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C2C12细胞诱导分化为脂肪细胞的转录组分析
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摘要      为了探究C2C12细胞转分化为脂肪细胞的关键基因, 实验采用添加IBMX、地塞米松、

胰岛素和罗格列酮的培养基诱导C2C12细胞6天。通过油红O染色和免疫荧光染色方法鉴定诱导

前后细胞的分化情况, 利用转录组分析与实时荧光定量PCR技术评估差异表达基因的表达水平; 借
助蛋白质免疫印迹实验测定蛋白水平; 运用酶联免疫吸附测定实验分析细胞状态。结果显示, 诱导

6天后C2C12细胞经油红O染色可见大量脂滴, 免疫荧光染色则检测到FABP4阳性信号。基因本体

(GO)分析与京都基因组百科全书(KEGG)通路分析发现, 病毒响应和免疫系统通路相关基因表达水

平显著上调。进一步筛选出核心(Hub)基因Isg15、Ddx58、Ifit3、Irgm2、Eif2ak2、Irf9和Stat1。实

时荧光定量PCR验证了Isg15、Fabp4和C/EBPα的表达上调, 免疫印迹实验证实了FABP4、IL-6蛋
白水平增加。上调表达的Ddx58、Ifit3、Irgm2、Eif2ak2、Irf9和Stat1基因参与炎症反应, 以维持细

胞存活。综上所述, 该研究揭示了肌细胞向脂肪细胞转化的部分分子机制, 为进一步理解肌源性脂

肪生成提供了依据。
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Abstract       To explore the key genes in the transdifferentiation of C2C12 cells into adipocytes, the medium 
supplemented with IBMX, dexamethasone, insulin and rosiglitazone was used to induce C2C12 cells for six days. 
The differentiation of cells before and after induction was identified by oil red O staining and immunofluorescence 
staining. Transcriptome analysis and RT-qPCR (real-time fluorescence quantitative PCR) techniques were used to 
evaluate the expression levels of differentially expressed genes; Western blot was employed to measure the pro-
tein levels; and ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) was applied to analyze the cell state. The results 
showed that after six days of induction, a large number of lipid droplets appeared after oil red O staining of C2C12 
cells, and a positive signal of FABP4 was detected by immunofluorescence staining. GO (Gene Ontology) analysis 
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and KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) pathway analysis revealed that the expression levels of 
genes related to viral response and immune system pathways were significantly upregulated. The Hub genes Isg15, 
Ddx58, Ifit3, Irgm2, Eif2ak2, Irf9 and Stat1 were further screened. RT-qPCR verified the up-regulated expression of 
Isg15, Fabp4 and C/EBPα expression, and immunoblot confirmed the increase of FABP4 and IL-6 protein levels. 
Upregulated expression of Ddx58, Ifit3, Irgm2, Eif2ak2, Irf9, and Stat1 genes were involved in the inflammatory 
response to maintain cell survival. Taken together, this study revealed part of the molecular mechanism of myocyte-
to-adipocyte transformation, providing a basis for further understanding of myogenic adipogenesis.

Keywords       C2C12 cells; transcriptome; fat; ISG15

肌肉脂肪浸润 (muscle fat infiltration, MFI), 又称

肌脂肪变性 , 是指骨骼肌中出现的脂质沉积现象 [1]。

在普通人群中 , MFI与脂肪细胞的迁移与增殖、肌细

胞转分化、肥胖症、胰岛素抵抗和炎症等相关 , 且其

在肥胖、2型糖尿病、肌肉减少症等代谢和肌肉异常

的易感个体中尤为常见[2]。1994年, GOUTALLIER等[3]

首次提出了肩袖撕裂后肌内脂肪浸润的概念 , 此后的

研究指出 , 肩袖损伤后 , 成肌细胞、肌腱干细胞参与

了脂肪细胞的形成[4]。

MFI依据病因可分为生理性与病理性肌肉脂肪

浸润 [5-6]。前者可能关联增龄和运动不足 , 后者则与

神经损伤、肌肉疾病、内分泌异常及药物副作用

相关 [7]。MFI发生时 , 除原有脂肪细胞外 , 其他细胞

如成脂成纤维祖细胞(fibro/adipogenic progenitors, 
FAP)和肌肉干细胞, 在特定微环境与信号刺激下, 基
因表达改变并转化为脂肪细胞, 积累成脂肪[8]。尽管

研究不断深入 , 但其分子机制仍不明晰。探究肌肉

细胞内脂质积累的机制对人类健康意义重大 , 因它

不仅揭示了疾病发生的潜在路径 , 也为预防和治疗

提供了新的视角, 有助于提升人们的生活质量, 特别

是在老龄化社会背景下更具价值。

C2C12细胞源自小鼠骨骼肌细胞 , 一直被用作

研究肌肉发育的模型 , 后来被发现可以诱导生脂 [9]。

C2C12细胞经诱导后, 能够表达脂肪细胞特异性基因

及其编码的蛋白 , 如脂肪酸结合蛋白(fatty acid bind-
ing protein, FABP)[10-11]、脂肪酸转运蛋白(fatty acid 
transporter, FATP)[12]。已有研究发现 , C2C12细胞在

蓄积脂肪的过程中影响了细胞的正常代谢 [13], 该过

程伴随细胞炎症 [14]、胰岛素抵抗等疾病的发生 [15]。

然而 , 目前对于成肌细胞积累脂质或转分化为脂肪

细胞过程中的细胞起源以及转录组学变化 , 人们尚

不清楚。

本研究以C2C12小鼠成肌细胞为研究材料 , 用

特定培养基进行诱导。经染色鉴定发现诱导后细胞

呈现脂肪细胞特征 , 进一步筛选出核心基因 , 验证

基因与蛋白表达水平 , 并分析细胞状态 , 旨在探讨

C2C12细胞转分化为脂肪细胞过程中的关键基因及

其功能 , 为以后更好地揭示肌细胞生脂机理奠定基

础。

1   材料和方法
1.1   C2C12细胞培养及诱导分化

使用细胞培养瓶将C2C12细胞 (海星生物科技

有限公司)培养在含10%胎牛血清(fetal bovine serum, 
FBS)(海星生物科技有限公司 )、1%青霉素–链霉素

(Gibco公司)的DMEM高糖培养基(Gibco公司)中, 于
37 °C、5% CO2恒温培养箱中培养。待细胞达到

90%融合度时, 用胰蛋白酶(Gibco公司)于37 °C消化

细胞2 min, 加入5 mL培养基终止消化 , 使用离心机

沉淀细胞(4 °C、1 000 r/min、5 min), 加入DMEM重

悬细胞, 使用细胞计数板计数, 将细胞接种于9 cm细

胞培养皿中, 接种密度为6×104个/cm²。
接种后的 C2C12细胞使用 DMEM培养基 (含

10% FBS、1%青霉素–链霉素)培养, 分为两组, 对照

组(CK)与诱导组(T), 每组设置3个重复, 于37 °C、5% 
CO2恒温培养箱中培养。CK组细胞培养至融合度达

到90%时, 收集细胞。T组细胞待融合度达到70%时, 
开始诱导分化, 使用含有10% FBS的F12培养基培养, 
开始时添加胰岛素 (Coolaber公司 , 850 nmol)、地塞

米松 (MCE公司 , 1 µmol)、IBMX(0.5 mmol)和罗格

列酮 (MCE公司 , 1 µmol)持续培养2天 , 而后只添加

胰岛素(850 nmol)和罗格列酮(1 µmol)继续培养2天, 
最后更换为普通培养基培养2天, 收集细胞用于免疫

荧光染色、油红O染色、转录组测序(RNA sequenc-
ing, RNA-seq)分析、实时荧光定量PCR、免疫印迹

杂交。
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1.2   油红O染色

取CK组细胞及诱导6天后的T组细胞, 弃掉培养

基后 , 使用磷酸缓冲盐 (phosphate buffer saline, PBS)
洗涤3次 , 每次5 min。然后用4%多聚甲醛于37 °C
固定15 min, 用PBS漂洗3次, 最后使用油红O染色液

(Solarbio公司)染色35 min(37 °C细胞培养箱内放置)。
染色后使用60%的异丙醇溶液迅速洗涤, 再用PBS洗
涤3次, 倒置荧光显微镜下拍照观察。

1.3   免疫荧光染色

制作CK组细胞及诱导 6天后T组细胞的细胞

爬片, PBS洗涤后使用4%的多聚甲醛溶液室温固定

15 min, PBS漂洗3次后再用TritonX-100(0.2%)通透

细胞 , 使用5%牛血清白蛋白 (bovine serum albumin, 
BSA)溶液室温封闭1 h。兔抗小鼠多克隆FABP4抗
体(MCE公司)作一抗(1500׃), 在4 °C条件下孵育细胞

过夜 ; 次日使用对应的二抗 (山羊抗兔 IgG重链和轻

链)(1000 1׃)室温避光孵育2 h, 最后用4,6-二脒基-2-
苯基吲哚 (4,6-diamidino-2-phenylindoledihydrochlo-
ride, DAPI)溶液室温染色15 min, 观察并采集图片。

1.4   转录组测序及差异表达基因(differential ex-
pressed genes, DEGs)数据分析

收集CK组细胞及诱导6天后的T组细胞 , 使用细

胞计数板计数 , 每组中单个重复的细胞数量均超过

1×106个 ,  提取RNA, 送上海美吉生物医药科技有限

公司做转录组分析。使用TRIzol试剂 (ThermoFisher 
Scientific公司)进行RNA提取 ; 运用RNA Purification 
Kit(上海美吉生物医药科技有限公司)进行核酸纯化 ; 
采用Biowest Agarose(Biowest公司 )进行琼脂糖凝胶

检测 ; 利用 Illumina® Stranded mRNA Prep, Ligation试
剂(Illumina公司)进行文库构建; 使用NovaSeq Reagent 
Kit NovaSeqX Plus(Illumina公司)进行上机测序。

使用美吉生物医学有参转录组云分析 (V2.2, 
https://www.majorbio.com/)进行基因表达分析 , 分析

T组与CK组中基因的差异表达情况, 筛选DEGs。随

后 , 利用基因本体 (Gene Ontology, GO)分析和京都

基因组百科全书 (Kyoto Encyclopedia of Gene and 
Genomes, KEGG)分析确定富集的主要生物学功能

和信号通路。

1.5   蛋白质–蛋白质相互作用(protein-protein in-
teraction, PPI)网络搭建及模块分析

为了进一步探讨DEGs之间的相互作用, 我们使

用美吉生物医学有参转录组云分析(V2.2)获取PPI数

据后, 使用Cytoscape(V3.10.2)软件(https://cytoscape.
org/)绘制PPI网络。另外 , 使用Cytoscape插件Cyto-
scape MCODE筛选关键功能基因模块 , 节点最小连

接度设置为2, 节点得分阈值设置为0.2, 节点核心度

设置为2。
1.6   Hub基因的筛选

使用Cytoscape软件筛选Hub基因 , 本研究选择

6种算法 (MCC、DMNC、MNC、Degree、EPC、

BottleNeck), 各自获取排名前30位的基因, 它们取交

集后得到具有高度连接性的关键基因。  
1.7   实时荧光定量PCR(RT-qPCR)

提取CK组细胞及诱导6天后T组细胞的RNA后

进行荧光定量 , 采用TaKaRa Mini BEST Universal 
RNA Extraction Kit试剂盒从细胞中提取总RNA, 通
过D260/D280值检测RNA纯度。使用反转录试剂盒[翌
圣生物科技(上海)股份有限公司]将mRNA逆转录成

cDNA。RT-qPCR反应使用Hieff UNICON® Univer-
sal Blue qPCR SYBR Green Master Mix试剂[翌圣生

物科技(上海 )股份有限公司], 在荧光定量PCR专用

八连管中进行 , 每个样本有3个重复 , 以Gapdh基因

作为内参。20 µL反应体系 : 10 µL TB Green、1 µL 
cDNA、0.4 µL上游引物 (10 µmol/L)、0.4 µL下游

引物(10 µmol/L), 补ddH2O至20 µL。反应混合物在

CFX Opus 96中进行扩增, 95 °C预变性10 min; 95 °C
变性10 s, 55 °C退火35 s, 72 °C延伸60 s, 40个循环。

用于实时荧光定量PCR的引物序列如表1所示。

1.8   免疫印迹杂交(Western blot, WB)
分别收集CK组细胞及诱导6天后T组细胞 , 使用

蛋白裂解液提取细胞内总蛋白。电泳分离后转膜 , 转
膜后使用BSA-V溶液(2%)室温封闭1.5 h, 使用兔抗小

鼠多克隆FABP4抗体 (Immunoway公司)(1000 1׃)、兔

抗小鼠多克隆 ISG15抗体 (Immunoway公司 、(000 1׃1)(
兔抗小鼠多克隆 IL-6抗体 (苏州博特龙免疫技术有限

公司 β-actin单克隆抗体、(1500׃1)( (Proteintech公司 )
溶液 在4 °C条件下孵育过夜(000 20׃1) ; 然后用含吐

温20的Tris缓冲液洗涤 ; 再用各自对应二抗山羊抗兔

IgG(H+L)抗体 (Bio-Rad公司 辣根过氧化物 、(000 5׃1)(

酶标记的山羊抗小鼠IgG(H+L)抗体(Immunoway公司)
溶液(1000 5׃)室温孵育1 h, 用Bio-Rad ChemiDoc XRS+
化学发光凝胶成像系统拍照分析。

1.9   酶联免疫吸附试验(ELISA)
使用小鼠白细胞介素 -6(interleukin-6, IL-6) 
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ELISA检验试剂盒(江苏酶标生物科技有限公司), 严
格按照试剂盒说明书操作 , 将CK组与T组分别设置

3个生物学重复 , 每个生物学重复均进行3次技术重

复, 所得结果使用Spectra Max Id5微孔板检测系统读

数。

1.10   数据统计分析

转录组分析基于表达量定量结果。进行组间差

异基因分析, 获得两组间发生差异表达的基因, 差异

分析软件为DESeq2, 筛选阈值为|log2FC|≥1且校正P
值<0.05。

使用 G o a t o o l s软件( h t t p s : / / g i t h u b . c o m /
tanghaibao/goatools)进行GO富集分析 , 使用方法为

Fisher精确检验。为控制计算的假阳性率使用 4种
多重检验方法(Bonferroni、Holm、Sidak和false dis-
covery rate)对P值进行校正。使用Pythonscipy软件

包 (https://github.com/scipy/scipy)进行KEGG通路富

集分析, 使用Fisher精确检验进行计算。为控制计算

假阳性率, 采用BH方法进行多重检验。以P<0.05为
差异有统计学意义。

使用 GraphPad Prism 10软件(https://www.
graphpad.com/)进行转录组外数据的统计分析 , 采用

单因素方差分析对各组间数据进行统计学检验 , 两
组间比较采用t检验, 以P<0.05为差异有统计学意义。

WB结果使用Image Lab(Bio-Rad公司)软件检

测各泳道目的蛋白的灰度值, 使用GraphPad Prism 
10软件进行 t检验。以 P<0.05为差异有统计学意

义。

2   结果与分析
2.1   C2C12细胞诱导分化及鉴定

使用诱导液诱导C2C12细胞 , 在诱导液的作用

下 , C2C12细胞形态趋向圆润 , 增殖速度放缓 , 出现

油状分泌物, 部分细胞发生凋亡(图1A), 说明细胞处

于分化状态, 分裂能力逐渐降低, 油状分泌物的出现

表明细胞具备脂肪合成能力 , 部分细胞凋亡可能是

细胞的正常死亡或诱导液对细胞的刺激导致的。油

红O染色后可见细胞内出现脂滴(图1B); 免疫荧光染

色后可见T组细胞大量表达脂肪特异蛋白FABP4(图
1C)。
2.2   转录组测序

测序数据统计 : 完成6个样品的转录组测序 , 共
获得40.17 Gb规整数据 , 各样品规整数据量均达到

6.04 Gb以上 , Q30碱基百分比在96.14%以上。分别

将各样品的规整数据与指定的参考基因组进行序列

比对, 比对率从97.07%到97.64%不等。表达量分析: 
本次分析共检测到26 052个基因和81 770个转录本。

2.3   DEGs分析

对C2C12细胞和诱导后的C2C12细胞的RNA-seq
数据进行了差异基因表达分析 , 相较于对照组 , 诱导

组共发现了1 168个差异基因 , 其中619个上调基因、

549个下调基因。对C2C12细胞T组与CK组DEGs绘制

火山图 (图2A), 前100位差异基因按T组与CK组基因

表达量的差异倍数(log2FC)大小排序(图2B)。
2.4   KEGG和GO富集分析

利用测序所得差异基因开展KEGG分析 (图2C),

表1   实时荧光定量PCR的引物序列

Table 1   Primer sequences for real-time fluorescence quantitative PCR
引物名 引物序列(5ʹ→3ʹ)

Primer name Primer sequence (5ʹ→3ʹ)

Irf3-F CAC CCT GCC CGA TCC TGA G

Irf3-R CAC AGT GCC AGC CCA TTG C

Isg15-F TCC TGG TGT CCG TGA CTA ACT C

Isg15-R AAG ACC GTC CTG GAG CAC TG

C/EBPα-F TCG GTG GAC AAG AAC AGC AAC G

C/EBPα-R CGG TCA TTG TCA CTG GTC AAC TCC

Fabp4-F AAA TCA CCG CAG ACG ACA GGA AG

Fabp4-R CAC CAC CAG CTT GTC ACC ATC TC

Pparγ-F GCC AAG GTG CTC CAG AAG ATG AC

Pparγ-R GTG AAG GCT CAT GTC TGT CTC TGT C

Gapdh-F CCC AGA AGA CTG TGG ATG G

Gapdh-R ACA CAT TGG GGG TAG GAA CA
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从T组上调和下调的DEGs所富集的通路中 , 各挑选

出10条通路, 其中甲型流感(influenza A)、麻疹(mea-
sles)、冠状病毒病 -COVID-19(coronavirus disease-
COVID-19)、丙型肝炎(hepatitis C)等信号通路相关基

因表达水平显著上调; 细胞周期(cell cycle)、DNA复

制(DNA replication)、同源重组(homologous recombi-
nation)、Fanconi贫血途径(Fanconi anemia pathway)等
信号通路相关基因表达水平显著下调。

GO富集分析包括3个分支。在生物学过程 (bio-
logical process, BP)分析中 , T组中上调的DEGs主要富

集在肌管分化的正调控 (positive regulation of myotube 
differentiation)、调节白细胞介素 -1的产生 (regulation 

of interleukin-1 production)、病毒过程的负调控(negative 
regulation of viral process)等生物学过程中(图3A); T组
中下调的DEGs主要富集在DNA链延伸 (DNA strand 
elongation)、四氢叶酸相互转化 (tetrahydrofolate inter-
conversion)、有丝分裂染色体凝聚(mitotic chromosome 
condensation)等生物学过程中(图3B)。

在细胞组分 (cellular component, CC)分析中 , T
组中上调的DEGs主要富集在细胞表面(cell surface)、
细胞外空间(extracellular space)、细胞质(cytoplasm)
等细胞结构中 (图3C); T组中下调的DEGs主要富集

在凝聚素络合物 (condensin complex)、外着丝粒

(outer kinetochore)、复制分叉 (replication fork)等细

A: C2C12细胞诱导分化6天前后照片; B: 油红O染色; C: FABP4免疫荧光染色(绿色), 细胞核DAPI染色(蓝色), 同视野下拍照。 
A: C2C12 cells were induced to differentiate and photographed before and after 6 days; B: oil red O staining; C: FABP4 immunofluorescence staining 
(green), cell nucleus DAPI staining (blue), taken under the same field of view.

图1   C2C12细胞诱导分化后的鉴定结果

Fig.1   Identification of C2C12 cells after induced differentiation
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胞结构中(图3D)。
在分子功能 (molecular function, MF)分析中 , T

组中上调的DEGs主要富集在双链RNA结合(double-
stranded RNA binding)、生长因子活性 (growth fac-
tor activity)、分子功能调节活性 (molecular function 
regulator activity)等分子功能中 (图3E); T组中下调

的DEGs主要富集在单链DNA解旋酶活性 (single-
stranded DNA helicase activity)、DNA复制起点结

合 (DNA replication origin binding)、微管运动活动

(microtubule motor activity)等分子功能中(图3F)。
2.5   PPI网络构建和模块分析

分别筛选校正P<0.05的上调和下调DEGs, 利

A: T组与CK组C2C12细胞间DEGs的火山图, 红色代表上调, 蓝色代表下调; B: T组与CK组C2C12细胞中前100个DEGs的热图; C: T组与CK组

C2C12细胞间DEGs的KEGG分析气泡图。

A: volcano plot of DEGs between C2C12 cells in T and CK groups, with red representing upregulation and blue representing downregulation; B: heat-
map of the top 100 DEGs between C2C12 cells in T and CK groups; C:  KEGG analysis of DEGs between C2C12 cells in T and CK groups, presented 
as bubble plots.  

图2   C2C12细胞诱导前后转录组分析结果

Fig.2   Transcriptome analysis results before and after induction of C2C12 cells
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用美吉生物医学有参转录组云分析 (V2.2)筛选互作

蛋白, 设定综合值为0.4, 综合值排名设定为前300名, 
所得结果使用Cytoscape软件筛选并作图 , 得到得分

较高的前6个蛋白 (图4A和图4B)。使用Mcode插件

筛选DEGs中的功能模块基因, 得到43个上调功能模

块基因、45个下调功能模块基因(图4C和图4D)。
对上调和下调功能模块基因分别进行GO分析、

KEGG分析。GO分析结果显示 , 上调功能模块基因

主要富集于细胞过程 (cellular process)、生物调控

(biological regulation)、应激反应 (response to stimu-
lus)等生物学过程中(图5A); 下调功能模块基因主要

富集于细胞过程 (cellular process)、细胞成分组织或

生物发生 (cellular component organization or biogen-

esis)、代谢过程 (metabolic process)等生物学过程中

(图 5B)。KEGG分析结果显示 , 上调功能模块基因

中传染病 : 病毒 (infectious disease: viral)、免疫系统

(immune system)、信号转导 (signal transduction)等
信号通路相关基因表达水平显著上调 (图5C); 下调

功能模块中细胞生长和死亡(cell growth and death)、
复制和修复 (replication and repair)、癌症 (cancer: 
overview)等信号通路相关基因表达水平显著下调

(图5D)。
2.6   Hub基因的选择与分析

通过CytoHubba插件中的 6种算法 , 分别计算

出了在T组和CK组间的DEGs中排名前30的Hub基
因 (表2和表3), 取交集后 , 共发现7个常见的上调基

A: 上调DEGs的GO-BP分析; B: 下调DEGs的GO-BP分析; C: 上调DEGs的GO-CC分析; D: 下调DEGs的GO-CC分析; E: 上调DEGs的GO-MF分析; 
F: 下调DEGs的GO-MF分析。

A: GO-BP analysis of upregulated DEGs; B: GO-BP analysis of downregulated DEGs; C: GO-CC analysis of upregulated DEGs; D: GO CC analysis 
of downregulated DEGs; E: GO-MF analysis of upregulated DEGs; F: GO-MF analysis of downregulated DEGs.

图3   气泡图展示T组与CK组C2C12细胞间DEGs的GO富集结果

Fig.3   Bubble plot of the GO enrichment results for the DEGs between C2C12 cells in T group and CK group 
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A: 上调DEGs中Degree前6基因编码的蛋白及其互作蛋白; B: 下调DEGs中Degree前6基因编码的蛋白及其互作蛋白; C: 上调功能模块基因; D: 
下调功能模块基因。

A: the protein econded by the top 6 upregulated genes with the highest degree values and their interacting proteins; B: the protein econded by the top 
6 downregulated genes with the highest degree values and their interacting proteins; C: upregulated functional module genes; D: downregulated func-
tional module genes.

图4   C2C12 细胞诱导前后转录组分析

Fig.4   Transcriptome analysis of C2C12 cells before and after induction

因 , 分别为Ddx58、Ifit3、Irgm2、Eif2ak2、Isg15、
Irf9、Stat1; 以及6个常见的下调Hub基因, 即Mcm5、
Cdc45、Mcm3、Mcm6、Cdc6、Pole。
2.7   实时荧光定量PCR结果

对上调Hub基因分析 , 上调Hub基因中与细胞脂

肪积累最密切的基因为Isg15, 以往对脂肪细胞的研究

表明, Isg15的表达受Irf3的调控。我们对Isg15(图6A)、
Fabp4(图6B)、C/EBPα(图6C)、Irf3(图6D)、Pparγ(图
6E)进行实时荧光定量PCR, Gapdh为内参基因 , 每个

基因单独绘制标准曲线 , 设置空白组检验引物水平 , 
斜率 (E)反映PCR扩增效率 , 理想的PCR扩增效率应

满足0.9<E<1.1这一范围 , 相关系数R2应大于0.98。每

组实验设置3个生物学重复 , 每个生物学重复均进行

3次技术重复。使用2–∆∆Ct法对T组与CK组数据进行

比较 , 对两组结果做 t检验。结果表明 Isg15(图6A)、
Fabp4(图6B)、C/EBPα(图6C)表达水平在两组间具

有显著性差异 , 表现为表达上调 , 其中 Isg15、Fabp4

表达水平在两组间表现出差异极显著 , Irf3(图6D)、
Pparγ(图6E)表达水平在两组间没有显著性差异。

2.8   免疫印迹杂交(Western blot)结果

转录组分析结果与实时荧光定量 PCR结果显

示 , Isg15、Fabp4表达水平在两组间存在极显著差

异 , 我们对此进一步做WB实验 (图7A)。结果显示 , 
ISG15蛋白在两组细胞中均有表达且没有显著性差

异 (图7B), FABP4蛋白在T组细胞中表达量上调 , 结
果在统计学上具有极高的显著性(图7C)。
2.9   细胞中IL-6蛋白表达结果

ELISA检测细胞培养基中 IL-6蛋白含量的结果

显示, 对照组细胞分泌少量IL-6蛋白, 随着诱导时间

的延长 , IL-6蛋白的分泌量逐渐增加(图8A)。WB结
果表明 , 诱导分化6天后的T组细胞内 IL-6蛋白含量

显著高于CK组(图8B)。
免疫荧光染色结果显示T组与CK组IL-6蛋白在

表达量与分布位置上存在区别 , CK组细胞蛋白表达
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量相对较低, 主要分布在细胞核周围, 细胞质基质中

未出现染色情况; T组细胞中IL-6蛋白表达量相对较

高 , 主要分布在细胞质基质中 , 与DAPI染色相对照 , 
发现 IL-6蛋白分布出现明显的细胞核周围空缺 (图
8C白色箭头所示)。

3   讨论与结论
C2C12成肌细胞在特定条件下会转分化为脂肪

细胞。TSUKAHARA等 [16]对C2C12小鼠细胞进行脂

质积累诱导的研究表明 , 油红O染色呈现阳性可作

为细胞转化为脂肪细胞的标志。KHROMOVA等 [17]

的研究发现 , FABP4是重要的脂肪细胞标志物。本

研究图1中油红O染色与免疫荧光染色的结果表明 , 
脂滴积累出现, FABP4大量表达, 成肌细胞已转分化

为脂肪细胞(或脂肪细胞样细胞)。
脂肪前体细胞发育为完全分化的成熟脂肪细

胞的过程 , 是在大量不同转录因子家族高度协调和

有序激活的作用下完成的 [18], 从成肌细胞转化为脂

肪细胞的过程同样是一个复杂的过程 , 在T组与CK
组的对比分析中 , 上调基因与下调基因的数量均极

为可观, 表明该过程受大量基因协同调控, 并非少数

几个基因所能左右 (图2A)。本研究对上调基因与下

调基因分别做了GO分析与KEGG分析 , 发现了上调

基因在信号通路上主要与病毒、丙型肝炎、免疫系

统相关 , VAN等 [19]在对高脂饮食诱导小鼠肥胖的研

究中发现 , 脂肪积累与炎症发生密不可分。下调基

因主要与细胞分裂相关, 细胞在分化时, 会退出细胞

周期 , 降低分裂倾向 [20]。在此基础上本研究筛选了

上调与下调基因的功能模块 (图4), 并分别对功能模

块基因进行了GO分析和KEGG分析(图5), 结果进一

步明确了上调基因主要与免疫系统、病毒、炎症相

关 , 下调基因主要与细胞生长和死亡、复制和修复

A: 上调功能模块GO分析; B: 下调功能模块GO分析; C: 上调功能模块KEGG分析; D: 下调功能模块KEGG分析。

A: GO analysis of upregulated functional modules; B: GO analysis of downregulated functional modules; C: KEGG analysis of upregulated functional 
modules; D: KEGG analysis of downregulated functional modules.

图5   上调及下调功能模块基因的GO分析与KEGG分析

Fig.5   GO and KEGG analyses of genes in upregulated and downregulated functional modules
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相关, 以上结果表明T组细胞已分化, 分裂能力下降, 
同时暗示T组细胞处于炎症状态。

Hub基因中下调Hub基因均与细胞周期相关, 说
明细胞已分化 , 分裂倾向降低。上调Hub基因中除

Isg15表达上调外 , Ddx58、Ifit3、Irgm2、Eif2ak2、
Irf9、Stat1等基因也出现明显上调。其中 , Ddx58与
脂肪包涵体的清除相关 , 在对非酒精性脂肪性肝炎

小鼠模型的研究中发现 , 激活Ddx58会增加自噬反

应 , 有助于清除导致细胞炎症和凋亡的有毒脂质包

涵体 [21]; Ifit3与抗病毒、对抗细胞凋亡相关 , IFIT3
在抗病毒天然免疫中发挥重要作用 , 抑制某些病毒

的复制。新的发现已经证明了 IFIT3在各种情景(包
括细胞分化)中存在差异表达 [22]; EREN等 [23]在对巨

噬细胞的研究中证明 , 干扰素诱导蛋白 IRGM2和
ATG-8家族成员GATE-16抑制革兰氏阴性菌诱导的

非典型炎性小体激活 , 这表明细胞组分严格控制非

典型炎性小体的阈值水平 , 以确保有效但无害的炎

症反应发生。XIE等 [24]的研究表明 , PKM2介导的糖

酵解通过调节巨噬细胞中的EIF2AK2磷酸化来促进

炎症小体激活 ; Irf9与细胞凋亡相关 , IRF9通过抑制

鱼类的SIRT1-p53轴来促进细胞凋亡和维持正常的

免疫, 其中的SIRT1是一种NAD依赖性脱乙酰酶, 通

表2   前30位上调Hub基因

Table 2   The top 30 up-regulated Hub genes
最大团中心性 最大领域组件密度 最大领域组件 度中心性 边缘渗透组件 瓶颈中心性

Maximal clique 
centrality

Density of maximum 
neighborhood component

Maximum 
neighborhood 
component

Degree Edge percolated 
component

Bottleneck

Usp18 Stat2 Usp18 Stat1 Stat1 Stat1

Ifit1 Oasl1 Isg15 Usp18 Usp18 Il1b

Isg15 Oasl2 Stat1 Isg15 Isg15 Aim2

Ifit3 Ifit3 Ifit1 Ifit1 Ifit1 Lpl

Ifih1 Ifih1 Ddx58 Ddx58 Ddx58 Fabp4

Ddx58 Rsad2 Ifit3 Ifit3 Ifit3 Itga2b

Stat1 Oas3 Ifih1 Ifih1 Ifih1 Cebpa

Rsad2 Dhx58 Irf7 Irf7 Irf7 Tgfb2

Stat2 Ifit1 Rsad2 Rsad2 Rsad2 Itgb6

Oasl2 Eif2ak2 Oasl2 Oasl2 Oasl2 Eif2ak2

Dhx58 Rtp4 Dhx58 Dhx58 Dhx58 Hmox1

Irf7 Irf9 Irf9 Irf9 Irf9 Ifi35

Irf9 Oas1a Ifi35 Ifi35 Ifi35 Gpx3

Eif2ak2 Ddx58 Eif2ak2 Eif2ak2 Eif2ak2 Isg15

Rtp4 Irf7 Rtp4 Rtp4 Rtp4 Psmb8

Ifi35 Usp18 Stat2 Stat2 Stat2 Hspa5

Oas3 Isg15 Oas3 Oas3 Gbp3 Ddx58

Oasl1 Ifi35 Gbp3 Gbp3 Herc6 Ifit3

Oas1a Herc6 Oasl1 Oasl1 Oas3 H2-K1

Herc6 Stat1 Herc6 Herc6 Oasl1 Ccl11

Gbp3 Ube2l6 Oas1a Oas1a Oas1a Gsta4

Ube2l6 Gbp7 Ube2l6 Il1b Ube2l6 Serpine1

Igtp Ifi47 Igtp Ube2l6 Igtp Per2

Irgm2 Uba7 Irgm2 Igtp Gbp7 Myo15

Gbp7 Gbp3 Psmb8 Irgm2 Irgm2 Irf7

Ifi47 Irgm2 Gbp7 Psmb8 Uba7 Rsad2

Uba7 Igtp Ifi47 Gbp7 Ifi47 Irf9

Psmb8 Lpl Uba7 Aim2 Psmb8 Rtp4

Il1b Dnaic1 Tap1 Ifi47 Aim2 Gbp3

Tap1 Cfap70 Lpl Uba7 Tap1 Ube2l6
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过p53等多种途径广泛参与细胞凋亡和细胞炎症 [25]; 
Stat1与细胞凋亡、细胞免疫相关 , STAT1可以调节

广谱的细胞死亡, 包括凋亡和非凋亡途径[26], 小鼠的

STAT1基因缺失和人类的 STAT1完全缺乏都会导致

机体严重感染而快速死亡[27]。

已有研究表明, ISG15过表达会抑制产热基因表

达和降低细胞能量消耗 [28]。产热是一个能量消耗极

高的过程 , 主要燃料来源是白色脂肪组织的脂肪 [29], 
在非寒颤产热过程中 , 棕色脂肪细胞内的脂解作用

仅起次要作用[30-31]。ISG15是脂肪细胞糖酵解的强调

节因子 , ISG15可以通过共价结合糖酵解酶降低其活

性减少乳酸产生 , 从而介导 IRF3对脂肪细胞代谢重

编程 , 对脂肪产热产生影响 [28], 最终导致细胞内脂肪

积累的发生。

WB结果显示 , ISG15蛋白在两组细胞中均有表

达, 且没有表达量的明显区别(图7B), 荧光定量PCR
结果显示T组细胞 Isg15表达量约为CK组细胞的87
倍 (图6A), 本文预测的理想结果是T组 ISG15含量高

于CK组 , 并基于此做出以下两种猜测 : 在收集细胞

进行检测时, T组细胞中的Isg15虽已大量转录, 但尚

未大量翻译为蛋白质, 即Isg15的表达存在时空差异; 
或者CK组细胞本身就已大量表达 ISG15蛋白 , 导致

表3   前30位下调Hub基因

Table 3   The top 30 down-regulated Hub genes
最大团中心性 最大领域组件密度 最大领域组件 度中心性 边缘渗透组件 瓶颈中心性

Maximal clique 
centrality

Density of maximum 
neighborhood component

Maximum 
neighborhood 
component

Degree Edge percolated 
component

Bottleneck

Mcm5 Cdc6 Mcm5 Mcm5 Bub1b Cdk2

Mcm2 Orc1 Cdc45 Cdc45 Cdc20 Cdc6

Cdc45 Gins1 Bub1b Cdc20 Cdk1 Ccnb1

Mcm3 Mcm6 Mcm2 Bub1b Aurkb Cdk1

Mcm7 Cenps Mcm3 Mcm2 Ccnb1 Bub1b

Mcm6 Dbf4 Mcm7 Mcm3 Cdca8 Fancm

Cdt1 Cenpi Pole Mcm7 Bub1 Cenpa

Cdc6 Cenpq Cdc20 Pole Mcm5 Mcm5

Orc1 Cdt1 Mcm6 Cdk1 Cdc45 Cenps

Pole Cenpk Cdk1 Mcm6 Mcm2 H2ax

Gins1 Cenpw Cdt1 Cdt1 Mcm3 Cenpk

Cenpk Cenpn Pola1 Bub1 Mcm7 Brca2

Cenpw Cenph Bub1 Pola1 Pole Cdc45

Cenpn Mcm7 Cdc6 Cdc6 Mcm6 Rrm1

Cenph Mcm2 Orc1 Ccnb1 Pola1 Top2a

Timeless Mcm3 Aurkb Cenpa Cdc6 Aspm

Cenps Timeless Cdca8 Cdk2 Cdt1 Recql4

Dbf4 Prim1 Ccnb1 Orc1 Orc1 Tyms

Cenpi Cdc45 Brca1 Aurkb Cenpa Cdc20

Cenpq Pold1 Gins1 Cdca8 Gins1 Topbp1

Pola1 Cenpa Cenpk Brca1 Timeless Skp2

Cdc20 Ncapg Cenpw Gins1 Pold1 Mcm6

Bub1b Pola2 Cenpn Cenpk Incenp Brca1

Cdk1 Smc4 Cenph Cenpw Topbp1 Kif4

Aurkb Ncapg2 Timeless Cenpn Aurka Ncapg

Cdca8 Smc2 Cenps Cenph Dbf4 Mcm3

Pold1 Ncapd2 Dbf4 Timeless Cdk2 Pole

Bub1 Mcm5 Cenpi Cenps Ube2c Pcna

Ccnb1 Incenp Cenpq Pold1 Brca1 Ndc80

Cenpa Pole Pold1 Brca2 Prim1 Rad51
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通过免疫印迹杂交无法明显区分两组的表达量差

异。IRF(IRF1~9)家族中 IRF3在脂肪细胞中已被验

证为促ISG15表达的重要转录因子[31], 但在C2C12细

胞诱导脂肪积累过程中, Irf3未表现出明显表达上调

(图6D), 可见C2C12细胞中 Isg15基因的上调可能存

在两个原因: Irf3上调表达仅出现在脂肪积累开始阶

A: Isg15基因表达水平; B: Fabp4基因表达水平; C: C/EBPα基因表达水平; D: Irf3基因表达水平; E: Pparγ基因表达水平。*P<0.05, ***P<0.001。
A: Isg15 gene expression level; B: Fabp4 gene expression level; C: C/EBPα gene expression level; D: Irf3 gene expression level; E: Pparγ gene expres-
sion level. *P<0.05, ***P<0.001.

图 6   实时荧光定量PCR结果

Fig.6   Real-time fluorescence quantitative PCR results
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A: ISG15、FABP4、β-actin蛋白WB结果; B: ISG15蛋白相对表达量; C: FABP4蛋白相对表达量。***P<0.001。
A: WB results of ISG15, FABP4, β-actin proteins; B: relative expression level of ISG15 protein; C: relative expression level of FABP4 protein. 
***P<0.001.

图7   ISG15、FABP4 蛋白免疫印迹杂交结果

Fig.7   Results of Western blot for ISG15 and FABP4 proteins
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段, 或者Isg15基因上调存在其他的途径。

细胞内的脂肪积累过程受到多个信号通路调控 , 
其中最为经典的信号通路是Wnt信号通路 [32](图9A)。
Wnt信号家族成员维持前脂肪细胞处于未分化状态 , 
抑制脂肪形成的早期阶段 ,  在经典Wnt信号通路中 , 
Wnt通过β-catenin传导信号 , 抑制PPARγ和C/EBPα的
表达。当Wnt信号通路受到抑制时, C/EBPα表达上调, 
可使细胞表现出向成脂方向发展 [21]。在哺乳动物脂

肪前体细胞中 , C/EBPα是脂肪细胞分化的关键调节

因子[33], FUX等[34]的研究表明,  C/EBPα过表达足以将

C2C12细胞转化为脂肪细胞。本研究中 , C2C12细胞

在脂肪积累过程中 , 出现了C/EBPα的显著上调 , T组
细胞C/EBPα表达量约为CK组的7倍(图6C), 此结果表

明Wnt途径被抑制。

由于成肌细胞与成脂细胞源于共同的多能间

充质干细胞(mesenchymal stem cell, MSC)[35], 所以

本研究对比了C2C12细胞生脂前后与已被证实的脂

肪前体细胞生脂前后的基因表达差异。根据转录

组分析结果 (图9B), C2C12细胞在诱导液的作用下 , 
表现出Wnt10b表达下调 , 若WNT10B蛋白水平降

低 , 则会导致Wnt信号通路受到抑制。此外 , Rac1、
Mmp14、Timp3的相对表达下调也与脂肪前体细

胞生脂过程中的部分蛋白下调有相符之处。尽管

SMAD3在调控脂肪生成的体内体外实验中的作用

存在争议, 但已有实验证明, Smad3基因缺失的小鼠

能够抵制饮食诱导的肥胖, 且脂肪形成能力下降[36], 
说明SMAD3参与的TGFβ-SMAD3信号通路对脂肪

形成有重要影响。尽管二者有诸多相似 , 但在本研

A: 细胞培养液中IL-6蛋白含量; B: 诱导前后细胞中IL-6蛋白相对表达量; C: 诱导前后细胞中IL-6蛋白免疫荧光染色。**P<0.01。
A: IL-6 protein content in cell culture medium; B: relative expression of IL-6 protein in cells before and after induction; C: immunofluorescence stain-
ing of IL-6 protein in cells before and after induction. **P<0.01.

图8   细胞炎症状态验证结果

Fig.8   Verification results of cell inflammation status
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究中仍然发现了C2C12细胞与脂肪前体细胞生脂过

程中的不同, 在脂肪前体细胞中, Wnt信号通路被抑

制后, PPARγ和C/EBPα在终末分化阶段表现为上调

表达 , 且二者相互影响。但在C2C12细胞生脂分化

中 , 转录组分析结果显示仅C/EBPα表达上调 , 且最

终标志物FABP4蛋白表达量显著升高 , 这表明细胞

已完成转脂分化。对此我们做出两种可能猜测 , 其
一为C2C12细胞中原本的Pparγ含量较高 , 所以在

生脂过程前后仅C/EBPα表现出表达上调 , 其二为

Pparγ上调表达仅出现在分化过程中 , 一旦出现脂

肪蓄积或者脂肪积累到一定程度 , PPARγ将不再继

续上调表达。

虽然成肌细胞能够向脂肪细胞分化这一现象

已得到证实, 但其具体分化途径尚未被完全阐明, 尤
其是其在分化过程中表现出与脂肪前体细胞基因调

控上存在许多不同 , 所以我们推测有三种可能。其

一为成肌细胞在添加诱导液后生存环境改变 , 从而

具备MSC细胞部分功能 , 能够被诱导成为脂肪前体

细胞 ; 其二为成肌细胞在诱导液作用下可以发挥部

分脂肪前体细胞功能, 完成向脂肪细胞的转化; 其三

为成肌细胞本身具备脂肪蓄积的能力 , 在诱导液作

用下可以完成脂肪积累 , 分化成为脂肪细胞样细胞 , 

A: Wnt信号通路模式图; B: 转脂分化相关基因热图; C: 成肌细胞转脂分化模式图。

A: Wnt signaling pathway pattern diagram; B: heatmap of genes related to translipid differentiation; C: diagram of myoblast translipid differentiation 
pattern.

图9   Wnt信号通路与成肌细胞转脂分化模式图

Fig.9   Pattern of Wnt signaling pathway and myoblast translipid differentiation
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但其能否分化成为具有正常功能的脂肪细胞仍需后

续研究证明。

IL-6过量表达是多种炎症发病机制的核心 , 
IL-6受体缺失突变的患者 , 通常表现为反复感染、

异常急性期反应、IgE升高、湿疹和嗜酸性粒细胞

增多 [37]。IL-6已被证实在诸如类风湿性关节炎、幼

年特发性关节炎和巨细胞动脉炎等炎性疾病发病机

制中发挥核心作用 [38]。人体中 IL-6血清浓度通常在

50 pg/mL以下 , 正常状态下巨噬细胞 [39]、脂肪细胞

和肌肉细胞中 IL-6表达水平较低 [40]。然而 , 当细胞

遭遇环境变化、病毒感染或理化性质改变时 , IL-6
表达能力显著增强, 水平呈倍数增加, 进入活跃表达

状态 [41]。本研究通过对 IL-6蛋白在细胞内的分布、

培养基中含量检测、细胞内含量检测 3个维度证实

了其在诱导分化前后呈表达上升趋势 , 与转录组结

果相互印证 , 导致炎症相关基因上调表达的原因是

C2C12细胞在成脂分化的过程中处于炎症状态。

综上 , C2C12细胞出现脂肪积累时处于炎症状

态 , 上调表达Ddx58、Ifit3、Irgm2、Eif2ak2、Irf9、
Stat1基因以应对细胞炎症反应保证细胞存活 , 并向

成脂方向发展。
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