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CircHdgfrp3靶向miR-3089-3p/miR-760-5p抑制

脂肪细胞分化
杨思晨1,2  吴佳轩2  施绮雯1  张瑾2,3*  毋文静2*

(1浙江工业大学药学院, 杭州 310014; 2嘉兴大学生物与化学工程学院, 嘉兴 314001;
 3嘉兴爱博生物科技有限公司, 嘉兴 314001)

摘要      该研究旨在明确环状RNA分子circHdgfrp3对脂肪细胞成脂分化的作用及其机制。通

过RNA-Seq筛选出在大白猪肌内脂肪组织中表达水平显著高于皮下脂肪组织的环状RNA分子

circHdgfl3, 其在猪和小鼠中的相似性高达93.87%。以小鼠前脂肪细胞系3T3-L1为材料, 通过RNase 
R消化法、核质定位法和qPCR法对circHdgfrp3进行鉴定、定位以及表达量分析, 结果显示, circH-
dgfrp3以稳定环状结构存在于细胞质中, 其表达水平在3T3-L1细胞分化过程中呈先升后降趋势; 通
过转染si-circHdgfrp3或pcDNA3.1-circHdgfrp3改变其在3T3-L1细胞分化过程中表达水平; 利用油

红O染色和Western blot等技术, 发现circHdgfrp3可显著抑制胞内脂滴积累(P<0.05)和成脂标志基

因PPARγ、C/EBPα、LPL的表达(P<0.05); 最后利用荧光素酶报告分析等技术, 确定circHdgfrp3与
miR-3089-3p、miR-760-5p存在靶向结合关系, 并且可以显著减弱AKT的磷酸化。综上所述, circH-
dgfrp3可能通过靶向miR-3089-3p和miR-760-5p下调AKT-mTOR活性进而抑制脂肪细胞的成脂分化。
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CircHdgfrp3 Targets miR-3089-3p/miR-760-5p to Inhibit 
Adipocyte Differentiation

YANG Sichen1,2, WU Jiaxuan2, SHI Qiwen1, ZHANG Jin2,3*, WU Wenjing2*
(1College of Pharmacy, Zhejiang University of Technology, Hangzhou 310014, China; 2College of Biological and Chemical Engineering, 
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Abstract       The aim of this study was to determine the effect of circHdgfrp3 on adipogenic differentiation of 
adipocytes and its mechanism. Firstly, the results of RNA-Seq sequencing were analyzed. And circHdgfl3, a circu-
lar RNA molecule whose expression levels in intramuscular fat was significantly higher than that of subcutaneous 
fat in Large White pigs, was screened out, and the sequence similarity between pigs and mice reaches 93.87% at the 
genomic level. Using mouse preadipocyte line 3T3-L1 as material, circHdgfrp3 was identified, localized and ex-
pressed by RNase R digestion, karyotoplasmic localization and qPCR. The results showed that circHdgfrp3 existed 
in the cytoplasm with stable ring structure. During 3T3-L1 cell differentiation, its expression level increased first 
and then decreased. Transfection of si-circHdgfrp3 or pcDNA3.1-circHdgfrp3 changed its expression level during 
3T3-L1 cell differentiation. It was found that circHdgfrp3 could significantly inhibit intracellular lipid droplet accu-
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mulation (P<0.05) and the expression levels of lipid formation marker genes PPARγ, C/EBPα and LPL (P<0.05) by 
oil red O staining and Western blot. Finally, using luciferase reporting analysis and other techniques, it was deter-
mined that circHdgfrp3 had a targeted binding relationship with miR-3089-3p and miR-760-5p, and could signifi-
cantly reduce AKT phosphorylation. In summary, circHdgfrp3 may down-regulate AKT-mTOR activity by targeting 
miR-3089-3p and miR-760-5p, thereby inhibiting adipogenic differentiation of adipocytes.

Keywords       circular RNA; circHdgfrp3; 3T3-L1 preadipocytes; adipogenic differentiation

脂肪组织在人体中扮演着至关重要的角色 , 它
不仅是能量储存器官, 还是内分泌器官, 可以分泌多

种激素对机体的代谢过程进行调控。脂肪组织的功

能紊乱与多种代谢性疾病 , 如肥胖、胰岛素抵抗、

血脂异常、非酒精性脂肪肝、高血压和心血管疾病

等的发生发展密切相关 , 这些疾病不仅影响个体健

康 , 也给公共卫生带来巨大挑战 [1]。脂肪细胞是脂

肪组织中的主要细胞类型 , 它们在体内扮演着储存

能量、维持体温以及参与内分泌调节等多重角色。

脂肪细胞的分化是一个复杂的过程 , 这一过程不仅

决定了脂肪细胞的数量和大小 , 而且对于维持正常

的代谢平衡至关重要[2]。脂肪细胞分化与脂质合成、

分解、转运以及多种信号通路的调控密切相关 , 其
中脂质合成主要依赖于脂肪酸合成酶系和甘油三酯

合成酶等关键酶的作用 , 这些酶将葡萄糖、氨基酸

等前体物质转化为脂肪酸和甘油三酯 , 储存在脂肪

细胞内的脂滴中 [3]。涉及脂肪细胞的信号通路主要

包括胰岛素信号通路、mTOR信号通路、AKT信号

通路等 , 这些信号通路的协同作用 , 确保了脂肪细

胞增殖分化过程的精确进行 [4]。除此之外 , 非编码

RNA(non-coding RNA, ncRNA)在调控脂肪细胞分

化过程中也发挥着重要作用 , 这些ncRNA通过与蛋

白质、DNA和RNA相互作用 , 在多个水平上调控基

因表达。尽管目前对于ncRNA调控脂肪细胞增殖分

化的研究已经取得了一定的进展 , 但其确切的分子

机制仍有待进一步探索。

环状RNA(circular RNA, circRNA)是一类新发

现的 ncRNA, 它们通过特殊的剪接过程形成 , 不具

有 5′到 3′的极性 , 故而难以被核糖核酸酶降解。因

此 , 相较于线性miRNA, circRNA具有更高的稳定

性和组织特异性 , 这使得它们在基因表达调控中扮

演着重要角色。circRNA的来源较为广泛 , 可由外

显子、内含子等产生 , 不过多数 circRNA是由多个

外显子构成的 [5]。研究表明 , circRNA可海绵吸附

miRNA, 参与miRNA的调控网络 , 影响基因的表达

和功能。此外 , circRNA还可能通过与其他RNA分

子或蛋白质相互作用 , 参与转录调控、转录后修饰

以及蛋白质翻译等多个生物学过程 [6]。通过这些多

种分子机制, circRNA介入到细胞的众多生理和病理

过程中 , 涵盖细胞增殖、分化、凋亡以及代谢调控

等多个方面 [7]。例如, circPPARγ(circular peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma)作为竞争性内

源RNA(competing endogenous RNA, ceRNA)吸附

miR-92a-3p, 促进脂肪细胞分化 , 抑制脂肪细胞增殖

和凋亡 [8]; circRNF111可通过海绵吸附miR-143-3p, 
靶向调节IGF2R, 影响AKT信号通路, 进而抑制甘油

三酯的沉积 [9]; mmu_circ_0001874可靶向miR-24-3p, 
调节 Igf2的表达 , 进而影响下游PI3K-AKT-mTOR信
号通路 ; 此外 , circ_0001874还可以结合蛋白Igf2bp2
促进Ucp1表达 , 从而调控脂质代谢重编程 , 影响动

物脂质沉积 [10]。这些研究成果提示 circRNA可能成

为解析脂肪细胞代谢机制的新靶点和潜在治疗途

径。虽然 circRNA在脂质代谢中的研究已取得一定

进展, 但仍有大量circRNA的功能及其作用机制尚未

明确。 
猪脂肪组织中, 皮下脂肪(subcutaneous fat, SC)

与肌内脂肪 (intramuscular fat, IM)的发育特征具有

显著区别。皮下脂肪主要负责能量储存 , 而肌内脂

肪则直接影响肉质的嫩度、风味和多汁性等关键特

性。通过比较这两种脂肪组织中 circRNA的表达差

异, 不仅有助于揭示脂肪沉积的分子机制, 还为优化

猪的脂肪沉积、提高猪肉品质提供了理论依据。此

外 , 由于猪与人在基因表达和生理结构上具有高度

相似性, 研究猪脂肪组织中circRNA的功能及其调控

机制 , 也可为人类肥胖及相关代谢疾病的治疗提供

新的思路和潜在靶点。

本研究聚焦于 circHdgfrp3对 3T3-L1前脂肪细

胞成脂分化的影响及其作用机制。首先 , 基于猪与

人在基因表达和生理结构上极度相似 , 因此我们对

大白猪皮下脂肪和肌内脂肪进行RNA-Seq测序 , 筛
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选出差异表达较大的 circRNA(circHdgfl3)。随后 , 
经NCBI比对确定此 circRNA在猪和鼠中具有高达

93.87%的同源性 , 且源于小鼠胚胎的3T3-L1细胞系

可以稳定传代并具有很好的向脂肪细胞分化的特异

性, 其细胞形态和生物性能都与体内脂肪细胞相似。

所以后续功能研究以小鼠前脂肪细胞系3T3-L1为材

料进行。运用RNase R消化法、核质定位法和qPCR
法对 circHdgfrp3进行鉴定、定位及表达量分析 , 明
确其在细胞中的生物学特性。转染 si-circHdgfrp3或
pcDNA3.1-circHdgfrp3后, 利用油红O染色和Western 
blot等生物技术, 探究circHdgfrp3对胞内脂滴积累及

成脂标志基因表达的影响 , 以解析其在成脂分化过

程中的作用。同时 , 借助荧光素酶报告分析等技术 , 
确定circHdgfrp3与miR-3089-3p、miR-760-5p的靶向

结合关系 , 以及circHdgfrp3对AKT-mTOR信号通路

的调控作用 , 进而确定circHdgfrp3在3T3-L1细胞脂

质沉积中的调控机制 , 为深入理解脂质沉积相关的

生物学过程提供理论依据 , 并为肥胖及相关代谢疾

病的治疗开辟新的潜在治疗靶点与研究路径。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞培养      本实验室保存的3T3-L1细胞采

用DMEM高糖培养基(含10%胎牛血清及1%青–链霉

素双抗)进行培养。培养条件设定为37 °C恒温、5% 
CO2浓度的培养箱。细胞培养时每间隔48 h更换1次
培养基 , 当细胞融合率达到80%至90%时 , 应进行细

胞传代[11]。

1.1.2   主要试剂和仪器      miR-3089-3p、miR-760-
5p、miR-670-3p、miR-3102-3p.2-3p、miR-682和
U6引物均购自广州锐博生物科技有限公司 ; circH-

dgfrp3小干扰RNA(si-circHdgfrp3)购自吉满生物有

限公司 ; pcDNA3.1-NC和pcDNA3.1-circHdgfrp3购
自汉恒生物有限公司 ; 脂质体Lipofectamine 2000、
Lipofectamine 3000、TRIzol试剂均购自 Invitrogen
公司 ; 新生牛血清购自依科赛生物科技 (太仓 )有限

公司 ; 青 –链霉素双抗、羊抗鼠和羊抗兔抗体均购

自Biosharp公司 ; DMEM高糖培养基购自浙江百迪

生物科技有限公司 ; RNase R试剂购自广州吉赛科

技股份有限公司 ; 反转录试剂盒购自ThermoFisher 
Scientific公司; TaKaRa SYBR Premix EX Taq(Perfect 
Real time)购自TaKaRa公司; 双荧光素酶检测试剂盒

购自Promega公司; BCA蛋白定量试剂盒购自北京康

为世纪生物科技有限公司; GAPDH、过氧化酶体增

殖物激活受体 γ(peroxisome proliferator-activated re-
ceptor gamma, PPARγ)、脂肪酸结合蛋白4(fatty acid 
binding protein 4, FABP4)、脂蛋白脂肪酶(lipoprotein 
lipase, LPL)和ATGL抗体均购自Abcam公司; p-AKT
和AKT抗体购自CST公司。

1.2   方法

1.2.1   引物设计及circRNA结构鉴定      通过NCBI
下载 circHdgfrp3全长序列信息 , 根据接口序列设计

发散引物验证 circHdgfrp3的存在 , 该引物后续可用

于 circHdgfrp3的 qPCR检测 , 分析其在小鼠组织和

细胞分化不同时期中的表达量。所有引物均使用

Primer Premier 5.0以及NCBI的Primer Blast设计 , 引
物信息见表1。引物由通用生物(安徽)股份有限公司

合成。在37 °C条件下, 使用3 U/μg的RNase R对1 μg
总RNA进行10 min的消化处理, 随后通过qPCR技术

检测线性Hdgfrp3与 circHdgfrp3的相对表达量。当

3T3-L1细胞融合度至90%时, 37 °C使用胰酶消化50 s
后进行核质分离 , U6作为内参基因 , qPCR分析。依

表1   引物序列

Table 1   Primer sequences
引物名称

Primer name
上游引物(5′→3′)
Upstream primer (5′→3′)

下游引物(5′→3′)
Downstream primer (5′→3′)

Divergent primers ACG CTG GCA ATG ACA CGA G CTT GTT TGC TGG AGG CTT CAC

Convergent primers CTG TGA AGC CTC CAG CAA AC CGT GTT TCT CGT GTC ATT GC 

miR-3089-3p GCG AGC ATC TGC TGA TCC TG AGT GCA GGG TCC GAG GTA TT

miR-682 CGC GCT GCA GTC ACA GTG A AGT GCA GGG TCC GAG GTA TT

miR-760-5p CCC CTC AGG CCA CCA GA AGT GCA GGG TCC GAG GTA TT

miR-3102-3p.2-3p GCG CTC TAC TCC CTG CCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TT

miR-670-3p GCG TTT CCT CAT ATC CAT TCA G AGT GCA GGG TCC GAG GTA TT
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据2–ΔΔCt方法计算得出各样本的相对表达水平。

1.2.2   3T3-L1细胞诱导成脂分化      本实验室对3T3-
L1前脂肪细胞予以冻存处理 , 后续实验选取处于3~6
代之间的细胞。当细胞融合度达到 100%且接触抑

制48 h后 , 将基础培养基更换为诱导培养基 (含10%
胎牛血清的DMEM+10 μmol/L胰岛素+0.5 mmol/L 
IBMX+1 μmol/L DEX)诱导6天, 更换维持培养基(含
10%胎牛血清的DMEM+10 μmol/L胰岛素)诱导2天。

1.2.3   细胞转染      于12孔板中接种1 mL 3T3-L1细
胞(3×104个/孔), 培养24 h, 使用Lipofectamine 3000转
染pcDNA3.1-NC和pcDNA3.1-circHdgfrp3, 再使用

Lipofectamine 2000转染si-NC和si-circHdgfrp3, 结合

混匀, 分别加至12孔板, 37 °C培养12 h后弃液, 加入

完全培养基 , 再37 °C培养24 h, qPCR检测细胞中的

circHdgfrp3的表达量, 验证转染效率。

1.2.4   油红O染色      3T3-L1前体脂肪细胞诱导分化

8天, 移除原有培养基后, PBS洗涤1次, 加入4%多聚

甲醛固定液 , 室温固定10 min。完成固定后 , 用PBS
漂洗细胞3次 , 接着加入染色洗涤液覆盖细胞层 , 静
置20 s。移除洗涤液后, 加入预先过滤的油红O染色

液, 进行30 min的染色处理。结束后, 弃去油红O染

色液, 再次加入染色洗涤液洗涤20 s, 随后用PBS洗
涤 3次。最后 , 在显微镜下观察并拍照记录。拍照

完成后 , 向样本中加入异丙醇进行 10 min的萃取 , 
之后利用酶标仪在510 nm波长下测定其吸光度(D)
值[12]。

1.2.5   总RNA提取和qPCR      采用TRIzol裂解法从

转染48 h和诱导8天的样品中提取RNA, 对提取RNA
的浓度和质量进行测定。根据逆转录说明书将RNA
逆转录成cDNA, 并将其储存于–20 °C条件下以备后

续使用。这些cDNA将用于后续的qPCR实验 , 以检

测circHdgfrp3的过表达和干扰效率以及脂代谢标志

基因的相对表达水平[13]。

1.2.6   蛋白提取及Western blot实验      3T3-L1诱导

分化第8天, PBS洗2次。加入完全蛋白裂解液, 冰上

裂解30 min刮取细胞收集总蛋白样本。BCA法测定

蛋白质浓度, 调整各样本至相同蛋白浓度。随后, 加
入SDS上样缓冲液 , 煮沸10 min, 于–80 °C保存。制

备SDS-PAGE分离胶及浓缩胶。上样20 μg蛋白样品, 
100 V电泳2 h。4 °C、200 mA转移1.5 h, 将目标条

带转移至PVDF膜上后 , 室温下用5%浓度的脱脂牛

奶溶液进行封闭处理2 h。随后, 一抗(1000 1׃)稀释, 

4 °C过夜孵育。TBST洗涤3次, 二抗(1000 20׃)稀释, 
室温封闭 2 h, TBST缓冲液洗涤 3次后加入发光液

曝光 , 曝光后的图像通过 ImageJ软件分析灰度值。

以GAPDH作为内参蛋白, 目标蛋白的灰度值/内参

的灰度值所得结果即为该样本的目标蛋白表达水

平。

1.2.7   双荧光素酶报告基因实验      StarBase软件

预测 circHdgfrp3可能靶向结合miR-3089-3p、miR-
682、miR-760-5p。于96孔板中接种HEK293T细胞

(3×104个 /孔 ), 培养 24 h, 细胞融合度为 70%, 使用

Lipofectamine 3000试剂进行共转染。分为以下四

组 : psi-CHECK-2-circHdgfrp3和NC mimics组 ; psi-
CHECK-2-circHdgfrp3和miR-682 mimics组 ; psi-
CHECK-2-circHdgfrp3和miR-3089-3p mimics组; psi-
CHECK-2-circHdgfrp3和miR-760-5p mimics组。转

染后 , 继续培养48 h。遵循双荧光素酶检测试剂盒

的操作说明, 进行荧光素酶活性的量化分析, 选用海

肾荧光素酶作为内部参照 , 通过计算萤火虫荧光素

酶与海肾荧光素酶的相对发光强度来评估细胞的荧

光素酶活性[14]。

1.2.8   数据分析   利用GraphPad Prism 8软件进行

数据处理与图表制作 , 实验所得结果展示为平均值

±标准误 (mean±SEM)的格式。统计显著性通过Stu-
dent’s t检验来判定, 若P<0.01, 则认为差异极其显著; 
若P<0.05, 则认为差异显著。

2   结果
2.1   circHdgfrp3验证及环化效率鉴定

猪肌内脂肪细胞分化成脂能力显著弱于皮下

脂肪细胞 [15], 我们通过RNA-Seq对比分析了大白猪

IM脂肪细胞和 SC脂肪细胞的 circRNA表达谱 , 筛
选出了在 IM脂肪细胞中高表达的环状 RNA分子

circHdgfl3(图1A)。序列分析发现circHdgfrp3由Hdg-
frp3基因的第2、3、4和5外显子拼接环化构成 , 全
长519 bp, 在猪和鼠中的同源性高达93.87%(图1B)。
根据鼠源 circHdgfrp3全长序列 , 我们设计了收敛引

物和发散引物。扩增结果显示, 收敛引物在cDNA和

gDNA中均能扩增出清晰的单一条带 ; 而发散引物

仅在cDNA中扩增出单一条带(图1C); 对发散引物扩

增的产物进行了Sanger测序验证 , 测序结果与Gene-
Bank数据库序列一致 (图 1D)。利用 3T3-L1细胞的

总RNA进行RNase R消化实验 , 发现线性Hdgfrp3含
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量显著下降 , circHdgfrp3的含量无明显变化 (图1E)。
以上结果表明circHdgfrp3在3T3-L1前体脂肪细胞中

存在且具有反向剪切的环状结构。将3T3-L1细胞进

行核质分离, 检测circHdgfrp3的表达情况, 结果显示

circHdgfrp3在细胞质中所占比例为92.8%(图1F), 此
结果提示circHdgfrp3主要存在于3T3-L1前脂肪细胞

的细胞质中。

2.2   circHdgfrp3在小鼠组织以及3T3-L1成脂分

化过程中的表达情况

利用 qPCR检测 circHdgfrp3在小鼠各组织及

3T3-L1细胞分化不同时期中的表达量发现 , circH-
dgfrp3在小鼠的肝组织中表达丰度最高 , 其次是脾、

肾周脂肪、心、皮下脂肪、肾和肺(图2A), circHdg-
frp3的表达丰度在3T3-L1细胞诱导分化过程中呈现

先升高后下降的趋势, 在诱导分化第2天的表达量最

高(图2B)。

2.3   circHdgfrp3抑制3T3-L1前脂肪细胞的成脂

分化

为研究 circHdgfrp3对3T3-L1成脂分化的影响 , 
根据circHdgfrp3接口序列设计3对 siRNA, 转染48 h
后 , 检测 siRNA的干扰效率 , 结果表明 , si-circHdg-
frp3-1、si-circHdgfrp3-2、si-circHdgfrp3-3的干扰效

率分别为75%、35%、1%, 其中 si-circHdgfrp3-1干
扰效率最大(图3A)。在后续实验中均用此siRNA, 作
为实验组。

在转染si-circHdgfrp3并诱导分化8天后, 通过油

红O染色检测脂滴聚集情况 , 并通过收集总RNA检

测脂代谢标志基因的表达丰度。结果显示 , 与对照

相比, si-circHdgfrp3组脂滴明显增多(P<0.05, 图3B)。
敲低circHdgfrp3可显著增加PPARγ、CCAAT/增强子

结合蛋白 α(CCAAT/enhancer-binding protein α, 
C/EBPα)、FABP4和ATGL mRNA的表达水平(P<0.05, 

A: 大白猪肌内脂肪和皮下脂肪中circRNAs差异表达分析; B: circHdgfrp3的来源分析; C: circHdgfrp3发散引物和收敛引物在3T3-L1细胞的

cDNA和gDNA中的表达; D: circHdgfrp3接口序列的Sanger测序结果; E: qPCR检测经RNase R消化后3T3-L1细胞中circHdgfrp3和Hdgfrp3 mRNA
的表达水平; F: qPCR检测circHdgfrp3的亚细胞定位。n=3, ***P<0.001, 与NC组相比较。

A: an investigation was conducted to analyze the variations in the expression levels of circRNAs between intramuscular fat and subcutaneous fat tissues 
in Large White pigs; B: analysis of the origin of circHdgfrp3; C: expression of divergent primers and convergent primers of circHdgfrp3 in the cDNA 
and gDNA of 3T3-L1 cells; D: Sanger sequencing results of the junction sequence of circHdgfrp3; E: detection of the expression levels of circHdgfrp3 
and Hdgfrp3 mRNA in 3T3-L1 cells after digestion with RNase R by qPCR; F: detection of the subcellular localization of circHdgfrp3 by qPCR. n=3, 
***P<0.001 compared with the NC group.

图1   circHdgfrp3验证及环化效率鉴定

Fig.1   Verification of circHdgfrp3 and identification of its circularization efficiency
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A: qPCR检测circHdgfrp3在小鼠各组织中的表达水平; B: qPCR检测circHdgfrp3在3T3-L1细胞分化不同时期的表达水平。

A: the expression levels of circHdgfrp3 across diverse mouse tissues were quantified using qPCR; B: the expression levels of circHdgfrp3 during differ-
ent stages of differentiation in 3T3-L1 cells were quantified using qPCR.

图2   circHdgfrp3在小鼠不同组织和3T3-L1分化不同阶段中的表达量

Fig.2   The expression of circHdgfrp3 was examined across diverse mouse tissues and during different stages 
of 3T3-L1 cell differentiation

A: qPCR检测circHdgfrp3干扰效率; B: 油红O染色检测转染si-circHdgfrp3后3T3-L1诱导分化8天脂滴聚集情况; C: qPCR检测转染si-circHdgfrp3
后对成脂标志基因PPARγ、C/EBPα、FABP4、ATGL和LPL的mRNA表达水平的影响; D: Western blot检测转染si-circHdgfrp3对成脂标志基因

PPARγ、FABP4、LPL和ATGL蛋白表达水平的影响。n=3, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: qPCR was used to assess the knockdown efficiency of circHdgfrp3; B: oil red O staining was employed to examine the lipid droplet accumulation 
in 3T3-L1 cells after 8 days of differentiation following transfection with si-circHdgfrp3; C: qPCR was performed to determine the effects of si-circH-
dgfrp3 transfection on the mRNA expression levels of adipogenic marker genes PPARγ, C/EBPα, FABP4, ATGL and LPL; D: Western blot analysis was 
conducted to evaluate the effects of si-circHdgfrp3 transfection on the protein expression levels of adipogenic marker genes PPARγ, FABP4, LPL, and 
ATGL. n=3, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图3   干扰circHdgfrp3促进3T3-L1成脂分化

Fig.3   Interference of circHdgfrp3 promoted the adipogenic differentiation of 3T3-L1
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图 3C), 且 PPARγ的蛋白表达水平也显著增加 (图
3D)。

为了验证上述结果 ,  在 3T3-L1细胞中转染

pcDNA3.1-circHdgfrp3, 并检测其超表达效率 , 结
果表明 pcDNA3.1-circHdgfrp3组中 circHdgfrp3的
表达量是pcDNA3.1-NC组的34倍 (P<0.05, 图4A)。
过表达 circHdgfrp3可显著抑制细胞内脂滴的积累 
(P<0.05, 图4B)和成脂标志基因PPARγ、C/EBPα和
LPL的mRNA表达水平 (图4C), FABP4和ATGL的蛋

白表达水平也显著降低(P<0.05, 图4D)。

2.4   circHdgfrp3靶向结合miR-3089-3p、miR-
760-5p

为探究 circHdgfrp3靶向结合的miRNA, 利用

starBase数据库预测显示miR-682、miR-3089-3p、
miR-760-5p、miR-3102-3p.2-3p和miR-670-3p可能是

circHdgfrp3的潜在靶点(图5A)。敲低circHdgfrp3后, 
miR-682、miR-3089-3p和miR-760-5p的表达水平显

著升高 (P<0.05, 图5B)。为了验证 circHdgfrp3是否

直接靶向miR-682、miR-3089-3p和miR-760-5p, 用
psi-CHECK-2-circHdgfrp3与miR-682 mimics、miR-
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A: qPCR检测pcDNA3.1-circHdgfrp3过表达效率; B: 油红O染色检测转染pcDNA3.1-circHdgfrp3后3T3-L1诱导分化8天脂滴聚集情况; C: qPCR
检测转染pcDNA3.1-circHdgfrp3后对成脂标志基因PPARγ、C/EBPα、FABP4、ATGL和LPL的mRNA表达水平的影响; D: Western blot检测转染

pcDNA3.1-circHdgfrp3后对成脂标志基因PPARγ、FABP4、LPL和ATGL蛋白表达水平的影响。n=3, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: the efficiency of overexpression for pcDNA3.1-circHdgfrp3 was evaluated using qPCR; B: oil red O staining was employed to examine the lipid 
droplet accumulation in 3T3-L1 cells after 8 days of differentiation following transfection with pcDNA3.1-circHdgfrp3; C: the impact on the mRNA 
expression levels of adipogenic marker genes, including PPARγ, C/EBPα, FABP4, ATGL and LPL, were quantified using qPCR; D: Western blot was 
utilized to assess the changes in protein expression of adipogenic markers PPARγ, FABP4, LPL and ATGL following transfection with pcDNA3.1-
circHdgfrp3. n=3, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图4   过表达circHdgfrp3抑制3T3-L1成脂分化

Fig.4   Overexpression of circHdgfrp3 inhibited the adipogenic differentiation of 3T3-L1
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3089-3p mimics、miR-760-5p mimics、NC mimics共
转染HEK293T细胞 , 48 h后检测荧光素酶的表达量

变化。结果显示 , psi-CHECK-2-circHdgfrp3与miR-
3089-3p mimics组、psi-CHECK-2-circHdgfrp3与
miR-760-5p mimics组的海肾荧光强度与萤火虫荧

光强度的比值显著降低(P<0.05, 图5C和图5D)。这

说明 circHdgfrp3靶向结合miR-3089-3p和miR-760-
5p。
2.5   circHdgfrp3对信号通路的调控作用

PI3K/AKT信号通路在脂肪细胞的增殖分化、

凋亡代谢过程中扮演着重要的角色 , 在3T3-L1前脂

肪细胞转染pcDNA3.1-circHdgfrp3后, 诱导成脂8天, 
检测细胞内AKT、p-AKT的蛋白表达水平。结果

表明 , 与pcDNA3.1-NC组相比 , 过表达 circHdgfrp3
会显著降低AKT的磷酸化水平 (P<0.05, 图6), 提示

circHdgfrp3可能通过降低AKT信号通路的活性 , 抑
制3T3-L1前脂肪细胞的成脂分化。

3   讨论
脂肪组织不仅是脂质形式过剩能量的储存场

所 , 也是在代谢稳态中起核心作用的内分泌器官。

脂肪组织质量的过度膨胀是肥胖和相关并发症 (如
2型糖尿病、高脂血症和动脉粥样硬化 )的主要驱

动力 [16]。因此 , 探索脂肪细胞增殖和分化的分子机

制对于发现肥胖及其相关代谢紊乱的新治疗方法

至关重要。脂肪细胞的增殖和分化 , 也被称为脂肪

生成和脂肪沉积 , 是一个复杂的生物学过程 , 受到

多种转录因子 (TF)、信号通路、表观遗传修饰和

非编码RNA(ncRNA)的调控 [17-18]。ncRNA中的环状

RNA(circRNA)在近年来逐渐成为脂肪细胞分化与

代谢研究领域的焦点 , 诸多研究表明其在这一过程

中发挥着重要的调节作用。例如 , 在人正常肝细胞

系LO2中敲低 circACC1会使脂质含量升高 , 过表达

则脂质含量降低 , 其可通过增强AMPK的活性 , 促
进糖酵解和脂肪酸的氧化来调控脂质代谢 [19]。本

A: Starbase在线网站预测 circHdgfrp3靶向miRNA; B: qPCR检测干扰 circHdgfrp3后对靶向miRNA的表达水平的影响 ; C: circHdgfrp3与miR-
3089-3p、miR-682和miR-760-5p互补的核苷酸序列; D: miR-NC、miR-3089-3p、miR-682、miR-760-5p分别与psi-CHECK-2-circHdgfrp3共转染

HEK293T细胞后双荧光素酶活性检测; n=3, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: the Starbase online website was used to predict the miRNAs targeted by circHdgfrp3; B: qPCR analysis was utilized to assess the alterations in the 
expression profiles of targeted miRNAs after interference with circHdgfrp3; C: the nucleotide sequences of circHdgfrp3 that were complementary to 
miR-3089-3p, miR-682 and miR-760-5p; D: dual-luciferase activity detection after co-transfecting HEK293T cells with miR-NC, miR-3089-3p, miR-
682, miR-760-5p and psi-CHECK-2-circHdgfrp3. n=3, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图5   circHdgfrp3对miR-3089-3p和miR-760-5p的靶向调控

Fig.5   The targeted regulation of circHdgfrp3 on miR-3089-3p and miR-760-5p
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研究基于对大白猪皮下脂肪和肌内脂肪的高通量

测序数据分析 , 筛选出差异最显著的 circRNA, 即
circHdgfl3。经NCBI数据库比对 , 发现其在猪和小

鼠中具有高达 93.87%的同源性 , 进而将其确定为

circHdgfrp3(mmu_circ_0001589)。但迄今为止关于

circHdgfrp3在脂质沉积中的作用及机制尚无报道 , 
因此本研究选用了3T3-L1细胞系来研究circHdgfrp3
在脂质沉积中的作用及机制。

本研究通过发散引物扩增产物进行 Sanger测
序, 结果与NCBI上序列比对一致, 证明该circRNA的

存在。经过RNase R消化后, circHdgfrp3的表达量不

变 , 线性Hdgfrp3的表达量显著下降 , 这与此前报道

的circRNA对RNase R具有耐受性的特性相符 [20], 进
一步证实了 circHdgfrp3是以环状结构的形式存在

的。通过qPCR结果发现 circHdgfrp3在3T3-L1细胞

诱导分化的第2天表达量达到峰值, 随着诱导天数的

增加而逐渐下降 , 推测 circHdgfrp3可能在脂肪分化

早期影响脂肪分化标志基因PPARγ和C/EBPα的表

达, 进而参与3T3-L1成脂分化的过程。

脂肪细胞的分化受到一系列转录因子和基因

的密切调控 ,  包括过氧化酶体增殖物激活受体

γ(PPARγ)、CCAAT/增强子结合蛋白 α(C/EBPα)、
C/EBPβ。C/EBP属于碱性亮氨酸拉链转录因子大

家族 , 包括A/α、B/β、G/γ、D/δ、E/ε和Z/ζ成员 [21-23]。

在这些转录因子中C/EBPβ和C/EBPγ的水平在早

期脂肪生成过程中增加 , 然后其通过与启动子结

合激活C/EBPα和PPARγ的表达 [24-25]。这些分子相

互作用 , 共同调节下游基因的表达 , 如脂蛋白脂肪

酶 (LPL)、脂联素 (adiponectin)和脂肪酸结合蛋白

4(FABP4)。这些下游基因在脂肪细胞的功能和特性

方面发挥着不可或缺的作用 , LPL是人类体内的一

种关键酶, 它为外周组织提供燃料。LPL水解血液中

循环的脂蛋白核心中的甘油三酯 , 并与受体相互作

用以介导脂蛋白的摄取 , 从而通过催化和非催化功

能指导脂质的分布 [26]。Adiponectin通过激活AMPK
和PPARα信号通路, 促进脂肪酸的氧化分解, 从而减

少体内脂肪的积累 [27]。FABP4通过激活激素敏感性

脂肪酶(hormone-sensitive lipase, HSL)等脂肪分解相

关酶 , 促进脂肪细胞分化后的脂肪分解 [28]。本研

究结果显示过表达circHdgfrp3会显著降低PPARγ、
C/EBPα和 LPL的表达水平 , 敲低 circHdgfrp3会促

进脂滴集聚同时也会显著增加 PPARγ、C/EBPα、
FABP4和ATGL的表达水平 , 提示circHdgfrp3可能通

过调控这些成脂标志基因的表达进而抑制3T3-L1的
成脂分化过程。

以往研究发现 , circRNA主要以miRNA的分子

海绵的作用方式发挥功能 [29], 如 circARF3通过靶向

miR-103/TRAF3抑制脂肪组织中线粒体自噬介导的

炎症 [30]; circ-PLXNA1通过miR-214/CTNNB1轴促进

鸭脂肪细胞成脂分化 [31]。本研究通过干扰 circHdg-
frp3后 , 利用qPCR检测靶向miRNA的表达量 , 并借

助双荧光素酶报告基因实验 , 成功验证了 circHdg-
frp3与miR-3089-3p、miR-760-5p之间存在靶向结合

关系。有研究发现 , 瓜拉那通过抑制mmu-miR-760-
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图6   circHdgfrp3对AKT-mTOR信号通路的调控

Fig.6   The regulation of circHdgfrp3 on the AKT-mTOR signaling pathway
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5p的表达和促进β-catenin的核转移从而抑制3T3-L1
细胞脂肪生成 [32]。这提示circHdgfrp3可能通过靶向

结合miR-760-5p进而抑制3T3-L1成脂分化。

PI3K/AKT信号通路作为一种关键的细胞信号

转导级联 , 在调控细胞生长、增殖及分化等多个生

理过程中发挥着重要作用 [33]。此通路的启动依赖

于磷脂酰肌醇3-激酶 (phosphatidylinositol 3-kinase, 
PI3K)的活化 , 进而催化生成次级信号分子磷脂酰

肌醇3,4,5-三磷酸(phosphatidylinositol 3,4,5-trisphos-
phate, PIP3), PIP3随后激活蛋白激酶B(protein kinase 
B, 也称为AKT), AKT磷酸化在调控细胞代谢和细胞

凋亡过程中, 涉及多个下游靶标[34-35]。已有研究发

现脂质沉积与AKT信号通路之间存在着紧密的联

系 , AKT信号通路的活化能够驱动前脂肪细胞向

成熟脂肪细胞的分化进程 , 这是通过激活各种参

与成脂的转录因子和信号通路实现的 , 如 PPARγ
和 C/EBPα[36]。AKT的活化能够引发mTOR的磷酸

化并进而激活它 , 而mTOR作为细胞生长与代谢的

核心调控因子可以通过增强脂质合成酶 (fatty acid 
synthase, FASN)和乙酰辅酶A羧化酶(acetyl-CoA car-
boxylase, ACC)的翻译能力来促进脂质合成[37]。本研

究发现在过表达 circHdgfrp3后 , p-AKT的水平显著

下降 , 提示circHdgfrp3可能通过抑制AKT-mTOR信
号通路的活性进而抑制3T3-L1脂肪细胞分化。

综上所述 , 本研究发现 circHdgfrp3能够靶向结

合miR-3089-3p和miR-760-5p, 下调AKT-mTOR信号

通路活性 , 抑制3T3-L1前脂肪细胞的成脂分化。这

些发现为深入理解猪皮下与肌内脂肪组织的发育特

征差异提供了新的分子视角, 同时也为利用circRNA
调控脂肪沉积开辟了潜在途径。
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