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摘要：目的 探讨小鼠双微体同源基因 ２（ＭＤＭ２）抑制剂 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 对小鼠脂肪脂代谢功能的影响。 方法 建立

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠高脂饮食诱导肥胖（ＤＩＯ）模型，随机分为对照组：腹腔注射 ＤＭＳＯ，实验组：腹腔注射顺式咪唑啉类

似物 ３ａ （Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ）。 实验期间进行葡萄糖耐量（ＧＴＴ）以及胰岛素耐量（ ＩＴＴ）实验。 实验结束后，分离小鼠附睾脂

肪组织（ｅＷＡＴ）、皮下脂肪组织（ｉＷＡＴ）与棕色脂肪组织（ＢＡＴ），对白色脂肪组织进行苏木精⁃伊红（ＨＥ）染色，观察

脂肪细胞形态变化；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｅＷＡＴ 中脂代谢相关基因表达。 结果 与对照组相比，给予小鼠

Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ处理，增加 ＤＩＯ 小鼠的体质量（Ｐ＜０ ００１）；对葡萄糖耐量和胰岛素敏感性没有影响；脂肪细胞体积减小；下
调白色脂肪中脂滴结合蛋白诱导细胞凋亡 ＤＦＦ４５ 样效应因子 Ｃ（ＣＩＤＥＣ）的表达。 结论 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 通过下调白色脂

肪组织中 ＣＩＤＥＣ 的表达抑制脂滴的形成。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ； ｆａｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ； ＣＩＤＥＣ

　 　 脂肪组织调节机体内能量平衡与稳态［１］，当机

体热量摄入超过消耗时，这种平衡被打破，往往会造

成脂肪细胞肥大以及内脏脂肪组织的堆积［２］，从而

造成肥胖，以致于引起一系列代谢相关疾病的发生，
如糖尿病，动脉粥样硬化等［３］。 脂滴也称为脂质

体，广泛分布于脂肪细胞中，主要的作用为储存脂

类［４］，脂滴的一系列变化与肥胖引起的代谢性疾病

密切相关［５］。 有研究表明，细胞死亡诱导 ＤＦＦＡ 样

效应子 ｃ（ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ⁃ｉｎｄｕｃｉｎｇ ＤＦＦ４５⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ Ｃ，
ＣＩＤＥＣ）在脂肪组织中高表达［６］，且其定位于脂滴表

面［７］，参与脂肪细胞能量代谢。 在之前的研究证明

了小鼠双微体同源基因 ２（ｍｕｒｉｎｅ ｄｏｕｂｌｅ ｍｉｎｕｔｅ ２，
ＭＤＭ２）与肥胖有关［８⁃９］， 顺式咪唑啉类似物 ３ａ
（Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ）作为 ＭＤＭ２ 的抑制剂，已被证明是有效

的抗癌剂［１０］，然而 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 在脂肪代谢中的作用

及调节机制目前报道较少。

１　 材料与方法

１ １　 材料

动物：ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠（中国医学科

学院基础医学研究所实验动物中心）。
主要试剂：葡萄糖粉末（Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；胰岛素

溶液（上海碧云天生物技术有限公司）；高脂饲料

（Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｄｉｅｔｓ 公司）；ＲＩＰＡ 裂解液，ＰＭＳＦ（碧云天

生物 技 术 有 限 公 司 ）； 蛋 白 酶 抑 制 剂 Ｃｏｃｋｔａｉｌ
（Ａｑｌａｂｔｅｃｈ 公司）；Ｔｒｉｓ，ＳＤＳ，甘氨酸（ＡＭＲＥＳＣＯ 公

司）；Ｔｒｉｚｏｌ（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；ＮｏｖｏＳｃｒｉｐｔ Ｐｌｕｓ Ａｌｌ⁃ｉｎ⁃
ｏｎｅ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ（近岸蛋白公

司）；Ｈｉｅｆｆ ＵＮＩＣＯＮ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｂｌｕｅ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（Ｙｅａｓｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）；ＣＩＤＥＣ 抗体

（Ａｂｃｌｏｎａｌ 公司）。
１ ２　 方法

１ ２ １　 小鼠的分组及给药：将 Ｃ５７ 小鼠随机分为对

照组和实验组，每组 ６ 只，对照组腹腔注射 ＤＭＳＯ，实
验组腹腔注射 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ（１０ μｇ ／ ｇ）每 ２ 天注射 １ 次，
使用电子秤进行小鼠体质量的称量并记录。
１ ２ ２　 小鼠葡萄糖耐量实验与胰岛素敏感性实验：
于实验当天上午将小鼠换入干净的笼子并禁食 ６ ～
８ ｈ；禁食完成后，用血糖仪测定空腹初始血糖值，小
鼠适应 ３０ ｍｉｎ 之后，按 ０ ０１ ｍＬ ／ ｇ 给小鼠腹腔注射

葡萄糖或胰岛素溶液。 从注射完毕起开始计时，分
别在第 １５、３０、６０、９０ 和 １２０ ｍｉｎ 测定每只小鼠的血

糖值。
１ ２ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣＩＤＥＣ 蛋白：在取材时所

冻存的组织中加入配制好的蛋白裂解液 ＲＩＰＡ（含
蛋白酶抑制剂 ｃｏｃｋｔａｉｌ 和 ＰＭＳＦ），冰上匀浆后，
４ ℃旋转孵育 １ ｈ，４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，
取蛋白上清到 １ ５ ｍＬ 离心管中，加入 ５ × ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 蛋 白 上 样 缓 冲 液 混 匀 后 金 属 浴 １００ ℃，
１０ ｍｉｎ，冷却后开始上样，进行电泳，浓缩胶 ７０ Ｖ，
３０ ｍｉｎ，分 离 胶 １００ Ｖ， １ ｈ； 使 用 湿 转 法 恒 流

３００ ｍＡ进行转膜，完毕后使用 ５％ 的脱脂奶粉

（ＴＢＳＴ 配制）进行封闭 １ ｈ；一抗 ４ ℃过夜孵育后，
在室温下用 ＴＢＳＴ 洗膜（１００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ ／次，共
３ 次），用相应的二抗在室温下旋转孵育 １ ｈ 并再

次洗膜，将ｅＥＣＬ⁃Ａ和 ｅＥＣＬ⁃Ｂ 按照 １ ∶ １ 的比例等

体积混合，配制为化学发光检测底物工作液，使用

天能化学发光仪进行曝光。
１ ２ ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＣＩＤＥＣ ｍＲＮＡ：将取材时所

冻存的组织使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取脂肪组织总 ＲＮＡ，
并定量 ２ μｇ 将其反转录为 ｃＤＮＡ，并使用 ＰＣＲ 仪进

行扩增， ＰＣＲ 程序为：５０ ℃ 反转录反应 １５ ｍｉｎ，
７５ ℃终止反应 ５ ｍｉｎ；定量取 ０ ５ μＬ 的 ｃＤＮＡ 模

板，并与 ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 以及上下游

引物，配制成 ２０ μＬ 的反应体系，在 ＰＣＲ 仪上完成

扩增及实时荧光定量检测，最终结果以相对定量
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（２－ΔΔＣｑ法）进行计算，得到目的基因相对于内参的

相对表达水平。 引物序列如下：β⁃ａｃｔｉｎ 上游引物：
５′⁃ＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＴＴＧＧＧＴＡＴ⁃３′，下 游 引 物： ５′⁃
ＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＴＧＡＧ⁃３′；鼠 Ｃｉｄｅｃ 上游引

物：５′⁃ＧＴＧＴＣＣＡＣＴＴＧＴＧＣＣＧＴＣＴＴ⁃３′，下游引物：５′⁃
ＣＴＣＧＣＴＴＧＧＴＴＧＴＣＴＴＧＡＴＴ⁃３′； ＰＣＲ 程序为：９５ ℃
预变性 ２ ｍｉｎ；９５ ℃ 变性 １０ ｓｅｃ，６０ ℃ 退火 ／延伸

３０ ｓｅｃ，循环 ４０ 次。
１ ３　 统计学分析

均采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ８ ０ 软件来进行作图与

统计学分析，所有数据结果均用均数±标准差（ｘ±ｓ）
表示，组间比较均采用 ｔ 检验。

２　 结果

２ １　 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 增加高脂饮食所诱导的肥胖

腹腔注射 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 的高脂饮食小鼠，在 ３８ ｄ
后，较对照组体质量有显著增加（Ｐ＜０ ００１）（图 １）。
２ ２　 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 对小鼠葡萄糖耐量和胰岛素敏感性

没有影响

在葡萄糖耐量和胰岛素敏感性实验中，小鼠注

∗Ｐ＜０ ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ．
图 １　 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 促进高脂饮食小鼠体质量增加

Ｆｉｇ １　 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎ ｉｎ ｈｉｇｈ ｆａｔ
　 　 　 ｄｉｅｔ ｍｉｃｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

射葡萄糖或胰岛素后，Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 组小鼠每个时间点

的血糖和曲线下面积（ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ， ＡＵＣ）
较对照组均没有统计显著性差异（图 ２）。
２ ３　 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 诱导小鼠白色脂肪组织的质量无明

显变化

高脂饮食诱导肥胖（ｄｉｅｔ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｂｅｓｉｔｙ， ＤＩＯ）小
鼠在 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 处理 ４８ ｄ 后，其肝脏质量没有变化，附

ＧＴＴ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ； ＡＵＣ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ； ＩＴＴ ｉｎｓｕｌｉｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ Ａ ＧＴＴ ｉｎ ｍｉｃｅ； Ｂ ＡＵＣ ｉｎ ＧＴＴ；
Ｃ ＩＴＴ ｉｎ ｍｉｃｅ； Ｄ ＡＵＣ ｉｎ ＩＴＴ．

图 ２　 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 对小鼠葡萄糖耐量和胰岛素敏感性没有影响

Ｆｉｇ ２　 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｍｉｃｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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陈恩惠　 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 通过抑制 ＣＩＤＥＣ 的表达调控小鼠脂肪功能

睾白色脂肪组织 （ ｅｐｉｄｉｄｙｍａｌ ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ，
ｅＷＡＴ）与皮下白色脂肪组织（ｉｎｇｕｉｎａｌ ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓ⁃
ｓｕｅ， ｉＷＡＴ）的质量与占比无明显增加；二者棕色脂肪

组织（ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ， ＢＡＴ）无明显变化（图 ３）。

２ ４　 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 减少了白色脂肪脂滴的形成

Ｈ＆Ｅ 结果显示，Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 处理后白色脂肪组织

的脂肪细胞体积明显变小，且细胞数量明显增多

（图 ４）。

ｅＷＡＴ ｅｐｉｇｏｎａｄａｌ ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ； ｉＷＡＴ ｉｎｇｕｉｎａｌ ＷＡＴ； ＢＡＴ ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ； Ａ ｌｉｖｅｒ， ｗｈｉｔｅ ａｎｄ ｂｒｏｗｎ ｆａｔ
ｗｅｉｇｈｔｓ ｉｎ ｍｉｃｅ； Ｂ ｔｉｓｓｕｅ ／ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ．

图 ３　 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３对小鼠脂肪组织质量无明显影响

Ｆｉｇ ３　 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｍｉｃｅ（ｘ±ｓ， ｎ＝６）

图 ４　 白色脂肪组织 ＨＥ 染色

Ｆｉｇ ４　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ

２ ５ 　 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 抑制白色脂肪组织中 ＣＩＤＥＣ 的

表达

与对照小鼠相比，Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 组小鼠 ｅＷＡＴ 中诱

导 ＣＩＤＥＣ ｍＲＮＡ 和蛋白质的表达水平明显降低

（Ｐ＜０ ００１）（图 ５）。

３　 讨论

维持脂肪组织的功能正常对于平衡机体能量代

谢是极其重要的。 在正常情况下，脂肪组织除了储

存能量以外，还可承担如调节体温、代谢、内分泌、免
疫等多项生命功能，保持机体稳态。 长期慢性高脂

饮食可诱导脂肪细胞中三酰甘油过多积累诱发脂代

谢紊乱最终导致肥胖，严重危害身体健康。
Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 是 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ 的活性异构体，是一种

ＭＤＭ２ 抑制剂。 有研究表明 ＭＤＭ２ 的表达与营养

Ａ Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＣＩＤＥＣ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｅＷＡＴ；Ｂ Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＣＩＤＥＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ ｅＷＡＴ；∗Ｐ＜０ ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 抑制 ｅＷＡＴ 中 ＣＩＤＥＣ 的表达

Ｆｉｇ ５　 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＣＩＤＥＣ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅＷＡＴ
　 　 　 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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状态相关，脂肪特异性过表达 ＭＤＭ２ 可加重高脂

饮食诱导的脂肪组织功能紊乱［９］ 。 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 可通

过抑制 ＭＤＭ２ 和 ｐ５３ 的相互作用稳定 ｐ５３ 蛋白，
因此可用来诱导细胞周期停滞和细胞凋亡。 本研

究利用高脂饮食诱导小鼠肥胖（ＤＩＯ），同时腹腔注

射 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ，与对照组相比，实验组小鼠的体质量

在３８ ｄ后出现显著增加。 肝质量在两组间无统计

学差异，ｅＷＡＴ 和 ｉＷＡＴ 的质量与对照组相比，有
增加的趋势但是无统计学差异，这可能需要后续

研究增加小鼠样本量进一步确定是否存在统计差

异。 同时病理切片结果显示，与对照组相比，实验

组的脂肪细胞体积明显减小，细胞数量增加，表明

ＭＤＭ２ 抑制剂 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 可能影响机体的白色脂肪

组织功能。 ＣＩＤＥ 家族蛋白是一类脂滴结合蛋白，
包括 ＣＩＤＥＡ，ＣＩＤＥＢ 与 ＣＩＤＥＣ，定位于脂滴表面，
是维持脂质代谢稳态的重要调节因子［１１］ 。 ＣＩＤＥＣ
特异性表达于白色脂肪组织和棕色脂肪组织中，

主要功能是抑制脂质分解，促进细胞内脂质积累

和单室脂滴形成。 有研究表明，ＣＩＤＥＣ 缺陷会显

著减少 ＷＡＴ 中的脂质储存，增加能量消耗［１２］ 。
本研究中，小鼠腹腔注射 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 导致 ｅＷＡＴ 中

ＣＩＤＥＣ 的基因和蛋白水平表达下调，表明Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ
改善了饮食诱导的白色脂肪组织的脂滴增加。
与对照组相比，实验组小鼠体质量增加但白色脂

肪组织中细胞体积减小，脂滴含量减少，这是否

提示发生脂肪重新分布和异位脂肪沉积，有待于

进一步研究。 同时脂肪细胞数量增加，这可能是

机体为了维持脂肪高代谢率产生负反馈调控的

结果。
综上所述，ＭＤＭ２ 抑制剂 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 通过减少白

色脂肪组织中 ＣＩＤＥＣ 的表达来减少饮食诱导的脂

滴增加，改善白色脂肪组织功能。 本研究为 ＭＤＭ２
抑制剂 Ｎｕｔｌｉｎ⁃３ａ 有可能在未来预防饮食诱导的肥

胖症提供新思路。
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