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  [摘要] 目的 探究miR-20b在肥胖小鼠不同脂肪组织中的表达情况及对小鼠前体脂肪细胞(3T3-L1)增

殖、分化的影响。方法 构建C57BL/6小鼠的肥胖模型,实时荧光定量PCR检测性腺脂肪(g-Fat)、腹股沟脂

肪(i-Fat)及肾周脂肪(p-Fat)组织中miR-20b表达水平。培养并诱导3T3-L1细胞,脂质体法将
 

miR-20b
 

mim-
ic(miR-20b

 

mimic组)、miR-20b
 

inhibitor(miR-20b
 

inhibitor组)和阴性对照(NC组)转染至3T3-L1
 

细胞,
CCK-8法和EdU法检测 miR-20b对3T3-L1细胞增殖的影响;油红O染色与三酰甘油测定评估 miR-20b对

3T3-L1细胞分化的影响;实时荧光定量PCR和 Western
 

blot分别检测 miR-20b对3T3-L1细胞中增殖、分化

标志物mRNA和蛋白表达的影响;双荧光素酶报告基因检测法验证 miR-20b靶向调控3T3-L1细胞分化的基

因。结果 与正常对照组小鼠比较,肥胖造模组小鼠g-Fat、i-Fat、p-Fat中miR-20b均显著高表达(P<0.05或

P<0.01)。与NC组比较,
 

miR-20b
 

mimic组3T3-L1细胞增殖受抑制,
 

miR-20b
 

inhibitor组3T3-L1细胞增

殖明显提高(均P<0.05);与NC组比较,miR-20b
 

mimic组积累了大量油红着色的脂滴,三酰甘油水平增加,
而miR-20b

 

inhibitor组效果相反;与NC组比较,miR-20b
 

mimic组增殖标志物细胞周期蛋白质(Cyclin
 

D1、
Cyclin

 

E)与细胞周期蛋白依赖性激酶(CDK2、CDK4)mRNA和蛋白的表达水平受抑制,分化标志物过氧化物

酶体增殖物激活受体(PPARγ)、CCAAT-增强子结合蛋白(C/EBPα)、脂肪酸结合蛋白(FABP4)、脂蛋白酯酶

(LPL)和超长链脂肪酸延伸酶(ELOVL6)mRNA和蛋白的表达水平明显升高,而 miR-20b
 

inhibitor组则表现

出相反现象;过表达miR-20b可抑制野生型
 

T细胞因子4(Tcf4)基因荧光素酶活性,而突变绑定位点可废除该

抑制效应。结论 miR-20b不仅在脂肪组织中高表达,还可抑制前脂肪细胞3T3-L1增殖,促进其诱导分化、沉

积脂滴,并可能通过靶向调节Tcf4来介导3T3-L1分化。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

miR-20b
 

in
 

different
 

adipose
 

tissue
 

of
 

obese
 

mice
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

differentiation
 

of
 

mouse
 

3T3-L1
 

cells.Methods The
 

obese
 

model
 

of
 

C57BL/6
 

mice
 

was
 

constructed.Real-time
 

PCR
 

(RT-PCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

miR-20b
 

in
 

gonadal
 

fat
 

(g-Fat),inguinal
 

fat
 

(i-Fat)
  

and
 

perirenal
 

adipose
 

(p-Fat);3T3-L1
 

cells
 

were
 

cultured
 

and
 

in-
duced,and

 

liposome
 

method
 

was
 

used
 

to
 

transfect
 

the
 

miR-20b
 

mimic
 

(miR-20b
 

mimic
 

group),the
 

miR-20b
 

inhibitor
 

(miR-20b
 

inhibitor
 

group)
 

and
 

the
  

negative
 

control
 

sequence
 

(NC
 

group)
 

into
 

3T3-L1
 

cells.The
 

effect
 

of
 

miR-20b
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

3T3-L1
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

method
 

and
 

EdU
 

method;Oil
 

red
 

O
 

staining
 

and
 

triglyceride
 

determination
 

were
 

done
 

to
 

evaluate
 

the
 

effect
 

of
 

miR-20b
 

on
 

differentiation
 

of
 

3T3-L1
 

cells;RT-PCR
 

and
 

Western
 

blot
  

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

miR-20b
 

on
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

mRNAs
  

and
 

proteins
 

of
 

proliferation
 

and
 

differentiation
 

markers;The
 

dual
 

luciferase
 

reporter
 

assay
 

was
 

used
 

to
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verify
 

that
 

miR-20b
 

regulates
 

the
 

differentiation
 

target
 

gene
 

of
 

3T3-L1
 

cells.Results Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-20b
 

in
 

g-Fat,i-Fat,p-Fat
 

of
 

the
 

obse
 

model
 

group
 

were
 

in
 

creased
 

(P<
0.05

 

or
 

P<0.01).Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,the
 

proliferation
 

of
 

3T3-L1
 

cells
 

was
 

significantly
 

inhibited
 

in
 

the
 

miR-20b
 

mimic
 

group,and
 

was
 

significantly
 

improved
 

in
 

the
 

miR-20b
 

inhibitor
 

group.Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,the
 

miR-20b
 

mimic
 

group
 

accumulated
 

a
 

large
 

number
 

of
 

oil-red
 

colored
 

lipid
 

droplets,and
 

the
 

triglyceride
 

content
 

increased,but
 

the
 

miR-20b
 

inhibitor
 

group
 

had
 

the
 

opposite
 

effect;Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

proliferation
 

markers,cell
 

cycle
 

proteins
 

(Cyclin
 

D1,Cyclin
 

E)
 

and
 

cyclin-dependent
 

kinases
 

(CDK2,CDK4)
 

in
 

miR-20b
 

mimic
 

group
 

were
 

significantly
 

suppressed,while
 

the
 

differentiation
 

markers,such
 

as
 

peroxisome
 

proliferator-activated
 

receptor
 

(PPARγ),CCAAT-enhancer
 

binding
 

protein
 

(C/EBPα),fatty
 

acid
 

binding
 

protein
 

(FABP4),lipoprotein
 

ester
 

Enzyme
 

(LPL)
 

and
 

ultra-
long

 

chain
 

fatty
 

acid
 

elongase
 

(ELOVL6)
 

were
 

significantly
 

increased,the
 

miR-20b
 

inhibitor
 

group
 

showed
 

the
 

opposite
 

phenomenon;miR-20b
 

could
 

significantly
 

inhibit
 

wild-type
 

Tcf4
 

luciferase
 

activity,and
 

the
 

muta-
tion

 

binding
 

site
 

could
 

abolish
 

the
 

inhibitory
 

effect.Conclusion miR-20b
 

is
 

not
 

only
 

highly
 

expressed
 

in
 

adi-
pose

 

tissue,but
 

also
 

inhibits
 

the
 

proliferation
 

of
 

3T3-L1
 

preadipocytes,promotes
 

its
 

differentiation
 

and
 

depos-
its

 

lipid
 

droplets.miR-20b
 

may
 

mediate
 

3T3-L1
 

preadipocyte
 

differentiation
 

by
 

targeting
 

Tcf4.
[Key

 

words] miR-20b;3T3-L1
 

preadipocytes;adipose
 

tissue;proliferation;cell
 

differentiation

  随着全球经济的迅速发展,肥胖症的发生变得越

来越普遍,其严重影响人类的健康[1]。肥胖病症生理

过程的核心是脂肪细胞的过度增殖和分化导致体内

脂肪量的过度增加[2],因此,对脂肪细胞的研究可为

脂肪形成与脂质代谢分子机制的研究提供理论基础,
也可为肥胖相关疾病的诊治提供新方案。研究表明,
miRNAs在脂肪细胞的生物学过程中具有重要的调

节功能[3-5]。例如,KARBIENER等[6]报道 miR-27b
通过 靶 向 调 控 过 氧 化 物 酶 体 增 殖 物 激 活 受 体 γ
(PPARγ)抑制人前脂肪细胞的分化;张丽华等[7]发现

miR-92a-3p通过下调相关细胞周期标志基因和蛋白

来抑制前脂肪细胞增殖、促进成脂分化相关基因和蛋

白表达。miR-20b广泛参与生物学调控过程,如抑制

膀胱癌细胞增殖与迁移,降低乳腺癌细胞血管内皮生

长因子表达,调控肝癌相关蛋白的表达等[8-9]。然而,
miR-20b在脂肪细胞中相关作用的研究却相对较少,
本文旨在探究miR-20b在小鼠前脂肪细胞3T3-L1增

殖、分化中的作用及相关分子机制,以期为进一步研

究miRNAs调控脂肪细胞的发育提供理论基础。
1 材料与方法

1.1 实验动物与饲料

20只C57BL/6小鼠,雌雄均可,体重20~25
 

g,
清洁级,购自中国医学科学院放射医学研究所实验动

物中心,合格证号为SCXK(津)2016-0003。基础饲料

购自南通特洛菲饲料科技有限公司,高脂肪高营养饲

料的配方为:每100
 

g基础饲料添加奶粉10
 

g、猪油

10
 

g、鸡蛋1个、浓鱼肝油10滴(含维生素A
 

17
 

000
 

U、维生素D
 

1
 

700
 

U)、新鲜黄豆芽250
 

g,配好后用

塑料袋密封包装,保存于4
 

℃。
1.2 主要材料与试剂

3T3-L1细胞购自中国科学院干细胞库,CCK-8
试剂盒、RIPA裂解液、BCA蛋白试剂盒和ECL显色

液购自中国碧云天生物公司,TRizol试剂盒、Prime
 

Script
 

TM
 

RT
 

reagent试剂盒和SYBR
 

Premix
 

Ex
 

Taq
 

Ⅱ
 

试 剂 盒 购 自 日 本 TaKaRa公 司,TaqMan􀆿
 

miRNA
 

Reverse
 

Transcription
 

试 剂 盒 和 TaqMan
 

miRNA
 

Assays试剂盒购自美国ABI公司,Dual-Lu-
ciferase

 

Reporter
 

Assay
 

System
 

试 剂 盒 购 自 美 国

Promega公司,油红
 

O
 

染液、Lipofectamine
 

2000转

染试剂、青霉素、链霉素、L-谷氨酰胺、胰岛素、地塞米

松和3-异丁基-1-甲基黄嘌呤(IBMX)等购自美国
 

Sig-
ma

 

公司。4%多聚甲醛和EdU试剂盒购自广州锐博

生物科技有限公司,抗体Cyclin
 

D1、Cyclin
 

E、CDK2、
CDK4、PPARγ、CCAAT-增强子结合蛋白(C/EBPα)、
脂肪酸结合蛋白(FABP4)、脂蛋白酯酶(LPL)、超长

链脂肪酸延伸酶(ELOVL6)、β-actin及辣根过氧化物

酶标记山羊抗兔
 

IgG购自美国Santa
 

Cruz公司。
1.3 方法

1.3.1 动物造模与脂肪组织采集

将20只C57BL/6小鼠随机分为正常对照组和肥

胖造模组,正常对照组喂以基础饲料,肥胖造模组喂

以高脂肪高营养饲料,小鼠可自由饮水,标准实验性

饲养房温度设为(22±4)
 

℃,相对湿度为40%~
60%,昼夜比12∶12。喂养12周后,脱颈处死小鼠,
并迅速采集性腺脂肪(g-Fat)、腹股沟脂肪(i-Fat)及肾

周脂肪(p-Fat)组织置于液氮,随后将样品转移至

-80
 

℃保存。
1.3.2 细胞培养与诱导分化

在3T3-L1
 

细胞中加入含10%胎牛血清、100
 

U/
mL

 

青霉素、100
 

μg/mL
 

链霉素和2
 

mmol/L
 

L-谷氨

酰胺的DMEM
 

高糖培养液,于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱

中培养。诱导3T3-L1
 

细胞分化的步骤为:待培养的

细胞密度达到80%
 

时,去除高糖培养液,换用诱导液

(DMEM+10%胎牛血清+1.7
 

μmol/L胰岛素+1
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μmol/L
 

地塞米松+0.5
 

μmol/L
 

IBMX)培养3
 

d;随
后诱导液替换为维持液

 

(DMEM+10%胎牛血清+
1.7

 

μmol/L胰岛素)培养3
 

d;最后继续用
 

DMEM
 

高

糖培养液培养。
1.3.3 细胞转染

取生长状态良好的3T3-L1
 

细胞接种于十二孔板

内,每孔细胞数约为1×105 个,细胞融合度达到80%
左右时进行转染实验。将Lipofectamine

 

2000分别与

50
 

nmol/L
 

miR-20b
 

mimic(miR-20b
 

mimic组)、100
 

nmol/L
 

miR-20b
 

inhibitor(miR-20b
 

inhibitor组)和
50

 

nmol/L
 

阴性对照序列(NC组)混合后转染至3T3-
L1细胞中。于37

 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养6
 

h后,
更换新鲜培养基,继续培养24

 

h。为保证转染效果,
转染每2天执行1次。
1.3.4 CCK-8检测

根据
 

CCK-8
 

增殖检测试剂盒操作说明,检测转

染后各组3T3-L1
 

细胞的增殖情况,分别在转染后
 

0、
12、24、48、72

 

h,每孔被处理的细胞中加入
 

10
 

μL
 

CCK-8
 

溶液,细胞培养箱中继续孵育
 

1.5
 

h
 

后,用酶

标仪测定在
 

450
 

nm波长处的吸光度(A)值。
1.3.5 EdU检测

各组3T3-L1细胞转染24
 

h后,将培养液更换10
 

μmol/L
 

EdU溶液,于37
 

℃、5%
 

CO2 的培养箱继续

孵育12
 

h。随后用4%多聚甲醛固定液固定,根据

EdU试剂盒操作说明检测EdU标记的新生成细胞,
由Olympus

 

IX53荧光显微镜采集图片。
1.3.6 油红O染色及胞内三酰甘油水平测定

 

将转染后的3T3-L1
 

细胞进行诱导分化后,在第

8天用
 

PBS冲洗3次,然后4%多聚甲醛室温固定

2
 

h,PBS
 

洗涤3次,再使用油红
 

O
 

工作液室温下染色

1
 

h,PBS
 

清洗3次,每孔加入
 

PBS
 

将油红
 

O
 

着色后

的细胞覆盖,在显微镜下观察
 

3T3-L1
 

细胞的分化情

况,并拍照;接着每孔加200
 

μL异丙醇,振荡5
 

min,
萃取与脂滴结合的油红O,用酶标仪测定在

 

510
 

nm
 

波长处的A值。
1.3.7 实时荧光定量PCR

使用TRizol试剂盒提取脂肪组织和各处理组

3T3-L1细胞总
 

RNA,根据
 

TaqMan􀆿
 

miRNA
 

Re-
verse

 

Transcription试剂盒和Prime
 

ScriptTM
 

RT
 

rea-
gent试剂盒进行反转录分别获取

 

miRNA、mRNA对

应的cDNA。采用qRT-PCR分别检测脂肪组织中

miR-20b和3T3-L1细胞增殖、分化标志基因的表达

情况:(1)TaqMan
 

miRNA
 

Assays试剂盒进行脂肪组

织中 miR-20b检测,以 U6作为内参。反应条件为:
95

 

℃
 

10
 

min;95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

60
 

s,扩增40次。(2)
SYBR

 

Premix
 

Ex
 

TaqⅡ
 

试剂盒检测3T3-L1细胞增

殖、分化相关标志基因的表达情况,以β-actin为内参。
扩增条件为95

 

℃
 

3
 

min;95
 

℃
 

30
 

s,58
 

℃
 

30
 

s,58
 

℃
 

30
 

s,40个循环。使用2-ΔΔCt法来计算miRNA与各基

因mRNA的相对表达水平。引物序列均由上海生物

工程有限公司合成,见表1。
表1  实时荧光定量PCR引物序列

基因 方向 引物序列(5'-3')
产物大小

(bp)

Cyclin
 

D1 正向 GTTGCTGGAATTTTCGGGGT 168

反向 AGCGTCCCTGTCTTCTTTCA

Cyclin
 

E 正向 AGCCTCGGAAAATCAGACCA 159

反向 TCCTGTGCCAAGTAGAACGT

CDK4 正向 GTCAGTTTCTAAGCGGCCTG 181

反向 CACGGGTGTTGCGTATGTAG

CDK2 正向 CCCTTCCCAAAGCCCTTTTC 132

反向 GAAGAGGGGAAGAAGCTGGT

PPARγ 正向 CTCCAAGAATACCAAAGTGCGA 142

反向 GCCTGATGCTTTATCCCCACA

C/EBPα 正向 CAAGAACAGCAACGAGTACCG 126

反向 GTCACTGGTCAACTCCAGCAC

FABP4 正向 TTTCCTTCAAACTGGGCGTG 164

反向 CATTCCACCACCAGCTTGTC

LPL 正向 TGGCGTAGCAGGAAGTCTGA 153

反向 TGCCTCCATTGGGATAAATGTC

ELOVL6 正向 AAGCACGCTCTATCTCCTGTT 116

反向 CTGCGTTGTATGATCCCATGAA

miR-20b 正向 TGTCAACGATACGCTACGA 52

反向 GCTCATAGTGCAGGTAGA

β-actin 正向 TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC 128

反向 TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG

U6 正向 GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT 94

反向 CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT

1.3.8 Western
 

blot
使用蛋白提取试剂盒抽提各处理组3T3-L1细胞

总蛋白,BCA法测定蛋白浓度。10%聚丙烯酰胺凝胶

电泳(PAGE)分离蛋白,切胶并转移至聚偏氟乙烯

(PVDF)膜,
 

5%
 

脱脂奶粉室温封闭
 

4
 

h,分别滴加

Cyclin
 

D1(1∶400)、Cyclin
 

E(1∶400)、CDK2(1∶
300)、CDK4(1∶300)、PPARγ(1∶400)、C/EBPα
(1∶500)、FABP4(1∶500)、LPL(1∶400)、ELOVL6
(1∶500)和β-actin(1∶500)

 

一抗,4
 

℃孵育过夜。滴

加辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔
 

IgG(1∶1
 

000)二
抗,室温孵育

 

2
 

h。采用
 

ECL发光显影,使用Image-
Pro

 

Plus
 

6.0软件分析蛋白质灰度值。
1.3.9 双荧光素酶报告基因分析

野生型(WT-Tcf4)和突变型(MUT-Tcf4)Tcf4
的3'-UTR序列由上海生物工程有限公司设计与合

成。将两种基因片段分别与Psicheck2载体进行连

接,构建Tcf4-3'-UTR双荧光素酶报告基因野生型载

体与突变型载体。使用
 

Lipofactamine
 

2000分别将
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50
 

nmol/L
 

miR-20b
 

mimic或阴性对照序列联合0.1
 

μg
 

MUT-Tcf4-3'-UTR质粒或0.1
 

μg
 

WT-Tcf4-3'-
UTR质粒转染入密度为

 

80%
 

左右的
 

3T3-L1
 

细胞

中,于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中继续培养24
 

h
 

后,根
据双荧光素酶试剂盒操作说明检测各组细胞荧光素

酶活性。
1.4 统计学处理

采用SPSS20.0
 

软件进行统计分析,计量资料以

x±s表示,比较采用独立标本t检验,以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 miR-20b
 

在肥胖小鼠脂肪组织中高表达

造模前,正常对照组和肥胖造模组的小鼠体重差

异无统计学意义(P>0.05,n=10);造模后,肥胖造

模组小鼠和正常对照组小鼠体重分别为(36.56±
3.21)g与(25.12±2.04)g,肥胖造模组小鼠体重较正

常对照组小鼠增加了44.54%,造模成功。
 

qRT-PCR
检测了正常对照组和肥胖造模组小鼠的脂肪组织中

miR-20b的表达水平,结果显示,与正常对照组小鼠

比较,miR-20b在肥胖造模组小鼠g-Fat、p-Fat、i-Fat
均显著高表达(P<0.05或P<0.01),见图1。

  a:P<0.05,b:P<0.01,与正常对照组比较。
 

图1  miR-20b
 

mRNA在不同脂肪组织中的表达水平

  A:qRT-PCR检测各组3T3-L1细胞中miR-20b
 

mRNA的表达水平;B:CCK-8检测各组3T3-L1细胞的增殖情况;C:EdU检测3T3-L1细胞增

殖情况(×200);D:EdU阳性细胞占比统计;E:qRT-PCR检测各组3T3-L1细胞中Cyclin
 

D1、Cyclin
 

E、CDK2、CDK4
 

mRNA表达水平;F:Western
 

blot检测各组3T3-L1细胞中Cyclin
 

D1、Cyclin
 

E、CDK2、CDK4蛋白表达水平;G:Western
 

blot分析图。1:NC组;2:miR-20b
 

mimic组;3:miR-

20b
 

inhibitor组。a:P<0.05,与NC组比较。

图2  miR-20b对3T3-L1细胞增殖的影响
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2.2 miR-20b抑制3T3-L1细胞的增殖

与NC组比较,miR-20b
 

mimic组 miR-20b
 

mR-
NA的表达水平显著增加,而 miR-20b

 

inhibitor组的

表达水平显著降低(P<0.05),图2A,转染成功。与

NC组比较,24、72
 

h时 miR-20b
 

mimic组3T3-L1细

胞的增殖降低;而miR-20b
 

inhibitor具有相反的效果

(P<0.05),图2B。与NC组比较,miR-20b
 

mimic组

EdU阳性细胞比率下降(P<0.05),而 miR-20b
 

in-
hibitor组EdU阳性细胞比率增加(P<0.05),图2C、
D。与NC组比较,miR-20b

 

mimic
 

组的3T3-L1
 

前脂

肪细胞中 Cyclin
 

D1、Cyclin
 

E
 

、CDK2
 

和 CDK4
 

的

mRNA和蛋白表达水平均显著下降(P<0.05);相
反,miR-20b

 

inhibitor组以上细胞因子在 mRNA和

蛋白表达水平上均显著增加(P<0.05),见图2E~
G,说明过表达 miR-20b可能抑制3T3-L1前脂肪细

胞的增殖。
2.3 miR-20b促进前脂肪细胞的分化

与NC组比较,转染 miR-20b
 

mimic、inhibitor可

分别增加或抑制3T3-L1
 

细胞中 miR-20b的 表 达

(P<0.05),见图3A。对转染后诱导分化第
 

8
 

天的

细胞进行油红
 

O
 

染色和三酰甘油分析,结果显示与

NC组比较,miR-20b
 

mimic
 

组细胞分化迹象明显,脂
滴较多较大,三酰甘油水平增加(P<0.05),而 miR-
20b

 

inhibitor组结果与此相反(P<0.05),见图3B、
C。与NC组比较,miR-20b

 

mimic
 

组的3T3-L1细胞

中 PPARγ、C/EBPα、LPL、ELOVL6 和 FABP4 的

mRNA和蛋白表达水平显著增加(P<0.05或P<
0.01),而 miR-20b

 

inhibitor组以上脂肪细胞分化标

志物在mRNA和蛋白表达水平上均显著下降(P<
0.05),图3D~F。

  A:qRT-PCR检测各组3T3-L1细胞miR-20b
 

mRNA的表达水平;B:油红O对各组3T3-L1细胞内脂滴染色(×200);C:各组3T3-L1细胞中

三酰甘油水平;D:RT-PCR检测各组3T3-L1细胞中PPARγ、C/EBPα、FABP4、LPL、ELOVL6
 

mRNA的表达水平;E:Western
 

blot检测各组3T3-
L1细胞中PPARγ、C/EBPα、FABP4、LPL、ELOVL6蛋白的表达水平;F:Western

 

blot分析图。a:P<0.05,b:P<0.01,与NC组比较;1:NC组;2:

miR-20b
 

mimic组;3:miR-20b
 

inhibitor组。

图3  miR-20b对3T3-L1细胞分化的影响
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2.4 miR-20b靶向Tcf4基因调控3T3-L1前脂肪细

胞分化

利用TargetScan和miRanda软件对miR-20b的

靶基因进行预测,结果显示 Tcf4
 

3'-UTR区存在与

miR-20b的互补序列,见图4A。与NC组比较,miR-
20b

 

mimic组 Tcf4
 

mRNA 的相对表达水平显著降

低,而miR-20b
 

inhibitor组Tcf4
 

mRNA相对表达水

平显著增加(P<0.05),见图4B。双荧光素酶报告系

统实验结果显示,与 NC组比较,过表达 miR-20b可

显著抑制野生型Tcf4的3'-UTR荧光素酶活性(P<
0.05),而突变相应的绑定位点后,该抑制作用被解

除,表明miR-20b可直接靶向结合Tcf4,见图4C。

  A:miR-20b与Tcf4靶向关系预测;B:qRT-PCR检测各组3T3-L1
细胞中Tcf4

 

mRNA相对表达水平;C:双荧光素酶基因报告实验分析

各组细胞荧光素酶活性。1:NC组;2:miR-20b
 

mimic组;3:miR-20b
 

inhibitor组。a:P<0.05,与NC组比较。

图4  miR-20b靶向Tcf4基因调控3T3-L1细胞分化

3 讨  论

近年来,关于miRNA与脂肪细胞的生长、发育和

分化的研究越来越多。通过高通量测序技术和 miR-
NA微阵列分析,已鉴定了大量在脂肪细胞中差异表

达的miRNAs,这些miRNAs在脂肪形成过程中扮演

重要角色。例如,miR-26b和 miR-183促进脂肪生

成,miR-185和 miR-709降低脂肪生成并抑制前脂肪

细胞的分化[10-13]。本研究中,笔者发现与饲喂基础饲

料的小鼠相比,miR-20b在高脂饲料诱导的肥胖小鼠

的不同脂肪组织中均显著高表达,暗示 miR-20b可能

与脂质生成相关。
肥胖是脂肪细胞大小和数量增加的结果,前脂肪

细胞经分化产生成熟的脂肪细胞,并存在于脂肪组织

中,因此,控制这一过程可以改善肥胖和肥胖相关综

合征的发生。已有研究表明,miRNAs对3T3-L1细

胞增殖分化具有调控作用[14-15]。本研究通过将 miR-
20b

 

mimic与inhibitor转染到分化期的3T3-L1细胞

中,实验结果证明miR-20b可抑制3T3-L1细胞增殖,
促进其分化及脂滴累积。脂肪细胞的增殖和分化受

到许多因子的调控[16]。通过本研究的qRT-PCR和

Western
 

blot分 析 显 示,过 表 达 miR-20b 可 抑 制

CDK2、CDK4、Cyclin
 

D1、Cyclin
 

E
 

mRNA和蛋白的

表达水平,同时促进PPARγ、C/EBPα、FABP4、LPL、
ELOVL6脂肪细胞分化标志物 mRNA和蛋白的表

达。此外,油红O染色显示,过表达 miR-20b后细胞

分化迹象明显,脂滴增大,而成熟的脂肪细胞具有在

脂滴中以三酰甘油的形式储存多余脂质的能力。通

过三酰甘油分析发现,过表达或抑制 miR-20b可增加

或者降低三酰甘油积累。这些结果均表明,miR-20b
可通过调节增殖、分化关键因子来抑制3T3-L1细胞

增殖并促进细胞分化。
在本研究中,笔者预测到Tcf4的3'UTR含有与

miR-20b种子序列的反向互补序列,在3T3-L1细胞

中过表达或抑制 miR-20b可显著降低或促进 Tcf4
 

mRNA水平,并通过双荧光素酶实验证明了Tcf4是

miR-20b的直接靶基因。Tcf4是 Wnt通路的重要成

员,通过与细胞核内β-catenin相结合介导 Wnt通路

下游的效应[17]。Wnt10b和β-catenin的下调均可导

致脂肪生成的增加,而β-catenin的稳定表达可抑制脂

肪的形成,因此可认为β-catenin/Tcf4信号通路是脂

肪细胞分化的重要调节通路[18]。
综上所述,miR-20b在脂肪组织中的表达水平较

高,其作为潜在脂肪细胞发育的调控因子,不仅可抑

制前体脂肪细胞增殖,同时可通过靶向调节Tcf4的

表达来促进前脂肪细胞分化为成熟的脂肪细胞,此结

果可为肥胖症治疗提供新的研究思路。
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