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妊娠期糖尿病状态下小鼠棕色脂肪组织转录组学分析以
及产热活性变化
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摘 要 目的:探讨妊娠期糖尿病(GDM)小鼠棕色脂肪组织(BAT)转录组学变化以及产热活性变化。方法:通过高

通量测序技术分析6例孕晚期小鼠(正常妊娠对照组和GDM组各3例)BAT的转录组表达谱,以筛选差异表达基因,

并进行基因本体(GO)和京都基因及基因组百科全书(KEGG)分析。采用免疫组织化学、蛋白免疫印迹和实时荧光定

量PCR方法检测产热功能标志蛋白解偶联蛋白(UCP1)表达,评估GDM 状态下小鼠BAT产热活性变化。结果:高

通量测序共识别出372个差异表达基因,其中255个差异基因在GDM 中上调表达,117个差异基因下调表达。GO
和KEGG分析表明,这些差异基因的主要靶点与脂代谢异常、胰岛素信号转导等密切相关。与对照组相比,GDM 组

BAT出现脂滴增大、质地疏松改变,UCP1蛋白及基因表达降低。结论:GDM组BAT与正常妊娠者转录组图谱存在

显著差异,且GDM组BAT产热活性下降,可能引起糖脂代谢紊乱及胰岛素抵抗。
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  妊娠期糖尿病(GDM)不仅在早期增加巨大儿、
剖宫产率、妊娠期高血压等不良妊娠结局风险,母儿

双方在产后远期发生糖脂代谢异常及肥胖的可能性

也显著提高[1􀆼2]。大量研究表明脂肪组织在全身能

量代谢稳态维持方面起着关键作用,棕色脂肪组织

(BAT)可以将机体多余的能量通过线粒体解偶联

蛋白(UCP1)以热量形式释放,进而实现减重、降糖

的功效[2􀆼3]。已证实BAT扩张的SM/J小鼠在没有

体重下降的情况下改善了葡萄糖耐量和胰岛素敏感

性[4],而BAT移植可有效逆转1型糖尿病小鼠多

饮、多食、多尿症状[5]。但BAT能量代谢水平在

GDM疾病中的变化仍不清楚,其改变与GDM发生

发展的相关性亟待探索。

1材料与方法

1.1材料

1.1.1动物 清洁级6周龄雌性(C57BL/6J)小鼠20
只、8周龄雄性C57BL/6J小鼠10只,均购于南京医

科大学医药实验动物中心,饲养于南京医科大学实

验动物中心清洁级环境,保持12h光/暗周期,室温

24℃,湿度50%,自由饮水、摄食。

1.1.2主要试剂 链脲佐菌素(STZ)(美国Sigma公

司),RIPA(中国碧云天生物技术公司),蛋白酶抑制

剂、磷酸酶抑制剂(美国Roche公司),BCA定量试

剂盒(美国ThermoFisher公司)、UCP1、HSP90抗

体(英国Abcam公司)、ECL发光液(美国 Millipore
公司)、Trizol(美国LifeTechnologies公司),RNA
提取试剂盒(中国天根生化科技公司)、逆转录试剂

盒(两 步 法,中 国 诺 唯 赞 生 物 科 技 公 司)、SYBR
GreenMasterMix(美国LifeTechnologies公司)、

RNA引物(上海捷瑞生物工程公司)。

1.2方法

1.2.1动物造模 经过团队前期研究,已探索出高脂

饮食联合小剂量STZ构建稳定GDM 小鼠模型方

法[6]。本研究中6周龄雌性C57BL/6J小鼠随机分

为GDM疾病模型组及正常妊娠组(Ctrl),两组适应

性喂养1周,给予高脂饮食1月后予雌􀏑雄=2􀏑1
合笼,次日晨检栓,有栓者视作妊娠并记为G0。G3
当日Ctrl组注射0.1mmol/L柠檬酸/柠檬酸钠缓

冲液,GDM组腹腔注射1%STZ30mg/kg(溶于0.1
mmol/L上述缓冲液,pH4.2~4.5)以破坏胰岛β
细胞,连续注射3日,距第1次注射后72h测随机血

糖(RBG)≥11.1mmol/L为造模成功。两组均于孕

晚期(G18d)处死,收集小鼠肩胛处BAT。

1.2.2动物血糖监测 采用血糖仪(美国Roche公

司)检测小鼠尾静脉RBG水平。

1.2.3转录组测序(RNA􀆼Seq)分析BAT转录组基

因 选取周龄匹配 GDM 疾病模型小鼠(3例)与

Ctrl组小鼠(3例)的BAT提取的RNA构建测序文

库,应用新一代高通量测序平台 HiSeq2000系统进

行测序分析,筛选并确定差异表达的候选基因,对差

异表达基因进行聚类分析、GO分析和KEGGPath-
way分析。

1.2.4染色、免疫组织化学检测 小鼠肩胛处BAT
使用脂肪专用固定液固定,石蜡包埋、切片,苏木精􀆼
伊红(HE)染色、免疫组化 UCP1抗体孵育,生物显

微镜观察摄影。其中一抗UCP1的浓度是1􀏑500。

1.2.5蛋白免疫印迹(Westernblot) 剪取BAT加

入到组织细胞裂解液中(含1%蛋白酶抑制剂),匀
浆后离心取上清,测定蛋白浓度。用10%的SDS凝

胶分离等量蛋白,经转膜、5%脱脂奶粉封闭、一抗及

二抗孵育,最后用全自动化学发光图像分析系统(中
国Tanon公司)曝光,ImageJ软件分析结果。其中

一抗UCP1、HSP90的浓度是1􀏑1000。

1.2.6 总 RNA 提取和实时荧光定量 PCR(RT􀆼

qPCR) 采用 Trizol法提取小鼠 BAT 组织的总

RNA,将其反转录为cDNA,检测产热标志基因Uc-

pl(上游引物(5’􀆼3’):AGGCTTCCAGTACCATT-
AGGT,下 游 引 物 (5’􀆼3’):CTGAGTGAG-
GCAAAGCTGATTT)、Pparα(上游引物(5’􀆼3’):

ATGCCAGTACTGCCGTTTTC,下 游 引 物 (5’􀆼
3’):GGCCTTGACCTTGTTCATGT)及线粒体功

能标志基因Cox7a(上游引物(5’􀆼3’):CAGCGT-
CATGGTCAGTCTGT,下 游 引 物 (5’􀆼3’):

AGAAAACCGTGTGGCAGAGA)、Cpt1α(上游引

物(5’􀆼3’):CTCCGCCTGAGCCATGAAG,下游引

物(5’􀆼3’):CACCAGTGATGATGCCATTCT)的

mRNA水平。基因的相对表达量采用2􀆼△△CT方法

分析,内参照基因选取 Ppia(上游引物(5’􀆼3’):

GAGCTGTTTGCAGACAAAGTTC,下游引物(5’

􀆼3’):CCCTGGCACATGAATCCTGG)。

1.3统计学处理

采用 GraphPadPrism8统计分析。两组比较

采用独立样本t检验,数据用(􀭺x±s)表示。以P<
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0.05为差异有统计学意义。

2结果

2.1GDM疾病模型构建

小鼠随机分为两组,高脂饮食1月以产生胰岛

素抵抗,此时两组小鼠RBG[(9.92±0.59)mmol/L比

(10.58±0.56)mmol/L,P>0.05]无差异。对照组予

柠檬酸/柠檬酸钠缓冲液、疾病造模组予1%STZ以

降低胰岛β细胞能力,连续腹腔注射3日。第1次注

射后72h处理组RBG升高[(10.52±1.00)mmol/L比

(12.50±0.82)mmol/L,P<0.01)],提示GDM疾病模

型构建成功(图1A,738页)。

2.2RNA􀆼seq检测差异基因的一般特征

本研究采用下一代测序平台 HiSeq2500对

GDM疾病模型小鼠和正常妊娠孕晚期小鼠肩胛间

BAT基因表达谱进行检测,主成分分析(PCA)显示

两组小鼠BAT组内可相互聚集,提示样本间具有

一定相似性(图1B,738页)。高通量测序共识别出

34745个基因。根据差异倍数≥2且P<0.05的标

准,共筛选出372个差异表达基因,其中255个在

GDM中上调表达,而117个在 GDM 中下调表达

(图2A,738页)。尽管样本间存在一定组内差异,
但对差异基因的聚类分析仍可以明显将GDM 组和

Ctrl组分为两组(图2B,738页)。

2.3差异基因GO和KEGG富集分析

对差异基因进行功能注释,GO分析表明,分子

功能方面,显著富集的术语前10项依次是电压门控

Na+通道活性、Na+ 通道活性、蛋白质酪氨酸/丝氨

酸/苏氨酸磷酸酶活性、Ca2+ 跨膜转运蛋白活性、电
压门控离子通道活性、Na+跨膜转运蛋白活性、电压

门控阳离子通道活性、蛋白偶联受体结合、Ca2+ 结

合及脂质结合(图3A,738页)。生物过程方面,显
著富集的术语前10项依次是脂肪酸氧化的调控、胰
岛素受体信号通路的负调控、长链脂肪酸转运、磷脂

酰胆碱代谢过程、促性腺激素反应、脂肪酸转运、胰
岛素受体信号通路的调控、Ca2+ 向胞浆的转运、胞
浆Ca2+转运及Ca2+ 导入(图3B,738页)。细胞组

分方面,显著富集的术语前10项依次是电压门控

Na+通道复合体、Na+通道复合体、蛋白质脂质复合

物、胞间接触区、阳离子通道复合体、核外膜内质网

膜网络、内质网膜、细胞外间隙、内质网及蛋白质复

合物(图3C,738页)。

KEGG通路分析进一步表明这些差异表达基

因的产物在内分泌系统、代谢途径尤其是脂质代谢

途径富集,提示BAT可能通过调控体内内分泌及

脂质代谢调节参与 GDM 的发生(图4A,739页)。
在显著富集的前30项通路中,脂肪酸生物合成过程

居首位,此外,卵巢类固醇激素生成、催产素信号通

路等生殖激素相关通路也有较高程度的差异基因富

集(图4B,739页)。

2.4GDM疾病模型小鼠BAT产热活性变化

考虑到GDM状态下BAT差异表达基因在能

量代谢方面富集,而BAT产热功能与能量代谢息

息相关,故进一步对BAT的产热活性进行评估。

HE切片结果显示,GDM 小鼠BAT细胞内脂滴明

显增大,伴脂肪细胞密度减小、组织疏松。免疫组织

化学检测显示,GDM小鼠BAT产热功能标志蛋白

UCP1染色变浅,说明其蛋白含量降低(图5,739
页)。Westernblot检测结果可见,GDM 小鼠BAT
产热标志蛋白 UCP1表达显著降低(1.00±0.22比

0.61±0.02,P<0.05)(图6,739页)。RT􀆼qPCR结

果显示,GDM 小鼠BAT产热功能标志基因 Ucp1
(1.00±0.33比0.55±0.27,P<0.01)、Pparα(1.00±
0.27比0.72±0.21,P<0.05)及线粒体功能标志基

因Cox7a(1.00±0.29比0.72±0.20,P<0.05)、

Cpt1α(1.00±0.23比0.75±0.17,P<0.05)表达均

下调(图7,739页)。

3讨论

本研究通过高通量测序对GDM疾病模型小鼠

及正常妊娠孕晚期小鼠肩胛间BAT进行转录组基

因检测,筛选出大量差异表达的基因,进一步GO分

析和KEGG通路分析提示差异基因主要在脂质代

谢、胰岛素信号转导、内分泌途径富集。本研究中,
促脂 肪 沉 积 重 要 基 因 骨 骼 肌 细 胞 修 复 因 子

(TRIM72)、血 管 紧 张 素 转 换 酶(ACE)、磷 脂 酶

A2G4F(PLA2G4F)在GDM 组BAT中上调表达。

TRIM72通过上调脂代谢关键调节因子过氧化物酶

体增殖物激活受体α(PPARα)及其靶基因的表达水

平,促进脂质摄取,导致脂质蓄积和毒性[7]。此外,

TRIM72还可通过靶向胰岛素受体(INSR)和胰岛

素受体底物1(IRS􀆼1)的泛素依赖性降解损伤胰岛

素信号通路,导致肌肉胰岛素抵抗[7􀆼8]。ACE是肾

素􀆼血管紧张素系统(RAS)的关键基因,在脂代谢
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中,激活RAS既能上调脂肪合成酶、脂肪酸合成酶

和甘油􀆼3􀆼磷酸脱氢酶的转录活性,促进脂质合成,
又能通过血管紧张素1型受体(AT1R)抑制脂质分

解,最终导致脂肪囤积[9]。相应的,脂肪细胞分化负

调节剂视黄酸结合蛋白1(Crabp1)表达在GDM 组

显著下降。
以上转录组测序结果提示,GDM 疾病状态下

BAT中脂质及葡萄糖分解代谢受到抑制,致使产热

能量来源受限。同时结合多种Ca2+通道如兰尼碱受

体1(RyR1)、分 泌 途 径 衍 生 Ca2+ 转 运 ATP 酶

(SPCA2)、L型Ca2+通道(CaV1.1)等在GDM组BAT
中上调,可通过引起细胞内过量Ca2+积累,线粒体活

性氧(ROS)异常增加,进而影响“产热工厂”线粒体的

功能及数目[10]。笔者作出假设,BAT 产热活性在

GDM小鼠孕晚期可能发生损伤,这在进一步动物实

验中得到证实。一致地,Xing等[11]通过高脂饮食

诱导的GDM疾病小鼠中也发生类似改变。
既往研究表明,仅妊娠过程即可造成孕鼠核心

体温、能量消耗及BAT组织中UCP1表达下降[12]。
这些改变在妊娠第11~13天即啮齿类动物的孕中

期出现,在孕晚期达到顶峰,哺乳期结束后恢复,此
变化与妊娠期性激素水平变化趋势一致[13]。此前

多项研究证实性激素可影响BAT活性[14􀆼15],其作

用效果或许与性激素浓度或受体信号改变有关[16]。
高水平E2 下调脂肪组织IRS􀆼1表达和磷酸化,导致

脂肪组织功能障碍和胰岛素抵抗[17]。Rodriguez
等[18]发现孕酮对人棕色脂肪细胞 Ucp1mRNA上

调作用仅在低浓度条件下进行。而相比正常妊娠孕

妇,GDM妇女在孕晚期存在更高水平的雌二醇[19]、
孕酮及合成前体孕烯醇酮[19􀆼20]。本研究中,卵巢类

固醇生成的局部调节剂蛋白质核结合蛋白2(NU-
CB2)、受发情周期影响的碘化钠同向转运体表达在

GDM组BAT中均显著升高,这种较正常妊娠状态

更为活跃的促性腺激素反应,或许能够解释BAT
在GDM疾病背景下出现的产热活性过度受损,但
这需要在体内外途径进行更严密的论证。

BAT凭借能将脂质、葡萄糖等能量底物转化为

热能的特点而被认为可能是未来改善肥胖及2型糖

尿病(T2DM)的新策略。本研究首次借助RNA􀆼seq
发现BAT在GDM疾病背景下发生脂质代谢、胰岛

素信号转导及内分泌调控分子改变,动物实验证实

BAT产热功能发生显著损伤。正常妊娠过程中,

UCP1介导的BAT产热作用减少不仅为妊娠期合

成代谢提供能量,且能避免母体 UCP1产热对胎盘

营养物质运输和胎儿生长的抑制作用。BAT 在

GDM 疾病状态下发生的产热过度减少,可能为

GDM发病机制及治疗提供新的研究思路和突破

口。但本研究未给出GDM 状态下BAT产热功能

受 性 激 素 调 控 的 直 接 证 据,其 次 研 究 对 象 为

C57BL/6J小鼠,且样本量有限,下一步拟通过临床

评估GDM孕妇BAT产热活性变化以扩大数据量,
并通过构建动物及细胞模型进行机制探索。
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