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ＫＣＴＤ１５基因调控３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化的研究
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　　［摘要］　目的　探讨含钾通道四聚化结构域１５（ＫＣＴＤ１５）基因在３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化过程中的作用。方法　
①采用半定量逆转录ＰＣＲ检测在３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化过程中ＫＣＴＤ１５ｍＲＮＡ表达变化。②在３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞
增殖早期通过ＲＮＡ干扰技术靶向敲低ＫＣＴＤ１５基因的表达，在靶向敲低ＫＣＴＤ１５基因后的转染ＫＣＴＤ１５ｓｉＲＮＡ４８ｈ后通
过半定量逆转录ＰＣＲ验证ＫＣＴＤ１５基因的敲低效果。用油红Ｏ染色法观察ＫＣＴＤ１５敲低后３Ｔ３Ｌ１细胞第０天和第１０天
的细胞形态学改变。③采用半定量逆转录ＰＣＲ检测ＫＣＴＤ１５基因敲低后ＰＰＡＲγ、Ｃ／ＥＢＰα、Ｃ／ＥＢＰβ、Ｃ／ＥＢＰδ成脂基因的
变化。结果　 在３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化过程中，ＫＣＴＤ１５ｍＲＮＡ表达水平逐渐降低（Ｐ＜０．０５）；ＫＣＴＤ１５敲低能显著抑
制３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化；ＫＣＴＤ１５敲低后ＰＰＡＲγ、Ｃ／ＥＢＰα、Ｃ／ＥＢＰβ、Ｃ／ＥＢＰδ成脂基因无明显变化。结论　在分化早
期阶段敲低ＫＣＴＤ１５基因能抑制３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化。
　　［关键词］　 ＫＣＴＤ１５基因；３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞；细胞分化；肥胖
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　　肥胖症是在遗传和各种环境因素相互作用下引起
能量摄取消耗不平衡，机体出现异常的脂肪积累的代

谢紊乱状态，其特征性表型为脂肪细胞数目增多和体

积增大［１］。

　　到目前为止，超过６００个基因位点和候选基因被

发现与肥胖相关。２００９年对大量人群进行全基因组
关联研究（ＧＷＡＳ）分析筛选出含钾通道四聚化结构域
１５（ＫＣＴＤ１５）基因与体质指数（ＢＭＩ）相关［２］，后续对

大量的人群调查也证实了ＫＣＴＤ１５基因与肥胖的相关
性［３－７］。但到目前为止，对 ＫＣＴＤ１５在３Ｔ３Ｌ１脂肪前
体细胞分化过程中的作用尚少见报道。本研究旨在检

测３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化过程中 ＫＣＴＤ１５基因的
表达变化，观察ＫＣＴＤ１５基因敲低后对３Ｔ３Ｌ１脂肪前
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体细胞分化的影响，初步探讨其作为肥胖基因治疗靶

点的意义。

１　材料与方法

１．１　材料
　　小鼠３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞系购自中国科学院上海生物化
学与细胞生物学研究所，ＤＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，
油红Ｏ染料、胰蛋白酶、胰岛素、地塞米松、３异丁基１甲基黄
嘌呤（３ｉｓｏｂｕｔｙｌ１ｍｅｔｈｙｌｘａｎｔｈｉｎｅ，ＩＢＭＸ）均购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ
公司，新生胎牛血清（ｎｅｗｂｏｒｎｃａｌｆｓｅｒｕｍ，ＮＢＣＳ）购自 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司，胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｃａｌｆｓｅｒｕｍｇｏｌｄ，ＦＢＳ）购自 ＰＡＡ公
司，ＫＣＴＤ１５ｓｉＲＮＡ由上海吉玛公司合成，ＫＣＴＤ１５抗体购自
Ｓｉｇｍａ公司，逆转录试剂盒购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，组织甘油三酯
酶法测定试剂盒购自普利莱公司，ｒＴａｑ酶购自ＴａＫａＲａ公司，引
物由上海生物生工技术有限公司合成。

１．２　方法
１．２．１　３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞培养及诱导分化　　根据３Ｔ３Ｌ１
脂肪前体细胞培养和诱导分化方案［８］，用完全培养基［ＤＭＥＭ
培养基＋１００ｍＬ／Ｌ新生胎牛血清＋青霉素１００Ｕ／ｍＬ＋链霉素
１００ｇ／ｍＬ＋非必需氨基酸（ＮＥＡＡ）１００Ｕ／ｍＬ］在 ３７℃孵箱
（５０ｍＬ／ＬＣＯ２）中培养，每２天换液１次。细胞融合度在５０％
时被接种在６孔板中，待细胞长至完全融合后２ｄ（第０天），开
始换诱导液Ⅰ［含有０．５ｍｏｌ／ＬＩＢＭＸ＋１０μｍｏｌ／Ｌ地塞米松＋
１０μｇ／ｍＬ胰岛素的 ＦＢＳ培养基（ＤＭＥＭ＋１００ｍＬ／Ｌ胎牛血
清＋青霉素 １００Ｕ／ｍＬ＋链霉素 １００μｇ／ｍＬ＋非必需氨基酸
１００Ｕ／ｍＬ）］诱导分化４８ｈ，诱导液Ⅱ（含有１０μｇ／ｍＬ胰岛素
的ＦＢＳ培养基）诱导分化４８ｈ，完全培养基继续培养，每２天换
液１次，至第１０天７０％～８０％的细胞已分化为成熟的脂肪细
胞。在细胞诱导分化的第 ２、５、１０天分别收集细胞，存放于
－８０℃ 低温冰箱中保存。
１．２．２　３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞的鉴定（油红 Ｏ染色法）　　鉴
定配置３０ｇ／Ｌ的油红Ｏ染料为储存液，使用时将其以６∶４的比
例与蒸馏水混合为工作液，ＰＢＳ冲洗细胞，在 １０％甲醛中固定
１ｈ，０．３５％的油红异丙醇溶液用等体积的水稀释后，分别取第
０、１０天的细胞加入固定好的细胞中，然后冲洗，油红 Ｏ染色
１ｈ，蒸馏水冲洗至背景透明。染色后观察并拍照，经计算机扫
描后 ，进行图像分析 ，以红色所占的比例表示 ３Ｔ３Ｌ１前脂肪
细胞的分化率。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ方法检测 ３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞中 ＫＣＴＤ１５
ｍＲＮＡ的表达水平及 ＫＣＴＤ１５敲低后成脂基因的变化　　用
Ｔｒｉｚｏｌ提取细胞的总 ＲＮＡ，以 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８为引物进行逆转录，
逆转录反应体系２５μＬ。取１μｇＲＮＡ按照试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ，
Ｋ１６１１）说明书要求进行逆转录合成 ｃＤＮＡ，混合后按下列条件
反应：２５℃ ５ｍｉｎ，４２℃ ６０ｍｉｎ，７０℃ ５ｍｉｎ。取逆转录产物
１μＬ为模板进行ＰＣＲ扩增，反应体系为２５μＬ。引物由上海生
物生工公司合成，ＫＣＴＤ１５上游 ５′ＡＴＧＧＧＧＡＧＡＴＴＴＴＣＣＧＣＴＡＣ
３′，下游：５′ＧＧＧＧＣＴＣＣＴＧＣＴＴＴＡＴＣＣ３′，产物长度１６６ｂｐ；过氧
化物酶体增殖物激活受体 α（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａ，ＰＰＡＲγ）上游：５′ＧＡＣＣＡＣＴＣＧＣＡＴＴＣＣＴＴＴ３′，
下游：５′ＧＧＣＡＴＴＧＴＧＡＧＡＣＡＴＣＣＣ３′，产物长度４５９ｂｐ；ＣＣＡＡＴ

增强子结合蛋白（ＣＣＡＡＴ／ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，Ｃ／ＥＢＰ）α上
游：５′ＣＣＣＣＡＣＴＴＧＣＡＧＴＴＣＣＡＧＡＴ３′，下游：５′ＣＧＴＴＧＣＧＴＴ
ＧＴＴＴＧＧＣＴＴＴ３′，产物长度３２８ｂｐ；Ｃ／ＥＢＰβ上游：５′ＡＣＣＡＣ
ＧＡＣＴＴＣＣＴＣＴＣＣＧＡＣ３′，下游：５′ＴＣＡＧＣＴＴＧＴＣＣＡＣＣＧＴＣＴＴＣ
３′，产物长度 ４１７ｂｐ；Ｃ／ＥＢＰδ上游：５′ＣＴＧＴＧＣＣＡＣＧＡＣＧＡ
ＡＣＴＣＴＴ３′，下游：５′ＴＧＣＡＧＣＴＴＣＴＣＧＴＴＣＴＣＧ３′，产物长度
４７６ｂｐ；内参照 βａｃｔｉｎ基因上游：５′ＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＡＧＣ
ＣＡＴＣＣ３′，下游：５′ＣＴＣＴＣＡＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ３′，产物长度
２２４ｂｐ。循环条件为预变性９５℃ ５ｍｉｎ，变性９５℃ ３０ｓ，退火
５５℃ ３０ｓ，延伸７２℃ ３０ｓ，终末延伸７２℃ １０ｍｉｎ，共４０个循
环（ＫＣＴＤ１５）／２５个循环（βａｃｔｉｎ等）。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
描定量并摄像电泳条带的灰度，以确定扩增产物的相对量。采

用ＢｉｏＲａｄＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析软件分析数据，通过 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ软件定量，获得各电泳条带的光密度值［Ｄ（２６０）］，以
βａｃｔｉｎ的Ｄ（２６０）作为内参照，计算 ＫＣＴＤ１５基因的相对表达
量并进行半定量分析。

１．２．４　瞬时转染实验　　小鼠ＫＣＴＤ１５ｓｉＲＮＡ和非特异ｓｉＲＮＡ
由上海吉玛公司设计合成，ＫＣＴＤ１５所有的 ｓｉＲＮＡ序列如下所
示：①５′ＧＡＣＧＵＣＵＣＡＡＡＡＣＵＧＣＵＧＣＵＵ３′，②５′ＣＡＡＣＵＧＣＵ
ＧＵＣＣＧＧＡＵＡＡＡ３′，③５′ＧＧＣＵＡＣＵＧＵＡＧＡＣＵＣＡＡＣＵ３′；非特
异ｓｉＲＮＡ，５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵ３′。将生长状态良好
的３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞接种于６孔板内，每个孔内的细胞分
布约４０％，２４ｈ后细胞占据整个孔的６０％左右，按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司阳离子脂质体转染法说明书瞬时转染３条序列混合好的
ＫＣＴＤ１５ｓｉＲＮＡ，非特异性 ｓｉＲＮＡ作为空白对照。转染后继续
培养１２ｈ后吸取原有培养基，加入３ｍＬＦＢＳ培养基继续培养
４８ｈ后，收集细胞，提取总ＲＮＡ用于半定量ＲＴＰＣＲ实验，提取
总蛋白用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。收集诱导后第１０天的细胞进
行油红Ｏ染色及甘油三酯分析。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＫＣＴＤ１５蛋白转染效率　　分别收集
２组细胞，经细胞裂解液处理，提取细胞总蛋白。ＢＣＡ法测定
蛋白浓度。各组分别取蛋白１５０μｇ，上样，经 １０％ＳＤＳＰＡＧＥ
凝胶电泳后转ＰＶＤＦ膜，ＰＶＤＦ膜用５％脱脂奶粉封闭２ｈ。加
入一抗，４℃轻摇过夜。各一抗的稀释度为：兔抗人ＫＣＴＤ１５多
克隆抗体１∶２０００，兔抗人 βｔｕｂｕｌｉｎ１∶５０００。ＴＢＳＴ洗膜４次
后，加入羊抗兔抗体（１∶５０００），室温孵育１ｈ；ＴＢＳＴ洗膜４次
后，ＥＣＬ显色，暗室里Ｘ线曝光，常规方法显影、定影，以蛋白条
带的灰度值确定转染ＫＣＴＤ１５ｓｉＲＮＡ后的转染效率。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，所有计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，用
Ｅｘｃｅｌ统计软件进行数据整理和统计。符合正态分布的资料，
组内比较行独立样本 ｔ检验，多组间比较行单因素方差分析；
非正态分布资料行对数转换后再进行统计分析。

２　结果

２．１　３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化过程中 ＫＣＴＤ１５基因
表达水平的变化

　　３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞被诱导分化，在分化过程中的不同时
间点检测 ＫＣＴＤ１５的表达。结果显示：在分化开始阶段，
ＫＣＴＤ１５基因表达水平升高；随着３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化成
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熟，ＫＣＴＤ１５基因表达水平呈逐渐下降趋势（图１Ａ）。我们用
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件定量分析 ＰＣＲ产物及蛋白条带灰度值，
ＫＣＴＤ１５基因表达水平用 βａｃｔｉｎ基因表达水平的灰度值标准
化后统计分析，结果显示：在 ３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化过程
中，ＫＣＴＤ１５基因表达在第０天升高，而后逐渐降低（图１Ｂ）。
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１：分化前２ｄ；２：分化第０天；３：分化第２天；４：分化第５天；５：分化
第１０天
Ａ：ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与分化前
２ｄ比较
图１　ＲＴＰＣＲ检测３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化过程中ＫＣＴＤ１５

基因的表达

２．２　ｓｉＲＮＡ的干扰效果检测
　　将ＫＣＴＤ１５ｓｉＲＮＡ和非特异性 ｓｉＲＮＡ分别转染到３Ｔ３Ｌ１
脂肪前体细胞中，转染 ７２ｈ后提取细胞总 ＲＮＡ。ＲＴＰＣＲ及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，将 ＫＣＴＤ１５ｓｉＲＮＡ和非特异性
ｓｉＲＮＡ转染到 ３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞成功抑制了 ＫＣＴＤ１５
ｍＲＮＡ和蛋白的表达（图２、３）。
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１：空白对照组；２：转染ＫＣＴＤ１５ｓｉＲＮＡ组
图２　ＲＴＰＣＲ检测ＫＣＴＤ１５基因敲低后２组细胞中ＫＣＴＤ１５

ｍＲＮＡ的表达
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１：空白对照组；２：转染ＫＣＴＤ１５ｓｉＲＮＡ组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＫＣＴＤ１５基因敲低后２组细胞中ＫＣＴＤ１５

蛋白的表达

２．３　ＫＣＴＤ１５基因敲低后对３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分
化的影响

　　ＫＣＴＤ１５基因敲低后，在 ３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化的第
１０天，通过油红Ｏ染色检测脂肪细胞的分化程度。结果显示：
３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞生长至完全融合后２ｄ（第０天）开始诱
导分化，第１０天可见含有亮红色脂滴的成熟脂肪细胞在视野
中占８０％以上，且细胞体积大、形态圆，但比起空白对照组，脂
肪细胞分化明显被抑制（图４）。我们用甘油三酯定量分析脂
质积累情况，结果显示与空白对照组（１００．０±１３．２）μｇ／μＬ比
较，在ＫＣＴＤ１５基因敲低的脂肪细胞中，甘油三酯积累水平
（７０７±１３４）μｇ／μＬ明显降低（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ、Ｂ：分化第０天；Ｃ、Ｄ：分化第１０天；Ａ、Ｃ：空白对照组；Ｂ、Ｄ：转染
ＫＣＴＤ１５ｓｉＲＮＡ组
图４　倒置显微镜观察ＫＣＴＤ１５基因敲低后抑制脂肪细胞分化

（油红Ｏ×４０）

２．４　ＫＣＴＤ１５基因敲低后成脂基因的变化
　　在脂肪前体细胞分化的前２ｄ转染ＫＣＴＤ１５基因的ｓｉＲＮＡ，在
转染 ４８ｈ后提取细胞的 ＲＮＡ，通过 ＲＴＰＣＲ方法检测了
ＰＰＡＲγ、Ｃ／ＥＢＰα、Ｃ／ＥＢＰβ、Ｃ／ＥＢＰδ成脂基因的变化。结果显
示：与空白对照组比较，ＰＰＡＲγ、Ｃ／ＥＢＰα、Ｃ／ＥＢＰβ、Ｃ／ＥＢＰδ成
脂基因的ｍＲＮＡ表达水平无明显变化（图５）。
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１：空白对照组；２：转染ＫＣＴＤ１５ｓｉＲＮＡ组
图５　ＲＴＰＣＲ检测ＫＣＴＤ１５基因敲低后ＰＰＡＲγ、Ｃ／ＥＢＰα、Ｃ／ＥＢＰβ、

Ｃ／ＥＢＰδｍＲＮＡ的表达
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３　讨论

　　ＫＣＴＤ１５基因属于 ＫＣＴＤ家族成员之一，编码含
ＫＣＴＤ１５，最早在人类被鉴定为具有保守 Ｃ末端的功
能未知的 ＢＴＢ结构蛋白［９］。有研究已经证实了

ＫＣＴＤ１５基因的遗传变异与肥胖相关［１０］，并能减少脂

肪氧化率［１１］。ＧｕｔｉｅｒｒｅｚＡｇｕｉｌａｒ等［１２］在高脂饮食喂养

的大鼠皮下脂肪组织，ＫＣＴＤ１５基因表达下调。另有
研究表明，在高脂饮食喂养小鼠的肝脏、脂肪组织和下

丘脑中ＫＣＴＤ１５表达下调，在大脑中不表达［１３］。以上

结果提示该基因可能参与脂肪细胞诱导分化的调控过

程，与肥胖发生相关。我们推测其可能参与了脂肪细

胞分化成熟的调控。因此，我们检测了 ＫＣＴＤ１５在
３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化过程中的表达。３Ｔ３Ｌ１脂
肪前体细胞分化能够模拟活动脂肪组织的功能，因而

成为研究脂肪细胞分化的常用工具［１４－１５］。我们利用

脂肪前体细胞为模型，诱导其分化，在诱导分化前，细

胞呈梭形成纤维细胞形态；细胞生长至完全融合后２ｄ
（第０天）开始诱导分化，从第４天开始细胞进入终末
分化和脂质积累阶段。我们发现在细胞分化的早期阶

段，ＫＣＴＤ１５的表达升高，在分化的后期阶段 ＫＣＴＤ１５
的表达降低。

　　为了进一步研究 ＫＣＴＤ１５在３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细
胞中的功能，我们采用 ＲＮＡ干扰技术敲低该基因在
３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞中的转录，通过观察 ３Ｔ３Ｌ１脂
肪前体细胞的分化和脂质积累情况来验证该基因对脂

肪细胞的调控机制。结果显示在３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细
胞分化早期，敲低ＫＣＴＤ１５基因后抑制３Ｔ３Ｌ１脂肪前
体细胞的分化和脂质积累。这意味着ＫＣＴＤ１５可能在
３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化早期促进分化及脂肪形成
过程中发挥了重要作用；在３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化
的晚期，它的功能可能因其表达逐渐减低对分化影响

减小。我们推测该基因可能参与了促细胞有丝分裂过

程从而影响细胞增殖，在分化的后期阶段该基因可能

被某种蛋白降解而导致其表达降低，因而在分化后期

阶段作用不显著。

　　３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化受到许多关键因子（如
ＰＰＡＲγ和 Ｃ／ＥＢＰ等转录因子）的协同调控［１６］。

ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰ表达能活化成脂基因的表达从而启
动细胞分化，最终导致甘油三酯的积累［１６］。该基因是

否能调控这些启动和影响成脂过程的关键因子的变化

从而发挥影响成脂的功能？为此，我们检测了

ＫＣＴＤ１５基因敲低后这些关键转录因子的变化，结果
发现ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰ等转录因子的表达在 ＫＣＴＤ１５
敲低前后均无明显变化，这提示 ＫＣＴＤ１５基因敲低后
对３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化的抑制并没有影响调控
３Ｔ３Ｌ１脂肪前体细胞分化关键转录因子的表达。因

此，对于ＫＣＴＤ１５基因调控脂肪细胞成脂功能潜在的
分子机制还有待进一步研究。
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