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冷刺激对小鼠脂肪组织褐色化和脂代谢的影响 *
郁 苗 陆 叶 汪文敏 宋海昭 徐 俐 周林康△

（清华大学生命科学学院 北京 100084）

摘要 目的：探讨 4摄氏度冷刺激对小鼠脂肪组织褐色化的影响。方法：野生型小鼠在 4摄氏度环境下饲养一周，称取小鼠重量并

取不同的脂肪组织固定，进行 H&E染色；对血液中甘油三酯、脂肪酸的水平进行检测；检测不同脂肪组织中脂肪含量和相关蛋白

的表达水平。结果：野生型小鼠在 4 ℃环境下饲养一周后体重明显降低。血液中甘油三酯、脂肪酸和甘油的水平明显下降。皮下

白色脂肪组织（subcutaneous white adipose tissue, SWAT），腹腔生殖腺旁白色脂肪（gonadal visceral white adipose tissue, GWAT）和

褐色脂肪（brown adipose tissue, BAT）中的脂肪含量明显降低，其中 SWAT和 BAT中脂肪含量降低近 50 %。SWAT发生明显的

褐色化现象，组织中出现含有多个脂滴的脂肪细胞，同时褐色化的标志蛋白 UCP1(uncoupling protein 1)和 Cidea明显增加。GWAT

中脂滴仍呈现单室大脂滴，脂肪细胞变小，脂肪积累降低约 14 %，低于 SWAT和 BAT中的相应变化。BAT组织中脂滴明显变小，
UCP1的表达明显增加。同时我们在三种脂肪组织中都观察到线粒体相关蛋白 CPT1 (Carnitine palmitoyltransferase I)的明显增
加。结论：冷刺激能明显改变小鼠的脂代谢状态，全身的脂肪积累明显降低。SWAT发生明显的褐色化现象，Cidea和 UCP1的表

达明显增加。SWAT, GWAT和 BAT脂肪组织中有明显的线粒体活性的增加。
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The Effect of Cold Stimulation on Fat Tissue Browning
and Lipid Metabolism in Mice*

Here, we wanted to investigate the role of cold stimulation in regulating fat tissue browning and whole body

lipid metabolism in mice. The mice were maintained at 4 ℃ for 1 week. Mice body weight was measured. Fat tissues were col-

lected and fixed for H&E staining. Serum levels of TAG, FFA and glycerol were measured. Fat tissue TAG content and protein expres-

sion profile were analyzed. Compared to control mice, the body weight of mice was reduced after cold-stimulation for 1 week.

The serum levels of triglyceride, free fatty acids and glycerol were decreased. The TAG contents in SWAT (subcutaneous white adipose

tissue), GWAT (gonadal visceral white adipose tissue) and BAT (brown adipose tissue) were dramatically reduced in cold-stimulated
mice, especially nearly 50 % reduction in SWAT and BAT. Browning phenotype was observed in SWAT of cold-stimulated mice with

the appearance of adipocytes with multilocular lipid droplets and high expression of UCP1 (uncoupling protein 1) and Cidea. Lipid

droplets in GWAT were still unilocular under cold stimulation. The size of lipid droplet was reduced in GWAT with 14% reduction in

TAG content under cold stimulation. The expression of UCP1 and Cidea was not significant induced in GWAT, indicating that browning

did not occur in GWAT. The BAT of cold-stimulated mice had smaller lipid droplets and higher expression of UCP1. Higher expression
of CPT1 (Carnitine palmitoyltransferase I) in SWAT, GWAT and BAT of cold-stimulated mice was observed. Cold stimula-

tion could dramatically affect the lipid metabolism status of mice. Whole body fat accumulation was dramatically reduced in cold-stimu-

lated mice. Browning occurred in SWAT with the induction expression of UCP1 and Cidea. All fat tissue showed elevated expression of

CPT1, a mitochondrial related protein.
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前言

代谢性疾病如肥胖、糖尿病、脂肪肝等近年来发展迅速，严

重威胁人类健康。其中脂肪组织的脂代谢稳态在代谢性疾病的

发生发展中起到关键作用[1]。脂肪组织是储存脂类的重要器官，

脂肪组织里的细胞类型很多，不仅仅是脂肪细胞，还包括内皮

细胞、巨噬细胞、泡沫细胞、中性粒细胞、淋巴细胞和成骨纤维

细胞等。各个种类的细胞的数量，和脂肪组织的生理状态有关[2]。

根据脂肪细胞的形态、功能，脂肪细胞主要可以分为白色脂肪

细胞（White Adipocytes）、褐色脂肪细胞（Brown Adipocyte）和

米色脂肪细胞（Brite Adipocyte or Beige Adipocyte）[3,4]。白色脂

肪细胞的典型特征是细胞内有唯一的脂滴，UCP1（uncoupling

protein 1,解偶联蛋白 1）几乎不表达，线粒体活性较低，主要负

责能量储存。褐色脂肪细胞中 UCP1蛋白表达较高，含有多个

较小的脂滴，线粒体活性较高，主要负责产热，维持体温。米色

脂肪组织中 UCP1也有表达，线粒体活性介于白色和褐色脂肪

之间[5,6]。调控脂肪细胞类型的分化和功能转化是调节机体能量

代谢的重要手段之一。

白色脂肪组织可以分为皮下白色脂肪组织（Subcutaneous

White Adipose Tissue）和内脏白色脂肪组织（Visceral White

Adipose Tissue），两者虽然都是白色脂肪组织，但是过量的内脏

白色脂肪组织往往与代谢疾病有关，而过量的皮下白色脂肪组

织则被认为是在脂毒性中是起保护性作用的[3]。这两种解剖分

布上不同的白色脂肪组织有不同代谢性质的原因仍不清楚。在

代谢领域的研究中，大部分工作会将腹股沟皮下脂肪组织（in-

guinal scWAT，简称 SWAT）和生殖腺周边内脏脂肪组织（go-
nadal visceral WAT，简称 GWAT）作为两种不同白色脂肪组织

的代表来进行研究。

白色脂肪组织的“再编程”，也就是米黄色脂肪组织的形

成，称作白色脂肪组织的褐色化（Browning），在寒冷刺激下小
鼠的皮下脂肪组织会发生明显的褐色化，UCP1的表达明显增

加[7]。之前的研究主要关注于皮下脂肪组织的褐色化，本研究主

要关注冷刺激下皮下脂肪组织、内脏脂肪组织和褐色脂肪组织

中 UCP1以及线粒体相关蛋白的变化情况，以系统阐述机体在

冷刺激下脂肪组织脂代谢的变化。

1 材料与方法

1.1 材料

实验用小鼠为野生型二月龄 C57BL/6J品系。小鼠购自于

清华大学实验动物平台。甲醇等有机溶剂购买自京纯。甘油三

酯检测试剂盒货号 TR0100，购自 sigma。脂肪酸检测试剂盒货
号为 294-63601，购自 wako。Cidea一抗为本实验室自制；tubu-

lin一抗（T0198）购自 Sigma-Aldrich；CPT1 一抗（sc-393070）和
CPT2（sc-20671）一抗购自 Santa Cruz；UCP1一抗（ab10983）购

自 Abcam。二抗采用的是 GE Health的 HRP-conjugated二抗系

列，鼠二抗货号 NA931V，兔二抗货号 NA934V。
1.2 方法
1.2.1 小鼠实验 实验中使用的小鼠均为 C57BL/6J野生型小

鼠。小鼠购自于清华大学实验动物平台，并由清华大学实验动

物平台在已被 AAALAC（Association for Assessment and Ac-

creditation of Laboratory Animal）认证的饲养条件下饲养。小鼠

饲养使用的饲料为华阜康公司的大小鼠繁殖饲料，由平台统一

购买，正常饲养温度为 22 ℃。小鼠两个月大时进行 4 ℃冷刺激

实验，实验一周后进行称重、处死、解剖、取相应组织进行固定

和冻存。所有的动物实验均符合清华大学的相关规定，并且受

到清华大学实验动物伦理委员会的监督。

1.2.2 血液生化指标的测定 对小鼠进行麻醉后心脏取血。取

出的血液置于离心管中，室温 4000 rpm离心 30 min，上清即为

血清。使用 Sigma-Aldrich的检测试剂盒检测血清中的 TAG和
甘油，使用Wako的 FFA检测试剂盒检测游离脂肪酸。

1.2.3 H&E染色 剪下约黄豆大小的组织小块，将其在 10 %

的福尔马林溶液中固定 1 h后脱水透明处理。然后组织块用石

蜡包埋，使用自动切片机切出 5 滋m薄的切片。用苏木精 -伊红

对切片进行染色（H&E染色），在显微镜下观察并使用尼康相

机拍照。

1.2.4 组织脂类抽提与薄层层析 脂类抽提：取 50 mg组织，

加入 1.25 mL PBS缓冲液后进行匀浆。匀浆后加入 5 mL体积

比 2:1的甲醇 -氯仿，剧烈震荡，1000 rpm离心 10 min。收集离

心后中间的蛋白层，用 0.2 M氢氧化钾溶液溶解，使用 Bradford

法测定蛋白浓度作为内参。将离心后的下层有机相用玻璃注射

器转移至玻璃管中，在氮气保护下挥发干净有机溶剂，加入一

定体积的甲苯重悬脂类，制得脂类样品液。

薄层层析：将一定量的样品液用上样针点在层析板上，将

板下沿浸入层析液（配方为正己烷：乙醚：乙酸 =70:30:1）中，等

待样品在层析液的作用下展开。使用染色液（10 % w/v的磷酸

铜，10 % v/v的磷酸溶液）对层析板染色 30 s，随后在 120 ℃显
色 10 min左右。扫描显色后的 TLC板，利用 Quantity One 4.6

软件进行定量分析。

1.2.5 蛋白免疫印迹法（western blot） 小鼠组织在匀浆后

10000 rpm离心 20 min得到上清。使用 Bio-Rad试剂盒测定蛋

白浓度作为内参，在保证蛋白量一致的情况下确定组织上清液

体积。在组织上清液中加入 5× 上样缓冲液（5× loading buffer）

后 95 ℃加热 30 min，即可获得组织样品。

使用 Bio-rad的 western blot电泳系统进行实验。将样品和

标准分子量指示蛋白样品加到双层 SDS-聚丙烯酰胺凝胶的上
样孔中，恒压 60 V跑胶。当溴酚蓝指示剂从浓缩胶进入下层分

离胶时，调到恒压 100 V跑胶。溴酚蓝指示剂到达底部时停止

跑胶，使用恒流 300 mA，1 h 将胶上的蛋白转移到 PVDF 膜

（Millipore）上。转膜完毕后，将膜转移到盒子中，使用（0.05

g/mL PBST）脱脂高蛋白奶粉（伊利）溶液封闭 1 h，用 PBST洗
三次，每次 5 min。加入用 SolutionI（TOYOBO）1:1000稀释的蛋
白一抗，4 ℃孵育过夜。次日吸去一抗，用 PBST洗三次，每次 5
min，加入用 PBST溶液 1:3000稀释的二抗，室温结合 1 h。随后
吸去二抗，用 PBST洗三次，每次 10 min。最后用 1:1混合的
ECL-A溶液和 ECL-B溶液室温孵育 1 min，在暗室用显影液和
定影液在胶片（柯达）上显影。扫描胶片，利用 Quantity One 4.6

软件进行定量分析。

1.3 数据分析
将来自至少四次独立平行实验的数据进行统计学分析，使

用 Graphpad Prism 5.0和 Adobe illustrator CS6软件作图，并展
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示平均值和标准差。不同组数据之间的差异使用 t-检验进行比

较，当 P值 <0.05时认为存在明显差异。P<0.05时用一个 *表
示，P<0.01时用两个 **表示，P<0.001时用三个 ***表示。

2 结果

2.1 小鼠冷刺激 1周对体重及血液中指标的影响

图 1小鼠冷刺激 1周后的体重及血液指标变化
注：测量两个月大的小鼠的在常温（22℃）和冷刺激（4℃）一周的体重（A）和血液指标（甘油三酯 TAG、甘油 Glycerol、非酯化脂肪酸 NEFAs），（B）
血清中的甘油三酯含量；（C）血清中的甘油含量；（D）血清中的非酯化脂肪酸含量。每个实验组 12只小鼠。结果数据以散点图呈现，并展示有平

均值和标准差。***表示 t检验 P<0.001。
Fig.1 Body weight and serum levels of TAG, Glycerol and NEFA of mice under cold stimulation

Note: Mice were treated under 4 degree centigrade for one week. Mice body weight was measured and serum parameters were determined. (A) Body
weight.（B-D）Serum levels of TAG, glycerol and NEFA. (n=12). Significance was established using a two-tailed Student's t-test.***P<0.001.

4 ℃冷刺激一周后，小鼠的体重显著下降（图 1A），从 33.4

克下降到 30.2克。血液中的甘油三酯 TAG、甘油 Glycerol和非
酯化脂肪酸 NEFAs均有显著下降，分别达到 61%，31 %和 38

%（图 1B-D）。小鼠血液中的 TAG 在冷刺激时被机体充分利

用，来维持机体的能量需求。NEFA可以被细胞摄入进行 茁氧化，
来维持冷刺激时机体对能量的需求。体重和血液指标水平的显

著降低暗示了小鼠在冷刺激下脂肪分解代谢水平的明显提高。

2.2 冷刺激对脂肪组织形态和脂肪储存的影响

由图 2 的 A图中可以看出，小鼠的皮下白色脂肪组织

（SWAT）在常温时，每个脂肪细胞中有一个大的单室脂滴，而

当受到冷刺激之后，有些脂肪细胞发生了明显的形态学变化，

其中产生了很多新生的、多个的脂滴，呈现出明显的褐色化的

现象。而其他有单室脂滴的细胞中，其单室脂滴的大小也明显

变小。小鼠的腹腔内性腺旁白色脂肪组织（GWAT）不论是常温

还是冷刺激时，细胞内都只存在有一个大的单室脂滴。但是在

冷刺激条件下，脂滴的大小会有所减小。棕色脂肪组织（BAT）

在冷刺激时，其脂肪细胞内的脂滴会发生明显的减小，BAT中
的脂滴减小较 GWAT更为显著。

由脂含量检测的结果（图 2B）可以看出，冷刺激条件下，
SWAT、GWAT和 BAT中的甘油三酯（TAG）含量均有显著减
少，其中 SWAT和 BAT的 TAG减少较 GWAT更为显著。常

温下 SWAT中的 TAG含量为 330 滋g/mg组织，而在冷刺激下
TAG含量下降到 177.5 滋g/mg组织，降幅达到 46 %。GWAT中
的 TAG 含量由 442.5 滋g/mg 降低到 382.5 滋g/mg，降低了 14
%。而 BAT组织在冷刺激下 TAG含量降低了 46 %。结合小鼠

血液中 TAG下降的结果，可以看出冷刺激能够明显的降低全

身的脂肪积累。

2.3 冷刺激对脂肪组织中线粒体相关蛋白的影响

解偶联蛋白（UCP1）和细胞凋亡诱导因子 DFF45 类似因

子 a（Cidea）是脂肪组织褐色化的标记蛋白，它们表达量的升高

表明组织有褐色化现象。从图 3可以看出，在冷刺激条件下，

SWAT的 UCP1和 Cidea的表达量都有非常显著的提高，表明
SWAT有明显的褐色化表型。GWAT的 UCP1和 Cidea在常温

和冷刺激时都没有表达（数据没有展示）。冷刺激时，BAT的
Cidea没有发生明显变化，但是 UCP1的表达量显著提高，为常

温组的 15倍。

肉毒碱棕榈酰转移酶（CPT）家族蛋白，CPT1和 CPT2，是

脂肪酸 茁氧化的必需蛋白，负责将活化形式的脂肪酸即脂酰
CoA运输进线粒体进行 茁氧化，代表了细胞中线粒体活性的
强弱。图 3的结果表明，冷刺激条件下，SWAT和 GWAT中的
CPT1和 CPT2的表达量都有显著增加，均约为常温组的 2至 3

倍，说明其线粒体活性显著增强。冷刺激时，BAT中 CPT1的表

达量显著上升，增加了一倍，但是 CPT2的表达量没有明显变

化，其线粒体活性有一定量的增强。

3 讨论

在本研究中，我们发现冷刺激能明显降低小鼠血液中甘油

三酯、脂肪酸的水平。在冷刺激时，小鼠的皮下脂肪组织发生明

显的褐色化现象，UCP1和 Cidea的表达明显增加，这和已知的

结果类似[8,9]。同时我们也观察到褐色脂肪组织中 UCP1的表达

也有明显增加，BAT内的脂肪积累明显变少，说明在冷刺激时
BAT大量地消耗脂肪，来维持机体的体温和能量需求。非常有

意思的是，我们在三种脂肪组织中都观察到了线粒体相关蛋白

的增加，说明相对于 UCP1和 Cidea在皮下脂肪组织中明显被

诱导，线粒体相关蛋白的变化可能是冷刺激下更普遍的机体的

反应。
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图 2 小鼠冷刺激一周后的脂肪组织形态变化及其脂含量变化
Fig.2 Fat tissue morphology and TAG content of mice under cold stimulation for one week

注：两个月大的小鼠分为两组，每组四只，分别在常温（22℃）和冷刺激（4℃）条件下饲养一周。一周后分离小鼠的皮下白色脂肪组织（SWAT）、
腹腔内性腺旁白色脂肪组织（GWAT）和棕色脂肪组织（BAT）。对三个组织进行 H&E染色（A）和脂含量测定（B）。标尺：50 滋m。

*表示 t检验 P<0.05，***表示 t检验 P<0.001。
Note: Two months old mice were maintained under 4 degree centigrade for 1 week. (A) The morphology of fat tissues. SWAT: subcutaneous white

adipose tissue; GWAT: gonadal white adipose tissue; BAT: brown adipose tissue. Scale bar: 50 滋m. (B) TAG content of fat tissue. Significance was
established using a two-tailed Student's t-test.***P<0.001.

图 3 小鼠冷刺激 1周后的脂肪组织中蛋白表达变化
Fig.3 Protein expression in the fat tissues of mice under cold stimulation

注：两个月大的小鼠分为两组，每组四只，分别在常温（22℃）和冷刺激（4℃）条件下饲养一周。一周分离小鼠的皮下白色脂肪组织（SWAT）、腹
腔内性腺旁白色脂肪组织（GWAT）和棕色脂肪组织（BAT）。提取三个组织中的蛋白，使用 weatern blot检测其解偶联蛋白（UCP1）、细胞凋亡诱
导因子 DFF45类似因子 a（Cidea）和肉毒碱棕榈酰转移酶（CPT）家族蛋白的表达（A）并进行表达量分析（B）。**表示 t检验 P<0.01，***表示 t检

验 P<0.001。
Note: 2 months old mice were maintained under 4 degree centigrade for 1 week. Fat tissues were collected and western blot was performed to see the

expression level of UCP1, Cidea and CPT. (A) Protein expression level of UCP1, Cidea, CPT1 and CPT2 in fat tissues. (B) Quantitative analysis of protein
expression level. Significance was established using a two-tailed Student's t-test.**P<0.01.***P<0.001.
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长期以来，UCP1被认为是褐色化的标志蛋白[10]。白色脂肪

褐色化的一个明显特征就是是否有 UCP1的表达。UCP1的主
要功能是解耦联 ATP的生成过程，使能量以热量的形式释放

出来。对于褐色脂肪组织的产热功能的研究已经有了较多的工

作，但是米黄色脂肪组织的功能与褐色脂肪组织不完全相同[5]。

有相关工作显示，在寒冷刺激下的小鼠的腹股沟皮下脂肪组织

中表达的 UCP1的总量仍远远小于褐色脂肪组织中的总量[11]，

这暗示着主要的产热中心仍是在褐色脂肪组织。近期有研究表

明，在 UCP1缺失的米色脂肪细胞内依然可以发生产热增加的
现象，这主要是依靠细胞内 SECRA2b介导的钙信号通路[12]。这

说明米色脂肪细胞内的能量代谢过程是非常复杂的[13]。

关于褐色化脂肪细胞来源的研究一直是脂肪细胞领域的

研究热点。有研究认为褐色化的脂肪细胞来源于已有的脂肪细

胞的脱分化。而更多的研究认为褐色化的脂肪细胞由白色脂肪

组织内的前体脂肪细胞分化而来，在冷刺激下，小鼠皮下白色

脂肪中出现明显的褐色化脂肪细胞，这些褐色化的细胞表现出

明显的产热能力以及 UCP1和 Cidea等基因的上调[14-17]。将小

鼠维持在室温时，这些细胞丧失了产热能力和相关基因的上调

表达。而第二次将小鼠置于冷刺激时，这些细胞再一次获得了

产热能力和 UCP1等基因的表达。这些结果提示前体的白色脂

肪细胞中有一些可以在特殊条件下（冷刺激）分化为米色脂肪

细胞，而在不需要产热的时候，这些米色脂肪细胞又变成了储

存脂肪的经典白色脂肪细胞[14-17]。这种细胞的转化在哺乳期的

小鼠乳腺中的脂肪组织中也会发生。哺乳发生时，脂肪细胞可

以转化为具有分泌功能的上皮细胞，而在哺乳结束时又可以转

化为脂肪细胞[18]。小鼠在冷刺激下皮下脂肪组织发生明显的褐

色化现象，而腹腔内白色脂肪组织几乎没有发生褐色化的现象

（图 2），这可能是由于皮下脂肪组织内含有较多的具有向褐色

化分化能力的前体细胞，而腹腔内脂肪组织中该类细胞较少。

而有报道显示皮下脂肪组织的褐色化需要其中的巨噬细胞的

参与[19]。但值得注意的是，尽管腹腔内脂肪组织并没有发生明

显的褐色化的转变（无 UCP1, Cidea蛋白的增加），但是我们依

然检测到了线粒体相关蛋白如 CPT1和 CPT2的表达。说明腹

腔内脂肪组织调控线粒体活性的能力依然存在。

本研究主要涉及的是小鼠的脂肪组织的代谢变化，但是值

得指出的是人类的褐色脂肪组织分布与小鼠有很显著的不同。

和小鼠不同，人类只有在婴儿时期在皮下区域有活跃的褐色脂

肪组织，当成年以后，该块脂肪组织或退化。在很长的一段时间

内，成年人是被认为没有显著的褐色脂肪组织的。但是，Cannon

和 Nedergaard等人[20]于 2007年打破了长久以来成年人缺少明
显的褐色脂肪组织的认识，他们报道了部分成年人的脂肪有褐

色脂肪组织的性质。随后多个实验组发现人体内存在褐色脂肪

细胞[21-23]。随着人们对褐色脂肪组织在人体中的功能的不断发

现，利用激活产热脂肪作为治疗肥胖成为研究脂肪代谢领域的

热点之一。
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