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００３．
【基础研究】

三磷腺苷合酶抑制因子 １基因敲除对小鼠成纤维细胞中三磷腺苷
水平及脂肪细胞分化的影响

关丫丫１，２，梁银明１，２，王　辉１，２，叶建平１，２，３

（１．新乡医学院医学检验学院，河南　新乡　４５３００３；２．河南省分子诊断与医学检验技术协同创新中心，河南　新乡　
４５３００３；３．美国路易斯安那州立大学Ｐｅｎｎｉｎｇｔｏｎ生物医学中心，路易斯安那州　巴吞鲁日市　７０８０８）

摘要：　目的　探讨三磷腺苷合酶抑制因子１（ＡＴＰＩＦ１）基因敲除对小鼠成纤维细胞中三磷腺苷（ＡＴＰ）水平及脂
肪细胞分化的影响。方法　取５只ＡＴＰＩＦ１基因敲除小鼠作为观察组，另取５只 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠作为对照组。取各组
小鼠耳组织，采用Ⅰ型胶原酶和中性蛋白酶Ⅱ的消化作用制备成纤维细胞并用高糖培养基培养，传代１～２次后，待细
胞长满且接触抑制３ｄ后，更换含白色脂肪细胞诱导剂Ⅰ的细胞培养基诱导４ｄ，再更换含白色脂肪细胞诱导剂Ⅱ的
细胞培养基诱导４ｄ。在诱导前及诱导４、８ｄ分别采用ＡＴＰ检测试剂盒和三酰甘油（ＴＧ）检测试剂盒检测成纤维细胞
中ＡＴＰ和ＴＧ水平。结果　诱导前，对照组小鼠原代成纤维细胞中ＡＴＰ水平明显低于观察组（Ｐ＜０．０５）；诱导４、８ｄ，
对照组与观察组小鼠原代成纤维细胞中ＡＴＰ水平比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。诱导４、８ｄ，对照组小鼠原代成
纤维细胞中ＴＧ水平低于观察组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＡＴＰＩＦ１基因敲除可增加小鼠成纤维细胞中 ＡＴＰ水平，促进成纤
维细胞向白色脂肪细胞分化，提高成熟白色脂肪细胞储存ＴＧ的能力。

关键词：　ＡＴＰ合酶抑制因子１；脂肪细胞分化；三磷腺苷；三酰甘油
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　　三磷腺苷合酶抑制因子 １（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ１，ＡＴＰＩＦ１）是与三磷
腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）合酶相互作用的
由细胞核编码产生的线粒体蛋白［１］。传统观点认

为，ＡＴＰＩＦ１与 ＡＴＰ合酶的 Ｆ１区相互作用［２］，主要

抑制ＡＴＰ合酶的水解活性。但目前有研究表明，
ＡＴＰＩＦ１也能抑制ＡＴＰ合酶的合成活性［１］。ＡＴＰＩＦ１
的活性在生理条件下受能量供需关系的动态调

节［３］。在能量需求高的细胞如小鼠心肌细胞中，大

部分 ＡＴＰＩＦ１处于失活状态。在牛心肌线粒体中，
ＡＴＰＩＦ１蛋白单体无活性，无法与 ＡＴＰ合酶 Ｆ１区结
合；当ＡＴＰＩＦ１蛋白形成同源二聚体时被活化，产生
抑制ＡＴＰ合酶的作用［４］。目前，关于小鼠 ＡＴＰＩＦ１
基因表达的研究较少，在能量代谢方面的表型研究

更少。有研究显示，ＡＴＰＩＦ１基因敲除小鼠的体质量
和体脂量均降低，提示 ＡＴＰＩＦ１敲除可能对代谢产
生影响［５］。此外，在肥胖和２型糖尿病患者骨骼肌
中ＡＴＰＩＦ１表达增加，提示 ＡＴＰＩＦ１可能影响脂质代
谢［６］。还有研究表明，ＡＴＰＩＦ１基因参与胰岛素分泌
的负调控机制，抑制胰腺 β细胞对葡萄糖的反
应［７］。在大多数人类常见肿瘤中，ＡＴＰＩＦ１基因过表
达，使氧化磷酸化转变为糖酵解，促进了肿瘤进

展［８］。但ＡＴＰＩＦ１基因敲除对脂肪细胞分化的影响
还未见报道。本研究通过比较 ＡＴＰＩＦ１敲除小鼠和
野生型小鼠白色脂肪细胞在体外分化的差异，探讨

ＡＴＰＩＦ１敲除对脂肪细胞分化的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物　取５只ＡＴＰＩＦ１基因敲除小鼠作为
观察组，另取５只 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠作为对照组，小鼠
体质量２２～２４ｇ，所有小鼠均由新乡医学院动物实
验中心提供，饲养于湿度４０％～５０％、温度（２４．０±
１．０）℃的独立通气笼系统，昼夜比为 １２ｈ１２ｈ。
给小鼠喂食低脂饲料，其中粗脂肪含量≥４％，粗蛋
白质含量≥２０．５％，粗纤维含量≤５％。
１．２　主要试剂与仪器　达尔伯克改良伊戈尔培养
基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）购
自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司，胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，胰岛素干粉、３异丁基１
甲基黄嘌呤（３ｉｓｏｂｕｔｙｌ１ｍｅｔｈｙｌｘａｎｔｈｉｎｅ，ＩＢＭＸ）、地
塞米松、吡格列酮和吲哚美辛购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，
Ⅰ型胶原酶购自美国Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ公司，中性蛋白酶
Ⅱ购自瑞氏Ｒｏｃｈｅ公司，ＡＴＰ检测试剂盒购自美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，低脂饲料购自上海普路腾生物
科技有限公司，三酰甘油（ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ，ＴＧ）检测试
剂盒购自南京建成公司。酶标仪购自美国 Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司，４℃低温离心机购自美国Ｂｅｃｋｍａｎ

Ｃｏｕｌｔｅｒ公司。
１．３　溶液配置
１．３．１　消化液配制　５０ｍＬ的磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌａｔｉｏｎ，ＰＢＳ）中加入４０ｍｇ的Ⅰ
型胶原酶和１２５ｍｇ中性蛋白酶Ⅱ，放入３７℃水浴
器中过夜，待完全溶解后，用０．２２μｍｏｌ·Ｌ－１的滤器过
滤，分装后－２０℃冻存备用。
１．３．２　白色脂肪细胞诱导剂Ⅰ配制　５０ｍＬ
３３ｍｍｏｌ·Ｌ－１完全培养基中加入１．７３ｍｍｏｌ·Ｌ－１

胰岛素 ５０μＬ、０．５ｍｍｏｌ· Ｌ－１ ＩＢＭＸ５０μＬ、
１ｍｍｏｌ·Ｌ－１地塞米松５０μＬ、２ｍｍｏｌ·Ｌ－１吲哚美
辛５μＬ、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１吡格列酮 ５μＬ，混匀后４℃
冰箱保存。

１．３．３　白色脂肪细胞诱导剂Ⅱ配制　５０ｍＬ
３３ｍｍｏｌ·Ｌ－１完全培养基中加入１．７３ｍｍｏｌ·Ｌ－１

胰岛素５０μＬ，混匀后４℃冰箱保存。
１．４　细胞收集与培养　异氟烷麻醉并处死２组小
鼠，剪下耳组织，体积分数７５％乙醇消毒３次，ＰＢＳ
将耳组织上残留的乙醇冲洗干净，在超净工作台内

将耳组织剪成 １ｍｍ左右的碎块，将碎块收集到
１５ｍＬ离心管中，加入３ｍＬ消化液；３７℃水浴器中
消化２ｈ，在此期间每５ｍｉｎ摇晃离心管１次，使组
织碎块与消化液充分接触。加入３ｍＬ完全 ＤＭＥＭ
终止消化作用，１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清液；
再加入 １ｍＬ完全 ＤＭＥＭ重悬细胞，１５００ｒ·ｍｉｎ－１

离心５ｍｉｎ，弃上清液。最后，加入１ｍＬ完全ＤＭＥＭ
重悬细胞沉淀，将细胞悬液移入１０ｃｍ的细胞培养皿
中培养。细胞传代１～２次后，待细胞长满再接触抑
制３ｄ左右，更换含白色脂肪细胞诱导剂Ⅰ的细胞
培养基诱导４ｄ，再更换含白色脂肪细胞诱导剂Ⅱ的
培养基诱导４ｄ。在诱导前及诱导４、８ｄ分别检测
成纤维细胞内ＡＴＰ和ＴＧ水平。
１．５　成纤维细胞中ＡＴＰ水平检测　将６孔细胞培
养板置于冰上，用预冷的 ＰＢＳ洗２次，每孔中加入
细胞裂解液 １２０μＬ，用细胞刮收集成纤维细胞至
１５ｍＬ的小离心管中，冰上放置３０ｍｉｎ，用组织破
碎仪将细胞充分破碎，４℃ １２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，
取上清液。如果细胞裂解后 ＴＧ较多，离心以后可
以看到上层漂浮有大量的油脂，小心去除油脂，取上

层清液，必要时重复离心１～２次，直至上层清液中
没有油脂层。采用 ＡＴＰ检测试剂盒测成纤维细胞
中 ＡＴＰ水平，操作步骤严格按照试剂盒说明书
进行。

１．６　成纤维细胞中 ＴＧ水平检测　在６孔细胞培
养板的每个孔中加入５００μＬ胰蛋白酶消化液，放置
３７℃细胞培养箱３０ｓ，小心吸出胰蛋白酶消化液，
ＰＢＳ洗２次，缓慢清洗不要使细胞脱落，加入１００μＬ
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体积分数２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００稀释液，冰上放置３０ｍｉｎ，
用组织破碎仪将细胞充分破碎；采用 ＴＧ检测试剂
盒检测成纤维细胞中 ＴＧ水平，操作步骤严格按照
说明书进行。

１．７　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计
分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比
较采用双尾、非配对ｔ检验；Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　２组小鼠成纤维细胞中 ＡＴＰ水平比较　结果
见表１。诱导前，对照组小鼠原代成纤维细胞中
ＡＴＰ水平明显低于观察组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；诱导４、８ｄ，对照组与观察组小鼠原代成纤
维细胞中 ＡＴＰ水平比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。
表１　２组小鼠原代成纤维细胞中ＡＴＰ水平比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅＡＴＰｌｅｖｅｌｉｎｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｏｆｍｉｃｅ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＡＴＰ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

诱导前 诱导４ｄ 诱导８ｄ
对照组 ５ １１．９８±３．８７ ９．３１±１．４４ ７．２２±０．９４
观察组 ５ １９．２１±５．２６ １０．１１±０．７０ ５．９９±０．４１
ｔ ２．４７０ ０．２４１ １．７００
Ｐ ０．００３ ０．２４０ ０．２２１

２．２　２组小鼠成纤维细胞诱导过程中 ＴＧ水平比
较　结果见图１和表２。诱导４、８ｄ，对照组小鼠成
纤维细胞中 ＴＧ水平低于观察组，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。

Ａ：对照组；Ｂ：观察组。

图１　诱导８ｄ２组小鼠成纤维细胞向脂肪细胞分化情况
（荧光倒置显微镜，×２０）
Ｆｉｇ．１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｉｎｔｏｗｈｉｔｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓａｔ
８ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅｉｎｖｅｒｓｉｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｓｙｓｔｅｍ，×２０）
表２　２组小鼠成纤维细胞诱导过程中ＴＧ水平比较
Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅＴＧｌｅｖｅｌｉｎｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｏｆｍｉｃｅ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＴＧ／（ｍｍｏｌ·ｇｐｒｏｔ－１）

诱导４ｄ 诱导８ｄ
对照组 ５ ０．１２±０．０１ ２．０５±０．３０
观察组 ５ ０．２０±０．０２ ２．５８±０．５４
ｔ ４．９４０ ３．９９０
Ｐ ０．００２ ０．０３０

３　讨论

ＡＴＰＩＦ１是线粒体 ＡＴＰ合酶的内生性抑制蛋
白，其与 ＡＴＰ合酶结合以后，可以抑制 ＡＴＰ合酶的
合成和水解作用［９１２］。ＮＡＫＡＭＵＲＡ等［１３］研究了

ＡＴＰＩＦ１基因敲除纯合子小鼠在正常饮食条件下的
生长发育情况，结果发现，ＡＴＰＩＦ１基因敲除纯合子
小鼠的体质量和体脂量与野生型小鼠相比无明显差

异，线粒体超微结构、自噬、代谢产物以及细胞内

ＡＴＰ水平也无明显变化。而欧洲条件性基因突变鼠
组织培育了 ＡＴＰＩＦ１基因敲除小鼠，正常饮食后发
现该小鼠在脂肪组织、代谢稳态、生长发育及体型上

是有改变的［１］。由于 ＡＴＰＩＦ１基因敲除的表型还不
清楚，而且关于 ＡＴＰＩＦ１基因敲除对脂肪细胞分化
的影响还未见报道。因此，本研究将 ＡＴＰＩＦ１基因
敲除小鼠的原代成纤维细胞诱导为脂肪细胞，观察

ＡＴＰＩＦ１基因敲除对脂肪细胞分化过程中成纤维细
胞中ＡＴＰ水平的影响以及对脂肪细胞分化的影响。

ＡＴＰＩＦ１基因是 ＡＴＰ合酶的双向抑制剂，可以
抑制ＡＴＰ合酶的合成和水解 ＡＴＰ的功能。ＡＴＰＩＦ１
可选择性抑制ＡＴＰ合酶的水解活性，比如在心脏缺
血时，ＡＴＰＩＦ１抑制ＡＴＰ合酶的水解活性，维持心肌
细胞内ＡＴＰ水平，保护心脏［１４］。在转基因小鼠中，

神经元和肝细胞中表达活化型 ＡＴＰＩＦ１（Ｈ４９Ｋ突变
蛋白），抑制ＡＴＰ合酶的合成活性，使细胞内ＡＴＰ水
平降低［１５１６］。本研究结果表明，ＡＴＰＩＦ１基因敲除提
高了成纤维细胞中线粒体的活性，促进了成纤维细

胞内ＡＴＰ的合成，而ＡＴＰ的增加也促进了脂肪细胞
的分化。ＡＴＰ是细胞生理活动所需能量的直接来
源，成纤维细胞被诱导为脂肪细胞的过程需要消耗

ＡＴＰ。随着诱导的进展，脂肪细胞数目逐渐增多，储
存ＴＧ的量逐渐增加，导致线粒体的数量和合成的
ＡＴＰ减少。在脂肪细胞诱导过程中，ＡＴＰＩＦ１基因敲
除小鼠成纤维细胞中高水平的 ＡＴＰ逐渐降低，促进
了脂肪细胞分化。

综上所述，ＡＴＰＩＦ１基因敲除促进了成纤维细胞
中ＡＴＰ的合成，并且促使成纤维细胞分化为脂肪细
胞，储存更多的ＴＧ。本实验通过成纤维细胞诱导为
脂肪细胞，首次验证了 ＡＴＰＩＦ１基因敲除对脂肪细
胞分化的影响。
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《眼科新进展》２０１８年征订启事

《眼科新进展》杂志是由新乡医学院主办的眼科学高级学术刊物，创刊于１９８０年，大１６开，１００页，国内外公开发行。
１９９９年加入国家科技部《万方数据系统科技期刊群》和《中国学术期刊（光盘版）》，１９９７年被上海医科大学图书馆选定为医学
类核心期刊，２０００年被美国《化学文摘》收录，２００１年被俄罗斯《文摘杂志》收录，自２００２年连续入选中国科技论文统计源期
刊（中国科技核心期刊），自２００８年连续入选中国中文核心期刊，并连续被评为河南省二十佳科技期刊。２００９年入选ＷＨＯ西
太平洋地区医学索引（ＷＰＲＩＭ），并被评为ＲＣＣＳＥ中国核心学术期刊。国际标准连续出版物号为：ＩＳＳＮ１００３５１４１，国内统一
刊号：ＣＮ４１１１０５／Ｒ，邮发代号：３６４２。

本刊辟有名家讲坛（述评）（Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ）、实验研究（Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｕｄｙ）、应用研究（Ａｐｌｌｉｅｄｓｔｕｄｙ）、文献综述（Ｒｅｖｉｅｗ
ａｒｔｉｃｌｅ）、海外信息（Ｏｖｅｒｓｅａｓｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）、消息（Ｎｅｗｓ）、读者来信（Ｌｅｔｔｅｒｓ）等栏目。本刊读者对象主要是眼科学临床、科研和教
学工作者。欢迎国内外眼科医学工作者踊跃投稿和订阅。国内每期定价１０００元，全年定价１２０００元。如错过邮局订阅，可
直接汇款到我刊编辑部。联系地址：河南省新乡市金穗大道６０１号，新乡医学院期刊社《眼科新进展》杂志编辑部，邮编：
４５３００３。联系电话：０３７３３０２９４０４；Ｅｍａｉｌ：ｙｋｘｊｚ＠ｘｘｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ、ｙｋｘｊｚ＠１６３．ｃｏｍ；网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ。
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