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低温低压环境对小鼠褐色脂肪组织形成的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 探索低温低压环境对小鼠褐色脂肪组织的影响。 方法　 选取个体健康均一的 ６ 周龄成年雄性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｎ 小鼠 ２４ 只，平均分为 ４ 组，每组 ６ 只鼠，分别饲养在常温常压（１８ ～２２℃、海拔 ２０ ～ ６０ ｍ）、常温低压（１８ ～
２２℃、海拔５０００ ｍ）、常压低温（０ ～６℃、海拔２０ ～６０ ｍ）、低温低压（０ ～６℃、海拔５０００ ｍ）的环境中。 实验周期为４ 周，
在试验开始和结束时分别测量每只小鼠的体重，在实验结束后完整取下试验小鼠背部及腹股沟脂肪，并对背部及腹

股沟脂肪组织进行 ＨＥ 染色，对背部脂肪的褐色脂肪的标志物 ＵＣＰ⁃１ 进行 ｑＰＣＲ 分子表达及 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白表达的

测定。 结果　 低温低压、低温常压和常温低压组小鼠的体重增加量显著低于同期正常对照组小鼠；低温低压、低温常

压小鼠背部和腹股沟脂肪组织颜色较深，血运丰富，常温常压组的脂肪组织形态较其他组偏大；染色结果显示小鼠背

部脂肪细胞充盈多个脂肪泡，细胞较小，颜色较深，形态上是典型的褐色脂肪细胞；在低温条件下，小鼠背部脂肪组织

的褐色脂肪标志物 ＵＣＰ⁃１ 在 ｍＲＮＡ 和蛋白水平上高表达，低压条件下仅在 ｍＲＮＡ 的水平上有上调。 结论　 模拟高原

环境的低温低压条件对小鼠褐色脂肪组织的形成有刺激作用，这种作用更多的与温度的降低有关。
【关键词】 　 低压低氧；褐色脂肪组织；解偶联蛋白
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　 　 哺乳动物体内的脂肪可根据不同的功能分为：
白色脂肪（ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ，ＷＡＴ）、米色脂肪细

胞（ｂｒｏｗｎ⁃ｉｎ⁃ｗｈｉｔｅ）和褐色脂肪组织（ ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ
ｔｉｓｓｕｅ，ＢＡＴ）。 褐色脂肪细胞来源于间充质干细胞

（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ），一部分是由脂肪前

体细胞分化而来，另一部分是由成肌细胞在特定条

件下分化而来，起初，人们认为褐色脂肪组织进仅

存在于哺乳动物的婴幼儿时期，后来，大量学者通

过活检分析发现成年人也有褐色脂肪组织，主要分

布于肩胛间、脊椎周围、腋下、会阴等部位［１，２］。
褐色脂肪能够通过氧化磷酸化解偶联，促使体

内储能的白色脂肪分解产热和消耗能量［３，４］，维持

机体温度恒定，影响能量代谢率［５］。 很多研究发

现，低温条件下刺激小鼠能够使其褐色脂肪组织含

量显著增加以维持体温［６ － ８］。 Ｔｏｓｅｌｌｉ 等［９］在测量了

居住于海拔 ３６００ ｍ 的秘鲁安第斯山脉的盖丘亚族

人和海拔 ３２００ ｍ 的吉尔吉斯人的体脂百分比后发

现，高海拔条件下，肥胖人口数量较低。 那么高原

环境对褐色脂肪的形成是否有直接的影响，其中的

影响机制是什么，目前还鲜有报道。 本实验在动物

试验负压舱中，对低压低温环境条件下小鼠体重及

褐色脂肪的形成情况进行了研究，通过对脂肪组织

ＨＥ 染色切片的观察，及对褐色脂肪组织标志物解

偶联蛋白（ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １， ＵＣＰ⁃１） 的分子和蛋

白表达量的检测来研究低压低温条件对小鼠背部

褐色脂肪组织形成的影响。 旨在探索高原环境下

褐色脂肪组织的变化情况极其相关机制，为高原条

件下脂肪代谢的研究提供重要的理论依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ 小鼠 ２４ 只，６ 周龄，体重

（２０ ± １􀆰 ５） ｇ。 购于北京维通利华实验动物技术有

限公司［ＳＣＸＫ（京）２０１６ － ００１１］。 饲养于首都医科

大学附属北京世纪坛医院动物实验室［ＳＹＸＫ（京）
２０１３ － ０００３］。 并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予

人道的关怀。

１􀆰 ２　 实验分组

小鼠随机分为 ４ 组，每组 ６ 只鼠，分别为：常温

常压组（ｎｏｒｍａｌ ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｇｒｏｕｐ，ＮＴＮＰ），常温低压组（ ｌｏｗ ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ
ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ，ＮＴＬＰ）、低温常压组

（ｎｏｒｍａｌ ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｃｏｌｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｇｒｏｕｐ，
ＬＴＮＰ）、低温低压组 （ ｌｏｗ ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ
ｃｏｌｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｇｒｏｕｐ，ＬＴＬＰ）（其中，常温为 ２５℃室温，
常压为北京平原地区海拔 ２０ ～ ６０ ｍ，低温为 ０ ～ ６℃
低温泡沫保温盒，低压为模拟海拔 ５０００ ｍ 动物试验

负压舱）。
１􀆰 ３　 主要试剂与仪器

脂 肪 固 定 液 （ Ｌｅａｇｅｎｅ ）； ＨＥ 染 色 试 剂 盒

（Ｌｅａｇｅｎｅ）；Ｔｒｉｚｏｌ（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；氯仿（北京化工厂）；
乙醇（北京化工厂）；异丙醇（北京化工厂）；ｃＤＮＡ
第一链合成试剂盒（康为世纪）；ＵｌｔｒａＳＹＢＲ Ｍｉｘｔｕｒｅ
（康为世纪）；蛋白裂解液（普利莱）；ＣＢＡ 蛋白定量

试剂盒（普利莱）；蛋白凝胶试剂盒（普利莱）；抗体

［（一抗、二抗、内参）ａｂｃａｍ］。
分 析 天 平 （ Ｍｅｔｔｌｅｒ ）； 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪

（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）；全波长化学发光仪（Ｔｅｃａｎ Ｓｐａｒｋ）；
电泳仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；摊片机（科迪 ＫＤ⁃Ｐ）；切片机（科
迪 ＫＤ⁃２２５８）；显微镜（Ｎｉｋｏｎ）；动物试验负压舱（淮
坊华信）。
１􀆰 ４　 负压舱参数

试验使用的低压低氧舱由潍坊华信氧业公司

生产（ＤＳＦ⁃Ⅱ动物实验负压舱），负压舱为横卧式全

封闭不锈钢结构，设备容积为 ７４０ Ｌ，负压舱设置为

（５０００ ± １００）ｍ。
１􀆰 ５　 实验方法

１􀆰 ５􀆰 １　 小鼠体重的测量

在实验第 １ 天小鼠进入低压氧舱前，称取每只

小鼠的体重，在第 ２８ 天实验结束后称取每只小鼠的

体重。
１􀆰 ５􀆰 ２　 小鼠背部及腹股沟脂肪组织样本的收集

采用 １０％水合氯醛麻醉后脱颈处死小鼠，解剖

暴露小鼠背部及腹股沟脂肪并完整取下，拍照后取
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各组小鼠背部及腹股沟脂肪的相同部位保存于

Ｌｅａｇｅｎｅ 脂肪组织固定液，用于 ＨＥ 染色，将背部脂

肪组织保存于液氮，分别用于 ＲＮＡ 的提取，蛋白的

裂解。
１􀆰 ５􀆰 ３　 各组不同部位脂肪组织 ＲＮＡ 的提取及

ｃＤＮＡ 文库的建立

取各组脂肪组织 １００ ｍｇ，分别加入 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ
于组织研磨器中充分研磨后移入 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管，室
温静置 ５ ｍｉｎ，加入 ０􀆰 ２ ｍＬ 氯仿，充分混匀后静置 ５
ｍｉｎ；１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，小心将上层水相移

入新 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管内，再加入等体积的异丙醇，充
分混匀后静置 ５ ｍｉｎ；１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，小
心去掉上清液，用 ７５％ 酒精（ＤＥＰＣ 水稀释）充分洗

涤 ２ 遍，即得到抽提的 ＲＮＡ 样品。 然后按照说明

书，用 ｃＤＮＡ 逆转录试剂盒进行文库的建立。
１􀆰 ５􀆰 ４　 相关基因的检测

以 ＧＡＰＤＨ 为内参，按照试剂盒说明书，对 ＵＣＰ⁃１
进行相关基因表达的检测，引物设计［８］见表 １。

表 １　 小鼠 ＧＡＰＤＨ、ＵＣＰ⁃１ 引物序列
Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ

ＧＡＰＤＨ ａｎｄ ＵＣＰ⁃１
引物名称
Ｇｅｎｅｓ

引物序列（５’→３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５’→３’）

产物大小 ／ ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅｓ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ：ＡＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＴＧＴＧＧＡＡＧＧ
Ｒ：ＡＣＡＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧＧＡＡＣＡ

２２３

ＵＣＰ⁃１
Ｆ：ＡＣＴＧＣＣＡＣＡＣＣＴＣＣＡＧＴＣＡＴＴ
Ｒ：ＣＴＴＴＧＣＣＴＣＡＣＴＣＡＧＧＡＴＴＧＧ

１２３

１􀆰 ５􀆰 ５　 相关蛋白的抽提及 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 检测

从液氮中取出组织放入研钵内，在研钵中加入

液氮，充分研磨组织，快速转移至 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管，加
入 ＲＩＰＡ 裂解液（含 １％ ＰＭＳＦ）１ ｍＬ，离心后取上清。
用 ＣＢＡ 法测蛋白浓度后加入 ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，煮沸 ５
ｍｉｎ 使其变性，用 １２％ 分离胶和 ５％ 浓缩胶的聚丙

烯酰胺凝胶进行电泳，待条带跑开后转膜，用 ５％
ＴＢＳＴ 牛奶封闭 １ ｈ，分别加入内参和 ＵＣＰ⁃１ 的一抗

进行孵育，ＴＢＳ 充分洗涤后再加入二抗进行孵育，
ＴＢＳ 充分洗涤后上机检测。
１􀆰 ５􀆰 ６　 组织石蜡切片的制备及 ＨＥ 染色

从固定液中取各组适当大小的固定好的脂肪

块，参照文献［１０］进行脱水和浸蜡，包埋于石蜡块中。
将做好的石蜡块用切片机切片至适当的位置，于摊

片机中摊片于载玻片上，烤片后按照说明书进行

ＨＥ 染色，于显微镜下观察拍片。
１􀆰 ６　 统计学方法

实验结果使用 ＪＭＰ １０􀆰 ０ （ ＳＡＳ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， Ｉｎｃ，
Ｃａｒｙ， ＮＣ）统计软件，采用单因素方差分析，通过

ｌｅａｓｔ⁃ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ⁃ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（ＬＳＤ）最小显著性差异法，
进行两两比较，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 低温低压对小鼠体重的影响

低温低压环境对小鼠体重的影响结果如图 １ 所

示，结果显示正常组小鼠体重平均增加 ４􀆰 ３５ ｇ，常温

低压组和低温低压组小鼠体重分别平均增加 １􀆰 ７２ ｇ
和 １􀆰 ２７ ｇ，而低温常压组小鼠的体重略有下降，平均

降低了 ０􀆰 ３８ ｇ。 图 １ 中结果表明在常温低压，低温

常压和低温低压的条件下，小鼠的体重增加量显著

低于在常温常压条件下的增加量。

注：与常温常压组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 １　 小鼠第四周实验结束后体重增重情况

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ

ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． １　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

图 ２　 不同组别小鼠的背部及腹股沟脂肪

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｇｒｏｉｎ ａｎｄ ｂａｃｋ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

２􀆰 ２　 低温低压对小鼠脂肪组织及切片的影响

各处理组小鼠的背部及腹股沟的脂肪形态如

图 ２ 所示，低温低压及低温常压组小鼠的背部及腹

股沟脂肪颜色较深，血运丰富，常温常压及常温低

压组并未有明显差别，常温常压组的脂肪组织形态

较其他组偏大。 不同处理组小鼠背部及腹股沟脂

肪组织切片形态呈相如图 ３ 所示（４０ 倍物镜），可以
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图 ３　 不同组别小鼠腹股沟及背部脂肪 ＨＥ 染色切片（Ｂａｒ ＝ ２０ μｍ）
Ｆｉｇ． ３　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｇｒｏｉｎ ａｎｄ ｂａｃｋ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ．

看出，腹股沟脂肪细胞体积较大，细胞内部脂滴空

泡较少且体积较大，颜色较浅，背部脂肪细胞体积

较小，细胞内部脂滴空泡较多，体积也较小，颜色较

深，说明褐色脂肪组织主要存在于小鼠背部的脂

肪中。
２􀆰 ３　 低温低压对小鼠背部褐色脂肪基因表达的

影响

在四周的实验周期结束后，各处理组小鼠背部

脂肪的 ＵＣＰ⁃１ 在 ｍＲＮＡ 水平上的表达结果如图 ４
所示。 结果显示，小鼠在低温条件下 ＵＣＰ⁃１ 表达量

显著上调，在低压条件下 ＵＣＰ⁃１ 的表达量也显著上

调，但 ＵＣＰ⁃１ 表达量的上调在低压条件下没有低温

条件下的大。

注：与常温常压组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

图 ４　 不同组别小鼠背部脂肪 ＵＣＰ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 表达结果

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ

ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ４　 ＵＣＰ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｃｋ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ４　 低温低压对小鼠背部褐色脂肪 ＵＣＰ⁃１ 蛋白质

表达的影响

在四周的实验周期结束后，小鼠背部脂肪在蛋白

水平上表达结果如图 ５ 所示。 结果显示，常温常压和

常温低压条件下 ＵＣＰ⁃１ 的蛋白表达量较低，而低温常

压和低温低压条件下 ＵＣＰ⁃１ 的蛋白表达量高。

图 ５　 不同组别小鼠背部脂肪 ＵＣＰ⁃１ 的蛋白表达结果

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ＵＣＰ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｋ ａｄｉｐｏｓｅ
ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨论

有研究发现，褐色脂肪组织中含有 β３ 肾上腺

素受体［１１］，能够在解偶联代谢的过程中调节脂肪分

解［１２］，提高非颤栗性产热，从而减少脂肪的堆积，降
低体重，起到抗肥胖的作用［１３，１４］。 本研究结果发

现，褐色脂肪组织含量较高的低温低压以及低温常

压组小鼠的体重增加量低于同时期常温常压组（图
２），脂肪组织的形态也小于同时期常温常压组（图
１），与上述研究结果一致，而常温低压组的体重增

加量也低于常温常压组，这可能与低压条件下小鼠

易形成肺动脉高压有关［１５］。
ＵＣＰ１、ＰＲＤＭ１６、ＰＧＣ⁃１、ＣＩＤＥＡ、Ｄｅｉｏｄｉｎａｓｅ ｔｙｐｅ

Ⅱ等的表达是褐色脂肪细胞形成的标志［１６，１７］，其中

最主要的标志物是 ＵＣＰ⁃１。 有研究发现，寒冷环境

刺激中枢神经系统，并通过 β⁃肾上腺素能通路，增
加产热活动，这个过程也与褐色脂肪组织有密不可

分的关系。 冷暴露和 β⁃肾上腺激素等刺激能够直

接或者间接的通过影响 ｍｉＲ⁃１３３、ｍｉＲ⁃１５５、ｍｉＲ⁃１９６
ａ 和 ｍｉＲ⁃１９３ｂ⁃３６５ 等 ｍｉｒｃｏＲＮＡ 的表达起到调节褐

色脂肪组织的形成的作用［１８］。 本试验中低温组的
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褐色脂肪组织标志物 ＵＣＰ⁃１ 在分子水平和蛋白水

平上的表达均显著高于同条件下的常温组，与上述

研究的结论一致，说明低温冷暴露可以直接刺激褐

色脂肪组织形成。
低氧可以直接或者辅助其他刺激因素调节

ｎｏｔｃｈ、ｃｏｘ⁃２、Ｗｎｔ 等多种信号通路［１９ － ２１］，其中有些

信号通路与褐色脂肪组织的形成也密切相关，如影

响细胞增殖分化的 Ｗｎｔ 信号通路［２２］，低氧条件下神

经干细胞中 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的相关分子 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 的表达明显高于常氧条件下［２１］。 又有研究

发现激发 ｗｎｔ１０ｂ 通路能够抑制褐色脂肪的形

成［２３］。 Ｋａｎｇ 等［２４］ 则在实验中发现，Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
通路高表达能够抑制脂肪组织的形成。 本试验结

果中，低温低压组别的小鼠，褐色脂肪组织的形成

与低温常压组并无明显差别，仅在 ｍＲＮＡ 的水平上

有显著降低的趋势。 低压条件是否对褐色脂肪组

织形成过程中的某个信号通路有影响，仍需进一步

的探讨研究与探索。
本研究结果表明，在压力相同的情况下，低温

环境与常温环境相比，能抑制褐色脂肪组织的形

成，而在温度相同的情况下，低压环境对褐色脂肪

组织的形成是否有影响还有待进一步的研究与探

索。 本研究为今后进一步研究低温低压条件对棕

色脂肪细胞形成的影响提供了研究基础，也为今后

高原环境下脂肪代谢的相关研究提供了理论依据。
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Ｚｆｐ５１６ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ＵＣＰ１ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｏｆ ｗｈｉｔｅ

ｆａｔ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｂｒｏｗｎ ｆａｔ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ， ２０１５， ５７（２）：
２３５ － ２４６．

［ ９ ］ 　 Ｔｏｓｅｌｌｉ Ｓ， Ｔａｒａｚｏｎａ⁃Ｓａｎｔｏｓ Ｅ， Ｐｅｔｔｅｎｅｒ Ｄ． Ｂｏｄｙ ｓｉｚｅ， ｃｏｍｐｏｓｉ⁃
ｔｉｏｎ， ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ａｌｔｉｔｕｄｅ Ｑｕｅｃｈｕａ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｐｅｒｕ⁃
ｖｉａｎ Ｃｅｎｔｒａｌ Ａｎｄｅｓ （Ｈｕａｎｃａｖｅｌｉｃａ， ３，６８０ ｍ） ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｈｕｍ
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