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miR-184靶向Hoxa5下调mTOR通路活性抑制

脂肪细胞聚酯
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儿童医学中心, 嘉兴 314000; 4嘉兴爱博生物科技有限公司, 嘉兴 314050)

摘要      脂肪细胞的分化聚酯过程受到精细的调控, 其中miRNA所发挥的作用正在被逐步揭示。

该文基于miRNA-seq筛选以及细胞功能验证, 旨在明确调控聚酯关键分子miR-184的作用及机制。首

先, 以体外培养的猪肌内脂肪(intramuscular fat, IM)细胞和皮下脂肪(subcutaneous fat, SC)细胞为材料, 
miRNA-seq分析发现相比于聚酯能力较强的SC细胞, miR-184在聚酯能力较弱的猪IM细胞中表达水

平更高; 进一步分析小鼠前脂肪细胞系3T3-L1, 发现miR-184的表达水平在细胞分化过程中持续降低, 
推断其为脂肪细胞聚酯的负调控因子; 然后, 利用miR-184-mimics转染3T3-L1细胞, 发现胞内甘油三

酯的积累减少, 脂合成标志基因脂肪酸合成酶(FAS)和脂肪酸结合蛋白4(aP2)的表达水平降低, 脂分解

关键基因脂肪组织甘油三酯酯酶(ATGL)和脂蛋白酯酶(LPL)的表达水平升高; 随后, 用miR-184-inhibi-
tor验证了上述miR-184的作用。最后利用双荧光素酶报告分析等方法确定miR-184可直接靶向Hoxa5
基因, 抑制mTOR信号通路的活性。综上, miR-184可能通过靶向Hoxa5下调mTOR信号通路活性, 进而

抑制脂肪细胞的聚酯。
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miR-184 Suppresses Adipocyte Lipogenesis by Targeting Hoxa5 
and Downregulating the mTOR Pathway 
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Abstract       Adipocyte differentiation and lipid accumulation are tightly regulated processes, with miRNAs 
(microRNAs) playing a crucial role. This study investigates the function and mechanisms of miR-184 in lipid me-
tabolism using miRNA-seq (miRNA sequencing) and functional cellular assays. miRNA-seq analysis of porcine IM 
(intramuscular) and SC (subcutaneous) adipocytes revealed significantly higher miR-184 expression in IM cells, 
which exhibit lower lipid accumulation, compared to SC cells with greater lipid storage capacity. Further analysis 
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in 3T3-L1 mouse preadipocytes demonstrated a consistent decrease in miR-184 expression during differentiation, sug-
gesting its role as a negative regulator of lipid accumulation. Overexpression of miR-184 via transfection with miR-184 
mimics reduced intracellular triglyceride accumulation, suppressed the expression of lipogenic markers FAS (fatty acid 
synthase) and aP2 (fatty acid binding protein 4), and upregulated the lipolytic genes ATGL (adipose triglyceride lipase) 
and LPL (lipoprotein lipase). These effects were further confirmed using miR-184 inhibitors. Dual-luciferase reporter as-
says identified Hoxa5 as a direct target of miR-184, leading to suppression of mTOR signaling. In summary, miR-184 
inhibits lipid accumulation in adipocytes by targeting Hoxa5 and downregulating the mTOR signaling pathway. 

Keywords       microRNA; adipocyte; adipogenesis; miR-184

脂肪细胞 (adipocyte)是构成脂肪组织的主要细

胞类型, 其分化聚酯过程受到胞外、胞内的信号网络

的精细调控。解析脂肪细胞分化聚酯的调控网络, 将
为人类肥胖症及相关代谢类疾病的诊断与治疗提供

理论依据, 为农业动物的脂肪性状改良育种提供新策

略 [1]。比如在猪育种工作中 , 脂肪细胞的分化聚酯与

脂肪沉积性状密切相关, 其中皮下(subcutaneous, SC)
脂肪沉积与瘦肉率呈负相关 , 肌内 (intramuscular, IM)
脂肪含量与肉品质呈正相关 [2]。因此 , 为了培育优质

瘦肉猪, 减少皮下脂肪沉积并增加肌内脂肪含量成为

重要的育种目标 [3]。虽然 IM脂肪细胞和SC脂肪细胞

都属于白色脂肪细胞, 且分化路径与代谢调控机制十

分相似 , 但研究者还是发现了它们之间存在的差异 , 
在能量来源方面 , IM细胞主要依赖葡萄糖和醋酸盐 , 
而SC细胞则以醋酸盐为主[4-5]。此外, 我们发现猪IM
细胞的聚酯能力均弱于SC细胞 [6]。研究发现生脂关

键基因过氧化物酶体增殖剂激活受体 γ(peroxisome 
proliferator-activated receptor γ, PPARγ)和脂肪酸合成酶

(fatty acid synthase, FAS)等在 IM中的表达水平显著低

于SC脂肪细胞[7], 也印证了IM聚酯能力弱的观点。学

者们认为在IM细胞内存在抑制其分化聚酯的因子。

随着对miRNA(microRNA)研究的深入 , 科研人

员发现miRNA通过参与基因表达的转录后调控影响

各种细胞的活动, 包括细胞生长、分化、发育和凋亡

等[8]。在脂肪细胞中, miRNA通过对生脂转录因子的

调控 , 影响其分化聚酯过程 [9-10], 或通过阻止有丝分

裂克隆扩增调控脂肪细胞发育 [11], 以及参与调控脂

肪细胞的其他功能(如胰岛素应答、脂肪因子的分泌

等 )[12-13]。以猪脂肪细胞为研究对象 , 科研人员已经

发现多个miRNA分子(如miR-196b、miR-450b和miR-
206等)在分化聚酯过程中发挥重要的调控作用[14-15]。

mTOR信号通路与miR-184有着密切的联系, miR-
184能够抑制mTOR信号通路的关键上游调节因子

AKT2的表达, 进而抑制mTOR信号通路相关蛋白的活

性 , 从而影响细胞的增殖、生长和代谢 [16]。miR-184
还可通过调控富含脯氨酸的AKT底物(proline-rich Akt 
substrate of 40 kDa, PRAS40)和糖原合成酶激酶3α(gly-
cogen synthase kinase 3 alpha, GSK3A)等基因的表达进

而影响mTORC1的活性[17]。mTOR是PI3K/AKT/mTOR
信号通路的关键组成部分 , 该通路在脂肪细胞的分

化和功能中起重要作用。mTOR信号通路的激活能

够促进脂肪合成相关基因 [如PPARγ、CCAAT/增强

子结合蛋白α(CCAAT/enhancer binding protein alpha, 
C/EBP-α)、甾醇调节元件结合蛋白1c(sterol regula-
tory element-binding protein 1c, SREBP-1c)、FAS、乙

酰辅酶A羧化酶1(acetyl-CoA carboxylase 1, ACC-1)、
脂蛋白脂肪酶(lipoprotein lipase, LPL)等]的表达, 例如, 
mTOR信号通路的激活可以增加SREBP-1c的水平 , 而
SREBP-1c是一种促进脂肪合成的转录因子, 能够上调

脂肪合成酶(如FAS和ACC-1)的表达, 从而促进脂肪的

从头合成[18]。因此, miR-184可能通过mTOR信号通路

影响脂质沉积, 但目前还未见报道。

本研究通过对猪 IM与SC脂肪细胞的miRNA表

达谱进行转录组测序和生物信息学分析 , 发现miR-
184在聚酯能力较弱的 IM细胞内高表达 , 然后利用

小鼠前脂肪细胞系3T3-L1对此进行验证 , 证明miR-
184可能通过调控mTOR信号通路抑制聚酯作用。

本研究通过预测和验证, 确定了miR-184的靶基因为

同源框A5(homeobox A5, Hoxa5), 这为解析IM和SC
细胞聚酯能力的差异提供了新证据。

1   材料与方法
1.1   材料

三只3日龄雄性嘉兴黑猪的仔猪由浙江省嘉兴

青莲食品有限公司提供。对仔猪实施安乐死后 , 在
无菌状态下 , 采集皮下脂肪组织 (颈部和肩胛处 )和
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背最长肌组织 (背部 ), 分别用于分离原代皮下前体

脂肪细胞和肌内前体脂肪细胞。实验所用3T3-L1细
胞株购自浙江百迪生物科技有限公司 (货号C5006)。
动物实验均遵照《中华人民共和国实验动物管理条

例》的相关规定 , 并已通过嘉兴大学生物与化学工

程学院动物实验及实验动物伦理委员会审查批准

(伦理批件号: JUMC2024-267)。
1.2   试剂及仪器

试剂及仪器情况详见表1。
miR-184-mimics与miR-184-inhibitor序列如表

表1   主要试剂与仪器

Table 1   Main reagents and equipment
试剂或仪器

Reagents or instruments
品牌

Brand

DMEM/F12 (Dulbecco’s modified eagle medium/nutrient mixture F-12) HyClone 

Penicillin-streptomycin solution HyClone 

FBS (fetal bovine serum) Baidi Biotechnology Co., Ltd

IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine) Sigma 

DXMS (dexamethasone) Sigma

Insulin Sigma 

miR-184 mimics Guangzhou RiboBio Co., Ltd

miR-184 inhibitor Guangzhou RiboBio Co., Ltd

NC-mimics Guangzhou RiboBio Co., Ltd

NC-inhibitor Guangzhou RiboBio Co., Ltd

U6 primer Guangzhou RiboBio Co., Ltd

riboFECT™ CP reagent Guangzhou RiboBio Co., Ltd

Lipofectamine 2000 Invitrogen 

TG (triglyceride) kit Nanjing Jiancheng Bioengineering Institute

Oil red O staining kit Beyotime Biotech Inc.

TRIzol Invitrogen

BCA protein assay kit Beijing Cowin Century Biotechnology Co., Ltd

2× plus SYBR Real-time PCR mixture Beijing Cowin Century Biotechnology Co., Ltd

PrimeScript™ RT reagent kit TaKaRa

Dual luciferase reporter gene assay kit Promega

SuperSignal ECL chemiluminescent substrate kit Millipore

β-tubulin (KM9003, 1000 5׃) antibody Tianjin Sungene Biotech Co., Ltd

aP2 (ab23693, 1000 1׃) antibody Abcam

FAS (ab22759, 1000 1׃) antibody Abcam

p-mTOR (#5536, 1000 1׃) antibody Cell Signaling Technology

mTOR (#2983, 1000 1׃) antibody Cell Signaling Technology

p-ERK1/2 (#9101, 1000 1׃) antibody Cell Signaling Technology

ERK1/2 (#9102, 1000 1׃) antibody Cell Signaling Technology

p-AMPKα (#4188, 1000 1׃) antibody Cell Signaling Technology

AMPKα (#5381, 1000 1׃) antibody Cell Signaling Technology

GAPDH (ab8245, 1000 1׃) antibody Abcam

HRP labeled sheep anti mouse antibody HRP-conjugated goat anti-mouse IgG (1000 1׃) Shanghai Bio-Platform Technology Company

HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG (1000 1׃) Shanghai Bio-Platform Technology Company

Nucleic acid test device ThermoFisher Scientific 

Real-time PCR instrument ThermoFisher Scientific 

Polymerase chain reaction machine Eppendorf 

Gel imaging system Bio-Rad 

Cell culture plate Corning

Carbon dioxide cell incubator ThermoFisher Scientific

Inverted fluorescence microscope Leica
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2所示。miR-184-mimics是针对miR-184的成熟体

设计并合成的小片段双链miRNA, 能模拟细胞中

内源性成熟miR-184的高水平表达 , 以增强内源性

miRNA的调控作用; miR-184-inhibitor是一种特异性

设计的核酸分子, 是一段与miR-184完全互补的反义

寡核苷酸(antisense oligonucleotide), 能够与miR-184
结合形成双链, 从而阻止miR-184与其靶标mRNA结

合。NC-mimics是一种阴性对照 (negative control)的
miRNA模拟物。它是一种经过设计的非特异性核酸

序列 , 通常与目标miRNA的序列不匹配 , 但具有类

似的化学性质和结构。NC-inhibitor是一种经过设计

的非特异性反义寡核苷酸(antisense oligonucleotide), 
其序列与目标miRNA的成熟序列不互补 , 因此不会

与目标miRNA结合。

1.3   细胞培养和诱导脂肪细胞成脂分化

原代脂肪细胞培养 : 将分离的猪皮下脂肪组织

用PBS洗涤2~3次 , 常温下浸没于0.1% I型胶原酶消

化液后剪碎, 37 °C下振荡消化60 min后, 过滤并收集

滤液 , 常温下1 500 r/min离心10 min, 收集得到的细

胞沉淀 , 即为皮下前体脂肪细胞。用同样的方法将

剪碎的背最长肌组织块浸没于0.1% I型胶原酶消化

液中, 于37 °C下振荡消化120 min后, 过滤并收集滤

液, 常温下1 500 r/min离心10 min, 收集沉淀, 将细胞

悬液接种于培养瓶中 , 37 °C培养1 h, 收集贴壁的肌

内前体脂肪细胞。细胞每两天换液扩繁一代后接种

至12孔板 , 长满后以诱导液 I(含1%青霉素 /链霉素、

10% FBS、0.5 mmol/L IBMX、1.0 μmol/L DXMS、
10 μmol/L Insulin和DMEM/F12)诱导2天 , 再用诱导

液 II(含 1%青霉素 /链霉素、10% FBS、10 μmol/L 
Insulin和DMEM/F12)继续诱导8天, 至第10天收集细

胞。

3T3-L1脂肪细胞培养 : 复苏细胞 , 扩繁一代后

接种于细胞培养板中, 细胞每两天换一次培养液, 长
满后诱导分化 , 诱导方法同猪前体脂肪细胞。在成

脂分化后的第0天开始 , 每隔一天 , 收集一次细胞样

品(各3孔), 用于总RNA的提取。

1.4   细胞转染

培养 3 T 3 - L 1脂肪细胞 ,  待细胞融合达到

80%~90%时 ,  更换培养基。并依据 riboFECT™ 
CP转染试剂盒的指导进行转染操作。以 1孔为

例 , 将 5 μL浓度为20 μmol/L的NC-mimics、miR-
184-mimics、NC-inhibitor和miR-184-inhibitor试剂

分别加入到60 μL的1× riboFECT™ CP缓冲液中, 轻
轻混合均匀。接着 , 向各混合物中加入6 μL的 ribo-
FECT™阳离子转染试剂 (riboFECT™ CP reagent), 
并轻柔吹打以充分混匀 , 在室温下孵育15 min。最

后将制备好的转染复合物均匀滴加到12孔板中 [19]。

转染后的细胞在达到接触抑制状态后继续培养2天 , 
随后开始按照 1.3中的方法进行成脂诱导分化。在

诱导分化的第10天 , 收集细胞并进行各项检测。以

上每个处理均重复进行3次生物学实验。

1.5   油红O染色

对诱导分化至第10天的脂肪细胞进行油红O测

定, 根据试剂盒进行操作。用PBS清洗后, 加入4%多

聚甲醛常温固定20 min后去除固定液 , PBS清洗 , 然
后加入油红O染色。接着 , 去除染色液 , 清洗后先在

明亮处用手机对孔板拍照 , 之后用荧光倒置显微镜

对染色细胞进行拍照。

1.6   甘油三酯测定

将诱导分化至第 10天的脂肪细胞用PBS清洗 , 
向各孔中加入10%的TritonX-100裂解液 , 后收集细

胞样品, 0 °C避光下孵育30 min后, 对照BCA试剂盒

说明书检测蛋白浓度。根据甘油三酯 (TG)测试盒上

的方法, 检测并计算甘油三脂的含量。

1.7   Real-time PCR检测

利用Trizol裂解法提取总RNA, 使用核酸测定

仪测定RNA浓度, 参照TaKaRa反转录试剂盒说明书

进行反转录。以反转录得到的cDNA溶液为模板, 根
据表3配制反应体系。使用Real-time PCR仪检测相

关基因表达量, 反应程序为: 95 °C预变性30 s; PCR
反应40个循环 , 每个循环为95 °C变性5 s, 60 °C退
火 /延伸10 s; 熔解曲线阶段为95 °C变性15 s, 60 °C
退火和采集荧光信号30 s, 95 °C再次高温变性并采

集信号15 s。Real-time PCR方法检测U6、miR-184、
β-actin、FAS、aP2、ATGL和LPL mRNA相对表达

量 , miR-184以U6为内参基因 , 其余以β-actin为内参

基因 , 按照2–ΔΔCt法计算基因相对表达丰度 [19-20]。引

物序列见表4。
1.8   Western blot分析

收集成脂诱导第 10天的 3T3-L1脂肪细胞总蛋

白 , 使用BCA蛋白质测定试剂盒测定蛋白的浓度 , 
加入蛋白上样缓冲液后煮沸10 min变性 ; 利用10% 
SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分离总蛋白 , 先运行80 V
恒压、时间30 min的程序 , 后将电压改为120 V、时
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间90 min。条带分离后 , 使用PVDF膜进行转模 : 在电

泳槽中加入转模液, 在200 mA的条件下转模2 h。在转

膜之后; 将膜在室温下用5%脱脂牛奶封闭2 h, TBST
清洗后 , 按照蛋白分子量标准物 (protein maker)
裁剪出相应的条带 , 按照条带大小分别使用 FAS、
aP2、β-tubulin、p-mTOR、mTOR、p-ERK1/2、
ERK1/2、p-AMPKα、AMPKα和GAPDH的一抗(稀
释比例见表1) 4 °C孵育过夜; 再次用TBST洗膜, 加
入稀释的对应二抗(稀释比例见表1), 常温下摇床上

孵育1.5 h, 再用TBST洗膜, 后加ECL发光液, 接着用

Bio-Rad成像系统曝光 , 并使用 Image Lab软件测定

分析灰度值, 最后计算蛋白表达水平[21-22]。

1.9   双荧光素酶基因报告分析 
使用TargetScan 7.2数据库数据库查找miR-184

与Hoxa5的结合位点 , 在结合位点两端设计含有酶

切位点和保护碱基的引物 , 以3T3-L1细胞的 cDNA
为模版, 进行PCR扩增片段, 使用胶回收试剂盒对凝

胶电泳分离的PCR产物胶回收 , 用限制性内切酶对

载体和目标片段进行酶切 , 酶切产物进行电泳分离

回收。通过连接酶对纯化后的酶切载体和目标片段

进行酶连 , 将连接产物转化进入大肠杆菌DH5α中 , 
挑选阳性菌落进行测序, 对比序列完全一致后, 就得

到了Hoxa5基因3ʹ端非翻译区 (3ʹ untranslated region, 
3ʹUTR)野生型重组psi-CHECK2荧光素酶报告载体

表4   引物序列信息

Table 4   Primer sequence information
基因名称

Gene name
序列(5ʹ→3ʹ)
Sequence (5ʹ→3ʹ)

FAS Forward: CTG CGA TTC TCC TGG CTG TGA A
Reverse: CAA CAA CCA TAG GCG ATT TCT GG

aP2 Forward: TCA CAT TGC GGC AGC TCC GTA A
Reverse: GTA GCA CTT GCA GTT CGG AGA G

ATGL Forward: GGA ACC AAA GGA CCT GAT GAC C
Reverse: ACA TCA GGC AGC CAC TCC AAC A

LPL Forward: GCG TAG CAG GAA GTC TGA CCA A
Reverse: AGC GTC ATC AGG AGA AAG GCG A

miR-184 Forward: CGC GCC TTA TCA CTT TTC CA
Reverse: AGT GCA GGG TCC GAG GTA TT

GAPDH Forward: CAT CAC TGC CAC CCA GAA GAC TG
Reverse: ATG CCA GTG AGC TTC CCG TTC AG

表2   miRNA激动剂和抑制剂序列

Table 2   The sequences of miRNA agonists and antagonists

miRNA
序列(5ʹ→3ʹ)
Sequence (5ʹ→3ʹ)

miR-184-mimics CCU UAU CAC UUU UCC AGC CAG C

miR-184-inhibitor GCU GGC UGG AAA AGU GAU AAG G

表3   Real-time PCR反应体系

Table 3   Real-time PCR reaction system
试剂

Reagents
体系(10 μL)
System (10 μL)

2× Magic SYBR mixture 5.0 μL

Upstream primer (10 μmol/L) 0.2 μL

Downstream primer (10 μmol/L) 0.2 μL

cDNA template 1.0 μL

ddH2O 3.6 μL
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(psi-CHECK-2-Hoxa5 3ʹUTR)。使用Lipofectamine 
2000转染试剂将载体分别与NC-mimics或miR-184 
mimics共转染至HEK293T细胞中 , 培养48 h后按照

双荧光素酶检测试剂盒说明书检测荧光素酶活性 , 
以海肾荧光素酶为内参[19]。

1.10   数据统计

采用Graph Pad Prism 8进行统计学分析和制图, 
实验数据以 “平均值±标准误 ”(mean±SEM)的形式

表示, 通过Student’s t-test检验进行显著性差异分析, 
P<0.05为差异具有统计学意义 , 其中 , *P<0.05为结

果具有显著性差异 , **P<0.01为结果具有极显著性

差异[19]。

2   结果
2.1   miR-184在猪肌内与皮下脂肪细胞中差异表达

猪 IM细胞的聚酯能力显著弱于SC细胞 , 为了

挖掘调控聚酯能力的关键分子 , 本研究利用转录组

技术对猪 IM与SC细胞进行miRNA测序 , 发现miR-
184在 IM细胞中的表达水平显著高于SC细胞 (图1A
和图1B), Real-time PCR验证也得到了相同结论 (图
1C)。为了推测miR-184可能的功能 , 以前脂肪细胞

系3T3-L1为材料 , 通过Real-time PCR技术分析 , 检
测在分化聚酯过程中miR-184表达水平的变化 , 结
果显示随着脂肪细胞的聚酯程度的增加 , miR-184
表达水平逐渐降低(图1D)。这推断其可能具有抑制

聚酯的作用。

2.2   过表达miR-184可抑制脂肪细胞的聚酯作用

为了探究miR-184对脂肪细胞聚酯的具体影响 , 
本研究利用小鼠前脂肪细胞系3T3-L1进行了功能验

证实验。首先, 通过转染miR-184-mimics和NC-mim-
ics, 成功建立了miR-184过表达的细胞模型。Real-
time PCR结果显示 , miR-184-mimics组的miR-184相
对表达水平显著高于NC-mimics组(图2A), 表明miR-
184在细胞中的过表达效率较高。随后 , 我们采用

A: 猪皮下与肌内脂肪细胞中miRNA的差异表达分析; B: miR-184在猪皮下与肌内脂肪细胞的表达水平对比(转录组测序数据); C: miR-184在猪

皮下与肌内脂肪细胞的表达水平对比(Real-time PCR数据); D: miR-184在3T3-L1细胞聚酯过程中的表达水平变化。IM: 肌内脂肪细胞; SC: 皮
下脂肪细胞; TPM: 标准化后的表达量值。n=3, **P<0.01, 皮下脂肪细胞与肌内脂肪细胞相比较。

A: analysis of differential miRNA expression in subcutaneous and intramuscular adipocytes of pigs; B: the comparison of miR-184 expression level in 
porcine SC and IM adipocytes (RNA-seq data); C: the comparison of miR-184 expression level in porcine SC and IM adipocytes (Real-time PCR data); D: 
changes of miR-184 expression lelves in 3T3-L1 adipogenesis process. IM: intramuscular adipocytes; SC: subcutaneous adipocytes; TPM: expression 
value after standardizations. n=3, **P<0.01, comparison of SC with IM.

图1   miR-184表达丰度分析

Fig.1   The expression level of miR-184  
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油红O染色法对细胞内的脂滴含量进行了检测。结

果显示 , miR-184-mimics组的细胞内脂滴含量降低

(图2B和图2C)。通过甘油三酯(TG)含量测定试剂盒

定量分析发现 , miR-184-mimics组的TG含量较NC-
mimics组也显著降低(图2D), 这些结果表明miR-184
过表达显著抑制了脂肪细胞的脂质积累。进一步的

分子机制研究显示, miR-184过表达显著降低了脂合

成标志基因aP2的mRNA表达水平 , 而FAS的表达水

平也呈现出下降趋势(P=0.08, 图2E)。与此同时, 脂
分解标志基因ATGL和LPL的表达水平显著升高 (图
2F)。Western blot分析进一步验证了FAS和aP2蛋白

表达水平的变化, 与Real-time PCR结果一致(图2G和

图2H)。这些结果表明 , miR-184-mimics通过抑制脂

合成基因的表达, 同时促进脂分解基因的表达, 从而

抑制脂肪细胞的聚酯过程。

2.3   敲减miR-184可促进脂肪细胞的聚酯作用

为深入探究miR-184在脂肪细胞脂质代谢中

的调控作用 , 本研究通过向3T3-L1前脂肪细胞转染

miR-184-inhibitor和NC-inhibitor, 成功构建了miR-
184敲减的细胞模型。经Real-time PCR检测证实, 与
对照组 (NC-inhibitor组 )相比 , miR-184-inhibitor组中

miR-184的表达受到显著抑制 (图 3A), 敲低效率约

为 60%, 表明模型构建成功且敲减效率理想。油红

O染色和甘油三酯 (TG)含量测定结果显示 , miR-184
敲减显著增加了细胞内脂滴的形成和甘油三酯的积

累(图3B~图3D)。接着, 本研究检测了脂代谢相关基

因的表达情况。结果显示, miR-184敲减显著上调了

脂合成标志基因aP2的表达(图3E), 同时显著下调了

脂分解标志基因ATGL和LPL的表达(图3F)。Western 
blot分析进一步验证了脂代谢相关蛋白的表达变化 , 
与Real-time PCR结果一致(图3G和图3H)。综上, 本
研究证实miR-184的敲减通过上调脂合成基因 (如
aP2和FAS)的表达, 同时下调脂分解基因(如ATGL和
LPL)的表达, 从而促进脂肪细胞的脂质积累。

2.4   miR-184抑制mTOR信号通路活性

为了探究miR-184是否通过mTOR信号通路调

A: miR-184的过表达水平; B: 胞内甘油三酯的油红O染色; C: 油红O的D值; D: 细胞内甘油三酯含量; E: 脂合成基因FAS和aP2的相对表达情

况; F: 脂分解基因ATGL和LPL的相对表达水平; G: Western blot分析NC-mimics组和miR-184组的FAS和aP2的蛋白质水平; H: ImageJ软件对NC-
mimics组和miR-184组的FAS和aP2蛋白质水平的定量分析。n=3, *P<0.05, **P<0.01, 与NC-mimics组相比较。

A: overexpression level of miR-184; B: oil red O staining of intracellular triglycerides; C: D values of oil red O; D: triglyceride content; E: relative 
expression of FAS and aP2; F: relative expression of ATGL and LPL; G: Western blot analysis of FAS and aP2 protein levels in NC-mimics and miR-
184-mimics groups; H: quantification analysis of FAS and aP2 protein levels in NC-mimics and miR-184-mimics groups with ImageJ. n=3, *P<0.05, 
**P<0.01 compared with the NC-mimics group.

图2   过表达miR-184对3T3-L1脂肪细胞聚酯的影响

Fig.2   Effects of miR-184 over-expression on adipogenesis
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控脂肪细胞的聚酯过程 , 本研究通过Western blot检
测了信号通路相关蛋白的表达水平。结果显示 , 过
表达miR-184后 , mTOR的磷酸化水平显著降低 (图
4A和图 4B), 表明miR-184能够抑制mTOR信号通

路的活性。这一结果提示 miR-184可能通过抑制

mTOR信号通路, 进而抑制脂肪细胞的脂质积累。

2.5   miR-184靶向抑制Hoxa5基因在小鼠胚胎成

纤维细胞中的表达

为了进一步揭示miR-184的调控机制 , 本研究

通过TargetScan数据库预测了miR-184的潜在靶基

因 , 并发现Hoxa5是miR-184的潜在靶基因之一 (图
5A)。通过Real-time PCR检测发现 , 过表达miR-184
后 , 3T3-L1细胞内Hoxa5的表达量显著降低 (图5B)。
为了验证miR-184是否直接靶向Hoxa5, 我们构建了

Hoxa5基因 3ʹUTR的 psi-CHECK2荧光素酶报告载

体, 并将其与miR-184-mimics或NC-mimics共转染至

HEK293T细胞中。结果显示: 与转染NC-mimics相比, 
psi-CHECK-2-Hoxa5 3ʹUTR载体和miR-184 mimics

共转染会明显降低海肾荧光强度与萤火虫荧光强度

的比值(图5C), 验证了miR-184直接靶向Hoxa5。

3   讨论
随着生物技术的发展 , 科学家们逐渐意识到

miRNA在生物体各项生命过程中的重要调控作

用 [23-24]。在脂肪细胞的分化聚酯过程中, miRNAs的
重要作用也逐步被揭示。2003年, XU等 [25]利用果蝇

证明miR-14具有抑制甘油三酯积累的作用 , 这是首

次报道miRNA参与脂类代谢。次年 , ESAU等 [26]报

道了miR-143通过调控其靶基因ERK5促进成脂分

化。随后, 大量参与脂类代谢调控的miRNAs分子被

发现, 所涉及到的信号通路和作用机制也被解析[27]。

本研究对比聚酯能力差异显著的猪 IM细胞和SC细
胞中miR-184的表达水平, 发现在聚酯能力较弱的猪

IM细胞中的表达水平显著高于聚酯能力较强的SC
细胞 , 并通过对3T3-L1聚酯过程的研究 , 发现miR-
184的表达水平呈现持续降低的趋势, 推断其为脂肪

A: miR-184的干扰效率; B: 胞内甘油三酯的油红O染色; C: 油红O的D值; D: 胞内甘油三酯含量; E: 脂合成基因FAS和aP2的相对表达情况; F: 
脂分解基因ATGL和LPL的相对表达; G: Western blot分析NC-inhibitor组和miR-184-inhibitor组的FAS和aP2的蛋白质水平; H: ImageJ软件对NC-
inhibitor组和miR-184-inhibitor组的FAS、aP2的蛋白质水平进行定量分析。n=3, *P<0.05, **P<0.01, 与NC-inhibitor组相比较。

A: interference efficiency of miR-184; B: oil red O staining of intracellular triglycerides; C: D value of oil red O; D: triglyceride content; E: relative 
expression of FAS and aP2; F: relative expression of ATGL and LPL; G: Western blot analysis of FAS, aP2 protein levels in NC-inhibitor and miR-
184-inhibitor groups; H: quantification analysis of FAS and aP2 protein levels in NC-mimics and miR-184-mimics groups with the software of ImageJ. 
n=3, *P<0.05, **P<0.01 compared with the NC-inhibitor group.

图3   敲减miR-184对3T3-L1脂肪细胞聚酯的影响

Fig.3   Effects of miR-184 knockdown on 3T3-L1 adipogenesis
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细胞聚酯的负调控因子。

miR-184最早由ABOOBAKER团队[28]在果蝇胚

胎中发现 , 定位在9号染色体上。2006年 , 首次在哺

乳动物细胞中发现miR-184[29]。有研究发现miR-184
在多种肿瘤的发生发展过程发挥重要的调控作用。

例如 , miR-184在舌鳞状细胞癌中呈高表达 , 能够促

进舌鳞状癌细胞的增殖 [30]; 可以通过抑制β-catenin

和Wnt信号通路 , 抑制表皮干细胞的过度增殖和皮

肤癌的发生发展 [31]; 能通过MAPK信号通路促进多

囊卵巢综合征的发生 [31]; 可作为一种潜在的前列腺

癌分子标记物 [33]; miR-184还能通过靶向AKR1C3 
mRNA的 3ʹUTR在体外促进膀胱癌细胞增殖并促

进小鼠肿瘤生长 [34]。此外 , miR-184在局部缺血性

疾病中对血管新生具有显著的调节作用 , 通过与其

A: 过表达miR-184后Western blot检测mTOR信号通路蛋白表达水平; B: 对图A的灰度值分析。n=3, *P<0.05, 与NC-mimics组相比较。

A: Western blot detected the protein expression level of mTOR signaling pathway after over-expression of miR-184. B: analysis of gray values for panel A. 
n=3, *P<0.05 compared with NC-mimics group.

图4   过表达miR-184抑制mTOR信号通路活性

Fig.4   Over-expression of miR-184 inhibits the activity of mTOR signaling pathway
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A: 通过TargetScan网站检测Hoxa5 3ʹUTR与miR-184的结合位点: B: Real-time PCR检测过表达miR-184后Hoxa5的表达量; C: 报告载体与miR-
NC或miR-184共转染后的双荧光素酶活性检测。n=3, **P<0.01, 与NC-mimics组相比较。

A: the binding site of Hoxa5 3ʹUTR and miR-184 was detected by TargetScan: B: the expression of Hoxa5 after miR-184 over-expression was detected 
by Real-time PCR; C: the dual-luciferase activity assay after co-transfection of the reporter vector with miR-NC or miR-184. n=3, **P<0.01 compared 
with NC-mimics group.

图5   miR-184对Hoxa5的靶向调控 
Fig.5   miR-184 targets and regulates Hoxa5
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靶基因VEGF(vascular endothelial growth factor)和
IGF-2(insulin like growth factor 2)结合, 抑制VEGF和
IGF-2表达, 从而减少新生血管的生成[35]。关于miR-
184对脂肪细胞的调控作用, 迄今未见报道。

本研究为了确定miR-184对脂肪细胞聚酯的影

响 , 采用前脂肪细胞系3T3-L1分化聚酯模型 , 通过

miR-184-mimics和miR-184-inhibitor转染改变胞内

miR-184的表达水平 , 对3T3-L1脂肪细胞甘油三酯

积累进行染色和定量分析。油红O染色结果显示 , 
miR-184-mimics转染后 , 3T3-L1脂肪细胞内的脂滴

积累减少 , 而miR-184-inhibitor转染后 , 3T3-L1脂肪

细胞内的脂质沉积增加 , 甘油三酯定量分析也得到

了一致的结果, 说明miR-184表达水平与脂肪细胞的

聚酯能力呈负相关。

利用Real-time PCR和Western blot检测脂代谢

标志基因(FAS、aP2、ATGL、LPL)的mRNA和蛋白

表达水平。FAS负责催化乙酰辅酶A和丙二酰辅酶

A合成脂肪酸 , 是脂肪酸合成的限速酶 [36], aP2主要

作用是调节脂肪酸的摄取和胞内运输 [37], 二者的编

码基因是脂肪细胞脂合成标志基因 , 其表达水平代

表细胞脂合成的能力; ATGL能够催化甘油三酯分解

为甘油二酯和脂肪酸 [38], LPL是一种甘油三酯水解

酶, 主要水解血浆脂蛋白中的甘油三酯, 为脂肪生成

和储存提供游离脂肪酸 [39], 二者编码基因是脂分解

的标志基因 , 其表达水平代表细胞的脂解能力。转

染miR-184-mimics增加3T3-L1脂肪细胞内miR-184
的表达水平, 导致FAS和aP2表达水平降低, ATGL和
LPL表达水平升高 , 提示miR-184具有减弱脂合成能

力、加强脂分解的作用; miR-184-inhibitor降低miR-
184的表达水平的实验也印证了上述结论, 可见miR-
184能够同时影响脂合成与分解基因的表达, 属于脂

代谢调控的上游分子, 但具体的调控机制还不清楚。

脂肪细胞的形成和脂质代谢涉及多种信号通

路 , 包括ERK1/2通路、AMPK通路和mTOR通路

等。ERK1/2是MAPK家族的关键成员 , 参与细胞

代谢调控。其激活可促进脂肪细胞增殖 , 进而影响

脂肪组织的体积和功能 , 同时还能调节脂肪分解相

关酶(如激素敏感性脂肪酶)的活性, 从而控制脂肪分

解速率 [40]。AMPK作为一种关键的能量感应酶 , 通
过抑制转录因子 (如SREBP1)的活性 , 抑制脂肪合

成相关基因的表达 , 在脂肪代谢和脂肪沉积中发挥

重要作用[41]。mTOR信号通路是细胞内外信号分

子激活的重要通路 , 调节脂质和蛋白质合成以及细

胞代谢。该通路包含两个主要复合物 : mTORC1和
mTORC2[42]。mTORC1通过激活关键转录因子 (如
SREBP、Lipin1和PPARγ)促进脂质生成, 并通过抑

制激素敏感性脂解酶 (hormone-sensitive triglycer-
ide lipase, HSL)的磷酸化和ATGL的表达来抑制脂

解[43-44]。因此, mTOR信号通路的激活可促进前脂肪

细胞向成熟脂肪细胞分化 , 增加脂肪积累 [42]。有研

究显示, miR-330通过靶向SESN3激活AKT-mTOR信
号通路 , 促进肌内脂肪前细胞的脂肪生成 [44]。另外 , 
也有研究表明miR-184可以抑制mTOR信号通路的

上游AKT2和下游效应分子p70S6K的表达 [16]。在本

研究中miR-184过表达后, p-mTOR水平显著降低, 表
明miR-184抑制了mTOR信号通路的活性, 而ERK1/2
信号通路、AMPK信号通路活性未见明显变化。因

此 , 我们推测miR-184可能通过抑制mTOR信号通路

来减少细胞内脂质积累。

通过网站预测 , 我们发现过表达miR-184下调

了Hoxa5的表达。Hoxa5是Hox基因家族的重要成员, 
近年来研究发现其在脂肪组织发育、脂肪细胞分化

及脂肪代谢中发挥着重要作用 [45-46]。例如, Hoxa5可
以通过转录调控和阻断 JAK2/STAT3信号通路抑制

小鼠脂肪细胞增殖[47]; Hoxa5还可以促进山羊皮下前

脂肪细胞的成脂分化并抑制其体外增殖 [48]。在高脂

饮食诱导的肥胖小鼠脂肪组织中, Hoxa5表达水平显

著降低 [49]。有研究发现 , Hoxa5通过抑制PKA/HSL
途径促进脂肪细胞分化 [49]。本研究通过双荧光素酶

报告分析确定Hoxa5是miR-184的靶基因 , 由此推测

miR-184可能通过靶向Hoxa5调控脂肪细胞的聚酯

过程。

综上所述, 本研究发现miR-184可下调mTOR信
号通路活性 , 抑制脂肪细胞聚酯 , 同时确定Hoxa5是
miR-184的靶基因。这为解析猪IM和SC细胞聚酯能

力的差异提供了新证据。
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