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神经酰胺 Ｃ１６ ∶０激活甲酰肽受体 ２ 调控棕色脂肪
组织产热的转录组学分析

张明祥１ꎬ２ꎬ吕琳２ꎬ林慧２ꎬ孙金鹏２ꎬ张道来１

(１.山东医药大学药学院ꎬ山东 烟台 ２６４００３ꎻ ２.山东大学基础医学院ꎬ山东 济南 ２５００１２)

摘要:目的　 探讨神经酰胺 Ｃ１６ ∶０激活甲酰肽受体 ２( ｆｏｒｍｙｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎬ ＦＰＲ２)调控棕色脂肪组织(ｂｒｏｗｎ
ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅꎬ ＢＡＴ)产热的下游关键基因及其分子机制ꎮ 方法　 以小鼠 ＢＡＴ 为研究对象ꎬ使用神经酰胺 Ｃ１６ ∶０
[１０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]和空载体连续 ３ ｄ 给小鼠进行腹腔注射ꎬ之后在 ４ ℃环境中暴露 ２４ ｈꎮ 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 和

ｑＰＣＲ 技术检测 ＢＡＴ 中解偶联蛋白 １(ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ ＵＣＰ１)的表达水平ꎮ 利用转录组学测序技术进一步筛

选神经酰胺 Ｃ１６ ∶０调控 ＢＡＴ 产热的相关基因ꎬ并通过 ｑＰＣＲ 法对筛选的基因进行验证ꎮ 结果　 神经酰胺 Ｃ１６ ∶０可
以降低 ＢＡＴ 中 ＵＣＰ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平[(０.６０８±０.０６６) ｖｓ. (１.００１±０.０３３)ꎬ Ｆ ＝ ３.８７９ꎬ Ｐ ＝ ０.０１７]和蛋白水平

[(０.７２５±０.０３６) ｖｓ. (１.０００±０.０４３)ꎬ Ｆ＝ １.３６５ꎬ Ｐ＝ ０.００８]ꎻ转录组学测序共筛选出 ９０９ 个差异表达基因(６２０ 个上

调ꎬ２８９ 个下调)ꎮ ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析显示ꎬ神经酰胺 Ｃ１６ ∶０显著下调过氧化物酶体增殖物激活受体(ｐｅｒｏｘｉ￣
ｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＰＰＡＲ)和叉头框蛋白 Ｏ( ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏꎬ ＦＯＸＯ)信号通路ꎬ从中筛选出 ７ 个

基因(ＳＬＣ２７Ａ２、ＨＭＧＣＳ２、ＥＨＨＡＤＨ、ＰＣＫ１、ＩＲＳ２、ＳＧＫ２、ＰＬＫ３)ꎬ在 Ｓｏｘ２￣ＣｒｅＥＲ＋ / －Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ小鼠中验证发现ꎬ其表达

受神经酰胺 Ｃ１６ ∶０￣ＦＰＲ２ 轴特异性调控ꎮ 结论　 神经酰胺 Ｃ１６ ∶０通过 ＦＰＲ２ 下调小鼠 ＢＡＴ 中 ＵＣＰ１ 表达ꎬ其机制

与 ＰＰＡＲ 信号通路和 ＦＯＸＯ 信号通路密切相关ꎬ通过调控 ＳＬＣ２７Ａ２、ＨＭＧＣＳ２、ＥＨＨＡＤＨ、ＰＣＫ１、ＩＲＳ２、ＳＧＫ２ 和

ＰＬＫ３ 基因表达抑制 ＢＡＴ 产热ꎮ
关键词:甲酰肽受体 ２ꎻ神经酰胺 Ｃ１６ ∶０ꎻ信号转导通路ꎻ棕色脂肪组织产热
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Ｃ１６ ∶０ ｃｅｒａｍｉｄｅ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｆｏｒｍｙｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ
ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓ: ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ￣ｂａｓｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＺＨＡＮＧ Ｍｉｎｇｘｉａｎｇ１ꎬ２ꎬ ＬＹＵ Ｌｉｎ２ꎬ ＬＩＮ Ｈｕｉ２ꎬ ＳＵＮ Ｊｉｎｐｅｎｇ２ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｄａｏｌａｉ１

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

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｋｅｙ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｗｈｉｃｈ Ｃ１６ ∶ ０
ｃｅｒａｍｉｄｅ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｆｏｒｍｙｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ ( ＦＰＲ２) ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ ( ＢＡＴ) .
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｕｓｉｎｇ ｍｏｕｓｅ ＢＡＴ ａｓ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｍｏｄｅｌꎬ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ１６ ∶０ ｃｅｒａｍｉｄｅ [１０ｍｇ /
(ｋｇ􀅰ｄ)] ｏｒ ｖｅｈｉｃｌｅ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ４ ℃ ｆｏｒ ２４ ｈ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｕｎｃｏｕｐ￣
ｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ (ＵＣＰ１) ｉｎ ＢＡＴ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎｄ ｑＰＣＲ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ Ｃ１６ ∶０ ｃｅｒａｍｉｄｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＡＴ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ
ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃ１６ ∶ ０ ｃｅｒａｍｉｄｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＵＣＰ１ ｉｎ ＢＡＴ [(０.６０８±０.０６６) ｖｓ. (１.００１±０.０３３)ꎬ Ｆ＝ ３.８７９ꎬ Ｐ＝ ０.０１７ [ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ [(０.７２５±０.０３６) ｖｓ.
(１.０００±０.０４３)ꎬ Ｆ＝ １.３６５ꎬ Ｐ＝ ０.００８] . Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ９０９ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ (６２０ ｕｐ￣
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ２８９ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ) . ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｃ１６ ∶ ０ ｃｅｒａｍｉｄｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ(ＰＰＡＲ) ａｎｄ ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ(ＦＯＸＯ) ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈ￣
ｗａｙｓꎬ ｆｒｏｍ ｗｈｉｃｈ ｓｅｖｅｎ ｇｅｎｅｓ (ＳＬＣ２７Ａ２、ＨＭＧＣＳ２、ＥＨＨＡＤＨ、ＰＣＫ１、ＩＲＳ２、ＳＧＫ２ꎬ ａｎｄ ＰＬＫ３) ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ. Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ
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Ｓｏｘ２￣ＣｒｅＥＲ＋ / －Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ ｍｉｃｅ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｃ１６ ∶ ０ ｃｅｒａｍｉｄｅ￣ＦＰＲ２ ａｘｉｓ.
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｃ１６ ∶ ０ ｃｅｒａｍｉｄｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＵＣＰ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ＢＡＴ ｖｉａ ＦＰＲ２. Ｔｈｉｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｃｌｏｓｅｌｙ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＡＲ ａｎｄ ＦｏｘＯ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓꎬ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＢＡＴ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＳＬＣ２７Ａ２ꎬＨＭＧＣＳ２ꎬＥＨＨＡＤＨꎬＰＣＫ１ꎬＩＲＳ２ꎬＳＧＫ２ ａｎｄ ＰＬＫ３.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｆｏｒｍｙｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎻ Ｃ１６ ∶０ ｃｅｒａｍｉｄｅꎻ Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙꎻ Ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓ

　 　 棕色脂肪组织(ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅꎬ ＢＡＴ)是
一种独特的产热组织ꎬ在能量代谢调控中发挥着重

要作用ꎬ近年来已成为肥胖、糖尿病和非脂肪肝疾病

等代谢性疾病干预的重要靶器官[１]ꎮ 与白色脂肪

组织不同ꎬＢＡＴ 富含线粒体并高表达解偶联蛋白 １
(ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ ＵＣＰ１) [２]ꎮ ＵＣＰ１ 是 ＢＡＴ 特

有的线粒体载体蛋白ꎬ其激活可使细胞呼吸与线粒

体 ＡＴＰ 合成解偶联ꎬ以热能形式消耗能量ꎬ是 ＵＣＰ１
发挥抗肥胖和抗糖尿病作用的核心机制之一[３￣４]ꎮ

甲酰 肽 受 体 ２ ( ｆｏｒｍｙｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎬ
ＦＰＲ２)作为 Ｇ 蛋白偶联受体家族成员ꎬ近期被证实

为脂肪细胞中的神经酰胺膜受体ꎮ 不同链长神经酰

胺可被 ＦＰＲ２ 选择性识别ꎬ进而激活下游 Ｇｉ￣环磷酸

腺苷信号通路信号级联ꎬ抑制脂肪组织产热[５]ꎮ 研

究表明ꎬ连续腹腔注射神经酰胺 Ｃ１６ ∶０可显著下调

小鼠 ＢＡＴ 中 ＵＣＰ１ 的表达ꎬ而该效应在 ＦＰＲ２ 缺失

小鼠中被逆转ꎬ提示神经酰胺 Ｃ１６ ∶ ０可通过激活

ＦＰＲ２ 抑制 ＢＡＴ 产热[５]ꎮ 然而ꎬ神经酰胺 Ｃ１６ ∶ ０￣
ＦＰＲ２ 轴调控 ＵＣＰ１ 表达的具体下游通路及关键效

应基因仍不明确ꎬ这限制了基于该轴的代谢干预策

略的深入开发ꎮ
本研究结合转录组学测序技术ꎬ系统探究神经

酰胺 Ｃ１６ ∶０￣ＦＰＲ２ 轴介导的 ＢＡＴ 产热抑制的潜在

机制ꎮ 鉴定出过氧化物酶体增殖物激活受体通路

(ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＰＰＡＲ)
和叉 头 框 蛋 白 Ｏ 信 号 通 路 ( ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏꎬ
ＦＯＸＯ)是神经酰胺 Ｃ１６ ∶０调节 ＢＡＴ 产热的关键通

路ꎬ探究了两种通路中发挥作用的关键基因ꎬ它们将

神经酰胺 Ｃ１６ ∶０￣ＦＰＲ２ 信号级联反应与下游代谢相

关的转录因子连接起来ꎬ为基于神经酰胺 Ｃ１６ ∶ ０￣
ＦＰＲ２ 轴调控脂质代谢提供了新的靶点ꎬ拓展了对脂

质驱动的代谢调控的理解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 / ６Ｊ 野生型小鼠 ２４ 只ꎬ购
自北京维通利华实验动物技术有限公司ꎮ 条件性

ＦＰＲ２ 基因敲除小鼠模型通过杂交构建:以 ＣＲＩＳＰＲ￣
Ｃａｓ９ 技术构建的 Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ小鼠(江苏集萃药康生物

科技股份有限公司)与 Ｓｏｘ２￣ＣｒｅＥＲ＋ / －小鼠(上海南

方模式生物科技股份有限公司)杂交ꎬ获得 Ｓｏｘ２￣
ＣｒｅＥＲ＋ / －Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ小鼠ꎮ 于 ４ 周龄时ꎬ连续 ５ ｄ 腹腔注

射他莫昔芬(１２０ ｍｇ / ｋｇꎬ溶于玉米油)以诱导全身

性 ＦＰＲ２ 基因敲除ꎮ
所有小鼠均饲养于山东大学趵突泉校区模式动

物研究中心 ＳＰＦ 级屏障环境ꎬ室温 ２２ ~ ２４ ℃ꎬ湿度

４０％ ~ ７０％ꎬ１２ ｈ 明 /暗循环ꎬ自由获取灭菌饮水和饲

料ꎮ 动物实验方案经山东大学基础医学院动物伦理委

员会审核批准(批准号:ＥＣＳＢＭＳＳＤＵ ２０２２￣２￣６６)ꎮ
１.１.２　 主要试剂

ＵＣＰ１ 抗体(货号 ａｂ２３４４３０)购自英国 Ａｂｃａｍ
公司ꎮ ＡＴＰ１Ａ１ 多克隆抗体(货号 １４４１８￣１￣ＡＰ)购

自中国武汉三鹰生物技术有限公司公司ꎮ Ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ 化学发光超敏显色试剂盒购自中

国上海翌圣生物科技股份有限公司ꎮ ＴＲＩｚｏｌ 试剂购

自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎮ Ｅｖｏ Ｍ￣ＭＬＶ
反转录试剂盒购自中国湖南艾科瑞生物工程有限公

司ꎮ 神经酰胺 Ｃ１６ ∶０(货号:８６０５１６Ｐ)购自中国北京

安诺伦生物科技有限公司ꎬ纯度>９５％ꎬＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ
购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎮ ｑＰＣＲ 引物由中国北京擎科

生物科技股份有限公司合成ꎬ序列见表 １ꎮ
表 １　 ｑＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｑＰＣＲ
引物 序列(５′￣３′)

ｍＵｃｐ１￣Ｆ ＡＣＴＧＣＣＡＣＡＣＣＴＣＣＡＧＴＣＡＴＴ

ｍＵｃｐ１￣Ｒ ＣＴＴＴＧＣＣＴＣＡＣＴＣＡＧＧＡＴＴＧＧ

ｍＧＡＰＤＨ￣Ｆ ＴＣＡＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣ

ｍＧＡＰＤＨ￣Ｒ ＧＣＴＡＡＧＣＡＧＴＴＧＧＴＧＧＴＧＣＡ

ｍＳｌｃ２７ａ２￣Ｆ ＣＡＡＴＧＣＣＣＣＴＧＴＡＣＣＡＣＡＧＴ

ｍＳｌｃ２７ａ２￣Ｒ ＣＧＧＴＣＡＴＴＴＧＧＴＴＴＣＴＧＣＧＧ

ｍＨｍｇｃｓ２￣Ｆ ＧＣＴＡＣＴＧＧＧＡＴＧＧＴＣＧＣＴＡＴ

ｍＨｍｇｃｓ２￣Ｒ ＧＡＡＧＴＣＧＴＡＣＧＣＧＴＴＣＴＣＣＡ

ｍＥｈｈａｄｈ￣Ｆ ＴＧＧＡＣＣＡＴＡＣＧＧＴＴＡＧＡＧＣＣ

ｍＥｈｈａｄｈ￣Ｒ ＧＧＡＡＧＣＣＡＡＣＡＣＧＡＧＣＣＴＴＴ

ｍＰｃｋ１￣Ｆ ＧＡＧＡＧＡＣＡＣＡＧＴＧＣＣＣＡＴＣＣ

ｍＰｃｋ１￣Ｒ ＡＴＡＣＡＴＧＧＴＧＣＧＧＣＣＴＴＴＣＡ



　 ３０　　　 山　 东　 大　 学　 学　 报　 (医　 学　 版) ６４ 卷 ７ 期　

续表

引物 序列(５′￣３′)
ｍＩｒｓ２￣Ｆ ＣＣＡＴＣＧＡＴＧＴＧＡＧＡＧＧＣＧＡＧ
ｍＩｒｓ２￣Ｒ ＴＧＧＴＡＧＣＧＣＴＴＣＡＣＴＣＴＴＴＣＡ
ｍＳｇｋ２￣Ｆ ＣＧＧＣＡＣＣＣＣＴＧＡＧＴＡＣＴＴＧ
ｍＳｇｋ２￣Ｒ ＣＡＧＧＣＣＡＴＧＴＡＧＣＡＴＣＴＣＧＴ
ｍＰｌｋ３￣Ｆ ＣＡＧＣＡＧＴＧＧＡＧＡＴＧＧＧＴＴＴＧＡ
ｍＰｌｋ３￣Ｒ ＧＣＣＡＴＣＡＴＴＧＡＡＧＡＧＣＡＣＧＧ
ｍＧａｄｄ４５ｇ￣Ｆ ＣＣＧＴＧＧＣＣＡＧＧＡＴＡＣＡＧＴＴＣ
ｍＧａｄｄ４５ｇ￣Ｒ ＴＣＡＣＡＴＴＧＴＣＡＧＧＧＴＣＣＡＣＡＴ
ｍＡｃａｄｓｂ￣Ｆ ＡＴＧＣＡＧＴＡＧＣＣＴＴＴＧＣＡＣＣＴ
ｍＡｃａｄｓｂ￣Ｒ ＴＣＡＡＴＧＣＣＣＡＴＣＡＧＣＣＣＴＴＧ
ｍＰｆｋｆｂ３￣Ｆ ＡＴＣＣＣＡＣＧＧＧＡＧＡＧＴＣＣＴＡＣ
ｍＰｆｋｆｂ３￣Ｒ ＧＣＣＴＧＧＴＧＡＣＡＧＡＴＧＡＣＣＡＡ
ｍＡｃｏｔ１￣Ｆ ＡＣＴＡＣＧＡＴＧＡＣＣＴＣＣＣＣＡＡＧＡ
ｍＡｃｏｔ１￣Ｒ ＡＣＣＴＧＡＴＴＴＣＴＣＡＧＧＡＴＡＧＴＣＡＣＡ
ｍＡｃｏｔ３￣Ｆ ＧＧＡＣＣＴＣＣＣＴＡＡＧＧＡＣＡＴＧＧＡ
ｍＡｃｏｔ３￣Ｒ ＡＡＡＴＧＣＣＡＡＧＧＡＣＣＣＣＧＡＣ
ｍＴｌｒ１３￣Ｆ ＡＣＡＧＴＧＡＡＴＧＧＴＧＣＣＧＡＣＴＴ
ｍＴｌｒ１３￣Ｒ ＡＡＣＧＣＡＴＴＴＣＴＧＡＴＧＣＧＡＧＣ
ｍＣｌｅｃ４ａ１￣Ｆ ＧＣＣＡＧＧＡＡＧＡＧＣＡＧＧＡＴＴＴＣＡ
ｍＣｌｅｃ４ａ１￣Ｒ ＡＡＣＣＣＡＣＴＧＣＣＡＴＴＧＴＣＣＡＴ
ｍＣｌｅｃ４ａ３￣Ｆ ＣＴＣＣＧＧＴＧＣＴＣＴＧＡＴＣＡＣＴＴＴＧ
ｍＣｌｅｃ４ａ３￣Ｒ ＧＧＧＣＡＡＣＡＧＣＴＣＣＡＧＡＣＴＴＴ
ｍＣｃｌ６￣Ｆ ＡＧＧＣＴＧＧＣＣＴＣＡＴＡＣＡＡＧＡＡＡＴ
ｍＣｃｌ６￣Ｒ ＣＴＧＡＡＣＴＣＴＣＣＧＡＴＣＧＣＴＧＧ
ｍＣｃｒ５￣Ｆ ＡＣＴＧＣＴＧＣＣＴＡＡＡＣＣＣＴＧＴＣ
ｍＣｃｒ５￣Ｒ ＡＴＧＴＴＣＴＣＣＴＧＴＧＧＡＴＣＧＧＧ
ｍＡｄｃｙ７￣Ｆ ＧＣＣＴＣＣＧＡＧＴＣＧＧＣＡＴＡＡＡ
ｍＡｄｃｙ７￣Ｒ ＴＴＡＧＣＣＣＣＡＧＣＣＣＴＴＧＡＡＡＣ
ｍＤｏｃｋ２￣Ｆ ＡＧＣＡＴＡＡＡＣＴＧＴＣＡＣＡＧＧＧＣＡ
ｍＤｏｃｋ２￣Ｒ ＣＧＣＣＡＴＴＣＣＡＴＣＡＧＧＴＣＧＴＡ
ｍＴｈｂｄ￣Ｆ ＡＣＧＧＴＧＡＡＴＡＣＴＣＧＣＧＡＴＣＣ
ｍＴｈｂｄ￣Ｒ ＣＴＧＧＧＴＴＣＡＴＴＣＧＴＧＣＴＣＣＴ
ｍＩｔｇｂ２￣Ｆ ＴＧＧＴＡＴＣＴＧＣＡＧＧＴＧＴＧＡＧＴ
ｍＩｔｇｂ２￣Ｒ ＣＣＧＧＧＣＴＴＧＣＡＡＣＴＡＣＡＴＴＴ
ｍＰｔｐｒｃ￣Ｆ ＴＧＣＣＴＧＣＡＧＡＡＣＣＣＡＡＡＧＡＣ
ｍＰｔｐｒｃ￣Ｒ ＧＧＡＡＣＴＧＧＴＡＴＴＧＣＴＣＡＴＡＧＣＴＧ
ｍＩｔｇａｍ￣Ｆ ＧＴＧＴＣＣＧＣＡＡＧＡＡＣＡＣＣＡＡＧ
ｍＩｔｇａｍ￣Ｒ ＧＴＣＣＡＣＧＣＡＧＴＣＣＧＧＴＡＡＡＡ
ｍＩｔｇａ９￣Ｆ ＡＧＴＣＴＧＧＡＡＧＡＡＡＡＧＴＧＴＴＧＧＡＣＴ
ｍＩｔｇａ９￣Ｒ ＡＴＣＣＡＣＣＣＣＡＣＡＡＣＧＴＡＧＣ
ｍＳｄｃ１￣Ｆ ＧＧＣＴＣＴＧＧＡＧＡＡＣＡＡＧＡＣＴＴＣＡＣ
ｍＳｄｃ１￣Ｒ ＡＡＡＧＧＣＴＣＴＧＡＧＡＡＧＣＡＣＣＴＧ

１.１.３　 主要仪器

微孔板式多功能分析仪购自美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司ꎻ
实时荧光定量 ＰＣＲ 仪购自美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司ꎻ电

泳仪与化学发光成像系统购自中国上海天能生命科

学有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 动物分组及给药

取 ６ ~ ８ 周龄 Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ 小鼠和 Ｓｏｘ２￣ＣｒｅＥＲ＋ / －

Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ小鼠各 ６ 只ꎬ分为以下 ４ 组:①Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋空载

体:Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ小鼠腹腔注射空载体ꎻ②Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋Ｃ１６ ∶０:
Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ小鼠腹腔注射神经酰胺 Ｃ１６ ∶０ꎻ③Ｓｏｘ２￣Ｃｒｅ￣
ＥＲ＋ / －Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ ＋空载体:Ｓｏｘ２￣ＣｒｅＥＲ＋ / －Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ小鼠腹

腔注射空载体ꎻ④ Ｓｏｘ２￣ＣｒｅＥＲ＋ / － Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ ＋Ｃ１６ ∶ ０:
Ｓｏｘ２￣ＣｒｅＥＲ＋ / －Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ小鼠腹腔注射神经酰胺 Ｃ１６ ∶０ꎮ
各组小鼠均连续 ３ ｄ 腹腔注射相应药物ꎬ神经酰胺

Ｃ１６ ∶０剂量为 １０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ给药期间正常饮食饮

水ꎮ 给药结束后ꎬ将小鼠置于４ ℃环境中暴露 ２４ ｈꎬ
随后采用颈椎脱臼法处死ꎬ以分离肩胛间 ＢＡＴꎮ 部

分立即用于 ＲＮＡ 和蛋白提取ꎬ其他液氮速冻后

－８０ ℃保存ꎮ
１.２.２　 转录组学测序

取 Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋空载体和 Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋Ｃ１６ ∶０小鼠 ＢＡＴ
组织ꎬ采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡꎮ 经琼脂糖凝胶

电泳分析以及纯度和浓度检测合格后ꎬ使用Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＨｉＳｅｑＴＭ ２５００ 平台进行转录组学测序ꎬ建库测序及

数据分析部分由北京中康博生物科技有限公司完

成ꎮ 以 ｜ ｌｏｇ２( ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ) ｜ > ０.５ 且校正后 Ｐ<０.０５
为标准筛选差异表达基因( ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓꎬ ＤＥＧｓ)ꎬ并对 ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 功能注释和

ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎮ
１.２.３　 ｑＰＣＲ 检测 ＵＣＰ１ 基因表达水平

取各组小鼠 ＢＡＴ 组织ꎬ每 ２０ ｍｇ 组织加入１ ｍＬ
ＴＲＩｚｏｌꎬ充分研磨后室温静置 ５ ｍｉｎꎮ ４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清加入 １ / ５ ＴＲＩｚｏｌ 体积氯仿ꎬ混匀

后室温静置 ５ ｍｉｎꎮ ４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ
小心吸取上层水相ꎬ加入等体积异丙醇ꎬ－２０ ℃静置

１ ｈꎮ ４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ沉淀用

７５％乙醇洗涤ꎬ４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上

清ꎬ室温晾干 ３ ｍｉｎ 后加入 １００ μＬ ＤＥＰＣ 水溶解ꎬ测
定 ＲＮＡ 浓度ꎮ

取 １ μｇ 总 ＲＮＡꎬ使用 Ｅｖｏ Ｍ￣ＭＬＶ 反转录试剂

盒进行基因组 ＤＮＡ 去除及反转录合成 ｃＤＮＡꎮ 以

ｃＤＮＡ 为模板ꎬ使用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 预混液在实时荧

光定量 ＰＣＲ 仪上进行 ｑＰＣＲ 反应ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 为内

参基因ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ法计算目的基因相对表达量ꎮ 检



张明祥ꎬ等.神经酰胺 Ｃ１６ ∶０激活甲酰肽受体 ２ 调控棕色脂肪组织产热的转录组学分析 ３１　　　 　

测基因包括 ＵＣＰ１ 及转录组学筛选出的 ＤＥＧｓꎮ 基

于转录组学分析结果ꎬ对筛选出的 ＤＥＧｓ 进行验证ꎮ
１.２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＵＣＰ１ 蛋白表达水平

取 Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋空载体和 Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋Ｃ１６ ∶０小鼠 ＢＡＴ
组织ꎬ采用膜蛋白提取法获取膜蛋白组分ꎮ 每

１００ ｍｇ组织加入 １ ｍＬ 膜成分裂解液 ( ７５ ｍｍ
Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬｐＨ＝ ７.４ꎬ５ ｍｍ ＥＤＴＡꎬ含蛋白酶抑制剂)ꎬ
充分研磨ꎬ４ ℃ꎬ１ ８００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ去除未破

碎的细胞和细胞核ꎻ取上清于 ４ ℃ꎬ１７ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 １ ｈꎬ弃上清ꎬ沉淀用含蛋白酶抑制剂的 ＮＰ￣４０ 裂解

液重悬ꎬ４ ℃垂直混悬裂解 １ ｈ 后ꎬ４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清即为膜成分蛋白样品ꎮ

采用 ＢＳＡ 法测定蛋白浓度ꎮ 取 ４０ μｇ 蛋白加

入 ３×ＳＤＳ 上样缓冲液ꎬ用 １×ＳＤＳ 补齐至相同体积ꎬ
室温变性 ３０ ｍｉｎ 后进行电泳ꎮ 浓缩胶电压 ９０ Ｖꎬ分
离胶电压 １２０ Ｖꎮ 电泳结束后将蛋白转印至 ＰＶＤＦ
膜(３００ ｍＡ、２ ｈꎬ冰浴)ꎮ 转膜后用 ５％脱脂奶粉

(１×ＴＢＳＴ 配置) 室温封闭 ２ ｈꎬ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ
１０ ｍｉｎ /次ꎮ 在 ４ ℃条件下ꎬ于 ４ ℃孵育 ＵＣＰ１ 一抗

(１ ∶１ ０００)和内参 ＡＴＰ１Ａ１ 一抗 ( １ ∶ ５ ０００) 过夜ꎮ
ＴＢＳＴ 洗膜后ꎬ室温孵育二抗(１ ∶５ ０００)１.５ ｈꎬＴＢＳＴ

洗膜后显影ꎮ 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １.４.６７ 软件对条带进行

灰度值分析ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ８.４.２ 软件ꎬ符合正态分布

的计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎻ组间比较采用单因素方差

分析ꎬ两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 检验ꎮ 所有实验均独立

重复 ３ 次ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 神经酰胺 Ｃ１６ ∶０下调 ＢＡＴ 中 ＵＣＰ１ 的表达

水平

ｑＰＣＲ 检测结果显示ꎬ与 Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋空载体(１.００１±
０.０３３)相比ꎬＦｐｒ２ｆｌ / ｆｌ ＋Ｃ１６ ∶０(０.６０８±０.０６６)ＢＡＴ 中

ＵＣＰ１ ｍＲＮＡ 表达水平降低(Ｆ ＝ ３.８７９ꎬＰ ＝ ０.０１７)ꎬ
在 Ｓｏｘ２￣ＣｒｅＥＲ＋ / －Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ ＋空载体(１.４４１±０.０６８)表

达水平升高(Ｆ＝ ４.１４５ꎬＰ＝ ０.００９)ꎬ见图 １Ａꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果显示ꎬ与 Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ ＋空

载体(１.０００± ０.０４３)相比ꎬＦｐｒ２ｆｌ / ｆｌ ＋Ｃ１６ ∶ ０ (０.７２５ ±
０.０３６)ＢＡＴ 中 ＵＣＰ１ 蛋白水平下降(Ｆ ＝ １.３６５ꎬＰ ＝
０.００８)ꎬ见图 １Ｂꎮ

图 １　 ＢＡＴ 中 ＵＣＰ１ 的表达水平(∗Ｐ<０.０５ꎻ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋Ｃ１６:０ꎻ ＃Ｐ<０.０１ ｖｓ.Ｓｏｘ２￣ＣｒｅＥＲ＋ / －Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋空载体组)
Ａ:ｑＰＣＲ 检测各组小鼠棕色脂肪组织中 ＵＣＰ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎻ Ｂ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测小鼠棕色脂肪组织中 ＵＣＰ１
的蛋白表达水平(左)及灰度分析结果(右)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＵＣＰ１ ｉｎ ＢＡＴ(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋Ｃ１６ ∶０ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ１６ ∶０ ｃｅｒａｍｉｄｅꎻ ＃Ｐ<０.０１ ｖｓ.
Ｓｏｘ２￣ＣｒｅＥＲ＋ / －Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋ｖｅｈｉｃｌｅ)
Ａ: ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＵＣＰ１ ｉｎ ＢＡＴ ｏｆ ｍｉｃｅ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲꎻ Ｂ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＵＣＰ１ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ＢＡＴ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ( ｌｅｆｔ) ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ( ｒｉｇｈｔ) .

２.２　 ＤＥＧｓ 筛选

转录组学测序结果显示ꎬ相较于 Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋空载体ꎬ
Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋Ｃ１６ ∶０的 ＢＡＴ 中共筛选出 ９０９ 个 ＤＥＧｓꎬ其
中上调基因 ６２０ 个ꎬ下调基因 ２８９ 个ꎬ见图 ２ꎮ
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图 ２　 ＤＥＧｓ 筛选结果
Ａ:热图ꎻ Ｂ:火山图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＧｓ
Ａ: Ｈｅａｔｍａｐꎻ Ｂ: Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ.

２.３ 　 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 功能注释与 ＫＥＧＧ 通路富集

分析

对下调的 ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 功能富集分析ꎬ排名

前十的生物学过程包括酰基辅酶 Ａ 代谢过程、长链

脂肪酸代谢过程、Ｂ 型胰腺细胞增殖调控等ꎬ见图

３Ａꎮ

ＫＥＧＧ 富集分析结果显示ꎬＤＥＧｓ 集中于 ＰＰＡＲ
信号通路、ＦｏｘＯ 信号通路、脂肪酸降解等 ６ 个下调

通路和 ３ 个上调通路ꎬ其中 ＰＰＡＲ 信号通路和 ＦｏｘＯ
通路位于下调信号通路的前两位ꎬ见图 ３Ｂꎮ 基于上

述富集结果ꎬ从两条通路中筛选出 ２５ 个 ＤＥＧｓ 作为

后续验证的候选基因ꎮ

　 　 　 图 ３　 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 功能注释与 ＫＥＧＧ 通路富集分析
Ａ:ＧＯ 功能注释(生物学过程前 １０ 位)ꎻ Ｂ:ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎮ

　 　 　 Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆＤＥＧｓ
Ａ: ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ( ｔｏｐ １０ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ)ꎻ Ｂ: ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ.

２.４　 ｑＰＣＲ 验证 ＤＥＧｓ
采用 ｑＰＣＲ 对筛选出的 ２５ 个候选基因在各组

小鼠 ＢＡＴ 中进行表达验证ꎮ 结果显示ꎬ与 Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋
空载体相比ꎬＦｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋Ｃ１６ ∶０中 ＰＰＡＲ 通路相关基因

ＳＬＣ２７Ａ２、ＨＭＧＣＳ２、ＥＨＨＡＤＨ、ＰＰＫ１ 及 ＦＯＸＯ 通路

相关基因 ＩＲＳ２、ＳＧＫ２、ＰＬＫ３(ＰＣＫ１ 同时参与两条

通路)的 ｍＲＮＡ 表达水平均显著下调ꎮ 而在 Ｓｏｘ２￣
ＣｒｅＥＲ＋ / －Ｆｐｒ２ｆｌ / ｆｌ＋Ｃ１６ ∶０中ꎬ上述基因的下调效应均

被逆转ꎬ表达水平恢复至与对照组相近ꎮ 这 ７ 个基

因的表达变化趋势与转录组学测序结果一致ꎮ 其他

１８ 个候选基因在各组间的表达差异均无统计学意

义(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ４ꎮ
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图 ４　 ｑＰＣＲ 验证关键差异基因表达
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｅｙ ＤＥＧｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｑＰＣＲ

３　 讨　 论

神经酰胺作为鞘脂代谢的核心分子ꎬ不仅是细

胞膜的结构组分ꎬ还参与调控细胞生长、分化、增殖

与凋亡等多种生物学过程[６￣７]ꎮ 近年研究表明ꎬ神
经酰胺是代谢功能障碍的关键驱动因子ꎬ其内源性

水平升高与 ２ 型糖尿病、肥胖症、肝脂肪变性、动脉

粥样硬化及其他心血管疾病密切相关[８￣１１]ꎮ 传统研

究多聚焦于神经酰胺的细胞内机制ꎬ而新近证据提

示其亦可作为器官间信号分子发挥作用ꎬ例如脂肪

细胞来源的神经酰胺可加剧动脉粥样硬化进程[１２]ꎮ
作为神经酰胺的主要亚型之一ꎬＣ１６ ∶０神经酰胺已

被证实可抑制脂肪细胞产热ꎬ并在调节小鼠体脂堆

积中发挥重要作用[５ꎬ１３]ꎮ 本研究在前期发现基础

上ꎬ进一步探讨了神经酰胺 Ｃ１６ ∶ ０￣ＦＰＲ２ 轴抑制

ＢＡＴ 产热的下游分子机制ꎬ鉴定出 ＰＰＡＲ 信号通路

相关基因 ＳＬＣ２７Ａ２、ＨＭＧＣＳ２、ＥＨＨＡＤＨ、ＰＣＫ１ 及

ＦＯＸＯ 信号通路相关基因 ＩＲＳ２、ＳＧＫ２、ＰＬＫ３(ＰＣＫ１
同时参与两条通路)为该轴特异性调控 ＢＡＴ 产热

的关键下游效应分子ꎬ为脂质代谢相关疾病的干预

提供了潜在新靶点ꎮ
ＰＰＡＲ 信号通路在维持脂质稳态中发挥核心作

用ꎬ其在依赖脂肪酸氧化供能的组织 (如肝脏、
ＢＡＴ、心脏、骨骼肌及肾脏)中高表达[１４￣１５]ꎮ 过氧化

物酶体增殖物激活受体作为脂质激活的转录因子ꎬ
是调控脂质代谢、能量稳态、炎症反应及细胞分化的

重要节点[１６]ꎮ 研究表明ꎬＰＰＡＲｓ 可通过促进脂肪细

胞棕色化及米色脂肪细胞活化ꎬ增强脂肪组织产热

能力[１７￣１８]ꎮ 游离脂肪酸激活 ＰＰＡＲα 后可上调

ＵＣＰ１ 表达ꎬ促进产热[１９]ꎮ 本研究发现ꎬ腹腔注射神

经酰胺 Ｃ１６ ∶０可下调 ＰＰＡＲ 信号通路中 ＳＬＣ２７Ａ２、
ＥＨＨＡＤＨ、ＨＭＧＣＳ２ 和 ＰＣＫ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ
提示神经酰胺 Ｃ１６ ∶０￣ＦＰＲ２ 轴可能通过抑制 ＰＰＡＲ

通路活性ꎬ进而降低 ＵＣＰ１ 表达并抑制 ＢＡＴ 产热ꎬ
揭示了该轴调控脂肪产热的下游新机制ꎮ

ＦＯＸＯ 信号通路在肿瘤发生、寿命调节及能量

代谢中发挥重要作用[２０]ꎮ 既往研究显示ꎬ营养限制

产生的活性氧可促进 ＦＯＸＯ１ 核转位ꎬ诱导 ＵＣＰ１ 及

超氧化物歧化酶 ２ 等线粒体应激防御蛋白表达ꎬ从
而改善线粒体稳态[２１]ꎮ 本研究发现ꎬ神经酰胺Ｃ１６ ∶０
可下调 ＦＯＸＯ 信号通路中 ＩＲＳ２、ＳＧＫ２ 及 ＰＣＫ１ 的

ｍＲＮＡ表达水平ꎬ提示该轴可能通过抑制 ＦＯＸＯ 通

路活性ꎬ削弱 ＵＣＰ１ 介导的产热功能ꎬ为 ＦＯＸＯ 通路

调控 ＵＣＰ１ 表达及脂肪产热提供了新的实验依据ꎮ
本研究尚存在一定局限性:①尚未在细胞水平

上对神经酰胺 Ｃ１６ ∶０￣ＦＰＲ２ 轴调控 ＵＣＰ１ 表达的分

子机制进行深入探究ꎻ②筛选出的 ７ 个关键基因与

ＵＣＰ１ 表达之间的直接调控关系仍有待进一步验

证ꎮ 后续研究将在细胞模型中系统验证上述机制ꎬ
并进一步探讨这 ７ 个基因与神经酰胺 Ｃ１６ ∶０￣ＦＰＲ２
轴的直接作用关系ꎮ

综上所述ꎬ本研究揭示了神经酰胺 Ｃ１６ ∶０通过

ＦＰＲ２ 信号级联调控下游 ＰＰＡＲ 和 ＦＯＸＯ 信号通

路ꎬ进而抑制 ＢＡＴ 产热的分子机制ꎮ 该研究不仅为

理解神经酰胺 Ｃ１６ ∶０调控 ＢＡＴ 产热的机制提供了

重要基础ꎬ也为肥胖及相关代谢性疾病治疗靶点的

筛选提供了理论依据和实验支持ꎮ
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