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摘要      骨骼肌是机体最大的代谢器官, 对机体代谢稳态有重要调控功能。该课题组前期工作

发现miR-378可以调控机体能量代谢稳态, 为探究过表达miR-378对骨骼肌组织代谢的影响, 该研究利

用核磁共振技术系统分析了miR-378转基因小鼠及同窝的野生型对照小鼠骨骼肌组织的代谢谱差异。

研究结果显示, miR-378对骨骼肌代谢有重要调控功能, 过表达miR-378使骨骼肌组织肌酸、氨基酸代

谢物(谷氨酸、谷氨酰胺)及核酸代谢物(次黄嘌呤)增多, 而乳酸、磷酸肌酸、甘油等代谢产物明显减少, 
提示miR-378转基因小鼠骨骼肌处于能量匮乏状态。进一步对AMPK信号通路相关蛋白的分析表明, 
miR-378转基因小鼠骨骼肌组织AMPKa及ACC磷酸化水平增加, AMPKa的激活进一步支持miR-378
过表达导致骨骼肌组织能量不足。以上结果提示, miR-378对骨骼肌组织代谢有重要调控功能。
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Abstract       Skeletal muscle is the biggest metabolic organ in the body, playing an important role in regulat-
ing whole body energy homeostasis. Our group have previously reported that miR-378 can mediate systemic energy 
homeostasis in mice. In order to investigate the functions of miR-378 in skeletal muscle metabolism, we applied 
nuclear magnetic resonance (NMR) technology to systemically study the metabolomic difference of the skeletal 
muscle from miR-378 transgenic (Tg) mice and its wild type (Wt) littermates. Our results demonstrate that miR-
378 plays pivotal roles in regulating skeletal muscle metabolism. The content of creatine, amino acid species (glu-
tamine, glutamate) and nucleic acid metabolic products (inosine) are significantly increased in the skeletal muscle 
of miR-378 Tg mice compared to its Wt littermates, whereas the content of lactate, phosphocreatine (PCr) and glyc-
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erol are significantly decreased in miR-378 Tg mice. This suggests energy deficiency in skeletal muscle of miR-378 
Tg mice. We further examined possible activation of AMPK signaling pathway. Our result demonstrates the phos-
phorylated form of AMPK and ACC (pAMPKa and pACC) are remarkably increased in skeletal muscle of miR-378 
Tg mice. The activation of AMPKa further supports the result that the overexpression of miR-378 leads to energy 
deficiency in skeletal muscle. Together, we provide experimental data to support the notion that miR-378 plays im-
portant role in regulating skeletal muscle metabolism.

Keywords       miR-378; transgenic mice; skeletal muscle; metabolomics; nuclear magnetic

microRNAs是一类约含22个核苷酸的非编码

RNA, 可通过促进靶mRNA的降解或抑制靶mRNA翻

译参与转录后基因表达调控, 另外, microRNAs还是

能量代谢稳态的重要调控因子[1]。例如let-7通过调

控Insulin-PI3K-mTOR信号通路调控机体葡萄糖代谢

及胰岛素敏感性[2-3]; miR-103/miR-107通过直接调控

其靶基因Cav1的表达来调控肝脏及脂肪组织胰岛素

敏感性, 进而介导系统能量代谢稳态[4]。miR-378编
码基因位于Ppargc1β基因的第一个内含子, 该基因

编码的PGC-1β是线粒体生成、产热、糖脂代谢的

重要调控因子[1,5]。miR-378在骨骼肌和棕色脂肪组

织等线粒体含量丰富的组织中有较高的表达水平。

研究表明, miR-378在代谢调控中发挥重要作用, 例
如miR-378通过调控靶基因肉碱乙酰转移酶(carni-
tine acetyltransferase CRAT)的表达调控肝脏线粒体

脂肪酸代谢[6], 通过靶向CASP9和PDK1调控骨骼肌

凋亡和自噬[7], 通过调控p110α的表达调控肝脏糖脂

代谢等[8]。此外, 本研究组前期工作发现, miR-378
可以介导系统能量代谢稳态, miR-378转基因小鼠

与同窝野生型对照小鼠相比机体代谢率显著提高、

体重减轻、脂肪量减少、糖耐受及胰岛素敏感性

改善。进一步研究发现, 此现象是由于miR-378通
过调控骨骼肌组织Akt-FOXO1-PEPCK通路激活丙

酮酸−磷酸烯醇式丙酮酸无效循环导致的, 即miR-
378转基因小鼠骨骼肌糖代谢获取的能量不足诱发

脂肪组织脂解提供能量[9]。但miR-378转基因小鼠

骨骼肌组织自身代谢谱的变化还不清楚, 本实验拟

通过核磁共振(nuclear magnetic, NMR)技术研究过

表达miR-378后骨骼肌组织代谢谱的变化。AMPKa
是能量代谢调节的关键分子, 当细胞处于能量供应

不足状态时, AMPKa发生磷酸化修饰而被激活[10]; 
乙酰辅酶A羧化酶(ACC)是脂肪酸代谢的限速酶, 
参与脂肪酸的氧化及合成, 且是AMPKa的下游靶

点, 激活的AMPKa可使ACC发生磷酸化修饰使脂肪

酸氧化增强[10], 即AMPK-ACC信号通路与能量代谢

密切相关。据此, 本研究也检测了miR-378转基因

小鼠骨骼肌组织AMPK及ACC磷酸化水平的变化, 
并以此佐证代谢组学结果。

小鼠饲养与样品收集
本研究所有动物实验程序均获得北京协和医学

院动物伦理委员会的批准, 所有实验用小鼠均在SPF
级动物房中饲养、繁殖, 室内温度控制在19~24 oC, 
湿度为50%~60%, 12 h明暗交替, 小鼠可自由获取

食物和水。miR-378转基因小鼠由南京模式动物中

心构建, 遗传背景是C57BL/6[9], 所有实验均以性别、

年龄相匹配的同窝野生型小鼠作为对照组。周龄为

8周的9只miR-378转基因小鼠及11只野生型同窝对

照, 小鼠断颈处死, 小心剥取腓肠肌后立即用液氮快

速冷冻, 然后储存于−80 oC冰箱待测。

化学试剂与实验材料
本研究采用离心管购自AXYGEN公司。β-Actin

抗体、AMPK抗体及p-AMPKa抗体均购自Sigma公
司。ACC抗体及p-ACC抗体购自abcam公司。PVDF
膜与ECL检测试剂盒购自Thermo公司。X光片及显

影定影浓缩液购自Fuji公司。其他生化试剂购自生

工生物工程(上海)股份有限公司。

样品前处理
取出50 mg骨骼肌样品, 用600 μL的冰甲醇/水

(V/V=2/1)溶液和组织破碎仪(QIAGEN TissueLyser II, 
德国)提取。组织破碎仪的频率设置为20 Hz, 时间为

90 s; 经过组织破碎仪处理后的样品冰浴超声(超声

时间l min、间隔1 min, 重复3次)后离心(10 000 ×g、
4 °C) 10 min取上清; 重复上述过程2次, 将3次样品

提取的上清液混合。使用旋转蒸发仪去除甲醇后再

用冷冻干燥机去除水获得冻干粉末。将得到的冻干
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粉末溶入600 μL磷酸盐缓冲溶液[0.1 mol/L, pH=7.4, 
(K2HPO4׃NaH2PO4=40.1%、1׃ NaN3、0.005% TSP、 
100% D2O)], 离心(10 000 ×g、4 °C) 10 min后取550 μL
上清至直径为5 mm的NMR样品管中待检。

核磁共振分析检测
骨骼肌的一维氢谱(1H NMR)在配备5 mm TCI超

低温探头的Bruker Avance III 600型NMR谱仪(Bruker, 
德国)上采集。采样温度为298 K, 使用NOESY序列

在延迟等待时间(2 s)和混合时间(100 ms)期间使用预

饱和压水技术压制水峰, 谱宽为12 000 Hz, 累加128
次, 采样点数为64 k(1 k代表1 024个点)。

为了归属1H NMR谱峰信号, 我们使用有代表

性的骨骼肌样品采集一系列2D NMR谱图, 包括J分
解谱(1H J-Resolved spectroscopy, J-R es)、氢氢相关

谱(1H-1H correlation spectroscopy, COSY)、氢氢全相

关谱 (1H-1H total correlation spectroscopy, TOCSY)、
氢碳异核单量子相关谱(1H-13C heteronuclear single 
quantum correlation spectroscopy, 1H-13CHSQC)和
氢碳异核多键相关谱(1H-13C heteronuclear multiple 
bond correlation spectroscopy, 1H-13CHMBC)等, 所有
2D NMR谱图均参照文献[11]采集和处理。

NMR谱图处理和多重单变量统计分析
对得到的自由感应衰减信号(Freeinduced decay, 

FID)添加1 Hz的线宽因子进行傅里叶变换后得到

NMR谱图。然后使用Topspin V 3.0软件(Bruker, 德国)
对谱图进行相位和基线校正后以TSP定标(δ0.00)。
使用AMIX软件(Bruker, 德国)对谱图进行分段积分

(积分的区间为δ0.50~9.80, 积分段宽为1.2 Hz)。删除

δ4.70~5.12区域以消除残留水峰的影响。使用水相

提取物干重对上述所得数据集进行归一化。

使用SIMICA-P+V 12.0软件(Umetrics, 瑞典)和
MATLAB对归一化后的数据集进行多变量以及单变

量统计学分析。对上述数据进行中心化(mean-center, 
Ctr)处理后再进行主成分分析(principal component 
analysis, PCA)。PCA分析能够提供不同组织中不同

样品代谢组的轮廓协助发现潜在的异常点。去除异

常点后, 对归一化数据集进行多重单变量数据分析

(multiple univariate data analysis, MUDA)[12]。对数据

集进行(auto scaling, mean-centering and scaled to unit 
variance, UV)标准化处理后使用OPLSDA方法分析

建模, 寻找样品组间的差异代谢物。

统计学方法
采用SPSS 17.0统计软件进行分析, 对组间代谢

物的归一化数据集做独立样本t检验, P<0.05表示差

异有统计学意义。

骨骼肌组织代谢组学数据的聚类分析
分析结果如图1所示, 对miR-378转基因小鼠

与同窝野生型对照小鼠骨骼肌样本所获的核磁谱

红色圆圈代表Tg小鼠, 黑色方框代表Wt小鼠。 
Red circles represent Tg mice and black boxes represent Wt mice.

图1   miR-378转基因小鼠(Tg)与野生型同窝对照小鼠(Wt)骨骼肌组织代谢组数据主成分(PCA)分析得分图

Fig.1   PCA score plot of metabolomics data from skeletal muscle tissues of miR-378 transgenic mice (Tg) and wild type littermates (Wt)

PCA (Ctr)
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数据进行了主成分分析(PCA)。PCA分析结果显示, 
miR-378转基因小鼠与同窝野生型对照小鼠骨骼肌

样本的代谢组特征可分为两群, 说明miR-378转基

因小鼠与野生型对照小鼠骨骼肌代谢物组成有一

定区别。

骨骼肌组织的代谢组差异分析结果
对所获的载荷图(即NMR差异谱)进行详细分

析而得到组间差异代谢物(图2)。如表1所示, miR-
378转基因小鼠与其同窝野生型对照小鼠骨骼肌组

织共有12个差异代谢物(P<0.05), 其中miR-378转基

峰图向上表示代谢物在miR-378转基因小鼠骨骼肌组织中比同窝野生型对照小鼠骨骼肌组织含量高, 峰图向下表示代谢物在miR-378转基因小

鼠骨骼肌组织中比同窝野生型对照小鼠骨骼肌组织含量低, 红色代表P<0.05, 绿色表示P>0.05, 黑色表示P>0.1。
Up indicates the metabolites in the skeletal muscle from miR-378 Tg mice is higher than that of Wt littermates, down represents lower in Tg mice than 
that of Wt ones. Red indicates P value is less than 0.05, green indicates that P value is greater than 0.05, whereas black indicates P value is greater than 0.1.

图2   miR-378转基因小鼠(Tg)与野生型同窝对照小鼠(Wt)骨骼肌组织的代谢差异谱

Fig.2   Differential NMR spectra for the aqueous skeletal muscle tissues extracts from 
miR-378 transgenic mice (Tg) and its wild type littermates (Wt)

Tg vs Wt: OPLSDA+MUDA

Tg vs Wt: OPLSDA+MUDA
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因小鼠骨骼肌组织中肌酸、鹅肌肽、牛磺酸、谷氨

酰胺、谷氨酸、次黄嘌呤、肌肽的含量高于野生型

同窝对照小鼠, 而乳酸、磷酸肌酸、甘油、甘氨酸、

腺苷二磷酸(ADP)的含量低于对照小鼠。在这些差

异代谢物中, 肌酸的增多与磷酸肌酸的减少提示能

量代谢不足; 乳酸减少可能与miR-378通过靶向Akt/
FOXO1激活丙酮酸−磷酸烯醇式丙酮酸无效循环进

而影响糖代谢有关。

过表达miR-378使骨骼肌组织AMPK和ACC
磷酸化水平增加

分析差异代谢物发现, miR-378转基因小鼠骨

骼肌组织中腺苷二磷酸(ADP)的含量显著降低, 提
示miR-378转基因小鼠骨骼肌组织中AMP/ADP比例

上升, AMPKa被激活。为验证此假设是否成立, 我
们检测了AMPKa的磷酸化水平, Western blot检测结

果发现, miR-378转基因小鼠骨骼肌中AMPKa磷酸

化水平明显高于野生型同窝对照小鼠(图3), 此结果

支持代谢组学测得的腺苷二磷酸(ADP)的含量显著

降低。由于过表达miR-378使得骨骼肌糖代谢获取

能量不足, 于是我们进一步检测了AMPKa下游靶点

乙酰辅酶A羧化酶(ACC)的磷酸化水平, 结果显示, 
转基因小鼠骨骼肌中ACC磷酸化水平明显高于野生

型对照小鼠(图3), 提示miR-378转基因小鼠骨骼肌

利用脂肪酸氧化能力增强。

利用基于NMR的代谢组学分析, 我们发现, 

miR-378对骨骼肌组织代谢有重要调控功能, 具体表

现为: 过表达miR-378使得骨骼肌组织中肌酸、鹅肌

肽、牛磺酸、谷氨酰胺、谷氨酸、次黄嘌呤、肌肽

显著增多, 而乳酸、磷酸肌酸、甘油、甘氨酸、腺

苷二磷酸(ADP)显著减少。肌酸为一种有机酸, 能辅

助为细胞供能, 肌酸增多提示细胞储能不足; 磷酸肌

酸是能源物质, 是肌酸代谢的逆反应产物, 磷酸肌酸

减少提示细胞储能不足[13]; 乳酸参与糖代谢过程, 乳
酸减少表示糖酵解产生的丙酮酸不足[14]; 甘油参与

脂代谢过程, 甘油减少提示脂分解减弱, 猜想是由于

miR-378转基因小鼠较野生型同窝对照小鼠瘦弱, 所
以骨骼肌组织含脂量少, 导致脂分解产生的甘油较

少[9,15-16]。此研究结果与本研究组此前报道的miR-
378通过调控Akt-FOXO1-PEPCK通路从而激活丙酮

酸–磷酸烯醇式丙酮酸无效循环导致miR-378转基因

小鼠脂肪组织脂解增强的现象是一致的, miR-378转
基因小鼠骨骼肌由于丙酮酸–磷酸烯醇式丙酮酸无

效循环导致葡萄糖产能减少、乳酸减少、磷酸肌酸

减少、肌酸增多[9]。miR-378转基因小鼠骨骼肌组

织中腺苷二磷酸(ADP)的含量显著降低, 提示miR-
378转基因小鼠骨骼肌组织中AMP/ADP比例上升, 
AMPKa被激活, 于是我们检测了AMPKa磷酸化水

平, 结果发现, miR-378转基因小鼠骨骼肌中AMPKa
磷酸化水平明显高于野生型同窝对照小鼠。由于过

表达miR-378使得骨骼肌糖代谢获取能量不足, 为满

足细胞正常生命活动能量所需, miR-378转基因小鼠

表1   miR-378转基因小鼠(Tg)与野生型同窝对照小鼠(Wt)骨骼肌组织主要差异代谢物

Table 1   Significantly differential metabolites in skeletal muscle tissues between 
miR-378 transgenic mice (Tg) and its wild type littermates (Wt)

编号

Number
代谢物

Metabolite
代谢途径

Metabolic pathway
变化(Tg vs Wt)
Change (Tg vs Wt)

1 Creatine Creatine metabolism Up

2 Anserine Small peptide metabolism Up

3 Taurine Amino acid metabolism Up

4 Glutamine Amino acid metabolism Up

5 Glutamate Amino acid metabolism Up

6 Inosine Nucleic acid metabolism Up

7 Carnosine Small peptide metabolism Up

8 Lactate Glucose metabolism Down

9 Phosphocreatine Creatine metabolism Down

10 Glycerol Lipid metabolism Down

11 Glycine Amino acid metabolism Down

12 ADP Nucleotide metabolism Down
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骨骼肌组织需利用其他能源物质供能。本研究组此

前报道, miR-378转基因小鼠脂肪组织脂解增强, 据
此我们猜想, miR-378转基因小鼠骨骼肌组织利用

脂肪组织脂解产生的脂肪酸供能, 即脂肪酸代谢增

强。ACC是AMPKa的下游靶点, 参与调控脂肪酸氧

化[10,17], 检测ACC的磷酸化修饰发现, 与野生型对照

小鼠骨骼肌组织相比, miR-378转基因小鼠骨骼肌中

ACC磷酸化水平明显增加, 说明miR-378转基因小鼠

骨骼肌脂肪酸氧化能力增强。AMPKa-ACC信号通

路的激活印证了代谢组学得到的miR-378转基因小

鼠骨骼肌组织糖代谢供能受损, 骨骼肌储能不足的

结论。

近年来关于microRNAs调控机体能量代谢的研

究报道非常多, 如let-7调控机体葡萄糖代谢及胰岛

素敏感性, miR-103/miR-107调控肝脏及脂肪组织胰

岛素敏感性等[2-4], 但大多数研究侧重于干扰(敲低

或过表达) microRNAs后观察动物或细胞代谢表型

并进一步探究相关分子机制, 鲜有系统研究microR-
NAs对机体或组织器官代谢谱的调控的报道。本研

究利用核磁共振技术系统分析了过表达miR-378后
骨骼肌组织代谢谱的改变, 并得到了过表达miR-378
使得骨骼肌组织中肌酸、鹅肌肽、牛磺酸、谷氨酰胺、

谷氨酸、次黄嘌呤、肌肽显著增多, 而乳酸、磷酸

肌酸、甘油、甘氨酸、腺苷二磷酸(ADP)显著减少

的发现, 说明miR-378对骨骼肌组织代谢具有重要的

调控功能。

综上, 本研究利用核磁共振技术对miR-378转
基因小鼠骨骼肌组织及野生型同窝对照小鼠骨骼肌

组织进行代谢组学分析, 研究结果显示, miR-378对
骨骼肌代谢有重要调控功能, 过表达miR-378使得骨

骼肌组织糖代谢功能不足, 并且处于能量匮乏状态, 
AMPKa-ACC信号通路被激活, 脂肪酸氧化能力增

强。但miR-378增强脂肪酸氧化的机制还需进一步

研究。
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