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表达谱芯片分析ＫＣＴＤ１５对３Ｔ３Ｌ１前体脂肪细胞的影响
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中国科学院北京基因组研究所重大疾病基因组和个体化医疗实验室２）

　　［摘要］　目的　通过筛选分析３Ｔ３Ｌ１前体脂肪细胞中 ＫＣＴＤ１５基因敲低后的差异表达基因研究其细胞生物学功
能，探讨ＫＣＴＤ１５基因与肥胖发生的关联。方法 　 ①运用ＲＮＡ干扰技术在３Ｔ３Ｌ１前体脂肪细胞中特异性敲低ＫＣＴＤ１５
基因表达，并用半定量ＲＴＰＣＲ技术检测ＫＣＴＤ１５基因敲低效率。②用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ表达谱芯片检测基因表达。③筛选差异
表达基因后，运用 ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）和 ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ进行功能聚类分析。④挑选部分差异表达基因进行半定量
ＲＴＰＣＲ验证。结果　 ①ＫＣＴＤ１５基因敲低后筛选到８３３个差异表达基因（差异倍数值≥２或≤０．５）。②ＧＯ功能分析显
示差异表达基因主要富集在以下相关通路：细胞黏附（３４个）、细胞骨架组装（２６个）、生物膜组装（２６个）、染色体组装
（２０个）、脂肪细胞分化（６个）；ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ分析则显示半乳糖代谢和二羧酸代谢受到影响。③对 ＭＴＨＦＤ１、ＭＤＨ１、
ＶＳＰ４Ｂ、ＣＵＸ１、ＡＢＣＡ７５个基因表达的半定量ＲＴＰＣＲ与芯片测试结果相符。结论　 ＫＣＴＤ１５基因功能与生物膜和细胞
骨架有关且能够影响细胞能量代谢过程。

　　［关键词］　 ＫＣＴＤ１５基因；３Ｔ３Ｌ１前体脂肪细胞；基因芯片；肥胖
　　［中图法分类号］　Ｒ３９４３３；Ｒ３９４．３；Ｒ５８９．２０２　　 ［文献标志码］　Ａ

［通信作者］　徐梓辉，Ｅｍａｉｌ：ｚｉｈｕｉｘｕ＠ｙｅａｈ．ｎｅｔ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１４０２１９．１１１１．００１．ｈｔｍｌ（２０１４０２１９）

ＥｆｆｅｃｔｏｆＫＣＴＤ１５ｇｅｎｅｏｎ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｂｙｇｌｏｂａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅ
ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ
ＺｈａｎｇＰｅｎｇ１，ＪｉｎＫａｎｇｘｕａｎ２，ＣｈｅｎＹｕｓｈｅｎｇ２，ＸｕＺｉｈｕｉ１，３（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，３ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＩｎｔｅｇｒａｔｅｄＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＸｉｎｑｉａｏＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３７；２ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＭａｊｏｒＤｉｓｅａｓｅＧｅｎｏｍｉｃｓ
ａｎｄＰｅｒｓｏｎａｌｉｚｅｄＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＢｅｉｊｉｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＧｅｎｏｍｉｃｓ，ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，１０００２９，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｗｉｔｈｎｏｒｍａｌａｎｄ
ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌｔｅｔｒａｍｅｒｉｓａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１５（ＫＣＴＤ１５）ａｎｄａｎａｌｙｚｅｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ（ＤＥＧｓ）ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＫＣＴＤ１５ａｎｄｏｂｅｓｉｔｙ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＲＮＡｉ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙｄｅｃｒｅａｓｅＫＣＴＤ１５ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅ．Ｔｈｅｎ
ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＰＣＲｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｃｏｎｆｉｒｍｔｈｅＫＣＴＤ１５ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ．Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎｅｓａｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｅｖｅｌｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭｏｕｓｅＷＧ６Ｖ２．０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｅａｄｃｈｉｐ
（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）．Ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｃｈｉｐｄａｔａ，ｔｈｅＤＥＧｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｏｕｔａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｆｏｌｄｃｈａｎｇｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓ．Ｔｈｅ
ｏｂｔａｉｎｅｄＤＥＧｓｗｅｒｅｆｕｒｔｈｅｒａｎａｌｙｚｅｄｔｈｒｏｕｇｈ２ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｏｆｔｗａｒｅｓ，ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）ａｎａｌｙｓｉｓａｎｄ
ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ．ＳｅｖｅｒａｌＤＥＧｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｆｏｒｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＰＣＲ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｔｏｔａｌｏｆ８３３ＤＥＧｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎＫＣＴＤ１５ｋｎｏｃｋｄｏｗｎＲＮＡｓａｍｐｌｅ（Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ≥２ｏｒ
≤０．５）．ＧＯａｎａｌｙｓｉｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔＤＥＧｓｗｅｒｅｅｎｒｉｃｈｅｄｉｎｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ：ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎ（３４），
ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ（２６），ｍｅｍｂｒａｎｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ（２６），ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ（２０）ａｎｄｆａｔｃｅｌｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ（６）．ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙａｎａｌｙｓｉｓｍａｐｐｅｄＤＥＧｓｉｎｔｏ２ｐａｔｈｗａｙ，ｇａｌａｃｔｏｓｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍａｎｄｇｌｙｏｘｙｌａｔｅ
ａｎｄｄｉｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ．Ｆｉｎａｌｌｙ，ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｖｅｒｉｆｙｔｈｅｃｈｉｐ
ｄａｔａｏｎｇｅｎｅｓＭＴＨＦＤ１，ＭＤＨ１，ＶＳＰ４Ｂ，ＣＵＸ１ａｎｄＡＢＣＡ７．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＫＣＴＤ１５ｇｅｎｅｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏ
ｂｉｏｍｅｍｂｒａｎｅａｎｄｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ，ａｎｄａｆｆｅｃｔｓｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｐｒｏｃｅｓｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　 ＫＣＴＤ１５ｇｅｎｅ；３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ；ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｃｈｉｐ；ｏｂｅｓｉｔｙ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＸｕＺｉｈｕｉ，Ｅｍａｉｌ：ｚｉｈｕｉｘｕ＠ｙｅａｈ．ｎｅｔ

７３９
第３６卷第９期
２０１４年５月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．９
Ｍａｙ１５　２０１４



　　肥胖作为引起２型糖尿病、心血管疾病、高血压病、
心理疾病、癌症等慢性疾病发生的主要危险因素之一，

已成为全世界的公共卫生问题。学者普遍认为肥胖的

发病率逐年快速提高除与环境、行为、生活方式等因素

相关外，遗传因素也扮演了重要的角色，其相关研究逐

渐成为各国学者关注的焦点。最新的统计数据表明，超

过１０００个基因位点的突变与异常和肥胖相关［１］；２００９
年基于大量人群的全基因组关联研究（ｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓｔｕｄｉｅｓ，ＧＷＡＳ）表明 ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ
ｔｅｔｒａｍｅｒｉｓａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１５（ＫＣＴＤ１５基因）与
肥胖相关［２］。大量的人群调查也证实了ＫＣＴＤ１５基因
与肥胖的相关性［３－４］。已知ＫＣＴＤ１５基因编码的蛋白
含有２８３个氨基酸。ＫＣＴＤ１５蛋白的 Ｎ端包含 ＢＴＢ／
ＰＯＺ结构域，保守的 Ｃ末端可能存在选择性剪切形
式。然而有关ＫＣＴＤ１５基因参与肥胖发生的分子机制
还不清楚。因此，本研究将通过表达谱芯片检测

ＫＣＴＤ１５基因敲低后细胞转录组水平的变化，结合生
物信息学分析筛选差异表达基因，从而进一步探究

ＫＣＴＤ１５基因与肥胖相关性的分子机制，为寻找新的
肥胖症治疗的靶点提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　小鼠３Ｔ３Ｌ１前体脂肪细胞系购于中国科学院上海生物化
学与细胞生物学研究所。ＤＭＥＭ培养基、ＯＰＴＩＭＥＭ培养基均
购于美国Ｇｉｂｃｏ公司；胰蛋白酶（ｔｒｙｐｓｉｎ）购于 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公
司；新生小牛血清（ｎｅｗｂｏｒｎｃａｌｆｓｅｒｕｍ，ＮＢＣＳ）购于 ＨｙＣｌｏｎｅ公
司；转染试剂购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＴＲＩＲｅａｇｅｎｔ购于 Ａｍｂｉｏｎ公
司；ＫＣＴＤ１５基因及阴性对照ｓｉＲＮＡ为上海吉玛公司合成；逆转
录试剂盒购于Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；引物由华大基因公司合成。
１．２　方法
１．２．１　小鼠３Ｔ３Ｌ１前体脂肪细胞的培养　　将３Ｔ３Ｌ前体脂
肪细胞接种于 ＤＭＥＭ完全培养基中（ＤＭＥＭ培养基原 ＋１０％
新生小牛血清 ＋青霉素１００Ｕ／ｍＬ＋链霉素１００ｍｇ／ｍＬ），在
３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养。当细胞密度约９０％时即可进行
细胞传代。

１．２．２　瞬时转染实验　　ＫＣＴＤ１５基因特异 ｓｉＲＮＡ序列和非
特异ｓｉＲＮＡ序列均为上海吉玛公司设计合成；总共设计了３条
针对ＫＣＴＤ１５基因的 ＲＮＡｏｌｉｇｏ，序列如下所示：①５′ＧＡＣＧＵ
ＣＡＡＡＡＣＵＧＣＵＧＣＵＵＴＴ３′；② ５′ＣＡＡＣＵＧＣＵＧＵＣＣＧＧＡＵＡＡＡ
ＴＴ３′；③５′ＧＧＣＵＡＣＵＧＵＡＧＡＣＵＣＡＡＣＵＴＴ３′；非特异 ｓｉＲＮＡ
作为阴性对照，序列为：５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３′。
挑选生长状态良好的３Ｔ３Ｌ１前体脂肪细胞以３０％的密度接种
于６ｃｍ培养皿中。培养２４ｈ后，按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司说明书方
法瞬时转染细胞，培养４８ｈ后收集细胞，并用ＴＲＩＲｅａｇｅｎｔ试剂
提取总ＲＮＡ用于ＰＣＲ和基因芯片实验。
１．２．３　半定量ＲＴＰＣＲ法检测基因表达量　　用取１μｇＲＮＡ
以Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）为引物进行逆转录合成ｃＤＮＡ，逆转录反应体系为
２０μＬ。按照逆转录试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ，Ｋ１６１１）说明书要求混
合各组分后条件反应如下：４２℃ ６０ｍｉｎ；７２℃ １０ｍｉｎ；１０℃
１０ｍｉｎ。取逆转录所得的 １μＬｃＤＮＡ为模板进行半定量

ＲＴＰＣＲ反应，反应体系为３０μＬ。引物序列及 ＰＣＲ产物大小
如表１所示；ＲＴＰＣＲ反应试剂购自北京艾德莱公司。反应循
环条件为：９５℃ 预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ；５５℃退火３０ｓ；
７２℃延伸 ３０ｓ；共计 ４０个循环（ＫＣＴＤ１５）／３０个循环（ＭＴＨ
ＦＤ１、ＭＤＨ１、ＡＢＣＡ７、ＣＵＸ１、ＶＰＳ４Ｂ）／２５个循环（βａｃｔｉｎ）；终末
延伸７２℃ １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经３％琼脂糖凝胶电泳后，用美
国ＢｉｏＲａｄ公司ＧＤＳ８００型凝胶成像系统扫描。

表１　ＲＴＰＣＲ所用引物序列信息
引物 引物序列 产物大小（ｂｐ）
ＫＣＴＤ１５ ５′ＡＴＧＧＧＧＡＧＡＴＴＴＴＣＣＧＣＴＡＣ３′ １６６

５′ＧＧＧＧＣＴＣＣＴＧＣＴＴＴＡＴＣＣ３′
βａｃｔｉｎ ５′ＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＡＧＣＣＡＴＣＣ３′ ２２４

５′ＣＴＣＴＣＡＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ３′
ＭＴＨＦＤ１ ５′ＣＡＴＴＧＡＧＡＡＧＡＣＴＧＡＣＣＣＣ３′ ４７５

５′ＴＡＣＣＡＧＣＴＴＧＡＧＴＧＣＡＡＴＣＣ３′
ＭＤＨ１ ５′ＡＴＣＡＴＴＣＴＴＧＴＧＣＴＧＴＴＧＧ３′ ４３３

５′ＡＴＴＣＴＴＴＡＣＡＴＣＡＴＣＡＧＣＧＧ３′
ＡＢＣＡ７ ５′ＧＣＣＴＧＴＣＣＣＴＣＡＡＴＴＧＧＴＡＣ３′ ４２８

５′ＣＡＧＡＡＡＧＴＣＴＴＴＧＡＴＡＧＣＣ３′
ＣＵＸ１ ５′ＴＴＡＡＧＧＧＡＡＣＡＧＣＴＣＴＣＡＴＣＧ３′ ３０８

５′ＴＴＣＡＣＴＴＣＴＴＣＡＴＡＧＴＣＡＧＣＣ３′
ＶＰＳ４Ｂ ５′ＡＣＣＡＴＣＧＴＧＴＴＡＴＴＴＣＡＡＴＧ３′ ３２５

５′ＡＧＣＣＡＡＡＡＧＴＡＧＧＴＴＡＴＡＧＣ３′

１．２．４　表达谱芯片检测基因表达量　　为了保证结果的客观
性、准确性及可重复性，在相同条件下重复２次 ＫＣＴＤ１５基因
敲低实验，分别提取２组ＲＮＡ标本用于芯片检测；实验所用试
剂及步骤参照ｉｌｌｕｍｉｎａＭｏｕｓｅＷＧ６Ｖ２．０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｅａｄｃｈｉｐ芯
片配套的使用说明，主要步骤包括：ＲＮＡ样品稀释、第一链
ｃＲＮＡ合成、第二链 ｃＤＮＡ合成、双链 ｃＤＮＡ纯化、体外转录合
成ｃＲＮＡ、ｃＲＮＡ纯化／定量、芯片过夜杂交、芯片清洗染色、扫
描。通过芯片扫描软件ＢｅａｄａｒｒａｙＲｅａｄｅｒ（ｉｌｌｕｍｉｎａ）对芯片灰度
扫描，对扫描结果使用 Ｇｅｎｏｍｅｓｔｕｄｉｏ（ｉｌｌｕｍｉｎａ）进行分析，得到
芯片上每个基因点的原始信号值。用Ａｖｅｒａｇｅ方法将对照组与
敲低组样品分别均一化后得到 Ａｖｇ＿Ｓｉｇｎａｌ，ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＰｖａｌ等数
据进行筛选分析：将实验组与对照组的数据比较，若其中任何

一组中 ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＰｖａｌ＜０．０５即为有效基因。使用 Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ
方法：≥２或≤０．５为筛选比例得到的基因即为差异表达基因
（ＤＥＧ）。芯片实验和分析部分均由北京怡美通德科技发展有
限公司完成。

２　结果

２．１　３Ｔ３Ｌ１前体脂肪细胞ＫＣＴＤ１５基因敲低效率检测
　　使用针对ＫＣＴＤ１５基因的特异ｓｉＲＮＡ转染细胞（实验组），
４８ｈ后收集细胞提取ＲＮＡ。与使用非特异性 ｓｉＲＮＡ转染细胞
（对照组）相比，实验组中的３Ｔ３Ｌ１前体脂肪细胞中 ＫＣＴＤ１５
基因表达明显降低（图 １）。使用此有 ＫＣＴＤ１５敲低效果的
ＲＮＡ样品进行下一步的表达谱芯片分析。
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１：对照组；２：实验组
图１　ＲＴＰＣＲ检测ＫＣＴＤ１５基因敲低后２组细胞中ＫＣＴＤ１５的

ｍＲＮＡ表达水平
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２．２　表达谱芯片检测结果
　　通过上述方法总共筛选到 ４５３个上调基因和３８６个下调
基因。除去针对同一基因的不同探针间的矛盾结果，总共筛选

到的差异表达基因有８３３个。表２分别列出了５个有代表性
的上调／下调基因。

表２　分别选取的５个上调和下调基因差异倍数值

基因名称 基因 ＩＤ 差异倍数值

ＣＬＮ８ ２６８８９ ４．１８

ＣＮＮ１ １２７９７ ３．１７

ＡＢＣＡ７ １０３４７ ２．４６

ＫＣＮＮ４ １６５３４ ２．０８

ＤＬＣ１ ５０７６８ ２．０６

Ｇ６ＰＣ １４３７７ ０．４６

ＶＰＳ４Ｂ ２０４７９ ０．３４

ＭＤＨ１ １７４４９ ０．２７

ＭＴＨＦＤ１ １０８１５６ ０．２４

ＡＫＲ１Ｂ３ １１６７７ ０．１５

２．３　差异表达基因的生物信息学分析
　　为进一步探索受 ＫＣＴＤ１５基因敲低影响的差异表达基因
参与哪些细胞功能，我们通过 ＤＡＶＩＤ网站将这些基因按生物
学过程（ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｃｅｓｓ）进行了分类。图２为 ＧＯ分析的结
果，表明差异表达基因功能主要富集在细胞骨架组装、生物膜组

装、细胞黏附以及染色体组装等４类，但对于脂肪细胞分化相关
的基因影响较小。按照差异表达基因的细胞定位分类后，发现

绝大多数差异表达基因编码的蛋白位于细胞膜和细胞骨架上。
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每个点表示１个富集的ＧＯ结点，结点的大小与结点中包含的基因
数量成正比；点与点之间的边越粗表示两个结点之间重合的基因

越多；具有类似功能的ＧＯ结点被划分为一类，并用圆圈包围显示
图２　ＤＡＶＩＤＧＯ分析按生物学过程分类的结果

　　ＫＥＧＧ通路分析表明受ＫＣＴＤ１５基因影响的基因主要可以
富集到半乳糖代谢（Ｐ＝０．０２５）和二羧酸代谢２条通路中（Ｐ＝
０．０６５）。富集到二羧酸代谢通路的基因包括 ３个，分别是
ＭＴＨＦＤ１、ＣＳＬ、ＭＤＨ１；富集到半乳糖代谢通路的也包括３个，
分别是Ｂ４ＧＡＬＴ１、Ｇ６ＰＣ、ＡＫＲ１Ｂ３。
２．４　半定量 ＲＴＰＣＲ验证部份差异表达基因的表达

变化
　　根据芯片检测分析结果，选取部分差异表达基因进行半定
量ＰＣＲ验证。如图３所示，ＭＴＨＦＤ１、ＭＤＨ１和 ＶＰＳ４Ｂ的表达
量降低，ＣＵＸ１和ＡＢＣＡ７的表达量升高，与芯片测试结果一致。
验证的结果进一步证明了芯片检测结果真实可靠。
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１：对照组；２：实验组
图３　半定量ＲＴＰＣＲ验证基因ＭＴＨＦＤ１、ＭＤＨ１、ＶＰＳ４Ｂ、ＣＵＸ１、

ＡＢＣＡ７的ｍＲＮＡ表达水平

３　讨论

　　到目前为止，虽然对于 ＫＣＴＤ１５基因的功能研究
主要集中在斑马鱼［５－６］、非洲蟾蜍［７］等低等生物中，但

小鼠模型的研究结果证实了ＫＣＴＤ１５在不同组织中的
表达量受到饮食因素的影响［８－９］。２０１３年，以小鼠
３Ｔ３Ｌ１前体脂肪细胞为模型的最新研究结果表明
ＫＣＴＤ１５基因在脂肪细胞分化前期有重要作用，敲低
ＫＣＴＤ１５基因将抑制小鼠 ３Ｔ３Ｌ１前体脂肪细胞的分
化［１０］。本研究通过表达谱芯片检测和生物信息学分

析在３Ｔ３Ｌ１细胞中总共筛选到８３３个受 ＫＣＴＤ１５基
因影响的差异表达基因。ＧＯ功能聚类分析的结果显
示主要是与膜组装和细胞骨架组装相关的基因受到影

响；与脂肪细胞分化相关的经典基因只有６个受到影
响，该结果提示 ＫＣＴＤ１５的基因功能并不完全依赖于
已知的经典脂肪分化机制。ＫＥＧＧ通路分析结果则显
示差异表达基因主要参与二羧酸代谢通路和半乳糖代

谢通路。这说明ＫＣＴＤ１５基因能通过影响细胞能量代
谢过程调节脂肪细胞分化乃至肥胖的发生。对这些基

因已知的功能进行分析将为阐释ＫＣＴＤ１５基因的细胞
功能提供有力依据。

　　ＭＴＨＦＤ１编码一种分布在细胞质中参与叶酸代谢
的酶。ＭＴＨＦＤ１具有 ３种酶活性催化由四氢叶酸至
５，１０亚甲基四氢叶酸的转化，ＭＴＨＦＤ１催化的反应在
胸腺苷酸和甲硫氨酸的合成中起重要作用［１１］。ＭＴＨ
ＦＤ１功能的异常将引起多种疾病，其中 ＭＴＨＦＤ１基因
Ｇ１９５８Ａ的突变被报道与多种癌症相关，包括胃癌、乳
腺癌、肺癌等［１２］。叶酸代谢通路的异常也能导致胸腺

苷酸合成降低，增加尿苷酸被错误加入合成ＤＮＡ的几
率，引起突变甚至 ＤＮＡ双链断裂等，此外甲硫氨酸的
减少会降低细胞内 ＡｄｏＭｅｔ水平，引起 ＤＮＡ甲基化模
式的改变，在表观遗传层面影响细胞功能［１３］。ＭＴＨ
ＦＤ１表达量在 ＫＣＴＤ１５敲低之后表现为下降，这一结
果提示 ＫＣＴＤ１５能够影响 ＭＴＨＦＤ１介导的叶酸代谢
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途径，从而影响ＤＮＡ合成以及甲基化模式。
　　ＭＤＨ１编码的是一种苹果酸脱氢酶。ＭＤＨ１在细
胞中广泛分布，ＭＤＨ１可以利用ＮＡＤ或ＮＡＤＨ作为辅
酶催化草酰乙酸与苹果酸之间的可逆转化，主要参与

三羧酸（ＴＣＡ）循环、光合作用、Ｃ４循环等重要代谢途
径［１４］。因此，ＭＤＨ１的功能缺失将极大地影响细胞的
正常能量代谢。２０１２年，Ｋｉｍ等［１５］研究显示 ＭＤＨ１
的乙酰化修饰能够促进３Ｔ３Ｌ１细胞成脂分化过程：乙
酰化的ＭＤＨ１酶活性增强，促使柠檬酸穿梭循环向合
成甘油三酯方向倾斜，促进脂肪分化，并且细胞中过表

达ＭＤＨ１也能够促进成脂相关基因 ＰＰＡＲγ的表达。
相反，ＫＣＴＤ１５敲低之后ＭＤＨ１的表达量下降，显示甘
油三酯的合成和脂肪细胞分化受到抑制。该结果提示

ＫＣＴＤ１５基因能够影响 ＭＤＨ１参与的脂质合成调节
３Ｔ３Ｌ１细胞分化。
　　ＶＰＳ４Ｂ编码的蛋白属于ＡＡＡ家族，在溶酶体降解
途径中重要作用，而溶酶体的功能是介导配体引发的

膜受体降解过程。有关ＶＰＳ４Ｂ的功能机制还不明确，
有文章报道ＶＰＳ４Ｂ中的ＭＩＴ结构域能够介导蛋白蛋
白相互作用［１６］，ＶＰＳ４Ｂ也参与细胞分裂的调控［１７］。

也有报道称ＶＰＳ４Ｂ表达的降低会引起许多糖酵解酶
的降低［１８］。因此，ＫＣＴＤ１５基因敲低之后ＶＰＳ４Ｂ表达
量下降表明其能间接的影响糖代谢途径或细胞分裂。

　　ＣＵＸ１编码一种转录调控因子，能结合ＤＮＡ上序列
为ＣＣＡＡＴ的转录调控元件，存在多种形式的 Ｉｓｏｆｏｒｍ。
ＣＵＸ１被认为与瘦素受体信号通路和肥胖症相关，
ＣＵＸ１调控的靶基因包括与肥胖相关的 ＲＰＧＲＩＰ１Ｌ和
ＦＴＯ，据推测 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＬ可能通过将 ＣＵＸ１降解为
ｐ１１０ＣＵＸ１Ｉｓｏｆｏｒｍ后激活 ＲＰＧＲＩＰ１Ｌ和 ＦＴＯ的表
达［１９］。ＣＵＸ１表达量的变化提示ＫＣＴＤ１５基因可以通
过调节转录因子参与肥胖症的发生。

　　ＡＢＣＡ７编码的蛋白属于ＡＢＣＡ亚家族，与ＡＢＣＡ１具
有很高的同源性。有关ＡＢＣＡ７的功能主要集中在研究
其与阿尔兹海默证的关系，但也有的报道显示 ＡＢＣＡ７
参与细胞内的脂质和胆固醇运输［２０］。这也提示了

ＫＣＴＤ１５基因能够通过影响脂质运输影响脂肪细胞分化。
　　综上所述，我们发现 ＫＣＴＤ１５能够影响与脂质合
成、运输，ＤＮＡ合成，ＤＮＡ甲基化以及转录因子的基因
表达。这些结果不仅为阐释 ＫＣＴＤ１５功能提供了证
据，也为建立ＫＣＴＤ１５与肥胖发生相关性的分子机制
提供了重要依据，但 ＫＣＴＤ１５蛋白的细胞定位和在脂
肪前体细胞中的互作蛋白还不清楚，因此，有关

ＫＣＴＤ１５更具体的机制还有待进一步的研究。
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