
·论  著·

脂肪细胞中RANK通过介导UCP1诱导调控肥胖的作用机制研究*

卓娅·买买提乌斯满,赛娅热·雪克拉提,刘金玲,白 雪,王红梅△

新疆维吾尔自治区人民医院综合保健内科二病区,新疆乌鲁木齐
 

830002

  摘 要:目的 探讨3T3-L1成脂细胞中核因子κB受体活化因子(RANK)基因的表达及意义。方法 选

择3T3-L1前脂细胞诱导分化为成脂细胞,采用实时荧光定量聚合酶链反应(qPCR)对脂肪细胞中RANK基因

水平进行测定。构建RANK敲除或过表达的3T3-L1细胞,分为3T3-L1WT 细胞、3T3-L1RANK-KO 细胞和3T3-
L1RANK-high 细胞。分析RANK基因敲除前后脂肪细胞葡萄糖消耗量的变化,分析与脂肪棕色化相关指标[解偶

联蛋白1(UCP1)、CPT1B和PPARγ]的表达。建立高脂饮食大鼠模型,并分为高脂组和高脂运动组,检测棕色

脂肪组织中RANK和UCP1蛋白相对表达水平。结果 与3T3-L1前脂细胞相比,3T3-L1成脂细胞中RANK
和PPAR-γ基因相对表达水平增加(P<0.05),而UCP1基因相对表达水平降低(P<0.05);与3T3-L1WT 细胞

相比,3T3-L1RANK-KO 细胞的葡萄糖消耗量、CPTIB、PPAR-γ和 UCP1基因相对表达水平降低和蛋白相对表达

水平均增加(P<0.05),而3T3-L1RANK-high 细胞的葡萄糖消耗量和UCP1基因相对表达水平均降低(P<0.05);
与高脂组比较,高脂运动组大鼠棕色脂肪组织的UCP1蛋白相对表达水平增加(P<0.05),而RANK蛋白相对

表达水平降低(P<0.05)。结论 3T3-L1成脂细胞中RANK表达升高,参与肥胖调控,其主要通过激活NF-
κB信号通路,抑制UCP1,造成白色脂肪组织堆积,从而诱导肥胖的发生、发展。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

and
 

significance
 

of
 

receptor
 

activator
 

of
 

nuclear
 

factor-κB
 

(RANK)
 

gene
 

in
 

3T3-L1
 

adipocytes.Methods 33T3-L1
 

preadipocytes
 

were
 

selected
 

to
 

induce
 

differentiation
 

into
 

adipocytes,and
 

the
 

RANK
 

gene
 

levels
 

in
 

adipocytes
 

were
 

measured
 

using
 

real
 

time
 

fluorescence
 

quantita-
tive

 

polymerase
 

chain
 

reaction(qPCR).RANK
 

knockout
 

or
 

overexpression
 

3T3-L1
 

cells
 

were
 

constructed,and
 

were
 

divided
 

into
 

3T3-L1WT
 

cells,3T3-L1RANK-KO
 

cells,and
 

3T3-L1RANK-high
 

cells.the
 

changes
 

in
 

glucose
 

consump-
tion

 

of
 

adipocytes
 

before
 

and
 

after
 

RANK
 

gene
 

knockout
 

were
 

analyzed,and
 

the
 

expression
 

of
 

indicators
 

relat-
ed

 

to
 

fat
 

browning,such
 

as
 

uncoupling
 

protein
 

1
 

(UCP1),CPT1B,and
 

PPAR-γ,was
 

analyzed.A
 

high-fat
 

diet
 

rat
 

model
 

was
 

established
 

and
 

the
 

rats
 

were
 

divide
 

it
 

into
 

a
 

high-fat
 

group
 

and
 

a
 

high-fat
 

exercise
 

group.The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

RANK
 

and
 

UCP1
 

proteins
 

in
 

brown
 

adipose
 

tissue
 

were
 

detected.Results Com-
pared

 

with
 

3T3-L1
 

preadipocytes,the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

RANK
 

and
 

PPAR-γ
 

genes
 

increased
 

in
 

3T3-
L1

 

adipocytes
 

(P<0.05),and
 

And
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

UCP1
 

gene
 

decreased
 

(P<0.05).Com-
pared

 

with
 

3T3-L1WT
 

cells,3T3-L1RANK-KO
 

cells
 

showed
 

decreased
 

glucose
 

consumption,CPTIB,PPAR-γ,and
 

UCP1
 

gene
 

relative
 

expression
 

levels,and
 

increased
 

protein
 

relative
 

expression
 

levels
 

(P<0.05),while
 

3T3-
L1RANK-high

 

cells
 

showed
 

decreased
 

glucose
 

consumption
 

and
 

UCP1
 

gene
 

relative
 

expression
 

levels
 

(P<0.05).
Compared

 

with
 

the
 

high-fat
 

group,the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

UCP1
 

protein
 

in
 

brown
 

adipose
 

tissue
 

of
 

high-fat
 

exercise
 

group
 

rats
 

increased
 

(P<0.05),while
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

RANK
 

protein
 

de-
creased

 

(P<0.05).Conclusion RANK
 

expression
 

is
 

upregulated
 

in
 

3T3-L1
 

adipocytes
 

and
 

is
 

involved
 

in
 

o-
besity

 

regulation.It
 

mainly
 

activates
 

the
 

NF-κB
 

signaling
 

pathway,inhibits
 

UCP1,and
 

causes
 

white
 

adipose
 

tissue
 

accumulation,thereby
 

inducing
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

obesity.
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browning
 

of
 

white
 

fat

  对于成年人,体重指数(BMI)≥30
 

kg/m2 被视为

肥胖,截至2022年,全球肥胖的儿童、青少年和成年

人总数已超过10亿,其中儿童和青少年的肥胖率增

长最快[1]。而导致肥胖的因素主要包括遗传和能量

平衡失调,其中能量失衡是造成肥胖的最主要的原

因,主要包括食物摄入量增加,尤其是高热量饮食,同
时活动量减少,以及睡眠时间不足等。目前,肥胖已

经成为威胁人类健康最严重的慢性疾病之一,并且有

研究证实,超重/肥胖与糖尿病、心血管疾病、肿瘤等

慢性疾病发病和死亡密切相关[2]。核因子κB受体活

化因子(RANK)是肿瘤坏死因子受体家族成员,也是

核因子(NF)-κB信号通路的活化因子,其主要表达于

破骨前体细胞、成熟破骨细胞和树突细胞等细胞表

面,能引起非经典NF-κB信号通路激活[3]。NF-κB亚

基的激活导致核易位和转录激活,可调节许多基因的

转录,包括促炎细胞因子和趋化因子。有研究显示,
NF-κB在棕色脂肪组织的产热代谢功能中可能发挥

重要作用[4],但具体机制尚不清楚。解偶联蛋白1
(UCP1)是棕色脂肪细胞中的重要蛋白,通过解除线

粒体内的氧化磷酸化过程偶联,直接将脂肪酸氧化产

生的能量转化为热量,有助于维持体温。有研究发

现,白色脂肪组织中也表达UCP1,并在特定刺激下表

现出产热特性,称为白色脂肪棕色化[5]。UCP1可参

与能量平衡、代谢调节和抗肥胖生理过程,目前其已

成为研究和治疗肥胖及相关疾病的重要靶点。
虽然有研究报道了巨噬细胞表达的RANK通过

RANK-RANK配体(RANKL)-骨保护素(OPG)三联

体参与肥胖调节[6],但关于脂肪细胞是否表达RANK
及其是否与肥胖有关的研究鲜见报道。因此,本研究

将基于脂肪细胞系模型对RANK在脂肪组织和细胞

中的表达进行探究,并分析NF-κB在白色脂肪棕色化

过程中的作用和机制,从而深入理解脂肪的代谢调节

机制,为肥胖和相关代谢性疾病的治疗提供思路和

靶点。
1 材料与方法

1.1 材料来源 3T3-L1脂肪细胞系购自美国菌种

保藏中心,3T3-L1诱导分化试剂盒购自赛业生物科

技有限公司,葡萄糖检测试剂盒购自南京建成生物工

程有限公司。Thermo
 

Real-time
 

PCR仪购自 Ther-
moFisher公司,转膜仪购自Bio-Rad公司,全自动曝

光仪购自上海天能科技有限公司。
1.2 方法

1.2.1 RANK基因过表达与沉默效应的病毒载体功

能验证 使用小鼠C2C12成肌细胞系,分别转染空白

对照组、GV492-GFP空载组、RANK过表达GV492-
GFP-RANK-OERNA组、GV493阴性对照组、RANK
基因沉默 GV493-GFP-RANK-shRNA 组-1、GV493-
GFP-RANK-shRNA 组-2 和 GV493-GFP-RANK-
shRNA组-3。通过TRIzolTM

 

Reagent提取RNA,并

利用5X
 

All-In-One
 

RT
 

MasterMix合成cDNA。随

后,采 用 EvaGreen
 

Express
 

2×qPCR
 

MasterMix-
Low

 

Rox进行实时荧光定量聚合酶链反应(qPCR),
以定量分析RANK基因的表达。
1.2.2 3T3-L1前脂细胞诱导分化 将3T3-L1细胞

复苏后,在37
 

℃、5%CO2 细胞培养箱中进行培养,生
长直至细胞密度达到80%左右,进行细胞铺板,使用

OriCell􀆿小鼠3T3-L1细胞成脂诱导分化试剂盒进行

诱导分化,具体操作参照说明书。
1.2.3 油 红 O 染 色 法 检 测3T3-L1脂 肪 细 胞 分

化 分化处理结束后,将细胞用PBS溶液清洗3次,
利用10%多聚甲醛溶液固定0.5

 

h。之后,将固定后

的细胞用PBS溶液清洗3次,加入油红 O溶液染色

处理0.5
 

h。PBS溶液清洗3次后,将细胞置于显微

镜下观察分析,利用油红O染色法确认成脂结果[8]。
1.2.4 3T3-L1成脂细胞中RANK基因的敲除和过

表达 利用CRISPR-Cas9技术,将诱导分化的3T3-
L1成脂细胞中RANK基因分别进行敲除和过表达。
对于 RANK 基 因 敲 除,首 先 设 计 靶 向 RANK 的

sgRNA,并 构 建 重 组 质 粒 转 入 293T 细 胞,制 备

sgRNA-Cas9慢病毒,侵染3T3-L1成脂细胞,具体方

法参考文献进行[7]。对于 RANK基因过表达,选择

构建过表达病毒载体,侵染3T3-L1成脂细胞。根据

RANK基因的敲除和过表达分为3T3-L1WT 细胞(对
照)、3T3-L1RANK-KO 细胞(敲除)和3T3-L1RANK-high 细胞
(过表达)。
1.2.5 测定葡萄糖消耗量 将构建的3T3-L1RANK-KO

细胞、3T3-L1RANK-high 细胞和3T3-L1WT 细胞传代培

养,至细胞状态均良好时,铺板至24孔板,加入5.5
 

mmol/L的葡萄糖,孵育4
 

h后收集细胞上清液,使用

葡萄糖检测试剂盒进行检测,具体方法参考试剂盒说

明书。
1.2.6 3T3-L1细胞RANK中UCP1

 

mRNA表达测

定 将3T3-L1前脂细胞和成脂细胞利用RNA提取

试剂盒进行总 RNA 提取并逆转录成cDNA。设计

RANK和UCP1及内参 Actin基因的上下游引物序

列,利用染料法进行qPCR测定并分析基因丰度,见
表1。

表1  基因引物序列

基因名称 引物序列

RANK F:5'-CTGGCTACCACTGGAACTCA-3'

R:5'-CAGTTGGTCCAAGGTTTGCA-3'

UCP1 F:5'-ACGGGGACCTACAATGCTTAC-3'

F:5'-CAGCTTGGTACGCTTGGGTAC-3'

Actin F:5'-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3'

F:5'-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3'

  注:F为上游引物,R为下游引物。

1.2.7 高脂饮食大鼠模型的建立 选择4周龄的

SD雄性离乳大鼠随机分为高脂饮食诱导组和高脂运
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动组,每组8只,均采用高脂饲料喂养。其中高脂运

动组进行8周的持续运动,每周运动5
 

d,每天1
 

h。
在最后一次运动48

 

h后取肩胛部位棕色脂肪组织。
提取大鼠棕色脂肪组织中的总蛋白,并对组织中

RANK和UCP1基因蛋白相对表达水平进行测定。
1.2.8 Western

 

blot检测 收集细胞或大鼠棕色脂

肪组织,进行蛋白抽提,采用 Western
 

blot对RANK、
UCP1、CPT1B和PPAR-γ基因蛋白相对表达水平进

行测定。
1.3 统计学处理 采用SPSS20.0软件统计分析数

据。符合正态分布的计量资料以x±s表示,组间比

较采用独立样本t 检验,多组间比较采用one-way
 

ANOVA分析,组间两两比较采用LSD-t检验。P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 RANK基因过表达与沉默效应的病毒载体功能

验证 笔者对C2C12成脂细胞进行了一系列的基因

表达实验,以评估RANK基因过表达和沉默病毒载

体的功能。qPCR结果显示,在GV492-GFP-RANK-
OERNA组中,RANK基因水平(1.794±0.175)显著

高于空白对照组(1.006±0.119)和GV492-GFP空载

组(1.031±0.128,P<0.05)。GV492-GFP-RANK-
OERNA载体能有效地促进RANK基因的过表达。
GV493-GFP-RANK-shRNA 组-1、 GV493-GFP-
RANK-shRNA 组-2和 GV493-GFP-RANK-shRNA
组-3的 RANK 基 因 水 平 分 别 为 0.539±0.075、
0.524±0.105和0.380±0.069,均显著低于GV492-
GFP-RANK-OERNA组(P<0.05)。GV493-GFP-
RANK-shRNA组-3 的 RANK 基 因 水 平 最 低,与
GV493-GFP-RANK-shRNA 组-1、 GV493-GFP-
RANK-shRNA组-2比较差异有统计学意义(P<
0.05)。
2.2 3T3-L1成脂细胞中脂肪棕色化相关基因表达

测定 选择3T3-L1前脂细胞,显微镜下观察呈梭形

成纤维细胞,细胞核清晰可见,细胞质中没有脂滴。
诱导分化为成脂细胞后,在细胞核周围有大量圆形脂

肪滴聚集,细胞较前更圆更亮。结果显示,相较于未

诱导的3T3-L1细胞,诱导成熟的脂肪细胞细胞质中

含有大的脂滴,分布在细胞核周围,油红 O染色法后

细胞质内脂肪滴呈红色,细胞核呈蓝色表明成功诱导分

化为3T3-L1成脂细胞。qPCR结果显示,3T3-L1成脂

细胞RANK、PPAR-γ相对表达水平相较3T3-L1前脂

细胞升高(P<0.05),UCP1相对表达水平相较3T3-L1
前脂细胞升高(P<0.05)。见图1、2。

图1  油红O染色法结果
 

  注:*P<0.05,**P<0.01。

图2  3T3-L1成脂细胞中脂肪棕色化相关基因表达

2.3 RANK基因敲除前后3T3-L1成脂细胞中葡萄

糖消耗量的测定 为了分析脂肪细胞中RANK基因

的功能作用,利用CRISPR/Cas9技术对3T3-L1成脂

细胞中RANK基因进行敲除,并对3T3-L1RANK-KO 细

胞中RANK蛋白相对表达水平进行测定。Western
 

blot结果显示,相较于3T3-L1WT 细胞,3T3-L1RANK-KO

细胞中RANK蛋白相对表达水平降低(P<0.05),证
实3T3-L1RANK-KO 细胞构建成功。与3T3-L1WT 细胞

相比,3T3-L1RANK-KO 细胞的葡萄糖消耗量增加(P<
0.05)。见图3。
2.4 RANK基因敲除后3T3-L1成脂细胞中脂肪棕

色化相关基因和蛋白表达 qPCR和 Western
 

blot结

果显示,与3T3-L1WT 细胞相比,3T3-L1RANK-KO 细胞

CPTIB、PPAR-γ和UCP1基因相对表达水平和蛋白

相对表达水平均增加(P<0.05)。见图4。

  注:A、B为 Western
 

blot测定3T3-L1成脂细胞中RANK基因敲除前后RANK蛋白表达量代表图和统计结果;C为RANK基因敲除前后

3T3-L1成脂细胞中葡萄糖消耗量测定。**P<0.01。

图3  RANK基因敲除前后3T3-L1成脂细胞中葡萄糖消耗量的测定
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  注:A为qPCR测定3T3-L1成脂细胞中脂肪棕色化相关基因相对表达水平,B、C为 Western
 

blot测定3T3-L1成脂细胞中脂肪棕色化相关基

因蛋白表达代表图和统计结果;*P<0.05,**P<0.01。

图4  RANK基因敲除后3T3-L1成脂细胞中脂肪棕色化相关基因和蛋白表达

2.5 RANK基因过表达的3T3-L1成脂细胞中脂肪

代谢水平 在3T3-L1成脂细胞的基础上,对RANK
基因进行过表达,获得3T3-L1RANK-high 细胞。与3T3-
L1WT 细胞相比,3T3-L1RANK-high 细胞的葡萄糖消耗量

和UCP1基因相对表达水平均降低(P<0.05)。见

图5。

  注:A为RANK基因过表达前后3T3-L1成脂细胞葡萄糖消耗量

测定,B为qPCR测定RANK过表达前后3T3-L1成脂细胞中 UCP1
基因相对表达水平;*P<0.05,**P<0.01。

图5  RANK基因过表达的3T3-L1成脂细胞中脂肪

代谢水平

2.6 高脂饮食大鼠模型中脂肪棕色化相关基因蛋白

测定 Western
 

blot结果显示,与高脂组比较,高脂运

动组大鼠棕色脂肪组织的 UCP1基因蛋白相对表达

水平增加(P<0.05),而RANK基因蛋白相对表达水

平降低(P<0.05),见图6。

图6  高脂饮食大鼠模型中脂肪棕色化相关基因蛋白

测定

3 讨  论

肥胖已被世界卫生组织宣布为世界范围内的重

大公共卫生问题,其特征在于能量摄入和消耗的不平

衡导致过度脂肪积累。肥胖与2型糖尿病、高血压、
血脂异常、心血管疾病、癌症等代谢紊乱密切相关。
脂肪细胞可分为白色、棕色和米色脂肪细胞。白色脂

肪细胞以TG形式储存能量,而棕色脂肪细胞含有丰

富的线粒体和产热蛋白 UCP1,可引发体内产热和能

量消耗,改善胰岛素抵抗[16]。需要注意的是,这些脂

肪细胞类型并非固定不变,白色脂肪细胞可通过诱导

UCP1表达上调而实现白色脂肪棕色化。然而,白色

脂肪组织中的关键代谢信号调控枢纽仍未阐明清晰。
RANK是NF-κB的激活剂,其在破骨细胞表面

高度表达可引发非经典 NF-κB信号通路的激活[17]。
RANKL是破骨细胞成熟和分化的重要激活因子,与
RANK受体结合后,激活破骨细胞分化,进而促进骨

吸收。而OPG,作为RANKL的诱饵受体同系物,则
通 过 结 合 RANKL 来 抑 制 RANK,因 此 OPG/
RANK/RANKL信号轴在介导成骨/破骨过程中发

挥关键作用[18]。综合研究结果,笔者提出以下科学假
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说:RANK作为肿瘤坏死因子受体家族成员,在脂肪

细胞中表达上调,参与调控脂肪代谢和白色脂肪棕色

化。通过激活 NF-κB信号通路,RANK可能诱导炎

症细胞激活并释放细胞因子进而抑制UCP1的激活,
导致白色脂肪细胞的堆积,从而加速肥胖的发生和发

展。本研究设计病毒载体并证实可以特异性地调控

RANK基因的表达,通过 OERNA的过表达可以显

著提高RANK基因相对表达水平,而通过shRNA技

术可以有效地抑制RANK基因的表达。在此基础上

通过在3T3-L1细胞模型中探讨RANK基因在脂肪

细胞分化和代谢中的作用,发现与3T3-L1WT 细胞相

比,3T3-L1RANK-high 细胞的葡萄糖消耗量和 UCP1基

因相对表达水平均降低,RANK基因的过表达显著调

控了脂肪代谢相关基因的表达,并在小鼠模型中进一

步验证了其在脂肪组织代谢中的功能,结果显示,与
高脂组比较,高脂运动组大鼠棕色脂肪组织的 UCP1
基因蛋白相对表达水平增加,而RANK基因蛋白相

对表达水平降低。本研究结果提示,RANK基因在脂

肪细胞的分化、脂肪酸氧化及能量代谢中可能发挥关

键作用,RANK-UCP1信号通路可能是一个关键的调

控机制。脂肪细胞中RANK表达上调后,其参与调

控脂肪代谢和白色脂肪棕色化,进而影响肥胖的发

生。然而,尽 管 笔 者 通 过 分 子 生 物 学 方 法 验 证 了

RANK基 因 的 敲 除 和 过 表 达 对 UCP1、CPT1B 和

PPAR-γ基因表达的影响,但脂肪细胞分化和代谢是

一个复杂且多层次的过程,涉及广泛的代谢通路和多

种分子机制。为了更全面地理解RANK在脂肪细胞

功能调控中的作用,未来的研究应进一步通过代谢组

学分析,系统性地探索RANK基因在脂肪细胞分化

过程中调控的代谢通路。综上所述,本研究证实了在

肥胖的发生发展过程中,脂肪细胞中RANK表达上

调,通过激活NF-κB信号,抑制UCP1的活化,导致脂

肪细胞产热减少,白色脂肪棕色化受阻,最终可能加

速肥胖的发生。本研究结果为进一步探究肥胖相关

的代谢紊乱性疾病提供了新的视角,并为相关药物治

疗的开发提供了理论基础。
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