅｂ转基因小鼠的 ＭＥＦｓ诱导分化　用

ＰＣＲ方法鉴定Ｒｈｅｂ转基因小鼠基因型。共５只阳

性首建鼠。蛋白质印迹法检测转基因小鼠肝脏组织

Ｒｈｅｂ过表达情况。用成脂诱导分化刺激剂（Ⅰ：０．５

ｍｍｏｌ／ＬＩＢＭＸ，１μｍｏｌ／Ｌｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，１μｇ／

ｍｌｉｎｓｕｌｉｎ；Ⅱ：１μｇ／ｍｌｉｎｓｕｌｉｎ）进行 ＭＥＦｓ细胞的

诱导分化实验，加入刺激剂Ⅰ的当天记为第１天，第

３天换上刺激剂Ⅱ，此后每隔１ｄ更换刺激剂Ⅱ，直

至分化第１２天。进行显微镜下拍照及油红 Ｏ 染

色。用三酰甘油检测试剂盒检测 ＭＥＦｓ细胞内三酰

甘油含量。实时定量ＰＣＲ检测脂肪细胞特异性转

录因子ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰα的表达情况。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件系统进行

统计学分析，所有数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ
检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　质粒鉴定　将构建的重组质粒ｐＣＡＧＩｎｓｕｌａ

ｔｏｒＲｈｅｂ行１％琼脂糖凝胶电泳，质粒超螺旋大小

位置正确，结果见图１Ａ。再用ＥｃｏＲⅠ与 ＮｏｔⅠ、

ＳａｌⅠ与ＢａｍＨⅠ和ＩＣｅｕⅠ三组限制性内切酶进行

酶切鉴定，根据质粒图谱，所得片段大小位置均正

确，结果见图１Ｂ。后Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序正确，表

明质粒构建成功。

图１　重组质粒ｐＣＡＧＩｎｓｕｌａｔｏｒＲｈｅｂ的构建

Ｆｉｇ１　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｐＣＡＧＩｎｓｕｌａｔｏｒＲｈｅｂ
Ａ：Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

ｐＣＡＧＩｎｓｕｌａｔｏｒＲｈｅｂ．Ｍ：１０００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；１１３：Ｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓ１＃１３＃；Ｂ：Ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＣＡＧＩｎｓｕｌａｔｏｒＲｈｅｂ．Ｍ１：２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；

Ｍ２：１００００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；６＃：ｐＣＡＧＩｎｓｕｌａｔｏｒＲｈｅｂｐｌａｓｍｉｄ６＃；

６１，６２，６３：ＰｒｏｄｕｃｔｓａｆｔｅｒｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｂｙＥｃｏＲⅠ

ａｎｄＮｏｔⅠ，ＳａｌⅠａｎｄＢａｍＨ Ⅰ，ＩＣｅｕⅠ．８＃：ｐＣＡＧＩｎｓｕｌａｔｏｒ

Ｒｈｅｂｐｌａｓｍｉｄ８＃；８１，８２，８３：Ｐｒｏｄｕｃｔｓａｆｔｅｒｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ

ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｂｙＥｃｏＲⅠａｎｄＮｏｔⅠ，ＳａｌⅠａｎｄＢａｍＨ Ⅰ，ＩＣｅｕⅠ

２．２　质粒过表达及功能鉴定　将重组质粒ｐＣＡＧ

ＩｎｓｕｌａｔｏｒＲｈｅｂ瞬时转染进入 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，４８

ｈ后提取 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞总蛋白，行蛋白印迹分析

Ｒｈｅｂ过表达情况，结果在相对分子质量２００００处

出现特异性蛋白条带，实验组该特异性条带明显比

２个对照组要亮许多，说明Ｒｈｅｂ确实有过表达，结

果见图２Ａ。同时用氨基酸饥饿实验检测过表达

Ｒｈｅｂ蛋白是否具有相应的生物学活性，相对于空白

对照组和阴性对照组，转染重组质粒ｐＣＡＧＩｎｓｕｌａ

ｔｏｒＲｈｅｂ的实验组可以抵抗氨基酸饥饿，说明过表

达Ｒｈｅｂ蛋白具有相应的生物学功能，结果见图２Ｂ。
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图２　转染４８ｈ后ＨＥＫ２９３Ｔ细胞内Ｒｈｅｂ
基因表达及功能分析结果

Ｆｉｇ２　Ｒｈｅｂｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｉｎＨＥＫ２９３Ｔ

ｃｅｌｌｓａｔ４８ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
Ａ：Ｒｈｅｂｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ：ｐＳ６ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｉｎＨＥＫ

２９３Ｔｉｎａｍｉｎｏａｃｉｄｓｔａｒｖａｔｉｏｎ２ｈ．１：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｍｐｔｙｐｌａｓ

ｍｉｄｗｉｔｈＥＧＦＰ；２：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＣＡＧＩｎｓｕｌａ

ｔｏｒＲｈｅｂ

２．３　转基因小鼠基因型鉴定　用ＰＣＲ方法鉴定

Ｒｈｅｂ转基因阳性小鼠５只首建鼠的基因型。根据
阳参质粒条带位置，５只首建鼠在同一位置均出现
条带，而阴性Ｂ６小鼠和空白对照组则无，说明Ｒｈｅｂ
转基因小鼠构建成功。结果见图３。

２．４　 转基因小鼠肝脏组织 Ｒｈｅｂ过表达量检
测　相对于同窝出生的野生型Ｂ６小鼠，转基因阳性
小鼠Ｒｈｅｂ蛋白表达量升高，但３４＃小鼠Ｒｈｅｂ蛋白
过表达不明显。蛋白质印迹分析结果见图４。

图３　ＰＣＲ鉴定Ｒｈｅｂ转基因小鼠基因型

Ｆｉｇ３　ＧｅｎｏｔｙｐｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲｈｅｂｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｍｏｕｓｅｂｙＰＣＲ（Ｒｈｅｂｓｉｚｅ：３６４ｂｐ）

Ｍ：２０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｐ：ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＣＡＧＩｎｓｕｌａ

ｔｏｒＲｈｅｂ；：Ｂ６ｍｏｕｓｅ；Ｎ：Ｗａｔｅｒ；３４，３５，１４８，１７１，１８０：Ｔｈｅ５

ｆｏｕｎｄｅｒｓｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅＲｈｅｂｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅ

图４　小鼠肝脏组织Ｒｈｅｂ过表达量分析

Ｆｉｇ４　Ｒｈｅｂｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｏｕｓｅｈｅｐａｔｉｃ

ｔｉｓｓｕｅｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ
ＷＴ：ＷｉｌｄｔｙｐｅＢ６ｍｏｕｓｅ；３４，３５，１４８，１７１，１８０：Ｔｈｅ５ｆｏｕｎｄｅｒｓｏｆ

ｐｏｓｉｔｉｖｅＲｈｅｂｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅ

２．５　脂肪形成程度的定性分析　分化第１２天，倒
置显微镜２０×镜下观察 ＭＥＦｓ细胞内脂肪形成的
程度，相对于野生型Ｂ６小鼠，Ｒｈｅｂ过表达可以明显
促进脂肪分化，结果见图５Ａ、５Ｂ。同时，油红 Ｏ染
色进一步证实Ｒｈｅｂ过表达以后可以促进脂肪细胞
分化，结果见图５Ｃ、５Ｄ。

图５　ＭＥＦｓ诱导分化后第１２天脂滴形成程度的定性分析

Ｆｉｇ５　ＭＥＦｓ’ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅｏｎｔｈｅｄａｙ１２ａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
Ａ，Ｂ：ＴｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆＭＥＦｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｃ，Ｄ：ＯｉｌＲｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇ；Ａ，Ｃ：ＷｉｌｄｔｙｐｅＢ６ｍｏｕｓｅ；Ｂ，Ｄ：ＰｏｓｉｔｉｖｅＲｈｅｂｔｒａｎｓ

ｇｅｎｉｃｍｏｕｓｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２０

２．６　ＭＥＦｓ细胞光密度值与三酰甘油含量检

测　分化第１２天，野生型 ＭＥＦｓ细胞与Ｒｈｅｂ转基

因阳性 ＭＥＦｓ细胞在５００ｎｍ 处光密度值分别为

０．０２５±０．００５、０．０５１±０．００７；ＭＥＦｓ细胞内三酰

甘油含量分别为（０．１５９±０．０３２）、（０．３２２±０．０４６）

ｍｍｏｌ／Ｌ，两组间差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．７　脂肪细胞特异性转录因子ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰα
的表达情况　分化第１２天，野生型 ＭＥＦｓ细胞与

Ｒｈｅｂ转基因阳性 ＭＥＦｓ细胞ＰＰＡＲγ的表达量（采

用 ΔΔＣт 值 表 示 ）分 别 为 ４２０．２７±１８．２４ 与
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５４９９．７０±２４６．５２，Ｃ／ＥＢＰα 的 表 达 量 分 别 为

２．５１±０．１３与９．５１±０．３７，两组间差异均具有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　白色脂肪组织在体内囤积过多，包括白色脂肪

细胞体积的增大和数量的增多，是肥胖的主要发病

原因。２００２年中国流行病学调查研究指出，中国成

年人 肥 胖 患 病 率 为 ７．１％，比 １９９２ 年 增 加 了

９７．２％［１７］。统计报告还指出，在我国现阶段肥胖人

数已经达到９０００万，如果得不到有效的控制，２０１５
年估计我国的肥胖人口将增至２亿［１８］。肥胖及其

相关并发症如２型糖尿病［１９］、心血管疾病［２０］、非酒

精性脂肪肝、癌症等由于具有较高的致残致死率给

人们带来了极大的负担，如何有效地治疗肥胖是近

年来研究的热点。要想从根本上防治肥胖，我们就

必须了解肥胖发生发展的分子机制。从这一点出

发，明确白色脂肪细胞分化成熟的调控机制就显得

尤为重要。本次实验研究证实，提高体内 Ｒｈｅｂ蛋

白的表达可以有效地促进脂肪细胞的分化形成，为

进一步阐明脂肪细胞分化调控机制提出了一个新的

观点。

　　根据ｍＴＯＲ复合物的组成成分，ｍＴＯＲ复合物

包含两种形式，ｍＴＯＲＣ１和 ｍＴＯＲＣ２。大量有关

于ｍＴＯＲ的体内外实验研究主要是针对 ｍＴＯＲＣ１
而言。ｍＴＯＲＣ１主要参与调节细胞生长、存活、应

激、能量代谢等［７９］，抑制ｍＴＯＲＣ１的活性可以明显

损害胚胎发育过程［１０］。ｍＴＯＲＣ１对其特异性抑制

剂雷帕霉素极其敏感。而 ｍＴＯＲＣ２主要参与调节

细胞骨架蛋白ａｃｔｉｎ的生成，急性短期雷帕霉素对

ｍＴＯＲＣ２无效，但长期雷帕霉素处理可以抑制

ｍＴＯＲＣ２的合成。从ＡｋｔＴＳＣ１／２ＲｈｅｂｍＴＯＲＣ１
信号转导通路［２１２４］中我们可以知道，Ｒｈｅｂ位于

ｍＴＯＲＣ１上游，对 ｍＴＯＲＣ１的功能起着重要的调

控作用。Ｒｈｅｂ是小 Ｇ蛋白 Ｒａｓ的同源物，在体内

存在无活性的ＧＤＰＲｈｅｂ和有活性的ＧＴＰＲｈｅｂ两

种形式。当体内的 ＴＳＣ１／２复合体被活化以后，可

以激活Ｒｈｅｂ本身所具有的ＧＴＰ酶的活性，从而将

ＧＴＰＲｈｅｂ水解为 ＧＤＰＲｈｅｂ。然而只有 ＧＴＰ

Ｒｈｅｂ才能对ｍＴＯＲＣ１的活性起到正向调节作用，

因此ＴＳＣ１／２复合体对 ｍＴＯＲＣ１的活性起重要的

负性调节作用。当胰岛素等刺激因素存在时，可以

通过胰岛素受体底物通路激活Ａｋｔ，活化的 Ａｋｔ可

以磷酸化下游的ＴＳＣ１／２复合体，使其磷酸化失活，

从而解除ＴＳＣ１／２对Ｒｈｅｂ的抑制作用，使得Ｒｈｅｂ

激活ｍＴＯＲＣ１的作用得以显现。最近，有研究报道

称用雷帕霉素长期喂养的小鼠比正常对照组小鼠明

显瘦小很多，即能抵抗高脂饮食诱导的肥胖［１５］。也

就是长期抑制 ｍＴＯＲＣ１的活性可以抵抗高脂饮食

诱导的肥胖。而Ｃｈａｋｒａｂａｒｔｉ等［１６］从反面证实了该

理论，指出提高 ｍＴＯＲＣ１活性可以抑制脂肪分解、

促进脂肪形成和储存。因此 ｍＴＯＲＣ１过度激活后

促进脂肪形成也很可能受到Ｒｈｅｂ的调节。为了证

明该假设，我们构建了Ｒｈｅｂ野生型全身高表达小

鼠动物模型，使用前文描述的成脂诱导分化剂进行

成脂诱导分化。在分化的第１２天显微镜下观察

ＭＥＦｓ分化程度，发现阴性对照组脂肪细胞呈片状

分布，中间较多区域无脂滴出现，而Ｒｈｅｂ过表达组

脂滴几乎充满整个视野，说明 Ｒｈｅｂ过表达确实可

以促进脂肪细胞分化。油红 Ｏ染色也进一步反映

了该现象。通过对分化第１２天的 ＭＥＦｓ内三酰甘

油含量的测定与脂肪细胞特异性转录因子ＰＰＡＲγ
和Ｃ／ＥＢＰａ表达量进行定量检测，发现Ｒｈｅｂ过表达

以后，ＭＥＦｓ内三酰甘油含量升高，同样转录因子

ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰａ的表达量也增高，这些结果均证

实Ｒｈｅｂ过表达以后确实可以促进脂肪细胞分化。

因此本次实验研究证实，Ｒｈｅｂ在脂肪细胞分化过程

中起着重要的正向调节作用，即 Ｒｈｅｂ过表达可以

促进脂肪细胞的分化。

　　然而，Ｒｈｅｂ过表达促进脂肪细胞分化涉及到的

信号转导通路，本次实验并没有给予研究回答。也

就是Ｒｈｅｂ过表达促进脂肪细胞分化是否通过上调

ｍＴＯＲＣ１的活性或者通过其他信号转导通路来实

现的，我们目前还不清楚。下一步实验研究可以对

ｍＴＯＲＣ１直接调控的下游靶蛋白Ｓ６Ｋ、Ｓ６进行磷

酸化水平的检测来证实，或者利用ｍＴＯＲＣ１的特异

性抑制剂雷帕霉素通过抑制 ｍＴＯＲＣ１的活性来进

行验证。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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